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OZET

Ardi¢ (Juniperus) bitkisi ihtiva ettigi degerli kimyasallar nedeniyle antik ¢aglardan beri
tedavi amacli kullanilmaktadir. Sayisiz ¢alismaya konu olan bitkinin idrar soktiiriici,
iltihap Onleyici, mantar Onleyici, agr kesici, karacigeri koruyucu, antioksidan, kolesterol
azaltici, antimikrobiyal, antibakteriyal ve noron koruyucu etki gosterdigi bilinmektedir.
Ardicin sagliga faydali bu etkileri igerdigi flavonoid ve fenolik bilesiklerden ileri
gelmektedir. Bitkilerin ikincil metabolitleri olarak bilinen yiiksek antioksidan kapasiteye
sahip olan bu bilesikler ayrica antimikrobiyal, antiviral ve antienflamatuar gibi diger
biyolojik islevler de gostermektedir. Yapilan tez ¢aligmasinin amaci ardig¢ meyvelerinden
cevre dostu siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu yontemiyle kuersetin, kemferol,
apigenin, taksifolin, silibinin ilag etken maddelerinin 6ziitlenmesi ve bu etken maddelerin
miktarin1 maksimize eden optimum c¢alisma sartlarinin arastirilmasidir. Ekstraksiyon
isleminde polar bilesikleri 6ziitleyebilmek icin yardimci ¢oziicli (kosolvent) olarak etanol
kullanilmistir. Optimize edilmek istenen bagimsiz parametreler sicaklik, basing, oziitleme
stiresi ve karbondioksit akis hizi olarak belirlenmistir. Deneysel ¢alisma algoritmasi
belirlenirken yiizey cevap metodu, yiiz-merkezli merkezi kompozit tasarim kullanilmstir.
Ekstraksiyon iglemleri sonucu elde edilen oziitlerin icerisindeki ilag etken maddelerinin
kalitatif ve kantitatif analizleri yiliksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) ile
yapilmistir. Design Expert 12 programi kullanilarak bagimsiz parametrelerin oziitleme
siirecine etkileri arastirilmis ve oOziitteki her bir ila¢ etken maddesinin miktarin1 veren
matematiksel modeller gelistirilmistir. Gelistirilen modellerin 6ngdrdiigii optimum ¢alisma
sartlar1 ile deneysel sonuglarin uyumlu oldugu goriilmiistiir. Optimum calisma kosullarinda
yapilan deneyler sonucu kuersetin miktar1 1,777 pg/g, kemferol miktar1 5,143 png/g,
silibinin miktar1 21,017 ug/g, taksifolin miktar1 9,304 pg/g ve apigenin miktar1 1,347 pg/g
olarak bulunmustur.
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Kemferol, Apigenin, Silibinin, Taksifolin, Yiizey cevap metodu
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ABSTRACT

Juniper (Juniperus) plant has been used for treatment purposes since ancient times because
of the valuable chemicals it has. It is known that this plant, which has been subject to
numerous studies, has diuretic, anti-inflammatory, antifungal, analgesic, liver protection,
antioxidant, cholesterol-reducing, antimicrobial, antibacterial and neuron protective
effects. These beneficial health effects are caused by flavonoid and phenolic compounds
contained in juniper. These compounds are known as secondary metabolites of plants with
high antioxidant capacity also exhibit other biological functions such as antimicrobial,
antiviral and anti-inflammatory. This thesis study aims to extract the pharmaceutical
compounds of quercetin, kaempferol, apigenin, taxifolin and silibinin from juniper fruits
by eco-friendly supercritical carbon dioxide extraction technique and to investigate the
optimum working conditions that maximize the amount of these active substances. Ethanol
was used as the co-solvent to extract polar compounds at the extraction process. The
independent parameters to be optimized were determined as temperature, pressure,
extraction time and carbon dioxide flow rate. To determine the experimental study
algorithm face-centered central composite design of response surface methodology was
used. Qualitative and quantitative analyses of the pharmaceutical compounds in the
extracts were performed by using high performance liquid chromatography (HPLC). The
effects of independent parameters on the extraction process were investigated by using the
Design Expert 12 program and the mathematical models giving the amount of each active
ingredient in the extract were developed. It was found that the optimum working
conditions predicted by developed models were compatible with the experimental results.
Under the optimum working conditions, experimental results of quercetin, kaempferol,
silibinin, taxifolin, and apigenin amounts were respectively as 1.777 pg/g, 5.143 ng/g,
21.017 pg/g, 9.304 pg/g and 1.347 pg/g.
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1. GIRIS

Insan saghigma yonelik gelismeler ve tedavi yontemleri giin gectikce artarken sentetik
malzemelerin endiistri, tip ve tarimda kullaniminin insan sagligini ve c¢evreyi tehdit edici
etkileri giin yiiziine ¢ikmaktadir. Ancak sentetik malzemelerin kullanimindan kaynakli
kanser dahil birgok hastalikla miicadelede dogal tirlinlere doniis heniiz yeterli diizeyde
degildir. Kanser diinyanin ve iilkemizin 6nemli saglik problemlerinden birisidir.
Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi (IARC) tarafindan yayinlanan kiiresel kanser
verilerine gore 2018 yilinda diinya genelinde 18,1 milyon yeni kanser vakasinin gelistigi
ve kanser kaynakli 6liim sayisinin 9,6 milyon oldugu tahmin edilmektedir (Ferlay ve
digerleri, 2019). Tirkiye Halk Sagligit Kurumu’nun 2017 yili kanser istatistiklerine gore
Tiirkiye’de ise 163,417 kanser vakasi ile karsilagiimistir.

Biyoaktif bilesiklere sahip olan bitkiler tipta, nutrasotiklerde, fonksiyonel gida
takviyelerinde, farmasotik ara tirlinlerde ve sentetik ilaclar i¢in kimyasal olusturmada
potansiyel kullanima sahiptir (Ben Salah ve Allouche, 2019). Bu bilesikler, bitkilerin
ikincil metabolitleri olup onlara tedavi edici 6zellik kazandirirlar. Son yillarda yapilan
arastirmalar, polifenollerin antioksidan etkileri sayesinde 6zellikle kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve norodejeneratif hastaliklarin 6nlenmesindeki roliinii destekleyici niteliktedir

(Tsao, 2010).

Bitkilerden biyoaktif bilesiklerin 6ziitlenmesi, ayrilmasi ve saflastirilmasi {izerine yapilan
aragtirmalar akademide ve endiistride biiyiik ilgi gormektedir. Geleneksel yontemlerin
disiik ekstraksiyon verimi saglamasi, yiliksek ekstraksiyon siiresi gerektirmesi, iirlinde
zehirli ¢oziicii kalintis1 birakmasi ve 1s1ya karsi hassas bilesiklerin islem sonucu bozunmast
gibi sakincalar1 oldugundan yenilik¢i ve ¢evre dostu Oziitleme proseslerine ihtiyag
duyulmustur (Ben Salah ve Allouche, 2019). Siperkritik akiskan ekstraksiyonu yiiksek
endiistriyel potansiyeli olan dogal maddelerin bitkisel matrisler gibi yenilenebilir
kaynaklardan ekolojik olarak uyumlu sekilde tiretimi i¢in gelistirilmis yeni bir teknolojidir.
Stiperkritik sarttaki karbondioksit (CO,) diisiik sicaklik degerlerinde g¢alisma imkani
saglamasi, yanici ve patlayict olmamasi, ucuz ve kolay ulasilabilir olmasi, 6ziit igerisinde
kalint1 birakmamasi ve segiciliginin kontrol edilebilir olmasi gibi avantajlari nedeniyle

siklikla tercih edilmektedir (Sovova ve Stateva, 2011).



Diinyada 70’e¢ yakin tirli oldugu bilinen Juniperus (Ardi¢) cinsi, Cupressaceae
(Servigiller) ailesine ait bir bitkidir. Ardi¢ tiirleri genelde kuzey yarim kiirede dagilim
gosteren, yaprak dokmeyen, kiigiik veya cal1 bigciminde agaglardir. Kimyasal igeriginde yer
alan flavonoidler, ucucu yaglar, kumarinler ve bisiklik diterpenler sayesinde antik
caglardan beri bitkisel ilag olarak kullanilmaktadir. Sayisiz ¢alismaya konu olan bitkinin
idrar soktiiriicli, iltihap Onleyici, mantar Onleyici, agri kesici, antidiyabetik ve
antihiperlipidemik, karacigeri koruyucu, antioksidan, kolesterol azaltici, antimikrobiyal,
antibakteriyal ve noron koruyucu etki gosterdigi bilinmektedir (Bais, Gill, Rana ve
Shandil, 2014). Ardi¢ ormanlari bakimindan zengin olan iilkemizde 2 sekson altinda 6
farkli ardig tirti (J.excelsa, J.foetidissima Willd., J.communis L., J.oxycedrus L.,
J.phoenicea L. ve J.sabina ) dogal olarak yetismektedir (Tiimen, 2010). Literatiir
incelendiginde Juniperus excelsa (Boylu Ardi¢) meyvelerinden flavonoidlerin siiperkritik
CO;, ile 6ziitlenmesi lizerine ¢alisma yapilmadigr goriilmiistiir. Yiksek lisans tez ¢aligmasi
kapsaminda Juniperus excelsa (Boylu ardi¢) meyvelerinden kuersetin, apigenin,
kempferol, silibinin ve taksifolin ila¢ etken maddelerinin miktarini maksimize eden

stiperkritik CO,, ekstraksiyonu optimum ¢alisma sartlarinin arastiritlmasi amaglanmustir.

Bu dogrultuda Isparta Akkecili koyii yamaglarindan toplanan boylu ardig meyveleri
ekstraksiyon islemine hazir hale getirilmek icin Oncelikle Ogitiilmistir. Ardindan
icerigindeki nemi wuzaklagtirmak amaciyla kurutulup belirlenen boyut araliginda
siniflandirmasi yapilmistir. Ekstraksiyon isleminde akigkan olarak siiperkritik CO; ve polar
bilesikleri 6ziitleyebilmek i¢in yardimci ¢oziicii (kosolvent) olarak etanol kullanilmistir.
Optimize edilmek istenen ¢alisma parametreleri sicaklik, basing, ekstraksiyon siiresi ve
CO; akis hiz1 olarak belirlenmistir. Her bir parametrenin ¢alisma araligi belirlenirken
literatiirden faydalanilmis ayrica stiperkritik akigkan ekstraksiyon cihazinin sorunsuz
olarak calisabileceg§i maksimum ve minimum sartlar dikkate alinmistir. “Design Expert
12” Programinda Yiizey Cevap Metodu (YCM) segilerek 21 deneyin sicaklik, basing,
ekstraksiyon siiresi ve CO; akis hizi degerleri ayr1 ayri belirlenmistir. Ekstraksiyon
islemleri sonucu elde edilen Oziitlerin igerisindeki ilag etken maddelerinin (kuersetin,
apigenin, kemferol, silibinin ve taksifolin) Kkalitatif ve kantitatif analizleri yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile yapilmistir. HPLC analizi sonucu 6ziitlerde
yer alan her bir ilag etken maddesinin miktar1 (ug flavonoid/ g bitki) “Design Expert 12”
Programinin yanit fonksiyonu olarak girilmis ve c¢alisma parametrelerindeki degisimin

oziitlenen ilag¢ etken miktarlarini nasil etkiledigi incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ardi¢ ( Juniperus ssp.) Bitkisi

Kuzey yarim kiirenin daglik ve iliman boélgelerinde kolaylikla yetisen ardig agacinin
giiney yarim kiiredeki yayilimi Kenya’ya kadar uzanmaktadir. Servigiller (Cupressaceae)
ailesine ait ardig¢ cinsinin diinya genelinde 70’e yakin tiirii oldugu bilinmektedir. Toplamda
3 sekson (Caryocedrus, Oxycedrus ve Sabina) altinda gesitlilik gdsteren ardi¢ cinsinin
iilkemizde 2 seksona (Oxycedrus ve Sabina) ait 6 tiirii (J.excelsa, J.foetidissima Willd.,
J.communis L., J.oxycedrus L., J.phoenicea L. ve J.sabina) yetismektedir (Ttiimen, 2010).
Ozellikle boylu ardi¢ diinya genelinde en genis yayilimimi Anadolu’da yapmakta olup
sabina seksonuna aittir (Asili, Emami, Rahimizadeh, Fazly-Bazzaz ve Hassanzadeh,

2008). Boylu ardi¢ meyvesi ve agaci Resim 1’de verilmistir.

Ulkemiz ormanlarinin  %4,58’ini olusturan saf ardic ormanlar1 6zellikle Akdeniz
bolgesinde olmak tizere genis yayilim alan1 gostermektedir. Ardig agaglarinin diger tiirlerin
barinamadig1 alanlarda yetistirilerek ormanlarin  devamliligini saglama ve toprak
erozyonuna karsi koruma gibi énemli fonksiyonlar1 vardir. Ulkemizdeki ardig ormanlari
icerisinde Boylu ardi¢ (Juniperus excelsa) ve Kokulu ardi¢ (Juniperus foetidissima Willd.)
kapladig1 alan bakimindan biiyiik paya sahiptir. Ozellikle boylu ardi¢ mescereler kurabilen
ve genis alanlar halinde goriilebilen bir tiirdiir. Boylu ardig, 15 — 20 m’ye kadar boy ve 80
cm’e kadar capa ulasabilen bir agactir. Ortalama 500 — 2500 m yiiksekliklerde, deniz
iklimi etkilerinin azalmaya basladigi, daglarin i¢ kisminda step sinirina kadar uzanir.
[liman iklim agaci olup; sicaga, soguga ve kurakliga kars1 olduk¢a dayaniklidir (Carus,

2004). Resim 2.1’de boylu ardi¢ agaci ve meyvelerinin forograflari sunulmustur.

Ardi¢ bitkisi meyve, yaprak ve odunlarinda ihtiva ettigi degerli yag ve kimyasallar
nedeniyle antik caglardan beri 6zellikle tip ve farmakognozi alanlari olmak {izere gida,
kozmetik ve peyzaj gibi farkli bir¢cok alanda kullanilmaktadir. Cogunlukla meyve ve
yapraklart kullanilarak hazirlanan iiriinlerin {ist solunum yolu enfeksiyonlari, cilt
hastaliklari, seker hastaligi, sindirim yolu hastaliklari, metabolizma bozukluklari,
jinekolojik hastaliklar, hemoroit, bas agrisi ve soguk alginligina kars1 iyi geldigi

bilinmektedir. Juniperus oxycedrus L. tiirlinden elde edilen katran (Pix Juniperi adiyla



Tirk Kodeksinde kayitll) sedef hastaligi ve sacli derideki kepeklenme probleminin
tedavisinde kullanilmaktadir (Tiimen, 2010; Tiimen ve Hafizoglu, 2003).

Resim 2.1. Boylu ardi¢ a) meyvesi b) agaci

Ardig bitkisinden elde edilen ekstraktlarin biyolojik aktivitelerini tespit etmek iizere
yapilan ¢aligmalar bitkinin antioksidan (Loizzo ve digerleri, 2007), antifungal (Sokovi¢,
Risti¢ ve Grubisi¢, 2004), antidiyabetik (Orhan, Aslan, Demirci ve Ergun, 2012), antiviral
(Loizzo ve digerleri, 2008), antifertilite (dogum kontrolii), iltihap onleyici (Akkol, Giiveng
ve Yesilada, 2009), ditiretik, antimikrobiyal (Topgu ve digerleri, 2005; Asili ve digerleri,
2008), antibakteriyel, sitotoksik (Sadeghi, Emami, Saeidi, Sadeghi ve Jafarian, 2009)
lipoksigenaz inhibitor, antifeedant, agri kesici, antihiperlipidemik, karacigeri koruyucu,
kolesterol azaltici ve néron koruyucu (Tavares ve digerleri, 2012) etkileri oldugunu

gostermistir.

Yapilan c¢alismalar bitkinin ekstraktlarinda flavonoidler, u¢ucu yaglar, kumarinler ve
bisiklik diterpenler gibi kimyasal bilesenlerin bulundugunu, meyvesinde bulunan
flavonoidlerin ise katesin, epigallokatesin, apigenin, rutin, kuersetin glikozitleri, kemferol
glikozitleri, luteolin, nepetin, amentoflavon ve bilobetin oldugunu gostermistir (Bais ve
digerleri, 2014; Seca ve Silva, 2006; Yaglioglu ve Eser, 2017). Cizelge 2.1’de Biiyiik
kozalakli ardi¢ (Juniperus macrocarpa) bitkisinde bulunan polifenolik bilesikler

gosterilmektedir.



Cizelge 2.1. Biiyiik kozalakli ardi¢ (Juniperus macrocarpa) bitkisinde bulunan polifenolik
bilesikler (Lesjak ve digerleri, 2014)

Polifenolik Bilesikler Molekiiler
Formiil
Fenolik asitler
p-Hidroksibenzoik asit C,Hs04
2,5-Dihidroksibenzoik asit C,HsO,
Protokatekuik asit C7H:O4
Vanilik asit CgHgO,
Gallik Asit C7HgOs
Siringik asit CoH100s5
Sinnamik asit CoHgO,
p-Kumarik Asit CoHgOs
Kafeik Asit CoHgOy4
Ferulik Asit C1oH1004
5-O-kafeoil kinik asit Ci16H1809
Flavonoidler
Apigenin Ci15H100s
Apigenin-7-O-glikozit C,1Hy0011
Amentoflavon CaoH18010
[zorhamnetin CisH1207
Kemferol Ci5H100s
Kemferol-3-O-glikozit C21H2001
Krizoeriol Ci16H1206
Luteolin Ci15H1006
Luteolin-7-O-glikozit C,1Hy0011
Kuersetin Ci5H1007
Kuersitrin C21H20011
Kuersetin-3-O-glikozit C21H201,
Rutin C27H30016
Naringenin Ci5H1205
Epikatesin C15H1406
Katesin C15H1406
Kumarinler
Umbeliferon CoHsOs
Aeskuletin CyHsO4
Lignanlar
Materesinol C20H2206

Sekoizolarikiresinol CyoH2606



Literatiirde ardi¢ meyvelerinin bulundugu cografi yere, yiikseklige, olgunluk derecesine ve
diger faktorlere bagl olarak % 0,2-3,42 ucucu yag icerdigi belirtilmektedir. Ticari olarak
temin edilebilir ardi¢ meyvesi ugucu yaglarinin bilesimi % 58-85 oranda monoterpenler
(a-pinen (% 10-76), sabinen (% 1-28), B-pinen, B-myrcen, limonen ve terpinen-4-ol); % 2-
10 oranda seskiterpenler; alkoller ve diger oksijenli bilesiklerden olusmaktadir

(Barjaktarovic, Sovilj ve Knez, 2005).

Bitkilerde bulunan fenolik bilesikler biyoaktif fonksiyonlar1 nedeniyle son yillarda
aragtirmacilarin ilgisini {izerine ¢ekmektedir. Bu bilesenler bitkilerin ikincil metabolitleri
olarak bilinir ve yiiksek antioksidan kapasiteleri ile birlikte antimikrobiyal, antiviral ve

antienflamatuar gibi biyolojik islevlere sahiptir (Ignat, Volf ve Popa, 2011).

Fenolik bilesikler fitokimyasallarin en yaygin gruplarindan biri olup meyve, sebze ve
bitkilerin duyusal ve besinsel kalitesinin Onemli belirleyicileridir. Ayrica bitkilerin
fizyolojik ve morfolojik yapisini da belirlerler. Fenolikler bitki biiyiimesinde ve
iiremesinde Onemli rol oynarken, meyve ve sebzelerin renk ve duyusal Ozelliklerine
katkida bulunmasinin yani sira, antioksidan 6zellik gostermekte, UV 1s18ina, patojenlere ve
avcilara karst etkili bir koruma saglamaktadir. Bu 6zellikleri sayesinde gida sektdriinde
dogal renklendirici ve koruyucu olarak veya boya, kagit ve kozmetik gibi birgok

endiistriyel uygulamada kullanilabilmektedir (Ignat ve digerleri, 2011).

Polifenoller icerdikleri fenol halkasi sayisina ve bu halkalar1 birbirine baglayan yapisal
elemanlara gore birka¢ smifa ayrilir. Polifenollerin ana gruplari; flavonoidler, fenolik

asitler, tanenler, stilbenler ve lignanlardir.

Insan saghgma olan faydalari nedeniyle dogal polifenoller diyetisyenler, gida
aragtirmacilar ve tiiketiciler tarafindan biiyiik ilgi gérmektedir. Epidemiyolojik calismalar
ve ilgili meta-analizler kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, osteoporoz ve
norodejeneratif hastaliklarin gelisimine karsi korunmada bitki polifenolleri bakimindan

zengin besinlerin uzun siireli tiiketimini kuvvetle 6nermektedir (Pandey ve Rizvi, 2009).



2.2. Flavonoidler

Bilinen 8000’den fazla polifenol bilesigin bugiine kadar 4000’den fazlasi flavonoid olarak
tanimlanmis halen daha bu sayr giderek artmaktadir. Flavonoidler antosiyanidinler,
flavonlar, izoflavonlar, flavanonlar, flavonoller ve flavanoller olmak tizere 6 ana simifa

ayrilmaktadir (Ignat ve digerleri, 2011). Flavonoid siniflar1 ve kimyasal yapilar1 Sekil
2.1°de gosterilmistir.

HO.

Ry

OH

Ra

OH

Flavonoller Flavanoller

OH .
Flavonlar Antosiyvanidinler Izoflavonlar
Sekil 2.1.  Flavonoid siniflar1 ve kimyasal yapilar1 (Pandey ve Rizvi, 2009)

Flavonoidler C6-C3-C6 konfigiirasyonunda, 15 karbon atomundan olusan, diigiikk molekiil
agirlikli bilesiklerdir. Basit yapilar1 A ve B olarak iki aromatik halka ve bunlart bir koprii
gorevi lstlenerek birlestiren 3 karbonlu heterosiklik yapidaki C halkasindan olusmaktadir.
C halkasinda meydana gelen degisiklikler ana flavonoid siniflarini olusturur; bunlardan en
yaygin sekilde meydana gelenleri flavonlar ve flavonollerdir. A ve B halkalarinda
meydana gelen yer degisimleri ise her flavonid simifi igerisinde farkli bilesiklere yol
agmaktadir. Ozellikle yapilarinda bulundurduklart —OH gruplar1 sayesinde kolayca

glikozitlenirler ve sekerlerle glikozit bagi olustururlar (Ignat ve digerleri, 2011).



Flavonoidler, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) neden oldugu oksidatif strese karsi bir
savunma olarak vitaminlerin ve enzimlerin fonksiyonlarini tamamlayan ve islevlerine
katkida bulunan giiclii antioksidanlardir. Bu bilesikler; antioksidan 6zelliklerini serbest
radikalleri baglayarak, metal selatlayic1 6zellik gostererek, hidrojen ve elektron dondrii
olarak, indirgeyici ajan olarak veya oksijen tutucu mekanizmalari yoluyla gosterirler (Ignat
ve digerleri, 2011). Cizelge 2.2°de her flavonoid sinifinin temsili bilesikleri, besin

kaynaklar1 ve sagliga olan faydalar1 gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Flavonoidlerin ana simiflari, besin kaynaklari, temsili bilesikleri ve sagliga
faydalar1 (Kolag, Giirbiiz ve Yetis, 2017; Tsao, 2010)

Flavonoid ana Besin kaynaklari Temsili Sagliga Faydasi
siniflari flavonoidler
> Antioksidan etki
Kemferol > DNA oksidatif hasarini
Elma, fasulye, yaban - R
D 9 Kuersetin 6nlemede yardimet
mersini, karabugday, :
. Rutin > Prostat, yumurtalik,
Flavonoller kizilcik, hindiba, pirasa, : ) .

- o Izorhamnetin ~ meme, mide ve barsak
marul, sogan, zeytin, biber, L K i riskinil azal
domates erlsetl_n anseri riskini azaltma

Ramnetin > Gut hastaliginda etkili
> Antienflamatuar
N > Losemi tedavisinde
Apigenin .
: . . etkili
Turunggiller, kereviz, Luteolin ..
Flavonlar . > Kas gevsetici,
maydanoz, 1spanak Vogonin . S
Baicalein sakinlestirici ve
anksiyolitik etki
Daidzein > Klimakterik
. Soya fasulyesi, kuru . semptomlar1 hafifletme
Izoflavonlar . Genistein .
baklagiller o > Endometrium ve meme
Glisitein S
kanseri riskini azaltici
> Fibril olusumuna
Naringenin yardimci
Flavanonlar/ Turunceiller Hesperidin > Antioksidan
flavanonol 8 Eriodiktol > Antienflamatuar
Taksifolin > Yumurtalik kanserinde
faydal
Pelargonidin > Kronik kalp hastalig1
Yabanmersini, siyah ve Siyanidin riskini azaltma
L kirmizi kus {iziimii, kiraz, Delfinidin > Gorsel aktiviteyi
Antosiyanidinler . . e - o
yabani aci1 kiraz, iiziim, Peonidin iyilestirme
cilek Petunidin > Antiviral etki
Malvidin > Antioksidan etki
Flavanoller Elma, yaban mersini, Katesin > Yanik iyilestirmede
lizim, sogan, marul Epikatesin > Mukoza ve {ist solunum

yolu ilihaplar1
> Gastroenteritte faydali



Flavonoller: Flavonoller mantar ve algler disindaki ¢ogu bitkide bulunmaktadir. Yaygin
olarak glikozit formunda bulunan flavonollerden bazilar1 kemferol, kuersetin, izorhamnetin
ve mirisetindir. Flavonoidlerin aglikon (sekerle bag yapmamis) formlar1 sinirli olsa da,
kemferoliin 200'den fazla seker konjugati vardir. Tiiketilen ¢ogu meyve, sebze ve igecegin
flavonol igeriginde yerel yetistirme kosullari, mevsimsel degisimler, depolama ve c¢esitlilik

farklar1 nedeniyle biiylik farkliliklar olugabilmektedir (Del Rio ve digerleri, 2013).

Tez calismasi kapsaminda boylu ardi¢ meyvelerinde varligi aranan kuersetin flavonol
sinifinda yer almaktadir. Kuersetin beslenmede en yaygin bulunan flavonollerden birisidir.
Cesitli meyve ve sebzelerde bulunmakla birlikte ne yiiksek konsantrasyonlari soganda
goriilmektedir (Erlund, 2004). Ozellikle sar1 ve kirmizi soganlar (Allium cepa) zengin
flavonol kaynagi olup yiiksek konsantrasyonda kuersetin-4’-O-glikozit ve kuersetin-3,4’-
O-diglikozit igerirler (Del Rio ve digerleri, 2013). Ayrica cay, sarap ve elma farkli cografi
kosullar ve tiketim sikligina bagli olarak ana kuersetin kaynaklar1 arasinda yer
alabilmektedir. Kuersetin, bitkilerde rutin veya diger adiyla kuersetin-3-rutinosit gibi
bircok farkli glikozit formunda bulunur. Yapilan invitro calismalar kuersetinin
antioksidatif, kanser onleyici, anti-inflamatuar, topaklanma onleyici ve damar genisletici
etkilerini gostermistir (Erlund, 2004). Kuersetinin molekiiler kiitlesi 302,2 g/mol’diir. Sekil

2.2°de kuersetinin a¢ik molekiil yapis1 gosterilmistir.

OH
OH

HO O

OH
OH O

Sekil 2.2.  Kuersetinin molekiil yapisi

Tez calismasi kapsaminda boylu ardic meyvelerinde varligi aranan bir diger bilesen olan
kemferol de flavonol sinifinda yer alir. Ozellikle ¢ay, brokoli, elma, cilek ve fasulyede bol

miktarda bulunur. Birgok ¢alisma diyette kemferoliin 6zellikle kanser olmak {izere kronik
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hastalik riskini azaltmada yararli etkilerini gostermistir. Ayrica epidemiyolojik caligmalar
kemferol alimi ile kanser arasinda ters bir iliski oldugunu goéstermistir. Kemferol ayrica
serbest radikallere karsi viicudun antioksidan savunmasini artirmada yardimci rol
uistlenmektedir (Chen ve Chen, 2013). Sekiguchi ve digerleri (2019) kemferoliin sistemik
sklerozda cilt fibrozu iizerinde inhibe edici etkisini arastirmiglardir. Yapilan bu ¢alismada
kemferoliin oksidatif stresi baskilayarak, inflamasyonu ve oksidatif hiicresel hasari
azaltarak bleomisin kaynakli fibrozu iyilestirebildigi ve sistemik sklerozda cilt fibrozu
tedavisi icin alternatif bir uygulama olabilecegi gosterilmistir (Sekiguchi ve digerleri,
2019). Kemferoliin molekiiler kiitlesi 286,23 g/mol’diir. Sekil 2.3’te kemferoliin agik

molekiil yapis1 gosterilmistir.

OH

HO 0O

OH

OH 0

Sekil 2.3.  Kemferoliin molekiil yapisi

Flavonlar: Flavonlar yapilar itibariyle genel olarak flavonollere benzer ancak 3 numarali C
atomunda hidroksil grubu icermezler. Apigenin, luteolin, vogonin ve baicalein
flavonlardan bazilaridir. Flavonlarin genis bir dagilimi olmasa da kereviz (Apium
graveolens), maydanoz (Petroselinum hortense) ve bazi bitkilerde 6nemli miktarlar tespit
edilmistir. Pek ¢ok flavon 7-O-glikozit olarak bulunmasina ragmen kafeinsiz bir igecek
olan roibos ¢ay1 az miktarda apigenin ve luteolin 8-C ve 6-C glikozitlerini icerir (Del Rio
ve digerleri, 2013).

Tez calismasi kapsaminda boylu ardic meyvelerinde varligi aranan apigenin flavon
sinifinda yer alir. Apigenin (4',5,7-trihidroksiflavon) glikosile olarak sebzelerde
(maydanoz, kereviz, sogan) meyvelerde (portakal), bitkilerde (papatya, kekik, kekik,
feslegen) ve bitki bazli igeceklerde (gay, bira ve sarap) Onemli miktarda bulunur.

Literatiirde yer alan arastirmalar apigeninin bir¢ok farkli farmakolojik aktiviteye ve
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nutrasdtik potansiyele sahip oldugunu gdstermistir. Ozellikle giiglii antioksidan etkiye
sahip oldugu bilinen apigenin ayrica iltihaplanma, otoimmiin, nérodejeneratif hastaliklar
ve hatta cesitli kanser tiirleri gibi hastaliklarin iistesinden gelmek i¢in terapotik bir ajan
olarak kullanilabilmektedir. EK olarak, apigenin diisiik i¢ toksisiteye ve antioksidatif
potansiyele sahiptir (Salehi ve digerleri, 2019). Apigeninin molekiiler kiitlesi 270,4
g/mol’diir. Sekil 2.4’te apigeninin agik molekiil yapist gosterilmistir.

CH

HO o

CH o

Sekil 2.4.  Apigenin molekiil yapisi

Izoflavonlar: Izoflavonlarin B aromatik halkasi C2 yerine C3 pozisyonuna bagli olan
bilesiklerdir. Baklagillerde onemli miktarda daidzein, soya fasulyesinde ise genistein
bulunur. Fermente edilmis soya iirlinleri, glikozitlerin hidrolizinin bir sonucu olarak
aglikonlar bakimindan zengindir ancak soya siitii ve tofu gibi iiretimi 1sitmay1 igeren
irlinler daidzein ve genistein glukozitleri formunda diisiik miktarda da olsa izoflavon
icerir. Ostrojene olan yapisal benzerlikleri nedeniyle izoflavonlar, fitodstrojenler olarak
adlandirilir ve tahil tanelerinde yliksek konsantrasyonlarda bulunur (Del Rio ve digerleri,
2013). Damar sertligi (ateroskleroz) veya kanser gibi hastaliklarin 6nlenmesi veya

tedavisinde kullanilmasi tavsiye edilmektedir (Ignat ve digerleri, 2011).

Flavanonlar: Flavanonlar, C4'te doymus ii¢ karbon zinciri ve bir oksijen atomunun varligi
ile karakterize edilir. Genellikle C7'deki bir disakarit ile glikosile edilirler. Flavanonlar
turunggil meyvelerinde yiiksek konsantrasyonlarda bulunur ayrica domates ve nane gibi
bazi aromatik bitkilerde de bulunurlar. Baslica aglikonlar1 greyfurtta naringenin,

portakalda hesperidin ve limonda eriodiktol'diir. Son 15 yilda tanimlanan flavanonlarin ve
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bunlarin 3-hidroksi tlirevlerinin (dihidroflavonol olarak da adlandirilan flavanonoller)

sayis1 onemli Ol¢lide artmigtir (Del Rio ve digerleri, 2013; Tsao, 2010).

Tez ¢alismasi kapsaminda boylu ardi¢ meyvelerinde varligi aranan taksifolin flavanonol
sinifinda yer alir ve turuncggillerden elde edilir. Taksifolin diger adiyla dihidroquercetin
sogan, devedikeni, Silybum cinsinin tohumlar1 ve ¢am kabugunda da bulunmaktadir.
Giglii antioksidan aktiviteye ve antienflamatuar etkilere sahiptir ve geleneksel
antibiyotiklerin etkinligini arttirir. Taksifolin bu 6zellikleri nedeniyle, gida katki
maddeleri, saglikli gida, ilag ve diger ilgili tirlinlerin iiretimde olduk¢a genis kullanima
sahiptir (Ghoreishi, Hedayati ve Mohammadi, 2016b). Sekil 2.5’te taksifolinin agik molekiil
yapist gosterilmistir. Taksifolinin molekiiler kiitlesi 304,25 g/mol’diir.

OH
OH

OH O

Sekil 2.5. Taksifolin molekiil yapisi

Antosiyanidinler:  Antosiyanidinler, antosiyaninlerin temel yapilaridir. En yaygin
antosiyanidin aglikonlar1 pelargonidin, siyanidin, delfinidin, peonidin, petunidin ve
malvidindir. Cesitli antosiyaninler liretmek {izere seker ve organik asitlerle konjugatlar
olustururlar. pH’a bagli olarak turuncu, kirmizi, mavi ve mora kadar degisen renklerde

meyvelerde ve ¢igeklerde kolayca goriiliirler (Del Rio ve digerleri, 2013).

Antosiyaninler ve diger fenolikler reaktif radikallere yiiksek oranda hidrojen verip daha
fazla radikal olusumunu Onleyerek antioksidanlar gibi davranabilmektedir. Antioksidan
potansiyelleri, hidroksil gruplarinin sayisina ve diizenlenmesine; yapisal konjugasyonun
kapsamina ayrica halka yapisinda elektron veren ve elektron ¢eken ikame edicilerin
varligina baghdir. Antosiyaninler iyi bilinen farmakolojik 6zelliklere ve anti-enflamatuar

ve antioksidan aktiviteler gibi giiclii biyolojik fonksiyonlara sahiptir (Tsao, 2010).
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Flavanoller (Katesinler): Flavanoller diger flavonoidlerden farkli olarak bitkilerde glikozit
formda goriilmezler. Bunlar basit monomerlerden, kondanse tanenler olarak da bilinen
oligomerik ve polimerik proantosiyanidinlere kadar degisen karmasik flavonoid alt
smifidir. (+) -katesin ve (-) -epikatesin'in dogada yaygin olarak bulunurken (-)-epiafzelesin
gibi digerleri daha sinirhi bir dagilima sahiptir. Yesil ¢ay (Camellia sinensis) yiiksek

seviyede flavanol monomerleri icerir (Del Rio ve digerleri, 2013).

Tez c¢alismasi kapsaminda boylu ardic meyvelerinde varligi aranan bir diger bilesen
silibinindir ve flavonolignan sinifinda yer alir. Silymarin, dort izomerik flavonolignan
iceren (silibin, silidiyanin, izosilbinin ve silikristin) devedikeni bitkisi tohumlarindan ve
meyvelerinden elde edilir. Bu bilesenler arasinda, ana biyolojik olarak aktif bilesen
silibinin (silybin) yaklasik 1:1 oraninda iki diastereomer A ve B'nin karisimidir ve anti-
kanser, antioksidan, antienflamatuar, hipokolesterolemik, kardiyoprotektif, noroprotektif
etkileri nedeniyle biiyiik ilgi gormektedir. Silibinin, gastrointestinal rahatsizlik disinda
herhangi bir olumsuz etki yaratmadigindan giivenli olarak kabul edilir. Amerikan Gida ve
Ilag Dairesi (FDA) tarafindan karaciger hastaliklarini tedavi etmek igin kullanilabilecegi
onaylanmistir (Takke ve Shende, 2019). Silibininin molekiiler kiitlesi 482,44 g/mol’diir.
Sekil 2.6’da silibininin agik molekiil yapisi gosterilmistir.

OH O OCH;
OH

HO )

Sekil 2.6.  Silibinin molekiil yapisi

2.3. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu

Glinlimiizde kimyasal {iirlinlerin tasarimi ve lretiminde zararli materyallerin kullanimini
siirlayan yenilik¢i teknolojiler tercih edilmektedir. Yenilenebilir kaynaklarin insan sagligi
ve cevre gereksinimlerine uygun, siirdiiriilebilir bir sekilde kullanim1 yesil teknolojilerin

tasarlanmasi, optimizasyonu ve uygulanmasiyla miimkiindiir. Siiperkritik akiskan
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ekstraksiyonu (SAE), bitkisel matrisler gibi yenilenebilir kaynaklardan endistriyel
potansiyeli olan dogal maddelerin ekolojik olarak uyumlu iiretimi i¢in yeni bir teknoloji

ornegidir (Sovova ve Stateva, 2011).

Stiperkritik akigkanlar, yogunluklarina bagh ¢oziicii giicleri nedeniyle geleneksel (siv1)
coziiclilere yeni bir boyut kazandirmustir. Siiperkritik akiskanlarm yogunlugu, proses
gereksinimlerine gore sicaklik, basing ve/veya bilesiminde yapilabilecek degisikliklerle

kolayca ayarlanabilmektedir.

Stiperkritik akiskan uygulamalar1 temel olarak gida tirlinleri (kahve ve cay), gida katki
maddeleri (serbetciotu, aromalar, renklendiriciler, vitaminler ve doymamis yag asitleri) ve
nutrasotikler/ fitofarmasétikler i¢in kati malzemelerden ekstraksiyona odaklanmaktadir.

Diger endiistriyel uygulama alanlar1 asagida listelenmistir:

e Seramik iiretimi: Yeni nesil inorganik ¢apraz akisli membranlarin hazirlanmasi,

e Reaksiyonlar: Kompleks organik molekiillerin sentezi,

e Hazirlik 0Olgegi siiperkritik akiskan kromatografisi: Benzer bilesiklerin o6zellikle
lipitlerin damitilmasz,

e Kopiik ve aerojellerin hazirlanmasi: Ozellikle mikro-elektronik —endiistrisindeki
uygulamalar i¢in ¢esitli nano sistemler veya nanoyapili malzemeler,

e Polimer isleme: Emdirme, kalintilarin ¢ikarilmasi (styirma), morfolojik modifikasyonlar
(koptikler, partikiiller ve lifler) ve partikiil kaplama (Pasquali, 2007),

e Ince parcacik sentezi: Partikiil gekirdeklenmesi ve biiyiimesini saglamak icin fiziksel
formasyon yontemleri olarak hizli genlesen siiperkritik ¢ozeltiler (RESS) ve siiperkritik

anti-¢oziiciilerin (SAS) kullanim1 (Cansell, Aymonier ve Loppinet-Serani, 2003).

2.3.1. Siiperkritik akiskanlar ve fiziksel ozellikleri

Stiperkritik akiskanlar, kritik basing ve kritik sicaklik degerlerinin tizerindeki maddelerdir.
Ozellikleri sivi ve gazlar arasinda degisir. Molekiiller arasi etkilesimin olmadig

sikistirilabilir sivi ve yogun bir gaza benzetilebilirler (Sovova ve Stateva, 2011).
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Saf bir akigkana ait faz diyagrami Sekil 2.7°de verilmistir. Kritik kosullara yakin bir

bolgede, sistem oOzellikleri basinca ve sicakliga karsi olduk¢a duyarlidir. Genellikle

stiperkritik akigskanlar ¢oziicii olarak, kritik degerine yakin bir sicaklikta ve Kritik

degerinden yeterince yliksek bir basingta uygulanir.

+

= ..r‘,_
R 9o o ©

I Tec

Gaz

-

Sicakhk

Sekil 2.7.  Saf bir akiskanin P-T faz diyagraminda mikroskobik davraniginin gésterimi

Siv1, gaz ve siiperkritik akiskanlarin fizikokimyasal 6zelliklerinin karsilastirmasi Cizelge

2.3’te verilmistir. Stiperkritik akigkanlar gaz benzeri diisiik viskozite ve yliksek difiizyon

kabiliyetleri nedeniyle bitki materyallerine kolayca niifuz edebilirler.

Cizelge 2.3. Sivi, gaz ve siiperkritik akigskanlarin fizikokimyasal 6zellikleri (Khaw, Parat,

Shawve Falconer, 2017)

Yogunluk x 10° Difiizyon katsayis1 x 10°  Viskozite x 10™

Faz (kg.m™) (cm? 51 (kg.m.s™)
Siv1 6-16 <0,005 2-30
Stiperkritik akiskan 2-5 0,7 0,1-0,3
Gaz 0,006-0,02 0,1-0,4 0,1-0,3

Stiperkritik akigkanlarin  basing ve

sicaklikta yapilan degisikliklerle yogunlugu

ayarlanabilmekte ve ¢cozme giicii artirilabilmektedir. Genel olarak, kritik bolgedeki fiziksel

Ozellikleri kitle ve 1s1 transferini arttirir.
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2.3.2. Siiperkritik akiskan o6ziitlemesinin avantaj ve dezavantajlar

Stiperkritik akigkan ekstraksiyonu, gelencksel ekstraksiyon tekniklerine kiyasla 6nemli
avantajlara sahiptir. Bunlardan bazilari; ¢oziicii giiciiniin ve seciciliginin ayarlanabilmesi
nedeniyle esnek bir proses olmasi, ekstraksiyon siiresinin kisa olmasi, ¢oziicli giderimi gibi
ileri proseslere ihtiya¢ duyulmamasi ayrica kirletici organik c¢oziiciilerin az miktarda

kullanilmasi veya hi¢ kullanilmamasidir (Reverchon ve De Marco, 2006).

Biiytik oOlgekli stiperkritik akigkan ekstraksiyonu teknolojisinin geleneksel ydntemlere
kiyasla temel dezavantaji ise yiiksek basinca dayanikli ekipman gerektirmesi nedeniyle
maliyetli olusudur. Ancak bu dezavantaj ¢cogu zaman tistiin {irin 6zelliklerinin saglanmast,
diisiikk isletme maliyetleri ve birka¢ teknolojik adimin entegrasyonu ile gbéz ardi

edilebilmektedir (Sovova ve Stateva, 2011).

2.3.3. Siiperkritik akiskanin secimi ve kosolvent kullanim

Heksan, pentan ve biitan gibi hidrokarbonlar ile azot oksit, kiikiirt heksafloriir ve florinli
hidrokarbonlar stiperkritik akigskan olarak incelenmistir. Ancak birka¢ pratik nedenden
dolay1 ¢ogu siiperkritik akiskan ekstraksiyonu isleminde karbondioksit tercih edilmistir.
Karbondioksit nispeten diisiik kritik basing (73,8 bar) ve sicakliga (31,1°C) sahip olmasinin
yani sira toksik degildir, yanic1 degildir, diisiik bir maliyetle yiiksek saflikta temin
edilebilir ve ekstrakttan kolayca uzaklastirilir. Karbondioksitin diisiik kritik sicakliga sahip
olmasinin bir avantaji da termal olarak kararsiz bilesikleri bozulmadan 6ziitleyebilmesidir.
Stiperkritik durumda olan CO; s1v1 pentan ile karsilastirilabilir bir polariteye sahiptir ve bu
nedenle lipofilik bilesikler i¢in en uygun olandir. Karbondioksitin ana dezavantaji ise polar
analitlerin Oziitlenebilmesi i¢in yeterli polariteye sahip olmamasidir (Pourmortazavi ve

Hajimirsadeghi, 2007).

Akiskan yogunlugunun uygun sekilde ayarlanmasiyla veya yeterli kosolvent (yardimci
¢oziicii) kullanilarak diisiik ¢oziiniirliiglin iistesinden gelinebilir. Kosolventler ¢oziicii fazin
polaritesini ¢oziinen lehine degistirir boylece ¢oziicii giictinii arttirirlar (Pasquali, 2007).

Genellikle metanol, etanol, su ve diger polar sivilarin kiiclik miktarlarda eklenmesiyle
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stiperkritik karbondioksitin (SK-CO;) polaritesini artirmak miimkiindiir (Sovova ve
Stateva, 2011).

Sekil 2.8’de aragtirmacilarin siiperkritik ekstraksiyonda kullandig1 kosolventler ve tercih
yiizdeleri gosterilmektedir. De Melo ve digerleri yapmis olduklar1 ¢aligmada

aragtirmacilarin kosolvent olarak daha ¢ok etanolii tercih ettigini gérmiislerdir.

Diger, %7

Kansimlar, %7

n-heksan, %2 .
diklorometan, %3

Sebze yaglari, %62
i

Su, %5 | r

‘ Etanol, %53

Metanol, %21

Sekil 2.8.  Siiperkritik ekstraksiyonda kullanilan yardimci ¢ézgenler (De Melo, Silvestre
ve Silva, 2014).

Etanol SK-CO; gibi insan saghgma ve gevreye zararsiz bir ¢0ziicii olmasi nedeniyle
ozellikle gida, kozmetik ve ilag endiistrilerinde daha ¢ok kullanilmaktadir. Ayrica etanol
onemli derecede polar bir (1.69 D) ¢oziiciidiir ve kiiclik miktarda eklenmesi siiperkritik
¢Ozeltinin polaritesini ciddi anlamda artirabilir. Metanol etanole kiyasla daha polar olsa da
insan sagligina karsi tehlikeleri nedeniyle tercih edilmemektedir (De Melo, Silvestre ve
Silva, 2014).
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2.3.4. Isletme parametrelerinin etkileri

Siiperkritik akiskan ekstraksiyonu dort asamali bir islem olarak kabul edilmektedir: (1)
bilesigin matristen desorpsiyonu (2) c¢oziiciiniin matris igine difiizyonu, (3) analitin
stperkritik akiskan tarafindan ¢6ziilmesi ve (4) ekstraksiyon hiicresinden akiskanin

¢ikarilmasidir (Pourmortazavi ve Hajimirsadeghi, 2007).

Siiperkritik akiskan ekstraksiyonunu dogru sekilde gergeklestirmek i¢in termodinamik
(¢coziniirlik) ve kinetik (kiitle transferi) ozellikler arasindaki karmasik etkilesimin

anlasilmasi gerekir.
Ekstraksiyon verimliligi ve iirlinlerin 6zellikleri, besleme maddesinin partikiil biiyiikligii
ve nem igerigi, ekstraksiyon sicakligi ve basinci, ¢oziicli akis hizi, ekstraksiyon siiresi ve

yardimci ¢oziicti kullanimi gibi gesitli parametrelerden etkilenir (Martinez, 2007).

Partikiil boyutunun etkisi

Stiperkritik akiskan ekstraksiyon verimini arttirmak icin akiskan ile numune materyali
temasini en st diizeye ¢ikarmak onemlidir. Genel olarak partikiil boyutunun kiigiiltiilmesi
daha fazla dis ylizey alani yaratir ayrica kati matristeki difiizyon yollart kisalir ve ¢oziicii
difiizyonuna kars1 daha kiigiik bir partikiil i¢i direng¢ saglanmis olur. Boylece ekstraksiyon
veriminde artis goriliir. Ancak partikiil boyutunu fazla kiigiiltmek 6giitme islemi sirasinda
numune kaybina ayrica ekstraksiyon silirecinde reaktor igerisinde kanallagsma sorunlarina
sebep olabilmektedir. Hiicre icerisindeki kanallasma akigkanin materyal ile temasini
engeller bu da ekstraksiyon veriminde azalmaya neden olur (Pourmortazavi ve
Hajimirsadeghi, 2007; Reverchon ve De Marco, 2006).

Nem oraninin etkisi

Nem oziitleme islemeine 6nemli bir etkiye sahiptir. Numune materyali nem miktari ile
genislediginden materyalin daha gecgirgen bir hiicre zar1 ile sonu¢lanmasina hem yagin hem
de CO.'in daha kolay gecisine izin verir. Bununla birlikte, fazla nem yagin difiizyonunu

engelleyebilir ve erisilebilirligi tizerinde olumsuz bir etkiye sahip olabilir.
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Ayrica ekstrakte edilen yagda yiiksek bir su seviyesi istenmez, ¢iinkii stabilitesini olumsuz
etkiler. Nem sadece ekstraksiyon verimini degil ayn1 zamanda materyalin fiziksel yapisini

da etkiler. (Martinez, 2007)

Sicaklik ve basincin etkisi

Basing ve sicaklik, siiperkritik akiskan ekstraksiyon islemini kontrol eden anahtar
parametrelerdir; basingtaki artis akiskan yogunlugunda artisa bdylece ¢ozme giliciiniin

artmasina neden olur. Bu etki karbondioksit i¢in Sekil 2.9°da gosterilmistir.

Basine Sicalkdike {(C)

(bar)

7410 -

400

370 4
300 4

220 1
150 <

744 Kat
S0

367

0.25 0.50 0.75 1.0 1.25
Yogunluk (g.cm?)

Sekil 2.9.  Karbondioksit i¢gin basing-sicaklik-yogunluk diyagrami

Bununla birlikte, belirli bir noktadan sonra basincin arttirilmasi, akiskanin diflizyon
kabiliyetini azaltabilir ve ham madde i¢indeki gozeneklerle temasin azalmasina bdylece
¢Ozlinmenin potansiyel olarak azalmasina neden olabilmektedir. Ayrica bazi durumlarda,
basingtaki artis kati matrisin sikistirllmasima ve bosluk Kkesrinin diismesiyle elverissiz

ekstraksiyon sonuclarina yol agmasina neden olabilir (Khaw ve digerleri, 2017).
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Sicakligin etkisini tahmin etmek numunenin dogasina da bagl oldugundan daha zordur.
Yiiksek sicaklik akigkanin enerjisini, difiizyon kabiliyetini ve goriinlir hacmi arttirirken
yogunlugunda azalmaya (daha diisiik ¢oziiciiliilk) sebep olur. Diger yandan 6ziitlenmek
istenen maddelerin buhar basincinda artisa (daha yiiksek c¢Oziiniirliik) neden olur.
Coziiciiliik iizerine bu ¢ift etkiyi dikkate alarak dogru sicaklik se¢imi yapmak ve bu iki

karsit etkinin dengesini kurmak gerekir (Pourmortazavi ve Hajimirsadeghi, 2007).

Akiskan besleme hizinin etkisi

Sicaklik ve basing, termodinamik (yogunluk ve ¢oziiniirlik) ve tasimim (vizkosite ve
difiizyon kabiliyeti) Ozelliklerini etkilerken akis hizi eksenel yayilimi, kiitle transfer
katsayisini ve y1gin birikimini etkileyen bagimsiz bir degiskendir. Ekstraksiyon veriminin
yiiksek olmasi i¢in film direncinin diisiik olmas1 gerekir. Dis film difiizyon katsayisi (ks) ve

itici kuvvet arttik¢a, ekstraksiyon verimi iizerinde olumlu bir etki elde edilir.

Diistik akis hizi ile calisildigr durumlarda film direnci veya y1gin i¢indeki birikme, partikiil
ici diflizyon direnci ve ¢Oziinilirliige baskin gelir, akiskan matrikse daha iyi niifus eder
ancak ekstraksiyon hizi azalir. Diger yandan yiiksek akis hizlarinda ¢oziintirliik ve partikiil
ici diflizyon direnci ekstraksiyon verimini sinirlayict etki gosterir. Ayrica ekstraksiyon
hiicresinde basing diisiisiine ve hiicre ¢ikisinda analit kaybina sebep olmasi nedenleriyle
verimi azaltici etkisi goriilmektedir (De Melo, Pourmortazavi ve Hajimirsadeghi, 2007;
Silvestre ve Silva, 2014). Ancak akis hizinin artmasi ekstraktor icerisinde tiirbiilansa ve

film kalinliginin azalmasina neden olarak verimi artiric1 bir etki de gosterebilir.

Kosolvent kullaniminin etkisi

Yardimci ¢6ziiciilerin siiriikleyici olarak islev gordiigii belirtilmektedir. Siiriikleyici etki,
akigkanin ¢oziicli giicii kosolvent ilave edilerek arttirilirken bu akiskanin segiciliginin
korunmasi veya arttirilmasi olay1 olarak tanimlanmisgtir. Birgok caligsmada, arttirilmig
¢oziniirliikler, hidrojen bagi veya dipol-dipol etkilesimleri gibi ¢6ziinen-kosolvent

etkilesimlerine atfedilmistir (Martinez, 2007).

Her ne kadar kosolvent kullanimi, ¢oziiniirligii arttirmak agisindan faydali olsa da

kullanimlarina dikkatli bir sekilde karar verilmelidir, ¢ilinkii siire¢ tasariminin
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karmagikligin1 artirabilir. Kosolvent yiiklemesindeki artig, istenmeyen bilesenlerin de
Oziitlenmesine neden olabilir. Ayrica, kosolventlerin kullanilmast kiitle transferini
etkileyebilir, isleme maliyetlerini biiylik Olgiide artirabilir ve istenen ekstraktin

bozulmasina neden olabilir (Martinez, 2007).

Ekstraksiyon siiresinin etkisi

Ekstraksiyon siiresi numunenin gozenek yapisina, materyalin tiiriine, partikiil boyutuna,
matriks igerisindeki hedeflenen bilesenlerin konsantrasyonuna, siiperkritik akiskandaki
¢oziiniirliigiine, akiskanin hizina ve diger islem kosullarina gore degisir. Ornegin biiyiik
partikiil boyutlarinda ¢alismak daha diisiik ylizey alan1 sebebiyle ekstraksiyon siiresinin

uzamasina neden olur (Atanur, 2008).

2.4. Yiizey Cevap Metodu

Yiizey cevap metodu Ozellikle karmasik prosesler igeren miihendislik ve gida bilimlerinde

maliyet, zaman ve emek sarfiyatini en aza indirmek igin tercih edilmektedir.

Yiizey cevap metodu ampirik bir ¢aligmada sistem optimizasyonu i¢in kullanilan bir grup
matematiksel ve istatistiki teknikten olusur. Bu ampirik ¢alisma Oziitlenen ilag etken
madde miktar1 gibi bir veya daha fazla olciilen cevap ile basing ve sicaklik gibi bir dizi
girdi degiskeni (faktorler) arasindaki iligki olabilir. YCM nun amaci; belirli bir sistem i¢in
optimum c¢alisma kosullarint veya ilgi alani igerisindeki cevabin bir dizi degiskenden

etkilenme seklini bulmaktir (Garcia, Rodriguez ve Revenga, 2000).

Cevap yiizeylerinin yerlestirilmesi ve analiz edilmesi deneysel tasarimin dogru se¢imi ile
biiyiik 6l¢iide kolaylasir. Deneysel tasarim ikinci dereceden bir modele uyacak sekilde her

faktoriin en az ii¢ seviyesine sahip olmalidir (Garcia ve digerleri, 2000).

Literatiir incelendiginde ozellikle analitik prosediirlerin optimizasyonunda Box-Wilson
tarafindan gelistirilen Merkezi Kompozit Tasarim (MKT)’1n tercih edildigi goriilmiistiir

(Bezerra, Santelli, Oliveira, Villar ve Escaleira, 2008).
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Cizelge 2.4’te merkezi kompozit tasarimin analitik kimyadaki bazi uygulamalar

orneklendirilmistir.

Cizelge 2.4. Merkezi kompozit tasarimin analitik kimyadaki bazi uygulamalar1 (Bezerra,
ve digerleri, 2008)
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Bu maddelerin eser miktarlarinin
belirlenmesi i¢in oda sicakliginda
iyonik siv1 kullanilarak Tepe Boslugu
Tek Damla Mikroekstraksiyon
prosediiriiniin gelistirilmesi

Proteinlerin karisimdan
saflastirilmasini optimize etmek

Tepe boslugu kat1 faz kullanarak bu
maddelerin belirlenmesi i¢in prosediir
gelistirilmesi

Analitlerin ayrilmasinda elektrolit
bilesimi, pH, konsantrasyon, sicaklik
ve uygulanan voltajim etkisinin
arastirilmasi

Analitler i¢in karigtirma ¢ubugu
sorpsiyon ekstraksiyonunun
ekstraksiyon ve desorpsiyon analitik
kosullarinin optimize edilmesi
Mikrodalga destekli ekstraksiyon ve
biiyiik hacimli enjeksiyon iceren
yontem igin deneysel kosullarin
optimizasyonu

Bu analitlerin tayini i¢in organik
¢oziicii olarak dietil eterin kullanildig1
stvi-s1vi ekstraksiyon yonteminin
gelistirilmesi

Kat1 6rnekleme stratejisi kullanarak
nikelin dogrudan belirlenmesi igin
prosediir gelistirilmesi

Ultrason destekli yapay par¢alamaya
dayal1 hazirlama yontemi gelistirme

Mikroemiilsiyon ortaminda metalin
dogrudan sulu sodyum borhidriir
indirgenmesi i¢in yontem optimize
edilmesi

Fotolitografik tekniklerle olusturulan

ve Pt mikroelektrot ¢ipine dayanan
mikrobiyosensorlerin gelistirilmesi
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Arastirmacilar 2 ana baglik altinda 4 farkli deneysel tasarim ¢esidi gelistirilmistir. Bunlar;

1) Box-Wilson Merkezi Kompozit Tasarim
a) Ilgi Alanin1 Distan Cevreleyen Tasarim
b) Ilgi Alanini Icten Cevreleyen Tasarim
¢) Yiiz Merkezli Tasarim

2) Box-Behnken Tasarim (Degirmencioglu ve Yazgi, 2006)
Yiizey cevap metodu uygulamasinda izlenmesi gerekli asamalar asagidaki gibidir.

1) Calismanin amacina ve arastirmacinin deneyimine gore tarama galismalar1 ve deneysel
bolgenin sinirlandirilmasi yoluyla sistemi etkileyen ana bagimsiz degiskenlerin se¢imi,

2) Deney tasariminin se¢imi ve segilen deney matrisine gore deneylerin yapilmasi,

3) Elde edilen deneysel verilerin bir polinom fonksiyonuna uygun olarak matematiksel -
istatistiksel ifadesi,

4) Modelin uygunlugunun degerlendirilmesi,

5) Optimal bolgeye dogru bir yer degistirme yapmanin gerekliliginin ve olasiliginin
dogrulanmasi,

6) Calisilan her degisken igin optimum degerlerin elde edilmesi (Bezerra ve digerleri,

2008).

Yiizey cevap metodunun ilk adimi bagimh degiskenler (cevap) ile bagimsiz degiskenler
(faktorler) arasinda dogru bir fonksiyonel iligki i¢in uygun bir yaklagim bulmaktir. Cevap
yiizeyinin sekli ile ilgili bilgi yetersizse genellikle ilk denemeler cevap degerlerine birinci
dereceden bir model uygulayarak sekli yaklagtirmak icin yapilir. Bununla birlikte birinci
dereceden model, yilizey egriliginin varligindan kaynaklanan uyumsuzluklar i¢in yetersiz
kalabilir bu durumda daha yiiksek dereceli terimler eklenerek model yiikseltilir. Bir

sonraki yliksek dereceli model ikinci dereceden modeldir ve asagidaki gibi ifade edilir:

¥y = J€|}+ Z:{:ljgi x:‘ + E?:ljgiixiz + z:{:j_z_?;:llgijxixj—F £ (21)

Burada;

X1, X2, ..., Xk : Girdi degiskenleri,
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y : Sistemin yaniti,
Bo : Model sabiti,
Bi, Bii, Bij : Degisken katsayilari,

¢ . Rastgele hata olarak ifade edilir.

En kiiciik kareler yontemi ile polinomdaki katsayilar kolayca tahmin edilebilmektedir.
Ardindan belirli bir yiizey i¢in ylizey cevap analizi uygulanir. Verilerin toplanmasi igin
uygun deneysel tasarimlar kullanildiginda model katsayilar1 en etkin sekilde tahmin

edilebilir (Garcia ve digerleri, 2000).

Merkezi kompozit tasarim 2% faktériyel tasarimdir. k terimi -1, +1 gibi kodlanmus faktor
seviyelerini; n; (nc >1) sifir ile kodlanmis merkez noktalarini ifade eder. Her tasarim
degiskenin ekseninde yer alan iki eksenel nokta ( +a ) ise tasarim merkezinden uzakligi
gosterir. Tasarim noktalarinin toplam sayist N = 2% + 2k + n formiilii ile hesaplanir. Yiiz-
merkezli merkezi kompozit tasarim o’nin 1’e esit oldugu MKT’in bir varyasyonudur

(Garcia ve digerleri, 2000).
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3. LITERATUR ARASTIRMASI

Literatiir arastirmasinin birinci boliimiinde ardigla ilgili yapilmis ¢alismalara deginilmistir.
Yer verilen c¢aligmalarin ozellikle siiperkritik akiskan ekstraksiyon yontemini igermesi
tercih edilmistir. Bunun yaninda bitkinin toplam fenolik ve flavonoid igeriginin
arastirildigr ayrica biyolojik aktivitesinin incelendigi c¢alismalar da bu boliimde

bulunmaktadir.

Literatlir aragtirmasinin ikinci bolimiinde farkli bitkilerden siiperkritik akigkan
ekstraksiyonu ile biyoaktif bilesiklerin 6ziitlenmesi ¢alismalarina yer verilmistir. Segilen

calismalarin yiizey cevap metodu ile optimizasyon igermesine dikkat edilmistir.

3.1. Ardic Bitkisi Bilesiklerinin Oziitlenmesine Yonelik Calismalar

Larkeche, Zermanea, Meniaia, Crampon ve Badens (2015) tarafindan yapilan ¢alismada
Cezayir’de yetisen adi ardig agact (Juniperus communis L.) dikenlerinden SK-CO;
ekstraksiyonu ile esansiyel yaglar dziitlenmistir. Ekstraksiyon islemi 1 saat boyunca 10-30
MPa basing ve 308-328 K sicaklik araliginda, 0,42 kg/h sabit CO, akis hizinda, 0,5 mm ile
0,315 mm ¢apli partikiiller ile gergeklestirilmistir. Yag ekstreleri n-heksan i¢inde alinarak
dondurucuda (255 K) depolanmistir. Her 15 dakikada bir alinan numunelerin ugucu yag
kiitlesi ekstraksiyon hiicresinin iki kez tartilmasiyla belirlenmistir. Maksimum yag
kazanimimi saglayan basing ve sicaklik parametrelerinin optimizasyonu Nemrod-W
yazilimi kullanilarak YCM ile yapilmistir. Baslangigtaki kuru partikiil kiitlesine gore
agirlikca maksimum yag kazanimi % 6,55 olarak 328 K sicaklik, 30 MPa basing ve 0,315
mm’den kiiclik partikiillerle calisildigt durumda elde edilmistir. Ekstrakt analizi gaz
kromatografisi kiitle spektrometresi (GC-MS) kullanarak yapilmistir ve Oziitlerin ana
bilesenlerinin seskiterpenler oldugu goriilmiistir. En baskin konsantrasyona sahip

seskiterpen bilesikler germakren D ve 1-octadecene olarak tespit edilmistir.

Barjaktarovic ve digerleri (2005) tarafindan yapilan ¢alismada adi ardi¢ agact meyvelerinin
stiperkritik CO; ekstraksiyonu yapilmis, 6ziitlenen kimyasallarin hangi basing ve siirelerde
elde edildigi incelenmistir. 0,250 — 0,400 mm arasinda partikiil biiyiikligiine sahip 20 g
ardig meyvesi 80, 90 ve 100 bar basingta, 40 °C sicaklikta, 0,2 kg/h sabit CO, akis hizinda
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ekstrakte edilmistir. Agirlikga verim % 0,65 — 4,00 aras1 bulunmustur. Oziitlerin gaz
kromatografisi - alev iyonizasyonu (GC-FID) ve gaz kromatografisi - kiitle spektrometresi
(GC-MS) analizleri yapilmis ve igeriginde 200’den fazla bilesen tespit edilerek bunlardan
50 tanesi tanimlanmistir. Verim yiizdesine bagli olarak monoterpen, seskiterpen, oksijenli
monoterpen ve oksijenli seskiterpen hidrokarbon gruplarmin ekstraksiyon siiresi
arastirilmis ve her bir terpen grubunun verimini destekleyen kosullar incelenmistir. Buna
gore ilk 0,6 saat igerisinde tiim basing degerlerinde monoterpenlerin tamami ekstrakte
edilebilmistir. Oksijenli monoterpenler ise 100 ve 90 bar basinglarinda calisildiginda
sirastyla 0,5 ve 1,2 saatte ekstrakte edilebilmistir. 80 bar basingta 4 saat siireyle
calisildiginda ise 100 bar basingta ekstrakte edilebilen miktarin ancak % 75’ine
ulagilmistir. Seskiterpenlerin ise ilk 0,5 saat igerisinde ekstrakte edilebilen miktarlar
calisilan basing arttikgca artmaktadir. Oksijenli seskiterpenlerin ayni ekstraksiyon oranina

sirastyla 1, 2 ve 3 saatte 100 ve 90 bar basingta ulasilmistir.

Marongiu ve digerleri (2004) tarafindan yapilan ¢alisgmada finike ardicindan (Juniperus
phoenicea) ugucu yaglarin SK-CO; ekstraksiyonu yapilmis ve biyoaktivitesi incelenmistir.
90 bar basing, 50 °C sicaklik, 1 kg/h CO, akis hiz1 ve 4 saat boyunca yapilan siiperkritik
ekstraksiyon ile agirlikca % 0,2 yag oziitlenmistir. Ayrica Clevenger aparatiyla 5 saat
boyunca yapilan hidrodistilasyon sonucu elde edilen 6ziit miktar1 karsilastirilmistir. Buna
gore hidrodistilasyon yontemiyle agirlikga % 0,3 yag elde edilmistir. Oziitlerin GS-MS ile
analizi yapilmis her iki 6ziitte bulunan ana bilesikler a-pinen ( SK-CO ile % 18,4; HD ile
% 13,9), germakren D ( SK-CO; ile % 14,3; HD ile % 8,1), B-kariofilen ( SK-CO; ile %
8,7; HD ile % 5,4) olarak belirlenmistir. SK-CO; &ziitlerinin monoterpenlerce daha zengin,
seskiterpenler ve diterpenlerce daha fakir oldugu goriilmiistiir. Farkli basinglarda elde
edilen ekstrelerin antiviral, antiproliferatif (kanser hiicrelerinin ¢ogalimini engelleyici) ve
antimikrobiyal aktiviteleri test edilmistir. Sonuglar, 200 ve 300 bar'da elde edilen
ekstraktlarin, farkli hiicre dizilerine karsi sitotoksik oldugunu ve tek zincirli bir RNA +
viriistine kars1 aktif oldugunu gostermistir. En fazla sitotoksik etki gosteren Oziitlerin
ayrica antiproliferatif aktivite gosterdigi bulunmustur. Antimikrobiyal aktivite ise

gostermemislerdir.

Liu, Li, Wang, Wang, Meng ve Wang (2016) tarafindan yapilan calismada rigida ardic1
(Juniperus rigida) diken, govde ve meyvelerinin SK-CO, ekstraksiyonu yontemiyle

esansiyel yaglar1 oziitlenmis, kimyasal bilesenleri GC-MS ile analiz edilmistir. 0,37 — 0,9
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mm arasinda boyutlandirmasi yapildiktan sonra 10 g kuru numune, 20 L/h sabit CO, akis
hizinda ekstrakte edilmistir. YCM, Box-Behnken tasarimi ile esansiyel yag verimini
etkileyen sicaklik (35-45 °C), basing (16-20 MPa) ve oziitleme siiresi (90-150 min)
parametrelerini incelemislerdir. 18 MPa basing, 40 °C sicaklik ve 120 min oziitleme
stiresinin ardig govdesinden ( % 2,5) ve meyvelerinden ( % 1,0) maksimum yag verimi
elde etmek icin optimum c¢alisma sartlart oldugunu bulmuslardir. Ayrica metanol ile
ekstrakte ettikleri oziitlerin toplam fenolik ve toplam flavonoid miktarini belirlemislerdir.
Buna gore ardig bitkisi dikenlerinin en yiiksek fenolik igerige (19,43 + 0,85 mmol gallik
asit/100 g) sahip oldugu, bitki govdesinin ise en yliksek flavonoid igerige (0,33 +0,02
mmol quercetin/100 g) sahip oldugu bulunmustur. Ardindan metanol ekstraktlarinin RP-
HPLC analizi yapmis ve ardi¢ meyveleri icerisinde kumarik asit, rutin, podofilotoksin,
amentoflavon, formononetin, galangal oldugu gosterilmistir. Antioksidan aktiviteyi
degerlendirmek i¢in ii¢ in-vitro yontem (DPPH, ABTS ve FRAP) kullanilmistir. Bitkinin
govde kismindan Oziitlenen ugucu yaglar ve diken kisminin metanol ekstrakti digerlerine

gore gliclii antioksidan aktivite sergilemistir.

Miceli ve digerleri (2009) tarafindan yapilan ¢aligmada ardicin Tiirkiye’den temin edilen
iki farkli tiirtindeki ( Juniperus communis L. var. communis (Jcc) ve Juniperus communis
L. var. saxatilis. Pall.(Jcs)) flavonoid igerikleri, antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri
incelenmistir. Ardic meyveleri oda sicakliginda kurutulduktan sonra ogiitiilmistiir. 20
gram numune karanlik odada, 50 °C sicaklikta, 8 saat boyunca, 200 ml metanol igerisinde
stirekli olarak calkalanarak (700 rpm/min) maserasyon yontemiyle ekstrakte edilmistir.
Ardindan filtreden gecirilip 40 °C’de doner buharlastiricida kurutulmustur. Oziitlerin
Folin-Ciocalteu metodu ile toplam fenolik madde igerigi incelenmistir. Jcc tiirtinde (59,17
+ 1,65 mg GAE/g 6ziit) Jes (17,64 + 0,09 mg GAE/g 6ziit) tiiriiniin 3 kat1 kadar fenolik
miktar bulunmustur. Flavonoid ve biflavonoid igerikleri HPLC-DAD-ESI-MS analizi ile
irdelenmistir. Buna goére toplam flavonoid miktari rutin cinsinden ve toplam biflavonoid
miktar1 amentoflavon cinsinden Jcc igin sirastyla 25947 + 0,86 ve 4346 + 3,95 pg/g oziit,
Jes icin sirastyla 5387 + 34,88 ve 1944 + 26,88 pg/g 6ziit olarak bulunmustur. Jcc
Oziitliniin igerdigi 16 flavonoid tanimlanmis bunlardan en yogun olanlar1 hypolaetin-7/-
pentoside ve quercetin-hexoside olarak tespit edilmistir. Jcs Oziitii iceriginde ise 8
flavonoid tanimlanmis, quercetin-hexoside ve isoscutellarein-8-O-hexoside en yogun
bulunan bilesiklerdir. Oziitlerin in vitro antioksidan aktiviteleri degerlendirilmis buna gére

Jec oziitleri DPPH testi, indirgeyici kuvvet analizi ve antilipid peroksidasyon aktivitesi
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(Tiyobarbitiirik asit — TBA) testlerine gore Jcs oziitlerinden daha aktif, Jcs Oziitlerinin ise
Fe?* iyonlarin1 selatlama kapasiteleri daha yiliksek bulunmustur. Ekstraktlarin ayrica
antimikrobiyal potansiyelleri calisilmis, sadece Gram-pozitif bakterilere karsi

antimikrobiyal kapasite gostermislerdir.

Yaglioglu ve Eser (2017) tarafindan yapilan ¢alismada 4 farkli ardig tiirii (diken ardici,
kokulu ardi¢, boylu ardi¢ ve adi ardi¢) Oziitlerinin fenolik igerikleri ve antiproliferatif
(kanser hiicrelerinin ¢ogalimin1 engelleyici) aktiviteleri incelenmistir. Bitkinin tohum ve
diken kisimlar1 ogiitiildiikten sonra 50 gram numune 500 ml’lik metanol maserasyonuna
tabi tutulmustur. Oziitleme prosediirii iki kere uygulanmis olup her biri 7 giin oda
sicakliginda bekletilmistir. 14 giinliik ekstraksiyon isleminin sonunda filtre edilip metanol
(MeOH) diisiik basing altinda buharlastirilmistir. Oziitlerin fenolik icerikleri HPLC-
TOF/MS ile analiz edilmistir. Katesin ve rutin ardig tiirleri igerisinde bulunan ana fenolik
bilesik olarak tespit edilmistir. Oziitlerin antiproliferatif aktiviteleri insan serviks kanseri
(HeLa) ve fare beyin tiimorii (C6) hiicre dizilimlerine karsi incelenmistir. Bitkinin diken
kisimlarina ait Oziitlerin tohumlarina gére daha iyi antiproliferatif aktivite gosterdigi
goriilmistlir. Bu ¢alismanin sonucunda ardi¢ bitkisinin antikanser bilesik kaynagi olarak

kullanilabilecegi belirtilmistir.

Chatzopoulou, De Haan ve Katsiotis (2002) tarafindan yapilan ¢alismada adi ardig
(Juniperus communis)  bitkisi meyvelerinden siiperkritik CO, ekstraksiyonu ve
hidrodistilasyon yontemiyle ugucu yag bilesiklerini ozlitlenmistir. Bu iki yontem yag
icerigi ve kazanimi yoniinden karsilastirilmistir. SK-CO, ekstraksiyonu Oncesinde
meyveler 1 mm’den kiigik ve 1-2 mm aralifinda olacak sekilde iki ayr1 boyuta
ogiitiilmiistiir. 50 gram numune 40, 50 °C sicaklik 90, 125 bar basmgcta 0,3-0,9 kg/h
arasinda tutulan sabit CO, akis hizinda, 1 saat boyunca SK-CO, ile Oziitlenmistir.
Toplanan 6ziit pentan icerisinde ¢0ziilmiis ve GS analizi yapilmistir. Hidrodistilasyon
islemi Clevenger aparatinda yapilmistir. 20 gram Ogiitiilmiis ardic meyvesi 340 ml
deiyonize su ile 2 saat boyunca 3-3,5 ml/min hizla distile edilmistir. Oziitlenen yag
sodyum siilfat ile kurutulmus, - 20 °C kapal1 kap icerisinde saklanmis ve GC-MS analizi
yapilmistir. SK-CO, ekstraksiyonu sonucu kiigiik boyutlarda olan numuneden daha fazla
oziit elde edildigi, sadece sicaklik ve sadece basing artist oldugu durumlarda Oziit
miktarinda artis oldugu, basingtaki artisin 6ziitleme verimini sicakliga oranla daha ¢ok

artirdigr goriilmiistiir. Ayrica 0ziit icerigindeki ana grubun monoterpenler oldugu (-
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pinen), partikiil boyutundaki kiiclilmenin Oziitteki monoterpenlerin oranini azalttig
goriilmiistiir. Meyvelerin dis yilizeylerinde bulunan yiiksek molekiiler agirlikli, yaglar veya
balmumlar1 gibi istenmeyen bilesenlerin biiylik partikiilli meyvelerden daha c¢ok
oziitlendigini belirtmislerdir. SK-CO, 6ziitlerinde hidrodistilasyona gére daha fazla oranda
seskiterpen grubu varken, monoterpen gruplarinin daha az oldugu goriilmiistiir. SK-CO,
ekstraksiyonu ile yiiksek molekiil agirligina ve kaynama noktasina sahip bilesiklerin daha

cok Oziitlendigini belirtmislerdir.

Aliev, Radjabov ve Musaev (2015) tarafindan yapilan g¢alismada ardi¢ bitkilerinden
biyolojik aktivite gosteren maddelerin SK-CO, ile ekstraksiyonu gergeklestirilmistir.
Yapilan ¢alismada 40 °C sabit sicaklik ve 1,5 kg/h sabit CO, akis hzinda galisilmustir.
Basingtaki degisimlerin (100, 200, 300 bar) 6ziit icerisinde yer alan bilesik gruplarini ne
yonde degistirdigi incelenmistir. Ayrica Clevenger aparat1 ile 100 °C ‘de 3 saat boyunca
buhar distilasyonu yapilarak iki yontem karsilastirilmistir. Oziit bilesenlerinin analizi GC-
MS cihazi ile yapilmistir. Buna gore 100 bar ile yapilan ¢aligmada elde edilen esensiyal
yag igeriginin buhar distilasyonu ile hemen hemen aymi oldugu (a-pinene, sabinene,
myrcene, limonene, P-elemene, B-cubebene, y-elemene, germacrene D, d-cadinene),
basincin artirildigr caligmalarda molekiil agirligi daha fazla olan maddelerin ekstraksiyon
miktariin arttig1 goriilmiis. Bunda artan basincin ¢oziiniirliigii artirmasina ek olarak hiicre

icine daha iyi niifus etmesinin etkisinin oldugu belirtilmistir.

3.2. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu ile Yapilan Calismalar

Ruan ve digerleri (2014) tarafindan yapilan c¢aligmada ¢in porsugu (Taxus chinensis)
bitkisinden amentoflavon, kuersetin ve ginkgetinin SK-CO; ile ekstraksiyonu yapilmustir.
Oziitleme siiresi, sicaklik, basing ve kosolvent olarak etanol konsantrasyonu YCM ile
optimize edilecek parametreler olarak belirlenmistir. Merkezi Kompozit Tasarimin (MKT)
uygulandigr modelde dort parametre icin bes seviye belirlenmistir. Ekstraktlarin kalitatif ve
kantitatif analizi UPLC (Ultra Performans Sivi Kromatografi) cihazi ile yapilmistir. Buna
gore 4,47 mg/g amentoflavon i¢in optimum calisma sartlar1 48°C sicaklik, 24 MPa basing,
2,02 saat oziitleme siiresi ve % 78,5 etanol olarak bulunmustur. 3,73 mg/g kuersetin i¢in
optimum caligsma sartlar1 46°C sicaklik, 24 MPa basing, 2,3 saat oziitleme siiresi ve % 82
etanol konsantrasyonu olarak bulunmustur. 3,47 mg/g ginkgetin i¢in optimum c¢alisma

sartlar1 48°C sicaklik, 20 MPa basing, 2,38 saat oOziitleme siiresi ve %82 etanol
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konsantrasyonu olarak bulunmustur. Olusturulan model dogrultusunda kuersetin
kazanimina Oziitleme stiresi, sicaklik ve basincin pozitif etkisi goriiliirken etanol
konsantrasyonun negatif etkisi goOriilmiistiir. Ayrica metanol ile yapilan Soxhlet
ekstraksiyonu ile etanol ile modifiye edilmis SK-CO, ekstraksiyonunun karsilagtirmasi
yapilmistir. Buna gore siiperkritik ekstraksiyon yontemiyle elde edilen 6ziitlerin icerisinde
amentoflavon, kuarsetin ve ginkgetinin miktarinin Soxhlet’e gore daha fazla oldugu

gosterilmistir.

Bimakr ve digerleri (2012) tarafindan yapilan ¢alismada kivircik nane yapraklarindan
(Mentha spicata L.) biyoaktif flavonoidlerin SK-CO, ekstraksiyonu ve YCM ile
optimizasyonu yapilmustir. Basing (100, 200, 300 bar), sicaklik (40, 50, 60 °C) ve etanol
kosolvent miktarini (3, 6 ve 9 g/min) optimize etmek i¢in yliz-merkezli kompozit tasarim
kullanilmistir. Deneyler 15 g/min CO; akis hizinda ve 30 dakika statik, 60 dakika dinamik
Oziitleme stiresinde gerceklestirilmigtir. Maksimum biyoaktif flavonoid veriminin elde
edildigi optimal kosullar 209,39 bar basing, 50 °C sicaklik ve 7,39 g/min kosolvent akist
olarak tespit edilmistir. Optimum kosullarda elde edilen ekstraktin HPLC analizi
yapilmistir. Ekstakt igerisinde yer alan 7 ana biyoaktif flavonoid katesin, epikatesin, rutin,
luteolin, myrisetin, apigenin ve naringenin olarak tanimlanmigtir. Optimum kosulda
Oziitlenen apigenin miktar1 0,459 mg/g olarak bulunmustur. Artan kosolvent miktarinin
belli bir degere kadar 6ziitleme verimini artirdigi ancak fazlasinin 6nemli bir iyilestirme
saglamadig1 goriilmiistiir. Basing i¢in optimal bir degerin oldugunu ve bu degerin altinda
veya Ustiinde Oziitleme veriminin azaldigi goriilmiistiir. Sabit sicaklikta artan basincin
stiperkritik CO, yogunlugunu ve ¢ézme giictinii arttirdigi belirtilmistir. Artan yogunluk
molekiiller arasi uzakligin azalmasini bdylece analit ile karbondioksit arasindaki artan
etkilesim sayesinde c¢oziinilirliiglin de artmasini saglamistir. Basing optimal degerinin
iizerine ¢iktiginda ise siiperkritik ortamla ilgili olarak ¢oziinenlerin diflizyon hizlarinin
azalmasina ve diisiik ekstraksiyon verimine neden olmustur. 50 °C’e kadar artan sicakligin
ekstraksiyon verimini artirdigi ancak daha yiiksek sicakliklarda flavonoidlerin termo-

kararsizlig1 nedeniyle verimin diistiigl belirtilmistir.

Ghoreishi, Hedayati ve Mousavi (2016a) tarafindan yapilan ¢alismada Yag/Isparta giilii
(Rosa damascena Mill) bitkisinden SK-CO, ekstraksiyonu ile kuersetin oziitlenmistir.
Ekstraksiyon sisteminin modellemesinde yapay sinir ag1 (ANN) ve adaptif néro bulanik

arayiiz sistemleri (ANFIS) kullanilmis, optimizasyonu ise Mini Tab 17 yazilimi kullanarak
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YCM ile yapmistir. Bitkinin igerisinde yer alan toplam kuersetin bilesigi etanol ¢oziiciisii
kullanarak Soxhlet ile 6ziitlenmis ve HPLC analizi ile miktar1 tayin edilmistir. Stiperkritik
CO; ekstraksiyonu 1 ml sabit hacimde etanol kosolventi varliginda ve 0,674 mm partikiil
boyundaki bitkilerde yapilmistir. Optimize edilecek parametreler ¢alisma sicakligl (35-55
°C), basinci (10-30 MPa), dziitleme siiresi (40-120 min) ve CO, akis hiz1 (0,3-1,5 ml/min)
olarak Dbelirlenmistir. Merkezi kompozit tasarim kullanilarak c¢alisma sistematigi
belirlenmistir. % 32’lik maksimum kuersetin kazanimmin elde edildigi optimal calisma
kosullarin1 25,5 MPa basing, 46,3 °C sicaklik, 0,7 ml/min CO, akis hiz1 ve 120 dakika
olarak belirlenmistir. Kuersetin kazaniminda lineer terimlerden basing ve Oziitleme
stiresinin yliksek derecede onemli, CO, akis hizi ve sicakligin ise dnemli terimler oldugu
bulunmustur. Sicaklik - basing ikili etkilesimi ve sicaklik — CO, akis hizi ikili

etkilesimlerinin modelde yer alacak kadar anlamli terimler oldugu bulunmustur.

Li, Xu, Jin, Wu ve Tu (2010) tarafindan yapilan calismada ¢ay tohumu kekinden
stiperkritik akiskan ekstraksiyonu ile kemferol glikozitleri 6ziitlenmis ve ¢alisma
parametrelerinin verime olan etkisi incelenmistir. Incelen ¢alisma parametreleri dziitleme
siiresi (30-150 min), basing (15-45 MPa), sicaklik (40-80 °C) ve kosolvent olarak etanoliin
oranidir (%50-90). 0,8 mm partikiil boyutuna sahip 25 g numune, 2 L/min sabit CO, ve 0,5
ml/min sabit etanol akis hizinda siiperkritik ekstraksiyon islemine tabi tutulmustur.
Caligma parametrelerinin optimizasyonu Design Expert 12 programi kullanilarak YCM ile
yapilmistir. Deneysel calisma sistematigi kiiclik 6lcekli merkezi kompozit tasarim ile
belirlenmistir. Oziitlerin igerisinde yer alan kemferol glikozitlerinin tayini HPLC cihazi ile
yapilmistir. Buna gore 0ziit stiresi arttikca kemferol glikozitlerinin veriminin arttig1, tersine
basing arttik¢a azaldigr goriilmiistiir. Ayrica artan sicakligin kemferol verimini artirici
etkisi goriilmiistiir. Kosolvent olarak kullanilan etanoliin oraninin ise %60-70 araliginda
olmasi gerektigi gorilmiistiir. Buna optimum ¢alisma kosullar1 150 min oziitleme siiresi,
20 MPa basing, 80 °C sicaklik ve %60’lik etanol ¢dzeltisidir. Bu sartlarda ¢alisildiginda

11,4 mg/g kemferol glikoziti 6ziitlenmistir.

Uquiche, Toro ve Quevedo (2019) tarafindan yapilan ¢alismada Leptocarpa rivularis
bitkisinin etanol kosolventi varliginda SK-CO, ekstraksiyonunu yapilmistir. Calismada
Box-Behnken tasarimi kullanarak sicaklik (40-60 °C), basing (10-20 MPa) ve kosolvent
konsantrasyonu (agirlikca % 0-2) parametrelerinin  ekstraksiyon islemine etkisi

arastirllmistir. UV-vis spektrofotometre kullanarak kuersetin esdegeri cinsinden (mg
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kue/g) toplam flavonoid igerigi hesaplanmistir. HPLC-DAD cihazi ile kuersetin, kemferol
ve resveratrol miktarlari, GC-FID cihazi ile a-thujone, B-kariofilen ve kariofilen oksit
miktarlart bulunmustur. Ekstraktin antioksidan aktivitesi DPPH radikal giderme metodu,
demir iyonu indirgeyici antioksidan giicii (FRAP) yontemi ve B-karoten agartma (BCB)
yontemi kullanilarak tespit edilmistir. Ekstraksiyon verim araligi 14,7 — 53,1 g/kg kuru
bitki olarak bulunmus, en yiiksek verim 60°C, 20 MPa ve %2 etanol sartlarinda
calisildiginda alinmistir. Bu sartlarda ¢alisildiginda 6ziitteki kuersetin miktar1 0,098 mg/g
kemferol miktar1 ise 0,166 mg/g olarak bulunmustur. Basing ve kosolvent
konsantrasyonunun 6ziit kazaniminda 6nemli etkisi oldugu goriilmiis ayrica kanonik analiz
yapilarak c¢alisma araliginda yer almayan daha yiiksek basing ve kosolvent
konsantrasyonlarinda daha fazla yag elde edilecegi belirtilmistir. Oziitlerde varhi@ tespit
edilen biyoaktif bilesenler flavonoidlerden kuersetin, kemferol ve resveratrol; terpenlerden
a-thujone, B-kariofilen ve kariofilen oksittir. Ekstraktin antioksidan aktivite gosterdigi ve
seker hastalig1 (a-amilaz ve a -glukozidaz) ile baglantili anahtar enzimlerin inhibisyonunu

sagladig1 gosterilmistir.

Celik ve Giirti (2015) tarafindan yapilan ¢alismada deve dikeni tohumlarindan SK-CO; ile
yag ve silibin bilesikleri (silibin A ve silibin B) 6ziitlenmistir. Oziitleme kosullarmin yag,
silibin A ve silibin B bilesikleri miktarina etkisi incelenmistir. Incelenen parametreler
sicaklik (40-80 °C), basing (160-260 bar), CO, akis hiz1 (3, 4, 5 ml/min) ve partikiil boyutu
(0,3025, 0,925 ve 1,2 mm) olarak belirlenmis Oziitleme siiresi 120 dakikada sabit
tutulmustur. Optimal kosullarinin 40 °C sicaklik, 180 bar basing, 4 ml/min CO, akis hiz1 ve
0,3025 mm partikiil boyutu oldugu goriilmiistiir. Oziitteki silibin A ve silibin B
bilesiklerinin kalitatif ve kantitatif analizi HPLC cihaz1 ile yapilmistir. Yag asitleri
icerigini analiz etmek i¢cin GC-FID kullanilmistir. Optimum kosullarda c¢alisildiginda
oziitteki silibin A miktar1 2,29 mg/g, silibin B miktar1 1,92 mg/g ve yag miktar1 327 mg/g

olarak belirlenmistir.

Stiperkritik CO, ekstraksiyonu ile yapilan diger caligmalar Cizelge 3.1’de Ozet olarak

verilmistir.
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Cizelge 3.1. Stiperkritik CO;, ekstraksiyonu ile yapilmis diger ¢alismalar
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Cizelge 3.1. (devam) Stiperkritik CO; ekstraksiyonu ile yapilmis diger ¢calismalar
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4. MATERYAL VE METOT

Boylu ardic meyvelerinden ilag etken maddesi eldesi ve analizine yonelik yiiriitiilen

deneysel calisma bes temel asamadan olusmaktadir. Sekil 4.1’de bu asamalar sirasiyla

gosterilmektedir.

0.425-0.600 mm Stuperkritik HPLC Cihazmda
Boylu ardig arast gozenekli akigkan flavonoid
meyvelerinin Nem giderme elekte elenerek || ekstraksiyonuyla analizlerinin
oaiitilmesi bovut ozt eldesi vapilmasi
) stuflandirmast

Y A A N I\ '

Sekil 4.1. Deneysel ¢alisma asamalari

4.1. Kullanilan Kimyasallar

Calismada materyal olarak kullanilan Boylu Ardi¢ (Juniperus excelsa) meyveleri Isparta/

Senirkent/Akkegili koyli yamaglarindan toplanmastir.

HPLC analizinde standart madde olarak kullanilan kuersetin (= %95 saflikta), apigenin,
taksifolin ve silibinin Sigma-Aldrich firmasindan kemferol ise Caymon Chemical
firmasindan temin edilmistir. Mobil faz olarak kullanilan asetonitril (> %99,9 saflikta) ve
mobil faz katkisi olarak kullanilan analitik safliktaki formik asit Carlo Erba firmasindan

temin edilmistir.

Stiperkritik ekstraksiyon isleminde kullanilan sifonlu tiipteki karbondioksit Oksan
firmasindan, yardimci ¢oziicii olarak kullanilan etanol (> %99,9 saflikta) Merck

firmasindan temin edilmistir.
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Yikama ve analiz islemlerinde kullanilan bidestile saf su SGE firmasina ait ters ozmos

deiyonize saf su cihazindan elde edilmistir.

4.2. Kullanilan Cihazlar

Boylu Ardi¢ meyveleri Resim 4.1’de gosterilen Retsch marka bitki degirmeninde
ogiitiilmiistiir. Ogiitiilen numune icerisindeki nemi uzaklastirmak igin Ele marka etiiv
kullanilmigtir. Numuneler etiivde 1 giin boyunca 30°C sicaklikta kurutulmustur. Kurutulan
numuneler daha kii¢iik boyutlara inebilmek icin BOSCH MKM6000 marka kahve

degirmeninde tekrar 6giitiilmiis ve istenen boyutlara inmesi saglanmastir.

Resim 4.1. Retsch marka 6giitiicii

Ardindan elek seti kullanilarak numunelerin 0,425 — 0,600 mm boyut aralifinda
siiflandirmast  yapilmigtir. Bu aralikta kalan numuneler SK-CO; 6ziitlemesinde

kullanilmastir.



37

Oziitleme islemleri Resim 4.2°de gosterilen laboratuvar o6lgekli Amerikan Applied
Separations marka stiperkritik ekstraksiyon cihazinda gerceklestirilmistir. Cihaz firin ve

pompa lnitesi olmak iizere iki ana kisimdan olusmaktadir.

Ekstraksiyon i¢in gerekli akiskan kaynagi sifonlu karbondioksit tiipiinden, akiskanin
basinglandirilmas: icin gerekli hava ise kompresdrden saglanmistir. Deney diizeneginde
ayrica basingli havanin pompalanmasi esnasinda olusan 1sinin uzaklastirilmasi i¢in devir

daim banyo sistemi ve kosolventi sisteme beslemek iizere modifiye pompa bulunmaktadir.

Resim 4.2. Stiperkritik karbondioksit ekstraksiyon cihazi ve deney diizenegi

Oziitleme prosesini Sekil 4.2.’de verilen akim semasi iizerinden anlatimi s6yledir:

e 0,425 — 0,600 mm araliginda boyutlandirilmis 5 g numune 24 ml’lik hacme sahip,
silindirik, paslanmaz celik hazne igerisine cam yiinii yardimiyla yerlestirilmistir.

e FEkstraksiyon iglemi siiresince hazneden sizinti olmasini 6nlemek amaciyla, alt ve st
kapaklar sicaklik ve basinca dayanikli contalar ile sikica kapatilmistir.

e Numune ile doldurulmus hazne, firin iinitesine baglanti elemanlar1 yardimiyla
yerlestirilmistir.

e Firn, ¢alisilmak istenen sicaklik degerine ayarlanarak 1sitilmistir.



e Pompa yardimiyla basinglandirilan karbondioksit, giris vanasi (V1) agilarak oziitleme
firinina génderilmistir.

e Ardindan belirlenen miktarda etanol beslemesini sisteme yapacak sekilde kosolvent
pompasi akis hizi ayarlanmig ve ¢alistirilmistir.

e Calisilmak istenen basing degerine ulasildiktan sonra ¢ikis vanasi (V3) acilmis ve CO,
hiz1 deney siiresince akis 6lger yardimiyla sabit tutulmustur.

e Oziitler 40 ml hacimli silikon kapakl siselerde toplanmustir.

e Deney bittikten sonra V; ve V3 vanalar1 kapatilmistir. Son olarak bosaltma vanasi (V)

acilip sistemde kalan CO;’in uzaklastirilmasi saglanmistir.

Vana2 Vana3

, <—»la wla
Sofutucu © | —_—
Hava \@XD / v E Al
Kompresdrd Isitici fan dlger
C
|
Vanal
c—_
Yiiksekbasing I
- pompast
Firin .
Oziit toplama
Sisesi
Kosolvent
sigesi

Sekil 4.2. Stiperkritik karbondioksit 6ziitleme prosesinin akis diyagrami

Ekstraksiyon islemi sonras1 6ziit toplama sisesinde biriken yogun kivamli yaglar1t HPLC
analizine hazir hale getirmek igin etanol eklenerek ¢éziinmesi saglanmistir. Deney tiipiine
aktarilan etanol ve yag karisimindaki asili partikiillerin HPLC kolonunda kirlilik ve
ttkanma yaratmamast i¢in Hettich Eba marka masaiistii santrifiij cihazi kullanilmigtir.

Boylece asili partikiiller ¢oktiiriilmiis ve berrak bir karisim elde edilmistir.

Oziitlenen yag igerisindeki ilag etken maddelerinin kalitatif ve kantitatif analizi i¢in Resim
4.3’te gosterilen Amerikan Dionex marka 680 model UVD 170U dedektorlic HPLC cihazi
ve cihaza takili ODS 3V C18 (4,6 mm x 15 cm 5 um) Intersil marka kolon kullanilmustir.
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Ekstraksiyon sonucu elde edilen berrak karisim, HPLC cihazina manual enjeksiyon portu

ve Hamilton Microliter 710 marka 100 pl’lik enjeksiyon haznesi kullanilarak verilmistir.

Resim 4.3. HPLC cihazi

Analizde kullanilan hareketli faz A % 0,1 oraninda formik asit, % 80 oranda bidestile saf
su, % 20 oranda asetonitril icermektedir. B fazi icin %100 asetonitril i¢eren karisim

kullanilmigtir. Gradient ¢alisma programinin detaylar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Gradient ¢aligma programi

Gradient ¢aligma programi

A ¢oziiclist %0,1 formik asit, %80 bidestile saf su, %20 asetonitril
B ¢oziiciisii %100 asetonitril
Akis hizi 1 ml/min
Gradient t: 0 dakika %100 A
t: 18 - 22,5 dakika %50 A - %50 B
t: 25 dakika %100 A
Dalga Boyu 254 nm ve 335 nm
Kolon 4,6 mm x 15 cm boyutlarinda ODS 3V C18 5 um

Oziitlerin analizine baslamadan &nce kuersetin, apigenin, taksifolin, silibinin ve kemferol

standartlarinin ~ tanitilmast  i¢in  10ppm, 12,5ppm, 20ppm, 25ppm, 50ppm
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konsantrasyonlarindaki ¢ozeltiler hazirlanmistir ve her standart madde icin kalibrasyon
egrisi elde edilmistir. Cizilen kalibrasyon egrileri ekler kisminda verilmistir. Resim 4.4’te

25 ppm’lik standart madde i¢eren ¢ozeltinin HPLC kromatogrami verilmistir.

00 LN QUER CALB #760 [modified by HACER)] 265 ppm QRKAST std Uy WIS _1
Bl WWVL:254 nm
1 500
NF ey
4 2 g
4 g . ‘_.‘.»-
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Flow: 1,000 mlimin
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Resim 4.4. 25 ppm’lik standart madde iceren ¢6zeltinin HPLC kromatogrami

Her numunenin HPLC analizi iki kere yapilmis ve igeriginde bulunan ila¢ etken
maddesinin  alan hesabinda iki analize ait sonuglarin ortalamas: almmustir.
Konsantrasyonlar1 ise kalibrasyon calismasindan elde edilen katsayilar kullanilarak

hesaplanmustir.

Oziitlerin kromatogram okumalar1 yapilirken apigenine ait piklerin 254 nm’de i¢ ige
gecmis ve kuyruklasmis oldugu goriilmiistiir. Bu sebeple farkli dalga boylar1 incelenerek
335 nm'de apigenine ait piklerin daha belirgin oldugu tespit edilmistir. Apigenin
okumalarmin 335 nm’de yapilmasina karar verilmis ve standardina ait kalibrasyon egrisi

335 nm’ye gore tekrar ¢izilmistir.

4.3. Calisma Parametreleri ve Deneysel Tasarim Yontemi

Bu tez ¢alismasi kapsaminda Juniperus excelsa (Boylu ardi¢) meyvelerinden kuersetin,
apigenin, kempferol, silibinin ve taksifolin ilag etken maddelerinin miktarin1 maksimize
eden SK-CO; ekstraksiyonu optimum ¢alisma sartlarinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu
dogrultuda optimize edilecek bagimsiz parametreler sicaklik, basing, oziitleme siiresi ve

stiperkritik CO, akis hiz1 olarak belirlenmistir. Deneyler boyunca partikiil boyutu 0,425 —
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0,600 mm arasinda ve etanol kosolventinin CO, akisindaki kiitlece oram1 %2’de sabit
tutulmustur. Literatlir aragtirmasi sonucu bagimsiz parametrelerin ¢alisma araliklar ise

asagidaki gibi belirlenmistir.

e Sicaklik: 40 - 70°C

e Basing: 130 — 230 bar

e Oziitleme siiresi: 30 — 150 dakika
e CO;akis hizi: 3 -7 L/min

Her bir ilag etken maddesinin miktarini maksimize eden optimum c¢alisma kosullarinin
belirlenmesi, c¢alisma kosullarinin birbiriyle iliskisinin incelenmesi ve ilag etken madde
miktart i¢cin matematiksel modelinin olusturulmasinda yilizey cevap metodu kullanilmistir.
Deneysel ¢alisma algoritmasinin olusturulmasinda ise Yiiz-Merkezli Merkezi Kompozit
Tasarim (YM-MKT) kullanilmastir.
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S. DENEY SONUCLARI VE TARTISMA

5.1. Yiizey Cevap Metodu Kullanilarak Yapilan Deney Tasarimi

Tek seferde tek degiskenli metot gibi geleneksel optimizasyon teknikleri fazla sayida
deney gerektirmesi nedeniyle deney siirelerinin ve malzeme sarfiyatinin artisina neden
olmakta ayrica isletme parametrelerinin birbiriyle olan iliskisini incelemede yetersiz
kalmaktadirlar (Ghoreishi ve digerleri, 2016b). Bu olumsuzluklarin iistesinden gelebilmek

icin optimizasyon teknigi olarak yiizey cevap metodu kullanilmistir.
Cizelge 5.1’de Design Expert 12 programi tarafindan Yiiz-merkezli (Face-centered)
Merkezi Kompozit Tasarim uygulanarak 4 bagimsiz degiskene ait (sicaklik, basing,

oziitleme siiresi ve SK-CO; akis hiz1) kodlanmig diizeyler verilmistir.

Cizelge 5.1. Bagimsiz degiskenler ve kodlanmig diizeyleri

Faktor | Bagimsiz degisken | Birim | Min. | Max. | Diisiik Kod | Yiiksek Kod | Orta Deger
Deger | Deger
A Sicaklik °C 40 70 -1 -+ 40,00 | +1 < 70,00 | 0+ 55,00
B Basing bar 130 230 |-1 130,00 | +1 <> 230,00 | 0 < 180,00
C Oziitleme Siiresi | min 30 150 | -1 < 30,00 | +1 < 150,00 | 0 < 90,00
D CO, akis hizt L/min 3 7 -1 + 3,00 +1 « 7,00 0« 5,00

Belirlenen bu sartlarda SK-CO, ekstraksiyon deneyleri yapildiktan sonra elde edilen
oziitlerin HPLC analizleri yapilmistir. HPLC analizleri sonucu her bir oziitte bulunan
kuersetin, apigenin, kempferol, silibinin ve taksifolin ila¢ etken maddelerinin miktarlar
Design Expert 12 programina yanit fonksiyonu (bagimli degiskeni) olarak girilmistir.
Ardindan program tarafindan Onerilen ve sonuglarin uyumluluk gosterdigi modellerin

varyans analizi (ANOVA) yapilmistir.
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Kibiin merkez noktasinda 5, eksenel noktalarda 8, faktor noktalarinda 8 olmak iizere

toplamda 21 deney i¢in belirlenen ¢alisma sartlar1 Cizelge 5.2°de verilmistir.

Cizlege 5.2. Yiiz-merkezli kompozit tasarim deneysel ¢alisma algoritmasi

S A m o o Sewk mem o CGO oo
(min)
1 0 0 0 0 55 180 90 5
2 0 0 0 -1 55 180 90 3
3 0 +1 0 0 55 230 90 5
4 +1 -1 -1 +1 70 130 30 7
5 -1 -1 +1 -1 40 130 150 3
6 -1 +1 +1 +1 40 230 150 7
7 -1 +1 -1 +1 40 230 30 7
8 0 0 -1 0 55 180 30 5
9 0 0 0 0 55 180 90 5
10 0 0 0 0 55 180 90 5
11 -1 -1 -1 -1 40 130 30 3
12 0 0 0 0 55 180 90 5
13 +1 +1 +1 -1 70 230 150 3
14 -1 0 0 0 40 180 90 5
15 0 -1 0 0 55 130 90 5
16 +1 0 0 0 70 180 90 5
17 +1 +1 -1 -1 70 230 30 3
18 0 0 +1 0 55 180 150 5
19 0 0 0 +1 55 180 90 7
20 0 0 0 0 55 180 90 5
21 +1 -1 +1 +1 70 130 150 7

Uretilen modellerin istatistiksel dnemini gésteren ANOVA analizinde regresyon katsayisi
ve p degerleri dikkate alinir. Buna gore modeldeki terimlere ait p degerlerinin 0,05’den
diisiik olmasi bu terimlerin istatistiksel olarak anlamli oldugunu, 0,1°den biiyiik olmasi ise
anlamsiz oldugunu gosterir. Regresyon katsayisi ise yanit fonksiyonunda goézlenen ve
model tarafindan tahmin edilen degisimlerin arasindaki iligskiyi gosterir. Regresyon

katsayis1 1’e ne kadar yakin olursa iiretilen model o kadar kabul edilebilir demektir.
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5.2. Kuersetin Miktar1 icin Onerilen Modelin Analizi ve Calisma Parametrelerinin

Etkisi

Cizelge 5.3’de boylu ardig bitkisinin SK-CO, ekstraksiyonlar1 sonucu elde edilen

oziitlerdeki kursetin miktarlar1 ve her bir deneyin ¢alisma sart1 verilmistir.

Cizelge 5.3. Deneysel ¢calisma sonucu bulunan kuersetin miktarlar

Deney

No A
1 0
2 0
3 0
4 +1
5 -1
6 -1
7 -1
8 0
9 0
10 0
11 -1
12 0
13 +1
14 -1
15 0
16 +1
17 +1
18 0
19 0
20 0
21 +1

+1
-1

+1
+1

-1
+1
+1
-1
-1

-1

+1

D

Sicaklik = Basing
(’C)

55
55
55
70
40
40
40
55
55
55
40
55
70
40
55
70
70
55
55
55
70

(bar)

180
180
230
130
130
230
230
180
180
180
130
180
230
180
130
180
230
180
180
180
130

Oziitleme
Siiresi
(min)

90
90
90
30
150
150
30
30
90
90
30
90
150
90
90
90
30
150
90
90
150

CO, Akis
hiz1 (L/min)

ol

~N o N O W o1 o1 o1 W o1 w1 ool NN W NN O W

Kuersetin
(ng/g)

1,046
1,013
0,689
0,096
0,781
0,598
0,398
0,378
1,091
1,054
0,463
0,641
0,420
0,163
0,744
0,373
0,422
0,423
1,777
0,892
0,429

Cizelge 5.3 incelendiginde en yiiksek kuersetin miktarma A: 55°C, B: 180 bar, C: 90 min

ve D: 7 L/min sartlarinda calisilan 19. deneyde ulasilmistir ve bu sartlarda kuersetin

miktar1 1,777 pg/g olarak bulunmustur.
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19. deneye ait HPLC kromatogrami Sekil 5.1°de verilmistir. Program tarafindan onerilen
ve deneysel verilerin uyumluluk gosterdigi daraltilmis kuadratik modelin varyans analizi

sonuglar1 ise Cizelge 5.4’te verilmistir.
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Sekil 5.1. Kuersetin veriminin yiiksek oldugu 19. deneyin HPLC kromatogrami

ANOVA (varyans) analizi sonucuna gore onerilen modelin F ve p degerleri sirasiyla 11,53
ve 0,0001 olarak bulunmustur. Bu degerler modelin gegerli oldugunu ve giiriiltii nedeniyle

bu kadar biiytik bir F degeri ¢ikma ihtimalinin % 0,01 oldugunu gdstermektedir.

Cizelge 5.4. Kuersetin miktar1 i¢in olusturulan modelin varyans analizi sonuglari

Kareler Serbestlik Kareler . L
F-degeri p-degeri

Toplami1 Derecesi ~ Ortalamasi
Model 2,66 8 0,3320 11,53 0,0001 = Onemli
A- Sicaklik 0,0439 1 0,0439 1,53 0,2403
B- Basing 0,0000 1 0,0000 0,0006 0,9809
C- Oziitleme 0,0798 1 0,0798 2.77 0,1218
Siiresi
D-CO,akishizi  0,2919 1 0,2919 10,14 0,0079
AB 0,3280 1 0,3280 11,39 0,0055
A2 0,8636 1 0,8636 29,99 0,0001
C2 0,5039 1 0,5039 17,50 0,0013
D2 0,8919 1 0,8919 30,08 0,0001
Artik 0,3455 12 0,0288
Uyum Eksikligi ~ 0,2069 8 0,0259 0,7467 0,6649 O(;‘eegrﬁh
Hata 0,1386 4 0,0346

Toplam 3,00

N
o
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Hesaplanan uyum eksikligi p degeri ise 0,6649 olarak bulunmustur. Bu deger model

uyumsuzlugunun anlamsiz oldugunu gostermektedir.

Modeldeki terimlerden p degeri 0,05’den kii¢iik olanlar anlamli kabul edilmektedir. Buna
gore Program tarafindan onerilen modeldeki terimlerin p degerlerini inceledigimizde CO;
akis hiz1 (D), sicaklik-basing iliskisi (AB), sicakligin karesi (A?), 6ziitleme siiresinin karesi
(C?* ve CO; akis hizi karesinin (D?) kuersetin 6ziitleme miktari etkileyen 6nemli
parametreler oldugu goriilmiistiir. P degeri 0,05’den biiylik olan terimler anlamsiz oldugu
icin modele dahil edilmemistir. Sicaklik, basing ve Oziitleme siiresinin p degerleri 0,05’den

biiylik olsa da hiyerarsiyi korumak adina ¢ikarilmamastir.

Model tarafindan tahmin edilen degerler ile deneysel verilerin iligkisini gosteren grafik

Sekil 5.2.°de verilmistir.

Kuersetin miktar: tahmini degeri (ng/g)

I I I I I
o 05 1 15 2

Kuersetin miktar: deneysel degeri (pg/g)

Sekil 5.2. Kuersetin miktar1 i¢in Onerilen modelin tahmini verileri ile deney verilerin
iliskisi

Modelin uygunluguna karar verirken regresyon katsayisina (R?) da bakilmasi gerekir. Bu

deger 1’e yaklastikca bagimhi degiskenin gercek (deneysel) degeri ile model tarafindan
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tahmin edilen degerin uyumlu oldugu yorumu yapilabilir. Kuersetin miktar1 i¢in dnerilen

modelin Regresyon katsayis1 0,88 olarak bulunmustur.

Kuersetin miktarin1 sicaklik, basing, 6ziitleme siiresi ve CO; akis hizi parametrelerinin
birer fonksiyonu olarak veren modelin esitligi ger¢ek ve kodlanmis degerler cinsinden Es.

5.1 ve Es. 5.2°de sirastyla verilmistir.

Kuersetin (ug/g) = +1,06077 + 0,160188*Sicaklik - 0,033175*Basing + 0,022838
*QOziitleme Siiresi - 1,22913*CO, akis hiz1 + 0,000604*Sicaklik*Basing - 0,002484
*S1caklik? - 0,000119*Oziitleme Siiresi® + 0,142013*CO, akis hizi® (5.1)

Kuersetin (ug/g) = +0,8605 - 0,0663*A + 0,0013*B + 0,0893*C + 0,3820*D + 0,4527*AB
- 0,5590*A% - 0,4270*C? + 0,5681*D? (5.2)

Kodlanmig faktorleri igeren ikinci denklem, her bir faktoriin cevap degiskenine olan
etkisini yorumlamak i¢in kullanilabilmektedir. Ayrica bu denklem faktoér katsayilarini
karsilastirip faktorlerin goreceli etkisini belirlemek i¢in de kullanislidir. Buna gore Es. 5.2
incelendiginde sicakliktaki artisin Oziitlenen kuersetin miktarin1 azaltic1 etkisi; basing,
oziitleme stiresi ve CO; akis hizindaki artigin ise artirict etkisi oldugu soylenebilir. Sicaklik
— basing ikili etkilesiminin etkisinin gene Oziitlenen kuersetin miktarin1 artirict etkisi,
sicakligin karesinin ve islem siiresinin karesinin ise kuersetin miktarini azaltici etkisi, CO2
akis hizi karesinin ise artirict etkisi olmaktadir. Islem parametrelerinin Es. 5.2°deki
katsayilarin1  karsilastirdigimizda CO, akis hizindaki degisimin kuersetin miktarin

etkileyen en 6nemli parametre oldugu sdylenebilir.

5.2.1. Sicaklik ve basincin oziitlenen kuersetin miktarina etkisi

Kuersetin i¢in bulunan model ve ¢aligma parametrelerinin birbiriyle iliskisi Design Expert
12 program1 yardimiyla ¢izilen ylizey cevap grafikleri ile incelenmistir. Cizilen ti¢ boyutlu
grafiklerin x ve y eksenlerinde bagimsiz iki degisken yer alirken z ekseninde ise bagimli
degiskenin (kuersetin Oziitlenen miktar1) sonucu gosterilmektedir. Grafikte yer almayan

diger iki bagimsiz degiskenler ise sifir diizeyindeki degerlerindedir.
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Sekil 5.3’te kuersetin miktarina sicaklik ve basmcin etkisi goriilmektedir. Grafik
incelendiginde diisiik basing degerlerinde calisirken 55°C’ye kadar artan sicakligin
kuersetin miktarini artirict etkisi oldugu ancak daha yiiksek sicakliklara ¢ikildiginda
oziitlenen miktarin azaldigr goriilmiistiir. Bunun sebebinin artan sicaklikla SK-CO,’in
yogunlugunun diismesi ve ¢ozme giliciiniin de bu sebeple azalmasi olabilecegi
diistiniilmektedir. Literatiirde Ekinci ve Giirii (2014) tarafindan yapilan ¢alismada benzer

egilim bildirilmistir.

Sekil 5.3.  Sicaklik ve basincin &ziitlenen kuersetin miktarma etkisi (Oziitleme siiresi: 90
min, CO; akis hizi: 5 L/min)

40°C gibi diisiik sicaklik degerlerinde ise basingtaki artis oziitlenen kuersetin miktarinm
azalmasina sebep olmus. Yiiksek basing, diisiik sicakliklardaki azalan 6ziitleme miktarinin
SK-CO; yogunlugu ile kuersetin buhar basinci arasindaki ¢ekismeden kaynaklandigi
distiniilmektedir. Bu kosullarda kuersetin buhar basincinin diisiik olmasi, SK-CO’in

yogunlugundaki artiga baskin geldigi diistintilmektedir.

Ruan ve digerleri (2014) tarafindan yapilan ¢alismada sicaklik ve artan basincin 6ziitlenen

kuersetin miktarin1 artirict etkisi oldugu goriilmiistiir. Bunda basingla artan CO,
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yogunlugunun ve ¢ézme giiciiniin etkili oldugu ayrica yiiksek sicakligin kuersetin buhar

basincini artirarak ¢oziinmesini kolaylastirdig: belirtilmistir.

5.2.2. CO; akis hizinin 6ziitlenen kuersetin miktarina etkisi

Oziitlenen kuersetin miktarina CO, akis hizindaki degisimin etkisi Sekil 5.4’te verilmistir.
CO, akis hizindaki artis ekstraktor icerisindeki tiirbiilansin artmasina bdylece dis film
kalinliginin azalmasina neden olmaktadir. Bu durumun sonucunda ise 6ziitlenen miktarda
artig goriilmektedir (Nuralin, 2018). Sekil 5.4 incelendiginde CO; akis hizinin 3 L/min‘dan
4,3 L/min’ya ¢ikmasi halinde 6ziitlenen kuersetin miktari azalirken daha yiiksek akis

hizlarinda ¢alisildiginda 6ziitlenen kuersetin miktarinda artis goriilmektedir.

Kuersetin (ng/g)
!
)

0.5

D: CO; Akas mz1 (L/min)

Sekil 5.4. CO, akis hizinin ziitlenen kuersetin miktarma etkisi (Sicaklik: 55°C, Basing:
180 bar, Oziitleme Siiresi: 90 min)

Es. 5.2°de yer alan model denklemi Sekil 5.4’teki sonucu destekler niteliktedir. Sicaklik,
basing ve oOziitleme siiresinin sifir ile kodlandigi seviyelerinde akis hizindaki artigin

oziitlenen kuersetin miktarina artirict etkisi oldugu goriilmiistiir.
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5.2.3. Siirenin oziitlenen kuersetin miktarina etkisi

Sekil 5.5 oOziitleme siiresinin kuersetin kazanimi iizerindeki etkilerini gostermektedir.
Ekstraksiyon isleminin baslangicindan 90 dakikaya kadar olan siire igerisinde kuersetin
kazanimi artis gostermektedir. Ardi¢ partikiilleri ile taze ¢oziicli SK-CO; arasinda etkili bir

kiitle transferi oldugu siirece bu artis devam edecektir.

Kuersetin (ng/g)
=)

| | | | |
3 60 90 120 150

C: Oziitleme siiresi (min)

Sekil 5.5. Siirenin dziitlenen kuersetin miktarina etkisi (Sicaklik: 55°C, Basing: 180 bar,
CO; akis hizi: 5 L/min)

Kuersetin modeline ait Es. 5.2 incelendiginde kuersetin kazanimi {izerinde lineer
ekstraksiyon siiresinin pozitif etkisi olmaktadir ancak optimum siire sonrasi negatif
kuadratik etki de 6nemli hale gelmektedir. Sonug olarak itici gii¢ ortadan kalktigi igin
oziitlenen kuersetin miktarinda daha fazla artis olmaz. Bu noktada difiizyonel ve partikiil
ici kiitle transfer direngleri mevcuttur. Literatiirde diger arastirmacilar tarafindan da benzer
egilim bildirilmistir (Ghoreishi ve digerleri, 2016b; Larkeche ve digerleri, 2015). Ayrica
Oziitleme siiresinin uzun tutulmasinin matriste bulunan flavonoidlerin daha uzun siire
sicakliga maruz kalmasi nedeniyle bozulmasina ve 6ziitlenen miktarin azalmasima neden

oldugu diistliniilmektedir.
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5.3. Kemferol Miktar1 icin Onerilen Modelin Analizi ve Calisma Parametrelerinin
Etkisi

Design Expert 12 programi tarafindan belirlenen ¢alisma algoritmasi izlenerek deneyler

yapilmis ve Cizelge 5.5°te verilen kemferol miktarlar1 bulunmustur.

Cizelge 5.5. Deneysel calisma sonucu bulunan kemferol miktarlari

Deney A B C D Slcoakhk Basing Ogiiiitrl:sr?e CO, Akl_s Kemferol
No (°C) (bar) (min) hiz1 (L/min) (ng/g)
1 0 0 0 0 55 180 90 5 2,694
2 0 0 0o -1 55 180 90 3 4,284
3 0 [ +1 | O 0 55 230 90 5 5,143
4 +1 -1 -1 +1 70 130 30 7 0,194
5 -1 -1 +1 -1 40 130 150 3 3,952
6 -1 +1 +1 +1 40 230 150 7 4,660
7 -1 +1 -1 +1 40 230 30 7 3,001
8 0 o -1 0 55 180 30 5 2,013
9 0 0 0 0 55 180 90 5 2,436
10 0 0 0 0 55 180 90 5 2,045
11 -1 -1 -1 -1 40 130 30 3 2,928
12 0 0 0 0 55 180 90 5 2,858
13 +1 | +1 [ +1 | -1 70 230 150 3 3,462
14 -1 0 0 0 40 180 90 5 3,788
15 0o -1 0 0 55 130 90 5 0,503
16 +1 0 0 0 70 180 90 5 2,044
17 +1 +1 -1 -1 70 230 30 3 2,953
18 0 0 +1 O 55 180 150 5 2,182
19 0 0 0 +1 55 180 90 7 2,927
20 0 0 0 0 55 180 90 5 2,928
21 +1 | -1 | +1 | +1 70 130 150 7 1,987

Cizelge 5.5. incelendiginde en yiiksek kemferol miktarma A: 55°C, B: 230 bar, C: 90 min
ve D: 5 L/min sartlarinda galisilan 3. deneyde ulasilmis ve 5,143 ug/g olarak bulunmustur.
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Sekil 5.6’da 3. deneye ait HPLC kromatogrami verilmistir. Program tarafindan onerilen ve
deneysel verilerin uyumluluk gosterdigi daraltilmig kuadratik modelin varyans analizi

sonuglar1 Cizelge 5.6’te verilmistir.
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Sekil 5.6. Kemferol veriminin yiiksek oldugu 3. deneyin HPLC kromatogrami

ANOVA (varyans) analizi sonucuna gore Onerilen modelin F ve p degerleri sirasiyla 27,69
ve < 0,0001 olarak bulunmustur. Bu degerler modelin gecerli oldugunu ve giiriilti

nedeniyle bu kadar biiytik bir F degeri ¢ikma ihtimalinin % 0,01 oldugunu gostermektedir.

Cizelge 5.6. Kemferol miktari i¢in olusturulan modelin varyans analizi sonuglari

Kareler Serbestlik Kareler F-degeri  p-degeri
Toplam1 Derecesi Ortalamasi
Model 27,19 7 3,88 27,69  <0.0001 Onemli
A-Sicaklik 591 1 591 42,13  <0.0001
B-Basing 10,76 1 10,76 76,71 < 0.0001
C-Oziitleme 2,65 1 2,65 18,92 0,0008
stiresi
D-CO, akis hizi 2,31 1 2,31 16,49 0,0013
AD 4,59 1 4,59 32,68  <0.0001
C? 1,43 1 1,43 10,20 0,0071
D? 2,30 1 2,30 16,38 0,0014
Artik 1,82 13 0,1403
Uyum Eksikligi 1,31 9 0,1451 1,12 0,4930  Onemli
degil
Hata 0,5177 4 0,1294

Toplam 29,02 20
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Hesaplanan uyum eksikligi p degeri ise 0,4930 olarak bulunmustur. Bu deger model

uyumsuzlugunun anlamsiz oldugunu gostermektedir.

Modeldeki terimlerden p degeri 0,05 kiigiik olanlar anlamli kabul edilmektedir. Buna gore
Program tarafindan onerilen modeldeki terimlerin p degerlerini inceledigimizde sicaklik
(A), basing (B), oziitleme siiresi (C), CO, akis hiz1 (D), sicaklik-CO, akis hizi iligkisi
(AD), oziit siiresinin karesi (C?) ve CO; akis hizinin karesi (D?) kemferol 6ziitleme
miktarin etkileyen 6nemli parametreler oldugu goriilmiistiir. P degeri 0,05’den biiyiik olan

terimler oldugu i¢in modele dahil edilmemistir.

Kemferol miktar1 i¢in 6nerilen modelin regresyon katsayist 0,94 olarak bulunmustur. Buna
gore model tarafindan tahmin edilen degerler ile deneysel verilerin iligkisini gdsteren

grafik Sekil 5.7°de verilmistir.

Kemferol miktan tahmini degeri (pg/g)

| | I | | I
1] 1 s 3 4 -] ]

Kemferol miktar denevsel degeri (ug/g)

Sekil 5.7. Kemferol miktar1 i¢in Onerilen modelin tahmini verileri ile deney verilerin
iliskisi
Kemferol miktarmi sicaklik, basing, 6ziitleme siiresi ve CO; akis hizi parametrelerinin

birer fonksiyonu olarak veren modelin esitligi gercek ve kodlanmis degerler cinsinden Es.

5.3 ve Es. 5.4’te sirasiyla verilmistir.
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Kemferol (ug/g) = +16,9095 - 0,3334*Sicaklik + 0,0464*Basing + 0,0418*Oziitleme
Siiresi - 5,4508* CO, akis hiz1 + 0,0564*Sicaklik* CO, akis hiz1 - 0,0002*Oziitleme
Siiresi? + 0,2107* CO, akig hizi? (5.3)

Kemferol (ug/g) = +2,72 - 0,7688*A + 2,32*B + 0,5153*C - 0,4809*D + 1,69*AD -
0,6650*C? + 0,8427*D? (5.4)

Es. 5.4 incelendiginde sicakliktaki artisin 6ziitlenen kemferol miktarin1 azaltic1 etkisi;
basing ve Oziitleme siiresindeki artigin ise artirict etkisi oldugu soylenebilir. Sicaklik — CO,
akis hiz1 ikili etkilesiminin etkisinin Oziitlenen kemferol miktarini artirici etkisi, islem
siiresinin karesinin kemferol miktarim1 azaltici etkisi, CO; akis hizi karesinin ise artirici
etkisi olmaktadir. Islem parametrelerinin Es. 5.4’deki katsayilarimi karsilastirdigimizda
basinca ait katsay1 biiyiik oldugundan kemferol miktarini etkileyen en 6nemli parametre
oldugu ve yiiksek basinglarda calisilmasi halinde oziitlenecek kemferol miktarinin daha
fazla olacagi sOylenebilir. Bu noktada deneysel verilere tekrar baktigimizda en yiiksek
kemferol miktarina ulasilan 3. deneyde 230 bar basingta g¢alisildigr dikkate alinarak
modelin deneysel bulguyu destekler nitelikte oldugu sdylenebilir.

5.3.1. Sicaklik ve CO; akis hizinin 6ziitlenen kemferol miktarina etkisi

Kemferol i¢in bulunan model ve ¢aligma parametrelerinin birbiriyle iligskisi Design Expert
12 programi yardimiyla ¢izilen yiizey cevap grafikleri ile incelenmistir. Cizilen ii¢ boyutlu
grafiklerin x ve y eksenlerinde bagimsiz iki degisken yer alirken z ekseninde ise bagimli
degiskenin (kemferol oziitlenen miktar1) sonucu gosterilmektedir. Grafikte yer almayan

diger iki bagimsiz degiskenler ise sifir diizeyindeki degerlerindedir.

Sekil 5.8’i inceledigimizde diisiik CO; akis hizlarinda galisirken azalan sicakligin kemferol
miktarini artiricr etkisi goriilmektedir. Literatiirden de bildigimiz {izere sicakliktaki azalma
SK-CO; yogunlugunu ve ¢dzme giiciinii artirmaktadir. Dolayisiyla diisiik sicakliklarda
Oziitlenen flavonoid miktarinda artis goézlenmistir. Alinan bu sonug¢ Celik (2014)’in deve

dikeninden ilag¢ etken maddesi 6ziitleme caligsmasiyla benzerlik gostermektedir.

Ancak yiiksek CO; akis hizlarinda c¢alisildiginda sicakliktaki artis Oziitlenen kemferol

miktarint artirarak tam tersi bir etki yaratmistir. Burada artan sicaklikla SK-CO,’in
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molekiiler diflizyon katsayisinin artmasinin ve kemferol buhar basincinin artmasiyla daha

1yi ¢oziiniirliige ulasmasinin etkili oldugu diistiniilmektedir.

Kemferol (ng/g)

D: CO; Akas i

A: Sicakhk (°C) I~ (L/min)

Sekil 5.8. Sicaklik ve CO, akis hizinin 6ziitlenen kemferol miktarma etkisi (Oziitleme
stiresi: 90 min, Basing: 180 bar)

Sekil 5.8’de diistik sicaklik degerlerinde ¢alisirken CO; akis hizindaki azalisin 6ziitlenen

kemferol miktarini artirdig1 goriilmiistiir.

Buna destekleyici olarak kemferol modeline ait Es. 5.4 incelendiginde lineer CO; akis
hizinin 6niindeki katsayi negatif (0>-0,4809), kuadratik CO; akis hizinin 6niindeki katsay1
pozitif (0,8427>0) oldugundan diisiik seviyeli CO, akis hiziyla ¢alisildiginda 6ziitlenen
miktar artacaktir. Alinan bu sonugta SK-CO; ile 6rnek arasindaki etkilesimin azalan akis
hiziyla artmasimin ve akiskanin matrikse daha iyi niifus etmesinin etkili oldugu
diistintilmektedir. Nyam ve digerleri (2011) tarafindan kavun ¢ekirdegi ile yapilan

calismada benzer sonug ile karsilasiimistir.

Sekil 5.9°da verilen grafikten de diisiikk CO; akis hizlarinda ¢aligmanin 6ziitlenen kemferol

miktarini artiricr etkisi oldugu goriilebilir.
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Kemferol (ng/g)
/

D: CO: Akis hiz1 (L/min)

Sekil 5.9. CO, akis hizinin oziitlenen kemferol miktarma etkisi (Sicaklik: 55°C,
Oziitleme siiresi: 90 min, Basing: 180 bar)

5.3.2. Siirenin oziitlenen kemferol miktarina etkisi

Kemferol miktar1 {izerine Oziitleme siiresindeki degisim kuersetine benzer etki

gostermistir.

Sekil 5.10 ekstraksiyon siiresinin kemferol kazanimi tizerindeki etkilerini gostermektedir.
Ekstraksiyon isleminin baslangicindan yaklasik 120 dakikaya kadar olan siire igerisinde
kemferol kazanimi artis gostermektedir. Ardi¢ partikiilleri ile SK-CO; arasinda etkili bir

kiitle transfer kuvveti oldugu siirece bu artis devam edecektir.

Kemferol modeline ait Es. 5.4 incelendiginde kuersetinde oldugu gibi kemferol kazanimi
tizerinde lineer ekstraksiyon siiresinin pozitif etkisi olmaktadir ancak optimum siire sonrasi

negatif kuadratik etki de 6nemli hale gelmektedir.

Ekstraksiyon siiresi boyunca, egrinin birinci kismina tekabiil eden zamanda kat1 ylizeyde

bulunan analitler hizli ve sabit bir hizla siiperkritik akiskanla kolayca ekstrakte edilir. Bu
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adimda ekstraksiyon islemi, dis kiitle transfer direnci ve analitin ¢oziintirliigii ile kontrol

edilir.
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Sekil 5.10. Siirenin dziitlenen kemferol miktarma etkisi (Sicaklik: 55°C, Basing: 180 bar,
CO; akis hizi: 5 L/min)

Bir sonraki asamada, ¢oziinenlerin Oziitlenme verimi ¢ok daha yavas bir sekilde artar.
Egrinin bu ikinci kismi, yiizeyde ¢oziinen maddenin tiikenmesi ve kati substratin daha
derin boltimlerinden ¢oziicli tarafindan ¢ikarilmasiyla agiklanabilir. Bu noktada difiizyonel
ve igsel kiitle transfer direngleri 6ziitleme islemine hakimdir. Sonug olarak itici gli¢ ortadan
kalktig1 icin Oziitlenen kemferol miktarinda daha fazla artis olmaz. Literatiirde diger
arastirmacilar tarafindan da benzer egilim bildirilmistir (Ghoreishi ve digerleri, 2016b;
Larkeche ve digerleri, 2015).

Ayrica Oziitleme siiresinin uzun tutulmasmin matriste bulunan flavonoidlerin daha uzun
stire sicakliga maruz kalmasi nedeniyle bozulmasina ve 6ziitlenen miktarin azalmasina

neden oldugu diistiniilmektedir.
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5.4. Silibinin Miktar1 icin Onerilen Modelin Analizi ve Calisma Parametrelerinin

Etkisi

Design Expert 12 programi tarafindan belirlenen ¢alisma algoritmasi izlenerek deneyler

yapilmis ve Cizelge 5.7°te verilen silibinin miktarlar1 bulunmustur.

Cizelge 5.7. Deneysel calisma sonucu bulunan silibinin miktarlari

DeNnc;ey A
1 0
2 0
3 0
4 +1
5 -1
6 -1
7 -1
8 0
9 0
10 0
11 -1
12 0
13 +1
14 -1
15 0
16 +1
17 +1
18 0
19 0
20 0
21 +1

B

+1
-1

+1
+1

-1
+1
+1

D

Sicaklik = Basing
(’C)

55
55
55
70
40
40
40
55
55
55
40
55
70
40
55
70
70
55
55
55
70

(bar)

180
180
230
130
130
230
230
180
180
180
130
180
230
180
130
180
230
180
180
180
130

Oziitleme
Siiresi
(min)

90
90
90
30
150
150
30
30
90
90
30
90
150
90
90
90
30
150
90
90
150

CO; Akis
hiz1 (L/min)

5
3
5
7
3
7
7
5
5
5
3
5
3
5
)
5
3
5
7
5
7

Silibinin
(ng/g)
10,463
3,722
2,763
5,759
2,874
0,550
1,324
9,454
9,214
9,046
1,135
6,299
1,002
1,983
16,441
18,438
14,421
18,540
2,888
11,452
21,017

Cizelge 5.7 incelendiginde en yiiksek silibinin miktarma A: 70°C, B: 130 bar, C: 150 min

ve D: 7 L/min sartlarinda g¢alisilan 21. deneyde ulasilmis ve silibinin miktar1 21,017 pg/g

olarak bulunmustur. 21. deneye ait HPLC kromatogrami Sekil 5.11°de verilmistir.
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Program tarafindan Onerilen ve deneysel verilerin uyumluluk gosterdigi daraltilmis

kuadratik modelin varyans analizi sonuglar1 ise Cizelge 5.8’te verilmistir.

L QUER CALA #785 [madified by HACER] MH. 5t 3 run 21 Uy WS 1
500 7y "
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| 25‘,0
Sekil 5.11. Silibinin veriminin yiiksek oldugu 21. deneyin HPLC kromatogrami

ANOVA (varyans) analizi sonucuna gore 6nerilen modelin F ve p degerleri sirastyla 13,31
ve 0,0001 olarak bulunmustur. Bu degerler modelin gegerli oldugunu ve giiriiltii nedeniyle

bu kadar biiytik bir F degeri ¢ikma ihtimalinin % 0,01 oldugunu gostermektedir.

Cizelge 5.8. Silibinin miktar1 i¢in olusturulan modelin varyans analizi sonuglari

Kareler = Serbestlik Kareler F-degeri p-degeri
Toplami1 ~ Derecesi Ortalamasi

Model 790,43 9 87,83 13,31 0,0001  Onemli

A-Sicaklik 278,46 1 278,46 42,19 | <0.0001

B-Basing 93,54 1 93,54 14,17 0,0031

C-Oziitleme siiresi 14,14 1 14,14 2,14 0,1713

D- CO; akis hiz1 7,03 1 7,03 1,07 0,3242

AD 42,48 1 42,48 6,44 0,0276

BC 121,61 1 121,61 18,43 0,0013

CD 85,56 1 85,56 12,96 0,0042

c? 41,43 1 41,43 6,28 0,0292

D? 163,83 1 163,83 24,82 0,0004

Artik 72,59 11 6,60

Uyum Eksikligi 57,53 7 8,22 2,18 0,2351  Onemli
degil

Hata 15,06 4 3,77

Toplam 863,03 20
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Hesaplanan uyum eksikligi p degeri ise 0,2351 olarak bulunmustur. Bu deger model

uyumsuzlugunun anlamsiz oldugunu gostermektedir.

Modeldeki terimlerden p degeri 0,05 kiigiik olanlar anlamli kabul edilmektedir. Buna gore
Program tarafindan onerilen modeldeki terimlerin p degerlerini inceledigimizde sicaklik
(A), basing (B), sicaklik-CO;, akis hizi iligkisi (AD), basing-6ziitleme siiresi iliskisi (BC),
Oziitleme siiresi — CO; akis hizi iligkisi (CD), 6ziit siiresinin karesi (C?) ve CO; akis hizinin
karesi (D?) silibinin 6ziitleme miktarini etkileyen 6nemli parametreler oldugu goriilmiistiir.
P degeri 0,05°den biiyiik olan terimler anlamsiz oldugu i¢in modele dahil edilmemistir.
Oziitleme siiresi ve CO, akis hizinin p degerleri 0,05°den biiyiik olsa da hiyerarsiyi

korumak adina c¢ikarilmamustir.

Model tarafindan tahmin edilen degerler ile deneysel verilerin iligkisini gosteren grafik

Sekil 5.12°de verilmistir.

25

20

Silibinin miktar tahmini degeri (ug/g)

I | I ] | |
-5 o 5 10 15 20 25

Silibinin miktar deneysel degeri (ug/g)

Sekil 5.12. Silibinin miktar1 i¢in Onerilen modelin tahmini verileri ile deney verilerin
iliskisi

Silibinin miktar i¢in 6nerilen modelin Regresyon katsayisi 0,92 olarak bulunmustur.
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Silibinin miktarini sicaklik, basing, 6ziitleme siiresi ve CO; akis hizi parametrelerinin birer
fonksiyonu olarak veren modelin esitligi ger¢ek ve kodlanmis degerler cinsinden Es. 5.5 ve

Es. 5.6’da sirasiyla verilmistir.

Silibinin (ug/g) = -81,3289 + 1,211*S1caklik - 0,0198*Basing - 0,0614*Oziitleme Siiresi +
25,2006*CO; akis hiz1 - 0,1718*Sicaklik*CO, akis hiz1 - 0,0013*Basing*Oziitleme Siiresi
+0,0273*Oziitleme Siiresi*CO; akis hizi + 0,001*Oziitleme Siiresi® - 1,77872* CO, akis
hiz? (5.5)

Silibinin (ug/g) = +9,72 + 5,28*A - 6,84*B + 1,19*C + 0,8384*D - 5,15*AD - 3,90*BC +
3,27*CD + 3,58*C?- 7,11*D? (5.6)

Es. 5.6 incelendiginde sicakliktaki artigin 6ziitlenen silibinin miktarini artirici etkisi olacagi
sOylenebilir. Bu sebeple yiiksek sicaklikta ¢alismak tercih edilebilir. Sicaklik — CO, akis
hizi ikili etkilesiminin Oniindeki katsaymin negatif (0>-0,8384) oldugu Es. 5.6’dan
goriilebilir. Bu durumda sicaklik — CO; akis hiz1 ikili etkilesiminin artiric etkisi olabilmesi
icin disik CO; akis hizinda ¢alismak tercih edilmelidir. Artan basincin ise silibinin
kazanimina olumsuz etkisi olacaktir. Bu dogrultuda silibinin kazanimini maksimize etmek
icin diisiik basingta calismak tercih edilebilir. Oziitleme siiresindeki artisin silibinin
kazanimina olumlu etkisini de dikkate alirsak, basing — 6ziitleme stiresi ikili etkilesiminin
pozitif yonlii olabilmesi i¢in basing diisiik tutulmalidir. Bu noktada deneysel verileri tekrar
inceledigimizde silibinin miktarinin maksimuma ulastig1 21. deneyde 70°C, 130 bar, 150
min ve 7 L/min kosullarinda ¢alismistir. Sicaklik, basing ve oziitleme siiresi modelin
yonlendirmesini destekler niteliktedir. Ancak CO, akis hiz1 igin elde edilen deneysel bulgu
7 L/min iken, model denklemi (Es. 5.6) disik CO, akis hizinda ¢alismanin uygun

olacagini gostermektedir.

5.4.1. Sicaklik ve CO; akis hizimin 6ziitlenen silibinin miktarimna etkisi

Silibinin i¢in bulunan model ve ¢alisma parametrelerinin birbiriyle iligskisi Design Expert
12 program1 yardimiyla ¢izilen yiizey cevap grafikleri ile incelenmistir. Cizilen {i¢ boyutlu
grafiklerin x ve y eksenlerinde bagimsiz iki degisken yer alirken z ekseninde ise bagiml
degiskenin (silibinin 6ziitlenen miktar1) sonucu gosterilmektedir. Grafikte yer almayan

diger iki bagimsiz degiskenler ise sifir diizeyindeki degerlerindedir.
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Sekil 5.13 incelendiginde diisiik CO; akist degerlerinde calisildiginda sicakliktaki artigin
Oziitlenen silibinin miktarin1 artirici etkisi oldugu gorebilir. Silibinin yiiksek kaynama
noktas1 ve molekiiler agirliga sahip olmasi sebebiyle ¢oziiniirliigiiniin artmasi icin yiliksek

sicakliklara ihtiya¢ oldugu diistiniilmektedir.

Silibinin (ng/g)

S

! * D:CO; Akas i
703 (L/min)

A: Sicakhk (°C)

Sekil 5.13. Sicaklik ve CO; akis hizinin 6ziitlenen silibinin miktarma etkisi (Oziitleme
stiresi: 90 min, Basing: 180 bar)

Yiksek CO; akis hizi degerlerinde calisildiginda ise sicakliktaki degisimin silibinin
miktarma etkisi agik degildir. Diisiik sicaklik degerlerinde c¢alisildiginda yiiksek CO, akis
hizinda ¢alismanin oOziitleme verimini artiracagt sOylenebilir. Yiiksek sicakliklarda
calisildiginda ise CO; hizinin artmasi basta silibinin kazanimi artirmigken daha yiiksek akis
hizlarina ¢ikildik¢a verimi diigtirmistiir. Benzer durumla Ekinci ve Giirti (2014) tarafindan
yapilan ¢alismada da karsilasilmis ve yiiksek akis hizlarinda 6ziitleme siirecinin analitlerin
diftizyon hiziyla kontrol edildigi belirtilmistir. Sonug olarak sekilden de goriilebilecegi
iizere 70°C sicaklik, 5 L/min CO; akis hizinda calisildigi durumda silibinin kazanimi

artacaktir.
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5.4.2. Basing ve siirenin oziitlenen silibinin miktarina etkisi
Sekil 5.14 incelendiginde diisiik basin¢ degerlerinde 6ziitleme siiresindeki artisin silibinin

kazanimina olumlu etkisi goriilebilir ancak 6ziitleme siiresinin bu etkisi yiiksek basingla

calisildigi durumla ayni degildir.

10

Silibinin (pg/g)

150 . 230

C: Oziitleme siiresi
(mm) 30 130

B: Basing (bar)

Sekil 5.14. Basing ve siirenin dziitlenen silibinin miktarina etkisi (Sicaklik: 55°C, CO; akis
hizi: 5 L/min)

Artan basincin ise silibinin kazanimina olumsuz etkisi goriilmiistiir. Normalde SK-CO;’in
¢ozme giicli artan basingla yogunlugu da artacag: icin yiikselir ancak silibinin i¢in basincin
bu etkisinden s6z etmek miimkiin olamamustir. Literatiirde basincin bu olumsuz etkisiyle
karsilasildigi durumlar olmustur. Yiiksek basincin SK-COy’in diflizyon kabiliyetini
distirdiigli icin numune matrisindeki gozeneklerle temasinin azalmasimna ve ¢dzme
gliciiniin azalmasina sebep oldugu belirtilmistir. Ayrica artan basing sebebiyle numune
matrisinin sikigtirilmasi da negatif ekstraksiyon verimiyle sonu¢lanmaktadir (Peng, Mohd-
Nasir, Setapar, Ahmad ve Lokhat, 2019). Sonu¢ olarak 130 barda ¢alismanin silibinin

verimini artiracagi diisiiniilmektedir.



65

5.4.3. CO; akas hiz1 ve siirenin oziitlenen silibinin miktarina etkisi

Sekil 5.15 incelendiginde diisiik CO; akis hizlarinda calisildiginda 6ziitleme stiresindeki
azalmanin hafif de olsa silibinin kazanimim artirdigi soylenebilir. Yiiksek CO, akis
hizlarinda calisildigindaysa CO; ile partikiil arasindaki temas siiresi azalacagindan daha iyi
verim alabilmek i¢in 6ziitleme siiresinin artiritlmasi gereklidir. CO; akis hizinin ise dnceki

kisimlarda belirtildigi gibi orta degerde tutulmasi verimi artiracaktir.

20

10

Silibinin (pg/g)

10

150

S

D:COakishin ¢ P o . Oziitleme siiresi
(L/min) ' (min)

Sekil 5.15. CO, akis hiz1 ve siirenin dziitlenen silibinin miktarina etkisi (Sicaklik: 55°C,
Basing: 180 bar)

Satam, Parab, Bhagwat ve Bhoir (2012) yaptiklar1 ¢alismada CO; akis hizindaki
degisimlerin benzer etkisiyle karsilasmistir. Diisiik CO; akis hizi ile ¢alisildiginda analitin
kiitle transfer direncinin ¢oziiciiye gecisi sinirlamasi nedeniyle SK-CO;’in doygun hale
gelmeden ekstraktorii terk ettigini belirtmislerdir. Akis hiz1 arttikga, ¢oziicii doygun hale
gelene kadar kiitle transfer direnci diiser ve maksimum verim elde edilmesini saglamak
icin dengenin saglanmasina izin verir. Akis hizinin daha da arttirilmasi yiiksek kiitle
transfer hizina ragmen ¢oziicliniin ekstraktdrde kalma siiresini azaltarak sistemin dengeden

sapmasina ve doymamis halde terk etmesine neden olur.
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5.5. Taksifolin Miktar1 icin Onerilen Modelin Analizi ve Calisma Parametrelerinin
Etkisi

Design Expert 12 programi tarafindan belirlenen ¢alisma algoritmasi izlenerek deneyler

yapilmis ve Cizelge 5.9°da verilen taksifolin miktarlari bulunmustur.

Cizelge 5.9. Deneysel ¢alisma sonucu bulunan taksifolin miktarlar

Deney A B c D Sicaklik = Basing Ogiiiitrl:sr?e CO, Akl_s Taksifolin
No (oC) (bar) (min) hiz1 (L/min) (ng/g)
1 0 0 0 0 55 180 90 5 3,379
2 0 0 0o -1 55 180 90 3 8,614
3 0 +1 O 0 55 230 90 5 4,164
4 +1 -1 -1 +1 70 130 30 7 2,911
5 -1 -1 +1 -1 40 130 150 3 9,304
6 -1 +1 +1 +1 40 230 150 7 1,845
7 -1 +1 -1 +1 40 230 30 7 2,612
8 0 o -1 o0 55 180 30 5 2,170
9 0 0 0 0 55 180 90 5 4,154
10 0 0 0 0 55 180 90 5 4,006
11 -1 (-1 -1 -1 40 130 30 3 2,354
12 0 0 0 0 55 180 90 5 3,974
13 +1 +1 +1 -1 70 230 150 3 3,607
14 -1 0 0 0 40 180 90 5 1,172
15 o -1 0 0 55 130 90 5 3,290
16 +1 0 0 0 70 180 90 5 2,314
17 +1 +1 -1 -1 70 230 30 3 3,258
18 0 0 +1 O 55 180 150 5 2,263
19 0 0 0 +1 55 180 90 7 6,846
20 0 0 0 0 55 180 90 5 4,289
21 +1 -1 +1 +1 70 130 150 7 2,508

Cizelge 5.9 incelendiginde en yiiksek taksifolin miktarina A: 40°C, B: 130 bar, C: 150 min
ve D: 3 L/min sartlarinda ¢aligilan 5. deneyde ulasilmis ve taksifolin miktar1 9,304 ug/g

olarak bulunmustur.
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5. deneye ait kromatogram Sekil 5.16’da verilmistir. Program tarafindan Onerilen ve
deneysel verilerin uyumluluk gosterdigi daraltilmig kuadratik modelin varyans analizi

sonuglari ise Cizelge 5.10’da verilmistir.

LM QUER CALB #7685 [modified by HAGER] MH. std irun & U181
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Sekil 5.16. Taksifolin veriminin yiiksek oldugu 5. deneyin HPLC kromatogrami
Cizelge 5.10. Taksifolin miktar1 i¢in olusturulan modelin varyans analizi sonuglar
Kareler  Serbestlik Kareler E-dederi deseri
Toplami =~ Derecesi =~ Ortalamasi egert | p-degert
Model 86,47 12 7,21 38,17 < 0.0001 Onemli
A-Sicaklik 0,6527 1 0,6527 3,46 0,1000
B-Basing 0,3825 1 0,3825 2,03 0,1924
C-Oziitleme 3,87 1 3,87 2050  0,0019
Sures1
D-CO2 akis hizi 10,85 1 10,85 57,47 < 0.0001
AC 4,86 1 4,86 25,76 0,0010
AD 2,14 1 2,14 11,34 0,0098
BC 6,06 1 6,06 32,12 0,0005
BD 1,76 1 1,76 9,35 0,0156
CD 8,97 1 8,97 47,49 0,0001
A? 14,33 1 14,33 75,91 < 0.0001
C? 8,99 1 8,99 47,60 0,0001
D2 38,06 1 38,06 201,59 < 0.0001
Artik 151 8 0,1888
Uyum Eksikligi 1,02 4 0,2561 2,11 0,2439 Oéleegrﬁh
Hata 0,4859 4 0,1215
Toplam 87,98 20
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ANOVA (varyans) analizi sonucuna gore 6nerilen modelin F ve p degerleri sirastyla 38,17
ve < 0,0001 olarak bulunmustur. Bu degerler modelin gecerli oldugunu ve giiriiltii
nedeniyle bu kadar biiytlik bir F degeri ¢ikma ihtimalinin % 0,01 oldugunu gdstermektedir.
Hesaplanan uyum eksikligi p degeri ise 0,2439 olarak bulunmustur. Bu deger model

uyumsuzlugunun anlamsiz oldugunu gostermektedir.

Taksifolin miktar1 i¢in Onerilen modelin regresyon katsayisi 0,98 olarak bulunmustur.
Buna gore model tarafindan tahmin edilen degerler ile deneysel verilerin iligkisini gosteren

grafik Sekil 5.17’de verilmistir.

10

Taksifolin miktar: tahmini degeri (ng/g)

| | | | |
o 2 a4 & a 10

Taksifolin miktar: deneysel degeri (ug/g)

Sekil 5.17. Taksifolin miktar1 i¢in Onerilen modelin tahmini verileri ile deney verilerin
iliskisi

Modeldeki terimlerden p degeri 0,05 kiiciik olanlar anlamli kabul edilmektedir. Buna gore
Program tarafindan onerilen modeldeki terimlerin p degerlerini inceledigimizde 6ziitleme
stiresi (C), CO; akis hiz1 (D), sicaklik-oziitleme siiresi iligkisi (AC), sicaklik-CO, akis hizi
iliskisi (AD), basing-Oziitleme siiresi iligkisi (BC), basing-CO, akis hizi1 iliskisi (BD),
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Sziitleme siiresi — COy akis hizi iliskisi (CD), sicakligin karesi (A?), 6ziit siiresinin karesi
(C?») ve CO, akig hizinin karesi (D?) taksifolin Oziitleme miktarini etkileyen 6nemli
parametreler oldugu gorilmiistiir. P degeri 0,05’den biiyiik olan terimler anlamsiz oldugu
icin modele dahil edilmemistir. Sicaklik ve basincin p degerleri 0,05’den biiylik olsa da

hiyerarsiyi korumak adina ¢ikarilmamustir.

Taksifolin miktarini sicaklik, basing, Oziitleme siiresi ve CO; akis hizi parametrelerinin
birer fonksiyonu olarak veren modelin esitligi gercek ve kodlanmis degerler cinsinden Es.

5.7 ve Es. 5.8’de sirastyla verilmistir.

Taksifolin (ug/g) = - 2,4415 + 1,0364*Sicaklik - 0,0176*Basing + 0,2445*Oziitleme
siiresi - 13,0143* CO, akis hiz1 - 0,0009* Sicaklik* Oziitleme siiresi + 0,0386* Sicaklik*
CO, akis hizi - 0,0003* Basing* Oziitleme siiresi + 0,0105*% Basing* CO, akis hiz1 -
0,0088* Oziitleme Siiresi* CO, akis hiz1 - 0,0101%* Sicaklik? - 0,0005* Oziitleme siiresi? +
0,9276 * CO, akis hizi® (5.7)

Taksifolin (ug/g) = + 3,94 + 0,5713*A + 0,4373*B + 0,6221*C - 1,04*D - 0,7797*AC +
1,16*AD - 0,8707*BC + 1,05*BD - 1,06*CD - 2,28*A? -1,80*C? + 3,71*D? (5.8)

Es. 5.8 incelendiginde lineer sicakliga ait katsaymin pozitif (0,5713>0) oldugu ancak
kuadratik sicakliga ait parametrenin negatif (-2,28<0) oldugu goriilmiistiir. Ayrica sicaklik
diger calisma parametreleriyle de etkilesim icerisindedir. Ayni sekilde 6ziitleme siiresinin
lineer katsayisi pozitif (0,6221>0), kuadratik katsayist (-1,80<0) ise negatiftir. Benzer
durumlar basing ve CO; akis hizi i¢in de gecerlidir. Bu sebeple parametrelerdeki
degisimlerin taksifolin kazanimin1 ne yonde etkileyecegini degerlendirebilmek icin yiizey

cevap grafiklerinden faydalanilmistir.

5.5.1. CO; akas hizi ve sicakhi@in 6ziitlenen taksifolin miktarina etkisi

Taksifolin i¢in bulunan model ve ¢alisma parametrelerinin birbiriyle iliskisi Design Expert
12 programi yardimiyla ¢izilen yiizey cevap grafikleri ile incelenmistir. Cizilen ti¢ boyutlu
grafiklerin x ve y eksenlerinde bagimsiz iki degisken yer alirken z ekseninde ise bagiml
degiskenin (taksifolin Oziitlenen miktar1) sonucu gosterilmektedir. Grafikte yer almayan

diger iki bagimsiz degiskenler ise sifir diizeyindeki degerlerindedir.
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Sekil 5.18 incelendiginde diisiik sicaklik degerlerinde c¢alisildiginda CO, akis hizindaki

yiikselme taksifolin kazanimini olumsuz yonde etkilemistir.

Diistik sicaklikta taksifolinin yeterli buhar basincina sahip olmamasi ve yiiksek akis hizi
sebebiyle SK-CO;’in partikiil i¢ine niifuz edememis olmasi bu durumun nedeni olabilir.
Maksimum takisfolin kazanimina ulasabilmek icin diisik CO, akisinda calisilmasi

gerektigi digiiniilmektedir.

Taksifolin (ng/g)

0

S
D: CO; akas hizn

L/min) " > A: Sicakhk (°C)

Sekil 5.18. CO, akis hiz1 ve sicakligm oziitlenen taksifolin miktarma etkisi (Oziitleme
stiresi: 90 min, Basing: 180 bar)

5.5.2. Basing ve siirenin oziitlenen taksifolin miktarina etkisi
Sekil 5.19°da taksifolin miktar1 iizerine Oziitleme siiresi ve basmcin ikili etkisi

gosterilmektedir. Sekil olusturulurken sicaklik ve CO, akis hizi sifir diizeylerinde sabit

tutulmustur.
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Buna gore diisiikk oziitleme siirelerinde yiiksek basinglara ¢ikildikga taksifolin kazanimi

artmaktadir.

Ghoreishi ve digerleri (2016b) tarafindan yapilan c¢alismada karacam kabugundan
taksifolin eldesine 100-300 bar araligindaki basincin etkisi arastirilmis ve basingtaki
yiikkselmenin 193 bar’a kadar taksifolin kazanimini artirdigi ancak daha yiiksek basing

degerlerinde 6ziitleme siirecini olumsuz etkiledigi gosterilmistir.

Taksifolin (ng/g)

230

90
C: Oziitleme siir esi
(min) 30 130

170

B: Basing (bar)

Sekil 5.19. Basing ve siirenin dziitlenen taksifolin miktarma etkisi (Sicaklik: 55°C, CO;
akis hizi: 5 L/min)

Benzer olarak bu c¢alismadaki basincin bir miktara kadar taksifolin kazanimini

destekledigine iliskin deneysel bulgu literatiirle uyumlu bulunmustur.

Ayrica Sekil 5.19°dan diisiik basing degerlerinde maksimum taksifolin kazanimi i¢in daha
uzun Oziitleme siirelerine ihtiya¢ oldugu da sdylenebilir. Ancak yiiksek basing degerlerinde
calisildiginda siiredeki degisimlerin taksifolin kazanimina belirgin bir etkisi

goriilememistir.
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5.5.3. CO; akis hizi ve siirenin oziitlenen taksifolin miktarina etkisi

Sekil 5.20 incelendiginde diisiik CO; akis hizlarinda calisildiginda 6ziitleme siiresindeki

artis taksifolin verimini olumlu yonde etkilemektedir.

Diistik akis hizinda c¢alismak partikiil i¢i difiizyon direncine baskin gelip karbondioksitin
matrikse daha iyi niifus etmesini saglar ancak bu durumda daha uzun ekstraksiyon

siirelerine ihtiyac duyulur.

Taksifolin (ng/g)

s

/
D:CO;akshizi < 7% C: Oziitleme siiresi
(L/min) 330 (min)

Sekil 5.20. CO, akis hiz1 ve siirenin 6ziitlenen taksifolin miktarina etkisi (Basing: 180 bar,
Sicaklik: 55°C)

5.5.4. Sicaklik ve oziitleme siiresinin oziitlenen taksifolin miktarina etkisi
Sekil 5.21 incelendiginde taksifolin kazanimini artirmak icin calisilacak sicaklik araliginin

50°C ile 60°C arasinda olmasi tercih edilebilir. Sicakliktaki artis analitin buhar basincini

artirlp ¢Oziniirligini artirsa da SK-COy’in yogunlugunu diisiirerek ¢6zme giiciinii
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azaltmaktadir. Sicakligin 6ziitleme verimini ne sekilde etkileyecegi baskin gelen etkiye
gore degismektedir.

Sicakliktaki artisin taksifolin Oziitleme verimini olumsuz yonde etkiledigine iliskin bu
bulgu Ghoreishi ve digerleri (2016b) tarafindan karacam kabugundan taksifolin eldesi

tizerine yapilan ¢alisma ile uyumluluk géstermektedir.

Oziitleme siiresinin ise 60 min ile 150 min arasinda olmas1 daha yiiksek taksifolin

kazanimi saglamaktadir.

Taksifolin (ng/g)

150 70

C: Oziitleme siiresi A: Sicakhik (°C)
(min) 30 40

Sekil 5.21. Sicaklik ve 6ziitleme siirenin oziitlenen taksifolin miktarina etkisi (Basing: 180
bar, CO; akis hizi: 5 L/min)

5.5.5. CO; akis hiz1 ve basincin oziitlenen taksifolin miktarina etkisi

Sekil 5.22 incelendiginde diisiik basing degerlerinde calisildigi durumda CO; akis hizinin
artmasi taksifolin verimini diisiirmektedir. Taksifolin verimi 6zellikle diisik CO; akis

hizlarinda calisildiginda artmaktadir ancak bu sartlarda basingtaki degisimlerin etkisi

goriilememistir.
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Basing taksifolin verimini yiiksek CO, akis hiz1 degerlerinde calisildigi zaman daha ¢ok
etkilemektedir. Buna gore yiiksek CO; akis hizlarinda calisildiginda taksifolin kazanimin
artirmak i¢in yiiksek basingta caligmak gerektigi s6ylenebilir.
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D: CO; Akis hizi (L/min)

Sekil 5.22. CO, akis hizi ve basincin &ziitlenen taksifolin miktarina etkisi (Oziitleme
siiresi: 90 min, Sicaklik: 55°C)

5.6. Apigenin Miktari Icin Onerilen Modelin Analizi ve Calisma Parametrelerinin
Etkisi

Design Expert 12 programi tarafindan belirlenen ¢alisma algoritmasi izlenerek deneyler
yapilmis ve Cizelge 5.11°de verilen apigenin miktarlar1 bulunmustur. Cizelge 5.11
incelendiginde en yiiksek apigenin miktarina A: 40°C, B: 230 bar, C: 150 min ve D: 7
L/min sartlarinda g¢alisilan 6. deneyde ulasilmis ve apigenin miktar1 1,347 ug/g olarak

bulunmustur.
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Sekil 5.23 ‘de 6. deneye ait HPLC kromatogrami verilmistir. Program tarafindan onerilen

ve deneysel verilerin uyumluluk gosterdigi daraltilmis lineer modelin varyans analizi

sonuglar1 Cizelge 5.12°de verilmistir.

Cizelge 5.11. Deneysel ¢alisma sonucu bulunan apigenin miktarlar

Deney

No A
1 0
2 0
3 0
4 +1
5 -1
6 -1
7 -1
8 0
9 0
10 0
11 -1
12 0
13 +1
14 -1
15 0
16 +1
17 +1
18 0
19 0
20 0
21 +1

-1
+1

+1

D

Sicaklik = Basing
(’C)

55
55
55
70
40
40
40
55
55
55
40
55
70
40
55
70
70
55
55
55
70

(bar)

180
180
230
130
130
230
230
180
180
180
130
180
230
180
130
180
230
180
180
180
130

Oziitleme
Siiresi
(min)

90
90
90
30
150
150
30
30
90
90
30
90
150
90
90
90
30
150
90
90
150

CO; Akis
hiz1
(L/min)

5

~N o N O WOl o1 o1 w01 W o1 o101 NN NN oW

Apigenin
(ng/g)

0,693
0,721
0,947
0,322
0,724
1,347
1,199
0,874
0,576
0,604
0,321
0,584
0,854
0,761
0,496
0,590
0,429
0,747
0,823
0,714
0,483

ANOVA (varyans) analizi sonucuna gore dnerilen modelin F ve p degerleri sirasiyla 21,54

ve < 0,0001 olarak bulunmustur. Bu degerler modelin gecerli oldugunu ve giiriilti

nedeniyle bu kadar biiylik bir F degeri ¢ikma ihtimalinin % 0,01 oldugunu gostermektedir.

Hesaplanan Uyum Eksikligi p degeri ise 0,1057 olarak bulunmustur. Bu deger model

uyumsuzlugunun anlamsiz oldugunu gostermektedir.
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Modeldeki terimlerden p degeri 0,05 kiigiik olanlar anlamli kabul edilmektedir. Buna gore
Program tarafindan onerilen modeldeki terimlerin p degerlerini inceledigimizde sicaklik
(A), basing (B) ve CO; akis hiz1 (D) apigenin oziitleme miktarini etkileyen en onemli

parametreler oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 5.23 Apigenin veriminin yiiksek oldugu 6. deneyin HPLC kromatogrami
Cizelge 5.12. Apigenin miktari i¢in olusturulan modelin varyans analizi sonuglari
Kareler Serbestlik Kareler E-dederi deseri
Toplami Derecesi Ortalamasi egert | p-degent
Model 1,10 4 0,2748 21,54 <0.0001  Onemli
A-Sicaklik 0,2801 1 0,2801 21,95 0,0002
B-Basing 0,5901 1 0,5901 46,25  <0.0001
C-Ozitleme 0,1022 1 0,1022 801 00121
sSures1
D-CO; akis hiz1 0,1268 1 0,1268 9,94 0,0062
Artik 0,2041 16 0,0128
Uyum Eksikligi ~ 0,1875 12 0,0156 3,76 0,1057 O(;‘eegrﬁh
Hata 0,0166 4 0,0042
Toplam 1,30 20

Her ne kadar 6ziitleme siiresine (C) ait p degeri 0,05’den diisiik olsa da diger paramaetlere
ait p degerinden daha yiiksek oldugu i¢in siiredeki degisimlerin apigenin kazanimina
etkisinin daha diisiik olacag1 sdylenebilir. Bu bulgu, sadece 6ziitleme siiresinin degistigi 6.

ve 7. deneylerin karsilastirmasini yaptigimizda da goriilebilir.



77

Apigenin miktar1 i¢in nerilen modelin regresyon katsayist 0,84 olarak bulunmustur. Buna
gore model tarafindan tahmin edilen degerler ile deneysel verilerin iliskisini gdsteren

grafik Sekil 5.24’te verilmistir.

[ E ]

Apigenin miktarn tahmini degeri (ng/e)

o [ E] 0 na 1 La 1.4

Apigenin miktar deneysel degeri (ug/e)

Sekil 5.24. Apigenin miktar1 igin Onerilen modelin tahmini verileri ile deney verilerin
iligkisi

Apigenin miktarini sicaklik, basing, 6ziitleme siiresi ve CO; akis hiz1 parametrelerinin birer
fonksiyonu olarak veren modelin esitligi ger¢ek ve kodlanmis degerler cinsinden Es. 5.9 ve

Es. 5.10°da sirasiyla verilmistir.

Apigenin (ng/g) = + 0,01124 - 0,01116*S1caklik + 0,0049*Basing + 0,0017*Oziitleme
stiresi + 0,0563* CO, akis hizi (5.9

Apigenin (ug/g) = + 0,7052 - 0,1674*A + 0,2429*B + 0,1011*C + 0,1126*D (5.10)

Es. 5.10 incelendiginde sicakliga ait katsayinin negatif olmasi sicaklik artisinin apigenin

kazanimin1 olumsuz etkileyecegini gostermektedir. Bu sebeple maksimum miktarda
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apigenin eldesi i¢in diisiik sicakliklarda ¢alismak tercih edilebilir. Basing, 6ziitleme siiresi
ve CO; akis hizina ait katsayilarin pozitif olmasi ise maksimum miktarda apigenin eldesi
icin bu parametrelerin yiiksek degerinde calisilmasi gerektigini gostermektedir. Islem
parametrelerinin  Kkatsayilarii1 karsilastirdigimizda basinca ait katsayr daha biiyiik
oldugundan apigenin miktarin1 etkileyen en Onemli parametre oldugu ve yiiksek
basinglarda c¢alisilmas1 halinde o6ziitlenecek apigenin miktarinin daha fazla olacag:
sOylenebilir. Bu noktada deneysel verileri tekrar inceledigimizde apigenin miktarinin
maksimuma ulastign 6. deneyde 40°C, 230 bar, 150 min ve 7 L/min kosullarinda

caligmistir. Alinan deneysel sonugla modelin birbiriyle uyumlu oldugu goériilmiistiir.
5.6.1. Basing ve sicakhigin 6ziitlenen apigenin miktarina etkisi
Apigenin miktarinin sicaklik ve basingla degisimini gosteren Sekil 5.25°te yer alan grafik

incelendiginde artan sicaklikla Oziitlenen apigenin miktarinda azalma oldugu basing

arttiginda ise Oziitlenen apigenin miktarinda artis oldugu goriilmuistiir.

1 | S O
R e
I, 0,

Apigenin (ng/g)
\

23 0

%0 o
i %

B: Basing (bar) ™ "> “ A: Sicaklik (°C)

Sekil 5.25. Basing ve sicakligin dziitlenen apigenin miktarina etkisi (Oziitleme siiresi: 90
min, CO; akis hizi: 5 L/min)
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Literatiirde siiperkritik CO;’in yogunlugu ve ¢ozme giiciiniin yiikksek basing ve diisiik
sicakliklarda arttig1 belirtilmektedir. Artan yogunluk molekiiller arasi uzakligin azalmasini
boylece analit ile karbondioksit arasindaki artan etkilesim sayesinde ¢oziiniirliigiin de
artmasini saglamaktadir. Bimakr ve digerleri (2012) tarafindan yapilan ¢alismada iclerinde
apigeninin de oldugu biyoaktif flavonoidlerin siiperkritik CO, ekstraksiyonu ¢alismis ve

209,39 bar’a artan basincin dziitleme verimini artirdigi goriilmiistiir.

5.7. Yiizey Cevap Metodu Optimizasyon Sonuclari

Oziitleme siirecine etkisi incelenen bagimsiz parametreler sicaklik, basing, dziitleme siiresi
ve CO, akis hiz1 olarak belirlenmistir. Bu kisma kadar ardi¢c bitkisi meyvelerinden
kuersetin, kemferol, taksifolin, silibinin ve apigenin ila¢ etken maddelerinin stiperkritik
CO; ile oziitlenmesi siirecine etki eden parametreler ayr1 ayri incelenmis ve her bir ilag
etken maddesinin maksimum miktarina ulastigi deneysel sartlar belirlenmistir. Yiizey
cevap metodu kullanilarak ilag etken maddelerinin 6ziitlenme miktarin1 veren modeller

olusturulmus ve istatistiki anlam1 degerlendirilmistir.

Bu kisimda olusturulan matematiksel modeller dogrultusunda belirlenen optimum calisma
sartlar1 ile deneysel verilerin uyumu karsilastirilmistir. Karsilagtirma tablosu Cizelge
5.13’te verilmistir. Optimum ¢aligma sartlar1 belirlenirken Design Expert programindan
yararlanilmistir. Bunun i¢in bagimsiz parametrelerin ¢alisma araliginda olmasi ve ilag

etken maddesi miktarlarinin maksimize edilmesi amac¢lanmustir.

Cizelge 5.13 incelendiginde kuersetin i¢in olusturulan modelin 6nerdigi optimum ¢alisma
sartlarinin ve bu sartlarda calisildiginda elde edilecek kuersetin miktarinin (1,824 pg/g)
deneysel bulgu (1,777 pg/g) ile uyumlu oldugu gorilmiistiir. Model maksimum kuersetin
eldesi i¢in deneysel calisma sartina gore daha diislik basingta ¢alisilmasini onermistir. Bu
sonucun sicaklik-basing ikilisinin kuersetin kazanimia c¢apraz yonli etkisinden

kaynaklandig diistiniilmektedir (Bkz. Boliim 5.2.1).

Kemferol modelinin 6nerdigi optimum calisma sartlar1 ve kemferol miktarinin (5,308
pg/g) deneysel bulgu (5,143 pg/g) ile uyumlu oldugu goriilmiistir. Model maksimum
kemferol eldesi i¢in deneysel calisma sartina gore daha uzun Oziitleme siiresinde

calisgilmasini Onermistir. Li ve digerleri (2010) tarafindan yapilan ¢alismada oziitleme
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stiresindeki artigin kemferol verimini artirdigr goriilmiistiir. Kemferol ic¢in alinan bu

sonucun (Bkz. Sekil 5.10) deneysel veriler ve literatiirle uyumlu oldugu diisiiniilmektedir.

Cizelge 5.13. Model tarafindan belirlenen optimum kosullar ile deneysel sonuglarin

karsilastirmasi
Etken Optimizasyon = Sicaklik Basing Oziitleme CO; akis Miktar
Madde Y ontemi (°C) (bar) Siiresi (min)  hizi (L/min)  (ug/g)
Kuersetin =~ Deneysel opt. 55 180 90 7 1,777
Model opt. 53,2 165,4 90,5 7 1,824
Kemferol =~ Deneysel opt. 55 230 90 5 5,143
Model opt. 59,1 228,2 120 6,5 5,308
Silibinin  Deneysel opt. 70 130 150 7 21,017
Model opt. 69 135,2 94 4,9 21,017
Taksifolin  Deneysel opt. 40 130 150 3 9,304
Model opt. 51,7 166,9 127,8 3 9,304
Apigenin = Deneysel opt. 40 230 150 7 1,347
Model opt. 40 230 150 7 1,329

Silibinin modelinin 6nerdigi optimum calisma sartlar1 incelendiginde 6ziitleme siiresi ve
CO; akis hizinin deneysel bulgulardan daha diisiik degere sahip oldugu gorilmiistiir. Bu
sartlarda calisgildiginda ise Oziitlenecek silibinin miktarinin deneysel ¢aligmayla aym
olacag1 goriilmektedir. Modelin varyans analizi sonuglar (Bkz. Cizelge 5.8) ve Es. 5.6
incelendiginde silibinin kazanimi {izerine sicaklik ve basincin 6nemi ¢ok daha fazladir.
Daha kisa oziitleme siiresi ve CO; akis hizinda ¢alismanin enerji ve kaynak maliyetini

diistirecegi yoniinde degerlendirilmektedir.

Taksifolin modelinin Onerdigi optimum calisma sartlarin1 inceledigimizde sicaklik ve
basin¢g maksimum taksifolin kazaniminin elde edildigi deneysel sartlardan daha yiiksek,
Oziitleme siiresinin ise daha kisa oldugu goriilmistiir. Bu sartlarda calisildiginda ise
oziitlenecek taksifolin miktarinin deneysel ¢aligmayla ayn1 olacagr goriilmektedir. Modelin
varyans analizi sonuglar1 (Bkz. Cizelge 5.10) incelendiginde taksifolin kazanimi iizerine

CO; akis hizinin lineer ve kuadratik etkisi daha 6nemlidir.
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Apigenin modelinin 6nerdigi optimum caligsma sartlar1 ve bu sartlardaki apigenin kazanimi
deneysel olarak bulunan optimum sartlar ve miktarla aynidir. Apigenin modelinin deneysel

veriler ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

5.8. Deneysel Sonuclarin Sokslet Ekstraksiyonu ile Karsilastirmasi

Gamze Ciftci tarafindan yapilan lisans arastirma projesi kapsaminda boylu ardi¢ meyveleri
sokslet yontemi ile oziitlenmis ve igeriginde bulunan flavonoidlerin (kuersetin, rutin,
apigenin, kemferol ve silibinin) HPLC ile analizleri yapilmistir. Oziitleme islemi dncesinde
ardic meyveleri 3 giin siireyle 30°C’de kurutulmus ve bitki degirmeninde ogiitiildiikten
sonra 0,710 mm — 0,350 mm arasinda olacak sekilde boyut siniflandirmasi yapilmstir.
Daha sonra 5’er gram numunenin sabit 78°C =+ 5°C sicaklikta sokslet ektraksiyonu
yapilmistir. Optimize edilecek ¢alisma parametreleri etanol yiizdesi (% 70 - 95) ve
Oziitleme stiresi (60 — 300 min) olarak belirlenmis ve bu parametrelerin 6ziit hacmine etkisi
incelenmistir. Maksimum flavonoid verimi elde etmek igin segilen parametrelerin
optimizasyonu yiizey cevap metodu ile yapilmistir. Buna gore azalan etanol yiizdesi ve
artan siirenin Oziitteki rutin, kemferol ve silibinin miktarini artan yonde etkiledigi goriilmiis
ve optimum c¢alisma kosullarinin %70 etanol orani ve 300 min oldugu bulunmustur.
Design Expert 11 programi tarafindan bu flavanoidler i¢in lineer model Onerilmistir.
Bulunan optimum c¢alisma kosullarinda yapilan sokslet ekstraksiyonu sonucu rutin,
kemferol ve silibinin miktar1 sirasiyla 254,4 pg/g, 19,7 pg/g ve 15,1 pg/g olarak tespit
edilmigtir. Kuersetin ve apigenin i¢in ise anlamli bir model {iretilememis ancak yapilan
deneysel calismalarda % 82,5 etanol orani ve 180 dakika sartlarinda yapilan deneylerde
maksimum kuersetin ve apigenin miktarina ulasildigi, kuersetin ve apigenin miktarimin

sirasiyla 10,0 pg/g ve 285,4 pg/g oldugu tespit edilmistir.

Bu tez calismasinda yapilan siiperkritik karbondioksit ekstraksiyon sonuglari ile lisans
arastirma projesi kapsaminda yapilan sokslet ekstraksiyon sonuglarini karsilastirdigimizda
literatiire uygun olarak sokslet ile daha fazla miktarda 6ziit elde edildigi goriilmiistiir. SK-
CO; ile sokslet teknigine kiyasla daha fazla miktarda silibinin 6ziitlendigi ancak rutinin
Oziitlenemedigi goriilmiistiir. Sokslet 6ziitlerinde rutinin varlhigi tespit edilmisken SK-CO,
oziitlerinde goriilmemesinin ana sebebinin kullanilan etanol miktarindaki farklilik oldugu

diisiiniilmistiir. Etanol ylizdesi arttik¢a Oziitlenen rutin miktarinin artmasi beklenmektedir.
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Ancak bunun dogrulugunu tespit edebilmek i¢in siiperkritik  karbondioksit
ekstraksiyonunda yardimci ¢oziicii olarak etanol miktarindaki degisimlerin rutin verimine

etkisini incelemek gereklidir.
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6. SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESI VE ONERILER

Yiiksek lisans tez ¢alismasi kapsaminda Juniperus excelsa (Boylu ardi¢) meyvelerinden
kuersetin, apigenin, kempferol, silibinin ve taksifolin ila¢ etken maddelerinin miktarini
maksimize eden siiperkritik CO, ekstraksiyonu optimum caligsma sartlarinin arastirilmasi

amagclanmustir.

Stiperkritik CO, 6ziitlemesi diisiik sicaklik degerlerinde ¢aligma imkani saglamasi, yanici
ve patlayict olmamasi, ucuz ve kolay ulasilabilir olmasi, 06ziit igerisinde kalinti
birakmamasi ve seciciliginin kontrol edilebilir olmas1 gibi avantajlar1 nedeniyle geleneksel

oziitleme yontemlerinin yerine tercih edilmektedir.

Yapilan literatiir arastirmalarinda ardi¢ bitkisinden stiperkritik CO; ekstraksiyonu
yontemiyle ugucu yaglarin 6ziitlenmesine yonelik ¢alismalarin oldugu ancak flavonoidler

gibi ila¢ etken maddelerinin bu yontemle 6ziitlenmesinin ¢alisilmadig goriilmiistiir.

Bu amagla deneylerde kullanilacak ardi¢ meyveleri 6ncelikle neminden uzaklastirilmis ve
partikiil boyutu 0,425 — 0,600 mm arasinda olacak sekilde Ogiitlilmiistiir. Optimize
edilecek bagimsiz parametreler sicaklik (40-70 °C), basing (130-230 bar), 6ziitleme siiresi
(30-150 min) ve siiperkritik CO, akis hizi (3-7 L/min) olarak belirlenmistir. Calisma
parametrelerinin oziitlenen ilag etken madde miktarna etkileri arastirilmistir. Deneyler
boyunca kosolvent olarak kullanilan etanoliin karbondioksit akisindaki kiitlece orani

%2’de sabit tutulmustur.

“Design Expert 12” deneysel tasarim programinda Yiizey cevap metodu, yiiz merkezli
kompozit tasarim kullanilarak 21 deneyin sicaklik, basing, ekstraksiyon siiresi ve CO, akis
hiz1 degerleri ayr1 ayr1 belirlenmistir. Ekstraksiyon islemleri sonucu elde edilen dziitlerin
icerisindeki ilag etken maddelerinin (kuersetin, apigenin, kemferol, silibinin ve taksifolin)
kalitatif ve kantitatif analizleri yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile

yapilmstir.

Deneysel ¢alismalar sonucunda kuersetinin miktarinin maksimuma ulastigi calisma

sartlarinin 55 °C sicaklik, 180 bar basing, 90 min &ziitleme siiresi ve 7 L/min CO, akis hiz
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oldugu tespit edilmistir. Bu sartlarda ¢aligildiginda 6ziitlenen kuersetin miktar1 1,777 pg/g
olarak bulunmustur. Deneysel tasarim programi kuersetin i¢in daraltilmis kuadratik model
Oonermis, modelin regresyon katsayisi 0,88 olarak bulunmustur. Kuersetin miktarimi

etkileyen en 6nemli parametrenin CO; akis hizi oldugu goriilmiistiir.

Kemferol miktarmim maksimuma ulastigi calisma sartlarinin ise 55 °C sicaklik, 230 bar
basing, 90 min oziitleme siiresi ve 5 L/min CO; akis hizi oldugu tespit edilmistir. Bu
sartlarda c¢alisildiginda oOziitlenen kemferol miktart 5,143 pg/g olarak bulunmustur.
Deneysel tasarim programi kemferol i¢in daraltilmis kuadratik model 6nermis, modelin
regresyon katsayisi 0,94 olarak bulunmustur. Kemferol miktarini etkileyen en &nemli

parametrenin basing oldugu goriilmiistiir.

Silibinin miktarmin maksimuma ulasti1 ¢alisma sartlar1 70 °C sicaklik, 130 bar basing,
150 min oziitleme siiresi ve 7 L/min CO; akis hiz1 oldugu tespit edilmistir. Bu sartlarda
calisildiginda oOziitlenen silibinin miktar1 21,017 pg/g olarak bulunmustur. Deneysel
tasarim programi silibinin i¢in daraltilmis kuadratik model 6nermis, modelin regresyon
katsayist 0,92 olarak bulunmustur. Silibinin miktarin1 etkileyen en 6nemli parametrelerin

sicaklik ve basing oldugu goriilmiistiir.

Taksifolin miktarmim maksimuma ulastid1 ¢alisma sartlar1 40 °C sicaklik, 130 bar basing,
150 min oziitleme siiresi ve 3 L/min CO; akis hiz1 oldugu tespit edilmistir. Bu sartlarda
calisildiginda oziitlenen taksifolin miktar1 9,304 pg/g olarak bulunmustur. Deneysel
tasarim programi taksifolin i¢in daraltilmis kuadratik model 6nermis, modelin regresyon
katsayist 0,98 olarak bulunmustur. Taksifolin miktarin1 etkileyen en dnemli parametrenin

CO; akis hiz1 oldugu goriilmiistiir.

Apigenin miktarmnin maksimuma ulastig1 calisma sartlar1 40 °C sicaklik, 230 bar basing,
150 min oziitleme siiresi ve 7 L/min CO;, akis hiz1 oldugu tespit edilmistir. Bu sartlarda
calisildiginda 6ziitlenen apigenin miktar1 1,347 pg/g olarak bulunmustur. Deneysel tasarim
programi apigenin i¢in lineer model Onermis, modelin regresyon katsayisi 0,84 olarak
bulunmustur. Apigenin miktarmi etkileyen en Onemli parametrenin basing oldugu

gorilmiistiir.
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Bes ilac etken maddesi igin gelistirilen modellerin 6n gordiigii optimum ¢aligma sartlar1 ve
Oziitlenme miktarlar1 ile deneysel sonuglar biiyiilk oranda uyumlu bulunmustur. Ardig
bitkisinden ¢evre dostu siiperkritik CO, ekstraksiyon teknigi kullanarak maksimum
miktarda ila¢ etken maddesinin Oziitlenmesi i¢in belirlenen bu ¢alisma sartlari

kullanilabilir.

Yapilan HPLC analizleri kapsaminda 0&ziitlerin igerisinde rutin bilesiginin varhigi da
arastiritlmis ancak bulunamamistir. Bunun, rutin bilesiginin diger bilesiklere kiyasla daha
yiiksek molekiiler agirliga ve polariteye sahip olmasi nedeniyle oldugu diistiniilmektedir.
Literatiirde rutin bilesiginin geleneksel ekstraksiyon yontemleriyle ardi¢ bitkisi 6ziitlerinde
varlig1 tespit edilmistir. Siiperkritik CO; ile 6ziitlenebilmesi i¢in ise daha ytliksek oranda

kolsolvent varliginda yiiksek basing degerlerinde ¢alisilmasi gerektigi diistintilmektedir.

Ulkemiz ormanlarinin % 4,58’ini olusturan ardi¢ agacinin ekonomik degerinin artirilmasi
icin meyvelerinin katma degeri yiiksek lirlinler iiretmek tizere kullanilabilecegi ve insan
saghgma faydali etken madde kaynagi olarak kullanilabilecegi degerlendirilmistir. Ardig
meyveleri gibi bitkisel kaynaklardan siiperkritik CO; ekstraksiyonu yontemiyle elde
edilecek oOziitler ilag endiistrisinde, gida endiistrisinde, gida takviyelerinde veya

fonksiyonel gida iiretiminde kullanilabilir.

Bu yiiksek lisans tez ¢aligmasi kapsaminda elde edilen bulgularin ileride yapilacak in-vivo
caligmalara 151k tutacagi, literatiir, bilim ve teknolojiye ©Onemli katki saglayacag:

diistiniilmektedir.
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EK-1. Standartlarin kalibrasyon egrileri
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Ardic oOziitlerindeki flavonoid (kuersetin, apigenin, kemferol, silibinin ve taksifolin)

miktarlarini tayin etmek iizere ¢izilen kalibrasyon egrileridir.

Kuersetin Kalibrasyon Egrisi

60
50 y=1,186x hd
_ R?=0,9522 )
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0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0

HPLC alam

Sekil E.1. Kuersetin’in 4 farkli derisimdeki kalibrasyon egrisi

Cizelge E.1. Kuersetin’in farkli derisimlerideki HPLC alanlar1

ppm HPLC alani

50 40,310
25 23,357
20 19,262

12,5 6,999
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EK-1. (devam) Standartlarin kalibrasyon egrileri

Taksifolin Kalibrasyon Egrisi

1) y=13,756x _—Y
R?=0,9878

0,0 1,0 2,0 3,0 4.0
HPLC Alam

Sekil E.2. Taksifolin’in 4 farkli derisimdeki kalibrasyon egrisi

Cizelge E.2. Taksifolin’in farkli derisimlerideki HPLC alanlar1

ppm HPLC Alani
10 0,580
12,5 0,721
25 1,778
50 3,713

Apigenin Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 1.3. Apigenin’in 4 farkl derisimdeki kalibrasyon egrisi
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EK-1. (devam) Standartlarin kalibrasyon egrileri

Cizelge E.3. Apigenin’in farkli derisimlerideki HPLC alanlar1

ppm HPLC Alani
50 28,963

25 12,534

20 13,537
12,5 6,705

Silibinin Kalbirasyon Egirisi

(1]
50 v =7,4978x @
i 2 -(,9838
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Sekil E.4. Silibinin’in 4 farkli derisimdeki kalibrasyon egrisi

Cizelge E.4. Silibinin’in farkli derisimlerideki HPLC alanlar1

ppm HPLC Alani

50 6,854
25 2,881
12,5 1,803

10 1,156




EK-1. (devam) Standartlarin kalibrasyon egrileri

Kemferol Kalibrasyon Egrisi

10 W= -3,'0155"\ ,',

0 5 10 15 20
HPLC Alanm

Sekil E.5. Kemferol’tin 4 farkli derisimdeki kalibrasyon egrisi

Cizelge E.5. Kemferol’iin farkli derisimlerideki HPLC alanlar

ppm HPLC Alan

12,5 3,74725

20 6,9866

25 8,9455

50 16,0726
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