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OZET

Yavsan otu (veronica beccabunga) bitkisi Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika'nin killi, kiregli
topraklarinda ve giinesli yerlerde, ormanlarin seyrek kisimlarinda, yol kenarlari, ¢gimenlikler
ve meralarda yetisir. Sapi, yapraklart ve ¢icekleri bir¢ok hastaliga sifa olarak
kullanilmaktadir. Geleneksel tipta Yavsan otunun; grip-soguk alginligi tedavisi, bogaz
agrilari, yara iyilestirme, viicut agrilar1 ve hazmi kolaylastirma gibi bir¢ok rahatsizlik i¢in
kullanildigr bilinmektedir. Bu bitkinin bilinen 6ziitleme islemleri geleneksel yontemler ve
kanserojen riskler tasiyan g¢oziiciilerle yapilmaktadir. Bu c¢alisgmada yeni ve giivenli bir
yontem olan siiperkritik karbon dioksit 6ziitleme yontemi ile 35-75 °C araliginda, 160-260
bar basing araliginda, 6 farkli par¢acik boyutlarinda ve 3-7 L/dak CO2 akis hiz1 araliginda
calisilmistir. Uygun parametrik optimizasyon ¢alismasi sonrasinda Yavsan otu (Veronica
beccabunga) bitkisinde quercetin, rutin, kaempferol, apigenin miktarlarinin sirasiyla 1,44,
5,40, 8,67, 1,43 pg/g degerine ulastigi tespit edilmistir. Oziitiin antioksidan aktivitesi DPPH
ve Folin-Ciocalteau yontemleri ile belirlenmis olup, yag asiti igerikleri nitel ve nicel olarak
tayin edilmis ve bazi bakteri, mayalara kars1 da antimikrobiyal aktivitesi belirlenmistir.
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ABSTRACT

The herbaceous (veronica beccabunga) plant grows in calcareous soils of Asia, Europe and
North America and in sparse parts of forests, road edges, lawns and pastures. Stalk, leaves
and flowers are used for healing for many diseases. In traditional medicine; It is known to
be used for many disorders such as flu-cold treatment, sore throat, wound healing. The
known extraction processes of this plant are carried out by conventional methods and
solvents carrying carcinogenic risks. In this study, a new and safe method of supercritical
carbon dioxide extraction method in the range of 35-75 ° C, 160-260 bar pressure range, Six
different particle sizes and 3-7 L / min CO; flow rate was studied in the range. At the end of
experimental studies, the amount of Kaempferol in the herbaceous (veronica beccabunga)
was 8.67 ug / g. In addition to, the antioxidant activity of the extract was determined by
DPPH and Folin- Ciocalteau methods. Fatty acid contents were determined qualitatively and
quantitatively. Antimicrobial activity against some bacteria and yeasts was determined.
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1. GIRIS

Flavonoidler iizerindeki ¢alismalar yillar boyunca hizla cogalmistir. Hatta gida bilesenlerini
olusturan diger yapilardan bile daha fazla artis gostermistir. Bu hizli artisin nedeninin
saglikli beslenmeye yonelik ilgiden kaynaklandigini sdyleyebiliriz. Biitiin bunlar sebze ve
meyveler lizerindeki flavonoidlerin, koroner kalp hastaligi, kanser ve inmeye olan insidansi
iizerine yapilan epidemiyolojik caligmalarla tetiklenmistir. Bir flavonoid tiirevi olan
izoflavonlar ile ilgili ¢alismalar 19901 yillarda hizla ortaya ¢ikmaya basladi, fakat asil
olarak 2000 yillarinda kesfedildi. 1990'l1 yillarda flavonoidler ekseriyetle sifali 6zelligi i¢in
kullanilan bitkilerin aktif maddeleri olarak kabul edilmistir. Biyoaktif gida maddeleri olarak
kabul edilmeleri ise 2000’11 yillardan sonra baslamistir [1].

DNA’da hasar olusumuna neden olan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi
antioksidanlar araciligiyla gergeklesir. Serbest radikaller, organizmada hizli yaglanma,

DNA’da hasar olusumu, oksidatif stres, kanser gibi birgok hastaliga sebep olmaktadir [2].

Calismamizda tizerinde durdugumuz esas bilesik olan ve flavonoidlerin de en
bilinenlerinden biri olan kaempferol, kronik hale gelen zor hastaliklarda ve Ozellikle
kanserde faydali etkisi oldugu bulunmustur. Kaempferol kanser gelisiminde etkili olan
serbest radikalleri baskilayip etkisiz hale getirerek viicudun savunmasini kuvvetlendirdigi

bilinmektedir [3].

Tez ¢aligmas1 yapilan bitki, Scrophulariaceae familyasina ait olup tiir olarak Veronica

beccabunga L. dir. Alt tiir olarak beccabunga diye tanimlanmaktadir.

Bizim yaptigimiz bu ¢alismada amacimiz, farmakolojik olarak biiylik 6neme sahip
quercetin, rutin, kaempherol, apigenin flavonoid bilesiklerinin, ekonomik olarak degersiz
sayabilecegimiz yavsan otunda varligini tespit etmek ve miktar analizini gergeklestirmektir.
Ayrica antioksidan, antimikrobiyal aktivite tayinlerin ve yag asidi igerikleri tayini yapilarak

caligmalarimiz bu yonde gerceklesmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Yavsan Otu

Latince ad1 “Veronica beccabunga” olan Yavsan otunun ilk olarak Avrupa’da bulundugu
bilinmektedir. Bununla beraber Kuzey Amerika ve Asya’nin kil ve kire¢ bakimindan zengin
topraklarinda da yetistigi goriilmektedir. Ormanlik yerlerin kenarlarinda, giines goren
yerlerde, ormanlik yerlerin seyrek agacl bolgelerinde, ¢imenlik ve meralarda, hatta duvar
catlaklarinda bile yetisebilen bir bitkidir. Yavsan otunun tarihgesi ¢ok eski donemlerden
baslamaktadir. Ulkemizde yetistigi yerler ise Kuzey Anadolu, Giiney Dogu Anadolu ve Ig
Anadolu bolgesidir.

Yavsan Otu Siracagiller familyasindandir. Aci yavsan otunun bildigimiz ismi disinda halk
arasinda yaygin kullanilan baska isimleri de vardir. Bu isimler; Avrupa c¢ayi, Ak pelin, Aci
pelin, Ac1 yavsandir. Yavsan otunun igeriginde tanen, flavonoidler, kahve asidi ve glikozitler
bulundugu goriilmistiir. Bitki toplandigi anda koku olusumu goriilmez. Serilip
kurutuldugunda aromatik bir kokuya sahip olur. Boyu 110-120 cm’lere ulasabilir.
Cigeklerinin rengi gri, beyaz, yesil ve mavi olup, govde olarak kabarik bir yapiya sahiptir.
Yapisinda ince ince tiiyler bulunmaktadir. 1k olarak taze toplandiginda tad acidir. Serilip
kuruduktan sonra aromatik bir tat verir. Ekseriyetle giiz mevsiminde cigekleri kuruduktan

sonra toplanip, giines gormeyen, havadar ve kuru yerlerde kurutulur [4].

Yavsan otu eski ¢aglardan beri ilag olarak kullanilan aromatik bir bitkidir. Yavsan otunun
antifungal Ozelligi yliksek, antibakteriyel o6zelliginin ise diisiik oldugu bilinmektedir.
Geleneksel olarak kullanildig: sifa 6zelliklerine bakildiginda antihelmintik (kurt dokiicii),
antiseptik, balzamik ve antidepresif olarak, koleraya ve sindirim bozukluklarinda, ayrica
diiiretik olarak idrar sokiicii, 16semi ve skleroz tedavisinde kullanilmistir. Ac1 yavsan otu
oOziitlerinin kas gevsetici ve kaygisal durumlarin tedavisinde hafif sakinlestirici 6zelligi
oldugu i¢in kullanildig1 bilinmektedir. Eski donemlerde yavsan otu yapraklarinin kurutulup
toz haline getirilip gogiis enfeksiyonlarini ve yaralar1 tedavi i¢in de kullanildigi da
bilinmektedir. Ayrica agr1 kesici olarak da cesitli hastaliklarda kullanilmigtir. Yavsan otu

endiistriyel anlamda ise alkollii igeceklerin iiretiminde yaygin olarak, yaygin olmasa bile



meyve suyu ve cesitli gidalarin iiretiminde, hususan sekerli gidalarda aroma katici

ozelliginden faydalanilan bir bitkidir [5].

Resim 2.1. Yavsan otu

2.2. Yavsan Otunun Besin Degeri

Yavsan otu geleneksel olarak yaygin kullanilmaktadir. Ozellikle son yillarda bu ota olan
ilginin artmasinin nedeni icerigindeki sifali 6zelliklerin fazla olmasi ve aromatik olarak hos
kokusu olmasindan kaynaklanmaktadir. Yavsan otunda cesitli vitamin, mineraller ve
elementler oldugu bilinmektedir. Flavonoidler bakimindan zengindir. Ayrica yapisinda

glikozitler, saponinler, tanenler, regine, kahve asitleri vb. maddeleri de igermektedir.

Yavsan otu ile ilgili detayli bir calisma fazla bulunmamaktadir. Bizim bu konuda
calisgmamizin nedeni de zaten budur. Ama geleneksel kullanima ve az da olsa literatiir
calismalarma bakildiginda iceriginin zengin oldugu goriilecektir. Icerigindeki bu

maddelerden dolay1 oldukga sifali bir 6zellige sahip olarak goriilmiistiir.



2.3. Yavsan Otunun Farmakolojik Ozellikleri

Yavsan otu hakkinda yukarida da bahsedildigi gibi detayli bir akademik caligma
bulunmamaktadir. Farmakolojik olarak sifali 6zellikleri geleneksel kullanimimdan ve az da

olsa literatiir ¢alismalarindan bilinmektedir.

e Sakinlestirici 6zelligi vardir.

e Antioksidan 6zelligi ile serbest radikalleri siipiiriir. Boylece kanser gibi hastaliklara kars1
kullanilir.

o Seker hastaligina kars1 etkili oldugu gézlemlenmistir.

¢ Kolesterol ve trigliserit degerlerinde iyilesme gozlemlenmistir.

¢ Sitmaya karsi olumlu sonuglar gézlemlenmistir.

e Antimikrobiyal tedavide kimyasal ilaglara alternatif olarak 6nemli bir kaynak olarak
gorilmiistiir.

¢ Antiinflamatuvar ve iltihap 6zelligi vardir.

e Hazimsizlig1 onler.

e Yara ve bocek 1siriklarinda kullanilir.

o Ates diisiiriicti 6zelligi vardir.

e Mide ve sindirim bozukluklarinda kullanilir.

2.4. Antioksidan Maddeler

Antioksidan bilesikler, viicut sagligin1 koruma agisindan 6nemli bir gorev iistlenmektedir.
Anti oksidanlarin herkesce bilinen genel 6zelligi serbest halde dolasan radikalleri tutmak ve

onlari sliplirmektir [6].

Antioksidan bilesikler, oksidatif kimyasal tepkimelerin baslamasini veya bu tepkimelerin
cogaltilmasima engel olan bilesiklerdir. Boylelikle organizmadaki molekiillerin okside
olmasint engellemis olurlar ve hiicrelerin zarara ugramasin1 Onlemis olurlar. Serbest
radikaller, kalp rahatsizliklari, yaglanma ve kanser gibi olduk¢a ciddi hastaliklara sebep olan
bilesiklerdir. Serbest halde olan bir radikal, bir molekiil veya molekiiler tiirevler olarak
belirtilir. Orbitallerine baktigimizda en dis kabuktaki orbitalinde bir veya birden fazla

ortaklanmamis elektron igerirler [7].



Antioksidan 6zellik, fenolik bilesenler olan flavonoidler, fenolik diterpenler ve fenolik
asitlerle olusur. Bu fenolik bilesiklerin antioksidan 6zelligi esas olarak serbest emilim ve

notrlestirme reaksiyonlarinin redoks 6zelliklerinden kaynaklanir [8].

2.4.1. Dogal antioksidanlar

Giliniimlizde hazir gidalar, alisilagelmis ve siirekli olarak kullanilan katki paketleri
ekseriyetle bir fenolik yapili antioksidan ve ikinci stabilize edici olarak da fosfor ve kiikiirt
elementleri igerir. Birkag¢ yil dnce, bu katki maddelerinin saglik agisindan bazi tehlikeli
sonuclar olusturacagina dair soru isaretleri belirmistir ve bu maddeler i¢in heniiz bir
alternatif olusturulamamistir. Meyvelerde, sebzelerde ve bazi bitkilerde, organizmada
serbest radikallerin reaksiyonlarinda énemli rol oynayan fazla sayida antioksidan maddeler
bulumaktadir. Bu antioksidan maddeleri bulunduran maddeler, dogal tipta geleneksel olarak
yillardir kullanilmaktadir ve glintimiizde de gida sektoriinde koruyucu olarak oldukc¢a yaygin
olarak bulunmaktadir. Gidalardaki polimer maddeleri koruyucu amacl olarak bu dogal
antioksidanlarin kullanilmasina heniiz yeni baglanmistir. Giiniimiizdeki kisithi bilgilerden
birbiri ile ¢eligenler vardir. Dayanikliliklarini artirmak icin gidalara ¢esitli bilesikler
eklenmis olsa da, en ¢ok fayda goriilen maddeler flavonoidler, karetenoidler, diger dogal
fenoller ve lignin igerikli fenolik polimer maddelerdir. Giincel sonuclar, gida sektdriinde
kullanilan tiirevlendirilmis yapay fenolik maddelerden ¢ok daha yiiksek 6zellikli stabilize
edici bilesiklerin flavonoidler oldugunu gostermistir. Dogal antioksidanlar, gidalarin
koruyucu 6zelligi i¢in verimli olarak kullanilabilir. Ancak, gida paketlerine bu maddeleri

ekleyebilmek icin daha fazla aragtirma yapilmali ve biitlin avantajlarina bakilmalidir [9].

Yapilan ¢aligmalar, bambu bitkisinin antioksidan bakimindan zengin oldugunu, diizenli
olarak bambu iceren besinlerin yenilmesinin, kanser, kalp damar sistemi hastaliklari, seker
hastaligi, parkinson gibi yas ilerlemesine bagli kronik hastaliklarin riskini azaltacagini

gostermistir.

Gidalarin ve ilaglarin islenmesi, depolanmasina sebep olan serbest halde dolasan radikallerin
stipiiriilmesini sagladigi i¢in antioksidan bilesikler, ilag ve gida sektoriiniin olmazsa olmaz
ogeleridir. Ayrica bu serbest radikallerin sebep oldugu hiicrede olusan hasarlar etkisiz hale

getirdigi i¢in sagligimiz i¢in dnemlidir.



Antioksidanlarin, hastaliklarin 6nlenmesi, yaslanma siirecinin yavaslamasi gibi saglik
acisindan sifali ozellikleri oldugu bilinmektedir. Bambudaki ana antioksidan maddeler
fenolik bilesikler, E ve C vitaminleri ve selenyum, demir, ¢inko, bakir ve manganez gibi
minerallerdir. ila¢ ve gidalardaki kullanilan yapay antioksidanlarin sagliga zararh etkileri
olabileceginden dogal antioksidanlar oldukga fazla talep gérmektedir. Bambunun biiytik bir
agac¢ olmasindan dolayi1 potansiyel bir antioksidan kaynagi olarak ¢ok dnemli bir bitki olarak

degerlendirilebilir [10].

Di1s diinya ile temas ve organizmadaki metabolik islemler sirasinda, viicudumuzda yogun
olarak serbest radikaller iiretilir. Bu serbest radikaller niikleik asitler, proteinler gibi biiyiik
molekiillere saldirarak hiicrelerde ve dokularda hasara neden olur ve hatta genlerin
mutasyona ugramasina sebep olabilirler. Viicudumuzda olusan yiiksek miktarlara ulasan
serbest radikaller bir¢ok zarara yol acip hatta geng yaslarda bile kronik hastaliklarin sebebi
olabilirler. En son arastirmalarda, kronik hastaliklardan olan kanser, kalp damar sistemi
hastaliklar1, alzheimer, eklem hastaliklari, parkinson gibi hastaliklarin sebebinin serbest
radikaller ve serbest radikallerin olusturdugu redoks dengesizligi ile iliskili oldugunu
gostermistir. Serbest radikaller, bu sebeplerden 6tiirii insan sagligin1 bozan zararli yapilar
haline gelmistir. Viicuttaki serbest radikalleri ortadan kaldirmak ve viicudun i¢ dengesini
korumak sagligi korumak ve hastaliklari tedavi etmeyi saglar. Bununla birlikte serbest
radikalleri ortadan kaldirmak icin antioksidanlarin tiiketimi de gereklidir. Ama yapay
antioksidanlarin viicutta zararli etkileri oldugu da unutulmamalidir. Bu sebeple, dogal
antioksidanlar tercih edilmelidir. Dogal antioksidanlarin zarar vermemekle birlikte
hastaliklar1 énlemede ve tedaviye yardimci olmada énemli bir etkileri vardir. Ilag, saglik ve

gida sektorlerinin gelismesi icin onemli olan antioksidanlar Cizelge 2.1°de gosterilmistir
[11].



Cizelge 2.1. Gidalardaki dogal antioksidanlar ve hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisindeki

rolleri
Dogal antioksidanlar
Dogal antioksidanlar Hedef hastaliklar bakimindan zengin
besinler
L . . . Taze meyve ve
C vitamini Kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve siroz sebzeler
E vitamini Akciger, cilt ve prostat kanserleri Kuruyemis, yesil
meyveler ve sebzeler
Koyu  yesil veya
Karoten Diyabetin neden oldugu goz hastaliklari kirmizi ve sart
meyveler ve sebzeler
Likopen Parkinson ve Alzheimer hastaliklari Domates
Astaksantin Yaslanma, Alzheimer hastaligi ve inflamasyon Karides kabugu,
istiridye
Kakao polifenol Arteroskleroz, koroner kalp hastalig: ve alkolik karaciger Kakao cekirdegi
. . ! Yaglanma, Alzheimer hastaligi, diyabet, kardiyovaskiiler .
Yeil gay polifenSiggy hastaliklar, tiimorler ve inflamasyon Yesil cay
. . . . Kirmizi sarap, iiziim
Kirmizi garap polifenolleri Diyabet, kalp-damar hastaliklari cekirdegi
Seftali polifenolleri Meme kanseri Seftaliler
Flavonoidler Kardiyovaskiiler hastalik, artrit, Alzheimer hastaligi, inme Bitkiler, meyveler, bal

isoflavonoidler

Prostat, yumurtalik, servikal ve meme kanserleri

Soya fasulyesi

Antosiyaninler

Kardiyovaskiiler hastalik, nérodejeneratif hastaliklar, karaciger
kanseri

Siyah piring, mor tath
patates, yaban mersini,
dut

Xanthones

Enflamasyon, sinir yaralanmast

Mangosten

Cin bitkilerinden elde edilen
bilesenler

Enflamasyon, kanser,  Alzheimer

kardiyovaskiiler hastalik

hastaligi,  diyabet,

Cin bolgesinde yetigen
baz1 otlar

2.4.2. Yapay antioksidanlar

Yapay antioksidanlar, gidalardaki maddelerin uzun Omiirlii olmasi ve oksidasyona
ugramamalar1 i¢in kullanilir. Glinlimiizde endiistriyel proseslerde gida maddelerinin
depolanma oOzelliklerini artirmak ic¢in g¢ogunlukla BHA, BHT ve PG gibi sentetik
antioksidanlar kullanilmaktadir. Ancak, antioksidan olarak kullanilan kimyasallarin
muhtemel zararli etkileri nedeniyle, son yillarda ilgi dogal antioksidanlar iizerinde
yogunlagmustir [12]. Ticari olarak en ¢ok kullanilan antioksidanlarin yapilar1 Sekil 2.1°de

gosterilmektedir [16].



OH OH
OH

OCHj OCHj
(3-BHA) (2-BHA) Butillenmis hidroksi anisol yapisi (BHA)
Butillenmis hidroksi anisol tiirleri (BHA)

OH COOC3H;

OH OH

OH OH

Tersiyer butilhidrokinon (TBHQ) Propil gallat (PG)

Sekil 2.1. Gidalarda kullanilan yapay fenolik antioksidan yapilar

Antioksidanlar igerisinde, calisilan tezin de konusu olan flavonoidler incelenecektir.

2.4.3. Flavonoidler

Flavonoidler ekseriyetle dogadaki bitkilerden elde edilebilen maddelerdir. Enflamasyona
karsi,kansere karsi,diyabete karsi,yaslanmay1 geciktirici gibi bir¢ok 6zellikleri biiyiik ilgi ile
gérmiis ve bircok calismaya da konu olmustur. 9000den fazla flavonoid bulunmustur.
Diyetle giinliik alinan dozlar1 20, 50 ve 500 mg olarak degisebilmektedir. Elde edildigi
kaynaklar ekseriyetle ¢ay, sogan, domates, elma gibi diyetle alinan gida takviyelerindedir.

Sekil 2.2. Flavonoid bilesiklerinin temel iskelet yapisin1 gostermektedir [13].
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Sekil 2.2. Flavonoid bilesiklerinin temel iskelet yapisi

Insan diyeti icin ¢ok dnemli olan vitaminler viicudumuzda dogrudan sentezlenemezler.
Disaridaki besin kaynaklarindan alinmasi gerekir ve viicudumuz i¢in yapisal ve hayati
acidan biiyilk oneme sahiptirler. Flavonoidler de viicutta sentezlenememeleri, disaridan
alinan bilesikler olmalar1 ve diyetimizde ¢ok kiymetli olmalari bakimindan vitaminlerle
benzerlik gosterirler. Bitkilerden elde edilen fitokimyasallar toksik 6zellikli bilesiklere ve
serbest radikallere kars1 organizmayi koruyan faktorler olarak onemli bir rol {istlendigi
goriilmektedir. Bu fitokimyasallarin metabolizmalar1 netlestirildi ve inflamasyon

inhibitorleri olarak yakin zamanda hizla gelisti.

Bitkiler alemi i¢inde ¢ok genis kapsamli olan flavonoidler polifenollere ait bir gruptur.
Ekseriyetle sebze, cay ve meyvelerde goriiliir. Flavonoidlerin 4000'den fazla ¢esidi vardir

ve kimyasal yapilar1 olarak 6 grup altinda incelenebilir:

Flavonoller, flavonlar, flavanoller, antosiyanidinler, flavanonlar ve izoflavonitlerdir [14].

Bitkilerin yapisinda bir¢ok flavonoid ¢esiti oldugu bilinmektedir ve bu flavonoidler
bitkilerin biiylimesi i¢in 6nemli olmakla birlikte hastalik faktorlerinin engellenmesinde de
onemli bir role sahiptir. Flavonoidler arasinda en yaygin olanlar1 flavonlar, izoflavonlar,
antosiyaninler ve ksantonoitlerdir. Flavonoidler, serbest halde olan radikallerin
stiptiriilmesini soyle saglar: Lipit bilesiklerine serbest radikalin hidrojenini verir ve serbest

radikali fenolik radikallere (inert) doniistiirerek gergeklestirir.

Prostat kanseri, Avrupa'daki erkekler {izerinde ciddi etkisi olan ilk kotii huylu kanserdir.

Asya’da ise prostat kanseri orami oldukg¢a disiiktlir. Yapilan bir¢cok arastirma bunun
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nedeninin soya fasulyesinden kaynaklandigini gostermistir. Soya fasiilyesinin, flavonoid
cesitlerinden olan izoflavon igerigi yiliksektir ve Asyali insanlarin da soya fasiilyesi tiikketimi
Avrupa ve Amerika’dan daha fazladir. Bununla beraber, Japon serumundaki izoflavon

icerigi, Avrupa’dakilerden 10 ila 100 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Baz bitkilerden elde edilen flavonoidler, kalp ve damar sisteminin korunmasi, alzheimer ve
artrit hastaliginin tedavisi icin ¢ok dnemli antioksidan 6zelligi olan bilesiklerdir. Ornegin,
quercetin alan sporcularin oksidatif stres indeksi olan F2-izoprostan seviyesi dnemli 6l¢ilide
azalabilir. Fareler ile yapilan deneyde, 15 giin boyunca flavonoid verilen farelerde artrit
skoru azalmistir. Katesin prosiyanidin olarak Ginkgo biloba bitkisinin 6ziitliniin, Alzheimer
hastaliklar1 ve diger hastaliklarin tedavisinde 6nemli oldugu goriilmiistiir. Yine yapilan bir
arastirmada taze Ginkgo biloba 6ziitii ile tedavi edilen 32 yasl insanin karaciger ve derisinde
mikro dolagiminin arttigi goriilmiis ve Gingko biloba Oziitiiniin serbest radikallerin
atilmasini sagladig1 ve arterosklerozun gelisimini 6nledigi ortaya c¢ikmistir. Bu nedenle,

Gingko biloba bitkisinin kullaniminin yaslh niifusun sagligi i¢cin énemli oldugu sdylenebilir.

Soya faslilyesinde bulunan izoflavonlar kansere karst koruyucu 6zelligi olan
flavonoidlerdendir. Yapilan kontrol deneyleri ile, soya fasiilyesi kullanan bireylerin

yumurtalik kanseri olma riskinin oldukg¢a diisiik oldugu goriilmiistiir.

Yine onemli bir flavonoid olan antosiyaninler, kuvvetli antioksidan etkiye sahip ve bitkilerde
oldukca fazla olarak bulunan suda ¢6zilinebilen dogal renkli pigmentlerdir. Mor tatl patates,
yaban mersini, siyah renkli piring, liziim, dut vb. koyu renk igeren gidalarda bol miktarda
antosiyanin bulunur. Giiniimiizdeki ¢aligmalara gore antosiyaninlerin, ndrodejeneratif
hastaliklarin, kalp damar sistemi hastaliklarinin ve kanserin énlenmesinde ve tedavisinde
onemli bir fonksiyonu vardir. Yaban mersini meyveleri ile uzun stireli (7 hafta) veya kisa
stireli (2 hafta) beslenen siganlarda, 1518a bagli retina yaralanmasinin biiyiik 6l¢iide azaldig
goriilmiistiir. Bu durum antosiyanin flavonoidlerinin noral hiicrelerde koruyucu roliiniin
oldugunu gostermektedir. Yeni bir arastirma ile de frenk liziimii 6ziitiinde biyoaktif bir
bilesen olan siyanidin tiirevinin, karaciger kanseri hiicrelerinin biiylimesini énemli dl¢iide

engelleyedigi gorilmistiir [11].

Ksanton bilesikleri, mangosten meyvesinde bulunur. Ksanton dogal antioksidanlardandir.

Mangosten meyvesi 0Oziitliniin, serbest radikalleri siipiirerek DNA hasar1 {izerindeki
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koruyucu 6zelligi yerine getirebilecegi bildirilmistir [15].

Dort temel flavonoid grubunu temel yapisi Sekil 2.3’de verilmistir [16].

Rs 0 Rs 0

Flavon Flavonon

Katesin
R,

OH

HO (0N
‘ X R,

OH
OH
Antosiyanin

Sekil 2.3. Dort temel flavonoid grubunun molekiiler yapisi
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2.5. Siiperkritik Akiskan ve Oziitleme Sistemi

2.5.1. Siiperkritik akiskan

Fransiz miihendisi ve fizik¢isi Baron Charles Cagniard De La Tour, 1821 yilinda, maddenin
sicakliginin belli bir derecenin {iizerine ¢iktiginda maddenin ne sivi ne de gaz fazinda
oldugunu, ama akigkan bir faz halinde bulundugunu gérmiistiir. Top giilleleri ile yapilan
caligmalarda, farkli sicakliklardaki suyla dolu sizdirmaz kaplarda, top giilleleri ilerlerken
cikardiklar1 seslerdeki siireksizlikleri dinlerken, belirli sicakliga gelindiginde bu ses
stireksizliginin ortadan kayboldugunu gozlemlemistir ve bu ses siireksizligine sebep olan
stvi-gaz faz sinirinin ortadan kalktigi sicaklik degerlerini kaydetmistir. Boylece bu sicaklik

degerleri ile kritik sicaklik kavrami ortaya ¢ikmistir [17].

1879’da Hannay ve Hogarth stiperkritik akiskanlarda kat1 maddelerin ¢6zlinebildigini tespit
etmislerdir. 1898°de ise Villard, iyodinden iyodoetani elde etmek i¢in ilk defa siiperkritik

akiskan yontemini kullanmistir [18].

Bir saf madde, element halinde veya karisim halinde olabilir, kritik basincinin (Pc) ve
sicakliginin (Tc) tizerindeki bir noktaya ulastiginda “siiperkritik akiskan” (SCF) olarak
isimlendirilir. Siiperkritik akiskan maddeler, geleneksel olarak yillardir kullanilan diger
coziiciilere gore ¢ok daha avantajlidir. Yogunlugu, difiizyon hizi, viskozitesi, dielektirik
sabiti, ¢Ozilinlirligii ve yogunlugu gibi fizikokimyasal Ozellikleri basing ve sicakligin
degistirilmesiyle gaz davranisi gosteren oOzelliklerden sivi davranisi gosteren Ozelliklere
doniiglir. Stvilardan yaklagik 100 kat fazla diflizyon hizina ve gazlardan 10 kat diisiik
viskoziteye sahip olmasi1 6zelligiyle iyi bir kiitle aktarim 6zelligi olusturur. Boylelikle SCF
ortamda gerceklesen enzimatik bir reaksiyonda, SCF ortamin iginde dagilmis olan
enzimlerin kiitle aktarim hiz1 artar. Stiperkritik akiskan ortamda, tepkimelerin s1vi ortama

gore daha hizli gergeklestigi goriiliir [19].

Stiperkritik akiskan grafigi incelendiginde incelendiginde siiperkritik akiskan maddelerin 1s1
kapasitelerinin ve sikistirilabilirliginin kritik noktanin yakinlarinda daha fazla oldugu
goriilmektedir. Ayrica kritik noktaya gelindiginde, gaz fazin yogunlugu ile sivi fazin

yogunlugu esitlenir ve gaz-sivi ara ylizeyinin kayboldugu goriliir [20].
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Bir madde i¢in kritik sicaklik; basing ne olursa olsun o sicakligin iistiinde maddenin sivi
olarak bulunamayacagi sicakliktir. Maddenin kritik sicakligindaki buhar basinct da Kritik
basingtir. Siiperkritik akigkan terimi ise hem sicakligi hem de basinci kritik noktanin
iizerinde olan maddeler i¢in kullanilir. Bir siiperkritik akiskan (SKA), maddenin
bastirilabildigi ve bir gaz olarak davrandigi halidir. Diger bir tabirle, kritik sicakliginin
yukarisina 1sitilan ve ayn1 zamanda kritik basincinin yukarisina bastirilan bir gazdir. Kritik
basincin (Pc) iizerinde bir basingta tutulan bir sivinin bazi 6zellikleri (yogunluk, viskozite
vb.) sicakligin yavas yavas arttirilmasi ile degisir, bu da SKA olusumunu saglar. Benzer
sekilde kritik sicakligin (Tc) yukarisinda 1sitilan gaz, yavasca artan basingla siiper kritik
akigkani olusturur. Bu sayede kati kimyasal maddeler, disardan uygulanan etkilerle basing

ve sicaklik degerlerinde degisiklik yapilarak, maddenin bir¢ok haline doniistiiriiliir [21].

Sekil 2.4’de karbondioksit basing-sicaklik faz diyagrami grafigi verilmistir [22].

BASINC (bar) CO.

T3.8 feecvcnmannan.

5.1 froeees

-78.5 -56.4 31.1 SICAKLIK (°C)

Sekil 2.4. Karbondioksit basing-sicaklik faz diyagrami

Yukaridaki sekilde gosterilen iiclii noktada {i¢ faz beraber bulunur. Egrilerin iizerinde
kisimlarda iki faz beraber bulunur. Sivi-gaz fazlarinin beraber bulundugu egride (buhar
basinci ve sicaklik egrisi) ilerledikge sicaklik ve basing artar. Stvinin yogunlugunun termal
genlesmeden dolay1 azaldig1 goriiliirken gazin yogunlugu ise basing arttig: icin artar. Iki
fazin yogunluklar kritik noktaya ulasildiginda ise birbirleriyle ayni olur ve artik gaz ile siv1

arasindaki farklilik ortadan kalkar. Siiperkritik akigkanlarin 6zelliklerini sicaklik ve basing
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degisimleri ile ayarlayabiliriz. Basinci artirdigimizda siiperkritik akiskan halde bulunan
maddede gaza benzer 6zelliklerden siviya benzer 6zellige dogru degisim gdzlenir. Yapilan
bu degisimlerle siiperkritik akiskanda termodinamik 6zellikler de degisir. Maddemiz Kritik
sicakliga yakin sicakliklara getirildiginde, ufak basing degisikliklerinde siiperkritik
akigskanin 6zelliklerinde ani degisiklikler meydana geldigi goriiliir. Bu ani degisikliklerden
en bilineni yogunluk degisimidir. Maddenin Entalpi gibi diger 6zelliklerinde de kritik
sicakliga yakin sicakliklara gelindiginde yogunluktaki gibi ani degisiklikler olustugu
gorilmektedir [23].

Stiperkritik akigkanlarin fizikokimyasal 6zellikleri dikkate alinirsa, siiperkritik akiskanlar
gaz ve sivi arasinda bir faz olarak yer alir. Diger ¢oziiciilerden daha iyi performans
gostermesini bu sivi ve gaz arasindaki 6zelligi saglar. Siiperkritik akigkanin sivi hali, gaz
hali ve siiperkritik bolgedeki halinde yogunluk, viskozite ve difiizyon katsayilarini gdsteren

tablo ¢izelge 2.2’de verilmistir [24].

Cizelge 2.2. Bir akigkanin s1vi1, gaz ve siiperkritik bolgedeki fizikokimyasal 6zellikleri

Fizikokimyasal Sivi Stiperkritik Akiskan | Gaz
Ozellik

Yogunluk (kg/m®) | 600-1600 200-1000 1
Viskozite (kg/m.s) | 1,0x10° 1,0x10* 1,0x10°
Diflizyon Katsayisi 1,0x107° 1,0x1077 1,0x10*
(m”s)

Stiperkritik akigskanlar kiitle transfer 6zelligi bakimindan gazlara, ¢oziiniirliikleri agisindan
ise sivilara benzerlik gostermektedir. Stiperkritik akiskan yogunlugun artmasi ile sivi fazin
ozelligini gostererek, c¢6zme giicli artmaktadir ve gazlardan daha fazla madde
cozebilmektedirler. Bununla birlikte stiperkritik akigkanlarin taginmasi sivilara gore daha
kolaydir ve kat: maddelerin igine de kolaylikla difiizlenebilirler. Oziitii elde eilmek istenen
maddeyi s1vi maddelerden daha kolay bir sekilde bulundugu yapidan ayirabilmektedir.
Oziitleme isleminin sartlar1 siiperkritik akiskanin yogunluk gibi fizikokimyasal dzelliklerini

degistirebilmesi nedeniyle 6nemlidir [25].

Fiziksel kimya, termodinamik kimya ve yogun madde fiziginde kritik noktanin
adlandirilmasi, bir maddenin sicakligi artarken artik sivi halinin olmadig1 kosullart belirten

nokta ile tanimlanir. Bir sivinin 1s1s1 yiikselirken, basing etkisine bagli olarak buharinin
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yogunlugu artis gosterirken, kendisinin yogunlugu 1s1l genlesmeyle diismeye baslar. Sivi ve
buharmin yogunluk degerleri birbirine yaklagmaya baslar ve kritik noktaya gelindiginde, iki
yogunluk degeri birbirine esit hale gelince, siv1 ile gaz fazlar1 arasindaki sinir tabakasi da

yok olmus olur [26].

Is1l genlesmeler sebebiyle, sivinin yogunlugu azalirken, basincin artmasindan dolayi gazin
yogunlugu artmaya baslar. Giderek iki fazin yogunluklar1 birbirine yaklasir, gaz ve sivi
fazlar arasindaki farklar kaybolur ve faz egrisi bir kritik noktaya gelir. Bu noktada madde

artik akigkan olarak adlandirilir ve bu bolge stiperkritik bolgedir [27].

Stiperkritik akigskanin viskozitesi ve yayiligi, gazlara ¢ok benzerdir; bu durum ytiksek bir
ayirict faz hizinda yiiksek bir ayirma verimliligini olusturur. Bu arada, siiperkritik akiskanin
yogunlugu ve yayilisi, stvilarinkine benzerdir ve ayirilmasi gereken maddeler igin iyi bir

cozlintirliik 6zelligi saglar [28].

Stiperkritik faza gecis tersinir bir siirectir. Bu gegis sirasinda olan olaylar su sekilde

Ozetlenebilir;

1. Kritik noktanin altindaki madde iki fazdan olusur.
2. Sicaklik derecesi arttik¢a s1vi genlesir.

3. Iki faz arasindaki ayrim gittikge belirsizlesir.

4. Stiperkritik akiskana gecildiginde tek faz olur.

5. Sistem sogutulmaya basladiginda siire¢ tersine isler.

6. S1v1 ve buhar fazinin birbirinden ayrilmas: gerceklesir.

Kat1 halde iken molekiilleri birbirine bitisik ve bagli olan maddelerin siv1 héle gectiklerinde
ise molekiilleri arasindaki mesafe biraz artar ama molekiilleri hala birbirine baglidir. Sivinin
viskozitesi yliksek ise molekiilleri arasindaki bu baglar oldukga giiclii olabilir. Gaz halinde
ise molekiilleri arasindaki mesafe oldukg¢a artar ve molekiiller arasindaki baglar ortadan

kalkar. Boylelikle gaz halindeki madde bulundugu ortamin hacmini tamamen doldurur [29].
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Stiperkritik teknolojisinde kullanilan bazi akiskanlarin kritik noktalar1 Cizelge 3.3’te

verilmistir [30].

Cizelge 2.3. Siiperkritik teknolojisinde kullanilan bazi akiskanlarin kritik noktalar

AKISKAN KRITIK SICAKLIK KRITIK BASINC KRITIK
(€OzUC) Tc (K) Pc (MPa) YOGUNL

UK

pc (g/cm3)
Su 647,3 22 0,322
Karbondioksit 304,2 7,38 0,468
Metanol 512,6 8,09 0,272
Etanol 516,2 6,38 0,276
Propanol 536,7 5,17 0,275
2-Propanol 508,3 4,76 0,275
Etilen 282,4 5,04 0,218
Triflormetan 299,1 4,88 0,525
Etan 305,4 4,88 0,203
Azotoksit 309,6 7,24 0,45
Sulfiirhekzaflor 318,7 3,76 0,74
Propan 369,8 4,24 0,217
1,1-Difloretan 386,6 45 0,365
Amonyak 405,6 11,3 0,235
n-Biitan 4252 3,8 0,225
Metilamin 430 7,46 0,202
1-Hekzen 504 3,17 0,238
t-Biitanol 506,2 3,97 0,269
n-Hekzan 507,4 3,03 0,233
Aseton 508,1 4,7 0,278
Toluen 591,7 4,11 0,292
p-Ksilen 616,2 3,52 0,28
Metan 190,6 4,6 0,162
Klorotriflormetan 302 3,92 0,579
Propilen 365 4,62 0,233
Dietileter 467,7 11,3 0,265
n-Pentan 469,6 3,37 0,237
Benzen 562,1 4,89 0,302
Piridin 620 5,63 0,312
Ksenon 289,7 5,84 1,113
Etil asetat 250,2 22,06

Cizelge incelendiginde; amonyak, n-pentan, metanol ve toluenin kritik sicakliklar yiiksek

oldugundan, sicakliga duyarli olan dogal maddelerin &ziitlenmesi igin uygun ¢oziicii

olmadiklar: gériilmektedir.
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Saf hidrokarbonlar patlayici ve yanict 6zellikli olduklar1 halde bazi durumlarda ¢oziicii
olarak kullanilabilir. Aromatik bilesiklerin bazilar1 yiiksek stiperkritik kosullar1 nedeniyle
1s1ya karsi hassas ve bozunabilen bilesiklerin 6ziitlenmesinde kullanilamaz. Su, avantajlari
olmasi ile birlikte genellikle korozif etkilidir. Amonyak, kokusu kétii oldugu igin pek
kullanilmaz. Azotoksitin, diisiik kritik kosullar1 vardir ve polar yapisi nedeniyle ilgi gorse

de yaglarla birlikte kullanildiginda patlamalara yol agabilir [31].

CO2 maddesi zehirli, yanici ve pahali olmadigindan iiriinden ayrilmasi kolay ve diisiik kritik
sicaklik ve basing degerlerine sahip olup (Tc=31,1 °C; Pc=72,8 atm) iyi bir ¢oziicii 6zelligi
gosterir. Isil olarak kararsiz ve apolar biyoaktif bilesenler i¢in uygundur. Ancak apolar
ozelliginden dolayr polar molekiilleri ¢6zmek igin kullanilmaz. Polar bilesiklerin
¢oziiniirliigli ve prosesin seciciligi akiskana az miktarda (en ¢ok % 5) diger ¢oziiciilerden
(etil alkol, metil asetat, metil alkol vb.) ilave edilerek saklanabilir. CO2’nin sudaki
¢ozlnirligii disiik oldugundan, sulu ¢ozeltilerden organik bilesiklerin o6ziitlemesinde
¢oziicii olarak kullanilmaktadir. CO2 hemen hemen her organik oziit ile karsilastirilacak
kadar yiiksek uguculuga sahip oldugundan dolayr 6ziit ¢ozeltisinden iiriiniin yeniden

kazanilmasi, CO2’nin kolayca ayrilmas1 miimkiin olmaktadir [32].

2.5.3. Siiperkritik akiskanlarin ¢6zme giicii

Stiperkritik bir akiskanin ¢ézme giicli o akiskanin yogunlugu ile iliskilidir. Stiperkritik
CO2’in yogunlugu, kritik noktada yani kritik sicaklik ve basing degerlerine yakin bolgede
basing ve sicaklikla ¢ok belirgin bir sekilde degismektedir. CO2’in yogunlugu oda sartlarinda
iken 2,0 kg/m3, kritik noktada ise 470 kg/m3’ tiir.Bu durumda; CO2’in oda kosullarindaki
¢cozme giicli oldukga diisiikken, kritik sicaklik ve basinca geldiginde ise oldukga yiiksektir.
Stiperkritik akiskanlarin sicaklik ve basincindaki c¢ok kiiclik degisiklikleri akiskanin
yogunlugunda degisiklige sebep olur. Bu durum, siiperkritik akiskanlarin ¢oziici

ozelliklerini etkiler [25].

Asagidaki sekil 2,6’da CO2’nin indirgenmis yogunluk degerinin indirgenmis sicaklik ve
indirgenmis basingla degisim grafigi gosterilmistir. Sekil 2.6’da iki bolge vardir. Sekilde
stiperkritik akigkanlarla oziitleme islemlerinin uygulandiglr en uygun sicaklik ve basing
degerlerini gosteren bolge siiperkritik akiskan (SCF) bolgesidir, akigkanin sicaklik ve basing

degerlerinin kritik sicaklik ve basing degerlerine oldukca yakin oldugu bolge ise kritik alt1
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bolgede (NCL)’dir. Bazi siiperkritik CO2 6ziitleme islemlerinde bu kritik alti bdlgenin
stiperkritik akiskan Oziitlemesi i¢in belirtilen bolgeden 6ziitleme verimliligi agisindan daha

verimli oldugu bildirilmektedir.

CO2’nin indirgenmis yogunluk degerinin indirgenmis sicaklik ve indirgenmis basingla

degisimi grafigi Sekil 2.5’te verilmistir [33].
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Sekil 2.5. CO2’nin indirgenmis yogunluk degerinin indirgenmis sicaklik ve indirgenmis
basingla degisimi

Stiperkritik CO2’in farkli sicaklik ve basingtaki fizikokimyasal 6zellikleri incelendiginde,
sabit sicaklikta basimcin artirdigimizda CO2’in viskozitesi ve yogunlugunun arttig1; ancak
sabit basincta ise sicakligimi artirtigimizda viskozite ve yogunluk degerlerinin diistiigii
goriilmektedir. Sicaklik ve basingtaki c¢ok kiiciik degisikliklerin siiperkritik CO2’in
fizikokimyasal 6zelliklerinde 6nemli degisikliklere sebep oldugu goriilmektedir [34].
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Stiperkritik CO2’in ¢esitli sicaklik ve basingtaki fiziksel 6zellikleri gizelge 2.4 te verilmistir
[35].

Cizelge 2.4. Siiperkritik CO2’in ¢esitli sicaklik ve basingtaki fiziksel 6zellikleri

Basing (atm) Sicaklik (K) Yogunluk (kg/m3) Viskozite (kg/(m.s))
313 879,5 8,2x10-5
328 806,2 6,9x10-5
245 343 730 5,7x10-5
313 814,6 7,0x10-5
328 712,5 5,4x10-5
176 343 599,1 4,1x10-5
313 676,1 4,7x10-5
328 379,4 2,7x10-5
108 343 283,6 2,4x10-5

Resim 2.1°de s1vi bir maddenin siiperkritik faza gecisi ve sogutulmasiyla tekrar normal
sartlara geri doniisii goriilmektedir. Akiskanlarin goriiniimiinii sirasiyla inceledigimizde,
kritik noktanin altinda belirgin bir sekilde iki faz bulunmaktadir. Sicaklik yiikselince sivi
genlesir ve faz ayrimi belirsiz olmaya baslar. Stiperkritik faz olusmaya baslayinca fazlar
arasindaki ayrim ¢izgisi de kaybolur. Kritik noktadan sonra sistem tekrar sogutulmaya
baslanir ve tersinir bir siire¢ gozlenir. Fazlar arasindaki ayrim tekrar belirir ve aradaki ¢izgi

tekrar olusur.

Resim 2.1°de stiperkritik faza gegerken bir akigkanin goriiniimii verilmistir [36].
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Resim 2.2. Siiperkritik faza gecerken bir akiskanin goriiniimii

Stiperkritik dziitleme genel olarak hizli bir tekniktir, 6ziitleme islemi genel olarak birkag saat

icerisinde biter. Organik ¢oziiciilerle yapilan klasik dziitlemeler ise ¢ok uzun zaman alir [36].

Stiper kritik akiskanlarin ¢oziicii giicii sicakliklarinda ve basinglarinda yapilan kiigiik
degisikliklerle biiyiik oranda degistirilebilir. Stvilarin ¢ézme giicii ise sicaklik ve basingtan
fazla etkilenmez. SCF’larin bu iistiin 6zelliginden dolay1 sicaklik ve basingta yapilan kiiglik
degisikliklerle SCF’in ¢6zme giicii ve oran1 degistirilerek, bu 6zellik sayesinde {riiniin
verimi ve Uriin se¢imliligi arttirilabilir. SFE islemlerinde 6ziitlemenin sonunda basincin
diistirtilmesi ile ¢oziicli kolaylikla geri kazanilabilir. SFE islemlerinde siklikla kullanilan
coziicli CO2; ucuz, inert ve cevreye, sagliga zararsizdir. Fakat SFE, yliksek basing sartlari

altinda gerceklestirilen bir 6ziitleme yontemi olup baslangi¢ yatirim maliyeti yiiksektir [37].

Uygulamaya ait diger degiskenler ise uygulama maliyeti, 0ziitiin saflig1, icerikteki katkilar
veya katkisiz iiriin elde etmek ile {irlinilin ticari degeri kiyaslanarak bu yontem kimi 6zel

iirtinler i¢in tercih edilen bir yontem olmaktadir. Bitkilerin aktif maddelerinin dogal yollarla
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ve ¢oziicii kalintis1 olmadan 6ziitlenmesi SFE uygulamalarinin baginda gelir. Toplumda
bilinglenme orani arttik¢a, insanlar zararli kalintilar icermeyen bitkisel kaynakli ilaglara ve
gida takviyesi tiriinlere ilgi gostermektedirler [16].

2.5.4. Siiperkritik akiskan teknolojisi uygulamalari

Stiperkritik akiskan ortaminda gerceklestirilen uygulamalar c¢izelge 2.5°de gosterilmistir
[37].

Cizelge 2.5. Siiperkritik akigkan ortaminda gergeklestirilen uygulamalar

SFE Uygulamalari

Kahve ve caydan kafeinin uzaklastirilmasi

Tohumlardan vitamin yaglarinin 6ziitlenmesi

Tat verici, glizel kokulu aroma ve parfiimlerin 6ziitlenmesi
Baharat oziitlenmesi

Hayvansal ve bitkisel kaynakli yaglarda koku veren maddelerin uzaklastirilmasi
Meyve sularinin stabilizasyon iglemleri

Yiinden lanolin iiretimi

Dogal iiriinlerden pigment 6ziitlenmesi

Hazir yiyeceklerdeki yagin uzaklagtirilmasi

Kolesterol uzaklastirilmasi

Bitkilerden antioksidan 6ziitlenmesi

Tiitlinden nikotinin uzaklagtirilmasi

Farmasotik bitkilerden ilag etken maddelerin 6ziitlenmesi
Serbetci otunda acilik veren maddelerin uzaklastirilmasi

SCF KROMATOGRAFIiSI UYGULAMALARI

Dogal kaynaklardan elde edilen bilesikler
Taclar

Gida iiriinleri

Fosil yakitlar

Pestisitler

Yiizey aktif maddeler

Polimerler

Polimer katki maddeleri

Roket yakitlar

Patlayict maddeler
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Cizelge 2.5. (devam) Stiperkritik akiskan ortaminda gergeklestirilen uygulamalar

Kimyasal/biyokimyasal tepkimeler

Homojen/heterojen katalizler kullanarak gercgeklestirilen reaksiyonlar
- Izomerizasyon

- Hidrojenerasyon

- Enzim Katalizli reaksiyonlar

- Fischer-Tropsch sentez gibi

Polimerizasyon

Kiral bilesiklerin sentezi

Nano/mikro Tanecik Tasarimi

RESS (Rapid Expansion of Supercriticl Fluids)

GAS (Gas Antisolvents)

ASES (Aerosol Solvent Extraction System )

SAS (Supercritical Antisolvents)

Ters misel uygulamalari

Cevresel Uygulamalar

Adsorbanlarin rejenerasonu

Atik sulardan organik kirliliklerin giderilmesi (siiperkritik H>O oksidasyonu)

2.5.5. SCCO: isleminde nem miktarimin etkisi

Stiper kritik oziitleme islemlerinde Oziitlenecek ornek igindeki nem miktart Oziitleme
siirecine etkileyebilir. Ogiitiilmiis soya fasulyesinin siiperkritik karbondioksit 6ziitlenmesi
islemi sirasinda %3-12 arasindaki nem oraninin oziitleme verimini degistirmedigi rapor
edilmistir. [38] Ayrica Martinez ve arkadaslari orneklerdeki nem miktarinin, ¢ikan yag
kalitesini ve yag asitlerinin bilesimini etkilemedigi (%2.5-%7,5) belirtilmigtir. [39]
Oziitlenecek bitkideki nemin hi¢ kalmamasi i¢in hazirlanan numunelerin derin dondurucuda
veya etlivde kurutulmasi gerekir. Numunenin igerigindeki suyu tamamen almak igin
ornekler hidromatriks ve 2,2-dimetoksi-propan (DMP) gibi nem c¢ekiciler kullanilarak da
kurutulabilir. Yapilan bir¢ok ¢alismada 6ziitleme verimliliginin, nem miktar1 azaldik¢a

artt1g1 goézlemlenmistir [40].

2.5.6. SCCO: isleminde parcacik biiyiikliigiiniin etkisi

Giirii ve Igen tarafindan 2004 yilinda yapilan parcacik biiyiikliigii degistirilmesi deneysel
caligmalarinda organik coziiciilerle ¢ay atiklarindan kafein 6ziitlenmis ve tanecik boyutu
kiiciildiikge Oziitlenen kafein miktarinin arttg1 gozlenmistir. [41] Park ve arkadaslari
tarafindan 2007 yilinda yapilan ¢alismada tanecik biyiikligi arttikga, kiigiik tanecikli

numunelerle yapilan calismalardaki verime ulasabilmek icin ¢ok daha uzun oziitleme
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yapilmas1 gerektigi tespit edilmistir. Ornegin 40. dakikada 236,5 um tanecik boyutu ile
calisildiginda verim %75,7 iken 5,5-17,4 mm tanecik boyutu ile ¢alisildiginda verimin
%32,3 oldugu goriilmiistiir [42].

2.5.7. SCCO: isleminde oziitleme siiresinin etkisi

Oziitleme siiresi, ¢oziiniirliik, gzenek yapis1 gibi 6zelliklere gore farkli sonuglar getirebilir.
Bjornsson ve arkadaslar1 mikroalglerden triasilgliserolleri elde etmek icin siiperkritik
karbondioksit oziitleme yontemi ile calismalar yapmustir. Calismalar “Nannochloropsis
granulata ve Botryococcus braunii” tiirli mikroalglerle yapilmistir. Calisma sonucunu
karsilastirmak icin de Hekzan (Soxhlet) oziitlemesi yontemi kullanilmistir. Stiperkritik CO2
Oziitlemesi deneylerinde parametre degisikligi ¢calismalarinda 6ziitleme siiresinin ¢ikan yag
verimine etkisi incelenmistir. 50 °C sicaklik, 35 MPa basing ve 100 g/dk CO> debisiyle
calisilmis, 180, 270 ve 360 dakika siirelerde ayr1 deneyler yapilmistir. Oziitlemenin siiresi
180 dakikadan 270 dakikaya cikarildiginda ¢ikan yag verimi yaklasik iki katina ulagmistir.
Fakat ¢ikan 360 dakikaya cikildiginda ¢ikan yag verimi agisindan onemli bir degisiklik

gozlenmemistir [43].

2.5.8. SCCO: isleminde sicakhgin etkisi

Sicaklik parametresi degisikligi ile ilgili yapilan g¢alismalar incelendiginde sicakligin
Oziitleme verimine etkisine dair birbirinden farkli sonuglar bulunmaktadir. Solana vd. diistik
(150 bar) ve yliksek (300 bar) sabit basinglarda calisarak, sicakligin ¢ikan yag verimi lizerine
etkisini gormek icin ‘Scenedesmus obliquus’ tiirli mikroalg ile deneyler yapmis ve bu basing
farkliliklarinda birbirine ters sonuclar elde etmistir. Basing diisitkken yag verimi sicaklik
artistyla azalirken, basing yiiksek oldugunda, yag verimi sicaklik artisiyla artmistir. [44]
Garcia Alba, ‘Desmodesmus sp’ alg tiirli tizerinde sicaklik etkisi i¢in deneyler yapmis, 250

ve 350 bar basinglarda yapilan deneylerde en yiiksek verimleri 50 °C’de bulmustur [45].

Bjornsson ‘Nannochloropsis granulata’ tiirii alg kullanarak 350 bar basingta 270 dakika sabit
oziitleme siiresinde sicakligir 55 °C’den 70 °C’ye cikardiginda ¢ikan yag verimin yaklagik
iki katina ulagtigin1 gozlemlemistir. [43] Mendes vd. sabit basing kullanarak yaptiklar
deneylerde sicaklig1 arttirdik¢a yag veriminin distiigiinii gézlemlemistir. [46] Cheung de

sicakligin ¢ikan yag verimine etkisini incelemek i¢in deneylerini diistik ve yiiksek olarak iki
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farkli basingta gerceklestirmis, deneyinin sonuglari Solana vd. nin c¢alismasi ile benzer

cikmistir [47].

Tim bu ¢alismalar incelendiginde, 300 bar'in altindaki basinglar ile ¢alisildiginda sicaklik
arttiginda ekseriyetle ¢ikan yag veriminin de diistiigli g6zlemlenmistir. Bunun yaninda 300
bar ve lizerindeki yiiksek basinglarda yapilan deneylerde ise sicaklik artistyla ekseriyetle
c¢ikan yag verimin artis yoniinde meyil gosterdigi gortilmiistiir. Biitiin ¢alismalara
bakildiginda, basing diisiikken sicaklik arttiginda ¢ikan yag verimi diiserken, basing
yiiksekken sicaklik artis1 oldugunda ¢ikan yag veriminin ise yiikseldigi sdylenebilir [48].

2.5.9. SCCO: isleminde basincin etkisi

Saldana ve arkadaslar1 siiperkritik karbondioksit isleminde basincin artirilmasi,
karbondioksitin yogunluk artisina ve sivi gibi davranigs gostermesine sebep olmakta;
karbondioksitin ¢oziicli giiciiniin artmasini saglamaktadir. Basing ve sicakligin aktif madde
miktarma etkisinin tespit edildigi bir ¢aligmada kafein bilesigi icin, 190 bar’a kadar basing

arttik¢a kafein miktarinin basingla arttigin1 bulmuslardir [49].

Basing artis1 ¢oziicliniin numunedeki gozeneklere daha ¢ok girebilmesini saglayacagi i¢in

daha ¢ok yag verimi elde edilmesini saglamaktadir.

2.5.10. Siiperkritik akigkan ile 6ziitlemenin avantajlari

Stiperkritik akigkan oziitlemesi bir¢ok avantaji olmasi sebebiyle, geleneksel olarak yapilan

¢oziicii 0ziitleme yontemlerine alternatif olma 6zelligini kazanmistir. Avantajlari sunlardir:

» Siiperkritik akiskanlar, diger ¢oOziiciilere oranla diisiik viskozite ve yiiksek Ozelligine
sahiptir. Dolayisiyla gézenekli katt maddelerin icerisine siv1 ¢oziiciilere gore daha hizl
niifuz edebilmekte ve Oziitleme islemi daha kisa bir siire igerisinde
tamamlanabilmektedir.

» Siiperkritik akiskanlarin ¢oziiciiliik giicleri, sicaklik ya da basing degerlerindeki kiigiik
degisimler ile onemli Slgiide degisir. Bu Ozelik iiriin seciciligi ve iiriin verimliligini
etkiler. Cozme giiciinii ayarlayabilmemiz, siiperkritik akiskan oziitleme yontemlerinde ve

stiperkritik akigkan kromatografi yontemlerinde 6nemli bir avantajdir.
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» Dogadaki iirlinlerin iceriklerinde az miktarlarda bulunan degerli endiistriyel bilesiklerin
ayrilmasi islemlerinde siiperkritik akigskan oziitlemesi etkili bir yontemdir.

» Siiperkritik akigskanlar ile 6ziitleme islemi sona sonuglandiginda, basincin diisiiriilmesi ile
stiperkritik akigkan ¢oziinen maddeden basit¢ce ayrilabilmektedir. Boylelikle {irtinde
¢oziicli kalintis1 kalmamis ve yeni bir saflastirma,temizleme islemine ihtiya¢ duyulmamais
olur.

» Siiperkritik akigkanin, o6ziitleme cihazina girisinde siirekliligin saglanmasi, Oziitleme
islemlerinin ylriitiicii kuvvetinin de artmasina neden oldugu i¢in kiitle aktarim hizin
artar.

» Geleneksel olarak kullanilan organik ¢oziicii ile 6ziitleme yontemlerine kiyasla daha az
¢oziici harcanmasi1 ve Ozellikle siiperkritik akiskanlarla gerceklestirilen Oziitleme
islemlerinde ¢oziicii olarak karbondioksitin kullanilmasi, ¢cevreye daha duyarl iglemler
saglamistir.

» Siiperkritik akigkan 6ziitlemesinde kullanilan ¢oziiciiler inert maddelerdir. Bu 6zelik
sayesinde, siiperkritik sartlarda gerceklestirilen oziitleme islemlerinde herhangi bir
oksidasyon, bozunma ya da hidroliz olayinin olusmamasini saglamaktadir.

» Isiya karst hassas ve 1s1 ile bozunabilen bilesiklerin ayirma ve saflastirmalart igin
stiperkritik akigkan oziitlemesi en etkili yontemdir.

» Siiperkritik akiskan sistemi, dogrudan bir kromatografik analiz cihazina baglanabilir ve
elde edilen 6ziitiin ¢evrimigi olarak analiz islemi yapilabilir.

» Siiperkritik akigkan 6ziitlemesi yontemlerinde kullanilan akiskan ¢oziicli, Oziitleme
cthazina tekrar geri kazandirilip ¢6ziicii kayb1 az olmasindan dolay1 ekonomik bir ayirma

islemidir [50].

2.5.11. Siiperkritik akiskan ile 6ziitlemenin dezavantajlari

» Siiperkritik akigskan ¢oziiciilerle ayirma islemlerinde, yiiksek basinglarda islem
yapilmasindan dolay1 pahali yatirim maliyetleri ve yiiksek enerji ihtiyaci bulunur. Bunlar,
stiperkritik akigkan yonteminin dezavantajlarini olusturur.

» En saf karbondioksit tiiplerinde bile bulunan %1-2 oranindaki oksijenin, antioksidanlar
gibi oksijenle etkilesebilen hassas bilesikler ile tepkimeye girip az miktarda da olsa

bozunmasina neden olup radikalleri siiptirme 6zelligini azaltmasina neden olur [50].
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3. LITERATUR ARASTIRMASI

Tez icin planlanilan ¢alisma i¢in literatiire bakildiginda Yavsan otu ile ilgili az da olsa
yapilan ¢alismalarin genellikle belirli ¢oziiciiler yardimiyla soxhleth 6ziitleme teknigi ile
yapildigit ve bunun sonucunda yavsan otu icerigindeki bilesiklerin tespiti yapildig
goriilmiistiir. Literatiirde stiperkritik CO2 ile 6ziitleme ¢alismasi gériilmemistir. Flavonoid
iceriginin dziitleme yontemine gore ¢ok farkli sonuglar verecegi bilinmektedir. Bu yiizden,
birgok avantaja sahip Siiperkritik CO. oziitleme metodu ile tez calismasi yapilmasi
amaclanmstir. Ulkemizde yaygin olarak yetisen, ekonomik degeri olmayan ve sifali dzelligi
geleneksel olarak bilinen yavsan otu ile SCCOz 6ziitleme planlanmustir. Bu bitkiden SCCO;
ile 6ziitleme yapilarak, ¢ikan 6ziitlerdeki flavonoidlerin varligi ve miktarsal analizi yiiksek

basingli s1vi kromatografisi yontemi ile bulunmustur.

Nuralin ve arkadaglar1 dikkat cekici flavonoidler olan quercetin, rutin, kaempferol
bilesiklerinin miktarsal tayini i¢in igde cekirdegi, ayva g¢ekirdegi ve kizilgam kozalagi
kullanilarak yapilan SCCO2 deneylerinde, 6ziitleme stiresi, basing, sicaklik, parg¢acik boyutu,
CO2 akis hiz1 ve yardimer ¢oziicii olarak etanoliin etkileri aragtirmistir. Calisma sonunda
optimum toplam 06ziit miktar1 ve toplam flavonoid miktar1 Sonuglar sirasiyla; kizilgam
kozalaginda 72,28 mg/g ve 7,95 pg/g, igde cekirdeginde 66,51 mg/g ve 4,84 ng/g, ayva
¢ekirdeginde ise 212,40 mg/g ve 6,47 pg/g olarak bulunmustur [16].

Milena ve arkadaglari tarafindan 29 tiiriin 52 orneginde yiizey flavonoid aglikonlarinin
dagilimi iizerine yapilan bir ¢alismada, veronika bitkilerinin sekiz flavon aglikonunu
icerdigi tespit edilmistir. Bu flavonoidler igerisinde en ¢ok bulunanlar apigenin ve luteolin

oldugu goriilmiistiir. Yavsan otunda ise en ¢ok apigenin bulundugu tespit edilmistir [51].

Anggrianto ve arkadaslar tarafindan boriilce ve fistiktan yiiksek protein diisiik yag iceren
diyet {irtin elde edilebilecegi goriilmiistiir. Bunun igin boriilce ve fistiktan SCCO» 6ziitleme
yontemiyle islem gerceklestirmislerdir. Caligma araligi olarak 250-350 bar arasinda 4 ila 60
°C arasinda ve 10-20 g/dak CO; akis hizin1 kullanmiglardir. Calisma sonunda 250 bar 60 °C
ve 10 g/dak CO> akis hiz1 boriilce i¢in % 5,4 verim ile ve 350 bar 60 °C ve 15 g/dak CO-
akis hiz1 fistik bazli diyet iirlinii icin % 48,5 verimle eldesinde optimum sartlar olarak

belirlemislerdir [52].
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Yi ve arkadaglar1 Kore ¢amini arastirma konusu yapmigslardir. Kore ¢aminda bulunan
polifenolleri, ylizey cevap metoduyla, % 28,1 diizeyinde saflagtirmiglardir. 7 farkli kanser
tiirlinii bu polifenollerle muameleye tabi tutmuslardir. Calisilan kanser tiirleri arasinda kolon,
gbgis, cilt, akciger, sinir sistemi gibi tiirler bulunmaktadir. Ayrica yaptiklar1 analizlerde
katesin, metil quercetin, o0-vanillin, luteolin ve koronarik asit bilesenlerini Kore ¢gaminda
tespit etmislerdir. Arastirmacilar, bulunan bu maddelerden dolay1 Kore ¢aminin hazir bir
polifenol kaynagi oldugunu ve g¢alisilan yontemler ile fonksiyonel gida uygulamalarinda

etkili bir ajan olarak kullanilabilecegini vurgulamislardir [53].

Faramarz ve arkadaslari, Iran’da 7 farkli bélgeye ait igde ¢esidinin kabuk, i¢c ve
cekirdeklerinde toplam fenolleri ve toplam flavonoidleri galistiklar1 aragtirmalarinda toplam
fenolleri spektrometrik Folin-Ciocalteu yontemiyle Quercetin esdegeri (QE) cinsinden
hesaplamislar, toplam flavonoid miktarlarini ise Quercetin esdegeri (QE) miktart olarak
bulmuslardir. Toplam fenolikler i¢in, ¢ekirdekte 2,14 ile 6,26 mMQ/mg 0ziit degerine, i¢
(meyve) kismi i¢in 0,14 ile 1,54 nMQ/mg 6ziit degerine ve kabuklar igin ise 0,12 ile 2,59
mMQ/mg 6ziit degerine ulasmislardir. En yiiksek fenolik igerige ise ¢ekirdegin sahip
oldugunu tespit etmislerdir. Ayni sekilde toplam flavonoid i¢in ¢ekirdekte 4,7 ile 17,6
MMQ/mg 6ziit degerine, i¢ kisminda ise 0,62 ile 1,90 mMQ/mg 6ziit degerine ve kabuk
kismi i¢in ise 0,64 ile 1,13 mMQ/mg 6ziit degerine ulagsmislardir. Yine en yliksek flavonoid

iceriginin ise ¢cekirdekte bulundugunu tespit etmislerdir [54].

Fernandez ve arkadaslari, hint kirazi1 yapraklarindan siiperkritik CO2 ve siiperkritik alt1 su
oziitleme yontemlerini kullanarak elde ettikleri 6rnekler i¢in uygun sartlar1 55 °C sicaklik,
100 bar basing ve ¢6ziicii olan CO2’in yaninda yardime1 ¢oziiciiyii ise % 20 oraninda etanol
olarak bulmuslardir. Siiperkritik alti su 6ziitlemesi ile yaptiklari ¢alismada ise CO; ve etanol
coziiciileri ile karisim oziitlemeden daha yiiksek verime ulastiklarini belirtmislerdir. HPLC
yontemi ile, elde edilen Oziitlerdeki ana polifenollerin miktar analizini yapmislar ve
antioksidan aktivitesini aragtirmislardir. Yaptiklar1 g¢alismalarinda siiperkritik alti su
oziitlemesinde, 100 g yaprak bagina 1365 mg mangiferin ve 409 mg quercetin bulmuslar, ve
100 bar, 55 °C’deki SC CO oziitlerinde ise en ¢ok 184 mg mangiferin ve 231 mg quercetin
elde etmislerdir [55].

Doker ve arkadaglar tarafindan yapilan ¢alismada susam yaginin SFE siirecinde 6ziitleme

verimine etki eden; tanecik biiytikligi (300—1180um), sistem basinci (250-350 bar), sistem
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sicaklig1 (50-70 °C) ve sistemin SC CO akis hiz1 (0,91-2,71 g CO>/dak) gibi parametrelerin
etkisini incelemislerdir. Arastirmacilar, isletme basinci ve kiitlesel SCCO; akis hizinin
arttirilmas1 ile Oziitleme veriminde artis oldugu ve Oziitleme siiresinin azaldigini
bildirmislerdir. Susamlarin tanecik boyutunun kiigiiltiilmesi ile gozenek i¢i diflizyon
direncinin azaldigin1 ve SCF akis hizindaki artis ile konveksiyon artisina bagli olarak
Oziitleme veriminin de arttigin1 vurgulamislardir. Yapilan bu ¢alismada, en yiiksek 6ziitleme
verimine; 300-600 pum ortalama tanecik biiyiikliigii 50 °C sicaklik, 350 bar basing ve 2 mL
COy/dak akis hizi kosullarinda ulasilmis ve tohumlardaki yag igeriginin %85“1 elde
edilmistir. Organik ¢6ziicli 6ziitlemesi ile SCCO; oziitlemesi arasinda yag bilesiminde

anlaml1 bir farkin goriilmedigi rapor edilmistir [56].

Mitra ve arkadaslari ortalama tanecik biyiikliigii 500 pum olan 6giitiilmiis tohumlar
kullanarak kabak ¢ekirdegi yaginin SCCO; 6ziitleme siirecinde 6ziitleme verimine etki eden;
basing (15.16-34,45 MPa) ve sicaklik (35-75 °C) etkisini aragtirmiglardir. Aragtirmacilar
optimum sonug elde etme calismalar1 sonucunda optimum 6ziitleme kosullarinin; 32,14
MPa, 68,1 °C ve 94,6 dak oldugunu saptamislardir. Ayrica belirtilen kosullarda
gerceklestirilen ayirma isleminde elde edilen yagin karakterizasyonu incelenmis ve linoleik
asit bakimindan ¢ok zengin bir yag oldugu belirtilmistir. Yag asitlerinin analizi sonucunda
kabak ¢ekirdegi yaginda kiitlece %12.8 palmitik asit (C16:0), %11,2 stearik asit (C18:0),
%29.5 oleik asit (C18:1) ve %45.5 linoleik asit (C18:2) bulundugunu tespit etmislerdir [57].

Kiriamiti ve arkadaslar tarafindan aygicegi yaginin siiperkritik akiskan 6ziitlemesini, 250
bar sabit basing altinda, 40 — 60 °C sicaklik, 0,25 —1,25 mm parcacik boyutu biiytikligi, 1,4—
3.02 kg/saat ¢oziicii akis hiz1 kosullarinda incelemistir. 1,4 kg/saat ve 3,02 kg/saat ¢oziicti
akis hizinda 250 bar basing ve 40 °C sicaklik kosullarinda 6giitiilmemis tohum 6rnekleri ile
gerceklestirilen ayirma siirecinde yagin ¢oziiniirliik degerini 3,8 g yag/kg CO- olarak tesbit
etmislerdir. Ancak 6giitiilmiis tohum o6rneklerinin kullanildig1 6ziitleme siirecinde ¢oziicii
akis hizinin degismesi, 6ziitleme veriminde degisikliklere neden oldugunu bildirmislerdir.
Bu degisikliklerin sebebinin ise i¢ kiitle aktarim direnglerinden kaynaklandigini
vurgulamiglardir. Parcacik boyutunun kiiciiltiilmesi ile fiziksel olarak kati ile sivinin temas
alaninin artmasi ile 6zilitleme oranmin arttig1 belirtilmistir. Sicakligin 6ziitleme verimine
etkisi diisiik basing kosullarinda SCCO2 yogunluguna ve yiiksek basing kosullarinda ise

¢cozlinen maddenin buhar basincindaki degisimlere bagli olarak degistigi belirtilmistir.
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Aragtirmacilar, 40 °C sicaklik ve aycicegi yagi i¢in cross-over etkinin gdozlendigi basing

kosullarinin tizerindeki kosullarda 6ziitleme veriminin arttigini tesbit etmislerdir [58].

Uquiche ve arkadaglari, Sili’nin kiy1 kesimlerine 6zgii bir bitki tiirii olan boldo
yapraklarindan siiperkritik CO- ile esansiyel yaglarin eldesi {izerine yaptiklar1 ¢aligmada;
esansiyel yaglar, alkoloidler ve flavonoidler bulundugunu tesbit etmislerdir. Deneylerini 40
°C sicaklik ve 10 MPa basing altinda gerceklestirmislerdir. Diisiik sicakligin ve hizli
sikistirilmanin oldugu ortamda esansiyel yaglarin verimliliginin ¢ok fazla arttig1 sonucuna

varmislardir [59].

Lasekan ve arkadaglari, Coban Sarimsagimnin siiperkritik CO; ile esansiyel yaglarin eldesi
iizerine ¢alisma gergeklestirmislerdir. 40-80 °C sicaklik araligi, 20-40 MPa basing araligi ve
60-360 dakika Oziitleme siiresi araligi elde edilen yag veriminin iizerindeki etkileri
arastirtlmistir. En yiiksek elde edilen yag verimi, 210 dakika 6ziitleme siiresinde, 30,25 MPa
basing ve 60 °C sicaklikta 260 mg/g olarak bulunmustur [60].

Ksouda ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada 25 farkli Tunus bitki cinsinde yag
asidi igerigi, fenolik icerik ve antioksidan aktivite tayini gerceklestirmistir. Yag asidi
icerikleri gaz kromatografisi ile tayin edilmistir. Bitkilerin yag asidi igerikleri %4.2 ile
%66.5 (kuru kiitle tizerinden) bulunmustur. Calisma sonunda bitki igeriklerinin palmitik asit,
oleik asit, linoleik asit ve linolenik asit icerigi bakimindan zengin oldugu goriilmiistiir. Bitki
tohumlarinin fenolik igerigi folin-ciocalteu yontemiyle tayin edilmis ve igerik 30-4700 mg
GAE/100 g bitki (kuru kiitle) seklinde verilmistir. Yine bu bitkilerin DPPH yontemi ile
antioksidan aktivitelerine bakilmis ve iyi derecede antioksidan aktivite gosterdikleri

belirtilmistir [61].

Naves ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada Garcinia brasiliensis oziitlerinin
antioksidan, fenolik icerik ve antimikrobiyal aktivitesini incelemislerdir. Bitkinin fenolik
iceriginin 344 mg GA/g oldugunu bulmuslardir. Bitki tohumlarinin radikal siipiiriicii etkisini
DPPH yontemiyle tayin etmisler ve %86,57 olarak bulmuslardir. Ayrica bitkinin bakterilere
ve mantarlara karst minimum inhibisyon konsantrasyonunu (MIC) incelemisler ve bitkinin

caligilan mikroorganizmalara kars1 iyi bir antimikrobiyal ajan oldugunu sdylemislerdir [62].
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Kozlowska ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢calismada ¢esitli bitkilerin tohumlarinin yag
oOziitlerinin antioksidan aktivitesi, yag asidi ve sterol icerigini incelemislerdir. Bitki
Oziitlerinin strerol igeriginin biiylik oranda B-stosterolden olustugunu bulmuslardir.
Bitkilerin toplam fenolik igerigi tayini i¢in heksan ve kloroform/metanol ¢oziiciilerini
denemigler. Kloroform/metanol 6ziitlerinin heksandan daha iyi oldugunu belirtmislerdir.
Soxhleth metodu ile hazirladiklar bitki 6ziitlerinin radikal kovucu etkisini DPPH yontemi
ile Folch metoduna gore incelemislerdir. Folch metodunun heksan oziitlerine gore daha iyi

sonug verdigini sOylemislerdir [63].
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4. DENEYSEL CALISMALAR

4.1. Kullanilan Malzemeler, Kimyasallar ve Kullanim Amaclari

» Yavsan otu hammadde olarak kullanilmistir.

» %99,9 saf karbon dioksit, 0ziit elde etmek i¢in ¢6ziicii amagli olarak kullanilmustir.

» Quercetin standart maddesi, nicel analiz yapmak igin standart amacgli olarak
kullanilmistir.

» Rutin standart maddesi, nicel analiz yapmak i¢in standart amagli olarak kullanilmistir.

» Kaempferol standart maddesi, nicel analiz yapmak i¢in standart amacgl olarak
kullanilmastir.

» Apigenin standart maddesi, nicel analiz yapmak i¢in standart amagli olarak kullanilmigtir.

» Folin reaktifi antioksidan aktivite tayini yapmak i¢in kullanilmigtir.

» Gallik asit ¢ozeltisi, antioksidan aktivite tayininde standart madde olarak kullanilmstir.

» DPPH (1,1 — difenil- 2 — pikrilhidrazil) antioksidan aktivite tayini yapmak igin
kullanilmistir.

» BHA (Biitillenmis hidroksi anisol) antioksidan aktivie tayininde strandart olarak
kullanilmustir.

» BHT (Biitillenmis hidroksi toliien) antioksidan aktivie tayininde strandart olarak
kullanilmastir.

» Serum fizyolojik (% 0,9 NaCl) besiyeri hazirlanmasinda kulanilmistir.

» Mueller Hinton agar, bakteri hiicreleri i¢in kat1 besiyeri hazirlanmasinda kullanilmistir.

» Mueller Hinton broth, bakteri hiicreleri igin sivi besiyeri hazirlanmasinda kullanilmistir.

» Sabouraud Dekstroz broth, maya hiicreleri i¢in sivi besiyeri hazirlanmasinda
kullanilmastir.

» Sabouraud Dekstroz agar, maya hiicreleri i¢in kat1 besiyeri hazirlanmasinda kullanilmigtir

» BF3— Metanol (%14), yag asitleri esterlerinin hazirlanmasinda kullanilmistir.

» Standart yag asitleri metil esterleri, yag asitlerinin nitel ve nicel tayininde standart olarak
kullanilmustir.

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

» Sigma aldrich marka HPLC safliginda etanol kullanilmistir.

» Sigma aldrich marka HPLC safliginda asetonitril kullanilmistir.

» Merck marka HPLC safliginda metanol kullanilmistir.
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» SGE marka 250 pL lik HPLC manuel s1vi enjektorii kullanilmustir.

4.2. Kullanilan Cihazlar

Bitkiyi 6giitmek icin kullanilan 6giitiicti degirmen, yavsan otunun deneysel ¢aligma araligina

uygun boyutlara kii¢iiltiilmesinde kullanilmigtir. Resim 4.1 bu c¢alismalarin yapildig: ilgili

laboratuvardan alinmistir.

Resim 4.1. Retsch marka bitki degirmeni

Elek seti, ogiitillerek boyutlart kiigiiltiilen bitkinin, farkli boyutlara ayrilmasi igin
kullanilmistir. Eleme yapildiktan sonra iki elek arasi ortalama pargacik boyutunun sonucu

hesaplanarak boyutlar ayirt edilmistir.

SCCOgz cihazi, sogutucu, yiiksek basing pompasi, modifiye sivi pompasi ve firindan olusan

sistemden olusur. Ornekler firmin icerisine 24, 100, 500 mL hacimli olan silindir reaktdrler
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ile yiiklenmektedir. Ornek miktar1 dnce 5 g ve sonrasinda 2,5 g olarak alinmustir. Calismalar
24 mL lik reaktor kullanilarak yapilmistir. Sistem yar1 kesikli tiptedir. Reaktoriin iki ucu
vida ile kapaklidir. Ornekler reaktdr icine yerlestirilirken, reaktdriin basina ve sonuna cam
pamuklar1 konularak kapatilip firina yiiklenir. Resim 4.2 bu calismalarin yapildig: ilgili

laboratuvardan alinmistir.

Resim 4.2. Kompresor, COz2 tilipii, sogutucu, firin ve pompali stiperkritik sistemi

HPLC cihazi, bitkilerden 6ziit elde edildikten sonra flavonoidlerin tanimlanmasi ve miktar
tayinlerinin yapilmasinda kullanilmistir. Resim 4.3 bu ¢alismalarin yapildig ilgili

laboratuvardan alinmistir.
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2

Resim 4.3. Dionex marka UV dedektorlit HPLC cihazi ve bilgisayari

Spektrofotometre cihazi, antioksidan aktivite tayini i¢in absorbans Olc¢limiinde

kullanilmigtir. Resim 4.4 bu ¢alismalarin yapildigr ilgili laboratuvardan alinmistir.
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Resim 4.4. PG T80/T80+ model UV-GB spektrofotometre cihazi

Mc Farland cihazi, antimikrobiyal aktivite tayininde 0,5 bulanikliligin ayarlanmasinda

kullanilmistir. Resim 4.5 bu ¢alismalarin yapildigi ilgili laboratuvardan alinmistir.
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Resim 4.5. Mc Farland analiz cihazi

Gaz kromatografi cihazi, yag asidi iceriklerinin belirlenmesinde kullanilmigtir. Resim 4.6 bu

caligmalarin yapildigi ilgili laboratuvardan alinmistir.

Resim 4.6. Agilent HP GC 6890 gaz kromatografi cihazi
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4.3. SCCO2 Oziitleme Yontemi ile Cahsilan Degiskenler

Calisma igerisindeki degiskenler:
e Sicaklik,

e Basing,

e COy akis hizi,

e Tanecik boyutu

Calismanin sonucunda ¢ikan degiskenler:
e Orziitlenen yag miktari,

e Kaempferol, quercetin, rutin ve apigenin flavonoidlerinin miktarlar1 alinmistir.

4.4. SCCO; Oziitleme Yontemi ile Cahsilan Sicakhk ve Basing Arahklarin

Planlamasi

Calisilan basing aralig1 : 160-260 bar
Calisilan sicaklik araligi: 35-75 °C

Pargacik boyutunun araligi: Elekten elemeler sonucu, iki elek arasi ortalama sonug alinarak
0,125 mm, 0,3025 mm, 0,4775 mm, 0,655 mm, 0,855mm olarak bes boyut aralifinda

secilmisgtir.

Karbon dioksit akis hizi: 3, 4, 5, 6, 7 L/dak olarak bes farkli CO2 akis hizi seklinde secilerek

uygulanmistir.

Bu parametre degisikligi ¢aligmalari, ehemmiyet sirasina gore 6nce basing degisiklikleri igin
optimum sonug ¢alismasi, sonra sicaklik degisiklikleri i¢in optimum sonug ¢aligmasi, sonra
parcacik boyutu degisiklikleri i¢in optimum sonug ¢alismasi ve en son olarak da CO; akis

hiz1 degisiklikleri i¢in optimum sonug ¢alismasi seklinde olmustur.
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4.5. Yavsan Otu Orneklerinin Hazirlanmasi

Deneysel ¢alismalarda kullanilan yavsan otu, Karaman ilinin Ermenek ilgesindeki daglik
arazilerden toplanilmistir. Toplanilan yavsan otlar1 yikanip, yabanci maddelerden
arindirilmigtir. Deneyde yapraklari kullanilacagr i¢in yapraklari, dallarindan ve koklerinden
ayirilmigtir. Ayirilan yapraklar, gélgede ve temiz bir ortamda iki hafta gibi bir siire

bekletilerek kurutulmustur.

Orneklerdeki nem iceriginin, siiperkritik oOziitleme isleminin verimliligini olumsuz
etkileyecegi bilinmektedir. Dogadan elde edilen bilesiklerin SCCO: 6ziitlemesinde, suyun
varlig1 ve aktivitesi bilesenlerin birbirleri ile olan etkilesimlerini belirleyen en onemli
durumdur. Bitki dokularmin igerigindeki su, siiperkritik karbondioksit ile girisim yaparak
oziitleme islemini etkileyebilecegi gibi, 6rnegin yapisinda degisiklige neden olarak SCCO>
isleminin aktarimini da engelleyebilir. Iste bu yiizden toplanan meyve ve sebze drnekleri

SCCO:2 isleminden once kurutularak bekletilmistir [16].

Yapilan pek c¢ok calismada oOziitleme verimliliginin, nem miktar1 azaldik¢a arttig

gozlenmistir.

Oziitleme islemi dncesindeki numune hazirlama islemlerinde kurutulan drnekler, 6ncelikle
bitki degirmeninde dgiitiilerek kiiciik boyutlar elde edilmistir. Bitki degirmeninden sonra,
daha da kii¢iik boyutlara ulasabilmek i¢in kahve degirmeninde tekrar Ogiitiilmiis ve
ulagilmak istenen boyutlara inmesi ger¢eklesmistir. Daha sonraki islem ise elek seti
kullanilarak farkli boyutlu eleklerin yardimiyla boyutlarina gore bes farkli biiyiikliige

ayrilarak siniflandirilmigtir.

Oziitleme islemi sonrasinda elde edilen dziitlerin HPLC cihazinda analiz edilmesi dncesinde,
ornek siselerindeki oziitler etanol ¢oziiciisii ile 3 defa yikanip alinmis ve boylelikle HPLC
cihazina enjeksiyon islemi gerceklestirilmistir.

4.6. SCCO:2 Oziitleme Yontemi ile Oziitiin Elde Edilmesi

Yavsan otlarindan flavonoid elde edebilmek i¢in yag temini islemi, Applied separation

cihaz1 ile siiperkritik karbondioksit ¢oziiclisii kullanilarak gerceklestirilmistir.Cihazin
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sistemine, sifonlu COz tiipiinden s1vi olarak CO2, kompresor cihazindan basingli hava, hava
pompast ile basing verilmistir. Devri daim i¢in su banyosu sistemi ile, CO2 in basingli hale
gelmesi isleminde kullanilan hava pompalamasi esnasinda ortaya ¢ikan 1sinin
uzaklastirilmasi saglanmustir. Istenen sicakliga getirilen ekstraktorden oOziitlenen yaglar
toplama kabu tiiplerine alinmistir. Cihazin sistemine bagli olan akis hizini lgen alet ise CO2
miktarmin ekstraktordeki Ornekten devamli olarak gecirilmesini kontrol etmek igin

kullanilmastir.

Cihazdan ¢ikan oziitler, daras1 alinmis toplama siselerine alinmisg ve 120 dakikalik 6ziitleme
isleminin sonrasinda alman 6ziit miktarlar1 hesaplanmistir. Ornek sisesinin sicakhiginim,
sisede COz katis1 olusmayacak derecede sicak ve sisede buharlasma olmamasi i¢in soguk
olmasina dikkat edilmistir. Siiperkritik karbondioksit Oziitleme sisteminin semast sekil

4.1°de verilmistir.

akus dlcer

igne vana
oziit
toplama
sisesi
yardim|
coziicii

vanal

yardimeci
coziicii
pompasi

f

karbondioksit tiipii

Sekil 4.1. Siiperkritik 6zilitleme cihazi sistemi

4.7. SCCO2 Oziitlenmesi Sonrasi Orneklerin Céziilerek Alinmasi

Kullanilabilecek muhtemel ¢oziiciiler i¢inde aranilan flavonoidleri daha iyi ¢ozdiigiinden

dolay1 organik bir ¢oziicii tercih edilmistir. Organik coziiciiler i¢inde de daha yiiksek
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coziicliliige sahip ve digerlerine gore daha az kalinti biraktigindan zarar1 az olan etanol
kullanilmustir. Orneklerin toplandig: kaptan rnekleri alabilmek icin toplamda 3ml etanol
coziiciisii kullanilmistir. Kalint1 kalmayacak sekilde etanolle iyice yikanarak 6rnekler deney
tiiptine alinmis ve derin dondurucuda saklanmistir. Béylece SCCO> cihazindan elde dilen

orneklerin tamaminin alinmasi hedeflenmistir.

4.8. Elde Edilen Oziitlerin Analiz Yonteminin Belirlenmesi

Uygun mobil fazlar i¢in literatiire baktigimizda, Nuralin ve arkadaslar1t mobil fazlar i¢in
yaklagik 3 ay siiren ¢alisma ile 250 kadar HPLC analizi yapmis, sonrasinda A mobil fazi igin
% 0,1 oraninda formik asit i¢ceren saf su ve B mobil fazi1 i¢in ise % 75 asetonitril ve % 25
metanol iceriginin uygun oldugunu bulmuslardir. Asagida ayrintilari ile belirtilen ¢alisma
sartlar1 ile her bir standart maddenin piklerinin birbirinden ayrildig1 verimli HPLC yontemi
olusturulmustur. Calismalar1 oda sicakliginda yaparak, A ve B tasiyici fazlari sabit olarak
toplam 0,5 ml/dak akis hizinda ve 256 nm dalga boyu secilerek basariyla
gerceklestirmiglerdir.

Yaptiklar1 basamakli ¢alisma programu ile;

A (Saf'su % 99,9 ile formik asit % 0,1) mobil fazi
B (% 75 asetonitril ile % 25 metanol) mobil fazi
t: 0 dakikada % 80 A % 20 B

t: 5 dakikada % 60 A % 40 B

t: 10 dakikada % 30 A% 70 B

t: 15 dakikada % 80 A % 20 B

t: 20 dakikada program sonu

A ve B ¢oziiclisiinden yukardaki karigim oranlari ile mobil faz beslenilmis, cihazin programi
ise piklerin ayrilmasi i¢in toplamda 20 dakika ¢alisilmistir [16].

Literatiirden elde ettigimiz bu analiz yontemi ile ¢alisilmis ve kalibrasyon grafiklerinin r?
degerleri apigenin i¢in 0,979, kaempferol i¢in 00,9449, quercetin icin 0,9983 olarak

bulunmustur. Orneklere ve standart maddelere ait galigmalarda, kalibrasyonda kullanilan pik
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alanlarma gore ppm olarak standartlarin ve Orneklerin aktif madde konsantrasyonlari

hesaplanmustir.

4.9. SCCO: Oziitleme Yontemi ile Elde Edilen Oziitiin Analiz Edilmesi

Stiperkritik 6ziitleme cihazindan ¢ikan yaglarin, igeriginde aranan flavonoidlerin hepsinin
1yl ¢Oziindiigli bir ¢oziicli yardimiyla deney tiipiine alinarak, nicel analizlerini belirlemek

i¢cin HPLC cihazina verilmistir.

4.10. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Yavsan otunun stiperkritik CO2 oziitlemesi ile elde edilen oziitlerin antioksidan aktivite
tayini i¢in ¢aligmalar gergeklestirilmistir. Bunun i¢in iki yontem kullanilmustir.
» DPPH (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl) radikali giderme aktivitesi tayini yontemi

» Toplam fenolik madde tayini (Folin-Ciocalteau) yontemi

4.10.1. DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil) radikali giderme aktivitesi tayini yontemi

2,4 mg DPPH alinir behere alinir, lizerine 50 ml metanol koyulur ve 1sitilarak ¢oziinmesi

beklenir. Sonra 100 ml’lik balon jojede metanolle 100 ml’e tamamlanir.

DPPH nin standart egrisinin ¢izilebilmesi i¢in, 2,4 mg DPPH 100 ml metanolde ¢oziilerek
son derisimi 6 x 10°M olan DPPH ¢é&zeltisi hazirlanmis oldu. 517 nm’de metanol koriine
kars1 absorbanslari okunur. Kalibrason grafigi derisime karsi absorbans seklinde ¢izilir.

Okunan bu absorbans degeri Ao (kontrol) degeri olur.

Stiperkritik karbondioksit ile elde edilen oziitlerden 1 ml 6rnek alinir bir deney tiipiinde
lizerine 4 ml metanol eklenir. Hazirlanan 5 ml stok drnekten deney tiiplerine 100 pl, 50 ul,

25ul alinip tizerleri 1 ml metanol ile tamamlanarak 3 farkli derisimde drnekler hazirlanir.

Hazirlanan 3 deney tiipiiniin él¢iimii icin, 0,2 ml dziit hazirlanan tiiplerden alinir. Uzerine
3,8 ml 6 x 10°M DPPH eklenir. 30 dakika karanlik oda inkiibasyonunda beklenildikten
sonra metanol kortine kars1 absorbans degerleri okunur. Sirayla hazirlanan 3 6rnek tiipii igin

de ayni islemler yapilir ve Anumune degerleri kaydedilir.



44

BHA ve BHT standartlarinin hazirlanmasi

BHA hazirlanmasi

0,01 g biitillenmis hidroksianisol (BHA) tartilir. 10ml metanolle {izeri tamamlanir.

Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden 100 pl, 50 pl, 25 pl alinir ve 1 ml metanolle iizeri tamamlanir.
BHT hazirlanmasi

0,01 g biitillenmis hidroksitoluen tartilir. 10 ml metanolle {izeri tamamlanir.

Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden 100 pl, 50 pl, 25 pl alinir ve 1 ml metanolle iizeri tamamlanir.
Yavsan Otu, BHA ve BHT ‘nin absorbans degerleri her {i¢ deney icin ayr1 ayri not edildi.
Inhibisyon hesaplamalar1 yaparken bu ii¢ deneydeki yavsan otu, BHA, BHT nin absorbans
degerlerinin ortalamasi alindi.

Yavsan otu i¢in % inhibisyon degeri asagidaki esitlige gore hesaplandi.

| (%) DPPH Radikali Giderme Aktivitesi = (Ao — A num / Ao) X 100

| (%) DPPH Radikali Giderme Aktivitesi = (Ao — A sut / Ag) X 100

| (%) DPPH Radikali Giderme Aktivitesi = (Ao— A sra / Ao) x 100

DPPH iizerine antioksidan etki mekanizmasi

Antioksidanlarin DPPH radikali lizerine siipiiriicii etkisi 6rnek bir molekiille Resim 4.7°de

gosterilmistir [64].
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Resim 4.7. Antioksidan etki mekanizmasi

4.10.2. Toplam fenolik madde tayini (Folin-Ciocalteau) yontemi

Yavsan otunun siiperkritik karbondioksit yontemi sonrasi elde edilen 6ziitten her parametre
icin ayr1 yapmak {izere deney tiipiine 1 ml alinip 4 ml metanol eklenir. Ayn1 sekilde gallik

asitten 10 mg alinir ve 10 ml %70’lik metanolde ¢oziiliir.

Yavsan otu 6rnekleri i¢in 2 deney tiipii alinir. Hazirlanmis ¢ozeltilerin her biri i¢in 2 tiipe
100 pl ve 40 pl alinir ve tizeri 1 ml metanolle tamamlanir. Sonra her tiipten 40 pl alinir
tizerine 2,4 ml saf su, 0,2 ml seyreltilmemis folin reaktifi ve 0,6 ml %20°lik Na>,COs ilave
edilir. Oda sicakliginda ve karanlikta olmak {izere 2 saat inkiibe edilir. Sonra karigimin

absorbansi metanol koriine kars1 765 nm’de okunup not edilir.

Gallik asitten sirayla 5 tiipe, 1 ml, 0,5 ml, 0,25 ml, 0,125 ml ve 0,0625 ml koyulur. Bunlarin
her birinden sirayla bagka tiiplere 40 pl alinip lizerine 2,4 ml saf su, 0,2 ml seyreltilmemis
folin reaktifi ve 0,6 ml %20’lik Na,COgs ilave edilir. Oda sicakliginda ve karanlikta 2 saat
inkiibasyon yapilir. Sonra karigimin absorbansi metanol koriine kars: 765 nm’de okunup not

edilir.

Sonra gallik asit derisimlerine karsi absorbans grafigi ¢izilir. Yavsan otu i¢in okunan

absorbans degerleri grafik kullanilarak gallik asitle esdeger cinsinden hesaplanir.
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4.11. Antimikrobiyal Aktivite Tayinleri

4.11.1. Bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi

Mikrodiliisyon yontemi

Bilesiklerin minimum inhibitdr konsantrasyon (MiK), minimum bakterisidal konsantrasyon
(MBK) ve minimum fungisidal konsantrasyon (MFK) degerleri mikrodiliisyon yontemi ile
belirlenmistir. +4 derecede muhafaza edilen sivi besiyeri (bakteriler i¢in Mueller Hinton
broth, mayalar i¢in Sabouraud Dekstroz broth) 96 kuyulu mikroplakaya her kuyucuga 100
ul olacak sekilde dagitilmistir. Konsantrasyonu 2500 uM olan bilesikten 100 pl alinip ilk
kuyuya eklenmis, ilk kuyudan ayn1 miktar alinip sonraki kuyuya gecilmistir. Bu islem 8 defa
tekrarlanmistir ve bilesigin 1250-9,77 uM arasinda degisen farkli konsantrasyonlari elde
edilmistir. McFarland No: 0,5 (1x108 colony forming unit (cfu)/ml)) olarak ayarlanmig olan
mikroorganizmalar serum fizyolojik igerisinde 1\10 oraninda seyreltilmistir ve her bir
kuyuya 5 pl eklenmistir. Negatif kontrol olarak besiyeri, pozitif kontrol olarak besiyeri ile
mikroorganizma kullanilmistir. Bakteri olan plakalar 24 saat 37 °C’de, maya olan plakalar
48 saat 30 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Bilesiklerin MiK, MBK ve MFK degerlerinin
belirlenmesi i¢in inkiibasyon sonras1t mikroplakalar igerisindeki her bir kuyudan 10 pl 6rnek
alinip bakteriler i¢in Mueller Hinton agar, mayalar i¢in Sabouraud Dekstroz agar besiyerine
ekim yapilmis ve uygun siirede inkiibasyondan sonra mikroorganizmalarin farkl
konsantrasyonlardaki tiremeleri kontrol edilmistir. Mikroorganizma iiremesinin olmadig1 en
diisiik konsantrasyon bakteriler icin minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK)), mayalar
icin minimum fungisidal konsantrasyon (MFK) degeri olarak degerlendirilmistir.
Inkiibasyon sonunda mikroorganizmalarm iiremesinin yavasladigi ilk konsantrasyon

minimum inhibitdr konsantrasyon (MIiK) degeri olarak degerlendirilmistir.

Mikroorganizmalarin konsantrasyonunun McFarland standartina gore ayarlanmasi

+4°C’de muhafaza edilen stok kiiltiirler canlandirilmak {izere ¢ikarilmistir. Bakteriler, i¢inde
Muller Hinton Agar bulunan petrilere, stok kiiltiirlerden alinarak tek koloni ekimi yapilmis
ve 37°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra gelisen aktif
bakteri kiiltiirlinden alinarak steril serum fizyolojik bulunan tiiplere aktarilmis, yogunlugu

McFarland No: 0,5 (1x108 colony forming unit (cfu)/ml)) olacak sekilde ayarlanmistir.
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Mayalar, Malt Extract agar bulunan petrilere ekilmis ve 30°C’de 48 saat siireyle
inkiibasyona brrakilmistir. Inkiibasyondan sonra gelisen aktif maya kiiltiiriinden alinarak
steril serum fizyolojik bulunan tiiplere aktarilmis, yogunlugu McFarland No: 0,5 (1x107

cfu/ml) olacak sekilde ayarlanmustir.

4.12. Yag Asidi Icerigi Calisma Sartlar ve Tayin Yéntemi

4.12.1. Gaz kromatografi cihazi1 calisma sartlari

Cihazimiz Agilent HP GC 6890, Kolonumuz HP-88 uzunlugu 100 m ¢ap 0,25 mm, Film
Kalinligi 0,20 cm’dir.

Split orani 1: 100'diir. Enjeksiyon sicakligi 250 °C'dir. Basing 34,17 psi, Split akis1 207,1 m
/dk, toplam akis 215,9 ml / dk'dir. Firin programi; ilk sicaklik 120 °C olup 10. dakikada 175
°C’ye ¢ikar 15. dakikada 210 °C, 20 dk 230 °C yiikselir. Analiz bitiminde kendini 120 °C’ye

sogutur.

4.12.2. Yag asidi icerigi tayin yontemi

Coziciisii tamamen uzaklastirilmis numuneden 0,1g tartilarak 2 ml heksan igerisinde
¢oziildii. Sonra iizerine 2 M metanollii KOH ¢d6zeltisinden 0,2 ml ilave edilerek su banyosu
iizerinde sabunlagsma oluncaya kadar 10 dakika 1sitma islemi yapildi. Sabunlagma sonunda,
yag balonu igine % 14 lik BF3—metanol ¢6zeltisinden belli miktarda eklendi ve 5 dakika
daha 1s1tild1. Isitma sonrasinda balon stirekli ve yavas bir sekilde calkalands, lizerine 2 ml n—
heptan ilave edildi. Tiim bunlar bir dakika daha 1sitildiktan sonra, {izerine 4 ml doymus NaCl
cozeltisinden eklendi. Karisim iyice karistirildiktan sonra ayirma hunisine alindi, 5 ile 10
dakika kadar fazlarin ayrilmasi beklendi. Alttaki sulu faz atilarak, iistteki acik sar1 renkli faz

vial tiiplere konularak analizin yapilacagi zamana kadar derin dondurucuda saklanda.


http://20.dk/
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5. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

5.1. SCCO2 Oziitleme Yéntemi ile Yavsan Otu Calismalan

5.1.1. Yavsan otunun SCCO: 6ziitleme yontemi ile elde edilen 6ziit miktari icin en iyi
sonucu elde etme calismalari

Bu boliimde, yavsan otundan 6ziitlenen yag miktarlarinin basing, sicaklik, pargacik boyutu,
karbon dioksit akis hizi parametrelerine gore nasil sonug verdigi incelenmistir. Literatiire
bakildiginda, siiperkritik karbondioksit 6ziitleme cihazi ile ¢alismalarda maksimum verimin
ilk 90 dakika iginde gdzlendigi belirlenmistir. Oziitleme sonucunda ¢ikan yag miktarlarmin

yiiksek miktarlarda temin edilmesi i¢in deney siiresi 120 dakika olarak belirlenmistir [16].

Yavsan otunun siiperkritik 6ziitlemesi sonrasinda elde edilen 6ziit miktarinin en yiiksek
diizeyde olmasi i¢in farkli deneysel parametrelere gore en iyi sonug elde etme ¢alismalari
yapilmustir. Deneyler, literatiire uygun olarak 160 bar, 35 °C, 0,55 mm parcacik boyutu, 5
L/dak CO2 akis hiz1 ile baglanmistir. Deneylerin sonuglari ¢izelge 5.1°de verilmistir.
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Cizelge 5.1. Yavsan otu oOrnekleri i¢in farkli parametrelere gore en iyi 0ziit elde etme

calismalari
Ornek Basing, sicaklik, parcacik boyutu, CO2 akis | Olusan Oziit miktar1 (mg/g)
tiiplerin hiz1 parametreleri
kodlar1
Y1 160 bar, 35 °C, 5 L/dak CO2, 0,55 mm 21,622
Y2 180 bar, 35 °C, 5 L/dak CO2, 0,55 mm 22,576
Y3 200 bar, 35 °C, 5 L/dak CO», 0,55 mm 23,785
Y4 220 bar, 35 °C, 5 L/dak CO2, 0,55 mm 24,649
Y5 240 bar, 35 °C, 5 L/dak CO», 0,55 mm 24,844
Y6 260 bar, 35 °C, 5 L/dak CO», 0,55 mm 25,094
Y7 35 °C, 260 bar, 5 L/dak CO2, 0,55 mm 36
Y38 45 °C, 260 bar, 5 L/dak CO», 0,55 mm 42,4
Y9 55 °C, 260 bar, 5 L/dak CO2, 0,55 mm 44,8
Y10 65 °C, 260 bar, 5 L/dak CO2, 0,55 mm 43,6
Y11 75 °C, 260 bar, 5 L/dak CO>, 0,55 mm 38,16
Y 12 0,125 mm, 55 °C, 260 bar, 5 L/dak CO> 48,842
Y 13 0,3025 mm, 55 °C, 260 bar, 5 L/dak CO» 39,662
Y 14 0,4775 mm, 55 °C, 260 bar, 5 L/dak CO» 34,293
Y 15 0,655 mm, 55 °C, 260 bar, 5 L/dak CO> 48,96
Y 16 0,855 mm, 55 °C, 260 bar, 5 L/dak CO> 32,96
Y 17 3 L/dak CO2, 0,655 mm, 55 °C, 260 bar 25,926
Y 18 4 L/dak CO», 0,655 mm, 55 °C, 260 bar 24,37
Y 19 5 L/dak COg2, 0,655 mm, 55 °C, 260 bar 24,888
Y 20 6 L/dak CO2, 0,655 mm, 55 °C, 260 bar 28,4
Y21 7 L/dak CO2, 0,655 mm, 55 °C, 260 bar 32,8

Cizelge 5.1°e bakildiginda Y kodlariyla tanimlanan 6rneklerde, en yliksek verimle 6ziitiin
elde edildigi deney parametreleri bulunmaya calisilmistir. Bu parametrelerin, 260 bar basing,
55 °C sicaklik, 0,655 mm pargacik biiyiikliigii, SL/dak CO2 akis hizi oldugu goriilmiistiir. Bu

parametrelerde caligilan 6rnegin kodu ise Y 15°tir.

Stiperkritik karbondioksit 6ziitlemesi sonunda elde edilen 6rnekler, HPLC cihazi ile analiz
edilmis. Orneklerin toplam QRKA miktarlar1 hesaplanmustir. Cizelge 5.2 bu sonuglart

gostermektedir.
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Cizelge 5.2. Yavsan otu Ornekleri i¢in farkli parametrelere gore en yiiksek toplam QRKA
elde etme ¢alismalar1

Ornek Basing, sicaklik, pargacik boyutu, CO2 akis hiz1 | Oziit i¢indeki
tiiplerin parametreleri toplam QRKA
kodlar1 miktar1 (ug/g)
Y1 160 bar, 35 °C, 5 L/dak CO», 0,55 mm 1,668

Y2 180 bar, 35 °C, 5 L/dak CO», 0,55 mm 1,041

Y3 2000 bar, 35 °C, 5 L/dak CO2, 0,55 mm 1,062

Y4 220 bar, 35 °C, 5 L/dak CO, 0,55 mm 1,112

Y5 240 bar, 35 °C, 5 L/dak CO, 0,55 mm 1,622

Y6 260 bar, 35 °C, 5 L/dak CO, 0,55 mm 2,450

Y7 35 °C, 260 bar, 5 L/dak CO», 0,55 mm 2,340

Y8 45 °C, 260 bar, 5 L/dak CO, 0,55 mm 2,278

Y9 55 °C, 260 bar, 5 L/dak CO2, 0,55 mm 2,329

Y 10 65 °C, 260 bar, 5 L/dak CO», 0,55 mm 2,261

Y11 75 °C, 260 bar, 5 L/dak CO,, 0,55 mm 2,437

Y12 0,125 mm, 55 °C, 260 bar, 5 L/dak CO> 7,258

Y13 0,3025 mm, 55 °C, 260 bar, 5 L/dak CO> 8,163

Y14 0,4775 mm, 55 °C, 260 bar, 5 L/dak CO> 8,461

Y15 0,655 mm, 55 °C, 260 bar, 5 L/dakCO> 9,278

Y16 0,855 mm, 55 °C, 260 bar, 5 L/dak CO> 6,436

Y17 3 L/dak CO2, 0,655 mm, 55 °C, 260 bar 1,286

Y18 4 L/dak CO2, 0,655 mm, 55 °C, 260 bar 5,757

Y19 5 L/dak COg, 0,655 mm, 55 °C, 260 bar 8,400

Y20 6 L/dak CO2, 0,655 mm, 55 °C, 260 bar 9,415

Y21 7 L/dak COg2, 0,655 mm, 55 °C, 260 bar 9,473

Cizelge 5.2°ye bakildiginda, en yiiksek toplam QRKA miktarinin oldugu parametrelerin 260
bar basing, 55 °C sicaklik, 0,655 mm parcacik biiyiikliigii, 7L/min CO2 akis hiz1 oldugu

goriilmiistlir. Bu parametrelerle ¢alisilan 6rnek kodu Y 21°dir.

Cizelge 5.1 ve 5.2°ye bakildiginda, 6ziit miktarinin en yiiksek oranda ¢iktig1 6rnekler ile
QRKA miktarlarinin en yiiksek oranda ¢iktig1 Ornekler ayni degildir. Cizelgeler
incelendiginde, artis ve azalis oranlarinin ayni yonlii olmadig goriilmiistiir. Toplam QRKA
miktarmin yliksek olmasi istenildiginde, 6ziit miktarinin yiiksek olmasi i¢in gereken sartlarla
tutarli olmadig1 goriilmektedir. Toplam QRKA ve 6ziit miktarlari i¢in farkli en uygun sartlar

gerekmektedir.
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5.1.2. Yavsan otunun SCCO: oziitleme yontemi ile elde edilen toplam 6ziit miktar: ve

QRKA veriminin farklh parametrelere gore incelenmesi

Yavsan otu ile yapilan ¢alismalarda, ¢alisilan parametrelerin toplam 6ziit miktar1 ve toplam

QRKA’y1 nasil etkiledigine dair yapilan deneylerimizin ilki basing degisikligi izerine oldu.

Yavsan otunun basing degisikligi ile 6ziit miktar1 ve toplam QRKA verileri Cizelge 5.3’te

verilmistir.

Cizelge 5.3. Yavsan otundan elde edilen 6ziit miktar1 ve toplam QRKA miktarina basing
etkisi verileri

Basing (Bar) Oziit miktar1 (g) Toplam QRKA (ng/g)
160 21,622 1,668
180 22,576 1,041
200 23,785 1,062
220 24,649 1,112
240 24,844 1,622
260 25,094 2,450

Yukarida ¢izelge 5.3°te verilen deney sonuglari, sicaklik 55 °C, 5SL/dak CO; akis hizi, 0,55
mm parcacik boyutu, 120 dakika Oziitleme siiresi parametreleri sabit tutularak basing
degisikligi verileri ile calisilmistir. Yavsan otundan elde edilen 6ziit miktar1 ve toplam

QRKA’ya basing etkisi grafik olarak Sekil 5.1°de verilmistir.
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Sekil 5.1. Yavsan otundan elde edilen 6ziit miktar1 ve toplam QRKA miktarina basing etkisi
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Basing artis1 ile elde edilen 6ziit miktarinin arttigi goriilmektedir. Yapilan literatiir
aragtirmasinda bu sonucun beklenen bir durum oldugu goriilmektedir. Yapilan bir
siiperkritik CO> ile 6ziitleme ¢alismasinda, bir tiir Meksika bitkisi olan Chia tohumundan
stiperkritik COz ile yag eldesi arastirilmistir. Calismanin sonucuna gore basing artisi ile

oziitleme verimliliginde artis oldugu gozlenmistir [65].

Sekil 5.1°de verilen grafik incelendiginde basincin artmasiyla 220 bar’a kadar diizenli bir
Oziit miktar1 artis1 gerceklesmistir. Basincin artmasiyla toplam QRKA miktar1 ise 160
bar’dan 180 bar’a kadar azalma gdstermis. 180 bar’dan 220 bar’a kadar ¢ok diisiik miktarda
artis gostermistir. Toplam QRKA miktarinda 220 bar’dan 260 bar’a kadar ise oldukga
yiiksek bir artig goriilmiistiir.

Basincin artmasi ile 0ziit miktarinin genellikle artmasi literatiirde siirekli karsilasilan ve
gozlenen bir durumdur. Yiiksek basinglarda COz yogunlugunun artis1 ile ¢cozme etkisinin
arttig1 bilinmektedir. icen tarafindan 2008 yilinda yapilan ¢alismada kafeinin siiperkritik
karbon dioksit 6ziitlemesinde basing artisi ile kafein miktarindaki artisin giderek azaldigi ve

belli bir basingtan sonra iiriin miktarina katkisinin olmadig1 goriilmiistiir [25].

Bulunan bu sonuca gore elde edilen QRKA miktarinin en yiiksek oldugu parametre olan 260

bar basin¢la deneylere devam edilmistir.

Yavsan otunun sicaklik degisikligi ile 6ziit miktar1 ve toplam QRKA verileri Cizelge 5.4’te

verilmistir.

Cizelge 5.4. Yavsan otundan elde edilen 6ziit miktar1 ve toplam QRKA miktarma sicaklik

etkisi verileri
Sicaklik (°C) Oziit miktari (mg/g) Toplam QRKA (ng/g)
35 36 2,340
45 42,4 2,278
55 44.8 2,329
65 43,6 2,261
75 38,16 2,437

Yukarida ¢izelge 5.4’te verilen deney sonuclari, basing 260 bar, CO2 akis hizi 5L/min,

parcacik boyutu 0,55 mm, 6ziitleme siiresi 120 dakika parametreleri sabit tutularak sicaklik



54

degisikligi ile calisilmistir. Yavsan otundan elde edilen 6ziit miktar1 ve toplam QRKA’ya
sicaklik etkisi grafik olarak Sekil 5.2°de verilmistir.
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Sekil 5.2. Yavsan otundan elde edilen 6ziit miktar1 ve toplam QRKA miktarina sicaklik
etkisi

Oziit miktarinda sicaklik ile dnce artma sonra azalma gergeklesmistir. Oziit miktarmin en
yiiksek oldugu parametreler, 55 °C sicaklik, 260 bar basing, 0,55 mm parcacik boyutu, 5
L/dak CO2 akis hiz1 olarak bulunmustur. Sicaklik ¢alismalari ile yapilan deneylerde, en
yiiksek ¢ikan yagin 55 °C oldugu goriilmiistiir. Calismalara bu sicaklik sabit tutularak devam

edilmistir.

Sekil 5.2°de verilen grafik incelendiginde sicaklik 35 °C’den 55 °C’ye kadar arttikca 0ziit
miktarinin arttig1 goriilmiistiir, 55 °C’den sonra ise diisme goriilmiistlir. Yine grafik
incelendiginde sicaklik artis1 ile QRKA miktarinin hemen hemen degismedigi goriilmiistiir.
Literatiir degerleri incelendiginde sicaklikla ilgili caligmalar ile bizim ¢alismamiz arasinda

genel olarak uygunluk goriilmiistiir.

Yapilan bir ¢aligmada siiperkritik karbondioksit 6ziitleme yontemi ile deve dikeninden
silibin Ozilitlemesi deneylerinde, sicaklik artisi ile silibin miktarinda diisiis oldugu

goriilmiistiir [66].
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Sicaklik artig1 ile oziitlenecek bilesiklerin buhar basinglari artarak, bu bilesiklerin akiskan
faza daha kolay diflize olmalarini saglanmaktadir. Sicaklik artmasiyla madde bilesenlerinin
yapilarina ve buhar basinglarina gore bilesenlerin verimini artirma veya buhar basinci diistik

olan bliyiik molekiillii maddeler i¢in verimi azaltma etkisi olmaktadir [16].

Bulunan bu sonuca gore elde edilen QRKA miktariin en yliksek oldugu parametre olan 55

°C sicaklikla deneylere devam edilmistir.

Yavsan otunun pargacik boyutu degisikligi ile 6ziit miktar1 ve toplam QRKA verileri ¢izelge

5.5’te verilmistir.

Cizelge 5.5. Yavsan otundan elde edilen 6ziit miktar1 ve toplam QRKA miktarina parcacik
boyutu etkisi verileri

Parcacik boyutu (mm) | Oziit miktari (g) Toplam QRKA (ug/g)
0,125 48,842 7,258
0,3025 39,662 8,163
0,4775 34,293 8,461
0,655 33,6 9,278
0,855 32,96 6,436

Yukarida ¢izelge 5.5’te verilen deney sonuglari, basing 260 bar, sicaklik 55 °C, CO; akis hiz1
5L/dak, oziitleme siiresi 120 dakika parametreleri sabit tutularak sicaklik degisikligi ile
calisilmistir. Yavsan otundan elde edilen 6ziit miktar1 ve toplam QRKA’ya pargacik boyutu
etkisi grafik olarak Sekil 5.3’te verilmistir.
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Sekil 5.3. Yavsan otundan elde edilen 6ziit miktar1 ve toplam QRKA miktarina pargacik
boyutu etkisi

Sekil 5.3’te verilen grafik incelendiginde partikiil biiyiikliigii arttikca, elde edilen oziit
miktarinin azaldigi goriilmustiir. Yine grafik incelendginde 0,655 mm’e kadar toplam

QRKA miktart artmig sonrasinda ise azalmistir.

Literatiire bakildiginda, partikiil boyutu azaldik¢a 6ziit veriminin arttig1 goriilmiistiir.

Reverchon ve arkadaglarinin yaptigi deneysel c¢alismada yer fistigindan siiperkritik
karbondioksit ile yag eldesi konulu ¢aligmada tanecik boyutu kiigiildiik¢e yiizey alaninin
genisledigi ve dolayisiyla 6ziitleme veriminde artis oldugu bulmusglardir. Pargacik boyutu
kii¢iik olunca, 6rnegin yiizey alaninin arttig1 ve bundan dolay1 da dis kiitle aktarim direngleri
azaldig1 i¢in taneciklerin ¢oziiciiye daha kolay ulasmasi saglanmaktadir. Diflizyonun da

artt1g1 goz oniine alinirsa verimdeki artis daha kolay agiklanabilir [67].

Machmudah ve arkadaslarinin yaptig1 deneysel ¢alismalarda tanecik boyutu kiigiik oldukca
ylizey alaninin fazla oldugu, esansiyel yaglarin ¢oziicliye daha yiiksek oranda gegtigini ve

kiitle transfer direngleri azaldig1 i¢in de 6ziitleme veriminde artis oldugu goriilmistiir [68].

Bulunan bu sonuca gore elde edilen QRKA miktarinin en yiiksek oldugu parametre olan

0,655 mm parcacik boyutu ile deneylere devam edilmistir.
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CO2 akig hizinin elde edilen 6ziit miktar1 ve toplam QRKA miktarina etkisi ¢aligmalari

cizelge 5.6°da verilmistir.

Cizelge 5.6. Yavsan otundan elde edilen 6ziit miktar1 ve toplam QRKA miktarina CO3 akis
hiz1 etkisi

Karbon dioksit akis hiz1 | Oziit miktar1 (mg/g) Toplam QRKA (pg/g)
(L/dak)

3 25,926 1,286

4 24,37 5,757

5 24,888 8,400

6 28,4 9,415

7 32,8 9,473

Yukarida gizelge 5.6’da verilen deney sonuglari, basing 260 bar, sicaklik 55 °C, pargacik
boyutu 0,655 mm, oziitleme stiresi 120 dakika parametreleri sabit tutularak CO2 akis hizi
degisikligi ile calisilmistir. Yavsan otundan elde edilen 6ziit miktar1 ve toplam QRKA’ya
COz akis hiz1 etkisi grafik olarak Sekil 5.4°te verilmistir.
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Sekil 5.4. Yavsan otundan elde edilen 6ziit miktar1 ve toplam QRKA miktarina CO; akis hiz1
etkisi

Sekil 5.4’te verilen grafik incelendiginde 6ziit miktari, CO; akis hiz1 3L/dak’dan 4L/dak’a

ciktifinda azalmakta, fakat sonrasinda akis hizi arttik¢a 6ziit miktar1 da artmaktadir.

Toplam QRKA miktarina bakildiginda, 5L/dak’a kadar yiliksek oranda artig olmakta

sonrasinda yine artis olmakta ve sabit hale gemektedir.
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Akis hiz1 etkisi ile siireg iki sekilde etkilenmektedir. CO2 akis hizinin artmasi 6ziitleme
haznesi ic¢indeki girdaplarin artisina, kati ile akiskan madde arasinda film kalinliginda
azalmaya sebep olmaktadir. Bunun sonucunda da verimlilik artmaktadir. CO2 akis hizi
artikca kat1 ve akiskan madde arasindaki etkilesme siiresini kisaltmakta ve verimliligi

azaltmaktadir. Coziicii olan CO2 akis hizinin siirece etkisi kat1 maddenin yapisi ile yakindan
ilgilidir [52].

Jojoba tohumu yagi siiperkritik karbon dioksit ile 6ziitleme deneysel ¢alismasinda, CO; akis
hizinda artis olmasi ile baslangi¢ 6ziitleme hizinin arttig1 ve fakat 6ziitleme verimliliginde
kayda deger bir degismenin olmadigi belirtilmistir. [69] Reverchon ve arkadaslari
Stiperkritik karbon dioksit Oziitlenmesi ile kus burnu tohumu yagmin oziitlenmesini
arastirmis ve deneysel ¢alismalarda ¢dziicii akis hizinin artisi ile 6ziitleme hizinin degistigini
belirtmistir. [70] CO. akis hizinin verimlilige etkisi konusunda bulunan sonucun,

literatiirdeki benzer sonuglarla desteklendigi goriilmiistiir.

Bulunan bu sonuca gore elde edilen QRKA miktariin en yiiksek oldugu parametre olan 7
L/dak COz akis hizi belirlenmistir. Boylelikle ¢aligmanin optimum parametrelerinin 260 bar

basing, 55 °C sicaklik, 0,655 mm parcacik boyutu, 7 L/dak oldugu goriilmiistiir.

SCCOg; caligmalarindan sonra yavsan otu ornekleri 0.4775 ve 0,655 esit oranda toplam
2,5098 g numune olarak alind1 ve soxhleth cihazina 170 ml etanol konularak 7 saat soxleth
cithazindan gegcirildi. 145 ml toplam geriye etanollii 6rnek kaldi. Bu kalan 6rnekten 12 ml
numune HPLC i¢in deney tiipiine aktarildi. HPLC ile 6rnek incelendiginde, 226,41 pg/g
QRKA miktar1 ¢itkmistir. SCCO2 yontemine gore ¢ok yiiksek miktarda elde edilmistir. Ama
toksik olmayan ucuz bir ¢oziicii kullanilmasi, kolay yapilabilmesi, kisa siirede elde
edilebilmesi gibi yontemlerden dolayr SCCO2 yonteminin bir ¢ok istiin 6zelligi oldugu

gorilmiistiir.



59

5.2. Antioksidan Aktivite Tayini Yontemleri Sonuclar:

5.2.1. DPPH (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl) radikal siipiirme etkisi deney sonug¢lari

Yavsan otundan elde edilen 6ziitlerin, antioksidan aktivitesinin belirlenmesi i¢in 6nce DPPH
serbest radikal ¢ozeltisinin birbirinden farkli derisimleri hazirlandi (10-0,625 mg/ml) ve
absorbansi spektrofotometre cihazinda 6lgiildii Ag olarak belirlendi. Yavsan otu, BHT ve
BHA nin absorbansi 517 nanometre’de 6l¢iildii ve her 6lgiim igin {ic deneyin ortalamasi

cizelge 5.7°de tablo olarak verildi.

Cizelge 5.7. Ornek, BHA, BHT ve DPPH radikallerinin absorbans degerleri

Omek go (DRl ]r?qzl;lril;;q pe ](?serrrizi/nr?ql) ](széiﬁ]rg/ml)
Y1 0,549 0,532 0,515 0,535
Y2 0,549 0,523 0,530 0,535
Y3 0,549 0,530 0,522 0,522
Y4 0,549 0,535 0,531 0,529
Y5 0,549 0,538 0,526 0,524
Y6 0,690 0,575 0,571 0,576
Y7 0,690 0,600 0,579 0,582
Y8 0,690 0,591 0,587 0,586
Y9 0,690 0,577 0,589 0,581
Y10 0,690 0,563 0,558 0,588
Y1l 0,690 0,594 0,587 0,595
Y12 0,647 0,621 0,625 0,629
Y13 0,647 0,638 0,633 0,635
Y14 0,690 0,605 0,596 0,594
Y15 0,647 0,621 0,627 0,632
Y16 0,690 0,602 0,595 0,501
Y17 0,647 0,618 0,620 0,618
Y18 0,647 0,618 0,608 0,611
Y19 0,647 0,622 0,599 0,613
Y20 0,553 0,514 0,513 0,512
Y2l 0,553 0,495 0,517 0,517
Ysoxhleth 0,553 0,470 0,489 0,505
BHA 0,349 0,051 0,072 0,159
BHT 0,349 0,151 0,209 0,278
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Yavsan otu, BHA ve BHT i¢in ortamdaki DPPH serbest radikallerinin inhibe edilen yiizde

(%) miktar1 hesab1 asagidaki formiilden yararlanilarak yapilmstir.

% |nhibisy0n = (Ao'Anumune)/AoXlOO
% Inhibisyon = (Ao-Agna)/Acx100
% Inhibisyon = (Ao-AgHT)/AcXx100

Omek, BHA, BHT icin ortamdaki DPPH serbest radikallerinin inhibe edilen yiizde

miktarlari ¢izelge 5.8°de tablo olarak verildi.

Cizelge 5.8. Ornek, BHA, BHT i¢in ortamdaki DPPH serbest radikallerinin inhibe edilen
yiizde miktarlar

) %I Derisim (20 | %I Derigsim %I Derigim
Ornek mg/ml) (5 mg/ml) (2,5 mg/ml)
Y1 3,155 6,250 2,670
Y2 4,794 3,519 2,609
Y3 3,580 5,036 5,036
Y4 2,670 3,297 3,641
Y5 2,063 4,247 4,551
Y6 16,626 17,158 16,481
Y7 13,001 16,046 15,563
Y8 14,306 14,934 15,031
Y9 16,336 14,596 15,756
Y10 18,415 19,043 14,741
Y1l 13,968 14,935 13,726
Y12 4,018 3,452 2,782
Y13 1,391 2,164 1,855
Y14 12,276 13,581 13,871
Y15 4,018 3,091 2,318
Y16 12,711 13,775 14,355
Y17 4,482 4,173 4,482
Y18 4,482 6,028 5,616
Y19 3,915 7,367 5,255
Y20 6,996 7,238 7,358
Y21 10,434 6,453 6,514
Ysoxhleth 14,958 11,459 8,685
BHA 85,387 79,284 54,355
BHT 56,733 40,229 20,344
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Yiizde (%) inhibisyon degeri ne kadar yiiksekse oranda ise antioksidan etki degerinin de o
kadar yiiksek olacagi kabul edilmektedir. Yukaridaki ¢izelgeye bakildiginda DPPH serbest

radikali giderme aktivitesi degeri normal 6zellik gostermistir.

Yukarida verilen sonuglar anlamlidir. Yapilan deneyde numunenin derisimi 10 mg/ml, BHA
ve BHT derisimi ise 1 mg/ml alindi. Asagidaki sekilde derisime gore %I grafigi
gbsterilmistir. Ornekler i¢inden siipiiriicii aktivitesi en yiiksek olan Y10, SCCO2 yéntemine
gore optimum QRKA elde edilen deger olan Y21 ve soxhleth dziitlemesi ile elde edilen
Ysoxhleth, grafige konulmustur. Standart olarak da BHA ve BHT grafige konularak
kiyaslama yapilmistir. Ornekler antioksidan 6zellik gdstermesine ragmen, sentetik
antioksidan olan BHA ve BHT’ya gore daha zayif oldugu goriilmistiir. Y10 oziitler
icerisinde siipliriicii 6zelligi en yiiksek olan 6rnektir. BHA ve BHT standartlarina gore daha
diisiik 6zellik gosterse de antioksidan 6zelligi yine iyi olarak goriildii. Y21 nisbeten daha
diisiik degerde stipiiriicii 6zellik gosterse de yine antioksidan aktivite olarak stipiicii 6zellik
gostermistir. Ysoxhleth, soxhleth dziitlemesi ile elde edilen Oziittiir. Y21’e gdre nispeten

daha yiiksek ozellikte siipiiriicii 6zellik gdstermistir.
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Sekil 5.5. Y10, Y21, Ysoxhleth, BHA ve BHT’nin DPPH serbest radikal tizerindeki
stipiirticii aktiviteleri
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5.2.2. Toplam fenolik madde tayini (Folin-Ciocalteau) yontemi deney sonugclari
Bitkideki toplam fenolik madde miktar1 100 g yavsan otundaki mg cinsinden gallik asit (GA)
esdegeri olarak hesaplandi (mg GAE/100 g yavsan otu). Bu amagla gallik asit derisimlerine

(1, 0,5, 0,25 mg/ml) kars1 absorbanslar 6l¢iilerek ¢izelge 5.9 verildi ve gallik asidin standart
caligma grafigi Sekil 5.6 olusturuldu.

Cizelge 5.9. Standart gallik asidin derisim absorbans verileri

Gallik asit (mg/ml)

Derisim Absorbans (765 nm)
0,2 0,016
04 0,0263
0,6 0,0316
0,8 0,043
1 0,0523
0,06
y =0,0447x + 0,0071 o
005t R>=0,9909 .7
5004 F e °
© e
2] 003 T e
g A
§ 002 - T
2
0,01 t
O 1 1 1 1 1 ]
0 0,2 0,4 06 08 1 12
Derisim (mg/ml)

Sekil 5.6. Standart gallik asit derisim absorbans grafigi

Yavsan otundan elde edilen Oziitlerin, antioksidan aktivitesinin belirlenmesi i¢in Folin-
Ciocalteau yontemi kullanilarak elde edilen toplam fenolik madde miktar1 degerleri yavsan

otu numuneleri i¢in standart gallik aside esdegerleri Cizelge 5.10’da verildi.
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Cizelge 5.10. Yavsan otundan elde edilen Oziitler ve soxhleth cihazindan gegirilen 6ziitiin
gallik asit cinsinden fenolik madde miktar1 degerleri

Ornekler GAE, gallik asit esdegeri
0,4 mg/ml 1,0 mg/ml

Y1 26,778 103,859
Y2 29,016 78,132
Y3 33,490 87,080
Y4 30,134 83,725
Y5 61,901 93,792
Y6 33,490 102,181
Y7 35503,360 190,940
Y8 36,555 130,537
Y9 36,107 127,181
Y10 48,190 93,624
Y11 133,199 411,297
Y12 90,246 202,125
Y13 68,322 224,497
Y14 113,512 243,512
Y15 116,644 305,034
Y16 39,687 160,738
Y17 81,745 143,960
Y18 140,805 178,635
Y19 110,380 207,718
Y20 124,251 234,564
Y21 194,944 288,255
Ysoxhleth 207,919 492,953

Cizelge 5.10’a bakildiginda Y2 hem 0,4 mg/ml, hem de 1,0 mg/ml derisim i¢in gallik asiti
esdegeri olarak minimum sonug veren oziitii, Y11 1,0 mg/ml i¢in gallik asit esdegeri olarak
optimum sonug veren 0ziitii, Y21 iki derisim i¢in de SCCO2 6ziitlemesi yontemi ile optimum
QRKA elde edilen oziitleri ve ayn1 zamanda 0,4 mg/ml derisim i¢in optimum fenolik madde
elde edilen 0ziitii, Ysoxhleth her iki derisim i¢in de etanolle soxhleth cihazindan gegirilen
ornekten elde edilen o6ziitii gostermektedir. Sonuglar, 0,4 mg/ml ve 1 mg/ml derisim i¢in
verilmistir. Toplam fenolik madde tayini deneyleri olarak inceledigimizde yavsan otunun
fenolik madde igerigi 1,0 mg/ml i¢in 78,13- 492,95 mg GAE/100g Yavsan otu araliginda
degismektedir. 0,4 mg/ml icin ise 29,01-207,92 mg GAE/100g Yavsan otu araliginda
degismektedir.

Derisime gore toplam fenolik madde igerigi sekil 5.7°de verilmistir.
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Sekil 5.7. Toplam fenolik madde igerigi derisim grafigi

Asagidaki sekiller DPPH ve Folin-Ciocalteau yontemi kullanilarak elde edilen sonuglarin
beraberce grafige dokiilmiis halidir.
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Sekil 5.8. SCCO; yonteminde basing degisikligi ile elde edilen &ziitlerin DPPH ve toplam
fenolik degisimi ¢izgi grafigi
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Sekil 5.9. SCCO; yonteminde basing degisikligi ile elde edilen 6ziitlerin DPPH ve toplam
fenolik degisimi siitun grafigi
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Sekil 5.10. SCCO; yonteminde sicaklik degisikligi ile elde edilen 6ziitlerin DPPH ve toplam
fenolik degisimi ¢izgi grafigi
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Sekil 5.11. SCCO; yonteminde sicaklik degisikligi ile elde edilen 6ziitlerin DPPH ve toplam
fenolik degisimi siitun grafigi
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Sekil 5.12. SCCO; yonteminde pargacik biiytikliigi degisikligi ile elde edilen oziitlerin
DPPH ve toplam fenolik degisimi ¢izgi grafigi
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Sekil 5.13. SCCO: yonteminde parcacik biiyiikliigii degisikligi ile elde edilen oziitlerin
DPPH ve toplam fenolik degisimi siitun grafigi
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Sekil 5.14. SCCO; yonteminde CO; akis hiz1 degisikligi ile elde edilen 6ziitlerin DPPH ve
toplam fenolik degisimi ¢izgi grafigi
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Sekil 5.15. SCCO2 yonteminde CO: akis hiz1 degisikligi ile elde edilen dziitlerin DPPH ve
toplam fenolik degisimi siitun grafigi

Benabderrahim ve arkadaslari tarafindan Tunus’un ¢6l bitkilerinden (Pituranthos tortuosus;
Retama raetam; Ephedra alata; Ziziphus lotus; Capparis spinoza; Calligonum comosum ¢ol
calilar1) elde edilen biyoaktif kimyasallar ile ilgili ¢alismada 23 bilesik tanimlanmis ve 10
tanesi daha yogun miktarda bulunustur. Kimyasal igerik, antioksidan faaliyetlerin
karsilagtirmasi ile birlikte hava pargalarinin etanol 6ziitlerinde hesaplanip Sonuglarin 6nemli
olgiide ¢aligilan bitkiye bagl oldugu goriilmiistiir. Fenolik igerikler 15,52 ila 37,5 mg gallik
asit esdegeri (GAE) / g Kuru Agirlik bitki ve flavonoidler 2,92 ila 9,14 mg rutin esdegeri /
g Kuru agirlik arasinda degismis ve bes fenolik asit (kinik asit, gallik asit, siringaik asit, p-
kumarik asit ve trans-Ferulik asit) ve bes flavonoidler (katesin, epikatesin, rutin, quercetin
ve naringenin) bitkiler arasinda yogun miktarda ve yaygin oldugu goriilmiistiir. Is1 haritasi
icerisinde gorsellestirilen tiim verilere dayanarak da bitkileri iki gruba ayirmislar ve Z. lotus

ve E. Alata bitkisini en yiiksek antioksidan potansiyeli i¢in segmislerdir [71].

Yine bitki 6ziitleri iizerine yapilan bir calismada, antioksidan aktivite tayinleri yapilmis ve
DPPH ve Folin-Ciocalteau yontemleri kullanilmigtir. Bulunan sonuglar BHA ve BHT

standartlar ile kiyaslandiginda sonuglarin iyi oldugu goriilmiistiir [72].
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5.3. Antimikrobiyal Aktivite Tayini Sonug¢lar:

Yavsan otundan elde edilen 6ziitlerin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi i¢in bes adet
bakteri ve iki adet fungus i¢in bulunan minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC) ve
minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBC), minimum fungusidal (MFC) sonuglar
cizelge 5.8 ve 5.9’da verilmistir. Pozitif kontrol olarak bilinen standart ampisilin,
kloramfenikol i¢in bulunan MIC ve MBC degerleri ve ketokonazol i¢in bulunan MFC
degerleri yine ¢izelge 5.8 ve 5.9°da verilmistir. Cizelgedeki degerler incelendiginde, yavsan
otundan elde edilen Oziitlerin farkli basing, sicaklik, parcacik boyutu ve COz akis hizinin
optimum degerlerine karsilik bes bakteri {izerindeki MIC degerlerinin oldukca diistik
degerler oldugu goriilmektedir. Bu sonuglarin, pozitif kontrol i¢in kullanilan ampisilin ve

kloramfenikol ile kiyaslandiginda daha iyi oldugu goriilmektedir.

Yine yavsan otu 6ziitlerinin ¢aligilan bes bakteri iizerine gosterdigi MBC degerlerinin pozitif
kontrol olarak kullanilan Ampisilin ve Kloramfenikole kars1 kiyaslandiginda bazi bakteriler
icin benzer etki gosterirken bazilarindan ise daha iyi MBC degerlerine sahip oldugu

goriilmektedir.

Yavsan otu Oziitlerinin ¢aligilan iki fungus lizerine gosterdigi MIC degerleri incelendiginde
bulunan degerlerin pozitif kontrol olarak kullanilan ketokonazole gore daha diisiik etkili

oldugu goriilmektedir.

Yine bu oziitlerin iki fungus iizerine gosterdigi MFC degerleri incelendiginde bulunan
degerlerin pozitif kontrol olarak kullanilan ketokonazole gére C. albicans ATCC 10231
fungusu i¢in hemen hemen aym etkiye sahip oldugu goriiliirken C. krusei ATCC 6258
fungusu i¢in daha diistik etkiye sahip oldugu sdylenebilir.

Sonu¢ olarak yavsan otu Oziitlerinin, calisilan bes bakteri icin MIC degerlerinin pozitif
kontrol olarak kullanilan ampisilin, kloramfenikolden daha etkili oldugu sdylenebilir. MBC
degerlerinin ise ampisilin ve kloramfenikol ile hemen hemen benzer etkiye sahip oldugu

sOylenebilir.

Yine yavsan otu oziitlerinin, ¢alisilan iki fungus iizerine olan MFC degerleri incelendiginde

biraz daha diisiik etkiye sahip oldugu ama etkili oldugu sdylenebilir.
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Oziitleme yontemleri olan siiperkritik karbondioksit 6ziitlemesi ve soxhleth dziitlemesi
karsilastirildiginda her iki Oziitleme yontemi sonrasinda elde edilen oziitlerin benzer

antimikrobiyal ve antifungal etkiye sahip oldugu sdylenebilir.

Bulunan bu degerler dikkate alindiginda yavsan otunun g¢aligilan bakteriler tizerine oldukca
yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu sdylenebilir. Dolayistyla bu bitki dziitiiniin,
diger tamamlayici c¢alismalar yapildig1 taktirde mikroorganizmalarin sebep oldugu

hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi sOylenebilir.

Abdi ve arkadaglar1 tarafindan bir bitki olan Persicaria pensylvanica'nin gigeginden,
yapraklarindan, koklerinden ve koklerinden elde edilen 6ziitlerin ~ antimikrobiyal
aktivitesinin degerlendirildigi ¢alismada, oOziitlerin antimikrobiyal etkisi ticari olarak
kullanilan tetrasiklin antibiyotigi ile karsilastirilip, minimum inhibitor konsantrasyon (MIC)
ve minimum bakteriyosidal konsantrasyon (MBC) yontemleri kullanilarak test edilmistir. P.
pensylvanica'dan elde edilen o6ziitiin sigir meme bezlerinin patojenik S. aureus susu
Newbould 305'1 dldiirdiiglinii gormiislerdir. Ve ¢igek, yaprak, kok ve kokten elde edilen
oziitler i¢in minimum inhibitdr konsantrasyon (MIC) sinir degerleri 62.5 pg / ml, 31.25 /g /
ml sirasiyla 7,8 pg / ml ve <46,9 /g / ml olarak tesbit etmislerdir. Kan agar1 iizerinde
yetistirilen S. aureus'taki bitki 6zlerinin minimum bakteri dldiiriicii  konsantrasyonu
(MBC), tetrasiklin i¢in ise 2 pug / ml, yaprak ve kok i¢in 31.25 pg / ml, ¢igek i¢in 125 pg/
ml ve kok ekstraktlar i¢in 187.5 pug / ml oldugunu séylemislerdir [73].

Yine bitki 6ziitii lizerine yapilan bir ¢aligmada, bitki 6ziitiiniin antimikrobiyal 6zellikleri 4
bakteri tiiriine kars1 disk difiizyon ve mikrodiliisyon broth yontemleri kullanilarak tespit
edilmis ve iyi bir antimikrobiyal etki Ozelligine sahip oldugu goriilmiistiir. Bizim
buldugumuz antimikrobiyal etkinin bu ¢alismalarla kiyaslandiginda c¢ok iyi oldugu

gortilmektedir [72].

Yavsan otu 6ziitlerinin MIC degerleri ¢izelge 5.11°de verilmistir.
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Cizelge 5.11. Yavsan otu 6ziitlerinin minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC) degerleri

(ng/ml)

Yavsan otu oziitleri

Pozitif kontrol

Test mikroorganizmalari Y6 | Y11 | Y14 | Y21 | Ysoxhleth Amp | CIf Keto
E. coli ATCC 35218 250 | 125 | 125 | 125 | 125 >125 | >125 | -

B. cereus NRRL B-3711 62,5 | 125 | 125 | 125 | 125 >125 | 125 -

S. aureus ATCC 25923 500 | 250 | 250 | 250 | 250 625 | >125 |-

K. pneumaniae ATCC 13883 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 125 15,63 | -

P. vulgaris RSKK 96029 625|625 | 62,5 | 62,5 | 125 >125 | >125 | -

C. albicans ATCC 10231 500 | 250 | 250 | 250 | 250 NS NS 62,5
C. krusei ATCC 6258 62,5 | 250 | 250 | 250 | 250 NS NS 15,63

Yavsan otu oziitlerinin MBC ve MFC degerleri ¢izelge 5.12°de verilmistir.

Cizelge 5.12. Yavsan otu 6ziitlerinin minimum bakteri konsantrasyonu (MBC) ve minimum
fungus konsantrasyonu (MFC) degerleri (ng/ml)

Yavsan otu 0ziitleri

Pozitif kontrol

Test mikroorganizmalari Y6 Y11 | Y14 |Y21 | Ysoxhleth | Amp | CIf Keto

E. coli ATCC 35218 62,5 |31,25 | 31,25 | 31,25 | 62,5 >125 | >125 | -

B. cereus NRRL B-3711 31,25 | 625 |625 |625 |625 31,25 | 125 -

S. aureus ATCC 25923 625 |625 |3125 |625 |31,25 62,5 125 -

K. pneumaniae ATCC 13883 | 31,25 | 31,25 | 31,25 | 125 125 125 15,63 | -

P. vulgaris RSKK 96029 62,5 |31,25 | 31,25 | 31,25 | 31,25 >125 | 125 -

C. albicans ATCC 10231 62,5 |31,25 | 31,25 | 31,25 | 31,25 NS NS 31,25
C. krusei ATCC 6258 625 |625 |625 |625 |125 NS NS <0,98

SCCO: oziitlemesi sonucu elde edilen optimum 6rnek olan Y21’nin MIC degerleri siitun

grafigi sekil 5.16°da verilmistir.
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SCCO2 6ziitlemesi sonucu elde edilen optimum 6rnek olan Y21°nin MBC ve MFC degerleri

stitun grafigi sekil 5.17°de verilmistir.
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5.4. Yavsan Otu Oziitlerinin Yag Asidi Iceriklerinin Gaz Kromatografisi Sonuclari

Yavsan otunun siiperkritik karbondioksit 6zilitlemesi ve soxhleth 6ziitlemesi sonrasinda elde
edilen 6ziitlerin, gaz kromatografisi ile bulunan yag asidi igeriklerine ait gaz kromatogrami
ve her bir yag asidinin kalitatif ve kantitatif degerlendirilmesi ¢izelge 5.13 ve ¢izelge

5.14°de verilmistir.

Cizelge 5.13. Yavsan otundan SCCO> 6ziitlemesi optimum 6rneginin gaz kromatografisi ile
elde edilen yag asidi icerikleri

Yag Asiti % Bilesen
C8:.0 Kaproik asit 0,63

C 10:.0 Kaprilik asit 0,26

C 12:.0 Laurik asit 1,66

C 14.0 Miristik asit 2,32

C 16:0 Palmitik asit 12,92
Cl6:1 Palmitoleik asit 2,09
C16:1 Margarik asit 0,33
C17:.0 Heptadekanoik asit 0,18

C 18:.0 Stearik asit 6,07

C 18:1 (9t) Oleik asit 13,57
Cc18:2 Linoleik asit 25,14
C18:3 Linolenik asit 24,01
C 20:0 Aragsidik asit 5,18
C20:1 Gadoleik asit 0,74

C 22:.0 Behenik asit 2,55
C24.0 Lignoserik asit 2,35
TOPLAM 100,00
Yag Asiti % Bilesen
SFA; Cift bag icermeyen, doymus yag asidi. 34,12
MUFA Tek, cift bag igeren, doymamis yag asidi. 16,73
PUFA; Iki veya iki den fazla ¢ift bag iceren doymamis yag asididir. 49,15
TOPLAM 100,00
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Cizelge 5.14. Yavsan otundan soxhleth 6ziitlemesi orneginin gaz kromatografisi ile elde

edilen yag asidi igerikleri

Yag Asidi % Bilesen
C8:.0 Kaproik asit 0,51
C10:0 Kaprilik asit 0,16

C 12:.0 Laurik asit 1,50
C14:.0 Miristik asit 7,31

C 16:0 Palmitik asit 15,18
C1l6:1 Palmitoleik asit 0,98
C1l6:1 Margarik asit 0,38
C17.0 Heptadekanoik asit 0,16

C 18:0 Stearik asit 5,65

C 18:1 (91) Oleik asit 20,60
C18:2 Linoleik asit 26,37
C 18:3 Linolenik asit 16,50
C 20:0 Arasidik asit 2,07
C20:1 Gadoleik asit 0,36
C22:.0 Behenik asit 1,08
C24:.0 Lignoserik asit 1,19
TOPLAM 100,00
Yag Asiti % Bilesen
SFA; Cift bag icermeyen, doymus yag asidi. 34,81
MUFA; Tek, cift bag iceren, doymamis yag asidi. 22,32
PUFA,; Iki veya iki den fazla ¢ift bag iceren doymamus yag asididir. 42,87
TOPLAM 100,00

Gaz kromatografisi ile elde edilen yag asitleri igeriginin ylizde olarak belirtildigi siitun

grafikler sekil 5.18 ve sekil 5.19°da verilmistir.
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Sekil 5.19. Yavsan otundan soxhleth 6ziitlemesi sonrasinda elde edilen 6rnegin yag asitleri
icerigi siitun grafigi

Nengroo ve arkadaslar tarafindan Kesmir’den bes sifali bitkinin yag asidi ve antioksidan
aktiviteleri iizerine yapilan bir ¢alismada, bu bitkilerden soxhleth oziitlemesi ile yiiksek

oranda 0ziit elde edilmistir. Yag asidi igerigi gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi ile



76

belirlenmis olup, oleik ve linoleik asit yiiksek miktarda bulunan doymamais yag asitleri ve

palmitik asit yiikksek miktarda bulunan doymus yag asidi olarak tesbit edilmistir [74].

Yine bitki Oziitii ile yapilan bir ¢alismada, Oziitteki yag asidi igeriginin belirlenmesi
amacglanmistir. Yontem olarak gaz kromatografisi kullanilmis ve sonug olarak sanayi
acisindan 6nemli olan uzun zincirli (24 karbonlu) doymus ve yine uzun zincirli doymamis

yag asitlerine sahip oldugu tespit edilmistir [72].

Bizim ¢alismamizda kullandigimiz Yavsan otu bitkisinin 6zellikle esansiyel yag asidi igerigi

bakiminda daha zengin oldugu sdylenebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yiiksek lisans tez konusu kapsaminda yavsan otundan siiper kritik karbondioksit 6ziitlemesi
yontemiyle 6nemli flavonoidler olan quercetin, kaempferol, apigenin ve rutin bilesiklerinin
en yiiksek verimde oziitlenmesi amaglanmis ve ayrica soxhleth 6ziitlemesi yontemiyle de
incelenmistir. Sonra elde edilen oziitlerle antioksidan aktivite tayini ve mikrobiyal aktivite
tayini yapilmistir. Daha sonra optimum 06ziit ve soxhleth yontemiyle elde edilen 6ziitiin yag

asidi iceriklerine bakilmis. Deneysel calismalarin sonuglari asagida 6zetlenmistir.

Yavsan otunda yapilan deneysel calismalarda ¢ikan 6ziit miktarinin en yiiksek miktarda
oldugu sonug, 0,655 mm, 55 °C, 260 bar, 5 L/dak CO> parametreleridir. QRKA
flavonoidlerinin en yiiksek miktarda oldugu sonug, 0,655 mm, 55 °C, 260 bar, 7L/dak CO>

parametreleridir.

En yiiksek 6ziit miktari elde etmek i¢in yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen en yiiksek
ozt miktar1 48,96 mg/g ve QRKA miktar1 13,72 pg/g’dir.

En yiiksek QRKA miktar1 elde etmek i¢in yapilan ¢aligmalar sonucunda elde edilen en
yiiksek 6ziit miktar1 32,8 mg/g ve QRKA miktar1 13,66 pg/g’dir.

Antioksidan aktivite tayini i¢in 2 yontemle ¢aligilmistir:

DPPH (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl) yontemi ile yapilan ¢caligmada oziitlerin antioksidan
aktivite tayinine bakilmis ve standart maddeler olan BHA ve BHT ile kiyaslandiginda diistik

antioksidan 6zelik gosterse de antioksidan 6zelliklerinin var oldugu goriilmiistiir.

Toplam fenolik madde tayini (Folin-Ciocalteau) yontemi ile yapilan ¢aligmada Oziitlerin
antioksidan aktivite tayinine bakilmis, yavsan otunun fenolik madde igerigi 1,0 mg/ml igin
78,13- 492,95 mg GAE/100g yavsan otu araliginda, 0,4 mg/ml igin ise 29,01-207,92 mg
GAE/100g yavsan otu araliginda degistigi goriilmistiir.

Antimikrobiyal aktivite tayini i¢in yavsan otundan elde edilen Oziitlerin antimikrobiyal

aktivitesinin belirlenmesi i¢in bes adet bakteri ve iki adet fungus ile bulunan minimum
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inhibisyon konsantrasyonu (MIC) ve minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBC),
minimum fungusidal (MFC) sonuglarina bakilmistir. Pozitif kontrol olarak bilinen standart
antibiyotiklerden olan ampisilin, kloramfenikol i¢in bulunan MIC ve MBC degerleri ve
ketokonazol i¢in bulunan MFC degerleri incelendiginde, yavsan otundan elde edilen
oziitlerin farkli basing, sicaklik, parcacik boyutu ve COz akis hizinin optimum degerlerine
karsilik bes bakteri iizerindeki MIC degerlerinin oldukc¢a diisiik degerler oldugu
goriilmektedir. Bu sonuglarin, pozitif kontrol i¢in kullanilan ampisilin ve kloramfenikol ile

kiyaslandiginda daha iyi oldugu goriilmiistiir.

Yavsan otu Oziitlerinin ¢aligilan bes bakteri iizerine gosterdigi MBC degerlerinin pozitif
kontrol olarak kullanilan Ampisilin ve Kloramfenikole kars1 kiyaslandiginda bazi bakteriler
icin benzer etki gosterirken bazilarindan ise daha iyi MBC degerlerine sahip oldugu

gorilmiustur.

Yine yavsan otu Oziitlerinin caligilan iki fungus ftizerine gosterdigi MIC degerleri
incelendiginde bulunan degerlerin pozitif kontrol olarak kullanilan ketokonazole gore daha

diistik etkili oldugu goriilmiistiir.

Bitki oziitlerindeki etken maddeler, mikroorganizmalarin hiicre yapisini farkli sekillerde
etkileyerek antimikrobiyal etki gosterebilirler. Etken maddeler, mikroorganizmanin
biinyesindeki enzim aktivitelerini inhibe edebilir, protein sentezini durdurabilir, genetik
madde olan DNA’nin yapisini etkileyerek DNA’y1 bozabilir. Ayrica hiicre zarininin

gecirgenligini bozabilirler.

Bitki oziitlerindeki etken maddeler, yukarida bahsedilen yollardan herhangi birini veya
birkacini etkilemis olabilirler ve bu sekilde mikroorganizmanin canliligini yok etmis olabilir.

Tam olarak mekanizmay1 aydinlatmak icin daha ayrintili calismalara ihtiyag¢ vardir.

Yavsan otu oziitlerinin yag asitleri icerigi incelendiginde C 8:0 (kaproik asit) ile C 24:0
(lignoserik asit) arasinda birgok doymus ve doymamis yag asitlerinin varlig1 gozlenmistir.
Gerek SCCO2 yontemi ve gerek soxheth 6ziitleme yonteminin her ikisinde de doymamis yag
asitleri olan C 18:2 (linoleik asit) ve C 18:3 (linolenik asit) yag asitlerinin Yavsan otunda

bol miktarda oldugu goriilmiistiir.
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Gaz kromatografisi analizi sonuglarina gore; Yavsan otu bitkisinin yapraklarindan elde
edilen 6ziite ait kromatogramda 16 sinyal alinmistir. Cizelge 5.13 ve 5.14 incelendiginde
Linoleik asit bilesiginin tiim sicakliklarda en fazla 6ziitlenen bilesen oldugu goriilmektedir.
Bununla beraber, farkli sicakliklarda elde edilen 6ziit kompozisyonlarinin birbirinden
farkliliklar gosterdigi gozlemlenmistir. Baglangi¢ sicakligt olan 120 °C’de kisa zincirli dort
tane yag asidinin( kaproik asit, kaprilik asit, laurik asit ve miristik asit) sinyali gorilmiistiir.
Sicaklik 175 °C’ye ¢ikarildiginda palmitik asit (16:0), palmitoleik asit, margarik asit,
heptadekanoik asidin sinyali goriilmistiir. Sicaklik 210 °C’ye artirilirken steraik asit (18:0),
oleik asit (18:1) ve linoleik asit (18:2) sinyalleri gézlenmistir. Son olarak sicaklik 230 °C’de
sabitlenmistir. Bu sicakliga kadar ise arasidik asit (20:0), gadoleik asit (20:1), behemik asit
(22:0), lignoserik asit (24:0) goriilmiistiir. Sicaklik programlamasi yapilarak farkli
zamanlarda sinyal veren yag asitlerinin tamaminin agik bir sekilde nitel ve nicel analizi
hedeflenmistir. Bulunan sonuglar her iki farkli Oziitleme tiiri i¢in de hemen hemen

benzerdir.

SCCOgz ve soxhleth 6ziitlemesi sonrasi elde edilen yag asidi igerikleri karsilastirildiginda,
kiigiik farkliliklarla beraber hemen hemen benzer igeriklere sahip oldugu sdylenebilir.

Yontemsel degisikligin yag asidi igerigi iizerinde dnemli bir etkisinin olmadigi sdylenebilir.

Yavsan otu Tiirkiye’nin 6zellikle Kuzey Anadolu, Giiney Dogu Anadolu ve I¢ Anadolu
bolgesinde bol miktarda yetismektedir. Ormanlik yerlerin kenarlarinda, gilines goren
yerlerde, ormanlik yerlerin seyrek agagli bolgelerinde, ¢imenlik ve meralarda, hatta duvar
catlaklarinda bile yetisebilen bir bitkidir. Bu potansiyeli géz oniine alindiginda, fenolik
antioksidanlarin iiretimi i¢cin 6nemli bir kaynak olabilecegi goriilecektir. Bu fenolik
antioksidanlar, piyasada ticari {irlin halinde sunulmaktadir. Olduk¢a degerli iiriinler olup,
fiyatlar1 da yiiksektir. Ulkemizde ve Diinya’da gida takviyeleri ve vitaminlere olan talep de

hizla artmaktadir.

Deneysel caligmalar sonunda siiper kritik karbondioksit yontemi ile oldukca basarili
sonuglar elde edilmistir. Siiper kritik karbondioksit yontemi, ekonomik olmasi ile beraber
attk madde birakmamasi ve toksik ¢oziicli icermemesi agisindan oldukg¢a avantajli bir
yontem oldugu goriilmiistiir. Yavsan otundan siiper kritik karbondioksit yontemiyle olduk¢a
bol miktarda fenolik flavonoidler elde edilmis ve bu yontemin lstlinliigli ve avantajlar

gorilmiistiir.
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Ozetle, bu ¢alismada kullanilan Yavsan otu dziitiiniin tedavide kullanilabilecek yeni bir ilag
etken maddesi veya bir antimikrobiyal etken madde olarak kullanilabilme potansiyelinin
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayrica farkli referans standart maddelerin temini ile yavsan
otundan ¢ikan 6ziitlerden baska ilag¢ etken maddelerinin de varliginin arastirilmasi literatiire

olumlu katkilar saglayacaktir.
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EK-1. Yavsan otuna ait 6rnek kromatogramlar

1043 SRV IR UL STD QRKA 100 ppm UV VS 1
(1]

WL:254 nm7

|

ceme?] 0 |
________ \ f
{

%B:0,0%
Flow: 1,000 mifmin

Sample Sample Name Ret.Time Area Height Amount  Type Plates Time
No. min mAU*min mAU (EP)

W VIS 1 W VIS 1

WWVIS1 WVISTWWVST WS 1

670 SC pelemir 35 C 150 8
671 STD QRKA 20 ppm na na na na

03,12,18 15:37,

na na 03,121
672 STD QRKA 100 ppm na na na 0.3 na N8 067.?' 13 :g?g
§73 51D 5,750 ppm na n e TR YRR 06,1218 1030
674 STD ST 10 ppm na na na YRR BAGIA 06.12,18 1059
675 AY1 num Yav tekrar na na na A ne na 06,1218 1118
676 AY1 num Yav tekrar na na na na na na [B.l2v18 11.38)
B77 AY12 num Yav tekrar na na na na na na E5l12‘18 1158
678 AY12 num Yav tekrar na na na na na na CE:I2'18 12:16]
B79 AY13 num Yav tekrar na na na na na na %,12‘18 12:37
680 AY13 num Yav tekrar na na na na na na 05_12:18 12:56)
681 AY14 nurm Yav tekrar na na na na na na 06,12,18 13:29
A1 »Nntegration A Calibration A Peak Analvais A Summary A Audit Trail 7

Resim 1.1. QRKA bilesiklerine ait 10 ppm’lik bir karigim standardin HPLC analizi

il

= i

1,000, Valval

MinAr

@
Flow: 1,000 mi/min i1 LY A s s

T T T T T
10 20 3.0 4 f /| b | 4 0, 11,0 12,0
B | F G H

le Name Ret.Time Area Height Amount Type Plates

min mAU min mAU (EP)

Uv VIS 1 Uv VIS 1 UV VIST UV VISTUV VIS T UV VIS 1 1\
670 SC pelernir 35 C 160 8 na na na na na 03,1218 15:37]
671 STD QRKA 20 ppm na na 4 na. na g 03.12,18 16.00]
672 STD QRKA 100 ppm na na na 06,12,18 10:10|
673 STD S,T 50 ppm na na n.a i 06,1218 10:30]
674 STD 8.7 10 ppm na na 06,12,18 10:59]
75 AY1 num Yav tekrar na. na 1 06,1218 11:18|
B76 AY1 num Yav tekrar n.a na 06,1218 11:38)
B77 AY12 num Yav tekrar i na i na 06,12,18 11.58]
678 AY12 num Yav tekrar na } i 06,1218 12:16]
679 AY13 num Yav tekrar na A 06,1218 1237
B8O AY13 num Yay tekrar i na 1 i 06,12,18 12:56
B81 AY14 num Yav tekrar 3 n.a. LA 4 .4, 8. 06,12,18.13,29]
ré ( Peak Analysis A Summary A Audit Trail TLLLLLLERLBL LN TATAT
A i1 Wt

[T

Resim 1.2. QRKA bilesiklerine ait 20 ppm’lik bir karigim standardin HPLC analizi



EK-1. (devam) Yavsan otuna ait 6rnek kromatogramlar

89

TR

STD QRKA 100 ppm
(3]

v Vsl

WWL:254 nm | |

4 f
' min |
T T T T ——
10,0 10 12,0 13,0 140 16,0 16,0 171
A B D E F G 1 K
670 SC pelemir 35 C 160 B na na na na na na 03,12,18 15:37
671 STD QRIKA 20 ppm na na na na na na 03,12,18 16.00,
672 STD QRKA 100 ppm ne na na na na na 06,1218 10:7,
673 STD 8,750 ppm na na na na na na 06,12,18 10:30)
674 STD 8,710 ppm na na na na na na 06,1218 10:59)
575 AY1 num Yay tekrar na na na na na na 06,1218 11:18,
B76 AY1 num Yav tekrar na na na na na na 06,12,18 11.38)
677 AY12 num Yav tekrar na na na na na na 06,12,18 11 68,
B78 AY12 num Yav tekrar na na na na na na 06,1218 12:16]
B79 AY13 num Yav tekrar na na na na na na 06,12,18 12:37]
680 AY13 num Yav tekrar na na na na na na 06,12,18 12:56
681 AY14 nurm Yav tekrar na na na na na na 06,12,18 1329 &
» eqration A Calit A Peak Analvsis A S v A Rudit Trail 7 -

Resim 1.3. QRKA bilesiklerine ait 100 ppm’lik bir karigim standardin HPLC analizi

i gL NS |
{ QUER Calb #5684 [modified by HACER) AY1 num Yav uv vis_
RAU WVL:254 nm
bl &

o
®

>
=)
=)
i

I i Y

Ret.Time

r1
(1.

|
U

na

min

04
84 -

V VIS 1

Area Height
mAU*min mAU
[1.84-1.93] [1.84 - 1.93] [1.84 - 1.93(1.84
(A UV VIS 1

n.a. na. na na

Amount Type

WV VIS 1 UV VIS

na,
na,

na.
na.
na

Resim 1.4. Yavsan otu 1 6rnegine ait HPLC analizi




EK-1. (devam) Yavsan otuna ait 6rnek kromatogramlar

LN QUER Calb #8600 [modified by HACER] AY3 num Yav

19§

90

: . Y
1200 1250 1300 1350 1400

Area Height
mAU*min AU
[1.84 - 1.93] 1.8
UV VIS 1

101 ]
i I!‘/f/ i
2

Resim 1.5. Yavsan otu 1 6rnegine ait HPLC analizi

10,18 16:51]
| 26,10,1817:1
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EK-2. Yavsan otu 6rneklerinin yag asidi igerikleri rnekleri

Yavsan otu Orneklerinin gaz kromatografisi ile edilen yag asidi ig¢eriginin kromatogrami
Resim 2.1 ve Resim 2.2’de verilmistir.

FID1A, (YAO70619\YA070619 2019-06-07 12-24-36\YA0000003.D)
] 5 =
Norm._? b 5 1
. 0% % %
20 wi 9 T =
] & oS & ® o 5 = a
: = Ehe 2% § £ o % 7
100+ ® ESao gn X V' T
: Poagiiz s g B 6 :
wilgs ¢ F Ci¥EEC St 2 :
102 ‘T T aé% - 0’0"‘“ o A 0 )
Q 2 po B 0 =
60 g@ %L\g) ;Eb@ (ibé 0%; %@,\ wg%%&v‘ ;Kﬁﬁ@“ ng ,b§> , r@\
Ai . ' ! ‘o (o0 3 % N
1 I \ %-— N ‘&Q 0 an/ “D [0} .'\ N
PE| PR 58 5 | & QORPh L 6 4
WP & o L B l “Ns'(;}?s"'@ | & }\ & /\
R C AN oty 5 Nl S A
o Y T |l ) lh | js T | AR
0 °
20
1—‘ T T T T T TR 1 [ P T ]’ T T T l T T v ‘I T
\ 5 10 15 20 25 30 35 min

Resim 2.1. Yavsan otundan SCCO; 6ziitlemesi sonrasinda elde edilen optimum 6rnegin gaz
kromatogrami

FID1 A, (YA210619\YA210619 2019-06-21 17-00-35\YA0000004.0)
Norm.

?
9
! 0
3 - ”
© 5 o=
-s ¥ o ")
08 8 . ¥ & B
¥ S LI Y S :
° ESE EW x £ 8 o &
g dgg. a9t @ ',besg’ of 5
ST I L TRE I
tE WMES R mERI NG @2 4
o T s Sadal @
SIS LAy ) dt S
Py AB & &‘Yclzc',’\gsq, N TN 8 & 8,5.
QY (2 0‘5‘ mVS l‘; %Q"I\' ‘“,.%lwb- ) $ 3 §}Y§) ?'RS?) J
! T lelu- Tnf—l
T T Al l T |l T T l 1 T T il ] ) R § W) ITT | cam 1 l T =l l |‘
10 16 20 25 30 35__min

Resim 2.2. Yavsan otundan soxhleth 6ziitlemesi sonrasinda elde edilen gaz kromatogrami



92

OZGECMIS
Kisisel Bilgiler
Soyadi, adi : YILDIZ, Ahmet Said
Uyrugu :T.C.
Dogum tarihi ve yeri : 044.11.1990, Ermenek/Karaman
Medeni hali : Bekar
Telefon :0(555) 71788 72
e-mail : asyildiz70@gmail.com.tr
Egitim
Derece Egitim Birimi Mezuniyet Tarihi
Yiiksek lisans Gazi Universitesi / Kimya Béliimii Devam Ediyor
Lisans Gazi Universitesi / Eczacilik Fakiiltesi 2014
Lise Ozel Enderun Lisesi 2009
Is Deneyimi
Yil Yer Gorev
2016-Halen Eczane Serbest Eczaci
Yabana Dil
Ingilizce
Hobiler

Kitap okuma, Yiizme, Yiiriiylis



() i) 3y 2, 32

c.‘ S >

GAZI GELECEKTIR...





