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OZET

Silybum marianum (Deve dikeni) 2000 yildir tedavi amagh olarak kullanilan bir bitkidir.
Silybum marianum tohumu silymarin bilesiklerince, 6zellikle silibince, zengindir. Kanser,
akciger, karaciger, beyin, siroz ve alkol, uyusturucu zehirlenmesinde tedavi edici olarak
kullanilmaktadir.

Bu ¢alismanin amaci deve dikeninden stiperkritik CO; ile maksimum verimde silibin A ve
silibin B bilesiklerinin elde edilmesidir. Bu kapsamda sicaklik (40-80 °C), 6ziitleme siiresi
(0-120 min), basmg¢ (160-220 bar), CO, akis hizz (3-5 mL/min) ve tanecik
biiyiikligii(0,3025-0,925mm) parametrelerinin 6ziitleme siirecine ve silibin A ile silibin B
bilesiklerinin verimine etkisi incelendi. Tohum icerisinde yer alan esansiyel yaglarin;
silibin A ve silibin B bilesiklerinin verimi iizerine etkisi arastirildi. Yiizey Cevap Yontemi
kapsaminda Design Expert 6.08 Trial programi ile sicaklik, basing, akis hizi
parametrelerinin Oziitleme verimine etkisini incelendi. Siiperkritik CO, ile deve dikeni
tohumunun 6ziitlemesine etki eden en 6nemli parametrenin sicaklik ve basing terimlerinin
oldugu goriildi. Optimum kosullarda modelin ve deneysel verilerin sonuglarinin
birbirleriyle uyumlu oldugu belirlendi.

Stiperkritik CO; 6ziitleme ile elde edilen numune igerisinde yer alan ve ila¢ etken maddesi
olan silibin A ve silibin B bilesikleri, UV-Vis spektrometrisi, HPLC yontemi ile kalitatif ve
kantitatif olarak analizleri gerceklestirildi. Deneysel ¢alismalarin sonucunda maksimum
verimin elde edildigi en uygun kosullar 40 °C sicaklik, 180 bar basing, 4 mL/min CO; akis
hiz1, 0,3025 mm tanecik biiyiikliigii olarak bulundu. Bu kosullarda elde edilen maksimum
ozit, silibin A ve silibin B verimleri sirasiyla 327; 2,29 ve 1,92 mg/g tohum olarak
belirlendi. Zamanla alinan deve dikeni tohumu 6ziitii verilerinden diistik sicaklik ve tanecik
boyutunda, yiiksek basing ve akis hizinda 6ziit veriminin baslangi¢ hizinin belirgin sekilde
arttig1 goriildi. Deve dikeni tohumu 6ziitii igerisindeki yagin GC-FID ile analiz yapildi ve
deve dikeni tohumunun 6ziitiinde linoleik asit (%54) ve oleik asidin (%22) baskin olarak
geldigi saptandi.

Bilim Kodu :912.1.023
Anahtar Kelimeler : Deve dikeni Tohumu, Siiperkritik Oziitleme, Yiizey Cevap Metodu
Sayfa Adedi : 155
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ABSTRACT

Silybum marianum (milk thistle) is a plant that has been used medicinally for over 2000
years. Silybum marianum seeds are rich silymarin compounds, especially silybin. It has
been used for the treatment of cancer, liver, kidney, cardiac, brain and cirrhosis and
poisoning of alcohol, drugs or toxins.

The purpose of this study was to obtained the maximal yield of silibin A and silibin B
compounds from Silybum marianum seeds using supercritical carbon dioxide extraction.
The effect of parameters such as extraction time (0-120 min), temperature (40-80 °C),
pressure (160-220 bar), CO, flow rate (3-5 mL/min), particle size (0.3025-0.925 mm) were
investigated on the yield of silybin A and silybin B compounds and extraction process.The
effect of essential oil in milk thistle seeds on the yield of silibin A and silibin B compounds
was determined. The extraction yield was examined as the effect of temperature, pressure
and CO, flow rate parameters by Design Expert 6.08 Trial programs with response surface
method. It was observed that the most important parameters are the term of temperature
and pressure which were effective for the milk thistle seeds extraction by supercritical
CO,. The results of model and experimental data were found to be compatible with each
other at optimal conditions.

The silymarin compounds within milk thistle extracts were determined by UV-Vis
Spectrophotometer and HPLC. The optimal experimental conditions were found to be
temperature of 40 ° C, pressure of 180 bar, CO, flow rate of 4 mL/min, 0.3025 the particle
size for the maximum silibin yield. The maximum yields of extract, silibin A and silibin B
compounds were obtained respectively 327, 2.29 ve 1.92 mg/ g seeds at these conditions.
The initial ratio of the extract yield was significantly observed to rise at low temperature
and particle size, high pressure and flow rate from milk thistle extract data. The milk thistle
seed extract was performed with the GC-FID. As a result of this analysis linoleic acid
(54%) and oleic acid (22%) were detected predominantly.

Science Code :912.1.023

Key Words : Milk thistle seed, Supercritical Extraction, Response Surface Methods
Page Number : 155
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1. GIRIS

Deve dikeni (Silypbum marianum) Asteracea ailesinin bir {iyesi olup tiim bitkisel ilaglarin
en eskisidir. Bu bitkinin 06zellikle tohumlart 2000 yildan beri tibbi amacglh olarak
kullanilmaktadir. Eski Yunan kaynaklarinda karacigeri koruyucu ajanlar olarak
gecmektedir. 20. ylizyilda deve dikeni genellikle safra yollar1 sikayetlerinde siroz, sarilik,
hepatit, kimyasal ya da ila¢ zehirlenmelerinde tedavi edici olarak kullanilmaktadir.
Bununla birlikte meme kanseri ve depresyon tedavilerinde de kullanilmaktadir (Corchete
2008).

Deve dikeni, yol kenarlarinda, g¢ayirlarda, arazilerde yetismekte ve kontrolsiiz olarak
yayilmaktadir. Basciklari, dikenli ve acik yesil renkli yapraklar ile enginari andiran mor
renkli kiigiik c¢iceklerden olusur. Tohumlari bitkinin bas kisminda koyu renklidir.
Yapraklar1 soluk yesil renkli, beyaz damarli, kenarlar1 derin disli ve dikenlidir. Tohumlar
temmuz-agustos aylarinda olgunlasir (Corchete, 2008, Diinya Saglik Orgiiti (WHO),
2012). Deve dikeni Kuzey Afrika, Anadolu, Giliney Avrupa ve Kuzey Rusya
Federasyonunda dogal olarak yetisirken, 19 yiizyilda Avrupalilar tarafindan Amerika’ya
tasinmigtir. Son zamanlarda ise Kuzey ve Giiney Amerika, Avustralya ve Cin’de
yetistirilmeye baslanmistir. Ulkemizde Ege, Akdeniz ve Marmara bolgelerinde sikga

goriilmektedir (Demirezer, 2007;WHO, 2012).

Ik olarak 1958 yilinda deve dikeninin tohumundan aktif bilesenler alinmistir. Bu
bilesiklerin tibbi olarak aktif 6zellikleri silymarin bilesiklerinden ileri gelmektedir. 1968
yilinda Wagner ve arkadaslar1 flavolignan olarak bilinen ve kompleks bir karisim olan
silymarin bilesiklerini elde etmeyi basarmislardir. Silymarin bilesiklerini olusturan
silidianin, silikristin ve silibin bilesiklerinin karakterizasyonu yapilmig ve en aktif bilesen

silibin olarak bulunmustur (Corchete 2008).

Klinik, histolojik ve laboratuvar verileri dikkate alindiginda karacigeri koruyucu olarak
gorev yapmakta, antioksidatif ve serbest radikal olusumunu engelleyici O6zellik
tagimaktadir.  Silymarin 16kotrin  salgilanmasimni  saglayarak iltihap giderici etki
yapmaktadir. Hipokolestrolamik, kalp koruyucu, ndéroaktif ve noroprotektif aktivite

gostermekte kanser onleyici olarak davranmaktadir (Corchete 2008). 2001 yilinda Amerika



ABD’de deve dikeni satig oraninin %13 arttig1 belirlenmistir. Almanya’da ise deve dikeni

Oziitlinilin satig1 180 milyon dolar1 gegmistir (Duan Carrier, Clausen, 2004).

Silymarin bilesikleri; karaciger hiicrelerinde ribozomal RNA molekiillerini uyararak
protein sentezlenmesine yardimci olur (Corchete 2008, Abouzid, 2012). Silymarin
bilesikleri karacigerin disinda kolon, mide vb. gibi kanserlerin iyilesme siirecinde de
kullanilmaya baslanmistir. Dolasim faaliyetlerini diizenlemekte, viicut direncini
artirmaktadir. Safra kesesi hastaliklarinin tedavisinde kullanilir. Mideyi kuvvetlendirir,
hazmi kolaylastirir ve sindirim sistemi hastaliklarina iyi gelir. Migrene karsi faydalidir.
Antioksidan etkileri ile cilt kanserine karst koruyucudur. Karaciger enzimlerinin
aktivitesini arttirir, toplam kolesterolii diisiirir. HDL kolesterolii arttirirken, LDL
kolesteroliin karacigerden uzaklastirilmasini ¢abuklastirir. Damar tikanikligini 6nlemeye
yardimct olur. Diyabet hastalarinda devedikeni kan sekerini, insiilin seviyesini azaltir.
Deve dikeni ¢ok zehirli bir mantar tiirii olan Amanita phalloides'lerin zehirli etkisinden
karacigeri korur (Agarwal, Agarwal, Ichikawa, Singh, Aggarwal, 2006, Corchete, 2008;
Sidhu ve Saini, 2012).

Sentetik olarak iiretimi zor olan silymarin bilesikleri deve dikeni bitkisinin oziitlemesi ile
elde edilebilmektedir. Oziitleme calismalarinin gelistirilmesiyle bu bilesiklerin iiretimi
daha da artacaktir. Ancak klasik 6ziitleme yontemlerinin de bazi problemleri vardir. Petrol
eteri, etil asetat gibi 6ziitleme amaciyla kullanilan pek ¢ok kimyasal ¢6ziicii iiriinden

tamamiyla uzaklastirllamamaktadir (Reverchon ve De Marco 2006).

Yepyeni bir ayirma teknolojisi olan siiperkritik akigkan Oziitlemesi kisa zamanda gida,
biyokimya, kimya, ilag¢ ve kozmetik endistrilerinin ilgi odagi haline gelmistir.
Universitelerin arastirma merkezleri, gida, kimya ve ilag endiistrisinin énde gelen firmalar
stiperkritik akigkan oziitlemesi konusundaki ¢alismalarint giderek yogunlastirmakta, pilot
sistemlerde elde edilen bulgular siiratle endiistriyel iiretim olarak hayata gecirilmektedir.
Stiperkritik akigkan c¢oziicii o6zellikleri 1879’larda c¢alisilmaya baglanmis olup, bu
caligmalar ancak 1970’lerde endiistriyel uygulamalara aktarilabilmistir. Almanya’da
yapilan ilk ¢aligsmalar yag ve asfalt iiretimi {lizerine gerceklestirilmistir. 1980’den itibaren
hizlanan ¢aligmalar gida endiistrisinde yogunlagsmistir. Standart hale gelen proseslerin yan
sira yeni uygulama alanlar1 arastirilmaktadir (Herroro, Cifuentes, Ibaniez 2006, Reverhon
ve digerleri 2006).



Doktora tez calismasinin amaci deve dikeni tohumundan siiperkritik CO; ile ilag aktif
maddesi olan ve kanser tedavisi basta olmak tizere pek cok alanda kullanilan silymarin

bilesiklerinden silibin A ve silibin B bilesiklerinin maksimum verimde 6ziitlenmesidir.

Bu kapsamda;

» Deve dikeni bitkisi tohumunun siiperkritik CO; ile 6ziitlemesi ¢aligmast igin gerekli
olan deve dikeni bitkisi toplanarak, 6n islemlerden geg¢irildi.

» Deve dikeni tohumundan siiperkritik CO, 6ziitlemesi ile ¢esitli parametrelerin {iriin
verimi lizerindeki etkileri arastirildi. Farkli sicaklik, basing, CO; akis hizi,6ziitleme
stiresi ve tanecik biiylikliiklerinde deneyler gerceklestirilerek, elde edilen sonuglar
dogrultusunda Yiizey Cevap Yonteminin maksimum ve minimum ¢aligma araliklar
belirlendi.

» Yiizey Cevap Yontemi kapsaminda Design Expert 6.08 Trial programi ile sicaklik,
basing, akis hiz1 parametrelerinin 6ziitleme verimine etkisini gosteren on algoritma
olusturuldu. Programin sundugu kosullardaki yeni deneyler yapilmis olup, bu
sonuclar dogrultusunda, 2.dereceden model Onerildi, optimum kosullar ve bu
kosullardaki % verim (g iriin/g tohum) degeri hesaplandi. Deney sonuglari ile
modelin 6nerdigi sonuglarin uyumlu oldugu goriildi.

> Oziitleme oOncesi yapilan 6n denemelerin 6ziitlenen numune icerisindeki yag
oranini nasil etkiledigi ve ayni zamanda tohumun gézenek yapisi lizerinde ne tiir
etkiler yaptigina yonelik calismalar gergeklestirildi. Siiperkritik CO, oziitlemesi
oncesinde ve sonrasinda deve dikeni tohumunun gozenek capi ve ylizey alani
arastirildi.

» Siiperkritik CO, 6ziitleme ile elde edilen numune igerisinde yer alan ve ilag etken
maddesi olan silibin A ve silibin B bilesikleri, UV-Vis spektrometrisi, HPLC
yontemi ile Kkalitatif ve Kkantitatif olarak analizleri gergeklestirildi. UV-Vis
spektrometrik yontem &ziit igerisindeki silymarin bilesikleri 2,4-Dinitrofenil
hidrazin ile tiirevlendirme islemi gerceklestirildi, 6ziitlenen numune icerisindeki
silymarin bilesiklerinin miktar1 % silibin cinsinden bulundu. HPLC ile silibin A ve
silibin B bilesiklerinin kalitatif ve kantitatif analizi {izerine c¢alismalar
gergeklestirildi. Silibin A ve silibin B bilesiklerine ait piklerin ayr1 ayri
analizlenebilmesi i¢in ¢alismalar yapildi. Silibin A ve silibin B bilesiklerinin HPLC
ile analizinin yapilabilmesi i¢in laboratuvarda hali hazirda bulunan kolon (150*4,6

mm*3p) ile yapilmis bir c¢alismaya literatiirde rastlanmamistir. Bu kapsamda



tastyict faz bilesimi ve akis hizi, tampon etkisi, numune derisimi, ¢alisma programi
ve analiz sliresi gibi pek ¢ok parametre incelendi.

» Analiz yontemi ve c¢alisma kosullar1 belirlendikten sonra, silibin A ve silibin B
standardindan faydalanarak kalibrasyon grafigi olusturuldu. Olusturulan bu analiz
yontemi ile deve dikeni tohumunun stiperkritik CO, 6ziitleme deneylerinde elde
edilen numuneler analizlendi. Bu sonuglara goére silibin A ve silibin B piklerinin i¢
ice gecmis tek pik seklinde geldigi goriildii. HPLC analizinde yagsanan problemlerin
¢ozlilmesi i¢in analiz Oncesinde numuneye On islemler uygulandi. Matriks
ortaminin olumsuz etkisinin azaltilmasi i¢in zenginlestirme islemi gergeklestirildi.
Doner buharlastirict altinda ugucu bilesenlerin uzaklastirilmasi, kullanilan tohum
miktarmin artirilmasi, perdeleme etkisi yaratan yagin diger 6ziitleme ile ortamdan
uzaklastirilmast vb. gibi parametrelerin etkisi arastirildi. Yagimsi bilesiklerin
uzaklastirilmasi i¢in 6n aymrma islemi gerceklestirildiginde HPLC analizinde
olumlu sonuglar elde edildi. Farkli sicaklik, basing, CO, akis hizi1 ve tanecik
biiyiikliiklerinde gergeklestirilen deneylerden alanin 6ziit igeresindeki Silibin A ve
silibin B bilesiklerinin analizi yapildi ve bu parametrelerin silibin A ve silibin B
bilesiklerinin verimi iizerindeki etkileri belirlenmeye calisildi. Oziit icersinde
bulunan yagin silibin A ve silibin B bilesiklerinin verime etkisi arastirildi.

> Oziitlenen numuneler icindeki yag miktarmin belirlenmesi icin transesterlesme
islem uygulandi ve Gaz Kromatografi Alev lyonizasyon Dedektorii (GC-FID)

cihazi ile analizi yapildu.

Yukarida bahsedilen doktora tez konusu kapsaminda yapilan ¢alismalarin detaylar1 asagida

sunulmaktadir.



2. Silypbum marianum

Bu boliim Silybum marianum bitkisine ait botanik Ozellikleri, yapisinda bulundurdugu
onemli kimyasal bilesikleri, farmakolojik olarak gdstermis oldugu etkileri ve ekonomik

analizini igermektedir.

2.1. Botanik Ozellikleri

Silybum tiirleri adim1 Eski Yunan filozofu Dioscorides’den almaktadir. Duriex yaptigi
aragtirmalarina gore deve dikeni alacali yaprakli S. Marianum (L.) Gaernt ile tamami yesil
yaprakli S. eburneum Coss olmak iizere iki tiir icermektedir. Bununla birlikte Hetz ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada bu iki bitki cinsinin arasinda belirgin bir fark
olmadig1 belirtilmistir. Cogu arastirmaciya gore ise Silypum marianum bitkisi tek cinstir.
Silybum marianum *un Latince es anlamlilar1 Carduum marianum L., Carduus marianum
L., Cnicus marianum ’‘dur. Halk arasinda ise isimleri devekengeli, Meryem Ana dikeni ya
da siitliikengel olarak da bilinmektedir (Corchete 2008, Altin, 2006).

Silybum marianum Asteracea ailesi igerisindedir. Bu bitkinin tedavi amacgh olarak

kullanilmas1 ¢ok eski yillara dayanmaktadir. Sistematikteki yeri Cizelge 2.1 de verilmistir

(Altin, 2006).

Cizelge 2.1. Silybum marianum bitkisinin sistematikteki yeri (Altin, 2006).

Bolim: Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Smmif? Magnoliopsida (iki ¢enekliler)
Takim: Asterales

Familya: Asteraceae (Papatyagiller)

Cins: Carduus, Carlina, Cirsium

Deve dikeni her tiirlii topraga uyum saglayabilmektedir. Bitkinin ¢ogaltilmasi i¢in tohumu
ilkbahar sonunda veya sonbaharda ekilmesi gerekmektedir. Iliman iklimlerde kendi

kendine dokiilen tohumlardan da cikip bilyiimektedir. ki yillik otsu bir bitki olup, gévde


http://www.belgeler.com/ara?s=G%C3%B6k%C3%A7e%20Alt%C4%B1n
http://www.belgeler.com/ara?s=2006
http://www.belgeler.com/ara?s=G%C3%B6k%C3%A7e%20Alt%C4%B1n
http://www.belgeler.com/ara?s=2006
http://www.belgeler.com/ara?s=G%C3%B6k%C3%A7e%20Alt%C4%B1n
http://www.belgeler.com/ara?s=2006
http://tr.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
http://tr.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Asterales&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Asteraceae
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Carduus&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Carlina&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Cirsium&action=edit&redlink=1

6

30-100 cm yiikseklikte, yesil ve yumusaktir (Resim 2.1). Yapraklar1 soluk yesil, beyaz
damarl1 veya alacali, sap kenarlar1 dikenlidir. Govde tek ya da dikenli tag yapraklariyla
dallanmustir. Cigekleri kirmizi-mor rengindedir (Demirezer, 2007; WHO 2012).

Resim 2.1. Silybum marianum

Deve dikeni tohumlar bitkinin bas kisminda, ince tiiy seklindeki ¢igeklerin altinda gelisir.
Yuvarlak ve uzun sekildeki tohumlar; sert 6-8 mm uzunlugunda, koyu kahverengi ve

parlaktir. Temmuz-agustos aymnda olgunlasir (Corchete 2008).

Resim 2.2. Deve dikeni tohumlari1 a)Toplanmis b) Bitki iizerinde



Yol kenarlarinda, cayirlarda, arazilerde kendiliginden yetismekte ve kontrolsiiz olarak
yayilmaktadir. Deve dikeni kis1 rozet yapraklarla gecirir. Cicek olusturmasi icin soguga
ihtiya¢ vardir. Her bir cigcegin kafasinda yaklasik olarak yiiz tohum bulunur. Her bitkide
10-50 kafadan olusur. Ortalama bir bitkide 3000 adet tohum vardir. Bunlarin %94’
canlidir. Tohumlarin biiyiikliigii sicaklik ve neme baglidir. Tohumlar 9 y1l ya da daha uzun

slire boyunca canli kalabilir (Corchete 2008).

2.2. Silybum marianum Bitkisinin Yapisinda Bulundurdugu Kimyasallar

Bu bitkinin bilesiminde karacigeri koruyucu etken maddeler ve kendine has diger maddeler
bulunmaktadir. Yapisinda flavonolignan tiirevi bilesikler (silymarin vb.), Flavonoidler, yag
asitleri, proteinler ve az miktarda tokoferol, sterol ve diger bilesikler bulunmaktadir.

(Demirezer, 2007).

Flavolignanlar

Silybum marianum bitkisinin tohumunda %1,5-3 flavolignan bulunmaktadir. Bu miktar
bitkinin yetistigi iklime, bitki Ortiisii gibi ortam kosullarina bagl olarak degisebilmektedir.
Flavanolignan tiirevi en onemli bilesikleri silibin, silikristin ve silidianin karigimi olarak
gecen silymarin bilesikleridir. Bu bilesiklerin %50 sini silibin olustururken silidianin ve
silikristin  %20-30’luk bir kismini i¢ermektedir. Bu bilesikler biyolojik aktiflikleri
nedeniyle kimya, farmostatik, klinik ve toksikolojik arastirmalarda ilgi ¢ekmektedir. Ag¢ik
yapilari Sekil 2.1.’de verilmistir (Corchete 2008, Ahmadi, ve digerleri 2010).

Silibin bilesikleri silibin ve izosilibin olarak ayrilmaktadir. Bununla birlikte silibin ve
izosilibinin; silibin A, silibin B ve izosilibin A, izosilibin B seklinde iki adet diastereomeri
mevcuttur. Benzer sekilde silikristinin de A ve B olmak tiizere iki adet diastereomer vardir.
Diger flavonolignan tiirevi bilesikler ise silymonin, silandirn, silyhermin, ve neosilyhermin
A ve B olarak siralanabilir (Corchete 2008).
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Sekil 2.1. Silybum marianum bitkisinde yer alan bazi flavolignan tiirevi bilesiklerin agik
yapilari (Corchete 2008).
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Sekil 2.1.(Devam) Silybum marianum bitkisinde yer alan bazi flavolignan tiirevi
bilesiklerin agik yapilar1 (Corchete 2008).
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Freudenberg hipotezine gore flavolignanlarin biyosentezinde silibin A ve silibin B,
izosilibin A ve izosilibin B taksifolin ile koniferil alkoliin peroksidaz enzimiyle
reaksiyonundan sentezlenmistir. Silibinin olusum mekanizmas1 Sekil 2.2’de yer
almaktadir. Radikaller baslangicta enantiyosecici olarak oksidatif kenetlenme ile
baglanmistir. Biyosentezin son basamaginda ise termodinamik kontrollii olarak OH
grubunun silibinin iskeleti olan 2,3-trans substiute 1,4-benzodioksana baglanmasiyla
meydana gelmistir. Benzer biyosentetik siiregler meyve i¢inde 1,4-benzodioksan ile fenil
propanoid arasinda oksidatif baglanma ile diger flavolignanlarin olusumu saglanmaktadir.
Bunlar oksidatif kenetlenme basamagindaki enantiyosegicilige baglidir. Bu da kimyasal
tirler arasindaki kimyasal farkliliklarin olusmasini agiklamaktadir (AbouZid, 2012;
Dewick 2002).
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Sekil 2.2.Taksifolin ve koniferil alkol ile peroksidatif baglanma reaksiyonu ile silibin
sentezi (AbouZid, 2012).



12

Flavonoid

Silybum marianum bitkisinde ise flavonoid olarak apigenin, Krisoerial, eriodiktiol,

kaemferol, naringerin, kuersetin, dihidrokuarsetin tiirevleri ve taksifolin bulunmaktadir

(AbouZid 2012).

Yag Asitleri

Silybum marianum bitkisinde yaklagik olarak %20-30 yag asiti bulunmaktadir. Bunlar
lineoik asit, linolenik asit, mistrik asit, oleik asit, palmitik, stearik asit ve diger yag
asitleridir. Bu karisimda en biiyiik ylizdeyi %60 ile lineoik asit olusturmaktadir (Corchete
2008).

Diger Bilesikler

Toprak iistli kisimlarinda aliiminyum, -karoten, Mn, P, Ca, Cr, Co, Fe, Mg, Na, Zn, K, Se,

fumarik asit ve proteinler yer almaktadir.

Tohumda ise %25-30 protein, %0,038 tokoferol,% 0,68 sterol (kolsterol, kamfesterol,
stigmasterol, sitosterol), musilaj, dehidrokoniheril alkol, histamin, kemferol, kesretin,

taksifolin, tiramin gibi bilesikler bulunmaktadir.

2.3. Silybum marianum Bitkisinin Farmakolojik Etkileri

Silymarin bilesiklerinin ve 6zellikle de silibin bilesiginin literatiirde pek ¢ok kullanim

alanina sahip oldugu goriilmiistiir. Faydalar1 asagidaki gibi siralanabilir.

o> Kanser onleyici,
X Karaciger, mide, dalak, bagirsak, bobrek ve akciger hastaliklarinda,
<> Siroz onleyici,

<> Antidepresant,
<> Mantar zehirlenmelerinde,
<> Kabizlik ve hazimsizlik giderici,

X Oksiiriik giderici,
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X/
°e

Kusturucu ilag olarak,

X/
°e

Safra kesesi hastaliklarinda,

e

*

Kandaki fazla kolesteroliin giderilmesinde,

/7

*

Bagisiklik sisteminin gii¢lendirilmesinde

X/
°e

Enfeksiyonlara karsi,

X/
°e

Migren,

e

*

Bulant1 giderici,

Idrar soktiiriicii olarak

/7

*

X/
°e

Sedef Hastaliginda,

X/
°e

Deri Kanserinin tedavisinde kullanilir (Corchete,2008,Agarwal ve digerleri 2006;
Sidhu ve digerleri, 2012).

Deve dikeni tohumu ozellikle karaciger kanseri ve diger karaciger hastaliklarinin
tedavisinde kullanilmaktadir. Deve dikeni tohumu basta kimyasal ilaglarin
(karbontetrakloriir, galaktozamin, tiyoasetamid, preosidim, parasetemol, azotiyofirin,
indometachin, izoniazid, lorazepam, tolbutomid, klofibrat, estradiol, halotfan, fosfatasit alt
tiirevleri, benzipren) zehirli mantarlarin ve alkoliin zararli etkilerinden karacigeri korudugu

goriilmiistiir (Agarwal ve digerleri 2006).

Yapilan  klinik  c¢aligmalarda  antikanserojenik,  antioksidan,  antihepatotoksik,
antiinflammatory, antihiperlipidemik, hipoglisemik, antipsoriatik, hepatoprotektif,

noroprotektif gibi pek ¢ok etkisinin oldugu gézenmistir (Sidhu ve digerleri, 2012).

2.4. Ekonomik Onemi

Amerika Birlesik Devletleri'nde, devedikeni bitkisel iiriinler kategorisinde birinci sirada
satilmaktadir. 2000 yilinda, devedikeninin perakende satis1 1999 yilina gore % 14’liik bir
artig gostererek 8.900.000$ bulmustur Bu deger giin gegtik¢e artmaktadir (Post-White,
Ladas, Kell 2007). Silypbum marianum en ¢ok Almanya’da iiretilmektedir. Kaliforniya da
da tiretimi ¢ok fazladir (Altin, 2006).

Cok sayida Silypbum marianum drug ve preparatlar yurt disinda eczane ve marketlerde
satilmaktadir. Asagida silymarin igerikli iiretilen drug isimleri ve imalatin1 saglayan

firmalarin bir bolimii verilmistir. Digerleri ise EK-1"de yer almaktadir (Medindia, 2012).
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Cizelge 2.2. Silymarin igerikli iretilen drug isimleri ve imalatim1 saglayan firmalar

(Medindia,2012).

No | Genel Ad1 Markasi Imalatc1 Firma
1 Silymarin Lymo, Siliv (100 ml) Alpic Remedies Ltd.
. . Hepatoz (70 mg) Klintoz Pharmaceuticals Pvt

2 Silymarin Hepatoz (140 mg) Ltd
Hepatoz (100 ml)

3 Silymarin S -Meri Taurus Laboratories Pvt. Ltd.
Silicon,
Silicon 140

4 Silymarin S?I?con Susp., Lifeline Biotech Ltd.
Silicon Susp 200
Lecivit S,
Lecivit -S 200

5 Silymarin Eigﬂgg :ig[t:’(?o ma) Lupin Laboratories Ltd.
Siliv

6 Silymarin Sylo Finecure Pharmaceuticals Ltd
Lyma

7 Silymarin Livarin Sidhbali Formulation

8 Silymarin Hepsil (70 mg) Pramukh Swami Pharma Ltd.
Osilma,

9 Silymarin Osilma (70 mg) Osho Pharma Pvt.Ltd.
Osilma (140 mg)
Silyrin

10 | Silymarin :::2;:2 (835 mg) Talent Laboratories
Silyrin (140 mg)

Deve dikeni igerisinde bulunan faydali bilesikler, laboratuvar ortaminda sentetik olarak
sentezlendiklerinde viicutta ayn1 etkiyi gostermedigi tespit edildiginden yapilan ¢aligmalar
bu bilesiklerin direkt olarak bitkiden alinmasi seklindedir. Literatiirde silymarin
bilesiklerinin deve dikeninden 6ziitlenmesi soksile cihaziyla gergeklesmektedir. Genellikle
oziitlemenin gergeklesmesi igin gerekli olan organik ¢oziicii etil asetat, petrol eteri, etanol,
metanol ve asetonitril seklinde siralanabilir (Corchete 2008). Bununla birlikte deve
dikeninden flavolignan 6ziitlemesinde edilen bilesiklerin veriminin kisa siirede maksimum
diizeye ulasabilmesi ve bozunmadan elde edilebilmesi i¢in siiperkritik akiskan oziitlemesi
gibi yeni yontemler kullanilmaya baslanmistir. Bununla birlikte mikrodalga, ultrasonik

dalgalar ile 6ziitleme gibi diger yontemlerde mevcuttur (Zheng ve digerleri, 2009).


http://www.medindia.net/doctors/drug_information/silymarin.htm
http://www.medindia.net/doctors/drug_information/silymarin.htm
http://www.medindia.net/doctors/drug_information/silymarin.htm
http://www.medindia.net/doctors/drug_information/silymarin.htm
http://www.medindia.net/doctors/drug_information/silymarin.htm
http://www.medindia.net/doctors/drug_information/silymarin.htm
http://www.medindia.net/doctors/drug_information/silymarin.htm
http://www.medindia.net/doctors/drug_information/silymarin.htm
http://www.medindia.net/doctors/drug_information/silymarin.htm
http://www.medindia.net/doctors/drug_information/silymarin.htm
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Doktora tez konusu kapsaminda siiperkritik CO; ile deve dikeni tohumundan silibin A ve
B bilesiklerinin 6ziitlenmesi amaglanmaktadir. Bu amagla Boliim 3°de siiperkritik akigkan

oziitlemesi ile ilgili olarak bilgilere yer verilmektedir.
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3. SUPERKRITIK AKISKANLA OZUTLEME

Dogal maddelerden siiperkritik oOziitleme ile 6nemli bilesiklerin ayrilmasi stiperkritik
akiskan teknolojisinin en ¢ok ¢aligilan alanidir. Son 10 yildir tohum, meyve, yaprak, ¢igek
gibi bitkilerden yaglar, ila¢ etken maddeleri gibi degerli bilesikler siiperkritik akigkan ile
Oziitlenmektedir. Antioksidanlar, farmostatik renk verici maddeler ve pestisitler tizerinde
pek cok calisma gergeklestirilmistir. Bu boliimde siiperkritik akiskanlar, fizikokimyasal
ozellikleri, stiperkritik akiskan oziitleme sisteminin isleyisi, avantajlari ve dezavantajlari,

isletme parametrelerinin se¢imi gibi konularda bilgi verilmektedir.
3.1. Siiperkritik Akiskan

Bir akigkanin sicaklig1 ve basinci kritik noktanin tlizerinde ise “Siiperkritik akiskan™ olarak
adlandirilir. Saf bir maddenin kati, sivi, gaz ve siiperkritik bolgedeki mikroskopik
davraniglar1 Sekil 3.1°de verilmistir (Cansell, Aymonier, Loppinet-Serani 2003).
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Sekil 3.1.Saf bir maddenin basing-sicaklik diyagramindaki mikroskopik davranislar
(Cansell ve digerleri, 2003).

Stiperkritik akiskanlarin fizikokimyasal Ozellikleri dikkate alindiginda, stiperkritik

akigkanlar gaz ve sivi arasinda yer alir. Bu Ozellik diger ¢oziiciilere gore daha iyi
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performans sergilemesini saglar. Siiperkritik akigkanin sivi, gaz ve siiperkritik bolgedeki
yogunluk, viskozite ve difiizyon katsayilarini gosteren cizelge asagida verilmektedir.

(Wang Ling, Giang, 2003).

Cizelge 3.1. Bir akigkanin sivi, gaz ve siiperkritik bolgedeki fizikokimyasal 6zellikleri

Fizikokimyasal Sivi Siiperkritik Gaz
Ozellik Akiskan

Yogunluk (kg/m°) 600-1600 | 200-1000 1
Viskozite (kg/m.s) 1,0x107 1,0x10™ 1,0x107
Difiizyon katsayisi 1,0x10° 1,010 1,0x10™
(m?/s)

Stiperkritik akiskan kiitle transfer Ozelligi bakimindan gazlara c¢oziiniirlik 6zelligi
bakimindan ise sivilara benzemektedir. Yogunlugun artmasi ile siiperkritik akiskan; sivi
ozelligi gostererek, c¢ozme giicii artmaktadir ve gazlara gore daha fazla madde
cozebilmektedir. Bununla birlikte siiperkritik akiskanlar; sivilara gore daha kolay taginir ve
katilarin igine kolaylikla difiizlenirler. Oziitlenecek maddeyi sivilara gore daha kolay
bulundugu yapidan uzaklastirabilmektedirler. Oziitleme prosesinin isletme kosullari;
stiperkritik akigkanin yogunlugu, viskozitesi vb. gibi fizikokimyasal 0Ozelliklerini

etkilemesi nedeniyle 6nem tasimaktadir (Icen ve Giirii, 2008).

3.2. Siiperkritik Akiskanin Se¢cimi

Gida ve ilag endiistrisinde kullanilan degerli maddelerin oziitlenmesinde kullanilacak
stiperkritik akiskanin se¢imi son derece Oonemlidir. Bu se¢cimde, hammaddenin akigkan
icinde c¢oziinlrliigli; kimyasal kararliligi; ekonomik ve kolay bulunabilen bir akiskan
olmas1 ve akiskanin toksik, patlayic1 ve yanici olmamasi gibi giivenlik sorunlar1 goz
ontinde tutulmalidir. Cizelge 3.2°de biyolojik uygulamalarda en ¢ok kullanilan ¢oziiciilerin
kritik sicaklik, basing ve yogunluk degerleri verilmistir. Amonyak, n-pentan, metanol ve
toluenin kritik sicakliklarinin yiiksek olmasi nedeniyle, sicakliga duyarli olan dogal

maddelerin 6ziitlenmesi ig¢in uygun ¢oziicli olmadiklart goriillmektedir (Calimli 2003).



19

Cizelge 3.2. Siiperkritik akiskanlarin fiziksel 6zelikleri (Calimli 2003)

Gozici | Te (K) | Pe (MPa) | rc(kg.m)
Etilen 282,5 50 220
Karbondioksit | 304,3 7,4 470
Etan 305,4 4,9 200
Propan 369,9 4,3 220
Amonyak 405,4 11,3 240
n-pentan 469,6 3,4 240
Metanol 512,7 8,1 270
Toluen 591,8 4,1 290
Su 647,7 22,1 320

3.3. Siiperkritik Akiskan Oziitleme Sistemi

Stiperkritik akiskan olarak kullanilacak akiskan oncelikle sikistirilarak istenilen basing
degerine getirilir. Buradan bir 1sitict yardimiyla akigkan calisilacak sicaklik degerine
ayarlanir. Boylece siiperkritik akiskan haline getirilerek ekstraktére gonderilir.
Ekstraktorde bulunan madde ile temasi sonucu, siiperkritik akiskanda ¢6ziinen karigim bir
aywrictya alinir ve basinct diiglirtiliir. Basincinin diistiriilmesi sirasinda ¢ézme giicilinii
kaybeden akigkan iirtinden ayrilir. Ayiricidan alman akiskanin geri kazanimi igin bir
sogutucuda sicakligr disiiriilebilmektedir. Sogutucudan ¢ikan akigkan tekrar sisteme
beslenmek iizere giris akimiyla karigtirilir. Elde edilen {iriin ayiricinin altindan toplanir
(Novasep,2012). Siiperkritik akiskan oziitleme sisteminin igleyisini gosteren akim gemasi

asagida verilmistir (Sekil 3.2)
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Sekil 3.2.Siiperkritik akigkan 6ziitleme sisteminin sematik gosterimi (Novasep,2012).
3.4. Isletme Parametrelerinin Secilmesi

Isletme kosullarinin secilmesinde dziitlenecek bilesik ya da bilesikler dnemlidir. Molekiiler
agirlik ve polarite durumuna gore hesaba katilir. Isil kararsiz bilesikler icin siiperkritik
akiskan sicakligir kritik nokta civarinda galigilir. Sabit basing altinda sicaklik arttikca
stiperkritik akiskanin yogunlugu azalir, boylece siiperkritik ¢oziiclinlin ¢6zme giicii azalir,
ancak oOziitlenecek bilesiklerin basinglar1 yiikselir. Boylece bu bilesiklerin akigskan fazdan

gecisi artar (Herrero ve digerleri, 2006, Reverchon ve digerleri, 2006).

Onemli bir proses parametresi ise basmncin siiperkritik akiskanin segiciligine etkisidir.
Genellikle basing yiikseldikc¢e ¢oziicli glicii artar ve 6ziitleme seciciligi azalir. Cogunlukla
¢oziicii giicii verilen kosullarda siiperkritik akigkanin yogunlugu ile ifade edilir. Ornegin

siiperkritik CO, yogunlugu yaklasik 0,15 ile 1 g/cm® arasinda degisir ve bu deger sicakliga
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ve basinca baglhdir. Bu degisim lineer olmayip, istenilen 6zellikler CO;’in 6zelliklerini

gosteren tablolar kullanilarak saglanabilir (Reverchon ve digerleri 2006).

Stiperkritik akiskan 6ziitlemesinde 6nemli diger parametreler ise akiskanin hizi, ekstrakte
edilecek maddenin tanecik boyutu ve oziitleme siiresidir. Bu parametrelerin tam olarak
belirlenmesiyle istenen fiiriinlerin en kisa zamanda oziitlenmesi tamamlanir. Oziitleme
prosesini ¢oziiniirliik ve kiitle transfer direnci etkilemektedir. Oziitleme siiresi, prosesi
kontrol eden mekanizma ile iliskilidir. Tim prosesin hizi en yavas basamaga baghdir. Eger
dis kiitle transfer direnci ya da denge; prosesi kontrol ediyorsa bu durum siiperkritik
akigkanin akis hizi ile ilgili parametredir. Ekstraktore siiperkritik ¢oziicii besleme miktari
oziitleme hizin belirler. Eger i¢ kiitle transferi prosesi kontrol ediyorsa tanecik boyutu
onemli rol oynamaktadir. Tanecik boyutunun azalmasi ¢oziiclinlin difiizyonunu artirir.
Buna karsin tanecik boyutu cok kiigiik ise Oziitleme yatagi i¢indeki kanallarda bazi
problemler yaratabilir. CoOziicinin bir kismi 6ziitleme haznesi icindeki kanallarda
ilerlerken ekstrakte edilecek materyale temas etmez. Bu da prosesin veriminin kaybina
neden olur. Genellikle tanecik ¢ap1 yaklasik 0,25 ile 2 mm arasinda tercih edilir. Optimum
boyut matriks i¢indeki su igerigi miktarina ve sivi bilesiklerin 6ziitleme miktarina baglidir.
Ogiitme ile ¢ok kiigiik taneciklerin iiretimi ucucu bilesenlerin kaybolmasma neden
olmaktadir. Proses veriminin maksimuma gelmesinde akis hizi ile tanecik boyutu
arasindaki iligkiye baglidir (Sulu 2012, Herrero ve digerleri 2006, Reverchon ve digerleri
2006).

Stiperkritik akiskan oziitlemesi siirecinde diger bir degisken; asamali olarak 6ziitlemenin
gerceklestirilmesi ve ortak c¢oziicii eklenmesidir. Asamali 6ziitleme; prosesin her bir
asamasinda farkli sicaklik ve/veya basing degerlerinin kullanilmasiyla elde edilir. Bu
yontemle 0zel bilesiklerin siiperkritik akigkan i¢inde farkli ¢oziiniirliik gostermesiyle ayni
ortamdan ayrilmasini saglar. Ornegin ilk Oziitleme kosullar1 diisiik CO, yogunlugu
(0r:0,29 g/cmS, 90 bar, 50 °C), 2 asamada yiiksek CO, yogunlugu gergeklestirilerek
yapilabilir (Or: 0,87 g/cm3, 300 bar, 50 °C). Pek ¢ok ¢oziinen bilesik, drnegin ugucu yaglar,
ilk asamada ekstrakte edilirken, az ¢éziinenler 6rnegin antioksidanlar iki asamada ekstrakte

edilir.

Stiperkritik akiskan 6ziitlemesi siirecinde ortak ¢oziicii ilavesinin Oziitleme siiresini ve

verimini olumlu yonde etkilemektedir. Ornegin polar molekiiller igin siiperkritik CO;’e
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stvi ¢oziicli ilavesi ¢oziiclinlin giiciinii attirir. Siiperkritik CO; polar bilesiklerde diisiik
afiniteye sahipken, polar olmayan bilesikler i¢in iyi ¢oziiclidiir. Cesitli yazarlar ¢ok az
miktarda s1v1 ¢oziicii ilavesinin (Or: Etil alkol) siiperkritik CO; ¢oziiciiliigiinii artirdigini
belirtmislerdir. Ortak ¢oziicii ilavesi siiperkritik CO,in ¢oziicii giiciinii yenilemektedir.
Ancak bu yontemin dezavantaji, ¢oziicii giiclinlin artmasiyla {iriin segiciligi azaltmaktadir.
Bununla birlikte ortak ¢oziiciiler cogunlukla atmosferik basingta sivi oldugu i¢in 6ziitleme

tinitesinde oziitlenen bilesiklerle birlikte toplanir (Reverchon ve digerleri 2006).

Stiperkritik akiskan 6ziitlemesi teknolojisi iizerine yapilan ilk ¢aligmalar yiiksek basingta
(>350 bar) yapilmustir (Or: Terpenler, yag asitleri vb.). Bunun amaci siiperkritik akiskanin
¢oziicii gliciiniin artirtlmasidir. Coziicii giicii ile segicilik arasinda bir optimizasyon
olusturularak, stiperkritik akiskan 6ziitleme prosesinin isletme kosullar1 belirlenmis istenen
bilesiklerin istenmeyen bilesiklerden secimli olarak ayrilmasi saglanmistir. Basarilt bir
oziitleme yapabilmek igin sadece bilesigin ¢oziiniirliigii dnemli degildir. Istenmeyen
iirlinlerin ayrilmasi, ham materyallerin yapisindan kaynaklanan kiitle transfer direnci ve
bilesiklerin bir bolimiiniin 6ziitlemesi de prosesi etkilemektedir. Materyalin dogal
yapisinin - mikroskobik 6zellikleri kiitle transfer direncinin anlasilmasina yardimci
olmaktadir. Cesitli tanecik boyutlarinda ve siiperkritik akiskanin kalma siirelerinde yapilan
baz1 6zel deneyler bu durumu daha da iyi agiklamaktadir. Coziiniirlik ve kiitle transferi
arasindaki karmasik iliski stiperkritik akiskan performansi ile aydinlatilabilir (Reverchon

ve digerleri 2006).

3.5. Siiperkritik Akiskan Oziitlemesinin Avantajlari

Dogal kaynaklardan yararli bilesiklerin siiperkritik akiskan ile oziitlenmesi iizerine

yiizlerce kaynak bulunmaktadir. Klasik yontemlere gore pek ¢cok avantaji vardir.

Stiperkritik akiskan gii¢/se¢icilik oranin1 dengelemektedir. Ortami kirletici ve ¢evreye zarar
verici ¢Oziiclilerin ortamdan kaldirilmasint saglar. Hegzan, pentan ve biitan gibi
hidrokarbonlar azot oksit, siilfiir hegzafloriir ve florlu hidrokarbonlar gibi bilesikler
stiperkritik akigkan oziitlemesinde ¢oziicii olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte en
popiiler ¢oziicii ise CO,’dir. Popiilerliginin sebebi kolay ulasilmasi, giivenli olmasi,toksik
olmamasi ve diger coziiciilere gore maliyetinin diisiik olmasidir. Siiperkritik kosullari;

diisiik basingta ve oda kosullarina yakin sicakliktadir (Reverchon ve digerleri 2006). Pek
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cok caligmada bitkisel yaglarin CO; iginde rahatlikla ¢oziindiiglinden bahsedilmektedir
(Skerget, Kotnik, Knez, 2003, Akanda ve digerleri 2012). CO, gazi iirlin i¢inde baska
kirlilige yol agmaz. Diger bir Ozelligi polar olmayan bilesenler i¢in segici olmasidir.
Stiperkritik fazda karbondioksit gazinin viskozitesi diistiktiir, difiizyon daha hizli olur, yani
kat1 hammaddelerin dokusuna ¢ok hizli niifuz eder ve verimliligi artirir. Diisiik sicaklikta
calisildigi i¢in aroma ve vitaminler zarar géormez. Ayrica temel proses (6ziitleme+ayirma)
diger yontemlere gore daha ucuz ve endiistriyel 6l¢ekte basit olarak nitelendirilir (Sulu

2012, Herrero ve digerleri 2006).

Ayni gaz tekrar tekrar kullanildigi i¢in ekonomiktir. Cevre kirliligine yol agmaz. Sistemin
sicakligi ve basincinin ayarlanmasiyla viskozite, difiizyon katsayisi, dielektrik sabiti,
stiperkritik gaz yogunlugu ve ¢oziiniirliikk 6zellikleri kontrol edebilir, ham materyal ve

ekstrakte edilecek iiriine gore ayarlanabilmektedir(Sulu 2012).

Stiperkritik akiskan o6ziitleme sistemini ¢alistirmak i¢in kullanilan enerji sadece elektrik
enerjisidir. Geleneksel c¢oziicii Oziitlemesinde oldugu gibi 1sitma ve buhar islemi
gerektirmez. Genellikle kurulan tesisler 600 L, 1000 L gibi hacimlere sahiptir. Ayni isi
yapan geleneksel tesislerle karsilastirilinca hacim olarak daha az yer kaplar, daha az is¢ilik
gerektirir. Farkli basing ve sicaklik kombinasyonlart kontrol edilerek son {irlini
bilesenlerine ayirmak miimkiindiir. Saf ve kaliteli iiriinler elde edilebilir. Son iriinde

¢oziicli kalintis1 bulunmamaktadir (Sulu 2012, Calimli 2003).

3.6. Siiperkritik Akiskan Oziitlemesinin Dezavantajlari

Stiperkritik akiskanlarla ayirma islemlerinin yiiksek basingta (>80 atm) gerceklesmesinden
dolay1 yiiksek yatirim maliyeti gerektirmektedir. Son derece dnemli oldugu halde ihmal
edilen diger bir dezavantaji ise, en saf CO;tiiplerinin igeriginde bile varolan %1-2’lik
oksijenin, antioksidanlar gibi oksijene hassas bilesikler ile tepkimeye girip az miktarda da

olsa bozunmalarma neden olmasidir (Cocero, Gonzalez, Perez, Alonso, 2000).
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4. LITERATUR ARASTIRMASI

Literatiir arastirmasi; Silymarin Bilesiklerinin Oziitlenmesi Uzerine Yapilan Calismalar,
Bitkilerin Siiperkritik sartlarda Oziitlenmesi Uygulamalari ve Silybum marianum Bitkisinin

Yapisinda Bulunan Kimyasallarin Analizi olarak {i¢ kisimda derlenmistir.

4.1. Geleneksel Yontemlerle Silymarin Bilesiklerinin Oziitlenmesi Uzerine Yapilan

Cahismalar

Deve dikeni olarak bilinen Silybum marianum‘un tohumlarinda karaciger kanseri basta
olmak tizere pek ¢ok hastaliga karsi tedavi edici ve hastaliklardan koruyucu etki gosteren
flavolignan ve dihidroflavanol bilesikleri bulunmaktadir. Bunlar silymarin bilesikleri
olarak  bilinmektedir.  Silibin, izosilibin, silykristin, silydianin 6nemli aktif
flavolignanlardir. Silymarin bilesikleri arasinda en aktif bilesen; literatiirde silibinin,
silybin gibi farkli isimlerle anilan silibindir. Genellikle deve dikeninin kuru tohumlarinda

bulunur (Agarwal ve digerleri 2006).

Silymarin bilesiklerinin eldesi genellikle literatiirde deve dikeninden organik bir
cozliciiniin Oziitlemesi ile gergeklestirilmektedir. Organik ¢oziicii olarak genellikle
etilasetat, petrol eteri, etanol, metanol ve asetonitril kullanilmaktadir (Corchete, 2008).
Silybum marianum bitkisinden flavolignan tipi bilesiklerin &ziitlemesine yonelik olarak

literatiirde gergeklestirilen yayinlar asagida verilmektedir.

Endiistriyel anlamda silymarin  bilesiklerinin ~ {iretimi  i¢in  bazi1  ¢aligmalar
gerceklestirilmigtir. Silybum marianum bitkisinin meyvesi 1sitilmadan yalnizca ezilerek
icerisindeki yagin biiylik bir kismi uzaklastirilir. Sikistirlan kiitle ayrilir, sikistirma ile
kalan artiklar da etil asetat ile alinir. Tim numune etil asetat ile 6ziitlenerek ortamda kalan

¢Oziicli buharlastirilir (AbouZid, 2012).

Wallace ve Carrier (2003) flavolignan ve dihidroflavanol bilesiklerini igeren deve
dikeninden silymarin bilesiklerinin ve taksifolinin 6ziitlemesini arastirmislardir. Coziicli
olarak etanol, metanol, asetonitril ve aseton kullanilmistir. Organik ¢oziiciiler igerisinde

maksimum verim etanol i¢in saglanmistir. Etanol igindeki yagsiz tohumda taksifolin,
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silikristin, silidianin, silibinin A ve silibinin B’nin maksimum verimleri sirasiyla 0,6; 4,0;
0,4; 4,0 ve 7,0 mg/g yagsiz tohum olarak bulunmustur. Ancak etanoliin zamanla bazi
bozunmalara potansiyel olusturdugu goriilmistir. Eger silibin A  diastereomeri
incelenecekse, silibin A/silibin B orami yiiksek olmasi nedeniyle metanoliin oziitleme
coziiciisli olarak se¢ilmesi anlamlidir. Bununla birlikte yagin tohumdan uzaklastirilmasi
onemli bir iglemdir. Yagdan arindirilmig materyalde silymarin bilesikleri 2 kat verimle elde

edilmistir.

Barreto ve Carrier (2003) 50, 70, 85 ve 100 °C sicakliklardaki su ile deve dikeninden
silymarin bilesiklerini 6ziitlemeye ¢alismiglardir. 100 °C ’de 210 dakikanin sonunda
tohumdaki taksifolin {iriinii 1,2 mg/g‘dir. Bu deger yagi alinmis tohumun etanol ile soksile
oziitlemesinden daha fazla oldugu belirlenmistir. Benzer olarak, tohumdaki silikristin

silibin A ve silibin B verimleri sirasiyla 5,0; 1,8 ve 3,3 mg/g tohum olarak bulunmustur.

Benthinin deve dikeni tohumunun Oziitlemesi {izerine gergeklestirdigi calisma iki
asamadan olusmaktadir. Oncelikle numune 4 saat boyunca petrol eteri ile 6ziitleme
yapilmustir. Tkinci asamada ise 5 saat boyunca metanol ile 6ziitleme gerceklestirilmistir. Bu
yontem Deutsches Arzneibutch yéntemi olarak bilinir. Oziitleme maksimum verimi olarak

ise 11 mg silibin/g tohum elde edilmistir (Barreto, Carrier, 2003).

Duan, Carrier, Clausen (2004) deve dikeninden silymarin bilesiklerinin oziitlemesi i¢in
100-140 °C arahigindaki sicakliklarda oziitleme ¢oziiciisii olarak sicak su kullanilmugtir.
Ortalama tane biiytikliigii 0,4 mm olacak sekilde deve dikeni tohumlar1 kahve degirmeniyle
ogitilmistir. 0,5 g numune oOziitleme {initesine yerlestirilmistir. Farkli sicakliklarda
gerceklestirilen Oziitleme sonuglarina gore sicakligin artistyla dogrusal olarak bir artig
gozlemlenmemistir. Ciinkii bu bilesiklerin bir kisminin sicakligin artmasiyla bozundugu
gozlemlenmistir. Bununla birlikte bu bilesenler sicaklik 100°C° den 140 °C’ye
artirlldiginda, 6ziitleme siiresi 200 dakikadan 55 dakikaya azalmaktadir. Ancak 100 °C’nin
tizerine ¢ikildikca silymarin bilesiklerinin yavas yavas bozulmaya bagsladig

gozlemlenmistir.

Quaglia, Bossu, Donati, Mazzanti ve Brandt (1999) yaptig1 ¢alismada Silybum marianum
meyvesinden Silibin, izosilibin, silikristin, silidianin, taksifolin bilesiklerini ekstrakte

etmislerdir. Oziitleme 4 saat boyunca petrol eteri ile soksile cihazinda gergeklestirilmistir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Quaglia%20MG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10704109
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Boss%C3%B9%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10704109
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Donati%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10704109
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mazzanti%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10704109
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mazzanti%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10704109
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Oziitleme sonucu elde edilen numune HPLC ile analiz edilmistir. 5 g deve dikeni
meyvesinden elde edilen silibin, silikristin, silidianin ve taksifolin miktarlar1 58; 33; 37,5

ve 16,5 mg olarak bulunmustur.

Khan, Khattak ve Zahoor (2011) ise deve dikeni bitkisinin tohumlariin inorganik
bilesiklerini alev fotometresi yardimiyla analizlemislerdir. Yapilan bu ¢alismada tohumlar
deiyonize su ile yikanmis olup, 120 °C de bir gece bekletilmistir. Tohum tozlar1 600 °C kiil
firinda bekletildikten sonra numuneler 100 mL deiyonize su i¢inde bekletilmistir. Elde
edilen sonuglara gore deve dikeni tohumunda Na, K, CI, Ca, HCO3, NO3, SO, inorganik

yapilara rastlanmistir.

Subramaniam, Vaughn, Carrier ve Clausen (2008) Silybum marianum bitkisinden Silibin
A, silibin B, izosilibin A, izosilibin B, silikristin, silidianin, taksifolin gibi flavolignanlari
oziitlemislerdir. Oziitleme yontemi olarak soksile cihazindan faydalanmislardir. %1,2
NaOH, %15 H,SO4, %2 NaHCO; igerikli deiyonize su c¢oziiciileri 6n islem igin
kullanilmigtir. 0,4 mm biiyiikliiglindeki 6giitiilmiis olan 8 g deve dikeni tohumu 24 saat
boyunca bu c¢oziciiler i¢cinde bir calkalayict yardimiyla karigtirnlmistir. Bu calisma
incelendiginde klasik 6ziitleme oncesinde agirlikga %1,5 H,SO4 ile muamele edildiginde
flavolignan miktarinin 6nemli 6l¢iide arttig1 gdzlenmistir. Silibin A, silibin B, silikristin ve
silidianin miktarlar1 3,15; 4,43; 3,12 ve 19,12 mg/g tohum olarak bulunmustur. Bu ¢alisma
ile petrol eteri yerine daha az zarar1 olan bir ¢oziicii kullanilmast hedeflenmistir. Ancak en

yiiksek verim %1,5 H SO, ilavesinde elde edilmistir.

Xin, Xianzhe ve Chenghai (2008) yaptig1 bir ¢alismada ise mikrodalga yardimiyla deve
dikeninden silymarin 6ziitlemesinde en uygun kosullarda en yiiksek verimi elde etmeyi
arastirmiglardir. Yapilan caligmada Oncelikle tohumlar 12 saat boyunca kurutulmus,
ardindan bir 6giitiicii yardimiyla toz haline getirilmistir. Toz numune 40 mesh’lik elekten
gegirildikten sonra petrol eteri ile 60-90 °C yikanarak yag ortamdan alinmigtir. Kalan kisim
iyice kurutulduktan sonra etanol ile seyreltilip 10 dakikadan boyunca mikrodalga cihaz: ile
mikrodalga uygulanmistir. Bu calismada optimum kosullar 6ziitleme siiresi 50 dakika,
sicakligr 130 °C, etanol derigimi %85 olarak bulunmustur. Bu kosullarda 6ziitleme verimi

klasik yonteme gore 3 kat artarak 59,33 mg/g olarak bulunmugstur
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Deve dikeni olarak bilenen Silybum marianum bitkisi; bitkisel ilaglarin en eskisi olmasina
karigin igerisindeki yararl bilesiklerin (6zellikle silymarin bilesikleri) alinmasi literatiirde
cogunlukla klasik oziitleme olarak ge¢cmektedir. Oysa petrol eteri, etil asetat vb. gibi
cOziiciler hem c¢evreye zarar vermekte hem de elde edilen Oziitten tamamiyla
uzaklastirllamamaktadir. Bu sebeple oOziitleme veriminin yiliksek oldugu ve ¢oziici
etkisinin ¢evreye ve elde edilen lirline zararinin en az oldugu yontemler dikkate alindiginda

karsimiza siiperkritik CO, 6ziitlemesi yontemi ¢ikmaktadir.

4.2. Siiperkritik Oziitlemesi Uygulamalari

Son yillarda endiistriyel dneme sahip dogal iiriinlerin ayirma ve saflagtirma siireglerinin
incelenmesi yogun arastirma konular1 arasindadir. Dogal ve sentetik yontemler ile tiretilen
bircok kimyasal ve biyokimyasal endiistriyel iiriinler klasik ayirma yontemleriyle kolay
bozunabilmeleri nedeniyle siiperkritik akiskan oziitlemesi alternatif bir ayirma prosesidir.
Oziitleme yontemlerinden biri olan siiperkritik akiskan dziitlemesi gida, biyokimya, ilag ve
kozmetik endiistrilerinin ilgi odagi haline gelmistir (Herrero, Cifuentes, Ibaniez, 2006,

Reverhon, De Marco 2006).

Bu boliimde cesitli bitki, tohum, yaprak ve cicek gibi dogal materyallerin siiperkritik
akigkan ile 6ziitleme uygulamalari verilmistir. Caligma deneysel ve deneysel tasarim olmak

iizere iki smifta verilmistir.

Bocevska ve Sovov’a (2007) civanpercemi ¢igeginden siiperkritik CO3 ile esansiyel yaglari
eldesi iizerine calisma gerceklestirmiglerdir. Deneyler 10 MPa basing ve 40-60 °C
sicaklikta gerceklestirilmistir. Oziitii olusturan dnemli esansiyel yaglar %26,4 kamfor,
%9,6 1,8-kineol, %16,7 bornil asetat %9,0 terpinen ve %7,6 terpinolen olarak

bulunmustur.

Uquiche, Huerta, Sandoval ve Valle, boldo yapraklarindan siiperkritik CO, ile esansiyel
yaglarin eldesi iizerine ¢alisma gergeklestirmislerdir. Boldo Sili'nin kiy1 kesimlerine 6zgii
bir bitki tiirtidiir. Yapraklarinda esansiyel yaglar, alkoloidler ve flavonoidler bulunur. Basta
Latin Amerika'da olmak iizere, defne yapragina benzer bir sekilde gesitli yemeklerde

kullanilmaktadir. Deneyler ve 40 °C sicaklikta ve 10 MPa basing altinda
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gerceklestirilmistir. Diisiik sicaklik ve hizli sikistirmanin esansiyel yaglarin verimi iizerine

cok fazla etki ettigi sonucuna varmislardir.

Coban Sarmmsagmin (Tiger nuts, Topalak, Kokii findiga benzer iist kismi yesil bir bitki
tiirii) stiperkritik CO; ile esansiyel yaglarin eldesi iizerine ¢alisma gergeklestirmislerdir.
40-80 °C sicaklik, 20-40 MPa basing ve 60-360 dakika boyunca oziitleme siiresinin yag
verimi tizerindeki etkileri arastirilmistir. En yiiksek yag verimi 210 dakika oziitleme
stiresinde, 30,25 MPa basing ve 60 °C sicaklikta 260 mg/g olarak bulunmustur (Lasekan ve
Abdulkarim 2012).

Icen ve Giirii (2010) cay sap1 ve lifi atiklarindan siiperkritik CO, ile dziitlemesi sonucu
kafein elde etmislerdir. Siiperkritik CO, 6ziitlemesine %5°lik etanol ilavesiyle 6ziitleme
sliresinin 7 saat’ den 2 saate kisalmistir. Cay sap1 ve lifi atiklarindan maksimum Kafein

verimi 14,95 mg/g ¢ay sap1 atig1 ve 18,92 mg/g ¢ay lifi atig1 olarak bulunmustur.

Porto, Voinovich ve Decorti (2012) kenevir tohumu yaginin siiperkritik CO; ile
Oziitlemesini ¢alismiglardir. Deneyler 40, 50 ve 60 °C sicaklikta, 250, 300 ve 350 bar
basingta, 0,59; 0,71 ve 0,83 mm tanecik biiylikliigiinde gerceklestirilmistir. Optimum
kosullar 40 °C, 300 bar ve 0,71 mm olarak bulunmustur. Bu kosullardaki maksimum yag

verimi %21,50 olarak bulunmustur.

Rebolleda, Rubio, Beltran, Sanz, Luisa ve Sanjosé, (2012) yaptig1 ¢alismada misir tohumu
yaginin siiperkritik CO; ile 6ziitlemesine sicaklik, basing CO, akis hizi parametrelerinin
etkisi incelenmistir. Deney kosullar1 20,0-53,0 MPa, 35-86 °C ve 4-9 kg CO,/h araliginda
gerceklestirilmistir. Klasik oziitleme ile karsilagtirildiginda, misir tohumu yagimin diisiik
asitlik sayisina sahip oldugu iyi kalitede elde edildigi ve yiiksek antioksidant kapasitesine
sahip oldugu gorilmiistiir.

Kanola yagmin lipaz katalizli siiperkritik CO; ile serbet yag asitlerinin Oziitlemesi/
reaksiyonu gergeklestirilmistir. Katalizér olarak tutuklanmis lipaz enzimi olan Mucor
miehei kullanilmistir. Proses 24 MPa basingta ve 35 °C ‘de gergeklestirilmistir. Proses i¢in
CO; akis hiz1 ve enzim miktarinin iiriin verimine etkisi incelenmistir. Siperkritik

oziitleme/stliperkritik reaksiyon sistemi olusturulmaya g¢alisilmistir. Reaksiyon ve oziitleme
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sistemlerinin birlestirilmesiyle gida, kozmetik, farmostatik, deterjan gibi alanlarda

kullanilan gliserol, triglisrit vb. bilesiklerin verimi artmistir ( Rezaei, F. Temelli, 2001).

Bu ¢alismada Salgin (2007) jojoba tohumunun stiperkritik CO, ve siiperkritik CO,+etanol
¢oziiclisii kullanilarak oziitlemesini gerceklestirmislerdir. Deneyler 25, 35 ve 45 MPa
basingta, 343 ve 363 K sicaklikta, 3,33x10 % 6,67x10°® ve 13,33x10°® m®* akig hizinda,
4,1x107%, 6,1x107%, 8,6x10" * ve 1,2x10°° m tanecik bityiikliigiinde, %2, 4 ve 8 etanol
coOziiciisii varhiginda gerceklestirilmistir. Yiiksek basingta ve minimum etanol ¢oziiciisii
varligina oziitleme verimi artmis ve 30-60 dakika araliginda jojoba yaginin o6ziitlemesi

tamamlanmistir.

Bu ¢alismada Uribe, Perez, Kauil, Rubio ve Alcocer, (2011) chia tohumundan siiperkritik
CO; ile yag oziitlemesini ¢alismislardir (Chia bitkisi Meksika'da Aztek Hintlileri tarafindan
1492 6ncesinde gida, ilag ve boya olarak kullanilmaktadir). Chia tohumu yagi doymamis
yag asitlerini 6zellikle omega-3 linolenik asit (%54-67) ve omega-6 linoleik asitlerini
(%12-21) igermektedir. Deneyler 136, 272, 408 bar basingta ve 40, 60, 80 °C sicaklikta
gerceklestirilmistir. 408 bar basingta ve 80 °C sicaklikta maksimum verim %7,18 olarak

bulunmustur. Verime basincin etkisi sicakliktan daha fazla oldugu goriilmiistiir.

Xu, Dong, Mu ve Sun (2011) niliifer gicegi ar1 poleninden siiperkritik CO, ile yag,
karotenoid, skualen ve steroller (kampesterol, stigmasterol, B-sitosterol ve [-amyrin)
Oziitlemesi tizerine ¢alismiglardir. Maksimum miktarda karotenoid, skualen ve steroller
igeren Oziit verimi 38,2 MPa basingta ve 49,7 °C sicaklikta bulunmustur. GC-FID
analizinde ise yag bilesimi analiz yapilmis, toplam yag asitlerinin yaklasik olarak %22

doymamis yag asitlerini igerdigi goriilmiistiir.

Berna, Taarrega, Blasco ve Subirats (2000) portakal kabugunun siiperkritik CO, ile
esansiyel yaglarin eldesi iizerinde calismalarin1 gerceklestirmislerdir. Susuz portakal
kabuguna sahip Satsuma ve naveline cesitleri kullanilmistir. Coziicliniin hiz1 artikga

Oziitleme hizina etkisi artmistir.

U. Salgin, S. Salgin (2013) Pinus pinea L. bitkisinden (Kozalak ¢ami fistigi(KCF))
stiperkritk CO, ve siiperkritik COjtetanol ¢oziiciisii  kullanilarak — 6ziitlemesini
gerceklestirmiglerdir. 20-50 MPa basing, 40-60 °C sicaklik, 0,061-0,259 kg ht co, akis
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hizinda, 362,5 ve 725 um partikiil biiylikliigi, %2,5 ve 5 etanol ¢oziiciisii parametrelerinin
0ziit verimine etkisi incelenmistir. Yiiksek basingta ve minimum etanol ¢oziiciisii varligina
Oziitleme verimi artmis ve 30-60 dakika araliginda jojoba yaginin Oziitlenmesi
tamamlanmistir. Deney sonuglar1 30 MPa basingta elde edilen 6ziitleme veriminin organik
¢oziicli oziitlemesinden daha iyi oldugunu gostermistir ve bu kosullarda elde edilen
oziitleme verimi 0,477-0,488 g KCF yagi/g kuru KCF olarak bulmuslardir. %5°lik etanol
¢oziicii ile stiperkritik CO, birlikte 30 MPA, 40 °C ve 0,194 kgh'1 ¢Oziicli akis hizinda ise
90 min sonunda 0,472 g KCF yagi/g kuru KCF olarak bulunmustur.

Bu c¢alismada Yang, Wei ve Hong, (2014) ultrasound siiperkritik CO, karanfil
tomurcuklarindan yag eldesini ve yag igerisindeki 6jenol, B-karyofilen (caryophylenne),
Ojenil asetat ve a-humulen miktarini arastirmiglardir. 30, 40, 50 °C sicaklik ve 10, 15, 20
MPa basing altinda deneyler gerceklestirilmistir. Bu kosullarda stiperkritik CO, ile
stiperkritik COsp+ultrasound sonuglart kiyaslandiginda yagmn verimi %13,5 oraninda

artmistir.

Maki kaktiisii (Nitraria tangutorum) tohumunun siiperkritik CO, ile yag eldesini
caligmislardir. Stiperkritik CO; ile tohumun 6ziitleme verimi %12,92’dir ve bu deger klasik
¢oziici Ozilitlemesi yontemi ile elde edilen degerden daha fazladir. Gaz kromatografi
sonuclarina gore 6ziit %97 doymamis yag asitlerini icermektedir (Liu, Mei, Wang, Shao,

Tao, 2014).

Karabiberin stiperkritik CO, ile esansiyel yaglarin eldesini ¢alismiglardir. Deney kosullar
15-30 MPa basing, 40-50 °C sicaklik ve 40-80 dakika aralifi Oziitleme siiresi olarak
belirlenmistir.  Esansiyel yaglarin analiz GC-MS ve GC-FID kullanilarak
gergeklestirilmistir. Karabiber 06ziitii icerisindeki Onemli bilesenlerin derisimi %3’den
biiyiiktiir. p-karyofilen %24,34; limonen %15,84; sabinen %15,04; 3-karen %9,44; B-pinen
%9,27 ve kopaen %4,52 olarak bulmuslardir (Bagheri, Manap, Solati, 2014).

Kha, Phan-Tai, Nguyen (2014), Gac yagmin siiperkritik CO, oziitlemesini ve yag
igerisindeki karotenoid miktarinin belirlenmesi {izerine ¢alismislardir. Bu amagla 6ziitleme
oncesi sicak hava ile kurutma, tanecik biiyiikliigii ve 6n enzimatik muamelenin 6ziitleme
verimine etkisini arastirmislardir. En yiiksek yag verimini %0,1 (m/m) enzim derisiminde

elde etmislerdir. 50 °C 6n kurutmada ve 0,45 mm tanecik biiyiikliiglinde 6n islemler
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gerceklestirilmis, 200 bar basing ve 50 °C sicaklikta siiperkritik CO; 6ziitlemesi deneyi
gergeklestirildiginde 6ziitleme verimi % 34 g/g; B-karoten 83 mg/100 mL yag; ve likopen
508 mg/100 mL yag olarak elde edilmistir.

Durante, Lenucci, D’ Amico, Piro, Mita (2014) balkabagindan (Cucurbita moschata Duch.)
stiperkritik karbon dioksit ile E vitamini ve karotenoid lretimi {izerine c¢aligsmiglardir.
Vakum altinda kurutuldugunda (%8 nem uzaklastirildiginda) 6ziit igerisindeki toplam E
vitamini ve karetonoid miktari; dondurarak kurutma ve 6giitme (70 mesh) yontemi ile
karsilastirildiginda, sirastyla 12 ve 8,5 kat artmustir. ikinci defa dgiitiildiigiinde (35 mesh)
karotenoid verimi 1,6 kat artmistir. Ayrica 6ziit icerisindeki E vitamini (274 mg/100 g yag)

ve doymamis yag asidi miktar1 artmistir.

Bu kisima kadar c¢esitli dogal maddelerden siiperkritik akiskan ile degerli kimyasallarin
deneysel olarak eldesinden bahsedilmistir. Bundan sonra ise siiperkritik akigkan 6ziitlemesi

caligmalarinin deneysel tasarim uygulamalarindan bahsedilecektir.

Pratik olarak siiperkritik akigkan Oziitlemesi calismalarinda temel iki duruma gore
uygulanacak deneysel tasarimin se¢imine karar verilir. Birinci durum 6ziitlemeyi kontrol
eden ana faktorlerin belirlenmesi, ikinci durum ise baskin parametrelerin en uygun
degerlerinin belirlenmesi seklindedir. Sekil 4.1°de deneysel tasarimin se¢imine yonelik bir
algoritma mevcuttur. Amag belirlendikten sonra ilgili faktdrler ve deneysel tasarim
yontemi segilir. Uygun tasarim programlarinda belirlenen faktorler girilir. Programin
sundugu deneysel yol izi belirlenir. Belirtilen kosullardaki deneyler yapildiktan sonra elde
edilen veriler bu programa islenir ve deneysel sonuglar dogrultusunda “ANOVA” testine
gore model fit edilir (Sharif, Rahman, Azmir, Mohamed, Jahurul, Sahena, Zaidul, 2014).
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Tarama Optimizasyon
(Screening)

2-4 faktér

5 ya da daha fazla
faktor

5 ya da daha fazla 2-4 faktor
faktor
Full Faktéryel Faktoryel )
Tasarim Faktoryel Optimizasyondan dnce
T Tarama (screening)
kullanilarak faktdr sayisi
azaltilir

Faktoryel Plackett- Box- Taguchi
Faktoryel Burman Kompozit Behinken Tasarimi
Tasarim| Tasanim| Tasarimi Tasarimi

Sekil 4.1. Deneysel tasarim i¢in uygulanacak akim semasi (Sharif ve digerleri, 2014).

Yizey Cevap Yontemi ile basit empirik modeller kullanarak prosesler
modellenebilmektedir. Sadece optimizasyon amagli degil, isletme parametrelerinin ayri
ayr1 ve birbirleriyle etkilesimlerinin yanit fonksiyonlar: {izerine etkilerinin belirlenmesinde
de kullanilmaktadir. Prosesin isletme parametrelerindeki degisime verdigi yanit en az
sayida deneme yapilarak en iyi sekilde tanimlanabilmektedir. Cok farkli proseslerde
basariyla uygulanabilmesi ve ¢ok fazla yamit dikkate alinarak optimum noktanin
belirlenmesine olanak saglamasi, Yiizey Cevap YOnteminin diger optimizasyon yontemleri

arasindan one ¢ikmasinin en dnemli nedenleri arasindadir.

Cizelge 4.1°de ¢esitli dogal maddelerin siiperkritik akiskan 6ziitlemesi i¢in kullanilan full
faktoriyel tasarim, faktoriyel faktoriyel tasarim, Taguchi tasarimi, merkezi kompozit

tasarimi, Box—Behnken tasarimi deneysel tasarim uygulamalarina 6rnekler verilmistir.
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Cizelge 4.1. Siiperkritik Akiskan Oziitlemesi I¢in Deneysel Tasarim Uygulamalar1 (T:
Sicaklik; P: Basing, t: Oziitleme Siiresi, v/v: ikinci C6ziicii hacim orani)

Deneysel Oziitlenen Oziitlenen Parametre ve | Yaymn
Tasarimin Ad1 | Materyal Bilesikler Faktor sayisi
Full Faktoriyel | Venezuela Antioksidan 3 faktor (T, P, t) | Caldera ve ark.
Tasarim Biberiyesi bilesikler (2012)
yapragi (Karnosol ve
karnosik asit)
Full Faktoriyel | Hodan (Borago | Yag Asitleri 4 faktor Ramandi ve
Tasarim officinalis L.) (T, P, viv, t) ark. (2011)
cicegi
Full Faktoriyel | Ay ¢igegi Biyoaktif 4 faktor Casas ve ark.
Tasarim Bilesikler (materyale 6n (2007)
islem, T, P, v/v)
Full Faktoriyel | Zeytin Yapragt | Vaks, 3 faktor Tabera ve ark.
Tasarim hidrokarbonlar, | (T, P, v/v) (2004)
skualen, b-
Karoten,
trigliseridler,
a-tokoferol,
b-sitosterol, ve
alkoller
Full Faktoriyel | Okaliptiis Agac1 | Lipit 3 faktor Gonzalez-Vila
Tasarim (T, P, vIv) ve ark.
(2000)
Faktoryel Kanola kabugu | Yag ve kiiciik 3 faktor Uquiche ve ark.
Faktoriyel lipitler (T,P, 1) (2012)
Tasarim
Faktoryel Diplotaenia Esansiyel 4 faktor Khajeh (2012)
Faktoriyel cachrydifolia Yaglar (P, T, viv, 1)
Tasarim
Faktoryel Yabani kekik Esansiyel 4 faktor Khajeh (2011)
Faktoriyel (Zater) Yaglar (P, T, viv, 1)
Tasarim
Taguchi Karanfil Esansiyel 3 faktor Guan ve ark.
Tasarimi (Eugenia Yaglar (P, T, partikiil (2007)
caryophyllata ojenol boyutu)
Thunb.)
Karanfil
Tomurcugu
Taguchi Marchantia Esansiyel 4 faktor Xiao ve ark.
Tasarimi convoluta Yaglar (P, T, viv, t) (2007)
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Cizelge 4.1.(Devam) Siiperkritik Akiskan Oziitlemesi I¢in Deneysel Tasarim Uygulamalari
(T: Sicaklik; P: Basing, t: Oziitleme Siiresi, v/v: Ikinci Céziicii hacim oram)

Deneysel Oziitlenen Oziitlenen Parametre ve | Yaymn
Tasarimin Ad1 | Materyal Bilesikler Faktor sayisi
Taguchi Nar (Punica Toplam 4 faktor Yasoubi ve
Tasarimi granatum L.) Fenolikler (P, T, viv, 1) digerleri (2007)
kabugu
Taguchi Stellera Dafnoretin, 4 faktor Peng ve
Tasarimi chamaejasme L. | 7-metoksy- (P, T, viv, digerleri
dafnoretin 1,5- | partikiil (2006)
difenil-1- biytkliigi)
pentanon
Taguchi Kore goknari Esansiyel 3 faktor Kim ve
Tasarimi Yaglar (P, T, 1) digerleri (2006)
Taguchi Cay Tohumu Tohum Yagi 4 faktor Rajaei ve
Tasarimi (P, T, viv, t) digerleri (2005)
Taguchi Serbetgi Otu Flavonoidler 4 faktor Guo-ging ve
Tasarimi (Humulus (P, T, etanol digerleri (2005)
lupulus L.) derisimi,
materyal/
¢Oziicii orani)
Taguchi Yarpuz (Mentha | Esansiyel 4 faktor Aghel ve
Tasarimi pulegium L) Yaglar (P, T, viv, t) digerleri (2004)
Merkezi Afrika Balik Yagi 4 faktor Sarker ve
Kompozit Kedibaligi i¢ (P, T, Akis digerleri
Tasarimi yagi (Clarias Hizi, t) (2012)
gariepinus)
Merkezi Keten Tohumu | Toplam yag 3 faktor Ivanov ve
Kompozit (v/v,P, 1) digerleri (2012)
Tasarimi
Merkezi Mersin agaci Esansiyel 4 faktor Ghasemi ve
Kompozit (Myrtus Yaglar (P, T, viv, 1) digerleri (2011)
Tasarimi communis L.)
yapragi
Merkezi Cyperus Esansiyel 4 faktor Wang ve
Kompozit rotundus Linn. | Yaglar (P, T, t, CO, digerleri (2012)
Tasarimi akis hizi)
Merkezi Pasiflora Tohum yagi 3 faktor Zahedi ve
Kompozit tohumu (P, T, 1) Azarpour
Tasarimi (2011)
Merkezi Hodan Yapragi | Yag asitleri ve | 4 faktor Ramandi ve
Kompozit (Borago Esansiyel (P, T, viv, 1) digerleri
Tasarimi officinalisL.) Yaglar (2011)
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Cizelge 4.1.(Devam) Siiperkritik Akiskan Oziitlemesi I¢in Deneysel Tasarim Uygulamalari
(T: Sicaklik; P: Basing, t: Oziitleme Siiresi, v/v: Ikinci Céziicii hacim oram)

Deneysel Oziitlenen Oziitlenen Parametre ve | Yayin
Tasarimin Ad1 | Materyal Bilesikler Faktor sayisi
Merkezi Bamya ¢igegi Fitesterol 3 faktor Nyam ve
Kompozit tohumu (P, T, COz akis | digerleri (2010)
Tasarimi hiz1)
Merkezi Anastatica Polar olmayan | 2 faktor Nik Norulaini
Kompozit (Kiigtik gri bilesikler P, T) ve digerleri
Tasarimi renkli ¢61 (2009a)
bitkisi)
(Anastatica
hierochuntica)
Merkezi Bugday Antioksidanlar | 3 faktor Gelmez ve
Kompozit Tohumu (P, T, 1) digerleri (2009)
Tasarimi
Merkezi Domates Likopen 3 faktor Kassama ve
Kompozit kabugu (P, T, vIVv) digerleri (2008)
Tasarimi
Merkezi Domates salgas1 | Likopen 5 Faktor Kaur ve
Kompozit (Coziicii/etli digerleri (2008)
Tasarimi kisim orani,
Oziitleme sayist,
T, t, tanecik
biiyiikliigii)
Merkezi Kirmizi biber Oleoresinler 2 faktor Duarte ve
Kompozit (Capsicum (P, CO; akis digerleri (2004)
Tasarimi frutescens L.) hiz1)
Merkezi Bugday Dogal E 3 faktor Ge ve digerleri
Kompozit Tohumu vitamini (P, T,COz akis | (2002)
Tasarimi hiz1)
Box—Behnken | Mangosteen Ksantonlar 3 faktor Zarena ve
Tasarimi (Giiney Asya (P, T, 1) digerleri
kokenli ultra (2012)
tropikal bir
meyve) meyvesi
kabugu
(Garcinia
mangostana L)
Box—Behnken | Kolza Tohumu | Yag 3 faktor Cvjetko ve
Tasarimi (P, T, 1) digerleri (2012)
Box—Behnken | Diplotaenia Esansiyel 4 faktor Khajeh (2012)
Tasarimi cachrydifolia Yaglar (P, T, viv, t)
Box—Behnken | BiberiyeYaprag: | Antioksidan 3 faktor Caldera ve
Tasarimi bilesikler (P, T, 1) digerleri
(2012)
Box—Behnken | Misir Piskiilii Flavonoidler 3 faktor Liu ve digerleri

Tasarimi

(P, T, kosolvent
miktart)

(2011)



http://tureng.com/search/bamya%20%c3%a7i%c3%a7e%c4%9fi
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Cizelge 4.1.(Devam) Siiperkritik Akiskan Oziitlemesi I¢in Deneysel Tasarim Uygulamalari
(T: Sicaklik; P: Basing, t: Oziitleme Siiresi, v/v: Ikinci Céziicii hacim oram)

Deneysel Oziitlenen Oziitlenen Parametre ve | Yaymn
Tasarimin Ad1 | Materyal Bilesikler Faktor sayisi
Box—Behnken | Herba Moslae Esansiyel 3 faktor Nie ve digerleri
Tasarimi Yaglar (P, T, 1) (2010)
Box-Behnken | Zingiber Polar olmayan | 3 faktor Nik Norulaini
Tasarimi zerumbet (L) bilesikler (P, T, CO; akis | ve digerleri
hiz1) (2009b)
Box—Behnken | Domates Likopen 3 faktor Yi ve digerleri
Tasarimi Kabugu (P, T, 1) (2009)
Box—Behnken | Japon sarmasig1 | Flavonoidler 3 faktor Wang ve
Tasarimi (P, T, kosolvent | digerleri (2008)
miktari)
Box-Behnken | Uziim (Citrus Limonoidler ve | 3 faktor Yu ve digerleri
Tasarimi paradisi Macf.) | narinjin (P, T,tyada% | (2007)
cekirdegi kosolvent)
Box—Behnken | Spirulina Antioksidanlar | 3 faktor Wang ve
Tasarimi platensis (Bir (P, T, 1) digerleri (2007)
tiir yosun)
Box—Behnken | Hint yagi Yag asidi 4 faktor Turner ve
Tasarimi1 bilesikleri (P, T, metanol | digerleri (2004)
ve su derigimi)
Box—Behnken | Zahter (Kekik | Aroma 3 faktor Sonsuzer ve
Tasarimi cesidi) bilesikleri (P, T, 1) digerleri (2004)
Thymbra
spicata

Merkezi kompozit tasarimi Box ve Wilson tarafindan gelistirilmistir. Bu tasarim ile lineer
ve kuadratik modeller olusturulmaktadir. Merkezi kompozit tasarimi; N=k?+2k+cp gore
deney sayisi belirlenir. Burada cp merkez noktasinin tekrar sayisi ve k faktor sayisidir.
Merkezi kompozit tasarimi Oziitleme siirecinde deneysel parametrelerin kosullarinin

optimizasyonunu belirlemekte yaygin olarak uygulanmaktadir (Sharif ve digerleri, 2014).
4.3. Silybum marianum Bitkisinin Yapisinda Bulunan Kimyasallarin Analizi

Silymarin bilesikleri trans diastreoizomerlerden olusmaktadir. Bu diastreoizomerlerin
gerek 'H NMR gereksekse *C NMR spektrumlari benzerdir ve bunlarm ayri ayr
belirlenmesinde karakteristik bir sinyal vermezler. Bu bilesiklerin genel iskeleti Cps5H2,019

ve molekiil agirligi 482 g/mol’diir (AbouZid, 2012). Silybum marianum bitkisinin


http://tureng.com/search/japonsarma%c5%9f%c4%b1%c4%9f%c4%b1
http://www.agaclar.net/forum/tibbi-itri-boyar-aromatik-bitkiler/25975.htm
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yapisinda bulunan flavolignanlar klasik olarak ince tabaka kromatografisi ve spektrometrik
cihazlar yardimiyla yapilmaktadir. Ayirma ve flavolignanlarin her birinin ayr1 ayr1 analizi
ise yiiksek basingli sivi kromatografi cihazi ile saglanmaktadir. Tasiyict faz olarak
genellikle asetonitril, metanol, asetik asit veya fosforik asit ile tamponlanmis Su
kullanilmaktadir. Diger yontemler HPLC-UV, s1vi kromatografi-kiitle spektroskopisi veya
negatif elektrosprey kiitle spektroskopisi olarak siralanabilir. Silymarin igeren flavolignan
bilesiklerinin kantitatif analizi i¢in Onerilen yoOntemlerin avantajlar1 ve dezavantajlari

Cizelge 4.2°de verilmistir.

4.3.1. ince tabaka kromatografi analizi

Flavonolignanlarin Kkantitatif olarak Ince Tabaka Kromatografi ile analizi Wagner ve
arkadaglar1 tarafindan gergeklestirilmistir. Coziicii sistem olarak kloroform-aseton-formik
asit (75:16,5:8,5) kullanilmistir. Silymarin UV-365 nm dalga boyunda 2 floresan bolgede
analiz edilmistir. Yesil-mavi bolgede silibin/izosilibin (Rf=0,6), silikristin (Rf=0,35) ve
turuncu bolgede taksifolin (Rf=0,4) olarak bulunmustur (AbouZid, 2012).

4.3.2. UV-Vis spektrometri analizi

Abouzid (2012) yaptig1 ¢calismada flavolignanlarin kantitatif analizinin yapilmasi i¢in UV-
Vis Spektrometri cihazini Onermistir. Ancak bu yontem tekrarlanabilirlik problemi
gostermektedir ve tek tek bilesiklerin miktar1 yerine toplam flavonolignan miktarim
Olgmektedir. Bu yontem, pH 7’de potasyum permanganat ile oksidasyonuna
dayanmaktadir. Bu reaksiyonun 530 nm’de azalan absorbans degerlerinin
spektrofotometrik olarak Olcililmesiyle toplam flavonolignan miktar1 bulunmaktadir

(AbouZzid, 2012).

Stoiljkovic, Petrovic, Ilic, (2007) yaptigi ¢aligmada ise silymarin bilesiklerinin UV-Vis
Spektrometre cihazi ile analizlemislerdir. Oziit igerisindeki Silymarin bilesiklerinin
miktarin1 % silibin cinsinden bulmuslardir. Yontemde silymarin bilesikleri 2,4 DNPH ile
tiirevlendirme yapilmistir. Cozeltinin 490 nm’de absorpsiyonlart UV-Vis spektrometresi

(Analyticjena Specort 200 Spectroformeter) ile 6l¢iilmiistiir.
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4.3.3. Yiiksek basin¢h sivi kromatografi analizi

Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC) silymarinin analizinde yontem olarak
onerilmistir.  Yiiksek basingli sivi  kromatografi analizinde kolonlarda ayrilma
gerceklestirildiginden, kolonun boyu, ¢ap1 vb. gibi 6zellikleri biiylik 6nem tasimaktadir.
Analizlenecek silymarin bilesiklerinin tanimlanabilmeleri ig¢in kullanilan dedektorler de

olduk¢a 6nem teskil etmektedir.

Silibinin analitik olarak belirlenmesinde ve Oziitleme sonrasi ¢alismalarda, oziitiin HPLC
analizi ile ilgili calisma kosullar1 Cizelge 4.2°de 6zetlenmistir. HPLC analizinin ¢ogunlukla
benzer kosullarda (C18 kolon ile ve UV-VIS veya Fotodiot array dedektor) yapildigi
goriilmektedir. Cizelge 4.2°de verilen literatiirlerden bazilarina ait HPLC kromatogramlari
ise EK-2’de verilmistir. Bu calismalarin haricinde literatiirde bulunan silibin analizine

yonelik diger calismalarda asagida verilmistir.
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Cizelge 4.2. HPLC analizi ile ilgili ¢alisma kosullar1

Yazar ve Yih |[Kolon Tipi [Kolon Boyutu [Tasiyci Faz Dedektor
ve Dalga
Boyu
Kvasnicka, F., |Purospher  [150x 4 mm, |Fosforik asit-metanol- UV-VIS
ve digerleri RP18 5 um su:0,5:46:64 288 nm
(2003) Lee ve
digerleri(2006) izokratik Akis hizi: 1 ml/
min
Sigma-aldrich  |Ascentis 100 mm x 3.0 |Agoziiciisii: % 0.1 Formik [UV-VIS
Express C18 mm, 2,7 um  fsitli su (hacimce) 254 nm
B:metanol
Gradient akis.
3 min 35% B
35-45% B ‘e 10 min,
2 min 45% B ;
IAki1s hizi: 0.6 mL/min
Basing: 283 bar
Kolon Sicaklig: 35 °C:
injection: 20 pLL
Radjabian ve  [Nucleosil C18 (150 x 4,6 mm, [Methanol-su:50:50 (v/v). 288 nm
digerleri 5 um izokratik akis hizi: lmL/min
(2008), Liu ve
digerleri (2012)
Ding ve Shim pack 150 x 4.6 mm, |A ¢oziicsii: Metanol uv
digerleri (2001) VP-ODS S um ve B ¢oziiclsii: %10 dedektor
On kolon dioksan+su 288 nm
100 > 4.6 mm, \Gradient akis
> pm IAkis hiz1.1,5 ml/min
Kolon T:40 °C

Lee ve arkadaslar silibin A, silibin B, izosilibin A ve izosilibin B’nin molekiiler yapisini
ve streokimyasini incelemislerdir. Iki cift diastreizomerik flavolignan olan silibin A ve
silibin B, izosilibin A ve izosilibin B’ yi ardisik silika jel kromotografi ters faz HPLC ve

elektrofarez yontemiyle Silybum marianum bitkisinden ayirmislardir.

Bir baska ¢alismada ters faz sivi kromatografi ve siv1 faz kiitle spektrometresiyle silymarin
bilesikleri olan silibin ve izosilibin 2 ayr1 diastereomer seklinde ayirmay1 basarmiglardir.
Bu ¢alismada tasiyici faz ve ¢oziicii karisimi (su:dioksan=9.1) gradient olarak akis hizi:1,5
ml/min kolon sicakligr 40 °C dedektor dalga boyu 288 nm ‘de silikristin i¢in %99,66;
silidianin i¢in %99,48; silibin i¢in %100 izosilibin i¢in % 98,72 olarak bulmuslardir.
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Quaglia M., ve digerleri, yaptig1 ¢alismada Silybum marianum meyvesinden Silibin,
izosilibin, silikristin, silidianin, taksifolin bilesiklerinin analiz i¢in Purospher C18
(250*4mm ID 5 mikron) ve Lichrosphere C8 (250 mm* 4mm I.D. 5 mikron) olmak iizere
iki adet kolon kullanilmistir. Coziicli olarak su: asetonitril: metanol kullanilmistir. Tasiyici

fazin akis hizt 1ml/min ve kullanilan fotodiot dedektoriin dalga boyu 289 nm’dir.

Subramaniam ve arkadaslar1 Silybum marianum bitkisinden Silibin A, silibin B, izosilibin
A, izosilibin B, silikristin, silydianin, taksifolin gibi flavolignanlar1 6ziitlemislerdir. Elde
edilen numune Symmetry (Waters, Milford, MA, USA) CI8 o6n kolon ve C18
(150*4,6mm; 5 pm ) kolon kullanilarak 40 °C’de HPLC cihaz1 ile analiz edilmistir.
Dedektor olarak fotodiot dedektoér kullanilmis olup 290 nm dalga boyunda analiz
gerceklestirilmistir. Tastyict faz olarak Su/metanol gradient sistemi (akis hiz1:0,75

mL/min) kullanilmistir.

4.3.4. Kapiler elektroforez analizi

Kapiler elektroforez; silymarin bilesenlerinin tayini igin bir yontem olarak ileri stirlilmistiir
(Kvasnicka ve digerleri, 2003). Bu yontem HPLC yontemi ile karsilastirilmis ve sonuglarin
benzer oldugu ifade edilmistir. Ornek bilesenlerinden silidianin ve silikristinin daha iyi
¢Oztiniirliigii saglanmustir. Yiiksek Performans Kapiler Elektroforez (HPCE) pH 9’da borat
tamponu ¢ozeltisi kullanilarak Silybum marianum 6ziitinde silymarin belirlenmesi igin

kullanilmastir.

4.3.5. Ultra performansh sivi kKromatografi analizi

Ultra Basingli S1vi Kromatografi (UPLC) silymarin bilesenleri gibi ¢ok bilesenli analitlerin
ayrilmasinda kullanilmaktadir. Analiz siiresi kisa, maddelerin ayirim ¢oziiniirligi ve
hassasiyeti yliksektir. Ancak pahali bir yontem olup, ayrica saflastirma basamaklarina

ihtiya¢ vardir.
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Cizelge 4.3. Silymarin i¢eren flavolignan bilesiklerinin kantitatif analizi i¢in 6nerilen
yontemlerin avantajlar1 ve dezavantajlari

Yontem Avantaj Dezavantaj
Spektrometrik | Hizli, basit ve duyarli Tek tek flavolignanlari miktari
belirlenememektedir.
HPLC Kesin Analizi  yapillacak  numunenin
Tek tek flavolignanlar | standartlarina ihtiyag vardir.
miktar1 belirlenmektedir. Zaman almaktadir.

Pikler belirlenebilmektedir.
Saflik kontrolii yapilabilir

HPCE Analiz siiresi kisa Saflastirma basamaklari
Coziict tiiketimi az gerekmektedir.

UPLC Kisa analiz siiresi Pahalidir
Yiiksek ¢oziiniirlik Saflagtirma basamaklari

gerekmektedir.
Kalibrasyon egrisine ihtiya¢ vardir.

Cizelge 4.3’de silibin analizlerine yonelik yapilan ¢alismalar kiyaslanmistir. Doktora tezi

kapsaminda spektrometrik ve HPLC analiz yontemi yapilmistir.
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5. MATERYAL VE METOT

Bu boliimde deneysel ve teorik olmak iizere gergeklestirilen ¢alisma bes temel asamadan
olusmaktadir. Bu amagla izlenen yol (Sekil 5.1) ve gerceklestirilen ¢alismalarin detaylar1

asagida sunulmaktadir.

5.1. Materyal

Stiperkritik CO; ile deve dikeni tohumundan silibin A ve silibin B bilesiklerinin 6ziitlemesi

caligmasinda kullanilan CO; analitik saflikta olup Oksan firmasindan temin edildi.

Analizlerde kullanilan 2,4 Dinitrofenilhidrazin (2,4 DNPH), %98’lik Siilfiirik asit, % 99
metanol, potasyum hidroksit, benzen, hegzan analitik safliktadir ve Merck firmasindan

(Darmstadt, Almanya) saglandi.

Kalibrasyon egrisinin olusturulmasi igin gerekli olan HPLC safligindaki Silibin A ve Silibin

B standardi1 Sigma-Aldrich firmasindan satin alindi.

5.2. Siiperkritik CO; Oziitlemesi Oncesinde Deve Dikeni Tohumuna Uygulanan

Islemler

Bu boliimde siiperkritik CO; Oziitlemesi Oncesinde deve dikeni tohumuna uygulanan

islemlerden bahsedilmistir.

5.2.1. Deve dikeni bitkisinin toplanmasi

Deve dikeni bitkisi Agustos aymin sonunda toplandi. Bitkinin kafa tarafinda bulunan
meyve adi verilen kismu govdeden ayrildi. Meyve igerisinde bulunan tohumlara
ulagabilmek i¢in Oncelikle kenarinda bulunan dikenler uzaklastirildi. Meyvenin orta
boliimde bulunan kahverengi tiiyciikler ayiklandiginda dogal ve saf olan tohum ortaya
cikmaktadir (Resim 5.1). Tohumlar bu tiiyciiklerden uzaklastirmak amaciyla elendi.
Mevcut tohumlar yaklasik olarak 5-7 mm araligindadir. Elde edilen tohumlar bir gece oda

kosullarinda kurutuldu.
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Resim 5.1. Deve dikeni tohumu ve ¢igegi

5.2.2. Parcacik boyutunun belirlenmesi

Parcacik boyutunun 6ziitleme verimine etkisinin belirlenmesi i¢in; toplanan ve kurutulan
tohumlar deneyden 6nce dgiitiildii. Ogiitme isleminin en az kayipla gergeklestirebilmesi en
iyl hizla c¢alisan ve kisa siirede ortam sicakligini artirmadan 6giitmeyi saglayan BOSCH

MKM6000 Marka mutfak tipi kahve degirmeni kullanildi.

Literatiirde ¢esitli dogal kaynaklardan siiperkritik akiskan oOziitleme islemleri
gerceklestirildiginde, tanecik biylikliglinin minimum 0,25-2 mm araliginda olmasi
gerektigi belirtilmistir. Daha kiiglik parcacik biiyiikliigiinde ¢alisildiginda ¢oziicliniin bir
kismi Oziitleme haznesi igindeki kanallarda ilerlerken Oziitlenecek materyal ile temas
etmedigi, prosesin veriminin kaybina neden oldugu ve 6ziitleme yatagi i¢cindeki kanallarda
baz1 tikanmalara sebep oldugu goriilmiistiir (Herrero ve digerleri 2006, Reverchon ve
digerleri 2006). Bu c¢aligmalarin bulgulart dikkate alinarak, oOgiitiilen tohumlar
standartlarina uygun eleklerden elendi. 0,3025;0,925 ve 1,2 mm taneck biiyiikliigiinde
tohumlar elde edildi.

5.2.3. Deve dikeni tohumundan 6n 6ziitleme ile yag uzaklastirilmasi

Deve dikeni tohumunun %20-30’lik kisminit ugucu yaglar olusturmaktadir (Corchete

2008). Deve dikeninde bulunan silibinin 6ziitleme veriminin artirilmasi amaciyla tohum
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igerisinde bulunan yagin 6n islem ile tohumdan uzaklastirilmas: hedeflendi. Yaglarin deve
dikeni tohumunun yapisindan polar ve apolar olmak flizere iki farkli ¢oziicii ile klasik
Oziitlemesi gergeklestirildi. Ardindan 6ziitleme O6ncesi ve sonrasinda gozenek yapisindaki

degisim arastirildi.

Hegzan vardimiyla klasik 6ziitleme

Bu asamada tohum i¢inde bulunan apolar yapidaki ugucu yaglar yine apolar 6zellikteki bir
¢oziicii olan hegzan ile oziitlemesi gerceklestirildi. On islemden gegirilmis 0,925 mm
boyutlarindaki 3,5 g tohum 80 mL hegzan igerisinde ~40 °C ’de o6ziitlendi. 1 saatin

sonunda elde edilen ¢6zeltinin rengi sariya dondii.

Metanol yardimiyla klasik Oziitleme

Bu asamada tohum i¢inde bulunan apolar yapidaki ugucu yaglarin polar 6zellikteki bir
¢oziicii olan metanol ile 6ziitlemesi gergeklestirildi. Hegzan 6ziitlemesi ile ayni kosullarda
gergeklestirilen bu Oziitlemenin sonunda elde edilen ¢ozeltinin renginde herhangi bir

degisiklik goriilmedi.

Deve Dikeni Tohumunun Go6zenek Yapisinin Belirlenmesi

Tohumlarin yapisindaki esansiyel yaglarin oziitleme islemi sonrasinda ¢ozelti ortamina
geemesiyle tohumun gozenek yapisinda degisikliklerin olabilecegi diisiiniildii. Bu amacla
islem gormemis tohumun, hegzan ile 6ziitlemeye sonrasi tohumun ve siiperkirtik CO; ile

oziitleme sonras1 tohumun ayr1 ayr1 gézenek yapist incelendi.

Oziitleme sonucunda ¢dzeltiye ugucu yaglarin gecip gdzenek yapisinda bir degisiklige
sebebiyet verebilecegi nedeniyle; Oziitleme yapilmadigi durumda tohumlarin gézenek
yapist ile hegzanla 6ziitleme sonucundaki ve sadece siiperkritik CO, 6ziitlemesi sonrasinda
geriye kalan tohumlarin gbzenek yapisi incelendi. “Quantachrome, Autosorb 1 Marka
Fizisorpsiyon Cihaz1” yardimiyla tohumlar analizlendi. Analiz adsorpsiyon ve desorpsiyon
stiresi 3’er saat olmak lizere toplamda 6 saat boyunca gerceklestirildi. Fizisorpsiyon

oncesinde numuneye 2 saat boyunca gazlarin uzaklastirilmasi islemi uygulandi.


http://www.mf.gazi.edu.tr/km/araslab/temelislem/quantachrome_autosorb1.JPG
http://www.mf.gazi.edu.tr/km/araslab/temelislem/quantachrome_autosorb1.JPG
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5.3. Siiperkritik CO; Oziitlemesi

Siiperkritik CO, Oziitlemesi deneylerinin gerceklestirildigi sistem ve deney ydntemi

asagida verilmistir.

5.3.1. Deney sistemi

Stiperkritik 6ziitlemesinin gergeklesecegi deney sistemi; siiperkritik akiskan Oziitleme
iinitesi, kompresor, sifonlu CO; tiipii, modifiye pompa ve sogutma banyosundan
olugmaktadir (Resim 5.2). Siiperkritik 6ziitleme cihazi “Applied Separations’ Spe-ed SFE”
firm modelidir. Cihaz pompa, firin igerisinde dziitleme iinitesi, toplama ve kontrol {initeleri

olmak tizere ii¢ boliimden olusmaktadir.

Resim 5.2.Siiperkritik 6ziitleme iinitesi

Oziitleme haznesi 24 mL hacimli paslanmaz c¢elik silindirik tiipten olusmaktadir.
Haznedeki olusabilecek kagaklar1 engellemek i¢in haznenin baglantilar1 arasinda 4 adet
sicaklik ve basinca dayanikli 6zel contalar yer almaktadir. Bu hazne firin igerisinde yeralan
boliime firin igerisinde dikey olarak yerlestirilmistir. Firin iizerinde V3 (giris vanasi), V;
(¢1kis vanasi) ve V3 (sistemdeki ¢ozliciiyii bosaltma vanasi) olmak iizere 3 adet vana yer

almaktadir. V, ¢ikis vanasindan ¢ikan akiskanin hizim1 6lgmek amaciyla tasarlanmis bir
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akis Olcer bulunmaktadir. Elde edilen iirlinlin toplanmasi i¢in firin ¢ikisinda bir numune

toplama kab1 mevcuttur.

5.3.2. Deney yontemi

Deve dikeni tohumunun siiperkritik CO, ile oziitleme prosesine ait akim semast Sekil
5.2°’de wverildi. Firmmin sicakligl ayarlanarak oziitleme haznesinin c¢alisilmak istenen
sicakliga ulasmasi saglandi. Pompa yardimiyla da CO; istenilen basinca kadar sikistirilir,
sonra Vi ve V, vanasi acilarak oziitleme islemine baglandi. CO,‘in kat1 faza gecerek
sistemi tikamasini onlenmek amaciyla ¢ikis vanasinin sicakligi 90 °C’ye ayarlandi. Sistem
kesikli olarak calistirilmaktadir. Islem boyunca gelen &ziit 30 dakikalik siirelerde numune
toplama kabinda toplandi. Oziitleme islemi bittikten sonra V, ve V; vanalar1 kapatilip V3

vanasi agilarak sistem igerinde biriken CO, uzaklastirildi ve islem sonlandirildu.



Sekil 5.2. Stiperkritik CO; 6ziitlemesi akim semasi

6v
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5.4. Silibin Bilesiklerinin Analiz Yontemi

Stiperkritik CO, oziitlemesi ile deve dikeni tohumundan Oziitlenen silibin bilesiklerinin

analizinde kullanilan yontemler asagida verilmektedir.

5.4.1. UV-Vis spektrofotometrik yontem

Stoiljkovic ve digerleri (2007) yaptig1 calismada silymarin bilesiklerini UV-Vis
Spektrofotometre cihazi ile analizlemislerdir. Bu yontem kapsaminda; 6ziit icerisindeki
silymarin bilesiklerinin 2,4-Dinitrofenil hidrazin (2,4-DNPH) ile tiirevlendirme islemi
gerceklestirildi ve dziitlenen numune igerisindeki silymarin bilesiklerinin miktar1 % silibin

cinsinden bulundu. Deneylerde izlenen yontem asagida verilmektedir.

250-255 mg 2,4 DNPH oda kosullarinda vakum altinda 7 saat kurutuldu ve 25 mL ’lik
balon jojeye alindi. 0,5 mL derisik H,SO4 eklenmis ve ¢oziinene kadar 1sitildi. 15 mL

metanol eklendi, sogutuldu ve 25 mL’ye metanol ile tamamlandi.

1 mL (0,8 g) oziit ile 2 mL 2,4 DNPH ¢o6zeltisi 10 mL’lik balon jojeye alindi, 50 dakika
boyunca 50-55 °C sicaklikta sabit tutuldu ve sogutuldu. Bu ¢ozelti %10’luk (m/v)

metanolde hazirlanmis KOH ¢ozeltisi ile tamamlandi.

Bu ¢ozeltiden 1 mL alindi ve iizerine 20 mL metanol eklendi. Olusan fazlar ayrildi, tekrar
20 mL ¢ozelti eklendi ve tekrar ayrildi. Islem bitince 2 ¢ozelti birlestirildi. Elde edilen

cozelti Resim 5.3’de goriilmektedir. Referans ¢ozelti olarak 1 mL metanol kullanildi ve

islemler tekrarlandi.

Resim 5.3. UV-Vis Spektrofotometresi i¢in hazirlanan ¢ozelti
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Her iki ¢o6zeltinin 490 nm’de absorpsiyonlart UV-Vis spektrofotometresi (Analyticjena
Specort 200 Spectrofotometer) ile dlgiildii.

5.4.2. HPLC yontemi

Silibin A ve silibin B bilesiklerinin HPLC ile kalitatif ve kantitatif analizlerinin yapilmasi
hedeflendi. Bu bilesiklerin laboratuvarda hali hazirda bulunan kolon (150*4,6 mm*3p) ile
analiz kosullarinin belirlenmesi tizerinde ¢alismalar gerceklestirildi. Standart silibin A ve
silibin B bilesiginden faydalanarak analiz yontemi ve kalibrasyon grafigi olusturuldu.
Ancak siiperkritik CO; ile elde edilen numune igerisinde bir¢ok bilesigin bulunmasi analizi
zorlagtirdi. Bu sebeple numuneye analiz 6ncesinde 6n islemler yapildi. Gergeklestirilen

caligmalar asagida sunuldu.

HPLC Analiz YOnteminin Olusturulmasi

Silibin bilesiklerinin Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi ile kalitatif ve kantitatif analizi
yapildi. Yiiksek Basingli Stvi Kromatografisi Cihaz1 Dionex P680 HPLC Pompa ve UVD
170U dedektor, Chramelon softwarenin kullanilacagi Packett Bell bilgisayardan
olusmaktadir. Caligmalar 4,6 x 150 mm boyutlarinda Acclaim 120 C18, 3 um kolonda
gerceklestirildi. Mevcut kolonun o6zelliklerine en yakin Ozellik gosteren kolon ve
literatiirde belirtilen silibin analiz yontemleri iizerinden yeni bir analiz yontemi
olusturulmaya c¢alisildi (EK-2). Literatiirdeki bu yontemler (Radjabian ve digerleri, 2008;
Shimadzu, 2012, Dionex, 2012 vb.) denendiginde silibin bilesiklerinin tamamiyla
ayrilmasi saglanamamaktadir. Bu sebeple akis hizi, numunenin seyreltme etkisi, tastyici
faz tiirliniin ve yiizde bilesiminin etkisi gibi analizi etkileyen bagslica parametreler

arastirildi ve ¢alismanin detaylar1 EK-3’de verildi.
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Resim 5.4. Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi Cihazi

Yukarida ki ¢alismalar sonucunda; silibin A ve silibin B standardinin da temin edilmesiyle
analiz yonteminin gelistirilmesi standart iizerinden devam edildi. Bu caligmalarin 1sinda

olusturulan analiz kosullar1 ve programi Cizelge 5.1 ve Sekil 5.3 verildi.

Cizelge 5.1. HPLC programi

Calisma kosullari

A ¢0ziiclisii %20 metanol
B ¢6ziiciisti %100 metanol
Akis Hizi 0,8 mL/min
Gradient 5min %10 B

40 min %80 B
40,1 min %10 B

Dalga Boyu 288 nm ve 254 nm

Kolon 4,6 x 150 mm boyutlarinda Acclaim 120 C18, 3 um kolon
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Flow | Flow Gradient  Multi-Step Gradient | Pump_F‘ressurel

= 100 iy

[
[Tl=C
B:o

= I Flow [ml/min]

100+

=30

Retention| = Flow %B %C %D | Curve | ¥

[min] [ml/min]

1 E000] 0800 10,0 0,0 0.0 Delste Line|
2 0000 0800 10,0 0.0 0.0
3 0000 0800 10,0 0.0 0.0 Dlean Up |
1 40,000 0800 80,0 0.0 0.0
5 40,100 0,800 10,0 0.0 0.0 Interpolate |

Sekil 5.3. HPLC programi software goriintiisii

Kalibrasyon Grafigi

HPLC safligindaki metanolde hazirlanmig 100°lik ppm Silibin A ve silibin B standart
maddesi Cizelge 5.1’de HPLC kosullarinda analizlendi ve elde edilen kromotogram Sekil
5.4’de verilmektedir.
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Sekil 5.4. 100 ppm standart maddeye ait kromatogram

Yukaridaki kromatogram dikkate alindiginda 100 ppm’lik silibin A ve B standardinin
anlamli olarak ayrildigi goriildii. Bu noktadan sonra 5-25 ppm araliginda kalibrasyon
grafigi olusturuldu. 5, 10, 15, 20 ve 25 ppm’lik standartlarin hazirlanmasina ait

hesaplamalar, elde edilen kromatogramlar ve kalibrasyon grafikleri EK-4 ve EK-5’de

verilmektedir.

Analiz Oncesinde Gerekli On Islemler

Deve dikeni tohumunun stiperkritik CO; 6ziitlemesi ile elde edilen numune Cizelge 5.1°de

yeralan HPLC analiz kosullarinda analizlendi. Bu numuneye ait kromatogram asagida yer

almaktadir (Sekil 5.5).
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Sekil 5.5. 40°C’ sicaklikta 30, 60, 90 dakikalarda elde edilen numunelere ait
kromatogramlar a) Pembe:30 min, b) Mavi:60 min c) Siyah: 90 min

Sekil 5.5’den goriildiigii iizere ger¢ek numunede 6n islem uygulanmadig: takdirde silibin
bilesiklerine ait pikler i¢ ice gecmis ve kuyruklanmis olarak geldigi 6n denemelerde
goriildii. Silibin A ve B’nin numunedeki miktarinin az olmasi ve numune iginde yer alan
diger yag bilesiklerine ait piklerin perdeleme etkisi gostermesi analizi zorlastiran
basamaktir. Bu sorunun asilabilmesi i¢in zenginlestirme islemi uygulandi, numune
igerisindeki iiriin derisimin artirilmas1 yoniindeki calismalar gergeklestirildi ve matriks
etkisinin azaltilmas1 hedeflendi. Zenginlestirme kapsaminda numunelerin doner
buharlastirici altinda kurutulmasi, kullanilan tohum miktarinin artirilmasi, perdeleme etkisi
yaratan yagin diger Oziitleme ile ortamdan uzaklastirilmasi gibi parametrelerin etkisi

arastirildi.

Doner buharlastirici altinda ucucu bilesenlerin uzaklastiriimasi

Stiperkritik CO, 6ziitlemesi sonucunda elde edilen numuneler igerisinde yeralan ucucu
bilesenlerin uzaklastirilmasi igin 25 °C, 40 °C ve 60 °C olmak iizere ii¢ farkli sicaklikta
doner buharlastirici kullanildi. Ancak 6n iglem sonrasinda gergeklestirilen analizde anlamli

bir kromatogram elde edilememektedir.
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Kullanilan Tohum Miktarinin Artirilmasi

Silibin A ve silibin B miktarinin artirilmasi amaciyla 6ziitlenecek tohum miktar: artirildi.
Tanecik boyutu kiigiltiilmiis 6 g tohum, oziitleme haznesi igine deney yapilmak iizere
yerlestirildi. Ancak bu miktardaki tohum sistem igerisindeki tikanmalara sebebiyet vererek
elde edilen oziitiin geri tepmesine neden olmaktadir. Bu sebeple numune miktar1 5 g’a
diistiriildii. Ancak bu asamada da benzer durumla karsilasildi ve numune miktar1 6nceki

caligmalarda oldugu gibi 4 g olarak devam edildi.

Numuneden Yagin Oziitleme ile Ortamdan Uzaklastirilmast

Deve dikeni tohumunun siiperkritik CO, Oziitlemesi ile elde edilen numuneler 6n bir
Oziitleme islemine tabi tutuldu. Bu amacgla mevcut numune iizerine etkin bir ayirma
saglayacak sekilde numune miktart da goz Oniinde bulundurularak &ziitlenen numune
tizerine 1:3 (v/v) oraninda metanol (%99,9) ilave edildi. Karisim igerisinde iki faz elde
edildi ve alt faz ortamdan uzaklastirildi. Elde edilen numune HPLC ile belirtilen ¢alisma
kosullarinda (Sekil 5.2 ve Cizelge 5.1) analizlendi ve piklerde anlamli bir ayrilma

gozlendi.

Bu noktadan sonra siiperkritik CO; dziitlemesi sonrasinda elde edilen numuneler yukarida

belirtilen islemlerden gegirildikten sonra HPLC cihaziyla analizlendi.

5.5. Oziit I¢erisinde Bulunan Yaglarin Bilesenlerinin ve Miktarlarinin Belirlenmesi

Bu béliimde Siiperkritik CO, 6ziitlemesi ile deve dikeni tohumundan elde edilen 6ziit
icindeki yagin, bilesenlerini ve miktarlarini belirlemek icin tlirevlendirme islemi yapilmis
ve GC-FID cihazi ile analiz edilmistir. Bu analizin yapilabilmesi i¢in gereken ilgili kolonun
laboratuvarimizda bulunmamasi sebebiyle “Diizen Norwest Cevre, Gida ve Veteriner
Saglik Hizmetleri Egitim Danismanlik Ticaret A.S” Laboratuvarina bu analiz yaptirilmistir.

Calismanin detaylar1 asagida belirtilmektedir.
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5.5.1. Oziit icerisindeki yag bilesenlerinin tiirevlendirme islemi

Bu yontem kapsaminda 6ziit i¢erisinde yeralan yag asitleri tiirevlendirme islemi yapilarak

yag asiti metil esteri haline getirildi. Tiirevlendirme islemi asagida belirtildi.

1) 0,1 g yag ornegi tartildi.

2) 2 mL hegzan eklendi

3) 11,2 g KOH 100 mL metanolde ¢oziilerek 2N°lik Potasyum hidroksit metanolik
¢Ozeltisi hazirlandi.

4) 0,2 mL 2N metanolik KOH ¢o6zeltisi eklendi, agz1 sikica kapatilip karistirildi.

5) Yag asidi metil esterlerini igeren {ist kism1 ayrildi (EEC 1991; CONSLEG 1991).

5.5.2. Yag bilesenlerinin gaz kromatografisi ile aydinlatilmasi

Deve dikeni tohumunun Siiperkritik CO, ile Oziitlemesi sonucunda elde edilen 6ziitlin
icerisinde yeralan yag bilesikleri tiirevlendirme 6n islemi ile yag asidi metil esteri haline

getirilmistir. GC-FID cihazi ile analizi yapilmistir.

Analizde 100 m uzunlukta, 0,25 mm i¢ ¢apli, film kalinlig1 0,2 um olan HP-88 kolon ve
FID dedektor kullanilmistir. Yag analizinde kullanilan GC-FID analizinin gergeklestirildigi

sicaklik programi Cizelge 5.2” de verilmistir.
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Cizelge 5.2. GC-FID analizinin gerceklestirildigi sicaklik programi

GC Firin programu:

Hiz : 10°C/min
Bitis Sicaklig :190 °C
Toplam analiz stiresi : 42,5 dakika
Temizleme Sicaklig :200 °C
Temizleme Stiresi : 5 dakika

Enjekte edilen numune miktari: 2 pl

Enjektor sicakligi :250°C

Split ratio : 1/50

Split Flow : 49,8 mL/min
Total Flow : 57,6 mL/min
Dedektor sicaklig :270°C
Hidrojen Akis1 : 30 mL/min
Hava akis1 : 350 mL/min
Tastyic1 gaz : Hidrojen
Yardimci gaz : Kuru Hava

Gaz Kromatografi i¢in Cizelge 5.2°de verilen ¢alisma sartlar1 saglandi. Kolon, enjektdr ve
dedektor sicakliklar: ayarlandi. Hazirlanan metil ester ¢ozeltisinden 2 pl siringa ile kolona
gonderildi. Alikonma stirelerinden GC software programi kullanilarak pik alanlari

belirlendi.
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6. DEVE DIKENi TOHUMUNDAN ON EKSTRAKSIYON iLE YAG
UZAKLASTIRILMASI VE SONUCLARIN SUPERKRITIK CO,
OZUTLEMESI UZERINE ETKISI

Parcacik boyutu belirlenen tohumlar icerisinde silymarin bilesikleri haricinde ugucu yaglar,
apijenin, musilaj, kuersetin, act maddeler vb. gibi pek ¢ok bilesik yer almaktadir. Bunlarin
%20-30’l1k kismint ugucu yaglar olusturmaktadir. Deve dikeninden silibin 6ziitlemesi
lizerine yapilan literatiir ¢alismalar1 tohum igerisinde bulunan yagin 6n bir islem ile
tohumdan uzaklastirilmasinin silibin verimi lizerine olumlu etki yaratacagi yoniindedir

(Wallace ve digerleri, 2003).

Bu bolimde tohum igerisinde yeralan yagin uzaklastirilmasi hedeflenmis olup, yagin
silibin verimi lizerine etkisi incelendi. Deve dikeni tohumunda bulunan yaglarin polar
(metanol) ve apolar (hegzan) olmak {izere iki farkli ¢oziicii ile klasik 6ziitlemesi yapildi.
Hegzan ile elde edilen 6ziitlin renginin sar1 rengine dondiigii, ancak metanol igeren ziitiin
renginde bir degisim olmadigi goriildii (Resim 6.1.). Yag bilesiklerinin hegzan ¢dzeltisine
gectigi diislintildiiglinden tohumlarin 6ziitleme oncesi ve sonrasinda gdzenek yapisindaki

degisim arastirild1 ve sonuglar asagida detayl olarak sunuldu.

a) b)

Resim 6.1. On 6ziitleme sonunda elde edilen ¢dzeltinin sonuclari
a) metanol ile 6ziitleme b) hegzan ile 6ziitleme
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6.1. Hegzan ile Oziitlemenin Deve Dikeni Tohumunun Gozenek Yapisi Uzerine Etkisi

Hegzan ile yapilan 6ziitleme sonucunda ¢6zeltiye ugucu yaglarin gecip gozenek yapisinda
bir degisiklige sebebiyet verebilecegi nedeniyle oOziitleme sonucunda geriye kalan
tohumlarin gozenek yapist ile Oziitleme Oncesinde gozenek yapisindaki degisim,
“Quantachrome, Autosorb 1 Marka Fizisorpsiyon Cihazi” yardimiyla analizlendi. Elde
edilen veriler Bolim 6.1. kapsaminda sunulmaktadir. Analiz siiresi adsorpsiyon ve
desorpsiyon i¢in 3’er saat olmak lizere toplamda 6 saat siirdii. Fizisorpsiyon Oncesinde

numuneye 2 saat boyunca gaz uzaklastirma islemi uygulandi.
6.1.1. Klasik oziitleme 6ncesi tohumlar

Klasik oziitleme islemi oncesi deve dikeni tohumlarina ait izoterm egrisi ve ortalama

gozenek boyut dagilimi Sekil 6.1°de ve Sekil 6.2de verildi.

Izoterm egrisi
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Sekil 6.1. Klasik 6ziitleme 6ncesi BET coklu verilerine gore olusturulmus izoterm egrisi


http://www.mf.gazi.edu.tr/km/araslab/temelislem/quantachrome_autosorb1.JPG
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Sekil 6.2. Klasik 6ziitleme oncesi BJH desorpsiyon verilerine gore olusturulmus gézenek
boyut dagilimi egrisi

Sekil 6.2 incelendiginde ortalama gézenek cap1 11,564 A olarak bulundu.

6.1.2. Klasik oziitleme sonrasi tohumlar

Hegzan ile Islem gdrmiis tohumlarm izoterm egrisi ve ortalama gdzenek boyut dagilimi

Sekil 6.3’de ve Sekil 6.4 *de verildi.
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izoterm egrisi
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Sekil 6.3. Klasik 6ziitleme sonrasi numunenin BET ¢oklu verilerine gore olugturulmus
izoterm egrisi
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Sekil 6.4. Klasik 6ziitleme sonrasi numunenin BJH desorpsiyon verilerine gore
olusturulmus gézenek boyut dagilimi egrisi
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Sekil 6.4 incelendiginde ortalama gdzenek cap1 10,383 A olarak bulundu.

Cizelge 6.1. Klasik 6ziitleme 6ncesi ve sonrasinda deve dikeni tohumuna ait ylizey alani ve
gozenek cap verileri.

Tohum Yiizey Alani (BET) | Gozenek Capi (BJH)
Klasik 6ziitleme | 121,82 m/g 10,383 A

sonrasi

Klasik 6ziitleme | 30,05 m?/g 11,564 A

oncesi

Cizelge 6.1 incelendiginde gozenek capinin hata payr ¢ercevesinde ayni kaldigi gorildii.
Hegzan ile 6ziitlenmis deve dikeni tohumu yiizey alaninin islem gérmemis tohuma gore 4
kat arttig1 bulundu. Hegzanin tohum igerisinde yeralan bilesiklerin bazilarimi 6ziitledigi bu

nedenle ylizey alaninin arttig1 tahmin edilmektedir.

6.2. On Islem Sonrasinda Tohumlarin Siiperkritik CO, 6ziitlemesi

Hegzan ile oziitleme yapilan tohumlar ile on islem uygulanmayan tohumlar 40 °C
sicaklikta, 200 bar basingta, 4 mL/min akig hizinda 3,5 g tohumun siiperkritik CO, ile
Oziitlemesi yapildi. Yapilan deney sonucunda hegzan ile oziitlenen edilen tohumlarin
stiperkritik CO, oOziitlemesinde 0,008 g numune elde edilirken 6n iglem yapilmadan
stiperkritik CO; ile o6ziitleme gergeklestirilen tohumlarda 0,348 g numune elde edildi
(Resim 6.2). Hegzan ile oziitleme sonucu ¢ok az numune elde edilmesi nedeniyle

tohumlara 6n islem uygulamadan siiperkritik CO, 6ziitleme deneylerine devam edildi.

Resim 6.2. Siiperkritik CO, dziitleme sonuglar1 a) Hegzan ile 6n dziitleme b) On islem yok
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6.3.Siiperkritik Oziitleme Sonras1 Tohumlarin Gozenek Yapisi

Stiperkritik  oziitleme sonrasi tohumlarin gbézenek yapisindaki degisim arastirildi.
Tohumlarin ait izoterm egrisi ve ortalama gozenek boyut dagilimi Sekil 6.5 ’de ve Sekil

6.6 ’de verildi.
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Sekil 6.5. Stiperkritik CO; 6ziitlemesi sonrasinda numunenin BET ¢oklu verilerine gore
olusturulmus izoterm egrisi
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Sekil 6.6. Stiperkritik CO, 6ziitlemesi sonrasinda numunenin BJH desorpsiyon verilerine
gore olusturulmus gozenek boyut dagilimi egrisi

Sekil 6.6.incelendiginde ortalama gdzenek cap1 12,455 A olarak bulundu.

Cizelge 6.2. Siiperkritik 6ziitleme 6ncesi ve sonrasinda deve dikeni tohumuna ait yiizey
alan1 ve gézenek ¢ap verileri.

Tohum Yiizey Alan1 (BET) | Gozenek Cap1 (BJH)
Stiperkritik Oziitleme Oncesi | 30,05 m“/g 11,564 A
Stiperkritik Oziitleme Sonrast | 127,98 m“/g 12,455 A

Cizelge 6.2 incelendiginde gozenek capinin hata pay:r cergevesinde ayni kaldig: goriildii.

Stiperkritik 6ziitleme sonrasinda deve dikeni tohumunun ylizey alaninin 6ziitleme dncesine

gore 4,26 kat arttig1 bulundu. Siiperkritik CO; 6ziitlemesi ile deve dikeni tohumu igerisinde

yer alan bilesikleri 6ziitledigi i¢in ylizey alani arttig1 goriildii.
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7. SUPERKRITIK €O, OZUTLEME ILE DEVE DIiKENININ
OZUTLEMESI UZERINE CALISMA PARAMETRELERIN
ETKISI

Stiperkritik CO; ile deve dikeninin Oziitlemesi iizerine; 6ziitleme siiresi, sicaklik, basing,
CO; akis hiz1 ve tanecik biiylikliigiiniin etkisi incelenerek elde edilen deneysel sonuglar

detayl olarak asagida sunulmaktadir.
7.1. Siirenin Oziitleme Verimine Etkisi

Ik olarak 6ziit verimi iizerine siirenin etkisi arastirildi. Bu sette tohum miktar1, sicaklik,
basing, tanecik biiyiikliigii ve karbon dioksit akis hiz1 sabit tutulurken, zamanla elde edilen
Oziit miktar1 incelendi. Tohum miktar1 3,5 g, sicaklik 40 °C, basing 200 bar, tanecik
biiytlikliigii 0,925 mm, karbon dioksit akis hizi 4 mL/min olarak sabit tutuldu.
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Sekil 7.1. Siiperkritik CO, 6ziitleme siirecine Oziitleme siiresinin etkisi (sicaklik 40 °C,
basing 200 bar, ortalama tanecik biiyiikliigii 0,925 mm, karbon dioksit akis hiz1
4mL/min)
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Sekil 7.1. incelendiginde Oziitleme siiresi arttikga mg iirlin/g tohum artmaktadir. 120
dakika sonunda ise sistemden hig {iriin gelmedigi i¢in 6ziitleme siiresi 120 dakika olarak

daha sonraki deneysel parametre setlerinde sabit tutuldu.
7.2. Sicakhgin Oziitleme Verimine EtKisi
Bu asamada basing, tanecik biiylikliigii, karbon dioksit akis hiz1 ve Oziitleme siiresi sabit

tutulurken sicaklik parametresi degistirildi. Deneyler 40, 60, 80 °C olmak iizere 3 farkl
sicaklikta gergeklestirildi(Sekil 7.2).

Sicakhik Etkasi
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Sekil 7.2 Siiperkritik CO; 6ziitleme stirecine sicakligin etkisi (Karbon dioksit akis hizi 4
mL/min, sicaklik 40 °C, ortalama tanecik biiyiikliigii 0,925 mm, Oziitleme siiresi
120 dakika)

Sekil 7.2 incelendiginde, sicakli§in artmasi ile Oziitleme veriminin ve Oziitleme hizinin
azaldig1 gorlilmektedir. Sicaklik parametresi Oziitleme verimini iki sekilde etkiler.
Sicakligin artmasi ile ¢ozlinenin buhar basinci artmaktadir. Bu durumun sonucunda
¢cOziinlirliikk yani ¢oziiciiye gecen iiriin miktar1 artmaktadir. Ancak sicakliktaki artis karbon

dioksitin yogunlugunu diisiirmekte ve karbon dioksit gaz gibi davranmaktadir.
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Sonug olarak sicakligin verime etkisi baskin olan etkiye gore degismektedir. 200 bar
basingta Peng-Robinson esitligine gore 40, 60, 80 °C sicakliklar i¢in yogunluklar sirasiyla
839,9; 723,8; 594,1 kg/m* seklindedir (Critical prosecesses, 2013). Sicaklik 80 °C ’den 40
°C ’ye diistiigiinde karbon dioksitin yogunlugu %29 azalmistir. Diisiik yogunluga sahip
stiperkritik akigkan sivi Ozelliginden uzaklagmakta, bdylece iirliniin akiskan igindeki
¢cozlnlirliigli azalmaktadir. Bu durumun sonucu olarak COz’in yogunluk etkisi baskin

gelmekte, sicaklik parametresi 6ziitleme verimini olumsuz yonde etkilemektedir.
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Sekil 7.3. 40, 60, 80 °C sicakliklardaki 120 dakika sonunda elde edilen mg iiriin/ g tohum
miktar1 (basing 200 bar, karbon dioksit akis hizi:4 mL/min, ortalama tanecik
biiytikligi 0,925 mm)

Sicaklik deneylerinde 120 dakikanin sonunda elde edilen iriin miktarlar1 dikkate
alindiginda 40 °C’de en fazla iiriin elde edildigi goriilmektedir. Sicaklik 2 kat azaldiginda

yaklasik olarak 6ziit verimi 2,2 kat arttirmaktadir.

Literatiir arastirildiginda, Hindistan cevizi yaginin siiperkritik CO; ile 6ziitlemesi ¢alismast
incelenmis ve sicakligin artmasi ile verimin azaldigi sonucuna varilmistir (Machmudah ve
digerleri 2006). Bagka bir calismada jojoba tohumu yagmin siiperkritik CO, 6ziitlemesi
calismasinda sicakligin artmasi ile oziitleme veriminin azaldigr gézlenmistir (Salgin,
2007). Susam yagmin stiperkritik CO, Oziitlemesi tizerine gerceklestirilen g¢alismalar
sonucunda sabit basingta oOziitleme sicakligi artarken oOziitleme veriminin azaldig

goriilmiistiir (Doker ve digerleri 2010). Ayg¢icegi yaginin siiperkritik CO; ile oziitlemesi
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iizerine yapilan calismada sicaklik etkisi diisiik basinglarda CO;’in yogunlugundaki
degisimin yarattig1 etkiyi baskin kilmistir. Yiiksek basinglarda ise iiriiniin buhar

basincindaki artisin daha baskin oldugu sonucuna varilmistir (Kriamiti ve digerleri 2002).
Literatiir ile elde edilen bulgular karsilagtirildiginda sonuglarin uyumlu oldugu gorildii.
7.3. Basmcin Oziitleme Verimine Etkisi

Deve dikeni tohumunun siiperkritik CO; 6ziitlemesi ¢alismasinda basincin etkisi 160, 180,
200 ve 220 bar degerleri i¢in incelendi. Bu asamada numune miktar1 4 g, karbon dioksit
akis hiz1 4 mL/min, sicaklik 40°C, ortalama tanecik biiyiikligi 0,925 mm, 6ziitleme stiresi
120 dakika olarak sabit tutuldu, basing parametresi degistirildi. Degisen basing degerlerine
gore elde edilen bulgular Sekil 7.4°de verildi.
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Sekil 7.4. Siiperkritik CO, 6ziitleme siirecine basincin etkisi (Karbon dioksit akis hizi 4
mL/min, sicaklik 40 °C, ortalama tanecik biiyiikliigii 0,925 mm, Oziitleme siiresi
120 dakika)

Sekil 7.4°de elde edilen bulgular dogrultusunda ilk 60 dakika incelendiginde basincin 160

bardan 200 bara ¢ikmasi durumunda 6ziitleme veriminde ve 6ziitleme hizinda belirgin bir

sekilde artis gozlenmektedir. Oziitleme hizindaki artis dziitleme siiresinin kisalmasina
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neden oldugu ve 90-120 dakika zaman araliginda verimde belirgin bir degisiklik olmadigi
gozlemlendi. Bu durumun CO;’in yogunlugunun artarak sivi 6zeligine yaklasmakta ve
deve dikeni tohumu Oziitiiniin ¢6ziiniirligiinii arttirmaktadir Bu sebepten dolay1 verimin

arttig: diisiintilmektedir.
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Sekil 7.5. 120 dakikanin sonunda Siiperkritik CO, o6ziitleme verimine basincin etkisi
(Karbon dioksit akis hizi 4 mL/min, sicaklik 40 °C, ortalama tanecik
biiytikliigii 0,925 mm, 6ziitleme stiresi 120 dakika)

Sekil 7.5 incelendiginde 6ziitleme siiresi olan 120 dakika sonunda ise 180, 200 ve 220 bar
degerlerinde elde edilen oOziitleme verimi degerlerinde belirgin bir degisme olmadig:

goriildii. Bu nedenle bundan sonraki deneylerde basing 180 bar olarak sabit tutuldu.

Elde edilen bulgular literatiir ile karsilastirildi. Siiperkritik CO; 6ziitleme ile Hint fistig1
yaginin eldesi iizerine yapilan calismada basincin artmasi ile 6ziitleme siiresinin kisaldigi
ve Oziitleme veriminin arttig1 bulunmustur (Min ve digerleri 2010). Bu konu ile yapilan bir
diger ¢alismada ise aygigegi yagmin siiperkritik CO, 6ziitlemesi verimine basincin etkisi
arastirllmistir. Basincin artmasi ile 6ziitleme veriminin arttig1 sonucuna varilmistir (Salgin
ve digerleri 2006). Bir baska c¢alismada chia (Bir tiir Meksika bitkisi) tohumundan
stiperkritik CO; ile yag eldesi arastirilmistir. Calismada sunulan bulgulara gore basincin

artmasi ile 6ziitleme veriminin arttigi goriilmiistiir (Uribe ve digerleri 2011). Siiperkritik
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CO; ile musir filizi yaginin 6ziitlemesinde de benzer sonuglarla karsilagilmistir (Rebolleda
ve digerleri 2012). Basincin verime etkisi konusundaki bulgularin, literatiirdeki benzer

sonuglarla desteklendigi goriilmektedir.

7.4. Akis Hizinin Oziitleme Verimine Etkisi

Deve dikeni tohumunun siiperkritik CO, 6ziitlemesi silirecine akis hizinin etkisi 3, 4 ve 5
mL/min degerleri i¢in incelendi. Degisen akis hiz1 degerlerine gore elde edilen bulgular

Sekil 7.6 *da verildi.
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Sekil 7.6. Siiperkritik CO; 6ziitleme siirecine Karbon dioksit akis hizinin etkisi (sicaklik 40
°C, basing 180 bar, ortalama tanecik biiylikligii 0,925 mm, 6ziitleme siiresi 120
dakika)

Sekil 7.6 incelendiginde karbon dioksit akis hizinin artmasinin 6ziitleme siiresine dnemli

bir etkide bulunmadigi goriildii. Ancak ilk 30 dakika i¢in baslangi¢ hizi incelendiginde akis

hiz1 3mL/min’den 4mL/min ve 4mL/min’den S5mL/min akis hizina ¢iktiginda baslangi¢
hizinda 2,8’er katlik bir artis oldugu belirlendi. Bu durumda tohum ile temas eden CO;

miktar1 artmasiyla baglangi¢ 6ziitleme verimi arttig1 goriildii.
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Sekil 7.7.120 dakikanin sonunda Siiperkritik CO; 6ziitleme verimine karbon dioksit akis
hizinin etkisi (sicaklik 40 °C, Basing 180 bar, ortalama tanecik biiyiikligi 0,925
mm, 6ziitleme siiresi 120 dakika)

Sekil 7.7 incelendiginde 3 mL/min CO; akis hizinda 148 mg tiriin/g tohum elde edilirken 4
ve 5 mL/min akig hizinda bu degerler 166 ve 170 mg {iriin/g tohum degerlerine
cikmaktadir. CO; akis hizinin artirilmasi ile 120 dakika sonunda verimde ¢ok az bir artig

oldugu ve bu artigin giderek azaldig: goriilmektedir.

Akis hizi etkisi siireci iki sekilde etkilemektedir. CO; akis hizinin artmasi 6ziitleme haznesi
icindeki girdaplarin artmasina, kat1 ile akigkan arasinda film kalinliginin azaltmasina neden
olmaktadir. Bu durumun sonucunda verim artmaktadir. Akis hiz1 artik¢ca ayni etki kat1 ve
akiskan arasinda etkilesim siiresini kisaltmakta ve verimi azaltmaktadir. Coziicii akis
hizinin siirece etkisi kat1 madde yapisi ile yakindan ilgilidir. Bu iki etki incelendiginde akis
hizinin 4 mL/min’e kadar ¢ikartildiginda verim artmaktadir. Yani dis film transfer katsayisi
azalmaktadir. CO, akis hiz1 arttik¢a Oziitleme haznesi i¢inde birim hacme diisen CO,
molekiillerinin sayis1 artmakta silibin bilesikleri ile CO, molekiilleri daha fazla temas
ederek ¢oOziiniirliik artmaktadir. CO; akis hizi1 arttikga tanecik ici difiizyon direnci baskin
gelmektedir. 4 mL/min’den 5 mL/min ¢iktiginda ise dis film transfer katsayis1 azalirken,
deve dikeni tohumu ve CO; akis hiz1 arasinda etkilesim siiresi kisalmaktadir. Bu durumun

sonucunda verim fazla etkilenmemektedir.
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Literatiirdeki calismalar incelendiginde; Reverchon ve arkadaslari Siiperkritik karbon
dioksit ile kugburnu tohumu yaginin 6ziitlenmesini arastirmis ve ¢aligmalarda ¢oziicii akis
hizinin artmasi ile 6ziitleme hizinin degistigini belirtmistir (Reverchon, Kaziunas, Marrone
2000). Siiperkritik karbon dioksit ile Hindistan cevizi yagimin Oziitlenmesi iizerine
gerceklestirilen calismada CO; akis hizinin artirilmasi ile verimde az bir artis s6z konusu
oldugunu vurgulamiglardir. Bu kosullarda CO; akis hiz1 arttikga kiitle transferi
etkilenmekte ve tanecik igi difiizyon direnci baskin gelmektedir (Macmudah ve digerleri
2006). Jojoba tohumu yaginin siiperkritik karbon dioksit 6ziitlemesi ¢alismasinda CO» akis
hizinin artmasi ile baglangic Oziitleme hizinin artti§i ve ancak oOziitleme veriminde
kaydadeger bir degismenin olmadigi belirtilmistir (Salgin 2007). Akis hizinin verime etkisi

konusundaki bulgularin, literatiirdeki benzer sonuglarla desteklendigi goriilmektedir.

Karbon dioksitin akis hiz1 arttik¢a; 120 dakika sonunda Oziitleme veriminde belirgin bir
artis gozlenmedi. Deneysel sonuclar CO, akisinin daha fazla artirilmasinin 6ziitleme
verimine 6nemli bir katki saglamadigini gostermektedir. Bundan sonraki deneylerde akis

hiz1 4 mL/min olarak sabit tutuldu.
7.5. Tanecik Bityiikliigiiniin Oziitleme Verimine EtKisi
Tanecik biiylikliigliniin 6ziitleme siirecine etkisinin incelendigi ¢calismada, 0,3025; 0,925 ve

1,2 mm olmak flizere ii¢ farkli tanecik biiyiikliigiinde c¢alisildi. Elde edilen deneysel
bulgular ise Sekil 7.8 ve Sekil 7.9’da verilmektedir.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0009250999005199
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0009250999005199
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Sekil 7.8. Siiperkritik CO; 6ziitleme siirecine Karbon dioksit akis hizinin etkisi (sicaklik 40
°C, basing 180 bar, ortalama tanecik biiyiikligii 0,925 mm, 6ziitleme siiresi 120
dakika)
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Sekil 7.9.Tanecik boyutunun iiriin verimine etkisi
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Sekil 7.9’dan da goriildiigi gibi tanecik biiylikliigiiniin kii¢iilmesi ile 6zilitleme verimi ve
oziitleme hizi artmaktadir. 120 dakikanin sonundaki degerler dikkate alindigi 1,2 mm
tanecik boyutu icin 80,71 mg iirlin/g tohum olup; bu deger 0,3025 mm tanecik boyutu i¢in
327,31 mg iiriin/g tohum’dur (Sekil 7.9). Tanecik boyutu azaldiginda 6ziitleme verimi %75

oraninda artmaktadir.

Tanecik biylkligiiniin kii¢iilmesi ile aktarim yiizey alanimin arttii, kiitle aktarim
direnglerinin azaldig1 ve kii¢liltme esnasinda yapidaki hiicrelerin bir kisminin bozulmasi
sonucunda Uriiniin serbest kaldigi diisiiniilmektedir. Tanecik boyutunun kiigiltiilmesi
oziitleme verimini onemli derecede etkilemektedir. Bu durum tanecik i¢i difiizyonun
prosesi kontrol eden basamak oldugunu gostermektedir. Cok kii¢iik tanecik boyutlarinda
Oziitleme haznesi ve sistem boru hattinda tikanmalara sebebiyet vererek bu kosullarda
yapilan deneylerin saglikli ger¢eklestirilememesi nedeniyle tanecik boyutu alt limiti 0,3025

mm ile sinirlandirilmasinin gerekli oldugu diistintilmektedir.

Tanecik biytikliigiiniin 6ziitleme siirecine etkisinin incelendigi siireli yayinlarda verilen
sonuclar incelendi. Machmudah ve arkadaslari yaptig1 calismada tanecik boyutu
kiigtildiikge ylizey alaninin arttigini, esansiyel yaglarin ¢oziiciiye daha fazla gegtigini ve
kiitle transfer direnclerinin azaldigini, bdylece o6ziitleme veriminin arttig1 kaydedilmistir
(Machmudah ve digerleri 2006). Reverchon ve arkadaglarmin yaptigi c¢aligmada
yerfistiginin siiperkritik CO, ile yag eldesi konulu caligmasinda tanecik boyutunun
kiiciildiikge ylizey alaninin ve dolayisiyla oziitleme veriminin arttigin1 bulmuslardir
(Revechon ve Marrone, 2001). Tanecik biyiikligliniin verime etkisi konusundaki

bulgularin, literatiirdeki benzer sonuglarla desteklendigi goriilmektedir.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0009250999005199
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8. MATEMATIKSEL MODELLEME

Tez konusu kapsaminda incelenen parametreler ve elde edilen verim degerleri ile silirecin
Yiizey Cevap YOntemine gore optimizasyonu yapildi. Optimizasyon i¢in Design Expert
6.08 Trial programi kullanildi. Elde edilen model ve sonuglar1 asagida ayrintili olarak

verilmektedir.

8.1.Yiizey Cevap Yontemi

Yiizey Cevap YoOntemi, siireclere kolaylikla uygulanabilen istatiksel ve matematiksel bir
optimizasyon yontemidir. Oziitleme siirecine etki eden parametrelerin etkisi arastirilmus,
yapilan deneysel c¢alismalardan elde edilen ¢iktilara gore Oziitleme siirecinin
optimizasyonu yapildi. Calismada, sicaklik, basing ve karbon dioksit akis hizi 6ziitleme
sistemine en fazla etki eden parametreler olarak belirlendi (Cizelge 8.1). Bu amagla Yiizey
Cevap Yonteminde bu parametreler bagimsiz degiskenler olarak se¢ildi. Yanit fonksiyonu

olan bagimli degiskende oziitleme siirecinin verimi olarak belirlendi.

Cizelge 8.1. Yiizey Cevap Yontemi i¢in secilen parametreler

Bagimsiz degisken Sicaklik (°C) | Basing (bar) Akis Hizt (mL/min)

Tasarim Degiskeni A B C

Yiizey Cevap Yontemi kapsaminda sicaklik, basing ve akis hizi bagimsiz degiskenleri
(k=3) i¢in 2k “Merkezi Kompozit Tasarimi (Central Compozite Design)” uygulandi.
Tasarim i¢in yapilan ¢alismada deney tasarimi; merkezde 6 nokta, merkez disinda 14 nokta

olmak tizere toplamda 20 noktadan olusmaktadir.

Bagimsiz degiskenlerin maksimum ve minimum degerlerini gosteren alfa 1,68 olarak
programdan elde edildi ve sicaklik, basing ve akis hizi olarak segilen tasarim

degiskenlerinin aralig1 Cizelge 8.2°de verildi.
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Cizelge 8.2. Sicaklik, basing ve akis hizi olarak segilen tasarim degiskenlerinin araligi

Bagimsiz Tasarim Tasarim degiskenlerinin arahgi
degisken Degiskeni

-1,68 -1 0 1 1,68
Sicaklik (°C) A 26,36 40 60 80 93,64
Basing (bar) B 146,36 160 180 200 213,64
Akis Hiz1 | C 2,32 3 4 5 5,68
(mL/min)

Yukaridaki veriler 1s1¢1nda olusturulan programin 6nerdigi deneysel algoritma ve 6ziitleme

ciktilar1 agsagida sunuldu.




Cizelge 8.3. Deneysel algoritma ve 6ziitleme ¢iktilar

% verim
Deney Sicaklik Basing |Akis Hizi | (giiriin /g
No A B C (°C) (Bar) (mL/min) | tohum)
1 1 1 1 40 160 |3 8,26
2 1 1 1 80 160 |3 38
3 1 1 1 40 200 |3 30,22
4 1 1 1 80 200 |3 6,78
5 1 1 1 40 160 |5 24,08
6 1 1 1 80 160 |5 1,47
7 1 1 1 40 200 |5 30,89
8 1 1 1 80 200 |5 10,44
9 1,68 |0 0 26,36  |180 |4 32,07
10 1,68 |0 0 9364  |180 |4 2,6
11 0 1,68 |0 60 146,36 |4 4,45
12 0 1,68 |0 60 213,64 |4 21,25
13 0 0 1,68 |60 180  |2,32 1,42
14 0 0 1,68 |60 180  |5,68 14,49
15 0 0 0 60 180 |4 12,02
16 0 0 0 60 180 |4 12,18
17 0 0 0 60 180 |4 13,33
18 0 0 0 60 180 |4 89
19 0 0 0 60 180 |4 7,56
20 0 0 0 60 180 |4 10,81
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Program yardimiyla tanimlanan parametrelerin gergek ve kodlanmis degerlerinin

2.dereceden modele (Es.8.1) gbre optimizasyonu yapilmis, yanit olarak secilen % verim

degerleri icin elde edilen modellerin varyans analizi (ANOVA testi) sonuglar1 Cizelge

8.4°de verildi.
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OBVEriM=Xo X1 *A+Xp*BHXg*CHX A +X5*B +Xg*C. +X7*A*B+xg*A*C+xg*B*C 8.1)

Cizelge 8.4. Deve dikeni tohumunun siiperkritik CO; ile dziitlemesi deneyleri i¢in
kullanilan modelin ANOVA testi verileri

F degeri Prob>F
Model 27,09 <0,0001
A 150,71 <0,0001
B 45,57 <0,0001
C 14,65 0,0033
A’ 15,24 0,0029
B° 2,31 0,1597
Cc? 0,26 0,6200
AB 10,22 0,0096
AC 1,65 0,2284
BC 4,51 0,0597
Uyum Eksikligi (Lack of Fit) | 1,67 0,2945
(6nemsiz=(not significant))

Deger
Standart sapma 2,52
C.V(Varyasyon Katsayis1) | 18,77
R 0,9606
Adj R® 0,9252

ANOVA (varyans) analizinde modelin gecerli oldugunu gdsteren F-testi degeri 27,09
olarak bulundu. Prob>F degeri ise modeldeki terimlerin anlamli olup olmadigini gdsterir.
0,05’den biiylik degerlere sahip terimler ihmal edilebilir. Yukaridaki ¢izelgeye
bakildiginda siiperkritik CO; ile deve dikeni tohumunun 6ziitlemesine etki eden en 6nemli
parametrenin en diisiik Prob>F degerine sahip olan sicaklik (A) ve basing (B) terimlerinin
oldugu goriildii. Akis Hiz1 (C), Sicakligin karesi (A?) ve sicaklik-basing ikili etkilesim

(AB) terimleri de bu model i¢in 6nemli terimler arasindadir.

Modelin standart sapmasi 2,52’dir. Bagimli degisen (Verim) ile bagimsiz degiskenler

(Sicaklik, Basing ve Akis hizi) arasindaki iliskinin modeldeki uyumunu gosteren bagka bir
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Slgiit ise regrasyon katsayisidir. Regresyon katsayisinin (R?) degeri 0,9606 olarak
hesaplandi ve bu deger 1’e yakindir. Uyum eksikligi (Lack of fit) degeri ise modelin
polinom derecesinin uygunlugu hakkinda fikir vermektedir. Uyum eksikligi degeri bu
model i¢in 0,2945 (6nemsiz (not significant)) olarak hesaplandi ve polinom derecesinin
uygun oldugu goriildii. (Onemli (Significant) olarak ¢ikmasi durumunda ise polinom
derecesinin artirilmasi1 gerekmektedir (Montogomery, 2001). Modelde “Adeq Precision
(dogru kesinlik)" ifadesi elde edilen sinyalin giiriiltii oranidir. Yani yanitin hataya oranini
Ol¢mektedir. Bu oranin 4’den biiyiik olmasi istenir. Bu deger bu model i¢in 17,493 olarak

bulundu.

Bagimli degisken (Verim) ile bagimsiz degiskenler (Sicaklik, Basing ve Akis Hizi)
arasindaki iliskiyi gdsteren modele ait elde edilen katsayilar, F testi ve standart sapma i¢in

sonuclar Cizelge 8.5’de verildi.

Cizelge 8.5. Modele ait katsayilar, F testi ve standart sapma degerleri

Model Parametresi | Hesaplanan Katsay1 | Standart Sapma F degeri
Kayma 10,76 1,03

A -8,39 0,68 <0,0001
B 4,61 0,68 <0,0001
C 2,61 0,68 0,0033
A2 2,60 0,66 0,0029
B2 1,01 0,66 0,1597
c2 0,34 0,66 0,6200
AB -2,85 0,89 0,0096
AC -1,15 0,89 0,2284
BC -1,90 0,89 0,0597

Deve dikeni tohumunun stiperkritik CO; ile 6ziitlemesi siireci iizerine Design Expert 6.08

programu ile elde edilen modelin kodlanmis degiskenler cinsinden esitligi Es.8.2°de verildi.

%verim =+10,76-8,39 * A+4,61 * B+2,61 * C+2,60 * A2+1,01 * B2 +0,34 * C2 2,85 * A
*B-115* A*C-190*B*C (8.2)
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Bu esitlige gore arastirilan parametrelerin siirece etkisi agagida irdelendi.

8.2. Parametrelerin Deve Dikeni Tohumunun Siiperkritik CO; ile Oziitleme Siirecine

Etkisi

Bu boliimde deve dikeni tohumunun siiperkritik CO, ile 0Oziitleme siirecine ikili

parametrelerin etkisi incelendi.

8.2.1. Oziitleme siirecine sicaklik-basin¢ parametresinin etkisi

Deve dikeni tohumunun siiperkritik CO; ile oziitleme silirecine sicaklik-basincin etkisini
gozlemlemek amaciyla akis hizi parametresi C=0 olarak kabul edildi. Siireci tanimlayan

modele ait denklem yeniden diizenlenerek asagida verildi.
%verim=xo+x1*A+x2*B+x3*C+x4*A2+x5*82+x6*C2+x7*A*B+x3*A*C+x9*B* (8.1)
%verim =+10,76-8,39 * A+4,61 * B +2,60 * A2+1,01 * B22,85* A * B (8.3)

Es 8.3’e bakildiginda tek bagina sicaklik (A) parametresinin dniinde bulunan katsay1 x;=-
8,39<0 olmasi ve sicaklik parametresinin minimum (-1,68) ve maksimum (1,68) degerleri
icin Ix11>IXol olmasi nedeniyle sicaklik parametresinin artmasi deve dikeni tohumunun
stiperkritik CO; ile Oziitleme verimini olumsuz etkilemektedir. Bu durum basing (B)
parametresi i¢in tam tersi 6zellik gostermekte x, ve Xs>0 olmasi nedeniyle basing degerinin
artmast deve dikeni tohumunun siiperkritik CO;, ile Oziitleme verimini artirmaktadir.
Sicaklik — basing ikili etkilesiminin etkisine bakildiginda her iki parametrenin pozitif ya da
negatif kodlanmis degerlerinde 6ziitleme verimi azalmaktadir (x7=-2,85<0). Akis hizinin
minimum degerinde sicaklik — basing ikili etkilesiminin verim degerine etkisi Sekil 8.1°de

yeralmaktadir.
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3021 ¢

2371

17.21

10.70

4.20

%verim(g Griin/g tohum)

Sicaklik (°C)

160.00  40.00

Sekil 8.1. Deve Dikeni Tohumunun Siiperkritik CO; ile Oziitleme Siirecine Sicaklik-
Basincin Etkisi (Akis Hiz1:4 mL/min)

Sekil 8.1. incelendiginde deve dikeni tohumunun siiperkritik CO, ile 6ziitlemesi siirecinde
basmcin diisiik degerinde (160 bar); sicaklik 40°C’dan 80°C’a dogru arttik¢a oziitleme
verimi 15,3’den 4,22°e azaldig goriildii. Yiiksek basing degerlerinde (200 bar) ise sicaklik
40°C’dan 80°C’a dogru arttik¢a 6ziitleme verimi 30,22 den 7,74 ¢ azaldig1 kaydedildi.

Sonug olarak sabit basing altinda sicakligin artmasiyla CO2’in yogunlugu azalmaktadir. Bu

durum ¢6ziiniirliigiin azalmasina, dolayisiyla verimin azalmasina sebep olmaktadir.
8.2.2.0ziitleme siirecine sicaklik-akis hizi parametresinin etkisi
Deve dikeni tohumunun siiperkritik CO; ile 6ziitleme siirecine sicaklik-akis hizi etkisini

gozlemlemek amaciyla basing parametresi B=0 olarak kabul edildi. Siireci tanimlayan

modele ait denklem yeniden diizenlenerek verim esitligi asagida verildi.

OBVEriM=X*At+Xp*BHXg* CHX A +X5*B +Xg*C. +X*A*B+xg*A*C+Xg*B*C 8.1)
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%verim =+10,76-8,39 * A+2,61 * C+2,60 * A2 +0,34 * C2-1,15* A* C (8.4)

Es 8.4 incelendiginde tek basina sicaklik parametresi(A) (x1=-8,39<0) ve sicaklik
parametresinin minimum (-1,68) ve maksimum (1,68) degerleri igin Ix;1>1X>1 olmasi deve
dikeni tohumunun siiperkritik CO> ile 6ziitleme verimini olumsuz etkiledigi goriilmektedir.
Akis hizi (C) parametresi ise x3>0 ve Xg>0 olmasi nedeniyle tam tersi oOzellik
gostermektedir. Bu durumun sonucu olarak akig hizi degerinin artmasi, deve dikeni

tohumunun stiperkritik CO; ile 6ziitleme verimini artirmaktadir.

Sicaklik—akis hiz1 ikili etkilesiminin etkisine bakildiginda her iki parametrenin pozitif ya
da negatif kodlanmis degerlerinde (sicaklik-akis hizi ikili etkilesimini temsil eden katsayi
Xg= -1,15 <0 olmasi nedeniyle ) oziitleme verimi azalmaktadir. Sicaklik — akis hiz1 ikili

etkilesiminin verim degerine etkisi Sekil 8.2°de yeralmaktadir.

3021

2371
17.21
10,70

4.20

%verim(g Grin/g tohum)

C: Flow rate 150

Akis hizi (mL/min) A- Temperature

Sicaklik (°C)

3.00 40.00

Sekil 8.2. Deve Dikeni Tohumunun Siiperkritik CO; ile Oziitleme Siirecine Sicaklik-Akis
hiz1 etkisi (Basing 180 bar)
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Caligilan aralikta basincin minimum degeri i¢in akis hizinin diisiik (3 ml/min) ve yiiksek (5
ml/min) degerlerinde sicakligin 40 °C’den 80 °C’ye artirilmasiyla sirasiyla verim

16,65’den 2,17°e ve 25,85’den 6,77 e azalmaktadir (Sekil 8.2.).
8.2.3. Oziitleme siirecine basinc-akis hizi parametresinin etkisi

Deve dikeni tohumunun siiperkritik CO; ile Oziitleme siirecine basing-akis hizi etkisini
gozlemlemek amaciyla akis hizi parametresi A=0 olarak kabul edildi. Siireci tanimlayan

model’e ait denklem yeniden diizenlenerek esitlik asagida verilmektedir.

. 2 2 2
%Vverim=x;*A+x;*B+X3*C+Xs*A +X5*B +Xc*C +X7*A*B+Xg*A*C+Xg*B*C (8.1)

%verim =+10,71+3,73 * B+2,91 * C+1,33 * B2 +0,66 * C2-2,39 * B * C (8.5)

Es 8.5’¢ bakildiginda tek basina basing (B) parametresinin dniinde bulunan katsay1 x,>0 ve
Xs5>0 olmas1 nedeniyle basing parametresinin artmasi deve dikeni tohumunun siiperkritik
CO; ile oziitleme verimini artirmaktadir. Bu durum akig hizi (C) parametresi ile benzer
ozellik gostermekte x3 ve Xg>0 olmasi nedeniyle basing degerinin artmasi Oziitleme
verimini artirmaktadir. Basing-akis hizi ikili etkilesiminin etkisine bakildiginda her iki
parametrenin pozitif ya da negatif kodlanmis degerlerinde 6ziitleme verimi azalmaktadir
(X9=-2,39<0). Akis hizinin minimum degerinde sicaklik — basing ikili etkilesiminin verim

degerine etkisi Sekil 8.3’de yer almaktadir.
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30.21

231

17.21

10.70

4.20

%verim(g uriin/g tohum)

Basing (bar)

Sekil 8.3. Deve Dikeni Tohumunun Siiperkritik CO; ile Oziitleme Siirecine Basing-Akis
hiz1 etkisi (Sicaklik:40 °C)

Sekil 8.3 incelendiginde deve dikeni tohumunun siiperkritik CO, ile dziitlemesi siirecinde

diisiikk basinc degerlerinde (160 bar) ve yiiksek basing degerlerinde (200 bar) akis hizi

3mL/min’den SmL/min’e dogru arttik¢a Oziitleme verimide sirasiyla 3,67 den 14,27’ye ve

15,91’den 16,95’e artmaktadir. Yiiksek basing degerlerinde akis hizinin 6ziitleme verimi

izerine etkisi diisiik basing degerine gore daha azdir.

8.3. Deve Dikeni Tohumunun Siiperkritik CO, ile Oziitleme Siirecinde Yiizey Cevap

Analizi Optimizasyon Sonuclari

Modelin onerdigi algoritma dogrultusunda yapilan 20 adet deneyin sonucunda elde edilen
veriler ile olusturulan modelin ayn1 kosullarda elde ettigi degerler Sekil 8.4a’da

verilmektedir.
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Sekil.8.4. Yiizey Cevap YOntemi sonuglari ile deneysel verilerin uyumu ve parametrelerin

etkisi

Sekil 8.4.a’dan goriilecegi lizere model ile deneysel verilerin sonuglart paralellik
gostermektedir. Sekil 8.4.b ise model ve deneysel verilerden faydalanarak sicaklik, basing

ve CO; akis hizi parametrelerinin dzilitleme verimine etkisi incelendi. Yiiksek sicaklik,
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diisiik basing ve yiiksek akis hiz1 degerlerinde 6nemsiz sapmalar gézlendi. Bununla birlikte

optimum kosullar

belirlendiginden bu boélgede model ile deneysel verilerin uyumunun oldukc¢a iyi oldugu

goriildil.

Stiperkritik CO; ile Oziitleme siirecinde en uygun deney kosullarmin belirlenmesine

yonelik yapilan Yiizey Cevap Analizi optimizasyon sonuclari Cizelge 8.6’da verilmektedir.

disiik

sicaklik, yiiksek basing ve yliksek

Cizelge 8.6. Optimum deney kosullari

Deney No |Sicaklik |Basin¢ | Akis Hizi % verim (g iiriin/ g tohum)
1 40,13 199,83 (4,98 32,1864
2 40,06 199,65 [4,95 32,1022
3 40,00 200,00 |4,81 31,9422
4 40,00 198,60 |5,00 31,8898
5 40,86 200,00 |5,00 31,6676
6 40,00 200,00 |4,60 31,4598
7 40,00 200,00 |3,35 29,1365
8 40,05 200,00 |3,04 28,6971
9 40,00 199,96 |3,00 28,6638
10 40,00 162,50 |5,00 21,7391

Cizelge 8.6 incelendiginde optimum kosullar 40,13 °C sicaklik, 199,83 bar basing ve 4,98
mL/min CO; akis hiz1 olarak bulundu. Bu kosullardaki 6ziitleme verimi % 32,19 olarak
hesaplandi. Ayni kosullarda yapilan deneyde ise 6ziitleme verimi %30,82°dir. Optimum

kosullarda modelin ve deneysel verilerin sonug¢larinin uyumlu oldugu goriilmektedir.

akis hizi
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9. UV-VIS SPEKTROFOTOMETRIK YONTEM iLE SIiLYMARIN
BILESIKLERININ TAYINi

Stiperkritik CO; ile deve dikeni tohumunun Oziitlenmesi sonucunda elde edilen Gziite
Boliim 5.4.1°de belirtilen yontem uygulandi. Referans ¢ozelti ve elde edilen ¢ozeltinin 490
nm’de absorpsiyonlart UV-Vis spektrofotometresi (Analyticjena Specort 200
Spectrofotometer) ile Ol¢iilmiistiir. 490 nm’de absorbans degeri 0,395 olarak bulundu.
Analizde 1x1cm’lik kuvars kiivetler kullanildi. Bu boliimde Stoiljkovic ve digerleri (2007)
yaptig1 calisma temel alinmistir. Lambert-Beer yasasindan faydalanarak 6ziit igerisindeki

silymarin bilesiklerinin miktar1 % silibin olarak hesaplandi.

Beer-Lambert yasas1 ya da Beer yasasi absorplanan tiirlin derisimi ile absorbansi

arasindaki lineer iliskiyi verir. Beer-Lambert yasas1 asagidaki gibi verilebilir.
A=E*b*c

Burada A olgiilen absorbans, € ise Molar soguruculuk (molar ekstinksiyon katsayisi), b
15181n aldig1 yol, ¢ ise ¢dzeltinin molar derisimidir. €, belli bir bilesik i¢in belli bir dalga
boyunda sabittir ve bir sogurma bandinda sogurma en yiiksek degeri Amax ‘a (dalga boyu)
karsilik €max olarak verilir. €, birim derisimde (c=1 mol dm's) ¢Ozeltinin birim uzunlukta
(b=1 cm) hiicrede oldugu zamanki sogurganligidir. Sogurucunun mol kiitlesi, M,
bilinmiyorsa ve dolayisiyla ¢ Molar dersimi hesaplanamiyorsa € hesaplanamayacaktir. Bu
durumda bilinmeyen bir 6rnegin mor o6tesi bir analizi yapiliyorsa %1’lik ¢ozeltinin
sogurganligi Eien®  lgiilir ve spesifik soguruculuk olarak adlandirilir. Spesifik

soguruculuk katsayisi cinsinden esitlik asagidaki gibidir.
A=E™*b*c

Burada ¢ gram cinsinden 100 mL ¢6zeltinin derisimidir.
Lambert Beer esitligi asagidaki gibi yeniden diizenlenirse,

c=A/EY**b halini alir.
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Seyreltme katsayisi ve gram 6zlit bagina yeniden diizenlenirse,
X=A*D/ (E}**G*D)

Bu esitlikten faydalanarak (Stoiljkovic ve digerleri, 2007) 6ziit igerisindeki silymarin

bilesiklerinin miktar1 % silibin olarak hesaplandi

X=A*D/ (E}**G*d)
X=0,395*25000 / (585*0,8*1)
X=21,1

Bu esitlikte,

X=% silibin icerigi

d= Kiivetin kalinlig1, cm

A=490 nm’deki 6l¢iilen absorbans

E = spesifik absorbans katsay1s1=585
D= Seyreltme katsary1s1=25000

G= Omegin kiitlesi (g)’dir.

Yukarida belirtilen esitlikte 1 mL (0,8 g) kullanilan 6rnek igerisinde %21 oraninda
silymarin bilesiklerinin oldugu belirlendi. Silymarin bilesikleri 6 temel bilesikten
olusmaktadir. Bu bilesiklerin izomer ve diastereomerik yapilariyla birlikte 16 adet bilesigin

oldugundan bahseden kaynaklar da mevcuttur (Corchete 2008).
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10. SUPERKRITIK CO, iLE OZUTLENEN NUMUNELERIN HPLC
ANALIZ SONUCLARI

Deve dikeninden siiperkritik CO; ile 6ziitlenen numune igerisindeki silibin A ve silibin B
bilesiklerinin analizinin yapilabilmesi i¢in Oncelikle analiz kosullarinin belirlenmesine
yonelik ¢aligmalar gergeklestirildi. Tastyict faz akis hizi, tiirii, ylizde bilesiminin etkisi ve
numunenin seyreltme etkisi gibi analizi etkileyen baslica parametreler arastirildi. Analiz
yontemi silibin A ve silibin B bilesigi standardindan faydalanarak olusturuldu. HPLC
safligindaki metanolde hazirlanmig 100 ppm’lik Silibin A ve B standart maddesi 5.boliimde
belirtilen kosullarda analizlendi. Silibin A ve silibin B bilesiklerine ait piklerin anlamli
olarak ayrildigi goriildii. 5-25 ppm araliginda silibin A ve silibin B bilesiklerine ait
kalibrasyon grafikleri olusturuldu. Standartlarin hazirlanmasina ait hesaplamalar, elde

edilen kromatogramlar ve kalibrasyon grafikleri EK-4 ve EK-5’de verilmektedir.

Ancak siiperkritik CO; ile elde edilen numune igerisinde bir¢ok bilesigin bulunmasi analizi
zorlagtirmaktadir. Bu sebeple numuneye analiz 6ncesinde 6n islemler yapildi. HPLC ile
belirtilen ¢alisgma kosullarinda analizlendi ve piklerde anlamli bir ayrilma gozlendi. Elde

edilen kromatogram Sekil 10.1°de verilmektedir.

Sekil 10.1 a ve b’de yer alan kromatogramlar incelendiginde 23,8-25,9 min zaman
araliginda silibin A ve silibin B piklerinin geldigi ve net bir sekilde ayrildig:
goriilmektedir. Numune igerisinde yeralan yagimsi bilesiklerin ortamdan uzaklasarak

matriksden gelen olumsuzluklarin ortadan kaldirildig1 goriildii.
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Sekil 10.1. Silibin A ve Silibin B bilesigi standardina (a) ve 6n islem uygulanmis numuneye
(b) ait kromatogramlar
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Literatiirde bagka bir kolon ile silymarin bilesiklerinin HPLC analizi gerceklestirilmis ve
kromatogram sonucu Sekil 10.2°de verilmistir (Phenomenex, 2012). Bu kromatogramdan

faydalanarak elde ettigimiz HPLC analiz sonuglari karsilastirildi.

! silibin B
silibin A
G silikristin ‘
e 4 izosilibin A
taksifolin Sikkarin
[ . izosilibin B
| —~

Sekil 10.2. Phenomenex-C18 HPLC silymarin bilesikleri kromatogrami
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Sekil 10.3. On islem uygulanmis numuneye ait kromatogramin literatiir verilerine gdre
adlandirilmis hali
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Sekil 10.2 ’den de gorildiigii iizere silymarin bilesikleri taksifolin, silikristin, silidianin,
silibin A, silibin B, izo silibin A, izosilibin B sirasiyla gelmektedir (Phenomenex, 2012).
Benzer yaklasim yapildiginda 9 min’de gelen pikin taksifolin, 11,5-13,5 min zaman
araliginda goriilen pikin silikristin, 13,5-14 min zaman araliginda gelen pikin ise silidianin
oldugu tahmin edilmektedir (Sekil 10.3). 25,9-26,9 min zaman araliginda ardarda gelen iki

pikin ise; silibinlerin izomeri olan izosilibin A ve izosilibin B oldugu diistiniilmektedir.
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11. SUPERKRITIK CO, OZUTLEMESI iLE DEVE DIKENINDEN
SILIBIN ELDE EDiILMESINE CALISMA PARAMETRELERININ
ETKIiLERIi

Bu boliimde deve dikeninden 6ziitlenen silibin A ve silibin B bilesiklerinin verimi iizerine
oziitleme siiresi, sicaklik, basing, CO, akis hiz1 ve tanecik biyiikliigli parametrelerinin

etkisi incelendi. Elde edilen bulgular asagida detayli olarak sunulmaktadir.
11.1. Oziitleme Siiresinin Silibin Bilesiklerinin Verimine EtKisi
Sicaklik 40 °C, basing 200 bar, tanecik biiyiikligi 0,925 mm, karbon dioksit akis hiz1 4

mL/min olarak sabit tutuldu. Oziitleme siiresinin verime etkisini belirlemek {iizere 30

dakikalik araliklar ile 6rnek alinmis ve elde edilen sonuglar asagida verilmistir (Sekil 11.1).

0,8
0,7 M Silibin A
M Silibin B
0,6 I
g i Toplam Silibin
<
8 0,5
=
=
£ 0'4
=
o 0,3
£
0,2 | 1
0,1
0 .
0-30 min 30-60 min 60-90 min
(a)

Sekil 11.1. Oziitleme siiresinde elde edilen a) mg silibin/g tohum verileri b) mg &ziit/g
tohum verileri
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Sekil 11.1. (Devam) Oziitleme siiresinde elde edilen a) mg silibin/g tohum verileri b) mg
0ziit/g tohum verileri

Sekil 11.1.a’da yer alan ¢ubuk grafigi incelendiginde toplam silibin miktarinda siirekli
olarak bir artisin meydana geldigi goriildii. En fazla silibin ise 60-90 min araliginda geldigi
belirlendi. Ayn1 durum silibin A bilesigi i¢inde gegerlidir. Silibin A bilesiginin miktarinda
ilk 30 dakikalik periyottan igiincii 30 dakikalik periyota ¢iktiginda %62’lik bir artis
gozlendi. Silibin B bilesiginin miktar1 ilk 30 dakikada oldukg¢a diisiik olmasina ragmen,
ikinci 30 dakikalik periyotta %91°lik bir artis gdzlendi. Ugiincii 30 dakikalik periyotta ise

%40’11k bir azalma soz konusudur.

Sekil 11.1.b’ de ise oziitleme siiresinde elde edilen mg 6ziit/g tohum verileri yeralmaktadir.
Zamanla alinan 0ziit miktarinin 6ziitleme siirecinin sonuna dogru azalmasma ragmen
toplam silibin miktarinin arttigi goriildi. Deve dikeni tohumlari igerisinde silymarin
bilesikleri haricinde ugucu yaglar, apijenin, musilaj, quercetin, act maddeler vb. gibi pek
cok bilesik yer almaktadir (Corchete 2008). Oziitleme siirecinin basinda 6ziit icerisinde
yeralan silymarin haricindeki diger bilesiklerin geldigi, siirecin ilerleyen asamalarinda ise

silymarin bilesiklerinin baskin olarak geldigi 6n goriilmektedir.
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11.2. Sicakhigin Silibin Bilesiklerinin Verimine Etkisi
Deneyler 40, 60, 80 °C olmak iizere farkli sicakliklarda gergeklestirilmistir. Basing 200

bar, tanecik biiyiikligii 0,925 mm, karbon dioksit akis hiz1 4 mL/min olarak sabit tutuldu
(Sekil 11.2).
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Sekil 11.2. Sicakligin silibin bilesiklerinin verimi lizerine etkisi (Karbon dioksit akis hiz1 4
mL/min, basing:180 bar, ortalama tanecik biiyiikligi 0,925 mm, 6ziitleme
stiresi 120 dakika)

120 dakikanin sonunda elde edilen iiriin miktarlar1 dikkate alindiginda 40 °C’de silibin A,
silibin B ve toplam silibin miktarinin en fazla miktarda elde edildigi goriilmektedir.
Toplam silibin miktar1 ile farkli sicakliklara karsi elde edilen o6ziit miktarlan
karsilastirildiginda, hem 06ziit miktarinin hem de toplam silibin miktarinin sicakligin
azalmasiyla artmaktadir (Sekil 11.2). Sicaklik 80 °C ’den 40 °C ’ye diistiigiinde karbon
dioksitin yogunlugu %29 artmistir. CO2’in yogunluk etkisi baskin gelmekte, sicaklik

parametresi silibin bilesiklerinin verimini olumsuz yonde etkilemektedir.
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Duan ve digerleri (2004) silymarin bilesiklerinin soksile yontemiyle Oziitlemesine
sicakligin etkisini arastirmislardir. Oziitleme isleminde suyu ¢oziicii olarak kullanmuslardir.
100, 120 ve 140 °C sicakliklarda gerceklestirdikleri deneylerde sicaklik artik¢a silymarin
bilesiklerinin bozundugunu bulmuslardir. Xin ve digerleri (2008) mikrodalga yontemiyle
silymarin bilesiklerinin iiretimine flavonoid kararlilig1, mikrodalga giicii ve etanol miktari
gibi parametrelerin etkisini incelemislerdir. Gergeklestirdikleri deneysel verilerden
sicakligin 130 °C’nin lizerine ¢ikmasiyla silymarin bilesiklerinin bozundugunu tespit
etmislerdir. Dolayisiyla daha disiik sicakliklarda calismak verimi artirici  etki
gostermektedir. Deve dikeni tohumunun siiperkritik CO; ile 6ziitlemesi, diger ¢alismalar
ile kryaslandiginda en diisiik ¢aligma sicakliginin bu yontem ile elde edildigi belirlenmistir.
Stiperkritik CO; ile oziitlemede silibin bilesiklerinin bozunmasi minimum seviyeye
inmistir. Bununla birlikte diisiik sicaklik enerjiden tasarruf saglamakta ve maliyeti

azaltmaktadir.

11.3. Basincin Silibin Bilesiklerinin Verimine Etkisi

Stiperkritik CO, 6ziitlemesi ile deve dikeni tohumundan silibin elde edilmesi ¢alismasinda
basincin etkisi incelendi. 160, 180, 200 ve 220 bar basing degerlerinde deneyler
gerceklestirildi. Bu asamada karbon dioksit akis hizt 4 mL/min, sicaklik 40°C, ortalama
tanecik biiytikligl 0,925 mm, 6ziitleme siiresi 120 dakika olarak sabit tutuldu. Elde edilen
bulgular Sekil 11.3’de verilmektedir.
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Sekil 11.3. Basincin silibin bilesiklerinin verimi tizerine etkisi (Karbon dioksit akis hiz1 4
mL/min, sicaklik 40 °C, ortalama tanecik biiyiikliigii 0,925 mm, 6ziitleme siiresi
120 dakika)

Sekil 11.3°de elde edilen bulgular incelendiginde basincin 160 bardan 180 bara ¢ikmasi

durumunda toplam silibin veriminde artis goézlendi. 180 bar sonrasinda ise toplam silibin

miktarinda 6nemli bir degisiklik s6z konusu degildir. Toplam silibin miktarlarinin egrisi ile

farkli basinglara karsi elde edilen 6ziit miktarlar1 egrisi paralellik gostermektedir (Sekil

11.3). COy’in yogunlugu artmasindan dolay1 verimin arttig1 ve silibin bilesikleri 6ziitlenen

maddeler ile birlikte geldigi belirlendi.

Silibin A ve silibin B egrileri incelendiginde ise, basing 160 bardan 180 bara ¢iktiginda
silibin A azalirken, silibin B’nin arttig1, 180 bardan 220 bar ¢iktiginda ise siirecin tam tersi
yonde gelistigi goriildii. Silibin bilesiklerinden biri artarken digerinin azaldigi goriildii.
Silibin A ve silibin B bilesikleri birbirlerinin diastereomeridir ve koniferil alkol ile
taksifolinin reaksiyonundan sentezlendigi literatiirden goriilmistiir. Ortamin sicaklik ve
basing etkisine gore silibin bilesiklerinden birinin digerine gore baskin olarak olusabilecegi
ya da birbirlerine doniisebilecegi diisiiniilmektedir. Wallace ve Carrier (2008) yaptigi
calismada deve dikeni tohumundan silibin eldesinde 6ziitleme kosullar1 {izerinde degisiklik
yapildiginda silibin oran1 degismektedir. Etanolde 6ziitleme yapildiginda silibin A/silibin B
oran1 0,6 olarak bulunurken, metanolde 6ziitleme yapildiginda silibin A/silibin B oran1 1

olarak bagli olarak bulunmustur. Bu calismada da benzer durum basing ve sicaklik
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parametresi i¢in gegerli olup, sicaklik prametresinin yaptigi etki basing etkisi kadar belirgin
degildir.

Literatiirde stiperkritik CO; ekstraksiyon yontemiyle silibin eldesi ¢alismasi
rastlanilmamasindan dolayr kullandigimiz laboratuvar sisteminde gerceklestirilen bagka
maddeler ile basing etkisi karsilastirilmistir. icen ve Giirii (2010) ¢ay sap1 ve lifi
atiklarindan siiperkritik CO, oziitlemesi ile kafein eldesine basing parametresinin etkisini
incelenmistir. Basing 250 bara kadar artirildikca kafein verimi artmis, bu degerin
iizerindeki degerlerde ise verimde fazla bir degisikligin olmadigmi bulmuslardir.
Dolayisiyla basincin belirli bir degere kadar artirilarak calisilabilmesi verimin artmasina

yol agmaktadir.

11.4. Akis Hizinin Silibin Bilesiklerinin Verimine Etkisi

Deve dikeni tohumunun siiperkritik CO; 6ziitlemesi siirecine akis hizinin etkisi 3, 4 ve 5
mL/min degerleri i¢in incelendi. Degisen akis hizi degerlerine gore elde edilen bulgular

Sekil 11.4°de verilmektedir.
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Sekil 11.4. Akis hizinin silibin bilesiklerinin verimi tizerine etkisi (sicaklik 40 °C, basing
180 bar, ortalama tanecik biiyiikliigii 0,925 mm, 6ziitleme siiresi 120 dakika)
Sekil 11.4°den de goriildiigii gibi CO; akis hizt 3 mL/min’den 4 mL/min’e ¢ikarildiginda
toplam silibin miktarinda belirgin bir artig s6z konusudur. Ancak akis hizt 4 mL/min’den 5
mL/min degerine ¢iktiginda ise toplam silibin veriminde bir artis yoktur. Akis hiz1 etkisi
siireci iki sekilde etkilemektedir. CO, akis hizinin artmasi Oziitleme haznesi igindeki
girdaplarin artmasina, kat1 ile akiskan arasinda film kalinhiginin azalmasina neden
olmaktadir. Bu durumun sonucunda verim artmaktadir. Akis hiz1 artikca ayn etki kat1 ve
akiskan arasinda etkilesim siiresini kisaltmakta ve verimi azaltmaktadir. Coziicii akis
hizinin siirece etkisi kati madde yapisi ile yakindan ilgilidir. Akis hizi 3 mL/min’den 4
mL/min’e kadar ¢ikartildiginda kati ile akiskan arasindaki film kalinlig1 azaldigindan
dolay1 toplam silibin verimi artmaktadir. Akis hizi 4 mL/min’den 5 mL/min ¢iktiginda ise
film kalinlig1 azalirken, deve dikeni tohumu ve CO, arasinda etkilesim siiresi kisalmakta,

toplam silibin verimi fazla etkilenmemektedir.
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Toplam silibin miktarlarinin egrisi ile farkli akis hizlarinda elde edilen 6ziit miktarlari
egrisi paralellik gostermektedir (Sekil 11.4). Silibin A ve silibin B egrileri ayr1 ayri
incelendiginde ise akis hizi 3 mL/min’den 4 mL/min’e ¢ikarildiginda silibin B artarken,
silibin A bilesiginde herhangi bir degisiklik yoktur. Akis hiz1 4 mL/min’den 5 mL/min
ciktiginda ise Silibin A bilesigi bir miktar arttig1 ve silibin B bilesigi ise azalmaktadir.
Silibin A bilesigi incelenecek olursa; akis hiz1 arttik¢a dis kiitle transfer direncinin Silibin
A bilesigi i¢in etkili oldugu ve verimin arttig1 goriildii. Silibin B bilesigi incelendiginde 3-4
mL/min akis hiz1 araliginda dis kiitle transfer direnci etkili oluken, 4-5 mL/min araliginda
COy’in silibin B bilesigi ile temas siiresi azaldigindan, bu etki diger etkiye gore baskin

gelmekte silibin B verimini olumsuz yonde etkilemektedir.

Literatiirde  siiperkritik CO; ekstraksiyon yoOntemiyle silibin eldesi caligmasi
rastlanilmamasindan dolay:r kullandigimiz laboratuvar sisteminde gerceklestirilen bagka
maddeler ile akis hiz1 etkisi karsilastirlmistir. Igen ve Giirii (2010) cay sapt ve lifi
atiklarindan stiperkritik CO, 6ziitlemesi ile kafein eldesine CO, akis hizi parametresinin
etkisini incelenmistir. Akis hiz1 11 g/min’e kadar artirildikga kafein verimi artmis, bu
degerin iizerindeki akis hizlarinda ise verimde fazla bir degisikligin olmadigini
bulmuslardir. Dolayisiyla akis hizinin belirli bir degere kadar artirilarak calisilabilmesi

verimin artmasina yol agmaktadir.

11.5.Tanecik Biiyiikliigiiniin Silibin Bilesiklerinin Verimine Etkisi

Tanecik biiytikliigliniin 6ziitleme siirecine etkisinin incelendigi ¢calismada, 0,3025; 0,925 ve

1,2 mm olmak iizere i¢ farkli tanecik biiyiikliigiinde ¢alisildi (Sekil 11.5).
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Sekil 11.5. Tanecik biiyiikliigiiniin silibin bilesiklerinin verimi {izerine etkisi (sicaklik 40
°C, basing 180 bar, ortalama tanecik biiyiikliigii 0,925 mm, oziitleme siiresi 120
dakika)

Sekil 11.5 incelendiginde tanecik biiyiikliigiiniin kii¢iilmesi ile toplam silibin veriminin
arttig1 belirlendi. 120 dakikanin sonundaki degerler dikkate alindiginda tanecik boyutu 1,2
mm’den 0,3025 mm’ye azaltildiginda toplam silibin verimi %68 artmaktadir. Tanecik
biiytikliigliniin kiigiilmesi ile aktarim yilizey alanimin arttifi, kiitle aktarim direnglerinin
azaldig1 ve kiigliltme esnasinda yapidaki hiicrelerin bir kismmin bozulmasi sonucunda
silibin bilesiklerinin serbest kaldigi sonucuna varildi. Silibin A ve Silibin B bilesikleri ise
incelendiginde tanecik biytikligi 1,2 den 0,3025 azaltildiginda Silibin A ve Silibin B
bilesigi miktarlar1 sirasiyla 0,16 ve 1,18 mg/g tohumdan 2,29; 1,92 mg/g tohuma artmustir.
Burada silibin A’nin Silibin B ye gore daha fazla arttig1 goriilmektedir.

Literatiirde  stliperkritik CO,  oOziitleme yoOntemiyle silibin  eldesi  ¢alismasi

rastlanilmamasindan dolayr kullandigimiz laboratuvar sisteminde gerceklestirilen baska
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maddeler ile tanecik boyutu etkisi karsilastirilmistir. Ekinci (2013) kavun ve seftali
cekirdeklerinin siiperkritik CO, Oziitlemesini ¢alismistir ve verimine tanecik biyiikligl
parametresinin etkisini incelemistir. Kavun ¢ekirdegi tanecik biiyiikliigi 1,7 mm’den 0,4
mm’ye kiictltildiiglinde fitesterol verimi %109 artmistir. Seftali ¢ekirdeginde ise tanecik

biiytikliigii 1,7 mm’den 0,3 mm’ye kii¢iiltiildiigiinde B-sitesterol verimi %6 artmistir.

Literatiir ve yapilan deneysel ¢alismalarin sonucunda; kii¢iik tanecik biiyiikligiinde

calisilmasinin verimi artmasina yol agmaktadir.

11.6. Genel Optimizasyon Sonuclari

Deve dikeni tohumu ile siiperkritik CO, oOziitleme siirecine; sicaklik, Oziitleme siiresi
basing, CO; akis hiz1 ve tanecik biiylikliigi parametrelerinin 6ziitleme verimi, silibin A,
silibin B ve toplam silibin verimi iizerindeki etkileri arastirildi. Oziit icerisindeki silibin A
ve silibin B bilesiklerinin miktarlar1 HPLC ile analiz edildi. Zamanla alinan deve dikeni
tohumu 06ziitii verilerinden diisiik sicaklik ve tanecik boyutunda, yiiksek basing ve akis
hizinda 6ziit veriminin ve toplam silibin miktarinin belirgin sekilde artigi goriiliirken,
silibin A ve silibin B bilesiklerinin disiik sicaklik ve tanecik boyutu, yiiksek akis hizi

calisma parametrelerinden olumlu olarak etkilendigi belirlendi.

Deve dikeni tohumundan elde edilen 6ziit ve silibin miktarlar1 i¢in uygun parametre

degerleri ve bu degerlerdeki 6ziit ve silibin bilesiklerinin miktarlar1 Cizelge 11.1°de verildi.
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Cizelge 11.1. Deve dikeni tohumundan elde edilen 6ziit ve silibin miktarlar1 i¢in uygun
parametre degerleri ve bu degerlerdeki 06ziit ve silibin bilesiklerinin

miktarlari
Calhisilan parametre arahiklar: Oziitleme Sonuclar
ve optimum degerler
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Literatiirde deve dikeni tohumu igerisinde %1,5-3 oraninda flavolignan oldugu
belirtilmistir. Yine literatiire gore flavolignan bilesiklerinin ¢ogunu ise silymarin
bilesiklerinden meydana gelmektedir ve silymarin bilesiklerinin %50’sini silibin, %20-
30’nu ise silikristin ve silidianin bilesiklerinden olusmaktadir(Corchete, 2008). Bu veriler
dikkate alindignda flavolignan bilesiklerinin yarisinin silymarin bilesigi oldugu kabul
edilirse 1 g deve dikeni tohumunda 3,75-7,5 mg araliginda silibin oldugu tahmin
edilmektedir. Silibin bilesiklerin silibin ve izosilibin bilesiklerinden olusmaktadir ve
silibin/izosilibin orani 1 oldugu kabulii yapilirsa silibin A ve silibin B bilesiklerinin toplam
miktar1 teorik olarak 1,875-3,75 mg araliginda olmasi beklenir. Bu deger bitkinin yetistigi
iklim kosullarma gore ve yukarida yapilan kabullere gore degisiklik gosterebilir. Bu
caligma kapsaminda gerceklestirilen deneylerin sonuglarindan silibin A ve silibin B

bilesiklerinin toplami 4,21 mg/g tohum olarak bulunmustur

Silibin bilesiklerinin eldesi ilizerine gergeklestirilen ¢alismalar ¢ogunlukla soksile gibi
klasik yontemleri icermektedir. Mikrodalga ve ultrasound gibi soksile 6ziitlemesi haricinde
birka¢ yontemde mevcuttur. Literatiirde yer alan c¢alismalar incelendiginde; 6ziitleme

stiresi 4 ile 28 saat arasinda degismektedir. Bu c¢alismada ise 6ziitleme siiresi 2 saat olarak
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bulunmustur. Oziitleme siiresi siiperkritik CO, dziitleme yontemi ile 2-14 kat araliginda

kisalmistir.

Calismalarin ¢gogunda silibin bilesikleri; silibin A ve silibin B olarak belirtilmemis, silibin
miktart olarak verilmistir. Literatiirde 6 ¢esit Silibin bilesigi (silibin A, silibin B, izosilibin
A, izosilybin B, 2,3-cis-silybin A, 2,3-cis-silybin B) yeralmaktadir (Yan-ze L., Yue-wie L.,
D., 2012). Yapilan klinik c¢alisma ve degerlendirmelerinde silibin A ve silibin B
bilesiklerinin oldukga aktif 6zellik gosterdigi belirtilmektedir (Gazak, Walterovab ve Kien,
2007, Agarwal 2006). Bu sebeple oziitleme isleminin en 6nemli basamagi olarak elde
edilen Oziit igerisindeki silibin A ve silibin B bilesiklerinin toplamda degil ayr1 ayr1 miktari
bilinmelidir. Yapilan bu ¢aligmada silibin A ve silibin B miktar1 sirasiyla 1,9 ve 2,2 mg/g

tohum olarak bulunmustur.

Literatiirde soksile yontemiyle silibin A ve silibin B bilesiklerinin eldesi ¢alismalarinin
¢ogunda; tohumdan yag uzaklastirilarak silibin verimi artirilmaya ¢alisilmistir (Wallace ve
Carier, 2008). Yagm ve silymarin bilesiklerinin tohumdan uzaklastirilmasi igin iki ayri
¢oziicii kullanilmustir. Ik 6ziitleme ile yag uzaklastirilmistir. Geriye kalan tohum oda
kosullart sicak hava vb. yontemlerle kurutulduktan sonra ikinci Oziitleme islemi
gerceklestirilmistir. Iki ¢oziiciiniin de elde edilen oziitten uzaklastirilmas1 gerekmekte,
ayrica saflagtirma yontemi gerekmektedir. Biitiin bu iglemler ekstra maliyet getirmektedir.
Deve dikeni tohumunun %20-30 yagl bilesikler olusturmaktadir. Literatiirde yeralan bazi
caligmalarda silibin bilesiklerinin verimi yagi alinmis olan tohum tizerinden hesaplanilarak
verilmektedir. Buna bagli olarak, yag miktar1 tohumdan ¢ikartildigi i¢in silibin verimi yagh
tohum ile yapilan ¢aligmalara gore silibin miktar1 ayni bile olsa daha yiiksek ¢ikmaktadir.
Genellikle soksile ile yapilan Oziitlemelerde kullanilan ¢6ziicii Oziitten tamamiyla
uzaklastirilamamaktadir. Oziitleme icin kullanilan ¢oziiciiler petrol eteri, etil asetat,
metanol, etanol, aseton, NaOH, H,SO, olarak siralanabilir(Corchete,2008; Subraman,am,
Vaughn, Carrier ve Calausen 2008). ilag etken maddesi olarak kullanilan ve karacigeri
zehirli maddelerden koruyan Silibin A ve Silibin B bilesiklerinin ¢evresel olarak zararli
olan Oziitleme coziiciilerinden tamamiyla uzaklastirilmalidir. Deve dikeni tohumundan
Stiperkritik CO; ile silibin A ve silibin B bilesiklerinin eldesinde 6ziitleme ¢oziiciisii olarak
kullanilan CO; o6ziit icerisinde kalinti birakmamakta, tamamiyla uzaklastirilmaktadir.
Mikrodalga ve ultrasound gibi yontemler ile silibin bilesiklerinin eldesinde, mikrodalga ve

ultrasound dalgalar1 yine ¢6ziicii icerisinde yeralan tohumlara gonderilmektedir (Xin,
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2008, Cagdas ve digerleri 2011). Oziitleme verimini kullanilan yontemin etkiledigi kadar
calisilan isletme kosullar1 da etkilemektedir. Ozelikle isletme sicakligi iiriin verimini

oldukea etkilemektedir.

Soksile, mikrodalga gibi yontemlerde kullanilan ¢dziiciiniin kaynama sicakligi ya da daha
yiiksek sicakliklar kullanilmaktadir. Literatiirden sicaklik artik¢a silymarin bilesiklerinin
bozundugu bilinmektedir (Duan, 2004; Xin, 2008). Ayrica yiiksek sicakta Oziitlemenin
gerceklestirilmesi maliyeti de artirmaktadir. Deve dikeni tohumundan Siiperkritik CO; ile
silibin A ve silibin B bilesiklerinin eldesinde ise 40°C ‘de silibin bilesikleri elde edilmesi

bu yontemin avantajlarindandir.

Atmosferik kosullara gore yiliksek basing degerinde calisilmasi CO; yogunlugunu
degistirdiginden oOziitleme islemi i¢in Onemli bir basamak olan ¢ozme giiciide
degismektedir. Bu durumun sonucunda silibin verimi de 6nemli 6lgiide etkilenmektedir.
Akis hizi parametresi deve dikeni tohumunun dis film transfer katsayisinin azalmasini
saglayarak baslangi¢c hizini1 artiran etki géstermektedir. Deve dikeni tohumunun siiperkritik
CO; ile oziitlemesinde tanecik boyutu kiiciiltiilmesi silibin verimini 6nemli o6lgiide
etkilemektedir. Gozenegin i¢ kisimlarinda da bulundugu tahmin edilen silibin A ve silibin

B bilesiklerinin verimini artiran ve 6ziitlemeyi kolaylastiran parametredir.
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12. OZUT iCERIiSINDEKIi YAGLARIN TAYIiNi

Deve dikeni tohumunun siiperkritik CO; ile Oziitlemesi tez konusu kapsaminda yapilan
caligmalarin sonucunda elde edilen 6ziit igerisinde silymarin bilesikleri haricinde diger
bilesiklerinde yeraldig1 ve bu bilesiklerin silibin verimini etkiledigi bulundu. Literatiirden
tohumlarin yag igerigi incelendiginde o6zellikle linoleik asit ve oleik asit gibi doymamis
yag asitlerince yiiksek yag igerigine sahip oldugu goriilmiistiir (Reverchon, 2006).
Stiperkritik CO; oziitlemesi ile deve dikeni tohumundan elde edilen 6ziit i¢indeki yagh
kisim ayrilarak gerekli tiirevlendirme islemi yapilmis ve ardindan GC-FID ile analiz

edilmistir.

Deve dikeni tohumu yaginin GC-FID analizi sonucunda belirlenen yag asidi kromatogrami

ve yag asidi bilesimi asagida verilmistir (Sekil 12.1 ve Cizelge 12.1).
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Cizelge 12.1. Deve dikeni tohumu yaginin yag asidi bilesimi

Yag Asitleri Kompozisyonu %
C14:0 miristik asit (tetradekanoik asit) 0,09
C16: 0 palmitik asit (hekzadekanoik asit) 8,15
C16: 0 palmitoleik asit 0,10
C17:0 Margarik asit (heptadekanoik asit): 0,07
C17:1 heptadesenoik asit 0,03
C18:0 Stearik asit (oktadekanoik asit) 5,51
C18:1 oleik asit 24,10
C18:2 linoleik asit 54,97
C20:0 Arasidik Asit (eikosanoik asit) 3,03
C18:3 linolenik asit 0,17
C20:1 Gadoleik asit (eikosenik asit) 0,95
C22:0 Behenik Asit (dokosanoik asit ) 2,27
C24:0Lignoserik Asit (tetrakosanoik asit) 0,59

111

Cizelge 12.1 incelendiginde ise Siiperkritik CO; ile deve dikeni tohumu 6ziitiiniin GC-FID

ile gerceklestirilen analiz sonuglarina gore; linoleik asit (%54,97) ve oleik asit (%24,10)

yag asitlerinin baskin olarak geldigi goriilmektedir. Ardindan %8,15 ile palmitik asit ve

%5,51 ile stearik asit gelmektedir.

Linoleik asit ve oleik asit yag asitleri; ilag, kozmetik, boya, tekstil ve deri endiistrilerinde,

biyozidel iiretiminde, seramik ve kagit endiistrisinde, deterjan iiretiminde, miirekkep

iretiminde, amin, yaglayici ajan olarak, sabun iiretimi gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir

(Ciftci, 2006).
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13. SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESi VE ONERILER

Doktora tez konusu kapsaminda deve dikeni tohumundan siiperkritik CO, ile ilag aktif
maddesi olan ve kanser tedavisi basta olmak tizere pek cok alanda kullanilan silymarin
bilesiklerinden silibin A ve silibin B bilesiklerinin maksimum verimde o6ziitlemesi

amaclandi. Yapilan ¢alismalarin sonuglar1 asagida kisaca 6zetlenmistir.

» Tohum igerisinde yer alan yagin uzaklagtirilmasi hedeflenmis olup, yagin silibin
verimi iizerine ve deve dikeni tohumu iizerine etkisi incelendi. Hegzanla 6ziitleme
Oncesi ve sonrasi ile siiperkritik CO, Oziitleme sonras1 gézenek c¢apinin hata pay1

cergevesinde ayni kaldigi goriildii.

» Hegzan ile 6ziitlenmis deve dikeni tohumu yiizey alaninin islem gérmemis tohuma
gore 4 kat, sliperkritik 6ziitleme sonrasinda deve dikeni tohumunun ylizey alaninin

oziitleme Oncesine gore 4,26 kat artt1ig1 bulundu.

> Deve dikeni tohumu ile siiperkritik CO, o6ziitleme siirecine; sicaklik (40-80 °C),
oziitleme siiresi (0-120 min), basing (160-220 bar), CO, akis hiz1 (3-5 mL/min) ve
tanecik biyikligi (0,3025-1,2 mm) parametrelerinin 6ziitleme verimi tizerindeki
etkileri arastirildi. Deneysel calismalarin sonucunda en uygun kosullar 40 °C
sicaklik, 180 bar basing, 4 mL/min CO; akis hizi, 0,3025 mm tanecik biiyiikliigi
olarak bulundu. Bu kosullarda elde edilen maksimum 6ziit verimi 327 mg/g tohum

olarak belirlendi.

» Zamanla alan deve dikeni tohumu 6ziitli verilerinden diisiik sicaklik ve tanecik
boyutunda, yiiksek basing ve akis hizinda 6ziit veriminin baslangi¢ hizinin belirgin

sekilde artig1 goriildii.

» Yiizey Cevap Yontemi kapsaminda Design Expert 6.08 Trial programi ile sicaklik,
basing, akig hizi parametrelerinin 6ziitleme verimine etkisi incelendi. Olusturulan
model asagida verilmektedir.
%verim=10,76-8,39*A+4,61*B+2,61*C+2,60*A%+1,01*B> +0,34*CZ*2,85*A*B

-1,15*A*C-1,90*B*C
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» Siperkritik CO; ile deve dikeni tohumunun Oziitlemesine etki eden en Onemli

parametrenin sicaklik ve basing terimlerinin oldugu goriildii. Optimum kosullarda

modelin ve deneysel verilerin sonuglarinin birbirleriyle uyumlu oldugu belirlendi.

» Siiperkritik CO, 6ziitleme ile deve dikeni tohumundan elde edilen 6ziit igerisindeki
silymarin bilesikleri UV-Vis Spektrofotometresi ile tayin edildi. Oziit icerisinde

%?21 oraninda Silymarin bilesiklerinin varlig1 saptandi.

» Siperkritik CO; o6ziitleme ile deve dikeni tohumundan silibin bilesiklerinin eldesi
lizerine Oziitleme siiresi, sicaklik, basing, CO, akis hiz1 ve tanecik biiyikligi
parametrelerinin etkileri arastirildi. Silibin A ve silibin B bilesiklerinin maksimum
verimde elde edildigi en uygun kosullar 40 °C sicaklik, 180 bar basing, 4 mL/min
CO; akis hizi, 0,3025 mm tanecik biiyiikliigii olarak bulundu. Bu kosullarda elde
edilen maksimum Silibin A ve Silibin B verimleri sirasiyla 2,29 ve 1,92 mg/ g

tohum olarak belirlendi.

» Deve dikeni tohumu 6ziitii i¢erisindeki yagin GC-FID ile analiz yapildi. Bu analiz
sonucuna gore deve dikeni tohumunun oziitiinde linoleik asit ve oleik asit yag

asitlerinin baskin olarak geldigi belirlendi.

Ilag etken maddesi olarak kullanilan ve laboratuvar kosullarinda iiretimi zor olan silibin A
ve silibin B bilesikleri bitkilerden klasik oziitleme yontemiyle kolaylikla elde
edilebilmektedir. Ancak bu bilesiklerden 6ziitleme esnasinda kullanilan organik ¢dziiciiler
tamamiyla uzaklagtirllamamakta, {riinin saflastirilmas1 giigclesmektedir. Stiperkritik
akigkan ile Oziitleme yonteminde ise diger yontemlere gore Oziitleme siiresi kisalmakta,
diisiik sicaklikta ayirma islemi gergeklestirilmektedir.

*

Cevre dostu olarak bilinen bu yontemde kimyasal c¢Oziicii olarak karbon dioksit
secilmesinin nedeni inert ve ucuz olmasiin yanisira yanici, toksik, patlayict olmamasi,
kolay bulunmasi, kritik sicaklik ve basing degerlerinin diger pek cok gaza gore diisiik
olmasidir. Ozelikle kritik sicaklifi oda kosullarna yakin olmasi Silibin bilesikleri gibi

sicaklikla bozunabilecek liriinlerin 6ziitlemesi i¢in iyi bir ¢oziiciidiir.
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Ayrica karbon dioksit oda kosullarinda gaz halinde bulundugundan ¢6ziicii kalintist {irtinde

bulunmamakta ve ¢oziicii uzaklastirilmasi igin gerekli ikinci bir ayirma {initesine ihtiyag
duyulmamaktadir. Bu ¢alismada geleneksel yontemler yerine siiperkritik CO; ile 6ziitleme
gergeklestirilerek teknolojik ve ekonomik anlamda yarar saglanabilmektedir. Bununla
birlikte gaz halinde sistemi terk eden CO,’in yogunlastirilarak tekrar sisteme geri

kazanilmasi ¢calismay1 daha da ekonomik hale getirecektir.

Deve dikeni tohumundan Siiperkritik CO; ile silibin 6ziitlemesi c¢aligmasi kapsaminda
kalitatif ve kantitatif olarak silibin bilesiklerinin analizinde kullanilan kolonun kiral bir
kolon segilmesi analiz siiresini kisaltacaktir, 6ziit i¢erisindeki diger ilag¢ etken maddelerinin
belirlenmesinde hiz kazandiracaktir. Elde edilen silibin A ve silibin B bilesiklerinin

biyolojik aktifliklerinin incelenmesi ¢alismay1 bir basamak ileriye tagiyacaktir.

Deve dikeni Oziitli ig¢erisinde silibin bilesikleri haricindeki taksifolin, silikristin, silidianin
apijenin, kuarsetin gibi diger onemli bilesiklerinde eldesi i¢in ¢alisma parametrelerinin

etkisi incelenmesi Onerilmektedir.

Ulkemizin pek ¢ok yerinde yetisen ve ekonomik 6nemi bulunmayan deve dikeni
tohumundan ilag etken maddesi olan degerli silibin A ve silibin B bilesiklerine tiretilmsi
yoniinde yapilan bu c¢aligmanin insan saghigina ve ekonomiye faydali oldugu
diistiniilmektedir. Elde edilen sonuglarin literatiire katki saglayacagi ve yapilacak olan

caligmalara ek bir kaynak olarak 1s1k tutacagi diisiiniilmektedir.
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Silymarin igerikli tretilen drug

isimleri

(Medindia,2012).

ve 1malatini

saglayan firmalar

No ||Genel Ad1 Markasi Imalatci Firma
1 Silymarin Lymo, Siliv (100 ml) Alpic Remedies Ltd.
: : Hepatoz (70 mg,140 mg) . :
2 Silymarin Hepatoz (100 ml) Klintoz Pharmaceuticals Pvt Ltd
3 Silymarin S -Meri Taurus Laboratories Pvt. Ltd.
Silicon, Silicon 140
4 Silymarin Silicon Susp.,Silicon Susp 200 || Lifeline Biotech Ltd.
Lecivit S, Lecivit -S 200
. . Prohep Forte, . .
5 Silymarin Prohep Forte (70 mg) Lupin Laboratories Ltd.
6 Silymarin Siliv, Sylo,Lyma Finecure Pharmaceuticals Ltd
7 Silymarin Livarin Sidhbali Formulation
8 Silymarin Hepsil (70 mg) Pramukh Swami Pharma Ltd.
9 Silymarin Osilma (70 mg, 140 mg) Osho Pharma Pvt.Ltd.
. . Silyrin, Silyrin B .
10 Silymarin Silyrin (35 mg, 140 mg) Talent Laboratories
11 Silymarin Silvia Allure Remedies Pvt Ltd
12 Silymarin Hepasil, Silvia (140 mg) Chemo Drugs
13 Silymarin Marisil, Marisil (140 mg) Fem Care Pharma Limited
14 Silymarin Syrial, Syrial (35 mg,140 mg) || Olcare Laboratories
. . - German Remedies (Zydus Cadila
15 Silymarin Silimar Healthcare Ltd.)
16 Silymarin Livtec, Livtec (140 mg) Ampus Life Sciences Ltd
17 Silymarin Merin Biomax Laboratories
Siliv (140 mg), . .
18 Silymarin Silybon (140 mg) I(n)éjjégyi/esharmaceutlcals
Sylo (200 ml)
19 Silymarin Chimarin Ultra Chiron Pharma Pvt Ltd
. . - German Remedies (Zydus Cadila
20 Silymarin Silimar (140 mg) Healthcare Ltd.)
21 Silymarin S -Meri (140 mg) Taurus Laboratories Pvt. Ltd.

S -Meri (100 ml)
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EK-1.

(Devam)Silymarin

icerikli dretilen drug

firmalar(Medindia,2012).

isimleri ve
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imalatin1  saglayan

22 Silymarin Hepsil (35 mg), Silmi Shreeyam Health Care
Sylo (140mg)
23 Silymarin Silybon, Micro Labs Ltd
Silybon (100 ml, 200 ml)
24 Silymarin Egg:::: (S7yor mg,140 mg) Signova Pharma Pvt Ltd
25 Silymarin Alrin -B Cap Admac Formulations
26 Silymarin Sivylar (70 mg) Ranbaxy Laboratories Ltd.,
27 Silymarin Sison, Sison 140 Dr Alson Laboratories Pvt Ltd
28 Silymarin Eggg::: S ggommgi)mo mg) Legend Pharma
29 Silymarin Levalon, Levalon (140 mg) B & B (Micro Labs Ltd.)
30 Silymarin Limarin (140 mg) Serum International Ltd.
31 Silymarin Livosil Forte Centaur Pharmaceuticals Pvt.Ltd.
3***2| Silymarin Sivylar (100 ml) Ranbaxy Laboratories Ltd.,
33 Silymarin Limarin (100 ml) Serum International Ltd.
34 Silymarin Livosil Centaur Pharmaceuticals Pvt.Ltd.
35 Silymarin Alrin -B Syr Admac Formulations
36 Silymarin Livon -S Welfo Pharmaceuticals (P) Ltd
37 Silymarin Livtec (100 ml) Ampus Life Sciences Ltd
38 Silymarin Chimarin (200 ml) Ultra Chiron Pharma Pvt Ltd
39 Silymarin Silytop, (220 ml) Prism Pharma
40 Silymarin Nitlor Plus BMW Pharmaco India Pvt Ltd
41 Silymarin Lonate-S F.C. Remedies
42 Silymarin Hepalee Leemed Pharma
43 Silymarin Shamliv, Shamliv Tab Shamsri Pharma Pvt. Ltd
44 Silymarin Aloliv, Aloliv Cap Bennet Pharmaceuticals Ltd
45 Silymarin Eliv, Eliv Syrup Ravian Pharmaceuticals (P) Ltd.
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EK-1. (Devam)Silymarin igerikli iiretilen drug isimleri ve imalatin1 saglayan firmalar
(Medindia,2012).

46 Silymarin Lithin S (100 ml) Brawn Laboratories Ltd.

47 Silymarin Lesibal S,(150 ml) Baltic Pharmaceuticals

48 Silymarin Lecirin Vardhman Biotech Pvt. Ltd.

49 Silymarin Hepavit (200 ml) Life Vision Medicare Pvt Ltd

50 Silymarin Speedoliv Royal Sapphire Remedies

51 Silymarin Hepanit Tablet Mac Organics

52 Silymarin Arosi Arvincare

53 Silymarin Nitoliv Biomax Biotechnics

54 Silymarin Liveraid Pharmed Limited

55 Silymarin Livosure ;L%r;c?\e/%\l;tififg)iences (Pragati

56 Silymarin éé%%rxﬁ\’/, Renewliv Eorte Grandix Pharmaceuticals

57 Silymarin Silikair PDC Healthcare

58 Silymarin Hepamarin Boon & Bastion Formulations

59 Silymarin Telzaliv, Tezaliv Capsule Technica Labs & Pharma Pvt Ltd
60 Silymarin Esimerin Plus Esquire Drug House

61 Silymarin Silyvit -DS Embiotic Laboratories (P) Ltd.
62 Silymarin Silyvit Oyster Labs Limited

63 Silymarin Livosil -B Susp Centaur Pharmaceuticals Pvt.Ltd.
64 Silymarin Scav-L D.S. Lab

65 Silymarin Livoriv —B(100 ml) East African (1) Remedies Pvt Ltd
66 Silymarin Good Liver I_Ltzt.)orate Pharmaceuticals India
67 Silymarin E:gggg,Hligado Plus, Salud Care (1) Pvt. Ltd.

68 Silymarin Heptosil, Heptosil (200ml) Bindlysh Biotech Ltd

69 Silymarin Livbel Blubell Pharma
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EK-1. (Devam)Silymarin igerikli iiretilen drug isimleri ve imalatin1 saglayan firmalar
(Medindia,2012).

70 Silymarin Heparex Colours Life Sciences

71 Silymarin Livotool, Livotool (60 ml) Amro Pharma Pvt Ltd

72 Silymarin Ligand SB ORN Remedies Pvt. Ltd.

73 Silymarin Satmax Syrup, Satmax Cap, Venus Remedies

Hepa

74 Silymarin Hepawin Plus Waves Bio-Tech Pvt. Ltd.
Askaliv, Askaliv (200 ml),

75 Silymarin Askaliv (35 gm,70 gm) Asklepios Remedies (P) Ltd.
Askaliv Capsule

76 Silymarin Liveril, Liveril (200 ml) Meyer Organics Pvt Ltd.
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EK-2. Silymarin Bilesiklerine Ait Kromatogramlar

Literatiirde rastlanan laboratuvarimizda bulunan kolonun ozeliklerine benzer kolonlarla

yapilan deneylerden elde edilen silymarin bilesiklerine ait kromatogramlar asagida verildi.

A254 (mV)
100 -

80 -
60 - |l | SBy

40 - ] ]

20 1 JT}‘\J i iw.' .I uv\.“/j \_J N

34 55 75 9.6 116
min
Sekil 2.1.Kvasnicka, F., ve arkadaslarinin 6nerdigi Kromatogram

. Taxifolin

. Silychristin

. Apigen 7 -glucoside
. Silydianin

. Silybin A

. Silybin B

. Isosilybin A

. Isosilybin B

NGOV WN-

(0] 10 20
Min

Sekil 2.2 .Sigma-Aldrich tarafindan 6nerilen kromatogram



EK-2. (Devam) Silymarin Bilesiklerine Ait Kromatogramlar
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Sekil 2.3 . Radjabian ve arkadaslariin 6nerdigi Kromatogram
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EK-3. Silibin A ve B bilesiklerinin HPLC Analiz Y6nteminin Olusturulmasi

46 x 150 mm boyutlarinda Acclaim 120 C18, 3 um kolon laboratuvarimizda mevcuttur.
Literatiirde bu kolon ile aymi 0Ozelliklerde bir analize rastlanmamistir. Calisma
laboratuvarimizda bulunan kolonun 6zelliklerine benzer 6zellikte yapilan silibin analizinin
caligmalari {izerinden yola ¢ikilarak gergeklestirildi. Literatiirde rastlanan analiz kosullari

asagidaki cizelgede verildi.



EK-3. Silibin A ve B bilesiklerinin HPLC Analiz Yonteminin Olusturulmasi

Cizelge 3.1. Literatiirde verilen HPLC analiz yontemleri

Parametreler | 1.yontem 2.yontem 3.y6ntem
Radjabian ve ark. Shimazsu Dionex

Tasiyic1 Faz Metanol: su=1:1 (v/v) A: 1% Formic Acid in 80/20 A:Metanol:Su:%85’1ik Fosforik Asit 30:70:0.1
Water/Methanol
B: 1% Formic Acid in 20/80 B: Metanol: Su: %85°lik Fosforik Asit:70:30:0.1
Water/Methanol*
(Time, %50 A-%50 B 30 min
%B)(0,15)(5,15)(20,45)(40,45) %100 B’de 5 min
(41,15)(55,15)
Shimadzu Premier

Kolon C18, 5 um,150 x 4.6mm C18,5 um, 150 x 4.6 mm 40 °C C18, 5 um, 150 x 4.6 mm

Akis hizi: ImL/min 1 mL/min 1 mL/min

Ornek 20 pL 10 uL 5ul

enjeksiyonu:

Dedektor 288 nm 288 nm 288 nm

Dalga Boyu

Ornek 10 kat metanol ile| - 10 kat asetonitril ile seyreltilmistir.

seyreltilmistir.
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EK-3. (Devam) Silibin A ve B bilesiklerinin HPLC Analiz Y6nteminin Olusturulmasi

Yontem-1

Radjabian ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma Yontem-1 olarak belirlenmistir. 1. Yonteme ait

literatiiriin verdigi kromatogram agagida verildi.

—— STYN
SBNH

SBNA

T™XTF
CN

L) 1

—_
—
—
-
—-
—_
—
—

Sekil 3.1. Radjabian ve arkadaslarinin 6nerdigi kromatogram

On denemelerde bu ydntem dikkate alinarak tohumdan elde edilen 6ziitler analizlendi.
Ancak 1mL/min akis hiz1 ayirmay1 istedigimiz pikleri olumsuz yonde etkileyerek piklerin
ici ice ¢ikmasina neden olmaktadir. Bu sebeple calismalar akis hizinin azaltilmasi yonde
gerceklestirildi. 0,8 mL/min ve 0,4 mL/min akis hizinda ¢alisild1 0,4 mL/min akis hizinda

anlaml1 bir sonug elde edildi ve elde edilen kromatogram asagida verildi.
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EK-3. (Devam) Silibin A ve B bilesiklerinin HPLC Analiz Y6nteminin Olusturulmasi

TUgBA2 # g8 uv VIS

140 AU WVL:288 nm

100
75
50

2]

Sekil 3.2. Radjabian ve arkadaslarinin 6nerdigi yontem dogrultusunda analizlenen piklere
ait kromatogram

Yukarida ki kromatogramdan da goriilecegi iizere silibin A ve B bilesiklerine ait pikler i¢

ice ¢cikmaktadir. Bu piklerin ayrilmasi i¢in 2.yontem kullanilmistir.

Y Oontem-2

2.yontemin Onerdigi kromatogram asagida verildi. (Sekil 3.3). Bu yontem denenmis olup

anlamli bir kromatogram elde edilememektedir.



138

EK-3. (Devam) Silibin A ve B bilesiklerinin HPLC Analiz Y6nteminin Olusturulmasi

Milk Thistle by UV and ELSD-LT
5

1. Taxifolin

2. Silychristin

3. Silydianin

4 4. Silybinin A

5. Silybinin B

8. Dehydrosilybinin
7. Isosilybinin A

8. Isosilybinin B
Xy. Unknown

7 Xz. Unknown
8
6
UV 288nm

ELSD-LT

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
Minutes

Sekil 3.4. Shimadzsu firmasinin 6nerdigi kromatogram (2.yontem)
Yontem-3

flgili firma ile irtibata gecilerek yeni bir analiz yontemi olarak 3. Yéntem denendi. Bu
yontem ile ayni kosullar uygulanmis olup, onerilen ve elde edilen kromatogram asagida
verildi(Sekil 3.4 ve Sekil 3.5). Bu iki kromatogram kiyaslandiginda ise etkin bir analiz
yapilamadigr goriildii. Numunenin derisik olarak kolona gonderildiginden piklerin

cakismis olabilecegi diisiiniilmiis olup numuneler seyreltme yoniine gidildi.

Determination of Silymarins
in Milk Thistle Extracts — 288 nm

462 - Sdybin B-22.116
Sitybin A-21.261
N

=

E

8

:

=2

Silychristin-15241 Iscsilybin A~23 925
\S{ydsamn—ls 657 [ Isosiybin B-24 444
N A ' J C

-10

0 10 20 3 35
Retention Time [min]

Sekil 2.14. Dionex’in 6nerdigi kromatogram



EK-3. (Devam) Silibin A ve B bilesiklerinin HPLC Analiz Y6nteminin Olusturulmasi

b5 TUgBAZ#3 seyralime 10 kat dionex U W5 2
|{maU L2588 nm
1110+
| ey .
H_I o L 1] T |||'|'”||n|
_EU_l — | — | — | — | : | — | — | — | II:III IIIII : : IIII|I II II I:IIIIII|IIII IIIIII II II
0o 25 50 [ 10,0 125 15,0 175 20,0 25 2 25 a0

Sekil 3.5. Deneysel olarak elde edilen kromatogram

Seyreltme Etkisi

Seyreltilen numunelere ait kromatogramlar asagida sunuldu.

=11 - TUGBAZ #34
=12 - TUGBAZ #35
3 - TUGBAZ #36

24 D’
maL

100

-140-

seyreltme 40 kat dionex
seyreltme 20 kat dionex
seyreltme 10 kat dionex

139

Sekil 3.6. Seyreltme etkisi (Pembe: 10 kat seyreltme, Mavi:20 kat seyreltme, Siyah:40 kat

seyreltme )
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EK-3. (Devam) Silibin A ve B bilesiklerinin HPLC Analiz Y onteminin Olusturulmasi
Sekil 3.6 bakildiginda elde edilen kromatogramlar arasinda piklerin ayrilmasi yoniinde
belirgin bir fark olmadig1 goriilmiis, seyreltmeden kaynaklanan bir ¢akisma

gozlemlenmemektedir.

Taswict Faz Etkisi

Kullanilan metanoliin zamanla eskimesi piklerde kuyruklanmalara sebebiyet vermektedir.
Cakisan piklerin ayrilmasi amaciyla tasiyict faz olarak kullanilan metanol kaynagi
degistirildi ve analiz yinelendi. Bu kromatogram ilk kullanilan metanol kaynagina oranla

piklerde ¢ok hafif omuzlanma olsa da yeterli olmadig1 aciktir.

o TUIBAZ #5 1met
|| mau
20|
T
=
1o
L
D_
ED_
30- [ T T T | T T T | T T | T | T T I T T T I T " T T T T
0,0 2,0 4,0 B,0 8,0 10,0 12,0 14,0 16,0

Sekil 3.7. Tasiyict faz olan metanoliin kaynaginin degistirilmesi ile elde edilen
kromatogram

Piklerin yeterince iyi ayrilamamasi nedeniyle tasiyict faz olarak metanol yerine asetonitril
kullanildi. Asetonitril metanol ile yakin bir polariteye sahip iyi bir ¢oziictdiir. Sekil 2.17

"de goriildiigii iizere asetonitril ¢oziiciisiide 1yi bir ayirma saglanamadig gortildii.
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EK-3. (Devam) Silibin A ve B bilesiklerinin HPLC Analiz Y onteminin Olusturulmasi

TlgBAZ #7
300
i Al

250
200

150

100

&0

_1|:|:I' TIII. — |IJ._'_-.—._| . .I T |IIII-II- '.!.II!.l'!..'_..l,.u.I..U.I_ll_L. _—
0,0 2.0 40 g,0 8.0 10,0 12,0 14

Sekil 3.8. Tasiyic1 faz olarak asetonitril kullanilmasi ile elde edilen kromotgram

Tampon Etkisi

Analizlenen pikler iizerinde seyreltme etkisi, tasiyict faz kaynaginin ve ¢esidinin etkisi
incelenmis olup yeterince ayirma saglanamadigindan; ayirmaya giiglii bir etkisi olan
tampon etkisi arastirildi. Tasiyic1 fazin pH degistikge piklerin birbirlerinden ayrilma orani
da degigsmektedir. Bu sebeple numune igeresindeki asit miktar1 ve ¢esidinin etkisi
arastirildi. Asit etkisi formik asit ve fosforik asit olmak tizere en ¢ok tercih edilen iki asit
tizerinde denendi ve elde edilen kromatogramlar asagida verildi. Bu kromatogramlar
dikkate alindiginda ortamda asit olmadiginda pikler bir biri i¢inde ¢ikarken, asit ilavesiyle
pikler igerisinde belirgin yarilmalar goriilmektedir. Bununla birlikte fosforik asit ve formik
asit denemeleri dikkate alindiginda Sekil 3.10 ve Sekil 3.11 kromatogramlar1 benzer

sonuglar gostermektedir.



142

EK-3. (Devam) Silibin A ve B bilesiklerinin HPLC Analiz Y6nteminin Olusturulmasi

TUgzA2#5 a4 daha vavap deve dieni kazs lemet Ju iz 1
mal) Y _38-rm
000+ A
f
| ]’f \ fﬁf\y\\&
iy ) \ 7o
! } / \
/ / x
\_/ / Y
P e .,VJ il \ﬂ/\\k!, I
T T T T T I T T T T T ]
(i il (180 ) O 1t A N 20 S 1 I ]

Sekil 3.9. Tasiyic1 faz igerisinde asit yokken elde edilen kromotgram

TUgBR2#2 ak daha yavas Sph daha fatafor deve dikeni kapsitemet U 413 1
||l WL 288 nim

Sekil 3.10. Tasiyict faz igerisinde % 0.5 oraninda formik asit ilavesi ile elde edilen
kromotgram
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EK-3. (Devam) Silibin A ve B bilesiklerinin HPLC Analiz Y6nteminin Olusturulmasi

TUgBA2 %2 1PHO deve dik ekst
1| mAL

D50

p00-

5

00

5

_1D_|""|""|""|""|""|""|""|""|""|"'
00 50 100 15,0 200 20 10,0 30 40,0 450

Sekil 3.11. Tastyic1 faz icerisinde % 0.5 oraninda fosforik asit ilavesi ile elde edilen
kromotgram

Yukarida ki ¢aligmalar sonucunda silibin bilesiklerinin ayrilmasi igin iizerinde c¢alisilan
kolonun ayirma performansinin zamanla azalmasi nedeniyle baska bir kolon ihtiyag
duyuldu ve g¢alismalara yeni kolon iizerinden c¢alismalara devam edidi. Yeni kolon 4,6 x
150 mm; 3 pm boyutlarinda Acclaim 120 C18 &zelliklerine sahiptir. Oncelikle kolonun
performansinin ve tekrarlanabilirliginin test edilmesi amaciyla numune denemesi yapildi.
Bu amacla piyasadan kapsiil halindeki deve dikeni ekstresi alinmig, performans ve
tekrarlanabilirlik testleri igin bu kapsiillerden faydalanildi. Bu kapsiiller metanolde
coziilerek 100 ppm ¢o6zelti hazirlanmistir.  Bu numuneler 4 kez tekrarlanmistir (Sekil

3.12).HPLC calisma kosullar1 agagidaki gibidir.
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EK-3. (Devam) Silibin A ve B bilesiklerinin HPLC Analiz Y 6nteminin Olusturulmasi

Cizelge 3.2. HPLC analiz programi-1

Calisma kosullari

A ¢Oziictisii %50 metanol
B ¢6ziiciisi %100 metanol
Akis Hizi 0,8 mL/min
Gradient 5 min %20 B
2 min %20 B

20 min %80 B
30 min %80 B
30,1 min %10 B

Dalga Boyu 288 nm ve 254 nm
< W 13 devedikeni 03 u
<7~ BILEMNE #14 devedikeni_03 U

3 - SILIBINE #15 [modified by HACER]
60‘ﬂ4 - SILIBINE #16

devedikeni_01
devedikeni_02

i K

=304

il

.SD_
[ T T T T T T T T T T T T T T
00 20 40 Gl 8000 120 140 1B 180 0 M0 M0 M) 80

Sekil 3.12. Deve dikeni kapsiil numuneleri

Sekil 3.12°de ki kromatogramlar incelendiginde piklerin ayni absorbans degerinde ve ayni
sirede geldiginden kolon performans deneylerinde tekrarlanabilirligini sagladigi gortldii.
Ancak piklerin beraber gelmesi nedeniyle tasiyici fazin pH ayarlamasina gidildi. Yukarida
belirtilen c¢alisma kosullarinda A ¢oziiciisine % 0,1 formik asit eklendi. Bu sekilde

gerceklestirilen denemelerde anlamli kromatogram elde edilemedigi goriildii.
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EK-4. Standart Cozeltilerinin Hesaplamalari

100 ppm standart ¢ozeltisinden 25 ppm, 20 ppm, 15 ppm,10 ppm ve 5 ppm olmak iizere

yeni ¢Ozeltiler hazirlanmis olup, yapilan hesaplamalar asagida sunuldu.

100 ppm standart cozeltisi

2,5 mg standart 25 mL’ye metanol ile tamamlandi.

25 ppm standart cozeltisi

M1xV1=M2xV2
100xV1=25x25

V1= 6,25 mL 100 ppm standart ¢ozeltsinden alinir. 25 mL’ye metanol ile tamamlanir.

20 ppm standart ¢cozeltisi

M1xV1=M2xV2
100xV1=20x25

V1=5mL 100 ppm standart ¢ézeltsinden alinir. 25 mL’ye metanol ile tamamlanir.

15 ppm standart cozeltisi

M1xV1=M2xV2
100xV1=15x25

V1= 3,75 mL 100 ppm standart ¢ozeltsinden alinir. 25 mL ‘ye metanol ile tamamlanir.

10 ppm standart cozeltisi

M1xV1=M2xV2
100xV1=10x25

V1=2, 5 mL 100 ppm standart ¢ozeltsinden alinir. 25 mL ‘ye metanol ile tamamlanir.
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EK-4. (Devam) Standart Cozeltilerinin Hesaplamalari

5 ppm standart ¢cozeltisi

M1xV1=M2xV2
100xV1=5x25

V1=1,2 5 mL 100 ppm standart ¢ozeltsinden alinir. 25 mL ‘ye metanol ile tamamlanir.
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EK-5. Kalibrasyon Grafigi

100 ppm metanolde hazirlandi. Silibin A ve B standart maddesi enjekte edildi ve elde

edilen kromatogram asagida verildi

zsdﬂutumatic Tool [0 [1 peak manually assigned] 100 ppm

JlmAL

4 m
200+ ™~

a0+

0o+

a0+

il = -+ [elte} -

L

U_ —
.50_

I T T T T T T T T T T T T T T T T
0o 25 50 75 10,0 125 150 1758 0,0 1A 250 275 300 325 80 37A 40,0

Sekil 5.1.. 100 ppm standart maddeye ait Kromatogram

Yukaridaki kromatogram dikkate alindiginda silibin A ve silibin B ‘den olusan karigimin
100 ppm miktarinda anlamli olarak ayrildigi goriildii. Bu noktadan sonra kalibrasyon

grafigi olusturulmasi yoniinde pikler diisiik derisimlere seyreltildi.
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EK-5. (Devam) Kalibrasyon Grafigi

60.0 SILIBIME #23 [modified by HACER, 2 peaks manually assigned]

248 ppm

ALl

SD,D—:
3?,5—:
25,0—:
12,5—:
D,D—:

-20,0-
T T T T

2 silihin B

T - siliin A

0,0 5.0 10,0 15,0

Sekil 5.2. 25 ppm standart maddeye ait Kromatogram

SILIBINE #24 [modified by HACER, 2 peaks manually assigned]

20 ppm

1| mal

4IZI,IZI—:
SD,D—:
2IZI,IZI—:
1IZI,IZI—:
IZI,IZI—:

-14,0- i

2:silibin B

—— T

0,0 5,0 10,0 15,0

240 30

Sekil 5.3. 20 ppm standart maddeye ait Kromatogram
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EK-5. (Devam) Kalibrasyon Grafigi

400 SILIBINE #245 [modified by HACER, 1 peak manually assigned] 14 ppm
" mau
T
i s
30,04 T @
J _
20,0+ ﬂ
10,0+
0,0+
- 5'0_ I T T T T T T T T T T T T
nn 24 5,0 7.5 10,0 12,8 15,0 17,8 20,0 2248 250 27,48 a0,
Sekil 5.4. 15 ppm standart maddeye ait Kromatogram
Sl SILIBINE #26 [modified by HACER, 2 peaks manually assigned] 10 ppm
' maL
Te
= =2
=%
20,04 R
10,04 /
0,04
-15,0- T T T T T T T
0,0 5.0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,

Sekil 5.5. 10 ppm standart maddeye ait Kromatogram
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EK-5. (Devam) Kalibrasyon Grafigi

SILIBIME #22 [modified by HACER, 2 peaks manually assigned] A ppm
1 mal
] @
=
4 =2 o
15,E|—_ 5 =
o
10,04 ”
5,0 /
0,0
-0
10,04
15,0
I T T T T T
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 250

Sekil 5.6. 5 ppm standart maddeye ait Kromatogram

Yukaridaki kromatogramlardan elde edilen kalibrasyon grafikleri asagida sunuldu.

silibin A ppm
16

y = 0,636x- 0,026
14 R7=0,996

12 /’
; o

8
c *
o
< 6 /
4 //
2
0
0 5 10 15 20 25
pPpm

Sekil 5.7. Silibin A’ya ait kalibrasyon grafigi
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EK-5. (Devam) Kalibrasyon Grafigi

silibin B ppm

14

y=0,636x-0,02
R?=0,996

10 /
8

12

& .
g
6 /
4 /
2
0
0] 5 10 15 20
ppm

Sekil 5.8. Silibin B’ye ait kalibrasyon grafigi

Sekil 5.7 ve Sekil 5.8°de yer alan kalibrasyon grafiklerinden de goriilecegi lizere silibin A

ve silibin B i¢in regrasyon katsayisi R?=0, 996 olarak bulunmustur.
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EK-6. Hesaplamalar

Baslangic Hizx

Farkl1 CO» akis hiz1 i¢in baslangi¢ hizlar1 agagida verildi.

1) 3 mL/min akis hiz1 i¢in 6ziitleme verimi baslangi¢ hizi

r;=dC,/dt=(70,23-0)/(30-0)*p=2,34* p mg iiriin/mL*min

2) 4 mL/min akis hiz1 i¢in Gziitleme verimi baslangi¢ hizi

r,=dC,/dt=(89,25-0)/(30-0)*p =2,98* p mg tiriin/mL*min

3) 5 mL/min akis hizi i¢in Gziitleme verimi baslangi¢ hizi

r;=dCs/dt=(115,22-0)/(30-0)*p =3,84* p mg lirlin/mL*min

Akis hizi 3mL/min’den 4 mL/min’e ¢iktig1 durumdaki baslangi¢ hizindaki artis miktari,

D* (2,98-2,341) = 2,8 kat artis
p* 2,341

Akis hizi 4mL/min’den 5 mL/min’e ¢iktig1 durumdaki baslangi¢ hizindaki artis miktari,

D* (3,84-2,98) = 2,8 kat artis.
p* 2,98

Akis hizi 1 mL/min artik¢a baslangi¢ hizlarinda 2,8°lik bir artis oldugu goriildii.

Akis hizi artirildiginda elde edilen oziitleme verimleri

3, 4 ve 5 mL/min CO; akis hizindaki elde edilen 6ziitleme verimleri sirasiyla 148 mg 166

ve 170 mg {irtin/g tohum’dur.

3 mL/min ‘den 4 mL/min ciktig1 durumda verimdeki artis miktari

166-148= 10,8 kat’dur.
166

4 mL/min‘den 5 mL/min ciktig1 durumda verimdeki artis miktari

170-166=2,3 kat’dur.
170

Bu artis giderek azaldig1 goriilmiistiir.
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EK-6. (Devam) Hesaplamalar

3 mL/min‘den 4 mL/min ¢iktig1 durumda toplam silibin verimdeki artis miktari

(2,34-0,74)/2,34=9668

Karbondioksit yogunlugundaki artis

40, 60, 80 °C yogunluklar1 sirastyla 839,9; 723,8; 594,1 kg/m3 seklindedir. Sicaklik,
40°C’den 80 °C’ye ¢iktiginda yogunluktaki % azalma miktar,

(839,9-594,1) *100=% 29
839,9

Tanecik Boyutu

1,2 ve 0,3025 mm tanecik boyutu i¢in sirasiyla oziitleme miktarlar1 80,71 ve 327,31 mg

iiriin/g tohum’dur.

(327,31-80,71) *100=% 75
327,31

Tanecik boyutu azaldiginda 6ziitleme verimi %75 arttig1 goriildii.
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