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Boraginaceae familyasindaki bazi cinslerin kokleri naftokinonlarca zengindir.
Alkanna, Onosma, Arnebia, Lithospermum, ve Echium cinslerinin koéklerinin
naftokinonlarca zengin oldugu bilinmektedir. Naftokinonlar bu bitkilerde
alkannin/shikonin ve/veya onlarin tiirevleri halinde bulunabilir. Shikonin (R-
konfiglirasyon), alkannin (S-konfigiirasyon) bir enantiyomerdir. Alkanninin ve
shikoninin antikanser, anti inflamatuar, antimikrobiyal, antioksidan, antitrombotik ve
yara iyilesmesi gibi biyolojik ve medikal 6zelliklere sahip oldugu gdosterilmistir.
Ayrica, naftokinon pigmentler genellikle pH degisiklikleriyle degisken renk
gostermektedir. Bu nedenle, bunlar yaygm olarak gida, ilag, boyalar, vb. tiretimi igin
kimya endiistrisinde kullanilmaktadir. Boraginaceae familyasina ait Onosma
halophila Boiss. & Heldr, Tiirkiye” de yayilis gosteren tek endemik tuzcul tiirdiir. Bu
caligma, O.halophila ile ilgili literatiirde herhangi bir ¢alisma bulunmadigindan farkl
ekstraksiyon yOntemleri kullanilarak shikonin miktarmin hesaplanmas: ve
ckstraklarm toplam fenolik madde igeriginin belirlenmesi ag¢isindan Onem
kazanmustir. Tirkiye endemigi olan O.halophila siiperkritik karbondioksit
ekstraksiyonu, soxhlet ekstraksiyonu, subkritik su ekstraksiyon metodu ile ekstrakte
edilmis ve kullanilan metotlar kiyaslanmistir. Soxhlet ekstraksiyonu metanol,
hekzan, etil asetat ¢oziiciileri kullanilarak gerceklestirilmis ve en yiiksek shikonin
miktari, etil asetat ¢oziiciisii kullanarak 9,445 mg/g kuru bitki olarak belirlenmistir.
Stiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu, 100, 175, 250 bar basing, 60, 70, 80 °C
sicakliklarinda, 0.5 ml/dk karbondioksit akis hizinda gergeklestirilmis ve shikonin
miktar1 en iyi 100 bar basing 80°C sicaklikta 0,153 mg/g kuru bitki olarak ekstrakte
edilmistir. Subkritik su ekstraksiyonu, 50 bar basing 100, 110, 120 °C sicakliklarda
yapilmustir. Ekstraktlarin toplam fenolik bilesik miktarlar1 Folin-Ciocalteu reaktifi
(FCR) kullanilarak, gallik asite esdeger olarak hesaplanmistir. Toplam fenolik igerigi
en yiiksek (7,11 mg GAE/g kuru bitki) soxhlet ekstraksiyon metoduyla metanol
¢oziiclisti kullanilarak gerceklestirilmistir.

Anahtar kelimeler: Boraginaceae, Onosma halophila, shikonin, stiperkritik
karbondioksit ekstraksiyonu, soxhlet ekstraksiyonu.

Danigsman: Prof. Dr. A. Murat _GIZIR, Mersin qniversitesi, Kimya Ana Bilim Dali
Es Danisman: Dog. Dr. Riza BINZET, Mersin Universitesi, Biyoloji Ana Bilim Dali
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EXTRACTION OF ONOSMA HALOPHILA USING VARIOUS EXTRACTION
METHODS AND COMPARISON OF EXTRACTION YIiELDS

Ash DEMIR

ABSTRACT

The roots of some genera which belongs to Boraginaceae family are plentiful with
naphthoquinones. Furthermore, roots of Alkanna, Onosma, Arnebia, Lithospermum and Echium
genera are known as plentiful with species contain naphthoquinones. Naphthoquinones are found
as alkannin/Shikonin or derivatives of them in these plants. Shikonin (R-configuration) and
Alkannin (S-configuration) are enantiomers. It was shown that Alkannin and shikonnin have
biologic and medical properties such as, antiinflamatuar, antimicrobial, antioxidant,
antithrombotic and sore improving properties. In addition, naphthoquinones pigments usually
shows changeable colours via varying pH. For this reason, these pigments are widely used in
chemistry industries for production of food, drug, dye, etc. Onosma halophila Boiss. & Heldr
which belongs to Boraginaceae family is a single endemic species occurring halophytic and grow
in Turkey. Best of our knowlodge there isn’t any research related to extraction of O. Halophila in
the literature. So, this work, which employed various extraction methods to determine amount of
shikonin and total phenolic content of extracts, gain importance. O. Halophila which is the
endemic plant of Turkey was extracted by supercritical carbondioxide, soxhlet, subcritical water
extraction methods and these methods were compared. Soxhlet extraction experiments were
carried out using methanol, hexane, ethyl acetate as solvents and maximum shikonin amount
obtained by ethyl acetate as 9,445 mg/g dry plant. Supercritical carbondioxide extractions were
carried out at 100, 175, 250 bar pressure and 60, 70, 80 °C temperature, respectively, at 0,5
mL/min flow rate and maximum shikonin amount was obtained at 100 bar pressure and 80 °C
temperature as 0,123 mg/g dry plant. Subcritical water extractions were carried out at 50 bar
pressure at 100, 110, 120 °C temperature respectively. Amount of total phenolic contents were
determined using Folin-Ciocalteu reagent (FCR) and calculated as equivalence of gallic acid.
Maximum total phenolic content was obtained by soxhlet extraction method using methanol as
7,11 mg GAE/g dry plant.

Key Words: Boraginaceae, Onosma halophila, shikonin, Supercritical carbondioxide
extractions, subcritical water extraction, Soxhlet extraction.

Advisor: Prof. Dr. A. Murat GIZIR, Department of Chemistry, University of Mersin
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1. GIRIS

Diinyada bitkiler ve diger dogal kaynaklarla tedavi antik ¢aglara kadar uzanmaktadir.
Insanoglu binlerce yildir dogadan gelen ilaglar hakkinda bilgi sahibi olmakla birlikte bu
ilaglar antik c¢aglarda bitki ve hayvan driinlerinin ekstrakte edilip inorganik tuzlarla
karigtirilmast sonucu kullanilmaktaydi. Bitkilerin tibbi amag¢ i¢in olduk¢a yaygin olarak
kullanildig1 tahmin edilmektedir. MO. 1000 yilindan beri bitkilerin tibbi alanda kullanildiklar
kaynaklarca belirtilmistir. Bitkiler, geleneksel, destekleyici ve alternatif tip kapsaminda
dogrudan ilag, yahut ticari ila¢ yapiminda hammadde kaynagi olarak kullanilmaktadir.
Gilintimiizde kullandigimiz ¢ok onemli ilaglarin kesfi 1800’lii yillardan itibaren halk arasinda
kullanilan bitkilerden biyoaktif organik bilesiklerin izolasyonu ile miimkiin olmustur.
Bitkilerden izole edilen ilk aktif bilesikler striknin, morfin, atropin ve kolsisin gibi
alkaloitlerdir, s6giit agacinin kabuklarindan elde edilen aspirin ise 1897°de sentezlenerek ilag
diinyasma sunulmustur [1].

Gilinlimiizde diinyanin gelismis tlilkeleri saf, sentetik veya yar1 sentetik hammaddelerle
iiretilmis ilaglarin istenmeyen yan etkilere sahip olmasi nedeni ile hastaliklarin tedavisinde
bitkisel kaynaklara ydnelmis durumdadirlar. Diinya Saghk Orgiitiiniin yaptig1 arastirmalar
sonucunda; diinya niifusunun % 60’min sentetik ilaglar1 hi¢ kullanmadigi, 3/4’tniin ise kendi
geleneksel kiiltlirlerindeki bitkisel kaynakli olan ilaglara giivendigi ve bunlar1 kullandigi
saptanmigtir. Amerika’da regetelenmemis ilaglarin % 25°1 dogal iirtinlerden, % 25’1 de dogal
iirlinlerden hareketle tiirevlenen maddelerden olugsmaktadir. Rusya’da kullanilan ilaglardan
1/3’tlinden fazlas1 bitkisel kdkenli olup sentetik bir¢ok ilacin elde edilmesine karsilik bu oran
degismemektedir [2].

Bitkiler insan sagliginin siirdiiriilmesinde ve insan yagaminin kalitesinin artirilmasinda
onemli bir rol oynamaktadirlar. Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de ¢esitli bitkiler
yillardan beri halk arasinda tedavi amagh olarak kullamlmaktadir [2]. Ulkemiz cografi
konumu itibar1 ile zengin bir bitki Ortiisiine sahiptir. Akdeniz, Asya, Avrupa gibi 3 farkli
cografik alanda ve 6nemli iklimsel kusagm ortasinda yer alis1, Tiirkiye’yi bitki ¢esitliligi ve
endemik bitkiler agisindan zengin bir iilke haline getirmistir [3].

Tiirkiye’deki en ¢ok tiir igeren familyalar arasinda dokuzuncu sirada yer alan
Boraginaceae familyas1 34 cins, 325 tiir, 16 alt tiir ve 16 varyete olmak tizere 357 takson
icermektedir. Boraginaceae familyasmm en biiyiik cinsi olan Onosma L. biitiin diinyada

toplam 150 tiir ile temsil edilmektedir [4]. Onosma, iilkemizde 97 tiir, 4 varyete ve 1 melez tiir
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ile temsil edilmekte olup bunlardan 50 tiir ve 1 varyete endemiktir. Toplam endemizm orani
% 50 civarmdadir [6,7].

Boraginaceae familyasindaki bazi cinslerin kokleri naftokinonlarca zengindir.
Naftokinonlar bu bitkilerde alkannin/shikonin ve/veya onlarmn tiirevleri halinde bulunabilir
[8]. Alkannin ve shikonin antikanser, anti inflamatuar, antimikrobiyal, antioksidan,
antitrombotik ve yara iyilesmesi gibi biyolojik 6zelliklere sahip oldugu gdsterilmistir [9].

Bu tez calismasinda bir endemik Onosma L. cinsine ait O. halophila tiiri
kullanilmistir. O. halophila ile ilgili literatiirde herhangi bir ¢alismaya rastlanmamstir. O.
halophila’nin Soxhlet, siiperkritik karbondioksit ve subkritik su ekstraksiyonu ile bir
naftokinon olan shikonin ekstraksiyonu gerceklestirilmis ve ekstraksiyon verimleri
karsilastirilmig, daha sonra bu ii¢ ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen ekstraklarin toplam

fenolik madde miktarlar1 belirlenmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. BORAGINACEAE

Bir, iki veya ¢ok yillik otsu bitkilerdir. Nadiren kiiciik ¢al1 veya agac¢lardir. Yapraklar
alternat, stipulasiz, basit, genellikle yogun kaba, batic1 (setos) tiiyliidiir. Ugtaki dallar simoz
cicek durumludur, simoz akrep kuyrugu gibi kivrik veya + zembereksidir, c¢igcek durumu
nadiren tirsusa benzer. Kaliks sepalleri birlesik, 5-lobludur (nadiren 9-loblu veya diizensiz
olarak disli), cogu kez ¢icek agma devresinden sonra genigler. Korolla 5-loblu, aktinomorf
(1sinsal) veya nadiren zigomorfiktir (tek eksenli), genellikle bariz tiip ve + derin lobludur,
korolla bogazi 5 pargali bogaz pullar1 veya bogaz tiiyleri barmdirir veya piiriizsiiz ve ¢iplaktir.
Stamen 5 adet, epipetalus, korolla loblar1 ile almasik konumludur. Ovaryum iist durumlu, 4
(nadiren 2) gozlii; stilus ginobazik, nadir olarak terminal, genellikle par¢calanmamis, stigma
tam veya 2(-4)-lobludur. Meyve genellikle 4 nutletli (findiks1), gelisemediginden nadiren
daha az sayida, 2 adet mantarimsi merikarp veya bir drupa; nutletler piramit seklinde torus
tizerinden ¢ikar, baglanma izi dardan-genise degisik boyutlardadir, nutlet tabani sapl veya
sapsizdir, hafifce horizontal olarak ige dogru kivrik gaga benzeri bir uzant1 vardir veya
gagasizdir, karinali veya karinasizdir, cogu kez tabla ve kenara dogru farklilagsmustir; kenar
bazen yayilan veya kivrilan kanat igerir, veya dikenli-glositlidir; yiizey piiriizsiiz veya gesitli
stislerle donatilmustir, tiiysiiz, tiiylii veya glositli kii¢iik yumrular ve/veya dikenler vardir [4].

Boraginaceae familyasi diinyanimn tropikal, subtropikal ve 1liman bolgelerinde 100 cins
ve 2000 farkl tiir ile yayilis gostermektedir. En yogun olarak Iran-Turan ve Akdeniz
bolgelerinin 1liman alanlarinda, ayrica Orta Amerika, Kuzey ve Giiney Amerika’nin orta
kesimlerinde yayilis gostermektedir. Tiirkiye’deki en ¢ok tiir igeren familyalar arasinda
dokuzuncu sirada yer alan Boraginaceae familyasi 34 cins, 325 tiir, 16 alt tiir ve 16 varyete
olmak iizere 357 takson icermektedir. Boraginaceae familyasinin en biiyiik cinsi olan Onosma
L. biitiin diinyada toplam 150 tiir ile temsil edilmektedir [4]. Onosma, iilkemizde 97 tiir, 4
varyete, ve 1 melez tiir ile temsil edilmekte olup bunlardan 50 tiir ve 1 varyete endemiktir.
Toplam endemizm oran1 % 50 civarindadir [6,7].

Onosma kelimesi Yunanca ‘onos’ ve ‘osmé’, Latince ‘osma’ kelimelerinden

tiiremistir. Koku, parfiim, mis kokulu, hos koku sagmak anlammna gelmektedir. Ingiltere’de
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‘Golden Drop’ olarak bilinen bitkiye iilkemizde sincar, emzik otu, yalanci havaciva ve altin
damla gibi isimler verilmistir [8,11].

Ulkemizdeki ve diinyadaki Onosma tiirlerinin biiyiik kismi Avusturyali Botanikgi
Riedl tarafindan teshis edilmistir. Tirkiye’de yayilis gosteren Onosma taksonlarini
Protononosma, Podonosma ve Onosma olmak tizere 3 seksiyona aywrmus ve Onosma
seksiyonu ise Haplotricha ve Asterotricha olmak {izere 2 alt seksiyon altinda toplamistir
[7,103].

Boraginaceae familyasindaki bazi cinslerin kokleri naftokinonlarca zengindir.
Alkanna, Onosma, Arnebia, Lithospermum, ve Echium cinslerinin koklerininde naftokinon
tasiyan tirler agisindan zengin oldugu bilinmektedir. Naftokinonlar bu bitkilerde
alkannin/shikonin ve/veya onlarin tiirevleri halinde bulunabilir. Shikonin (R-konfigiirasyon),
alkannin (S-konfigiirasyon) bir enantiyomerdir [8].

Iki dogal enantiyomerik Naftokinon tiirevleri olan alkannin ve shikonin, Boraginaceae
familyasindaki ¢esitli bitkilerin metabolik tirtinlerdir. Alkannin ve shikonin antikanser, anti
inflamatuar, antimikrobiyal, antioksidan, antitrombotik ve yara iyilesmesi gibi biyolojik

Ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir [9].
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Sekil 2.1. Shikonin/Alkannin yapisal formiili

Shikonin (R-enantiyomer), Dogu’da 6zellikle Cin’de bilinmektedir. Bu molekiil,
Lithospermum erythrorhizon Sieb. Et Zucc. bitkisinin koklerinden ekstrakte edilen kirmizi
pigmentin ana 6gesidir ve Cince’de ¢esitli isimleri vardir; “tzu ts’ao”, “tzu-ken” (mor kok) ve
“hung-tzu ken” (kirmizimsi-mor kok). Shikoninin, ipek boyasi olarak kullanimi, tiptaki
kullanim1 kadar eskidir. Lithospermum erythrorhizon kokleri igin iddia edilen tedavi edici
ozellikler sunlardir; yaniklar, hemoroid, yatak yarasi, harici yaralar ve dermatitler. Bu
ozellikler, birgok eski metinde Alkanna tinctoria L. Tausch i¢in iddia edilen tibbi 6zelliklere
(birbirlerinden bagimsiz olarak) dikkat gekici bir sekilde benzemektedir. Shikonin ve onun

tiirevlerini iceren c¢esitli preparatlar, Cin, Japonya ve Kore’de hala tibbi amaclar i¢in
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kullanilmaktadir. Ayrica Japonya’da boya maddesi ve kozmetikte de kullanilmaktadir.
Alkannin kadar, shikonin i¢in de iddia edilen tibbi 6zellikler, son zamanlarda bilimsel olarak
test edilmistir [10-12].

Enantiyomerik naftokinonlar olan alkanin ve shikonin kadar, zengin tarihe sahip ¢ok
az dogal triin vardir. Alkannin ve shikoninin ana pargasi, bir naftokinon olan naftazarindir
(5,8-dihidroksi-1,4-naftokinon, 64a; Sekil 2.2). Tarihte ¢ogunlukla mor boya olarak
kullanilmistir. Lomatia obliqua’nin aga¢ kabugunda ve Juglans mandschurica Maxim var.

sieboldianna Makino’nun ceviz kabuklarinda dogal olarak bulunur [13].
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Sekil 2.2. Naftazarin yapilar1 [12].

Naftokinonlar, dogada genis dagilim gosterirler ve yiizyillardir kozmetikte ve gesitli
hastaliklara karsi ilag olarak kullanilmaktadirlar. Deri ve sa¢ boyasi olarak kullanilan lavson
(2-hidroksi-1,4-naftokinon) iceren, Lawsonia alba bitkisinin toz haline getirilmis
yapraklarindan hazirlanan bir tiir macun olan “Henna” 6nemli bir 6rnektir. Menadion (2metil-
1,4-naftokinon), plumbacin (2-metil-5-hidroksi-1,4-naftokinon) ve lapakol (2-hidroksi-3-(3-
metil-2-butenil)-1,4-naftokinon) gibi bazi naftokinon ilaglari, Afrika uyku hastaligi
(Trypanosoma brucei rhodesiense ve Trypanosoma brucei gambiense), Kala-azar (Leishmania
donovani) ve Chagas hastaligi (Trypanosoma cruzi) gibi bazi insan hastaliklarindan sorumlu
farkli tripanozomlar ve Leishmania {izerinde tripanosidal (tripanozomlar1 oldiiriicii)
aktivitelere sahiptirler. 1,4-Naftokinon tiirevleri ilgi gekici ve gesitli biyolojik yanitlara da yol
agmaktadirlar (antibakteriyel, antifungal, anti-enflamatuvar, antitrombotik, antiplatelet,
antiviral, antikanser, antiallerjik, apoptoziz). 1,4-Naftokinon tiirevlerinin insan DNA
topoizomeraz I inhibitdrii olduklar1 da kanitlanmistir. Enzimatik reaksiyon yoluyla semikinon
ve hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tiirlerini de iiretmektedirler [14-29].

1,4-Naftokinonun biyolojik aktivitesi, bir ve/veya iki elektron alarak radikal anyon

veya dianyon tiirleri olusturan, iki karbonil grubunun varligindan kaynaklanmaktadir. 1,4-
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Naftokinonun yapisindaki 5,8-dihidroksi gruplarinin varligi naftokinon halkasma elektrofilik
Ozellik kazandirir. Bu nedenle, naftazarin (5,8-dihidroksi-1,4-naftokinon) tiirevlerinin
biyolojik aktivitesi, kinon parcasinin elektrofilik 6zelligine baglidir. Ayrica, 5,8-dimetoksi-
1,4-naftokinon (DMNQ) olusturan naftazarin metilasyonu, kinon par¢asinin C-2 ve C-3
karbonlarinin goreceli elektrofilik 6zelligini arttirabilir. Bu, naftazarin ile karsilastirilarak,

DMNQ ve glutatyon tepkimesiyle kanitlanmistir [29,30].

Sekil .2.3. Alkanin (1) (sol) ve shikoninin (2) (sag) bilgisayarda olusturulan molekiiler
modelleri. Renk kodlar1; gri: karbon, beyaz: hidrojen, kirmizi: oksijen [11].

Wall. ve G. Don O. hispida’nin koklerinden elde edilen droglarin bazi Asya
iilkelerinde solucan diistiriicii, bronsit ve hummay1 tedavi edici, karin agris1 ve kasint1 giderici,
yara ve yaniklarin daha hizli iyilestirici olarak kullanildig1 belirlenmistir. Ayni tiir iizerinde
yapilan mikrobiyal ¢alismada koklerden elde edilen 6ziitiin baz1 gram pozitif ve gram negatif
bakteriler {izerinde antibakteriyel etkisi arastirilmis ve elde edilen verilere gore ozellikle
yiyeceklerin korunmasinda kullanigh oldugu 6ne siiriilmiistiir. Yapilan diger bir caligmada ise
O. hispida‘nin oksiirtigii kesici oldugu vurgulanmistir. Tiriin antidiyabetik etkisi Kumar
tarafindan arastirilmistir. Diyabetli ratlar iizerinde yapilan arastirmada koklerden elde edilen
ekstraktin kan glukoz degerlerini diisiirmesinin yani sira normal bireylerde seker toleransini
arttirdigy tespit edilmistir. Diyabet hastaliginin tedavisinde kullanilacak ilaglarin eldesin de

tirtin kullanilabilecegi belirtilmistir [8].

Farmakolojik arastirmalar, naftokinon etkinliginin anti-enflamatuar, anti-bakteriyel,

anti-mantar, anti-viral (6rn. grip virisi ve HIV) ve anti-tiiméral maddelere etkisini
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kanitlamistir. Ayrica, naftokinon pigmentler genellikle pH degisiklikleri bir sonucu olarak
degisken renk gostermektedir. Bu nedenle, bunlar yaygmn olarak gida, ilag, boyalar, vb.
iiretimi i¢in kimya endiistrisinde kullanilmaktadir. Naftokinon pigment ile yapilan allik,
pudra, ruj vs. gibi kozmetikler antiflojistik, antibakteriyel ve antiviral 6zelliklerin yan1 sira

gliclii, kararli boyama 6zelliklerine sahiptir [10].

Son zamanlarda 6nemli ve kapsamli bilimsel aragtirmalar, cesitli tiimorlere ve
antikanser etki mekanizmalarina alkannin/shikonin etkinliginin iizerinde yogunlagsmis
bulunmaktadir. Alkanna, Macrotomia, Onosma ve Lithospermum cinslerine ait gesitli tiirlerin
koklerinin yagli 6zlerindeki alkanninler ve shikoninler yara iyilestirici 6zellige sahiptir [11].

Onosma cinsinin, geleneksel ilag olarak diinya ¢apinda ¢esitli kullanimlar1 vardir.
Onosma tiiriiniin kokleri, Tiirkiye'de halk hekimliginde agrilar1 hafifletmenin yani sira bronsit,
bademcik iltthabi, hemoroid gibi, c¢esitli bozukluklarin tedavisi i¢in kullanildigi
belirtilmektedir. Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti’nde ise O. fruticosa Sibth. tiiriiniin kurutulan
yapraklar1 kaynatilarak solunum yollar1 rahatsizliklarinin giderilmesinde kullanilmaktadir

[31].

2.1.1. Onosma halophila Boiss. & Heldr

Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classis : Magnoliopsida

Subclassis : Asteridae

Order : Lamiales

Family : Boraginaceae

Genus : Onosma

Species : Onosma halophila Boiss. & Heldr.

Cok yillik, govde yiikselici, 15-20 (-25) cm, basit, yukariya yonelik yatik tiiylerle
kaphdir. Yapraklar 20-60 x 3-8 mm, lanseolat ile linear lanseolat, akut, kenarlar alta dogru
kivrik, her iki yiizeyde kisa yatik tiiylii, iist yiizeyde yatik setos tiiylii, setalar tuberkiillerden
yikselmekte; tuberkiiller alt ylizeyde belirsiz yada yok; taban yapraklar petiollii, gdvde
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yapraklar sesildir. Inflorescence 1-2 kimdz. Brakteler govde iist yapraklar: gibidir. Kaliks 8-
10 mm g¢igekte, 10-12 mm meyvede, loblar linear-lanseolat, akut, yatik tiiyliidiir. Korolla
krem, 17-20 mm, + kampanulat, glabros-kiigiik papillidir. Anterler korolladan tagmiyor, +
filamentlere esit. Nutletler 3 mm, ovoid, subakut, sirt kaburgas1 yok, grimsidir [103].

Sekil 2.4. O. halophila‘nin gi¢ek goriiniimii
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Sekil 2.5. O. halophila‘nin genel goriiniisii
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Sekil 2.6. O. halophila yayilis alan1 (m) [103].

Type: [Turkey C4 Konya] in planitie interiori Lycaoniae inter Koniah et montem Karadagh,
vi 1845, Heldreich (holo. G! iso. E!).

Ciceklenme Donemi: Haziran

Habitat: Tuzcul stepler, 900-1050 m.

Endemik, Iran-Turan Elementi

Lokalite: B4 Aksaray, Eskil-Chanbeyli 2-4 km, tuzcul alanlar, 950 m, 07.07.2013 [103].

2.2. SUPERKRITIK AKISKANLAR

Son yirmi yilda, siiperkritik akigkan ekstraksiyonu artan bir ilgi ile bilinen
ekstraksiyon metotlarina karsi ilging alternatif bir metot olarak dikkat c¢ekmektedir.
Siiperkritik akigkan ekstraksiyonu, destilasyon, Soxhlet, sivi ekstraksiyon ve sivi
kromotografisi gibi diger metotlarla basarilamayan iistiinliikleri saglayan yeni bir metottur. Bu
metot da ¢ozgen tiiketimi ve basamak sayis1 azalmakta, analiz siiresi kisalmaktadir. Cozgen
tiiketimi hacminin azaltilmasi sadece yiiksek fiyatlardan kagmmak agisindan degil, gevresel

faktorler bakimindan da onemlidir. Stiperkritik akigkanlarin 6nemli 6zelligi ¢ozme giiciiniin

10
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yogunluktaki degismeler yolu ile kontrol edilebilmesidir. Farkli polarite ve molekiil boyutlu
bilesikler tek bir siiperkritik akiskan kullanimi ile ekstrakte edilebilmektedir. Ayrica
siiperkritik akiskan hizi, stiperkritik akigkanda molekiillerin difiizyon katsayilari bir sivi
ortamindakinden daha fazla olmasi nedeni ile yiiksektir. Bu metot kolaylikla
otomatiklestirilebilmekte =~ ve  kromatografik  ve  spektrofotometrik  tekniklerle
birlestirilebilmektedir.

Bir maddenin kritik noktas1 ilk kez Baron Cagniardde’la Tour tarafindan 1822°de
gozlenmistir. 1879°da Hannay ve Hogart metal halojeniirler gibi kat1 maddelerin siiperkritik
metanol ve karbon tetrakloriir de ¢6ziildiiglinii rapor etmislerdir. Francis 1954°de yayimladigi
bir makalede 261 tane farkli bilesenin siiperkritik COjy’de c¢ozildiigiinii belirtmistir.
1980’lerden sonra siiperkritik sivilarin analitik kimyada uygulamalarda biiyiik gelisme
gostererek hizla pek ¢ok endiistriyel alanda yer almaya baglamistir. Amerikan Cevre Koruma
Ajans1 (EPA) ve Gida ve Ilag Yonetimi (FDA) siiperkritik akigskan ekstraksiyon metotlarmin
gelisimi i¢in ¢aba gostermektedir [32,33].

2.2.1. Siiperkritik Akigkanm Tanimi

Bir madde i¢in kritik sicaklik (Tc), basing degeri ne olursa olsun, o sicakligin iistiinde
maddenin sivi faz olarak bulunamayacagi degerdir. Maddenin kritik sicakligindaki buhar
basincina kritik basing (Pc) denilmektedir. Bylece maddenin, hem sicakligi hem de basinci
kritik noktanin iizerine ¢ikartildiginda kati, sivi ve gaz fazlarindan daha farkli yeni bir bolge
ortaya ¢ikmaktadir ve bu bolgedeki akiskan “siiperkritik akiskan™ olarak tanimlanmaktadir.
Stiperkritik akiskanlarin olusum siireci Sekil 2.7°de ve saf bir madde i¢in sicaklik-basing
diyagrami Sekil 2.8’de belirtilmistir. Kritik nokta biitiin maddeler i¢in karakteristik 6zellik
gostermektedir. Siiperkritik akiskanlarin yogunluklari, viskoziteleri ve diger ozellikleri,
maddenin gaz ve sivi fazindaki 6zellikleri arasinda yer almaktadir. Siiperkritik akigkanlarin
coziicii etkisi gostermesi gibi pek ¢ok avantajlar1 vardir. Stiperkritik bolgede bazi bilesikler
cok iyi ¢Oziinebilmekte ve c¢oziiniirliigii diisiikk olan bilesiklerin bu bdlgede ¢oziiniirligi

arttirilabilmektedir. Cizelge 2.1°de bazi bilesiklerin kritik 6zellikleri belirtilmistir [34].

11
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Kritik noktanm alt: Sicakhk yiikseldikce
(Iki faz bolgesi) siv1 genlesivor

4 5 6
SUPERKRITIK faz olusar Sicaklik azaldikca tersinir Faz ayirmm tekrar
’ proses gerceklesir gozlenmeye baslanir.

Sekil 2.7. Stiperkritik akigkanin olusum siireci [93].

Superkritik
Bolge
22.1 7.98
Kritik Nokta
Basing KATI
[MPa]
(),()()()()T
I Karbondioksit— 31.1
Su — 0 374
Sicakhk [C] —m

Sekil 2.8. Su ve CO; i¢in sicaklik-basing diyagrami [35].
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Cizelge 2.1. Bazi ¢oziiciilerin kritik 6zellikleri [34].

Coziicu T. (°C) P. (bar) P.(g/mL)
Karbondioksit 31.1 72 0.47
Azotdioksit 158 98.7 0.27
Amonyak 132.5 109.8 0.23
Su 374.2 214.8 0.32
Helyum -268 2.2 0.07
Hidrojen -240 12.6 0.03
Ksenon 17 56.9 1.11
Metan -82 46.0 0.169

Etan 32.3 47.6 0.2

n-Hekzan 234.2 28.9 0.23
Benzen 288.9 98.7 0.302
Toluen 319 41.1 0.292
Metanol 239 78.9 0.27
Etanol 243.4 72 0.276
izopropil Alkol 235.3 47.6 0.273
Dietileter 193.6 63.8 0.267
Aseton 235 47.0 0.279
Asetonitril 275 a7 0.25
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2.2.2. Siiperkritik Akigkanlarm Ozellikleri

Kritik noktada maddelerin birgok 6zelligi degisim gostermektedir. Bu 6zelliklerin
degismesiyle siiperkritik akiskanlarm ¢oziicii etkisi artmakta, kromatografi ve ekstraksiyon
metotlarinin uygulamalarinda biiylik bir 6nem kazanmaktadir [34-36]. Sivilarin, gazlarin ve
stiperkritik akiskanlarin bazi fiziksel ozellikleri Cizelge 2.2’de belirtilmistir. Siiperkritik

akiskanlarin genel 6zellikleri Sekil 2.9°da gdsterilmistir.

Cizelge 2.2. Stvilarm, gazlarin ve stiperkritik akigskanlarin baz fiziksel 6zellikleri.

Fiziksel Ozellik Gaz Superkritik Akigkan Sivi
Yogunluk (g/cm®) (0.6-2)x107 0.2-0.5 0.6-2
Difiizyon Katsayisi (cm?/s) (1-4)x10™ 10°-10* (0.2-2)x10°
Viskozite (g/cm.s) (1-3)x10* (1-3)x10* (0.2-3)x10?

2.2.2.1. Yogunluk

Stiperkritik akiskanlarin yogunluklari, sicakliga ve basinca bagli olarak, sivi ve gaz
akigkanlarin yogunluklarma yakin degerdedir. Siiperkritik bolgede yogunluk, sabit sicaklikta,
basincin azalmasiyla ani diisiis gosterirken, sabit basingta, sicakligin azalmasiyla artig
gostermektedir [34-36]. Siiperkritik akiskanlarin sicaklik ve basmngla degisen yogunluk egrisi
Sekil 2.10°da gosterilmektedir.

2.2.2.2. Difiizyon Katsayisi

Stiperkritik akiskanlarm diflizyon katsayisi, normal kosullar altindaki akiskanlarin
difiizyon katsayisindan daha biiyiiktiir. Diflizyon katsayis1 basmcin azalmasiyla veya
sicakligm artmasiyla artmaktadir. Yiiksek diflizyon katsayisi akigkanlarda hizl kiitle transferi
saglamakta ve bilesiklerin ekstraksiyonu ve kromatografik uygulamalarma olanak
vermektedir [34-36]. Siiperkritik akiskanlarin sicaklik ve basingla degisen diflizyon egrisi
Sekil 2.11°de gosterilmektedir.
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2.2.2.3. Viskozite

Stiperkritik akiskanlarin viskozitesi, sivi ve gazlarin viskoziteleri arasinda yer
almaktadir. Gaz veya akiskanlarda oldugu gibi siiperkritik akiskanlarda da viskozite,
sicakligin bir fonksiyonu olarak davranmakta fakat basing degisimlerinde akigkanlarla benzer
ozellik gostermemektedir [34-36]. Siiperkritik akiskanlarin sicaklik ve basingla degisen

viskozite katsayisi egrisi Sekil 2.12°de gosterilmektedir.

2.2.2.4. Is1l Tletkenlik

Isil iletkenlik (A), sicaklik, basing ya da sivinin yogunluguna bagh olarak
degismektedir. Siiperkritik sartlarda 1s1l iletkenlik sicakligin artmasi ile azalmaktadir. Cogu
stiperkritik akiskan i¢in herhangi bir basingta en diisiikk degerden geger ve sonra artan sicaklik
ve yogunlukla artis gosterir [37]. Siiperkritik akigskanlarmn 1sil iletkenliginin yogunlukla
degisimi Sekil 2.13’de gdsterilmistir.

SUPERKRITIK AKISKANLAR

| SIVI OZELLIKLERI | | GAZ OZELLIKLERI |
Yogunluk Cozme Giicii Yiiksek Difiizyon Diisiik Viskozite
= oziinme — Tasmabilirlik
— Molekiiliin yapidan alinmasi - Niifus edebilme

EKSTRAKSIYON

-ETKILI
—HIZLI
=SECICI

Sekil 2.9. Siiperkritik Akiskanlarm Ozellikleri [38].
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Sekil 2.10. Karbondioksitin yogunlugunun sicaklik ve basingla degisim diyagrami [37].
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Sekil 2.11. Siiperkritik karbondioksitin yaymirhig [37].
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Sekil 2.12. Siiperkritik karbondioksitin viskozite degisimi [37].
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Sekil 2.13. Kritik nokta yakininda CO,’ in 1s1l iletkenligi [37].
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2.2.3. Siiperkritik Akigkanlarin Uygulama Alanlar1

Stiperkritik akigkan siiregleri, bilimsel ve teknolojik agidan hizla gelisen bir alan haline
gelmistir [39]. Son yillarda Almanya bagta olmak tlizere ABD ve Japonya’da bu konuyla ilgili
calismalar yogun bir sekilde ylriitiilmektedir. Coziiniirligliniin ayarlanabilir olmasindan
dolay1, stiperkritik akiskanlar (basta siiperkritik karbondioksit olmak {izere) aymrma ve
saflagtirma, kromatografi, polimerizasyon ve fraksiyonlama, tanecik tasarimi, biyoteknoloji,
yaglarin modifikasyonu, sularmn aritilmasi gibi ¢cok degisik uygulamalarda genis bir kullanim
alanina sahiptir. Ozellikle, dogal iiriinlerin siiperkritik akiskan kullanilarak ekstrakte
edilmesine, fraksiyonlanmasma veya saflastirilmasina dayali olarak son 20 yil igerisinde
gerceklestirilmis arastirmalardan ve silireg gelistirme caligmalarindan elde edilen iimit verici
sonuglar arastirmacilar1 ekstraktif olmayan uygulama alanlarinda da yogun arastirmalara
yoneltmistir [40]. Stperkritik akiskan uygulamalar1 endiistride daha ¢ok geg¢miste dogal
maddelerin ekstraksiyonu, kahveden kafeinin giderilmesi, bitki tohumlarindan yag
ekstraksiyonu, komiir ve petrolden kimyasal maddelerin ekstraksiyonu gibi siireclere
yogunlagsmustir [41-44]. Genel olarak siiperkritik akiskan ortaminda gergeklestirilen

uygulamalara bakilacak olunursa [45];

Gida

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

Narenciye sularinin aciligmin giderilmesi
Yag ve aromalarin fraksiyonlanmasi

Serbetci otu ekstrakti eldesi

Tiitiin hiicresi genlesmesi

YV V.V V V V V V V V

Regel sterilizasyonu
Eczacilik

» Dogal iiriinlerden aktif bilesenlerin ekstraksiyonu

» Biyokimyasal karigimlarin ayrilmasi
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» Tanecik tasarimi, yiiksek basing mikronizasyonu ve piiskiirtmeli kurutma (toz halinde
aktif madde tiretimi) : * RESS *SAS *GAS *SEDS
> Kiristalizasyon (kaplama)

» Yiksek basing sterilizasyonu

Polimer
» Polimerizasyon, polimerik kopiiklerin tiretimi, polimer agilama
» Polimerlerin fraksiyonlanmasi
> Kaplama

» Polimer isleme

Malzeme

> Implant malzemelerin tasarimi
Mikro- ve nanotaneciklerin tasarimi
Aerojel eldesi
Otofretaj

YV V V V

Su jetiyle kesme/temizleme

Kimyasal Islemler

» Diisiik buhar basingli yaglarin fraksiyonlanmas veya saflagtirilmasi
» Seramik isleme
» Aktif karbon rejenerasyonu

» Polar ve polar olmayan bilesenlerin ayrilmasi

Cevre
» Sulu ¢ozeltilerden organik atiklarm uzaklastiriimasi
» Siire¢ akimlarindan toksik malzemelerin uzaklastiriimasi

» Topraktan agir metallerin uzaklastirilmasi

Hidrokarbon Islemleri
» Komiir sivilastirma
» Komiirden gazlagsabilir maddeler ve yaglarm ekstraksiyonu

» Yaglardan asfaltin uzaklastirilmasi
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» Kalint1 ekstraksiyonu

» Jeolojik olusumlardan yag ve gaz kazanimi

Yiizey islemleri
» Tekstil boyama (polietilen elyaflar1 )

> Tekstil temizleme ve kuru temizleme

Reaksiyon

» Fischer-Tropsch sentezi
Diels-Alder Reaksiyonu
Hidrojenasyon
Alkilleme
Oksidasyon (sc-H20 oksidasyonu)
Transesterifikasyon (biyodizel)

Biyoreaksiyonlar

YV V. V V V V V

Hidroformiilasyon

Analitik
» Siiperkritik Akigkan Kromatografisi

2.2.4. Siiperkritik Akiskanin Se¢imi

Stiperkritik akigkanin se¢imi kullanilacagi uygulama alanina gore degiskenlik gostermektedir.
Bu sec¢imde analit maddenin siiperkritik akiskan igindeki ¢Oziiniirliigii, akiskanin kolay ve
ekonomik olmasi ile birlikte ¢evre ve insan saglig1 bakimindan giivenilir olmas1 gibi etkenler
ilk swalarda yer almaktadir. Bazi inorganik ve organik siiperkritik akiskanlar ile bu

akiskanlarin sahip olmasi gereken 6zellikler Cizelge 2.3’de belirtilmistir.
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Cizelge 2.3. Bazi siiperkritik akiskanlarin avantaj ve dezavantajlar1 [38].

Ozellik inorganik Organik
Coziicii co, H,0 N,O CFCs HK MeOH
Toksisite + + + ¥ -
Tutusabilirlik + + + - -
Maliyet + + + + -
Reaktiflik + - - + + -
SCF kosullara ulasabilme + - + + + -
kolaylig

Cevreye zararhlk + +

NSA’da gaz olabilme + - + -
Dedektére uygunluk + -

Polarite - + + + - +

Cizelge 2.3’e bakildig1 zaman siiperkritik akigkanlarin sahip olmasi gereken 6zellikler
bakimindan en uygun ¢o6ziicii tespit edilebilmektedir. Siiperkritik akiskanlar icerisinde zehirli
olmamasi ve alev almamasi1 ayrica sliperkritik sartlara kolay ulagmasi (74 atm ve 31 C iistii)
nedeniyle karbondioksit ¢ok yaygin olarak saflastirma, kristallendirme ekstraksiyon ve sentez
islemlerimde sik¢a kullanilmaktadir. Diger siiperkritik akigkanlarda oldugu gibi
karbondioksitinde ¢6zme giicii basing ve sicakligin kritik nokta lizerinde arttirilmasiyla
arttirilabilir. Bunun en giizel 6rnegi naftalinin ¢oziiniirligiidiir. 75 atm ve 45 C de naftalinin
¢cOziinlirliigii % 0 iken basing 100 atm'e ¢ikarildiginda naftalinin ¢oziinlirligl % 10 civarina
yaklasmaktadir (Sekil 2.14). Cozme giiciiniin basing ve sicaklikla bu derece degismesi CO;’i

ekstraksiyonda ¢6ziicli olarak kullanilmasi i¢in 6nemli bir avantaj saglamaktadir [48].
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Sekil 2.14. Naftalinin CO,’deki ¢oziiniirligii [37].

Stiperkritik  akigkanlarmm  yaymirhik 6zelligi  katilara kolaylikla difiizlenmeyi
saglamakta, yiiksek yogunluk akiskanin ¢oziicli giiciinii arttirmaktadir. Bu agidan sifali
bitkilerden aktif bilesiklerin ayrilmasi i¢in etkili bir ekstraksiyon teknigidir [47].

Birgok sivi ve gazin sicakligi ve basmci diizenlenerek siiperkritik akiskan haline
getirilebilse de, ozellikle karbondioksit bir takim tstiinliikleri nedeniyle daha siklikla
kullanilmaktadir.  Siiperkritik  kosullarda  karbondioksitin ~ difiizyon  katsayis1  ve
¢cOziiniirliglinlin yiiksek, buharlagsma entalpisi, viskozitenin ve maliyetinin diisiik olmasi,
toksik olmamasi ve oksidatif reaksiyonlar1 6nlemesi gibi 6zellikleri dikkate alindiginda
stiperkritik akigkanlar iginde en uygun ¢oziicii oldugu goriilmektedir [48]. Karbondioksit,
endiistriyel islemler sonucunda yan iiriin olarak olduk¢a fazla iiretilmektedir, bununla birlikte
stiperkritik akiskan olarak kullanilabilecek bir diger madde olan su da dogada bulunan saf ve
ucuz bir akigkan olmas1 gibi avantajlarin yaninda kritik sicakhiginin oldukga yiiksek olmasi

(374.2 OC) kullanim alanina birtakim sinirlandirmalar getirmektedir.
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2.2.5. Siiperkritik Akigkanlarin Cozme Giicii

Akigkanlarin ¢ozme giicii yogunluga bagli olarak degismektedir. Klasik organik
¢oziiclilerde ¢ozme giicii temel olarak c¢oziiciiniin basincina bagimli olmakla birlikte
¢oziiclinliin yogunlugundan bagimsiz bir davranis sergilemektedir. Siiperkritik akiskanlarin
¢ozme giicii, o akigkanin yogunluguna bagli olarak degismektedir. Siiperkritik bolgede
yogunluk sabit sicaklikta basincin arttirilmasi ile keskin bir sekilde artmakta bununla birlikte
sabit basingta sicakligin arttirilmasi ile azalmaktadir. Bu veriler dogrultusunda sabit sicaklikta
ve diisiik basinglarda apolar ve kismen polar olan bilesiklerin, bununla birlikte yliksek
basinglarda ise polar ve yiiksek molekiil agirligina sahip maddelerin ¢oziiniirliigiinde artis
olmaktadir [38].

Akiskanlarin ¢6zme giiciinii etkileyen bir diger faktor de polariteleridir. Karbondioksit
zaylf polariteye sahip polar ¢oziiciilere benzediginden dolayr apolar ¢oziiciiler grubunda
smiflandirilmaktadir, bununla birlikte molekiildeki karbon atomunun dort kutuplu bir diizene
sahip olmas1 karbondioksitin sinirlida olsa alkolleri, esterleri ve aldehitleri ¢6zmesine olanak
saglamaktadir. Karbondioksitin polaritesinin arttirilmasi ve polar maddelerin ekstraksiyonuna
olanak saglamak amaciyla polaritesi yiiksek bir takim organik ¢oziiciiler eklenebilmektedir,
bu maddeler yardimci ¢6ziicti (modifier, entrainer) olarak adlandirilmaktadirlar [48]. Bununla
birlikte siiperkritik karbondioksit i¢inde ¢6ziinen maddelerin kismi molar entalpileri ve kismi
molar hacimleri ¢oziiniirliik giiclinii etkileyen parametreler olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Ortamda ¢oziinen maddenin yapisina bagl olarak, diisiik molekiil agirlikli hidrokarbonlar ve
lipofilik organik bilesikler kolaylikla ¢oziiniirken, yiiksek molekiil agirligma sahip
hidrokarbonlar ve bunlarin polimerleri kolaylikla ekstrakte edilemezler. Karbondioksit,
hidroksil, karboksil gruplarini igeren molekiiller ile aminoasitler ve sekerler i¢cin uygun
¢oziicli degildirler. Dogal maddelerin siiperkritik karbondioksitteki ¢oziiniirliikleri Cizelge

2.4°de gosterilmistir [48,49].
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Cizelge 2.4. Dogal maddelerin stiperkritik CO, deki ¢oziiniirliikleri [48,49].

Cok cézlinenler Zayif coziinenler Kismen ¢cdziinenler

Molekill agirligi  250°den | Molekiil agirlign 250 ile 400 | Molekiil agirhig  400°den

diisiik olan kismen polar ve | arasinda defisen organik | biiyiik olan organik bilesikler
apolar bilesikler bilesikler
(mono wve  seskiterpenler, | (Oleik asit, dekanol, Cj2'nin | (Seker,proteinler,

. . : .. | tizerindeki doymus vaglar
tioller, parazinler, asetik asit, ymus yaglar)

vakslar,inorganik
benzaldehit,hekzanol, gliserol, tuzlar,pestisitler,klorofiller,

asetatlar) karotenoidler.

Stiperkritik karbondioksit i¢inde ¢oziiniirlik siiflandirmasi Sekil 2.15°de belirtilmistir.

Suiperkritik Karbondioksit i¢inde ¢oziiniirlik

Coziinenler (Coziinmeyenler
—Doymamuis bilesikler —Karbon atomu igermeyenler
_Dallannn$ !_y‘ruplar _Ar(.'}l‘l'latik Bl|6$1k]er
—Eterlesme tepkimeleri — Aromatik Stbstitienler

— OH Grubu igerenler

—COOH Grubu icerenler
—Halojen atomlan igerenler
— NH, Grubu igerenler

— NO,Grubu igerenler

—Esterlegsme tepkimeleri

Polar Gruplar

Sekil 2.15. Siiperkritik CO; i¢inde bilesiklerin ¢oziiniirligii [38].

Gibbs serbest enerjisi degisimi negatif oldugunda ¢oziinme gerceklesir. Gibbs serbest
enerji degisiminin negatif olup olamayacagini karigma entalpi ve entropisinin isareti ve
biiyiikliigii belirler. Polar olmayan molekiiller i¢in entalpi degisimi pozitiftir. Bu durumda
birim hacim basma karisma 1sis1 Hildebrandt tarafindan; AH = v1v2(81 — §2)° esitligi ile

verilmistir. AH molekiiller arasindaki baglarin pargcalanma ve birlesmesi sonucu ortaya ¢ikan
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enerji degisimini, v1 ve v, ise sirastyla ¢oziicii ve ¢Oziinenin kismi hacimlerini 91-6, ise
sirastyla ¢oziicli ve ¢oziinenin ¢Oziinilirliik parametrelerini gostermektedir. 61-0, arasindaki
fark 1.7-2.0’den daha kii¢iikse karisimin olacagi varsayilir. Fark 2’nin iizerindeyse karisma
mimkiin degildir. (Hidrojen bagi s6z konusu degilse gegerlidir) [38]. Basinca bagli olarak

degisen ¢oziinlirliikk parametresi degerleri Sekil 2.16°da belirtilmistir.

106 —r—rrrrr—r—r— R —

N
(5]

(=3}

Cominirlik parametrest (Cal‘."cc)‘/2
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w o,

_.
(&)

10° 10° 10*

Basing (bar)

Sekil 2.16. CO; i¢in Hildebrandt ¢ziiniirliik parametresi, (o) 30 C, (0) 31 C, (A)70 C [50].
2.3. EKSTRAKSIYON TEKNIKLER

Bitkiler belirli oranlarda bioaktif bilesikler igermektedirler. Bitki ekstraktlar1 gida, ilag
ve kozmetik endiistrisinde genis capta kullanilmaktadir. Bununla baglantili olarak elde edilen
dogal bilesiklerin ticarilestirilmesi amaciyla ekstraksiyon metotlar1 genis ¢apta
aragtirilmaktadir. Ideal bir ekstraksiyon siireci hizli, basit ve ucuz olmaldir. Ekstrakte edilen

maddeler kayip ve bozunmaya ugramadan elde edilmeli, ilaveten bir saflastirma
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gerektirmemeli ve atik ¢oziicii igcermemelidir. Genelde ¢oziicii ekstraksiyonu bu kosullari
saglamakta yetersiz kalmaktadir. Coziicii ekstraksiyonu basit, ucuz ve kuramsal olarak
yerlesmis bir yontemdir fakat birtakim dezavantajlart bulunmaktadir. Bunlarin en baginda
yiikksek 1s1 ve ¢Oziicii tiiketimi gelmektedir. Genelde g¢evre, saglik ve giivenlik agisindan
zararh ¢oziiciiler kullanilir. Kullanilan 1s1 ve ¢oziiciiler {iriin kalitesini etkiler, dolayisiyla 1s1l
bozunmaya ugrayan hassas maddelerin ekstraksiyonu i¢in geleneksel ¢oziicii ekstraksiyonu
uygun bir yontem degildir. Ayrica ekstraksiyon isleminden elde edilen alt akim seyreltiktir.
Hedef {irtiniin ¢oziiciiden ayrilip derisiklendirilmesi i¢in ek bir ayirma islemine gerek duyulur.
Islem siiresi uzun ve isletme maliyeti yiiksektir. Tiim bunlardan dolay1 alternatif ekstraksiyon
yontemlerine ihtiyag duyulmustur [51,52]. Soxhlet ekstraksiyonu ile birlikte bu yeni
ekstraksiyon teknikleri;

» Soxhlet Ekstraksiyonu

» Hizlandirilmis Solvent Ekstraksiyonu

» Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu

» Subkritik Akigkan Ekstraksiyonu
olarak belirtilebilir. Bu teknikler ile yiiksek sicaklik ve basingta ¢alismak miimkiin olmakta ve

ekstraksiyon zamani dikkat ¢ekici bir sekilde azaltilmaktadir.

2.3.1. Soxhlet Ekstraksiyonu

Soxhlet ekstraktorii; 1879 yilinda Franz von Soxhlet tarafindan kati bir deney
numunesinden yag ekstrakte edilmesi amaciyla icat edilen bir laboratuvar cihazidir. Yag
ekstrakte etmek i¢in tasarlanmis olmasina ragmen bir bilesigi bir katidan ekstrakte etmek zor
oldugu her sartta kullanilabilir. Genellikle, kuru deney numunesi Soxhlet ekstraktoriine
yerlestirilen, filtre kagidindan yapilmis yiiksiik seklinde bir ekstraksiyon tiipline konur (Sekil
2.17). Ekstraktore, ¢oziicliyli igeren silifli bir cam balon ve yogunlastirict takilir. Coziicii
wsitilir ve bdylece buharlastirilir. Sicak ¢6ziicli buhar1 yogunlastiriciya ilerler, yogunlasarak
kat1 numunenin {lizerine diiser. Numuneyi iceren ekstraksiyon tiipliniin bulundugu yiiksiik
yogunlasan ¢oziicii ile tam doldugunda, bypass kolunun seviyesine ulasir ve sifon olusarak
¢oziicii tekrar cam balona bosalir. Bu yogunlasma, yiikselme ve sifon dongiisii, ‘reflux’ olarak
adlandirlir ve siirekli tekrar edilir. Her dongli sirasinda, katmin igerdigi bir miktar yag
¢oziiclide ¢ozilinlir. Ama ¢dziiciiniin 1sitilan cam balonuna ulastiginda orada kalir, dongiiye

tekrar katilmaz. Bu durum, bu ekstraksiyon metodunun en 6nemli avantajidir, sadece saf
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¢oziicl, katiy1 ekstrakte etmek i¢in buharlasir ve yogunlasir, dongiiye katilir. Bu nedenle, bir
cam balonda katiy1 ¢oziicii icerisinde 1sitarak ekstarkte etme yontemiyle karsilastirildiginda
Soxhlet ekstraktorii ile uygulanan bu yontemin verimi daha yiiksektir. Bir ekstraksiyonun
sonunda arta kalan ¢Oziicii, ekstrakte edilen yagi birakarak rotary buharlastiricisi ile

uzaklastirilabilir [53].

Su gingt Su gikist

Sogutucu

Kati Omek
Sifon kolu

Destilasyon yolu

Sekil 2.17. Soxhlet diizenegi [53].

Soxhlet ekstraksiyonu matriksin karekterine ve tanecik boyutuna (i¢ diflizyonun
simirlandirilmast ile ilgili) 6nemli 6lglide baghdir. Bu ekstraksiyon tekniginin avantajlari
arasinda, ¢Oziiciiniin transfer dengesinin kat1 matriksle tekrarlanan bir sekilde etkilesmesinden
dolay1 siirekli degismesi, ekstraksiyondan sonra filtreleme islemine gerek duyulmamasi,
metodun basit ve ucuz olmasi gosterilebilir. Bununla birlikte ekstraksiyon zamanmin ¢ok
uzun olmasi, ¢ok miktarda ¢oziicii kullanilmasi, prosesi hizlandirmak i¢in balonun
calkalanamamas1 ve termal olarak bozulmaya duyarl bilesiklerin yiiksek sicaklikta ekstrakte
edilememesi bu metodun dezavantajlar1 olarak gosterilebilir. Genel olarak bakildiginda, iyi

uygulanan bir metotdur ve endiistriyel prosesler de daha etkili ve iyi tekrarlanabilirlik
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gostermesi, ekstrakta daha az manipulasyon olmasi diger metotlara kiyasla iistiin 6zellikleridir

[54].

2.3.2 Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu

Stiperkritik akigskan ekstraksiyonu, bilesenlerin ana yapidan ayrilmasi esnasinda
¢oziicii olarak stiperkritik akiskanin kullanildigi metotdur. Son yillarda, siiperkritik akigkan
ekstraksiyonu gitgide artan ilgi ile bilinen ekstraksiyon metotlarina karsi ilging alternatif bir
metot olarak dikkat ¢ekmektedir. Siiperkritik akigkan ekstraksiyonu, su buhari destilasyonu,
Soxhlet, sivi ekstraksiyon ve sivi kromotografisi gibi diger ekstraksiyon yontemleri ile

gerceklestirilemeyen pek ¢ok uygulamayi saglayan yeni bir yontem olarak sunulmaktadir.

2.3.2.1 Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonunun Avantajlari

Stiperkritik akigkan ekstraksiyonu, sahip oldugu birtakim avantajlar nedeniyle klasik

¢Oziicii ekstraksiyon metotlarinin yerini almaktadir, bu avantajlar siralayacak olursak;

1. Siperkritik akiskanlar diflizyon katsayilarinin yiiksek ve viskozitelerinin diistik
olmasindan dolay1 normal akiskanlara gore katilara daha hizli niifuz edebilmektedir.
Yiiksek difiizyon katsayis1 gozeneklerdeki kiitle aktarim direnglerinin azalmasina
neden olmaktadir. Bunun yaninda siiperkritik karbondioksit diisiik yiizey gerilimine
sahip oldugundan gozenekli katilara daha iyi niifuz etmekte ve kiitle aktarim hizindaki
artis ekstraksiyon siiresinin kisalmasia ve diger ekstraksiyon metotlarina gore islemin
daha kisa siirede gerceklesmesine olanak vermektedir.

2. Siperkritik akigkan ekstraksiyonunda, ekstraksiyon kolonunun akiskan tarafindan
stirekli beslenmesi, ekstraksiyon islemi esnasinda siiriikleyici kuvvetin gitgide
artmasia ve bunun sonucu kiitle aktarim hizinin artmasimna sebep olur.

3. Siiperkrik akigkanlarin ¢ozme gii¢leri basing ve sicaklik iizerinde yapilan bir takim
degisiklikler ile degismektedir. Basta yogunluk olmak iizere diger degiskenlerin
degismesi ile iirlin segiciligi ve verimliligi etkilenmektedir. Cozme giiciindeki bu
degisikligin kontrol edilebilir olmasi siiperkritik akiskan kromatografisi ve siiperkritik

akigkan ekstraksiyonu uygulamalari i¢in 6nemli avantajlar olusturmaktadir.
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10.

11.

Stiperkritik akigkan ekstraksiyonunda kullanilan ¢oziiciilerin inert olmasi, bu sartlarda
gerceklestirilen ekstraksiyon islemlerinde hidroliz, oksidasyon veya degradasyon
tepkimelerinin 6niine gegmektedir.

Klasik ¢oziicii ekstraksiyonu uygulamalarinda harcanan ¢ozilici miktarma gore
stiperkritik sartlarda minumum diizeyde ¢oziicli harcanmasi ve ana ¢oziiclii olarak
karbondioksit kullanilmasi ¢evreye duyarlilik ag¢isindan ¢ok daha 1iyi proses
olusturmaktadir.

Stiperkritik akiskan ekstraksiyonu ile prosesler sonunda, basincin diisiiriilmesi akiskan
ve ¢Oziinen madde birbirinden ayrilmasma olanak vermekte ve bunun sonucunda
iriinde ¢Oziicii kalintis1 kalmamakta ve yeni bir saflastrma islemine gereksinim
duyulmamaktadir.

Stiperkritik akiskan ekstraksiyonu ile termal yonden hassas olan bilesikler ekstrakte
edilebilir ve saflastirilabilinir.

Ticari olarak degerli olan ve diisiik miktarlarda bulunan dogal bilesiklerin
ayrilmasinda ve saflastirmasinsa stiperkritik akiskan ekstraksiyonu etkili bir proses
olmaktadir.

Stiperkritik akiskan sistemi, kromatografik analiz cihazlarina dogrudan baglanabilir ve
elde edilen ekstraktin analizi ayni proses i¢inde gerceklestirilebilir.

Klasik ¢oziicii ekstraksiyon uygulamalarinda calisilacak numune miktar1 20-100 g
arasinda degisirken, siiperkritik akiskan ekstraksiyon sisteminde 0,1-1,5 g araliginda
numune miktarlari ile bile ¢calisilabilmektedir.

Stiperkritik akiskan ekstraksiyon uygulama sistemi farkl oOlgeklere gore degisiklik
gosterebilmektedir. Analitik Olgeklere (gram mertebesinde madde miktarr), pilot
fabrika ol¢eklere (kilogram mertebesinde) ve endiistriyel dlgeklere (ton mertebesinde

madde miktar1) uygulanabilmektedir [48,56].

2.3.2.2. Stiperkritik Akiskan Ekstraksiyonunun Dezavantajlari

Stiperkritik akiskan ekstraksiyonunda kullanilacak ¢oziicii se¢imi uygulama alanma

gore ve ckstrakte edilecek bilesenin yapisina gore degisiklik gostermektedir. Birgok polar

maddenin ekstaksyonunda su ve N,O tercih edilmesi gereken ¢oziicli olmasi gerekirken suyun

kritik sicakliginmn yiiksek olmasi ve N»O’nun toksik 6zellik gdstermesi bu ¢oziiciilerin

stiperkritik akigskan olarak kullanilmasinda dezavantaj olusturmaktadir. Stiperkritik akiskan
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ekstraksiyonu prosesinin yiiksek basinglarda gergeklesmesinden dolayr yatirim maliyeti ve
enerji gereksinimleri yiiksek olmakta ve dezavantaj olarak karsimiza c¢ikmaktadir.
Karbondioksit tiiplerinde mevcut olan % 1-2 oranindaki oksijen i¢eriginin antioksidantlar gibi
oksijene hassas bilesikler ile reaksiyona girip onlarin yapisini bozmasi bir diger dezavantaj

olarak nitelendirilebilir [48].
2.3.2.3. Siiperkritik Akigkan Ekstraksiyonun Mekanizmast

Akiskan CO; ile kat1 matriks secilen siliperkritik sartlarda etkilesime girdigi zaman,
kiitle transferi ¢oziinenin desorpsiyonu ile siiperkritik akiskanin adsorpsiyon ve diflizyonunu
icermektedir [37]. Ekstraksiyon prosesi bu belirtilen bir takim mekanizmalar {izerinden

yiriimektedir. Bu mekanizma Sekil 2.18’de gosterilmistir.

wi Wi ol wi " - It ol m
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ADIM 1 C 0, "NiN DIFiZY ONU VE ADSORPSIYONU

ADIM 2 MOLEKULLERIN DIS TABAKAYA TRANSFER] VE TABAKANIN OLUSMASI

ADIM 3 MOLEKULLERIN SeC 0. iCiNDE ¢OZINMES] VE KUTLEYE TRANSFERIN
HAZIR HALE GETIRILMES]

MOLEKULLERIN GO ZENFKLER VASITASIYLA 5cC 0O,
iCiNDEN DESORPSIYONU VE DIFlIZYONU

ADIM 5 EUTLEYE ISIL iLETIMLI (DUZENSIZ) TRANSFER

Sekil 2.18. Siiperkritik akigkanlarin katilardan transfer mekanizmasi [37].
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Ekstraksiyon baslangicindan itibaren ardi ardina ve birbirine paralel olarak meydana gelen
olaylar irdenelirse;

1. CO2’nin gozenek igine diflizyonu ve kat1 ylizey tizerinde adsorpsiyonu

2. Molekiillerin dis tabakaya taginimi ve kati pargaciklar etrafinda ince sivi film olusumu

3. Molekiillerin sc-CO; iginde ¢oziinmesi

4. Akigkanin kiitlesine 1s1l iletimli transfer

5. Coziinenin katidan veya gozenekli yiizeyden desorpsiyonu

6. Coziinenin sc-CO; i¢inde ¢dziinmesi

7. Coziinenin gézenekler i¢inde difiizyonu

8. Akigkanin kiitlesine diizensiz durumda 1s1l iletimli transfer seklinde belirtilebilir.

2.3.2.4. Stiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu Verimliligini Etkileyen Degiskenler

Stiperkritik akiskan ekstraksiyonu verimliligini bir takim deneysel degiskenler
etkilemektedir. Bu deneysel degiskenler akiskanin 6zellikleri, ¢oziinenin 6zellikleri, katmin
ozellikleri, dinamik faktorler ve 6rnek hazirlanmasi seklinde siralanabilir. Bu degiskenler alt
basliklar halinde siralayacak olursak [38];

Akiskanm Ozellikleri
» Akiskanin dogasi (Polarite)
» Basmg (Yogunluk)
» Sicaklik
» Modifierin varhigi ve derigimi
» Akigkanin toplam hacmi
Coziinenin 6zellikleri
» Analitin tipi ( buhar basinci, polarite, molekiil agirlig)
» Konsantrasyon
Katmin Ozellikleri
» Numune boyutu
Partikiil boyutu
Matriksin dogasi1 (Polarite-yardimc1 ¢oziicii ile matriks arasmdaki bag)
Ortamda hazir bulunan diger ekstrakte edilebilecek maddeler

Numune sartlar1 (nem-yag orani- pH)

vV V V V V

Kapsiillenme orani
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Dinamik faktorler

» Ekstraksiyon zamani

»  Akis hizi

» Ekstraksiyon hiicresi (boyut-geometri-bosluk hacmi-karisim)
Ornek Hazirlanmas1

» Reaktifin, ¢oziiciilerin, sivilarin eklenmesi

» Katilarin eklenmesi seklinde belirtilebilir.

2.3.3. Subkritik Su Ekstraksiyonu

Su yapisal oOzellikleri, yiiksek hidrojen bagli yapisi, molekiil agirligindan
beklenmeyecek diizeyde yiliksek kaynama noktasma sahip olusu, yliksek dielektrik sabiti ve
polaritesi ile ¢ok 6zel bir solventtir.

Subkritik su ekstraksiyonu, yeni bir teknik olup basing altinda 100-374 °C sicaklik
degerleri arasindaki sartlarda ¢alisir. Sub kritik su, 100-374 °C arasindaki sicaklik araliginda,
basing altindaki sivi su demektir. Ekstraksiyonu yapilacak maddenin maksimum verim ile
elde edilmesi i¢in basing ve sicakliklar degistirilerek optimum sartlar belirlenir. Kritik sicaklik
noktasina ulasilmadan dahi ekstraksiyon verimi siiperkritik akiskan veya ¢oOziicii
ekstraksiyonu verimine esdeger bulunmustur. Dolayisiyla sub kritik su ile ekstraksiyon,
stiperkritik akiskan ekstraksiyonuna ve ¢Oziicii ekstraksiyonuna alternatif olarak gelismeye
baslamugtir. Subkritik su kullanmanin bir¢ok avantajli yonleri vardir. Bunlardan; ¢evre dostu,
cok ucuz, kolay bulunur olmasi, toksik olmamasi ve organik atik birakmamas1 gibi 6zellikler
sayilabilir.

Yiiksek basing ve sicaklik altinda suyun fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinde 6zellikle
de dielektrik sabitinde (€) carpict degisiklikler meydana gelmektedir. Oda sicakligi ve
atmosfer basinci kosullarinda suyun dielektrik sabiti €=78 dir. 300 °C ve 23 Mpa basingta bu
deger €= 21 olur. Dielektrik sabiti 25 °C ve atmosfer basincinda etanol igin €=24, aseton i¢in
€=20.7 ve metanol i¢in €=23 diir. Bunun anlami, yiiksek basin¢ ve sicaklik kosullarinda
suyun polaritesi ciddi sekilde diismektedir ve ekstraksiyon isleminde etanol, aseton, metanol
gibi davranabilmektedir. Bu sayede su orta polar-diisiik polar bilesenlerin ekstraksiyonu
isleminde organik solventler yerine kullanilabilir.

Sonug olarak siiper 1sitilmis su, 6zellikle aromatik bilesikler gibi polarizlenebilen ya

da bazi polar gruplara sahip biiylik organik bilesikler i¢in iyi bir ¢oziiciidiir. Son yillarda
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yapilan c¢alismalarda poliaromatik hidrokarbon, poliklorlu bifeniller ile bitki ve gida
orneklerinden pek ¢ok kimyasal bilesigin ekstraksiyonlart miimkiindiir. Bunun yaninda
fraksiyonlama ve kromatografik uygulamalar1 da yapilmaktadwr. Naphthalene ve
benz(e)pyrene gibi poliaromatik hidrokarbonlarin ve bazi pestisitlerin siiper 1sitilmis sudaki
¢oziiniirliikleri incelenmis ve 100 °C 'den 374 °C 'ye kadar bir artista, ¢oziiniirliklerinde 10°
kat civarinda bir artis gozlenmistir ve bu mitkemmel bir sonugtur.

Stiper 1sitilmis suyun, bugiin kullanilmakta olan organik solventlere bir alternatif
olarak, organik bilesik proseslerin de kullanilmasi giin gectikce yayginlasmaktadir. Elde
edilen iirlinde organik atik yoktur, kirlilik c¢aligmalarinda avantajlar1 goézlenmistir ve

cevrecidir [92,94].

2.4 ANTIOKSIDANLAR

Geleneksel tanim olarak antioksidan oksidasyona karsi koruyan, oksijen ya da
peroksitlerle ilerleyen reaksiyonlari engelleyen maddelerdir. Bu maddelerin ¢ogu cesitli
iirtinlerde koruyucu olarak kullanilmaktadir. Daha biyolojik olarak ise antioksidan madde,
havanin oksijeni ile bozulan iiriinlere ilave edilerek bu bozulmay1 engelleyen veya geciktiren
sentetik veya dogal madde olarak tanimlanmaktadir. Gida endiistrisinde antioksidanlar genis
bir alana sahiptir. Oksijen ve nitrojen gibi reaktif tiirlerin insanlardaki normal fizyolojik
fonksiyonlar1 {izerindeki ters etkilerini olduk¢a Onemli bir sekilde azaltan diyetsel
antioksidanlardan, yaglarin bozunmasini engelleyen maddeler igeren antioksidanlara kadar

genis bir kullanima sahiptirler [75].

Antioksidanlarin Oykiisli serbest radikallerle baslamaktadir. Serbest radikaller ve
reaktif karakterli maddeler ile bu maddeleri {ireten tiim faktorler “oksidan” veya “prooksidan”
olarak tanimlanmaktadir [76]. Serbest radikaller ve oksidanlar ise s6yle tanimlanmaktadir; dig
orbitallerinde bir ya da daha fazla eslesmemis elektron bulunan, kisa 6miirlii, reaktif atom
veya molekiillerdir. Serbest radikaller, radikal olmayan bir atom veya molekiilden bir elektron
cikmasiyla veya radikal olmayan bir atom veya molekiile bir elektron ilavesiyle olusurlar
[77]. Hiicre i¢i ortamda olusan serbest radikaller, 6nemli hiicresel yap1 ve bilesiklere etki
ederler. Proteinler ve DNA, hiicrede zarar goren onemli hedeflerden bazilaridir. Biyolojik

sistemlerde, serbest radikalin saldiracagi diger bir hedef de hiicre membranindaki lipitlerdir
[78].
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Antioksidanlar etkilerini; serbest radikal olusumunu engellemesi (baslatici reaktif
tiirevleri uzaklastiric1 etki, oksijeni uzaklastirict veya konsantrasyon azaltici etki, katalitik
metal iyonlarmi uzaklastirict etki) ve olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi
(toplayic1 etki, bastirict etki, onarict etki, zincir kiric1 etki) olmak tizere iki sekilde
gostermektedirler [79].

Antioksidanlarin etki mekanizmasi basit¢e asagidaki gibidir.
Baglama: ROO" + AH — ROOH + A

Gelisme: ROO™ + A" — ROOA

Sonlanma: A" + A’ — A-A

Antioksidanlar hidrojen atomu verme kabiliyetine sahip kimyasal bilesenlerdir.
Antioksidanlarin molekiil yapis1 sadece hidrojen atomu verme agisindan degil, ayn1 zamanda
radikalleri diisiik reaktiviteli hale getirip lipitler ile reaksiyona girmesini engellemesi

acisindan olduk¢a uygundur [80].

[ ANTIOKSIDANLAR ]

! |

ENZIMATIK ENZIMATIK OLMAYAN
ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR

50D, Katalaz. 35H-Px
Glutatyon Redlktaz

Mineraler == Organosilfir Bilegikleri

Cinka, Selanyum Allium, Allil Sdifit, Indoller

—= Karotencidler

Vitaminler ——] .
Vitamin A Vitarmin C. Bata-Karmotan, Likopen,
Vitamin E, Vitamin K Lutein

Digiik Molekiler ~| . Anticksidan

Agirhikh Antioksidanlar Kofaktérler

Glutatyon, Urik Asit, Kosnzim ..

POLIFENOLLER —-— |

Flavonoidler . » Fenolik Asitler
+ L + Hidroksi-benzoik Asit
. Gallik Azit, Ellagik Asit
Flavanonlar Flavanlar Isoflavanoidler - }
Hesperitin Krisin Genistein
. L Flavanollar Hidroksi-sinnamik asit
Flavonollar Antosiyanidinler Katasin EGCG. Furadik. o-kumarik

Quercatin, Kaampfarol  Siyvanidin, Pelagonidin

Sekil 2.19. Antioksidanlarin smiflandirilmasi [81].
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Antioksidanlar mekanizmalaria gore genel olarak 2 sinifa ayrilirlar. Bunlardan birinci
simif olan “Birincil Antioksidanlar”; radikallerle reaksiyona girerek bunlarin daha zararh
formlara donlismesini ve yeni serbest radikal olusumunu Onleyen bilesiklerdir (katalaz,
peroksidaz, transferin v.b). ikinci grup olan “ikincil Antioksidanlar” ise; oksijen radikalini
yakalayan ve radikal zincir reaksiyonlarmi kiran bilesiklerdir (askorbik asit, E vitamini,

polifenoller) [79].

2.4.1 Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler bitkilerde bulunan en genis ve en yaygin gruplardan biridir. Fenolik
bilesikler kimyasal yapist olarak en az bir hidroksil grubu (OH) ile bir benzen halkasi veya
bunun fonksiyonel gruplarini igeren aromatik halkadan olusmuslardir. Buna gére fenolik
bilesiklerin en basit sekli bir tane hidroksil grubu igeren benzen (hidroksibenzen) yani
‘fenol’diir. Baska bir deyisle fenolik maddeler; genellikle bir veya birden fazla hidroksil grup
iceren bir aromatik halkaya sahip, farkli yap1 ve fonksiyonlardaki metabolitlerdir [78].

Fenolik maddeler, bitkilerde homojen olarak dagilmamaktadir. Suda ¢6ziinmeyen
fenolik maddeler hiicre duvarmin bileseni iken, suda ¢oziinenler bitki hiicresinin i¢inde yer
alirlar. Bitkisel dokuda bitkinin dis tabakasi i¢ tabakadan daha fazla fenolik madde
icermektedir. Lignin ve hidroksi sinnamik asitler gibi hiicre duvarinda bulunanlar, ¢esitli
hiicresel bilesenlerle baglantilidir. Bu maddeler; hiicre duvarinin mekanik giiciine katkida
bulunur ve bitki gelisiminde diizenleyici rol oynarlar [78]. Besinsel fonksiyonu olmamasina
ragmen gidalardaki fenoliklerin saglik iizerine olumlu etkileri vardir. Flavonoidler ve diger
bitki fenolikleri yiiksek redoks potansiyelleri ile onemli antioksidanlardir. Fenolik bilesiklerin
antioksidan etkileri serbest radikalleri baglamalari, metallerle selat olusturmalari, bazi
enzimleri inaktive etmeleriyle a¢iklanmaktadir [82].

En basit fenolik bilesik olan ‘fenol’den diger tiim fenolik bilesikler tiiremistir. Fenolik
bilesiklerin molekiilindeki yer degisiklikleri sonucu bu bilesiklerin farkli tiirevleri
olugmaktadir. Sonug olarak tiim fenolik bilesikler, bir hidroksil kokii ve bir benzen halkasina
farkli organik gruplarm eklenmesi ile olugsmaktadirlar. Fenolik bilesiklerin sayilarmin ¢ok
fazla ve yapilarmin karmasik olmasi, bunlardan bazilarmin tanimlanamamasma neden
olmustur. Gida bileseni olarak fenolik bilesikler; insan saglig1 acisindan islevleri, tat ve koku
olusumundaki etkileri renk olusumu ve degisimine katilmalari, antimikrobiyal ve antioksidatif

etki gostermeleri, enzim inhibisyonuna neden olmalar1 gibi birgok a¢idan 6nem tagirlar [81].
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2.4.2 Polifenoller

Polifenoller; bitki diinyasmnin biiyiik bir kisminda mevcut olan, fitokimyasallarin en
genis flavonoitleri, fenolik asitleri ve fenolik polimerleri igerir. Polifenoller giiglii
antioksidanlardir ve aktiviteleri kimyasal yapilarma baghdir. Bitki polifenolleri
multifonksiyonel bilesikler olup, indirgeme araci, hidrojen atom-dondr antioksidanlar ve
singlet oksijen sondiiriicii olarak, bazilar1 metal iyonu selatlama &zelliklerine sahip
antioksidanlar olarak davranirlar [83]. Bir polifenoliin antioksidan olarak tarif edilebilmesi
icin iki temel sart1 saglamasi gerekir:

* Okside olabilen substratlara oranla diisiik konsantrasyonlarda bulunduklarinda,
otooksidasyonu veya serbest radikal merkezli oksidasyonu erteleyebilmeli, geciktirebilmeli
veya Onleyebilmelidir [84].

* Siiptirme sonunda olusan radikal, oksidasyon zincir reaksiyonunu kesmekte kararl olmalidir

[85].

2.4.2.1. Fenolik Asitler

Bitkilerde ¢ok miktarda bulunan fenolik asitler, diger ismiyle fenil propanoidler,
hidroksi sinnamik ve hidroksi benzoik asitleri iceren iki gruptan olusur. Fenolik asitlerin
¢ogunu hidroksi sinnamik asitler olusturur [86]. L-fenil alanin veya L-tirosinden ferulik,
p-kumarik, kafeik, sinapik ve klorojenik asit meydana gelir. Yapilarindaki -CH=CH-COOH
gruplarinin varligi, hidrojen verebilme yeteneklerini arttirmakla birlikte benzoik asitlere gore
radikalleri daha kararli hale getirebilirler. Benzoatlardan daha etkilidirler. Hidroksi benzoik
asitler yapilarmdaki hidroksi ve metoksi gruplarmin yerlesimi ve sayilarina gore g¢esitlenirler.
Bunlardan birkag1; gallik asit, vanilik asit, siringik asit, resorsilik, protokatesuik asittir. Mono
hidroksi benzoatlar etkili hidroksil radikal siipiiriiciilerdir ¢ilinkii hidroksillenmeye ve hidroksil
radikallere yiiksek reaktivite gostermeye egilimlidirler. Fenolik halka ile karboksilat grubu
arasina metilen grubu girmesiyle olusan fenil asetik asitlerde orto ve meta hidroksi tiirevleri 1
mM’a yakin antioksidan aktivite gosterirler. Dihidroksi benzoik asit tiirevlerinin antioksidan
aktiviteleri hidroksil gruplarinin pozisyonlarmma bagli olup, o-p pozisyonlarinda aktivite

yiiksek olurken, meta ve para pozisyonlara sahip olanlarda aktivite diiser [83].
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Sekil 2.20. Bazi fenolik asitler

2.5. BENZER CALISMALAR

Gianni ve ark. Onosma echioides L.’nin koklerinindeki alkannin/shikonin karigim
miktarlarmi aragtrmislardir. Mayis 2006°da italya’nin  Marche, Umbria, ve Abruzzo
bolgesinden topladiklar1 O. echioides’in koklerini Soxhlet ekstraksiyonu, maserasyon ve
hizlandirilmig kat1 stvi dinamik ekstraksiyon yontemleriyle, hekzan, petrol eteri, kloroform,
etil asetat ve metanol ¢Oziiclilerini kullanarak ekstrakte etmislerdir. En etkili ekstraksiyon
tekniginin 6 saat siiresince ¢oziici olarak etil asetat kullanildigi Soxhlet ekstraksiyonu
oldugunu belirtmiglerdir. O. echioides orneklerinin  0,02-0,24 mg/kg oraninda

alkannin/shikonin igerdigini tespit etmislerdir [95].

39



Demir A. 2015. Onosma halophila’nin Farkli Ekstraksiyon Yontemleri ile Ekstraksiyonu ve Ekstraksiyon Verimlerinin Karsilagtirilmast,

Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi.

I. H. Akgun ve ark. Antalya, Tiirkiye’den topladiklar1 Alkanna tinctoria’nin koklerini
stiperkritik karbondioksit ekstraksiyon metoduyla ekstrakte etmislerdir. A. tinctoria
bitkisinden ilk olarak alkannin tiirevlerini siiperkiritik karbondioksit ekstraksiyonu ile
ekstrakte etmigler daha sonra alkannin tiirevlerini alkali hidrolizi yapmislardir. Optimum
kosullar1 80 °C, 175 bar, 5g/min CO; olarak belirleyerek, en yiiksek toplam alkannin verimini
% 1,47 olarak tespit etmislerdir [96].

Miige Pilavtepe I. H. Akgun ve ark. 2006, 2007 yillarinda Antalya, Denizli, Aydin ve
Malatya’dan topladiklar1 Alkanna tiirlerini (A. tinctoria, A. tubulosa, A. anatolica, A.
hirsutissima) n-hekzan ile ultrasonik ekstraksiyon metodu ve siiperkritik karbondioksit
ekstraksiyon (80 °C, 175 bar, 5g/min CO; kosullarinda) metoduyla ekstarkte etmisler ve daha
sonra ckstrakte edilen alkannin tiirevlerini alkali hidrolizi yapmuslardir. A. tubulosa, A.
anatolica, A. hirsutissima tiirlerinin toplam alkannin verimlerini siiperkritik karbondioksit ile
% 0,01, hekzan ekstraksiyonu ile % 0,02, A. tinctoria tiirii i¢in stiperkritik karbondioksit ile
% 1,47, hekzan ekstraksiyonu ile % 1,24 olarak belirlemislerdir. Ayrica siiperkritik
karbondioksit ekstrasksiyonu, solvent ekstraksiyonu (n-hekzan) ve stiperkritik karbondioksit
ekstraksiyonu sonucu alkali hidrolizi yapilan ekstraklarin toplam fenolik madde igeriklerini

belirlemislerdir. Sonuglar1 asagidaki sekilde gosterildigi gibi tespit etmislerdir [97].

Samples Total phenol values (mgGAE/g extract) £ SEM

A. tinctaria A. tubulosa A, hirsutissima A anarolia
SFE M5+ 275 5811 122 £ 0.5 10,0 = 0.5
Alkannin-5FE 6863 = 158 3931£30 56.6 = 7.6 58.1 =53
Alkannin-hexane E301 £ R4 e Li23 132+ 67 /I B

Khaled Tawaha ve ark. Urdiin bdlgesinden topladiklar1 Boraginaceae ailesine ait
Onosma gigantea Lam, Anchusa italica Retz. tiirlerini 80 °C’de ultra saf su ve 37 °C’de
% 80’lik metanol ile ekstrakte etmisler ve Folin—Ciocalteu kolorometrik metot ile toplam
fenollik madde miktarlarmni belirlemisleridr. Anchusa italica tiiriiniin toplam fenolik madde
miktarlarmi ultra saf su ekstrakti icin 6.8+1.9 mg GAE/g kuru agirlik, metanol ekstrakt1 i¢in
6.1£0.3 mg GAE/g kuru agirlik; O. gigantea tiiriiniin toplam fenolik madde miktarlarmni ultra
saf su ekstrakt: i¢in 4.3+2.0 mg GAE/g kuru agirlik, metanol ekstrakt: i¢in 4.6 = 0.2 mg
GAE/g kuru agirlik olarak bulmusglardir [98].

Slawomir Dresler ve ark. Echium vulgare L. ve Echium russicum J.F. Gmel. tiirii
bitkilerinin koklerinden shikonini kapiler alan elektroforez (An Agilent 7100- UV-VIS, DAD
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dedektor) yontemiyle tayin etmislerdir. Toplam shikonin igerigi E. vulgare tiiri i¢in 4.8
mg/kg kuru metaryal ve E. russicum tiirii igin 4 mg/kg kuru metaryal olarak tespit etmislerdir
[99].

Yani Hu, Zhihong Jiang ve ark. Cin’in Mainland bolgesinden topladiklari
Boraginaceae ailesine ait Arnebia euchroma (Royle) Johnston., A. guttata Bunge,
Lithospermum erythrorhizon Sieb. et Zucc., Onosma paniculata Bur. et Franch., O. exsertum
Hemsl., O. conferta W.W. Smith, O. hookerii Clarke var. longiflorum Duthie, O. hookerii
Clarke and O. waltonii Duthic .tiirlerinin koklerini metanol igerisinde 60 dakika siiresince
ultrasonik ekstraksiyon yontemi kullanarak ekstrakte etmisler ve HPLC- DAD ile toplam

shikonin miktarlarini belirlemislerdir.

Boraginaceae tiirleri Shikonin (mg/g)
Arnebia euchroma 1.52 £ 004

A. guttata 0.078 £ 0.002

O. waltonii 0.322 +£003

O. hookerii 0.0393 £0.01

O. hookerii Clarke var. longiflorum Duthie | 0.0109 + 0.001
Onosma paniculata 0.0567 £ 0.004

O. exserta 0.00718 = 0.001
O. conferta 0.000551 + 0.0004
Lithospermum erythrorhizon 0.472 +0.0002

Bu tiirlerden ekstrakte ettikleri shikonin miktarlar1 yukaridaki grafiktedir [100].

Cengiz Sarikiirkcii Alkanna tinctoria L tiiriinii Mugla Universitesi yerleskesi ormanlik
alan igerisinden toplayarak toprak tistii kismini n-heksan, etil asetat, metanol, su ile ekstrakte
etmis ve ekstraklarn toplam fenolik iceriklerini sirasiyla 26.16+0.94, 63.54+1.68,
58.56+0.46, 110.46+0.31 ng GAE/mg 6ziit olarak tespit etmistir [101].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL
Onosma halophila ’dan Soxhlet ekstraksiyonu, subkritik su ekstraksiyonu ve siiperkritik
karbondioksit ekstraksiyonu ile shikonin elde edilmesinde kullanilan kimyasal maddelerin ne

amagla kullanildigi, nereden temin edildigi ve saflik dereceleri asagida belirtilmistir.

3.1.1.Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

Metanol (CH3;OH): Kromatografik analizler ig¢in HPLC’de mobil faz olarak, Soxhlet
ekstraksiyonunda ¢Oziicii olarak ve siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu sonucunda
ekstraktrlarin toplanmasinda kullanilmistir. Merck® firmasindan (CAS-No: 67-56-1) temin
edilmistir. % 99 safliktadir.

Kloroform: Alkali hidrolizi sonrasi shikoninin oraganik faza alinmasinda kullanilmistir.

Merck® firmasindan (Cas-No )temin edilmistir. % 99 safliktadur.

Etil Asetat (C4HsO,): Soxhlet ekstraksiyonunda ¢oziicii olarak kullanilmustir. Merck®
firmasindan (CAS-No: 141-78-6) temin edilmistir. % 99 safliktadir.

n-Hekzan (CgHi4): Soxhlet ekstraksiyonunda ¢oziicii olarak kullanilmistir. Merck®
firmasindan (CAS-No: 110-54-3) temin edilmistir. % 99 safliktadur.

Karbondioksit (CO,): Siiperkritik karbondioksit ortamini saglamak amaciyla ekstraksiyon
hiicresinde kullanilmistir. BOS (Linde Gaz) firmasindan temin edilmis olup % 99 safliktadir.

Susuz Sodyum siilfat (Na;SO,):Alkali hidrolizi sonrasi organik faza aliman numunelerden
suyun uzaklastirilmasi i¢in kullanilmistir. J.T.Baker firmasindan (Cas-No0:7757-8206) temin

edilmistir.

Sodyum Hidroksit (NaOH): Ekstraklarm alkali hidrolizi icin kullanilmistr. Merck®
firmasindan (CAS-No: 1310-73-2) temin edilmistir

42



Demir A. 2015. Onosma halophila’nin Farkli Ekstraksiyon Yontemleri ile Ekstraksiyonu ve Ekstraksiyon Verimlerinin Karsilagtirilmast,

Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi.

Siilfiirik Asit (H,SO,): Alkali hidrolizi sonrasi 6rnek numunelerin asitlendirilmesi igin
kullanilmistir. Merck® firmasimndan (CAS-No: 7664-93-9) temin edilmis olup % 95-97
safliktadir.

Shikonin (C15H1505):
Ekstrakte edilen shikonin i¢in standart madde olarak kullanilmistir. Merck® firmasindan

(CAS-No: 517-89-5) temin edilmistir.

Gallik asit:
Toplam fenolik madde miktar: tayini i¢in standart madde olarak kullanilmistir. Sigma-Aldrich

firmasindan (CAS-NO: 149-91-7) temin edilmistir.

Folin reaktifi (Folin-Ciocalteu’s phenol reagent):

Toplam fenolik madde miktari tayini i¢in kullantlmistir. Merck® firmasindan temin edilmistir.

Sodyum karbonat (Na,COs):
Toplam fenolik madde miktar1 tayininde kullanilmistir. Merck® firmasindan (CAS No: 497-

19-8) temin edilmistir.

Naylon Membran Filtre:
Numunelerin HPLC analizinden once filtrelenmesi isleminde kullanilmistir. Whatman

firmasindan temin edilmistir ve 0.45 um goézenek boyutundadir.

Deniz kumu:
Ekstraksiyon hiicresinde bitki ile frit arasina tampon olarak kullanilmistir. Partikiil boyutu

0.1-0.3 mm arasinda degismektedir, Merck® firmasindan temin edilmistir.
Rotary Evaporatorii:

Soxhlet ekstraksiyonu sonucu, ¢oziicliniin uzaklastirilmasi isleminde kullanilmistir. Heidolph

marka doner buharlastiric1 kullanilmistir.
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Terazi:

Bitkinin tartim islemleri Metler-Toledo analitik terazi ile yapilmistir.

Soxhlet Aparati:

Soxhlet ekstraksiyonu igin 45/40 boyutunda SH labware marka aparat kullanilmistir.

Seliilozik Yiiksiik:
Soxhlet ekstraksiyonunda 28x80 mm boyutunda seliilozik kagit kullanilmistir. Macherey-

Nagel firmasindan temin edilmistir.

Havan:

Bitkinin toz haline getirilmesi isleminde kullanilmistir. Doga Lmt. S$ti.’den temin edilmistir.

Molekiiler elek:
Bitkinin 1 mm partikiil boyutlarina getirilmesi i¢in RETSCH marka elek kullanilmistir.

Ultra Saf Su:
Subkritik su ekstraksiyon deneyleri ve toplam fenolik madde miktar1 deneylerinde 18 MQ’luk
ultra saf su kullanilmistir. 18 MQ’luk ultra saf su Merck® marka millipore model cihazdan

temin edilmistir.

Yiiksek Basin¢ Siringa Pompa Sistemi:

Stiperkritik karbondioksit ekstraksiyon ve subkritik su ekstraksiyon deneyleri
Teledyne ISCO 260 D yiiksek basing siringa pompa sistemi kullanilarak yapilmistir. Sistem
yilksek basing saglayabilme oOzelligine sahip iki sirmga pompa ve kontrol iinitesinden
meydana gelmektedir. Her bir pompa 266 mL i¢ hacme sahip olup, pompalar ayr1 ayri
kullanildiginda 0.001-107 ml/dk, ayn1 anda iki pompa kullanildiginda ise (dual mode) 0.001—
80 ml/dk, arahiginda akis saglayabilmektedirler. Pompa sistemi ile 0-517 bar basing
uygulanabilmektedir. Pompa sisteminde A pompasma CO; girisi B pompasina da H20 girisi
bulunmaktadir. Sistem Teknosem TF R400 firin ile birlestirilmistir.

Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC):

Calismalar esnasinda kullanilan HPLC cihazi, diode array dedektorlic Agilent
Technologies 1200 Series model bir yiiksek performansli sivi kromatografi (HPLC) cihazidir.

44



Demir A. 2015. Onosma halophila’nin Farkli Ekstraksiyon Yontemleri ile Ekstraksiyonu ve Ekstraksiyon Verimlerinin Karsilagtirilmast,

Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi.

Analizler ACE marka 25 cm’lik C18 (boyutlar 250x4,6 mm id) model kolon ile
gerceklestirilmistir. Analizlerde kullanilan HPLC sistemi bir pompa, bir enjeksiyon, bir kolon,

bir dedektor ve bir kaydediciden olugsmaktadir

UV-VIS Spektrofotmetre:
Toplam fenolik madde miktar: tayini i¢in Shimodzu 1700 model spektrofotometre

kullanilmastir.

3.2. YONTEM

Onosma halophila bitkisinin kokleri, Soxhlet ekstraksiyonu, subkritik su ekstraksiyonu ve
stiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu metodu ile ekstrakte edilmis ve elde edilen shikonin
ekstraksiyon verimleri karsilastirilmistir. Ekstraksiyon calismalarini alt1 bashk altinda
belirtilebilir.

I.  Onosma halophila ‘nin toplanmasi ve ekstraksiyona hazir hale getirilmesi
ii.  Ekstraksiyon sartlarinin belirlenmesi
iii.  Farkli ekstraksiyon metotlarinin uygulanmasi
a. Soxhlet Ekstraksiyonu
b. Siiperkiritik CO, ekstraksiyonu
c. Subkritik su ekstraksiyonu
iv.  Alkali hidrolizi
V.  Toplam fenolik madde tayini ( Folin Yontemi)

vi.  Ekstraksiyon Uriinlerinin Karektarizasyonu

3.2.1. Onosma halophila’ nin Toplanmasi

Onosma halophila'nm kokleri Haziran-Temmuz 2013 tarihlerinde Aksaray, iskil-
Cihanbeyli 2 km tuzcul alanlarda Tezin es danismani olan Dog. Dr. Riza Binzet tarafindan
toplanmistir. Toplanan kokler giin 15181 almayacak sekilde tamamen kuruyuncaya kadar acgik
alanda yaklasik 1 ay bekletilmistir. Kuruyan kokler havanda ezilerek toz haline getirilmistir.
Toz haline getirilen 6rnekler 1 mm tanecik boyutlu molekiiler elekten ge¢irilerek ekstraksiyon

islemlerine hazir hale getirilmistir.
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3.2.2. Ekstraksiyon Sartlarmin Belirlenmesi

O. halophila’nin koklerinden siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu ile shikonin
ekstrakte edilmesi i¢in optimum ekstraksiyon sartlari belirlenmistir. Ekstraksiyon verimi
tizerine etki eden parametreler arastirilmistir. Sicaklik, basing, statik ve dinamik ekstraksiyon
stiresi, dinamik ekstraksiyon esnasinda karbondioksit akis hizi, numunenin partikiil boyutu,
yontemleri belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda siiperkritik karbondioksit ortaminda
gerceklestirilecek deneylerde ekstraksiyon sicakliginin 60, 70 ve 80 'C, basincinin 100, 175
ve 250 bar, 30 dakika statik ve 30 dakika dinamik ekstraksiyon siirelerinde, 0.5 ml/dk
karbondioksit akis hizinda, 1 mm partikiil boyutunda Ornekler kullanilmasma karar
verilmistir.

Klasik ¢oziicii ekstraksiyonu (Soxhlet) ile yapilacak deneylerde metanol, hekzan ve
etil asetattin ¢oziicii olarak kullanilmasina, ekstraksiyon siiresinin 6 saat olmasina, 1 mm
partikiil boyutunda 6rnekler kullanilmasina karar verilmistir.

Subkritik su ekstraksiyon deneylerinde ekstraksiyon sicakliklarinin 110, 120 ve 130
OC, basincin da 50 bar, 30 dakika statik ve 30 dakika dinamik ekstraksiyon siirelerinde, 0.5
ml/dk karbondioksit akis hizinda, 1 mm partikiil boyutunda 6rnekler kullanilmasina karar

verilmistir.
3.2.3. Farkli Ekstraksiyon Metotlarini Kullanilmasi
3.2.3.1.Soxhlet Ekstraksiyonu

O. halophila 'min kokleri Soxhlet cihazi kullanilarak ekstrakte edilmistir. 1 mm tanecik
boyutundaki 6rnekten 5 gr alinmis daha sonra bu 6rnek Sekil 3.1’de goriildiigii gibi Soxhlet
aparatma yerlestirilen seliilozik yap1 (yliksiik) igine konularak 6 saat boyunca metanol, etil
asetat ve n-hekzan ¢oziiciileri ile ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon islemi her ¢6ziicii i¢in licer
kez tekrarlanmistir. Ekstraksiyon sonrasi ¢oziiciiler rotary evaparator ile uzaklastirilmistir.
Daha sonra ekstraktlar alkali hidrolizi i¢in metanol ile ¢oziilmiistiir. Soxhlet ekstraksiyonunda

kullanilan ¢oziiciiler ve fiziksel dzellikleri Cizelge 3.1°de belirtilmistir.
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Sekil 3.1. Soxhlet Ekstraksiyon Diizenegi

Cizelge 3.1. Siiperkritik karbondioksit, Soxhlet ekstraksiyonda kullanilan c¢oziiciiler ve

fiziksel 6zellikleri

Cozici Dielektirik Kaynama Molekiil Molekiil Yogunluk
sabiti noktasi/ C formiili agirhig (g/cm?)

(g/mol)

Metanol 32.6 65 CH3OH 32.04 0.791

Etil asetat 6.02 77 C4HgO2 88.10 0.89

Hekzan 1.9 68.9 CeH14 86.18 0.658
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3.2.3.2. Stiperkritik Karbondioksit Ekstraksiyonu

Stiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu 250 mm x 4.6 mm (Agilent) ekstraksiyon
hiicresinde ISCO 260 D yiiksek basing pompasi kullanilarak 60, 70 ve 80 "C sicakliklarda
100, 175, 250 bar basinglarda, gergeklestirilmistir. Ekstrakte edilecek bitkinin kdk kisimlari
¢ozlici madde etkilesimini arttirmak amaciyla havan kullanilarak belirli boyutlara
getirildikten sonra 1 mm’lik elekten gecirilmistir. Ekstraksiyona hazir hale getirilen bitkiden
1.2 gram tartilarak deniz kumu ile karistirildiktan sonra ekstraksiyon kolonu igerisine sabit bir
yatak olusturacak sekilde yerlestirilmistir. Kolon SC-CO; ile basinglandirilmis ve 30 dakika
beklenmistir (statik ekstraksiyon). Daha sonra kolondan belli basingta ve akis hizinda 30
dakika boyunca SC-CO, gegirilmistir (dinamik ekstraksiyon). Kolon g¢ikisinda basmcin
diistiriilmesiyle ¢ozme giiciinii kaybeden SC-CO; ve i¢cinde ¢oziinmiis olan kat1 birbirinden
ayrilmigtir.

Ekstraksiyon deneyleri 30 dakika statik ve 30 dakika dinamik ekstraksiyon siirelerinde
0.5 ml/dk CO; akis hizinda gergeklestirilmistir. Dinamik ekstraksiyon siiresince ekstraksiyon
tiriinleri 6 mL metanol i¢erisine alinarak alkali hidrolizine hazir hale getirilmistir. Sekil 3.2°de

siiperkritik karbondioksit ekstraksiyon sisteminin sematik yapisi gosterilmistir.

—

Pump 2 Ultra Pure Water(1802)

Sekil 3.2. Siiperkritik karbondioksit ve subkritik su ekstraksiyon sisteminin sematik gosterimi
[94].
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3.2.3 Subkritik Su Ekstraksiyonu

Subkritik su ekstraksiyonu 250 mm % 4.6 mm (Agilent) ekstraksiyon hiicresinde ISCO
260 D yiiksek basing pompasi kullanilarak 110, 120 ve 130 "C sicakliklarda 50 bar basingda,
gerceklestirilmistir. Ekstrakte edilecek bitkinin kok kisimlar1 ¢oziicii madde etkilesimini
arttirmak amaciyla havan kullanilarak belirli boyutlara getirildikten sonra 1 mm’lik elekten
gecirilmigtir. Ekstraksiyona hazir hale getirilen bitkiden 1 gram tartilarak deniz kumu ile
karstirildiktan sonra ekstraksiyon kolonu igerisine sabit bir yatak olusturacak sekilde
yerlestirilmistir. Kolon subkritik su ile basinglandirilmis ve 30 dakika beklenmistir (statik
ekstraksiyon). Daha sonra kolondan belli basingta ve akis hizinda 30 dakika boyunca subkritik
su gecirilmistir (dinamik ekstraksiyon). Kolon ¢ikisinda ekstrakt ve subkritik su numune
kabina toplanmistir. Alkali hidrolizi i¢in subkritik su numuneden evaparatér yardimiyla
uzaklastirilmis ve numune 5 ml metanol igerisinde ¢oziilmiistiir. Sekil 3.2°de subkritik su

ekstraksiyon sisteminin sematik yapisi gosterilmistir.
3.2.4. Alkali Hidrolizi

Toplam shikonin miktarim1 belirlemek i¢in, siiperkritik CO, ekstraksiyonunu iceren
ornek ¢ozeltileri 6 ml metonol i¢erisinde ¢6ziilmiistiir. Subkritik su ekstraksiyonunu sonunda
orneklerden subkritik su rotary evaparator yardimiyla tamamen buharlastirilmis ve ekstraktlar
5 ml metanolde ¢oziilmiistiir. Soxhlet ekstraksiyonunu igeren 6rnekler ise ml‘ sinde 2 mg
konsantrasyonda ekstrakt olacak sekilde metanolde ¢oziilmiistiir. Bu Orneklerden 1 ml
alinarak 30 ml 1 M NaOH ¢ozeltisiyle 6 saat boyunca alkali hidrolizi yapilmistir. Hidroliz
ornekleri 2 M H,SO, ile asitlendirilmistir. Daha sonra ekstraktlar renksizlesinceye kadar
kloform ile muamele edilmistir. Kloroform fazi susuz Na,SO, ile kurutulmustur ve organik
faz rotary evaparator ile buharlastirilmistir. Buharlastirilan 6rnekler HPLC analizi i¢in 5 ml

HPLC grade metonol ile ¢oziilmiistiir.

49



Demir A. 2015. Onosma halophila’nin Farkli Ekstraksiyon Yontemleri ile Ekstraksiyonu ve Ekstraksiyon Verimlerinin Karsilastirilmast,

Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi.

(@) (b)

Sekil 3.3. (a) Ornek numunenin alkali hidrolizi sirasindaki griiniimii, (b) Alkali hidrolizi

sonras1 6rnegin asitle muamele edildikten sonraki goriiniimii

3.2.5.Toplam Fenolik Madde Tayini ( Folin Y6ntemi)

10 g gallik asit balon jojede ultrasonik banyoda 10 ml metanol i¢inde ¢oziilerek, distile
su ile 100 mI’ye tamamlanmistir (stok c¢ozelti). Stok cozeltiden degisik konsantrasyonlarda
standartlar hazirlanarak Folin Ciocalteu yontemi [87] uygulanmustir. Her bir ekstrakt i¢in ti¢
tekrar yapilmistir.

Ekstraklar icindeki toplam fenol miktarlar1 gallik asite esdeger olarak Folin Ciocalteau
yontemi [87] kullanilarak, kolorimetrik olarak tayin edilmistir. Sohlet ekstraksiyonu,
stiperkritik karbondioksit ve subkritik su ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstraktlardan 50
pl numune alinarak deney tiipiine konmus, tizerine 450 pl distile su, 2.5 ml Folin Ciocalteau
reaktifi eklenerek iyice karistirilmustir. 5 dakika bekletilerek {izerine 2 ml % 20’lik Na2CO3
cozeltisi eklenip, tekrar karistirilmistir. Oda sicakliinda 1.5 saat bekletildikten sonra
cozeltilerin absorbans degerleri, spektrofotometrede (Shimadzu UV-1700) 765 nm’de
okunmustur. Toplam fenolik madde miktar1 gallik asite esdeger (mg gallik asit/g kuru bitki)
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olacak sekilde hesaplanmustir. Ug paralel deney yapilarak sonuglar ortalama degerler olarak

verilmistir.

3.2.6. Ekstraksiyon Uriinlerinin Karekterizasyonu

O. halophila'nin  yukarida  belirtilen  metotlar  ile  ekstraksiyonunun
gerceklestirilmesinden sonra elde edilen ekstraktlarin alkali hidrolizi yapilmis ve numuneler 5
ml metanol iginde ¢oziilerek ters-faz sivi kromatografisinde analizi gergeklestirilmistir. Bu
analizler i¢cin Agilent Technologies 1200 Series model bir yiiksek performansh akiskan
kromatografi (HPLC) cihazi kullanilmistir. Shikonin standardi metanolde ¢oziinerek 1-5 mg/L
ve 10-50 mg/L ve 50-200 mg/L araliginda standart ¢ozeltileri hazirlanmis HPLC-DAD’de
250x4,6 mm ¢apinda ve 5 um boyutunda C18 HPLC kolonu kullanilarak, mobil faz; 65:35
metanol-su karisimi, mobil faz akis hizi: 1 ml/dk, dalga boyu: 520 nm’de DAD dedektorii ile
analiz gergeklestirilmistir. Ekstraksiyon deneyleri ve analizler 3 defa tekrarlanmistir.

Shikonin HPLC analizi sonucu ¢izilen kalibrasyon grafikleri ve elde edilen dogru
denklemleri kullanilarak yapilan madde miktar1 tayini yapilmistir. Shikonin HPLC analizi i¢in
cizilen kalibrasyon grafikleri asagida gosterilmistir.

Stiperkritik karbondioksit ve subkritik su ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen
shikonin miktar analizi Sekil 3.4 ve Sekil 3.5°deki kalibrasyon grafikleri yardimiyla
belirlenmistir.

Soxlet ekstraksiyonu ile elde edilen shikonin miktar tayini Sekil 3.6°daki kalibrasyon

grafigi ile belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 TEZIN AMACI

Bu c¢alismada, siiperkritik CO, ekstraksiyon subkritik su ekstraksiyon ve Soxhlet
ekstraksiyon metodlar1 kullanilarak Tirkiyede endemik olarak yetisen O. halophila
bitkisinden shikonin ekstraksiyonu yapilarak, ekstraksiyon verimleri incelenmistir. Ayrica bu
ekstransiyon yontemleri ile elden edilen ekstraklarin toplam fenolik madde igerikleri Folin

yontemiyle belirlenmistir.

4.2 SUPERKRITIK KARBONDIOKSIT EKSTRAKSIYONU

O. halophila’nin kékleri siperkritik karbondioksit ekstraksiyon metodu kullanilarak

ekstrakte edilmistir. Ekstrasiyon verimine sicaklik ve basincin etkisi arastirilmistir.

4.2.1 Sicaklik ve Basmcin Etkisi

Sicaklik ve basing, siiperkritik karbondioksit ile ekstraksiyon isleminde ¢oziiciiniin
¢ozme gilicii lizerine 6nemli etkiler yapan degiskenlerdir [48,88]. Bu degiskenler, ekstraksiyon
islemini farkli yonlerden fakat ayni zamanda birbirleri ile i¢ etkilesimlerde bulunarak
etkilemektedirler. Bu nedenle sicaklik ve basincin verim tiizerine etkilerinin ayri ayri1 ve
ardindan birlikte incelenmesi amaciyla yapilan calismalarda asagidaki sonuglar elde
edilmistir. Siiperkritik bir akigkanin ¢6zme giici o akiskanin yogunluguna bagli olarak
degismektedir. Akiskanin yogunlugun artmasi ile siiperkritik akigskanlarmm ¢6zme giicleri
artmakta ve gazlara gore daha fazla madde c¢ozebilmektedirler. Difiizyon katsayilarinin
artmasi ve viskozitelerinin azalmasi ile siiperkritik akiskanlar, kati1 yapidaki gozeneklerde
gazlar gibi kolayca difiize olabilmekte ve ¢ozme giigleri artmaktadir. Siiperkritik bolgede
yogunluk, sabit sicaklikta basincin diismesiyle ile azalirken, sabit basingta ise sicakligin
azalmasiyla artis gostermektedir. Cizelge 4.1’de sicaklik ve basingla degisen karbondioksit

yogunlugunu gostermektedir [37,89].
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Cizelge 4.1. Sicaklik ve basingla degisen karbondioksit yogunlugu (g/cm?) [120].

Basing (bar) Sicakhik (K) Yogunluk Entalp: Entropi(J.K/mal)
(kg m‘l} (I/mol)
100 308 655 -9234 -62.9
200 308 863 -10751 -69.7
300 308 953 -11147 -72.6
400 308 1013 -11292 -74.5
100 313 368 -B175 -59.5
200 313 LEY -10296 -68.2
300 313 929 -10770 -71.3
400 313 993 -10951 -73.4
100 318 463 -6841 -55.3
200 318 798 -9830 -66.8
300 318 906 -10391 -70.1
400 318 974 -10609 -72.3
100 333 294 -4147 -47.0
200 333 696 -8371 -62.3
300 333 #33 -9237 -66.6
400 333 914 -9579 -69.1

Stiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu ile shikonin ekstrakte edilmesine basmcin
etkisi 60, 70 ve 80 °C sicakliklarda, sicakligin etkisi ise, 100, 175 ve 250 bar basinglarda saf
CO; kullanilarak arastirilmis ve veriler Sekil.4.1 Sekil 4.2 ve Sekil 4.3 Sekil 4.4, Sekil 4.5,
Sekil 4.6°da gosterilmistir.
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Sekil 4.1 60 °C sabit sicaklikta degisen ekstraksiyon basincina bagli olarak mg/g kuru bitki

verimleri

Sabit sicaklikta, siiperkritik bolgede yogunluk, basincin artmasiyla artis gostermekte

ve akiskanin ¢6zme giiciinii arttirmaktadir [88]. Sekil 4.1°de de goriildiigii gibi sicakligin sabit

tutulup basincin artmasi ile elde edilen shikonin miktarinda artig s6zkonusu olmustur.

mg/g kuru bitki 0,049
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Sekil 4.2. 70 °C sabit sicaklikta degigen ekstraksiyon basincina bagl olarak mg/g kuru bitki

verimleri
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Sekil 4.3. 80 °C sabit sicaklikta degisen ekstraksiyon basincina bagli olarak mg/g kuru bitki

verimleri

80 °C sabit sicaklikta basincin artmasi karbodioksit yogunlugunu arttirmakta, ancak
yiiksek yogunluklarda difiizyon katsayisinin azalmasi sonucu kati ile akigskan arasindaki i¢
etkilesimler azalmaktadir [88]. Bu sebeple 80 °C sabit sicaklikta basincin artmasiyla ekstrakte
edilen shikonin miktar1 azalma gostermistir.

Genel olarak bakildig1 zaman sicaklik ve basincin arttirilmasi ile siiperkritik akigkanin
yogunluk, diflizyon katsayis1 ve viskozite gibi fiziksel Ozelliklerinin degismesi sonucu
ekstraksiyon sonunda elde edilen iiriin miktar1 degismektedir. Gergeklestirilen deneyler
sonucunda en yiiksek shikonin miktarinin elde edildigi basing degeri 100 bar olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.4. 100 bar sabit basingta degisen ekstraksiyon sicakligina bagl olarak mg shikonin/g

kuru bitki verimleri
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Sekil 4.5. 175 bar sabit basingta degisen ekstraksiyon sicakligina bagli olarak mg shikonin/g

kuru bitki verimleri
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Sekil 4.6. 250 bar sabit basingta degisen ekstraksiyon sicakligina bagli olarak mg shikonin/g

kuru bitki verimleri

Sekil 4.4 ve Sekil 4.5°de belirtildigi gibi sabit basingta sicakligin arttirilmasi ile
ckstrakte edilen shikonin miktarinda artis sézkonusu olmaktadir. Siiperkritik akiskanlarda
belirtilen sartlarda yogunluk azalirken, diger yandan difiizyon katsayisida artig
gostermektedir. Yiiksek diflizyon katsayisi akiskanlarda hizli kiitle transferi saglamakta ve
bilesiklerin  ekstraksiyonu ve kromatografik uygulamalarina olanak vermektedir.
Gergeklestirilen deneyler sonucunda en yiliksek shikonin miktarimin elde edildigi sicaklik
degeri 80 °C olarak belirlenmistir.

Basing ve sicakligin ayr1 ayri incelenmesi amaciyla yapilan deneylerde elde edilen
sonuglar su sekilde tartigilabilir: Basincin artmasi, siiperkritik CO; yogunlugunun artmasina
neden olmakta, bu da ekstraksiyon islemini iki sekilde etkilemektedir: (1) Siiperkritik
akiskanin ¢6zme giicii artmaktadir. (2) Yiiksek yogunluklarda difiizyon katsayismin azalmasi
sonucu kati ile akiskan arasindaki i¢ etkilesimler azalmaktadir [88]. Bu iki ters etki, basmcin
verim iizerinde daha az etkili olmasina neden olmaktadir. Yiiksek sicaklik ise stiperkritik CO;
yogunlugunu azaltmakta ancak ¢Oziinenin buhar basmcmi artirdigindan  shikoninin
¢cOziiniirliglinti de artirmaktadir. Sicaklik artis1 ile ¢oziiniirliikteki bu artisin, basing etkisiyle
olusan yogunluk artiginin etkisinden daha gii¢lii bir etki olup olmadigi, kullanilan kat1

maddenin yapist ile ilgili oldugu belirtilmektedir [48,90].
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Ayrica yukarida yapilan agiklamalara ek olarak, basing ve sicakligin birlikte etkileri,
su sekilde de aciklanabilmektedir: Siiperkritik akiskanin sicakligindaki bir artig, ¢oziicii
molekiilleri arasindaki uzakligi artirarak, bu molekiiller arasindaki i¢ etkilesimleri
azaltmaktadir. Bu azalma, ¢oziicli ile ¢Oziinen madde arasindaki igetkilesimler tizerinde
kuvvetlendirici etkiler yapmakta ve ekstraksiyon hizi artmaktadwr [48,91]. Basincin
ekstraksiyon tizerine etkisi ise ters orantilidir. Basingtaki artis, akiskanin yogunlugunu
artirirken, ¢oziicli molekiillerinin birbirleri ile i¢ etkilesimlerini de artirmaktadir. Bu olay
coziicii ile ¢oziinen madde arasindaki i¢ etkilesimleri azalttigindan, ekstraksiyon hizi

azalmaktadir.

4.2. SOXHLET EKSTRAKSIYONU

Onosma halophila’nin kokleri Soxhlet cihazi kullanilarak kati-sivi ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir. Coziicii olarak metanol, etanol ve n-hekzan kullanilmistir. 6 saatlik

ekstraksiyon siiresi sonunda elde edilen shikonin miktar1 Cizelge 4.2’de belirtilmistir.

Cizelge 4.2. Soxhlet ekstraksiyonu sonucu elde edilen shikonin miktarlar1 (mg/g kuru bitki)

Coziicti (mg/g kuru bitki)
Etil aseat 9.44540.76
n-Hekzan 8.819+2.0
Metanol 0.00+0.0

Sekil 4.7. incelendigi zaman, Soxhlet cihazi kullanilarak 6 saat siireyle gerceklestirilen kati-
s1v1 ekstraksiyonu sonucunda, etil asetat ¢oziiciisii, n-hekzan ve metanole ¢oziiciilerine kiyasla
daha iyi ¢Oziicii 6zelligi gostermistir. Gianni ve ark. O. echioides L.’nin koklerinindeki
alkannin/shikonin karigim miktarlarin1 arastirmiglar ve hekzan, petrol eteri, kloroform, etil
asetat ve metanol ¢oziiciilerini kullanarak en etkili ekstraksiyon tekniginin 6 saat boyunca etil
asetat kullanarak yapilan Soxhlet ekstraksiyonu oldugunu belirtmiglerdir. Sonug olarak etil
asetat en iyi ekstraksiyon solventidir, ¢iinkii etil asetatin hidrofilik/lipofilik yapisi
shikonin/alkanin yapisina benzemektedir [95]. Literature gore etil asetattan sonra en iyi
¢Oziicii sirastyla hekzan ve kloroformdur [102]. Yaptigimiz calismaya gore de etil asetattan

sonra en iyi ekstraksiyon solventi n-hekzan olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.7. Soxhlet ekstraksiyon sonuglari

4.3. SUBKRITIK SU EKSTRAKSIYONU

Subkritik su ekstraksiyonu ile 50 bar sabit basing ve 110, 120 ve 130 °C sicakliklarda

shikonin ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Ancak bu sartlarda subkritik su ekstraksiyon

yontemiyle shikonin ekstrakte edilememistir. Yapilan calisma ile bu sartlada shikonin

bozundugu belirlenmistir. Sonuglar Cizelge 4.3’te gosterilmistir.

Cizelge 4.3. 50 bar sabit basingta degisen sicakliklarda subkritik su ekstraksiyonu sonucu

Sicaklik

110 °C

120 °C

130 °C

Shikonin (mg/g)

I. H. Akkiin ve ark. 50 bar basing 30, 50 ve 80 °C sicaklarda A. tinctoria bitkisinnden

subkritik kosullarda alkannin ekstrakte etmisler ve alkannin, tiirevlerinin eksraksiyonunun bu

sartlarda subkritik bolgede etkili olmadigint bu sebeple de ekstraksiyonun mimkiin

olmadigini belirtmiglerdir [96].
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4.4 TOPLAM FENOLIK MADDE TAYINI (FOLIN YONTEMI)

Bitkisel sekonder metabolitler icinde fenolik bilesikler biiyiik Oneme sahiptir.
Ozellikle son zamanlarda fenolik bilesiklerin giiglii biyolojik etkileri bunlara olan ilgiyi daha
da arttrmaktadir. Bitkilerin igerdikleri toplam fenolik maddeleri belirlemede en sik kullanilan
yontem Folin yontemidir. Bu metodun sonuglar1 standart bir fenolik maddeye es deger olarak
verilmektedir. Calismamizda kullanilan ekstraklarin toplam fenolik igerikleri gallik asite es
deger olarak hesaplanmustir.

Gallik asit kalibrasyon egrisinin hazirlanmasinda kullanilan gallik asit konsantrasyon
ve absorbans degerleri ¢izelge 4.4’de verilmektedir. Gallik asit konsantrasyonuna karsi
absorbans degerlerinin grafige gegirilmesi ile gallik asit i¢in kalibrasyon grafigi elde edildi
(Sekil 4.8).

Cizelge 4.4. Gallik asit standartinin konsantrasyon ve absorbanslari

ppm (mg/L) Absorbans
0 0,0000
20 0,0024
100 0,0537
200 0,1220
400 0,2120
500 0,2727
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Sekil 4.8. Gallik asit kalibrasyon grafigi

4.4.1. Siiperkrik Karbondioksit Ekstraksiyonuyla Elde Edilen Ekstraktlarin Toplam Fenolik
Madde Miktarlar1

Stiperkritik karbondioksit ekstaksiyon metoduyla elde edilen ekstraklarin toplam
fenolik igerikleri asagidaki grafiklerde gosterilmistir. O. halophila‘nin koklerinin stiperkritik
karbondioksit ekstraksiyonuyla elde edilen ekstraklarin toplam fenolik igerigi en yiiksek 100
bar basing 80 °C’de (0.097 mg GAE/g kuru bitki) bulunmustur. Sonug¢lar Sekil 2.9’da

gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Degisen sicaklik-basinglar da siiperkritik karbondioksit ekstraksiyon metoduyla

elde edilen ekstraklarm toplam fenolik madde miktarlar:

4.4.2. Subkritik Su Ekstraksiyonuyla Elde Edilen Ekstraktlarn Toplam Fenolik Madde

Mitarlar1

Subkritik su ekstaksiyon metoduyla elde edilen ekstraklarin toplam fenolik icerikleri

Sekil 4.10°da gosterilmistir. O. halophila ‘nin koéklerinden subkritik su ekstraksiyonuyla elde

edilen ekstraklarin toplam fenolik igerigi maksimum 50 bar basing 110 °C’de (2.5 mg GAE/g

kuru bitki) hesaplanmustir.
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Sekil 4.10. 50 bar sabit basingta degisen sicakliklarda siiperkritik karbondioksit ekstraksiyon
metoduyla elde edilen ekstraklarin toplam fenolik madde miktarlar

Subkrirk su ekstraksiyon metoduyla 50 bar sabit basingta 110, 120 ve 130 °C de elde
edilen ekstraklarin toplam fenolik madde miktarlar1 incelendiginde sicaklik artigiyla fenolik

madde miktar1 azaldig1 belirlenmistir.

4.4.3. Soxhlet Ekstraksiyonuyla Elde Edilen Ekstraktlarin Toplam Fenolik Madde Miktarlari

Soxhlet ekstraksiyon metoduyla metanol, etil asetat ve n-hekzan ile ¢6ziiciileri
kullanilarak O. halophila’ nin kokleri ekstrakte edilmis ve bu ekstraktlarin Folin yontemiyle
toplam fenol miktarlar1 hesaplanmistir. Sonuglar Sekil 4.11°de gosterilmistir.

<
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Sekil 4.11. Soxhlet ekstraksiyon metoduyla elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik madde
miktarlari.

Toplam fenolik madde miktar1 tayininde, SoXhlet ekstraksiyonunda kullanilan
¢oziiciilerin polaritelerine paralel olarak en yiiksek fenolik icerik sirasiyla metanol, etil asetat

ve hekzan olarak belirlenmistir.

45. ONOSMO HALOPHILA L.’NIN EKSTRAKSIYONUNDA KULLANILAN
EKSTRAKSIYON METODLARININ KARSILASTIRILMASI

Onosma holpohila L.’nin koklerinden shikonin ekstrakte edilmesi i¢in kullanilan

ekstraksiyon metotlar1 ve bu metotlar sonucu elde edilen maksimum shikonin miktarlar1 Sekil

4.12 ve Sekil.4.13’de belirtilmistir.

Sicaklik/Basing 100 bar 175 bar 250 bar
60 °C 0,0+0,0 0,04140,006 0,083+0,05
70°C 0,033+0,02 0,049+0,01 0,034+40,01
80°C 0,1534+0,07 0,098+0,02 0,05+0,0003

Sekil 4.12. Siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu metodu ile elde edilen shikonin miktarlar
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Coziici (mg/g kuru bitki)
Etil aseat 9.44510.76
n-Hekzan 8.819+2.0
Metanol 0.00+0.0

Sekil 4.13. Soxhlet ekstraksiyon metoduyla elde edlien shikonin miktarlari

Shikonin elde edilmesinde Soxhlet ekstraksiyonunda etil asetatin ¢oziicii olarak
kullanildiginda 9.445 mg/g kuru bitki olarak, siiperkritik ekstraksiyonunda ise 80 °C
sicaklikta ve 100 bar basing sartlarinda 0.153 mg/g kuru bitki olarak en yiiksek ekstraksiyon
verimleri elde edilmistir. O. holpohila tiirinden elde edilen shikonin miktarlarina goére
ekstraksiyon metotlar1 karsilastirildigi zaman sirasiyla Soxhlet ekstraksiyonu, siiperkritik
karbondioksit ekstraksiyonu seklinde ekstraksiyon verimlerinin arttigi gozlenmistir. Subkritik
su ekstraksiyon metoduyla bu sartlarda altinda shikonin bozundugundan bu ekstraksiyon
teknigiyle shikonin ekstrakte edilememistir. Siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonuna
kiyasla Soxhlet ekstraksiyonun siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonuna kiyasla yiiksek
miktarda shikonin ekstrakte edilemesine karsin, Siiperkritik ekstraksiyon tekniginin
ckstraksiyon siiresinin kisa olmasi, toksik ¢oziicii kullanilmamasindan dolay1 avantaj
saglamaktadir. Siiperkritik akigkanlarin yogunlugu dolayisiyla ¢6zme giicii basing ve
sicaklikla ayarlanabilmektedir. C6zme giiciinlin ayarlanabilir olmasi nedeniyle farkli basing
ve sicakliklarda calisildiginda ekstraksiyon verimleri siiperkiritik — ekstraksiyonda
degisebilmektedir.

Stiperkritik  karbondioksit  ekstraksiyon, Soxhlet ekstraksiyon, subkritik su
ekstraksiyon metodlar1 kullanilarak elde edilen ekstraklarin Folin yontemiyle fenolik madde
icerikleri belirlenmistir. Folin yontemine gore sirasiyla Soxhlet ekstraksiyon metoduyla 7,11
mg GAE/g kuru bitki metanoliin ¢dziicii olarak kullanildigi, subkritik su ekstraksiyon
metoduyla 2,5 mg GAE/g kuru bitki 50 bar basmng 110 °C sicaklikta ve siiperkritik su
ekstraksyon metoduyla 100 bar basing, 80 °C sicaklikta en yiiksek fenolik icerikler
belirlenmistir. Folin yOontemiyle en yiliksek fenolik icerik siiperkritik karbondioksit ve
subkritik su ekstraksiyon yontemlerine kiyasla, Soxhlet ekstraksiyon ekstraksiyon yontemiyle

belirlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Boraginaceae ailesine ait O. halophila tiirii Tiirkiyede yetisen endemik bir tiirdiir.
O. halophila bitkisiyle ile ilgili literatiirde herhangi bir ¢alisma mevcut olmadigindan, bu tez
caligmasinda O. halophila’nin kokiinden siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu, subkritik su
ekstraksyonu ve Soxhlet ekstraksiyon metotlar1 kullanilarak shikonin ekstrakte edilmistir. Bu
ekstraksiyon yontemlerinin shikonin verimleri karsilastirilmis ve Folin yontemi kullanilarak
da ekstraktlarmn toplam fenolik madde igerigi tespit edilmistir.

Yapilan ¢alismada kullanilan Soxhlet ekstraksiyonuyla gergeklestirilen deneylerde
maksimum shikonin verimi (9.445 mg/g kuru bitki) ¢6ziicli olarak etil asetatinin kullanildigi
deneylerden elde edilmistir. Ciinkii etil asetattn hidrofilik/lipofilik yapisi shikonin yapisiyla
benzemektedir. Literature verilerine parallel olarak shikonin ekstraksiyonu i¢in en iyi ¢oziicii
etil asetattan sonra n-hekzan (8.819 mg/g kuru bitki) ile elde edilmistir [103]. Shikoninin ve
tirevlerinin sicakliga karsi hassas olduklar1 rapor edilmistir [12]. Yapilan c¢aligmalarla da
yiiksek sicaklikta shikoninin bozundugu tespit edildiginden Subkritik su ekstraksiyon
metoduyla bu sartlarda (50 bar basing, 110, 120, 130 'C sicaklik) gergeklestirilen deneylerde
shikonin ekstrakte edilememistir.

Stiperkritik karbondioksit ortaminda gerceklestirilen deneylerde sicaklik ve basincin
reaksiyon verimine Onemli etkileri oldugu belirlenmistir. Sicaklik ve basing, siliperkrititk
karbondioksit ile ekstraksiyon isleminde ¢oziiciiniin ¢6zme giicli tlizerine Onemli etkiler
yapmaktadir. Sicaklik ve basincin arttirilmasi ile siiperkritik akiskanin yogunluk, diflizyon
katsayis1 ve viskozite gibi fiziksel Ozelliklerinin degismesi nedeniyle, bu parametrelerin
ekstraksiyon verimi tizerinde etkili olduklar1 go6zlenmisitr. Siiperkritik karbondioksit
ortaminda gerceklestirilen deneylerde maksimum ekstraksiyon verimi 80 "C sicaklik ve 100
bar basingta 0.153 mg/g kuru bitki olarak elde edilmistir.

Toplam fenolik madde miktar1 tayininde Folin yontemi kullanilmis ve bu metodun
sonuclar1 standart bir fenolik maddeye es deger olarak verilmistir. Calismamizda kullanilan
ekstraklarm toplam fenolik igerikleri gallik asite es deger olarak hesaplanmistir. Soxhlet
ekstraksiyon yonteminde ¢oziicii olarak metanol, etil asetat, n-hekzan ¢oziicii olarak
kullanilmistir. Soxhlet ekstraksiyon yonteminde maksimum toplam fenolik madde miktar:
7.11 mg GAE/g olarak ¢6ziicli olarak metanoliin kullanildig1 ekstraksiyonda elde edilmistir.
Subkritik su ekstraksiyon metoduyla maksimum fenolik madde 2.5 mg GAE/g kuru bitki
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olarak 110 °C sicaklik, 50 bar basing sartlarinda elde edilmistir. Siiperkritik karbondioksit
ekstraksiyonun da ise en yiiksek fenolik icerik 0.097 mg GAE/g olarak 100 bar basing, 80 °C
sicaklik sartlarinda elde edilmisitr. Subkritik su ekstraksiyonun da elde edilen toplam fenolik
madde miktar1 Soxhlet ekstraksiyonun da elde edilen fenolik miktarnin % 14.06’si olarak
tespit edilmistir. Stperkritik karbondioksit ekstraksiyonunda elde edilen toplam fenolik
madde miktar1 ise Soxhlet ekstraksiyonun da elde edilen fenolik madde miktarmm % 1.36’si
olarak bulunmustur.

O. halophila L.’den ekstrakte edilen shikonin miktarlarina gore ekstraksiyon metodlar1
incelendiginde Soxhlet ekstraksiyonunda, siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonuna kiyasla
daha yiiksek verim tespit edilmistir. Stiperkritik karbondioksit ekstraksiyonunda elde edilen
shikonin miktar1 Soxhlet ekstaksiyonunda elde edilen shikonin miktarmm % 1.62’si olarak
bulunmustur.

O. halophila.’dan shikonin ve fenolik madde elde edilmesine yonelik ilerki
calismalarda, ekstrakte edilecek numunenin tanecik boyutununun kiiciiltiilmesinin shikonin
verimi tlizerine etkisi arastirilabilir. Siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonunda ise
karbondioksit akis hizmnin ekstraksiyon verimine etkileri incelenebilir. Bu ekstraksiyon
teknikleri disinda Ultrasonik ekstraksiyon teknigi kullanilarak da O. halophila’nin
koklerinden shikonin ekstrakte edilmesi 6nerilebilir.

Seto ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada shikonin ve bazi tiirevlerinin anti-infulamatuar
etki igerdiklerini ve g¢esitli yaralar1 iylestirdiklerini kanitlamislardir [104]. Onosma
halophila’dan elde edilen ekstraktlarin anti-enflamatuar ve yara iylestirici etkileri arastirilarak
ilag sektoriine yonelik ¢aligmalar yapilabilir.

Naftokinon pigmentlernin genellikle pH degisikliklerinin bir sonucu olarak renk
degistirdigi, ayn1 zamanda giiglii ve kararli boyama 6zelliklerine sahip oldugu kanitlanmistir
[10]. Bu nedenle O. halophila’dan ekstrakte edilen shikonininde bu o6zellikleri arastirilarak

kozmetik sektorinde kullanilabilmesi onerilebilir.
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