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0z

Taksol, dogal ve ¢ok dnemli bir antikanser ila¢ olup bugiin yumurtalik,
meme, akciger ve cilt kanserlerinin tedavisinde direkt yada birtakim kemoterapotik
bilesiklerle birlikte kullanilmaktadir. ik defa 1967 yilinda, Pasifik kiyilar1 boyunca
yetisen Taxus Brevifolia agacinin kabugundan ¢ok az miktarda elde edilmis ve 1980
yilinin basinda klinik denemeler baslamistir. Agagtaki taksol miktarinin diisiik
olmasi, kompleks bir yapiya sahip olmasi nedeniyle preklinik ve klinik ¢aligmalar
taksol teminindeki giicliikten dolay1 sinirlandirilmis ve taksoliin temini i¢in alternatif
kaynaklar aranmasina yol agmistir. Bu amagla arastirmacilar tarafindan taksoliin yar1
sentetik, sentetik ve biyolojik (genetik, doku ve hiicre kiiltiirii-mikroorganizmalardan
elde etme) yollarla elde edilmesi yoniinde ¢aligmalar yapilmis ve yapilmaya devam
etmektedir. Taksoliin yar1 sentetik eldesinde diger dogal {iriinlerden olan
10-Deasetilbakatin III ve Bakatin III baslangic maddesi olarak kullanilmaktadir.
Taksolun dogal kaynaklarda ¢ok az bulunmasindan beri (agirlik¢a yaklagik 0.01 %),
dogal iirtinlerden bilesiklerin eldesinde ekstraksiyon ve izolasyon yontemleri ve bu
yontemlerin gelistirilmesi ayr1 bir O6nem kazanmistir. Taxus baccata L.’nin
Tiirkiye’de yetisen tiirii sub-siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu, Soxhlet
ekstraksiyonu ve ultrasonik ekstraksiyon metodu ile ekstrakte edilmis ve kullanilan
metotlar kiyaslanmistir. Stiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu, 100-400 atm basing
ve 35-45 °C sicaklik aralifinda gercgeklestirilmistir. Karbondioksitin polaritesini
artirmak amaciyla ilk etapta metanol, etanol, etilen glikol, aseton, asetonitril,
etil asetat, izopropanol, tetrahidrofuran ve dimetilsiilfoksit gibi farkli polaritede
¢oziicliler damlatma metodu ile 100 ve 200 pL enjekte edilmis, ikinci etapta ise
yardimer ¢Oziicii olarak metanol ve etanol % 2, 4, 6, 8, 10 ve 20 oranlarinda
kullanilmigs ve ikinci bir pompa vasitasiyla karbondioksit ile karistirilarak
ekstraksiyon hiicresine gonderilmistir ve bitkinin ekstraksiyonu gerceklestirilmistir.
Stiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu sonucunda taksanlarin elde edilmesinde en
iyi verim 45 °C sicaklik ve 400 atm. basingta, 200 puL metanoliin yardimer ¢oziicii
olarak kullanildig1 deneyler sonucunda elde edilmistir.
Anahtar Kelimeler: Paklitaksel, 10-deasetilbakatin III, bakatin III, sefalomanin,
siiperkritik  karbondioksit ekstraksiyonu, ultrasonik ekstraksiyon, Soxhlet

ekstraksiyonu.



ABSTRACT

Paclitaxel (Taxol), is an important anticancer agent that using directly or
with some chemotropically compounds to heal ovarium, breast, lung and skin cancer
patient. This compound obtained firstly in 1967 from Taxus Brevifola tree grown in
Pacific coast. It has generated a considerable amount of scientific interest from many
disciplines since it entered clinical trials in the early 1980s.

Due to complex structure and less amount obtained from tree, brings some
limitation using it in clinical studies, so researchers started to find out some other
ways to obtain Taxol synthetically or semi-synthetically. During synthesize of taxol
in laboratory condition semi synthetically 10-Deacetylbaccatin III and Baccatin III
are used as starting material.

Taxanes were extracted from the ground needles of Taxus baccata L.
growing in Turkey using sub- and supercritical carbon dioxide with and without
co-solvents (as an entrainer and modifier) and compared to soxhlet and ultrasonic
extraction. For optimizing extraction pressure and temperature, SFE applications was
carried out in the pressure range between 100 to 400 atm. and temperature ranges
between 35 to 45 °C. Recovery of the target compounds increased with increasing
temperature and pressures. In order to increase the polarity of carbon dioxide,
various co-solvents were added to carbon dioxide by two different methods. Firstly
methanol, ethanol, ethylene glycol, acetone, acetonitrile, ethyl acetate, isopropanol,
tetrahydrofuran, and dimethyl sulfoxide were added to the cell by injection of 100
and 200 pL (entrainer) onto the sample, and secondly 2-20% methanol and ethanol
(%w/w) were added (as a modifier) to carbon dioxide using a high pressure syringe
pump. The highest quantity of taxanes obtained from needles of Taxus baccata L.
growing in Turkey when 200 pL of methanol was used as an entrainer at 45 °C
Key words: Paclitaxel, 10-deacetylbaccatin III, baccatin III, cephalomannine,

supercritical carbon dioxide extraction, ultrasonic extraction, Soxhlet extraction.
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TESEKKUR

Yiiksek lisans ve doktora ¢aligmalarim boyunca yarattigi 6zgiir atmosfer ile
0zgiin diisiinme yetisini bana kazandirmaya c¢alisan, aragtirmalarimi yonlendirip, fikir
ve tecriibelerini bizlerle paylasan danisman hocam Dog.Dr. A. Murat GIZIR’e,
mevcut olanaklardan yararlanmami saglayan Kimya Boliim Bagkanligina, Tez izleme
komitesi tliyelerine, Kimya Boliimii 6gretim {iye ve elemanlarina, c¢aligma arkadagim
Muhammet DEMIREL’e, arastirma konularini bizimle paylasip tez calismasinin
belirlenmesine &nciiliik eden Uludag Universitesi Kimya Boliimii 6gretim {iyesi
Prof. Dr. Necdet COSKUN’a, doktora caligmalarim boyunca tecriibelerinden
yararlandigim East Carolina Universitesi’nden Prof. Dr. Yu YANG’a tesekkiir
ederim.

Bu caligmayr maddi olarak destekleyen Mersin Universitesi Bilimsel

Aragtirma Projeleri Birimine ve TUBITAK ’a tesekkiir ederim.
Yiiksek ogrenim hayatimiz boyunca birlikte yol aldigimiz, sevingleri ve

hiiziinleri beraber yasadigimiz sevgili esim Didem BALUN KAYAN’a, ve her

zaman yanimizda olan saygideger ailelerimize sonsuz tesekkiir ederim.
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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 ¢aglarda bitki ve hayvan iiriinlerinin ekstrakte edilip
inorganik tuzlarla karistirilmasi sonucu kullanilmaktaydi. Bitkilerin tibbi amag i¢in
oldukca yaygin olarak kullamildigi tahmin edilmektedir. MO. 1000 yilindan beri
bitkilerin tibbi alanda kullanildiklar1 kaynaklarca belirtilmistir. Bitkiler, geleneksel,
destekleyici ve alternatif tip kapsaminda dogrudan ilag, yahut ticari ila¢ yapiminda
hammadde kaynag1 olarak kullanilmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii tahminlerine gore
diinya niifusunun % 80’1 ilk saglik ihtiyaglar i¢in bitkisel kokenli ilaglara bagimlidir.
Bir bagka tahmine gore ise, kullanilan ilaglarin gelismis iilkelerde % 25’1, gelismekte
olan tlkelerde ise % 75’1 bitki ve bitki tiirevlerinden elde edilmektedir [1].
Gilinlimiizde kullandigimiz ¢ok 6nemli ilaglarin kesfi 1800°1i 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, so6giit agacinin kabuklarindan elde edilen aspirin ise 1897
de sentezlenerek ila¢ diinyasina sunulmustur. Son yillarda dogal kaynaklardan ilag
hammaddesi eldesinde sistematik ve/veya dogrudan hastalikla baglantili bitki
secimiyle baslayan caligmalari, bitkisel kaynakli yada sentez yoluyla elde edilmis
bitkilerin farmakolojik aktivite agisindan degerlendirilmesi amaciyla yapilan
arastirmalar, yapi-aktivite yorumlar1 ile bilesiklerin etki mekanizmalarinin
aydinlatilmasi1 ¢alismalar1 ile izole edilen bilesiklerin enstriimana dayali hizli ve
tekrarlanabilir bir sekilde (LC-NMR-MS) yap1 tayini yapmak, gerekirse hiicre
kiltiirii ve mikrobiyal transformasyon veya gen miihendisligine dayanan cesitli
tekniklerle bitkilerin sekonder metabolitlerini biiylik dlgcekte elde etmek seklinde
yiriitiilmektedir [2-3]. Bitkisel ilaglarin kronolojisi Cizelge 1.1°de belirtilmistir.


http://www.nuveforum.net/1473-ziraat-fakultesi/46364-tibbi-bitki-rezervi-olarak-orman-kaynaklarinin-degerinin-belirlenmesinde-p-p-modeli/

Cizelge 1.2. Bitkisel ilaglarin kronolojisi [3]

Yil Ilag Kaynag1 Kullanim Sirket
Alani
1826 | Morfin Dogal Bilesiklerden Analjezik E.Merck
1899 | Aspirin Analogundan sentezlenerek | Analjezik Bayer
1941 | Penisilin Dogal Bilesiklerden Antibakteriel | Merck
1964 | Sefalosporin | Tiirevlerinden yar1 sentetik | Antibakteriel | Lilly
1983 [Cyclosporin A | Dogal Bilesiklerden Bagisiklik Sandoz
sistemi
destekleme
1987 | Artemisinin Dogal bilesiklerden Sitma ilaci Baiyunshan
1987 | Lovastatin Dogal Bilesiklerden Lipid Merck
diisiirme
1988 | Simvastatin Tiirevlerinden yar1 sentetik | Lipid Merck
diisiirme
1989 | Provastatin Tiirevlerinden yar1 sentetik | Lipid Sankyo/BMS
diisiirme
1990 | Acarbose Dogal Bilesilklerden Anti-diyabetik | Bayer
1993 | Paclitaxel Dogal Bilesiklerden- | Anti-kanser BMS
Tirevlerinden yari-sentetik
1993 | FK506 Dogal bilesiklerden Bagisiklik Fujisawa
(Tacrolimus) sistemi
destekleme
1994 | Fluvastatin Analogundan sentezlenerek | Lipid Sandoz
diglirme
1995 | Docetaxel Tiirevlerinden yar1 sentetik | Anti-kanser Rhone-PR
(Taxotere)
1996 | Topotecan Tiirevlerinden yar1 sentetik | Anti-kanser SKB,
Irinotecan Pharmacia &
Upjohn
1996 | Miglitol Analogundan sentezlenerek | Anti-diyabetik | Bayer

porsugu (7Taxus brevifolia) bitkisinden Tretilmektedir.

Kanser tedavisinde kullanilan paklitaksel (Taksol) bir terpen olup Pasifik

Taksol maddesi Taxus

brevifolia’nin aga¢ kabuklarimin Oziitlerinde yer almakla birlikte taksoliin elde

edilmesi, agacin nadir bulunmasi, agacin gelismesinin ¢ok uzun zaman almasi ve ¢ok

fazla kabuga ihtiya¢ duyulmasindan dolay1 6énemli bir sorun olarak ortaya ¢ikmustir.

Bu sirada baska bazi porsuk agaclarinda da etken madde olan taksoliin izole edilme

caligmalarinin baglamasiyla birlikte, Taksol son zamanlarda hiicre kiiltiirleri yoluyla

laboratuarlarda da sentezlenmektedir. Taksol, 6karyotik hiicre bdliinmesi esnasinda,




mitozu durdurmasindan dolay1 6zellikle ilerlemis diizeydeki yumurtalik ve meme
kanserlerinde ¢ok etkilidir [4]. Diinya’da farkh tiirlerdeki porsuk agacindan elde
edilen Taksol, gz oniine alinamayacak kadar azdir. Yiiz yasindaki bir agagtan, bir
ilacin yaklasik bir dozu (kabaca 300 mg) elde edilebilir. Bundan dolay1 sentetik
organik kimyacilar, Taksol'un g6z alict molekiiler yapisina oldugu kadar, sentezi
lizerine de yogun bir caba harcamaya girismislerdir. Taksol'un simdiye kadar
toplamda alt1 sentezi aciklanmistir. Su anda Avrupa porsuk agacinin ignemsi
yapraklarindan, iligkili bir metabolitin izolasyonu ve o ara lriinden de Taksol'un
sentezi yapilmakta ve bu klinik olarak aragtirllmaktadir [5]. Bu durum, sentezin
Oonemini ve organik kimyanin kullanimini agikga gostermektedir. Taksolun tam
sentezinin  yapilabilmesi i¢in yapisal olarak taksole benzerlik gosteren
10-deasetilbakatin III ve bakatin III bilesikleri baslangic maddesi olarak
kullanilmaktadir. 10-deasetilbakatin III bilesiginin Avrupa’da yayilis gosteren Taxus
Baccata L. agacinin yapraklarinda 6nemli miktarda bulunmasi, bu bilesigin bitkiden
etkin bir bigimde ekstrakte edilmesi calismalarinida beraberinde getirmistir. Bu
arastirmada, Taxus Baccata L.’nin Tiirkiye’de yayilis gosteren tiiriinden Soxhlet,
ultrasonik ve stiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu ile taksanlarin eldesi

gerceklestirilmis ve ekstraksiyon verimleri karsilastirilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMALARI
2.1. GENEL BILGILER
2.1.1. Kanser Nedir?

Kanser, bir takim etkilerle degisim geg¢irmis hiicrelerin, lokal ve lokal
olmayan noktalarda kontrolsiiz olarak ¢ogalip gelismelerinin sonucu olusan kétiiciil
hastaliklar grubudur [6].

2.1.2. Kanser tedavisinde kullanilan dogal bilesikler

Kanserin toplumda tehdit edici ve dikkat c¢ekici bir sekilde artmasi sonucu,
kanseri anlamak ve tedavi etmek amaciyla Amerika Birlesik Devletleri tarafindan
1970 yilinda Ulusal Kanser Aragtirma merkezleri kurulmasina karar verildi. Bu
merkezlerin aragtirmalar1 esnasinda en etkili antikanser ajanlarin mevcutta hazir
bulunan olduk¢a faydali dogal bilesikler oldugu ve bunlarin gitgide artan bir 6nem
kazandig1 belirtilmektedir. Su anda yaklasik yiize yakin antikanser ilag mevcut olup
bunlarin % 62’si dogal bilesiklerdir ya da dogal bilesiklerden tiiretilmislerdir [7,8].
Bununla birlikte halen klinik 6ncesi ve klinik ¢alismalarda kullanilan ve Amerikan
Gida ve Ilag Kurumun’dan (FDA) onay bekleyen 750 antikanser ilag adayindan
yaklagik % 60°dan fazlasim1 dogal bilesikler olusturmaktadir. Suanda piyasada
mevcut olan antikanser ilaglarinin pek ¢ogu direkt olarak dogal bilesiklerden elde
edilmistir. Ornegin Vinblastine ve Vincristine gibi iki bilinen alkaloid 1960 yilinda
periwinkle plant (Vinca rozea)’da kesfedilmislerdir ve Ozellikle l0semi ve
lymphomas i¢in oldukca etkili ilaglardir [7]. Dogal bilesiklerden elde edilen bazi
ilaglar Sekil 2.1°de gosterilmistir.



a. Vincristine

T
e
HaCO OCH;

OH

c. Camptothecin
b. Teniposide

l Q0=5=0

d. Amsacrine

Sekil 2.1. Kanser tedavisinde kullanilan dogal bilesikler [7].



2.2. DOGAL TAKSANLAR

Taksanlar genellikle porsuk agaci olarak bilinen ve taksus familyasindan
olan karmasik yapili, diterpen sinifina giren alkaloidlerdir. Bu diterpenlerin
biyolojik aktiviteye sahip olduklart uzun zamandir bilinmektedir. 1856 yilinda
Alman eczaci Lucas’in taksanlarin karigimini elde etmeye baslayan calismalar1 bu
bilesiklerin metabolit olarak kullanilmas: ile ilgili kimyasal ¢alismalarin baslangicini
olusturmustur. Lucas tarafindan yapilan taksanlarin karekterizasyon caligmalari
yapinin ¢ok karmasik olmasi ve modern spektroskopik tekniklerin olmamasindan
dolay1 ¢cok uzun bir siiregte gergeklestirilmis ve yap1 analizinden sonra bunlara taksin
(Taxine) adin1 vermistir. Ik zamanlarda belirlenen taksinlerin fiziksel 6zelliklerinde
bir takim tutarsizliklar olmasina ragmen daha sonra Graf en az 7 bilesenli karisimlari
betimlemis, saf yapilar1 izole edebilmis ve onlar1 Taksin A, B, C olarak

adlandirmistir. Taksin A, B ve C’nin yapilar Sekil 2.2 ve Sekil 2.3°de gosterilmistir
[7].

Sekil 2.2. Taksin A R: Ac Sekil 2.3. Taksin B
Taksin C R: H

Sekil 2.4’de gosterilen taksisin molekiilii 1963 yilinda, birbirinden bagimsiz
olarak Lytgoe, Nakanishi ve Uyeo’nun gruplar tarafindan taksan molekiiliin
cekirdek yapist trisiklik polialkollerin asitlerle esterlestirilmesi sonucu elde elde

edilmis ve 3 yil sonra yapinin stereokimyasi tanimlanmigtir [7-9-10-11].



Sekil 2.4. Taksisin (5-sinnamoltriasetiltaksisin)

1960 yillarinin sonunda yapilan sistematik c¢alismalarda cesitli taksan
familyalar1 ve alkaloid yap: igermeyen pek c¢ok taksan tiirii bulunmustur. Ornegin
Halsall ve ark. bugiin hala kullanilan ve Sekil 2.5 ve Sekil 2.6’da belirtilen Bakatin

IIT’1 ve izomerlerini izole edip taksanin iskelet yapisi i¢in siniflandirmiglardir [7-12].

AcQ  OAC oac

Sekil 2.5. BakatinI R: H Sekil 2.6. Bakatin III R: 7B-OH
Bakatin II R: OH Bakatin IV R: 7a- OH

Sefalomanin (Taxol B), paklitaksele gore daha diisiik antikanser etkiye
sahip olmasina ragmen, taksan ilaglarinin yari-sentetik olarak sentezlenmesinde ve
diizenlenmesinde baglangi¢ maddesi olarak kullanilabilmektedir. Sefalomanin ve
paklitakselin molekiil yapilar1 birbirine ¢ok yakin olmakla beraber paklitaksel yan
zincirindeki N-benzoil grubu ile sefalomaninden ayrilmaktadir. Sefalomaninin

molekiil yapis1 Sekil 2.7°de gosterilmistir.



Sekil 2.7. Sefalomanin’in molekiil yapisi

Bu gelismelere nazaran daha dikkat ¢ekici ve 6nemli olarak nitelendirilen,
1971 yilinda Wani ve Wall tarafindan oldukca yiiksek potansyelde antikanser ajan
olan Taksol’i” kesfetmeleridir [13]. Bu dikkat ¢ekici duyuru, bilim diinyasinin
dikkatleri sadece Paklitakselin iistiine ¢ekmesinden ziyade, bunun yaninda pek ¢ok
porsuk agaci tiiriinden onlarca taksan tiirlinlin izole edilmesine olanak saglamistir.
Gliniimiize kadar 100’den fazla taksan izole edilmis ve yapis1 yayimlanmistir.
Taksanlar pek cok yapisal alt smiflara ayrilabilmektedirler. Bu kesiften sonra
Taksol’lin karekterizasyonu ve izolasyonu ile ilgili pek ¢ok ¢alisma gerceklestirilmis

ve halen ger¢eklestirilmektedir.
2.2.1. Paklitaksel’in Kesfi

Amerika Birlesik Devletleri’'nde 1960 yilinda, kanser kemoterapiklerinin
izlenmesi ve kesfedilmesi amaciyla Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI) kuruldu. Binlerce
bitki Birlesik Devletler Tarim Boliimii (USDA) tarafindan toplandi, ekstrakte edildi

ve kanser aktivitelerinin degerlendirilmesi i¢in Ulusal Kanser Enstitlisiine sunuldu.



1962 yilinda Washington eyaletinde botanik¢i Arthur S. Barclay ve ekibi Kalifornia,
Washington ve Oregon’da iginde Taxus brevifolia’nin yaprak, dal ve kabuklarin1 da
iceren 650 bitki Ornegi topladilar [7]. Taxus brevifolia tlizerine ilk arastirmalar
Research Triangle Enstitiisiin’den Dr.Wall ve ekibinin Ulusal Kanser Enstitiisii ile
birlikte yaptiklart ¢aligmalarla baglamistir.  Paklitaksel’in yapisinin belirlenmesi
spektroskopik ve X-Ray kristallografi teknigi ile 1968 yilinda gerceklestirilmistir.
Empirik formiilii C47Hs1NOy4 olup, molekiil agirligt 853.9 g/mol’diir. Paklitakselin
taksan c¢ekirdegi 4 iiyeli C4 ve C5 karbonlariyla baglantili 8 halka ile ester baglantili
C13 pozisyonunda meydana gelmektedir [14]. Tam [UPAC ismi tax-11-en-9-one-
5B,20-epoksi-1,2a,4,7B,13a-hekzahidroksi-4,10-diasetat-2-benzoat, 1 3-B-benzoil-

amino a-hidroksibenzenpropiyonat olan Paklitaksel’in molekiil yapist Sekil 2.8’de

belirtilmistir.

Sekil 2.8. Paklitaksel’in molekiil yapisi

Paklitaksel’in gelisim siireci, Onemli derecede iistiin aktiviteye sahip
yapisinin halen devam eden bioassay sistem icinde yoksun olusu, formiilasyon
problemleri, sudaki olduk¢a diisiik c¢oziiniirlik degerine ek olarak
(0.01 mg/ml’den daha az) biiyiik dl¢iide toplanmasi, ekstrakte edilmesi ve izolasyonu
gibi sorunlardan dolay1 olduk¢a zaman almistir. Bununla birlikte yeni bir model olan
B16 melanoma’nin 1970’li yillarin basinda duyurulmasi ve paklitakselin bu tarz kati
timorlere karsi aktif 6zellik gosterdiginin belirlenmesi bu siirecin uzamasina neden

olmustur. B16 melanoma igeren hayvanlar iizerinde yapilan deneyler sonucu



paklitakselin iyi aktive oldugu belirlenmis ve Ulusal Kanser Enstitiisii tarafindan
gelistirilmek iizere tercih edilmistir. Ulusal Kanser Enstitiisii Paklitaksel’in kimya,
biyoloji, eczacilik, formiilasyon, toksikoloji gibi pek ¢ok alanda tesvik edilmesine
karar vermistir.

1978 yilinda Fuchs ve Johnson, paklitakselin hiicre siklusunda G2-M
fazinda hiicre yayilmasini inhibe ettigini ve mitozu durdurdugunu belirlemislerdir
[15]. Bunu takriben 1979 yilinda Hortwitz ve ark. detayli bir arastirma yaparak
Paklitaksel’in tek bir mekanizma ile mitozu inhibe etmesi ile ilgili ¢alismalari
genigletmiglerdir [16]. Paklitakselin pek c¢ok klinik Oncesi tlimoér modelleri igin
oldukca yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenmis ve 1981 yilinda Faz I klinik
denemelerine baglanmis, toksik profil ve doz plani i¢in ¢calismalar gerceklestirilmistir
[17]. Akciger, cilt, yumurtalik ve girtlak kanseri hastalarinda kismen ve diisiik
oranlarda cevaplar alinmistir. 1985 yilinda Faz II denemeleri gergeklestirimis ve bu
denemelerde Paklitaksel’in yumurtalik kanserine karst % 30 oraninda basari,
metaztasik gdgiis kanserine kars1 % 56 ve akciger ve girtlak kanserine karsi % 62
oraninda yanit alindig1 gozlemlenmistir [18-19-20].

Paklitakselin Bristol-Myers Squibb firmasi tarafindan 1991 yilinda Taksol
ad1 altinda marka tescili yapidiktan sonra, 1992 yilinda yumurtalik ve 1994 yilinda
gbgiis kanserinin tedavisinde kullanilmak iizere FDA tarafindan onaylanmstir.
Sadece 1997 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’'nde gerceklestirilen Taksol satist
970 Milyon Dolardir.

Paklitakselin gelisim siireci pek ¢ok kimya uygulamasini da beraberinde
getirmistir.  En Onemli ve dikkat cekici ¢alismalardan birisi paklitakselin yan
zincirinden  sentezlenebilmesidir,  bu  paklitakselin ~ bakatin  III  ve
10-deasetilbakatin III’den yar1 sentezine olanak vermektedir. 10-deasetilbakatin III,
paklitaksel sentezi i¢in Avrupa porsugu olarak bilinen Taxus baccata L.’nin
yenilenebilir yapraklarinda olduk¢a mevcuttur [21-22]. Paklitakselin tam sentezi pek
¢ok arastirma grubunun gerceklestirilmesini istedigi ¢aligmalarin  basinda
gelmektedir. Bunun i¢in modern organik kimyada en heyecan verici basar1 1994
yilinda Holton ve Nicolaou’nun yapiin tam sentezini ger¢eklestirmesidir fakat iki

sentez yontemide olduk¢a uzun olup ticari agidan olanaksiz olmaktadir [23-24].
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Giliniimilizde paklitakselin tam sentezini 6 farkli arastirma grubu gergeklestirmistir.

Bu arastirma gruplari ve sentez yollar1 kisaca belirtilirse;

Holton Taksol toplam sentezi (1994) onciil: Patchoulol - stratejisi: lineer sentez AB
sonra C sonra D sentezi.

Nicolaou Taksol toplam sentezi (1994) 6nciil: Mucic asit stratejisi: yakinsak sentezi
A ve C ve sonra ABC ile birlestirme ve en son D ile birlestirme.

Danishefsky Taxol toplam sentezi (1996) onciil: Wieland-Miescher keton stratejisi:
yakinsak sentezi C sonra D sonra A ile birlestirilir en son ABCD ile birlestirilir.
Wender Taxol toplam sentezi (1997) Onciil: Pinene stratejisi: lineer sentez AB sonra
C sonra D sentezi.

Kuwajima Taxol toplam sentezi (1998) Onciil: sentetik yapi taslarini stratejisi:
dogrusal bir A sentezi, sonra B sonra C ve en son D sentezi.

Mukaiyama Taxol toplam sentezi (1998) onciil: L-serine stratejisi: lineer sentez B,

sonra C, sonra A ve en son D sentezi.

2.2.2. Taksoter (Docetaxel) Sentezi

Taksoter (Docetaxel), gogilis, yumurtalik ve akciger kanseri tedavisinde
kullanilan anti-mitotik kemoterapi ilacidir. Taksoter, hastaliklarin tedavisinde lokal
olarak etkin bir ila¢ iddasi ile ortaya c¢ikmis ve doxorubicin, paklitaksel ve
flourourasil gibi sitotoksik antimikrotiibiil gibi ilaglardan daha etkili oldugu
diistiniilmiistiir. Docetaxel, Sanofi-Aventis firmasi tarafindan Taksoter markasi ile
markalastirilmis ve yillik satig orani yaklasik 2 milyar dolar civarindadir.(Sekil 2.9)

Paklitakselin klinik arastirmalar ve uygulamalar i¢in yeterince tedarik
edilememesinden dolay1 docetaxel iizerinde genis capta arastirmalar baglatilmistir.
Docetaxel Taxus baccata L.’nin yenilenebilir yapraklarinda mevcut olan
10-deasetilbakatin III’iin esterlesmesi sonucu olusan bir {riindiir.(Sekil 2.10)
Docetaxel, kimyasal yapisindaki iki farkli pozisyondan dolay:1 paklitakselden farkli
olmaktadir. Bu farklilik docetaxelin C-10 karbon atomunda —OH fonksiyonel
grubuna sahip olmasi, paklitakselin ise burada bir asetat esteri icermesinden ve
taxotere’nin, paklitakseldeki benzil amid yerine fenilpropiyonat yan zincirine bagh

tersiyer-butil karbamat esteri icermesinden kaynaklanmaktadir. C-10 karbon
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atomundaki fonksiyonel gruplarindan kaynaklanan bu degisiklik docetaxel’in

paklitaksele gore suda daha fazla ¢oziinmesine olanak saglamaktadir [25].

Sekil 2.9. Taksoter’in (Docetaxel) molekiil yapisi

Guenard ve ark. 1993 yilinda Taksoliin analogu olan Taksoteri (Docetaxel)
duyurmuglardir. Sentez halkasinin sentezlenmesine yonelik yapilan pek ¢ok stratejik
calismanin yani sira, bazi gruplar oxetane halkasinin sentezlenmesi igin siklohekzan
tiirevleri ve en basit dogal taksan olan Taksin B’den yola ¢ikmiglardir [26].

C-7 ve C-10’daki hidroksil gruplarinin uygun bir sekilde korunmasindan
sonra, Taksoliin yan zinciri ile baglantili olan C-13"deki hidroksil grubunun asitle
esterlestirilmesi olduk¢a zor bir durumdur. Guenard ve ark. bu yiizden taksoliin
kismi sentezini sentetik olarak mevcut olan 13-sinnamol tiirevlerinden ve tersiyer
biitil-N-kloro-N-sodyumkarbamat ~ kullanarak ~ Sharpless  hidroksiaminasyon
reaksiyonu ile gerceklestirmiglerdir [27].
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Ph :
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33
l Uzaklagtiralma

Taxotere

Sekil 2.10. 10-DAB III’den Taksoter sentezi [27]

2.2.3. Taxus baccata L.

Avrupa, Akdeniz iilkeleri ve Kafkasya'da yayilis gosteren porsuk agact
tilkemizde kuzeyden giineye bir¢ok yorede goriiliir. Kendi basina biiyiik ormanlar
kurmaz ve kayin, goknar, ladin ormanlarinda tek tek veya kiiciik gruplar halinde
bulunur. Bazen kiiciik bir cali, bazen sik dalli yuvarlak tepeli bir aga¢ formunda
goriiliir. Cogunlukla boylu cali, bazen de 20 metreye degin boylanabilen sik dalli,
yuvarlak tepeli bir aga¢ goriinlimiinde olan Adi Porsuk’ta, kirmizi kahverengi olan
kabuk gelisi giizel catlar ve dokiiliir. Geng siirgiinler, yesil renkli ve ¢ok elastikidir.
Igne yapraklar, 1- 2,5 cm uzunlugunda olup, koyu yesil ve iist yiizleri parlaktir. Igne
yapraklarin uglar1 sivri ve enine kesitleri yassidir. Uzun Omiirlii, 2000-3000 yil
kadar yasayabilmektedir. Adi Porsugun (Sekil 2.11) dogal yayilis alan1 Kuzey ve
Orta Avrupa ile Akdeniz iilkeleri, Azor Adalalari, Tiirkiye ve Kafkasya’dir.
Ulkemizde birgok orman alanlarinda, &zellikle Karadeniz (Euxine ve Colchis)
ormanlarmin golgeli ve kuytu kesimlerinde tek tek bulunur. Ayancik, Bolu,
Karabiik, Diizce ve Istrancalar’da yayilir. Karabiik ve Yenice ormanlarinda en iyi
gelisimini yapar. Bu ormanlarda yer yer 35 m boy ve bir metre ¢ap yapan bireylerine

rastlanmaktadir. Az da olsa, bu yayilis1 disinda glineyde Amanos Daglari’nda da
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izlenmektedir. Bu yayilis alanlarinda hi¢bir zaman egemen bir orman agaci degil,
asil agac tiirleri olan Fagus orientalis, Abies nordmanniana, Picea orientalis gibi
tiirlere teker teker ya da kiigiik gruplar halinde karigsmaktadir. Taxus cinsinin 6teki
tirlerinden T. chinensis (Pilger) Rehder adli tiir Cin’de, T. cuspidata Sieb. et Zucc.
Japonya’da, T. brevifolia Nutt. Kuzey Amerika’da ve T. canadensis Marsch.
Kanada’da dogal olarak yetismektedir [28-29-30].

Sekil 2.11. Taxus baccata L.

Taxus baccata L. taksan igerigi bakimindan oldukca zengindir, Taxus

baccata L.’de bulunan taksanlar Cizelge 2.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 2.1. Taxus baccata L.’de bulunan taksanlar [31]

Taksan Molekiil Molekiil | Erime
formiilii Agirhig1 | noktasi

(°C)

50,90, 104, 130-tetrahidroksi- Cr0H3,04 336 195-198

4(20),11-taksadien

9a,10p-diasetoksi-5a, 13a-dihidroksi- Cy4H36056 420 235

4(20),11-taksadien

2,10-di-0-asetil-5-desinnamol-taksisin I Cy4H34054 450 165

20,9a-diasetoksi-103,5a,10B,13a- Cy4H3605 452 154

tetrahidroksitaksa-4(20),11-dien

2-deasetildesinnamol taksinin E Cy6H3505 478

Triasetil-5-desinnamoltaksisin [ Cr6H3609 492 206-207

50,90a,10B,13a-tetraasetoksi-4(20),11-taksadien | CosH40Os 504 126

(taksusin)

2-deasetoksi-5-desinnamol taksinin J CogH4009 520 185-187

Taksa-4(20),11-dien-5a-hidroksi-1,78,9a, CagH49O9 520

10B-tetraasetat

2a-(o-metillbutil)oksi-5a, 7p,10p- C31H4605 546 115

triasetoksi-4(20),11-taksadien

Sa-hidroksi-2a-(a-metilbutil)-oksi-7,9a, 10B- | C3;Ha609 562 227-229

triasetoksi-4(20),11-taksadien

20, 50,90, 10B, 13a-pentaasetoksi-4(20),11- | C30H42010 562 165

taksadien

S5a, 7B,9a, 108, 13a-pentaasetoksi-4(20),11- | C30H42010 562 205-207

taksadien

Desinnamol-1-hidroksi-taksinin J C30H4,012 594 213

20~(a-metilbiitil)oksi-  50,7B, 9a  ,10B,- | C33H4s010 604 155-156

tetraasetoksi-4(20), 11-taksadien

2o-asetoksibrevifoliol Cs3H40q4 614 198

2-deasetoksi-9-asetoksitaksin B Cs33HysNO; | 567

2-deasetoksi-10-asetoksitaksin B Cs3H4sNO, | 567

Taksin B C33H45N03 583

13-deokso-13a-asetiloksi-1-deoksinortaksine B | C33H47NOg | 597 165

13-deokso-13a-asetiloksi-1-deoksinortaksine B | C3sH4oNOg | 611 192

10-asetoksitaksin B C3sH47NOg | 625

9-asetoksitaxin B C3sH4/INOg | 625

13-deokso-13a-asetiloksi- taksin B C35H4oNOy | 627 119

13-deokso-13a-asetiloksi-7f,9a-diasetil-1-2- C39Hs53NOyo | 695 162-164

dideoksitaksine B

(+)-20-asetoksi-2',7-dideasetoksi-

1-hidroksiaustrospicatine C3o0H53sNO;; | 711

(+)-20-asetoksi-2'-deasetil- CyHssNOy4 | 785 120

1-hidroaustrospikatin

5-sinnamol-10-asetiltaksisin 11 C51H3304 522 204-205

2-0-asetil-5-0-sinnamoltaksisin I C31H3505 538 152-154

15




Cizelge 2.1.’nin devami

5-sinnamol-9,10-diasetiltaksisin I C33H4009 580 | 185
Taksinin(0-sinnamoltaksisin II triasetat) C35H4,09 606 | 265-267
0-sinnamoltaksiin I triasetat Cs35H4,0q9 622 | 235-239
Taksa-4(20),11-dien-10B-metoksi- C3oHs607 518
2a0,50-diasetoksi-14B-(a-methyl) butirat

2a, Sa,10pB-triasetoksi-14p- C31H4605 546

(2-metil) butiriloksitaksa-4(20),11-dien

Taksagiﬁn C37H44013 696 | 265-267
So-deasetillbakatin I C30H4012 594 | 256-258
1 B-hidroksi-7B-deasetoksi-7a- Hidroksibakatin I C30H42013 610 | 217-218
Bakatin I C3oH44013 636 | 298
lﬁ-hidroksibakatin I C30H44014 652 | 273
2-debenzoil-2-tigloil-10- deasetilbakatin I1I C,7H33010 522
10-deasetilbakatin 111 Cy9H35019 543 | 242-245
13-epi-10-deasetilbakatin 111 Cy9H35010 543

Bakatin 111 C31H38011 586 | 236-238
Bakatin V C31H3501 586 | 254-255
19-hidroksibakatin 111 C31H37045 601 | 180-182
9(BH)-9-dihidro-19-asetoksi-10-deasetilbakatin IIT C31Hy0012 | 604 | 148
10-(B-hidroksibutil)-10-deasetilbakatin | Cs33H4015 630

Bakatin VI C37H46014 714 | 248-250
N-debenzoil-N-propanoil-10-deasetilpaklitaksel Cs1HaoNOy3 | 763 | 245
N-debenzoil-N-biitanoill- 10-deasetilpaklitaksel C4Hs5:1NOy3 | 777 | 244
10-deasetilsefalomanin(10-deasetiltaksol B) C43Hs51NOy3 | 789
10-deasetiltaksol C4sHaoNO3 | 811

Taksultin CyuHs3sNOy3 | 819 | 155
Sefalomanin (Taksol B) C4sHs3NO4 | 831 | 181-184
Taksol (paklitaksel) C47H51NOq4 | 853 | 205-208
N-metiltaksol C C47H50NOy4 | 861 | 225-228
10-(B-hidroksibutiril)-10-deasetilsefalomanin C47H57NOy5 | 875
10-(B-hidroksibutiril)-10-deasetiltaksol C49Hs5sNOq5 | 897
7-(B-ksosil)-10-deasetiltaksol D C47Hs5oNO47 | 909
7-(B-ksosil)-10-deasetiltaksol C CsoHg3sNOy7 | 937 | 215-217
7-(B-ksosil)-10-deasetiltaksol CsoHs57NOq7 | 943 | 246-248
7-(B-ksosil)sefalomanin CsoHg1NOq5 | 963
7-(B-ksosil)taksol C C51H65NO18 979 | 229-231
7-(B-ksosil)taksol Cs5oHsoNOqg | 985 | 236-238
Teksidol C28H4()O1() 536 | 159
9-deasetil-9-benzoil-10-debenzoiltaksisin A C31H40019 572
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Cizelge 2.1.’nin devami

7-(B-ksosil)-10-deasetiltaksol CsoHs57NO;7 | 943 246-248
7-(B-ksosil)sefalomanin CsoHg1NOjg | 963
7-(B-ksosil)taksol C Cs51HgsNOyg | 979 229-231
7-(B-ks0si1)taksol C52H59N013 985 236-238
9-deasetil-9-benzoil-10-debenzoiltaksinin A C31H40010 572
2o-asetoksibrevifoliol C33H40q4 614 198
7.9,10-trideasetil-abeo-bakatin VI C31H40010 588
4a,7B-diasetoksi-2a,90- C3sH44015 692
dibenzoiloxksi-5f,20-epoksi-10B,13a,

15-tri-hidroksi-11(15—1)-abeo-taksan

13-asetil-13-desinnamol-taksinin B C37H46014 718 243-244
5-sinnamolfototaksisin 11 Cy9H36056 480
5-0-sinnamol-9-0-acetil-fototaksisin I C;31H3305 538 78-80
Deaminoagilltaksin A Cy4H34054 450
2-deasetiltaksin A C33H4sNOg | 599

Taksin A C35H47010 641 204-206
7-0-asetiltaksin A C37H4NOy; | 683 178-180
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Cizelge 2.1°de belirtilen taksanlardan, 10-desasetilbakatin III (Sekil 2.12)
Taxus baccata L.’de olduk¢a mevcut olup paklitakselin yar1 sentetik olarak

sentezlenmesinde ¢ikis maddesi olarak kullanilmaktadir.

T

éﬁhc
COCgHs5

OH

I:I.IIIIIIIII.IJ.'

Sekil 2.12. 10-deasetilbakatin III’iin molekiil yapisi

2.2.4. 10-deasetilbakatin’den Paklitaksel Sentezi

Taksolun total sentezini giiniimiize kadar alti farkli arastirma grubu
gerceklestirmistir. Ik olarak 1994 yilinda Holton ve Nicolau tarafindan
gerceklestirilen sentez basamaklarinda, Holton ve ark. (-)-kamforu baslangic
maddesi olarak kullanmis ve bir dizi etkili sentetik reaksiyonlar gergeklestirmistirler.
Nicolau ise ilk etapta A ve C halka sistemlerini insa edip daha sonra halka kapanma
reaksiyonu ile B halkasini olusturmustur. 1995 yilinda Danishefsky Heck kapanma
reaksiyonunu kullanarak, 1997°de Wender a-pinen’den tiirevlendirilmis bir epoksi
alkoliin parcalara ayrilmasi metodu ile, ve yine ayni1 y1l Mukaiyama, neopentil glikol
ya da L-serini baslangi¢ maddesi olarak kullanarak dnce B halkasini daha sonra A ve
C halkasini onun iizerine insa ederek taksolun total sentezini gerceklestirmiglerdir
[32].

Taksol, sentezlenmesinin yani sira pek ¢ok Taksus tiiriiniin yapraklarindan
izole edilebilmekte ve bu yontemde oldukg¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. Son
zamanlarda bitki doku kiiltlirii Taksol tiretimi i¢in dikkat ¢ekici bir yontem olmaya
baglamistir.  Taksoliin elde edilmesiyle ilgili o6nemli ve farkli baslangic

caligmalarindan biri Taksoliin Taxomyces andreanae adli mantar tirii tarafindan
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iiretilmesiyle ilgili 1993 yilinda yapilan ¢alismadir. Uriin miktarinin ¢cok az olmasina
ragmen (24-50 ng/L), genetik miihendisligi tarafindan mantarlar iizerine genetik
ayarlamalar ile bitkiye gore liriin miktarinda ve metot gelisiminde artis s6zkonusu
olabilmektedir. Bu yontemin gelistirilmesi ile Taksoliin fermantasyon yontemi ile
elde edilmesi siirecide baglamig olmakla beraber bu yontem bitki doku kiiltiiriinden
daha ucuz bir maliyete sahip bir uygulamadir.

Taksol’tin  dortli  halkaya sahip diterpen o6zellige sahip parcasi
10-deasetilbakatin III, Taksol’iin total sentezi icin en fazla dikkat ¢eken yapilarin
basinda gelmektedir ve Taxus baccata L.nin yenilenebilir yapraklarinda bol
miktarda bulunmaktadir. 10-DAB III porsuk agacinin yapraklarindan 1 g/kg
oraninda izole edilmistir.

Taksol’tin 10-DAB III’dan sentezi i¢in ilk etapta Taksol yan zincirinin
hazirlanmasi, ikinci etapta 2’-OH yan zincirini korumak ve {igiincii etapta 10-DAB
III iizerinde gerekli degisikleri yapmak gerekmektedir. Uciincii etapta yapilmasi
gerekenler 7°-OH grubunun korunmasi ve 10°-OH grubunun asetillenmesi olarak
belirtilebilir. Final basamaginda ise korunmus yan zincir ve korunmus 10-DAB III
(0rnegin 7-trietilsilil bakatin IIT) molekiillerinin birlestirilmesidir. Paklitaksel’in

10-DAB III’den sentez mekanizmasi Sekil 2.13’de 6zet olarak verilmistir [32].
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2.3. SUPERKRITIK AKISKANLAR

Son yirmi yilda, siiperkritik akigskan ekstraksiyonu (SFE) artan bir ilgi ile
bilinen ekstraksiyon metotlarina karsi ilging alternatif bir metot olarak dikkat
cekmektedir. SFE, destilasyon, soxhlet, s1v1 ekstraksiyon ve sivi kromotografisi gibi
diger metotlarla basarilamayan iistilinliikleri saglayan yeni bir metottur. Bu metot da
¢Ozgen tiikketimi ve basamak sayist azalmakta, analiz siiresi kisalmaktadir. Co6zgen
tilketimi hacminin azaltilmas1 sadece yiiksek fiyatlardan kacinmak agisindan degil,
cevresel faktorler bakimindan da 6nemlidir. Stperkritik akiskanlarin 6nemli 6zelligi
¢Oozme giiclinlin, yogunluktaki degismeler yolu ile kontrol edilebilmesidir. Farkli
polarite ve molekiil boyutlu bilesikler tek bir siiperkritik akiskan kullanimi ile
ekstrakte edilebilmektedir. Ayrica siiperkritik akiskan hizi, siiperkritik akiskanda
molekiillerin diflizyon katsayilar1 bir sivi ortamindakinden daha fazla olmasi nedeni
ile yiiksektir. Bu metot kolaylikla otomatiklestirilebilmekte ve kromotografik 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 kati
maddelerin stiperkritik metanol ve karbon tetrakloriir de ¢oziildiigiinii rapor
etmiglerdir. Francis 1954’de yayimladigi bir makalede 261 tane farkli bilesenin
stiperkritik CO,’de ¢oziildiigiinii belirtmistir. 1980’lerden sonra siiperkritik sivilarin
analitik kimyada uygulamalarda biiyiik gelisme gostererek hizla pek cok endiistriyel
alanda yer almaya baslamistir. Cevre Koruma Ajansi (EPA) ve Gida ve Ilag
Yonetimi (FDA) siiperkritik akiskan ekstraksiyon metotlarinin gelisimi i¢in ¢aba

gostermektedir  [33-34].

2.3.1. Siiperkritik Akiskanin Tanimi

Bir madde i¢in kritik sicaklik (Tc), basing degeri ne olursa olsun, o
sicakligin {istlinde maddenin sivi faz olarak bulunamayacagi degerdir. Maddenin
kritik sicakligindaki buhar basincina kritik basing (Pc) denilmektedir. Boylece
maddenin, hem sicaklig1 hem de basinci kritik noktanin iizerine ¢ikartildiginda kati,
stv1 ve gaz fazlarindan daha farkli yeni bir bolge ortaya ¢ikmaktadir ve bu bolgedeki
akiskan “siiperkritik akigkan” olarak tanimlanmaktadir. Siiperkritik akiskanlarin
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olusum siireci Sekil 2.14°de ve saf bir madde i¢in sicaklik-basing diyagrami Sekil
2.15’de belirtilmistir.  Kritik nokta biitiin maddeler i¢in karakteristik Ozellik
gostermektedir. Stiperkritik akiskanlarin yogunluklari, viskoziteleri ve diger
ozellikleri, maddenin gaz ve sivi fazindaki oOzellikleri arasinda yer almaktadir.
Siiperkritik akiskanlarin ¢oziicii etkisi gostermesi gibi pek ¢ok avantajlart vardir.
Stiperkritik bolgede bazi bilesikler ¢ok 1yi ¢Oziinebilmekte ve ¢oziiniirliigii diistk
olan bilesiklerin bu bolgede ¢oziiniirliigii arttirilabilmektedir. Cizelge 2.2°de bazi
bilesiklerin kritik 6zellikleri belirtilmistir [35].

4

STUPERKRITIK faz olusur Sicakhk azaldikca tersinir Faz aywrmm tekrar
) proses gerceklesir gizlenmeye baslamr.

Sekil 2.14. Siiperkritik akiskanin olusum siireci [36]
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Sekil 2.15. Su ve CO; igin sicaklik-basing diyagrami [37]
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Cizelge 2.2. Bazi1 ¢oziiciilerin kritik 6zellikleri [35]

Coziici Tc (°C) Pc (bar) pc (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 323 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 2434 72 0.276
Izopropil Alkol 2353 47.6 0.273
Dietileter 193.6 63.8 0.267
Aseton 235 47.0 0.279
Asetonitril 275 47 0.25
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2.3.2. Siiperkritik Akiskanlarm Ozellikleri

Kritik noktada maddelerin bir¢cok 0Ozelligi degisim gostermektedir. Bu
ozelliklerin  degismesiyle siiperkritik akiskanlarin ¢oziicli etkisi artmakta,
kromatografi ve ekstraksiyon metotlarinin uygulamalarinda biiylik bir Onem
kazanmaktadir [35-38]. Sivilarin, gazlarin ve stiperkritik akigkanlarin baz1 fiziksel
ozellikleri Cizelge 2.3°de belirtilmistir. Siiperkritik akiskanlarin genel ozellikleri
Sekil 2.16°da gosterilmistir.

Cizelge 2.3. Sivilarin, gazlarin ve siiperkritik akiskanlarin bazi fiziksel 6zellikleri

Fiziksel 6zellik Gaz Stiperkritik Akiskan Siv1

Yogunluk (g/cm’) (0.6- 0.2-0.5 0.6-2
2)x107

Difﬁzyonkatsay1s1(cm2/ s) | (1-4)x10™ 10-3-10 (0.2-2)x10~

Viskozite (g/cm.s) (1-3)x10™ (1-3)x10™ (0.2-3)x10

2.3.2.1. Yogunluk

Stiperkritik akigkanlarin yogunluklari, sicakliga ve basinca bagli olarak, sivi
ve gaz akiskanlarin yogunluklarina yakin degerdedir. Siiperkritik bolgede yogunluk,
sabit sicaklikta, basincin azalmasiyla ani diislis gosterirken, sabit basingta, sicakligin
azalmastyla artis gostermektedir [35-38].  Siiperkritik akiskanlarin sicaklik ve
basingla degisen yogunluk egrisi Sekil 2.17°de gosterilmektedir.

2.3.2.2. Diflizyon katsayisi

Stiperkritik akiskanlarin difiizyon katsayisi, normal kosullar altindaki
akiskanlarin diflizyon katsayisindan daha biiyiiktiir. Difiizyon katsayis1 basincin
azalmasiyla veya sicakligin artmasiyla artmaktadir. Yiiksek difiizyon katsayisi
akiskanlarda hizli kiitle transferi saglamakta ve bilesiklerin ekstraksiyonu ve
kromatografik uygulamalarina olanak vermektedir [35-38]. Siiperkritik akiskanlarin

sicaklik ve basingla degisen difiizyon egrisi Sekil 2.18’de gosterilmektedir.
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2.3.2.3. Viskozite

Stiperkritik akigkanlarin viskozitesi, sivi ve gazlarin viskoziteleri arasinda
yer almaktadir. Gaz veya akiskanlarda oldugu gibi siiperkritik akigkanlarda da
viskozite, sicakligin bir fonksiyonu olarak davranmakta fakat basing degisimlerinde
akiskanlarla benzer oOzellik gostermemektedir [35-38].  Siiperkritik akigkanlarin

sicaklik ve basingla degisen viskozite katsayist egrisi Sekil 2.19°da gosterilmektedir.

2.3.2.4. Is1l Iletkenlik

Isil iletkenlik (A), sicaklik, basing ya da sivinin yogunluguna bagli olarak
degismektedir. Siiperkritik sartlarda 1s1l iletkenlik sicakligin artmasi ile azalmaktadir.
Cogu stiperkritik akiskan icin herhangi bir basingta en diisiik degerden gecer ve sonra
artan sicaklik ve yogunlukla artis gosteririr [39].  Siiperkritik akiskanlarin 1sil
iletkenliginin yogunlukla degisimi Sekil 2.20°da gosterilmistir.

SUPERKRITIK AKISKANLAR

| SIVI OZELLIKLERI | | GAZ OZELLIKLERI |
Yogunluk Cozme Giici Yiiksek Difiizyon Diisiik Viskozite
—Coziinme — Tasmabilirlik
— Molekiiliin yapidan alinmasi — Niifus edebilme
EKSTRAKSIYON
—ETKILI
—HIZLI
—SECICi

Sekil 2.16. Siiperkritik Akiskanlarin Ozellikleri [40]
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Sekil 2.17. Karbondioksitin yogunlugunun sicaklik ve basingla degisim
diyagrami [39]
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Sekil 2.18. Siiperkritik karbondioksitin yayinirligi [39]
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Sekil 2.19. Siiperkritik karbondioksitin viskozite degisimi [39]
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Sekil 2.20. Kritik nokta yakininda CO, nin 1s1l iletkenligi [39]
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2.3.3. Siiperkritik Akigkanlarin Uygulama Alanlar

Stiperkritik akiskan (scf) siirecleri, bilimsel ve teknolojik a¢idan hizla
gelisen bir alan haline gelmistir [41]. Son yillarda, Almanya basta olmak tizere ABD
ve Japonya’da bu konuyla ilgili ¢alismalar yogun bir sekilde yiiriitiilmektedir.
Coziinlirliigiiniin ayarlanabilir olmasindan dolay1, siiperkritik akiskanlar (basta
stiperkritik karbondioksit-sc-CO, olmak {izere) ayirma ve saflagtirma, kromatografi,
polimerizasyon ve fraksiyonlama, tanecik tasarimi, biyoteknoloji, yaglarin
modifikasyonu, sularin aritilmasi gibi ¢cok degisik uygulamalarda genis bir kullanim
alanina sahiptir. Ozellikle, dogal iiriinlerin siiperkritik akiskan kullanilarak ekstrakte
edilmesine, fraksiyonlanmasina veya saflastirilmasina dayali olarak son 20 yil
icerisinde gergeklestirilmis arastirmalardan ve siire¢ gelistirme ¢alismalarindan elde
edilen imit verici sonuglar arastirmacilar1 ekstraktif olmayan uygulama alanlarinda
da yogun arastirmalara yoneltmistir [42].  Siiperkritik akiskan uygulamalari
endiistride daha cok ge¢miste dogal maddelerin ekstraksiyonu, kahveden kafeinin
giderilmesi, bitki tohumlarindan yag ekstraksiyonu, komiir ve petrolden kimyasal
maddelerin ekstraksiyonu gibi siire¢lere yogunlasmistir [43-46]. Genel olarak

stiperkritik akigkan ortaminda gergeklestirilen uygulamalara bakilacak olunursa [47];

GIDA

¢ Cay ve kahveden tein ve kafeinin giderilmesi
¢ Titlinden nikotin ve katranin uzaklastirilmasi
¢ Yagh c¢ekirdeklerden yag ekstraksiyonu

¢ Aroma ekstraktlarinin hazirlanmasi

¢ Kolesteroliin uzaklastirilmasi

¢ Narenciye sularinin aciligiin giderilmesi

¢ Yag ve aromalarin fraksiyonlanmasi

¢ Serbetci otu ekstrakti eldesi

¢ Tiitiin hiicresi genlesmesi

¢ Recel sterilizasyonu
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ECZACILIK

¢ Dogal tiriinlerden aktif bilesenlerin ekstraksiyonu

¢ Biyokimyasal karigimlarin ayrilmasi

¢ Tanecik tasarimi, yiiksek basing mikronizasyonu ve piiskiirtmeli kurutma
(toz halinde aktif madde tiretimi) : * RESS *SAS *GAS *SEDS

¢ Kristalizasyon (kaplama)

¢ Yiiksek basing sterilizasyonu
POLIMER

¢ Polimerizasyon, polimerik kopiiklerin iiretimi, polimer asilama
¢ Polimerlerin fraksiyonlanmasi

¢ Kaplama

¢ Polimer isleme

MALZEME

¢ implant malzemelerin tasarimi

¢ Mikro- ve nanotaneciklerin tasarimi
¢ Aerojel eldesi

¢ Otofretaj

¢ Su jetiyle kesme/temizleme
KIMYASAL iSLEMLER

¢ Diisiik buhar basin¢lh yaglarin fraksiyonlanmasi veya saflastirilmast
¢ Seramik igleme
¢ Aktif karbon rejenerasyonu

¢ Polar ve polar olmayan bilesenlerin ayrilmasi
CEVRE

¢ Sulu ¢ozeltilerden organik atiklarin uzaklastirilmasi
¢ Siire¢ akimlarindan toksik malzemelerin uzaklastirilmasi

¢ Topraktan agir metallerin uzaklastiriimasi
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HIDROKARBON ISLEMLERI

¢ Komiir sivilastirma

+ Komiirden gazlasabilir maddeler ve yaglarin ekstraksiyonu
¢ Yaglardan asfaltin uzaklastirilmasi

¢ Kalint1 ekstraksiyonu

¢ Jeolojik olusumlardan yag ve gaz kazanimi
YUZEY ISLEMLERI

¢ Tekstil boyama (polietilen elyaflar )

4 Tekstil temizleme ve kuru temizleme
REAKSIYON

¢ Fischer-Tropsch sentezi

¢ Diels-Alder Reaksiyonu

¢ Hidrojenasyon

¢ Alkilleme

¢ Oksidasyon (sc-H,O oksidasyonu)
¢ Transesterifikasyon (biyodizel)

¢ Biyoreaksiyonlar

¢ Hidroformiilasyon

ANALITIK

¢ Siiperkritik Akiskan Kromatografisi

2.3.4. Stiperkritik akigkanin se¢imi

Stiperkritik akigkanin se¢imi kullanilacagi uygulama alanina gore

degiskenlik gostermektedir. Bu secimde analit maddenin siiperkritik akigskan

icindeki ¢oziiniirligii, akiskanin kolay ve ekonomik olmasi ile birlikte ¢evre ve insan

sagligr bakimindan giivenilir olmasi gibi etkenler ilk siralarda yer almaktadir. Bazi

inorganik ve organik siiperkritik akigkanlar ile bu akiskanlarin sahip olmasi gereken

ozellikler Cizelge 2.4’de belirtilmistir.
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Cizelge 2.4. Baz siiperkritik akiskanlarin avantaj ve dezavantajlari [40]

OZEHI]\ Inorganik Organik
CO. HO NO CFCs HK MeOH
Toksisite + + + + =
— + + - - -
Tutusabilirlik
Maliyet " * M " )
- - - b i =
Reaktiflik '
ScF kosullara ' - b3 2 + =
ulasabilme kolayhg
r +
Cevreye zararlilik =
NSA’da gaz olabilme * ) N i -
B %
Dedektore uygunluk
- - +

Polarite

Cizelge 2.4’e bakildig1 zaman siiperkritik akiskanlarin sahip olmasi gereken
ozellikler bakimindan en uygun c¢oziicii tespit edilebilmektedir.  Siiperkritik
akiskanlar igerisinde zehirli olmamasi ve alev almamasi ayrica siiperkritik sartlara
kolay ulagmasi (74 atm ve 31°C ustii) nedeniyle karbondioksit ¢ok yaygin olarak
saflagtirma,  kristallendirme  ekstraksiyon ve sentez islemlerimde sikga
kullanilmaktadir. Diger stliperkritik akiskanlarda oldugu gibi karbondioksitinde
¢ozme giicli basing ve sicakligin kritik nokta iizerinde arttirilmasiyla arttirilabilir.
Bunun en giizel 6rnegi naftalinin ¢oziiniirligidir. 75 atm ve 45°C de naftalinin
¢Oziiniirliigli % 0 iken basing 100 atm'e ¢ikarildiginda naftalinin ¢oziintirliigii % 10
civarina yaklagsmaktadir (Sekil 2.21). Cozme giicliniin basing ve sicaklikla bu derece
degismesi CO;'1 ekstraksiyonda ¢oziicii olarak kullanilmasi i¢in 6nemli bir avantaj

saglamaktadir [48].
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Sekil 2.21. Naftalinin CO,’deki ¢oziiniirliigi [39]

Stiperkritik akiskanlarin yaymirlik 6zelligi katilara kolaylikla difiizlenmeyi
saglamakta, yiiksek yogunluk akigskanin ¢dziicii giiciinii arttirmaktadir. Bu acidan
sifali bitkilerden aktif bilesiklerin ayrilmasi i¢in etkili bir ekstraksiyon teknigidir
[49].

Bir¢ok sivi ve gazin sicakligi ve basinci diizenlenerek siiperkritik akiskan
haline getirilebilsede, 6zellikle karbondioksit bir takim {istiinliikleri nedeniyle daha
siklikla kullanilmaktadir. Siiperkritik kosullarda karbondioksitin diflizyon katsayisi
ve ¢Ozlinlirliigiiniin yliksek, buharlasma entalpisi, viskozitenin ve maliyetinin diisiik
olmasi, toksik olmamasi ve oksidatif reaksiyonlari dnlemesi gibi 6zellikleri dikkate
alindiginda siiperkritik akiskanlar i¢inde en uygun ¢o6ziicii oldugu goriilmektedir
[50]. Karbondioksit, endiistiiriyel islemler sonucunda yan iiriin olarak oldukc¢a fazla
tiretilmektedir, bununla birlikte stiperkritik akigskan olarak kullanilabilecek bir diger
madde olan su da dogada bulunan saf ve ucuz bir akigkan olmasi gibi avantajlarin
yaninda kritik sicakhiginin olduk¢a yiiksek olmasi (374.2 °C) kullanim alanina

birtakim sinirlandirmalar getirmektedir.
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2.3.5. Siiperkritik Akiskanlarin C6zme giicii

Akigkanlarin ¢6zme giicli yogunluga bagh olarak degismektedir. Klasik
organik coziiclilerde ¢dzme gilicii giicli temel olarak ¢oziiciinlin basincina bagimli
olmakla birlikte ¢oziiciiniin yogunlugundan bagimsiz bir davranis sergilemektedir.

Stiperkritik akigkanlarin ¢6zme giicii, o akiskanin yogunluguna bagl 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 yiiksek basinglarda ise polar ve
ylksek molekiil agirligina sahip maddelerin ¢oziiniirliiglinde artis olmaktadir [40].

Akiskanlarin ¢ézme giiciinii etkileyen bir diger faktor de polariteleridir.
Karbondioksit zayif polariteye sahip polar ¢oziiciilere benzediginden dolay1 apolar
¢oziicliler grubunda smiflandirilmaktadir, bununla birlikte molekiildeki karbon
atomunun dort kutuplu bir diizene sahip olmasi karbondioksitin simirlida olsa
alkolleri, esterleri ve aldehitleri ¢6zmesine olanak saglamaktadir. Karbondioksitin
polaritesinin arttirtlmas1 ve polar maddelerin ekstraksiyonuna olanak saglamak
amaciyla polaritesi yiliksek bir takim organik ¢oziicliler eklenebilmektedir, bu
maddeler yardimci ¢oziicii (modifier, entrainer) olarak adlandirilmaktadirlar [50].
Bununla birlikte siiperkritik karbondioksit i¢inde ¢dzlinen maddelerin kismi molar
entalpileri ve kismi molar hacimleri ¢oziiniirliik giiciinii etkileyen parametreler olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Ortamda ¢oziinen maddenin yapisina bagl olarak, diisiik
molekiil agirlikli hidrokarbonlar ve lipofilik organik bilesikler kolaylikla ¢6ziiniirken,
yiiksek molekiil agirligina sahip hidrokarbonlar ve bunlarin polimerleri kolaylikla
ekstrakte edilemezler.  Karbondioksit, hidroksil, karboksil gruplarini iceren
molekiiller ile aminoasitler ve sekerler i¢in uygun ¢ozicii degildirler. Dogal
maddelerin stiperkritik karbondioksitteki ¢coziintirliikleri Cizelge 2.5°de gosterilmistir

[50-51].
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Cizelge 2.5. Dogal maddelerin sc-CO;’deki ¢oziiniirliikleri [50-51]

Cok ¢oziinenler Zay1f ¢oziinenler Kismen ¢oziinenler

Molekiil  agirlign  250°den | Molekiil agirligr 250 ile 400 | Molekiil agirhigit  400’den
diisiik olan kismen polar ve | arasinda degisen organik | biiyiik olan organik bilesikler
apolar bilesikler bilesikler

(mono ve  seskiterpenler, | (Oleik asit, dekanol, C;y’nin | (Seker,proteinler,
tizerindeki doymus yaglar)

tioller, parazinler, asetik asit, vakslar,inorganik
benzaldehit,hekzanol, gliserol, tuzlar,pestisitler,klorofiller,
asetatlar) karotenoidler.

Stiperkritik karbondioksit i¢inde ¢oziiniirlik siniflandirmasi Sekil 2.22°de
belirtilmistir.

Stiperkritik Karbondioksit i¢inde ¢oztuntrlik

Coziinenler (Cozinmeyenler
—Doymamus bilesikler —Karbon atomu i¢germeyenler
—Dallanmis gruplar — Aromatik Bilesikler
—Eterlesme tepkimeleri — Aromatik Stbstitiienler

— OH Grubu igerenler

—COOH Grubu igerenler
—Halojen atomlari igerenler
— NH, Grubu igerenler

— NO,Grubu igerenler

—Esterlesme tepkimeleri

Polar Gruplar

Sekil 2.22. Siiperkritik CO; i¢inde bilesiklerin ¢oziniirligii [40]

Gibbs serbest enerjisi degisimi negatif oldugunda ¢6ziinme gerceklesir.
Gibbs serbest enerji degisiminin negatif olup olamayacagini karisma entalpi ve
entropisinin igareti ve biiyiikliigli belirler. Polar olmayan molekiiller i¢in entalpi

degisimi pozitiftir. Bu durumda birim hacim basina karigma 1sis1 Hildebrandt

tarafindan; AH = ViV (51 -0y )2 esitligi ile verilmistir.
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AH molekiiller arasindaki baglarin par¢alanma ve birlesmesi sonucu ortaya
cikan enerji de8isimini, v; ve v; ise sirasiyla ¢oziicli ve ¢dziinenin kismi hacimlerini
01 ve 0, ise strastyla ¢oziicii ve ¢oziinenin ¢oziiniirlilk parametrelerini gostermektedir.

Sy — &, arasindaki fark 1.7-2.0 den daha kiigiikse karigimin olacagi varsayilir.

Fark 2’nin lizerindeyse karigsma miimkiin degildir. (Hidrojen bag1 k6z konusu degilse
gecerlidir) [40]. Basinca bagl olarak degisen ¢oziiniirliik parametresi degerleri Sekil

2.23’de belirtilmistir.

105 ————rrrr—————

=l
i

[=5]

Comintitlitk parametresi (cal/cc)'/2
a
[} [}

Y
b

Basmi (bar)

Sekil 2.23. CO, i¢in Hildebrandt ¢o6ziiniirlik parametresi.(C]) 30 °C,
(0) 31°C, (A) 70 °C [52]
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2.4. EKSTRAKSIYON TEKNIKLERI

Bitkiler belirli oranlarda bioaktif bilesikler i¢cermektedirler. Bitki
ekstraktlar1 gida, ila¢ ve kozmetik endiistrisinde genis c¢apta kullanilmaktadir.
Bununla baglantili olarak elde edilen dogal bilesiklerin ticarilestirilmesi amaciyla
ekstraksiyon metotlar1 genis capta arastirilmaktadir. Ideal bir ekstraksiyon siireci
hizli, basit ve ucuz olmalidir. Ekstrakte edilen maddeler kayip ve bozunmaya
ugramadan elde edilmeli, ilaveten bir saflagtirma gerektirmemeli ve atik ¢oziicii
icermemelidir. Genelde ¢oziicli ekstraksiyonu bu kosullar1 saglamakta yetersiz
kalmaktadir. Coziicii ekstraksiyonu basit, ucuz ve kuramsal olarak yerlesmis bir
yontemdir fakat birtakim dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bunlarin en basinda yiiksek
1s1 ve ¢oziici tiikketimi gelmektedir. Genelde ¢evre, saglik ve giivenlik agisindan
zararli ¢oziiciiler kullanilir. Kullanilan 1s1 ve ¢oziiciiler iirliin kalitesini etkiler,
dolayisiyla 1s1l bozunmaya ugrayan hassas maddelerin ekstraksiyonu i¢in geleneksel
¢oziicli ekstraksiyonu uygun bir yontem degildir. Ayrica ekstraksiyon isleminden
elde edilen alt akim seyreltiktir. Hedef iirlinlin ¢6ziiciiden ayrilip derisiklendirilmesi
i¢in ek bir ayirma islemine gerek duyulur. Islem siiresi uzun ve isletme maliyeti
yuksektir. Tiim bunlardan dolay1r alternatif ekstraksiyon yontemlerine ihtiyag
duyulmustur [57,53]. Soxhlet ekstraksiyonu ile birlikte bu yeni ekstraksiyon
teknikleri;

1.  Soxhlet Ekstraksiyonu
2. Ultrasonik ekstraksiyon
3. Mikrodalga ekstraksiyon
4.  Hizlandirilmis Solvent Ekstraksiyonu
5.  Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu
olarak belirtilebilir. Bu teknikler ile yiiksek sicaklik ve basingta caligmak miimkiin

olmakta ve ekstraksiyon zamani dikkat ¢ekici bir sekilde azaltilmaktadir.
2.4.1. Soxhlet Ekstraksiyonu

Soxhlet ekstraktorii; 1879 yilinda Franz von Soxhlet tarafindan kati bir

deney numunesinden yag ekstrakte edilmesi amaciyla icat edilen bir laboratuvar
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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 tiibiine konur.(Sekil 2.24) Ekstraktore, ¢oziiciiyli igeren
silifli bir cam balon ve yogunlastirici takilir. Coziicii 1sitilir ve boylece buharlagtirilir.
Sicak ¢oziicli buhar1 yogunlastiriciya ilerler, yogunlagarak kati numunenin {izerine
diiser. Numuneyi igeren ekstraksiyon tiibliniin bulundugu yiiksiik yogunlasan ¢oziicii
ile tam doldugunda, bypass kolunun seviyesine ulasir ve sifon olusarak ¢oziicli tekrar
cam balona bosalir. Bu yogunlagsma, yiikselme ve sifon dongiisii, ‘reflux’ olarak
adlandirlir ve siirekli tekrar edilir. Her dongii sirasinda, katinin igerdigi bir miktar
yag ¢oOziiciide ¢Ozilinlir. Ama ¢oziicliniin 1sitilan cam balonuna ulastiginda orada
kalir, dongiiye tekrar katilmaz. Bu durum, bu ekstraksiyon metodunun en 6nemli
avantajidir, sadece saf ¢oziicii, katiy1 ekstrakte etmek i¢in buharlasir ve yogunlasir,
dongiiye katilir. Bu nedenle, bir cam balonda katiy1 ¢oziicli icerisinde 1sitarak
ekstarkte etme yontemiyle karsilastirildiginda Soxhlet ekstraktdrii ile uygulanan bu
yontemin verimi daha yliksektir. Bir ekstraksiyonun sonunda arta kalan ¢oziict,

ekstrakte edilen yagi birakarak rotary buharlastiricisi ile uzaklastirilabilir [54].

Su girigt Su ptdagt

Zofutucu

Katt Ornelc
Eifon koln

Destilasyon yolu

=>

Organik

chaicl

Sekil 2.24. Soxhlet diizenegi

Soxhlet ekstraksiyonu matriksin karekterine ve tanecik boyutuna

(i¢ diflizyonun sinirlandirilmasi ile ilgili) 6nemli 6l¢lide baglidir. Bu ekstraksiyon
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tekniginin avantajlar1 arasinda, c¢Oziiciiniin transfer dengesinin katt matriksle
tekrarlanan bir sekilde etkilesmesinden dolay1 siirekli degismesi, ekstraksiyondan
sonra filtreleme islemine gerek duyulmamasi, metodun basit ve ucuz olmasi
gosterilebilir.  Bununla birlikte ekstraksiyon zamaninin ¢ok uzun olmasi, ¢ok
miktarda ¢oziicli kullanilmasi, prosesi hizlandirmak i¢in balonun ¢alkalanamamasi
ve termal olarak bozulmaya duyarli bilesiklerin yiiksek sicaklikta ekstrakte
edilememesi bu metodun dezavantajlari olarak gosterilebilir. ~ Genel olarak
bakildiginda, iyi uygulanan bir metotdur ve endiistriyel proseslerde daha etkili ve iyi
tekrarlanabilirlik gostermesi, ekstrakta daha az manipulasyon olmasi diger metotlara

kiyasla iistiin 6zellikleridir [53].

2.4.2. Ultrasonik Ekstraksiyon

Ses dalgalari, farkli ortamlar i¢inde yayiman ve frekanslar1 20 kHz {istiinde
olan boyuna dalgalardir. Bu dalgalar bulunduklar1 ortama bagl olarak (kati, sivi ve
gaz) farkli titresimde ve hizda yaymirlar. Ses dalgas1 bir ortamda yayiirken; ortamin
parcaciklari, dalganin hareket dogrultusu boyunca yogunluk ve hacim degisiklikleri
olusturarak titresirler. Bu pargacik hareketi, dalga hareketinin yoniine dik olan enine
dalga hareketindeki durumun tersidir.  Ses dalgalar1 seklinde ortaya ¢ikan yer
degistirmeler, denge konumundan itibaren her bir molekiiliin boyuna yer
degistirmesini gerektirir. Bu sikisma ve genisleme, yiiksek ve al¢ak basing
diismelerine yol agar. Bir mikrofonun diyaframindaki gibi, ses dalgasi kaynagi
siniisel olarak titresirse, basing degisimleri de siniisel olur [55-56].

Ses oOtesi dalgalarin diger yararli uygulamasi da hala tam olarak
anlagilamayan ancak kesinlikle ¢ok etkili olan kavitasyon islemidir. Bu sayede etkin
bir temizlik yapmak miimkiindiir. S0yle ki; bir ses dalgasi art arda meydana gelen
stkigsma ve genislemelerden olusur. Bir sivi sikismalara kolaylikla dayanabilir ancak
genigleme yani basincin siddetli bir bigimde diismesi sivinin iginde bir bosluk
meydana gelmesine neden olur. Bosluk buharla veya sividaki ¢oziinmiis gazin
ortaya cikisiyla hemen doldurularak kiiciik bir kabarciga doniisiir. Bu kabarcik
dagildiginda siddetli bir sok dalgas1 meydana gelir ve acik etkilere yol agabilir. Ister
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bliyiik isterse kii¢lik olsun miihendislikte kullanilan pargalar i¢inden ultrasonik bir
ses dalgasinin gectigi bir s1vi banyosuna batirilarak ¢ok iyi temizlenebilir [56].
Ultrasonik indiiklemenin mekanik etkisi olarak, kiitle transferinin
arttirillarak ¢oziiclilerin hiicrelere etki etmesi olarak gosterilebilir. Ekstraksiyon
esnasinda ultrasonik (ses dalgalari) hiicre duvarina etki etmekte ve bilesenlerin
birakilmasima olanak saglamaktadir. Taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
yapilan ¢aligmalarda ultrasonigin mekaniksel etkisi sonucu hiicre duvarinin yikildigi
ve bundan kaynakli olarak bilesenlerin serbest kaldigi kanitlanmistir. Bitkiye 6zgii
nem orani, tanecik biiylikliigli ve kullanilan ¢oziicti gibi faktorler yaninda, frekans,
sicaklik ve zaman gibi faktorlerde ultrasonik ekstraksiyon verimini etkilemektedir.
Pahali olmamasi, basit olmasi, ekstraksiyon kinetiginin hizli olmasi ve 1siya duyali
bilesiklerin ekstrakte edilebilir olmasi bu metodun avantajlar1 olarak belirtilebilir

[53].

2.4.3. Mikrodalga Ekstraksiyonu

Ikinci diinya savasindan beri kullanilan mikrodalga teknolojisinin, analitik
laboratuarinda kullanimi 1970’lerin sonunda olmustur. Mikrodalgalar 0.3-300 GHz
araliginda degisen elektromanyetik radyasyonlardir ve genellikle dogal {iriinlerde
2.5-75 GHz’de ekstraksiyon gerceklestirilmektedir. Mikrodalga enerjisinin etkinligi
biiyilk oranda c¢oziiciiniin icerigine, bitki materyaline ve uygulanan mikrodalga
giiciine bagli olmaktadir. Polar molekiiller ve iyonik tiirlerin bulundugu durumlarda
daha hizli bir enerji yayilmasi gerceklesmektedir [57].

Mikrodalga 1sitmasinin avantaji molekiillerin kutuplarindaki yiikseltgenen
zayif hidrojen baglarinin bozundurulmasidir. Klasik temas yoluyla 1s1 iletimi
yontemlerinin aksine, mikrodalgalar ile 6rne§in tamami ayni anda isitilmaktadir.
Mikrodalga yardimiyla ekstraksiyon iki farkli sistemle gerceklestirilmektedir. En
yaygin sistem, sicaklik ve basing kontrol edilebilen kapali bir kap icerisinde yapilan
kapali sistem ekstraksiyonudur. Diger yontem ise atmosferik basing altinda acik kap
icerisinde gergeklestirilmektedir. Bu yOntemin avantaji, ekstraksiyon siiresinin ve
kullanilan ¢oziicli miktarinin biiylik oranda az olmasidir. Mikrodalga ekstraksiyon

yontemiyle bitkilerdeki polifenoller ve lignanlar ayristirilabilmektedir [57-59].

42



Mikrodalga, ¢oziici ve matrikslerin dielektrik duyarhiligina baglidir.
Yiiksek dielektrik sabiti ile baglantili olarak nemli 6rneklerde daha iyi geri doniisiim
elde edilmektedir. Kuru 6rnegin ekstraksiyondan dnce nemlendirilmesi sonucunda,
matriks kendiliginden mikrodalga ile etkilesebilmekte ve 1sinma isleminin kolay
olmasina olanak saglamaktadir.  Mikrodalga ekstraksiyonda c¢oziicii ve bitki
matriksleri arasindaki iligkiden yararlanilarak ve ekstraktin ¢oziintirliigli géz oniine
almarak ¢oziicii secimi gerceklestirilir ve sonug itibariyle ¢oziiciiniin dielektrik
sabitine bagli olarak mikrodalga tarafindan absorbe edilir. Coziiciiniin dielektrik
sabiti ile mikrodalga ekstraksiyonu arasinda bir iligki var olup, genellikle yiiksek
dielektrik sabitine sahip ¢oziiciiler mikrodalga enerji tarafindan daha iyi absorbe
edildikleri icin tercih edilir. Etanol, metanol ve su gibi etkin polar ¢oziiciiler
mikrodalga ile daha 1sitilabilir olmaktadirlar [53].

Hekzan ve toluen gibi polar olmayan ve diisiik dielektrik sabitine sahip
¢oOziiciiler mikrodalga ekstraksiyonu i¢in ¢ok uygun olmamaktadirlar. Klasik ¢oziicii
ekstraksiyonunda iirlin miktarin1 arttirmak igin kati matriksler ¢oziicii icerisine
tamamen batirilirken, mikrodalga ekstraksiyonda ¢o6ziicii miktarinin arttiritlmasi
ekstraksiyon verimini, mikrodalga ile ¢oziiciiniin yeterince etkilesememesine bagl
olarak azaltmaktadir. Sicakligin arttirilmasi ile ekstraksiyon veriminin arttig1 fakat
1stya duyarli bilesiklerin yikiminda da etkili oldugu belirtilmistir.  Ekstraksiyon
zamaninin ve kullanilan ¢6ziicii miktarinin azaltilmasi, ekstraksiyon veriminin
iyilestirilebilmesi, basit ve ucuz bir proses olmasi bu metodun avantajlari olmaktadir.
Bununla birlikte kat1 atiklarin giderilmesi icin filtreleme ve santifiiriij gerekmesi,
apolar ve ugucu bilesiklerin ekstraksiyonunda etkili bir yontem olmamas1 dezavantaj

olarak belirtilebilir[53].

2.4.4. Hizlandirilmig Coziicii Ekstraksiyonu

Hizlandirilmig ¢oziicii ekstraksiyonu, 50-200 °C sicaklik ve 10-15 MPa
basing araliklarinda gerceklestirilen kati-sivi ekstraksiyon teknigidir. Bu yoOniiyle
hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu basingli ¢oziicli ekstraksiyonunun bir tiirii
olmakla birlikte siiperkritik akigskan ekstraksiyonuna da olduk¢a benzemektedir
[58,60]. Ekstraksiyon yiiksek sicakliklarda ve basing altinda ¢6ziiciiniin sivi fazda

oldugu sartlarda gerceklesmektedir ve ekstraksiyon esnasinda ¢oziicii kritik sartlarin
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altindadir. Ekstraksiyon sicakliginin arttirilmas1 ile ekstraksiyon kinetigi
arttirilmakta ve yiiksek basing ile ¢oziicii sivi fazda tutularak giivenli ve hizh
ekstraksiyon gerceklestirilebilmektedir. Basing sivi ile ekstraksiyon hiicresindeki
kat1 matriks ile sivinin gii¢lii bir sekilde etkilesmesine olanak vermektedir. Sicakligin
arttirtlmasi ¢oziiciiniin difiizyonunu arttirmakta ve bunun sonucunda ekstraksiyon
kinetigi artmaktadir. Hizlandirilmis ¢6ziicii ekstraksiyonu, yiiksek sicaklikta kararh
organik kirleticilerin ekstraksiyonunda olduke¢a kullanilmaktadir.

Karbondioksit ve su gibi toksik olmayan, ekonomik ve gevresel ¢oziiciilerin
bu teknikte kullanilmasi, polar bilesiklerin ekstraksiyonunun gerceklestirilmesi ve
klasik ¢oziicii ekstraksiyonu ile kiyaslandiginda ¢oziicii kullaniminin oldukga diisiik
olmasit bu teknigin avantajlar1 olarak gosterilmektedir. Bununla birlikte yiiksek
sicaklikta gergeklestirilen prosesden dolay1 1siya duyarli bilesiklerin ekstraksiyonu

icin uygun bir ekstraksiyon teknigi olmamaktadir [53].

2.4.5. Stiperkritik Akigkan Ekstraksiyonu

Siiperkritik akigkan ekstraksiyonu, bilesenlerin ana yapidan ayrilmasi
esnasinda ¢oziicii olarak stliperkritik akiskanin kullanildigr metotdur. Son yillarda,
siiperkritik akiskan ekstraksiyonu gitgide artan ilgi ile bilinen ekstraksiyon
metotlarina kars1 ilging alternatif bir metot olarak dikkat ¢cekmektedir. Stiperkritik
akigkan ekstraksiyonu, su buhari destilasyonu, Soxhlet, sivi ekstraksiyon ve sivi
kromotografisi gibi diger ekstraksiyon yontemleri ile gerceklestirilemeyen pek ¢ok

uygulamay1 saglayan yeni bir yontem olarak sunulmaktadir.

2.4.5.1. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonunun Avantajlari

Stiperkritik akigkan ekstraksiyonu, sahip oldugu birtakim avantajlar
nedeniyle klasik ¢oziicii ekstraksiyon metotlarinin yerini almaktadir, bu avantajlar
siralayacak olursak;

1. Siiperkritik akigkanlar diflizyon katsayilarinin yiliksek ve viskozitelerinin
diisiik olmasindan dolayr normal akiskanlara gore katilara daha hizli niifuz
edebilmektedir. Yiiksek diflizyon katsayis1 gozeneklerdeki kiitle aktarim
direnclerinin azalmasina neden olmaktadir. Bunun yaninda siiperkritik karbondioksit

diisiik yiizey gerilimine sahip oldugundan gézenekli katilara daha iyi niifuz etmekte
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ve kiitle aktarim hizindaki artis ekstraksiyon siiresinin kisalmasina ve diger
ekstraksiyon metotlarina gore islemin daha kisa silirede gerceklesmesine olanak

vermektedir.

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

olur.

3. Siiperkrik akigkanlarin ¢ozme giicleri basing ve sicaklik iizerinde yapilan
bir takim degisiklikler ile degismektedir. Basta yogunluk olmak iizere diger
degiskenlerin degismesi ile iiriin segiciligi ve verimliligi etkilenmektedir. Cozme
giicindeki bu degisikligin  kontrol edilebilir olmas1 siiperkritik akigkan
kromatografisi ve stliperkritik akigkan ekstraksiyonu uygulamalari i¢in Onemli

avantajlar olusturmaktadir.

4. Siiperkritik akigkan ekstraksiyonunda kullanilan ¢éziiciilerin inert olmasi,
bu sartlarda gergeklestirilen ekstraksiyon islemlerinde hidroliz, oksidasyon veya

degradasyon tepkimelerinin 6niine gegmektedir.

5. Klasik ¢oziicii ekstraksiyonu uygulamalarinda harcanan ¢6ziicii miktaria
gore siliperkritik sartlarda minumum diizeyde ¢oziicli harcanmasi ve ana ¢oziicli
olarak karbondioksit kullanilmasi ¢evreye duyarlilik agisindan ¢ok daha iyi proses

olusturmaktadir.

6. Siperkritik akiskan ekstraksiyonu ile prosesler sonunda, basincin
diisiiriilmesi akiskan ve ¢6ziinen madde birbirinden ayrilmasina olanak vermekte ve
bunun sonucunda iirlinde ¢oziicii kalintisi kalmamakta ve yeni bir saflagtirma

islemine gereksinim duyulmamaktadir.

7.  Siperkritik akigkan ekstraksiyonu ile termal yonden hassas olan

bilesikler ekstrakte edilebilir ve saflastirilabilinir.

8.  Ticari olarak degerli olan ve diisiik miktarlarda bulunan dogal
bilesiklerin ayrilmasinda ve saflastirmasinsa siiperkritik akiskan ekstraksiyonu etkili

bir proses olmaktadir.
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9. Siiperkritik akiskan sistemi, kromatografik analiz cihazlarina
dogrudan baglanabilir ve elde edilen ekstraktin analizi ayni proses iginde

gercgeklestirilebilir.

10. Klasik ¢oziicii ekstraksiyon uygulamalarinda calisilacak numune
miktar1 20-100 g arasinda degisirken, siiperkritik akigkan ekstraksiyon sisteminde

0,1-1,5 g araliginda numune miktarlar ile bile ¢aligilabilmektedir.

11. Siperkritik akiskan ekstraksiyon uygulama sistemi farkli olgeklere
gore degisiklik gosterebilmektedir. Analitik Olgeklere (gram mertebesinde madde
miktar1), pilot fabrika dlgeklere (kilogram mertebesinde) ve endiistriyel Olceklere

(ton mertebesinde madde miktar1) uygulanabilmektedir [50,56].

2.4.5.2. Siiperkritik akigkan ekstraksiyonunun dezavantajlari

Stiperkritik akigkan ekstraksiyonunda kullanilacak ¢6ziicii se¢imi uygulama
alanina gore ve ekstrakte edilecek bilesenin yapisina gore degisiklik gostermektedir.
Bir¢ok polar maddenin ekstaksyonunda su ve N,O tercih edilmesi gereken ¢oziicii
olmas1 gerekirken suyun kritik sicakliginin yiiksek olmasi ve N>O’nun toksik 6zellik
gostermesi bu coziiclilerin stiperkritik akigkan olarak kullanilmasinda dezavantaj
olusturmaktadir. Siiperkritik akigkan ekstraksiyonu prosesinin yiiksek basinglarda
gerceklesmesinden dolay1 yatirim maliyeti ve enerji gereksinimleri yiliksek olmakta
ve dezavantaj olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Karbondioksit tiiplerinde mevcut olan
%1-2 oranindaki oksijen iceriginin antioksidantlar gibi oksijene hassas bilesikler ile
reaksiyona girip onlarin yapisini bozmasi bir diger dezavantaj olarak nitelendirilebilir

[50].

2.4.5.3. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonun Mekanizmasi

Akiskan CO; ile kat1 matriks segilen siiperkritik sartlarda etkilesime girdigi
zaman, kiitle transferi ¢oziinenin desorpsiyonu ile siiperkritik akiskanin adsorpsiyon
ve difiizyonunu icermektedir[39]. Ekstraksiyon prosesi bu belirtilen bir takim

mekanizmalar lizerinden yliriimektedir. Bu mekanizma Sekil 2.25°de gosterilmistir.
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Sekil 2.25. Siiperkritik akigkanlarin katilardan transfer mekanizmasi [39]

Ekstraksiyon baglangicindan itibaren ardi ardina ve birbirine paralel olarak

meydana gelen olaylar irdenelirse;

® N kW

CO;’nin gozenek i¢ine difiizyonu ve kati ylizey lizerinde adsorpsiyonu
Molekiillerin dis tabakaya taginimi ve kati1 pargaciklar etrafinda ince siv1 film
olusumu

Molekiillerin sc-CO; i¢inde ¢ozlinmesi

Akiskanin kiitlesine 1s1l iletimli transfer

Cozilinenin katidan veya gozenekli yiizeyden desorpsiyonu

Cozilinenin sc-CO; i¢inde ¢oziinmesi

Cozilinenin gézenekler i¢inde difiizyonu

Akiskanin kiitlesine diizensiz durumda 1s1l iletimli transfer
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seklinde belirtilebilir.

2.4.5.4. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu verimliligini etkileyen degiskenler

Stiperkritik akiskan ekstraksiyonu verimliligini bir takim deneysel
degiskenler etkilemektedir. Bu deneysel degiskenler akigkanin 6zellikleri, ¢dziinenin
ozellikleri, katinin oOzellikleri, dinamik faktorler ve Ornek hazirlanmasi seklinde

siralanabilir. Bu degiskenler alt bagliklar halinde siralayacak olursak[40];

Akiskanin Ozellikleri

¢ Akiskanin dogasi (Polarite)

¢ Basing (Yogunluk)

¢ Sicaklik

¢ Modifierin varlig1 ve derisimi

¢ Akiskanin toplam hacmi

Coziinenin ozellikleri

¢ Analitin tipi ( buhar basinci, polarite, molekiil agirligr)

+ Konsantrasyon

Katinin Ozellikleri

¢ Numune boyutu

¢ Partikiil boyutu

¢ Matriksin dogas1 (Polarite-yardimci ¢6ziicii ile matriks arasindaki bag)
¢ Ortamda hazir bulunan diger ekstrakte edilebilecek maddeler
¢ Numune sartlar1 (nem-yag orani- pH)

¢ Kapsiillenme orani

Dinamik faktorler

¢ Ekstraksiyon zamani

¢ Akis hiza

¢ Ekstraksiyon hiicresi (boyut-geometri-bosluk hacmi-karigim)
Ornek Hazirlanmasi

¢ Reaktifin, ¢oziiciilerin, sivilarin eklenmesi

¢ Katilarin eklenmesi

seklinde belirtilebilir.
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2.4.5.5. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonunda yardimci ¢6ziicii kullanilmasi

Stiperkritik akigkanlar iginde karbondioksit kritik sicaklik ve kritik
basincinin (Te= 31.1 °C ve P= 73.8 bar) uygulanabilir kosullarda olmasi, yanici
Ozellik gostermemesi, zehirli olmamasi, yiliksek saflikta kullanilabilmesi ve
maliyetinin yiiksek olmamasindan dolay: stiperkritik akigkanlar i¢inde en ¢ok tercih
edilen akigkanlarin basinda gelmektedir. Karbondioksit apolar yapisindan dolay1
hidrokarbonlar gibi apolar bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in uygun bir ¢oziicli 6zelligi
gosterirken, alkoller, esterler, aldehitler ve ketonlar gibi polar 6zellik gosteren
yapilarin ekstraksiyonu i¢in ¢ok uygun olmamaktadir. Bunun yanisira polar
bilesiklerin ekstraksiyonunda kullanilabilecek akigskan olarak siiperkritik su ve
stiperkritik nitrdz oksit 6n plana ¢ikmaktadir. Bu iki ¢6ziicli incelendiginde nitroz
oksitin kritik sicaklik ve basinci uygulanabilir aralikta olmasina ragmen zehirli etki
gostermesi nedeniyle, su ise yiiksek kritik sicaklik ve basinca sahip olmasi
(Te= 374 °C ve P= 220 atm), prosesin korozif etkiden dolay1 zarar gérmesi ve 1siya
duyarl bilesiklerin ekstrakte edilememesi nedeniyle dezavantajli olmaktadir.

Polar bilesiklerin siiperkritik akiskan ile ekstraksiyonuna olanak saglamak
i¢in etkin bir metot olan yardimc1 ¢oziicii kullanimi 6n plana ¢ikmaktadir. Yardimei
¢oOziiciilerin se¢cimi ve kullanilacak miktarinin ayarlanmasi siiperkritik akigkanin
ozelliklerini kolayca degistirebilmektedir. Siiperkritik akiskana yardimci ¢oziicii
eklenmesi iki farkli yontemle gerceklesmektedir. Ilkinde yardimci hiicre icindeki
numune lizerine damlatma yontemi ile damlatilir, ikincisinde ise bir pompa
vasitastyla akiskan ile belirli mol oranlarinda karistirilarak numuneye gonderilir.
Cogu zaman c¢ok az miktarlarda kullanilan yardimer ¢oziicli ilavesi ekstraksiyon
verimini ylikseltilebilmekte ve proses zamanin azaltabilmektedir. Dogal bilesiklerin
stiperkritik akiskan ekstraksiyonu i¢in pek ¢ok yardimer ¢oziicii ile ¢aligiimaktadir.
Bu yardimei ¢oziiciiler arasinda metanol yiiksek polarlikta olmasi ve karbondioksit
ile 1yi bir karisim olusturmasi nedeniyle en c¢ok kullanilan yardimer ¢oziicii
olmaktadir. Kullanilan metanol yiizdesinin ¢ok fazla olmasmin bitki matrisleri ve
¢ozilinen arasindaki iliskiyi bozabilecegi ileri stiriilmektedir. Etanol de polar yapisi ve
minumum diizeydeki toksik etkisinden dolayr dogal bilesiklerin eldesinde ve
ozellikle gida uygulamalarinda sik kullanilan bir yardimci ¢6ziicii olmaktadir [61].

Ticari olarak kahveden kafeinin uzaklastirilmasi igsleminde su siiperkritik
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karbondioksit ekstraksiyonunda yardimci ¢oziicii olarak kullanilmistir [62]. Bir
yardimel ¢oziiciiniin en 6nemli etkisi ¢oziinlirlik giliciinii arttirmaktir ve bunun
sebebi olarak ¢oziiciinlin yogunlugunun artmasi ve/veya ¢oziicii-¢coziinen arasindaki
iligkiden kaynaklanir. Yardimci ¢oziicliniin kullanilmasiyla, yardimer ¢oziici ile
karisimdaki bilesenler arasindaki spesifik iliskiden yaralanilarak segicilik ve ayirma
gerceklestirilebilir.  Spesifik uygulamalarda, yardimer ¢oziicii  eklenmesinin
¢Oziiniirliik davramisina etkisi, kiitle transferi ve islemin ekonomikligi agisindan
yardimc1 ¢oziicli secimini ¢ok iyi anlamak gerekmektedir. Coziici yogunlugunun
artmasi ve molekiillerarasi etkilesim yardimei ¢oziiclinlin en 6nemli faktorleri olarak
tespit edilmistir. Cok bilesenli sistemlerde ¢oziiniirliik segici veya segici olmayan
uygulamalarda arttirilabilir. Bu uygulamalarda se¢iciligin gelistirilmesi i¢in ¢dziicii
karigimlarinin yogunlugu arttirilarak ¢ozlintirliik arttirilir. Yardimer ¢oziicii etkisinde,
yardimci ¢oziici ile ¢oziicii arasindaki molekiillerarasi baglar tespit edilirse, drnegin
H baglari, segicilik ve ¢oziinirliigiin ikisi birden arttirilabilir [63]. Coziicii
yogunlugunun artmasina yardimci ¢oziicliniin etkisi, yardimer ¢oziicii eklenmesi ile
yiiksek yogunluga sahip yardimci ¢dziiciiniin ve siiperkritik molekiillerin yardimci
¢oziicii etrafinda kiimelenmesinin etkisi oldugu seklinde aciklanmaktadir. Stiperkritik
akiskanlarin daha fazla kiimelenmeleri ve yardimci ¢oziicii ile ¢oziicii karisimlarinin
yogunluklar1 arasindaki farkliliktan dolayr kritik noktaya yakin bolgelerde
yogunlugun artacagi belirlenmistir. Stiperkritik akiskan karisimi ve stiperkritik
akigkan arasindaki bu yogunluk farkliligi basing ile azaltilabilir ve sonugcta
siiperkritik akiskan yogunlugundaki artis ve kiimelenme basing azaltilarak
giderilebilir [64]. Bunun yani sira eklenen bir yardimer ¢oziicii, (bir hidrokarbon ile
yiiksek hacme sahip olan oktan) ¢oziiciiniin molar yogunlugunu diisiirmesine ragmen
stiperkritik akiskanin ¢ézme gliciinii arttirabilir. Yardimer ¢oziicii etkisi ile yogunluk
ve molekiilleraras1 iligkiler arasindaki farkliliga katkida bulunmak ig¢in c¢oziicii
karisiminin yogunlugu belirlenmelidir. Coziicii karisimlarinin yogunluklar1 birtakim
esitlikler kullanilarak hesaplanabilmektedir [65-67].

Coziicii ve yardimci c¢oziicii arasindaki fiziksel etkilesimler Ornegin,
dipol-dipol, dipol-indirgenmis dipol veya indirgenmis dipol-indirgenmis dipol
etkilesimleri ile hidrojen bag1 ve yiik transfer kompleksleri gibi spesifik etkilesimler

yardimci ¢oziicti etkisine katki saglamaktadir. Bu yiizden yardimer ¢oziicii etkisini
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kesin olarak yorumlamak icin ¢6ziinen ve c¢oziicii ile ilgili molekiillerarasi
etkilesimlerin bilinmesi gerekmektedir. Coziiciiler, kimyasal yapilar1 ile baglantili
olarak fiziksel sabitlerinden yararlanilarak, spesifik ¢oziicli-¢oziinen etkilesimleri ve
asit-baz davraniglar1 irdelenerek karakterize edilebilirler [68]. Deneysel ¢oziicii
parametreleri, 6rnegin Kamlet-Taft ¢oziicii parametreleri, H-bag1 verici (donor-a) ve
H-bag1 alici (akseptor-f)’lerin  ¢oziiclilerin  ¢ift kutuplu / kutuplanabilirlik
(m*-polarlanabilirlik) ve genel ¢oziicli polaritelerinin ayr1 ayr1 katkilar1 belirtilerek
kullanilabilir [69-70].

Molekiiliin simetrik yapisindan dolay1, karbondioksit net bir dipol momente
sahip degildir fakat dort kutuplu bir yapist vardir. CO;’in polarlanabilirligi
2.74x10° m>diir. Karbondioksitin asit-baz etkilesimleri pek c¢ok arastirmaci
tarafindan  incelenmigtir. ~ Kamlet-Taft  ¢Ozlicli  parametreleri  siiperkritik
karbondioksitin karekterizasyonu i¢in kullanilmaktadir. Spesifik molekiillerarasi
etkilesimler, 6rnegin H-baglar ve yardimer ¢oziicii ile ¢oziicii arasinda olusan yiik
transfer kompleksleri yardimer ¢oziicli etkisine onemli katkilar yapmakta, secicilik
ve ayirma iglemlerinde kullanilmaktadir. H-baglari1 bir dondr ve akseptor iliskisidir
ve spesifik olarak H-bag dondr ve akseptor atomlar gereklidir. H-bag1 elektronegatif
olan ve hidrojen kabul eden A ile A-H kovalent bagini olusturur. Donér A-H bagi ile
etkilesime girmek ic¢in, akseptdr olan B’nin yalin halde bir cift elektrona ya da
polarize olabilen © elektrona sahip olmasi gerekir. Fonksiyonel gruplar hem dondr
hem akseptor olarak (6rnegin su, alkol ve karboksilli asitlerdeki OH) ya da sadece
akseptor (0rnegin karboksilik asit, keton ve esterdeki C=0) veya sadece donor olarak
davranabilmektedir. Dogada ve kimyadaki ¢ogu hidrojen baglari, orta dereceli H
baglaridir ve bunlar nétiir donoérler ile —OH ve C=0O gibi akseptor gruplar arasinda
olugsur [71]. Hidrojen baglar1 siiperkritik metanol [72], etanol [72-73] ve suda
olusmaktadir. Siiperkritik sistemlerde ¢oziinen —yardimer ¢oziicli, yardimel ¢oziicii-
¢oOziicli arasindaki iligkilerden olusan hidrojen baglarinin varligi kanitlanmstir.
Déteryumla isaretlenmis metanol-d’nin H-baglari, metanol-d-CO, arasindaki zayif
komplekslerin olusumu, dort kutuplu dipol etkilesimlerden dolay1 stiperkritik
CO;,-metanol-d karisimi arasinda gozlemlenmistir [74]. Coziicii 6zelliklerine ek
olarak, ¢oziinenin Ozellikleri ile ilgili bilgi sahibi olmak i¢in yardimeci ¢oziicii

sistemindeki molekiillerarasi etkilesimleri iyi anlamak gerekmektedir.
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2.5. TAKSANLARIN ELDE EDILMESI ILE ILGILI ONCEKI CALISMALAR

Guénard ve ark. yaptiklar1 c¢alismalar sonucunda klasik ¢dziicii
ekstraksiyonu ile Taxus baccata L.’nin igne yapraklarindan % 0.02 oraninda alinan
10-deasetilbakatin III miktarint % 0.1 oranmna c¢ikarip, 1 kg yapraktan 1 g
10-deasetilbakatin I1I izole etmeyi basarmislardir [75].

Talebi ve ark. Mikrodalga ekstraksiyon teknigini kullanarak 95 °C
sicaklikta 15 dakikalik ekstraksiyon siiresinde % 90’11k metanolden 20 ml kullanarak
Taxus baccata L.’nin yapraklarindan 59 mg/kg Paklitaksel elde etmisler ve % 87
oraninda geri donlisim saglamiglardir aym ¢alismada oda sicaklifinda
gergeklestirdikleri klasik ekstraksiyon metodu ile, 150 ml metanol kullanarak 17
saatlik islem sonucunda 62 mg/kg Paklitaksel elde etmislerdir [76].

Mroczék ve ark. kati-faz ekstraksiyon metodunu yontemi ile % 30 metanol
kullanarak Taxus baccata var. igne yapraklarindan % 0.0566 ve dallarindan

% 0.0695 oraninda 10-deasetilbakatin III elde etmislerdir [77].

Kukuchi ve ark. sivi karbondioksitin ¢oziicii olarak kullanildig1
ekstraksiyonda, Taxus cuspidata’dan 50 kgf/cm® CO, ile 40 °C sicaklikta 2 saat
ekstraksiyon siiresi sonunda agirlikca % 0.02 oraninda Paklitaksel, % 0.04 oraninda
bakatin III ve % 0.04 oraninda 10-deasetilbakatin III bilesigini ekstrakte etmislerdir.
Ayni caligsmada sicaklik ve ekstraksiyon degistirilmeden karbondioksitin polaritesini
arttirmak amaciyla metanol kullanilmig ve CO; +metanol karisimi ile yapilan
ekstraksiyon sonucunda agirlikga % 0.05 oraninda paklitaksel, % 0.04 oraninda
bakatin III ve % 0.17 oraninda 10-deasetilbakatin III ekstrakte etmislerdir.
Calismanin iicilincili asamasinda ¢oziicii olarak metanol kullanilarak oda sicakliginda
24 saat boyunca gerceklestirilen ekstraksiyon siiresi sonunda % 0.03 oraninda
paklitaksel, % 0.05 oraninda bakatin III ve % 0.06 oraninda 10-deastilbakatin III
ekstrakte etmislerdir [78].
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Vandana ve ark. stliperkritik nitr6z oksiti ana ¢oziicii olarak kullandiklari
calismada, Taxus brevifolia’nin dal kisimlarindan paklitakselin ekstraksiyonunu
gerceklestirmislerdir. 331.9 K sicaklik ve 34.76 MPa basing altinda gergeklestirilen
deney sonucunda 24.2 mg/kg paklitaksel ekstrakte etmislerdir. Ayni ¢aligmanin
ikinci asamasinda siiperkritik nitroz oksit ile etanol belirli yiizdelerde karistirilarak
farkli sicaklik ve basinglarda islem gercgeklestirilmistir. 320.6 K sicaklik ve 10.45
MPa basingta % 6.3 mol etanoliin yardimer ¢oziicii kullanilmas: ile 24.4 mg/kg
paklitaksel elde edilirken bu deger 330.8 K sicaklik, 34.34 MPa basingta % 10.5
etanol kullanimi ile 159.56 mg/kg degerine ulagsmustir [79].

Glowniak ve ark. asagidaki semada belirtilen klasik ¢dziicii ekstraksiyon
metodunu kullanarak 7Taxus baccata L.’nin dal ve yaprak kisimlarini ekstrakte
etmislerdir.

Agag (Dal-igne yapraklar)
Ekstraksiyon (3x100 cm® Metanol 3x2 saat)

Metanol ekstrakt

Bidestile su (1+1)

Metanol-su ¢ozeltisi
(50+50)

N-Hekzan (X2)

N-hekzan fraksiyonu Saflastirnilmis metanol ekstrakti

(Atilir)
DCM (x5)
DCM fraksiyonu
10-deasetilbakatin III - Preperatif TLC
Kantitatif analiz Bakatin I11
RP-HPLC Paklitaksel

Sefalomanin
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Ekstraksiyon sonucunda Taxus baccata L.nin dal kisimlarindan
302.2 mg/kg 10-deasetilbakatin III, 45.7 mg/kg bakatin III ile 12.7 mg/kg paklitaksel
ve 7.9 mg/kg sefalomannin elde etmislerdir. Agacin igne yapraklar1 kullanildiginda
ekstraksiyon sonucu 145.9 mg/kg 10-desasetilbakatin III, 37.2 mg/kg bakatin III ,
12.9 mg/kg paklitaksel ve 34.6 mg/kg oraninda sefalomanin elde edilmistir [80].

Kawamura ve ark. Taxus cuspidata’nin kabuk kisimlarmi hizlandirilmis
¢oziicli ekstraksiyonu ( Accelerated Solvent Extraction) metodunu kullanarak 10.13
MPa basing ve degisken sicaklik araliginda 15 dakika boyunca ekstrakte etmislerdir.
Farkli sicakliklarda gergeklestirdikleri deneyler sonucunda bu metot ile bitkiden geri
kazamimin 160 °C sicakliga kadar artig gosterdigi bu sicakliktan 200 °C sicakliga
kadar ise geri kazanimda diislis oldugunu tespit etmislerdir. Ayni sekilde ekstrakte
edilen madde miktarinda da 160 °C sicakliga kadar artis bundan sonraki sicakliklarda
ise bir azalma oldugu belirtilmistir. Hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonunda metanol,
etanol, izopropil alkol, asetonitril, etil asetat, diklorometan, benzen, aseton ve su
¢oziicii olarak kullanilmis ve paklitakselin geri kazanimi icin en iyi ¢oziicliniin
metanol oldugu tespit edilmistir. Klasik ¢oziicii ile ekstraksiyon metodunda
ekstraksiyon siiresinin uzun olmasi nedeniyle yiiksek sicakliklarda ¢alisilmasindan
kacinilirken, hizlandirilmig ¢oziicii ekstraksiyonunda bu silirenin kisa olmasi ve
yiiksek sicakliklarda calisilabilmesi, ayrica bitkiden ekstrakte edilen paklitaksel
miktarinda klasik ekstraksiyon metoduna gore 50 kat ve 1sitilmis su ekstraksiyonuna

gore 5 kat daha iyi sonu¢ vermesi metodun avantajlar1 arasinda gosterilmistir [81].

Nguyen ve ark. Taxus cuspidata’dan hiicre kiiltiirii yontemini kullanarak 4
hafta sonunda paklitaksel miktarin1 0-149 pg/L, 10-deasetilbakatin III miktarini 0-1.9
mg/L ve bakatin III miktarin1 0-583 pg/L diizeyine ¢ikarmiglardir [82].

Chun ve ark. Taxus cuspidata’nin yapraklarini siiperkritik karbondioksit
ekstraksiyonu ile ekstrakte etmislerdir. 308 K sicaklik ve 300 bar basingta, 4 saatlik
ekstraksiyon siiresi sonunda paklitaksel kiitlece % 0.262 ve ayn ekstraksiyon siiresi
ve basingta 323 K sicaklikta bakatin III kiitlece % 0.644 oraninda elde edilmistir
[83].

54



Vandana ve ark. Paklitakselin ¢oziiniirliigiinii stiperkritik karbondioksit ve
stiperkritik nitréz oksit ortaminda arastirmislardir. Karbondioksitin ve nitréz oksitin
¢Oziicli olarak secilmelerinin nedeni kritik sicakliklarinin normal kosullarda olmasi
ve bu ¢oziiciilerin polaritelerinin birbirinden olduk¢a farkli olmasi olarak
belirtilmistir. Paklitakselin siiperkritik karbondioksit ortamindaki ¢oziintirliigii 311.1,
322.2 ve 328.9 K sicakliklarda ve 14.12-34.62 MPa basing araliklarinda 6l¢tilmiis ve
maksimum ¢oziiniirligin 329 K ve 34.6 MPa’da 5.67x10° mol fraksiyon oldugu
tespit edilmistir. Ayn1 maddenin siiperkritik nitrdz oksitteki ¢oziiniirliigii 326.2 K
sicaklikta ve 14.03-27.72 MPa basing araliginda 6l¢iilmiis ve maksimum ¢oziiniirliik
7.41x10° mol fraksiyon olarak bulunmustur. Paklitaksel, karbondioksite gore daha
polar olan nitrdz oksitte daha fazla ¢oziindiigli fakat nitréz oksitin zehirli olmasindan

dolay1 karbondioksit kullaniminin daha uygun oldugu tespit edilmistir [84].

Son yillarda Taksol’iin biyosentezi hakkindaki bilgi ve arastirmalarin
artmasiyla bu yolla taksol iiretiminde 6nemli gelismeler saglanmaktadir. Taksol’iin
elde edilmesi sadece Taksus tiirlerinden degil ayni zamanda endofit mantar
Taxomyces andreanae ve Fusarium, Alternaria, Pithomyces ve diger pek ¢ok mantar
tiirleri ile gergeklestirilmektedir. Bu calismalarda Taxus hicksii en fazla tercih edilen
mantar olmakta ve fermantasyon yolu ile 116 mg/L paklitaksel elde edilebilmektedir.
Bunun yani sira bitki hiicre kiiltiirii ile paklitaksel elde etmeye calisan bir ¢ok
arastirma grubu mevcuttur ve bir haftada 55 mg/L paklitaksel elde edilebilmektedir
[31].

Saicic ve ark. etanol, diklorometan ve etilasetatin ¢6ziicii olarak kullanildig:
klasik ¢oziicii ekstraksiyonu metodu ile Taxus baccata nin yapraklarindan 265 mg/kg

oraninda 10-deasetilbakatin III izole etmislerdir [85].

Suftness ve ark. Taxus brevifolia’min dal kisimlarini kullanarak klasik
¢oziicli ekstraksiyonu ile % 0.014 oraninda paklitaksel izole etmeyi basarmislardir
[86].

Patel ve ark. C-13 taksolaz ve C-10 deasetilaz enzimlerini igeren
Nocardioides luteus SC 13913 mantar tiiriinii kullanarak sefalomanin, 7-fB-xylosyl

10-deasetiltaksol ve 10-deasetiltaksoliin C-13 yan zincirinin boliinmesini ve bunun
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10-deasetilbakatin III ile bakatin III’e doniisiimiinii gerceklestirmislerdir. Taksol’iin
yar1 sentetik eldesi i¢in 10-deasetilbakatin III “lin bakatin III’e doniigmesi

gerekmektedir [87].

HQ 9O oH

Z-10 Deagetilaz

—_—

- Vit Aszetat
HO : O
OH:  Oac
OCOCgHs

10-deasetilbalcatn 11T Balcatin ITT

Mattina ve ark. Mikrodalga ekstraksiyon sistemini kullanarak, paklitaksel,
sefalomanin ve 10-deasetilbakatin III’in geri kazanimi {izerine c¢alismalar
yapmiglardir. Bu ¢alismada ¢oziicii olarak metanol kullanildiginda her ii¢ molekiil
icin % 90 oraninda geri kazanim elde etmislerdir. Coziicii olarak %95’lik etanol
kullanildig1 zaman paklitaksel ve 10-deasetilbakatin III i¢in % 85 ve sefalomanin i¢in
%90 oraninda, kloroformun ¢oziicii olarak kullanildig:1 deneylerde ise paklitaksel ve
sefalomanin i¢in % 40 ve 10-deasetilbakatin III i¢in % 60 oraninda geri kazanim elde
etmiglerdir. Yapilan c¢aligmalar sonucunda mikrodalga ekstraksiyon ile yapilan
deneyler sonucu elde edilen geri doniisiim degerlerinin klasik ¢oziicii ekstraksiyonu
ile elde edilen degerlere yakin oldugu ve bu metodun taksanlarin geri doniisiimii i¢in

yapilan ekstraksiyon deneyleri i¢cin uygun bir yontem oldugu belirtilmistir [88].

Witherup ve ark. Paklitaksel ve 10-deasetilbakatin III’iin ekstraksiyonu igin
Taxus brevifolia, Taxus cuspidata, Taxus canadensis, Taxus media c.v gibi farkli
Taksus tiirleri ile calismalar yapmislardir. Yapilan ¢alismalar sonucunda Taxus
canadensis, Taxus cuspidata, ve Taxus brevifolia’da en fazla paklitaksel igerigi tespit
edilmistir. Taxus brevifolia’da kuru agirlik olarak % 0.06, Taxus canadensis’de
% 0.009, Taxus cuspidata’da % 0.008, Taxus media cv. Densiformis’de % 0.002 ve
Taxus media cv. Hicksii’de % 0.001 oraninda paklitaksel oldugu belirlenmistir.

Taxus brevifolia’da kuru agirlik olarak % 0.01, Taxus canadensis’de % 0.002,
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Taxus cuspidata’da % 0.002, Taxus media cv. Densiformis’de % 0.007 ve Taxus
media cv. Hicksii’de % 0.009 oraninda 10-deasetilbakatin III oldugu belirlenmistir
[89].

Theodoridis ve ark. Immunoaffinity kromatografi teknigini kullanarak
10-deasetilbakatin III’tG 0.4-32 pg/ml miktarlarinda kullanarak HPLC ile ayirmaya

calismislar ve %69 ve % 82 arasinda degisen bir geri doniisiim elde etmislerdir [90].

Verpoorte ve ark. Taksus hiicre kiiltiirlerini kullanarak taksan elde
edilmesinde, HPLC analizleri i¢in farkli tiplerde kati faz ekstraksiyon (SPE)
tekniklerini kullanmislar ve paklitaksel ile 10-deasetilbakatin III’li analiz etmislerdir.
SPE ile yapilan c¢alismalar sonucunda farkli SPE modelleri kullanildiginda
10-deasetilbakatin III i¢in % 45-105 ve paklitaksel i¢cin %65-105 araliginda degisim
gerceklestigi belirtilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda taksanlarin geri kazanimi
i¢in 50 um partikiil boyutunda, 60 °A poroziteye sahip C-8 ve C-18 kartuglarin en iyi

performanst gosterdikleri belirtilmistir [91].

Heaton ve ark. stiperkritik karbondioksit ekstraksiyonunu kullanarak
Taxus baccata L.’nin igne yapraklarimi, 400 atm. basing, 50 °C sicaklik ve 15-105
dakika zaman araliklarinda % 10 metanolii yardimc1 ¢6ziicli olarak kullanip ekstrakte
etmislerdir. Yaptiklart g¢aligmalar sonucunda, klasik ¢oziicii ekstraksiyonu ile
800 mg/kg oraninda elde edilen taksisin, siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu ile
yukarida belirtilen sartlarda 666 mg/kg oraninda elde edilmistir. Ayni ¢alismanin
devami olarak Taksisin I ve Taksisin II bilesiklerinin siiperkritik akigkan
kromatografisi ile aymrimi gerceklestirilmistir. Analiz sonucunda polar nitril paket

kolon ile daha iyi ayirim yapildig: tespit edilmistir [92].

Cao ve ark. yiiksek hizda akim kromatografi metodunu kullanarak
10-deasetilbakatin III’iin ayrilmasin1 ve saflagtirllmasini  gerceklestirmislerdir.
Ekstraktin kompleks bir karisim igerisinde olmasindan dolay1 iki agamali bir ayirma
islemi gerceklestirilmistir. ilk asamada n-hekzan-etil asetat-etanol-su (2:5:2:5 v/v),

ikinci asamada ise n-hekzan-kloroform-metanol-su (5:25:35:20 v/v) c¢oziici
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sistemlerini kullanarak 254 nm’de, 2 ml/dk akis hizinda analizler ger¢eklestirmis ve

bu metodun taksanlarin ayrilmasi i¢in uygun bir metot oldugu belirtilmistir [93].

Suleiman ve ark. paklitakselin ¢ozilintirliglinii stiperkritik karbondioksit
ortaminda arastirmiglardir. Coziinlirlik c¢aismalarini 35, 45 ve 55 °C sicaklik,
100-250 atm. basing araliginda gerceklestirmisler ve paklitakselin ¢ozlniirliigiiniin

1,2- 5,9x10°° mol fraksiyon araliginda degistigini belirtmislerdir [94].

Ballero ve ark. Taxus baccata L.’ nin yapraklarindaki 10-deasetilbakatin II1
ve Taksin miktarlarim1 arastirmislardir. Yaz sezonu boyunca Italya’nin 11 farkh
bolgesinden topladiklari numunelerin analizi sonucunda 10-deasetilbakatin III
miktarinin toplanan bdlgeye gore degistigini ve 243-1665 mg/kg araliginda
oldugunu, taksin miktarmin ise 0-300 mg/kg araliginda oldugunu belirtmislerdir.
Bununla birlikte 10-deasetilbakatin III miktarinin kuru yapraklarda 2 g/kg oraninda
olabilecegini belirtmislerdir [95].

Wianowska ve ark. Taxus baccata L.’nin ince dallarini, ultrasonik
ekstraksiyon, mikrodalga ekstraksiyon, soxhlet ekstraksiyonu ve basingli sivi
ekstraksiyonu yontemlerini kullanarak ekstrakte etmisler ve bu metotlar1 birbirlerine
gore kiyaslamiglardir. Ekstraksiyon sonucu elde edilen taksanlar ve miktarlar1 (mg/g)

Cizelge 2.6’da belirtilmektedir.

Cizelge 2.6. Farkli Ekstraksiyon metotlar1 ile elde edilen taksanlar

Ekstraksiyon metodu 10-DAB III Sefalomanin Paklitaksel
USE (20 °C) 0.1114 0.0795 0.0249
USE (60 °C) 0.1229 0.0755 0.0246
MDE (Kapal1) 0.0341 0.0181 0.0008
MDE (Agik) 0.1454 0.0429 0.0136
BSE (1) 0.1470 0.0831 0.0360
BSE (II) 0.1766 0.0890 0.0104
SE 0.2059 0.1175 0.0518
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Yapilan calismanin diger bir asamasinda basingli sivi ekstraksiyonu igin
kullanilan ¢oziiciilerin taksan eldesindeki rolii arastirilmis ve kiyaslanmistir. Cizelge

2.7°de kullanilan ¢oziictiler ve elde edilen taksan miktarlar1 belirtilmektedir [96].

Cizelge 2.7. Farkli ¢oziiciiler kullanilarak elde edilen taksanlar

Coziicii 10-DAB III Sefalomanin Paklitaksel
n-Hekzan 0.0051 0.0131 0.0030
Toluen 0.0607 0.0440 0.0206
Diklorometan 0.0777 0.0424 0.0201
Kloroform 0.0769 0.0349 0.0195
Etil Asetat 0.0742 0.0408 0.0238
n-propanol 0.0982 0.0646 0.0316
Metanol 0.1470 0.0831 0.0360
Su 0.0499 0.0477 0.0056

Pinol ve ark. bioreaktorde kiiltlir yontemini kullanarak Taxus
wallichiana’dan paklitaksel ve bakatin I1I elde etmeye ¢alismislar ve 28 giin sonunda
bioreaktdrde 25.67 mg/L bakatin III ve 24 giin sonunda da 21.04 mg/L paklitaksel
elde etmeyi basarmislardir [97].

Omidi ve ark. hiicre kiiltiirii yontemini kullanarak Taxus baccata L.’den
paklitaksel elde etmeye calismislar ve yapilan c¢aligmalar sonucunda maksimum

25.17 mg/L paklitaksel elde etmeyi basarmiglardir [98].

Hook ve ark. Taxus baccata’daki taksan iceriginin sezonsal degisimleri ile
ilgili ¢alisma yapmuslar. Taxus baccata var.fastigiata ilizerinde yaptiklar1 ¢caligmada
igne yapraklarda maksimum 300 mg/kg, gdvde kisimlarinda ise 125 mg/kg oraninda
10-deasetilbakatin III konsantrasyonuna ulasmislardir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda
en diisiik taksan alkaloidleri oran1 5.18 g/kg ile Ocak ayinda ve maksimum 9.49 g/kg
ile Agustos ayinda oldugu tespit edilmistir. Paklitaksel miktar1 i¢in yapilan

caligmalarda maksimum paklitaksel oranina Subat ve Nisan aylar1 arasinda yapilan

59



harmanlama sonucunda ulasilmis ve minumum 90 mg/kg ve maksimum 190 mg/kg

oraninda elde edilmistir [99].

Nalensik ve ark. paklitakselin siiperkritik karbondioksit ortaminda
¢oziinlirligiini arastirmiglardir. 3000-7000 psi basng ve 35-45 °C sicaklik araliginda
gerceklestirilen deney sonunda paklitakselin ¢oziniirliiginiin 0.7x107-5.0x10” mol
fraksiyon araliginda degistigini belirlemislerdir. Paklitakselin ¢oziiniirliikk ¢calismalar

esnasinda CO; yogunlugu 818 g/K ve 1000 g/L aralifinda degismektedir [100].

Vesela ve ark. Avrupa’da topladiklar1 7Taxus baccata L.’deki paklitaksel
miktarin1 sezonsal degisime gore arastirmiglar ve bu oranin Subat ayindan Ekim
ayina kadar olan periyotda % 0.002’den % 0.037’ye kadar degistigini belirtmislerdir
[101].

Nakajima ve ark. paklitakselin sudaki ¢ozlniirliigiinii siklodekstrinli
ortamda incelemislerdir. 11 farkli siklodekstrin kullanilarak yapilan ¢alisma
sonucundamaksimum  ¢oziiniirlik ~ DM-B-CD  (heptakis-2,6-di-O-metil)’nin
kullanildig1 deneylerde 49 uM olarak belirlenmistir. HP-B-CD ve dioksan
kombinasyonu ile paklitakselin maksimum ¢oziiniirliigtine (97 uM) ulasilmistir

[102].

Gibson ve ark. Taxus media ve Taxus brevifolia’nin ham yapraklarini klasik
¢Oziicii ekstraksiyonu metodunu kullanarak ekstrakte etmislerdir. Coziicii olarak

toluen, diklorometan, etil eter, etil asetat, metanol ve etanol kullanilmistir[103].

_Islem % Paklitaksel (Taxus media) Taxus brevifolia  Paklitaksel(ug/g)
Taze yaprak 0.005 (1) % 40 Etanol 361
Dondurulmus kuru yaprak 0.015 (2) % 40 Etanol 182

% 100 Metanol 0.031

% 50 Metanol 0.042

C18-SPE 0.0324

% 40 EtOH-C18-SPE 1.543
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Lou ve ark. kat1 faz ekstraksiyon teknigini (SPE) kullanarak T.cuspidata ve
T. media’dan taksanlar1 izole etmislerdir. Yapilan ¢alismalar sonucunda 10-DAB III
T.cuspidata ve T. media’dan sirasiyla 46.16 ve 132 mg, paklitaksel ise 50.39 ve 51
mg oraninda elde edilmistir [104].

Jennings ve ark. yaptiklar1 c¢alismalarda Taxus brevifolia’nin kabuk
kisimlarindaki Taksol oraninin 50-160 mg/kg aralifinda degistigini belirlemisleridir.
Klasik ¢oziicii ekstraksiyonunda etanol kullanarak % 0.125 oraninda Taksol elde
etmislerdir fakat sc-CO, ile gergeklestirilen ekstraksiyon deneyleri sonucu elde
edilen ekstraktlar icindeki Taksol konsantrasyonu % 0.27 ile % 1.82 araliginda
degismektedir. Yapilan baslangi¢ ¢alismalarinda Taxus brevifolia’nin kabugundan
elde edilen Taksol oran1 % 0.016 iken bu oran 180-260 bar basing araliginda ve
45 °C sicaklikta gergeklestirilen deneyler sonucunda 10 ile 100 kat arasinda
arttirilmastir. sc-CO, ekstraksiyonunun etanol kullanilarak yapilan c¢oziicii
ekstraksiyonuna goére daha segici oldugu belirtilmistir. sc-CO, ekstraksiyonuda
etanol kullanilarak gergeklestirilen deneyler sonucunda sadece CO, kullanilan
deneylere gore iki kat daha fazla geri doniisiim elde edilmistir. Ekstraksiyon zamani,
basing ve CO; ile karigan etanol konsantrasyonuna bagl olarak Taxus brevifolia’nin
kabugindaki Taksol’iin % 50-85 oraninda geri doniisiimii gergeklestirilmistir.
(Cizelge 2.8) Genel olarak artan basing, ekstraksiyon zamani ve eklenen etanol
miktar1 polar olan Taksol’iin geri kazanimina etki etmektedir. scCO, ile % 3.6
oraninda karistirilan etanol ve 210 bar basing, 45 °C sicaklikta %1.82 orani ile

maksimum verim elde edilmistir [105].
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Cizelge 2.8. Taksoliin Taxus brevifolia’dan 45 °C ‘da sc-CO; ve scCO,+Etanol
ortaminda ekstraksiyonu [105]

sc-CO, Islem | Ekstraktaki | sc-CO, Islem | scCO,’deki | Ekstraktaki
Basing Taksol(%) | +EtOH Etanol (%) | Taksol(%)
(bar) Basing (bar)
257 1 - 257 1 1.3 0.271
257 2 0.865 257 2 2.0 0.861
257 3 1.137 257 3 2.5 1.645
257 4 0.663 257 4 2.4 1.541
213 1 0.579 257 5 2.8 1.185
213 2 0.838 208 1 0.7 0.335
213 3 1.131 208 2 3.4 0.976
183 1 0.431 208 3 3.9 1.719
183 2 0.618 208 4 3.6 1.822
183 3 0918 208 5 3.8 1.682
183 4 0.891 181 1 0.2 0.371
181 2 3.7 0.913
181 3 5.7 1.559
181 4 3.5 1.331
181 5 4.8 1.051
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2.6. TAKSANLARIN ANALIZINDE KULLANILAN KROMATOGRAFIK
YONTEMLER

Taksanlarin analizinde HPLC ve HPLC-MS kromatografik yontemleri
kullanilmaktadir.

2.6.1. Yiksek Performansl Sivi Kromatografisi ( HPLC)

Sivi kromatografi bir ayirma teknigidir. Bir sivida ¢6ziinmiis ayrilacak
bilesenler, bir kolon igerisinde bulunan genellikle kat1 bir destek tlizerindeki sabit faz
ile farkl etkilesmelere girerek, kolon i¢inde degisik hizlarda ilerler. Kolonu degisik
zamanlarda terkederler ve boylece birbirlerinden ayrilirlar. Burada tastyici faz olan
sivi, pompalarla kolona basildigindan yiiksek akis hizindadir. Bu nedenle ayirma
daha kisa siirede ve tam olarak gergeklesmektedir. Ayrilan bilesik, kolon ¢ikisina
baglanan uygun bir dedektorle tespit edilip miktariyla orantili olarak kaydedilir.
Yiiksek hizda gergeklestirilen ayirmalarin yapildigi sivi kromatografi sistemlerine,
ylksek performanslh sivi kromatografi (HPLC) denir. HPLC giiniimiizde analitik
kimya, biyokimya, biyoteknoloji, farmakoloji, bitki kimyasi, tarim ve kimya
mithendisligini iceren alanlarda ayirma ve analiz i¢in kullanilmaktadir. Diger
kromatografik tekniklerle karektarizasyonu zor olan bilesiklerin ayrilmasi ve analizi
icin uygun olmaktadir. Cevre sicaklifinda termal olarak kararsiz olan bilesiklerle,
yiiksek polariteye sahip bilesikler herhangi bir tlirevlendirme olmaksizin

ayrilabilirler [106].

Yiiksek performansli sivi kromatografisi;
1-Hareketli/ Tastyict Faz Deposu
2-Tastyic1 Faz Hareket Birimi; Pompa
3-Enjeksiyon Birimi
4-Ayirma Birimi ; Kolon
5-Ol¢iim Birimi; Dedektor
6-Yazim Birimi; kaydedici, Integrator
7-Atik Deposu

birimlerinden olusmaktadir.
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Normal faz HPLC’ de sabit faz olarak silikajel gibi polar dolgu maddesi,
hareketli faz olarak ise n-hekzan veya tetrahidrofuran gibi apolar ¢oziiciiler kullanilir.
Boylece polar 6rnekler sabit fazda daha ¢ok tutunarak apolar bilesenlerinden ayrilir.

Ters faz HPLC’ de sabit faz olarak hidrofobik apolar bir dolgu maddesi,
hareketli faz olarak ise su ve metanol veya asetonitril gibi ¢oziicii karigimlari
kullanilir. HPLC’ nin tiim tiplerinde ¢6ziicii polaritesi en biiyiik rol oynar.

Iki eliiyent tipi vardir: izokratik ve gradient. Birinci tipte aym ¢dziicii
karisimi tiim analiz boyunca kolona pompalanir. ikinci tipte ise analiz boyunca
¢Oziicli bilesimi degisir.

HPLC, analitik, yaripreparatif ya da preparatif amacli olarak kullanilir.
Analitik amagli HPLC c¢ok kiiclik miktardaki orneklerin ayrilmasinda kullanilir.
Ayirma 0rnegin bilesimi hakkinda bilgi verir.

Yar1 preparatif amaglit HPLC genellikle 1 — 100 mg’ lik 6rneklerin son
saflastirilmasinda kullanilir.

Preparatif amacli HPLC 5 — 200 cm capli kolonlarda yiiksek miktardaki
karigimlarin ayrilmasi i¢in kullanilir [107-108].

Taksanlarin tanimlanmasi ve saflastirilmasi i¢in en ¢ok kullanilan yontem
HPLC’dir.  Genellikle fenil, siyano veya oktadesil bagli kolonlarda metanol,
asetonitril, diklorometan , su ¢oziicii karisimlarinin gradient veya izokratik eliisyonla
uygulandig1 ters faz HPLC, ozellikle taksol, sefalomannin, bakatin III ve 10-
deasetilbakatin III tiirevlerinin ayrilmasinda basarili olmustur. Cizelge 2.9-2.11°de
taksanlarin karektarizasyonunda analitik amaghi kullanilan HPLC sistemleri

gosterilmistir.
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Cizelge 2.9. Taksanlarin karekterizasyonunda analitik amacgl kullanilan HPLC

sistemleri [107-108]

Kolon Coziicii Sistemi Eliisyon
Zorbax ODS (Cyg) Asetonitril : Su Gradient
Zorbax SB-CN ( CN bagli) | Asetonitril : Metanol Gradient
Lichrosorb®™ RP5 Asetonitril:Metanol:Su Izokratik
(38:42:20)
Curosil B Asetonitril : Su(2:3) [zokratik
% 0.05 formik asit
Techsphere Asetonitril: Su : Metanol : Izokratik
(Fenil kolon ) Tetrahidrofuran
(37:63:20:2.5)
Cig Metanol : Su (68 : 32) [zokratik
Fenil bagl kolon Asetonitril: Metanol:Su Gradient
Fenil bagli kolon Metanol : Asetonitril : Amonyum | izokratik
asetat
(20:32:48)(pH4.4)
BioRad Bio-Sil Asetonitril : Metanol : Gradient
CigsHL 90-10 % 1 Formik asit
Nucleosil Cig Asetonitril:Su ( pH 2.5) Gradient
Hypersil C;g Asetonitril:Su Gradient
Shandon Hypercarb 1,4-Dioksan : Su (46:54) [zokratik
( Poroz grafitize karbon
kolon )
Zorbax SB-Cg Asetonitril:Metanol:Su Gradient
Taxil ( Pentaflorofenil ), A)Alkol:Tetrahidrofuran: Metil- Gradient
Supercosil ( Difenil ) ve t-butil eter (A,Bve
Curosil G (50:30:20) C karigimui)
B) Alkol:Su (6 : 94)
C) Asetonitril ( % 100 )
1) Nova-Pak® Cis 1 ve 2 icin Asetonitril : Su: THF | Izokratik
2) Symmetry  Cig (23:77:0.05)
Scherisorb C;g Asetonitril: Metanol: Su [zokratik
(25:35:45)
Taxil ve Taxol” Asetonitril: 10 mM Izokratik
Sodyumasetat
(47.5:52.5)
Dynamax phenyl Metanol: 50 mM asetat tamponu : | Izokratik
Asetonitril
(20:41:39)(pH 4.4)
Separon-SGX-RP/S Asetonitril: 20 mM Fosforik asit Gradient
Curosil G 10 mM Asetat tamponu: Gradient

Asetonitril ( 56 : 44 )
(pH4.0)
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Cizelge 2.10. Yaripreparatif amacl kullanilan HPLC sistemleri [107-108]

Kolon Coziicii Sistemi Eliisyon

Lichrosorb” RP-18 Asetonitril: Metanol: Su [zokratik
(45:20:40)

Watrers Deltapack Cis | Asetonitril : Su [zokratik
(3:1)

Prep Nova- Pak” Heptan: izo-Propanol : Trietilamin | Izokratik
(90:10:0.1)

Cizelge 2.11. Preparatif amagli kullanilan HPLC sistemleri [107-108]

Kolon Coziicii Sistemi Eliisyon

Fenil bagli kolon Asetonitril Metanol: Su [zokratik
(44:10:46)

Waters Microporasil | Kloroform : Etanol [zokratik
(19:1)

Waters Pre-pak Asetonitril : Su [zokratik

Bondapak C;g (25:75)

Tessek- Praha Asetonitril:Metanol: Su Gradient

SGX-Phenyl

2.6.2. S1v1 Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS)

Kiitle spektrometreleri manyetik veya elektriksel bir alanda hareket eden
yiiklii partikiilleri kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore diger yiikli partikiillerden ayirt
ederek analizleme esasina gore ¢alismaktadirlar. Ilk defa 1906 yilinda elektronlarin
varligin1 kanitlayarak Nobel 6diiliinii kazanan JJ Thomson 1913 yilinda Neon’un
Ne20 ve Ne22 olmak {izere iki izotopunun oldugunu gostererek kiitle
spektrometresinde ilk adimi1 atmigtir. Daha sonra Arthur J Dempster’in 1918 yilinda

elektron iyonizasyon ve termal iyonizasyon konusunda sagladigi ilerlemeler ve
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Francis Aston’un 1920’11 yillarda izotoplar ve onlarin kiitleleri iizerindeki ¢caligmalari
ile kiitle spektrometresinde gelismeler kaydedilmistir. Kiitle spektrometresinin ticari
amagla kullanimi 1940’11 yillarda baglamis, petrol ve kimya endiistrisinde kullanima
sunulmugtur. Holmes ve Morrell isimli arastirmacilar 1957 yilinda ilk defa gaz
kromatografi-kiitle spektrometresi (GC-MS) kombinasyonunu olusturmuslardir
[109-110]. Cihazin biyokimyada kullanimi 1956 yilinda steroidlerin analizi ile
baslamis, 1960’1 yillarda peptid ve niikleosidlerin sekans analizleri
gerceklestirilmistir. S1vi kromatografisi-kiitle spektrometresi ugucu olmayan ve 1stya
kars1 dayaniksiz olan bilesiklerin ayristirtlmast i¢in kullanilir. Sivi faz kullanildigi
icin yiiksek 1s1 gerekmemektedir. “Thermospray”, LC uygulamalarindan biri olup
yiklii damlaciklar yaratmak esasina dayanir. Yiiksek basingli sivi kromatografi
(HPLC)’den gelen kapiller tiipiin ucu yiiksek voltaj uygulanarak isitilir. Isiy1
optimize etmek i¢in de tiipiin ucundan numune iyon kaynagina piiskiirtiilerek
gonderilir. “Thermospray” iyonlarin sivi halden gaz hale doniistiirildiigli iyon
evaporasyon iglemi esasina dayanir. Bu teoriye gore damlaciklar + ve — yiiklii iyonlar
ile ¢oziicli igermektedirler. Ancak iyonlardan birinin polaritesi daha baskindir.
Aradaki fark ise net yiktir. Fazla yiikiin damlanin ylizeyinde biriktigi
varsayilmaktadir. Coziici buharlastikca damlacigin kiiciilen capina bagli olarak
ylizeyindeki elektrik alani artar. Damlacik yeterince buharlastiginda damlacigin
yiizeyinde biriken iyonlar yiizeyden ayrlir. Iyon “spray” (piiskiirtme),
“thermospray”’e benzeyen daha yeni bir tekniktir. Isiya daha duyarli bilesiklerin kiitle
spektrometreye gonderilmesine yarar. “Thermosprayden” farkliligi piiskiirtme
yapabilmek icin 1stya gereksinim duymamast ve atmosferik basingta galismasidir.
“Thermospray” ise genellikle yiiksek vakum altinda c¢alisir ve yiiksek sicakliklara

ihtiyac duyar [109, 111,112].

S1vi kromatografisi-kiitle spektrofotometresinde iyon iiretmek i¢in birtakim
teknikler kullanilmaktadir.(Cizelge 2.12) Bu teknikler Electrospray iyonizasyon
(ESI), Atmosferik basin¢ foto iyonizasyon (APPI) ve Atmosferik basing kimyasal
iyonizasyon (APCI) olarak belirtilebilir [113]. ESI, sivi kromatografisi-kiitle
spektrometresinde kullanilan iyonlastirma teknikleri arasinda, sarjli iyon sayisinin

artmasina olanak vererek kiitle araligini genisletmesi, en iyi duyarlilifi gostermesi,
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makromolekiillerden iyon iiretilmesi esnasinda ortaya ¢ikan fragmentlerin olusmasini

engellemesi nedeniyle en ¢ok kullanilan teknik olmaktadir.(Sekil 2.26) Biyolojik

makromolekiillerin analizinde ESI tekniginin gelistirilmesinden dolayr 2002 yilinda

John Bennett Fenn’e Nobel Kimya Odiilii verilmistir.

Cizelge 2.12. Kiitle Spektrometresinde iyon kaynaklari [114]

Iyon Kaynaklari

Iyon Kaynaginin Tiirii

Iyon Kaynaginin ismi

Iyonlastirica Ajan

Gaz Faz1

Desorpsiyon

Elektron Impakt (EI)
Kimyasal Iyonlastirma
(CD)

Alan Iyonizasyonu
Alan Desopsiyonu
““Electrospray’’
iyonizasyon (ESI)
Matriks destekli
desorpsiyon
iyonizasyon(MALDI)
Hizli Atom
bombardimani
““Thermospray”’’

iyonizasyon (TS)

Yiiksek Enerjili Elektronlar
Reaktif gaz iyonlari

Yiiksek potansiyelli elektrod
Yiiksek potansiyelli elektrod

Yiksek elektrik alani

Laser Kaynag1

Atomik Enerji

Yiiksek Is1

ESI genis bir kullanim alanina sahiptir ve ugucu olmayan molekiillerin sivi

fazdan dogrudan analizine olanak saglamaktadir. ESI;

a. Biomolekiillerin kiitlelerinin tespit edilmesinde
b. Ardisik siralanan proteinlerin ve niikleotitlerin analizinde
c. Ilaclarin, pestisitlerin ve karbonhidratlarin analizinde

d. Uzun zincirli yag asitlerinin analizinde, kullanilmaktadir.
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Polar molekiiller asidik veya bazik grup igermeyenler cesitli iyonlar
eklenerek yiiklii hale getirilebilirler.

Negatif iyon olusumu ESI: CI” iyonu

Pozitif iyon olusumu ESI: Na', Li *, NH," veya diger katyonik tiirler

kullanilarak gergeklestirilir.

Filament Enjekiir Snn
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4 7; i :‘_. S \_\\
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Cozleri Kaymagn Unitesi Girigi Eolonu

Sekil 2.26. Siv1 kromatografisi kiitle spektrometresi [113]

Paklitakselin tam taramali kiitle spektrumu Sekil 2.27°de gosterilmistir. ESI
teknigi kullamlarak elde edilen spektrumlar m/z 854 [M+H]", 871°de[M+NH,4']" bol

miktarda molekiiler iyon icermektedir.
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Sekil 2.27. Paklitaksel’in LC-MS kromatogrami[116]

Paklitakselin gegici yapisi, degradasyon sonucu elde edilen {iriinlerin
kiitlelerinin belirlenmesi ile elde edilebilmektedir. Buna gore m/z 569 ve paklitaksel
yan zincirini belirten m/z 286 iyonlar1 yapmin tanimlanmasma olanak
saglamaktadirlar [115-116]. Taxus alkaloidlerinden olan ve Taxus baccata L’nin

icerginde bulunan Taksin B molekiiliniin LC-MS spektrumu Sekil 2.28’de

gosterilmistir.
184.0
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RT: 32.56
+¢ full ms? 584 [ 160 — 500]
&0 CE =12 %
g 4
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Z - 584.2
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L:]
>
F 40+
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Sekil 2.28. Taksin B LC-MS Kromatogrami[115]
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. MATERYAL

Taxus baccata L.’den Soxhlet ekstraksiyonu, ultrasonik ekstraksiyon ve
stiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu ile taksanlarin elde edilmesinde kullanilan
kimyasal maddelerin ne amacgla kullanildigi, nereden temin edildigi ve saflik

dereceleri asagida belirtilmistir.

10-deasetilbakatin III (Cy9H36019): HPLC analizlerinde standart madde olarak
kullanilmistir. Sigma-Aldrich ®  firmasindan (CAS-No: 32981-86-5) temin
edilmistir. % 95 safliktadir.

Paklitaksel (C47Hs1NO14): HPLC analizlerinde standart madde olarak kullanilmustir.
Sigma—Aldrich® firmasindan (CAS-No: 33069-62-4) temin edilmistir. % 95
safliktadir.

Bakatin III (C3;H330q1): HPLC analizlerinde standart madde olarak kullanilmustir.
Sigma—Aldrich® firmasindan (CAS-No: 27548-93-2) temin edilmistir. % 95
safliktadir.

Sefalomanin (C4sHs3NO14): HPLC analizlerinde standart madde olarak
kullanilmistir. Sigma—Aldrich® firmasindan (CAS-No: 71610-00-9) temin
edilmistir. % 97 safliktadir.

Metanol (CH3OH): Kromatografik analizler icin ters faz HPLC’de mobil faz
olarak, Soxhlet ekstraksiyonunda ¢oziicii, ultrasonik ekstraksiyonda ¢oziicii ve
stiperkritik karbondioksit ekstraksiyonunda yardimeci ¢oziicii olarak kullanilmistir.

Merck® firmasindan (CAS-No: 67-56-1) temin edilmistir. % 99 safliktadur.

Etanol (C,HsOH): Soxhlet ekstraksiyonunda c¢oziicli, ultrasonik ekstraksiyonda
coziicii ve siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonunda yardimeci ¢oziicii olarak
kullanilmustir. JT.Baker” firmasindan (CAS-No: 64-17-5) temin edilmistir. % 99
safliktadir.
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Diklorometan (CH,Cl,): Siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonunda ekstraktin
toplandig1 ¢oziicii olarak kullanilmustir. JT.Baker® firmasindan (CAS-No: 75-09-2)
temin edilmistir. % 99 safliktadir.

Asetonitril (CH3CN): Kromatografik analizler i¢in ters faz HPLC’de mobil faz
olarak, soxhlet ekstraksiyonunda ¢oziicii, stiperkritik karbondioksit ekstraksiyonunda
yardimc1 ¢oziicii olarak kullanilmusgtir. Merck® firmasindan (CAS-No: 75-05-8)
temin edilmistir. % 99 safliktadir.

Tetrahidrofuran (C4HsO): Siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonunda yardimci
¢oziicii olarak kullanilmistir. Merck® firmasindan (CAS-No: 109-99-9) temin
edilmistir. % 99 safliktadir.

Dimetilsiilfoksit (C;HqOS): Siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonunda yardimci
¢oziicii olarak kullamlmustir. Merck® firmasindan  (CAS-No: 67-68-5) temin
edilmistir. % 99 safliktadir.

Etilen Glikol (C;H4(OH),): Siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonunda yardimc1
¢oziicii olarak kullanilmistir. Merck® firmasindan (CAS-No: 107-21-1) temin
edilmistir. % 99 safliktadir.

Aseton (C3HgO): Siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonunda yardimci ¢oziicii
olarak kullanilmistir. Merck® firmasindan (CAS-No: 67-64-1) temin edilmistir. %
99 safliktadir.

Petrol Eteri: Soxhlet ekstraksiyonunda ¢oziicli, siiperkritik karbondioksit
ekstraksiyonunda yardimci ¢oziicii olarak kullanilmistir. JT Baker” firmasindan

(CAS-No: 8032-32-4) temin edilmistir. % 99 safliktadir.
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Etil Asetat (C4H30;): Siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonunda yardimci ¢oziicii
olarak kullamlmustir. Merck® firmasindan (CAS-No: 141-78-6) temin edilmistir. %
99 safliktadir.

2-propanol (C;H;OH): Siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonunda yardimci
¢oziici olarak kullanilmistir. Merck® firmasindan  (CAS-No: 67-63-0) temin
edilmistir. % 99 safliktadir.

n-Hekzan (C¢Hi4): Taxus baccata L.’den apolar bilesikler ve yaglar1 uzaklagtirmak
icin  ekstraksiyonda ¢oziicii olarak  kullanilmustir. Merck®  firmasindan

(CAS-No: 110-54-3) temin edilmistir. % 99 safliktadir.

Karbondioksit (CO,): Siiperkritik karbondioksit ortaminit saglamak amaciyla
ekstraksiyon hiicresinde kullanilmistir. BOS (Linde Gaz) firmasindan temin edilmis

olup % 99 safliktadur.

Naylon Membran Filtre
Numunelerin HPLC analizinden once filtrelenmesi isleminde kullanilir. Whatman

firmasindan temin edilmistir ve 0.45 um gozenek 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, ¢oziiclinlin uzaklastirilmasi isleminde kullanilmstir.
Heidolph marka déner buharlastirici kullanilmastir.

Terazi

Bitkinin tartim iglemleri Metler-Toledo analitik terazi ile yapilmustir.

Yiiksek Basin¢ Pompasi
Siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonunda ekstraksiyon basincin saglanmasi

amaciyla siringa tipi ISCO 260 D marka yiiksek basing pompasi kullanilmistir.
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Firin

Stiperkritik karbondioksit ekstraksiyonunda ekstraksiyon sicakliginin saglanmasi
amaciyla Teknosem marka programlanabilir firin kullanilmstir.

Ultrasonik Banyo

Taxus baccata L.’nin ultrasonik ekstraksiyonu islemleri Bandelix Sonorex marka
cihaz kullanilarak gergeklestirilmistir.

Soxhlet Aparati
Taxus baccata L.’nin Soxhlet ekstraksiyonu 45/40 boyutunda NS marka cihaz

kullanilarak gergeklestirilmistir.

Seliilozik Yiiksiik
Soxhlet ekstraksiyonunda 28x80 mm boyutunda seliillozik kagit kullanilmistir.

Macherey-Nagel firmasindan temin edilmistir.

Dograyici

Bitkinin yapraklarmin kiigiik parcalara ayrilmasi isleminde King marka dograyici
kullanilmustir.

Havan

Bitkinin toz haline getirilmesi isleminde kullanilmistir. Doga Lmt.Sti.’den temin
edilmistir.

Molekiiler elek
Bitkinin farkli partikiil boyutlarina getirilmesi igin FRITSCH marka molekiiler elek

kullanilmastir.

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

Ekstraksiyon {irlinlerinin karektarizasyonunu belirlemek amaciyla yapilan
kromatografik Olciimler, Perkin Elmer Series 200 marka yiiksek performansh sivi
kromatografisi (HPLC) cihaz1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Cihaz izokratik
pompa sistemi, Yyiiriitlici haznesi, enjeksiyon boliimii, oktadimetilsilil gruplari

(ODS-2-C18) tutturulmus 5 upm’lik silika parcaciklart iceren (250x4.6 mm)
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paslanmaz kolon, UV-DAD dedektér ve sinyallerin kaydedildigi bir bilgisayar
sisteminden olusmaktadir.
Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi

Siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu sonucu elde edilen maddelerin
karektarizasyonunu belirlemek amaciyla Agilent 1100 MSD (TUBITAK ATAL)

marka s1vi kromatografisi-kiitle spektrometresi cihazi kullanilmstir.

HPLC kolonu
HPLC analizlerinde Phenomenex marka (25x4.6 mm- 5 um) kolon ve
LC-MS analizlerinde Waters Spherisorb S 50DS2 marka (25x4.6 mm- 5 pm) kolon

kullanilmustir.
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3.2. METOT

Taxus baccata L.agacinin igne yapraklari, Soxhlet ekstraksiyonu, ultrasonik
ekstraksiyon ve stiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu metodu ile ekstrakte edilmis
ve elde edilen taksanlarin ekstraksiyon verimleri karsilastirilmistir. Ekstraksiyon

caligsmalarini dort baglik altinda belirtilebilir.

1) Taxus baccata L.’nin toplanmast ve ekstraksiyona hazir hale
getirilmesi
1) Ekstraksiyon sartlarinin belirlenmesi

1i1) Farkl1 ekstraksiyon metotlarinin uygulanmasi
a. Soxhlet Ekstraksiyonu
b. Ultrasonik Ekstraksiyon
c. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu

v) Ekstraksiyon verimlerinin karsilagtirilmasi

3.2.1. Taxus baccata L.’nin toplanmasi

Taxus baccata L. agacinin dal ve yaprak kisimlar1 Haziran-Temmuz 2005
tarihlerinde Bursa Uludag-Sarialan mevkiinde toplanmustir. Toplanan dal ve yaprak
kisimlar1 birbirinden ayrilarak tamamen kuruyuncaya kadar acgik alanda yaklasik 1 ay
bekletilmigtir. Kuruyan yaprak kisimlari once dograyicida ogiitiilerek daha sonra
havanda ezilerek toz haline getirilmistir. Toz haline getirilen 6rnekler molekiiler
elekte elenerek tanecik boyutlarina gére ayrilmistir. Bitkinin apolar bilesikler ve
yaglardan arindirilmast i¢in n-hekzan ile ti¢ defa kati-sivi ekstraksiyonu
gerceklestirilerek siiperkritik karbondioksit ortaminda, sokslet ve ultrasonik ortamda
ekstrakte edilecek hale getirilirilmistir.

3.2.2. Ekstraksiyon Sartlarinin Belirlenmesi

Taxus baccata L.nin igne yapraklarindan siiperkritik karbondioksit
ekstraksiyonu ile taksanlarin ekstrakte edilmesi icin optimum ekstraksiyon sartlari

belirlenmistir. Ekstraksiyon verimi iizerine etki eden parametreler arastirilmistir.
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Sicaklik, basing, statik ve dinamik ekstraksiyon siiresi, dinamik ekstraksiyon
esnasinda karbondioksit akis hizi, numunenin partikiil boyutu, yardimci ¢oziicii
kullanilmast ve yardimci ¢dOziiciilerin ana ¢oziiciiye eklenmesi yoOntemleri
belirlenmistir. Yapilan caligmalar sonucunda siiperkritik karbondioksit ortaminda
gergeklestirilecek deneylerde ekstraksiyon sicakhiginin 35-40 ve 45 °C sicaklikta,
100-400 atm basing araliginda, 30 dakika statik ve 30 dakika dinamik ekstraksiyon
stirelerinde, 0.5 ml/dk karbondioksit akis hizinda, >100 pm partikiil boyutunda ve
yardimci ¢oziiciilerin damlatma metodu kullanilarak 100 ile 200 pL hacminde, ikinci
bir pompa kullanilarak agirlikca % 2-20 agirlik oranlarinda sisteme gonderilmesine
karar verilmistir. Yardimci1 ¢6ziicii olarak damlatma sisteminde metanol, etanol,
asetonitril, dimetilsiilfoksit, tetrahidrofuran, aseton, etil asetat, etilen glikol ve
2-propanol’un, ikinci bir pompa ile sisteme yardimci ¢oziicli olarak metanol ve

etanol gonderilmesine karar verilmistir.

Klasik ¢oziicli ekstraksiyonu (Soxhlet) ile yapilacak deneylerde metanol,
etanol ve petrol eterinin ¢oziicii olarak kullanilmasina, ekstraksiyon siiresinin 9 saat
olmasina karar verilmistir.

Ultrasonik  ekstraksiyonda metanol ve etanolin ¢Ozilicii olarak
kullanilmasina, ekstraksiyon siiresinin 5, 15, 30 ve 60 dakika olmasina ve

ekstraksiyonun 25-35 ve 45 °C sicakliklarda gergeklestirilmesine karar verilmistir.

3.2.3. Farkli Ekstraksiyon Metotlarinin Kullanilmasi
3.2.3.1.Soxhlet Ekstraksiyonu

Taxus baccata L. agacinin igne yapraklari soxhlet cihaz1 kullanilarak
ekstrakte edilmistir. 100 pm tanecik boyutundaki drnekten 5 gr alinmis daha sonra
bu 6rnek Sekil 3.1°de goriildiigii gibi seliilozik yapi (yliksiik) i¢ine konularak saatte 2
devir yapacak sekilde 9 saat boyunca sirastyla metanol, etanol ve petrol eteri ile
ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon sonucu ¢doziiciiler rotary evaparator ile
uzaklagtirllmig ve ornek kromatografik analize hazir hale getirilmistir. Soxhlet
ekstraksiyonunda kullanilan ¢oziiciiler ve fiziksel oOzellikleri Cizelge 3.1°de

belirtilmistir.
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Sekil 3.1. Soxhlet Ekstraksiyon Diizenegi

3.2.3.2. Ultrasonik Ekstraksiyon

Taxus baccata L. agacinin igne yapraklart ultrasonik banyo kullanilarak
ekstrakte edilmistir. 100 um tanecik boyutundaki 6rnekten 3 gr alinmis daha sonra
bu 6rnege 20 ml ¢oziicli (metanol ve etanol) eklenerek ultrasonik banyoda 25, 35 ve
45 °C sicaklik 5, 15, 30 ve 60 dakikalik zaman araliginda ekstrakte edilmislerdir.
Taksanlar1 igeren ¢oziicii ile arta kalan kat1 6ziit filtre kagidi kullanarak birbirinden

ayirilmis ve ¢oziicli uzaklastirilarak kromatografik analize hazir hale getirilmistir.

3.2.3.3 Siiperkritik Akigskan Ekstraksiyonu

Stiperkritik akigkan ekstraksiyonu 50 mm x 4.6 mm (Agilent) ekstraksiyon
hiicresinde ISCO 260 D yiiksek basing pompasi kullanilarak 35, 40 ve 45 °C
sicakliklarda 100, 200,300 ve 400 atm basinglarda, 100 ve 200 pL yardimci ¢oziicii
kullanilarak gergeklestirilmistir. Ekstrakte edilecek bitkinin yaprak kisimlari ¢oziicii
madde etkilesimini arttirmak amaciyla dograyict ve havan kullanilarak belirli
boyutlara getirildikten sonra yapisinda bulunan yaglardan ve apolar bilesiklerden
arindirmak  amaciyla n-hekzan  ¢oziiclisii  ile  kati-sivi  ekstraksiyonu

gerceklestirilmistir. Ekstraksiyona hazir hale getirilen bitkiden 0.3 gram tartilarak
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deniz kumu ile karistirildiktan sonra sonra ekstraksiyon kolonu igerisine sabit bir
yatak olusturacak sekilde yerlestirilir. Kolon sc-CO; ile basinglandirilir ve 30 dakika
beklenir (statik ekstraksiyon). Daha sonra kolondan belli basingta ve akis hizinda 30
dakika boyunca sc-CO, gegirilir (dinamik ekstraksiyon). Kolon ¢ikigsinda basincin
diisiiriilmesiyle ¢ozme giiclinii kaybeden sc-CO, ve i¢inde ¢Oziinmiis olan kati
birbirinden ayrilir.

Ana ¢Oziici olarak kullanilan karbondioksitin apolar, hedeflenen
bilesiklerin polar yapiya sahip olmast nedeniyle karbondioksitin polaritesini
arttirmak amaciyla polariteleri birbirinden farkli ¢oziiciiler yardimer ¢oziicii olarak
kullanilmigtir. Bu yardimer c¢oziiciilerin  fiziksel ozellikleri Cizelge 3.1° de
belirtilmistir. Ekstraksiyon esnasinda 100 ve 200 pL yardimcr ¢oziicli
(metanol, etanol, asetonitril, etilen glikol, aseton, etil asetat, dimetilsiilfoksit,
tetrahidrofuran, 2-propanol) damlatma yontemiyle ekstraksiyon hiicresine eklenerek
hiicre kapatilmis ve ekstraksiyon 30 dakika statik ve 30 dakika dinamik ekstraksiyon
sirelerinde 0.5 ml/dk akis hizinda gerceklestirilmistir. Dinamik ekstraksiyon
stiresince ekstraksiyon irlinler 5 mL diklorometan (DCM) igerisine alinmis daha
sonra ¢oziicli azot (N,) gazi ile ugurulup iizerine 300 uLL metanol eklenerek HPLC
analizi i¢in hazir hale getirilmistir.  Sekil 3.2°de stiperkritik karbondioksit

ekstraksiyon sisteminin sematik yapisi gosterilmistir.

el

| D -~ |~

=
Eksiraksiyon hiicresi

- : :
Firmn Yardimea CO 2 Ponpasi CO , Tiipii
ardimey | COTici 2
coziicii pompasl

Sekil 3.2. Stiperkritik Akiskan Ekstraksiyon sisteminin sematik gosterimi
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Cizelge 3.1.

Stiperkritik karbondioksit, soxhlet ve ultrasonik ekstraksiyonda
kullanilan ¢6ziiciiler ve fiziksel 6zellikleri

Coziicii Dielektrik Kaynama Molekiil | Molekiil | Yogunluk
Sabiti Noktasy/ °C formillii | Agirh@ (g/cm3)
Metanol 32.6 65 CH;OH 3(5.)04 0.791
Etanol 245 78 C,HsOH 46.07 0.789
Izopropanol 25.2 82 C;H,0OH 60.1 0.786
Etil Asetat 6.02 77 C4HgO, 88.10 0.89
Aseton 20.6 56 C;HqO 58.0 0.79
THF 7.58 66 C4HgO 72.11 0.88
Asetonitril 36.6 82 C,H;N 41.05 0.78
DMSO 47.2 189 C,HcOS 78.13 1.10
Etilen glikol 37.0 197 C,HeO, 62.06 1.11
Petrol Eteri 2.2 40-65 - 87-114 0.64

Stiperkritik karbondioksit ortaminda gerceklestirilen ekstraksiyonun ikinci

asamasinda metanol ve etanol yardimci ¢oziicli olarak kullanilmis ve ikinci bir

yiiksek basing pompasi ile agirlik¢a % 2, 4, 6, 8, 10 ve 20 oranlarinda karbondioksit

ile kanigtirllarak 35, 40 ve 45 °C sicakliklarda, 400 atm basingta, ekstraksiyon

deneyleri gergeklestirilmistir.

80




3.2.4. Ekstraksiyon Uriinlerinin Karekterizasyonu

Taxus baccata L.’nin yukarida belirtilen metotlar ile ekstraksiyonunun
gerceklestirilmesinden sonra elde edilen ekstrakt 300 pL. metanol i¢inde ¢dziinerek
ters-faz sivi kromatografisinde analizi gergeklestirilir. Paklitaksel, sefalomanin,
bakatin IIT ve 10-deasetilbakatin III standartlari metanolde ¢oziinerek 2,5-40 mg/L
araliginda standart ¢ozeltileri hazirlanarak RP-HPLC’de 250 x4,6 mm c¢apinda ve
5 pum boyutunda HPLC kolonu kullanilarak mobil faz; 25:35:40
metanol-asetonitril-su karigimi, mobil faz akis hizi:1,4 ml/dk, Dalga Boyu: 227
nm’de DAD dedektorii ile analiz gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon deneyleri ve
analizler 3 defa tekrarlanmistir. Sekil 3.3° de taksanlarin standart ve ekstraksiyon
sonucu elde edilen ekstraktlarin analizi sonucu elde edilen kromatogramlar
gosterilmistir. Taksanlarin HPLC analizi sonucu ¢izilen kalibrasyon grafikleri ve
elde edilen dogru denklemleri kullanilarak yapilan madde miktar1 tayini

hesaplamalarinin 6zeti EK 1°de belirtilmistir.
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Sekil 3.3. Taksanlarin RP-HPLC kromatogramlari
1. Standartlar

ii. 45 °C ve 400 atm’de gergeklestirilen ekstraksiyon sonucu

Ekstraksiyon sonucu elde edilen taksanlarin karekterizasyonu i¢in LC-MS
kromatografik analiz yontemi kullanilmistir. Ekstraksiyon sonucu elde edilen
ekstraktlarin  LC-MS analizleri Agilent 1100 MSD cihazi (TUBITAK-ATAL)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Analiz sartlar1 ve kromatogramlar Ek 2’de

belirtilmektedir. M/Z (M-20H" + 2 Na ) 5551 , (M-H,0) 526.1 ve
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(M-2H,0-C6H5COOH-CH3COOH)- 326 molekiil agirliklar1 10-deasetilbakatin III
ve M/Z 584.1 ve 194.1 molekiil agirliklar1 Taxicin B molekiil yapisini belirtmektedir.

Elektrosprey iyonizasyon teknigi kullanilarak gerceklestirilen analiz
sartlari1 Cizelge 3.2°de gosterilmistir. LC-MS analizleri sonucu elde edilen
kromatogramlar Ek 2’de belirtilmistir. Maksimum dalga boyunu tespit etmek i¢in
gerceklestirilen analiz sonucunda elde edilen kromatogramlar Sekil 3.4’de

belirtilmistir.

Cizelge 3.2. Taksanlarin LC-MS Analiz kosullar1
LC-MS Analiz Kosullar
Kolon: Waters Spherisorb S 50DS2 (250x 4.6 mm i.d)

Mobil Faz: A: % 0.1 Formik asit igeren 0.01 mM Asetik Asit
B: Metanol: Asetonitril: Su ( 25:35:40)

Gradiyent Program:

Zaman(dak) % B

0.0 25
40 100
60 25

Akis Hizi: 0.6 mL/dak.

Kolon Sicakhigi: 40 °C

Dedektor/ Amax : DAD -275.8 nm.

MS Dedektor: ESI 70 el pozitif polarite
Kuru Gaz Akisi: 10 L/dak

Piiskiirtme Basinci: 50 psig

Kuru Gaz sicakhgi: 350 °C

Kapiler Voltaj: 3500 V (+), 3000 V(-)
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DADL A, Sig=227,8 Ref=off (PROFIL1\PRO00002.D)
1500 sample 1 (in MeOH)
1000

500

| | | |
5 10 15 min|

DADL1 A, Sig=227,8 Ref=off (PROFIL1\PRO00003.D)

sample 1:0.01 mM HAc (1:1)

1500

1000

500

| | | |
5 10 15 min|

DAD1 B, Sig=280,8 Ref=off (PROFIL1\PRO00003.D)

1500 sample 1:0.01 mM HAc (1:1)
1000

500

| | | |
5 10 15 min|

DADL1 C, Sig=275,8 Ref=off (PROFIL1\PRO00003.D)

P T

sample 1:0.01 mM HAc (1:1)
1500

1000

500

T T T T
5 10 15 min

DADL D, Sig=254,8 Ref=off (PROFIL1\PRO00003.D)
1500 sample 1:0.01 mM HAc (1:1)
1000

500

o
a1
=
o
=
a

min

Sekil 3.4. LC-MS Analizleri i¢in maksimum dalga boyunun belirlenmesi
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4.BULGULAR ve TARTISMA

Taxus baccata L.’nin igne yapraklar1 siiperkritik karbondioksit, kati-sivi
ekstraksiyonu (Soxhlet) ve ultrasonik ekstraksiyon yontemleri ile ekstrakte edilerek
paklitaksel (Taksol A), sefalomanin (Taksol B) ve paklitakselin yari-sentetik olarak
elde edilmesinde ¢ikis maddesi olarak kullanilan 10-deasetilbakatin III ve bakatin III
bilesikleri ekstrakte edilmis ve uygulanan ekstraksiyon yontemleri birbirleri ile
karsilastirilmustir.
4.1. Soxhlet Ekstraksiyou

Taxus baccata L.’nin igne yapraklar1 soxhlet cihazi kullanilarak kati-sivi
ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Coziicii olarak metanol, etanol ve petrol eteri
kullanilmisgtir. 9 saatlik ekstraksiyon siiresi sonunda elde edilen taksanlarin

miktarlar1 Cizelge 4.1’°de belirtilmistir.

Cizelge 4.1. Soxhlet ekstraksiyonu sonucu elde edilen taksanlar ve miktarlari

(% RSD)

Taksan (mg/ke) Metanol Etanol Petrol Eteri
10-deasetilbakatin III 396 (25) 555 (11) 113 (12)
Paklitaksel 26 (18) 32 (23) 14 (25)
Sefalomanin 17 (32) 15 (18) 8 (13)
Bakatin I1I 26 (20) 28 (9) 7 (27)

Cizelge 4.1 incelendigi zaman, soxhlet cihazi kullanilarak gerceklestirilen
kati-sivi ekstraksiyonu sonucunda, polar yapida olan taksanlarin kazanilmasinda
metanol ve etanol, petrol eterine kiyasla daha iyi ¢oziicii 6zelligi gostermislerdir.
Ekstraksiyon sonucunda elde edilen taksanlarin miktarlarina bakildiginda
Taxus baccata L.’nin igne yapraklarinda oldukca yiiksek oranda bulunan 10-DAB
[I’iin ve diger taksanlarin literatiirde belirtilen degerlerle paralellik gosterdigi

anlasilmaktadir [31,75].
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4.2. Ultrasonik Ekstraksiyon

Taxus baccata L.’nin igne yapraklar1 ultrasonik ekstraksiyon metodu ile
ekstrakte edilmistir. Coziicli olarak metanol ve etanol kullanilmistir. Farkli sicaklik
ve ekstraksiyon siireleri sonunda elde edilen taksanlarin miktarlar1 Sekil 4.1-4.8’de
belirtilmistir. Metanoliin ¢oziicli olarak kullanildigi ultrasonik ekstraksiyon sonucu

elde edilen 10-deasetilbakatin III miktar1 Sekil 4.1°de belirtilmistir.

1409

1201

100 M
204 }—”_’I"///I—I

10-Deasetilbakatin I (mg)

604 N
——25°C
i ——35°C
40 —A—45°C
20 -
0 I I I 1
0 ) 15 30 60

Zaman (dakika)

Sekil 4.1. USE’de metanol kullanimi sonucu elde edilen 10-DAB III miktari
Metanoliin ¢ozilicii olarak kullanildig1 ultrasonik ekstraksiyonda 1 kg
bitkiden elde edilen maksimum 10-deasetilbakatin III miktar1 35 °C ve 60 dakika

ekstraksiyon siiresi sonucunda 111 mg olarak elde edilmistir.

Sekil 4.2 etanoliin ¢oOziicii olarak kullanildig1 ultrasonik ekstraksiyon

sonucu elde edilen 10-deasetilbakatin III miktarin1 gostermektedir.

86



120 -
o
£ 100+
= 80-
=
E 60
g —4—25°C
% 40 - - 35°C
A ——45°C
= 20

0 | | | 1
0 5 15 30 60
Zaman (Dakika)

Sekil 4.2. USE’de etanol kullanimi1 sonucu elde edilen 10-DAB III miktari

Etanoliin ¢6ziicii olarak kullanildig: ultrasonik ekstraksiyonda 1 kg bitkiden
elde edilen maksimum 10-deasetilbakatin I1I miktar1 45 °C ve 60 dakika ekstraksiyon
stiresi sonucunda 102 mg olarak elde edilmistir.

Metanoliin ¢oziicii olarak kullanildig: ultrasonik ekstraksiyon sonucu elde

edilen paklitaksel miktarini Sekil 4.3°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.3. USE’de metanol kullanimi sonucu elde edilen paklitaksel miktar1
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Metanoliin ¢6ziicli olarak kullanildigt USE’da 1 kg bitkiden elde edilen

maksimum paklitaksel miktar1 45 °C ve 60 dakika ekstraksiyon siiresi sonucunda

12,3 mg olarak elde edilmistir.

Sekil 4.4 etanoliin ¢oOziicii olarak kullanildig1 ultrasonik ekstraksiyon

sonucu elde edilen paklitaksel miktarin1 gostermektedir.
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Sekil 4.4. USE’de etanol kullanimi sonucu elde edilen paklitaksel miktari

Etanoliin ¢6ziicli olarak kullanildig: ultrasonik ekstraksiyonda 1 kg bitkiden
elde edilen maksimum paklitaksel miktar1 45 °C ve 60 dakika ekstraksiyon siiresi

sonucunda 9,33 mg olarak elde edilmistir.

Sekil 4.5 metanoliin ¢6ziicii olarak kullanildigi ultrasonik ekstraksiyon

sonucu elde edilen sefalomanin miktarini gostermektedir.
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Sekil 4.5. USE’de metanol kullanimi sonucu elde edilen sefalomanin miktari

Metanoliin ¢oziici olarak kullanildigir ultrasonik ekstraksiyonda 1 kg
bitkiden elde edilen maksimum sefalomanin miktar1 45 °C ve 60 dakika ekstraksiyon

stiresi sonucunda 13,2 mg olarak elde edilmistir.

Sekil 4.6 etanoliin ¢oziicii olarak kullanildig1 ultrasonik ekstraksiyon

sonucu elde edilen sefalomanin miktarin1 gostermektedir.
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Sekil 4.6. USE’de etanol kullanim1 sonucu elde edilen sefalomanin miktar1
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Etanoliin ¢6ziicii olarak kullanildig: ultrasonik ekstraksiyonda 1 kg bitkiden
elde edilen maksimum sefalomanin miktar1 45 °C ve 60 dakika ekstraksiyon siiresi
sonucunda 9,41 mg olarak elde edilmistir.

Metanoliin ¢oziicii olarak kullanildig: ultrasonik ekstraksiyon sonucu elde

edilen bakatin III miktarin1 Sekil 4.7°de gdsterilmektedir.
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Sekil 4.7. USE’de metanol kullanimi sonucu elde edilen bakatin III miktar1

Metanoliin ¢6ziicli olarak kullanildigt USE’da 1 kg bitkiden elde edilen
maksimum bakatin III miktar1 45 °C ve 60 dakika ekstraksiyon siiresi sonucunda
13,1 mg olarak elde edilmistir.

Sekil 4.8 etanoliin ¢oziicii olarak kullanildigi ultrasonik ekstraksiyon

sonucu elde edilen bakatin III miktarini gostermektedir.
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Sekil 4.8. USE’de etanol kullanimi1 sonucu elde edilen bakatin III miktar1

Etanoliin ¢oziicii olarak kullanildig1 ultrasonik ekstraksiyonda 1 kg bitkiden
elde edilen maksimum bakatin III miktar1 45 °C ve 60 dakika ekstraksiyon siiresi

sonucunda 12,4 mg olarak elde edilmistir.

4.3. Siiperkritik Karbondioksit Ekstraksiyonu

Taxus baccata L.’nin igne yapraklar1 siiperkritik karbondioksit ekstraksiyon
metodu (sc-CO,) kullanilarak ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon verimine etki eden
parametrelerden matriksin tanecik boyutu, dinamik ekstraksiyon siiresi, sicaklik,
basing, karbondioksitin akis hizi, yardimci ¢oziicii tipi ve yardimer ¢dziicii hacmi

parametreleri arastirilmistir.

4.3.1. Ekstraksiyon Siiresinin Etkisi

Stiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu esnasinda dinamik ekstraksiyon
zamaninin (ekstraktin toplanmasit esnasinda gecen zaman) ekstrakte edilen
10-deasetilbakatin III verimine etkisi aragtirilmistir. Sc-CO, ekstraksiyonunda, farkli
sicakliklarda ve 100-400 atm basing araliklarinda saf karbondioksit kullanilarak elde
edilen veriler Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°de gdsterilmistir.
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Sekil 4.9. Dinamik ekstraksiyon siiresinin tiriin verimliligine etkisi (35 °C-400 atm)
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Sekil 4.10. Dinamik ekstraksiyon siiresinin tiriin verimliligine etkisi (45 °C-400 atm)

Sekil 4.9 ve Sekil 4.10 incelendiginde, farkli sicaklik ve basinglarda yapilan
deneyler sonucunda ekstraksiyon verimi zamanla matriks ile etkilesen karbondioksit
miktarinda artis ve karbondioksitin matriksten daha fazla madde siiriiklemesi
nedeniyle arttig1, ancak bu artig, zaman araliklar1 dikkate alindiginda giderek azalan
hizlarda devam ettigi gozlenmistir. 45 °C sicaklik ve 400 atm. basingta
ekstraksiyonun ilk 5 dakikasinda 1000 gram bitkiden toplam elde edilen 10-DAB III
miktar1 35,6 mg, 10 dakikada 43,5 mg, 15 dakikada 51,6 mg ve 30 dakikada 67,4 mg

olarak elde edilmistir.

4.3.2. Matriksin Tanecik Boyutunun Etkisi

Stiperkritik akigkan ekstraksiyonunu etkileyen ve ekstraksiyon verimi
tizerine etkili olan en Onemli parametrelerden biri calisilan matriksin tanecik
boyutudur. Siiperkritik karbondioksit ile ekstraksiyon iseminde, tanecik boyutu
kiiciildiikge yiizey alami artacagindan, elde edilecek taksan miktarinin artacagi

diisiiniilsede calisma araliginin belirlenmesi i¢in tanecik boyutunun belirlenmesi
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gerekmektedir. Ayrica, tanecik boyutu kiiciildiikk¢e kurutulmus bitkinin nemlenme
hizi, dolayisiyla yapiskanligi artacagindan ve CO, akis hizini etkileyeceginden, belli
bir boyutun altinda ekstraksiyon veriminin azalacagi da belirtilmektedir [50,117].
Biiyliik boyuttaki tanecikler, sistemde kiitle aktarim direnglerini arttirdigindan,
ekstraksiyon siiresini de arttirmaktadir. Cok kiiclik tanecik boyutlu (<50 pm)
orneklerde ise ekstraksiyon hizi ve etkinligi artmakla birlikte; akis hizini sabit tutma
sorunlari ile karsilasilmaktadir.

Ekstraksiyon siiresince caligilacak tanecik boyutunu belirlemek amaciyla
yapilan deneyler sonucunda saf CO, ve CO; birlikte % 5-10 oraninda metanol ve
etanoliin yardimec1 ¢oziicii olarak kullanildigi deneylerde tanecik boyutunun
10-deasetilbakatin III’iin ekstraksiyon verimi iizerine etkisi arastirilmis ve Sekil

4.11°de gosterilmistir.
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Sekil 4.11. Tanecik boyutunun ekstraksiyon verimi {izerine etkisi

Matriskin tanecik boyutunun ekstraksiyon verimine etkisi >100 pm, >250
um ve >500 um tanecik boyutlarinda arastirilmig ve tanecik boyutunun azaltilmasi
ile aktarim yiizey alaninin arttigi, kiitle aktarim direnclerinin azaldig1 ve kiicililtme
esnasinda yapidaki hiicrelerin bir kisminin bozulmasi sonucunda iiriiniin serbest

kaldig1 belirlenmistir [118].
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4.3.3. Karbondioksitin Akis Hizinin Etkisi

Dinamik ekstraksiyon siiresince karbondioksit akis hizi ile ekstraksiyon
verimi arasindaki iligki arastirilmistir. 35 °C sicaklikta ve 100-400 atm basing
araliginda ve CO;’nin farkli akis hizlarinda gerceklestirilen deneyler sonucu elde
edilen veriler Sekil 4.12°deki grafikte belirtilmektedir. Akis hizinin artmasi
ekstraktor icindeki tiirbiilanslarin artmasmna ve boylece dis kiitle aktarim

kisitlamalarinin azalmasina neden olmaktadir [118].
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Sekil 4.12. CO; akis hizinin iiriin verimine etkisi

Sekil 4.12 incelendigi zaman goriilmektedir ki CO, akis hizi 0.2
ml/dak.’dan 0.5 ml/dak.’ya ¢ikarilmasi ile, kat1 ile akigkan arasindaki film kalinligini
azalttigindan elde edilen {iriin miktarinda bir artis olmaktadir, 400 atm. basingta CO,
akis hizinin 0.2 ml/dak. iken 1 kg bitkiden, 8.24 mg 10-DAB III elde edilirken akis
hizinin 0.5 ml/dak. olmast durumunda bu deger 67,4 mg olmaktadir. Bununla
birlikte CO, akis hizi1 0.5 ml/dak.’dan 1.0 ml/dak.’ya arttirildig1t zaman {iriin
veriminde bir azalma meydana gelmektedir. Coziicli akis hizinin artmasi kati ile
akigkan arasinda film kalinligin1 azaltmakta bu durumda verim artmaktadir; ancak

aynt etki kati ve akigkan arasinda etkilesim siiresini kisaltmakta bdylece verim
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azalmaktadir. Coziicii akis hizinin siirece etkisi katt madde yapisi ile yakindan
ilgilidir [118]. Uriin verimindeki bu azalmanin bir diger nedeni olarak matriks ile
¢Oziiclinilin yiiksek akis hizindan dolay1 yeterince etkilesememesi ve saglikli siiplirme

yapamamasi gosterilebilir.

4.3 .4 Sicaklik ve Basincin Etkisi

Basing ve sicaklik, siiperkritik karbondioksit ile ekstraksiyon isleminde
¢Oziiclinlin ¢ozme giicii lizerine onemli etkiler yapan degiskenlerdir [50,119]. Bu
degiskenler, ekstraksiyon iglemini farkli yonlerden fakat ayni zamanda birbirleri ile
i¢ etkilesimlerde bulunarak etkilemektedirler. Bu nedenle basing ve sicakligin verim
tizerine etkilerinin ayr1 ayri ve ardindan birlikte incelenmesi amaciyla yapilan 6n
denemelerde asagidaki sonuglar alinmugtir. Siiperkritik bir akigkanin ¢ézme giicii o
akiskanin yogunluguna baglh olarak degismektedir. Akiskanin yogunlugun artmasi
ile siiperkritik akiskanlarin ¢6zme giicleri artmakta ve gazlara gore daha fazla madde
cozebilmektedirler. Diflizyon katsayilarinin artmasi ve viskozitenin azalmasi ile
stiperkritik akigkanlar, kati yapidaki gozeneklerde gazlar gibi kolayca difiize
olabilmekte ve c¢ozme giigleri artmaktadir. Siiperkritik bolgede yogunluk, sabit
sicaklikta basincin azaltilmasi ile azalirken, sabit basingta ise sicaklifin azalmasiyla
artis gostermektedir. Cizelge 4.2°de sicaklik ve basingla degisen karbondioksit
yogunlugunu gostermektedir [39,120].
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Cizelge 4.2. Sicaklik ve basincla degisen karbondioksit yogunlugu (g/cm®) [120
g g yogunlugu (g

Basing (bar) Sicaklik (K) Yogunluk Entalpi Entropi(J.K/mol)
(kg/m’) (J/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
100 313 568 -8175 -59.5
200 313 831 -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
300 333 833 -9237 -66.6
400 333 914 -9579 -69.1

sc-CO; ekstraksiyonu ile taksanlarin elde edilmesine sicaklik etkisi 400 atm
sabit basingta 35, 40 ve 45 °C sicakliklarda saf CO, kullanilarak aragtirilmis ve

veriler Sekil 4.13’de gosterilmistir.
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Sekil 4.13. Taksan eldesine sicaklik etkisi (P: 400 atm)

Sekil 4.13’de belirtildigi gibi sabit basingta sicakligin arttirilmasi ile
ekstrakte edilen taksan miktarinda artiy sozkonusu olmaktadir. Siiperkritik
akiskanlarda belirtilen sartlarda yogunluk azalirken, diger yandan difiizyon
katsayisida artig gostermektedir. Yiiksek difiizyon katsayisi akigkanlarda hizli kiitle
transferi saglamakta ve bilesiklerin ekstraksiyonu ve kromatografik uygulamalarina
olanak vermektedir.

sc-CO, ekstraksiyonu ile taksanlarin elde edilmesine sicaklik etkisi 45 °C
sabit sicaklikta 100, 200, 300 ve 400 atm basinglarda saf CO, kullanilarak

arastirilmis ve veriler Sekil 4.14°da gosterilmistir.
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Sekil 4.14. Taksan eldesine basing etkisi (T: 45 °C)

Stiperkritik bolgede yogunluk, sabit sicaklikta, basincin artmasiyla artis
gostermekte ve akigkanin ¢ézme giiciinii arttirmaktadir. Sekil 4.14’da da belirtildigi
gibi sicakligin sabit tutulup basincin artmasi ile elde edilen taksan miktarinda artis
s0zkonusu olmaktadir. Genel olarak bakildig1 zaman sicaklik ve basincin arttirilmasi
ile siiperkritik akiskanin yogunluk, difiizyon katsayis1 ve viskozite gibi fiziksel
ozelliklerinin degismesi sonucu ekstraksiyon sonunda elde edilen iiriin miktarinda
artis gozlenmektedir. Gergeklestirilen deneyler sonucunda en yiiksek taksan
miktarinin elde edildigi basing degeri 400 atm olarak belirlenmistir.

Basing ve sicakligin ayr1 ayri incelenmesi amaciyla yapilan deneylerde elde
edilen sonuglar su sekilde tartisilabilir: Basincin artmasi, sc-CO; yogunlugunun
artmasina neden olmakta, bu da ekstraksiyon islemini iki sekilde etkilemektedir: (1)
Siiperkritik akiskanin ¢ézme giicli artmaktadir. (2) Yiiksek yogunluklarda difiizyon
katsayisinin azalmasi sonucu kati ile akigkan arasindaki i¢ etkilesimler azalmaktadir
[119]. Bu iki ters etki, basincin verim iizerinde daha az etkili olmasina neden
olmaktadir. Yiiksek sicaklik ise sc-CO; yogunlugunu azaltmakta ancak ¢dzlinenin
buhar basincini artirdigindan taksanlarin ¢oziiniirliglinii de artirmaktadir. Sicaklik
artis1 ile coziinlirliikteki bu artisin, basing etkisiyle olusan yogunluk artiginin
etkisinden daha gii¢lii bir etki olup olmadigi, kullanilan kati maddenin yapisi ile ilgili

oldugu belirtilmektedir [50,121].
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Ayrica yukarida yapilan agiklamalara ek olarak, basing ve sicakligin birlikte
etkileri, su sekilde de agiklanabilmektedir: Siiperkritik akigkanin sicakligindaki bir
artis, ¢Ozlicii molekiilleri arasindaki uzaklig1 artirarak, bu molekiiller arasindaki i¢
etkilesimleri azaltmaktadir. Bu azalma, c¢oziicii ile ¢Oziinen madde arasindaki
icetkilesimler tiizerinde kuvvetlendirici etkiler yapmakta ve ekstraksiyon hizi
artmaktadir [50,122]. Basincin ekstraksiyon {izerine etkisi ise ters orantilidir.
Basingtaki artig, akigkanin yogunlugunu artirirken, ¢oziici molekiillerinin birbirleri
ile i¢ etkilesimlerini de artirmaktadir. Bu olay ¢6ziicii ile ¢oziinen madde arasindaki

icetkilesimleri azalttigindan, ekstraksiyon hizi azalmaktadir.

4.3.5 Yardimci Coziicii Etkisi

Taksanlarin sc-CO, ile ekstraksiyonunda verimi artiran en Onemli
degiskenlerden biri de sc-CO;’e katilan ve yardimci ¢oziicii (entrainer, modifier)
olarak  tanimlanan  ¢oziiciilerin  kullanilmasidir. Stiperkritik ~ Akigskan
Ekstraksiyonunun (SFE) mekanizmasina, bazi faktorler dogrudan etkilemektedir. Bu
faktorler, (1) termodinamik faktorler; ekstraktin SFE igerisindeki ¢oziiniirliigi, (2)
kinetik faktorler; ylizeyden analitin yavas desorpsiyonu ve ¢oziiciiniin matriks
icerisine diflizyonu, (3) fiziksel faktorler; kompleks, ekstrakte edilecek madde
matriks etkilesimi. Yukarida bahsedilen bu faktorler, direkt olarak ekstrakte edilecek
maddenin matriksten alinmasina etki eder. Taxus Baccata L. agacinin yapraklarindan
ekstrakte edilmeye calisilan hedef madde taksanlarin polar yapida olmasi ve apolar
ozellik gosteren saf karbondioksit ile yeterince etkilesim gosteremeyecek olmasi
hedeflenen maddenin ekstrakte edilmesini zorlastirmaktadir. Ortamin polaritesinin
arttiritlip hedeflenen molekiillerin etkili bir bi¢imde ekstrakte edilebilmesi ig¢in
yardimer ¢dziicii kullamlmas: iki etapta gerceklestirilmistir. Ilk etapta metanol,
etanol, 2-propanol, etil asetat, aseton, tetrahidrofuran (THF), etilenglikol, asetonitril
ve dimetilsiilfoksit (DMSO) gibi farkli polariteler sahip ¢oziiciiler yardimer ¢oziicii
olarak kullanilmistir. Bu ¢6ziiciiler, ekstraksiyon esnasinda damlatma metodu ile 100
ve 200 pL hacimlerde ekstraksiyon hiicresine enjekte edilmislerdir.

Deneyler 35, 40, 45 °C sicaklikta, 100-400 atm basing araliginda, sadece saf
karbondioksit kullanimimin yaninda, 100-200 pL hacminde yardimer ¢dziicliniin

(scCO, + yardimcr ¢oziicii) ekstraksiyon hiicresine proses baslamadan Once
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damlatma yontemi ile enjekte edilmesi ile gergeklestirilmistir. Ekstraksiyon sonucu
elde edilen taksanlarin RP-HPLC kromatografik analiz verileri her bir taksan ve
sicaklik degeri icin ayr1 ayr1 grafige gecirilmistir.

Sekil 4.15-4.17°da sc-CO; ekstraksiyonu ve 100 pL yardimer ¢oziicii
kullanilarak farkli sicaklik ve basinglarda gerceklestirilen deneylerin sonucunda elde

edilen 10-deasetilbakatin oranin1 gostermektedir.
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Sekil 4.15. sc-CO, ortaminda 35 °C’de ve 100 pL yardimei ¢dziicii kullamimi sonucu
elde edilen 10-DAB III miktari
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Sekil 4.16. sc-CO, ortaminda 40 °C’de ve 100 uL yardimer ¢6ziicii kullanimi sonucu
elde edilen 10-DAB III miktar1
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Sekil 4.17. sc-CO, ortaminda 45 °C’de ve 100 pL yardimci ¢oziicii kullanimi sonucu
elde edilen 10-DAB III miktar1
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sc-CO, ekstraksiyonu esnasinda 100 pL yardimecr ¢oziicii kullanimi
sonucunda elde edilen 10-deasetilbakatin III eldesinde saf karbondioksit kullanimina
gore elde edilen iirlin miktarina goére dikkat cekici bir artis s6zkonusu olmaktadir.
Kullanilan yardimci ¢oziicliler arasinda diisiik sicaklikta metanol, dimetilsiilfoksit
(DMSO0), asetonitril, THF, etilen glikol ve etanol en iyi sonucun alindig1 ¢oziiciiler
olmakla birlikte sicakligin arttirilmasi ile metanol, etanol ve DMSO’in ekstraksiyon
verimini daha fazla arttirdig1 tespit edilmistir. Sadece saf CO, kullanilarak 45 °C ve
400 atm. basingta 1 kg bitkiden maksimum 67,4 mg oraninda elde edilen
10-DAB III miktari, ayn1 sartlarda 100 pL metanol, etanol ve DMSO kullanimi ile
sirastyla 418 mg, 327 mg ve 411 mg degerine yiikselmektedir.

Ekstraksiyonda kullanilan yardimci ¢oziicii hacminin elde edilen iiriin
miktarina etkisinin incelenmesi amaciyla kullanilan yardimer ¢6ziici hacmi
200 pL’ye cikarilmis, ekstraksiyon deneyleri ayni sicaklik ve basing degerlerinde
gerceklestirilmistir. Elde edilen 10-DAB III oranlar1 Sekil 4.18-20’de gdsterilmistir.
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Sekil 4.18. sc-CO; ortaminda 35 °C’de ve 200 pL yardimei ¢6ziicti kullanimi sonucu
elde edilen 10-DAB III miktar1
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Sekil 4.19. sc-CO; ortaminda 40 °C’de ve 200 pL yardimei ¢6ziicii kullanimi sonucu
elde edilen 10-DAB III miktar1
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Sekil 4.20. sc-CO, ortaminda 45 °C’de ve 200 pL yardimei ¢6ziicii kullanimi sonucu
elde edilen 10-DAB III miktar1
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Yardimci ¢6ziicii hacminin arttirilmasi sonucunda ¢oziiciiniin yogunlugu ve
buna bagli olarak artan ¢oziintirlilk giicii matriskle etkilesmenin artmasina olanak
vermekle birlikte sc-CO;’in polaritesinin de artmasi sonucu ekstraksiyon verimi
artmustir. 45 °C sicaklik ve 400 atm. basingta 200 pL metanol, etanol ve DMSO
kullanilmast sonucu 1 kg bitkiden elde edilen 10-DAB III miktarilar1 718 mg,
605 mg ve 626 mg olarak belirlenmistir.

Sekil 4.21-4.23°de sc-CO; ekstraksiyonu ve 100 pL yardimer ¢oziicii
kullanilarak farkli sicaklik ve basinglarda gerceklestirilen deneylerin sonucunda elde

edilen paklitaksel miktarini géstermektedir.
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Sekil 4.21. sc-CO, ortaminda 35 °C’de ve 100 pL yardimei ¢dziicii kullamimi sonucu
elde edilen Paklitaksel miktari
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Sekil 4.22. sc-CO; ortaminda 40 °C’de ve 100 pL yardimei ¢6ziicii kullanimi sonucu
elde edilen Paklitaksel miktar1
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Sekil 4.23. sc-CO; ortaminda 45 °C’de ve 100 pL yardimei ¢6ziicti kullanimi sonucu
elde edilen Paklitaksel miktar1
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sc-CO, ekstraksiyonu esnasinda 100 pL yardimecr ¢oziicii kullanimi
sonucunda paklitakselin eldesinde saf karbondioksit kullanimina gore dikkat ¢ekici
bir artis sézkonusu olmaktadir. Kullanilan yardimci ¢oziiciiler arasinda metanol,
DMSO, etilen glikol ve etanol en iyi sonucun alindig1 ¢oziiciiler olmaktadir. Sadece
saf CO, kullanilarak 45 °C ve 400 atm. basingta 1 kg bitkiden maksimum 7,2 mg
oraninda elde edilen paklitaksel miktari, ayni sartlarda 100 uL. metanol, etanol, etilen
glikol ve DMSO kullanimu ile sirastyla 25,4 mg, 28 mg, 23 mg ve 24,9 mg degerine
yiikselmektedir.

Ekstraksiyonda kullanilan yardimci ¢oziici hacminin elde edilen fiiriin
miktarina etkisinin incelenmesi amaciyla kullanilan yardimeci1 ¢o6ziicii hacmi
200 pL’ye cikarilmis, ekstraksiyon deneyleri ayni sicaklik ve basing degerlerinde
gerceklestirilmistir. Elde edilen paklitaksel oranlari Sekil 4.24-26 grafiklerinde

belirtilmistir.
30-
25-
o
E 207 4 ; & 100 atm
E 3 B 200 atm
Y 154 n
= ® 300 atm
= 107 400 atm
5_
0_ ' : i - =
o o = 4= : b, o o O =
8 £ &8 § & £ § § 2 §
O a 3 8 2 ®§ 2 B
E R 3 ks Q =
Céz[lcil

Sekil 4.24. sc-CO, ortaminda 35 °C’de ve 200 pL yardimei ¢6ziicti kullanimi sonucu
elde edilen Paklitaksel miktar1
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Sekil 4.25. sc-CO, ortaminda 40 °C’de ve 200 pL yardimci ¢oziicii kullanimi sonucu
elde edilen Paklitaksel miktar1
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Sekil 4.26. sc-CO, ortaminda 45 °C’de ve 200 pL yardimei ¢6ziicti kullanimi sonucu
elde edilen Paklitaksel miktar1
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Yardimci ¢Ozilicii hacminin arttirilmasit ile elde edilen paklitaksel
miktarinda, ¢6ziici yogunlugu, ¢oziiniirliik ve polarite degismelerinin yarattigi
durumdan dolay1 artis tespit edilmistir. 45 °C sicaklik ve 400 atm. basingta 200 pL
metanol, etanol, etilen glikol ve DMSO kullanilmasi sonucu 1 kg bitkiden elde edilen

paklitaksel miktarlar1 38,2 mg, 42,1 mg, 35, 4 ve 37 mg olarak tespit edilmistir.

Sekil 4.27-4.29°da sc-CO; ekstraksiyonu ve 100 pL yardimer ¢oziicii
kullanilarak farkli sicaklik ve basinglarda gerceklestirilen deneylerin sonucunda elde

edilen sefalomanin oranini gostermektedir.
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Sekil 4.27. sc-CO, ortaminda 35 °C’de ve 100 pL yardimei ¢6ziicti kullanimi sonucu

elde edilen Sefalomanin miktari
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Sekil 4.28. sc-CO, ortaminda 40 °C’de ve 100 uL yardimer ¢6ziicii kullanimi sonucu

elde edilen Sefalomanin miktari
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Sekil 4.29. sc-CO, ortaminda 45 °C’de ve 100 uL yardimer ¢6ziicii kullanimi sonucu

elde edilen Sefalomanin miktari

110



Saf COy’in ¢oziicli olarak kullanildigi deneylerde 100-300 atm. basing
araliklarinda sefalomanin bilesigi elde edilememistir. Ekstraksiyon esnasinda
yardimc1 ¢oOziicli kullanilmast ve basincin arttirilmasit ile birlikte sefalomaninin
ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda 45 °C ve 400 atm
basingta 1 kg bitkiden saf karbondioksit ile 4,4 mg oraninda elde edilen sefalomanin
100 pL yardimci ¢oziicii eklenmesi sonucu maksimum 29 mg oraninda DMSO ile
elde edilmistir. Kullanilan yardimci ¢6ziicli hacminin 200 pLL olmasi durumunda elde

edilen sefalomanin miktarlar1 Sekil 4.30-32°de belirtilmistir.
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Sekil 4.30. sc-CO; ortaminda 35 °C’de ve 200 pL yardimei ¢6ziicti kullanimi sonucu

elde edilen Sefalomanin miktari
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Sekil 4.31. sc-CO; ortaminda 40 °C’de ve 200 pL yardimei ¢dziicti kullanimi sonucu

elde edilen Sefalomanin miktari
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Sekil 4.32. sc-CO, ortaminda 45 °C’de ve 200 pL yardimci ¢oziicii kullanimi sonucu

elde edilen Sefalomanin miktari

Yardimci ¢Oziicii hacminin arttiritlmasi ile elde edilen sefalomanin

miktarinda 6nemli dlgiide artis tespit edilmistir. 45 °C sicaklik ve 400 atm. basingta
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200 pL metanol, etanol ve DMSO kullanilmasi sonucu 1 kg bitkiden elde edilen

sefalomanin miktarilari sirasiyla 28 mg, 23 mg ve 37 mg olarak tespit edilmistir.
Sekil 4.33-4.35’de sc-CO, ekstraksiyonu ve 100 pL yardimci ¢oziicii

kullanilarak farkli sicaklik ve basinglarda gerceklestirilen deneylerin sonucunda elde

edilen bakatin III oranini gostermektedir.
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Sekil 4.33. sc-CO; ortaminda 35 °C’de ve 100 pL yardimei ¢6ziicti kullanimi sonucu
elde edilen Bakatin III miktar1
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Sekil 4.34. sc-CO, ortaminda 40 °C’de ve 100 uL yardimer ¢6ziicii kullanimi sonucu
elde edilen Bakatin I1I miktari
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Sekil 4.35. sc-CO; ortaminda 45 °C’de ve 100 pL yardimei ¢6ziicti kullanimi sonucu
elde edilen Bakatin III miktari
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sc-CO, ekstraksiyonu esnasinda 100 pL yardimecr ¢oziicii kullanimi
sonucunda Bakatin III’iin eldesinde diger taksanlarda oldugu gibi saf karbondioksit
kullanimina gore bir artis sozkonusu olmaktadir. Kullanilan yardime1 ¢oziiciiler
arasinda degisen sicaklik degerlerine gore elde edilen bakatin III oraninda farkliliklar
olmaktadir. Genel olarak bakildigi zaman 10-DAB III, Paklitaksel ve Sefalomanin
eldesinde en 1yi yardimei ¢oziicli 6zelligi gosteren metanol, etanol ve DMSO’nun bu
bilesigin eldesinde de ayni etkiyi gosterdigi anlasilmaktadir. Sadece saf CO;
kullanilarak 45 °C sicaklik ve 400 atm. basingta, 1 kg bitkiden 3 mg oraninda elde
edilen bilesik; metanol, etanol ve DMSO kullanilmasi ile sirasiyla 23 mg, 20,4 mg ve
21 mg oranlarinda elde edilmislerdir. Kullanilan yardimci ¢6ziicii hacminin 200 uL

olmasi durumunda elde edilen veriler Sekil 4.36-38’da belirtilmistir.
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Sekil 4.36. sc-CO, ortaminda 35 °C’de ve 200 uL yardimei ¢dziicii kullamimi sonucu
elde edilen Bakatin III miktar1

115



)

g B 100 atm
= B 200 atm
g B 300 atm
A @400 atm

Metanol M

Sekil 4.37. sc-CO; ortaminda 40 °C’de ve 200 pL yardimei ¢6ziicti kullanimi sonucu
elde edilen Bakatin III miktari
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Sekil 4.38. sc-CO, ortaminda 45 °C’de ve 200 uL yardime1 ¢6ziicii kullanimi sonucu
elde edilen Bakatin I1I miktari
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Yardimei ¢oziicli hacminin arttirilmasi ile elde edilen bakatin III miktarinda
artis gézlenmistir. 45 °C sicaklik ve 400 atm. basingta 200 pL metanol, etanol ve
DMSO kullanilmasi sonucul kg bitkiden elde edilen bakatin III miktarlar1 33 mg, 28
mg ve 29 mg olarak bulunmustur.

sc-CO; ortaminda damlatma yontemi ile ekstraksiyonda yardimei ¢oziicii
olarak kullanilan ¢oziiciilerin ekstraksiyon verimine etkisi géz Oniine alindiginda
metanol, DMSO, etanol, etilen glikol, asetonitril, THF, 2-propanol, aseton ve etil
asetat sirasinda ¢oziiciilerin pozitif etki gosterdikleri belirlenmistir. DMSO ve etilen
glikoliin ekstraksiyon verimine etkilerinin yiiksek olmasina ragmen bu ¢dziiciilerin
ylksek kaynama noktasi ve viskoziteye sahip olmalar1 ekstraktan uzaklastirilmalarini
giiclestirmekte ve ekstraksiyonda kullanimlarini kisitlamaktadir.  Kullanilan
coziiciller arasinda yiiksek polariteye sahip olmalari, ekstraktan uzaklagtirma
kolayligi, ekstraksiyon verimine etkileri, karbondioksit ile homojen karisim
olusturabilme ve yapilarindaki H baglarindan dolay1 matriksle etkilesim oranlarinin

artmasindan dolay1 metanol ve etanol en uygun ¢oziiciiler olarak tespit edilmistir.

4.3.6. Stperkritik-Subkritik Karbondioksit ortaminda yardimci ¢6ziici (modifier)
kullanilarak yapilan deneyler

Stiperkritik-subkritik karbondioksit ortaminda gergeklestirilen
ekstraksiyonun bu asamasinda metanol ve etanol yardimci ¢oziicli olarak kullanilmig
ve ikinci bir yliksek basing pompasi ile agirlikca % 2, 4, 6, 8, 10 ve 20 oranlarinda
karbondioksit ile karistirilarak bitkinin ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Deneyler
30 dakika statik ve 30 dakika dinamik ekstraksiyon siirelerinde, 35, 40 ve 45 °C
sicakliklarda, 400 atm basingta gerceklestirilmigtir. Siiperkritik kosullarda
karbondioksite yardimci ¢oziicii eklenmesi karbondioksitin kritik sicaklik ve kritik
basing degerlerini degistirmektedir. Agirlikca %35 metanol ve %5 etanoliin
karbondioksit ile karigtirilmasi durumunda 31 °C olan karbondioksitin kritik sicaklig
metanol ve etanol eklenmesiyle sirasiyla 41,5 °C ve 42,5 °C olmaktadir [123].
Kullanilan yardimci ¢oziici derisimine gore degisen kritik sicaklik degerleri SF
Solver 2000 programi ile hesaplanmis ve Cizelge 4.3’de gdsterilmistir. Yapilan
deneylerde hedeflenen bilesigin yapisinin bozulmasini engellemek amaciyla
maksimum sicaklik olarak 45 °C belirlenmistir. Belirlenen bu sicaklik sartlarinda

karbondioksitin kritik sartlarinin korunmasi ve maksimum sicakligin {izerine
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cikilmamasi i¢in kullanilmasi gereken maksimum metanol ve etanol orani agirlikca
%6’dir.  Yardimer ¢oziicli hacminin belirtilen sicaklik araliklarinda (35-45 °C)
agirlikca %6°nin Ustiinde olmasi calisilan ortami siiperkritik bolgeden subkritik

bolgeye kaydirmaktadir [124].

Cizelge 4.3. Metanol ve Etanoliin % agirhiga gore degisen kritik sicaklik ve basing
degerleri [130]

Metanol ve Etanol Tc (°C) Pc (MPa) Tc (°C) Pc (MPa)
Konsantrasyonu CO;+MeOH | CO+ MeOH | CO;+EtOH | CO,+ EtOH
(% Agirlik)
0 31.3 7.3 31.3 7.3
3 35.8 7.9 37.8 8.1
5 41.3 7.4 42.5 7.3
10 51.8 7.4 53.2 7.2
15 61.8 7.6 63.3 7.2
20 72.7 7.5 76.1 7.1
100 2394 8.1 243.3 6.1

Yapilan ¢aligmada agirlikca metanol ve etanol miktar1 % 6’ya kadar olan
kisimlar siiperkritik karbondioksit ortaminda ekstraksiyonu, agirlikga yardimci
¢oOziicli miktar1 %8- %20 oranlar1 arasinda kalan bolge subkritik karbondioksit (Near
critical region) ortaminda ekstraksiyonu belirtmektedir. Yardimci ¢6ziicli oranlarinin
maksimum % 20’de tutulmasinin sebebi karbondioksitin metanol ile maksimum %20
oraninda homojen karisim olusturmasidir [125]. Metanoliin yardimer ¢oziicii
(co-solvent) olarak kullanildig1 siiperkritik ve subkritik karbondioksit ekstraksiyon
deneylerinin sonucu Sekil 4.39°de belirtilmistir. Siiperkritik karbondioksit ortaminda
gergeklestirilen ekstraksiyon deneylerinde 35 °C ve 400 atm. basingta agirlikga % 2
metanol kullanilmasi1 durumunda {iriin kazanimi 1 kg bitkiden 220 mg degerinde iken
bu deger 45 °C sicaklikta ve 400 atm. basingta agirlik¢a %6 metanol kullanimi ile
birlikte 550 mg degerine yiikselmistir.
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Sekil 4.39. sc-CO, ortaminda 400 atm’de farkli sicakliklarda metanol kullanimi
sonucu elde edilen 10-DAB 1II miktar:

Subkritik karbondioksit ortaminda gergeklestirilen ekstraksiyon deneyleri
sonucunda karbondioksit ile karistirilan metanol ytizdesi arttikca elde edilen iiriin
yilizdesinde artis saglanmakta beraber bu deger %20-80 metanol-CO; kullaniminda
diisiis gostermektedir.(Sekil 4.39) Agirlikca % 8 metanol kullanim ile birlikte 1 kg
bitkiden elde edilen iiriin kazanimi 35 °C ve 400 atm basingta 530 mg iken, bu deger
45 °C ve 400 atm. basingta agirlik¢a % 10 metanol kullanarak 681 mg degerine
yiikselmistir fakat ayni sartlarda % 20 metanol kullanimu ile birlikte bu deger 660 mg
degerine diigmiistiir.

Metanol katkisi, sc-CO,’in polaritesini artirarak, ¢c6zme giiclinii arttirmis ve
ekstrakt veriminde metanoliin olumlu yonde etkisi gozlenmis, en yiliksek verimler
%8-%20 metanol katki degerlerinde elde edilmistir. Bu degerlerde sistem “Yakin
Kiritik altt (NCL)” bolgededir ve bazi siiperkritik CO, ekstraksiyon uygulamalarinda
bu bolgenin siiperkritik akigkan ekstraksiyonu i¢in belirtilen bdlgeye gore
ekstraksiyon verimliliginin ytliksek oldugu bildirilmektedir [126].
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Etanoliin yardimci1 ¢6ziicii olarak kullanildigi ekstraksiyon deneyleri sonucu
Sekil 4.40°de belirtilmistir. Siiperkritik karbondioksit ortaminda gergeklestirilen
ekstraksiyon deneylerinde 35 °C ve 400 atm. basingta agirlikga % 2 etanol
kullanilmast durumunda {iriin kazanimi 1 kg bitkiden 200 mg degerinde iken bu
deger 45 °C sicaklikta ve 400 atm. basingta agirlik¢a %6 etanol kullanimu ile birlikte
440 mg degerine ylikselmistir.
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Sekil 4.40. sc-CO, ortaminda 400 atm’de farkli sicakliklarda etanol kullanimi sonucu
elde edilen 10-DAB III miktar1

Subkritik karbondioksit ortaminda gergeklestirilen ekstraksiyon deneyleri

sonucunda karbondioksit ile karistirilan etanol yiizdesi arttikca elde edilen {iriin

ylizdesinde artis saglanmaktadir. Agirlikca % 8 etanol kullanimu ile birlikte 1 kg

bitkiden elde edilen iiriin kazanimi 35 °C ve 400 atm basingta 350 mg iken bu deger

45 °C ve 400 atm. basingta % 20 etanol kullanarak 560 degerine yiikselmistir.

Metanoliin yardimer ¢oziicii olarak kullanildig1 ekstraksiyon deneyleri

sonucunda elde edilen paklitaksel miktar1 Sekil 4.41°de belirtilmistir. 35 °C sicaklik
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ve 400 atm. basingta % 2 metanol kullanimi sonucu sonucunda 1 kg bitkiden elde
edilen paklitaksel miktar1 13,2 mg oraninda iken, 45 °C sicaklikta % 20 metanol

kullanimi sonucunda bu deger 35,3 mg degerine ylikselmistir.

Paklitaksel (mg)
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Sekil. 4.41. sc-CO, ortaminda 400 atm’de farkli sicakliklarda metanol kullanimi
sonucu elde edilen paklitaksel miktar1

Etanoliin yardimci ¢oziicii olarak kullanildig1r ekstraksiyon deneyleri
sonucunda elde edilen paklitaksel miktar1 Sekil 4.42°de belirtilmistir. 35 °C sicaklik
ve 400 atm. basincta % 2 etanol kullanimi sonucu sonucunda 1 kg bitkiden elde
edilen paklitaksel miktar1 12,1 mg oraninda iken, 45 °C sicaklikta % 20 etanol

kullanim1 sonucunda bu deger 42,3 mg degerine yiikselmistir.
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Sekil. 4.42. sc-CO, ortaminda 400 atm’de farkli sicakliklarda etanol kullanimi
sonucu elde edilen paklitaksel miktar1

Metanoliin yardimer ¢oziicli olarak kullanildig1 ekstraksiyon deneyleri
sonucunda elde edilen sefalomanin miktar1 Sekil 4.43’de belirtilmistir. 35 °C sicaklik
ve 400 atm. basincta % 2 metanol kullanimi sonucu sonucunda 1 kg bitkiden elde
edilen sefalomanin miktar1 10,1 mg oraninda iken, 45 °C sicaklikta % 20 metanol

kullanim1 sonucunda bu deger 34,9 mg degerine yiikselmistir.
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Sekil. 4.43. sc-CO, ortaminda 400 atm’de farkli sicakliklarda metanol kullanimi
sonucu elde edilen sefalomanin miktari

Etanoliin yardimci ¢oziicii olarak kullanildig1r ekstraksiyon deneyleri
sonucunda elde edilen sefalomanin miktar1 Sekil 4.44’de belirtilmistir. 35 °C sicaklik
ve 400 atm. basincta % 2 etanol kullanimi sonucu sonucunda 1 kg bitkiden elde
edilen sefalomanin miktar1 9,1 mg oraninda iken, 45 °C sicaklikta % 20 etanol

kullanimi sonucunda bu deger 37,9 mg degerine ylikselmistir.
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Sekil. 4.44. sc-CO, ortaminda 400 atm’de farkli sicakliklarda etanol kullanimi
sonucu elde edilen sefalomanin miktar:

Metanoliin yardimci ¢oziicii olarak kullanildigi ekstraksiyon deneyleri
sonucunda elde edilen Bakatin III miktar1 Sekil 4.45’de belirtilmistir. 35 °C sicaklik
ve 400 atm. basingta % 2 metanol kullanimi sonucu sonucunda 1 kg bitkiden elde
edilen Bakatin III miktar1 7,8 mg oraninda iken, 45 °C sicaklikta % 20 metanol

kullanimi sonucunda bu deger 32,6 mg degerine yiikselmistir.

124



50
—4—35°C
—a—40 °C
409 ——45°C
e
t 30—
=
=
- 20
M -
10
0 1 T T T ] 1
0 2 4 6 8 10 20

Metanol konsantrasyonu (%)

Sekil 4.45. sc-CO, ortaminda 400 atm’de farkli sicakliklarda metanol kullanimi
sonucu elde edilen Bakatin III miktar:

Etanoliin yardimci ¢oziicii olarak kullanildig1r ekstraksiyon deneyleri
sonucunda elde edilen Bakatin III miktar1 Sekil 4.46’da belirtilmistir. 35 °C sicaklik
ve 400 atm. basincta % 2 etanol kullanimi sonucu sonucunda 1 kg bitkiden elde
edilen Bakatin III miktar1 5,4 mg oraninda iken, 45 °C sicaklikta % 20 etanol

kullanim1 sonucunda bu deger 21,9 mg degerine yiikselmistir.
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Sekil 4.46. sc-CO, ortaminda 400 atm’de farkli sicakliklarda etanol kullanimi
sonucu elde edilen Bakatin III miktar

Taksanlarin ¢ozlniirliigii, yardimei ¢oziiciiniin buhar basinci ile stiperkritik
akiskanin yogunlugu arasindaki karmasik bir iliskiye baglidir. Bu iligki s6zii edilen
tic degisken (basing, sicaklik ve yardimci ¢oziicli yiizdesi) tarafindan kontrol
edilmektedir. Belli bir basincin altinda, akiskan yogunlugu azaldig: icin akigskanin
¢ozme gilicii azalmakta, bu basing degerinin iistiinde ise, sicakliktaki bir artis,
¢oziinen maddenin buhar basincini artirdigindan  ekstraksiyon etkinligini
artirmaktadir. Bu nokta “doniim (crossover) noktasi” olarak adlandirilir ve ¢dzlinen
madde ile akiskanin Ozeliklerine ve i¢ etkilesimlerine bagli olarak degismektedir

[50,127,128].

Taksanlarin elde edilmesinde siiperkritik akiskanlarin sivilardan daha diisiik
viskozite ve daha yiiksek difiiziviteye sahip olmasi, yliksek ayirma verimliligine sahip
olduklarin1 gosterir. Stiperkritik akiskanlarin bu ozellikleri sivi ekstraksiyonu ile
karsilagtirildiginda, bir katinin veya sivinin ekstraksiyonunda kiitle aktarim hizim
arttirict bir rol oynar. Ayni1 zamanda siiperkritik akiskanlarin yilizey geriliminin sifir

olmasi, mikrogdzenekli yapilar i¢ine kolaylikla difiize olabilmesini saglar [47].
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4.4. Taxus baccata L.’nin Ekstraksiyonunda Kullanilan Ekstraksiyon Metotlarinin
Karsilastirilmasi

Taxus baccata L.’nin igne yapraklarindan taksanlarin ekstrakte edilmesi
icin kullanilan ekstraksiyon metotlari ve bu metotlar sonucu elde edilen maksimum
taksan miktarlar1 Sekil 4.47°de belirtilmistir. Taksanlarin elde edilmesinde Soxhlet
ekstraksiyonunda etanoliin ¢6ziicli olarak kullanildigi, ultrasonik ve siiperkritik
karbondioksit ekstraksiyonunda ise metanoliin ¢Ozilicii olarak kullanildigi
ekstraksiyonlar sonucunda en iyi ekstraksiyon verimleri elde edilmistir.
Taxus baccata L.’den elde edilen taksan miktarlaria gore ekstraksiyon metotlari
karsilastirildigi zaman sirasiyla siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu, Soxhlet
ekstraksiyonu ve ultrasonik ekstraksiyon seklinde ekstraksiyon verimlerinin arttigi
gozlenmistir. Stiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu ve ultrasonik ekstraksiyon
metotlarinin ekstraksiyon siirelerinin kisa olmasi, minumum diizeyde c¢oziicii
harcanmasi ve ekstraksiyon sicakliginin taksanlarin degrade olmasina olanak
vermeyecek seviyede tutulmasi, bu metotlar: taksanlarin elde edilmesinde Soxhlet
ekstraksiyonuna gore daha avantajli bir konuma getirmektedir.  Siiperkritik
karbondioksit ortaminda gerceklestirilen deneylerin yiiksek verimle sonuglanmasi,
stiperkritik akiskanlarin yogunlugu dolayisiyla ¢ozme giici basing ve sicaklikla
ayarlanabilmesinden kaynaklanir. Co6zme giiciiniin ayarlanabilir olmasi nedeniyle
farkli basing ve sicakliklarda calisildiginda belli bir maddeye karsi segilik artar ve
¢ziinen maddelerin fraksiyonel olarak ayrilmasi saglanir. Islem sonunda sistemin
basincinin diisiiriilmesiyle sc-CO, {lriinden tamamen ayrilir ve c¢oziicii kalintisi
birakmaz. Bu nedenle iiriiniin derisiklendirilmesi i¢in ek bir isleme gerek duyulmaz.

Boylece siire¢ basamaklar1 azaltilmis olur [57,117,129,130].
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Taksanlar (mg

10-DAB 111 Paklitaksel ~ Sefalomanin  Bakatin III

’— Metanol 396 26 17 26
Soxhlet

Ekstraksiyonu Etanol 555 32 15 28
Petrol Eteri 113 14 8 7
Metanol 111 12.3 13,2 13,1
Ekstraksiyon Ultrasonik
Metotlar Ekstraksiyon
Etanol 102 93 94 12,4
Metanol 718 382 28,6 333
Sperkritik DMSO 626 373 37,2 294
Karbondioksit
Ekstraksiyonu
Etilen
Glikol 490 353 12,2 25
Etanol 605 42.1 23,1 285

Sekil 4.47. Taxus baccata L.’nin ekstraksiyonunda kullanilan ekstraksiyon
metotlarinin  karsilastirilmasi ve elde edilen maksimum taksan
miktarlari
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5.SONUC VE ONERILER

Halen yumurtalik ve gdgiis kanserinin tedavisinde kullanilan paklitaksel
(Taksol A) , paklitaksele gore daha diisiik antikanser etkiye sahip olan sefalomanin
(Taksol B) ve paklitakselin yar1 sentetik olarak sentezlenmesinde kullanilan
10-Deasetilbakatin III ve Bakatin III'iin, Taxus Baccata L. agacinin yapraklarindan
stiperkritik karbondioksit ortaminda ekstraksiyonu, soxhlet ekstraksiyonu ve
ultrasonik ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Yapilan calisma Taxus Baccata L.
agacinin Tirkiye’de yetisen tiiriinii kapsamaktadir. Soxhlet ekstraksiyonu ile
gergeklestirilen deneylerde maksimum verim ¢oziicii olarak etanoliin kullanildig:
deneylerde elde edilmistir. Etanol kullanilarak gerceklestirilen ekstraksiyon
sonucunda 1 kg yapraktan maksimum 555 mg 10-DAB III, 32 mg paklitaksel, 15 mg
sefalomanin ve 28 mg bakatin III elde edilmistir. Ultrasonik ekstraksiyon metodunun
kullanildig1 deneylerde maksimum taksan miktar1 60 dakikalik ekstraksiyon siiresi
sonunda ¢oziicii olarak metanoliin kullanildig1 deneylerde elde edilmistir. Ultrasonik
ekstraksiyon sonucunda 1 kg yapraktan maksimum 111 mg 10-DAB III, 12.3 mg
paklitaksel, 13.2 mg sefalomanin ve 13.1 mg bakatin III elde edilmistir.

Stiperkritik karbondioksit ortaminda gergeklestirilen deneylerde matriksin
tanecik boyutu, sicaklik, basing ve ortamin polaritesini artirmak i¢in kullanilan
yardimc1 c¢oziiclilerin reaksiyon verimine Onemli etkileri oldugu belirlenmistir.
sc-CO; deneylerinde kullanilan tanecik biiyiikliigiinlin azaltilmasi ile aktarim yiizey
alaniin arttig1, kiitle aktarim direnglerinin azaldig1 ve kiiciiltme esnasinda yapidaki
hiicrelerin bir kismimin bozulmasi sonucunda ekstraksiyon veriminin arttigi tespit
edilmistir. Basing ve sicaklik, siipekritik CO; ile ekstraksiyon igsleminde ¢dziiciiniin
¢ozme giicii lizerine dnemli etkiler yapmaktadir. Sicaklik ve basincin arttirilmas ile
stiperkritik akigkanin yogunluk, diflizyon katsayis1 ve viskozite gibi fiziksel
Ozelliklerinin degismesi nedeniyle, bu parametrelerin ekstraksiyon verimi iizerinde
etkili olduklart gbzlenmistir. sc-CO, ortaminda gergeklestirilen deneylerde 45 °C ve
400 atm basingta maksimum ekstraksiyon verimi elde edilmistir. Karbondioksitin
polaritesini artirmak amaciyla kullanilan dokuz farkli yardimci ¢oziiciiden metanol,
etanol, etilen glikol ve dimetil siilfoksitin diger yardimci c¢oziiciilere kiyasla
ekstraksiyon verimini arttiran en iyi yardimci ¢dziiciiler oldugu tespit edilmistir.

Bununla birlikte etilen glikol ve dimetil siilfoksitin yiiksek kaynama noktasi ve
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yuksek viskoziteye sahip olmalart bu ¢oziiclilerin ekstraktan ayrilmasini
gliclestirmesi nedeniyle ekstraksiyon deneyleri i¢in uygun olmadigina karar
verilmistir.

Stiperkritik karbondioksit ortaminda gergeklestirilen deneylerde damlatma
metodu ile 200 pL metanoliin yardimci ¢oziicii olarak kullanildigi deneylerde
10-deasetilbakatin III miktar1 sivi kromatografisi analizleri sonucu 1 kg yapraktan
maksimum 718 mg ve % 10 metanol kullanilarak yapilan deneylerde 681 mg oldugu
tespit edilmistir. Bununla birlikte siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu ile 1 kg
yapraktan 42,1 mg paklitaksel, 37,2 mg sefalomanin ve 33,3 mg bakatin III
maksimum miktarlarda elde edilmistir.

Yapilan ekstraksiyon deneyleri sonucunda, yardimci ¢oziiciiniin
ekstraksiyon hiicresine direkt enjekte edilmesinin ekstraksiyon verimi iizerine daha
olumlu etkisi oldugu gozlenmistir.

Stiperkritik akiskanlarin diisiik yilizey gerilimine ve viskoziteye sahip
olmasi bu akigkanlarin kat1 matrikslere daha kolayca diflizlenmesini saglayarak kiitle
aktarimmi arttirmast ve hizlandirmas: bagl olarak, siiperkritik karbondioksit
ortaminda gergeklestirilen ekstraksiyon deneylerinde 30 dakika statik ve 30 dakika
dinamik ekstraksiyon siiresi sonucunda taksanlarin alinabilecegi belirlenmistir.

Modifier kullanilarak gerceklestirilen deneylerde, subkritik karbondioksit
ve siiperkritik karbondioksit ortaminda gergeklestirilen deneyler kiyaslandigi zaman
subkritik  karbondioksit ortaminda gergeklestirilen deneylerin  ekstraksiyon
verimlerinin daha ytiksek oldugu belirlenmistir.

Taxus baccata L.’den elde edilen taksan miktarlarina gore ekstraksiyon
metotlar1 karsilastirildigt zaman sirasiyla stiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu,
Soxhlet ekstraksiyonu ve ultrasonik ekstraksiyon seklinde ekstraksiyon verimlerinin
artt1g1 gdzlenmistir.

Taksanlarin elde edilmesinde ekstraksiyon verimini arttirmak icin yapilacak
ileriye yonelik ¢aligmalarda, ultrasonik ekstraksiyon metodu kullanildiginda, bitki ile
etkilesen ¢ozlici miktar1 ve ekstraksiyon siiresinin arttirilmasi, siiperkritik
karbondioksit ekstraksiyonunda ise basincin arttirilmasi ile artan ¢dziicli yogunlugu
ve buna bagli olarak artan matriks-¢oziicii etkilesmesi ile bitkiden ekstrakte edilen

taksan miktar1 arttirtlabilir.
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