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OZET

Bu c¢alismada, tibbi bir bitki olan atkestanesinden
(Aesculus hippocastanum L.) 1iilkemizde endiistriyel olarak

total kuru ekstre ve etken madde essin iliretimi igin uygun
proses degiskenleri arastirilmistir.

Bu amag¢la, Eskisehir'den toplanan atkestanelerinin, %50
etanol-su goziiciisii ile oda sicakliginda yapilan
ekstraksiyonuyla, vaklasik %26 total kuru ekstre ve %5-5.5
essin igerdidi belirlenmistir.

Ayrica, 10 1litre Kkapasiteli pilot wve 500 1litre
kapasiteli yari endiistriyel 6l¢ekli perkolatdrlerle yapilan
caligmalardan, wuygun kati/g¢dziici orani 1/6, ortalama
parcacik biiylikliigi 1.5 mm olarak bulunmus ve bu sartlarda
elde edilen ekstreden kuru atkestanesi bazina gdre, %99 dan
daha saf, yvaklasik %2.0-2.5 essin elde edilmistir.

Essinin kantitatif tayinlerinde, ITK~dansitometre
sistemi wve YBSK, standart essinle karsgilagtirilmasinda UV
ve IR kullanilmis ve aralarinda tam bir benzerlik
gorillmiigtiir.



SUMMARY

In this work, the process parameters were studied in
order to produce total dry extract and escin from
horse~chestnut (Aesculus hippocastanum L.), industrially.

Horse~chestnut, collected from Eskigehir, were extracted
with 50% ethanol-water mixture at room temparature yielding
26% total dry extract. Escin content of horse-chestnuts was
"found to be about 5.0-5.5% on a dry basis.

We also found that, utilizing a 10 liter capacity pilot
and a 500 liter capacity semi industrial scale percolators
in our 1laborotories, 1/6 solid/liquid ratio and 1.5 mm
average particle size were optimum. Working under these
conditions better than 99% pure escin with about 2.0-2.5%,
on a dry horse-chestnut basis, was produced.

Escin was quantitatively determined using TLC-scanner
and HPLC and was compared with standard escin using UV and
IR giving excellent agreement.
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1. GiIrRis VE AMAC

Bitkilerin, birgok hastaliklaran tedavisinde
kullanilmasi tarih Oncesine kadar gitmektedir. Bitkilerle
tedavi sanatinin nesillerden nesillere gegigi, Slimerliler,
Babilliler, Misirlilar ve Cinlilerin ilk yazili
belgelerinde yer almis ve glinlimiize kadar ulasmigtir.

Orta gadda, yaklagik 1500 e ulasan tibbi bitki tiiri
sayisil, XIX. vyilizyilin ortalarina Kkadar pek degisiklik
gostermeden bu degerde kalmigtir. Kimya endistrisinde
gorilen Onemli gelisme, ilag endiistrisine de vyansiyarak
Jbirgok sentetik ilacin liretilmesi ve tedavide
kullanilmasina karsin, dogal kdkenli, tibbi bitkilerden
elde edilen {iriinler modern tipta g¢ok ©&nemli vyerlerini
koruyabilmiglerdir.

Kimyanin g¢esitli dallarindaki geligmeler ise, tibbi
bitkilerde yapilan arastirmalara yén ve hiz vermis ve
glinlimiizdeki onemine ulastirmigtir. Cinlilerin 1500-2000 yil
6nce vyazilmis kitaplarinda bahsedilen dogal kdkenli
geleneksel 1ilaglarinin ayni etkileri, glinlimiiziin modern
bilim ve teknolojisi ile kanitlanarak agikliga
kavusmaktadair.

Ozellikle 1960 l1 yillardan baslayarak, tibbi
bitkilerden elde edilen 1ilaglarda Dbiliylik Dbir artis
gorilmiistiir. Bitki aktif maddelerinin insan organizmasi
tarafindan daha iyi kabul edilebilir olusu ve Dbirgok
sentetik ilaca model ve temel tegkil etmesi, tibbi
bitkilerin gelecekte de Onemle arastirilacagini ve 1ilag
iretiminde kullanilacagini godstermektedir. Bu son otuz yil
igerisinde aktif médde izolasyonu, kimyasal yapi
aydinlatilmasi, biyolojik aktivitelerinin incelenmesi ve
endiistriyel olarak {iretilip insan sagligi ig¢in hizmete
sunulmasindaki arastirma ve uéraslar; gergekten tibbi
bitkilere verilen onemin apagik bir kanitadair.

2
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Doga, tilkenmeyen bitkisel ilag hammaddelerini bizlere
saélamlstlf. Bizlere diisen ise, sistemli bir yontemle
onlari arastirmak, dogadaki varliklarini ve
siirekliliklerini koruyarak, doga dengesini bozmadan vyine
kendi hizmetimize sunmaktir.

Glinlimlizde, dliinya nilifusunun %80 i tibbi bitkilerden elde
edilen ham ekstrelerle tedavi edilmekte ve gok Onemli tibbi
bitki tiirleri gelismekte olan {iilkelerde yetigmektedir. Bu
iilkelerce, biiylik g¢apta igslenmeden ihraci vyapilan tibbi
bitkiler, geligmig {ilke endiistrilerinde iglenerek ilag¢ elde
edilmekte ve dilinya pazarlarina girmektedir. Az gelismis ve
gelismekte olan iilkeler ic¢in biliylik bir ekonomik kayba neden
olmasai bakimindan, UNESCO, UNIDO, WHO ve didger birgok
uluslararasi kuruluslar, bu {ilkelerde vyetisen tibbi
bitkilerin, vyine bu 1{ilkelerde islenerek, kendi sadlik
sorunlarinin gozlilmesi igin kullanimlaraini tesgvik
etmektedirler. Hatta daha da 1ileri giderek, diinya
pazarlarina girmeleri i¢in bilimsel toplantilar, egitim
programlaril diizenlemeyi ve tibbi bitkilerden ilag
hammaddesi {iretiminde kendi endiistrilerini kurmalari ig¢in
teknik yardim konularini giindemlerine almigslardar.
Ozellikle UNIDO, gelismekte olan lilkelerde tibbi bitkilerin
endiistriyel kullanimi ile ilgili egitim ve teknik vyardim
programlarini en etkili bir sgekilde siirdliirmekte ve bu
ilkeler arasinda tibbi bitkilerle ilgili tiim konularda
isbirligini saglamaya c¢aligmaktadir. Bu konuyla ilgili
olarak, UNIDO'nun sagladigi maddi ve uzman destegiyvle,
Anadolu Universitesi biinyesindeki Tibbi Bitkiler Arastirma
Merkezi'nin, kalite kontrol 1laboratuvarlari ve ©pilot
6lgekte iiretim linitesi buglinkii modern haline getirilmig ve
diinyadaki sayili arastirma merkezleri arasinda yer
almistir. Bununla da yetinilmiyerek, UNIDO, ingilizce
olarak ilk kez wuygulanan tibbi ve aromatik bitkilerin
endiistrivel deferlendirilmesi ile 1ilgili Grup Egitim



Programini, geligmekte olan 1ilkelerden katiailanlara bu
merkezde verilmesini benimsemis ve programin 1ilki eyliil
1988 de gerceklegtirilmisgtir.

Tibbi bitkilerin endilistriyel kullanimi iizerinde Onemle
duran bu gibi uluslararasi kuruluglarin c¢aligmalari ve
dnerileri, ilgili iki_  UNIDO raporunda (UNIDO, 1978;
Tcheknavorian and Wijesekera, 1982) daha detayli olarak
bulunabilir.

Kalkinmakta olan iilkeler icerisinde birgok ydnden daha
iyi bir konumda bulunan Tiirkiye, ne yazikki sadece birkagi
disinda sahip oldugu c¢ok zengin ve {istiin 6zellikli taibbi
.bitki kaynaklarini endiistriyel olarak degerlendirememekte
ve 1islenmeden dis pazarlara satarak biiyik bir ekonomik
kayba udgramaktadir. Konunun Onemi ve zaman gegirilmeden
vaplilmasi gerekenler bilimsel toplantilarda tartisilmakta
ise de, somut sonug¢glara wulagsilamamaktadir. Oysa, tibbi
bitki acisindan c¢ok zengin olmayan birgok gelismig iilke,
Tlirkiye'den ithal yoluyla sagladiklari tibbi bitkiye bagli
ilag endiistrilerini modern bir sekilde kurmus ve
kurmaktadirlar. Bu konularda yaptiklara bilimsel
aragstirmalar ise (glinden gline O©nem kazanarak biitiin
yOnlerivle devam etmektedir. '

Tlirkiye'de vyetisen tibbi bitkilerin, hangilerinin ne
Olcilide endiistriyel olarak degerlendirilebildigini,
hangilerinin hi¢ dederlendirilmeden ham olarak nasil ve ne
miktarda ihrac edildigini ve hangilerinin hicbir gekilde
dederlendirilemedigini burada yinelemek yersizdir.

Park ve Dbahgelerde bir siis bitkisi olmaktan oOte,
Tirkiye'de hicbir sekilde, ne endiistriyel islenmesi ne de
ihracati bulunan bir bitki de atkestanesidir(Aesculus
hippocastanum L.).



Ozellikle bati {ilkelerinde, toplam ekstre ve ekstredeki
ana aktif madde olan essin {iretiminde kullanilan
atkestanesi ile ilgili Tilirkiye'de belirli bir aragtirmaya
rastlanilamamistair. Devlet istatistik Enstitiisi
kaynaklarindan ogrenildigi kadarayla, tipta wve kozmetik
alanda Snemli bir kullanimi olan essin, bu ad altinda hig
ithal edilmemis fakat Odrenildigine gdre bir firma
tarafindan ithalat girigiminde bulunulmugtur.

Atkestanesi tohumlarinin Orta Avrupa'yva ilk olarak XVI.
yizyilda Dbir botanikgi ve hekim olan Charles de L'Ecluse
tarafindan Istanbul'dan gotiiriilerek yvyetigtirildigi
belirlenmigtir. Bitkinin 1960'11 ' villarda yodunlasan
aragstirmalarla tiim ybnleriyle arastirildiga ve endiistriyel
ilag ve kozmetik liretiminde hammadde olarak kullanilmaya
baglandigi bilinmektedir. Ayrica, 1982 yilindaki bir UNIDO
raporundan atkestanesinin bir tibbi bitki olarak diinya
pazarlarinda oOneminin arttigi goériilmektedir (Tcheknavorian
and Wijesekera, 1982).

Blitiin bunlar g6z Oniline alinarak, Tiirkiye'de ilk Kkez
Anodolu Universitesi Milhendislik Mimarlik Fakiiltesi Kimya
Mihendisligi BOliimii ve Tibbi Bitkiler Arastirma Merkezince,
atkestanesinden ilag hammaddesinin endiistriyel
ekstraksiyonunda en uygun proses dedigskenlerini belirlemek
amaciyla, ortaklasa bu calisma baglatilmistar.

Calismada, ¢ozlici sistemi, sicaklik, tanecik biiylikliigii
ve slire gibi proses dedgigkenlerinin, toplam ekstre ve essin
verimine etkileri incelenmis, ekstraksiyon islemi
laboratuvar, pilot ve yari endiistriyel 8lgekli
ekstraktorlerde yvapilmigtair. Ayrica, ¢alismanin her
evresinde essin miktarlarini kantitatif olarak tayin etmek
igin ince tabaka kromatografisi-dansitometresi sistemi ve
yliksek basinglai s1vl kromatografisi yontemleri
geliStirilerek uYgulanmlstlr.



2. KAYNAK TARAMASI

Bu bdliimde, {izerinde g¢alisilan atkestanesinin adgaca
tanitilmis, etken madde essinin vyapisi ve Dbiyolojik
etkileri hakkinda bilgi verilmistir. Ayrica, bitkisel
hammaddelerin ekstraksiyonu Ozetlenmis ve atkestanesinden
essin izolasyonu ile 1ilgili Onceki g¢aligmalar {izerinde
durulmugtur.

2.1 Atkestanesi AJacinin Tanitimi

Atkestanesi agaci, Hippocastanaceae familyasina dahil,
vaklasik 25 m ye ylikselen, ¢ok kuvvetli kok sistemine sahip
zarif bir agag¢tir. Yapraklar, karsilikli, oldukga biiyiik,
lamina el seklinde pargalanmis ve koyu yesildir.
Yaprakciklar, 5-7 adet, uzunca, ters oval seklinde olup,
tabana dogru kama big¢iminde daralir, uca dogru ise genigler
ve birdenbire sivrilir. Bunlar yaklasik 20 cm lik bir sapin
ucunda birlegir ve kenarlari dilizensiz dislidir. Cigekler,
genelde beyaz, 15-30 cm wuzunlugunda piramit seklinde,
bilegik salkim durumludur. Canak yapraklar, c¢an sgeklinde
birlesmig, esit olmayan 5 digse sahip olup, kolayca dokiiliir.
Ta¢ vyapraklar, 4-5 adet, serbest, birbirine benzemeyen
yvapraklardan olusmustur. Bunlarin taban kisminda geng yasta
sarl renkli lekeler vardir. Bu lekeler, c¢icgek yaslandikga
kirmizilasir. Erkek organlar, 7-8 tane, filamentler vyukari
dogru kavrilmig sekildedir. Meyva yuvarlak, yaklagik 6 cm
gapinda, sivri sert dikenli, genellikle 1-3 tohumlu, etli
bir kapsiildiir. Tohum 1-4 <cm ¢apinda ve kahverengidir.
Atkestanesi agaci Nisan-Mayls aylarinda ¢igek agar ve
meyva, AdJustos-Ekim aylarinda olgunlagir (Stoyanov, 1982;
Petkov, 1982; Bianchini and Corbetta, 1977; Cronquist,
1981; Baytop, 1963).

Atkestanesi, zerafeti nedeniyle yerlesim bdlgelerindeki
park ve yol kenarlarinda siis adaci olarak, illkemizin her
tarafinda oldugu gibi i1laiman iklimde bulunan Avrupa, Asya



ve Amerika'da da vyetistirilir. Tohumlari ile 1{iretilen
atkestanesi verimli, kaba ve bereketli topraklarda gok iyi
yetigir. Atkestanesi agacinin ¢igek, vyaprak ve meyvasi
sekil 2.1' de gobsterilmistir.

Cigeklerde, flavonoit tiirevleri rutin ve Kkuersitrinle
birlikte saponin karisimi essin yaninda, kolin ve purin

bulunur.

Aga¢ kabudgunda, kumarin glikoziti olan esculin, bunun
aglikonu olan esculetin, oksikumarinik glikoziti olan
fraksin ve skopolin, bunlarin aglikonlari, fraksetin ve
skopoletin, essin, allantoin ve kuersetin vardir.

Tohumlarda, nisasta, essin, protein, yagdlar, seker ve
katesik tanenler bulunur.

Yapraklarda, kuersitrin, izokuersitrin, kuersetin adla
flavonoitler ve karotenoidler (lutein) wvardir (Stoyanov,
1982; Petkov, 1982; Bianchini and Corbetta, 1977;
Cronquist, 1981).

2.2 Essinin Tanitaimi

Atkestanesi agaci tohumlarinin (Atkestanesi) etken
maddesi olan eésin, bir triterpenik saponin karisimidair.

Triterpen tipi saponinler esas olarak glikozit
olduklarindan, bu bdliimde Oncelikle glikozitler, daha sonra
da saponinler ve triterpenik saponinler hakkinda kisa
bilgiler verilmigtir.

2.2.1 Glikozitler

Glikozitler, enzim ya da seyreltik asit etkisiyle
vapilan hidroliz sonucunda, seker ve seker olmayan
kisimlara ayrilan organik bilesiklerdir. Seker kismi bir va
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da birkac¢ molekiil monosakkaritten, seker olmayan kismi ise
aglikon, genin ya da genol olarak adlandirilan aromatik ya
da alifatik yapidan olusurlar (Tyler, et al., 1981).

Genellikle glikozitlerde geker ile aglikon arasindaki
bag oksijen atomuyla yapilmis olup, bu tip glikozitlere
O-glikozitleri denilmektedir. Bazi glikozitlerde ise, seker
ile aglikon arasindaki koprii kikilirt (S-glikozitleri), azot
(N-glikozitleri) yva da karbon (C-glikozitleri) atomlariyla
yapllmigtir.

O-glikozitleri, aglikonun karboksil grubu (alkol,fenol)
ile sekerin indirgen grubunun bir molekiil su kaybederek
Birlesmesi sonucu olusurlar. Dogada bulunan glikozitlerin
bliylik godunlugu bu grupta olup, aglikonun yapisina gore
agagidaki sekilde siniflandarilirlar (Baytop, 1980; Tyler,
et al., 1981).

A- Alkol glikozitleri
1. Siyvanogenetik glikozitler

B- Fenol glikozitleri
1. Basit fenol glikozitleri
2. Antrasen glikozitleri
3. Flavon glikozitleri
4. Antosiyan glikozitleri
5. Rumarin glikozitleri

C~- Steroit glikozitleri
1. Kalp kuvvetlendirici glikozitler
2. Saponinler
a. Steroidal saponinler
b. Triterpenik saponinler



2.2.2 Saponinler

Su ve alkol (metanol, etanol) gibi polar ¢oziiciilerde
da asidik karakterli bilegiklerdir. Sudaki g¢g6zeltileri
calkalandiginda kalici bir kodpilik meydana getirir.

Saponin tiplerinin biliyllk ¢odunlugu vyliksek bitkilerde
bulunmakta iken, bazi deniz hayvanlarinda, O6rnegin, deniz
salyangozunda ve deniz yildizinda da saponin bulunmaktadir.

Saponinler, sapogeninlerinin vya da aglikonlarinin
kimyasal vapilarl esas alinarak, triterpenoid ve steroidal
saponinler olmak {izere iki grupta toplanirlar (Tyler, et
al., 1981; Trease and Evans, 1980; Wagner and Wulff, 1977).

Saponinlerin saflagtirilmasindaki gligliikler nedeniyle,
1960 11 yillarda ancak birka¢ saponinin kimyasal yaplsi
bilinmekteydi. Son zamanlarda kromatografik tekniklerdeki
dnemli gelismelerle, saflastirilabilen her iki grubun
sapogeninlerinin vyapilari bliylik 0Olglide aydinlatilmistir
(Wagner and wWulff, 1977).

Aglikon kismi steroit tilirevi olan saponinlerin aglikonu
gekil 2.2' de gOsterilen spirostan halkasi (27 karbon)
yap1s1ndad1r. Halkaya bagli karboksil grubu bulunmadida
igin, bu tip saponinlere noétral saponinler adi da
verilmektedir.

Aglikon kismi triterpen tilirevi olan saponinlerin
aglikonu, B-amyrin halkasi (30 karbon) vapisindadir (Sekil
2.3). Biiyllk ¢odgunlugunda 17 numarali karbona badli bir
karboksil grubu bulundudgu ig¢in, bu tip saponinlere asit
saponinler adi da verilmektedir (Baytop, 1980).
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'sekil 2.2 Spirostan halkasi (steroit tipi aglikon)

Sekil 2.3 B-amyrin halkasi (triterpen tipi aglikon)
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2.2.3 Essinin yapis:i

Atkestanesinin (Aesculus hippocastanum L. tohumlara)
icerdigi kompleks saponin karisimi essin olarak
adlandirilir. Essin bitkide sodyum va da potasyum tuzu
halinde bulunur (Rucman and Jankovig, 1976; Wulff und
Tschesche, 1968).

Son yillarda essinin yvapil aydinlatilmasi
calismalari,iskelette C-21 ve C-22 karbon atomlarina vya
angelik asit-asetik asit ya da tiglik asit-asetik asit in
(a-metilbutirik ve isobutirik aside de rastlanmaktadir)
ester olarak baglanmig oldugu Dbaslica iki aglikon
bulundugunu gdstermistir. Bu aglikonlar protoessigenin ve
barringtogenol-C dir. Burada asitler arasindaki oran, 8-10
molekiil asetik asit igin 6-4 molekiil tiglik asit, 4-3
molekiil asetik asit igin 1/2 moleklil angelik asit olarak
verilmistir. Seker baglanmasi 3 nolu karbon atomundaki
hidroksil grubunda goriiliir. D-glikuronik aside 1-4 ve 1-2
baglariyla iki seker baglidir. Bu iki seker, glikoz-glikoz,
glikoz~ksiloz ve glikoz-galaktoz kombinasyonlarinda
olabilir. Seker oranlari: 1 glikuronik asit ig¢in 1.98
glikoz, 0.23 ksiloz ve 0.19 galaktozdur (Tetenyi, 1977;
Wulff und Tschesche, 1968; Wagner, et al., 1985; Wagner and
wWulff, 1977; Windholz, 1976; Konoshima and Lee, 1986;
Jurenitsch, et al., 1984).

Genel yapiya ait aglikonlar sekil 2.4 'de verilmistir.
Yapilan galismalar essin bilesiminde 30 dan fazla bilesgik
oldugunu gostermistir. Bunlardan en g¢ok karsilasilan 8
tanesi g¢izelge 2.1' de verilmistir (Tschesche und Wulff,
1973).

Bu 8 temel bilesidgin toplam essin i¢indeki miktarai % 73
i olusturur (Wulff und Tschesche, 1968; Wagner and Wulff,
1977).



\
Aglikon
Aglikon R R2 R3 Rg
Protoessigenin H H H OH
Barrintogenol~C H H H H

Sekil 2.4 Essin yapisinin aglikonlari



13

6961

O0L6T ‘°T® 3o ‘IoubeM xx
‘oyosaydSL pun IITNM «

HTTBTL
yTTobuy
ATTBTL
JTTobuY
ATIBTL
JATTebUY

—  + YTTBTL
ATIOSY + YTTobuy

I
+ + + + + +

TID-A —

‘TedD-a —

‘IS¥-a —

"IT9-A °"TID-A ITS® JTUOINYTID-A

D Tousborburareg

uTUShHTSSO030ad

o\

X%

o\

ISTITSY

JIOTI9YS8

uoHTT6Y

TI9TULSaTTq ututstdek urssd ' 9BT92ZTd




14

Genel olarak yukarida tanitilan essin, B-essin, a-essin
ve Kriptoessin olarak 3 bigimde bilinir. B-essin, essinin
suda zor g¢ozlinen ve kristal olarak elde edilen bir boliimi
olarak belirtilir. Suda kolay ¢dziinen a-essinde, C-22 nin
vyaninda C-28-0 da asetil baglari bulunur. Essinin bilinen
iglinci sekli ise kriptoessindir. Bu yapida yalnizca C-28-0
da asetil bagi bulunur. Son yillarda yapilan g¢alismalarda
a-essinin, B-essin ve kriptoessinden olugsan bir karisim
oldugu one slirlilmiistiir (Wagner, et al., 1985).

Cizelge 2.2' de essinin 3 sekli ve ©zellikleri
verilmistir (Windholz, 1976; Wagner, et al., 1985).

Atkestanesi 1ig¢indeki essin miktari genellikle % 3-6
arasinda degismektedir (Wulff und Tschesche, 1968).

Essinin temel glikoziti sekil 2,5'" de verilmigtir

2.3 Biyolojik Etkileri

Bu boliimde, dncelikle atkestanesi etken maddesi essinin
farmakolojik etkileri, toksisitesi, toleransi ve tedavide
kullanimi daha sonra ise atkestanesinin kozmetik kullanaimi
kisaca verilmistir.

2.3.1 Farmakoloji

Essin, anti-ddem ve anti-enflamatuvar etkili Dbir
maddedir. Anti-6dem etki, lokal vya da genel &dem
olusturulan laboratuvar hayvanlarinda kanitlanmigstir. Bu
amagla, sigan pengesinde ovalbumin, formalin wve dekstran
ile olusturulan Odemin essin ile belirgin bicimde azaldigi
gozlenmistir (Lorenz and Marek, 1960; Girerd, et al., 1961;
Manca and Passarelli, 1965).



Cizelge 2.2 Essinin ig¢ sekli ve dzellikleri

Essin Karakteristik Ozellik
yapl
R2=Asetil Suda zor
B-Essin cozinlir
R3=H
HI=40 000
R2=H Suda kolay
Kriptoessin ¢Ozinir
R3=Asetil
HI=0.0
R2=Asetil
Suda ¢oziunlr
o -Essin R3=H veya
HI=20 000.
R2=H

R3=Asetil

15



16

TATZOYTTHO Towel uTuTSSHE §°7 TTYSS




17

Essinin anti-enflamatuvar etkisi, intravendz yolla ve
6dem olusturucu maddeden 16 saat Once verildiginde belirgin
olarak goriilmiistiir (Manca and Passarelli, 1965).

Cesitli saponinlerle yapilan karsilastirmali ¢aligmada,
essinin belirgin anti-eksudatif etkisi oldugu da
gézlenmigtir. Odem baslangicindan 16 saat ©nce profilaktik
olarak kullanildiginda, intakt ve hipofizektomize
siganlarda diliretik wve natriiiretik etkileride dikkat
cekmigtir (Vogél and Marek, 1962).

Karbonmonoksit igeren hava solumaya birakilan, (Tzonos
~and Riebling, 1968) ya da kalay etilsiilfat verilen (Zoltan,
et al., 1969; Zoltan and Foeldi, 1969; varkonyi, et al.,
1969; Zoltan and Gorini, 1970; Joo, et al., 1970)
hayvanlarda olugan serebral &demlerde de essinin olumlu
etkisli deneysel olarak kanitlanmigstir. Her iki deneyde de
essin ile tedavi sonucunda, serebral Sddem kaybolmus ve
beyin omurilik sivisi (BOS) basinci normale dénmﬁstﬁf. BOS
basincindaki dedgisikliklerle ilgili benzer sonuglar, Hemmer
and Diezemann (1962) tarafindan vyapilan c¢aligsmalarla da
kanitlanmistir. Ayrica, essin ve bufenin egit miktarda
karigtirilarak elde edilen jelin, sigan pengesinde,
kaolinle olusturulan &demi tedavide basarili sonuglar elde
edilmistir (Lorenz and Reipper, 1967). Bu jel halindeki
formiilasyonun deriden kolaylaikla gegebilirligi ve
pratikligi nedeniyle genis capta uygulama alani
bulabilecegi belirtilmektedir.

Deksametazon 1ile egit miktarda karaistirilan essinin,
anti-6dem etkisinde Onemli bir artis, sigan pencesinde
ovalalbumin ile olugturulan &édemin tedavisinde gézienmistir
(Lippert and Weinberg, 1967).

Essinin anti-8dem etki mekanizmasi ve farmakodinamigi
birgok aragtirmaci tarafindan galisilmistir (Vogel, et al.,
1963; Preziosi. and Manca, 1965; Mussgnug, 1969; Vogel, et
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al., 1970; Ascher and Paltauf, 1970; Hamper, et al., 1970;
Vogel and Marek, 1962; Erbring and Vogel, 1963;
Meyer-Bertenrath and Kaffarnik, 1970; Henschler, et al.,
1971; Jacker, 1977).

Diger bir calismada, merkezi sinir sisteminde radyasyon
ile olusabilecek tahribat Onceden essin uygulanmasiyla
onlenmistir. Essin verilen ve ardindan dﬁSﬁk dozda X-i1sini
uygulanan tavsanlarda goriilen merkezi sinir sistemi
degigimleri, essin verilmeyen tavsanlarinkinden daha hafif
ve daha ©Onemsiz olarak godzlenmisgtir (Giordano and
Invernizzi, 1968).

Akut ve kronik toksisite fare, sigan ve tavsanlarda
belirlenmistir (Lorenz and Marek, 1960; Ubel and Patt,:
1960; Manca and Passarelli, 1965). Sonuclar, insan tedavisi
igin normalde kulianllan dozlar agls1ndén, uygun oldugunu
gdstermektedir. Toksisite sadece g¢ok vyiiksek dozlarda
gorilmektedir.

Tolerans, Ozellikle intravendz vyol ile uygulamada
dikkate alinmalidir. Essin ile kilogram ve/veya giin basina
insan tedavisinde kullanilan en yliksek dozun iki kati
dozlar wuygulanarak, araliksiz elli giin siiren tedavilerde
bile, iyi tolere edildigi anlagilmistir (Manca and
Passarelli, 1965).

Blitlin uygulama ydntemlerinde saponinlere &zgl vyerel
tahris essinde de goriilebilir (Girard, et al., 1961).
2.3.2 Tedavide kullanimi

Essin, farmakolojik  &zellikleri ve iyi = tolere
edilebilmesi nedeniyle, bugiin genigs - Olgilide tipta
kullanilmaktadir (Inverni Della Beffa, 1979a).



Essin ilk kez 1960-61 yillarinda Almanya'da, enjektable
sekilde kullanilmaya baslanmistir. Sonralari, amorf ve
tuzlari halinde suda ¢&zilinlirliiglinlin arttigi gdzlendiginden,
oral yolla da tedaviye girmistir (Bonati, 1977).

Varis, flebit ve hemoroid essin ile tedavi
edilebilmektedir. Dilizenli kullanimi, yinelenen trombo
filebit ndbetlerinden yakinan hastalarda dzellikle
etkilidir. Bu durumda, hastaligin siklik ve giddetinde bir
azalma gobriilebildigi gibi {ilser belirtilerinin de oldukga
uzun silireli olarak ortadan kaldirilmasi s6z konusudur.
Essinin bu amagla kullanilmasi konusunda birgok arastirma
Jbulunmaktadir (Lucas, 1963; Aichinger, et al., 1964; Jonhe,
1964; Wolfram, 1968; Stoppani, et al., 1969; Ludwig, 1970;
Fromantin, 1972).

Blitin arastirmacilar, essinin 1iyi toleransi, van
etkilerinin olmamasi ve Ozellikle yliksek terapdtik etkisi
konusunda birlesmektedir.

Rapor edilen vakalar arasinda, tedavi ile he:hangi bir
van etki gbriilmeyen bazi hamile kadinlara .da
rastlanmaktadair.

Farmakolojik etkisi dogrulanmis essin igeren jellerin
piyasaya sunulmasi, varis ve filebit tedavisinde vyaygin
kullanima yol agmig ve doktorlar ile hastalar tarafindan
bliylik bir ilgi goérmiis, ¢cok sayida vakada etkinligi ve iyi
toleransi kanitlanmistir (Lotz, 1967; Niedling, 1967;
Harichhausen, 1968; Klauda, 1968; Schoen and Wefers, 1968;
Wampola, 1968).

Essinin, retrograt amnezi gdsteren va da gostermeyen
kafa kirik wve travmalarinin ardindan geligsen serebral
odemlerin tedavisinde de etkisi goriilmistlir. Tedavi ile
sefalji, vertigo wve genel rahatsizlik beliftilerinin
ortadan kalkmasi, durumun ciddiyetine badgli olarak, 3 ila
16 glinliik silire iginde olmaktadir (Hutzel, 1963).
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Apopilektik ndbet ve hemiparezis gegiren hastalarda
belirgin iyilesme sonuglarai gorilmistiir. Essin verilmesi,
yaklagik 24 saatlik bir silire iginde, tim belirtilerin
ortadan kalkmasina yol a¢gmaktadir (Lucas, 1963).

Heppner, et al. (1967)'in c¢alismalari da bu sonucglari
dogrulamaktadair. Bu aragstirmacilar, serebral timor,
intrakranial anevrizma,v serebral siklerdz, subdural
hematom, ensefalit ve menenjitli hastalari tedavi
etmiglerdir. Akut vazomotor vyetmezlide bagli serebral
odemlerde, sonuglar g¢abuk ve basarlll olarak alinmakta
iken, kronik hastalik durumunda ise iyilesme uzun siireli
essin uygulamasindan sonra yavas yavasg geligsmektedir.

Ayni alanda, Wolfram (1968), Cazzullo and Torrigiani
(1969), Tzavalles and Finke (1970) daha umut verici
sonuglar elde etmiglerdir. Bilindigi gibi kirik ve
¢ikiklardan sonra gevre dokuda, uygulanan algi ya da bandaj
nedeniyle giddetli bir sisme ve bunlar kaldirildiktan sonra
morarma olusabilir, bu vakalarda essin kullanimi ivilesmevi
gabuklastirmaktadir.

Hutzel (1963), essini fazla kan kaybi ile yumugsak doku
kisminda tahribat olan ¢ok sayida kirik vakasinda
kullanmistir. Tedavinin baslangicindan bir kag¢ saat sonra
hastalarain g¢odgunda, siddetli adgrida bir azalma olmug ve
hematom, essin tedavisi uygulanmayan hastalardan daha hizli
olarak yok olmugtur. Benzer olumlu sonuglar &n kol kirigi
olan hastalarda da Greifenstein (1966), tarafindan rapor
edilmistir.

Essin, klasik Sudeck sendromunun tedavisinde de olumlu
sonuglar saglamaktadir (Scheibe, 1966). Spontan ve hareket
sirasinda ortaya g¢ikan adgrinin azalmasi, 1lk enjeksiyon
gliniinden itibaren farkedilmektedir.
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Ortopedi ve travmatoloji alaninda, travmatik yaralanma
sonucu olusan iki parapileji wvakasindaki ayak &demlerinde
de, essinin etkinligi gdzlemmistir (Di pierro, 1969).

Travmatize ve uzun slire yvatalak hastalarda,
hareketsizlige bagla olarak olugsan Oddemlerde de olumlu
sonuglar Parmeggiani (1968), tarafindan gbzlenmis ve ayak
kiriklarindan sonra subakut wve kronik verel G&demlerde
iyilesmeler gorilmiigstiir. Ayni arastirmacilar tarafindan,
diz kapagi hidrartrozda da tatmin edici sonuglar elde
edilmigtir.

_Essin, siyatigin rutin tedavisinde, steroid tiirevi
maddelerle kombinasyon halinde kullanllmis ve aérl
belirtileri agisindan elde edilen sonuglar olumlu
bulunmustur. BoOylece essin, tedavide kullanilan steroid
tlirevlerinin dozunun diisiirlilmesi igin kullanigla
goriilmiistiir (Caminiti and Bocaleti, 1969).

Essin, kadin dodgum alaninda da, &6demli bir durum olan
gestoslarin ve eklampsilerin risksiz tedavisi igin c¢ok
kullanigsli olmaktadir (Ferrero, et al., 1968).

Essinin, kulak, burun, bogaz ve dis rahatsizliklarainda
da bagari ile kullanildigi vakalar vardir (Hutzel, 1963).
Uzun silireli oral-trakeal intubasyona bagli epiglottik
odemlerde 200 den fazla hastada basarili sonuglar elde
edilmigtir (Torelli, 1969).'

Dis eti tedavilerinde hizli bir iyilesme saglanmistair.
Tedavinin sonunda, dis etlerinin normal rengine dondigi ve
presyon uygulandiginda sadece »klsa slireli kanamalar
goriildiigd belirlenmigtir (Hutzel, 1963).

Dermatoloji alaninda, Giannetti and Pelfini (1968),
essinle Herpes Zoster'e bagli O6demleri bagariyla tedavi
etmistir.
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Garbin and Vvartanian (1972), multiple sklerozda essinin
anti-enflamatuar ve anti-6dem etkisini tedavi amaciyla
dederlendirmislerdir. Bu arastirmacilar, akut krizlerde
belirgin bir iyilesme ve tedaviye diisiik dozda kortizon
maddelerinin katilmasiyla, belirtilerde timliyle dlizelme
oldudunu gdzlemislerdir. Kronik krizlerde ise, essin disiik
doz kortikosteron ile karistirildiginda daha onceden yliksek
doz kortikosteron ile tedavi edilen vakalardakine esgdeger
sonuglar elde edilmistir.

Essin, cerrahi operasyonlar sirasinda olugsan Oddemlerin
onlenmesi amaciyla da profilaktik olarak kullanilmaktadir.
Albrecht'in (1967), lirolojik operasyon sirasinda intravendz
ve operasyon sonra31hda oral uygulama51 6dem olusmasini
Snlemigtir.

Yakin zamana kadar, bu gibi vakalarda o6zellikle su-tuz
dengesi yoniinden gilivenilmez etkileriyle bilinen diiiretikler
kullaniliyordu, artik bu nedenlerle essin, daha yodgun bir
uygulama alani bulabilmektedir.

Yukaridan da goriilebilecegi gibi, essinin tromboz,
serebral kanamalar, vendz stazis ve herhangi bir tipte
cerrahi operasyona bagli travmalardan kaynaklanan &demlerin
tedavisi igin yeni bir ilag seg¢enedi oldugu kolaylikla
s8ylenebilir.

2.3.3 Kozmetik kullanimi

Atkestanesi ekstresi terkibinde bulunan saponinler
nedeniyle anti-8demik, astrenjan ve dekonjestif etki

gOsterirler ve dolayisiyla dermatoloji alaninda bliyiik
Olgiide kullanilairlar (Proserpio, et al., 1980).

Kozmetikte atkestanesi temizleme, canlandirma ve koruma
Ozelliklerine sahip olup,
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. banyo koplikleri ‘

. Sampuan, sa¢ ve yiliz losyonlari

. canlandirma ve koruma y/s kremleri

. banyo ve glines banyosu, trags ve epilasyon sonrasi
emiilsiyon ve jelleri

. dis macunu ve gargaralari

. ayak ve bacak yorgunluk kremleri

. temizleme maskeleri ve

. sporcu masaj kremlerinin

formiilasyonlarinda oldukg¢a yaygin kullanim sahas1
bulunmaktadir (Inverni Della Beffa, 1979b; Marrissal, 1976;
Touzet, 1972; Marrissal and Aubert, 1981).

Atkestanesi genel olarak alt deride kan dolagimini ve
deri alti  hiicre metabolizmasini diizenleyerek deriyi
yumusatir ve burusukluklari Onler (Kuriyama, et al., 1968;
Denner, 1973).

Sag canlandirmasi ve kafatasi derisine kan saglayip
gliglendirmesi amaciyla sag losyonlari ve sampuanlarda
yaygin olarak kullanilir (Thomae, 1965; Hiroshi, et 4l.,
,1968; Kuriyama, et al., 1968; Oreal, 1980; Grollier and
Beauguey, 1979).

Essin, diseti iltahaplarini giderdidi, kanamalari
onledigi ve dis etlerine normal gdriiniimini kazandirdida
igin dis macunu ve gargaralarda kullanilir (Hiroshi, et
al., 1968; Denner, 1973).

Yukarida, atkestanesi ekstreleri ve essinin
farmakolojik calismalari, terapdtik alanda kullanimina
kisaca deginilmigtir. Her iki kullanim alaninda da bir gok
formilasyon Ornekleri verilebilirse de sadece tipik
clanlardan bazilari Ek Agiklamalar-A ve Ek Aciklamalar-B de
verilmistir.
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2.4 Bitkisel'Hammaddelerin Ekstraksiyonu

Dogada kendiliginden yetisen ya da kiiltlire alinabilen
tibbi bitkiler, a)ham drog b)ekstre c)saf etken madde
eldesinde kullanilirlar. Bitkisel hammaddeler, gelismekte
olan 1{ilkelerin, Ozellikle kirsal bSlge halkinin yegane
ilaci olmakla birlikte, ihtiya¢ fazlasi disg iilkelere ihrag
edilir. Tibbi bitkilerden elde edilen total ekstreler,
olduk¢a yaygin kullanim alani bulmaktadir. Saf etken
maddeler ise, belirli bir diizeyde fitokimyasal endistriye
sahip lilkelerde liretilmekte, ancak bu ililkelerde de ekonomik
nedenlerle genellikle @ total ekstre dretimi tercih
edilmektedir.

Tirkiye'de vyetigtirilen, ya da vyetistirilmesi miimkiin
olan bitkilerden {iretilen ham droglar, dogrudan ihrag
edilmemeli total ekstre va da saf etken madde eldesi yoluna
gidilmelidir. Zira, bu sekilde elde edilecek yari mamul ya
da mamul iirlinlerin getirecegi katma deger, ilke
endiistrisine ve ekonomisine daha c¢ok yarar sagliyacaktir.

Tibbi bitkilerin endiistriyel capta igslenmesinde gerekli
temel iglemler, sekil 2.6' da sematik olarak gOsterildigi
gibi, boyut kiicliltme (kirma, dgiitme), ekstraksiyon, siizme,
yogunlastirma (deristirme), kurutma ve eger saf etken madde
iretilecekse izolasyondur.

Kati-sivi ekstraksiyonu (leaching), bir katidaki bir ya
da birden fazla bilesenin bir sivi g¢oziicli tarafindan segici
(selektif) olarak ¢oziiliip alinmasidir, seklinde
tanimlanabilir.

Bitkisel hammaddelarin ekstraksiyonunda kullanilacak
coziiclilerde, ¢Ozililmesi istenen bilegsenler igin -segici,
kolay bulﬁnur, ekonomik, doygunluk | derigimi vyiiksek,
vizkozitesi, ylizey gerilimi dliglik olmasi, korozif, toksik
ve patlayici olmamasi gibi &zellikler aranair. Bu nedenle,
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en ¢ok kullanilan ¢dziici su olmakla birlikte, baz1i bitkisel
hammaddeler igin alkol,petrol eteri, hekzan, kloroform gibi
organik goéziicliler de sik sik kullanilmaktadair.

Bitkisel hammaddenin, kirilma, yva da ogitiilmesi, ¢dziici
ile temas yilizeyini artiracagindan, ekstraksiyon hiza
artacaktir. Bunun yaninda, hammaddenin ¢ok ince &giitiilmesi
ekstraksiyonun perkolatdrde uygulanmasina imkan vermeyecek
ve hatta karistirmali tankta ekstraksiyon sonucunda,
istenmeyen maddelerinde g¢bzeltiye gegmesine neden olacak ve
kati~sivi ayiriminda zorluklar g¢ikaracaktir.

¢ozlilmesi istenen kati madde, bitkisel hammaddelerde
‘hﬁcre igcerisinde bulunur. Hiicre duvarlarinin bozunmadan
kalmasi halinde ekstraksiyon hilicre duvarlarindan osmotik
gegisle saglanacaktir. Boyut kiigliltme ile hiicre duvarlara
bozunacak olursa diger istenmeyen maddelerinde c¢oziicliye
kolaylikla gegmesi ortaya c¢ikacaktair.

Sicakta yapilan kati-sivi ekstraksiyonlarinda da
katinin ¢ozlici igerisinde ¢&6ziinlirliigi artacak ve daha
derigik ekstreler elde edilecektir. Ancak, bazi bitkisel
hammaddelerde, sicakta ekstraksiyonda, asiri miktarda
istenmeyen madde de ¢oOzlicliye gegmekte ve daha sonraki
saflastirma asamalarinda sorunlar ortaya glkafmaktadlr.
Ayrica sicakta ekstraksiyonlarda, ekstre edilecek maddenin
yaplisinin bozunmamasi ve agsiril miktarda g¢dzilicii kayiplarinin
olmamasi goz Oniinde bulundurulmalidair..

Kati-sivi ekstraksiyonunda, parcacik boyutunun,
¢ozliclinlin, sicakligin ©Onemi birgok kaynakta bulunabilir
(Treybal, 1981; McCabe and Smith, 1976; Banchero and
Badger, 1979; Perry and Chilton, 1984; Rauling, 1982;
Schweitzer, 1969 ; Kirk Othmer, 1978).

Ekstraksiyonlarda genellikle, kesikli (batch),
yari-kesikli (semi-batch) wve siirekli ( continuous ) olmak
lizere lg¢g isletim sekli uygulanir.Her bir isletim seklinde,



27

kademeli ya da slirekli temas tipi ekstraktdrler
kullanilabilir. ¢Coziicli, bitki {izerine va piiskiirtiilerek ya
da bitki tamamen g¢o6zilici iginde birakilarak ekstraksiyon
yapilir. Uygun isletim sekli ve ekstraktdr tipinin segimi,
bitkisel hammaddenin fiziksel Ozelliklerine, ekstraksiyon
sartlarina, {retim kapasitesine ve ekonomiyi etkileyen
diger parametrelere baglidir.

Perkolatdr, bitkisel hammaddelerden ekstre {iretiminde
kullanilan en basit ve geleneksel ekstraktérdiir. Kapasitesi
bliyiik, alt kismina delikli plaka yerlestirilmisg, viksek
sicakliklarda galisilmasi gerektiginde bir ceketle
.1sitilabilen ve iri parcacikli hammaddelerin
ekstraksiyonunda kullanilan perkolatdrlerde, hammadde ve
¢oziicli statik temasta bulunabilecedgi gibi, sivi devamli
olarak sirkiile edilebilir. Genellikle birden fazla
perkolatdr ya ayri ayri ya da sekil 2.7' de gorildigi gibi
seri halde isletilir. Seri isletimde seyreltik g¢dzelti bir
perkolatorden digerine aktarilarak, istenilen derisime
eriginceye kadar igsleme devam edilir. Perkolatorde,
tikanmaya neden olmamak igin,' miimkiin oldugu kadar ayni
biiylikliikte kirilmis bitkisel hammaddenin ekstraksiyonu
vapilmali, ¢ok ince o6giitiilmis maddelerin ekstraksiyonundan

kacinilmalidar.
4

Perkolatdrlerden  baska, tibbi  bitkilerden  ilag
hammaddeleri {iiretiminde kapasite, isletim sartlari ve
hammadde®  &zelliklerine gdre cok degisik tipte
ekstraktorlerde kullanilmaktadzir. Bu konuda, karosel
(rotasel) ekstraktdr, zit akimli helezonik ekstraktor,
karigtiraicaila ekstraktor, U-ekstraktoril, extr-o-mat
ekstraktorii, bant ekstraktdérii gibi bir ¢ok ekstraktor
tipleri sayailabilir. Daha ayrintailai bilgi asaéldaki
kaynaklarda bulunabilir (Treybal, 1981; Perry and Chilton,
1984; Hill, 1977; Rawlins, 1982; Bager ve Kara, 1987;
Schweitzer, 1969)
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2.5 Atkestanesinden Essin Izolasyonu lzerine Onceki
galismalar

Yapilan kaynakga taramasindan, Tiirkive'de atkestanesi
ekstraksiyonu ya da essin izolasyonu konusunda herhangi bir
galismaya rastlanilamamigtir. Bununla birlikte, yurt
disinda Ozellikle Avrupa'da bu konuda bir ¢ok aragtirma
yapilmis olup patentlerde mevcuttur.

Ekstraksiyon iglemleri, genellikle degigik tiir ve
oranlarda alkol-su ¢o6ziici sistemleriyle vyapilmis, vya
oncelikle kuru total ekstre elde etme yoniine gidilmig, vya
da dogdrudan essin izolasyonu gergeklesgtirilmigtir.
.gallsmalarln gogunda 1ise kuru total ekstre baslangig
maddesi olarak alinmig ve tedavide kullanilabilecek essin
izolasyonuna gidilmigtir.

Bunlardan, bir Alman patenti (1 902 609), atkestanesi
kuru ekstresinin propanol/etil asetat/su karisiminda
¢dziilmesi ve bu g¢dzeltinin alumina doldurulmus kromatografi
kolonundan gegirilerek saflagtirilmasina dayanmaktadir.
Ancak adsorbanin essine oraninin c¢ok yliksek olmasi
gerektiginden essin izolasyonu ig¢in ekonomik bir teknik
olmadigi diiglinlilmektedir (Rucman and Jankovig, 1976a).

Bir diger Alman patentinde (1 617 581) ise,
atkestanesinin asidik sulu ekstresinin, alifatik alkol ve
klorlu hidrokarbon karislml ile ekstraksiyonundan saf
essin elde edilme yodntemi verilmistir. Bununla birlikte
essin ve flavonoitlerin verilen dadilma katsayillari ayni
oldugundan tam ayirim saglanamamis ve bdylece patentte de
belirtildigi gibi son {iriin renkli olarak elde edilmistir
(Rucman and Jankovig, 1976a).

Baska bir Alman patentindeki (2 339 760) metoda gbdre,
baslangi¢ maddesi olan atkestanesi ekstresi, 1{ligli sistem
kloroform/metanol/su da ¢oézlilmlis ve beyaz renkte daha saf
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essin elde edilmigtir. Bununla birlikte ¢dziinme sirasinda
ayrilmasi zor bir emiilsiyonla karsilasilmistir (Rucman and
Jankovig, 1976a).

Fransiz 2 361 420 nolu patentte ise, ilk iig ydntemden
farkli olarak, atkestanesinden doérﬁdan essin elde
edilmigtir. Bu yontemde, ara basamak olan atkestanesi
ekstresini herhangi bir ydntemle hazirlamaya gerek yoktur.
Oglitlilmlis atkestanesi, su 1ile doyurulmus alifatik alkol
(tercihan n-bilitanol) ve alifatik alkol ile doyrulmus su
sistemi ile ekstre edilir. Elde edilen organik faz, su ile
s1vi-sivl ekstraksiyona tabi tutulup, polaritenin etil
asetat 1ile degistirilmesinden sonra, alkali bikarbonatain
éudaki ¢bzeltisiyle ekstre edilip kurutularak essin tuz’
halivle elde edilir. Metanolde ¢oziiliip, Once H*Y formundaki
katyon deéistiriciden, daha sonrada aktif karbon kolonundan
gegirilip, kurutularak, beyaz toz halde essin elde
edilmigtir. Yontemde 4 kg atkestanesinden baglanarak
sonucta 88 g essin elde edilmistir (Rucman and Jankovig,
1976a; Rucman and Jankovig, 1976b; Rucman and Jankovig,
1978).

Ayrica 2 530 941 nolu Alman patentinde ise, o&gilitiilmiis
atkestanesi, su 1ile karigan diisiik alifatik alkollerle
ekstre edilmigtir. Katyon degistiriciden gegirilen ekstre,
yogunlagtirilarak essin g¢dkmeye birakilmis ve g¢goken essin
slizme ya da santrifiij yoluyla ayrilmigtir. ¥&ntemde c¢dziici
olarak %65 metanol-su sistemi kullanilmistir (Madaus,
1975).
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu c¢aligmada, Eskisehir'den toplanmig atkestaneleri
gblgede kurutulduktan sonra, laboratuvar, pilot ve vyara
endiistriyvel Olcekte ekstre edilerek, kuru total ekstre ve
etken madde essin saf olarak elde edilmistir.

3.1 Laboratuvar Olcekte Yapilan On Calismalar

Laboratuvarda yiiriitiilen g¢alismalarda, atkestanesinin
ekstraksiyonunda, uygun g¢bzilici gisteminin ve galigma
sartlarinin segimi yapilmistir. Oncelikle atkestanesinin
toplam ¢dziilebilir madde ve essin igeridi tayin edilmig ve
essin izolasyonu yontemleri arastirilmigtar. Ayrica,
dglitiilen atkestanelerinde parcgacik boyutu, nem ve yogunluk
gibi fiziksel Ozellikler de belirlenmistir.

3.1.1 Boyut kiigliltme, elek analizi, nem tayini

Kurutulmugs kestanelerin oglitiilmesinde, saatte 3 kg
kapasiteli Cullatti DFH 48 tipi o&diitiici kullanilmigtair.
Ogltiilen kestanede, ASTM elek serisi kullanilarak elek
analizi uygulanmis ve ortalama tanecik boyutu 0.8 mm olarak
tayin edilmigtir. Yapilan arastirmada, elde edilen
sonuglarin degerlendirilmesi kuru baz {izerinden
vapildigindan, ekstraksiyonlarda kullanilan hammaddenin nem
miktarinin bilinmesi gereklidir. Nem miktari tayini,
Shimadzu Libror EB-280 MOC elektronik nem tayin cihazinda,
105°C sicaklikta, sabit tartima gelinceye kadar kurutularak
vapilmis ve %4-5 olarak bulunmustur.
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3.1.2 Ekstraksiyon yéntemi

Literatilirde, atkestanesi ekstraksiyonlarinin, genel
olarak alkol-su karisiminin dedisik oranlariyla yapildiga
verilmistir. Bu arastirmada, alkol olarak etanol
kullanilmistir. Etanol-su karislmlnln yiizde 30-70 arasinda
degisen oranlariyla ckstraksiyonlar yapilmis ve bu
¢bzliclilerin ekstraksiyon verimi ve ekstredeki essin ylizdesi
lizerine etkileri arastirilmigtair.

Bu grup calismada, ekstraksiyonlar oda sicakliginda,
karistirmali olarak gergeklestirilmis, galismalarda
karistirma hizi ve kati/goziici orani (1/10) sabit
‘tutulmustur.

Ekstraksiyonlarda, nem miktari bilinen 50 g Ornek
alinmig, ¢Ozlici ilavesiyle karistirmali olarak ekstre
edilmistir. Sliziilerek islenmis posadan ayrilan ekstre,
Buchi 165 wvakum kontrollu RE~111 rotavapor ile vyaklasik
50°C da vakum altinda kuruluga kadar buharlastirilmistir
(sekil 3.1).

Atkestanesinde, en yliksek etanol-su ekstraksiyon verimi
ve essin ylizdesinin belirlenmesi igin vapilan bir
calismada ise, %50 etanol-su gézilici sistemi kullanilarak,
oda sicakliginda ve sicakta (55-60°C) olmak iizere iki
grupta vapilan ekstraksiyon islémi ile tim ¢o6ziinebilir
madde g¢6zeltiye alinmisg, toplanl ekstre ve essin miktari
tayin edilmigtir. Bu ekstraksiyon ig¢in vyine 50 g Ornek
alinmig, 500 ml gdzlici ilavesiyle 2 saat karigtirmala
ekstraksiyon yvapilmistir. sliziilerek, posa ekstreden
ayrilmig ve posa lizerine tekrar 500 ml ¢ozicl ilavesiyle 2
saat ekstraksiyona devam edilmigtir. Bu iglem,
atkestanesindeki tiim ¢Ozilinebilir madde tiiketilinceye kadar
5 kez tekrar edilmigtir.
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50 g Ornek + 500 ml ¢dziicl

Karigtirmala Ekstraksiyon

Siizme

islenmig posa

BEkstre

¢oziicliniin
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Kurutma

Total Kuru Ekstre

Sekil 3.1 Laboratuvarda yapilan karistirmali ekstraksiyon
islem basamaklara
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Calismanin biitliinliigl acisindan, ¢oziici  olarak,
etanol-suyun yiizde 30-70 arasinda degisen oranlari yaninda,
distile etanol (%96), saf su ve %65 metanol-su da
kullanilmisg ve ekstraksiyon verimleri tayin
edilmigtir.Yapilan kiyaslamada, %50 etanol-su sistemi ile
calismalara devam edilmesi uygun goriilmiistiir.

3.1.3 Essin izolasyonu

Atkestanesinden etken madde olan essinin saf olarak
izolasyonu ig¢in, 1literatiirde verilen yontemlerden ikisi
izerinde durulmustur. Bu yontemler, kestanenin %50
etanol-su (Alman 2 530 941 nolu patent) ve n-biitanol-su
(Fransiz 2 361 420 nolu patent) g¢dzlici sistemleriyle
ekstraksiyonuna dayanmaktadir (Madaus, 1975; Rucman and
Jankovi¢, 1976a).

3.1.3.1 Etanol-su g¢odziicli sistemiyle yapilan ekstraksiyondan
essin izolasyonu

Bu yodntemle essin izolasyonunda, ornek vukarida
anlatildigi gibi %50 etanol-su c¢oziiclisiiyle ekstre edilir.
Ekstre, 100 ml lik biirette 50 ml H* formunda Levatit katyon
degistirici recine doldurulmasi ile hazirlanmig kolondan
gegirilir. Bu sekilde, PH=2.5-3.5 olarak elde edilen
gdzelti, rotavaporda 50=C de, vakum altinda
buharlastirilarak, yaklagik 1/3 e kadar yodunlastirilir ve
sogumaya bairakilarak ham essinin ¢Okmesi saglanir.
Slizlilerek ayrilan essin, etanolde tekrar goziilerek siiziiliir.
¢ozelti, aktif karbon doldurulmus kolondan gegirilerek renk
giderilir ve rotavaporda yaklagik 50°C da vakum altinda
deristirilir. Sicak, derigik etanollu g¢goézelti {izerine iki
kati kadar 80-90°C da sicak su ilave edilerek sogumaya
birakilir. Galigsmada izlenen yol sematik olarak §ekil
3.2'de verilmistir.
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3.1.3.2 u-Blitanol-su ¢oOziiclli sistemiyle essinin dogrudan
izolasyonu

Bu ¢alisgmada, Fransiz 2 361 420 nolu patentte wverilen
ybnteme bagli kalinarak, su ile doymus n-blitanol ve
n~butanol ile doymugs sudan olugsan 1iki fazli g¢dzlici
sistemi kullanilmis ve bu amagla 80 g Ornek 216 ml
n-biitanol-194 ml su-2 ml hidroklorik asit 1ile 2 saat
siireyle karigtirmali ekstraksiyona tabi tutulmustur. Daha
sonra, silizililerek posadan ayrilan ekstre, ayirma hunisinde
bekletilerek iki faza ayrilmistir. n-Blitanol ile doymusg su
fazi1 ve ©posa, 216 ml n-bilitanol 1ile tekrar 2 =saat
karigtirmali olarak ekstre edilmigtir. Ekstre, sliziilerek
ayirma hunisine alinmig, n-biitanol ve su fazlarinin
ayrilmasi saglanmistir. Buradan alinan n-blitanol faza,
dnceki n-biitanol fazi birlegtirilmigtir. Bu ¢6zelti, g kez
200 ml su ile yikanmistir. Daha sonra, yaklasik 400 ml
etilasetat ve 100 ml %1 sodyum bikarbonat ilave edilerek
ekstre edilmis ve essin sodyum tuzu halinde alinmistir.
Kuruluga kadar buharlagtirilmis, alkolde ¢ézlilmlis ve H*
formundaki katyon degistirici kolondan geg¢irilmistir. Daha
sonra, aktif karbonlu kolondan gegirilerek 50°C da wvakum
altinda kuruluga kadar buharlagtirilarak essin elde
edilmistir. ¥Yéntemde izlenen yol sekil 3.3'de verilmigtir.

3.2 Pilot Olgekte Ekstraksiyon

Bir Onceki bdlimde yapilan laboratuvar 6n c¢aligmalara
sonucunda ¢oziicli sistemi, sicaklik, total ekstre ve saf
essin verimleri Dbelirlenmis ve bu g¢aligsmalarin 1siga
altinda pilot Olgekte calismalara geg¢ilmigtir.

Bu amagla, 10 1litre kapasiteli, i1sitma ceketli,
paslanmaz g¢elikten vyapilmis, sekil 3.4' de gOsterilen
silindirik perkolatdr kullanllmlstlr.



Ornek+ n-Bilitanol-su

Karigtirmali Ekstraksiyon|

{S"zmek

Posa Suzinti

37

IT

{n-Biitanol|

[Karigtirmali Ekstraksiyon ]

Siizme |

Posa Stzintii
I1T

]Sulu Faz[ [B}ganik Fazf——~—————

I
l§p1u Faé] Lprganik Fa%]
4

Su 1le Yikama

\'A
Organik Faz

|Etil Asetatj

IV

Yikama Suyu

VIT
[Sulu Faz

Kuruluga Kadar Buharlagtirma

Alkolde C¢odzme

Katyon Degistiriciden Geg¢irme

Lﬁktif Karbondan Gegirme J

Kuruluga Kadar Buharlastlrmé

VITII
Essin

‘————ﬂgadyum Bikarbonagf*——w'

VI
[Organik Fag]

Sekil 3.3 Essin fzolasyonu islem basamaklari (n-Butanol-Su)



160

125

500

Sekil 3.4 Pilot dlcekli perkolatdr

38



39

Pilot Olgekli perkolatdrde vyapilan arastirmalarin
sonuglarinin, 500 litre kapasiteli yari endiistriyel {iretim
perkolatﬁrﬁndeki galismalara temel olusturmasi
diigliniildiiglinden, bu gruptaki g¢alismalarda, parcacik boyutu,
kati/sivi orani, siire (akim hizi), sicaklik ve ¢dziicli
gecirme yontemleri gibi dediskenlerin ekstraksiyon ve essin
verimine etkileri belirlenmigtir.

Ekstraksiyonlarda kullanilan dlizenegin semasi sgekil
3.5'de verilmigtir.

Ekstraksiyonlarda, gbziicii akimi, yaklaslk 3 m
yiiksekteki g¢dzlici tankindan yer c¢ekimiyle vya da bir
santrifiij pompa yardimiyla saglanmistir.

Coziiclinlin perkolatdér yatagindan gegis hiza bir vana
yardamiyla ayarlanmis ve kalibrasyonu vapilmig bir
rotametre ile Olgllmiistiir. Bu sekilde, tiim ¢oziiclinlin
yataktan belirli siirede gegiéi saglanmigs ve ekstre direk
olarak alttan toplama kabina alinmistir. Sirkiilasyonlu
calismalarda ise, toplanan ekstre bir pompa yardimiyla
tekrar yukaridaki g¢dzilici tankina gonderilerek perkolatdrde
istenilen silirece sirkiile edilmigtir.

Sicakta vyapilan g¢aligmalarda, perkolator ceketinden
si1cak su gegirilerek ve g¢oziicli, tanktaki daldirmali bir
elektrik rezistansli isitica yardimiyla isitilarak
istenilen sicaklik sadlanmigtir.

Ekstraksiyon veriminin hesaplanmasi igin, tim ekstre
miktari Olgililmiis ve bundan belli miktarda alinarak pilot
blgekte, Buchi rotavapor R-151  de kuruluga kadar
buharlastirilmistir. Bu sekilde hesaplanan verimin, tﬁm
ekstrenin kuruluga kadar buharlastirilmasiyla hesaplanan
verimle ayni oldudu goriilmiis ve bodylece ileriki
¢alismalarda, o6zellikle essin jizolasyonunda, tiim ekstrenin
kuruluga kadar buharlastirilmasina gerek olmadigindan,
toplam ekstraksiyon verimi bu yOntemle bélirlenmistir.
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1. Pompa
2. Céziicli deposu
3. Sicak su deposu
N 4. Toplama tanki
Q 5. Perkolatdr
6. Rotametre
k .
®
x .

Sekil 3.5 Pilot 8lgekli ekstraksiyonlarda kullanilan diizenek
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Calismalarda Oncelikle, kuru atkestaneleri saatte 50 kg
kapasiteli Gondard ¢ekigli kiricisinda kirilarak herhangi
bir 6n elemeye tabi tutulmadan 4 kg tartilarak perkolatore
yiklenmistir. ¢ozilici tankindan yer g¢ekimi ile saglanan
akimin yaklasik 5 litresi perkolatdrden gegtikten sonra,
atkestanesi yatagi geg¢irgenligini kaybetmis ve ¢ozlici akmaz
hale gelmistir. Akimin saglanmasinda vyergekimi vyerine
santrifiij pompanin da denenmesi olumlu sonug vermemis ve
perkolatdrde tanecik biliylikliiglinin g¢aligilmasinin Onemini
gostermigtir.

3.2.1 Pargacik boyutu segimi

Perkolasyonda pargacik Dboyutunun O&nemi gdz Oniline
alinarak, Kkiricidan alinan atkestanesi ASTM elek setinin
ilk dort serisi olan 1.8 mm (12 mesh), 0.85 mm (20 mesh),
0.425 mm (40 mesh), 0.215 mm (60 mesh) delik c¢apli
eleklerin izerindeki orneklerin herbirinin dorder
kilogramiyla yapilan g¢alismalar sonunda, 0.215 mm ve 0.425
mm delik agiklidi olan eleklerin iizerinde kalan orneklerin,
perkolatérde tikanmaya neden oldugu go6riilmiistiir. Daha
sonraki c¢aligmalarda, Kkiricidan alinan Ornekten, bﬁ iki
kisim elenerek ayrilmis ve ortalama 1.5 mm parcacik boyutlu
atkestanesi yatadindan, perkolatdrde ¢dziiclinlin gecmesiyle
ilgili ©nemli bir sorunla kargilasilmamis ve bu ortalama
1.5 mm ortalama tanecik c¢apli atkestanesi ileri cgalismalarda
kullanilmistar.

Pargagik boyutu se¢imi i¢in yapilan galigmalarda, 4 kg
ornek tartilarak perkolatdre konulmug, 1/10 g¢oziici orani
sabit tutularak, %50 etanol-su goziiclisii oda sicakliginda,
perkolatdrden belirli siirelerde gegirilmis ve ekstraksiyon
verimleri izlenmisgtir.

L
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3.2.2 Kati-¢bziicli oraninin belirlenmesi

Fiziksel olarak, bir ekstraksi?onda, asiri miktarda
¢ozlici kullanilarak ¢dziinebilen maddenin tamamina yakini
¢cobzeltiye alinabilir. Ancak bu durumda, ¢ozliclinin geri
kazanilmasi 1islemlerinde genellikle buharlastirma soz
konusu oldugundan, ©nemli miktarda enerji harcanmasi ve
' belirli bir oranda da g6ziici kaybi ortaya gikacaktair.

Bu gdz Oniinde bulundurularak, istenilen orandaki
¢bzlinebilir madde, miimkiin o0ldudu kadar az cozlicl
kullanilarak ekstraksiyon yoluna gidilir. 0 halde
ekstraksiyon dediskenlerinin belirlenmeéinde, kullanilacak
en uygun kati/sivi orani, arastirilacak Snemli faktorlerden
birisidir.

Bu arastirmada, kati/¢gézlici oraninin Dbelirlenmesi
amaciyla yapilan calismalar iki sekilde ylirdtiilmiistiir.

Ilk grup ekstraksiyonlarda, kati/g¢dziicii orani 1/4, 1/6,
1/8, 1/10 olarak dedistirilmis ve her bir g¢oézlici miktarai
bir o©Onceki bdliimde anlatildigi sekilde, oda sicakliginda
1.5 mm pargacik boyutlu perkolatdr yatagindan belirli
siirelerde gecirilmis ve ekstraksiyon verimleri tayin
edilmistir.

ikineci grup ekstraksiyonda ise kati-¢oziici orani 1/4,
1/6, 1/8 olarak degigtirilmis, bu grup c¢alismalarda
perkolatdr yatagindan ¢déziicli, sistemdeki tiim vanalarin agik
tutulmasiyla gegebilecegi en yliksek akis hizinda geg¢irilmis
ve alinan ekstre depoya bir pompa yardimiyla gonderilerek
ekstraksiyonun sirkililasyonlu olmasi saglanmigtar.
Calismalarda, ekstraksiyon sliresince 30, 45, 60, 120, 240,
dakikalar sonunda Ornekler alinarak ekstraksiyon verimi
izlenmistir. Sirkiilasyonlu galismalar, oda sicakliginda ve
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ekstraksiyon verimine sicakligin etkisinin izlenebilmesi
amaciyla, sicakta (55-60°C) olmak lizere iki sgekilde
gergeklestirilmigtir.

3.2.3 Essin izolasyonu

Pilot Olgekteki g¢alismalarda, (10 litre kapasiteli
perkolatdrde), 1/6, kati/g¢dzlici orani kullanilarak, 1.5 mm
ortalama tanecik boyutundaki vyatakta, 2 saat, oda
sicakliginda sirkiilasyonlu ekstraksiyon
gergeklestirilmigtir. Elde edilen vaklasik 20 litre
¢ozelti, 5 1litre H" formda Levatit katyon degistiricili
-kolondan, pH=2.5-3.5 arasinda, ge¢irilmistir. Alinan asidik
¢Ozelti, Buchi R-151 pilot 6lgek rotavaporunda, vakum
altinda, 50°C da yaklasik 7-8 litreye kadar deristirilmis
ve essin sogutularak g¢gdkmeye birakilmistir. Elde edilen ham
essin, kurutulup tartilmis, ayrica saflik dereceleri tayin
edilmistir. Daha sonra, sicak alkolde ¢d6ziiliip lizerine s1cak
su ilavesiyle tekrar g¢oktiiriilmiis ve ayrlllp, kurutularak,
beyaz toz essin elde edilmigtir.

3.3 Yari Endiistriyel Olcekte Ekstraksiyon Ile Essin
izolasyonu

Yukarida belirtilen 10 1litre kapasiteli perkolatdrde
vapilan c¢alaismalar sonucunda elde edilen bulgulardan
hareketle, {iretim amacayla, Tournaire firmasindan temin
edilen ve gekil 3.6' da gdsterilen, 500 litre kapasiteli,
buhar ceketli, gerektiginde posadan ¢oéziicliyli geri kazanmak
igin direk buhar verilebilecek, silindirik paslanmaz cgelik,
cok amagli ekstraksiyon {initesinde galisilmistar.

Calismalarda, 1.5 mm ortalama tanecik gapindaki 60 kg
atkestanesi ekstraktdore yiliklenmis, daha sonra 1/6,
kati/¢dzlicli oraninda, %50 etanol-su ¢dziicii sistemi ilave
edilmis ve sirkiilasyonlu olarak oda sicakliginda, 4 saat
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ekstraksiyona tabi tutulmustur. Ekstraksiyon sliresince 30,
45, 60, 120, 240 dakikalarda g¢zelti Ornekleri alinarak,
ekstraksiyonun gelisimi izlenmistir. Ekstraksiyon sonunda
kati ile birlikte kalan doymug ¢dzelti belirli bir miktar
¢oziicli ile akitilarak kazanilmistair.

Sonugta, elde edilen, vyaklasik 300 1litre ¢dzelti
paslanmaz g¢elik toplama tankina alinmastir. ¢ozelti, vyine
ayni H* formda Levatit katyon degistiricili kolondan
gecirilmis ve daha sonra Tournaire firmasindan temin
edilmis 500 1litre kapasiteli, paslanmaz g¢elik, ceketten
1sitmali buharlastiriciya alinarak, (sekil 3.6), 50°C da
vakum altinda yaklasik 120 litre kalincaya kadar
derigtirilmistir. Buharlastiricidan alinan yodun ekstre
sogumaya birakilarak, ¢Oktiirlilmiigtiir. vakum altinda
sliziildiikten sonra elde edilen g¢okelti, alkolde ¢oziiliip kaba
siizge¢ kagidindan tekrar siizliilmiis ve pilot Olgekte
rotavaporda kuruluga kadar buharlagtirilarak, elde edilen
ham essin miktari belirlenmigtir. Ayrica, bu ham essinin
saflik derecesi, ITK dansitometresi wve YBSK ile tayin
edilmigtir.

Hafif sari renkli olan ham essin, sicak alkolde c¢dziiliip
lizerine sicak su ilavesiyle tekrar g¢oktiiriilmiis, g¢bzeltiden
ayrilip, kurutularak beyaz toz essin elde edilmigtir.

Ekstraktordeki posa ilizerinde kalan g¢o&ziicii, giplak buhar
gonderilerek geri kazanilmigtir.

3.4 Calismalarda Elde Edilen lriinlerin incelenmesi

Yapilan ¢alismalarin kantitatif olarak
dederlendirilebilmesi ve birbirleriyle kiyaslanarak uygun
igletme degiskenlerinin segilebilmesi igin, kuru total
ekstrenin essin miktari ve izole edilen essinin saflik
derecesinin tayin edilmesi gerekir.
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Daha 6nceki arastirmacilarain galismalari
incelendiginde, essinin kantitatif tayini yantemlerine
kisaca deginmek yerinde olacaktir.

Boguslauskaya and Zykova (1977), tarafindan verilen
UV-spektrometrik yontemde %3.7 hata 1ile essin tayini
yvapilmistair.

Glasl und TIhrig (1984), calismalarinda, ince tabaka
kromatografisi ITK -dansitometresi kullanmigslardar.
Yirlitlicli sistem olarak, n-butanol:asetik asit:su (5:1:4)
kullanilmisg, lekeler, = %10 slilfiirik asit ile
renklendirilmistir.

Vanhaelen and Vanhaelen-Fastre (1983), atkestanesi
ekstresinde iTK-dansitometresi ile essin tayininde,
1,2~-diklorometan:etanol:metanol:su (50:20:20:6) sistemini
viirliticli olarak, %1 vanilin ve %5 siilfilirik asitin alkoldeki
karigsimi da belirte¢ olarak kullanilmig ve sonuglar %3.2
lik hata ile verilmistir.

Franck (1975), atkestanesi total ekstresinde essin
miktar tayinini,kantitatif fluorometrik ITK-dansitometresi
kullanarak gergeklegtirmigtir. Total ekstre,
n-bilitanol:metanol:%25 amonyak (10:2:5), vyiiriitlicli sistemde
ylirlitiilmiis, kurutulan plak lizerine nil mavisi piliskiirtiilerek
- renklendirilmigtir. Sonuclar, %4-5 hata ile verilmistir.

Floumetrik iITK-dansitometresi kulanarak essin miktar
tayini iizerine diger bir metotda, Hammerstein und Kaiser
(1972), tarafindan, %1.5 hata ile verilmigtir.

Wagner, et al., (1985), c¢alismalarinda yliksek basingla
s1vl kromatografisi (YBSK) ile essin tayinini ig¢ standart
yontemi kullanarak gerceklestirmiglerdir.
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Bu g¢aligmalar dikkate alinarak, vyapilan g¢alismalarda
elde edilen kuru total ekstrelerin essin vyiizdelerinin ve
saflagtirilan essinin saflik derecelerinin belirlenebilmesi
i¢in, spektroskopik ve kromatografik yOntemler
kullanilmistar.

Yapilan c¢aligmada, kuru total ekstrelerin essin
yizdelerinin Dbelirlenmesi amaciyla, ITK~dansitometresi
kullanilmistir. Bunun yaninda, YBSK de, ITK-dansitometresi
sonuglarinin kontrol edilmesinde ve izole edilen essinlerin
safliklarinin belirlenmesinde kullanilmistar.

Bu c¢aligsmada, standart olarak kullanilan essin ve kuru
total ekstre, Indena S.P.A. Gruppc Inverni Della Beffa,
ftalya'dan temin edilmigtir.

3.4.1 iInce tabaka kromatografisi-dansitometresi

Bu konuda yapilan ©oOnceki cg¢alismalar gdz ©Oniinde
bulundurularak, bu ¢aligmada gelistirilen
iTK-dansitometresi ile essin miktar tayini ydnteminin o&n
galismalarinda, tayini yapilacak olan essin 210 nm gibi
diisiik bir dalga bovyunda en yiksek absorbansi
gdsterdiginden, goriinlir bdlgede g¢alisabilmek amaciyla,
gizelge 3.1'de gosterilen 4 farkli belirteg denenmistir.
Sonugta, essinin 537 nm de en yliksek absorbansi gosterdigi
belirlenen, %10 sililfilirik asit en uygun belirteg¢ olarak
secilmistir (Wagner, et al., 1984 ; Stahl, 1969; Wagner, et
al,, 1970).

Daha sonra, en uygun y%rﬁtﬁcﬁ sistemin secilebilmesi
amaciyla, c¢izelge 3.2 de verilen 18 farkli yliriitlici sistem
denenmis sonugta, kloroform:metanol:gla.asetik asit:su
(60:32:12:8) sistemi segilmigtir (Wagner, et al., 1984 ;
Stahl, 1969; Gosparic and Churacek, 1979; Gotz, et al.,
1980; Wagner, et al., 1970). Analizde izlenen ydntemde, iTK
plagina 5 upl, Drommond pipetler ile tatbik edilmig, plak
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Cizelge 3.2 Ince Tabaka Kromatografi Galismalarinda
denenen yiiriitiicli sistemler

49

5:1:4 (ist faz) Butanol:Asetik Asit:Su
50:20:20:6 1,2 Dikloretan:Etanol:Metanol:Su
64:50:10 Kloroform:Metanol:Su

4:1:1 Blitanol:Asetik Asit:Su

50:50:2 Kloroform:Metanol:Su

50:50 Kloroform:Metanol

58:35:7 Kloroform:Metanol:Su

50:20:20:5 Kloroform:Metanol:Asetik Asit:Su
65:35:10 Kloroform:Metanol:Su

65:35:8 Kloroform:Metanol:Su

75:50:10:20 Kloroform:Metanol:Asetik Asit:Su
64:50:4:8 Kloroform:Metanol:Asetik Asit:Su
64:50:10:20 Kloroform:Metanol:Asetik Asit:Su
64:51:8:8 Kloroform:Metanol:Asetik asit:Su
70:50:10 Kloroform:Metanol:Su

60:50:5:10 Kloroform:Metanol:Asetik Asit:Su
64:50:4:4 " Kloroform:Metanol:Asetik Asit:Su
60:32:12:8 Kloroform:Metanol:Asetik Asit:Su
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yiriiticlli sistemde 10 cm yiiriitiildilkkten sonra, g¢ikarilip
kurutulmus ve belirteg votématik pliskiirtiici ile
piskiirtiilerek, 120°C da etiivde 10 dak. bekletilmigtir. Plak
cikartilap sogutulduktan sonra, IiTK-dansitometresinde
okutulmus ve CR3-A integrator ile kromatogramlara
alinmistir.

Tayinde, ©Oncelikle vyapilan standart g¢alismasinda, 5
farkli derigimdeki standart essin ¢6zeltilerinden ITK
plagina uygulanmisg, yiriitiildiikten sonra,
iTK-dansitometresinde okutulup, kromatogramlari alinmigtir.

Kuru total ekstredeki essin miktar tayini, verilen
.derisim araliginda, absorbans ve derigsim arasinda dogrusal
bir iligki oldugu goriildiikten sonra, dansitometre
lzerindeki EXT2 yonteminin kullanilmasiyla
gergeklestirilmigtir. Tayinlerde ITK plagina, o9x10-% g/ml
ve 13x1072 g/ml derigimlerindeki standart essin
¢bzeltilerinden birer ve 5.6x107> g/ml derisimindeki total
ekstre ¢o6zeltisinden {ic leke uygulanip, plak analiz igin
yukarida belirtildigi sekilde hazirlanmis ve
ITK-dansitometresinde EXT?2 yonteminin kullanilmasiyla
degerlendirilmigtir.

Tayin sonuglari, her bir Ornek ig¢in en az iki ITK
plaginin degerlendirilmesiyle ortalamalarr  alinarak
verilmigtir.

ITK-dansitometresinde essin miktar tayininde uygulanan
analiz sartlari ve cihazlar gizelge 3.3' de verilmistir.
3.4.2 Yiliksek basingli sivi kromatografisi

Yiilksek basingli sivi kromatografisi ile tayinler, bu
calismada gelistirilen, bir dis standart yO6ntemiyle
yapilmistir (Wagner, et al., 1970).
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Cizelge 3.3 Ince tabaka kromatografisi analiz gartlari

Reaktif Piiskiirtiicl

Shimadzu Auto Spraying Unit SPU-1

Belirteg

%10 Siilfiirik Asit

Plak

15%20 boyutunda

Yiirlitlici Sistem

60:32:12:8
Kloroform:Metanol:Asetik Asit:su

Standart Derigimi

6x10-*, 9x10~*%, 1.3x10°3,
1.6x1072, 1.8x10° 3

Kullanilan Cihaz

Shimadzu High-Speed TLC Scanner
CS-920, CR3-A Integrator

Parametreler

X=24, ¥Y=10, L=30
Linearizer:3, Dalga Boyu:537
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Tayinde, belirli derisimlerdeki ornekler kolona enjekte
edilmis ve kromatogramlar alinip dederlendirilmistir.
Calismada kullanilan YBSK analiz gartlari ¢izelge 3.4' de
verilmistir.

3.4.3 Ultraviyole spektroskopisi (UV)

Elde edilen total ekstrenin 190-500 nm, ayrica izole
edilen essinin 190-350 nm dalga boylari arasinda UV
spektrumlari alinmig ve standartlarla kargilastairilmagtar.
"Bu islem igin, Shimadzu Recording Spectrophotometer UV-240
ve grafik printer PR-1 kullanilmigtar.

3.4.4 Infrared spektroskopisi (IR)

fzole edilen essinin ve standartin 400-4000 1/cm dalga
boylara arasinda IR spektirumlari alinarak
karsilastairilmigtir. Bu islemde, Shimadzu Infrared
spectrophotometer I[R-435 kulanilmigtar.



Cizelge 3.4 Yiliksek basingli sivli kromatografisi
analiz sartlarai
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Kullanilan Cihaz

Shimadzu LC 5A, UV Dedektoér
CR4-A Integrator

Kolon

Zorbax ODS (C18)
5-6 um particle size

Tagiyicl Faz

%35 Asetonitril
(500 ml1 de 20 ml 1 N HLPO,)

Akim Hizi

1 ml/dak.

Standart Derigimi

1.6x1072 g/ml

Enjeksiyon Miktari

3’ 5l 8] 10, 12 ml

Dalga Boyu

210 nm
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4. DENEYSEL GALISMALARDAN ELDE EDILEN BULGULAR

Bu bdliimde, 1laboratuvar, pilot ve vari endiistriyel
Olgekte vapilan deneysel caligmalardan elde edilen sonuglar
verilmigtir.

4.1 Laboratuvar Olgekte Yapilan On Calismalarin Sonuglari

Bu bdliimde, atkestanesi ekstraksiyonunda uygun c¢oziicii
sisteminin seg¢imi, atkestanesindeki kuru total ekstre ve
essin miktarai, essin izolasyon yontemleri lizerinde
laboratuvarda vyliriitilen galismalardan elde edilen sonuglar
.verilmistir. '

4.1.1 Cgozlici sistemi seg¢imi

B61lim 3.1.2" de verildigi sekilde, oglitliilmiis
atkestanesine, oda sicaklidinda karistirmali ekstraksiyon
uygulanmigtir. Ekstraksiyonlarda, kati/gdziici orani 1/10
olarak sabit tutulurken, farkli c¢dziicliler denenmigtir.
Yapilan ekstraksiyonlarin sonuglari kuru baz iizerinden,
¢Oziici sistemi parametre olarak, 2zamana karsi toplam
ekstraksiyon verimi olarak gekil 4.1' de verilmistir.

Ayrica, ekstraksiyonlarda 15 dak. ve 90 dak. da elde
edilen Kkuru total ekstreler {izerinde, essin ylizdesi
tayinleri ITK-dansitometresi ve YBSK ile vapilmigs ve
sonuglari sekil 4.2 ve sekil 4.3' de gOsterilmigtir.

Calismada, atkestanesi {izerinden, tiketilen essin
miktari sekil 4.4' de verilmisgtir.

Sekil 4.1 den goriildiigi gibi, atkestanesi
ekstraksiyonunda c¢dziiciideki etanol vyilizdesinin artmasa,
toplam ekstraksiyon veriminde bir diismeye neden olmaktadir.
Ayni durum gekil 4.2 ve 4.3'den de gbriilebilmektedir.
Ekstraksiyonlarda etanol yilizdesi 30 dan 70 e ylikseldikge 15
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Sekil 4.1 Ekstraksiyon verimine ¢bzllcll sisteminin etkisi

(vizdeler etanol ylizdesi olarak verilmigtir)



Verim (%)
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22
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18
16
14
12

10

.
.
L
® Ekstraksiyon verimi (%)
o Total ekstrede essin (%)
1 .]_A_ 1 L 1
30 40 50 60 70
Etanol (%)

Sekil 4.2 Cozlicll sisteminin 15 dak. ekstraksiyonda
ekstraksiyon verimine ve kuru total ekstredeki
essin ylizdesine etkisi
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e Ekstraksiyon verimi (%)
o Tetal ekstrede essin (%)

30 40 50 60 70
Etanol (%)
Sekil 4.3 (8zlicli sisteminin 90 dak. ekstraksiyonda

ekstraksiyon yerimine ve kuru total ekstredeki
essin ylizdesine etkisi



Tiiketilen essin (%)
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B ® 15 dak. ekstraksiyon
© 90 dak. ekstraksiyon
1 1 J_ 1 1
30 40 50 60 70
Etanol (%)

Sekil 4.4 Gozlicl sisteminin atkestanesinden
tiiketilen essin miktaraina etkisi
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dak. ekstraksiyon verimleri yilizde 16 dan 8 e kadar diisme
gostermekte, bunun yaninda essin miktarlari ise vylizde 16
dan 20 ye kadar yikselmektedir. Ayrica, 90 dak.
ekstraksiyon verimlerinde de ayni gekilde ylizde 21 den 12
ve bir dligsme gbzlenirken, essin miktarlari ylizde 20 den 22
ye artmaktadir.

Bu durumda, ylksek ekstraksiyon verimi elde edilebilen,
etanol ylizdesi diislik ¢oziiclilerle ekstraksiyon dlislinlilebilir
ise de, bu ¢ozliclilerle ekstraksiyondan elde edilen kuru
ekstredeki essin miktarlarainin diisiik oldudgu goriilmektedir.

»e

Sekil 4.4'den goriildigli gibi, ylizde 60 ve 70 etanol-su
gOziicli sistemleriyle ekstraksiyonlar sonucunda,
atkestanesinden daha az essin ¢bzeltiye alinabilmektedir.
Oysa, ylizde 50, 40, 30, etanol-su g¢ozlici sistemleriyle
ekstraksiyonlar sonucunda, yaklasik egit miktarda essin
tiiketilmektedir. Yiizde 40, 30, etanol-su ile
ekstraksiyonlarda toplam ekstraksiyon verimi fazla olmasina
kargin, ylizde 50 etanol-su ¢oziicli sistemine gdre daha fazla
essin tliketilememektedir.

Bu bulgular sonucunda, c¢alismada yilizde 50 etanol-su
uygun ¢oziicli sistemi olarak seg¢ilmigtir.

4.1.2 Atkestanesinde total ekstraksiyon verimi ve essin
ylizdesinin belirlenmesi

Gozlici sisteminin belirlenmesinden sonra, &glitiilmiig
atkestanesi, %50 etanol-su gozlici sistemi 1ile, oda
sicaklidinda, karistirmali olarak, 1/10 kati/cdziicli
oraniyla, 2 saat ekstre edilmisg, siziiliip, posa {izerine
tekrar ¢oOziicli ilavesiyle ekstraksivona devam edilmis ve bu
sekilde seri olarak, virlitiilen ekstraksiyonlarin her
birinden alinan ornekte ITK uygulanarak, kalitatif olarak
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essinin tiimiyle tiliketilip tiiketilmedidgi kontrol edilmis ve
timi tiiketilene kadar bu igleme devam edilmistir. Caligma
sonuclari gizelge 4.1' de verilmistir.

Calisma daha sonra, 55-60°C sicaklikta tekrarlanarak
ekstraksiyonlara sicakligin etkisi gozlenmigtir. Sonuglar
Cizelge 4.2' de gosterilmistir.

Calismalar sonucunda elde edilen total kuru
ekstrelerde, ITK-dansitometresi ve YBSK ile essin miktar
tayinleri yapilmis ve bu yaklagimla atkestanesindeki tim
essin miktari hesaplanmigtir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.1 den goriildigi gibi, ddrdiinci
ekstraksiyonda %1 <¢Ozilinebilir madde alinmis, besinci
ekstraksiyon sonucunda ise dikkate deger miktarda maddenin
¢bziinmedigi gb6zlenmis ve oda sicakliginda atkestanesinin
vaklagik %26 ¢Oziinebilir madde igerdigi bulunmustur.

Sicakta yapilan galismalarda ise liclinci,
ekstraksiyondan itibaren ekstrelerin kalitatif iTk
uygulamasinda essin goriilmemistir. Bu g¢aligsmada da sicakta
atkestanesi ekstraksiyon veriminin vaklagik %34 e
ylikseldigi gozlenmigtir. Ancak ¢izelge 4.3' den goriildiigi
gibi, toplam ektraksiyon veriminin yilikselmesine Kkarsan
ekstredekl essin yiizdesinde diisme goriilmiis ve sonug¢ olarak,
her iki vyaklagsimla da atkestanesindeki essin miktari
yaklagsik %5-5.5 olarak bulunmustur.

4.1.3 Essin izolasyonu

~

Literatiirde wverilen yo6ntemler g6z ©niine alinarak
laboratuvarda, etanol-su goziici sistemiyle yapilan
ekstraksiyonlardan ve ayrica n-biitanol-su g¢gdziicli sistemiyle
dogrudan essin izolasyonu gergeklestirilmistir.



61

Cizelge 4.1 Oda sicakliginda seri ekstraksiyon sonuglari

Ekstraksiyon Verim (%) ITK da Essin
1 15 Goriildi
2 8 Gorildi
3 2 Goridldi
4 1 Goriildi
5 Eser
Toplam 26




Cizelge 4.2 Sicakta seri ekstraksiyon sonuglari

Ekstraksiyon Verim (%) ITK da Essin
1 20 Goriildi
2 8 Goriildi
3 4 ' Gorilmedi
4 2 Goriilmedi
Toplam 34
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Etanol-su ¢6ziici sistemiyle vyapilan ekstraksiyondan
essin izolasyonunda, atkestanesinden %2.5-3.0 ham essin ve
daha ileri saflastirma 1ile %$2.0-2.5 essin elde
edilebilmigtir. Elde edilen essinin safliginin YBSK ile %99
un lizerinde oldudgu belirlenmigtir.

Essinin, n-biitanol~-su goziicii sistemiyle dogrudan
izolasyonundan ise %97 nin {izerinde saflikta essin elde
edilmigtir. Sonuglar, gizelge 4.4' de verilmisgtir.

4.2 Pilot Olcekte Ekstraksiyon Sonuglari

Pilot Olgekte, 10 1litre Kkapasiteli perkolatorde, %50
etanol-su ¢goziicli sistemiyle, pargacik boyutu, kati/cgoziici
orani ve ¢oOzliciinin yataktan gegme sgeklinin, atkestanesi
ekstraksiyonuna etkilerinin belirlenebilmesi amaciyla
yapilan g¢alismalarin sonug¢lari bu bdéliimde verilmistir.

4.2.1 Pargacik boyutunun segimi

Yapilan ¢alismada, perkolatoérde ekstraksiyon ig¢in
parcacik boyutunun belirlenmesi amaciyla, bdliim 3.2.1' de
verilen yontemle, 0.215, 0.425, 0.85,‘1.8, 1.5 mm pargacik
boyutlarinda dorneklerle ekstraksiyonlar vapilmigtair.
Yapilan g¢alismada, 0.215, 0.425 mm boyutlu pargaciklar
¢Oziiclinlin yataktan gegisine izin vermemis, ancak 0.85, 1.8,
1.5 mm parcacik boyutlu yataklar ise c¢dziicli gegisine izin
vermigtir.

Ekstraksiyonlara ait g¢aligsma sonuglari, zamana Kkarsi
ekstraksiyon verimi olarak sekil 4.5' de verilmistir.
Goriildiigid gibi, 1.8 mm parcacik boyutlu yatakta
ekstraksiyonda verim oldukga diigiik kalmis, buna karsin 0.85
mm pargacik boyutlu yatakta oldukga vyiiksek ekstfaksiyon
verimi elde edilmig, ancak bu yatakta da ¢oziiciiniin yataktan
gegis hizi sinirla kalmigtir. BoOylece sonugta, vyataktan
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Cizelge 4.4 Essinin n-biitanol-su g¢oziicli sistemivle
e¢kstraksiyvonu ile dogrudan izolasyonu
* Sekil 3.3 de islem basamaklari verilmistir

Kuru drog
Ekstre izerinden Kalitatif ITK
Verim (%)
I 8-10 Essin gdrilmedi
11 15-18 Essin goriildiu
III 18-20 - Essin g6riilmedi
v 1-3 Essin gérilmedi
v 8-10 Essin gdériildd
VI 4-6 Essin gorildi
VII 3-4 Essin g&riildi
VIII 2-2.5 Essin goriildi




Verim (%)

24 L
1.}
o
20 L o
16 L
Q
12 |
8 Parcacik boyutu (mm)
4 0.85
o 1.5
4t o 1.8
0 1 1 ! 1
30 60 90 120

Zaman (dak)

Sekil 4.5 Pilot 8lgekte perkolatdrde, ekstraksiyon
verimine pargacik boyutunun etkisi
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¢dzliciinlin serbestge gegigine izin verecek ve vyiiksek bir
ekstraksiyon verimi saglayacak parcacik boyutu olarak 1.5
mm secilmistir.

4.2.2 Kat1i/¢dzilicli oraninin belirlenmesi

Ekstraksiyonlarda kullanilacak kati/g¢oziici oraninin
belirlenmesi amaciyla, yapilan ilk grup ¢galismada,
kati/¢ozlici orani, 1/4, 1/6, 1/8, 1/10 olarak degigtirilmig
ve oda sicakliginda, 1.5 mm parcacik boyutlu perkolatér
yatagindan belirli siirelerde gegirilerek, ekstraksiyon
verimleri belirlenmigtir. Calisma sonuc¢lari sekil 4.6' da
"verilmistir. Gorilildiigi gibi, 1/8 ve 1/10 kati/gdziicl
oraninin kullanilmasiyla, ekstraksiyon verimleri arasinda
bliylik bir farklilik goriilmemektedir.

Bu durumda, ikinci grup c¢aligmada kati/g¢dzlici orani,
1/4, 1/6, 1/8 olarak degistirilmis ve ekstraksiyonlar oda
sicakliginda, sirkiilasyonlu olarak gergeklestirilmistir.
Ekstraksiyon verimlerinin zamana kargsi dedisimi sekil 4.7
de gosterilmigtir. Goriildigi gibi, sirkiilasyonlu
galismalarin tilimiinde, o©zellikle 1/6 kati/gdziici oraninda
belirgin bir artig gdzlenmistir.

Sirkiilasyonlu galigmalarain sicakta (55-60°C)
tekrarlanmasindan elde edilen sonuclar sekil 4.8' de
verilmistir. Bu ekstraksiyonlarda, daha 6ncede belirtildigi
gibi ekstraksiyon veriminde bir artig goriilmiis ve sicakta
¢Szilinen, istenmeyen maddeler ekstreye gecmistir.

Boylece, ekstraksiyonlarda kullanilacak kati/goziici
orani, 1/6 olarak belirlenmis ve ekstraksiyonlarln oda
sicakliginda yapilmasinin uygun olacadgi gériilmiigtiir.
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Sekil 4.7 Pilot 8lgekte perkolatdrde, oda sicakliginda
' sirkiilasyonlu ekstraksiyonda kati/¢ézlicl
oraninin ekstraksiyon verimine etkisi
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Sekil 4.8 Pilot 8lgekte perkolatdrde, sicakta sirkiilasyonlu
ekstraksiyonda, kati/¢dzilicli oraninin ekstraksiyon

verimine etkisi
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4.2.3 Essin izolasyonu

Pilot Olgekte, 10 litre kapasiteli  perkolatdrde
belirlenen ekstraksiyon sartlarainda, boliim 3.2.3' de
verildigi sekilde vyapilan izolasyon c¢aligsmasinda 4 kg 1.5
mm pargacik boyutundaki atkestanesi, 24 litre %50 etanol-su
gOziicli sistemiyle, oda sicakliginda ekstre edilmis ve $%
20~-21 ekstraksiyon veriminde, vaklagik 20 litre ekstre elde
edilmigtir. Kuru total ekstrede essin igerigi %20-21 olarak
bulunmustur. Sonugta %95 in lizerinde saflikta %2.6 verimle,
100 g ham essin elde edilmistir. Ham essin, sicak alkolde
¢oziilmliig ve sicak su ilavesiyle ¢oktiiriilerek yaklasik %2.3
verimle, 90 g %99 un {izerinde saflikta essin elde
edilmigtir. |

4.3 Yari Endlistriyel Ekstraktérde Calisma Sonuglari

Yari endiistriyel Olcekte, 500 litre kapasiteli
ekstraktérde, 60 kg 1.5 mm tanecik boyutlu atkestanesi, 360
litre %50 etanol-su g¢ozlici sistemiyle oda sicaklidanda,
sirkiilasyonlu olarak 'ekstre edilmis vwve ekstraksivyon
sliresince wverim gazlenmistir (sekil 4.9). Sonugta, 300
litre %20-21 verimde ekstre elde edilmigstir. Kuru total
ekstrede essin vylizdesi, %20-21 olarak tayin edilmigtir.
Perkolatdr yatadinda tutunarak kalan gﬁzﬁcﬁ ise, c¢aiplak
buhar gdnderilerek 60 litre %50 etanol-su olarak
kazanilmigtir. BoOliim 3.3' de belirtildigi sekilde, g¢dzelti
katyon dedistiricili kolondan gegirilip, daha sonra
yvaklagsik 120 litre kallhcaya kadar deristirilmis ve essin
¢Okmeye birakilmigtir. Deristirme esnasinda geri kazanilan.
180 litre gozlici, %75 etanol-su olarak elde edilmigtir.
- G6ken essin, vakum altinda siizlilmliig ve siliziintiinlin kuruluda
kadar c¢ekilmesiyle, yaklagik 11 kg kuru madde, %8-10 essin
igeriginde bulunmustur. Elde edilen ham essin ise, yaklasik
%$2.4 verimle, %95 in 1{izerinde saflikta, 1390 g olarak
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buiunmustur. Bu essinden belli miktarlarda alinarak, ileri
saflagtirma ile %2.2 verimle %99 un lizerinde saflikta beyaz
renkli essin elde edilmigtir.

4.4 Elde Edilen {riinlerin incelenmesi Sonuglara

Deneysel galismalarda elde edilen iiriinlerin incelenmesi
sirasinda uygulanan spektroskopik ve kromatografik
yontemlerden elde edilen bulgular, bu bdliimde verilmistir.

4.4.1 iInce tabaka kromatografisi-dansitometresi

B6lim 3.4.1'de belirtildigi gibi yapilan standart essin
¢aligmasinda, belirtilen derigim araliginda, CR3-A
integratdrden alinan (sekil 4.10) kromatogramlarin
degerlendirilmesiyle, pik alani (gekil 4.11) ve yiiksekligi
ile derisim arasinda dogrusal iligkiler oldugu bulunmustur.
Ayrica, aynl dodrusal iliski dansitometreden alinan alan
degerinde de goriilmiistiir.

Calismalarda, verilen derigim araliginda absorbans ile
derigim arasinda dogrusal bir iligki oldugu goriildiikten
sonra, tayinler dansitometre {izerindeki EXT2 y&nteminin
kullanilmasiyla gergeklegtirilmisgtir.

Her bir total ekstre Ornedindeki essin miktarinain
bulunmasinda, sekil 4.12' de gbsterildigi bicimde en az iki
ITK pladr hazirlanmig, sonu¢lar Dbunlarin ortalamasi
alinarak 0.9 standart hata ile verilmigtir.

GCalismalarda elde edilen total ekstre ve izole edilen
essinin ITK da kalitatif olarak standartla
karsilagtirilmasi sekil 4.13' de gdsterilmistir. Goriildigii
gibi, elde edilen {iriinler, standartlarla biiyik bir
benzerlik gdstermektedir.
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Sekil 4,11

9 13 16 18

Derigim x 10% (g/m1)

ITR-dansitometresinde pik alani-derigim
arasindaki dogrusal iligki

y = 52910884 x— 841

(c : 0.9998)
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4.4.2 Yiiksek basigli sivi kromatografisi

ITK-dansitometresinde EXT2 yonteminin kullanilmasiyla
gergeklegtirilen, kuru toplam ekstredeki essin miktar
tayinleri sonuglarinin kontrol edilmesinde ve izole edilen
essinlerin safliklarinin belirlenmesinde YBSK
kullanilmigtir. Yontemde Oncelikle yapilan standart essin
calismasinda bes farkli derisimdeki essin ¢dzeltisi
kullanilmis sekil 4.14" de gosterilen ve CR4-A
integratdorden elde edilen, kromatogramlardaki pik alanlara
toplaminin derigsime karsi grafige gec¢irilmesiyle verilen
derigim araliginda pik alanlari toplami ile derisim
arasinda sekil 4.15' de g8sterilen dodrusal bir iligki.
oldugu bulunmustur.

Essin miktar tayinlerinde, Ornek YBSK ile incelenmis ve
elde edilen Pik alanlari toplamindan derisim
hesaplanmigtir. Bu islem her bir tayin igin en az iki kez
tekrarlanmigs ve sonug¢lar ortalamalari alinarak verilmisgtir.
Calismalarda, ITK-dansitometresi tayin: sonuglari ile YBSK
tayvin sonuglari arasinda biiylik bir uyum oldudu gdriilmiistiir.

4.4.3 Ultraviyvole spektroskopisi (UV)

Caligsmalarda elde edilen total ekstre ve izole edilen
essinin uv spektrumlari alinip standartlarla
karsgsilagtirilmig, sekil 4.16 ve 4.17' de goriildiigii gibi
aralarinda biiylik bir uyum goriilmiigtiir.

4.4.4 Infrared spektroskopisi (IR)

GCalismada izole edilen essinin IR spektrumu sgekil
4.18' den goriildiigli gibi, standart essinin IR .spektrumuyla
ka:sllastlrllmls ve aralarinda vyine | Dbiiylik bir uyum
goriilmiigtir.
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Enjeksiyon miktari (ul)

Sekil 4.15 YBSK de pik alanlari toplami ile
derigim arasindaki dodrusal iligki

y = 69228.2 x - 22887

(c : 0,9998)
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Sekil 4.17 Standart essin ve izole edilen essinin UV spektrumlari
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5., SONUC, TARTISMA VE ONERILER

Bir tibbi bitki olan atkestanesinden elde edilen total
ekstre ve etken madde essin, farmakolojik etkileri
dolayisivla, kozmetikte ve tipta genis OJlgiide kullanim
alani bulmaktadir.

Atkestanesi ekstresi ve etken madde essin {izerine vyurt
disinda bir gok aragtirma yapilmasina karsain, {ilkemizde bu
konuda yeterli arastirmanin yapilmadigl ve bu galigmanin
baglatilmasi geredi giris bdliimiinde vurgulanmisti.

. Bu amagla yapilan arastirmada, atkestanesinin total
ekstre ve essin miktarlari belirlenmig, atkestanesinden
total ekstre ve etken madde essin yari endiistriyel Olgekte
liretilmistir. Ayrica, cgaligmanin her asamasinda elde edilen
total ekstrelerin essin ylizdelerinin ve izole edilen
essinlerin saflik derecelerinin belirlenebilmesi amaciyla,
tarafimizdan geligtirilen ITK-dansitometresi ve  YBSK
yontemleri uygulanmigtir.

Yapilan g¢alismada, Eskisehir'den toplanan atkestaneleri
kurutulup, %4-5 nem igerigine geldikten sonra, laboratuvar
Olgekte On caligmalara geg¢ilmistir. Laboratuvarda yapilan
galismalarda, Sncelikle atkestanesi ekstraksiyonunda
kullanilacak ¢oziici sistemi arastirilmis ve %50 etanol-su
sisteminin uygun oldugu sonucuna varilmisgtir.
Atkestanesindeki total ekstre ve essin miktarlarinin
belirlenebilmesi amaciyla oda sicakliginda ve sicakta
yapilan ekstraksiyonlarda, bu ¢ozicil sisteminin
kullanilmasiyla, g¢6ziinebilir maddenin tamami tiiketilinceye
kadar ekstraksiyonlara devam edilmigtir. Sonugta, oda
sicakliginda vapilan ekstraksiyonla %21 essin igeren %26
kuruﬁ total ekstre wve sicakta (55-60 =C) vapllan
ekstraksiyonlarda ise %16 essin igeren %34 kuru total
ekstre elde edilmigtir. Bu sekilde, her iki yaklasimla da
atkestanesindeki essin miktari vyaklagsik olarak %5-5.5
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arasinda bulunmugtur. Ancak, goriildigi gibi, sicakta
yapilan ekstraksiyonda, total ekstre miktari artmasina
kargsin, essin ylizdesinde bir diisme goriilmekte, bir diger
deyisle sicakta ¢oziinebilen yabanci maddeler de cskstreyve
gegmektedir.

Essin izolasyon yodntemi {izerine laboratuvarda yapilan
calismalarda, n-blitanol-su ¢oziicli sistemi ile dogrudan
essin 1zolasyonu ve etanol-su ¢o6ziici sistemi ile essin
izolasyonu yOntemleri arastirilmis ve sonugta, essinin
n-biitanol-su gézﬁcﬁ'sistemiyle dogrudan izolasyonunda %97
nin ilizerinde saflikta %2-2.2 verimle essin elde edilirken,
.etanol-su ¢oziicli sistemiyle ekstraksiyonunda %2.5-3 verimle
%99 un lizerinde saflikta essin izole edilmistir.

Laboratuvarda yapilan &n g¢aligsmalardan elde edilen
bulgular g&z Oniine alinarak, pilot ©&lgekte, 10 1litre
kapasiteli perkolatérde, @parcacik Dboyutu, kati/¢dzicld
oranl, ¢oziiciinlin perkolatdrden gegis sekli, sicaklik ve
siire arastirilmigtir.

Perkolatdrde vyliksek bir ekstraksiyon verimi elde
edilebilen ve ¢déziicliniin perkolatdér yatagindan serbestge
gegisine izin veren ortalama bir pargacik boyutu olarak 1.5
mm segilmigtir. Pargacik boyutu 0.85 mm olan perkolatdr
vataginda daha viiksek bir ekstraksiyon verimi elde
edilmesine kargin, yatak, c¢oziiclinlin ge¢gisine sinirli olarak
izin wvermis, bunun vyaninda, 1.8 mm parcacik boyutlu
perkolatdr yatadinda ise ekstraksiyon verimi dﬁsﬁk
olmustur.

Ekstraksiyonda kullanilacak kati/¢dziici oraninin ve
¢oOziiclinlin perkolatdrden gegis seklinin belirlenebilmesi
amaciyla yapilan calismalar sonucundé, perkolasyonun, 1/6,
kati/g6ziici oraniyla sirkiilasyonlu olarak yapilabilecegi
gorilmistir.
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Sicakta tekrar edilen g¢alismalarda ise, ekstraksiyon
verimi bir miktar artmig ancak, essin ylzdesinin digik
olmasi ve ekstredeki yabanci maddelerin izolasyon
asamasinda sorunlar gikartmasi nedeniyle, ekstraksivonlaran
oda sicakliginda yapilmasinin uygun olacadgl belirlenmistir.

Pilot &Slgekte, 10 litre kapasiteli perkolatdrde yapilan
essin izolasyon g¢aligmasinda %2.6 verimle %95 in {izerinde
saflikta ham essin ve daha ileri saflagtirmayla %2.3
verimle %99 un lizerinde saflikta essin elde edilmigtir.

Laboratuvarda ve pilot O6lgekte yapilan c¢aligsmalardan
sonra, atkestanesinden total ekstre eldesi ve etken madde
‘essin izolasyonu, vyari endiistriyel O&lgekte, 500 1litre
kapasiteli, cok amacli ekstraksiyon initesinde
gerceklestirilmigtir, Sonugta, calismada kullanilan alkolun
yaklagsik %94 U geri kazanilmig ve %2.4 verimle %95 1in
izerinde saflikta ham essin ve daha ileri saflagtirmayla,
%2.2 verimle %99 un {izerinde saflikta essin elde
edilmigtir.

Elde edilen total ekstrenin ve 1izole edilen essinin,
standartlarla ITK da kalitatif olarak karsilastirilmalari
ve ayrica UV spektrumlarinin alinmasili sonucunda, aralarinda
tam bir uyum oldudu goriilmiistiir.

izole edilen essinin ve standart essinin IR
spektrumlari alinmis ve yine aralarinda tam bir benzerlik
oldugu goriilmiigtiir.

Yapilan c¢aligmada, etanol, {lkemizde, glinlimiiz ig¢in
kolay temin edilebilmesi nedeniyle, alkol olarak
kullanilmistair. Ancak, ileride yapilacak c¢aligmalarda
n-blitanol-su ¢o6zlici sisteminin kullanilmasiyla essinin
dogrudan izolasyonu, pilot ve yari endiistriyel Olgekte
denenebilir. '



86

Bu ¢alismada, atkestaneleri kabuklari soyulmadan
kullanilmistir. Kabuk soyulmasi igin kolay ve etkin bir
yontemin® kullanilmasi halinde, kabuklarin soyularak
ekstraksiyonun yapilmasi daha uygun olabilir. |

Yapilan galismada, ham essin, g¢oOktiiriilerek ayrildiktan
sonra kalan siiziintii, ¢aligmada da belirtildigi gibi essin
igcermektedir. Essini alinmigs ekstrenin kullanilabilecegi
kozmetik alanlar vyaninda, silizliintiden daha fazla essin
izolasyonu arastirilabilir.



EK AQIKLAMALAR A

"ESSIN ICIN FORMULASYON ORNEKLERI

JEL:

Essin

Karbomer (Carbopol 934)
Sodyum hidroksit
Propilen glikol

Alkol

Koruyucular ve parfiim
Saf su ile tamamlama

KREM:

Essin

POlisorbat - 80
Sodyum lauril siilfat
Spermaceti

Hidrojene 1lanolin (Lanocerina)

Algin

Yag asitleri karigsimi (Eucerina)

Stearik asit
Koruyucular ve parfiim
saf su ile tamamlama

TABLET:

Essin

Misir nigastasi
Silikajel tozu
Laktoz

Magnezyum stearat

1.0 g
1.8 g
0.6 g
10.0 g
10.0 g
y.m
100 g

1.0 g
5.0 g
2.0 g
5.0 g
12.5 g
0.5 g
7.0 g
8.0 g
y.m
100 g

20.0 g
53.0 g
5.0 g
20.0 g
2.0 g
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LIYOFILIZE EDILMIS AMPUL

Essin

Glisin

5.0 mg
180.0 mg
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EK ACIKLAMALAR B

ATKESTANESI KURU TOTAL EKSTRESI iCciN
FORMULASYON ORNEKLERI

DAMLA:

Kuru ekstre

Polietoksilli hidrojenlenmis Hint vagi

Polietilen glikol
Alkol

Glycamil (Monoamonyum glisirizinat)

Tatlandirici

" Koruyucu (P-hidroksi benzoatlar karisimi)

Su ile tamamlama
KOPUK BANYOSU:

Kuru ekstre

Sodyum lauril siilfat (%27 WAS)
Cokamidopropylbetaine (%30 WAS)
Cokamide DEA

Oleamide DEA

PEG kaprilik/kaprik gliseriti
Koruyucular ve parfiim

saf su ile tamamlama

JEL:

Kuru ekstre

Carbomer (carbopol + 934)
Sodyum hidroksit
Propilen glikol

Oleth - 20 (Volpo 20)
Koruyucular ve parfiim
Saf su ile tamamlama

89

10.0 g
5.0 g
10.0 g
25.0 g
0.8 g
y.m

0.2 ¢g
100.0 g

2.0 g
40.0 g
25.0 g
2.0 g
2.0 g
5.0 g

y.m .
100.0 g

2.0 g
1.8 g
0.6 g
10.6 g
1.0 g

y.m
100.0 g



TABLET:

Kuru ekstre 100.0 mg
Mislr nisastasi 60.0 mg
Laktoz 20.0 mg
Silikajel tozu 7.0 mg
Sodyum karboksimetil seluloz (Nymcel) 5.0 mg
Polivinilpirolidon (M.W.25 000) 4.0 mg

Magnezyum stearat 4.0 mg
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