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OZET

Son yillarda tiiketicilerin dogal {irlinlere olan ilgisinin artmasi ve yapay antioksidanlarin
saglik iizerine olumsuz etkileri nedeniyle kullanimlarinin sinirlandirilmas: ile oksidatif
bozulmay1 engellemek Ttizere bitkisel kaynaklardan elde edilen dogal antioksidanlarin
gidalarda koruyucu olarak kullanilmasma yonelik arastirmalar artmistir. Serbest radikaller
gidalarda neden olduklari bozunma reaksiyonlarmin disinda, canli hiicre ve organ sistemleri
tizerinde kanserojen, erken yaslanma, kalp damar hastaliklar1 gibi onemli saglik sorunlar
sebep olmaktadir. Bu dogrultuda serbest radikallerin neden olduklar1 olumsuz saglik sorunlari
yavaglatmak ve durdurmak i¢in antioksidan igerigi yiliksek olan gidalarin tiiketilmesi
gerektiginden bu iriinlere ilgi ve talep artmistir. Ginkgo biloba bitkiside bunlardan bir
tanesidir. Ginkgo biloba bitkisinin antioksidan igerigi bu ¢alisma kapsaminda arastirilmistir.
Fenolik ve Flavonoidler antioksidan etkili, farkli biyokimyasal faydalar saglayan ve bir¢cok
tibbi bitkide bulunan bilesiklerdir. Dogal fenolik ve flavonoidin ginkgoace ailesinden olan
Ginkgo biloba yapraklarindan ekstraksiyonu igin ¢evre ve insan sagligin1 olumsuz etkileyecek
toksik kimyasallarin kullanildigi bazi yontemler yerine kisa ekstraksiyon zamani, minimum
organik solvent tiiketimi olan yiiksek verime sahip Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon (UAE)
yontemi gelistirilmistir. Bu calismada ekstraksiyon verimi iizerine etanol konsantrasyonu,

ekstraksiyon zamani ve sicaklik gibi parametrelerin etkileri arastirilmistir. Optimizasyon i¢in



Yiizey Yanit Metadolojisi (RSM) kullanilmistir. Bunun i¢in, ekstraksiyon verimi iizerine
deneysel kosullar: etanol konsantrasyonu (% 25-100), kati/solvent orani (100 mg/30-70 ml
numune), ekstraksiyon siiresi (15-60 dakika), sicaklik (30-70 °C) olarak belirlenmistir. Bu
parametrelerin en iyi kombinasyonlart RSM ile olusturulmustur. Calismanin sonucunda en iyi
ekstraksiyon verimi i¢in isletme kosullar etanol konsantrasyonu: % 75, ekstraksiyon zamani:
45 dakika, sicaklik: 50 °C olarak bulunmustur. Fenolik madde miktar1 i¢in elde edilen
optimizasyon sonuglar1: Ekstraksiyon zamani: 31,220, Ekstraksiyon sicakligi: 54,119, Etanol
konsantrasyonu: 57,944 oldugu anlasilmistir. Flavonoid madde miktar1 ig¢in optimizasyon
sonuglari: Ekstraksiyon zamani: 47,883 dk. Ekstraksiyon sicakligi: 36,336 °C Etanol
konsantrasyonu : % 69,512 oldugu anlasilmigtir. Ayrica Ginkgo biloba Yapraklarinin
antibakteriyel etkisi Disk Difiizyon Test metodu kullanilarak arastirilmis ve S. aureos

bakterisine kars1 antibakteriyel 6zellik gdsterdigi belirlenmistir.
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ABSTRACT

In recent years, due to the increased interest of consumers for natural products and artificial
antioxidants, the negative effects on health, the limitation of its use to prevent oxidative
degradation of natural antioxidants and as a preservative in foods obtained from plant sources
research has increased. Free radicals in foods and why they are decomposition reactions
outside of living cells and organ systems, carcinogens, premature aging, cardiovascular
diseases as major causes of such health effects. In this direction, slow down or stop the
adverse health effects that are caused by free radicals that are high in antioxidant content
foods should be consumed, since the interest and demand for these products has increased.
Due to the high antioxidant properties some plants has been the subject of numerous
investigations in recent years Bitkisi Ginkgo biloba is one of them. In this study, the
antioxidant content of the plant Ginkgo biloba were investigated. Phenolics and flavonoids
that have an antioxidant effect, provides benefits and many different biochemical compounds
in medicinal plants are. Natural plant leaves for the extraction of phenolic and flavonoids that
can adversely affect environmental and human health from toxic chemicals used in some
methods instead of short extraction time, minimum organic solvent consumption with high
efficiency of ultrasonic-Assisted Extraction (UAE) method has been developed. In this study,

the ethanol concentration on extraction yield, extraction parameters such as the effects of time



and temperature were investigated. For optimization response surface methodology (RSM)
was used.

For this, experimental conditions on the extraction yield: ethanol concentrations (% 25-75 ),
solid/solvent ratio (100 mg/30-70 ml sample), the extraction time (15-60 minutes),
temperature (30-70 °C) was determined. Of the best combinations of these parameters by
response surface methodology was generated. Operating conditions for Best extraction
efficiency, ethanol concentration:75%, extraction time:45 minutes, temperature:50 °C. The
optimization results obtained for the amount of phenolic material were: Extraction time:
31,220, Extraction temperature: 54,119, Ethanol concentration: 57,944. Optimization results
for the amount of flavonoid substance: Extraction time: 47,883 min. Extraction temperature:
36,336 °C Ethanol concentration: 69,512%. In addition, antibacterial effect of Ginkgo biloba
Leaves was investigated using Disk Diffusion Test method and it was determined that it

showed antibacterial properties against S. aureos bacteria.
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1. GIRIS

Eski caglardan beri bir¢cok bitki tibbi amaglarla kullanilmigtir. Tibbi bitkiler ve
onlarin kullanimlar ile ilgili kayitlar Cin, Misir ve Yunan tarihinden gelmekte, Anadolu'da ise

Hititler doneminde baz1 bitkilerin kullanildig: bilinmektedir.

Giiniimiizde ise 5000 bitkinin yaygin sekilde kullanildigi, yaklasik 500 kadarinin ise
ticari oldugu biliniyor. Ulkemizde ise tibbi amacli kullanilan bitki sayis1 600 civarindadir [1].
Diinya Saglik Orgiitii’'niin arastirmalar1 sonucunda, diinya niifusunun %80°ninin bitkisel
ilaglarla tedavi edildigi belirlenmistir [2]. Bir aragtirmaya gore de, kullanilan ilaglarin gelismis

tilkelerde % 25’1, gelismekte olan tilkelerde ise % 75’1 bitkilerden elde edilmektedir [3].

Dogal antioksidanlar aslinda yiizyillardan beri siiregelen tiim medeniyetlerin
hastaliklardan korunma ve tedavide bagvurdugu temel maddelerdir. Bu nedenle &zellikle
bitkilerin ila¢ olarak kullanimi yiizyillardan beri bilinmektedir. Cin ve Hindistan’da antik
metinlerde bitkisel kaynakli ilaglarin kullanimina iligkin regete niteliginde ayrintili bilgiler
verilmektedir. Giiniimiizde de bitkiler, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde diinya niifusunun

biiyiik bir cogunlugu i¢in temel beslenme kaynagi ve hastaliklardan korunma yoludur [4].

20. yiizyilin baglarinda teknolojinin gelismesiyle birlikte farmasotik endiistri adi
altinda pek cok sentetik ila¢ gelistirilmistir. Bu sektor tip ve farmakolojide oldukga aktif hale
gelmis ve insanlarin ilgisini yliksek oranda cektigi i¢in iilkelere ekonomik olarak biiyiik bir
kaynak saglamistir. Buna bagli olarak bitkilerden alinan dogal antioksidanlarin kullaniminda
azalma gorlilmistiir [5]. Ancak zamanla tiim bu sentetik ilaglarin yan etkilerinin yaninda
toksisiteye ve bazi hastaliklara neden oldugu anlasilinca tekrar dogal antioksidanlara doniis
olmus ve bitkisel tedaviler yeniden kullanilmaya baslanmistir. Bu amacla 6zellikle tibbi
aromatik bitkilerden ila¢ {iretimine baslanmis ve bu tiim diinyada biiyiik oranda kabul

gOérmiistiir [6].



Fazla tiiketildiginde kanda glikoz, kolestrol seviyesinde asir1 diisiislere, tansiyon
yiikselmesine ya da cesitli toksik etkilere neden olabilmektedirler. Bu nedenle kullanilan
bitkilerin kimyasal bilesimlerinin kalitatif ve kantitatif olarak tanimlanmalar1 ve ticari olarak
tiretilen bitkisel kaynakli ekstraktlarin validasyonlarmin yapilmas: gerekmektedir [7]. Ancak
simdiye kadar literatiirlerde bitkilerin ihtiva ettigi 6500°’den fazla fenolik yapili antioksidan
madde tanimlandigi distinilirse her bir antioksidan maddenin spektroskopik ve
kromatografik yontemlerle tanimlanmasi zaman alict ve maliyetlidir. Bu nedenle yiiksek
miktarda fenolik ve flavonoid madde igerdigi diisiiniilen bitkilerin 6ncelikle antioksidan
aktiviteleri belirlenmektedir. Buna bagli olarak bitkilerin biyokimyasal yapilar

tamimlanmaktadir [8].

Bitkilerin ihtiva ettigi fenolik maddeler bitkilerin kok, govde, yaprak, ¢igek ve meyve
gibi organlarinda farkli dagilim gostermektedir. Bununla birlikte ayni bitki tiirii, iklim
degisiklikleri, ekim sartlari, biliyime ortam1 ve g¢evresel kosullarin etkisiyle
metabolizmalarinda sentezlenen fenolik ve flavonoid yapilarinda farklilik gostermekte ve
buna bagli olarak antioksidan aktiviteleri degismektedir. Ciinkii bitkilerin ikincil metabolitleri
olarak adlandirilan bu fenolik yapilarin sentezi bitkilerin genomik yapilarina baglidir.
Ozellikle ayn1 bitkinin farkli tiirlerindeki antioksidan aktivite ve fenolik yapi dagilimindaki
farklilik bitki genomuna bagli olarak sentezlenen ve fenolik maddelerin sentezinde rol
oynayan enzimlerin sentezine baglhidir [9]. Bir bitkide sentezlenen enzim bir digerinde
sentezlenmeyebilir. Yine farkl lilke ya da aymi {ilkenin farkli bolgelerinde yetisen ayni tiir
bitkiler biyokimyasal bilesim ve antioksidan aktivite bakimindan farklilik gostermektedir.
Iklime bagl olarak bitki genomunda meydana gelen mutasyonlar ya da adaptasyon bunun en
biiyiik sebebidir. Sonug olarak fenolik ve flavonoid maddenin hiicrede farkli miktarda sentezi

bile antioksidan aktivite bakimindan 6nemlidir [10].

Ginkgo biloba ginkgo ailesinin son kalan {iyesi olarak yasayan bir fossildir. Onun
kokeni 25 milyon yil dncesine dayanir. Ginkgo biloba yaslhilar arasinda hafiza attirict kaynak

olarak bilinir. Ayrica kalp ve omurga hastaliklarinda da kullanirdi. Ginkgo biloba’nin tibbi



etkisinin ana nedeni birka¢ kanser tiirii, yaslanma, diyabet, kalp hastaliklar1 {izerine koruyucu

etki saglayan fotokimyasallar igermesidir [11].

1.1. Ginkgo Biloba (Mabet Agaci)

Ginkgo biloba, yasayan en eski agag tiirlerinden biridir. 1000 yasina kadar yasayabilir
Tapinak bolgesinde yetistirildigi i¢in mabet agaci adin1 da alan agag, 30-40 metre uzunluga
erigebiliyor [11]. Kokeni Cin’in kii¢iik bir bolgesine dayanan bu agag, giiniimiizde Avrupa ve
ABD basta olmak iizere diinyanin pek cok bolgesinde yetistiriliyor. Tiirkiye'de ise gingko
biloba agac1 baz1 yerlerde botanikgiler tarafindan yetistirilmektedir. Istanbul Universitesi
Orman Fakiiltesi, Bahgekdy Orman Isletme Bahgesi, Istanbul Baltalimani, Istanbul
Universitesi Sosyal Tesisleri, istanbul Universitesi Botanik Bahgesi, Istanbul Biiyiikdere Rus

El¢iligi Korusunda ve Ankara, Izmir, Trabzon, Balikesir ve Yalovadir [12].

Sekil 1.1. Ginkgo biloba bitkisi ve yapraklar

Ginkgo biloba agaciyla ilgili ilging bir bilgi ise, 1945 yilinda Hirogima’ya atilan atom
bombasmin diistiigii yerden sadece 1-2 km uzakliktaki 6 adet Ginkgo biloba agacinin
patlamadan kurtulan tek canli varliklar olmalar1 ve giiniimiize kadar ayakta kalabilmeleridir

[13].

Ginkgo biloba agacinin yapraklarinda 40 farkli bilesen bulunmakla birlikte yapraklarin
fayda saglayan etken maddeleri, bitki bazli antioksidanlar olan flavonoidler ve fenoliklerdir.

Antioksidan flavonoidler kalp kasini, sinirleri, retinay1 ve damarlar1 serbest radikallerin tahrip



edici etkisinden korurken diger 6nemli bilesen fenolik damarlarin genislemesine yardimci

olarak plak olusumunu ve damar tikanikligin1 6nlemektedir [14].

Fenolik maddeler aromatik halkasinda bir veya daha fazla hidroksil grubu igeren
bilesiklerdir. Bu bakimdan en basit fenolik maddenin bir tane hidroksil grubu igeren benzen

yani fenol oldugu ve diger fenolik maddelerin bundan tiiredigi bilinmektedir [15].

Flavonoidler viicudunuzda iiretilen veya disaridan gelen serbest radikallerin oksitleyici
yani yaslandirici zararlarina engel olan gii¢lii birer antioksidandir. Flavonoidler (Flavonoids)
bilim insanlar1 tarafindan en ¢ok incelenen bitkisel besin maddesi grubunun genel adidir.
Flavonoidler 6000°den fazla besin maddesini igerir. En belirgin 6zelligi antioksidan ve iltihap
karsit1 etkisi olan bu besin maddeleri ayrica sebze ve meyvelere parlak ve canli renklerini
vermeleri ile de bilinir. Yiiksek antioksidan etkisi dolayisi ile kanser ve kalp hastaliklarina
kars1 en etkili koruyucu olarak kabul edilirler. Normal hiicrelerin yanisira sinir hiicrelerini de
oksidasyonun ve serbest radikallerin zararlarindan koruduklari i¢in saglikli bir sinir sistemi

icin de gereklidirler [16].

Ginkgo biloba’nin faydalari; Saglik sektoriinde popiilaritesini giin gectikge arttiran
Ginkgo biloba, pek ¢ok hastaliga sifa oldugu gerekgesiyle tiiketilmektedir. Diizenli olarak
tiikketildiginde bronslar1 acan bitki, demleme usulii igilirse astim ataklarinda azalma saglar.
Hatirlamay1 kolaylastiran bitki, ayn1 zamanda odak sorununa da ¢dziim olmaktadir. Ozellikle
alzheimer hastaligi i¢in Onerilen bitki, bu hastaliga yakalanma riskini ciddi oranda
azaltmaktadir [17]. Ginkgo biloba bitkisinin en etkili oldugu sistemlerden biri sinir sistemidir.
Kisa siire i¢inde etki gosterecegi igin 6zellikle nobetler seklinde ortaya ¢ikan epilepsi, panik
atak hastaliklarinda kullanilmasi Onerilmemektedir. Uzun vadede olumlu sonu¢ verdigi
bilinen bitki, ataklar esnasinda kisilerde ne gibi sorunlara neden olur bilinmemektedir.
Genellikle kaygi problemi yasayan kisiler i¢in Onerilen Ginkgo biloba, psikiyatri destegi
alinmadan asla kullanilmamalidir. Hastalik siirecinde antideprasanlarla etkilesime girme

ihtimali oldukga ytiksektir [18].


http://bilgihanem.com/alzheimer-nedir/
http://bilgihanem.com/epilepsi-sara-hastaligi-nedir/
http://bilgihanem.com/panik-atak-nedir/
http://bilgihanem.com/panik-atak-nedir/

1.2. Antioksidanlar

Diisiik konsantrasyonlarda serbest radikal nedenli oksidasyonu 6nleyen bilesiklere
antioksidanlar denir. Bitkisel kaynakli oksidanlara dogal antioksidan denir. Bunlardan
bazilar1 askorbik asit o-tokoferol, karotenoidler, fenolik yapida olan polifenoller ve

flavanoidler seklinde bitkiler tarafindan tretilir [19].

Besin endiistirisinde antioksidanlarin kullanim amaci istenmeyen kokular1 ve
dejenerasyonu engellemektir. Bu kokular ve dejenerasyon bitkilerdeki enzimatik olmayan
peroksidasyon ve lipoksigenaz enzimlerinin aktiviteleri nedeniyle olusan hidrojen peroksitten

dolay1 ortaya ¢ikar [20].

Birden fazla ortak elektron igermeyen atom veya molekiillere serbest radikaller denir.
Oksijen igeren siiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil gibi serbest oksijen radikalleri kararsiz
olduklar i¢in kolayca reaksiyona girmektedirler. Radikaller hiicrede molekiiler degisime ve
yapida mutasyona neden olduklarindan dolay1 kanser, kalp damar hastaliklari, yapisal hasara
ve doku tahribine ve Alzheimera yol agarlar. Bu tiir hasarlar1 6nlemek igin birkag savunma
mekanizmas1 vardir. Bunlar kisaca antioksidanlar ya da antioksidan savunma sistemleri
mekanizmalar1 da denir. Bu mekanizmalar siipiirme etkisi, sondiime etkisi, zincir reaksiyonu
kirma etkisi ve onarma etkisidir. Dogal antioksidanlar tahil, baklagil, meyvelerde ve bitki
kaynakli igecelerde bulunur. Maliyet nedeniyle dogal antioksidanlar yerine sentetik
antioksidanlar uzun zamandan beri kullanilmaktadir. Ancak sentetik antioksidanlar, zehirli

olabilecegi ve kansere neden olabilecegi i¢in bazi iilkelerde kulanilmasi yasaklanmistir [21].

En az bir aromatik halka ve bu halkada ¢ok miktarda hidroksil grubu bulunduran
bilesiklerin tiimiine flavonoid bilesikler denir. Fenolik ve Flavonoidler antioksidan etkili,
farkli biyokimyasal faydalar saglayan ve bir¢ok tibbi bitkide bulunan bilesiklerdir. Flavonoid,
rengi sar1 oldugu icin Latince sar1 anlamina gelen “flavus”tan ismini almistir. Turuncu, sari,

kirmizi, mavi renkli gidalara rengini veren de flavonoid maddesidir [22].



1.3. Ekstraksiyon Teknikleri

Ekstraksiyon, bir ¢ozelti ya da siispansiyon i¢indeki organik maddeyi, ¢dzen fakat
cOzelti ya da silispansiyondaki ¢ozgen ile karismayan bir baska organik ¢ozgen yardimiyla
ayirmaktir. Ekstraksiyon c¢ogu analitik islemlerin bir pargasidir. 1879 yilinda soxhlet
ekstraksiyonu Franz Von Soxhlet tarafindan gelistirilmis gliniimiizde laboratauvarda hala

kullanilmaktadir.

Son yillarda 6rnek hazirlama maliyetinin diisiik olmasi, laboratuvar Kirliliginin
onlenmesi, solvent tiiketiminin azalmasi ve ekstraksiyon zamaninin kisalmasindan dolay1 ileri
teknolojik ekstraksiyon yontemler talep artirmistir. Bu yiizden klasik ekstraksiyon tiirlerinin
yerini ultrasonik destekli esktraksiyon, basingli sivi ekstraksiyonu, siiperkritik sivi

ekstraksiyonu, mikrodalga destekli esktraksiyon teknikleri almistir [23].

1.3.1. Soxhlet Ekstraksiyonu

Soxhlet ekstraksiyonu 6zel bir cihaza sahiptir. Kati veya yar1 kati 6rnekler igin
tasarlanmustir. En eski esktraksiyon tekniklerinden biridir. Bu cihaz bir sivi akis borusu,
kondansér, 1sitma sistemi ve bir solvent sisesinden meydana gelir. Kati numune ekstraskiyon
bolmesine yerlestirilir. Solvent hemen altta bulunan solvent sisesine doldurulur. Solvent
kaynatilir ve kaynayan solventten gelen buhar yogunlagmak i¢in kondensatore hareket eder.
Yogunlagir ve 6rnek lizerine damlar. Daha sonra solvent seviyesi sivi akis borusunun tepesine

ulasir ulasmaz solvent, numunenin oldugu kismi1 bosaltir ve solvent sisesine geri doner [24].
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Sekil 1.2. Soxhlet ekstraksiyon cihazi

Soxhlet ekstraksiyonu bazi avantajlara sahiptir. Numune, siirekli olarak taze solvent
ile temas halindedir. Boylece numuneden analitin uzaklastirilmas artar. Distilasyon balonuna
uygulanan siyla ekstraksiyon dengeye ulastiginda sistemin sicakligi oda sicakligindan daha
yiiksektir.  Bundan dolayr sistem, bu yiiksek sicaklikta degismeden kalir. Soxhlet
ekstraksiyonu diger ekstraksiyon teknikleriyle karsilastirildiginda en 6nemli dezavantajlari,

uzun siire gerektirmesi ve ¢ok miktarda solvent kullaniimasidir.

Cok miktarda solventin zararsiz hale getirilmesi hem pahali hem de c¢evresel
problemlerin nedenidir. Numuneler solventin kaynama noktasinda uzun siire ekstrakte

edilebilir. Bu da termal olarak kararsiz olan numunelerin bozunmasina neden olabilir [25].

1.3.2. Basin¢h Sivi Ekstraksiyonu

Hizlandirilmis solvent ekstraksiyonu olarak da bilinen bu teknik yeni bir ekstraksiyon
teknigidir. Ornegi bir yiiksek basing ortaminda tutarak, geleneksel solventler igin daha yiiksek
sicakliklar kullanilmasina izin veren bir sistemdir. Yiksek basing, solventin daha yiiksek
sicakliklarda sivi halde kalmasimi saglar. Bu teknikte verim ve segiciligi etkileyen onemli

faktorlerden biri ekstraksiyon siiresi boyunca verilen sicakliktir [26].

Yiiksek sicaklikta kullanimi, van der waals kuvvetleri, hidrojen bagi ve dipol ¢ekim
gibi analit-numune matriksi etkilesimlerinin bozulmasina neden olur ve boylece ekstraksiyon

verimini arttirir. Is1 enerji kullanimi molekiiller arasindaki kohezyon ve farkli molekiiller



arasindaki adhezyon kuvvetlerinin kirilmasina yardimci olur. Bu halde geri birakma
(desorpsiyon) zamani igin gerekli aktivasyon enerjisi azalir. Yiiksek sicaklik solventin,
¢Oziinenin ve matriksin yilizey gerilimini diisiiriir. Bundan dolayr 6rnegin 1slanmasi artar.
Solvent yiizey geriliminde azalma meydana gelir. Boylece analitlerin solventte daha hizli

¢cozlinmesi saglanir [27].

Yiiksek sicakliktan dolay1 ekstraksiyon kinetigi de daha hizlidir. Basingli sivi
ekstraskiyonun amaci, yiiksek sicaklik ve basing kullanarak sivi ekstraksiyonunu
gelistirmektir. Yiiksek sicaklik ve basing, solventin numune matriksinin i¢ine niifuz etme

yetenegini artirir. Basingli s1vi ekstraksiyonun dezavantaji, 1sisal kararli olmayan 6rnekler i¢in

uygun degildir [28].
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Sekil 1.3. Basingl1 siv1 ekstraksiyon cihazi

1.3.3. Ultrasonik Destekli S1ivi Ekstraksiyonu

Ultrasonik ekstraksiyon, ses dalgalari destekli ekstraksiyon olarak da bilinir. Bu
teknikte numuneye 20 kHz iizeri frekanslarla akustik titresimler uygulanir. Bu titresimler
stvinin i¢ginden gectigi zaman kavitasyon (bosluk olusumu) meydana gelir. Ultrasonik
enerjinin sebep oldugu bosluk olarak bilinen bu etki, sivi ortamda ¢ok sayida kiigiiciik
kabarciklar olusturur ve katilarin mekanik olarak sarsiimasindan dolayr partikiillerin
kopmasmi saglar. Numune analitlerin ekstraksiyonu, su banyosuna ultrasonik radyasyon

uygulanmasiyla gergeklestirilir [29].



Ekstraksiyon verimini artirmak i¢in sicaklik, sonikasyon genligi, solvent tiirii,
sonikasyon zamani, numune partikiil boyutu, numune miktari, kati/solvent orani gibi
faktorleri optimize etmek gerekir. Ultrasonik radyasyonun diger bir uygulamasi dinamik ses
dalgalari-destekli ekstraksiyondur. Bu teknikte numune ultrasonik su banyosuna yerlestirilmis
bir ekstraksiyon hiicresi i¢ine konulur. Bu teknik taze ekstraksiyon solventinin devamli olarak
ornege pompalandigi, artan analit transferi olan agik bir sistem veya ekstraktin seyrelmesini
engelleyen ekstraksiyon solventinin yeniden dolastigi kapali bir sistem olarak kullanilabilir
[30]. Analitler kat1 matriksten solvente transfer olur olmaz uzaklastigindan, dinamik

ekstraksiyon kullanim1 daha avantajlidir [31].

Diger bir avantaji ise dinamik sistemde Ornegin siirekli olarak taze solvente maruz
kalmasidir. Bu durum analitlerin 0rnek matriksinden solvente transferini hizlandirir.

Ekstraksiyon tipik olarak 20-200 ml solvent gerektirir ve ekstraksiyon zamani 2 ila 20 dakika

araligindadir.
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Sekil 1.4. Dinamik ses dalgalar: destekli ekstraksiyon sistemi
A) Agik sistem B) Kapali sistem

Ultrasonik destekli ekstraksiyon sivi ve kati numunelerin her ikisi i¢in veya organik
ya da inorganik bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in kullanimi uygundur. Ses dalgalar1 organik
bilesiklerin yiikseltgenmesi veya ayrismasinda yardim i¢in de kullanilabilir [32]. Sanchez-

Brunete ve arkadaslar1 toprakta pestisitlerin tayini i¢in kii¢iik kolonlarda ses dalgalari-destekli



ekstraksiyon olarak adlandirilan kiigiiltiilmiis bir teknik gelistirmislerdir [33]. Sekil 1.4°te

toprak ekstraksiyonu sematik olarak gosterilmistir.

1.3.4 Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyon Teknigi

Kendi kritik sicakligi iizerinde isitilan ve kendi kritik basinci iizerinde basing
uygulanan bir element, madde veya karisim olarak tanimlamaya siiperkritik akiskan denir.
Bir stiperkritik akigkan tek bir faz halinde bulunur (ne gaz ne de sividir) basingla veya
sicaklikla sivilagtirilamaz veya buharlastirilamaz. Bundan dolay siiperkritik akigkan, bir gaz
ve bir sivi arasindaki maddenin ara formunu gdsterir. Sivininki gibi yiiksek yogunluk ve
cozme giicli, gazinki gibi diisiik viskozite, sifir ylizey gerilimi ve analitler igin yliksek
diflizyon hizina sahiptir. Daha yiiksek difiizyon katsayilar1 ve diisiik viskoziteleri nedeniyle,

stiperkritik akiskanlarin kat1 gézenekli materyallere niifuz etmesi ¢cok daha kolaydir.

(C6zme ve yayilma giicii sivilara gore daha fazla oldugu icin hizli reaksiyon kinetigine
sahiptirler ~ [34]. Geleneksel yontemlerle karsilastirildiginda belirgin  avantaji  kisa

ekstraksiyon zamani ve organik solventlerin az kullanilmasidir [35].

Elisyvon
<o vemitleri

Sekil 1.5. Siiperkritik ekstraksiyon cihazi

Stiperkritik sivi ekstraksiyon teknigi, cevresel, farmasotik, polimer ve gida
analizlerinde kullanilmaktadir. Ham sebze yaglar1 gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilir.
Istenmeyen bilesiklerin uzaklastirilmas: igin tiiketilmeden &nce yaglarin rafine edilmesi

gerekir. Saflastirma siireci boyunca yagdaki faydali bilesikler de kaybolabilir. Bugday tanesi
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yaginda, yesil kahve yaginda, ham palmiye yaginda ilgilenilen bilesiklerle zenginlestirilmis
ekstraktlar elde etmek icin alternatif bir saflagtirma metodu olarak siiperkritik ekstraksyon

yontemi Onerilmistir [36].

1.4. UV-VIS Spektrofotometre Sistemleri

Goriiniir bolge 1sinlarina dayanan molekiiler spektroskopi olan ultraviyole, on
binlerce inorganik, organik ve biyokimyasal tiiriin kantitatif analizinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ornek kiivetlerin &zellikle ultraviyole 1sik gegirgenlikleri en Onemli
noktadir. Quartz veya eritilmis silikadan yapilmis kiivetler ozellikle ultraviyole 11k
gecirgenlikleri sebebiyle UV bolgede tercih edilirken; silikat cam veya plastik yapili kiivetler
goriiniir bolge araligin1 da kapsayan 350-2000 nm dalga boyu araliginda kullanilabilmektedir
[37].

Ultraviyole 1sinlarla yapilan spektrofotometrik Olgmeler bazi kromofor gruplarin
kalitatif tayininde yararli olur. Cok karmasik yapili molekiillerin bile fonksiyonel gruplar
disinda kalan kisimlari, 180 nm’den daha uzun dalga boylarina kars1 gecirgendir. Onun i¢in
200-400 nm araliginda bir veya daha ¢ok pik gozleniyorsa bu molekiilde doymamis gruplarin
veya kiikiirt, halojen atomlarin varligin1 gosterir. UV spektrofotometreleri yapilarina gore tek

1s1n demetli ve ¢ift 151n demetli spektrofotometreler olmak iizere ikiye ayrilir [38].

Tek Isin Yollu Spektrofotometreler: Tek 151n yollu fotometrelerde kaynaktan ¢ikan

151k, bir mercek ile toplanarak monokromatore gonderilir ve dalga boyu se¢iminden sonra bir
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araliktan gegirilerek Ornek iizerine diisliriilir. Bu bilesenlerin tiimiiniin ayn1 11k yoluna
yerlestirildigi boyle bir spektrofotometreye tek 1simn yollu spektrofotometre adi verilir. Bu
cihazlarda tek bir 151 demeti kullanilir. Sifir ayar1 ve 6l¢iim iglemleri ayri ayri yapilir. Tek
151n yollu spektrofotometreler basit ve ucuz olmalarinin yaninda hassas dl¢iim yapabilmeleri

nedeniyle de tercih edilir. Kantitatif analizler i¢in oldukg¢a uygun cihazlardir [39].

Cift Isin Yollu Spektrofotometreler: Monokromatdrden cikan 1sik, esit siddette iki
demete boliinerek biri drnege digeri sadece ¢dziiciiniin bulundugu kaba gonderilir. ikiye
ayrilan 151k, iki ayr1 dedektorle algilanir ve dedektorlerde olusan sinyallerin orani dl¢iliir.
Boylece Ornekteki gegirgenlik degeri siirekli olarak ¢oziiciiniinki ile karsilagtirilmig olur.
Burada iki dedektoriin tam uyumlu olmasi, yani esit siddetteki 151k ile ayn1 sinyali olusturmast

gerekir [40].

Sekil 1.6. Bir UV-VIS spektrofotometre cihazi

UV-VIS Spektrofotometresinin Kullanim Alanlari:

— Yap1 Analiz

— Kalitatif Analiz

— Kantitatif Analiz

— Geometrik izomerlerin konformosyonlariin bulunmasi

— Denge sabitlerinin bulunmasi
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— Reaksiyon kinetigi ve reaksiyon ara tirlinlerin bulunmasi

— Igme suyu [41].

1.4.1. UV-VIS Spektrofotometre Cihazinin Calisma Prensibi

Hazirlanan ¢6zeltiden belirli dalga boyunda 1s1n gecirilmesi ve bu 1sinin ne kadarinin
¢ozelti tarafindan tutuldugunun bulunmasi esasina dayanir. Cozeltinin igerisindeki madde
miktar1 ne kadar yliksek ise ¢oOzelti tarafindan tutulan 151n miktar1 da o kadar yiiksektir.
Spektrofotometre hem UV hem de Goriiniir Bolgede calistigindan iki farkli 1s1k kaynagini
kullanilir. Oncelikle bu 151 demetleri bir prizmadan gegirilerek icerdigi dalga boylarina
ayrilir [42-43]. Her bir dalga boyu 1sin bir ayna ile esit iki pargaya ayrilir. Bu demetlerden
biri sadece ¢oziicii igeren UV gegirgen bir kiivetten gegirilir. Digeri ise esdeger kiivette, ayni

¢oziictide 6rnek madde ile olusturulmus ¢6zeltiden gegirilir [44].

Cozelti igerisindeki biitin maddeler, 1s1mnin bir dalga boyunu tutarken digerlerini
yansitir veya gegirir. Maddenin belli bir dalga boyundaki bir 1s1n1 tutmasi, onun diger fiziksel
ve kimyasal ozellikleri (yogunluk, erime, kaynama noktasi, donma noktasi) gibi sabit bir
ozelligidir. Burada amac¢ kiivet ve c¢oziiciiden gelen etkilesmeleri fark alarak ortadan
kaldirmaktir. Bu sayede sadece ve sadece numunenin etkilesimleri ortaya ¢ikacaktir [45]. Bu
ana bilesenlere ek olarak spektrometrelerde 15181 toplamak, odaklamak, yansitmak, iki demete
bolmek ve ornegin {izerine belli bir siddetle gondermek amaciyla mercekler, aynalar, 151k
boliiciileri ve giris cikis araliklari vardir. Ornek ise kullanilan dalga boyu bdlgesinde 15101

geciren maddeden yapilmis 6rnek kaplarina konularak 1sin yoluna yerlestirilir [46].

Absorbansi Etkileyen Faktorler:

—~Coziicii tiirii

—pH

-Sicaklik

—Elektrolit derigim [47].
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1.4.2. Dalga Boyu Se¢imi

Ormegin yapisina, hazirlanis yontemine, ¢alisma ortami sartlarina bagli olarak bu
blyiikliik degisir. Segilen dalga boyu hizli degisim araliginda olmamali, ¢ok ince bir pik
tizerinde olmamali, tekrarlanir okumalarin yapilabilecegi olduk¢a diiz ve yiiksek sogurum
bolgelerinde, yaygan pikler lizerinde olmalidir. Tercihen, kimyasal tiirler ve ¢dzgenin

sogurum yapmadigi ya da az yaptig1 bir dalga boyu olmalidir [48].
Istma Kaynag1 Ozellikleri:

— Enerjisi biiyiik olmalidir
— Siirekli bir spektrum vermelidir

— Enerjisi sabit olmalidir [49].

1.4.3. Ultraviyole Alanda Absorpsiyon Olcme Cihazlarimin Bashca Kisimlari

Cozelti icindeki madde miktarim1 ¢ozeltiden gecen veya c¢ozeltinin tuttugu 151k
miktarindan faydalanarak 6l¢me islemine fotometri, bu tip dl¢limde kullanilan cihazlara da
fotometre denir. Fotometrik Olgiimde, renksiz ¢ozeltilerin konsantrasyonu da Olgiilebilir.
Analiz edilen 6rnek iizerine 151k demetinin bir kismini filtreler kullanarak ayiran ve géonderen
aletler kolorimetre veya fotometre olarak adlandirilirken yariklar ya da prizmalar aracilif ile
bu seciciligi yapan aletler spektrofotometre olarak adlandirilir. Maddenin 15181 absorplamasini
incelemek i¢in kullanilan diizenege absorpsiyon spektrometresi veya absorpsiyon

spektrofotometresi ad1 verilir [50].

Isin Kaynagi: UV-Goriiniir bolgede Dy, H,, civa buhar lambasi gibi siirekli 151k
kaynaklar1 kullanilir. Goriiniir alanda yapilacak ¢alismalar ig¢in genellikle 320-2500 nm
arasindaki tiim 1sinlar1 veren Wolfram lambasi kullanilir. Tungsten flaman lambasi, goriiniir
ve yakin IR bolgede (320-3000 nm) 151k yayar. Tungsten lambasinin i¢inde bir miktar iyot
veya brom buhari bulunursa lambanin omrii artar ve bu lamba tungsten-halojen lambasi

olarak adlandirilir. Xe ark lambasi, UV-goriiniir bdlgenin tiimiinde (150-700 nm)
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kullanilabilecek siddetli ve siirekli 151k kaynagidir. Civa buhar lambasi, her iki bolgede 151ma
yapabilen bir 151k kaynagidir; siirekli spektruma ek olarak kesikli hatlar da igerir [51].
Ultraviyole bolgede en ¢ok kullanilan lambalar, hidrojen ve doteryum elektriksel bosalim
lambalaridir. Bu lambalar 180-380 nm arasinda 151k yayar. Daha pahali ve daha uzun 6miirlii
olan D, lambasinin yaydigi 1s18in siddeti Hp lambasina gore ¢ok daha fazladir. Cam UV
151811 absorbladigl i¢in hidrojen lambalari kuvartzdan yapilir [52].

Filtreler: Filtreler ile monokromatik 1smn demeti elde edilemez. Ancak belirli
araliklardaki demetler elde edilir. Bu demetlerin i¢inde de ¢ok sayida dalga boylar1 vardir.
Filtreler, siirekli 151n veren bir kaynagin yaydigi 1sinlardan belli bir 1s1ma bandindaki diger

dalga boylarini absorplayarak ¢alisir.

Absorpsiyon filtrelerinde etkin bant genisligi 30-250 nm araligindadir. Absorpsiyona
duyarli ¢alisan filtreler goriiniir bolgede kullanilir. Girisim filtreleri ile ¢ok dar 151n bandi elde

etmek i¢in optik girisimden yararlanir. Filtreler basit saglam ve ucuzdur [53].

Monokromatorler: Cesitli dalga boylarindan (polikromatik) olusan bir 1s1n demetini
tek dalga boylu (monokromatik) demetler haline doniistiirmek i¢in kullanilan diizeneklere

monokromatér denir. Monokromatér olarak prizmalar veya optik ag denilen pargalar

kullanilir [54].

Prizma: Prizmalarda dalga boyu segilmesi, farkli dalga boylarindaki 11 prizmaya
giriste ve c¢ikista farkli miktarlarda kirilmasi ilkesine dayanir. Prizma 151k kaynagina gore
dondiiriilerek cesitli dalga boylarina sahip 151gin bir araliktan gecerek madde ile etkilesmesi
saglanir. Isik prizmalari, cam veya kuartz olabilir. Ozellikle diisik UV 1smnlan iyi
gecirmediginden cam prizma goriiniir bolge i¢in uygundur. Kuartz prizmalar ise hem UV
isinlarini iyi gegirir, hem de goriiniir 151k ve IR’e yakin bolgelerde ¢alismaya elverislidir.

Kuartz prizmalar pahali spektrofotometrelerde bulunur [55].

Optik ag: Uzerinde birbirinden esit uzakliklarla ayrilmis ince araliklar veya ¢ikintilar
bulunan bir yiizeyle etkilesen polikromatik 151k, bu yiizeyden gectikten veya bu yilizeyden

yansidiktan sonra da kirinima ugrar. Bu tiir pargalar gegirgen optik ag veya yansitan optik ag

15



adin1 alir. Optik aglara gelen 15181n gelis agis1 degistirilerek her bir gelis acisinda baska bir
dalga boyu veya bunun katlarinin kirmima ugramasi saglanir. Boylece optik agin

dondiiriilmesi ile farkli dalga boyundaki 1s181n se¢imi miimkiin olur [56].

Numune Kaplari: Spektrofotometrelerde kullanilan numune kaplarina bir 6rnek
Emisyon spektroskopisi hari¢ biitiin spektroskopik yontemlerde numune kaplarina ihtiyag
duyulur. Numune kaplar1 hiicre veya kiivet olarak adlandirilir [57]. Calisilan dalga boyu
aralig1 icin gegirgen olmalidir. Mesela cam kiivetler 350 nm altindaki 15181 absorplayacagi icin
UV bolgedeki ¢alismalarda kuvars veya erimis silis kiivet kullanilir. Sodyum klortir kristalleri

IR bolgede uygun hiicre penceresi olarak kullanilir [58]. Kiivetler, tiip veya dort kose olabilir.

Daha cok dort kose kiivetler tercih edilir. Kiivetlerin 151k geciren kismu cilali diger
yerleri ise buzludur. Kiivetler soft veya borosilikat cam, kuvars veya plastikten yapilir.
Caligilan dalga boyu aralif1 i¢in gegirgen olmalidir. Cam kiivetler goriiniir bélgedeki dlgtimler

i¢in kullanilir [59].

Asidik solusyonlarda soft camlar, bazik solusyonlarda ise borosilikat camlar uygundur.
Cam kiivetler 350 nm altindaki 15181 absorplayacag: i¢cin UV bolgedeki calismalarda kuvars

veya erimis silis kiivet kullanilir [60].

Kuvars kiivetler ise hem UV hem de goriiniir bolge i¢in kullanighdir. Sodyum kloriir
kristalleri ise IR bdlgede uygun hiicre penceresi olarak kullanilir. Ozel iiretilmis kaliteli
plastik kiivetler ise 200-700 nm arasinda rahatlikla kullanilabilir. Plastik kiivetler ucuz
olmalarina karsilik kullanim sirasinda kolayca c¢izilebilmeleri sebebiyle uzun émiirlii degildir.
Kuvars kiivetler ideal olmakla birlikte ¢cok pahalidir. Cam kiivetler ise ucuz ve dayanikli

olduklari i¢in en ¢ok kullanilan kiivetlerdir [61].

UV-VIS Spektrofotometrede Dogru Bir Olgiim Yapmak i¢in
- Dalga boyuna uygun, birbiriyle uyumlu ve iyi kalite kiivetler kullanilmalidir

- Kiivetlerin temiz ve ¢izilmemis olmasina dikkat edilmelidir
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- Asinma ve eskimeden gelebilecek farkliliklar1 belirlemek i¢in kiivetler diizenli olarak
birbirlerine kars1 kalibre edilmelidir

- Kiivetler cihaza yerlestirilirken 151k giris ve c¢ikis yoOnlerine kiivetlerin cilali kisimlar
gelmelidir

- Kullanim esnasinda cilali olan kisimlardan tutulmamalidir

- Kiivetler kurutma veya baska amaglarla 1sitilmamalidir [62].

1.4.4. Spektrofotometrik Ol¢iimiin Yapihsi

Spektrofotometrede oOl¢iim yapilirken numuneye belirli bir dalga boyundaki 1sin
gonderilerek numunenin absorbe ettigi 151n miktart 6l¢iiliir. Yapilan analize gore dlglimde
hangi dalga boyundaki 1smin kullanilacagi analiz metodunda belirtilmektedir. Kullanilacak
151n dalga boyu bilinmiyorsa miktar1 tespit edilecek maddenin 1 molar ¢ozeltisi hazirlanip
cesitli dalga boylarindaki absorbans degerleri Olciiliir. En yiiksek degerin dlgiildiigii dalga
boyu belirlenerek kullanilir. Spektrofotometre bu dalga boyuna ayarlanarak c¢ozeltilerin
Olclimiine gegilir. Spektrofotometrik dl¢lim i¢in ii¢ tip ¢dzelti hazirlanir. Bunlar: Koér, numune

ve standart ¢ozeltileridir [63].

Kor (tanik, sahit) Cozelti: Spektrofotometrede okuma yapmadan once absorbansi sifira
ayarlamak i¢in kullanilan ¢ozeltidir. Bu amagla yapilan isleme “kor ayari” veya 0 ayari denir

[64].

Numune Korii: Renkli veya bulanik numunelerin kullanildigr 6l¢iimlerde numunenin

renginden gelebilecek absorbansi tespit etmek i¢in kullanilan, i¢inde sadece numunenin
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bulundugu kor cozeltidir. Spektrofotometre optik kore karsi sifira ayarlanmigsa reaktif
koriiniin absorbans degeri, numune ve standartlarin absorbansindan ¢ikarilir. Numune

koriiniin absorbansi ise sadece numunenin absorbansindan ¢ikarilarak hesaplama yapilir [65].

Standart Cozelti: Miktart bulunmak istenen maddenin bilinen konsantrasyonlardaki

cozeltisidir. Bir veya birden fazla olabilir. Birden fazla oldugunda grafik ¢izilir.

Numune Cézeltisi: Icindeki madde miktarmi tespit etmek istedigimiz ¢ozeltidir.
Spektrofotometrik olglimler; end-point okuma ve kinetik okuma seklinde yapilir. End-point
okuma; spektrofotometrik okumanin reaksiyon tamamlandiktan sonra tek seferde yapildigi
okumalardir. Cogunlukla end-point okuma yapilmaktadir. Kinetik okuma ise birim zamandaki
absorbans degisiminin 0l¢ilildiigli okumalardir. Genellikle enzim analizlerinde kinetik okuma

kullanilir [66].

1.5. Yiizey Yamit Metodolojisi

Iki veya daha fazla degisken yardimiyla tamimlanan yiizeylerin matematiksel ve
istatistiksel tekniklerin yardimi ile modellenmesidir. Optimizasyon, prosesin belirlenen
hedefler (yanitlar) dogrultusunda, bagimsiz degiskenlerin birbirleriyle olan etkilesimleri ve bu
bagimsiz degiskenlerin hedefe olan etkileri de gbz oniinde bulundurularak bir araya getirilip
uygulanmasi islemidir [67]. 23 Matematiksel modellemenin bir uygulama alani olan yiizey
yanit yonteminde, deneysel tasarim ile birka¢ bagimsiz degiskenin (girdilerin) etkiledigi
cevabin (ciktilarin) optimize edilmesi amaglanmaktadir. Yiizey Yanit yontemi, Proses
degiskenlerinin deneysel uzayini arastirmak i¢in deneysel stratejileri, sistemin yaniti ve
tizerinde etkili olan bagimsiz degiskenler arasindaki iliskiyi belirlemek i¢in kullanilan empirik
modelleme tekniklerini ve proses degiskenlerinin sistemin yanitinda arzu edilen etkiyi
gosterdigi seviyelerinin bulunmasi i¢in kullanilan optimizasyon tekniklerini igermektedir

[68].

Yiizey yanit yonteminin ¢esitli dizaynlar1 mevcuttur. En ¢ok kullanilan iki dizayni ise
“Central Composite” ve “Box-Behnken” dizaynlaridir. Central Composite dizayni, her bir
faktoriin bes seviyesini kullanirken, Box-Behnken dizayni her bir faktoriin {i¢ seviyesini

kullanmaktadir. Box-Behnken tasarimlari, tamamlanmamis bir blok tasarimin (incomplete
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block design) uygun bir sekilde iki diizeyli ¢ok etkenli bir tasarimla birlestirilmesi sonucunda
ortaya ¢ikarlar [69]. Tasarimda tiim etkenler igin alt ve iist sinirlar ayn1 anda higbir zaman
kapsanmadig1 i¢in, u¢ degerlerin yaratacagi tatmin edici olmayan sonuglar da engellenmis
olur. Yiizey yanit yonteminde, prosese etki edecek faktorlerin (bagimsiz degiskenler) ve
deneme araligmin  belirlenmesinden ve deney tasarimi  yapilip,  analizlerin
gerceklestirilmesinden sonra regresyon analizi yontemi ile yanit ile bagimsiz degiskenler

arasindaki iliski incelenir [70].

Regresyon modeli tahminlendikten sonra bu denklemin iligkiyi ne derece
acikladiginin ve bu denklemi kullanarak yapilacak tahminlerin ne derece hassas olacaginin
aragtirtlmasi gerekmektedir. Yapilan varsayimlardan biri olan, se¢ilen modelin matematiksel
formunun uygun oldugu, dolayisiyla gercek ortalama yanit1 temsil edebildigi de test
edilmelidir. Bu amagla varyans analizi gergeklestirilir (ANOVA) ve model, model
uygunsuzlugu testi yapilir. Uygun bir dizayndan sonra bu model uygun noktanin

arastirilmasinda kullanilir [71].

Kalitenin iyilestirilmesi, degiskenligin azaltilarak triin performansinin ve siirecin
tyilestirilmesi cogunlukla dogrudan RSM kullanilarak basarilir. Yontem ilk kez G.E.P Box ve
K. B. Wilson tarafindan 1951'de ortaya atilmistir. Yiizey Yanit metodu, siire¢ agisindan en iyi
yanitin bulunmasi i¢in faktorlerin belirlenmesini, siirecte etkin olan faktor seviyelerinin
bulunmasini, mevcut kosullarda elde edilen bir kalite diizeyinin iizerinde bir {irlin kalitesi
saglanabilmesi i¢in yeni iiretim kosullarim1 belirlemeyi, yanit ve nicel faktorler arasindaki
iliskiyi bir modelle tanimlamayr saglar [72]. Yiizey yanit metodolojisi sistem
optimizasyonunda kullanilan bir grup istatistiksel ve matematiksel teknikten meydana
gelmektedir. Bu teknik sayesinde bagimsiz degiskenlerin tek veya interaksiyon halinde,
proses tizerindeki etiklerini agiklayabilmek miimkiindiir. Yiizey Yanit Metodolojisinin temeli,
herhangi bir fiziksel sisteme ait k sayidaki bagimisiz degiskene (x) bagli olarak meydana

gelen tepki 6l¢limiine dayanir.

Islem basamaklar1 sunlardir:

-Bagimsiz degiskenlerin se¢imi
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- Deneme desenini ¢ikarilmasi
-Kullanilacak degiskenlerin formunun olusturulmasi(kodlu-kodsuz)
-Model denkleminini ¢ikarilmasi

- Denemenin grafiksel gdsterimi [73].

1.6.Antibakteriyel Aktivite

Bakterisidal etkilerini enerji lireten enzimlerin inaktivasyonu, protein denatiirasyonu
ve hiicre membraninin yikimi ile gosterirler. Bakterilerde sitoplazmik membran, mayalarda
plazma membrani hedefidir [75]. Mikroorganizmaya adsorbe ve penetre olan katyonik
deterjanlar, yiizeyde aktif olmalar1 nedeniyle stoplazmik membran permeabilitesini artirarak,
lipid veya proteinlerini etkileyerek membrani disorganize ederler [76]. Bunu takiben hiicre i¢i
enzimlerin, koenzimlerin, iyon ve metabolitlerin hiicre disina sizmasi ile bakteri hiicresinin
islevsel dengesini bozarlar. Katyonik solventler konsantrasyon artigina bagli olarak bakteri
hiicresinde  glukoz ve laktoz metabolizmasinin inhibisyonu, yapisal proteinlerin
denaturasyonu ile inaktivasyon, metabolik bozukluklara sebebiyet verirler [77]. Protein ve
niikleik asitlerin degradasyonu sonucunda otolitik enzimler tarafindan hiicre lizis (hiicre
zarmin yikimi) olur [78]. Gram-pozitif bakteriler tizerindeki etkileri, gram-negatif bakterilere
olan etkilerine gore daha giicliidiir. Pseudomonas, Serratia tiirleri ve E.coli gibi bazi gram-
negatif bakterilere zayif etki gosterirler. Candida’ya kars1 olan disinda Fungistatik etkinlikleri

azdir. Zarfli viruslar inaktive etmelerine ragmen, zarfsiz viruslere etkisizdirler [79].
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1.7.Kaynak Ozetleri

Amerikada Boston kanser arastirma merkezinde Ginkgo biloba nin yumurtalik kanser
hiicreleri tizerindeki etkisi incelenmistir. Dogru doz ve yontem ile uygulandiginda Ginkgo
biloba’daki etkin maddelerinin yumurtalik kanser hiicreleri iizerinde tedavi edici etkileri
oldugu belirtilmistir. Ginkgo biloba bilesenleri olan quercetin ve ginkgolide yumurtalik
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engellemektedir [80]. Bunlara istinaden yapilan bir¢ok
arastirma Ginkgo biloba’nin kanser hiicrelerinin apoptosis yoluyla pargalanmasinda etkili

oldugu ve kanserlesmeyi 6nledigi bilinmektedir [81].

Japonya’da Sojo Universitesinde Ginkgo biloba ekstraktinin timér hiicrelerinin
biiylimesi tizerindeki durdurcu etkileri incelenmis. Ginkgo biloba ekstraktinin farelerdeki
melanoma, insan akciger hiicrelerindeki adenocarcinoma hiicreleri iizerindeki tiimor
hiicrelerinin  biiylimesini  engellendigi kaydedilmis. Ginkgo biloba ekstraktinin anti-

timor ajani olarak hastalarda kullanilabilecegi diisiinilmektedir [82].

Amerikada Massachusetts Universitesinde Ginkgo biloba ekstraktinin in-vitro
kosullarda hiperglisemi ve hiper tansiyon {izerindeki etkileri incelenmis. Fenolik i¢eriginden
kaynakli olarak antioksidan etki gosterdigi, o-Amilaz, oa-Glukosidaz ve Angiotensin I-
Converting enzimler iizerinde inhibe edici(durdurucu) etkilerinden dolayida diyabet ve
hipertansiyon diizenleyici oldugu belirtilmektedir. Seker hastalar1 ve yiiksek tansiyon

hastalarinin kullanmasi tavsiye edilmektedir [83].

Japonya’da yapilan ¢alismalar Ginkgo biloba ekstraktinin, hipo glisemi(kan sekerinin
diismesi) durumunda cytochrome p-450 mekanizmasi yardimiyla kana daha fazla insiilin

birakilmasini saglayarak, kan sekerini diizenledigini desteklemektedir [84].

Kore’de Seoul Universitesi hastanesinde yapilan bir ¢aligmada Koreli goniillii
kisiler tizerinde akiskan Gingko biloba ekstraktinin farmakodinamik ve farmakokinetik
etkileri ~ incelenmistir.  Bitkisel ~ tedavilerde  Ginkgo  biloba  ekstrakti damar
hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Farmakodinamik ve farmakokinetik olusumlar
arasinda Olgiilen degerler kullanilan ilaglarla birlikte tedaviye yardimci maksatli doz

ayarlamasinda da yol gostermektedirler. Buradan sonuglar g6z oniinde bulundurunca Ginkgo
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biloba ekstrakti, kullanilan diger ilaglar dikkate alinarak uygun doz belirlendiginde damar
hastaliklarinda etkili oldugu belirtilmektedir [85].

Danimarkada Ginko biloba’nin kan basincin1 dengelemesi iizerine yapilan
caligmalarda  Atardamar iizerinden yapilan Olgiimlerde yiikselen kan  basmcini

diisliriicti etkileri saptanmistir [86].

Almanya’da ve Amerika’da farkli fakiiltelerde Ginkgo biloba ekstraktinin 6grenme
giicii ve hafiza tizerindeki etkileri denenmis. Ginko biloba kullanan goniillillerde akilda
tutabilme, dikkat gibi hususlarda ~ daha  yiiksek  performans alinabildigi
psikolojik konsantrasyon gelisimi gozlendigi belirtilmistir. Ogrenme kapasitesi artmus,
davraniglar daha akilci ve etkili olmaya baslamistir. Yan etkileri incelendiginde uygun dozda

kullanildiginda herhangi bir yan etki saptanamamustir [87].

Suudi Arabistanda King Saud iiniversitesinde Ginkgo biloba ekstraktinin albino
fareler lizerinde biyokimyasal toksik maddelerin sebep oldugu hasarlar iizerindeki tamir edici

etkisi incelenmistir [88].

Almanyada Karlsruhe iiniversiesinde bagisiklik sistemi iizerinde koruyucu etkileri
incelenmis Ginkgo biloba’nin ve Alzheimer hastalarinda kullanilabildigi ag¢iklanmus.
Potansiyel alerji ve diger bagisiklik sisteminin tahribatina dayali hastaliklarda onleyici etkisi

belirtilmistir. Diz arkasindaki romatizmal agrilara karsi da etkili oldugu goriilmistiir [89].

Misir’da Kaire dogal arastirma merkezinde Ginkgo biloba ekstraktinin enfeksiyon

giderici ve analjezik (agr kesici) etkileri incelenmis. Sinirsel bir agri, siddetli hasar gormiis
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mide dokusunda ve enfeksiyon ile yiiklenmis bir model iizerinde Ginkgo biloba ekstrakti

kullanilmistir. Sonugta mide dokusunu korudugu, enfeksiyonu 6nledigi belirtilmistir [90].

Litvanya Kaunas iiniversitesinde Ginkgo biloba ekstraktinin mitokondriyal kalp
fonksiyonlar1 tizerindeki etkisi incelenmis. Ginkgo biloba metabolik fonksiyonlarin
diizenlenmesi igin aktif olan etkin maddeler icermektedir. Bu 6zellikleriyle Ginkgo biloba
ekstraktt kullanildiginda, kan dolasiminin diizenlendigi, serbest radikal hasarina karsi

hiicreleri korudugu ve kalp-damar hastaliklarina 6nlemede yardimci oldugu belirtilmistir [91].

Fransa da George Town Universitesinde Ginkgo biloba ekstraktinin serbest kolestrol
seviyesi iizerindeki etkileri incelenmistir. Ginkgo biloba ekstrakti kullanildiginda beyinin
rettigi f-Amyloid tretimini tetikleyen proteinin aktivasyonunu inhibe ettigi, serbest

kolesterol seviyesini diistirdiigii agiklanmustir [92-93].

Ginkgo biloba yapraklari izoprenoitler (steroller, terpen trilaktonlar), alifatik alkoller
ve ketonlar, organik asitler, polisakkaritler, flavonol glikozitler veya fenolik trilaktonlar gibi
bilesikler ihtiva etmektedir [94].

Ginkgo biloba yapraklar1 astim tedavisinde ve mantar hastaliginda ve alkoliklerin
tedavisinde yiizyillardir Cin’de bitkisel ilag olarak kullanilmaktadir. Son yillarda, Ginkgo
biloba ekstraktlarinin tibbi ozellikleri lizerine pek ¢ok calisma yapilmis ve elde edilen

sonuglar diinyanin ilgisini ¢ok ¢ekmistir [95].

Ginkgo biloba 'nin bellek gelistirme amagl olarak yasli insanlar arasinda yaygin olarak

kullanildig1 bilinmektedir. Ayn1 zamanda kalp ve beyin hastaliklarmin tedavisinde kullanilir
[96].
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2. METARYEL METOD

2.1. Kullanilan Materyaller

Eskisehir’de yerel bir aktardan satin alinan Ginkgo biloba yapraklar1 karanlik odada 15
giin silireyle oda sicakliginda kurutuldu. Ekstraksiyondan once 80 mesh tane boyutuna
ogitildi ve oda sicakliginda stoklandi. Deneylerde kullanilan biitiin kimyasal maddeler,
analitik veya HPLC safliktadir. Calismada yararlanilan Kimyasal maddeler ve o6zellikleri

Cizelge 2.1.’de verilmistir.

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan Kimyasal maddeler

Adr Kullanim Amaci Marka/Safhk
Sodyum hidroksit . . . iy
(NaOH) Ekstraksiyon soliisyonu Sigma, analitik saflikta
Sodyum karbonat Sodyum karbonat ¢ozeltisi Merck, analitik saflikta
(Na,CO,) hazirlama
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Aleminum klorur

Aleminum kloriir ¢ozeltisi

Merck, analitik saflik

(AICI5) hazirlama
Sodyum nitrit Sodyum nitrit ¢ozeltisi : N
(NaNO,) hazirlama Sigma, analitik saflikta

Quarcetin standardi

Uv analizlerinde standart

Merck, analitik saflikta

olarak.
Metanol Ekstraksiyon soliisyonu Merck, HPLC safliginda
Etanol Ekstraksiyon soliisyonu Sigma, analitik saflikta

Gallik asit standardi

Uv Analizlerinde standart
olarak

Sigma, analitik saflikta

Folin ciocalteu

Fenolik tayini i¢in ¢ozelti
hazirlama

Sigma, analitik saflikta

1,1-Difenil-2-Pikril
Hidrazil (DPPH)

Antioksidan tayini i¢in

Merck, analitik saflikta

Hekzan

Antioksidan 6zellik belirleme

Sigma, HPLC safliginda

Diklormetan

Antioksidan 6zellik belirleme

Sigma, analitik saflikta

2.2. Kullanilan Cihazlar

UV-1800 marka UV-VIS
Spektrofotometre cihazi, Mettler Toledo ME203 marka hassas terazi, Wisebath marka 50 kHz

frekansli, 20.2 cm X 17.5 cm X 22.9 cm boyutunda, 900 W elektrik giiciinde ultrasonik banyo

Calismada  kullanilan  ekipmanlar: Shimadzu

cihazi, IKA A11 marka 6giitiicli, Binder marka etiiv, Brand marka otomatik pipetler.

2.3. Bitki Ekstraktlarimin Hazirlanmasi

Eskisehir’de yerel bir aktardan elde edilen ve 80 mesh tane boyutuna 6giitiilen Ginkgo
biloba yapraklarindan 1’er g tartilarak 50 ml’lik erlenlere konuldu. Uzerlerine 30 ml etanol
solventinden eklendi. Ultrasonik banyonun sicakligi ve siiresi ¢alisma programina goére
ayarlandi. Erlenler ultrasonik banyo icerisine yerlestirildi. Banyodaki su ile erlen igerisindeki
cozelti diizeyi ayn1 seviyede tutuldu. Ornekler Programda belitilen siire ve sicaklikta ekstrakte
edilmistir. Elde edilen ekstraktlar beyaz bant siizge¢ kagidindan siiziilerek analize kadar 4 °C
sicakliktaki buzdolabinda saklanda.
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Sekil 2.1. Numune ve solventin erlenlere alinmasi

Sekil 2.2. Ultrasonik banyo ve ekstraksiyon
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Sekil 2.3. Ekstraktlarin siiziilmesi

2.4. Toplam Fenolik Bilesik Miktar:1 Belirleme
2.4.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

a. Sodyum karbonat ¢6zeltisi hazirlama: 7,5 g Na,CO3 100 mI’lik balon jojeye konuldu ve

distile su ile ¢oziilerek hacmi yine distile suyla 100 ml’ye tamamlandi.
b. Folin satin alindig: sekilde kullanildi.

2.4.2. Deneyin Yapihisi

Toplam fenolik madde tayini i¢in kullanilan Folin ciocalteu yontemi, Folin ciocalteu
reaktifinin (Fosfo-Molibdo-tungstat, (PMoW11040)-4) ihtiva ettigi Mo™®’nin ortamda

bulunan indirgeyici ajanlar tarafindan Mo"™’e

indirgenmesi esasina dayanmaktadir.
Indirgenme reaksiyonu sonucu olusan mavi-sar1 renk 765 nm’de spektrofotometrik olarak
Olgtilmektedir [97]. Toplam fenolik madde miktarlarini belirlemek amaciyla tim Ginkgo
biloba ekstraktlarina Folin ciocalteu yontemi uygulanarak her bir ekstraktta bulunan fenolik
bilesikler Sekil 3.1°de yapist verilen gallik asidin kalibrasyonundan gallik aside esdeger

(GAE)olarak bulunmustur.
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HO OH

OH
Sekil 2.4. Gallik asitin molekiil yapisi

Mo™® (sar1) + e- Mo™ (mavi) Fenolik maddeler sodyum karbonat kullamlarak

baziklestirilen reaksiyon ortaminda dissosiye (Ayrigsma) olusur.
Ar-OH —— Ar-O-+H"

Cogu antioksidan madde folin reaktifinin ¢alisma pH araliginda protonunu vermis
olacagindan toplam antioksidan kapasitenin, fizyolojik pH’larda gerceklesen degerinin

tizerinde hesaplanma olasiligi vardir [98].

Buzdolabinda saklanan numunelerden 10 mI’lik deney tiipiine 0,5 ml alindi. Uzerine
4,5 ml saf su,4 ml sodyum karbonat ve 0,5 ml folin katilarak tiiplerin agz1 kapatildi ve 30
°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibe edilen &rneklerin UV-VIS Spektrofotometre cihazi ile
765 nm dalga boyunda absorbanslari 6lgiildii. Olusturulan gallik asit konsantrasyon

grafiklerinden gallik asit esdegeri olarak toplam fenolik madde miktar1 belirlendi.
2.5.Toplam Flavonoid Bilesik Miktar1 Belirleme
2.5.1.Cozeltilerin Hazirlanmasi

a.Sodyum nitrit ¢ozeltisi hazirlama: 5 g NaNO; 100 ml’lik balon jojeye konuldu ve distile su
ile ¢oziilerek hacmi yine distile suyla 100 ml’ye tamamland.

b.Sodyum hidroksit ¢ozeltisi hazirlama: 4 g NaOH 100 ml’lik balon jojeye konuldu ve distile
su ile ¢oziilerek, hacmi yine distile suyla 100 mI’ye tamamlandi.

28



c.Aleminyum kloriir ¢ozeltisi hazirlama: 10 g AICI3 100 ml’lik balon jojeye konuldu ve
distile su ile ¢oziilerek hacmi yine distile suyla 100 ml’ye tamamlandi.

2.5.2. Deneyin Yapihisi

Ginkgo biloba yapraklarindan flavonoid madde ekstraksiyonu Dewanto tarafindan
onerilen metoda gore spektrofotometrik olarak yapilmistir [99]. Buna goére; Buzdolabindaki
numunelerden 10 ml lik deney tiipiine 1 ml alind1. Uzerine 4 ml saf su, 0,3 ml NaNO; (% 4)
ekledikten sonra 6 dakika beklendi. Daha sonra iizerine 0,3 ml AICl; (% 10), 4 ml NaOH (%
5) ve 0,4 ml saf su eklenerek 10 ml tamamlandi. Tiiplerin agz1 kapatilarak 15 dakika karanlik
bir ortamda bekletildi.

Bekletilen orneklerin UV-VIS Spektrofotometre cihazi ile 510 nm dalga boyunda
absorbaslar1 olgiildii. Sekil 2.5°te yapisi verilen quarcetin konsantrasyon grafiklerinden

quarcetin esdegeri olarak toplam flavonoid madde miktar1 belirlendi.

OH
OH

HO O

OH

OH O
Sekil 2.5. Quarcetinin Molekiil Yapisi

2.6. Ekstraksiyon On Calismalar
2.6.1 Eksraksiyon Verimi Uzerine Etanol Konsantrasyonunun EtKisi

Kurutulmus ve 6giitilmiis Ginkgo biloba yapraklarindan 5 tane 100 ml’lik erlenlere
0,5er g numune tartildi, programda belirtilen biri saf su digerleri farkli etanol
konsantrasyonlarinda (% 25,% 50,% 75,% 100) 30 ml eklendi. Ultasonik banyoda 30 dakika
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stireyle 30 °C sicaklikta ekstraksiyon iglemi gerceklestirildi. Karigimlar beyaz bant siizgeg

kagidindan siiziilerek analize kadar buzdolabinda saklandi.

2.6.2. Eksraksiyon Verimi iizerine Kati/Solvent Oraninin Etkisi

Kurutulmus ve 6giitiilmiis Ginkgo biloba yapraklarindan 6 tane 100 ml lik erlene 0,5 g
tartildi. Uzerine ¢alisma programinda belirtilen miktarlarda (20,30,40,50,60,70 ml) etanol

solventinden ilave edildi.

Erlenlerin agizlar1 aliiminyum folyo ile kapatildi. 30 dakika siireyle ultrasonik banyoda 30 °C
sicaklikta ekstrakte edildi. Karisim beyaz bant siizge¢ kagidindan siiziilerek analize kadar
buzdolabinda saklandi.

2.6.3. Eksraksiyon Verimi Uzerine Sicakligin Etkisi

Kurutulmus ve 6giitiilmiis Ginkgo biloba yapraklarindan 5 tane 100 m1’lik erlene 0,5 g
tartildi ve erlenlerin agizlari aliiminyum folyo ile kapatildi. Calisma programinda belirtilen
sicakliklarda (30,40,50,60,70°C) 30 dakika siireyle ultrasonik banyoda ekstrakte edildi.

Karigimlar beyaz bant siizge¢ kagidindan siiziilerek analize kadar buzdolabinda saklandi.

2.6.4. Eksraksiyon Verimi Uzerine Ekstraksiyon Siiresinin EtKisi

Kurutulmus ve 6giitiilmiis Ginkgo biloba yapraklarindan 4 tane 100 ml lik erlene 0,5 g
tartildi ve erlenlerin agizlari aliiminyum folyo ile kapatildi. Calisma programinda belirtilen
ekstraksiyon siirelerinde(15,30,45,60 dk.) ekstrakte edilidi. Ekstraklardaki toplam fenolik ve
toplam flavonoid igerigi lizerinde farkli ekstraksiyon siirelerinin etkisi karsilagtirildi. Diger
ekstraksiyon sartlart kati/solvent orani: 1 gram numune/30 ml, ekstraksiyon sicakligi: 30 °C
idi, solvent olarak etanol kullanildi. Karisim beyaz bant siizge¢ kagidindan siiziilerek analize
kadar buzdolabinda saklandi.

2.7. 1,1-Difenil-2-Pikrilhidrazil (DPPH) Radikal Siipiirme Etkisi

Bitki ekstraktlarinin DPPH radikalini siipiirme etkisi Sanchez-Moreno (1998)
metodu esas alinarak belirlenmistir [100]. Bir azot radikali olan DPPH’in alkol ya da sudaki
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¢ozeltisi 517 nm’de maksimum absorbans vermektedir. Bununla birlikte H" verici bir madde
varliginda reaksiyon vererek protonlanmakta (indirgenmekte) ve radikal olmayan bir yapiya
doniismektedir. Bu doniisim mor renkli DPPH c¢ozeltisinin renginin agilmasiyla da
gozlenmektedir. DPPH radikalinin 517 nm’de vermis oldugu absorbans degeri ortamda
bulunan H* konsantrasyonuna bagli olarak diisiirmektedir. Sekil 2.6’da verilen reaksiyonda
gosterildigi gibi radikal gideren antioksidan veya antiradikal tiirlerin varliginda DPPH radikali
DPPH-H formuna doniismektedir.

Qe

+ (AN), ————

|
Sekil 2.6. DPPH radikalinin DPPH-H formuna doniismesi

Bu amagla daha oOnceden hazirlanan ve buzdolabinda bekletilen 6rneklerden
DPPH’1n kalibrasyon egrisi igin farkli konsantrasyonlarda (6.10'5, 5.10'5, 4.10'5, 3.10'5, 2.10°
M) ¢ozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler kuvvetlice karistirilip agzi kapatildiktan
sonra 30 dakika siire ile karanlikta bekletilmistir. Bu siirenin sonunda her bir ¢6zeltinin
absorbansi spektrofotometrede 517 nm’de Olcililmiistiir. Kalibrasyon tablosu c¢izilmistir.
Benzer sekilde ekstraktlarin 517 nm dalga boyunda absorbanslar1 da belirlenmistir. Her bir

¢Ozeltinin inhibisyon degerleri asagidaki Es. 2.1°e gore hesaplanmistir.

AKontrol - ANumune

% Inhibasyon = 100 x (2.1)

AKontrol'

Apos: Kontroliin absorbansi, Anymune: Ekstraktin absorbansidir.
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2.8. Disk Difiizyon Testi ile Antibakteriyel Aktivitenin Belirlenmesi

Calismada kullanilan test bakterileri Niitrient Broth sivi besiyeri ortaminda 37 °C’de
24 saat inkiibe edilerek aktiflestirildikten sonra 0.5 Mac Farland (108 mikroorganizma / ml)
bulanikligina gore hiicre yogunluklari ayarlandiktan sonra antibakteriyel aktiviteyi saptamak

i¢in kullanilmustir.

Bu amagla steril ekiivyon ¢ubuklar1 bakteri iceren besiyerine daldirilarak Miiller
Hinton Agar (MHA)’l1 petri kaplarina tiim yiizeyi kaplayacak sekilde ekim yapilmistir. 0.1 gr
test maddesi 1000 pl metanol igerisinde siispanse edildikten sonra 5 pl, 10 pl ve 20 pl olacak
sekilde ayr1 ayn disklere emdirilmistir. Diskler petri plaklari lizerine yerlestirilerek 24 saat 37
°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda disklerin cevresinde meydana
gelen inhibisyon zonlart 6l¢iilmiistiir. Ayrica negatif kontrol olarak metanol, pozitif kontrol
olarak S; Streptomisin, DA; Klindamisin, VA; Vankomisin, P; Penisilin, OFX; Ofloksasin

kullanilmustir.

2.9. istatistiksel Analizler

Deneylerin istatistiksel analizleri Instat“software version 3.0 {in Anova Varyans
Prosediirii kullanilarak yapildi. Anova testi, Design Expert 8.0.7.1 programi kullanarak
degiskenler ve yanit arasindaki etkilesimi tanimlamak i¢in uygulandi. En uygun
degiskenleri elde etmek i¢in adim regresyonu kullanildi. Parametrelerin tespiti i¢in geri
teknikler tiim degiskenleri icerir. Sonra alfa diizeylerinde uygun olmayan parametrelere
sahip degiskenler denklemden atilir. Bu islem uygun olmayan degisken kalmayincaya
kadar devam eder. Geri tekniklere benzer bir sekilde ileri tekniklerde verilen alfa diizeyleri
icinde verilen degiskenleri degerlendirir. Geri tekniklerden farkli olarak ileri teknikler

denklemde bulunmayan hi¢ bir degiskenle baglamaz. Denkleme (p<0,05) olan degiskenler
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katilir. (p>0,05) olan degikenler sistemden atilir. Bu proses uygun olmayan hi¢bir degisken

kalmayincaya kadar devam eder.

Cizelge 2.2. Central compozite tasariminda Kullanilan bagimsiz degiskenler, kodlar1 ve gergek

degerleri

Bagimsiz Birimler | Parametrelerin Kod Diizeyleri
Degiskenler Sembolleri

-1 0 1
Ekstraksiyon °C (X1) 30 45 60
Sicaklig1
Ekstraksiyon dk. (X2) 20 40 60
Zamani
Etanol % (X3) 0 50 100
Konsantrasyonu
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3. BULGULAR

3.1. Toplam Fenolik, Flavonoid ve Antioksidan icerikleri Belirleme Metodlarinin
Kalibrasyonu

3.1.1 Toplam Fenolik Icerik Belirleme Metodunun Kalibrasyon Senuglar

Analitik metodun validasyonu i¢in hazirlanan 50, 100, 150, 200 ve 250 ppm
konsantrasyonlarinda  hazirlanan  Gallik asit  standart  soliisyonlarmin ~ UV-VIS
Spektrofotometrede 6l¢iilen absorbans degerleri Cizelge 3.1°de verilmistir. Degerlerden elde

edilen dogrusallik grafigi Sekil 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Fenolik standartlarinin Konsantrasyonlar1 ve absorbans sonuglari

Konsantrasyon | g, | 109 | 150 | 200 | 250
(ppm)
Absorbans | 0,103 | 0,573 | 1,094 | 1,613 | 2,145
Dogrusallik Grafigi
2,5
2
e
815
e y =0,0102x - 0,4316
8 1 R2?=0,9995
<
0,5
0
0 50 100 150 200 250 300
Konsantrasyon (ppm)

Sekil 3.1. Farkli konsatrasyonlardaki gallik asit standart soliisyonlarinin dogrusallik grafigi

3.1.2. Toplam Flavonoid I¢erik Belirleme Metodunun Kalibrasyon Sonuclar

Analitik metodun validasyonu igin hazirlanan 50, 100, 150, 200 ve 250 ppm
konsantrasyonlarinda  hazirlanan ~ Quarcetin ~ standart  soliisyonlarinin =~ UV-VIS
spektrofotometrede Ol¢iilen absorbans degerleri Cizelge 3.2°de verilmistir. Degerlerden elde

edilen dogrusallik grafigi Sekil 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Flavonoid madde standartlarinin Konsantrasyonlari ve absorbans sonuglari

Konsantrasyon | 5q 100 150 200 250
(Ppm)
Absorbans 0,020 | 0,039 | 0,059 | 0,087 |0,105
Dogrusallik Grafigi
300 -
250 -
£ 200 -
£
c 150 - y = 2438,6x - 0,2189
e R>=0,9998
@ 100 -
g 50 -
é O T T T T T 1
0 002 004 006 008 01 012
Absorbans

Sekil 3.2. Farkli konsatrasyonlardaki quarcetin standart soliisyonlarinin dogrusallik grafigi

3.1.3.Toplam Antioksidan Icerik Belirleme Metodunun Kalibrasyon Sonuglari

Farkli DPPH konsantrasyonlarinda yapilan 6rneklerin absorbans degerleri Cizelge

3.2°de verilmistir. Sonuglar incelendiginde konsantrasyon miktari arttik¢a dlgiilen absorbans

miktarida artmaktadir.

Cizelge 3.3. Farkli DPPH Kkonsantrasyonlarindaki absorbans degerleri

DPPH Konsantrasyonu (ppm) Absorbans
6.10" 0,602
5.107 0,495
4107 0,397
3.10° 0,296
2.10° 0,185
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Farkh Konsantrasyonlardaki Antioksidan
Miktar:

0,7

0,6

0,5
)
cg 0,4 y = 10330x - 0,0182
5 03 R?=10,9996
< 0.2

0,1

0
0 0,00002 0,00004 0,00006 0,00008
Konsantrasyon (ppm)

Sekil 3.3. DPPH radikalinin 0-0,1 mg/ml konsantrasyon araligindaki kalibrasyon egrisi

3.2. Ekstraksiyon On Cahsma Sonuclari

3.2.1. Uygun Solvent Belirleme Sonuclar:

Kurutulmus ve ogiitiilmiis Ginkgo biloba yapragi ornekleri farkli solventlerle
ekstrakte edildi. Ekstraklardaki toplam fenolik igerikler UV-VIS Spketrofotometre ile
belirlendi. Sonuglar Cizelge 3.4’te verilmistir. Sonuglar incelendiginde en yiiksek fenolik
madde miktarinin elde edildigi solvent metanol iken en diisiik fenolik madde miktarinin elde
edildigi solvent hekzan olarak belirlenmistir. Metanol ve etanol ile elde edilen ekstraklardaki
fenolik maddde miktarlar1 birbirine yakin olmasi ve metanol’iin saglik riskleri tasimasindan

dolay1 sonraki agsamalarda etanol ile ¢alisilmistir.
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Cizelge 3.4. Farkli solvent tiirlerinin gallik aside esdegerlikleri

Ekstrat Metanol | Etanol | Diklormetan Saf su Hekzan
GAE(mg/1mg 1,248 1,123 0,961 0,528 0,290
numune )

Farkh Tiir Solventlerle Yapilan Ekstraklardaki Toplam
Fenolik Madde Miktarlar
g 14
X
= ° 1,2
< 1
g E
S208
£{3 06
£S04
g0
EE02 I
2 0
=~ Metanol Etanol  Diklormetan  Safsu Hekzan
Solvent Tiiri

Sekil 3.4. Farkli tiir solventlerle yapilan ekstraklardaki toplam fenolik madde miktarlari
3.2.2.Eksraksiyon Verimi Uzerine Kati/Solvent Oranimin Etkisi

Kurutulmus ve ogiitiilmiis Ginkgo biloba yapragi ornekleri farkli kati/solvent
oranlarinda ekstrakte edildi. Eksraklardaki toplam fenolik ve toplam flavonoid madde
miktarlart UV-VIS Spektrofotometre ile belirlendi. Sonuglar Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6’da
verilmistir. Sonuglar incelendiginde en yiiksek fenolik madde miktarinin elde edildigi
kati/solvent orani 0,5 g numune/50 ml iken en yiiksek flavonoid madde miktarinin elde
edildigi kati/solvent orani da 0,5 g numune/50 ml olarak belirlenmistir. Solvent miktar1 20
ml’den 50 ml’ye kadar arttirlldiginda toplam fenolik madde miktarlarinda ve toplam
flavonoid madde miktarlarinda artis gbzleniyorken, 50 ml’den sonra fenolik ve flavonoid
madde miktarlarinda azalma olmustur. Sekil 3.5 ve Sekil 3.6’da da goriilecegi tizere solvent
miktart arttik¢ca Fick Yasasina uygun olarak kiitle transferi iyilestiginden verim siirekli olarak

artmis 50 ml den sonra azalmaya baslamistir.
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Bu sonug bitkiden fenolik ve flavonoid maddelerin maksimum olarak almak igin 50

ml solvent ilavesinin uygun olacagimi gostermektedir. 50 ml den sonra ilave edilecek her

solvent miktar1 fenolik ve flavonoid madde izolasyonunda hem zorluk yasatacak hem de

ekonomik maliyeti arttiracaktir.

Cizelge 3.5. Farkli solvent miktarlarinda fenolik madde miktarlari

Solvent Miktari Fenolik Madde Miktari
(ml) (Ppm)
20 ml 1,535
30 mi 1,882
40 ml 2,437
50 ml 3,188
60 ml 3,167
70 ml 3,161

Farkh Solvent Miktarinda Yapilan Ekstraklardaki
Toplam Fenolik Madde Miktarlar:

3.500
3.000
2.500
2.000
1.500

GAE/g numune
=
g1 O
o O
o O

Fenolik Madde Miktar1 mg
o

20mL 30mL 40mL 50mL 60mL 70mL

Solvent Miktari (ml)

Sekil 3.5. Farkli solvent miktralarinda yapilan ekstraklardaki toplam fenolik madde miktarlari
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Cizelge 3.6. Farkli solvent miktarlarinda flavonoid madde miktarlar

Solvent Miktari Flavonoid Madde Miktari
(ml) (ppm)
20 ml 1,591
30 ml 1,843
40 ml 1,982
50 ml 2,394
60 ml 2,025
70 ml 1,901

Farkh Solvent Miktarlarinda Yapilan Ekstraklardaki
Toplam Flavonoid Madde Miktarlar

L, 3
g

= 25
s £
2E1
z2
=3 1
=X}
S 05
=)

>

Z o0

20 ml 30 ml 40 ml 50 ml 60 ml 70 ml
Solvent Miktar1 (ml)

Sekil 3.6. Farkli solvent miktralarinda yapilan ekstraklardaki toplam flavonoid madde
miktarlar
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3.2.3. Eksraksiyon Verimi Uzerine Etanol Konsantrasyonunun EtkKisi

Kurutulmus ve ogitilmis Ginkgo biloba yapragi ornekleri farkli etanol
konsatrasyonlarinda ekstrakte edildi. Eksraktlardaki toplam fenolik ve flavonoid madde
icerikleri UV-VIS Spektrofotometre ile belirlendi. Sonuglar Cizelge 3.7°de verilmistir.
Sonuglar incelendiginde en yiiksek fenolik ve flavonoid madde miktar1 % 75 etanol
konsatrasyonunda elde edilmistir. Etanol igerigi % 75’¢ kadar arttik¢a toplam fenolik ve
flavonoid madde igeriklerinde artis gozlendi. Etanol konsantrasyonu bu seviyeden sonra
arttikca ekstrakte edilen fenolik ve flavonoid madde miktarlarinin azaldigi goriilmiistiir (Sekil
3.7 ve Sekil 3.8).

Cizelge 3.7. Farkl1 etanol konsantrasyonlarinda toplam fenolik madde ve toplam flavonoid
madde miktarlar1

Solvent Toplam Fenolik | Toplam Flavonoid
Konsantrasvonu Madde Miktar1 mg | Madde Miktar1 mg
y GAE/ g numune QE/g numune
Saf Su (% 0 Etanol) 1,341 0,522
% 25 Etanol 1,791 0,779
% 50 Etanol 2,172 1,104
% 75 Etanol 2,508 1,618
% 100 Etanol 1,713 1,495
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Farkh Etanol Konsantrasyonlarinda Yapilan
Ekstraklardaki Toplam Fenolik Madde Miktarlar:
3

: I I | I

Saf su % 25 Etanol % 50 Etanol % 75 Etanol % 100 Etanol

N
N Ol

(SN

Fenolik Madde Mmiktar1 mg
GAE/g numune
o
ol

o

Etanol Konsantrasyonu

Sekil 3.7. Farkli etanol konsantrasyonlarinda yapilan ekstraklardaki toplam fenolik madde

miktarlari

Farkh Etanol Konsatrasyonlarinda Yapilan
Ekstraklardaki Toplam Flavonoid Madde Miktar1

1,8
1,6

14
1.2
0,8
0,6
0,4
0,2

0

Saf su % 25 Etanol % 50 Etanol % 75 Etanol % 100 Etanol

Toplam Flavonoid Madde
Miktart mg QE/g numune

Etanol Konsatrasyonu (%o)

Sekil 3.8.

Farkli etanol konsantrasyonlarinda yapilan ekstraklardaki toplam flavonoid madde

miktarlari
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3.2.4.Eksraksiyon Verimi Uzerine Ekstraksiyon Siiresinin Etkisi

Kurutulmus ve 6giitiilmiis Ginkgo biloba yapraklar farkli ekstraksiyon siirelerinde
ekstrakte edildi. Eksraklardaki toplam fenolik ve flavonoid madde igerikleri UV-VIS
Spketrofotometre ile belirlendi. Sonuglar Cizelge 3.9°da verilmistir.

Deney sonuglart Sekil 3.9.’da ve Sekil 3.10°da verildigi gibi fenolik ve flavonoid
madde miktarinin en yiiksek oldugu ekstraksiyon zamaninin 45. dakikaya kadar siirekli
arttigi, Bu siireden sonra toplam fenolik ve toplam flavonoid madde miktarinda azaldigi
goriilmistiir. Bunun nedeni ekstraksiyon siiresi artirildigi zaman, Ginkgo biloba yapraklarinin
hiicre duvarlar1 tamamen ayrilir ve Ginkgo biloba yapragi sivi materyale gecip difiize
olmaktadir. Uzun ekstraksiyon siiresi boyunca Ginkgo biloba yapraklarinin asirt isinmast
fenolik ve flavonoid molekiillerinin doymamis baglar gibi kararsiz kimyasal baglar icermesi
nedeniyle fenolik ve flavonoid madde yapisinin termal bozunmasina sebep oldu ve bundan
dolay1 fenolik ve flavonoid madde igerigi azaldi. Sonug¢ olarak fenolik ve flavonoid madde

ekstraksiyonu igin tercih edilebilir ekstraksiyon siiresi 45 dakikadir.

Cizelge 3.8. Farkli ekstraksiyon siirelerinde yapilan ekstraklarin toplam fenolik ve flavonoid
madde miktarlari

Ekstraksiyon | Toplam Fenolik | Toplam Flavonoid
Siiresi Madde Miktar1 Madde Miktar1
(dKk) Mg GAE/g numune | Mg QE/g numune
15 0,953 0,435
30 0,972 0,484
45 1,165 0,545
60 0,964 0,505
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Farkh Ekstraksiyon Siirelerinde Yapilan
Ekstraklarin Toplam Fenolik Madde Miktarlari

1,4
1,2
1

0,8

0,6

0,4

0,2
O L L L L
15 30 45 60

Ekstraksiyon Siiresi (dk)

Fenolik Madde Miktar1 mg
GAE/g numune

Sekil 3.9. Farkli ekstraksiyon siirelerinde yapilan ekstraklarin toplam fenolik madde
miktarlar

Faklh Ekstraksiyon Siirelerinde Yapilan Ekstraklarin
Toplam Flavonoid Madde Miktari

0,6
0,5

0,4
0,3
0,2
0,1
O L L L___| L___|

Ekstraksiyon Siiresi (dk)

Flavonoid Madde Miktar1 mg
QE/g numune

Sekil 3.10. Farkli ekstraksiyon siirelerinde yapilan ekstraklarin toplam flavonoid madde
miktarlar
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3.2.5.Eksraksiyon Verimi Uzerine Sicakhgin EtkKisi

Kurutulmus ve ogiitilmiis Ginkgo biloba yapraklart farkli sicakliklarda ekstrakte
edildi. Ekstraklardaki toplam fenolik ve flavonoid madde miktarlar1 UV-VIS Spektofotometre
ile belirlendi. Sonuglar1 Cizelge 3.9°da verilmistir. Deney sonuglart Sekil 3.11 ve Sekil
3.12°de verildigi gibi fenolik ve flavonoid madde miktar1 ekstraksiyon sicakligi 50 °C
sicakliga kadar stirekli artis oldu ve bu noktadan sonra azalmaya basladi. Genelde yiiksek
sicakliktaki ekstraksiyonlar bitki matriksinin aktif bodlgelerinden ¢oziinen maddenin iyi
desorpsiyonu nedeniyle ekstraksiyon performansi ve kiitle transferini artirir. Baslangicta
sicakligin yiikselmesiyle ekstraksiyon veriminin artmasi yiiksek sicakligin fenolik ve
flavonoid maddelerin  bitki  hiicresinden  kopmasindan ve molekiiller hareketi
hizlandirmasindandir. 50 °C 1n tizerine ¢iktig1 zaman ekstraksiyon verimi azalmaya basladi.
50 °C tan daha biiyiik sicakliklar, fenolik ve flavonoid maddelerin yapisinin bozulmasina
neden oldu. Yiiksek sicakliklar bozunma reaksiyonunu hizlandirdi, fenolik ve flavonoid
maddeler aktivitesini kaybetti ve bundan dolay: fenolik ve flavonoid madde miktar1 azaldi.

Sonug olarak fenolik ve flavonoid madde ekstraksiyonu igin tercih edilir sicaklik 50 °C tir.

Cizelge 3.9. Farkli ekstraksiyon sicakliginda yapilan ekstraklarin toplam fenolik ve toplam
flavonoid madde miktarlari

Ekstraksiyon Toplam Fenolik Toplam Flavonoid
Stcakhgr | nadde Miktarlan mg | Madde Miktarlarn
(C) GAE/g numune mg QE/g numune
30 1,213 0,327
40 1,384 0,431
50 1,597 0,545
60 1,452 0,490
70 1,305 0,420
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Farkh Ekstraksiyon Sicakhi@ginda Yapilan
Ekstraklarin Toplam Fenolik Madde Miktarlari

1,8
1,6

1,4
1,2
1
0,8
0,6
0,4
0,2
0 L L L L L
30 40 50 60 70

Ekstraksiyon Sicakhg ("C)

Sekil 3.11. Farkli ekstraksiyon sicakliginda yapilan ekstraklarin toplam fenolik madde
miktarlar

Fenolik Madde Miktar1 mg
GAE/g numune

Farkh Ekstraksiyon Sicakhiginda Yapilan
Ekstraklarin Toplam Flavonoid Madde Miktarlar:

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1
0 || || || || ||
30 40 50 60 70

Ekstraksiyon Sicakhigi (°C)

numune

Flavonoid Madde Miktar1 mg QE/g

Sekil 3.12. Farkli ekstraksiyon sicakliginda yapilan ekstraklarin toplam flavonoid madde
miktarlar
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3.3.Toplam Antioksidan Kapasite Sonuclari

Bu calismada Ginkgo biloba yapragi ekstraklarinin radikal giderme aktiviteleri
arastirildi. Sekil 3.13’da ¢izilen DPPH’in kalibrasyon egrisinden farkli solvent igeren
ekstraktlarin radikal giderme aktiviteleri % inhibisyon degeri olarak hesaplanmistir. Cizelge
3.9°da verilen farkli solventlerdeki Ginkgo biloba ekstraktlarinin DPPH degerleri 1 mg/ml
konsantrasyondaki % inhibisyon degerleri karsilastirildiginda DPPH radikali giderme
aktiviteleri sirasiyla; Metanol (% 80,3 ) > Etanol (% 48,1 ) > Hekzan (% 21,2) >
Diklormetan (% 15,8) > Saf su (% 2,2 ) hesaplanmistir. Sekil 3.13’te Ginkgo biloba

yapraklarinin metanol solventinde yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi gozlenmistir.

Cizelge 3.10. Farkl: tiir solventlerle yapilan ekstraklarin toplam antioksidan miktarlari

Ekstrat Saf su Diklormetan | Hekzan | Etanol | Metanol
Miktari
(ppm) %
250 0,8 571 13,5 8,82 25,3
500 1,3 13,5 14,3 17,9 49,5
750 1,9 14,7 20,7 21,7 63,4
1000 2,2 15,8 21,2 48,1 80,3
Farkh Tiir Solventlerle Yapilan Esktraklarin
Toplam Antioksidan Miktarlar
~ 100
= m Saf su
= 80
- 60 ® Diklormetan
k
2 40 Hekzan
£ 20
LR ™ I 11| | || | B
250 500 750 1000 Metanol
Ekstrat Miktar: (ppm)

Sekil 3.13. Farkl: tiir solventlerle yapilan ekstraklarin toplam antioksidan miktarlari
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3.4. Ultrason Destekli Ekstraksiyonda Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoid Madde
Miktarlarimin Yiizey Yamt Yontemi ile Optimizasyonu

Tek faktor yaklasimi olarak bilinen proses degiskenlerinin bireysel etkileri dnceki
boliimlerde uygulandi. Bu klasik yaklagim proses degiskenlerinin birbiri ile muhtemel
etkilesimlerini ihmal eder. Yiizey Yanit Metadolojisi (RSM) isletme parametreleri arasindaki
muhtemel etkilesimleri goz oniinde bulundurur. Cizelge 2.2°de minimum, orta ve maksimum
noktalar1 igeren (etanol konsantrasyonu, zaman ve sicaklik) ii¢c parametreyi gostermektedir.
Bulunan parametrelere gore 20 deney calisildi. Optimizasyon parametreleri belli araliklarla

Design-Expert software 8.0.7.1 programina Kaydedildi ve yanitlar yorumlandi.

Ultrason destekli ekstraksiyonda gergeklestirilecek olan toplam fenolik madde ve
toplam flavonoid madde yanitlarinin optimizasyonu igin gergeklestirilen ¢alismada, bagimsiz
degiskenler daha onceki ekstraksiyon calismlar1 dogrultusunda sicaklik (X;) (30-70°C) ve
stire (X3) (15-60 dk.), etanol konsantrasyonu (X3) (% 0-100) olarak belirlenmistir. Ultrason
destekli ekstraksiyon i¢in Central Composite Design deneme plani ile elde edilen toplam
fenolik madde miktar1 ve toplam flavononid madde miktar1 degerler Cizelge 3.13’te
verilmistir. Design-Expert programinda deneysel kosullar ve elde edilen yanitlar girilerek

optimizasyon i¢in ikinci dereceden Quadratik bir model elde edildi.
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3.4.1 Toplam Fenolik Madde Miktar1 Sonuclar:

Yiizey Yanit yontemi uygulamasi sonucunda, toplam fenolik madde ve test degiskenleri

arasindaki empirik iliskiyi ortaya koyan asagidaki regresyon denklemi elde edilmistir.

TPC = —193,90977 + 3,18511 * X1 + 5,79490 * X, + 1,74633 * X3 — 0,018325 * X;

« X, — 5,80000F — 003 * X, * X, — 1,78333E * X, * X5 — 0,031185 * X,
— 0,0460085 * X,% — 0,012888 * X;°

Uygun olmayan model terimleri ¢ikartildiginida elde edilen son denklem asagida
verilmistir.

TPC = —193,90977 + 3,18511 * X; + 5,79490 * X, + 1,74633 * X5 — 0,031185 * X,?
— 0,0460085 * X,% — 0,012888 * X2

Denklem analizi neticesinde R? degeri, 0,9569 olarak bulunmustur. Tahminlenen
degerler ile deneysel degerler arasindaki iliski Sekil 3.14' te gsterilmistir

Predicted vs. Actual

70 —

60 —

50 —

Predicted

40 —

30 —

30 40 50 60 70

Actual
Sekil 3.14. Ultrasonik destekli ekstraksiyonda toplam fenolik madde igin deneysel ve tahmini

degerlerin dogrusallik grafigi
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Varyans analizi sonucu elde edilen model ve bagimsiz igin regresyon katsayisi,
standart hata, T ve P degeri Cizelge 3.10'da verilmistir. Cizelge incelendiginde, UAE ile elde
edilen toplam fenolik madde miktar1 tizerine, etanol konsantrasyonu, zaman ve sicaklik

parametrelerinin optimum sonuglar1 belirlenmistir.

Cizelge 3.11. Ultrason destekli ekstraksiyonda toplam fenolik madde miktar1 Sonuglarinin
istatistiksel analizi

Degiskenler Regresyon | Standart | T Degeri | P Degeri
Katsayilar: Hata
Konsantrasyon(X;) | -583 0,44 -3,04 0,0025
Sicaklik (X>) -617 0,68 -3,94 0,0001
Siire (X3) -180,7 0,65 -2,29 0,0007
X1.X1 5,44 1,28 2,66 0,0002
X2. X2 5,44 1,28 4,81 0,0001
X3.X3 2,41 0,570 3,40 0,0003
X1.X2 0,60 1,23 0,49 0,0867
X1.X3 0,977 0,822 1,19 0,3883
X2.X3 0,619 0,822 0,75 0,7872

Cizelge 3.12. Ultrason destekli ekstraksiyonda toplam fenolik madde miktari i¢in bagimsiz
degiskenlerin varyans analizi

Kaynak Serbestlik Derecesi | F Degeri | Olasilik
Model 9 24,67 0,0001
Time 1 23,73 0,0007
Temp 1 71,73 0,0001
Kalint1 Hatas1 5

Uyum Eksikligi 5 1,47 0,003

Net Hata 5

Toplam 14
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ANOVA dan elde edilen regresyon denklemi gosteriyor ki R? (coklu korelasyon
katsayis1) 0,9569 idi (0,75 in iizerinde bir deger modelin uygunlugunu gostermektedir). Bu
modelin hesapladigi datalarda genel varyasyonun belirlenmektedir. Boylece bu model

yanittaki varyasyonun %95,69’unu aciklamaya yetmektedir.

R? = 0,9181 ve Tahminlenen deger R =0,7692 olarak belirlenmistir. Bu modelin iyi

oldugunu gosterdi. Iyi bir istatistiksel model icin R? degeri 0-1,0 araliginda olmalidir.

Mevcut modelin adequate precision degeri 15,766 idi ve bu ayrica gosteriyor ki
tasarim i¢in bu model kullanilabilecektir. Yeterlilik degeri signal/giiriilti oraninin bir
gostergesidir ve 4 ten biiyiik degerler bir modelin iyi olmasi i¢in temel 6n kosullardir. Ayni
zamanda, varyasyon katsayisinin (CV = 5,17 %) nispeten daha diisiik degerleri yapilan
degerlerin giivenilirligini ve daha iyi bir kesinligini gosterdi. Sonug¢ olarak, kurutulmus
Ginkgo biloba yapraklari ekstraksiyonundan fenolik madde miktarini tahmin etmek igin
yiizey yanit metodolojisi basarili bir sekilde uygulanabilecegi sodylenebilir. Varyasyon
katsayisinin diisiik degerleri deney sonuglarinin giivenilirligini ve kesinligini gostermektedir.

Calismamizda katsay1 degeri (CV) 5,17 olarak kullanilmastir.
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Sekil 3.15. Etanol konsantrasyonu ve ekstraksiyon sicakligi ile ekstraksiyon veriminin
degisimi gosteren Yyiizey yanit ve kontur grafikleri
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Sekil 3.16. Ekstraksiyon siiresi ve ekstraksiyon sicakligi ile ekstraksiyon veriminin degisimi
gosteren Yiizey yanit ve kontur grafikleri
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Sekil 3.17. Ekstraksiyon siiresi ve etanol konsantrasyonu ile ekstraksiyon veriminin
degisimi gosteren Yyiizey yanit ve kontur grafikleri

Toplam fenolik madde miktar1 igin ¢izilen ii¢ boyutlu ylizey yanit grafikleri
incelendiginde, etanol konsantrasyonu arttikca ekstrakte edilen toplam fenolik madde
miktarinin %75 etanol konsantrasyonuna kadar arttigi, bu noktadan sonra diisiise gectigi
goriilmektedir (Sekil 3.15 ve Sekil 3.17). Literatiirde Ginkgo biloba yapraklarindan fenolik ve
flavonoid madde ekstraksiyonuna iligkin bir optimizasyon ¢alismasi bulunmamaktadir. Ayrica

diger bitkisel kaynaklar kullanilarak yapilan ¢alismalarda, benzer sonuglar bildirilmistir.
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Klasik ¢oziicii ekstraksiyonunda toplam fenolik madde miktarinin etanol
konsantrasyonu arttikca once artmasi, belirli bir konsantrasyon sonrasi azalmasinin nedeni;
Coziicii konsantrasyonu, yogunluk ve dinamik viskozite gibi fiziksel Ozellikler iizerine
etkilidir. Bu parametreler de diflizyonu ve ekstraksiyon hizini etkilemektedir. Ayrica,
dielektirik sabiti de ¢oziicii konsantrasyonu ile degismektedir. Bu nedenle dielektrik sabiti
diisiirmek i¢in su gibi polar bir ¢oziicli igerisine etanol gibi polaritesi daha diisiik olan bir
¢oziicii eklenmesi ile basing ve sicaklik degerleri ayarlanarak antosiyanin ekstraksiyonun
arttirilabilecegini raporlamiglardir. Ayrica %60 etanol konsantrasyonunda kati sogan
atiklarindan orta polaritedeki fenolik maddelerin efektif bir bicimde ekstrakte edilebilecegini,
daha yiiksek konsantrasyonlarda ise glikozit gibi polar bilesenlerin ¢o6ziiniirliigiiniin

azalmasindan dolayi iyi bir sonug alinamayacagini bildirmislerdir [101].

Cozicii olarak su ve farkli konsantrasyonlarda etanol:su kullanilan bir ¢alismada
%50 etanol konsantrasyonunda en yiiksek toplam fenolik madde ekstraksiyonuna ulasmuistir.
Bunun nedenini benzer sekilde etanoliin kiitle transferini arttirmasina ve bu dogrultuda daha
fazla fenolik madde ekstrakte edilmesine baglamislar, ¢oziiniir fenolik ve flavonoid
maddelerin genellikle hiicre kofullarinda bulunurken, lignin ve ¢dzlinmeyen polifenollerin
hiicre zarinda protein ve polisakkaritlere bagli olarak bulunmasi, yiiksek konsantrasyonlardaki
etanoliin protein denatiirasyonuna yol agarak fenolik ve flavonoid madde ekstraksiyonunu

onlemesi olarak gostermistir [102].

Yiizey yanit grafikleri incelendiginde, ekstraksiyon siiresi arttikca ekstrakte edilen
toplam fenolik madde miktarinin 45. dakikaya kadar hizli bir sekilde attig1, ancak bu noktadan
sonra diisiise gectigi goriilmektedir (Sekil 3.16 ve Sekil 3.17). Daha 6nce yapilan ¢alismalarda

benzer sonuglar elde edilmistir.

Sekil 3.15 ve Sekil 3.16 incelendiginde, ekstraksiyon sicakliginin toplam fenolik
madde ekstraksiyonunda belirleyici bir faktor oldugu goriilmektedir. Ginkgo biloba
yapragindan ekstrakte edilen toplam fenolik madde miktar1 yaklasik 50°C'ye kadar hizli bir

artis gostermis, bu dereceden sonra diisiis goriilmiistiir.
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Bunun nedeni yiiksek sicaklikta suyun dielektrik sabiti azalmakta ve ¢doziici
ozelliginde degisiklik meydana gelmekte ve fenolik maddelerin daha iyi ekstrakte
edilebilmelerini  saglamaktadir. Yiiksek sicaklik aymi zamanda fenolik maddelerin
¢Oziinlirliglini, diflizyon hizini, ekstraksiyon hizini arttirmakta, ¢oziicii viskozitesini ve yiizey
gerilimini azaltmaktadir. Ancak ekstraksiyon sicakligindaki fazla artig, kimyasal ve enzimatik
degredasyona bagli olarak fenolik maddelerin degredasyonu ya da diger bilesenlerle
reaksiyona girmesi sonucu bilesenlerin stabilitesinin engellenmesi nedeniyle toplam fenolik

madde miktarinda azalma goriilmektedir [103].

Sonug olarak toplam fenolik madde miktari igin elde edilen yiizey yanit grafikleri
incelendiginde, Ginkgo biloba yapraklarindan fenolik madde ekstraksiyonun optimum
kosullarin;  Ekstraksiyon zamani: 31,220, Ekstraksiyon sicakligi: 54,119, Etanol

konsantrasyonu: % 57,944 oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 3.13. Toplam fenolik toplam flavonoid madde i¢in bagimsiz degiskenlerin (X1, X,
X3) centrel compozite tasarimlar1 ve deneysel sonuglar

Toplam Toplam
Ekstraksiyon | Ekstraksiyon Etanol Fenolik piam
Calisma M . Flavonoid
Sicakhigi Siiresi Konsantrasyonu | Madde
. Madde
Miktan .
miktari
Mg Mg QE/
°c Dk. % GAE/g 9=
Numune
Numune
1 30 30 45 35 6,16
2 40 40 30 41,67 7,49
3 30 50 45 60,94 8,5
4 50 50 45 52,78 8,29
5 40 60 30 51,87 10,51
6 30 50 45 57,49 9,3
7 30 50 45 61,7 8,58
8 10 50 45 47,66 6,97
9 20 40 30 33,69 6,68
10 40 40 60 50,33 8,06
11 30 50 15 41,23 10,16
12 40 60 60 58,79 11,34
13 30 70 45 53,52 10,93
14 30 50 75 60,96 7,61
15 20 60 60 61,62 8,39
16 30 50 45 62,26 10,73
17 20 40 60 45,16 9,38
18 30 50 45 63,47 11,79
19 30 50 45 64,59 12,01
20 20 60 30 50,55 9,38
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3.4.2. Toplam Flavonoid Madde Miktari Sonuclari

Cizelge 3.14. Farkli solvent tiirleri ile yapilan ekstraklarin quarcetin esdegerleri
Ekstrat Metanol | Etanol | Hekzan | Diklormetan | Saf su
QE(mg/lmg | 0,383 | 0,470 | 0,410 0,270 0,173

numune )

Farkl Solventlerle Yapilan Ekstraklardaki Toplam

Flavonoid Madde Miktar:
0,5
0,45

0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05
0

Etanol Metanol Hekzan Diklormetan Saf su
Solvent Tiirii

Toplam Flavonoid Madde
Miktar1 mg QE/g numune

Sekil 3.18.Farkli solvent tiirleri ile yapilan ekstraklarin quarcetin esdeger toplam
flavonoid madde miktarlari

Yiizey Yanit Yontemi uygulamasi sonucunda, toplam flavonoid madde ve test
degiskenleri arasindaki empirik iligkiyi ortaya koyan asagidaki regresyon denklemi elde

edilmistir.

TFC = —8,61167 + 0,36503 * X; + 0,30355 * X, + 0,16116 * X3 — 5,45539E
— 004 % X; * X, —2,54968E — 004 * X; * X3 — 7,57172E — 004 * X, * X,
— 3,45813E — 003 * X;* — 2,14682E — 003 * X,> — 1,18677E — 003
* X532

Uygun olmayan model terimleri ¢ikartildiginida elde edilen son denklem asagida

verilmistir.

TFC = —8,61167 + 0,36503 * X; + 0,16116 * X3 — 7,57172E — 004 * X, * X;
— 3,45813E — 003 * X;* — 1,18677E — 003 * X3°
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Regresyon analizi sonucunda, R? 0.9839 olarak elde edilmistir. Tahminlenen degerler ile
deneysel degerler arasindaki iligki Sekil 3.19' de gosterilmistir

Predicted vs. Actual

Predicted

Actual

Sekil 3.19. Ultrason destekli ekstraksiyonda toplam flavonoid madde i¢in deneysel ve tahmini
degerlerin dogrusallik grafigi.

Varyans analizi sonucu elde edilen model ve bagimsiz degiskenler i¢in regresyon
katsayisi, standart hata, T ve P degeri Cizelge 3.15'te verilmistir. Cizelge incelendiginde,
UAE ile elde edilen toplam flavonoid madde miktar1 iizerine, etanol konsantrasyonu, zaman

ve sicaklik parametreleri istatistiksel olarak 6nemli anlagilmistir.
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istatistiksel analizi

Degiskenler | Regresyon Standart | T Degeri | P Degeri
Katsayilar Hata

Etanol -583 0.011 1.836 0.001

Konsantrasyo

nu (Xy)

Sicaklik (X>) -617 0,037 -5,09 0,0001

Siire (X3) -180,7 0,039 -9,51 0,0001

X1.X1 5,44 0,54 8,99 0,0001

X2.X2 5,44 0,49 3,28 0,0001

X3.X3 2,41 0,18 3,94 0,0001

X1.X2 0,60 0,45 0,23 0,1234

X1.X3 0,977 0,27 0,89 0,3183

X2.X3 0,619 0,30 2,28 0,0003

Cizelge 3.15. Ultrason destekli ekstraksiyonda toplam flavonoid madde miktari Sonuglarinin

Cizelge 3.16. Ultrason destekli ekstraksiyonda toplam flavonoid madde miktari i¢in bagimsiz

degiskenlerin

varyans analizi

Kaynak Serbestlik | F Degeri | Olasihik
Derecesi

Model 9 67,83 <0,0001

Time 1 118,02 | <0,0001

Temp 1 63,24 <0,0001

Uyum 10

Eksikligi

Kalint1 6 1,10 0,04869

Hatas1

Net Hata 4

Toplam 19
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Sekil 3.20. Etanol konsantrasyonu ve ekstraksiyon sicakligi ile ekstraksiyon veriminin
degisimi gosteren Yyiizey yanit ve kontur grafikleri
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Sekil 3. 21. Ekstraksiyon siiresi ve ekstraksiyon sicakligi ile ekstraksiyon veriminin degisimi
gosteren Yyiizey yanit ve kontur grafikleri
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Sekil 3.22. Ekstraksiyon siiresi ve etanol konsantrasyonu ile ekstraksiyon veriminin degisimi
gosteren Yyiizey yanit ve kontur grafikleri

Toplam flavonoid madde miktar i¢in yiizey yanit grafikleri incelendiginde, ekstrakte
edilen flavonoid madde miktar1 %75 etanol konsantrasyonuna kadar siirekli yiikselmekte,
daha sonra diisis goriilmektedir. En yiiksek flavonoid madde miktar1 %75 etanol

konsantrasyonunda elde edilmistir.

Ultrason destekli ekstraksiyonda toplam flavonoid madde miktar1 iizerine sicakligin
etkisi incelendiginde (Sekil 3.20 ve Sekil 3.21), sicakligin flavonoid madde ekstraksiyonu
tizerinde etkisi oldugu goriilmektedir. Ultrason banyosunun sicakligi arttirildikca, ekstrakte
edilen toplam flavonoid madde miktart sicaklik degeri 50 °C olana kadar siirekli artmig daha

sonra azalmistir.

Ultrason destekli ekstraksiyonda toplam flavonoid madde miktar1 iizerine zamanin
etkisi incelendiginde (Sekil 3.21 ve Sekil 3.22) Toplam flavonoid madde miktar1 yaklasik 45.

dakikaya kadar artis gostermis, bu dakikadan sonra azalmaya baglamistir.

Ultrasonik destekli ekstraksiyonda toplam fenolik ve toplam flavonoid madde miktari
lizerine yanit yiizey yanit grafikleri incelendiginde degiskenlerin toplam flavonoid madde
ekstraksiyon sonuglari {izerine etkisinin, toplam fenolik madde ekstraksiyon sonuglari {izerine

etkisi ile benzer oldugu goériilmektedir.
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Design Expert 8.0.7.1 programinin ikinci derece denklemleri icin ANOVA testi
sonuglart Cizelge 3.12°de verilmistir. Regresyon denklemi katsayilar1 hesaplandi ve veriler
ikinci dereceden polinom denklemine uyduruldu. ANOVA’dan elde edilen regresyon
denklemi gosterdiki R? (¢oklu korelasyon katsayis1) 0,9839 idi 0,75 in tizerinde bir deger
modelin uygunlugunu gostermektedir. Regresyon analizleri % 95 giiven araliginda yapildi.
Elde edilen modelin f degeri 41,46 dir ve p < 0,0001 olmasi tiiretilmis modelin uygun
oldugunu gostermektedir. Bu modelin  hesapladigi datalarda genel varyasyonun
belirlenmesiydi. Boylece bu model yanittaki varyasyonun %98,39’unu aciklamaya
muktedirdi. R? = 0,9584 ve Predicted R* =0,9184 olarak belirlendi, bu modelin iyi oldugunu
gosterdi. Iyi bir istatistiksel model i¢in, R? degeri 0-1,0 araliginda olmali, ve bu deger 1,0 e

yakindu.

Mevcut modelin adequate precision degeri 28,388 idi ve bu ayrica gosteriyor Ki
tasarim i¢in bu model kullanilabilecektir. Yeterlilik degeri signal/giiriilti oraninin bir

gostergesidir ve 4 ten biiyiik degerler bir modelin iyi olmasi i¢in temel 6n kosullardir.

Ayn1 zamanda, varyasyon katsayisinin (CV = 3,13 %) nispeten daha diisiik degerleri
yapilan degerlerin giivenilirligini ve daha iyi bir kesinligini gdsterdi. Kurutulmus Ginkgo
biloba yapraklar1 ekstraksiyonundan flavonoid madde miktarin1 tahmin etmek igin yiizey
yanit metodu basarili bir sekilde uygulanabilir. Varyasyon katsayisinin diisiik degerleri deney
sonuglariin giivenilirligini ve kesinligini gostermektedir. Calismamizda katsay1 degeri (CV)
3,13 idi. Varyasyon katsayis1 ne kadar diisiik olursa deneysel sonuglarin giivenilirligi ve

hassasiyeti o kadar yiiksek olur.

Sonug olarak Ginkgo biloba yapraklarindan flavonoid madde ekstraksiyonun

optimum kosullart:
Ekstraksiyon zamani: 47,883 dk.

Ekstraksiyon sicakligi: 36,336 °C
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Etanol konsantrasyonu : % 69,512 oldugu anlasilmistir.

3.5. Ginkgo Biloba Yapraklarimin Antibakteriyel Kapasite Sonuclari

Cizelge 3.17. Ginkgo biloba yapraklarimin antibakteriyel kapasite sonuclari

Mikroorganizma | PK Ginkgo biloba (ul) | NK(ul)

S DA VA P OFX |5 10 20 5 10 20

S.aureus 13 30 28 45 27 - 7 11 - - -
ATCC25923
E.coli ATCC35218 | 25 - - 9 50 - - - - - -

S; Streptomisin, DA; Klindamisin, VA; Vankomisin, P; Penisilin, OFX; Ofloksasin, PK;
Pozitif kontrol, NK; Negatif Kontrol

Hiicre duvarmin yapisi; Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerde birbirinden
farklidir. Bakterilerin Gram negatif veya pozitif olarak siniflandirilmalart  hiicre
duvarlarindaki yapr farklilarindan otliridir. Gram pozitiflerde protein agirlikli  yap1
oldugundan mor, Gram (-) hiicre duvari lipid ve lipopolisakkarit agirlikli oldugundan Gram
boyama sonucunda pembe boyanirlar. Bu farklilik kullanilacak antibiyotiklerin se¢iminde rol

oynar

Bu ¢alisgmada Ginkgo biloba metanol ekstratinin Gram (-) bakterilerden E.coli ve
Gram (+) lersen ise S.aureus’a karsi antibakteriyel etkisinin olup olmadigi arastirilmistir.
Calisma sonucunda 1 gr tartilarak 30 ml metanol’de ekstra edilerek kurutulmus ekstratdan 0.1
gr almarak 1000 pl metanol ekstratinda tekrar c¢oziilerek bos antibiyotik disklerine farkli

miktarlarda emdirilmistir.

Calisma sonucunda 10 ve 20 pl yiikleme yaptigimiz disklerin etrafinda sirasiyla
S.aureus’da 7 ve 11 mm’lik zon olustugu goriilmiistiir (Sekil 3.18). Ekstraktin E.coli’ye karsi

higbir antibakteriyel etki gostermedigi belirlenmistir.
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Benzer sekilde pozitif kontrol olarak kullanilan, Klindamisin (DA) ve Vankomisin
(VA) e’karsida bu bakterinin direngli oldugu goriilmiistiir. Muhtemelen bu farklilik hiicre

duvari yapisindan kaynaklanmaktadir.

Sekil 3.23. S.aureus zon bolgesi
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4. TARTISMA VE SONUC

Ana vatan1 Dogu Asya olan ginkgoinfa smifina mensup olan Ginkgo biloba nin
yapraklarindaki toplam fenolik madde miktar1 ve toplam flavonoid madde miktarinin
belirlenmesi i¢in Yiizey Yanit Analiz Metodu gelistirilip valide edildi. Optimizasyonda
ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon zamani ve ¢oziici konsantrasyonu ekstraksiyon
parametresi olarak kullanildi. Ekstraksiyon sicakligi, etanol konsantrasyonu ve ekstraksiyon
stiresinin Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon ile elde edilen ekstraksiyon sonuglari iizerinde
onemli etkiye sahip en uygun sartlar1 bulduktan sonra, Ginkgo biloba yapraklarindan 3 farkli
parametrede (ekstraksiyon zamani, ekstraksiyon sicakligi ve etanol konsantrasyonu) 20 farkli
ekstraksiyon yapildi. Ekstraksiyon parametreleri Design Expert programinda Centrel
Compozite tasarimi kullanilarak optimize edilmistir. Toplam fenolik madde miktar1 igin
Ekstraksiyon stiresi (31,22 dakika), ekstraksiyon sicakligi: 54,11°C, solvent konsantrasyonu
57,94% etanol; Toplam Flavonoid madde miktart i¢in ekstraksiyon siiresi: 47,88 dakika

ekstraksiyon sicakligi: 39,33°C, solvent konsantrasyonu: % 69,51 etanol bulunmustur.

Cynara scolimus L. Atiklarindan yapilan bir ¢aligmada ekstrakte ettikleri toplam fenolik
madde miktari, ¢alisilan en uzun siire olan 110,4 dakikaya kadar hizli bir artis gostermis daha
sonra azalmigtir [104]. Ficus carica L. Azenjar ile yapilan bir ¢aligmada toplam fenolik
madde ekstraksiyonu i¢in optimum ekstraksiyon siiresini 115,14 dakika olarak bulmus, bu
dakikadan sonra ekstrakte edilen toplam fenolik madde miktarinda diisiis meydana geldigini
bildirmislerdir. Toplam fenolik madde ekstraksiyonu, maksimum ekstrakt elde edilene kadar
kiitle transferinin artmasina bagli olarak zamanla arttigini bildirmislerdir [105]. Bu ¢alismada

ise fenolik madde miktar1 igin optimum ekstraksiyon siiresi 31,22 dakika bulunmustur.
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Tagetes erecta L. atiklart ile yapilan bir ¢alismada % 34,8 ile % 70 etanol
konsantrasyonlar1 arasinda fenolik madde ekstraksiyonunun etanol konsantrasyonu ile
arasinda onemli pozitif dogrusal bir iliski oldugu goriilmiistiir. %70 {izeri yiiksek etanol
konsantrasyonlarnda ise toplam fenolik madde miktarinda artis gériillmemistir [106]. llex
kudingcha C.J. Tseng ile yapilmis kudingcha igecegi ile yapilan bir c¢alismada, Toplam
fenolik madde %70 etanol konsantrasyonuna kadar artig gostererek, maksimum seviyeye
ulasmis 219,28 mg klorojenik asit/g olarak tespit edilmistir, bu degerden sonra toplam fenolik
madde igerigi diislise gecmistir. %50 ile %90 etanol seviyesinde tespit edilen toplam fenolik
madde igerigi istatistisel olarak onemsiz bulunmustur [107]. Bizdeki ¢alisma sonuglarindan
ise % 75 etanol konsantrasyonu igeren ekstraklarda toplam fenolik ve toplam flavonoid

madde miktarinda maksimum verime ulasilmistir.

Limon kabuklari ile yapilan ¢aligmada ultrason destekli ekstraksiyon ile % 30 ile 70
etanol konsantrasyonu araliginda ¢alismis olup; %30 etanol konsantrasyondan ile %63,93
etanol konsantrasyonuna kadar ekstrakte edilen toplam fenolik madde miktar1 artmus,
optimum noktada 15,08 mg GAE/g olarak bildirilmistir. Bu konsantrasyondan sonra ekstrakte
edilen miktarda azalma gorilmistiir [108]. Bu g¢alismada ise, Ginkgo biloba bitkisinin
yapraklarindan en yiiksek fenolik ve flavonoid madde miktarint  %75°lik etanol

konsatrasyonunda elde ettik.

Bugday kepeginden ultrason destekli ekstraksiyon yontemi ile ekstrakte ettikleri
fenolik maddelerin optimizasyonu galismasinda, artan etanol konsantrasyonu ile ekstrakte
edilen fenolik ve flavonoid madde miktarinda yavas bir artis oldugu rapor edilmis, % 60
etanol konsantrasyonunda gergeklestirilen ekstrasiyonda, optimum deger olan 2,99 mg GAE/g
degerine ulagmus, artan etanol konsantrasyonu ile ekstrakte edilen miktar azalarak % 95 etanol
konsantrasyonunda en diisiik seviye olan 1,48 mg GAE/g degerine diismistiir [109]. Bu
caligmada ise, Ginkgo biloba bitkisinin yapraklarindan % 75’lik etanol konsantrasyonunda

fenolik madde miktarimi1 2,508, flavonoid madde miktarini ise 1,618 olarak bulduk.
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Ikinci derece polinom modelinin deney verilerini tarif etmek igin yeterli oldugu
bulunmustur. Ayrica Ginkgo biloba yapraklarmin antibakteriyel etkisi Disk Difiizyon Test
metodu kullanilarak arastirilmis ve S. aureos bakterisine karsi antibakteriyel 6zellik gosterdigi

belirlenmistir.

Calismada Ginkgo biloba yapragi ekstraklarmin radikal giderme aktiviteleri de
arastirildi. Farkli tiir solvent iceren ekstraktlarin radikal giderme aktiviteleri % inhibisyon
degeri olarak hesaplanmistir. Ginkgo biloba ekstraktlarinin DPPH degerleri 1 mg/ml
konsantrasyondaki % inhibisyon degerleri karsilastirildiginda, DPPH radikali giderme
aktiviteleri sirasiyla; Metanol (% 80,3) > Etanol (% 48,1) > Hekzan (% 21,2) > Diklormetan
(% 15,8) > Saf su (% 2,2 ) olarak bulunmustur. Ginkgo biloba yapraklarmin etanol
solventinde yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi gozlenmistir. Giinlimiizde, yapay

maddelerden kacisin artmasinin dogal fenolik maddelerin 6nemini daha da artiracagi agiktir.

Gida, deri ve ilag bilimi alanlarindaki kullanim olanaklar1 yaninda insan sagligi
tizerine de onemli etkileri bulunan fenolik ve flavonoid maddelerin etki mekanizmalarinin
anlagilmas1 ve teknolojik olarak kullanilabilme yollarinin arastirilmasinin 6nemli oldugu
goriilmektedir. Bu dogrultuda, fenolik ve flavonoid maddelerce zengin olan meyve ve sebze
endistrisi atiklarinin da degerlendirilmesinde bu kaynaklarin kullanilmasini1 saglayabilecek
yeni tekniklerin {izerinde calisilmasi ve endiistriyel kullanim olanaklarinin arastirilmasinin

onemli oldugu soylenebilir.

Ginkgo biloba bitkisinin yapraklarindan toplam fenolik ve toplam flavonoidin
ekstrasiyon kosullarinin belirlerken ortamin H* kosullarida gdz oniine alinarak farkli pH
araliklarinda toplam fenolik ve toplam flavonoid madde miktar1 belirlenebilir. Tibbi agidan
cok 6nemli olan bu bitkiden toplam fenolik ve toplam flavonoid madde miktar1 eldesi igin
ekstraksiyonda farkl: asit tiirlerinin etkiside arastirilabilir. Ginkgo biloba bitkisinin yapraklari
tibbi acidan Onemli oldugu igin biz yapraklarini calistik ama arasgtirmalar bu bitkinin

meyvesinin de antioksidan kapasiteye sahip oldugunu gostermektedir.
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