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OZET
Arbutin bir¢ok tibbi bitkide bulunan dogal aktif bir bilesendir. Basta cilt kanseri

tedavisinde, idrar yolu enfeksiyonlar1 tedavisinde, sistit ve bobrek taslari tedavisinde,
yetigskinlerin ciltlerinde olusan lekelerin tedavilerinde kullanilir. Dogal arbutinin bitki
yapraklarindan ekstrtaksiyonu i¢in ¢evre ve insan sagligimi olumsuz etkileyecek toksik
kimyasallarin kullanildigi, tiretim stireleri uzun ve maliyeti yliksek ekstraksiyon yontemleri
yerine kisa ekstraksiyon zamani, minimum organik solvent tiiketimi olan yiliksek verime
sahip ekonomik, ¢cevre dostu kolay uygulanabilir Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon (UAE)
yontemi  gelistirilmistir. Bu ¢alismada ekstraksiyon verimi iizerine metanol
konsantrasyonu, ekstraksiyon zamani ve sicaklik gibi parametrelerin etkileri incelenmistir.
Optimizasyon i¢in Yiizey Yanit Metadolojisi (RSM) kullanilmistir. Bunun igin,
ekstraksiyon verimi iizerine etkin deneysel kosullar: metanol konsantrasyonu (25-75 % ),
kati/solvent oran1 (50 mL/200 mg numune), pH:1, ekstraksiyon siiresi (15-45 dakika),
sicaklik (30-60 °C) olarak secilmistir. Bu parametrelerin en iyi muhtemel kombinasyonlari
Yiizey Yanit Metadolojisi ile elde edildi. Calismamizin sonucunda; en iyi ekstraksiyon
verimi i¢in isletme kosullart pH:1, metanol konsantrasyonu (%): 56,81, ekstraksiyon
zamant: 29,66 dakika, sicaklik: 43,37°C olarak belirlendi. Bu isletme kosullarinda
arbutinin deneysel verimi % 3,10°dur. Elde edilen bu sonuglar armut yapraklarindan
Arbutin etken bileseninin ekstraksiyonu i¢in Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon (UAE) etkili

bir metot olabilecegini gostermistir.
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ABSTRACT
Arbutin is a natural active ingredient that is found in many medicinal plants. In the

beginning the treatment of skin cancer, urinary tract infections, cystitis and kidney stones
in the treatment of skin used in the treatment of stains that occur in adults. Natural arbutin
from the leaves of the plant that can adversely affect environmental and human health toxic
chemicals are used for the extraction, where the extraction time is long instead of short
production time and high cost extraction methods, minimum organic solvent consumption,
high efficiency, economical, environmentally friendly and viable Ultrasonic-Assisted
Extraction (UAE) method has been developed. In this study, methanol concentration on
extraction efficiency, the effects of parameters such as extraction time and temperature
were investigated. For optimization response surface methodology (RSM) was used. For
this, the effect on extraction yield experimental conditions: methanol concentration (25-75
%), solid/solvent ratio (50 mL/200 mg sample), pH:1, extraction time (15-45 min),
temperature (30-60°C) was selected as the. The best possible combinations of these
parameters were obtained by response surface methodology. As a result of our study; the
best pH for extraction efficiency operating conditions:1, methanol concentration (%):
56,81, extraction time: 29,66 minutes, temperature: 43,37°C has been identified as. The
experimental conditions in this business arbutin yield % 3,10. The leaves of the pear
arbutin component factor of this result for the extraction of Ultrasonic-Assisted Extraction

(UAE) have shown that it can be an effective method.
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1.GIRIS

Eski ¢aglardan beri birgok bitkinin tibbi amaglarla kullanildigi bilinmektedir. Tibbi
bitkiler ve onlarin kullanimlar ile ilgili en eski bilgiler Cin, Misir ve Yunan tarihinden
gelmekte, Anadolu'da ise Hitit'ler doneminde bazi droglarin iiretilip ihra¢ edildigi

bilinmektedir.

Glinlimiizde ise kullanilan bitki sayisinin 20,000 kadar oldugu, bunlardan 4,000
drogun yaygin sekilde kullanildigi, yaklasik 400 kadarmin ise ticaretinin yapildig
bildirilmektedir. Tirkiye'de tibbi amaglh kullanilan bitki sayisi ise 600 civarindadir [1].
Diinya Saglik Orgiitii’niin arastirmalar1 neticesinde, diinya niifusunun %80’ ninin bitkisel
ilaclarla tedavi edildigi goriilmiistiir [2]. Bir diger arastirmaya goére de, kullanilan ilaglarin
gelismis tlkelerde % 25’1, gelismekte olan iilkelerde ise % 75’1 bitki ve bitki tiirevlerinden
elde edilmektedir [3]. Bitkilerden elde edilen ilk aktif bilesikler striknin, morfin, atropin ve
kolsisin gibi alkaloitlerdir. S6giit agacinin kabuklarindan elde edilen aspirin ise 1897

yilinda sentezlenmistir.

Cilt kanseri tedavisinde, bobrek rahatsizliklar tedavisinde, cilt lekeleri tedavisinde
ve lekeler icin cilt beyazlatma ajani olarak kullanilan arbutin ise armut, ay1 tiziimii, bugday
gibi bitkilerden elde edilmektedir. Bitkilerden dogal arbutin ekstraksiyonu geleneksel
solvent ekstraksiyonu yontemiyle yapilmaktadir. Bu ekstraksiyon tekniklerinde gevre ve
insan sagligimi olumsuz etkileyecek toksik kimyasallar kullanilmakta, iiretim siireleri uzun
ve maliyet yiiksektir. Kisa ekstraksiyon zamani, minimum organik solvent tiiketimi ve
cevre dostu yeni ekstraksiyon tekniklerine ihtiya¢ vardir. Ultrasonik destekli ekstraksiyon;

ucuz, basit ve geleneksel tekniklere alternatiftir.

Arbutinle ilgili calismalar yillardan beri yapilmaktadir. Ornegin; A.K.
Chakraborty, Y.Funasaka, M. Komoto ve M. Ichihashi: insan melanositlerinde melanojenik
proteinlerine arbutin etkisini arastirmigtir. Akiu S, Suzuki Y, Asahara T, Fujinuma Y,
Fukuda M ise melajonez hiicreleri iizerinde biyokimyasal olarak kiiltiirlii B16 hiicreleri

kullanilarak arbutin etkisini incelemislerdir.



Bir diger calismada M.O. Masse ve arkadaslari tarafindan yapilmistir. Onlarda deri

beyazlatict kozmetiklerdeki kojik asit ve arbutinin tanimlanmasi ve kantitatif analizi

tlizerine ¢alismislardir.

Cizelge 1. 1. Bitkisel ilaglarin kronolojisi [4]

Yil flag Kaynagi Kullanim Alani Sirket
1826 Morfin Dogal Bilesiklerden Analjezik E.Merck
1899 Aspirin Analogundan sentezlenerek Analjezik Bayer
1941 Penisilin Dogal Bilesiklerden Antibakteriyel Merck
1964 Sefalosporin | Tiirevlerinden yari sentetik Antibakteriyel Lilly
1983 | CYCIOSPONIN | 1y ol Bilesiklerden Bagisiklik sistemi | o0/
A destekleme
1987 Artemisinin | Dogal Bilesiklerden Sitma ilact Baiyunshan
1987 Lovastatin Dogal Bilesiklerden Lipid diistirme Merck
1988 Simvastatin | Tiirevlerinden yar1 sentetik Lipid diistirme Merck
1989 Provastatin | Tiirevlerinden yar1 sentetik Lipid diislirme Sankyo/BMS
1990 Acarbose Dogal Bilesiklerden Anti-diyabetik Bayer
1993 Paclitaxel DOgalBﬂeslkl.erdenTureVIGrmd Anti-kanser BMS
en yari-sentetik
FK506 o Bagisiklik sistemi ..
1 . Dogal bilesikl F
993 (Tacrolimus) ogal bilesiklerden destekleme Hjisawa
1994 Fluvastatin Analogundan sentezlenerek Lipid diiglirme Sandoz
Docetaxel 3} . . . ;
1995 Tiirevlerinden yar1 sentetik Anti-kanser Rhone-PR
(Taxotere)
Topotecan SKB,
1996 . P Tiirevlerinden yar1 sentetik Anti-kanser Pharmacia &
Irinotecan .
Upjohn
1996 Miglitol Analogundan sentezlenerek Anti-diyabetik Bayer




2. Armut

2.1. Armudun Genel Ozellikleri

Her iki yarikiirenin 1liman iklim kusagi iilkelerinde yetistirilen armut, diinyanin en
onemli meyve agacglarindan biridir. Armut agaci tepeye dogru genisleyen ve

olgunlastiginda 13 m’ye ulasan boyuyla elma agacindan daha uzun ve daha diktir [5].

Armut sistematikte Roseaceae familyasinin Pomoideae alt familyasina dahildir.
Cins ad1 Pyrus dur. Bu cins i¢inde bir¢ok tiir bulunmasina ragmen 13 tiir 6nem kazanmistir
[6]. Pyrus cinsi igerisinde tiirler dogu ve bati armutlari olarak smiflandirilmistir [7].
Yapilan bu siniflandirmada bat1 armutlarinda 20 den fazla tiir bulunurken, dogu armutlar1 5
gruba ayrilmistir. Bat1 armutlar1 Avrupa, Kuzey Afrika, Yakin Dogu, Iran ve Orta Asya
bolgelerini kapsamaktadir. Dogu armutlar1 Ussurian armudu, Cin beyaz armut, Cin kumlu
armut, Xinjiang armut (P.sinkiangensis Yu) ve Japon armudu olarak belirtilmektedir. Dogu
armudu olarak adlandirilan tiirlerin yetistiricilikte ana¢ olarak kullanimi oldukca 6nemli bir

yere sahiptir [8].

Orijinleri ve ticari iiretimine gore yapilan bir diger siniflandirmada Avrupa armudu
(Pyrus communis L.), Japon armudu (P. pyrifolia Burm.) ve Cin armudu (P. bretschneideri
Rehd. ve P. ussuriensis Maxim) olarak belirtilmektedir [7-11].

Diinyada en 6nemli yere sahip olan tiir Pyrus communis L’ tur. Anavataninin
Anadolu, Kafkasya ve Orta Asya oldugu belirtilmektedir. Bulundugu bolgenin iklimine ve
toprak yapisina adaptasyonu ¢ok fazla olan bu tiiriin 600’ i askin ¢esitleri bulunmaktadir
[6]. Ayrica Anadolu, Pyrus tiirlerinden P. elaeagrifolia (ahlat), P. salicifolia, P.
amygdaliformis, P. elagrifolia, P. syriaca ve P. salicifolia tiirlerinin de anavatani1 olarak

bilinmektedir [12,13] ve bu tiirler kendiliginden veya asilanarak yetistirilmistir [8].

Pyrus communis tiirii tilkemizde de yaygin olarak yetistirilmektedir ayrica Pyrus
communis ssp. sativa ve Pyrus amygdaliformis; Canakkale, Balikesir, izmir, Manisa,

Aydin, Mugla, Usak, Kiitahya ve Antalya’da yetismektedir.



Pyrus elaeagrifolia; Kiitahya, Eskisehir, Bolu, Istanbul, Kastamonu, Sivas,
Ankara, Antalya ve Kayseri, Pyrus syriaca ve Pyrus hakkiarica; Hakkari ¢evresinde, Pyrus
anatolica Usak, Pyrus bulgarica Tekirdag ve Kirklareli, Pyrus salicifolia; Erzurum
¢evresinde, Pyrus boissiriana; Kars ¢evresinde yayilmistir. Karadeniz bolgesinde yaygin
olarak goriilen armut tiirii P. piraster’ dir [14]. Armutlarda tiir, alt tiir ve Yerel g¢esitlerin

belirlendigi bir¢ok ¢alisma yapilmistir [15].

Cizelge 2. 1. Diinya’da armut iiretimi [16]

Ulkeler Uretim (ton)
CIN 17 440 751
A.B.D 795 557
ARJANTIN 722 324
ITALYA 743 029
TURKIYE 461 826
ISPANYA 425 700
GUNEY AFRIKA 343 203
HINDISTAN 340 000
HOLLANDA 327 000
JAPONYA 294 400
KORE 282 212
DUNYA TOPLAM 25 203 753 62

Armutlar, meyve sekillerine ve olgunlagma zamanlara gore siniflandirilmaktadir.
Meyve sekillerine gore siniflandirma yag armutlari, yarim yag armutlari, bergamot, yari
bergamot, yesil uzun, siirahi, iri, pasl, misket, erimez, tar¢in, uzun hosaf, yuvarlak hosaf,
uzun sira seklinde olurken, olgunlagsma zamanlarina gore yazlik, giizlik ve kislik cesitler

olarak simiflandirilmaktadir [15].




Resim 2. 1. Armut bitkisi ve yapraklari

2.1.1. Armut Cesitleri

Pyrus Amygdaliformis

Badem yaprakli armut olarak bilinen Pyrus amygdaliformis, Rosaceae ailesinden bir
bitki tiiriidiir [17]. Giiney Avrupa, Akdeniz ve Bat1 Asya'ya 6zgii bir armut tiiridiir. 3-10
metre (9,8-32,8 ft) yiikseklige kadar yetisir. Nisan-Mayis aylarinda beyaz renkli ¢igekleri
acar. Meyve ac1 ve buruk tada sahiptir. Bu tiir Pyrus communis ve Pyrus pyraster tiirleri
ile iyi melezlesir [18].

Pyrus Anatolica

Tiirkiye’de Usak ilinde bulunan endemik bir armut tiiriidiir.



Resim 2. 2. Pyrus Anatolica meyvesi ve yapraklari

Pyrus communis

Avrupa armudu ya da ortak armut olarak bilinen Pyrus communis, Orta ve Dogu
Avrupa ve Giineybati Asya’ya 0zgii yerli bir tiiriidiir. Armut bahgeleri en ¢ok Avrupa,
Kuzey Amerika yetisen ve Avustralya’da gelistirilmistir. lliman bolgelerde yetisen 6nemli

meyvelerinden biridir [5].

Resim 2. 3. Pyrus communis ¢icek ve yapraklari



Pyrus Elaeagrifolia

Pyrus elaeagrifolia (ahlat) , Anadolu'da yaygin olarak yetisen yabani bir armut tiirtidiir.
Genelde ahlat yaygin adiyla bilinir. Baz1 yorelerde cakal armudu, ¢ordiikk gibi yoresel
isimleri de vardir. Ahlat, Anadolu'nun hemen her yerinde bulunan, bir agag¢ tiiridiir.
Kurakliga ve hava kirliligine dayamikli bir tlrdiir. Kurak yerlerde, orman
acikliklarinda, antropojen  bozkirlarda 6zellikle ormandan agilmig tarla iclerinde
cesitli alic (Crataegus) tiirleriyle birliktemeyvesi ve golgesi icin birakildigi yerlerde yaygin
olarak bulunur. Yetisme kosullarmna bagli olarak 3-10 metre arasinda boylanabilen
cogunlukla ufak bir agactir. Yapraklar: dar, gri-yesil yogun tiiylii ve tam kenarlidir. Nisan
ayinda ¢igek agar, meyvesi sonbaharda olgunlagir. Meyvesi li¢ dort cm. ¢apinda, oldukca
buruk lezzettedir [5].

Resim 2. 4. Pyrus Elaeagrifolia meyve ve yapraklari

Pyrus nivalis

Genellikle kar armut olarak bilinen Pyrus nivalis, Bat1 Asya ve Gliney-Dogu Avrupa'da
dogal olarak yetigsen bir armut tiiriidiir. Hafif eksi bir tad1 vardir. Agaci en fazla 10 metre
yiiksekliginde ve yaklasik 8 metre genisliginde uzayabilir. Az su kaynagina, cok yliksek ya
da diisiik sicakliklara dayanabilen ¢ok dayanikli bir bitkidir [5].



Resim 2. 5. Pyrus nivalis meyve ve yapraklari

Pyrus salicifolia

Ortadogu'ya 6zgii yerli armut bir tiirdiir. Sarkik olmasindan dolayr aglayan armut
gibi ¢esitli isimleri vardir. Agac yiiksekligi 10-12 metreye ulasir. Sogiite ¢ok benzer; sarkik
giimiis yapraklart vardir. Cigek tomurcuklart kirmizi uglu olamasina ragmen Siyah-beyaz
uclu organlarindaki ile goze ¢arpar. Kiigiik yesil meyveler sert ve eksidir, yenmezler bu

nedenle siis agaci olarak dikilirler [5].

Resim 2. 6. Pyrus salicifolia meyve ve yapraklari



Pyrus serikensis

Serik armudu veya halk arasinda ‘Zingit’ veya ‘Gurmut’ olarak adlandirilmaktadir.
Ulkemizde sinirli yayilisa sahip olan Zingit’in (Serik Armudu) taksonomik durumu 1994
yilinda yeniden degerlendirilerek Prof. Dr. Adil Giiner ve Prof. Dr. Hayri Duman
tarafindan ayr1 bir tiir oldugu belirtilerek literatiire “Pyrus serikensis” adiyla gegirilmistir.
Tiirtin neslinin tilkenmekte oldugunun fark edilmis olmasi sonucunda, 1990 yilinda
Bakanlar Kurulu ile “Belek Ozel Koruma Bolgesi” olarak ilan edilen 11200 hektarlik
alanda koruma altina alinmistir. Serik armudu Ulkemizde nesli tehlikede olan endemik bir
tirdiir. Agag¢ ya da cali formunda 10 m’ye kadar boylanabilen bu bitki genellikle tarla ve
yol kenarlar1 ile dere ve kanal boylarinda 150 m’ye kadar rakimlarda daginik halde

bulunurlar [5].

Resim 2. 7. Pyrus serikensis meyve ve yapraklari

Pyrus syriaca

Suriye armudu, Rose ailesinin yaprak doken bir armut tiiriidiir. Genellikle Akdeniz
maki, Celile ve Golan toprak cinslerinde yetisir. Agaci Mart ve Nisan aylarinda beyaz

cicekler acar. Meyvesi Eyliil ve Ekim aylarinda olgunlasir [5].


http://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiM37Gp_ZzLAhWBuhQKHaGBAwQQjRwIBw&url=http://dogalhayat.org/kategori/turkiyenin-canli-turleri/plantae/tracheobionta-iletim-demetliler/magnoliophyta/magnoliopsida-rosidae/rosales/rosaceae/&psig=AFQjCNEBexliGK5SzrH1N1sGG8t8UcLuVQ&ust=1456835502387097

Resim 2. 8. Pyrus sriaca meyve ve yapraklari

2.2.Arbutin

Arbutin (4-hydroxyphenyl-p-D-glucopyranoside) bir p- glycosylated hydroguinone
dur. Arbutin ilk olarak 1881 yilinda Schiff ve Michael 1882 yilinda Macbeth ve Mackay
tarafindan dogal kaynaklardan izole edilmis ve tanimlanmistir. Pek ¢ok bitki tiirliniin
yapraklarinda ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda bulunmustur. Ornegin Arctostaphylos uva-
ursi (bearberry) yapraklarinda (% 7) [19] ve Vaccinium vitis- idaeae (cowberrry) [20] gibi
diger bitkilerdede bulunur.

Arctostaphylos uva-ursi (bearberry), arbutin varligi nedeniyle olan onun idrar
soktlirticti ve idrar antiseptik Ozellikleri geleneksel tipta kullanimi uzun bir gegmise
sahiptir. Arbutinin aglikonu hidrokinon aninda kuruyan tutkalin iretiminde giiglii
antioksidan 6zellikleri nedeniyle endiistriyel olarak kullanilir.

Arbutin ve onun metaboliti hidrokinon Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureu un in-vitro gelisimini engelledigi rapor
edilmistir [21]. Alimindan sonra, arbutin hydroquinone metabolitini vermek {izere,
bagirsak florasinda hidrolize edilir. Daha sonra emilir ve glukoronati ve siilfat esterleri
idrarla atilir [20].
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Idrar alkali (pH 8) iken bu aktif hidrokinon tiirevleri idrar mukoza iizerinde bir
antiseptik ve sikilastirict etki gosterirler. Ureaplasma urealyticum ve Mycoplasma
hominise kars1 6nleyici biiytime etkinligi de rapor edilmistir.

Ayrica Arbutin biraz antitiisif etkiye de sahiptir: agizdan alinan 50-100 mg/kg
viicut agirligi dozu oksiiriik ataklarii ve sikligini biiyiik oranda azaltmistir. Arbutin ayrica
melanin sentezini engelleyerek kozmetik preparatlarda renk giderici (cilt beyazlatma) ajan
olarak kullanilir [22]. Ozellikle Asya iilkelerinde kozmetik iiriinlerde cilt beyazlatma ajan1
olarak kullanilmasina ragmen, bu uygulama ¢ok tartismalidir. Kozmetik iriinlerinde
arbutinin kullanimi uzun siireli stabilitesinin belirsizligi ve sonugta toksik olmasi nedeniyle
Avrupa Birligi tilkelerinde heniliz onaylanmamustir.

Arbutin iceren ilaglar, basta cilt kanseri tedavisi olmak iizere; idrar yollari
enfeksiyonlarinin tedavisi, bobrek tasi tedavisi, yetiskinlerin cildinde goriilen ¢il ve
lekelerin tedavisi, yagliliktan ve ozon tabakasiin delinmesinden kaynaklanan lekelerin
tedavisinde cilt beyazlatma ajani olarak kullanilir. Arbutin, dogal bugday, armut derileri ve
yaban mersini ve kizilcik yapraklarinda bulunur ve idrarla atilan {iriiniin ¢ogu hidrokinon
iiretmek icin viicut tarafindan metabolize edilir. Arbutin lokal uygulanmasi en az diizeyde

sistemik emilimi ile melanin tiretimini inhibe eder [23].

2.2.1.Tarihi ve Onemi

Arbutin ay1 liziimii (Arctostaphylos UVA wursi) gibi, bitki yapraklarindan ekstre
aktif bir bilesendir. Tarihsel, 6zii bir idrar soktiiriicli olarak ve idrar yolu enfeksiyonlari,
sistit ve bobrek taslar1 tedavisi igin kullanilmigtir [24]. Arbutin hidrokinon, antimikrobiyal,
sikistirict bir fenolik madde ve dezenfekte edici 6zelliklerine viicutta donistiiriilir [24].
Topikal hidrokinon hiperpigmentasyon i¢in ortak bir tedavi yontemidir. Arbutin glikosile

benzokuinon oldugu kabul edilir.

Cinkii bu hidrokinon hiperpigmentasyon kosullarinda etkili olmayan fenolik
madde olarak doniistiirtir. 1990 yilinda, hidrokinon toksisite uva-ursi 6zleri diyet olmayan

recete sozlii ilaglar ve / adet ditiretik {irlinlerin men edilmesi istenir [24,25].
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2.2.2.Uygulamalar:

Arbutin renkli fotograf, diiiretikler, liriner sistem igin anti-enfeksiyon igin bir
stabilize edici olarak kullanilir ve deri aydinlatict madde olarak faydalidir. Arbutin melanin

olusumunu inhibe hidrokinon gibi benzer etkilere sahiptir.

2.2.3. Kimyasal ozelligi

Kimyasal ad1: arbutin, arbutin veya hidrokinon beta-D-glukopiranosid

Molekiiler formiil: hidrokinon hidrolize edilir Glucosulated hidrokinon (eter ve glikosit her

ikisi).
Molekiiler formiil: C1,H1607

OH

Resim 2.2. 1. Arbutin yapisi

Arbutin takviyeleri veya formiilasyonlar eklenen suda ¢oziilebilir olan beyaz bir
kristal tozdur. Arbutin bu tiir ¢aylar ve kapsiiller gibi bitkisel ilaglar, i¢cinde uva-ursi

bitkisinden bir ezilmis yaprak veya toz olarak mevcuttur.
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Arbutin de ticari olarak acetobromglucose ve hidrokinon arasindan, ya da fosfor
oksikloriiriin mevcudiyetinde beta-D-glikoz pentaasetat ve hydroquinonemonobenzyl eter

reaksiyonundan sentezlenebilir [25].

2.2.4.Genel Uretim Siireci

Armut 06zii, tirozin, oksidasyon reaksiyonlar1 melanin olusumunu engellemeye
yardimc1 olmak i¢in bir indirgeyici ile birlestirilmistir. Diger tirozinaz inhibitorleri gibi
portakal 0Ozii, limon Ozii ve salatalik 6zii gibi tamamlayici malzemeler ile birlikte
hipoalerjenik asit, laktik asit, eritromisin eklenerek formiilasyon olmasina yardimci

olunabilir.

2.2.5.Mevcut Formiilasyonlar

Arbutin cilt agartict kremler ve serumlar dahildir. Ornegin retinol ve alfa hidroksi
asitler gibi diger maddeler dermal katmanlarina arbutin penetrasyonunu arttirmak iizere

eklenebilir [25].

2.2.6.Biyolojik Aktivite

Sistemik arbutin mide-bagirsak yolunda absorbe edilir ve biyo elde edilebilir
hidrokinon haline doniistiiriiliir. Hidrokinon, bdylece melanin DOPA déniisiim azaltarak
melanin retimini etkileyen enzim tirozinazi inhibe eder [24]. Enzim inhibisyonu
melanozomlarin ve melanosit yikimini destekler. Arbutin lokal uygulanmasi daha yiiksek
konsantrasyonlarda daha az toksisite ve tahrig ile hidrokinon lokalize bir etki saglar.
Caligsmalar arbutin tirozinaz aktivitesi ve melanositlerde melanin igeriginin bir doza-bagh

diististi trettigini gostermistir [25,26].

13



2.2.7.Kullanmildig1 Baz1 Alanlar

2.2.7.1. Hiperpigmentasyon

Arbutin post inflamatuar hiperpigmentasyon ve etkili hiperaktif mesane ile

karakterize dolasan pislikleri temizleyip tedavi etmek igin kullanilir. [25].

2.2.7.2.Yas Lekeleri

Lentigolarda kalic1 karaciger lekeleri, yaslilik lekeleri ya da giines lekeleri olarak
bilinen benekler derinin pigment bozuklugu nedeniyle olusur. Arbutinin topikal

uygulanmasi sonucunda zamanla biriken melanin igeriginin bozulmasini 6nlenir [27].

Resim 2.2. 2 Yas lekeleri
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2.2.7.3. Melazma ve Chloasma

Melazma genellikle genis hormonal degisimler nedeniyle hamile kadinlarda tecelli
eder. Arbutin iceren jelle tedavi klinik ¢aligmalarda, hastalarin pigment yogunlugunda

onemli bir diisiis sergilenmistir [27].

2.2.7.4.Ciller

Ciller agik tenli bireylerde daha cok goriilen, baskin konsantre melanin kiimeleri
olarak tanimlanan cilt lekeleridir. Formasyonu ve renk yogunlugu melanositler tarafindan
melanin tiretimini uyarir ve UVB tarafindan tetiklenebilir. Arbutin melanosit aktivitesini

inhibe eder ve keratojen tabaka melanin i¢eriginin bozulmasina desteklemeye yarar [27].

Resim 2.2. 3. Ciller
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2.3. EKSTRAKSIYON YONTEMLERI

Nitel ve nicel analiz, bir Ornek hazirlama islemine karar verici bir etkendir.
Ekstraksiyon basamagi, ¢ogu analitik islemlerin vazgecilmez bir pargasidir. 1879 yilinda F.
Soxhlet tarafindan gelistirilen ve 1980’lerin ortalarina kadar ¢ok popiiler olan Soxhlet
ekstraksiyonu giliniimiizde hala rutin laboratuvarlarin ¢ogunda kullanilmaktadir. Son
yillarda gelismis ekstraksiyon tekniklerine artan bir talep olmustur. Bunun nedeni,
otomasyona uygun olmasi, ekstraksiyon zamaninin kisalmasi, organik solvent tiiketiminin
azalmasi, analitik laboratuvarlarinda kirliligin 6nlenmesi ve 6rnek hazirlama maliyetindeki

azalmadir [29,30].

Yeni teknolojilerin gelisimine paralel olarak, ekstraksiyon prensiplerinin temel
anlayisi ilerlemistir. Bu ilerleme, 6rnek hazirlamada yeni yonelimlere yol agmistir. Bunlar,
mikroekstraksiyon, minyatiirlestirme ve analitik islemlerde kullanilan 6rnekleme, ayirma
ve kantitasyon basamaklarinin entegrasyonudur [31]. Bu yiizden 6rnek hazirlamada, klasik
ekstraksiyon tekniklerinin yerini mikrodalga-destekli ekstraksiyon, siiperkritik sivi
ekstraksiyonu, basingli sivi ekstraksiyonu (veya hizlandirilmig solvent ekstraksiyonu),
sonikasyon-destekli sivi ekstraksiyonu gibi teknikler almistir. Bu teknikler arasindaki
benzerlik, ekstraksiyon olayinin hizini1 6nemli 6l¢iide artiran, yiiksek sicaklik ve basincta

calisma olasiligidir.

2.3.1.0rnek Onislemleri

Bir O6rnegin analizi; ornekleme, 6rnek hazirlama, 6rnek analizi ve veri isleme
olmak {izere dort farkli basamaktan olusur. Ornek ©nislemleri, modern analitik
metodolojinin 6rnek hazirlama basamaginda énemli bir rol oynar ve 6rnekleme ile birlikte
anahtar basamaklardan birisidir. Ayn1 zamanda, analizin en fazla hataya egilimi olan
kismidir. Ornek 6nisleminin amac, ilgilenilen analitleri matriksten izole etmek ve analizin
seciciligini, tayin edilebilirligini, giivenilirligini, dogrulugunu ve tekrarlanabilirligini

artirmaktir.
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Ornek hazirlama, kirli olarak adlandirilan kompleks ornekler igin cogunlukla
temizleme islemlerini igerir. Buna ilaveten, genellikle analitlerin analitik yOntem
tarafindan Olglilebilen uygun seviyeye zenginlestirilmesi gereklidir. Gerekli 6rnek
hazirlama, &rnegin dogasina ve kullanilan analitik metoda baglidir. Ornek matriksleri,
organik veya inorganik olarak siniflandirilabilir ve kat1, sivi veya gaz seklinde alt gruplara
ayrilabilir. Ornegin homojenizasyonu ve kurutmasi, genelde oOrnek isleminin ilk

basamaklaridir. Bir sonraki 6rnek onislem basamagi genellikle ekstraksiyondur [32].

Cizelge 2.3. 1. En yaygin kullanilan 6rnek onislem teknikleri

Yontem Ornek tipi
Tartma Tartma Sivi, kat1
Kurutma Gaz, s1vi, katt
Fitrasyon Sivi
pH ayarlama Sivi
Homojenizasyon Kati
Ogiitme (Grinding) Kat1
Coktlirme Biyolojik ornekler
Karistirma Gaz, s1vi, kat1
Oziimseme (Digestion) Kat1 biyolojik érnekler
Hiicre pargalanmasi (cell disruption) Kati, s1v1 biyolojik érnekler
Diyaliz Sivi
Ultrafiltrasyon Sivi
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2.3.2.Soxhlet Ekstraksiyonu

Soxhlet ekstraksiyonu ozel bir cihazda gergeklestirilir (Sekil 2.3.1.). Kat1 veya
yari-katt numuneler i¢in uygundur. Soxhlet ekstraktorii, en eski ekstraksiyon
sistemlerinden biridir ve hala genis Olclide kullanilmaktadir. Soxhlet ekstraktorii, bir
solvent sisesi, orta ¢emberde bir sivi akis borusu (sifon), sogutulmus bir kondansor
(yogusturucu) ve 1sitma sisteminden meydana gelmistir. Kat1 6rnek, orta ¢emberin i¢indeki
ektraksiyon bdlmesinin ic¢ine yerlestirilir. Solvent bunun altindaki solvent sisesinin igine
konur. Solvent kaynama sicakliginin {izerinde 1sitilir ve kaynayan solventten gelen
buharlar yogunlagsmanin oldugu kondansatére hareket eder; yogunlasir, 6rnege dogru
damlar. Solvent Ornegi slatir ve daha sonra solvent seviyesi sifonun tepesine ulasir
ulagsmaz, solvent tiim 6rnek bolmesini bosaltarak, solvent sigesine geri damlamaya baglar.

Boylece sicak solvent birkag¢ kere 6rnek igerisinde sirkiile olur.

Ekstrakte olan analitler solvent sisesinin i¢inde kalirken, yalnizca temiz solvent
buharlastigindan, her dolasimda taze solvent kullanilir. Cevrim sayisini ve ekstraksiyon
zamanini rapor etmek daha iyi bir karsilagtirma i¢in Onemlidir. Tipik ekstraksiyon
zamanlar1 6 saatten 24 saate kadardir ve oldukga biiyiik solvent hacimleri (100-500 mL)
gereklidir. Ekstraksiyon solventleri genellikle saf organik solventler veya bunlarin
karisimlaridir. Soxhlet ekstraksiyonu, esas olarak organik bilesiklerin kat1 drneklerden
ekstraksiyonunda kullanilir. Bilesikler, solventin kaynama sicakliginda termal olarak
kararli olmalidir. Eszamanli ekstraksiyona izin veren Soxhlet cihazi ¢ok diisiik maliyetle
temin edilebilir. Yontemin kullanilmast esnasinda karsilasilan problemler o6rnek
bolmesinin temizliginden kaynakli olabilir. Kullanmadan once, temiz bir solventle

ekstrakte ederek temizlemek en iyisidir [32].
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Resim 2.3. 1. Soxhlet ekstraktor cihazi

Geleneksel Soxhlet ekstraksiyonu bazi cazip avantajlara sahiptir. Ornek, siirekli
olarak taze solvent ile temas halindedir. Boylece matriksten analitin uzaklastirilmasi artar.
Distilasyon balonuna uygulanan 1siyla, ekstraksiyon kavitesine ulasildigindan, sistemin
sicakligi oda sicakligindan daha yiliksek olur. Sistem bu yiiksek sicaklikta degismeden
kalir.

Ayrica, 6ziitlemeden sonra filtrasyona gerek kalmaz ve Ornekten lretilen madde
miktari, birka¢ eszamanli ekstraksiyon paralel olarak gerceklestirilerek arttirilabilir. Diistik
maliyetli basit ekipman kullanilmas1 buna olanak saglar. Dahasi, Soxhlet ekstraksiyonu az
ugras gerektiren cok basit bir metodolojidir. En son kullanilan alternatiflerinin ¢cogundan
(mikrodalga destekli ekstraksiyon, siiperkritik sivi ekstraksiyonu gibi) daha fazla miktarda
ornek kiitlesi ekstrakte edilebilir [33,34].

Soxhlet  ekstraksiyonunun  diger katt o6rnek  hazirlama  teknikleriyle
karsilastirildiginda en 6nemli dezavantajlari, uzun zaman gerektirmesi ve biiyiik miktarda
organik solvent kullanmasidir. Cok miktarda solventin zararsiz hale getirilmesi yalnizca
pahali degil, ayn1 zamanda cevresel problemlerin kaynagidir. Ornekler genellikle solventin
kaynama noktasinda uzun siire ekstrakte edilir. Bu da termal olarak kararsiz olan hedef

tiirlerin bozunmasina yol agabilir.
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Geleneksel Soxhlet cihazi, siirecin hizlanmasina yardimei olan ¢alkalama saglamaz.
Biiyiik miktarlarda solvent kullanildigindan, ekstraksiyon sonrasi buharlastirma/derigtirme

basamagi zorunludur. Soxhlet teknigi solvent se¢iciligi ile sinirlidir ve otomasyonu zordur

[35,36].

Ayni1 temel prensibe dayanan Soxhlet ekstraktorlerinin modern versiyonlari
gelistirilmistir. Bunlar, basingli Soxhlet ekstraksiyonu, otomatiklestirilmis Soxhlet
ekstraksiyonu, ses dalgalart destekli Soxhlet ekstraksiyonu ve mikrodalga destekli Soxhlet
ekstraksiyonudur. Soxhlet ekstraksiyonu yiizylldan fazla zamandir avantajlarini
kanitlamistir. Bu avantajlar ¢ogu eksikliklerin iistesinden gelmistir. Bunlar1 soyle

siralayabiliriz:

1. Basingli Soxhlet ekstraksiyonunda, Ornek kartusuna uygulanan basincin
artmasiyla, solventin kat1 6rnege niifuz etmesi kolaylagsmistir. Bunun sonucu ekstraksiyon
zamant kisalmis ve solvent hacmi de azalmistir. Bununla beraber yliksek basingta

calismak, deneysel kurulumu zorlastirmaktadir.

2. Otomatiklestirilmis Soxhlet ekstraksiyonunda kullanilan farkli 6zellikteki birkag
ticari ekstraktoriin ortak paydasi: ekstraksiyon siiresini kisaltma, ekstraktant (ekstraksiyon
yapan madde) hacmini azaltma ve birkag Ornegin es zamanli ekstraksiyonuna olanak

saglamaktir. Bu cithazlarin en 6nemli kusuru yiliksek maliyet ve ¢ok yonlii olmamasidir.

3. Dis enerjilerle ekstraksiyonun desteklenmesi (ultrasonik enerji ve mikrodalga

kullanimi) Soxhlet ekstraksiyonunun eksiklerinin giderilmesi igin en iyi alternatiftir [35].

2.3.2.1.Uygulamalari

Soxhlet ekstraksiyonu hem ¢evresel analizlerde, hem de gida analizlerinde
uygulanmistir. Falandysz ve arkadaslar1 balikta poliklorlu bifenilleri tayin etmislerdir.
Baliklarin kas dokular1 alinmis ve homojenize edilmistir. Petri kaplarinda dondurulmus ve
liyofilize edildikten sonra hekzan ile Soxhlet cihazinin gelismis bir versiyonunda (Soxtec
HT6) ekstrakte edilmistir. Analiz gaz kromatografisi-elektron yakalama dedektoriinde
(GC-ECD) gergeklestirilmistir [37].
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Diagne ve arkadaglari, Soxhlet ekstraksiyonu yontemiyle fasiilyeden organofosforlu
bir insektisit olan fenitrotiyon kalintilarini ekstrakte etmislerdir [38]. 10 g 6rnek 24 saat
boyunca 200 mL diklormetan ile solventin kaynama sicakliginda muamele edilmistir. Daha
sonra ucurularak zenginlestirilen 6rnek yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ve

GC-ECD ile tayin edilmistir.

2.3.3.Basin¢ch Siv1 Ekstraksiyonu (Pressurized Liquid Extraction, PLE)

Ekstraksiyon i¢in olduk¢a yeni bir tekniktir. Hizlandirilmig solvent ekstraksiyonu
olarak da adlandirilir. Ornegi sizdirmaz bir yiiksek basing ortaminda tutarak, geleneksel
solventler i¢cin daha yiiksek sicakliklar kullanilmasina izin veren bir ekipman kullanir.
Yiikseltilmis basing, solventin daha yliksek sicakliklarda sivi halde bulunmasini saglar.
PLE’de verim ve seciciligi etkileyen kritik faktorlerden biri ekstraksiyon sirasinda

uygulanan sicakliktir.

Yiiksek sicakliklarin kullanimi, van der Waals kuvvetleri, hidrojen bagi ve dipol
cekim gibi analit-6rnek matriksi etkilesimlerinin bozulmasina yardimci olarak ekstraksiyon
verimini artirir [39]. Termal enerji kullanimi1 benzer molekiiller arasindaki kohezyon ve
farkli molekiiller arasindaki adhezyon kuvvetlerinin iistesinden gelinmesine yardimci olur.
Bu durumda geribirakma (desorpsiyon) siireci i¢in gerekli aktivasyon enerjisi azalir.
Yiikseltilmis sicaklik solventin, ¢Oziinenin ve matriksin yiizey gerilimini distiiriir. Bu
yiizden 6rnegin 1slanmasi artar. Solvent yiizey geriliminde azalma, solvent kavitesinin daha
kolay olusmasini saglar. Boylece analitlerin solventte daha hizli ¢éziinmesine izin verilir
[40].

Artan sicaklik sivi solventin viskozitesini azaltir ve matriks partikiillerinin igine
girmesini kolaylastirir. Sicaklik, giiclii analit ve matriks etkilesimlerinin bozulmasina
yardim eder ve denge zamanimi kisaltan diflizyon hizlarini artirir. Bu durum 6zellikle
diflizyon kontrollii orneklerde daha hizli ekstraksiyonlara izin verir. PLE’nin temel
ozelligi, gerekli solvent miktarin1 6nemli dl¢iide azaltirken, ekstraksiyon siirecinin hizini

artiran yiiksek difiizyon sivilart kullanmasidir [41].
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Yiikseltilmis sicaklik nedeniyle ekstraksiyon kinetigi de daha hizlidir. PLE’ nin
amaci, yiiksek sicaklik ve basing kullanarak sivi ekstraksiyonunu gelistirmektir. Yiiksek

sicaklik ve basing, solventin 6rnek matriksinin i¢ine niifuz etme kabiliyetini artirir.

Genellikle ekstraksiyon, solventin atmosferik kaynama noktasinin iistiindeki bir
sicaklikta gerceklestirilir. Analitlerin yayilma giici ve c¢Ozlniirliigii, artan sicaklikla
artmaktadir. Bu ekstraksiyonu daha hizli ve daha etkin yapmaktadir [39,42]. Ekstraksiyon
sirasinda uygulanan basincin temel avantaji, sicaklik kaynama noktasinin tizerine ¢iksa bile
solventin stvi durumda kalmasidir. Ekstraksiyon esnasinda yiiksek basing, solventin analite
ulagmasini engelleyen, matrikste bulunan hava kabarciklar ile ilgili problemleri kontrol

eder. Bu kosullar analitin ¢éziiniirliiglinii ve matriksten desorpsiyon kinetigini artirir [43].

Bu yiizden tiim siire¢ Soxhlet ekstraksiyonundan daha hizhidir. Isitma sonrasinda
ekstraksiyon hiicresi, solventin normal kaynama sicakliginin altina kadar sogutulur. Daha
sonra hiicreye yiiksek basing uygulanir. Bu basing, solvent ve ekstrakte edilen materyali bir
filtreden gecerek disariya gikmaya zorlar. Ekstraksiyon kinetigini artiran 200 C’ye kadar
yiikseltilmis sicakliklarin kullanilmasindan dolayi, solventin kaynamasini 6nlemek i¢in 20
MPa kadar basing gereklidir. Gerekli solvent miktari, geleneksel sivi ekstraksiyon

yontemlerinda kullanilan miktardan daha azdir [44] .

PLE’nin simirlamasi, 1sisal kararli olmayan 6rnekler ig¢in uygun olmamasidir [44].
Bununla birlikte olasi en yiiksek sicaklik ve basing, mutlaka en yiiksek verimle
sonuglanmaz. Bozucu etki de yapabilir. Ayrica ekstraksiyon verimini etkileyen birkag
degisken daha vardir. Bunlar; ekstraksiyon zamani, solvent sec¢imi, solvent hacmi ve
yiiklenen 6rnek miktaridir. Orijinal 6rnegin bilesimine (organik bilesim, su igerigi, partikiil
boyutu ve heterojenite) ek olarak, drnek 6n hazirlama teknikleri de (kurutma, 6gtitme gibi)

sonucu etkileyebilir [45].

PLE statik modda, dinamik modda veya bunlarin kombinasyonuyla
gerceklestirilebilir. Dinamik modda, solvent Ornegin icinden akar. Statik basingli sivi
ekstraksiyonu manuel olarak kapali bir kapta gergeklestirilebilir. Fakat ekstraksiyon daha
cok otomatik bir enstrii- manla gerceklestirilir. Tipik bir PLE sistemi, bir firin,
ekstraksiyon hiicresi, pompa ve basing altinda tutan sistem, birka¢ vana ve toplama

kaplarindan olusur [46].
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Statik ekstraksiyon modu su basamaklari igerir:
1. Ekstraksiyon hiicresine 6rnegin yiiklenmesi
2. Hiicrenin organik solvent ile doldurulmasi

3. Hiicrenin sicaklik ve basincinin ayarlanmasi
4. Ornegin belirli bir zaman ekstrakte edilmesi

5. Basincin serbest birakilarak solventin toplama kabina transfer edilmesi. Tim

ekstraktin toplama kaplarina ulagmasini saglamak i¢in hiicrenin temiz solventle yikanmasi
6. Uygun bir gaz kullanarak 6rnekten solvent atiklarinin temizlenmesi

PLE sisteminde toplanan hacim miktar: hiicre biyiikligiine baglidir. 10-100 mL

arasinda olabilir. Bu yiizden son ekstrakti deristirmek i¢in buharlastirma basamag:

gereklidir [46].

Raonire Paneh

Resim 2.3 2. PLE sistemi
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Ornek ekstraksiyon hiicresine yiiklenmeden 6nce, genellikle dnislem uygulanir.
Toprak ve benzeri matrikslere hava ile kurutma (24-48 saat) ya da dondurarak kurutma
uygulanir [47,48]. Ornegin kurutulmas: &nemlidir. Ciinkii matriksteki su ekstraksiyon
verimini diistiriir. Soxhlet ve siiperkritik akiskan ekstraksiyonunda, yiiksek miktarda suyla
basa c¢ikmak i¢in Ornege sodyum siilfat eklenmesi Onerilmistir [49,50]. Kurutma
basamagini ¢cogunlukla eleme (2 mm elek) 22 veya 6rnegin 100-1000 um aralifinda bir
boyuta &giitiilmesi izler [32]. Ornegin daha kiiciik boyutlara o6giitiilmesi (<15um),
kisaltilmis difiizyon yol uzunlugundan dolay1 analitin partikiil yiizeyine tasinmasini

kolaylastirmada avantaj saglayabilir [45].

Ekstraksiyon verimi, 6rnek matriksinin dogasina, ekstrakte edilen analite ve analitin
matriks icindeki yerine baglidir. Heterojen Orneklerin ekstraksiyon siireci Pawliszyn
tarafindan 2003 yilinda bir model ¢izilerek agiklanmistir [12]. Bu model &rnek
partikiiliiniin gozenekli ve bir organik katman tarafindan sarildigin1 varsaymistir.
Ekstraksiyon ve analitin 6rnek matriksinden geri kazanimi birka¢ basamakta belirtilebilir.
Ik olarak analitin ekstraksiyon kabindan uzaklastirilabilmesi icin, bilesik 6rnek
matriksindeki etkin bolgelerden geri birakilir. Daha sonra matrikssivi arayiizeyine
ulasabilmek i¢in, matriksin organik kismina dogru diflize olur. Bu safhada analit,
ekstraksiyon fazmna dagilir. Sonra porlarin i¢inde bulunan ekstraksiyon fazi arasindan
difiize olur ve taginim yoluyla ekstraksiyon fazi kismina ulasir. Ekstraksiyon siirecinin son

asamasi ekstrakte edilen analitin toplanmasidir [31,46].

Ekstraksiyon siirecindeki kritik bir basamak, analitin 6rnek matriksi igindeki

pozisyonudur. Bes farkli pozisyon oldugu varsayillmigstir.
1. Matriks ylizeyine adsorbe olmasi
2. Bir solvent gozeneginde ¢oziinmesi ve/veya ylizeye adsorbe olmasi
3. Matriksin mikro/nano gozeneginde ¢ozlinmesi/adsorplanmast
4. Matrikse kimyasal olarak baglanmasi

5. Ekstraksiyon solventinde ¢6ziinmesi [31].
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Ekstraksiyon siirecinde hiz sinirlayici basamak ekstrakte edilen matriksin dogasina
baglidir. Dogal tortu (sediment), toprak ve c¢amur Orneklerinin calisildigi c¢evresel
uygulamalarda, solut-matriks etkilesimlerinin {stesinden gelmek zor oldugundan,
ylizeyden birakma basamagi genellikle hiz-sinirlayict basamaktir. Bitki materyallerinde

hiz-sinirlayici basamak daha yaygin olarak ¢oziinme veya difiizyon basamaklaridir [55,56].

2.3.3.1.Uygulamalari

PLE, kati ve yari-kat1 orneklerin ekstraksiyonu igin gelistirilmig bir tekniktir.
Omnekler genellikle toprak, tortu veya gida drnekleridir. Cogu durumda, PLE igin organik
solventler kullanilir. Kritik alti (subcritical) su ekstraksiyonu veya basingli sicak su
ekstraksiyonu olarak adlandirilan teknikte, suyun ekstraksiyon solvent olarak kulanilmasi
da miimkiindiir. Bir solvent olarak suyun 6zellikleri, yiiksek sicaklikta ve basingta 6nemli
Olciide degisir. Gida endiistrisinin polifenoller agisindan degerli yan iiriinlerinden biri, nar

kabuklaridir.

Geleneksel olarak bitki materyallerinden organik solventler yardimiyla (6zellikle
metanol) ekstrakte edilir. Cam ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada
polifenollerin ekstraksiyonu igin basingli su ekstraksiyonu arastirilmistir [57]. Ekstraksiyon
sonuglarini etkileyen en 6nemli faktorlerin partikiil boyutu, sicaklik ve statik zaman oldugu
bulunmustur. Sonuglar, basingli su ekstraksiyonunun geleneksel metanol ekstraksiyonu
kadar efektif oldugunu gostermektedir. Misel ortam gibi katkilar, sivi ve cevresel
orneklerden organik kirleticilerin ekstrakte edilmesi igin alternatif olarak kullanilabilir
[58]. Son zamanlarda, non-iyonik yiizey aktif ¢ozeltiler alternatif bir solvent sistemi olarak
kullanilmistir [59].

Luthria ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada soya fasiilyesinde isoflavonlarin
ekstraksiyonu igin sistematik bir calisma gergeklestirilmistir [60]. Yedi farkli solvent
karisimi degerlendirilmistir: asetonitril-su; etanol-su; metanol-su; dimetilsiilfoksit-etanol-

su; dimetilsiilfoksit-asetonitril; Genapol-su.
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Bu degerlendirme alti farkli ekstraksiyon teknigi kullanilarak yapilmistir:
Calkalama, vorteksleme, sonikasyon, karistirma, Soxhlet ve PLE. Soya fasiilyesi
orneklerinden optimum geri kazanim dimetilsiilfoksit—etanol-su (5:70:25, h/h/h) solvent

karisiminin kullanildig1 PLE yontemi ile elde edilmistir.

Zhu ve arkadaglar1 herbisitlerin topraktan ekstraksiyonunda, kuru topraklar i¢in
ekstraksiyon verimine basincin az etkisi oldugunu goézlemislerdir ve 100-150°C sicaklikta
verimin arttigin1 bulmuslardir [61]. Bununla birlikte topragin nemli olmasi durumunda 500
psi’dan 1500 psi’ya artan basing, pestisitlerin daha iyi ¢oziinmesinden dolay:r faydalidir
[62].

Bernal ve arkadaslari, sertifikali patates, havug, zeytinyagi ve liyofilize edilmis
balik doku orneklerindeki organoklorin pestisitleri ve poliklorlu bifenilleri tayin
etmislerdir. Ornekleri izole etmek icin basingli-Soxhlet ekstraksiyonunu kullanmuslardir
[63]. Bu uygulamada ekstraktant olarak CO; kullanilmistir. CO;’ nin yogunlasmasi igin
ekstraksiyon sistemi, sogutucu su (0°C) pompalayan sicaklik ayarli banyo igine

daldirilmastir.

2.3.4.Mikrodalga-Destekli Solvent Ekstraksiyonu (Microwave-Assisted Extraction,
MAE)

Mikrodalgalar yiiksek frekansli elektromanyetik dalgalardir (300-300000 MHz).
Mikrodalga enerji kullanilarak i1sitmanin prensibi, iyonlarin iletimi ve dipol rotasyonu
(donme) yoluyla molekiil lizerine mikrodalganin direkt etkisi temeline dayanir. Cogu
uygulamalarda bu iki mekanizma es zamanli meydana gelir. Iyonik iletim, bir manyetik
alan uygulandiginda iyonlarin elektroforetik gociidiir. Cozeltinin bu iyon akigina direnci
friksiyon (siirtlinme) ile sonuglanir ve boylece ¢ozelti 1smir. Dipol rotasyonu, uygulanan
manyetik alanla dipollerin yeniden diizenlenmesi anlamina gelir. Ticari sistemlerde
kullanilan 2450 MHz’de dipoller diizenlenir ve saniyede 4.9x10° defa rasgele dagilir. Bu

zorlanmis molekiiler hareket, 1sinmayla sonuglanir [30,46].
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MAE’de mikrodalga 1s1masi, ekstraksiyon solventini ve bdylece de drnegi 1sitmak
icin kullanilir. Basarili bir ekstraksiyon gergeklestirmek i¢in uygun solvent se¢imi ¢ok
onemlidir. Segilen solventlerde mikrodalga i1simasini absorplamasi, solventin matriksle
etkilesimi ve analitin solventteki ¢oziiniirliigii gz Oniine alinmalidir. Daha biiylik dipol
momente sahip olan solvent, mikrodalga 1s1masi altinda daha hizli 1smacaktir. Ornegin
hekzan gibi nonpolar bir solvent (dipol moment <0.1) isinmayacak, oysa 2.69 dipol

momente sahip aseton birkag¢ saniye i¢inde 1sinacaktir [64].

Eger ekstraksiyonda hekzan ve toluen gibi nonpolar solventler gerekliyse,
solventleri su metanol ve aseton gibi yiliksek bir dipol momente sahip polar solventlerle
karistirmak Onerilir. Secilen solvent ¢ok kuvvetli 1sinmaya neden olursa, bilesiklerin
degredasyonundan kag¢inilamaz. Bu yilizden yaygin uygulama, yalnizca biri mikrodalga

1s1may1 absorplayan ikili karisimlarin (6rnegin hekzan-aseton, 1:1) kullanimidir [65].

Diger onemli faktorlerden biri de, ekstraksiyon solventi ile ekstraktin analizinde
kullanilan analitik metodun uyumlulugudur. Gaz kromatografik analizler i¢in daha az polar
solventler, sivi kromatografik analiz ve imunoassay teknikler icin daha polar solventler
tercih edilir. MAE nin segiciligi {izerine ¢ok az literatiir rapor edilmistir. Ornegin igindeki
tim maddeler ekstrakte edildiginden segici bir ekstraksiyon teknigi oldugu sdylenemez ve

hemen hemen her durumda ekstraksiyon sonrasi temizleme basamagi gereklidir [64].

Ekstraksiyon genellikle kapali bir kapta gergeklestirilir. Bu durumda basing artar ve
solvent kaynama noktasindan daha yiiksek sicakliklara isitilabilir. Cogu solvent i¢in
(aseton, aseton-hekzan, diklormetan- aseton gibi) kabin igindeki sicaklik, solventin
kaynama noktasinin 2-3 katidir. Temel olarak iki tip MAE sistemi kullanilabilir: Kapali
kap sistemi (kontrollii sicaklik ve basing altinda) ve acgik kap sistemi (atmosfer
sicakliginda). Her iki sistem de (Sekil 2.3.3.)’de gosterilmistir [66]. Kapali kap sisteminde

hiicreler eszamanli olarak 1sinlanirken, acik sistemde kaplar sirali olarak 1ginlanir.

Acik kaplarda sicaklik solventin atmosferik basingta kaynama noktasiyla
siirhiyken, kapali kaplarda sicaklik uygulanan basingla yiikseltilebilir [67]. Kapali kap
sistemi ucgucu bilesikler olmasi durumunda en uygun goriinmektedir. Bununla birlikte,
kapali kaplarda, ekstraksiyon sonrasinda kap acilmadan Once sicakligin diismesini

beklemek gereklidir. Bu ekstraksiyon siiresini artirir (yaklasik 20 dakika).
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Her iki sistem ekstraksiyon verimlerine gore karsilastirildiginda, toprak drneginden
poliaromatik hidrokarbonlarin ekstraksiyonunda, benzer performans gostermislerdir [68].
Kapal1 kap teknolojisi, PLE teknolojisiyle ¢ok benzerdir. Her iki sistemde de solvent 1s1tilir
ve basing uygulanir. Temel fark, i1sitmadadir. Biri mikrodalga, digeri geleneksel firin
isitmasidir (Sekil 2.3.4) [59]. PLE’de, etkili parametrelerin sayisi azalir. Bu nedenle bu

teknigin uygulanmasi pratikte daha basittir.

Kullanilan ticari kapali kap MAE sistemleri, bir manyetron tiip (¢ok kisa radyo
dalgalar1 veren bir lamba), i¢inde doner bir tablada ekstraksiyon kaplarinin bulundugu
firn, sicaklik ve basincin kontrolii icin izleme cihazlar1 ve birkac elektronik bilesenden

olusmaktadirlar.

Ekstraksiyon siireci, ekstraksiyon hiicresine Ornegin yiiklenmesiyle baslar.
Mikrodalga 1s1ma uygulanir ve solventi ayarlanan degerlere 1sitmak igin, on-ekstraksiyon
basamagi baglatilir. Bu degerlere ulasmak i¢in gerekli zaman hem 6rnek sayisina hem de
ornek tiiriine baglidir. Normal olarak 1sitma 2 dakikadan daha az bir zaman alir. Daha

sonra ornek 1ginlanir ve genellikle 10-30 dakika araliginda ekstrakte edilir [30].

Ekstraksiyen hiwcrelen Radvyo dalgalan —
— | — < veren lamba . Sogutuey sistem
Frekans
> I yiinlendiricisi
( Odaklanms ) ) )
mikrodalgala Ekstraksiyon hilcresi
ol b
Kapali sistem \ Aok sistem

[ifozlenmis mikrodalgalar

Vida
sk
— Kapak
Solvent
Hutcre B
Chmek
Kapali sistem

Resim 2.3 .3. MAE’de kapal ve agik sistem
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Resim 2.3 4. Isitma modelleri

2.3.4.1.Uygulamalari

MAE, s1v1 6rnekler i¢in de uygun olmasina ragmen, tipik olarak kat1 dérnekler icin
kullanilir. MAE uygun bir solvent secimiyle, organik bilesikleri dekompoze etmek ve
yiikseltgemek i¢in kullanilabilir. Ekstraksiyon genellikle 20-50 mL solvent gerektirir [32].

MAE genellikle ¢evresel analizlerde kullanilir.

Tortu ve toprak gibi matrisklerden, poliaromatik hidrokarbonlar, polikloro bifeniller
ve organoklorlu pestisitlerin ekstraksiyonlar1 ¢aligilmigtir [70,71]. Zaman, sicaklik, basing
ve nem igerigi gibi degiskenlerin ekstraksiyon verimine etkisi aragtirilmistir. Cogu

caligmada matriks neminin ekstraksiyon verimini artirdigi bulunmustur [30,69].

MAE gida analizlerine de uygulanmistir. Bouaid ve arkadaglari portakal kabugunda
atrazin ve dort organofosforlu pestisiti tayin etmislerdir [72]. Ekstraksiyon hekzan/aseton
(1:1) kanistminda, 90°C sicaklikta, 10 dakikada ve 475 watt (w) mikrodalga giiciinde
yapilmistir. Ekstraktlar gaz kromatografisi-azot-fosfor dedektér (GC-NPD) ile analiz
edilmistir. Papadakis ve arkadaglari, susam tohumlarinda 16 organoklorin insektisitinin

ekstraksiyonunu MAE ile ger¢eklestirmislerdir [73].

Solvent karisimi olarak su:asetonitrilin (5:95, v/v) kullanildig1 ekstraksiyon, 100°C
sicaklikta, 10 dakikada gergeklesmistir. Ekstraksiyon basamagini, ekstraktin Florisil ile
temizlenme basamagi ve gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) ile analizi

izlemistir.
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Franke ve arkadaglar1 serumdan ila¢ ekstraksiyonunda mikrodalga i1simasini
kullanmistir ve sonuglari klasik sivi-sivi ekstrakSiyonuyla karsilagtirmislardir [74]. Model
ilag olarak lidokain, metadon, diazepam, nordiazepam, proksifen ve norproksifen test
edilmistir. Kantitasyon GC-NPD ile gerceklestirilmistir. Bu yontem birkag adli vakaya

basartyla uygulanmistir.

Desrosiers ve arkadaslari, iskelet dokularindan ilag (pentobarbital, ketamin,
diazepam) ekstraksiyonu icin MAE kullanmiglardir. Doku ekstraktlart enzim-bagl

immunosorbent testi (ELISA) ile analiz edilmistir [75].

Diger bir uygulama alani terpenler, alkaloidler, ugucu yaglar, karetenoidler gibi

dogal iiriinlerin ekstraksiyonudur. Paprikada renk pigmentleri ekstrakte edilmistir.

Aseton—su (1:1, v/v) solvent karisim1 kullanilarak elde edilen optimal kosullar; 120
saniye ekstraksiyon zamani ve 50 W enerjidir. MAE kosullarinda 6rnek sicakligi 60°C’nin
altinda tutulmustur. Bunun nedeni daha yiiksek sicaklikta 1sitma karotenoid molekiillerinin
yeniden diizenlenmesine ve toplam karotenoid igeriginde azalmaya neden olabilir.
Hidrofobik karotenoidlerin daha hidrofilik bilesiklere yiikseltgenmesiyle termooksidasyon
da gergeklesebilir [76].

Aygicegi tohumlarindaki pestisit atiklarinin tayini i¢in mikrodalga destekli Soxhlet
ekstraksiyonu kullanilarak diklormetan solventiyle hizli bir analitik yontem gelistirilmistir.
Ekstraksiyon verimini etkileyen mikrodalga giicii, 1s1nlama zamani, ekstraktant hacmi ve
devir sayist optimize edilmistir. Ekstraksiyondan sonra orijinal ekstraktin lipid
fraksiyonundan pestisit atiklarini izole etmek icin, s1vi-sivi ekstraksiyonu ve Florisil makro
kolon kullanimiyla temizleme basamagi uygulanmistir. Daha sonra oOrnek GC-MS

sistemine enjekte edilmistir [77].

Topraktan nitratlanmis polisiklik aromatik hidrokarbonlarin hizli ekstraksiyonu i¢in
mikrodalga destekli Soxhlet ekstraksiyonu onerilmistir. Isinlama giicii, zamani, devir sayisi
ve solvent hacmi, deneysel dizayn metodolojisi kullanilarak optimize edilmistir. Nitro-
poliaromatik hidrokarbonlar, amino- poliaromatik hidrokarbonlara indirgenmistir.
Indirgenmis analitler heptaflorobutirik anhidrit ile tiirevlendirilmis ve GC-ECD ile tayin
edilmistir [78].
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2.3.5.Ses Dalgalari-Destekli Sivi Ekstraksiyonu (Sonication-Assisted Liquid
Extraction, SAE)

Ses dalgalari-destekli sivi ekstraksiyonu, ultrasonik ekstraksiyon olarak da
adlandirilir. Bu yontemde ornege 20 kHz {istiindeki frekanslarla akustik titresimler
uygulanir. Bu titresimler sivinin i¢inden gectiginde kavitasyon (bosluk olusumu) meydana
gelir. Ultrasonik enerjinin neden oldugu kavitasyon olarak bilinen bu etki s1v1 ortamda ¢ok
sayida ufacik kabarciklar iiretir ve katilarin mekanik olarak sarsilmasina neden olarak

partikiillerin kopmasini saglar.

Ses dalgalar1 genellikle analitin iyi geri kazanimiyla sonuglanan kati ve solvent
arasinda etkin bir temas saglar [79]. Ses dalgalari, hem kati hem de s1v1 6rnek hazirlamada
kullanilir. Kat1 Orneklerin ekstraksiyonu, digesyonu ve bulamag¢ olusumu islemini
destekler. Sivi orneklerde ise, sivi-sivi ekstraksiyonu, homojenizasyonu veya emiilsiyon

haline getirmeyi desteklemek i¢in kullanilir [80].

Kat1 orneklerden analitlerin ekstraksiyonu, su banyosuna ultrasonik radyasyon
uygulanmasiyla veya prob (ultrasonik aygitlarin ucunda bir alici bulunan hareketli kismi)
gibi diger cihazlarla gergeklestirilir [81]. En ¢ok kullanilan ve en ucuz ultrasonik
radyasyon kaynagi ultrasonik banyodur [82]. Ayrica orneklerin sonikasyonu igin giiglii
silindirik bir prob kullanan daha etkin bir sistem gelistirilmistir [83].

Banyo ve prob arasindaki se¢im analizin gerekliliklerine baghdir. Eger amag
toplam kati-sivi ekstraksiyonu ise, etkili bir prob kullanimi daha iyi olabilir. Ciinkii
ekstraksiyon i¢in gerekli zaman daha azdir. Bununla birlikte, ¢cok sayida 6rnegin ultrasonik
banyo ile analiz edilmesi daha iyi bir segenektir. Sonikasyon problarinin ultrasonik
banyoya kars1 kullanimi, enerji dagiliminda homojeniteyi saglar. Fakat ultrasonik uglar

daha pahalidir, 6mrii daha kisadir ve daha diisiik sayida drnek islenmesine izin verir [80].

Ekstraksiyon verimini artirmak i¢in solvent tiirii, sicaklik ve sonikasyon genligi
kosullar1 gibi farkli faktorleri optimize etmek gereklidir. Ekstraksiyon verimini etkileyen
diger parametreler; sonikasyon zamani, 6rnek partikiil boyutu, 6rnek miktar1 ve kullanilan

cihazdir.
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Son zamanlarda, solvent miktarin1 azaltmayi saglamak i¢in analitik 6rnek hazirlama
islemlerine 6zel dnem verilmektedir. Ultrason radyasyonun ilging¢ bir uygulamasi dinamik

ses dalgalari-destekli ekstraksiyondur.

Burada numune ultrasonik su banyosuna yerlestirilmis bir ekstraksiyon hiicresi
[84,85] veya ultrasonik problu bir su banyosu i¢ine konulur. Bu sistem taze ekstraksiyon
solventinin siirekli olarak drnege pompalandigi, artan analit transferi olan acik bir sistem
veya ekstraktin seyrelmesini engelleyen ekstraksiyon solventinin yeniden dolastigi kapali
bir sistem olarak kullanilabilir (Sekil 2.3.5.) [80]. MAE sistemi gibi, SAE sistemi de statik
veya dinamik bir sistem olabilir. Analitler kati matriksten solvente transfer olur olmaz

uzaklastigindan, dinamik ekstraksiyon kullanim1 daha avantajlidir.

Diger bir avantaji da, dinamik sistemde 6rnegin siirekli olarak taze solvente maruz
kalmasidir. Bu durum analitlerin 6rnek matriksinden solvente transferini artirir.
Ekstraksiyon tipik olarak 20-200 mL solvent gerektirir ve ekstraksiyon zamani 2 ila 20
dakika araligindadir. Ayrica, dinamik ses dalgalari-destekli ekstraksiyon ile enstriimantal

analiz yonteminin ¢evrim i¢i baglanmasi miimkiindiir (Sekil 2.3.6.).
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Resim 2.3 5. Dinamik ses dalgalari-destekli ekstraksiyonun sematik gosterimi
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Resim 2.3.6. Dinamik ses dalgalari-destekli siv1 ekstraksiyonun analiz sistemine
baglanmasinin sematik gosterimi

2.3.5.1.Uygulamalari

SAE siv1 ve kat1 6rneklerin her ikisi i¢in veya organik ya da inorganik bilesiklerin
ekstraksiyonu i¢in kullanilabilir. Ses dalgalari organik bilesiklerin yiikseltgenmesi veya
ayrismasinda yardim i¢in de kullanilabilir [44]. Sanchez-Brunete ve arkadaslar1 toprakta
pestisitlerin tayini i¢in kiiciik kolonlarda ses dalgalari- destekli ekstraksiyon olarak
adlandirilan minyatiirize edilmis bir teknik gelistirmislerdir [87]. Sekil 2.3.7’de toprak

ekstraksiyonu sematik olarak gosterilmistir.

Bu teknik daha yiiksek polaritedeki karbamat pestisitlerin ekstraksiyonuna
uygulanmistir. Ekstraksiyon solventi olarak, % 82 ile % 99 araliginda geri kazanim elde
edilmesini saglayan metanol secilmistir [88]. Son zamanlarda, farkli kimyasal sinifta ve
genis polarite araliginda 50 pestisitin es zamanl analizinde uygulanan bu yontemde etil

asetat ekstraksiyon solventi olarak kullanilmistir.

Yiiksek tekrarlanabilirlik ve diisiik gozlenebilme limitleri elde edilmistir [89].
Cizelge 2.3.2.de toprakta SAE uygulanarak poliaromatik hidrokarbonlarin (PAH) tayini

icin gelistirilen birkag¢ analitik yontem 0zetlenmistir.
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Ekstraksiyon genellikle ultrasonik banyoda gergeklestirilmistir. Toprakta
antibiyotik, hormon gibi farmasétik bilesiklerin derisiminin tayin edilmesinde farkli SAE
yontemleri gelistirilmistir (Cizelge 2.3.2.). Bu yontemler gidalarda pestisit kalintilarinin,
poliaromatik hidrokarbonlarin, antibiyotiklerin, endiistriyel kirleticilerin, inorganik

kirleticilerin tayininde kullanilmaktadir [94,97].

Ses dalgalar1 destekli Soxhlet ekstraksiyonu aygcicegi, kolza ve soya fasiilyesi
tohumlarindan toplam yag icerigini ekstrakte etmek icin kullanilmistir. 10 g 6rnek, seliiloz
ekstraksiyon kartusiine yerlestirilmistir. Kartus, Soxhlet cihazina konulduktan sonra, cihaz

75°C sicakliktaki termostatli su banyosu i¢ine yerlestirilmistir.

Kartusa ses dalgalari uygulanmistir. Ekstraksiyonda 100 mL n-hekzan
kullanilmistir. Ornek kartusiine ses dalgalari uygulanmasi, yagin kantitatif ekstraksiyonu
icin gerekli Soxhlet ekstraksiyon g¢evrim sayisini ¢ok biiyiikk Olgiide azaltmis bdylece

ekstraksiyon zamani geleneksel islemlere kiyasla yar1 yartya azalmistir [63].
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Resim 2.3.7. Kiiciik kolonlarda ses dalgalari-destekli ekstraksiyonun sematik
gosterimi
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Cizelge 2.3.2. Poliaromatik hidrokarbonlarin tayini icin gelistirilen yontemlardan

bazilari

Tayin Ses dalgalari-destekli ekstraksiyon kosullar
edilen Zaman | Sicaklik
PAH Solvent e Tip | Temizleme | Tayin | Referans
< (dk) (C)
yis1
Oda SPE-C18 LC-FD
*

16 Aseton 15%2 Sicaklig1 uB aseton LC-MS 61
16 EtOAC 1572 | 0% | yp GC-MS | 62
Sicakligt

SPE-
aluminyum:
16 ”'H(elk_iar\‘/'le)c'v' Oda n-hexane- | GC-MS | 63
- 10*3 Sicakligi | UB DCM
(10:1,v/v)
Oda SPE-
16 V% P Sicakligt UB | cigiaseton | “CYV 64

UB: Ultrasonik banyo; EtOAc: Etilasetat; DCM: diklormetan

2.3.6.Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu (Supercritical Fluid Extraction, SFE)

SFE’de, ekstraksiyon sivisi, kritik {istii haldedir. Stiperkritik akigkan, kendi kritik
sicaklig iizerinde 1sitilan ve kendi kritik basinci tizerinde basing uygulanan bir element,

madde veya karigim olarak tanimlanir.

Bir siiperkritik akiskan tek bir faz halinde bulunur (ne gaz ne de sividir) ve basincin
veya sicakligin artmasiyla sivilastirilamaz veya buharlagtirilamaz. Bu yiizden siiperkritik

akiskan, bir gaz ve bir s1v1 arasindaki maddenin ara formunu gosterir.

Swvininki gibi yiiksek yogunluk ve ¢ézme giicli, gazinki gibi diisiik viskozite, sifir
yiizey gerilimi ve analitler i¢in yliksek diflizyon hizina sahiptir. Daha yiiksek difiizyon
katsayilar1 ve diisiikk viskoziteleri nedeniyle, siiperkritik akigskanlarin kati goézenekli
materyallere niifuz etmesi ¢ok uygundur. Cézme ve yayilma giicii sivilara gore daha fazla

oldugundan, hizli reaksiyon kinetigine sahiptirler [102,103].
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Normal sivilarin tersine, siiperkritik akiskanlar sikistirilabilir ve bu yiizden
yogunluklar1 genis bir aralikta degistirilebilir. Yogunluk ve diger 6zellikleri, sicaklik ve
basincin ayarlanmasiyla kolaylikla degistirilebilir. Bu Onemlidir, ¢iinkii stliperkritik
akigskaninin daha yiiksek yogunlugu, onun daha iyi ¢6zme kabiliyeti anlamina gelmektedir.

Cogunlukla siiperkritik akiskanlardaki maddelerin ¢oziintirliigl, sivilardaki ¢oziiniirliiglini

geger.

Stiperkritik akiskan ¢esitli 6rnek matriksleri icin miikemmel bir ekstraksiyon ortami
olusturur. Sicaklik ve basing degistirilerek ¢dézme giicliyle oynanmasiyla yiiksek secicilik
de saglanir [102]. SFE’de, akiskan siirekli olarak 6rnek icinden ge¢meye zorlanir. Bu
yiizden kantitatif veya tam bir ekstraksiyon saglayabilir [104]. Siiperkritik akigkan olarak
genellikle diistik kritik sicaklik ve basinca sahip oldugundan karbondioksit (Kritik kosullari
= 30,9°C ve 73,8 bar) kullanilir.

Karbondioksit ayrica toksik degildir, alev almaz ve olduk¢a ucuzdur. Nonpolar
oldugundan, daha polar analitlerin ekstraksiyonunu artirmak icin karbondioksite
modifikatorler eklenir. Tipik modifikatorler metanol ve diklormetandir. SFE’de siiperkritik
akiskan tretimi, basing, sicaklik ve akis hiz1 kontrolii saglayan bir cihazla gerceklestirilir
(Resim 2.3.8.) [46]. Genellikle ekstraksiyon dinamik moda uygulanir. Fakat statik veya
statik/dinamik birlestirilmis ekstraksiyon da uygulanabilir. Ekstrakt ya uygun bir solvent
icinde veya kati-faz tuzaginda (trap) toplanir. Ekstraksiyon 10-20 mL solvent gerektirir ve

ekstraksiyon siiresi 20-60 dakika araligindadir.

Geleneksel yontemlere gore belirgin avantaji kisa ekstraksiyon zamani ve organik
solventlerin az kullanimidir. Bazi calismalar 20-60 dakikalik SFE’nin, birka¢ saatlik
Soxhlet ekstraksiyonundan daha yiiksek geri kazanimlar sagladigini1 gostermistir [105,106].
Referans standart materyaller olan tortu ve kas dokusundan poliklorlu bifenillerin, SFE ve

Soxhlet ekstraksiyonuyla tayini yapilarak yontemlerin karsilastirilmasi saglanmistir.

SFE ile poliklorlu bifenillerin tayininde ekstraksiyon siiresi 18-24 saatten 50
dakikaya indirilmis ve Soxhlet ekstraksiyonu ile 250 mL olan organik solvent kullanimi1
7,5 mL ye distrilmistir [107]. Genelde, SFE kati orneklerden organik analitlerin

ekstraksiyonu i¢in kullanilir. Isisal olarak kararsiz analitler i¢in de uygundur.
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Resim 2.3.8. SFE sistemi

2.3.6.1.Uygulamalari

SFE, cevresel, farmasdtik, polimer ve gida analizlerinde kullanilmaktadir. Ham
sebze yaglari gida endiistrisinde yaygin olarak kullamilir. Istenmeyen bilesiklerin
uzaklagtirilmasi igin tiiketilmeden once yaglarin rafine edilmesi gerekir. Saflagtirma siireci
sirasinda, yagdaki faydali bilesikler de kaybolabilir. Bugday tanesi yaginda [108].
preslenerek elde edilen yesil kahve yaginda [109], ham palmiye yaginda [110] ilgilenilen
bilesiklerle zenginlestirilmis ekstraktlar elde etmek i¢in alternatif bir saflagtirma metodu

olarak SFE Onerilmistir.

Yesil caydan segici olarak kafein ekstraksiyonunda yardimei solvent olarak su ile
siiperkritik CO, kullanilmis ve matriksten antioksidanlarin ekstraksiyonu onlenmistir
[111]. Ugucu yaglar, yag asitleri [112] ve/veya karotenoitler gibi biyoaktif bilesikler [113]
meyve ve sebzelerden siiperkritik CO, kullanarak ekstrakte edilmistir. Daidzein ve
genistein gibi izoflavonlar 350-500 bar arasindaki yiiksek basinglarda sulu metanol ve
stiperkritik CO;, kullanilarak ekstrakte edilmislerdir [114]. SFE’nin en ilging
uygulamalarindan biri, genetik olarak degistirilmis farkli misir ve soya tiirlerinde aminoasit

iligkisini belirlemede kullanilmasidir.
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Amino asitleri ekstrakte etmek icin %35°lik metanol ile modifiye edilmis
stiperkritik CO,, 80°C sicaklik ve 120 bar basingta kullanilmigtir. Ekstraktlar GC-MS ile
analiz edilmistir [115]. SFE gida endiistrisinde yan tirtinleri degerlendirmede genis 6l¢iide
kullanilmaktadir. Yan ftriinlerin ekstraksiyonu, yararlanilmayan fakat degerli bilesiklerin

uzaklastirilmasini saglar.

SFE uzun zamandan beri bitki materyallerinden spesifik aktivite gosteren etkin
bilesiklerin ekstraksiyonu icin kullamlmaktadir. insan faaliyetlerinin cevreye etkisini
belirlemek Onemlidir ve toprak ile tortu bu etkinin dnemli gostergeleridir. Miyawaki ve
arkadaslari, toprak ve tortularda poliklor dibenzo-p-dioksin, poliklor dibenzofuran, poliklor
bifenil ve dioksin tayini i¢in hizli bir strateji gelistirmislerdir [125]. Tarimsal ve
endiistriyel toprak ornekleri suyla modifiye edilmis siiperkritik CO, kullanarak 300 bar
basingta, 130°C sicaklikta ve 50 dakika siireyle ekstrakte edilmistir.

Kirlilikler alumina ile doldurulmus SPE kartusu kullanilarak tuzaklanmis ve
hekzan ile geri alinmistir. Derisimler GC-MS ile belirlenmistir. Klasik ekstraksiyon

islemleri ile 3 giine ihtiya¢ duyulurken, SFE ile toplam analiz siiresi 2 saate indirilmistir.

2.4.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Kromatografik yontemler, sabit faz ve hareketli faz arasinda olan kiitle aktarimim
iceren ayirma teknikleri olarak tanimlanabilir. Bu yoOntemlerden biri olan sivi
kromatografisi, 1900°1ii yillarin baslarinda bulunmus ve 1960’1 yillardan itibaren sivi

kromatografisinin gelistirilmesi i¢in genis ¢apta arastirmalar yapilmaktadir.

Yiksek performansli  sivi  kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) ise siv1 fazda ¢oziinebilen bir kimyasal karisimin kolay ve hizli

bir sekilde bilesenlerine ayrilabildigi olduk¢a duyarli bir yontemdir (LC Applications).

Uygun ¢oziicii kullanilarak ¢oziilen 6rnek karisimi (analitler), yiiksek basing altinda
kromatografik kolondan gegirilir ve burada bilesenlerine ayrilir. Bilesenlerin birbirinden
ayrilmasit ve bunun derecesi (resolution parameter), analitler ile sabit faz arasindaki

etkilesime baglidir ve 6nemlidir.
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Sabit faz, kolon icerisindeki hareketsiz dolgu materyali olarak tanimlanir. Analitler
ile sabit ve silirekli fazlar arasinda istenilen etkilesim siirekli faz olarak kullanilan

¢oziiciilerin ve sabit fazin degistirilmesi ile elde edilebilir [126].

2.4.1.HPLC Sistemleri

HPLC sistemi, Resim 2.4.1.’de de goriildiigii gibi pompa, enjektor, kolon, dedektor
ve bilgisayar birimlerinden olusmaktadir. Kromatografik analiz siireci, ¢oziiclide ¢oziinmiis
Ornegin sisteme enjekte edilmesi ile baslar. Bu sistemin kalbi, ayirmanin gerceklestigi

kolondur.

Hareketli (siirekli) faz ile birlikte kolona pompalanan o6rnek, kolon iginde
bilesenlerine ayrilmaya baslar. Her bilesenin gonderdigi sinyaller dedektdr tarafindan
kaydedilir. Dedektor tarafindan kaydedilen ve bilgisayara aktarilan sinyallerin tamami

kromatogram olarak adlandirilir [126].

Resim 2.4.1. Bir HPLC cihaz1
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2.4.2 Hareketli Faz

HPLC uygulamalarinda hareketli faz (eliient) turu ve bilesimi kromatografik
performansi etkileyen faktorlerden biridir. HPLC sistemlerinde birgok siirekli faz
kullanilmasina ragmen, bunlarin bazi ortak 6zellikleri sunlardir; yiiksek derecede saflik,
dedektor ile uyumluluk, disiik viskozite, 6rnegi ¢6zebilme, Kimyasal agidan inert olmasi,

uygun fiyat.

Her bir HPLC tiiriinde kullanilan stirekli fazlar birbirinden farklidir. Normal-faz
stvi kromatografisinde apolar, ters-faz sivi kromatografisinde su ve asetonitril karigimi gibi

polar ¢oziiciiler siirekli faz olarak kullanilir [126].

2.4.3.Sabit Faz

HPLC uygulamalarindaki ayirma, ylizey etkilesimlerinden yararlanilarak yapilir ve
adsorbent cesidine ve Ozelliklerine baghidir. Modern HPLC adsorbentleri genis yiizey
alanina sahip, kii¢tik, rijit yapidaki partikiillerdir.

Temel adsorbent ozellikleri sunlardir; 3-10 pm partikiil boyutu, olabildigince es
boyutlu, ortalamanin + % 10’una denk gelecek partikiil boy dagilimi, 70-300 A gézenek
boyutu, 50-250 m2/g yiizey alani, yiizeye tutturulan ligand tiiriine bagl olarak, adsorbent
normal faz (-OH, -NH,) veya ters faz (Cg, Cyg, fenil) hatta anyon (NH4) ya da katyon
(COO-) degistirici yapida olabilir [127].

2.4.4. Pompa

Kolon dolgu materyali olarak iiretilen partikiillerin kolon igerisine doldurulmasi
islemi ve uygun ¢oziiclide ¢ozlinen drnegin bu sabit faz ve siirekli faz yatagiyla etkilesmesi

i¢in yiiksek basingli pompalara ihtiyag vardir.
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Kullanilan partikiillerin boyutu kiiglildiikce uygulanan basincin da arttirilmasi
gerekmektedir. Ancak kiiciik partikiiller yiiksek ¢oziiniirliik, hizli analiz ve yliksek 6rnek
yiikleme kapasitesi gibi bir takim avantajlara da sahiptir. Kararli akis hizi pompalarda

aranan bir ozelliktir [126].

Modern pompalar asagidaki 6zelliklere sahiptir; 0,01-10 ml/dk arasinda akis hizi,
% 1°den fazla sapmayan akis hizi kararliligi. Bu akis hizi kararliligi biiyiiklilkk¢e ayirma
kromatografisinde % 0,2’den az olmalidir, 5000 psi’ya kadar ¢ikabilen maksimum basing

degeri olmalidir.

2.4.5. Kolon

Tipik HPLC kolonlar1 10, 15, 25 cm uzunlugunda, kii¢iik boyutlu partikiil iceren
(3,5 veya 10 um) ve i¢ ¢apt 4, 4.6 ya da 7.8 mm olan yiiksek basinca dayanikli ¢elik
kolonlardir. Bu boyutlar 6rnek kapasitesi, stirekli faz tiikketimi, hiz ve ayiricilik agisindan
yiiksek performans saglayan degerlerdir. Kolonun kiiciik captaki partikiillerle doldurulmasi
ve verimli bir sekilde c¢alistirllmas1 deneyim, beceri ve 0Ozel cihazlar gerektiren bir
calismadir. Bu yiizden ¢ogu HPLC kullanicisina hazir doldurulmus kolonlar1 kullanmalari

oOnerilir [126].

2.4.6. Dedektor

Gilinimiizde kromatografik sistemlerde yaygin olarak kullanilan dedektor tipi optik
dedektorlerdir. Ornek bilesenleri dedektdrden gegerken, UV absorpsiyonundan, floresans
emisyonundan ya da kirilma indisindeki degisimden dolay1 151k siddetindeki degisim
belirlenir ve kaydedilir. Belirlenen bu degisimler (kromatogramlar) iizerinden alikonma
sureleri, pik alanlar1 gibi degerler tayin edilerek, kolon performans parametreleri
hesaplanir. Sivi kromatografisinde en c¢ok kullanilan dedektor tipi UV absorpsiyon
dedektorleridir. Bu dedektorler ile 190 nm’den 460-600 nm’ye kadar olan dalga boylarinda

Ornegin analizinin yapilmast miimkiin olmaktadir.
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Kullanilan diger dedektor tiirleri i¢inde kirilma indisi (refractive index, RI),
floresans (FL), elektrokimyasal (EC) ve kiitle spektrometrik (mass-spectrometric, MS)
dedektorler bulunmaktadir. RI dedektorleri yaygin olarak kullanilan ancak az hassasiyete
sahip dedektorlerdir. FL ve EC, RI’ya gore daha hassas, ancak daha segici dedektorlerdir.
MS dedektorleri ise ok hassas, gii¢lii ancak pahali ve karmasik sistemlerdir [126].

Ideal bir dedektdr su dzelliklere sahip olmalidir:
v Yiiksek duyarlilik
v Hizh tepki
v' Diistik sinyal gurultusu
v" Minimum pik yayilmasi
v' Ayrilan bantlarin tekrar karigmasini engelleyen hiicre yapisi

v Calisma kolaylig1 ve genisligi

2.5. HPLC Tiirleri

Siv1 kromatografisini smiflandirmanin birgok yolu vardir. Eger bu siiflandirma

sabit fazin yapisina ve ayirma prosesine gore yapilirsa, HPLC 4 farkli tiirde incelenebilir.

2.5.1. Normal Faz Kromatografisi (Normal Phase Chromatography, NPC):

Bu tiirde sabit faz oldukga polar yapida (6rnegin silika jel), siirekli faz ise nhekzan
ya da tetrahidrofuran gibi apolar yapidadir. Burada polar olan kolon dolgu materyali ile
etkilesen polar orneklerin alikonma siireleri daha az polar olan 6rneklere oranla daha
fazladir. Bu nedenle 6rnek bilesenlerinden daha polar olanlar, kolondan daha ge¢ ¢ikarlar

ve ayirma gergeklesir.
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2.5.2. Ters Faz Kromatografisi (Reversed Phase Chromatography, RPC):

Normal faz kromatografisinin tam tersidir. Sabit faz apolar (hidrofobik), siirekli faz
ise su ve asetonitril karigimi gibi polar yapidadir. Burada apolar yapidaki drnek bilesenleri

kolonda daha uzun kalirlar.

2.5.3. Biiyiikliikce Ayirma Kromatografisi (Size Exclusion Chromatography, SEC):

Kolon, gozenek boyutu ve hacmi kontrol edilebilen partikiiller ile doldurulur.
Kolona enjekte edilen 6rnek igerisindeki bilesenler molekiil biiyiikliiklerine gore kolondan
filtre edilirler. Biiyiik molekiiller hizli bir sekilde kolondan ayrilirken, daha kiigiik
molekiiller partikiillerin gdzeneklerine dogru difiizlenerek kolondan daha geg¢ cikarlar. Bu

yonteme jel gegirgenlik kromatografisi (Gel Permeation Chromatography, GPC) de denir.

2.5.4. iyon Degisim Kromatografisi (Ion Exchange Chromatography, IEC):

Sabit faz, ornek bilesenleri iizerinde yer alan iyonik yapmin tersi seklinde
yiiklenmistir. Bu sayede iyonik yapida olan veya iyonlasabilen oOrneklerin analizi ve
ayrilmasi yapilmaktadir. Sabit faz ile daha giiclii etkilesime giren bilesen kolondan daha
gec cikar. Etkilesim diistliikge alikonma siiresi azalir. Mobil faz sulu tampon ¢ozeltileridir.

pH ve iyonik siddet alikonma siirelerinin kontroliinde kullanilir.

HPLC’de kullanilan siirekli fazin polaritesi ayirma isleminde énemli rol oynar. Iki

farkli eliisyon tipi vardir:

Izokratik Eliisyon: Kolona sabit bilesimdeki siirekli faz pompalanir. Siirekli fazin polaritesi
sabit oldugu i¢in kolona ¢ok fazla ilgi duyan bilesenleri kolondan atmak zorlasir ve
eliisyon siiresi uzar. Maddelerin molekiil biiyiikliigiine gore tayini de bu eliisyon tiirii ile

gerceklesir.

43



Gradient Eliisyonu: Siirekli faz bilesimi analiz boyunca dogrusal olarak degisir. Analiz
orneginin kolon dolgu materyali ylizeyine afinitesi nemlidir. Ortamdaki eliientin polaritesi

zamanla degistirilerek 6rneklerin partikiil yiizeyine afinitesi degistirilir ve ayirma saglanir
[126].

2.6. HPLC Kullanim Alanlar1

Gilinlimiizde yiiksek performansli sivi kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC), bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Baslica kullanim

amaglar1 kimyasal ayirma, saflagtirma, tanimlama ve derisim tayinidir.

Kimyasal Ayirma: HPLC’de kimyasal ayirma islemi, her maddenin belli bir sabit faz ve
mobil faz bilesiminde farkli ¢ikis suresinin olmasindan yararlanilarak yapilmaktadir.

Yapilan kimyasal ayirmanin derecesi cogunlukla sabit faz ve mobil faz se¢cimine baglidir.

Saflagtirma: Saflagtirma hedeflenen bir maddenin diger maddelerden ya da atiklardan
ayrilmasi iglemidir. Her maddenin belli kromatografik kosullar altinda karakteristik bir piki
bulunur. Ayrilmasi istenen maddeye gore ve diger maddelerle olan iligkisine gore kosullar
belirlenir. Kromatografik saflastirma isleminde, istenilen madde kolon ¢ikisinda toplanarak
diger fraksiyonlardan izole edilir, bu ise ancak dogru bir mobil faz se¢imiyle miimkiindiir.
Istenilen maddenin kolondan ¢ikis suresi herhangi bir safsizlik veya istenmeyen bir

maddenin karigmasini engelleyecek kadar kisa olmasi gereklidir.

Tanimlama: Bir maddenin HPLC ile tanimlanmast HPLC analizlerinin 6nemli bir parcasini
olusturur. HPLC’de madde tanimlamasi, bilinmeyene ait olan pik alikonma suresinin
standarda ait alikonma suresiyle cakistirilmasi ile yapilabilir. Herhangi bir maddenin
HPLC ile tanimlanabilmesi i¢in Oncelikle dedektdriin dogru secilmesi gerekir. Dedektor

secildikten ve optimum kosullarda ayarlandiktan sonra bir ayirma analizi yapilmalidir.

Tanimlanmaya ¢alisilan maddenin segilen dedektdr ve analiz kosullarinda kabul
edilebilir bir ¢ikis suresi ve belirgin bir piki olmalidir. Cikis suresini kisaltmak i¢in bazi

ayarlamalar yapilabilir.
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Bunlardan ilki kolon se¢imi, digeri mobil faz se¢imi ve son olarak da akis hizi
secimidir. Kesin bir tanimlama i¢in bilinen bir 6rnegin kullanilmas1 gerekir. Giivenilir bir

tanimlama i¢in birden ¢ok metot kullanilmalidir.

Derisim Tayini: HPLC’de tanimli bir maddenin, bir sivi ¢ozeltisinde derisimi tayin
edilebilir. Bu islem istenilen maddenin degisik konsantrasyonlarda HPLC’ye enjekte
edilmesi islemini igerir. Bilinen konsantrasyonlar bir seri pik verir. Bu piklerin altinda
kalan alanlar hesaplanarak derisime karsi1 grafige gegirilir ve kalibrasyon grafigi ¢izilir.
Bilinmeyen derigime ait pik alan1 saptanarak kalibrasyon egrisi araciligryla bilinmeyen

derisim bulunur [126].

2.7.Alikonma Parametreleri

Kromatografik alikonmayr 6grenmenin en kolay yolu, 6rnegin kolona enjekte
edildigi noktadan kolon boyunca ilerleyen bilesigin dedektérde verdigi maksimum cevap
arasindaki zamani Ol¢mektir. Bu zamana alikonma zamani (retention time, tg) denir.

Alikonma zamana siirekli faz akis hizi ile ters orantilidir.

Diger bir parametre alikonma hacmidir (Vg). Alikonma hacmi, bir bilesenin
kolondan ¢ikmasi i¢in gerekli olan eliient miktaridir. Alikonma suresi ve siirekli faz akis
hizinin ¢arpimina esittir. Akiskanin hizina baglh degildir, ancak partikiillerin geometrik

sekli yani gozenek biiylikliigiine baglidir [126].

2.8. Bant Genisligi

Bir kromatografik analiz sirasinda O6rnegin sisteme enjekte edilmesinden sonra
kolon i¢indeki akigkanin hareketi sirasinda kromatografik piklerin araligi genisler. Daha
bliyiik kolon bant genisligi, belli bir zaman araliginda daha az miktarda bilesenin ayrismasi
anlamina gelir. Bagka bir deyisle piklerin keskinligi kolon veriminin ne kadar iyi oldugunu

gosterir. Kolonda bant genislemesi ii¢ ana sebepten kaynaklanir.
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1. Kolon iginde ilerleyen bir bilesene ait molekiil veya iyonlarmm farkl
yollarizlemesi: Bu parametre siirekli fazin akis hizindan bagimsizdir. Kolon dolgu

maddesinin ¢ok kiiciik tanecikli olarak alinmasi1 bu parametrenin etkisini azaltabilir.

2. Fazlar arasindaki kiitle transferi etkisi: Bilesenlerin sabit faz ile hareketli faz
arasinda dagilma dengesine ulagmasi i¢in belirli bir siireye ihtiya¢ vardir. Eger akis hizi
yiiksekse ve 0rnegin kolona gii¢lii bir afinitesi varsa, hareketli fazdaki 6rnek sabit fazdaki

Ornegin Oniine gegecektir.

Bu da dengenin tam olarak kurulamamasina yani bant genislemesine neden
olacaktir. Hareketli faz viskozitesi diisiirmek ve kolon sicakligini arttirmak bu terimin

etkisini azaltabilir.

3. Kolonda bilesenlerin yiiksek derisimli bolgelerden diisiik derisimli
bolgeleredogru difiizyonla dagilmasi: Ornek konsantrasyonu kolon kenarlarinda kolon
merkezinde oldugundan daha diisiiktir. Ornek kolon merkezinden disariya dogru
difiizlenir. Bu etki diisiik akis hizlarinda daha da 6nem kazanir. Ayrica bu parametre
bilesenlerin hareketli faz i¢indeki difiizyon katsayilarinin degerleri ile dogru orantili olarak
artar. Hareketli fazin akis hizin1 diisiirmek 6rnegin kolonda daha az zaman harcamasina
neden olur bu da difiizyonunun artmasi1 demektir. Ayrica sicakligin diistiriilmesi de bu

etkiyi azaltict yonde etki yapar [126].

2.9.Kolon Verimliligi

Bir kromatografik analizde optimum bir ayirma gerceklestirmek yani kolon
veriminin en iist seviyede oldugunu gostermek icin keskin ve simetrik piklerin eldesi
sarttir. Kolon verimliligini tayin edilirken pik genisligi, teorik tabaka sayisi, indirgenmis

plaka ytiksekligi, se¢icilik ve ¢oziiniirliik gibi parametreler géz oniine alinir.

Pikin genisligi, pikin keskinligini ve kolon verimini gdsterir. Bununla beraber pik
genisligi kolonun uzunlugu, akis hizi ve partikiil biiylikliigli gibi bircok parametreden
etkilenir. Ayn1 kolonda yapilan analizlerde akis hizi degistirilebilecek tek parametre

oldugundan, akis hiz1 kolon verimliliginin en iyi olacag1 degerde secilmelidir.

46



Teorik tabaka sayisi; damitma prosesindeki benzerlikten gelir. Kolonun hizl
caligmasinin dnemli bir gostergesidir. Elde edilen kromatografik piklerin keskinligi bir

kolonun verimini gosteriyorsa, bu verimin nicel 6lgiisii de teorik tabaka sayisidir.

Tabaka sayis1 ya da diger adiyla teorik tabaka sayist N ile gosterilmektedir ve asagidaki
gibi hesaplanir:

N=16x(t/W)?
N=554x(t/W,)?

Burada t; bilesigin alikonma siiresini,
W; bilesik pikinin taban genisligini ve

W.,; pik yiiksekliginin yarisindaki taban genisligini ifade etmektedir. Bir kolonda teorik
tabaka sayist ne kadar yiliksekse kolonun verimi o kadar yiiksek demektir. Kolon boyu
arttik¢a teorik tabaka sayisinda da artis gozlenir.

Indirgenmis tabaka yiiksekligi; h ile gosterilir. Kolonun ne kadar hizli ve etkili
calistigin1 gosterir. N ile ters orantilidir. Bir kolonda N degeri ne kadar biiylikse yani h

degeri ne kadar kiigiikse kolonun verimi o kadar yiiksektir.

Daha diisiik indirgenmis tabaka yiiksekligi ve daha fazla teorik tabaka sayisi kisa siirede
kromatografik sonuglarin elde edilmesi demektir. h degerini biiyliten her etken kolon

verimini diistlirlir ve pik genislemesine neden olur. h degeri asagidaki gibi hesaplanir:
H=(L/Nxdp)
burada H; indirgenmis tabaka yiiksekligi, L; kolon boyu ve dp de partikiil ¢apidir.

Secicilik, her bir pikin kapasite oranlar1 veya bunlarin diizenlenmis alikonma zamanlarinin
oranidir. Segicilik karigimdaki bilesenlerin partikiil yilizeyine adsorplanmasindaki ilgisi

olarak ifade edilmektedir.

Bu parametre kolonun veriminden bagimsizdir. Sadece bilesenin dogal yapisina,
eliient tipine, ellient bilesimine ve yiizey adsorbansina baglidir. Genellikle iki bilesigin

seciciligi 1’e ne kadar yakinsa iki pikin birbirinden ayrilmasi o kadar gii¢lesir.
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Asagidaki gibi hesaplanir:

tte—1to
a: —————————————
tta—To

Burada t;g ve t;a sirasiyla B ve A bilesenlerinin alikonma siirelerini, to ise kolondaki
bosluk hacmi yani kolonla etkilesime girmeden hareketli bir fazin kolondan g¢ikmasi

gerekli olan siireyi ifade etmektedir.

Coziiniirlik (ayiricilik, R), kromatografide iki pikin birbirinden ayrilma derecesine
denir. Iki pikin birbirinden ayrildigim1 kabul etmek igin R = 1 olmasi gerekir ve bu
¢oziinlirliik degeri iki bandin birbiri ile %2 oraninda ortilistiigli anlamina gelir. Bu deger

1,5’den biiyiik ise pikler tamamen ayrilmis ve 1yi bir ¢oziiniirliik elde edilmis demektir.
Coziiniirliik asagidaki formiil ile hesaplanmaktadir:
R+ iy =2 X (tisr - ti) / (Wi + Wip)

Burada tj ve ; sirasiyla i ve i+l no’lu bilesenlerin alikonma siireleri, Wi ve Wi, ise

stirastyla 1 ve i+1 no’lu bilesenler icin elde edilen taban genisliklerini ifade etmektedir
[128].

2.10. HPLC’de Kolon Dolgu Maddeleri

HPLC’de kolon dolgu fazlari iigce ayrilabilir. Bunlar polimerik, inorganik ve hibrid
materyallerdir. Giiniimiizde silika, hidroksiapatit, grafit ve metal oksit iceren inorganik
materyaller, arastirma ve uygulamada genis ¢apta kullanilmaktadir. Bu materyaller
arasinda, silika oldukga ideal bir destek maddesidir. S6yle Ki; silika mekanik dayaniklilik,
yiiksek kimyasal ve termal kararlilik, yiizeyindeki silanol gruplarinin, por yapisinin ve
yiizey alaninin kontrol edilebilmesi bakimindan olduk¢a avantajlidir. Bundan dolay: silika

en yaygin olarak kullanilan HPLC dolgu materyali olarak gelismektedir [129].
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Ters faz sivi kromatografisinde, ayirma isleminde dolgu maddesi 6énemli bir rol
oynar. HPLC ilk gelistirildiginde, dolgu maddesi viskoz bir sivi ile kapli inert desteklerden
olusmaktaydi [130]. Ancak boyle bir dolgu maddesi iizerinden gegen bir hareketli faz
varliginda, dolgu maddesinin kapli oldugu viskoz siviy1r korumanin olanaksiz olmasi dolgu

maddelerinin yetersiz ve sinirli oldugunun kanitiydi.

Bir ligandin silil eter (-Si — O — Si -) baglar lizerinden kat1 bir destege kovalent
olarak baglanmasiyla elde edilen dolgu maddelerinin gelisimi bu problemi gidermis ve
modern sivi kromatogtafisinin gelisimine katkida bulunmustur. Cesitli fonksiyonel
gruplara sahip dolgu maddeleri ticari olarak mevcuttur. Bununla beraber, kati destegin

ligand ile birgok firma kendi silikasini gelistirmektedir [130].

Sentez reaksiyonu iireticiler tarafindan degisse de genel reaksiyon uygun bir
ligandin silika destek maddesi tlizerindeki silanol (Si — OH) ya da siloksanlara (Si-O-Si)
kimyasal olarak baglanmasimi icerir. Genel olarak siloksanlarin diisiik aktiviteye sahip
olduklar1 kabul edilir, bundan dolayi, baglanma isleminde sonug¢ gostermezler. Silanoller

boylece baglanma fazi igin birinci baglanti noktasi olarak gorev yapar [131].

Ideal olarak, dolgu faz1 gesitli karakteristik dzelliklere sahip olmalidir. Birincisi,
destek materyali homojen bir yiizeye sahip olmasinin yani sira kimyasal modifikasyonlara
kars1 cevap verebilmelidir. Ayrica kimyasal ve termal olarak kararli olmali ve pH
degisimine kars1 uzun siire kararlilik gostermelidir. Bunlara ek olarak, HPLC’de yiiksek
basing degerine direnmek icin yliksek mekanik kararliliga sahip olmalidir. Ticari olarak
uygulanabilir olmasi i¢in, iiretim prosediirii son derece yinelenebilir olmalidir. En 6nemlisi
de dolgu fazlar1 ayirma icin gerekli selektiviteyi, tutunmayi ve genis analit sinifina

uygulanabilirligi saglanmalidir [132].

2.10.1. Silika Jel

Ticari olarak mevcut kolonlarin biiyiik bir kismi silikajel tabanlidir. Silikayr diger
dolgun fazlarindan istiin kilan bazi avantajlar1 vardir. Birincisi, silikanin kimyas: iyi

bilinmektedir.
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Fabrikasyon kosullar1 kolaylikla kontrol altina alinabildiginden istenilen {iriinii elde
etmek miimkiindiir. Silika jeller dar gézenek ¢ap1 dagilimli, ¢cok gozenekli ve ylizey alanh
ve disiik miktarda metal igerigi barindirabilirler. Silika ayrica HPLC kosullar1 altinda
gorlilen basingtan kaynakli mekanik etki icin ihtiyag duyulan dayanikliliga sahiptir.
flaveten, bu gozenekli parcalar cok biiyiik yiizey alanlara sahiptir ki bu sayede 6rnek
analitlerin alikonmasi ¢ok iyidir [133]. Mevcut silika jel tabanli dolgu fazlar1 geleneksel
olarak diiz bir alkil zinciri igeren ligand ile modifiye olmustur. Bir¢ok sivi kromatografisi

analizleri oktadesilsiloksan (ODS) olarak bilinen Cig dolgu fazli kolon ile yapilir.

Bunun yani sira karbon sayist birden otuza kadar degisen dolgu fazlari da
mevcuttur. Son zamanlarda, alkil zincirinin i¢ kisminda polar bir grup igeren dolgu fazlari
popiiler olmustur. Bu tiir dolgu fazlar1 polar gomiilii (embedded) dolgu fazlari olarak
adlandirtlirlar. Temel polar gomiilii gruplar amitler, karbamatlar ya da eterlerdir. Bu polar
gruplar silika yiizeyine yakin noktada bulunurlar. Devaminda ise dolgu fazinin hidrofobik

dogasi icin gerekli karbon sayis1 sekizden on sekize kadar degisen alkil gruplar1 vardir.

Ligandin birinci baglanma reaksiyonuna ilaveten trimetilklorosiloksan gibi kisa
zincirli alkil silanlar kullanilarak geriye kalan silanollerle bloke edilmesi islemine
endcapping denir. Bu sekilde hem dolgu fazinin kararliligi hem de pik keskinligi artar
[134-136]. Benzer sekilde, dolgu fazin kararliligini arttirmak igin sterik engelli hacimli
baglanma fazlar1 kullanilabilir. Bu dolgu fazlari, dolgu fazini hidrolizden koruyan hacimli
yan gruplara sahip monofonksiyonel alkilsilan igerir. Cift disli dolgu fazlar1 6zellikle daha
yiiksek pH degerlerinde iistiin kararliliga sahiptir. Bunlar monomerik dolgu fazlarina
benzer, fakat bu dolgu fazlari ek bir ara linke sahiptir ve bu ara link genellikle propilen
grubudur [135]. Polimer igeren dolgu fazlar1 ideal olarak kimyasal kararliligi artirir [137].
Bu kolonlarin yiliksek oranda karbon icerdigini ve bunun da pik keskinligini ve bazik

hareketli fazlarda kararlilig: arttirdigini bulmustur.

Son zamanlarda 6zel amacli dolgu fazlar1 popiiler olmakta ve spesifik uygulamalar
i¢in kullanilmaktadir. Ornegin, kiral dolgu fazlar1 enantiyomerik ayirmalarda énemlidir.
Tipik kiral dolgu fazlari poliakkarit, protein, ta¢ eter ve siklodekstrin igerir [138]. Fenil
halkasi igeren dolgu fazlar1 da polisiklik aromatik hidrokarbonlara (PAHs) kars1 aromatik
selektivite gostermeye meyillidir [139,140]. Geleneksel alkil zincirli ligandlarla

kiyaslandiginda, siyano grubu baglh dolgu fazlar1 daha az hidrofobik 6zelliktedr [141].
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Flor bagl dolgu fazlarinin 6zellikle halojenli analitlerin ayrilmasinda popiilerligi
artmaktadir. Bu kolonlar, Cig kolonlarla kiyaslandiginda daha uzun alikonma siiresi ve
daha yiiksek bir selektivite gosterir. Ilaveten, bu dolgu fazlar siiperkritik akiskan
kromatografisi (SFC), micellar elektrokinetik sivi kromatografisi (MEKC) ve iyon

kromatografisi gibi diger ayirma modlarinda da uygunluk gosterir [142,143].

2.10.2. Polar Gomiilii (Embedded) Fazlar

Geleneksel Cg-C1g durgun fazlar, ters faz ayirmalarinda genis kullanim alanina
sahiptir. Fakat bu fazlarda doldurulmus kolonlar, yiiksek sulu hareketli fazlar ve bazik
maddeler i¢in zayif pik sekilleri ve bazi dezavantajlara sahiptir [144]. Son on yilda,
arastirmacilar, bunun gibi zorluklarn iistesinden gelebilmek i¢in polar — embedded serili
durgun fazlar tretmislerdir [144,145]. Bu fazlar silika yiizeyinin yaninda birincil
hidrofobik ve hidrofilik gruplar1 icermektedr. Siklikla, amit, amin, karbamat, ete ve
stilfonamit fonksiyonel gruplar kullanilir. Genellikle polar — embedded gruplarin faydalar
bazik maddeler igin iyi pik sekil vermesi, yiiksek sulu derecedeki hareketli fazlarla
uyumluluk gostermesi ve bilinen Cig kolonlarma kiyasla yiiksek ve ozel segicilik

karakterine sahip olmasidir [146].

Polar grup = amid, karbamat, iire, siilfonamit, alkil yada fenil eter, Ara grup = tipik propil

ligand1, AlKil zinciri=Cg - Cyg

Resim 2.10. 1. Tipik bir polar gomiilii (embedded) faz gosterimi
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Resim 2.10.1°de sematik diyagrami verilen polar — embedded gruplarinin sekli
verilmistir, bir propil grubu olan ara grup, silika yiizeyi ve polar gruplar arasinda yer alir.
Son olusan madde kimyasal fonksiyonlar1 a¢isindan bir miktar farkli olabilir.(amit,
karbamat, alkil eter, fenil eter gruplari... ) C-aikil ligandi, liganda lifofilik karakter verir ve

Cg’den Cig’e kadar zincir uzunlugu gesitlendirilebilir [140].

Polar embedded gruplu fazlar, azalmis hidrofobisite ve metilen segiciligi, azalmis
hidrojen bag1 kapasitesi, silanol aktivitesi ve iyon degisimi veya azot igeren dipol
etkilesime bakarak cok 6zel ve spesifik segicilige sahiptir. Azot igeren polar embedded
fazlardaki pozitif karakterin bulunmasi nedeniyle asidik bilesikler notral arastirmalara
yakin olarak gelismis alikonma karakteri gosterebilir ve bazik bilesikler, iyonik veya dipol

etkilesimle fazlaca azalmig alikonma faktorleri 6zellikle diisiik pH’da denenebilir [146].

Silika tabanli ters faz dolgu fazlari pH 2 ile 8 arasinda giivenli bir sekilde
kullanilanilabilseler de pH 8’den sonra silika hidroliz oldugundan kullanimlarinda ciddi
sinirlamalar vardir. Bazik bilesiklerin analizi diisiik pik keskinligi ve etkinliklerinden
dolay1 kromatograficiler icin bir problem olmustur. Son arastirmalar asil sebeplerin daha
karmasik oldugunu gosterse de geleneksel bakis acist bunu silanoller iizerindeki zayif
etkilesime baglamaktadir. Nedenlere bakmaksizin yeni dolgu fazlarmin gelisimi bazik

analitler s6z konusu oldugunda etkilesimi arttirmaya ¢alismaktadir.

Bu dolgu fazlan geleneksel baglanma fazindan fiziksel olarak farkhidir. Ciinkii
bunlar alkil zincirinin i¢inde bir polar grup igerirler. Bu kolonlar ayirmada 6nemli
avantajlar saglasa da bazi dezavantajlara da sahiptir. Daha kisa alkil zincirine ve polar
gruplara sahip olan gomiilii (embedded) kolonlar yiiksek ve diisiik pH degerinde saf alkil
zinciri igeren kolonlara gore daha zayif kararlilik gdsterir. Bundan dolay1 daha kisa alkil
zinciri ya da daha polar fonksiyonel grup iceren dolgu fazlari yiiksek polarliktaki
bilesiklerin ayiriminda yiliksek performans gosterse de daha kisa kolon dmriine sahiptir.
Ayrica polar gomiilii kolonlarin daha yiiksek oranda su iceren hareketli fazin kullanimina

izin verdigi tespit edilmistir.

52



Yiiksek baglanma yogunluklu geleneksel kolonlarda ise su bakimindan zengin
hareketli faz kullanildiginda zincir kopmasimin meydana geldigi saptanmistir. Zincir
kopmasi1 su bakimindan zengin hareketli fazda hidrofobik alkil zincirinin toplanmasindan
kaynaklanir.

Bu alikonmanin geri doniisiimsiiz olmasindan ve azalan kromatografik etkinlikten
kaynaklanabilir [147]. Walter ve ark. (2005) tarafindan yapilan son ¢aligmalarda yiiksek
oranda sulu hareketli faz kullanildiginda alikonma siiresindeki azalmanin zincir
kopmasindan degil dolgu faz1 goézeneklerinden hareketli fazin ekstriizyonundan
kaynaklandig1 belirtilmistir. Alikonmadaki diistisiin gézenek boyutuna bagliligi, bos hacim
ve akis durdurulduktan sonraki gozenek boyutundaki degisiklikler arasindaki iligki ve
alikonmadaki diisiisiin basinca bagimliligt bu fikri dogrular. Bazik analitler i¢in pik
keskinlesmesinin artmasina neden olan baska bir faktdr polar gomiilii kolonlarin artan

1slakliklarindan kaynaklanir.

Bir goriise gore polar grup analiti sialnollerden koruyan silika yiizeyindeki bir su
tabakasiyla kaplanir [147]. Diger goriislere gore ise polar grup serbest silanollerle
etkilesmeyi tercih edebilir. Ilaveten, eger hareketli fazin pH’s1 gomiilii grubun pKa’sinin
altina diiserse, gdmiilii grup protonlanir ve pozitif yiiklenir. Bu, gomiilii grubu ylizeydeki

silanollerden koruyarak dolgu fazi ve analitin elektrostatik itmesine neden olabilir [143].
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3.MATERYAL VE METOT

3.1. HPLC Analiz Metodu ve Validasyonu

2014 yili Mayis aymmda Usak Bolgesinden toplanan armut yapraklari karanlik
odada, oda sicakliginda 15 giin siireyle kurutuldu. Daha sonra kuru yapraklar 80-100 mesh
boyutunda 6giitiildii. Deneylerde kullanilan tiim kimyasallar analitik saflikta ve analizlerde

kullanilan kimyasallar HPLC safligindaydi.

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Cihazi

Calisilan bilesigin sivi kromatografik yontemle analizinde, Agillent 1260 marka HPLC
cihaz1 kullanilmistir. Sistemde, sistem kontrol {iinitesi, otomatik Ornekleyici, pompa,
dedektor, kolon firin1 ve gaz giderme iinitesi bulunmaktadir. HPLC Analizlerinde ACE 5
C-18, Batch:V12-711, Boyutlar: 250x4,6 mm kolon kullanilmistir.

pH metre

Hazirlanan ¢ozeltilerin pH s1 Mettler Toledo Seven Easy pH metre kullanilarak kontrol
edildi.

Ultrasonik Banyo
Kurutulmus ve 6giitiilmiis yaprak numunelerinden arbutinin ekstraksiyonu i¢in Wisebath

marka 50 kHz frekansl ultrasonik banyo cihazi kullanilmistir.

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan biitiin kimyasal maddeler, analitik veya HPLC safliktadir.

Calismada yararlanilan diger kimyasal maddeler ve 6zellikleri, Cizelge 3.1. de verilmistir.
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Cizelge 3. 1. Calismada kullanilan kimyasal maddeler

Adi

Kullanim amaci

Aciklama

Sodyum hidroksit

Ekstraksiyon soliisyonunun hazirlanmasinda

Merck, analitik saflikta

Hidroklorik Asit

Ekstraksiyon soliisyonunun hazirlanmasinda

Merck, analitik saflikta

Metanol

Ekstraksiyon soliisyonunun hazirlanmasinda

Merck, HPLC safliginda

Etanol

Ekstraksiyon soliisyonunun hazirlanmasinda

Merck, HPLC safliginda

Arbutin Standardi

HPLC Analizlerinde standart olarak.

Sigma, analitik saflikta

3.1.3. HPLC Analiz Metodu

Arbutinin standart soliisyonlardan ve ekstraktlardan taninmasi ve miktar analizleri

icin mobil faz kosantrasyonlar1 ve mobil faz akis hizi degistirilerek ayrimm ve pik

safliginin en 1yi gerceklestigi asagidaki metot gelistirilmistir. Bu metot valide edilmistir.

Cizelge 3. 2. HPLC analiz metodu

Kolon ACE 5 C-18, Batch:VV12-711, Boyutlar: 250x4,6 mm,
Mobil Faz Metanol: Deiyonize Su (7:93 V/V)

Enjeksiyon Hacmi 5uL

Kolon Sicakligi 30°C

Dedeksiyon 280 nm

Akis Hizi 1,2 mL/dk

Analiz Siiresi 9 dakika
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3.1.4. Validasyon Calismalari

Analitik metodun validasyonu i¢in arbutin standardindan bir beher igerisinde bir
miktar su icerisinde ¢6ziinmesi saglandi. 100 mL’lik balonjojeye aktarildi. Hacim 100 mL
ye suyla tamamlandi. Hazirlanan bu 1 mg/mL konsantrasyondaki stok standart
soliisyondan seyreltme yolu ile 50 ppm, 100 ppm, 150 ppm, 200 ppm ve 250 ppm
konsantrasyonlarinda 5 standart soliisyon hazirlandi. Hazirlanan Standart soliisyonlar her
biri beser kez ardisik 3 giin boyunca HPLC cihazina enjeksiyonu yapildi. Elde edilen

validasyon verileri asagidaki tablolarda verilmistir.
Elde edilen kromatogramlardaki pik alanlarindan yararlanilarak;

Giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik,
Kalibrasyon dogrusalligi,
Konsantrasyon araligi,

Korelasyon katsayist,

Kayma,

Egim,

Teshis limiti degeri (LOD),

Tayin limiti degeri (LOQ),

Alikonma zaman tespit edildi.

3.2.Ekstraksiyon

Ultrasonik destekli ekstraksiyon Wisebath marka 50 kHz frekansl ultrasonik banyo
kullanilarak gergeklestirildi. 100 mL hacimli erlenlerin igerisine 6giitiilmiis numuneden
200 mg tartilarak aktarildi. Uzerine deney programinda belirtilen miktarda ve yine
belirtilen pH’da solvent ilave edildi. Erlenin agzi aliiminyum folyo ile kapatilip lastikle
sabitlendi.
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Resim 3.2. 1. Numune ve solventin erlenlere alinmasi

Ultrasonik banyonun sicaklig1 ve siiresi ayarlandi. Standart ultrasonik kosullar i¢in
erlenler ultrasonik banyo igerisine yerlestirildi. Banyodaki su ile erlen igerisindeki ¢ozelti
seviyesi ayni tutuldu. Ve ultrasonik banyo ¢alistirildi. Ekstraksiyon islemi tamamlandiktan
sonra kapilerin tikanmasini1 6nlemek amaciyla ¢ézelti 6nce Whatman marka filtre kagid ile

sonrasindaysa 0,45 mikronluk membran filtre ile siiziildii.

Resim 3.2. 2. Ultrasonik banyo ve ekstraksiyon

57



Resim 3.2. 3. Ekstraktin whatman beyaz bant filtre kagida ile siiziilmesi

Resim 3.2. 4. Ekstraktin enjektor ucu filtre ile siiziilmesi
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3.2.1. Uygun Solventin Belirlenmesi Calismalar:

200 mg kurutulmus ve 6giitiilmiis armut yapragi numunesinden tartilarak 100 mL
hacimli erlenmayere alindi. Uzerine 50 mL asagida isimleri yazili solventlerden ilave
edildi. Erlenmayerin agz1 aliiminyum folyo ile kapatildi. 30 dakika siireyle ultrasonik
banyoda 30 °C sicaklikta ekstrakte edildi. Karisim oénce beyaz bant siizge¢ kagidindan
sonra 0,45 mikron enjektor ucu filtre ile siiziilerek 2 mL viale alindi. HPLC cihaz ile

arbutin igerigi belirlendi.

3.2.2. En Uygun Ekstraksiyon pH sinin Belirlenmesi Calismalari

Deiyonize su ve HCl ile 0,1 Molar HCI ¢6zeltisi hazirland1. (pH:1)

(pH:1) soliisyonundan 100 mL almip 1000 mL ye Deiyonize su ile seyreltildi. (pH:2)

solusyonu hazirlandi.

(pH:2) soliisyonundan 100 mL alimip 1000 mL ye Deiyonize su ile seyreltildi. (pH:3)

solusyonu hazirlandi.

(pH:3) soliisyonundan 100 mL alimip 1000 mL ye Deiyonize su ile seyreltildi. (pH:4)

solusyonu hazirlandi.

(pH:4) soliisyonundan 100 mL alimip 1000 mL ye Deiyonize su ile seyreltildi. (pH:5)

solusyonu hazirland.

(pH:5) soliisyonundan 100 mL alinip 1000 mL ye Deiyonize su ile seyreltildi. (pH:6)

solusyonu hazirland.
Dogrudan deiyonize su kullanildi. (pH: 7)
Deiyonize su ve NaOH ile 0,1 Molar NaOH ¢ozeltisi hazirlandi. (pH:13)

(pH:13) soliisyonundan 100 mL alinip 1000 mL ye Deiyonize su ile seyreltildi. (pH:12)

solusyonu hazirlandi.
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(pH:12) soliisyonundan 100 mL alinip 1000 mL ye Deiyonize su ile seyreltildi. (pH:11)

solusyonu hazirlandi.

(pH:11) soliisyonundan 100 mL alinip 1000 mL ye Deiyonize su ile seyreltildi. (pH:10)

solusyonu hazirland.

(pH:10) soliisyonundan 100 mL alinip 1000 mL ye Deiyonize su ile seyreltildi. (pH:9)

solusyonu hazirland.

(pH:9) soliisyonundan 100 mL alinip 1000 mL ye Deiyonize su ile seyreltildi. (pH:8)

solusyonu hazirlandi.

Hazirlanan ¢ozeltilerin pH s1 Mettler Toledo Seven Easy pH metre kullanilarak kontrol

edildi.

200 mg kurutulmus ve 6giitiilmiis numuneden 14 adet tartilarak 100 mL hacimli 14 farkl
erlenmayere alindi. Herbirinin iizerine 50 mL yukarida hazirlanan farkli pH lardaki
soliisyonlardan ilave edildi. Erlenmayerin agzi aliiminyum folyo ile kapatildi. 30 dakika
stireyle ultrasonik banyoda 30°C sicaklikta ekstrakte edildi. Karisim once beyaz bant
stizgec kagidindan sonra 0,45 mikron enjektor ucu filtre ile siiziilerek 2 mL viale alindi.

HPLC cihazi ile arbutin igerigi belirlendi.

Resim 3.2. 5. Farkh pH larda ekstraktlar
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Resim 3.2. 6. Farkh pH larda ekstraktlar

3.2.3. En Uygun Solvent/Kati Oraninin Belirlenmesi Calismalari

Kurutulmus ve 6giitiilmiis armut yapragi numunesinden 6 adet 200 mg tartilarak 6
farkli 100 mL hacimli erlene tartildi. Uzerine asagida belirtilen miktarlarda pH:1
soliisyonundan ilave edildi. Erlenmayerin agzi aliiminyum folyo ile kapatildi. 30 dakika
siireyle ultrasonik banyoda 30°C sicaklikta ekstrakte edildi. Karisim once beyaz bant
stizgec kagidindan sonra 0,45 mikron enjektor ucu filtre ile siizlilerek 2 mL viale alindi.

HPLC cihazi ile arbutin igerigi belirlendi.

3.2.4. En Uygun Ekstraksiyon Verimi i¢in Tane Boyutunun Belirlenmesi Calismalar:

Kurutulmus ve 6giitiilmiis numune Retsch marka AS 200 model Titresimli elek
sallayici ile tane boyutlarina ayrildi. Herbir tane boyutundan 200 mg numuneden tartilarak
100 mL hacimli erlenmayere alindi. Uzerine asagida belirtilen miktarlarda pH:1
solusyonundan ilave edildi. Erlenmayerin agz1 aliiminyum folyo ile kapatildi. 30 dakika

siireyle ultrasonik banyoda 30 °C sicaklikta ekstrakte edildi.
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Karisim 6nce beyaz bant siizge¢ kagidindan sonra 0,45 mikron enjektor ucu filtre

ile stliziilerek 2 mL viale alindi. HPLC cihaz ile arbutin igerigi belirlendi.

3.2.5. Ultrasonik Destekli Ekstraksiyonun Optimizasyonu Calismalari

Armut yapraklarindan Arbutinin Ultrasonik destekli ekstraksiyonun optimizasyonu

icin Ui¢c degisken kullanildi. Bu degiskenler ekstraksiyon zamani, ekstraksiyon sicakligi ve

metanol konsantrasyonu idi.

Cizelge 3.2 1. Box-Behnken Tasarimi Kullanilan Bagimsiz Degiskenler, Kodlar: ve

Gergek Degerleri
Bagimsiz Degiskenler | Birimler Parametrelerin Kod Diizeyleri
Sembolleri

-1 0 1
Ekstraksiyon Sicaklig °c (X1) 30 45 60
Ekstraksiyon Zamani Min (X2) 15 30 45
Metanol % (X3) 25 50 75
Konsantrasyonu

62




4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. HPLC Analiz Metodu Validasyonu Calismalar:

Analitik metodun validasyonu icin Arbutin standardindan bir beher igerisinde bir
miktar su igerisinde ¢oziinmesi saglandi. 100 mL lik balonjojeye aktarildi. Hacim 100 mL
ye suyla tamamlandi. Hazirlanan bu 1 mg/mL konsantrasyondaki stok standart
sollisyondan seyreltme yolu ile 50 ppm, 100 ppm, 150 ppm, 200 ppm ve 250 ppm
konsantrasyonlarinda 5 standart solliisyon hazirlandi. Hazirlanan standart soliisyonlar
herbiri beser kez olmak iizere ii¢ glin boyunca HPLC cihazina enjekte edildi. Elde edilen

validasyon verileri asagidaki tablolarda verilmistir.

Cizelge 4. 1. Validasyon icin kullanilan arbutin standartlarinin konsantrasyonlari

Validasyon I¢in Kullanilan Arbutin Standartlarinin Konsantrasyonlari (ppm)

50 50 50 50 50

Cizelge 4. 2. Arbutin standartlarinin konsantrasyonlari ve elde edilen pik alanlari

ENJEKSIYON 50 ppm 100 ppm 150 ppm 200 ppm 250 ppm
1 80,80 165,80 240,30 320,70 399,80

2 79,70 165,00 240,40 321,90 400,60

3 80,00 165,70 240,50 319,70 400,10

4 80,10 165,10 240,90 320,90 400,80

5 79,60 164,90 240,40 320,60 401,00
ORTALAMA 80,04 165,30 240,50 320,76 400,46
SD 0,4722 0,4183 0,2345 0,7861 0,4980
%RSD 0,5900 0,2531 0,0975 0,2451 0,1244
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Sekil 4. 1. Arbutin standart soliisyonlarinin dogrusallik grafigi

Cizelge 4. 3. Arbutinin HPLC Analiz Metodu kalibrasyon verileri istatistiksel

degerlendirilmesi

Parametreler Arbutin
Konsantrasyon Aralig1 (ppm) 50-250
Korelasyon Katsayisi 0,9997
Dogrusallik
Kayma 2,522
Egim 1,5926
LOD Teshis Limiti (ppm) 4,573
LOQ Tayin Limiti (ppm) 7,739
Alikonma zamani (dk) 4,580
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Cizelge 4. 4. Tekrarlanabilirlik sonuglar:

50 ppm RSD | 100 ppm RSD | 150 ppm RSD | 200 ppm RSD | 250 ppm RSD
1. GUN 0,5900 0,2531 0,0975 0,2451 0,1244
2. GUN 0,3086 0,4441 0,3108 0,2852 0,2044
3. GUN 0,3085 0,4110 0,1351 0,2437 0,1264

Uluslararas1 standartlara gore tekrarlanabilirlik testlerinin uygun olabilmesi i¢in % RSD

degerlerinin 2’den kii¢lik olmas istenir. Yukaridaki tabloda goriilen rakamlarin tiimii 1’in

altindadir.

4.2. Uygun Solventin Belirlenmesi Calismalari

200 mg kurutulmus ve 6giitiilmiis armut yapragi numunesinden tartilarak 100 mL

hacimli erlenmayere alindi. Uzerine 50 mL asagida isimleri yazili solventlerden ilave

edildi. Erlenmayerin agzi aliiminyum folyo ile kapatildi. 30 dakika siireyle ultrasonik

banyoda 30°C sicaklikta ekstrakte edildi. Karisim dnce beyaz bant siizge¢ kagidindan sonra

0,45 mikron enjektor ucu filtre ile siiziilerek 2 mL viale alindi. HPLC cihazi ile arbutin

icerigi belirlendi.
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Cizelge 4. 5. Farkl solventlerle ekstraksiyon verimleri

Solvent Ekstrakt Arbutin Icerigi ppm Numune Arbutin Igerigi %
Su 44 1,10
Metanol 108 2,70
Etanol 24 0,60
[zopropil alkol 80 2,00
Dietil eter 0 0,00
Kloroform 0 0,00
Benzen 0 0,00

Cizelge 4.5.°den de goriilecegi iizere Dietileter, Kloroform ve Benzen armut

yapraklarindaki arbutini ¢6zmemektedir. Arbutin i¢in en iyi solvent en yiiksek verimle

metanol olarak belirlenmistir.

Farkh Solventlerde Arbutin Verimi %

3,00

2,50

2,00

1,50

1,00 -

Arbutin Verim %

0)50 _ l
0,00 -

alkol

Solventler

Su Metanol Etanol izopropil Dietil eterKloroform Benzen

Sekil 4. 2. Farkl solventlerde Arbutin verimi
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Cizelge 4. 6. Farkli metanol solventlerinde ekstraksiyon verimleri

Solvent Ekstrakt Arbutin icerigi ppm | Numune Arbutin Icerigi %
Su 44 1,10
% 20 Metanol 99 2,48
% 40 Metanol 102 2,55
% 60 Metanol 111 2,78
% 80 Metanol 119 2,98
% 100 Metanol 108 2,70
% 80 Metanol (pH:1) 154 3,85
% 80 Metanol (pH:7) 115 2,88
% 80 Metanol (pH:12) 142 3,55

Cizelge 4.6.’dan da goriilecegi ilizere %100 suda arbutin verimi en dusiiktiir.

Arbutin i¢in en iyi solvent en yiiksek verimle %80 metanol + %20 pH:1 olarak

belirlenmistir.
Farkl Metanol Solventlerinde Arbutin
Eksraksiyon Verimi %
4,00
3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00 -
0,50 E.
0,00 |
Su % 20 % 40 % 60 % 80 % 100 % 80 % 80 % 80
Metanol Metanol Metanol Metanol Metanol Metanol Metanol Metanol
(pH:1) (pH:7) (pH:12)

Sekil 4. 3. Farklhh metanol solventlerinde arbutin verimi
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4.3. En Uygun Ekstraksiyon pH siin Belirlenmesi Calismalari

Deiyonize su ve HCl ile 0,1 Molar HCI ¢6zeltisi hazirlandi. (pH:1)

(pH:1) soliisyonundan 100 mL almip 1000 mL ye Deiyonize su ile seyreltildi. (pH:2)

solusyonu hazirlandi.

(pH:2) soliisyonundan 100 mL alinip 1000 mL ye Deiyonize su ile seyreltildi. (pH:3)

solusyonu hazirlandi.

(pH:3) soliisyonundan 100 mL almip 1000 mL ye Deiyonize su ile seyreltildi. (pH:4)

solusyonu hazirlandi.

(pH:4) soliisyonundan 100 mL almip 1000 mL ye Deiyonize su ile seyreltildi. (pH:5)

solusyonu hazirlandi.

(pH:5) soliisyonundan 100 mL almip 1000 mL ye Deiyonize su ile seyreltildi. (pH:6)

solusyonu hazirlandi.
Dogrudan deiyonize su kullanildi. (pH: 7)
Deiyonize su ve NaOH ile 0,1 Molar NaOH ¢6zeltisi hazirlandi. (pH:13)

(pH:13) soliisyonundan 100 mL alinip 1000 mL ye Deiyonize su ile seyreltildi. (pH:12)

solusyonu hazirlanda.

(pH:12) soliisyonundan 100 mL alinip 1000 mL ye Deiyonize su ile seyreltildi. (pH:11)

solusyonu hazirland.

(pH:11) soliisyonundan 100 mL alinip 1000 mL ye Deiyonize su ile seyreltildi. (pH:10)

solusyonu hazirland.

(pH:10) soliisyonundan 100 mL alinip 1000 mL ye Deiyonize su ile seyreltildi. (pH:9)

solusyonu hazirland.

(pH:9) soliisyonundan 100 mL alinip 1000 mL ye Deiyonize su ile seyreltildi. (pH:8)

solusyonu hazirlandi.
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Hazirlanan ¢ozeltilerin pH s1 Mettler Toledo Seven Easy pH metre kullanilarak kontrol

edildi.

200 mg kurutulmus ve 6giitiilmiis numuneden 14 adet tartilarak 100 mL hacimli 14

farkli erlenmayere alindi. Herbirinin {izerine 50 mL yukarida hazirlanan farkli pH lardaki

soliisyonlardan ilave edildi. Erlenmayerin agzi1 aliiminyum folyo ile kapatildi. 30 dakika

siireyle ultrasonik banyoda 30°C sicaklikta ekstrakte edildi. Karisim once beyaz bant

stizge¢ kagidindan sonra 0,45 mikron enjektor ucu filtre ile siiziilerek 2 mL viale alindi.

HPLC cihazi ile arbutin igerigi belirlendi.

Cizelge 4. 7. Farkh pH larda ekstraksiyon verimleri

pH 1 2 3 4 5 6 7
Arbutin
o 3,220 3,050 1,950 1,500 1,250 1,200 1,200
Verimi %
pH 8 9 10 11 12 13 14
Arbutin
o 1,240 1,340 1,560 2,050 2,475 2,650 0,000
Verimi %

Sekil 4.4.’den de goriilecegi tizere pH: 1 de ekstraksiyon verimi maksimum iken

pH: 7 de verim minimum olmus ve pH: 13 e kadar verim tekrar yiikselmistir. Ancak yinede

verim pH: 1 de maksimumdur. pH: 14 ekstraklarda arbutin piki gézlenmemistir. Giiglii

alkali ortamda arbutin bozunmaktadir.
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Arbutin Veriminin pH ile Degisimi
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pH

2,000

Arbutin Verimi %

1,500

1,000

Sekil 4. 4. Farkh pH larda ekstraksiyon verimleri

VIWD1 A, Wavelength=260 nm (2014_KURULUMISIL24 2015-01-23 16-28-09'PH1.D)
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Sekil 4. 5. pH 1 ekstraktimin kromatogrami
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VD1 A, Wavelength=280 nm (2014_KURULUMISIL24 2015-01-23 16-26-09\PHT D)
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Sekil 4. 6. pH 7 ekstraktinin kromatogrami
VD1 A, Wavelength=280 nm (2014_KURULUNVSIL24 2015-01-23 16-28-09PH13.0)
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Sekil 4. 7. pH 14 ekstraktinin kromatogram

4.4. En Uygun Solvent/Kati Oraninin Belirlenmesi Calismalar:

Kurutulmus ve ogiitlilmiis armut yapragi numunesinden 6 adet 200 mg tartilarak 6
farkli 100 mL hacimli erlene tartildi. Uzerine asagida belirtilen miktarlarda pH:1
sollisyonundan ilave edildi. Erlenmayerin agz1 aliiminyum folyo ile kapatildi. 30 dakika

siireyle ultrasonik banyoda 30°C sicaklikta ekstrakte edildi.
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Karisim 6nce beyaz bant siizge¢ kagidindan sonra 0,45 mikron enjektdr ucu filtre

ile siiziilerek 2 mL viale alindi. HPLC cihazi ile arbutin igerigi belirlendi.

Cizelge 4. 8. Farkl solvent miktarlarinda ekstraksiyon verimleri

pH 1 Solvent Miktari

Arbutin % Verim

10 mL 2,815
20 mL 2,915
30 mL 3,000
40 mL 3,060
50 mL 3,100
60 mL 3,120

Sekil 4.8.’den de goriilecegi lizere solvent miktar arttikca Fick Yasast na uygun

olarak kiitle transferi iyilestiginden verim siirekli olarak artmig 50 mL den sonra ¢ok fazla

degismemeye baglamistir. Bu sonug bitkiden arbutini maksimum olarak almak i¢in 50 mL

solvent ilavesinin yeterli olacagini gostermektedir. 50 mL den sonra ilave edilecek her

solvent miktar1 arbutin izolasyonunda hem zorluk yasatacak ham de ekonomik maliyeti

artiracaktir.

Degisimi

Solvent Miktari ile Arbutin Verimin

3,20

3,00

2,90

Arbutin Verimi %

2,80

T/

2,70

10

20

30 40
Solvent Miktan mil.

50

60

70

Sekil 4. 8. Solvent miktari ile arbutin veriminin degisimi
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4.5. En Uygun Ekstraksiyon Verimi i¢in Tane Boyutunun Belirlenmesi Cahsmalari

Kurutulmus ve 6giitiilmiis numune Retsch marka AS 200 model Titresimli elek
sallayici ile tane boyutlarina ayrildi. Herbir tane boyutundan 200 mg numuneden tartilarak
100 mL hacimli erlenmayere alindi. Uzerine asagida belirtilen miktarlarda pH:1
soliisyonundan ilave edildi. Erlenmayerin agz1 aliiminyum folyo ile kapatildi. 30 dakika
siireyle ultrasonik banyoda 30°C sicaklikta ekstrakte edildi. Karisim once beyaz bant
stizge¢ kagidindan sonra 0,45 mikron enjektor ucu filtre ile siiziilerek 2 mL viale alindi.

HPLC cihazi ile arbutin igerigi belirlendi.

Cizelge 4. 9. Farklh tane boyutlarinda ekstraksiyon verimleri

Tane Boyutu Arbutin Verimi %
500 pm 1,936
355 pm 2,070
250 um 2,320
180 pm 2,424
125 pm 2,787
90 um 2,820
63 um 2,800

Ekstraksiyonda tane boyutuna bagli olarak ekstraksiyon veriminin degisimi
incelendiginde tane boyutu kiigiildiik¢ce arbutinin ekstraksiyonu kolaylasmaktadir. Ancak
125 mikron tane boyutundan sonra verim ¢ok fazla degismemektedir. Bu sonug ekstrakte
edilecek bitki yapraklarmin 125 mikrona kadar ogiitiilmesinin yeterli olacagim

gostermektedir.
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Arbutin Veriminin Tane Boyutuyla
Degisimi

3,50
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Arbutin Verim %

Sekil 4. 9. Solvent miktari ile arbutin veriminin degisimi

Sekil 4.9.’dan da goriilecegi tlizere 125 mikron tane boyutuna kadar tane boyutu
azaldik¢a ekstraksiyon veriminin arttigi goriilmektedir. 125 mikron tane boyutundan
itibaren ekstraksiyon verimi degismemektedir. Bu sonug ekstrakte edilecek numunelerin

125 mikron tane boyutuna égiitiilmesinin yeterli olacagini gostermektedir.

4.6. Ultrasonik Destekli Ekstraksiyonun Optimizasyonu Calismalar:

Armut yapraklarindan Arbutinin Ultrasonik destekli ekstraksiyonun optimizasyonu
igin li¢ degisken kullanildi. Bu degiskenler ekstraksiyon zamani, ekstraksiyon sicakligi ve

metanol konsantrasyonu idi.
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Cizelge 4. 10. Box-Behnken Tasarim kullanilan bagimsiz degiskenler, kodlar: ve

gercek degerleri
o Parametrelerin Kod Diizeyleri
Birimler ]
Sembolleri -1 0 1
Ekstraksiyon 0
C (X1) 30 45 60
Sicakligi
Ekstraksiyon ]
Min (X2) 15 30 45
Zamani
Metanol
% (X3) 25 50 75
Konsantrasyonu

4.6.1.istatistiksel Analizler

Ug tekrarli deneylerin ortalamalar: iizerine istatistiksel analizler Instat® software
version 3.0 iin Anova Varyans Prosediirii kullanilarak yapildi. Anova testi Design Expert
programi kullanarak degiskenler ve yanit arasindaki etkilesimi tanimlamak i¢in uygulandi.
Her numune i¢in ii¢ tekrarli analizler yapildi. HPLC Analizlerinin sonuglart ekstraksiyon

verimliliginin ortalamasi olarak ifade edildi.

4.6.2.0ptimizasyon Sonuclari

Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon Performansi Uzerine Proses Degiskenlerinin Etkisi

Design Expert 8.0.7.1 ile tasarlanmis Box-Behnken Tasarimi c¢aligmalarinin
deneysel ¢alismalar1 Cizelge 4.10.’da gosterilmektedir. Ayrica Cizelge 4.11 ekstraksiyon
sicakligi, ekstraksiyon zamani ve metanol konsantrasyonunun UAE ile elde edilen

ekstraksiyon verimliligi lizerine etkilerini gostermektedir.
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Cizelge 4. 11. Bagimsiz degiskenlerin(X1, X2, X3) Box-Behnken Tasarimlari ve
ekstraksiyon verimi icin deneysel sonuclar

Ekstraksiyon Ekstraksiyon Metanol _ )
Calisma Arbutin Verim
Sicakhig: Zamam Konsantrasyonu

°C Min % %
1 45,00 45,00 50,00 3,03
2 30,00 30,00 50,00 2,31
3 45,00 45,00 75,00 2,70
4 45,00 45,00 25,00 2,54
5 30,00 30,00 50,00 2,34
6 60,00 60,00 50,00 2,24
7 60,00 60,00 25,00 2,26
8 45,00 45,00 50,00 3,13
9 45,00 45,00 50,00 3,09
10 60,00 60,00 50,00 2,23
11 45,00 45,00 25,00 2,41
12 60,00 60,00 75,00 2,23
13 45,00 45,00 50,00 3,11
14 45,00 45,00 75,00 2,76
15 30,00 30,00 75,00 2,66
16 30,00 30,00 25,00 2,37
17 45,00 45,00 50,00 3,07

*Veriler {i¢ ¢calismanin ortalamasidir.
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Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon Performansi Uzerine Ekstraksiyon Zamaninin

Etkisi

Arbutin ekstraksiyonu verimliligine ekstraksiyon siiresinin etkisi 15-45 dk.
araliginda incelendi ve sonuglar Cizelge 4.11.’de verilmistir.  Deney sonuglar1 Sekil
4.10.’da gorildiigli gibi arbutinin optimum ekstraksiyon zamani 30 dakika oldugunu
gostermektedir. Ekstraksiyon siiresi artirildigi zaman, armut yapraklarinin hiicre duvarlari
tamamen ayrilip ekstraksiyon verimi nispeten hizlansin diye arbutin sivi materyale gecip
difiize olmaktadir. Uzun ekstraksiyon zamani siiresince armut yapraklarinin asiri 1sinmasi
arbutin molekiillerinin doymamis baglar gibi kararsiz kimyasal baglar1 nedeniyle arbutinin
termal bozunmasina sebep oldu ve sonra arbutin icerigi azaldi. Sonug¢ olarak arbutin

ekstraksiyonu i¢in tercih edilir ekstraksiyon siiresi 30 dakikadir.

[

%]
I

Ekstraksiyon Verimi % Arbutin

15.00 30.00 45.00

Eksraksiyon Siiresi dk.

Sekil 4. 10. Ekstraksiyon zamaninin ekstraksiyon performansi iizerine etkisi
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Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon Performansi Uzerine Ekstraksiyon Sicakh@inin
Etkisi

Ekstraksiyon islemi 30°C’tan 60°C’a ekstraksiyon sicakligi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Sekil 4.11.’de gorildigi gibi ekstraksiyon sicakligi arbutin verimi
tizerine acik etkilere sahiptir. Ekstraksiyon sicakligi artirildigi zaman ekstraksiyon verimi

hizla artt1 ve 45°C ta maksimuma ulasti.

Genelde yiiksek sicakliktaki ekstraksiyonlar bitki matriksinin aktif bolgelerinden
¢Oziinen maddenin iyi desorpsiyonu nedeniyle ekstraksiyon performansi ve kiitle
transferini artirir. Baslangicta sicakligin yilikselmesiyle ekstraksiyon veriminin artmast
yiiksek sicakligin arbutinin  bitki hiicresinden kopmasimi1 ve molekiiler hareketi
hizlandirmasindan olabilir. 45°C 1n iizerine ¢iktigi zaman ekstraksiyon verimi azalmaya
basladi. 45°C tan daha biiyiik sicakliklar, arbutin yapisinin bozulmasina neden oldu,
bozunma reaksiyonunu hizlandirdi, arbutin aktivitesini kaybetti ve arbutin icerigi hizla

azaldi. Sonug olarak arbutin ekstraksiyonu icin tercih edilir sicaklik 45°C tir.

=
ha

Ekstraksiyon Verimi % Arbutin

I I I
20.00 45.00 80.00

Eksraksiyon Sicakligi °C

Sekil 4. 11. Ekstraksiyon sicakhigimin ekstraksiyon performansi iizerine etkisi
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Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon Performans: Uzerine Metanol Konsantrasyonunun
Etkisi

%25 ten %75 e metanol konsantrasyonu kullanarak ekstraksiyon islemleri yapildi.
Arbutinin ekstraksiyon verimi {izerine metanol konsantrasyonunun etkisi Sekil 4.12. ‘de
gosterilmektedir. Baslangic asamasinda metanol konsantrasyonunun %25 ten %60 a
yiikselmesiyle arbutinin ekstraksiyon verimi hizla artti. %60’dan daha biiyilk metanol
konsantrasyonunda arbutin ekstraksiyon verimini yavasca azalma egiliminde oldu. %60

metanol konsantrasyonunda maksimum verim elde edildi.

Bunun sebebi metanol konsantrasyonunun artmasi yiiksek kiitle transfer
dinamiklerine, solventlerine ve armut yapraklarina tamamen erisime sebep olmasidir.
Metanol konsantrasyonu belli bir diizeye ulastigi zaman arbutinin bir kisminin yiiksek
konsantrasyondaki metanolde ¢oziinmesi zorlagti. Ayrica bu olay alkolde ¢oziiniir safsizlik
iceriginin artmasina ve arbutin igeriginin kaybolmasiyla sonuglanmasina sebep oldu.
Ayrica daha biiyiik metanol konsantrasyonu arbutinin saflastirilmasini daha zorlastirdi ve
yiiksek tiretim maliyetiyle fazla atiga sebep oldu. Sonug olarak arbutin ekstraksiyonu i¢in

%60 metanol konsantrasyonu oldukg¢a iyi sonug vermistir.

Ekstraksiyon Verimi % Arbutin

T T I
5,00 50.00 75,00

[X]

Metanol Konsantrasyonu %

Sekil 4. 12. Ekstraksiyon performansi iizerine metanol konsantrasyonunun etkisi
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RSM ile Yapilan Ultrasonik Destekli Ekstraksiyonun Optimizasyonu

Ayn1 zamanda tek faktdr yaklasimi olarak bilinen proses degiskenlerinin bireysel
etkileri onceki boliimlerde uygulandi. Bu klasik yaklasim proses degiskenlerinin birbiri ile
muhtemel etkilesimlerini ithmal eder. Yiizey yanit metadolojisi (RSM) isletme

parametreleri arasindaki muhtemel etkilesimleri goz 6niinde bulundurur.

Cizelge 4.11 minimum, orta ve maksimum noktalar1 igeren (metanol
konsantrasyonu, zaman ve sicaklik) ii¢ parametreyi gostermektedir. On yedi deney ¢alisildi
ve kosullar Design-Expert software tarafindan rastgele secildi ve yanitlar kaydedildi

(Cizelge 4.11.).

Design-Expert programinda deneysel kosullar ve elde edilen yanitar girilerek
optimizasyon i¢in ikinci dereceden Quadratik bir model elde edildi. Yazilimdan RSM

kullanarak asagida verilen ikinci dereceden bir model tiiretildi:

A= -3,80125 + 0,21103 X1 + 0,21103 X2 + 0,042730 X3 - 2,22222 10° X1X2 - 2,13333
10 X1X3 + 4,66667 10° X2X3 - 2,28556 10 X12- 1,29667 107 X2%- 3,06800 107 X32

(@)

Cizelge 4.12.°de X2, X1X2, X1X3, X2X3, X3X4 model i¢in uygun olmayan terimlerdir.
Onlarin regresyon katsayilar1 hari¢ tutularak yeni kosulun daha iyi agiklanmasi icin yeni

bir model verilebilir.

A = - 3,80125 + 0,21103 X1 + 0,042730 X3 - 2,28556 10 X12 - 1,29667 10° X2° -
3,06800 10 X3 (3)

Bu denklemden arbutin icin hesaplanmis teorik geri kazanim degerleri pratikte elde

edilenlere kars1 grafigi ¢izildi. Bu iliskiler Sekil 4.13.”de gdsterilmistir.
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Sekil 4. 13. Model denklem kullamlarak hesaplanms degerlere karsi deneysel olarak
elde edilmis ekstraksiyon verimi degerleri arasindaki iliski
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Sekil 4. 14. Metanol konsantrasyon ve ekstraksiyon siiresinin etkilesimli etkilerini
gosteren arbutin ekstraksiyonu i¢in ii¢ boyutlu bir yiizey yanit ve kontur grafikleri
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Sekil 4. 15. Ekstraksiyon sicakhgi ve ekstraksiyon siiresinin etkilesimli etkilerini
gosteren arbutin ekstraksiyonu i¢in ii¢ boyutlu bir yiizey yanit ve kontur grafikleri
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Sekil 4. 16. Metanol konsantrasyonu ve ekstraksiyon sicakhigi etkilesimli etkilerini
gosteren arbutin ekstraksiyonu icin ii¢ boyutlu bir yiizey yanit ve kontur grafikleri
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Optimum ekstraksiyon kosullart yaniti maksimize etmek ic¢in Design-Expert
yaziliminda optimizasyon sekmesinin kullanarak bulundu. Bu degerler %56,81 metanol
konsantrasyonu, 29,66 dakika ekstraksiyon zamani ve 43,37°C ekstraksiyon sicakligi
olarak belirlendi. Bu isletme kosullar1 altinda maksimum yanit (% 3,10) olarak bulundu.
Optimum ekstraksiyon kosullarin1 bulduktan sonra ger¢gek numunede ekstraksiyon

deneyleri 6 kez tekrarlandi ve sonra relatif standart sapmali ortalama hesaplandi.
Ortalama: % 3,11

Standard Sapma: 0,02

Relatif Standart Sapma: 0,45

Arbutin Verim: % 3,11

Model Uydurma

Design Expert 8.0.7.1 ten elde edilen Anova Varyans analizi sonuglar1 Cizelge
4.12.’de verilmistir. En uygun degiskenleri elde etmek i¢in adim regresyonu kullanildi. Bu
prosese gore verilen degiskenler verilen alfa diizeyleri (0,1) i¢inde hem geri hem ileri

teknikler kullanilarak test edilir ve degerlendirilir.

Parametrelerin tespiti i¢in geri teknikler tiim degiskenleri igerir. 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 i¢inde verilen degiskenleri degerlendirir.

Geri tekniklerden farkli olarak ileri teknikler denklemde bulunmayan hi¢ bir
degiskenle baslamaz. Denkleme (p<0,05) olan degiskenler katilir. (p>0,05) olan degikenler
sistemden atilir. Bu proses uygun olmayan hicbir degisken kalmayincaya kadar devam

eder.
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Design Expert 8.0.7.1 programinin ikinci derece denklemleri i¢in ANOVA testi
sonuglar1 Cizelge 4.12°de verilmistir. Regresyon analizleri % 95 giiven aralifinda yapildi.
Elde edilen modelin f degeri 41,46 dir ve p < 0,0001 olmas1 tiiretilmis modelin uygun
oldugunu gostermektedir.. (X1), (X3), (X1%), (X2, (X3?) terimleri giiven aralig1 i¢inde
uygun model terimleridir. (Cizelge 19).

Yakin ve daha yiiksek ¢oklu katsayilar (R-Squared, Adj R-Squared ve Pred R-
Squared) modelin yiiksek dogruluguna isaret etmektedir. Adj R-Squared ayrica gercek ve
tahmin edilen degerler arasindaki yiiksek derecedeki iliskiyi gostermektedir. Cizelge
4.12.’de goriildiigii gibi metanol konsantrasyonu (X3) yanit iizerine en uygun degiskendir.

Uyum eksikliginin f degeri (6,90) nin uygun oldugunu gostermektedir.

Calismamizda, Ekstraksiyon verimi i¢in R-Squared (0,9816); Adj R-Squared
(0,9579) ve Pred R-Squared (0,7485) degerleri tiiretilmis modelin dogrulugunu
gostermektedir. Sonug¢ olarak armut yapraklarindan UAE ile ekstraksiyon verimini tespit

etmek icin ylizey yanit modellemesi yeterince basarili olabilir.

Ayrica varyasyon katsayisi degeri 2,76 olarak bulunmustur. Varyasyon katsayisi ne

kadar diisiik olursa deneysel sonuglarin giivenilirligi ve hassasiyeti o kadar yiiksek olur.

Regresyon denklemi katsayilar1 hesaplandi ve veriler ikinci dereceden polinom
denklemine uyduruldu. Armut yapraklarindan arbutin ekstraksiyonu yaniti asagidaki

denklemle ifade edilebilir.

A =-3,80125 + 0,21103 X1 + 0,042730 X3 — 2,28556 107 X12— 1,29667 10 X2?-
3,06800 10 X3? (3)
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Cizelge 4. 12. Yiizey yamt ikinci dereceden model icin (ANOVA) varyans analizleri

Kareler Kareler F p-Degeri
Kaynak Df

Toplam Ortalamasi Degeri | Prob>F
Model 1,95 9 0,220 41,46 <0,0001 | Uygun
X1-Ekstraksiyon

0,065 1 0,065 12,41 0,010 Uygun
Sicakligt
X2-Ekstraksiyon

2,812 10° 1 2,8110° 0,54 0,487
Siiresi
X3-Metanol

0,074 1 0,074 14,20 0,007 Uygun
Konsantrasyonu
X1X2 1,00 10 1 1,00 10™ 0,019 0,894
X1X3 0,026 1 0,026 4,90 0,062
X2X3 1,23 10° 1 1,23 107 0,230 | 0,643
X1? 1,11 1 1,11 213,28 | <0,0001 | Uygun
X2? 0,360 1 0,360 68,65 <0,0001 | Uygun
X3? 0,150 1 0,150 29,65 | 0,001 Uygun
Artik Deger 0,037 7 522107
Uyum Eksikligi | 0,031 3 0,010 6,90 0,047 Uygun
Hata 5,92 107 4 1,48 10°
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Cizelge 4. 13. Optimizasyon sonucu

Optimizasyon Sonucu

Ekstraksiyon Ekstraksiyon Siiresi | Metanol Konsantrasyonu | Arbutin Verim
Sicakhig ( °C) (dk.) (%) (%)
43,368 29,663 56,810 3,104

ANOVA dan elde edilen regresyon denklemi gosterdiki R? (coklu korelasyon
katsayis1) 0,9816 idi (0,75 in iizerinde bir deger modelin uygunlugunu gostermektedir. Bu
modelin hesapladigi datalarda genel varyasyonun belirlenmesiydi. Bdoylece bu model
yanittaki varyasyonun %98,16’sim1 aciklamaya muktedirdi. Adjusted R? = 0,9579 ve
Predicted R? =0,7485 olarak belirlendi, bu modelin iyi oldugunu gosterdi. (iyi bir
istatistiksel model igin, R degeri 0-1,0 araliginda olmali, ve bu deger 1,0 e yakindi.
Mevcut modelin adequate precision degeri 16,597 idi ve bu ayrica gosteriyor ki tasarim
icin bu model kullanilabilecektir. Adequate precision degeri signal/giiriiltii oraninin bir
gostergesidir ve 4 ten bliylik degerler bir modelin iyi olmasi i¢in temel 6n kosullardir. Ayn1
zamanda, varyasyon katsayisinin (CV = 2,76 %) nispeten daha diisiik degerleri yapilan

degerlerin giivenilirligini ve daha iyi bir kesinligini gosterdi.

Sonug olarak, kurutulmus armut kabuklarindan ekstraksiyon verimini tahmin etmek
i¢in ylizey yanit metodu basarili bir sekilde uygulanabilir. Varyasyon katsayisinin diisiik
degerleri deney sonuclariin giivenilirligini ve kesinligini gostermektedir. Calismamizda

katsay1 degeri (C.V.) 2,76 idi.

Cizelge 4.13. Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon ile elde edilen armut yapraklari
ekstraktinin ekstraksiyon verimi ile ilgili denklem 2 den hesaplanan datalarla deneysel
datalar arasindaki iligskiyi gostermektedir. Modelden hesaplanan datalar isletme kosullart

araliginda deneysel datalar ile uyum icindedir.

Sekil 4.17 arbutin standard1 soliisyonunun kromatogramini gostermektedir. Sekil

4.18. armut yapragi ekstraktinin kromatogramini géstermektedir.
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Sekil 4. 17. Standart solusyonun kromatogram (konsantrasyon: 150 ppm)
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Sekil 4. 18. Armut yaprag ekstraktinin Kromatogrami
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4.6.3.Ultrason Giicii ve Solvent/Kati Oraminin Optimizasyonu Calismalar:

Ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon zamani ve metanol konsantrasyonu gibi
optimizasyon parametreleri optimize edildikten sonra Solvent/Kati Orani, Ultrason Giicii

ve Metanol Konsantrasyonu gibi parametreler de optimize edildi.

Cizelge 4. 14. Box-Behnken Tasarimi kullanilan bagimsiz degiskenler, kodlar1 ve

gercek degerleri
Bagimsiz Degiskenler | Birimler Parametrelerin Kod Diizeyleri
Sembolleri
-1 0 1
Solvent/Kat1 Orani ml/200 mg (X1) 30 45 50
Numune

Ultrason Giicii w (X2) 360 420 480
Metanol % (X3) 25 50 75
Konsantrasyonu
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Cizelge 4. 15. Bagimsiz degiskenlerin (X1, X2, X3) Box-Behnken Tasarimlari ve
ekstraksiyon verimi i¢in deneysel sonuglar

Solvent/Kati Metanol
Calisma Oram Ultrason Giicii | Konsantrasyonu | Arbutin Verim
mI/200 mg
Numune w % %
1 40 420 50 3,10
2 30 360 50 2,33
3 40 480 75 2,83
4 40 360 25 2,65
5 30 480 50 2,45
6 50 480 50 2,35
7 50 420 25 2,35
8 40 420 50 3,20
9 40 420 50 3,18
10 50 360 50 2,20
11 40 480 25 2,53
12 50 420 75 2,20
13 40 420 50 3,20
14 40 360 75 2,65
15 30 420 75 2,68
16 30 420 25 2,48
17 40 420 50 3,23

*Veriler li¢ ¢alismanin ortalamasidir.
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Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon Performansi Uzerine Solvent/Kati Oraninin Etkisi

Arbutin ekstraksiyonu verimliligine Solvent/Kat1 oraniin etkisi 30-50 mL/200 mg
Numune araliginda incelendi ve sonuglar Cizelge 4.15.’de verilmistir. Deney sonuglari
Sekil 4.19.da goriildiigii gibi arbutinin optimum Solvent/Kati oraninin etkisi 40 mL/200
mg oldugunu gostermektedir. Solvent/Kat1 oraninin artirildigi zaman, Fick Yasasi uyarinca
armut yapraklarinin hiicre duvarlar1 tamamen ayrilip ekstraksiyon verimi nispeten

hizlansin diye arbutin sivi materyale gecip difiize olmaktadir.

Ekstraksiyon Verimi % Arbutin

prexec] =.; L8l sann =.0x;

Solvent/Kati1 Oran1 mL/200 mg Numune

Sekil 4. 19. Solvent/Kati oranimin ekstraksiyon performansi iizerine etkisi

Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon Performansi Uzerine Ultrason Giiciiniin Etkisi

Ekstraksiyon islemi 360 W’tan 420 W’a ultrason gilici kullanilarak
gerceklestirilmistir. Sekil 4.20.’de goriildiigii gibi ekstraksiyon sicakligi arbutin verimi
tizerine agik etkilere sahiptir. Ultrason giicii artirildigi zaman ekstraksiyon verimi hizla

arttt ve 420 W’ ta maksimuma ulasti.
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420 W 1n lizerine ¢iktig1 zaman ekstraksiyon verimi azalmaya basladi. 420 W’tan

daha biiyiikk ultrason giicli, arbutin yapisinin bozulmasimna neden oldu, bozunma

reaksiyonunu hizlandirdi, arbutin aktivitesini kaybetti ve arbutin igerigi hizla azaldi. Sonug

olarak arbutin ekstraksiyonu igin tercih edilir ultrason giicii 420 W tir.

Ekstraksiyon Verimi % Arbutin

Sekil 4.

Ultrason Giici W

20. Ultrason giiciiniin ekstraksiyon performansi iizerine etKisi

Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon Performans: Uzerine Metanol Konsantrasyonunun

Etkisi

%?25 ten %75 e metanol konsantrasyonu kullanarak ekstraksiyon islemleri yapildi.

Arbutinin ekstraksiyon verimi iizerine metanol konsantrasyonunun etkisi Sekil 4.21.°de

gosterilmektedir. Baslangic asamasinda metanol konsantrasyonunun %25°ten %55’e

yiikselmesiyle arbutinin ekstraksiyon verimi hizla artti. %55’den daha biiylik metanol

konsantrasyonunda arbutin ekstraksiyon verimini yavasca azalma egiliminde oldu. %55

metanol konsantrasyonunda maksimum verim elde edildi.
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Bunun sebebi metanol konsantrasyonunun artmasi yiiksek kiitle transfer

dinamiklerine, solventlerine ve armut yapraklarina tamamen erisime sebep olmasidir.

Metanol konsantrasyonu belli bir diizeye ulastifi zaman arbutinin bir kisminin
yiiksek konsantrasyondaki metanolde ¢oziinmesi zorlasti. Ayrica bu olay alkolde ¢oziiniir
safsizlik iceriginin artmasina ve arbutin igeriginin kaybolmasiyla sonu¢lanmasina sebep
oldu. Ayrica daha biiyilk metanol konsantrasyonu arbutinin saflagtirilmasini daha
zorlagtird1 ve yiiksek iiretim maliyetiyle fazla atiga sebep oldu. Sonug olarak arbutin

ekstraksiyonu i¢in %55 metanol konsantrasyonu oldukea iyi sonu¢ vermistir.

——— m————
-
- T

Ekstraksiyon Verimi % Arbutin

Metanol Konsantrasyonu %

Sekil 4. 21. Ekstraksiyon performansi iizerine metanol konsantrasyonunun etkisi

RSM ile Yapilan Ultrasonik Destekli Ekstraksiyonun Optimizasyonu

Ayn1 zamanda tek faktor yaklasimi olarak bilinen proses degiskenlerinin bireysel
etkileri 6nceki bdliimlerde uygulandi. Bu klasik yaklagim proses degiskenlerinin birbiri ile

muhtemel etkilesimlerini ihmal eder.
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Yiizey yanit metadolojisi (RSM) isletme parametreleri arasindaki muhtemel
etkilesimleri goz oniinde bulundurur. Cizelge 4.15. minimum, orta ve maksimum noktalari
iceren (Solvent/Kati Orani, Ultrason Giicii ve Metanol Konsantrasyonu) ii¢ parametreyi
gostermektedir. On yedi deney calisildi ve kosullar Design-Expert software tarafindan
rastgele secildi ve yanitlar kaydedildi. Design-Expert programinda deneysel kosullar ve

elde edilen yanitar girilerek optimizasyon i¢in ikinci dereceden Quadratik bir model elde
edildi.

Arbutin Yield (%)

Prediciion FRLAL

Acrbutin Wield (D

Uirazonic: Fower (W)
Mthanal Concantraton (35}

¥ Artutn ik (%) : Arbubn iz [5)

Sekil 4. 22. Metanol konsantrasyon ve ultrason giiciiniin etkilesimli etkilerini gésteren
arbutin ekstraksiyonu i¢in ii¢ boyutlu bir yiizey yamit ve kontur grafikleri
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Sekil 4. 23. Ultrason Giicii ve Solvent/Kati Oraninin etkilesimli etkilerini gosteren
arbutin ekstraksiyonu i¢in ii¢ boyutlu bir yiizey yanmit ve kontur grafikleri
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Sekil 4. 24. Metanol Konsantrasyonu ve Solvent/Kat1 Oraninin Etkilesimli Etkilerini
Gosteren Arbutin Ekstraksiyonu i¢in ii¢ Boyutlu bir Yiizey Yanit ve Kontur
Grafikleri
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Belirlenen asagidaki optimum kosullar asagidaki sekilde belirlenmistir.

Cizelge 4. 16. Optimum Kkosullar

Solvent /Kat1 Oran Ultrason Giicii Metanol Arbutin Verim
ml/200 mg Numune W Konsantrasyonu % %
38,93 42499 53,51 3,19

4.7. Tibbi Bitkilerde Arbutin iceriginin Belirlenmesi Calismalar

Belirlenen asagidaki optimum kosullar kullanilarak bazi tibbi bitkilerde arbutin

icerigi belirlenmistir.

Cizelge 4. 17. Toplam optimum kosullar

Solvent /Kat1 Oram Ultrason Ekstraksiyon | Ekstraksiyon Metanol
Giicii Sicakhigr Siiresi Konsantrasyonu
ml/200 mg Numune
0 (%)
(W) Q) (dk.)
38,93 424,99 43,368 29,663 56,810

Optimize edilen ekstraksiyon prosesi ve valide edilen HPLC Analiz metodu

kullanilarak bazi tibbi bitkilerdeki arbutin igerigi belirlenmistir. Bunun igin: Armut,

Kizilcik, Mersin, Yaban mersini, Beyazdut, Karadut, Kekik ve Ay1 iiziimii yapraklari

kullanilmistir.
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Ay1 liziimii, Mersin ve Yaban mersini yapraklar1 Karadeniz Bolgesi Rize’den 2014
yilt Mayis ayinda, Beyazdut, Karadut, Kizilcik ve Armut yapraklar1 2014 yili Mayis ayinda
Usak’tan toplanmistir. Karanlik odada 15 giin siireyle kurutulmus ve ekstraksiyon dncesi
ogitilmiistiir. 200 mg kurutulmus ve 6giitiilmiis numunelerden tartilarak 100 mL hacimli

erlene alindi.

Uzerine agagida belirtilen miktarlarda % 56,81 metanol iceren pH:1 solusyonundan
50 mL ilave edildi. Erlenlerin agz1 aliminyum folyo ile kapatildi. 29,66 dakika siireyle
ultrasonik banyoda 43,37 °C sicaklikta ekstrakte edildi. Karisim dnce beyaz bant siizgeg
kagidindan sonra 0,45 mikron enjektor ucu filtre ile siiziilerek 2 mL viale alindi. HPLC

cihazi ile arbutin igerigi belirlendi.

Cizelge 4. 18. Farkh bitki yapraklarinda arbutin icerikleri

Bitki Yapraklari Arbutin Verimi %
Kizilcik 0,370
Armut 3,104
Ayl Uziimii 12,716
Kekik 0,043
Beyaz Dut Belirlenemedi
Kara Dut 0,035
Civan Per¢cemi Belirlenemedi
Mersin 0,135
Yaban Mersin 0,100
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VWD1 A, Wavelength=280 nm (2014_KURULUMEMINEYASING 2015-04-30 15-20-24\KARADUT D)

527 - Arbutin
s

|
|

Sekil 4. 25. Karadut yapragi ekstraktimin Kromatogrami

VWD1 A, Wavelength=280 nm (2014_KURULUMEMINEYASING 2015-04-30 15-20-24\KiZILCIK.D)
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Sekil 4. 26. Kizilcik yapragi ekstraktinin Kromatogram

VWD1 A, Wavelength=280 nm (2014_KURULUMEEMINEYASIN7 2015-05-01 10-35-23\MERSIN D)
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Sekil 4. 27. Mersin yaprag ekstraktinin Kromatogram
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VWD1 A, Wavelength=280 nm (2014_KURULUMEMINEYASING 2015-04-30 15-20-24\YABAN MERSINI.D)
mAU ]

.\,
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74,541 - Arbutin

,
L S

Sekil 4. 28. Yaban Mersini yaprag: ekstraktinin Kromatogrami

VWD1 A, Wavelength=280 nm (2014_KURULUMEMINEYASINT 2015-05-01 10-35-23\CIVANPERCEMI.D)
mAU

Sekil 4. 29. Civanperc¢emi ekstraktimin kromatogram

VWD1 A, Wavelength=280 nm (2014_KURULUM\EMINEYASINT 2015-05-01 10-35-23\BEYAZDUT D)

Sekil 4. 30. Beyazdut yapragi ekstraktinin kromatogrami
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VWD1 A, Wavelength=280 nm (2014_KURULUMEMINEYASIN22 2015-05-12 16-08-50'AUU4 D)
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Sekil 4. 31. Ay1 Uziimii Yaprag Ekstraktinin Kromatogram
VWDT A, Wavelength=280 nm (2014_KURULUMISIL24 2015-01-23 16-28-09\PH1.D)
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Sekil 4. 32. Armut yaprag: ekstraktinin kromatogrami
VWD A, Wavelengih=230 nm (2014_KURULUMEMINEYASING Z015-05-01 19-54-42 KEKIK D)
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Sekil 4. 33. Kekik yapragi ekstraktinin kromatogram
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Cizelge 4. 19. Pyrus elaeagnifolia, Pyrus anatolica ve Pyrus amygdaliformis’nin
yaprak, dal, ve meyvesinde bulunan arbutin miktari

, Pyrus : Pyrus

Pyrus comminus I Pyrus anatolica . .
elaeagnifolia amygdaliformis
Arbutin Arbutin Arbutin Arbutin

Kaynak % Kaynak % Kaynak % Kaynak %
Yaprak | 3,10 Yaprak 5,37 | Yaprak 4,74 | Yaprak 8,13
Dal 4,20 Dal 4,29 | Dal 4,46 | Dal 4,10
Meyve | 0,08 Meyve 0,06 Meyve 0,11 Meyve 0,07
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5. TARTISMA

Ulkemizde yetisen farkli armut tiirlerinin yaprak, dal ve meyvelerinde arbutin
iceriginin belirlenmesi i¢in HPLC analiz metodu gelistirilip valide edildi ve arbutinin
ultrasonik destekli ekstraksiyonu i¢in metot gelistirilip optimize edildi. Optimizasyonda
ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon zamani ve ¢oziicii bilesimi ekstraksiyon parametresi
olarak kullanildi. Ekstraksiyon sicakligi ve ¢dziicii bilesimi arbutin ektraksiyonu igin
onemli bir etki gosterdi. Ekstraksiyon parametreleri Design Expert programinda Box
Behnken tasarimi kullanilarak ekstraksiyon parametreleri optimize edilmistir. Ekstraksiyon
stiresi (29,66 dakika), sicaklik (43,37°C), ¢oziicii bilesim 56,81% metanol, kati/solvent
oran1 (38,93 mL/200 mg), ultrason giicii 424,99 W oldugu bulunmustur. Ikinci derece
polinom modelinin deney verilerini tarif etmek i¢in yeterli oldugu bulunmustur. Armut
yapraklarindan alinan maksimum arbutin verimi deneysel % 3,10 tespit edilmistir.
Gelistirlen polinom denklemden hesaplanan verim ise Arbutin (%): 3,11 olarak
belirlenmistir. Ekstraksiyon sicakligi, metanol konsantrasyonu ve ekstraksiyon siiresinin
UAE ile elde edilen EY {izerinde en 6nemli etkiye sahip en uygun sartlar1 bulduktan sonra,
gercek numune ekstraksiyonu deneyleri 6 kez tekrarlandi ve daha sonra, bagil standart

sapma ile ortalama hesaplandi. Arbutin (%): 3,11 £ 0,02.
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