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OZET

Bitkisel kaynakli besinler az ya da ¢ok miktarda fenolik madde igermektedir.
Ozellikle meyve ve sebzelerin rengi, lezzeti ve dayaniklilig: iizerine etkili olan fenolik
maddeler, antioksidan Ozelliklerine bagli olarak antikanserojen, antimutajen ve
antimikrobiyal aktivite gostermeleri bakimindan da insan sagligi ile yakindan iliskilidir.
Digbudak yapragi (Fraxinus Excelsior) ve enginar yapragi (Cynara Scolymus) ekstraktlari
geleneksel tipta yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu bitkilerin igeriginde ¢esitli bilesikler
bulunur. Bu bilesiklerden biri de klorojenik asittir. Klorojenik asit antioksidan
antibakteriyel ve antiviral 6zelliklere sahip bir bilesiktir. Klorojenik asit i¢ecek, kozmetik,
cay lriinleri ve besinlerde katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Ayrica kan sekerini
diisiirmedeki etkisi ve kansere karsi korunmada etkili olmasi gibi bazi aktivitelerinden

dolayi Klorojenik asitin geleneksel tipta faydali bir bilesik oldugu diisiiniilmektedir.

Bu caligmada, toplanan disbudak agaci1 (Fraxinus Excelsior) yapraklari ve enginar
(Cynara Scolymus) yapraklari giines almaksizin kurutulup sap kismi ayrilip 6giitiildii. Toz
haline getirilen kisimlar, c¢evre dostu su ile ekstrakte edildi. Ekstraklar HPLC
kromatografik sistemde optimize edilen gradiyent eliisyon yontemi ile analiz edilerek,
sonuglar ppm diizeyinde ifade edildi. Box-Behnken tasarimina dayali Yiizey Yanit
Yonteminin (RSM) kullanildigr ultrasonik destekli ekstraksiyon ile Fraxinus Excelsior ve
Cynara Scolymus yapraklarindan klorojenik asit ekstraksiyonunun optimum kosullart
belirlendi. Bunun igin ektraksiyon verimi iizerine etkin deneysel kosullar; ekstraksiyon
stiresi (15-45 dakika), sicaklik (30-70O C), ultrason giicii ( 25-75 %) olarak se¢ilmistir. Bu
parametrelerin en iyi muhtemel kombinasyonlar1 Yiizey Yanit Yontemi ile elde edildi.
Ikinci dereceden polinom modelleri (quadratik model) deneysel verilerin en iyi
tanimlanmasini verdi. Fraxinus Excelsior yapraklari ig¢in optimum kosullarin; ultrason
giiciiniin % 39.12, ekstraksiyon siiresinin 15.18 dakika, ekstraksiyon sicakliginin 69.98 °C
oldugu belirlendi. Bu kosullarda maksimum klorojenik asit verimi 11.70 ppm olarak
belirlendi. Cynara Scolymus yapraklari i¢in ise optimum kosullar; ultrason giiciiniin %
47.65, ekstraksiyon siiresinin 35.18 dakika, ekstraksiyon sicakligimin 53.40 °C olarak
belirlendi. Bu kosullarda maksimum klorojenik asit verimi 10.05 ppm olarak belirlendi.



Ayrica antioksidan aktivitelerini gérmek amaciyla UV spektrometre ile digbudak
agact ve enginar yapraklarindaki toplam fenolik icerikleri oOlgiildi. Kurutulmus ve
ogiitiilmiis yapraklar etanol ile ekstrakte edildi. Ol¢iim igin kér, standart ve numune olmak
tizere 3 tiip hazirlandi. Her bir numune kabindan 6rnekler alinarak UV spektrometrede 765
nm’de absorbans degerleri oOlgiildii. Box-Behnken tasarimma dayali Yiizey Yanit
Yonteminin (RSM) kullanildigi ultrasonik destekli ekstraksiyon ile Fraxinus Excelsior ve
Cynara Scolymus yapraklarindan toplam fenolik igeriginin Ol¢iilmesi igin optimum
kosullar1 belirlendi. Disbudak yapragi i¢in optimum kosullar; ultrason giicii % 47.76, siire
29.69 dakika, etanol konsantrasyonu % 54.40 olarak belirlendi. Optimum kosullarda
disbudak yapragindaki toplam fenolik icerigi 40.74 ppm olarak belirlendi. Enginar yapragi
icin optimum kosullar; ultrason giicii % 47.29, siire 29.67 dakika, etanol konsantrasyonu %
55.33 olarak belirlendi. Optimum kosullarda enginar yapragindaki toplam fenolik icerigi
70.24 ppm olarak belirlendi. Buna gore elde edilen bu sonuglar klorojenik asit etken
bileseninin ekstraksiyonu i¢in Ultrasonik Destekli Ekstraksiyonun (UAE) etkili bir metod

olabilecegini gostermistir.

Bu ¢aligma Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Birimi tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Plant nutrients, contain more or less the amount of phenolic compound. In
particular, the color of the fruit and vegetables, phenolic substances which affect the taste
and durability, depending on the antioxidant properties of anticancer, antimutagenic and in
terms of showing antimicrobial activity is also closely related to human health. Leaf ash
(Fraxinus Excelsior) and artichoke leaf (Cynara scolymus) extracts widely used in
traditional medicine. The content of these plants has various compounds. One of these
compounds is chlorogenic acid. Chlorogenic acids have antibacterial and antiviral
properties is an antioxidant compound. Chlorogenic acid beverages, cosmetics are used as
ingredients in tea products and food. Also due to effective protection against the effects of
lowering blood sugar and cancer chlorogenic acid is thought to be a useful compound in

traditional medicine.

In this study, the collected ash (Fraxinus Excelsior) leaves and artichoke (Cynara
scolymus) leaves were milled, dried without leaving part of the stem sun. Powdered
portions were extracted with environment-friendly water. The extracts were analyzed by
HPLC chromatographic system optimized gradient elution method, the results were
expressed in ppm. Box-Behnken design based on Response Surface Method (RSM)
optimum conditions of extracting chlorogenic acid from Fraxinus Excelsior used with the
ultrasonic assisted extraction and Cynara scolymus leaves were determined. Effective on
the experimental conditions for this extraction efficiency; extraction time (15-45 minutes),
temperature (30-70° C), ultrasound power (25-75%) are chosen. The best possible
combination of these parameters were obtained by response surface method. The second
order polynomial models (quadratic model) gave the best identification of experimental
data. The optimum conditions for Fraxinus Excelsior leaves; 39.12% of the ultrasound
power, 15.18 minutes of the extraction time, the extraction temperature was determined to
69.98° C. The maximum yield of chlorogenic acid in these conditions was determined to be
11.70 ppm. Cynara scolymus leaves for the optimum conditions; 47.65% of the ultrasound
power, 35.18 minutes of the extraction time, the extraction temperature was set at 53.40°

C. The maximum yield of chlorogenic acid in these conditions was determined to be 10.05

ppm.



In addition, the total phenolic content in ash and artichoke leaf by UV
spectrometry in order to see their antioxidant activity was measured. Dried and ground
leaves were extracted with ethanol. Blind for measurement, standards and samples were
prepared, including 3 tube. Samples from each sample container based UV spectrometer at
765 nm absorbance values were measured. Box-Behnken response surface design based
method (RSM) optimum conditions for measuring the total phenolic content from Fraxinus
Excelsior used with the ultrasonic assisted extraction and Cynara scolymus leaves was

determined.

Optimum conditions for the ash leaf; ultrasound power 47.76%, 29.69 min period, ethanol
concentration was determined as 54.40%. The total phenolic content in ash leaves in
optimum condition was determined as 40.74 ppm. Optimum conditions for the artichoke
leaves; ultrasound power 47.29%, 29.67 min period, ethanol concentration was determined
as 55.33%. Artichoke leaf total phenolic content in the optimum conditions were
determined as 70.24 ppm. Accordingly, the results obtained according to the extraction of
chlorogenic acid active ingredient ultrasonic assisted extraction (UAE) showed can be an

effective method.
This study Scientific Research Projects (BAP) was supported by the unit.

Keywords: Chlorogenic Acid, Ash Tree Leaves (Fraxinus Excelsior), Artichoke leaf (Cynara scolymus),

Extraction, Optimization,
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1. GIRIS

Klorojenik asit bitkinin tohumlarinda, koklerinde ve yapraklarinda dogal olarak
bulunan bir bilesiktir. Klorojenik asitin en yaygin bilinen kaynaklari kahve, enginar
yapragi, disbudak yapragi, kayisi yapragi, patlican, erik, kivi, 1sirgan otu gibi kaynaklardir.
Biiyiik miktarda ve yiiksek saflikta klorojenik asit iiretmek i¢in arastirmalar her gegen giin
artarak devam etmektedir. Ilag endiistrisi 6zellikle etkin maliyetli ve ¢evre dostu iiretim
yontemleriyle ilgilenmektedir. Klorojenik asit iilkemizde iiretilmemekte olup hem ilag
formunda hem de ila¢ etken maddesi olarak ithal edilmektedir. Adi gegen bitkilerin
yapraklarindan klorojenik asit izole edilmesi ve saflastirilmasi i¢in kolay uygulanabilir bir
metodun gelistirilmesi ile iilkemiz ila¢ ve kimya sanayii i¢in 6nemli bir gelisme olacagi
diistiniilmektedir. Bitkilerden dogal klorojenik asit geleneksel olarak solvent ekstraksiyonu
yontemiyle tretilir. Geleneksel iiretim yontemlerinde ¢evre ve insan sagligini olumsuz
etkileyecek toksik kimyasallar kullanilmaktadir. Geleneksel yontemlerde tretim siireleri
uzun ve maliyet yiiksektir. Kisa ekstraksiyon zamani, minimum organik solvent tiiketimi
ve cevre dostu yeni ekstraksiyon tekniklerine artan bir talep vardir. Ultrasonik destekli
ekstraksiyon ucuz, basit ve geleneksel ekstraksiyon tekniklerine alternatiftir. Ancak
disbudak yapragi ve enginar yaprag ile ilgili olarak yaygin bir ekstraksiyon prosediirii
mevcut degildir. Ekstraksiyon metodu tasarlanmali ve optimize edilmelidir. Ekstraksiyon
icin solvent tipi, solvent konsantrasyonu, kati/solvent orani, ekstraksiyon sicakligi,
ekstraksiyon siiresi ve ultrason giicii endiistriyel prosesi etkileyen isletme parametreleridir.
Prosesi optimize etmek icin diger isletme parametreleri arasinda muhtemel etkilesimler
diistiniilmelidir. Response surface methodology (RSM) isletme parametreleri arasindaki
muhtemel etkilesimleri gbz Oniinde bulundurur. RSM prosesin optimizasyonu,
iyilestirilmesi ve gelistirilmesi i¢in kullanilan istatistiksel ve matematiksel tekniklerin

birlesimidir.

Bu calismada ekstraksiyon kosullar1 saglandiktan sonra uygun HPLC metoduyla
digbudak agac1 yapragi ve enginar yapraginda klorojenik asit miktarlari belirlenmistir.

Ayrica UV spektrometre ile numunelerdeki toplam fenolik icerigi belirlenmistir.



1.1. Disbudak Agaci

1.1.1. Disbudak Agacimin Genel Ozellikleri

Disbudak, zeytingiller (Oleaceae) familyasinin Fraxinus cinsini olusturan tiiriine
gore maksimum boyu 10-35 m arasinda degisebilen dolgun ve diizgiin govdeli yuvarlak
tepeli agag tiirlerinin ortak adidir. Kuzey yarikiirede yetisen 70’e yakin tiirii bulunan
disbudak cinsi iiyelerinin bazilarina, Kuzey Afrika, Giiney Asya, Cava gibi uzak giiney
bolgelerinde de rastlanir. Asag1 yukari tiimii, yapraklanmadan 6nce salkim bi¢ciminde ¢igek
acar; odunlar sert ve degerlidir. Yaprak doken veya bazen herdem yesil aga¢ veya cali
formunda olabilirler. Olgun odunlu agaclar gurubundandir. Dig odunu genistir. Sert agir,
sik1 yapili bir agactir. Kolay islenir ve zor yarilir. Kuru ortamda dayaniklidir. Havanin
degisen etkilerinden c¢abuk bozulur. Bocekler ve mikroorganizmalar tarafindan kolay

yikilamaz [1].

Resim 1. Digbudak agaci ve yapraklari



1.1.2. Bitkisel Ozellikleri ve Yetisme Sartlar

Cinsin Ornek tirii disbudak ya da Avrupa disbudagmin (Fraxinus excelsior)
yiiksekligi 35 m’yi, ¢evresi 3 m’yi bulabilir. Genellikle sulak ya da derin topraga sahip
yerlerde bulunurlar. Disbudak agacinin biiyiime potansiyeli yetistigi topragin fiziksel
Ozellikleriyle yakindan iliskilidir. Bu bitki verimli topraklarda yetisir ve bu topraklar
genelde pH degeri 5.5 ten biiyiik topraklardir. Kire¢ yoniinden zengin topraklar iizerinde
yetisen bu agaclar biiyiik bir ormanlik alan olusturabilir. Nemli toprak kosullari
gerektirdiginden kurakliga egilimli alanlarda yaygin degildir. Kdkleri asir1 uzadigindan

ekilebilir alanlara yakin yerlerde yetistirilmemelidir [2].

1.1.3. Yayihsi

Genelde Avrupadan Kirim ve Kafkasyaya kadar, Avrupanin ve Bati asyanin en
cok rastlanan agaclarindandir. Bu agaglar ozellikle Britanya’ da daha genis yayginlik
gosterir [3]. Tirkiye’de de kiymetli bir orman agacimizdir. Trakya, Kocaeli ve Karadeniz
bolgesi, (Izmit, Cankir;, Kastamonu, Samsun, Ladik, Amasya, Gok¢edag, Maras(Ahir
dagi), Mersin(Toros daglar1) havalisindeki ormanlar, Kuzey Anadolu daglari) gibi

alanlarda yaygindirlar.

1.1.4. Ekolojisi

Disbudak agaci nemli, yari nemli yerlerden hoslanir, durgun sulardan hoglanmaz,
Sulak yerlere dikim yapilirken &zellikle nehir kenarlar1 ve vadiler tercih edilmelidir.
Rutubetli topraklar1 sever. Humusca fakir, kirecli topraklardan hoslanir. Ik 15-20 y1l ¢ok
hizli biiyiir sonraki yillarda 75-100 yaslarinda biiylime yavaslar. Genelde Avrupa ve Asya’
da yaygin olan digbudak agaglarinin bir¢ok ¢esidi vardir. Disbudak agaclar Tiirkiye’de ise
genelde Marmara Bolgesi ve Karadeniz Bolgesi’nde yaygindir [4].



1.1.5. Botanik ve Anatomik Ozellikleri

Digbudak agaci boyu genelde 30-40 metreye kadar uzayabilen yaprak doken bir
agactir. Yesilimsi-gri dallara sahiptir. Ayrica sert ve c¢ikintili bir govdeye sahiptir.
Disbudak agacinin yapraklari ise 20-35 cm araliginda degistigi gézlemlenmistir. Govde
dik, karsilikl1 dalli, tizerinde esmer lekeler bulunan gri renkli kabukludur. Olgun ve diizgilin
govdeli bir agactir. Govde yaslandik¢a boz bir renk alir ve derin gatlaklar olusur. Dallar
karsihiklidir. Tomurcuklar piramit sekilli, siyah renklidir. Uzerleri tiiysiizdiir. Cicekler
yapraklanmadan once agar. Cigekler once dik durur, sonra asagi sarkarlar. Panikul
durumlar yaratir. Hermafrodit, erkek veya disidir. Cicek oOrtiisii olmadig1 i¢in bitkiye
ciceksiz denir. Canak yapraklar1 yoktur. Erkek c¢igekler, filamentleri kisa, ¢icek tozu
korbalar1 kirmizi renkte, 2-3 etaminden meydana gelir. Disi ¢icegin ise stigmasi iki parcali

olan ovaryumu, iki tane de kiirek bi¢iminde steril etamini vardir. Budamaya c¢ok az

gereksinim duyar. Sadece kurumus, kirimis, sekli bozulmus dallar kesilerek ¢ikartlir [5].

1.2. Enginar

1.2.1. Enginarin Genel Ozellikleri

Enginar (Cynara scolymus), papatyagiller familyasindan mavi-mor renkli ¢igekler
acan, 50-150 cm boyunda ¢ok senelik otsu bir bitkidir. Giiney Avrupa ve Akdeniz
cevresinde yetisir. Govdeleri dik, kuvvetli, sert ve boyuna olukludur. Yapraklar1 sapsiz,
bliylik, uzun-oval ve parcalidir. Cicekler {ist yapraklarin koltugundan ¢ikan, uzun saplarin
ucunda biiyiik basciklar halinde toplanmistir. Cicek tablasi etlidir. Hepsi tiip seklinde olan
cicekleri ve bunlarin aralarinda bulunan tiiyleri tagir. Killi, kumlu ve rutubetli topraklarda
yetistirilir. Govde dik, kuvvetli, sert ve boyuna oluklu. Yapraklar sapsiz, stipulasiz ve
alternan dizilisli. Lamina biiyiik, uzun, oval ve parcalidir. Akdeniz’e kiyis1 bulunan
iilkelerde dogal olarak yetisen enginar genellikle yemeklerde kullanilir. Ancak tadinin yam
sira kurutulmus yapraklar1 farkli saglik sorunlarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica
diisiik kalori oraniyla pek ¢ok diyet listesinde kendine yer bulan enginar papatya
familyasindandir. Enginarin en c¢ok kullanildigi rahatsizliklar arasinda sindirim sistemi

sorunlart ilk sirada gelmektedir.



Resim 2. Enginar ve yapraklari

1.2.2. Bitkisel Ozellikleri ve Yetisme Sartlar

Enginar genel olarak Tiirkiye'de ve bir¢ok iilkede vegetatif yolla iiretilmektedir.
Fransa, Italya ve Ispanya'da dogrudan tohumla iiretilen gesitler gelistirilmistir. Enginarda
vegatatif yolla iiretim dip siirgiinleri veya iizerinde gozlerin bulundugu kok pargalar: ile
yapilabildigi gibi sadece gozlerin ana govdeden c¢ikarilip degisik ortamlarda
koklendirilerek de yapilabilir. En yaygin tiretim sekli siirgiinlerle yapilan iiretimdir. Yeni
kurulacak Enginar plantasyonlarinda dikiminden once toprak derin siiriilmeli ve
giibrelenmelidir. Derin siirimden sonra diskaro ve tirmik ¢ekilerek toprak dikime hazir
duruma getirilmelidir. Dikim genellikle Akdeniz ve Ege bdlgesinde Ekim-Kasim
aylarinda, Marmara bdlgesinde ise Mart—Nisan aylarinda yapilir. En uygun dikim
masuralar {izerine sira arasi ve iizeri 1x1 m mesafe ile yapilir. Ozellikle Bursa Dogan kdy
ve keramet kdyiinde meshurdur. Cynara scolymus’un iilkemizde, Kuzey ve Bati Anadolu
da kiiltiirii yapilir. Bu yerler baslica Istanbul, Trabzon ve Izmir ¢evresidir. Enginarin vatani
kesin olarak bilinmemektedir. Esasen kiiltiir bitkilerinin vatanini tespit etmek cok giigtiir,
clinkii kiiltiire alindiktan sonra bir¢cok yere yayilmislardir. Cynara L. tiirleri Akdeniz
bitkisidir. Genellikle italya, Sicilya, Giiney Fransa, basta Romanya olmak iizere Balkan

tilkeleri, Misir ve Suriye, A.B.D., Kaliforniya ve Kanarya Adalarinda yetistirilmektedir [6].



1.2.3.Yayihs1

Bilesik cicekliler familyasi sebzesi olan enginarin anavatan1 Akdeniz havzasi ve
Kibris adast olarak belirtilmektedir. Gliniimiizde Bat1 ve Dogu Akdeniz iilkeleri ile Kuzey
Afrika ve Giiney Avrupa iilkelerinde hem yabani formlar1 hem de kiiltiir formlarina bol
miktarda rastlanilmaktadir. Enginar eski Yunanlilar ve Romalilar dénemlerinden beri
bilinen ve bu donemlerde kral sofralarinin en gegerli yemegi olarak tiiketilen bir sebzedir.
Ayrica giiniimiiz tarihi kalintilarinda enginar basinin siitun ve siitun basliklarinda bir motif
olarak kullanilmasi enginarin 15. yiizyildan beri sebze olarak degerlendirildigini ve
enginara verilen 0onemi gostermektedir. Avrupa’dan 16. ylizyillda Fransa, Almanya ve
Ingiltere'ye yayilan enginar 17. yiizyillda Amerika'ya girmistir. Ulkemizde Ege, Marmara
ve Akdeniz bolgelerinde yapilan iiretimin % 551 Ege, % 45'i ise Marmara bolgesinde
gerceklestirilmektedir. Akdeniz bolgesindeki iiretim simdilik 6nemli boyutlarda degildir.
Toplam enginar iiretimimiz 24.500 ton civarindadir. Enginar ¢ok yillik bir sebzedir.
Bulundugu yerde 8-10 yil kalabilir ve iiriin vermeye devam eder. Ancak ekonomik bir

tiretim i¢in 5-6 yilda bir plantasyonun yenilenmesi gerekir [7].

1.2.4. Ekolojisi

Enginar, 1lik iklimlerde yetisen kislik bir sebzedir. Cok soguk ve sicaktan
hoslanmaz. Kis aylarinda sicaklik 0°C altina diiserse yaprak ve baslarda 6nemli zararlar
olusur. 20°C {izeri sicaklikta gelisme yavaslar, 25°C iizerinde ise gelisme durur. Sicak ve
kurak kosullarda bas sertleserek kalite diiser. Enginar iiretilen bolgelerdeki ilk donlar da
onemli zararlar verir. Erkenci Ozellik gosteren cesitlerde, erkenci ve turfanda iiriiniin
olusumu engellenir. ilkbahar doneminde olusan kurak ve sicak havalar ise ozellikle geg
konservelik gesitlerde baglarin kiigiik kalmasina, gevrekliginin azalmasina, acilasmasina ve
liflenmeye neden olur. Artan sicaklik ile baslar hemen ¢i¢ceklenmeye geger ve verim diiser.
Ege, Marmara ve Akdeniz Bolgelerinde hiikiim siiren 1lik ve nemli iklim sartlar1 enginar

tiretimi i¢in son derece elverislidir. Optimum geligsme sicaklig1 15-18°C'dir.

Bunun yaninda iyi bir hava nemi ve sulama kosullan saglanmalidir. Enginarin kislari

donsuz, yazlan serin ve bulutlu hatta sisli gegen serin iklimlerde en iyi gelisme gosterir.



Enginar; ¢ok yillik bitki oldugundan derin biinyeli, humusca zengin ve iyi drene
edilmis topraklardan hoslanir. Cok hafif karakterli kumluveya ¢ok agir karakterli topraklari
sevmez. Hafif kumlu topraklarda daha erken verim alinmasi ve erkencilik saglamasi
yaninda baslarin kiiciik kalmasi ve verimin azalmasi en Onemli dezavantajdir. Bu tip
topraklarda c¢ok iyi sulama yapilmalidir. Agir karakterli topraklarda ise ¢ok yillik olan
kokler havasiz kalarak ¢iiriir. Enginar i¢in toprak pH'1 6,0-6,5 olmalidir. Topraktaki
organik madde miktarinin ise % 2 civarinda olmasi gerekir. Gilineye meyilli yamag
arazilerinin erken 1smnmasi nedeniyle erkenci enginar iiretiminde basarili olarak

kullanilabilir [8].

1.2.5. Botanik ve Anatomik Ozellikleri

Enginar toprak {istii tek yillik, toprak alt1 ¢ok yillik olan bir tiirdiir. Enginar tohumla
ya da dip siirgiinleri ile ¢ogaltilmaktadir. Enginar 8-10 y1l kalabilir, 5-6 yilda plantasyon

yenilenmelidir.

Dip siirgiinleri toprak yiizeyine ¢ikarken yanlara dogru ipliksi kokler olusturur. Bu
kokler dikimden sonra Oliirler. Dikimden sonra dip kisimdan 10-15 adet kalin ve giiglii
kokler gelismeye baglar. Siirgliniin altina rastlayan birkag kok depo maddelerini
biriktirerek kalinlasir. Bu kokler {lizerinde fazla dallanma yoktur. Etli kok alttan dallanir.
Etli koklerin {izerinde dip siirgiinlerini olusturacak meme denilen uyur gézler olusur.
Yanlarda kalanlarin {izerinde ise yan kilcal kokler vardir. Hasat doneminde 70 cm derine
ve 90 cm genislige ulasmig bir kok sistemi olusur. Iyi toprak kosullarinda kokler 120 cm

kadar inebilir.

Enginarda toprak iistii ve toprak alt1 olmak {izere iki govde vardir. Toprak alt1 govde
cok yillik, toprak iistii ise tek yilliktir. Toprak iistiinde belli yaprak sayisindan sonra
yapraklarin ortasindan uzar ve ¢icek sapini olusturur. Toprak altinda ise govde 3 kisimdan
olusur. En alt kisim derindedir ve buradan etli kokler olusur. Uzerinde 8-15 aksiller
tomurcuklar vardir. Orta gévde iizerinde ipliksi kokler ve 15-20 aksiller tomurcuk bulunur.
Govdenin en st kismi topragin iizerindedir ve 15-20 adet yaprak tasir. Bu yapraklar bas

olusumuna kadar gorev yapar.



Dinlenme doneminde ve ilk gelisme doneminde biiyliime noktasi aktif degildir. Sicakligin
uygun hale gelmesi ile biiyiime noktasi ¢icek taslagi haline doniisiir ve cigcek sapini
olusturmak lizere uzamaya baslar. Govde dallanir ve yan baslar da olusabilir. Yazlik
gdvde iizerinde yukartya dogru kiigiilen yapraklar bulunur. Uzeri tiiylii, boyuna oluklu ve

ici bostur. Yazlik govde 1-2 m kadar uzayabilir. Ceside bagli olarak antosiyanin olusabilir.

Resim 3. Enginar kokleri

Yapraklar ¢ok biiyiiktiir. Yaprak boyu 1,2 m kadar olabilmektedir. Yaprak sekli
uzun ve ovaldir. Yaprak ayasi biitlin, hafif pargali veya pargali olabilmektedir. Bazen aym
bitki lizerinde biitiin ve parcali yaprak ayni anda bulunabilmektedir. Yapraklarin tizeri diiz,
gri ve yesil alt ylizeyleri ise beyaz ince tiiylerle kaplidir. Cok gliclii yesil aksam
olusturmaktadir (2,5-4,5 ton /da). Enginarin tiiketilen kismi olan ¢igek tablasi ve

braktelerden olusan yapiya bas denilmektedir. Her bitkide 1 ana 2-3 yan bas olusur.

Biiylime ucu farklilasir ve uzamaya baglar ve ucunda c¢icek tablasi ile son bulur.
Biiyiikliik ve sekil cesitlere ve bakim sartlarina gore degisir. Baslar; Uzun, Uzun oval,
Omuzlu oval ve yuvarlak olabilir. Baslarin ¢ap1 3-15 cm, bas yiiksekligi 3-6 cm ve bas
agirhigt 200-700 g arasinda degismektedir. Basi olusturan braktelerin sayisi, sekli ve
biiyilikliigii de ceside gore degismektedir. Braktelerin ucu sivridir. Bazilarinda ise diken

halini almistir. Braktelerin dizilisi de sik1 ya da gevsek olabilmektedir.



Distaki brakteler koyu yesil icte kalanlar ise agik yesil olmaktadir. Baz1 gesitlerde brakteler

menekse-mor renkli de olabilmektedir.

Enginar toplu ¢icekli sebze tiirlerindendir. Bir ¢icek durumunda 600-1200 adet
cigek bulunabilir. Cigekler erselik yapidadir. Cigekler mor-erguvani renktedir. Cigeklenme
disaridan baslar ice dogru ilerler. Enginarda protoandy vardir. Yabanci tozlanma goriiliir
ve boceklerle tozlanir. Cigeklenme 4-5 glinde tamamlanir. Braktelerin i¢inde en dista 1-2
iki sira mor-erguvani renkte ta¢ yapraklar bulur. Orta da ise cicekler bulunur. Cigekler
tilylerle ¢evrilidir ve tiiylerin ucunda tohumlar bulunur. Déllenmeden 30-40 giin sonra

tohumlar olgunlasir.

1.3. Klorojenik Asit

Bitkisel kaynakli besinler cesitli fenolik bilesikler icermektedirler. Ozellikle
meyve ve sebzelerin rengi, lezzeti ve dayaniklilig1 iizerine etkili olan fenolik maddeler,
antioksidan oOzelliklerine bagli olarak gosterdikleri bazi aktiviteler bakimindan insan
saglig1 ile yakindan iligkilidir. Klorojenik asit antioksidan bir madde olarak bilinir.
Kandaki seker salimini yavaslatir. Klorojenik asit bitkinin tohumlarinda, koklerinde ve

yapraklarinda dogal olarak bulunan bir bilesiktir.

Klorojenik asitin en yaygin bilinen kaynaklar1 kahve, enginar yapragi, disbudak
yapragi, kayisi yapragi, patlican, erik, kivi, 1sirgan otu gibi kaynaklardir. Biiyiik miktarda
ve yiiksek saflikta klorojenik asit tiretmek i¢in arastirmalar her gecen giin artarak devam
etmektedir. Tlag endiistrisi &zellikle etkin maliyetli ve ¢evre dostu iiretim ydntemleriyle
ilgilenmektedir. Klorojenik asit tilkemizde tiretilmemekte olup hem ilag formunda hem de

ilag etken maddesi olarak ithal edilmektedir.

Adi gegen bitkilerin yapraklarindan klorojenik asit izole edilmesi ve
saflastirilmasi i¢in kolay uygulanabilir bir metodun gelistirilmesi ile lilkemiz ila¢ ve kimya

sanayii i¢in 6nemli bir gelisme olacag diistiniilmektedir [9-10].



1.3.1. Klorojenik Asitin Kullanimi ve Onemi

Klorojenik asit tipta ve sanayide kullanilan oldukg¢a degerli bir polifenol bilesiktir.
Bu kaynaklar smirlt ve pahalidir. Klorojenik asit icecek, kozmetik, cay iiriinleri ve
besinlerde katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Klorojenik asit antibakteriyel ve antiviral
Ozelliklere sahiptir. Ayrica bir dogal antioksidan ve anti-kanser maddedir. Biiyiik miktarda
ve yiiksek saflikta klorojenik asit liretmek i¢in arastirmalar her gegen giin artarak devam
etmektedir. Ilag endiistrisi dzellikle etkin maliyetli ve g¢evre dostu iiretim yontemleriyle
ilgilenmektedir. Klorojenik asit iilkemizde tliretilmemekte olup hem ila¢ formunda hem de
ilag etken maddesi olarak ithal edilmektedir. Adi gecen bitkilerin yapraklarindan
klorojenik asit izole edilmesi ve saflastirilmasi i¢in kolay uygulanabilir bir metodun

gelistirilmesi ile iilkemiz ila¢ ve kimya sanayii i¢cin 6nemli bir gelisme olacaktir.

Klorojenik asitin bircok faydasi oldugu goézlemlenmistir. Hayvanlar {izerinde
yapilan yine baska bir arastirma da klorojenik asitin karaciger iltihaplanmalar1 ile mide
iilseri konusunda olumlu etkilerinin oldugunu gosteriyor. Fareler {izerinde yapilan
arastirma, kahvede biiyilk oranda bulunan klorojenik asit adli maddenin gdérme
yetenegindeki azalmayr Onledigini ortaya koymustur. Arastirma, saf kahvede yiizde 7-9
oraninda bulunan antioksidan 6zelligine sahip bu maddenin ayrica, glokom, yaslanma ve
diyabet sonucu retinada meydana gelen bozulmaya bagli olusan korlikklere de mani
olabilecegini goOstermistir. Arastirmada farelerin gozlerine oksidatif stres ve retinada
bozulmaya yol agan serbest radikallerin olugsmasina neden olan nitrik oksit maddesi
uygulayan bilim adamlari, bu durumun retinada bozulmaya neden oldugunu
gozlemlemistir [11]. Ancak, bu islemden 6nce gozlerine klorojenik asit uygulanan farelerin
retinalarindaysa hasar meydana gelmedigi belirlenmistir. Klorojenik asit ve buna bagl ara
driinlerin insan sindirim sisteminde 6ziimsendiginin bilindigini belirten arastirmacilar,
kahve i¢gmenin, bu maddenin kan retina bariyeri adli tabakaya gegmesini kolaylastirdiginin
kanitlanmas1 yoniinde c¢alismalarint siirdiirdiiklerini belirtmistir. Arastirmacilar, kahve
icmenin klorojenik asitin dogrudan retinay1 iletilmesinde etkili oldugunun kanitlanmasi
halinde doktorlarin retinadaki hasar1 6nlemek i¢in hastalarina uygun sekilde kahve

hazirlamalarini tavsiye edebileceklerine dikkati ¢ekmistir.
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Profesor Chang Y. Lee baskanliginda yapilan aragtirma, Journal of Agricultural and
Food Chemistry adli bilimsel dergi ve Cornell Universitesi"nin internet sayfasinda bilim
diinyasina tanitilmistir. Goz kiiresinin i¢ yiizeyini kaplayan, ince, yar1 saydam bir zar olan
retina, i¢inde 1518a duyarli milyonlarca hiicre ve gorsel bilgiyi alma ve diizenleme islevi
goren diger sinir hiicrelerini barindiran goézdeki hayati Oneme sahip bir tabakadir.
Retinanin, metabolik olarak son derece faal dokulara sahip olmasi nedeniyle yliksek
seviyelerde oksijene ihtiya¢ duymasi, bu zardaki serbest radikaller ve antioksidan savunma
hatlar1 arasindaki dengenin bozulmasi olarak tanimlanan oksidatif strese yol agiyor.
Retinanin oksijensiz kalmasi ve serbest radikallerin iiretilmesi doku hasar1 ve gorme
kaybinin baslica nedenlerini olusturuyor. Viicuttaki hiicreleri pargalayarak hiicresel
diizeyde biiyiik degisimlere ve zararlara yol acan saldirgan molekiiler yapilara, serbest
radikaller adi veriliyor. Antioksidanlarsa viicutta, yipranmaya bagli olarak ortaya cikan
yaslanma, saglarin agarmasi, kemiklerin sararmasi, derinin burusmasi, kalp
rahatsizliklarinin ortaya ¢ikmasi gibi zarar verici etkileri olan serbest radikallere karsi

viicuttaki ilk savunma hattin1 olusturmasi nedeniyle saglik agisindan biiyiik 6nem tastyor

[11].

Ayrica yemeklerden yarim saat once alinan klorojenik asit; bagirsakta sekerin
emilimini saglayan sodyum ve potasyum mineralleriyle etkilesime gecerek, fazla sekerin
kana gecmesini engeller. Boylelikle yemeklerden sonra kana karigsan seker miktarinda
yiizde 29-40 oraninda azalma olur. Kana karisan seker miktarinda ki bu azalma &zellikle

diyabet hastaligina kars1 korunmada son derece etkili olmaktadir [12].

Klorojenik asit pankreasta bulunan ve kan sekerinin diismesini saglayan insiilin
hormononu etkileyerek engellerken, (Diyabet Hastaligimin nedeni zaten insulin
hormonunun yetersiz saliimidir.) glukagon hormonunun saliimini arttirmaktadir.
Glukagon hormonu insiilinin tersine hiicrelerden kana sekeri ¢ekmekte ve bdylelikle
hiicrelerde seker birikimini engellemektedir. (Glukagon ayni1 zamanda aglik hissi vererek,
istaht da arttirir.) Hiicrelerde fazla seker konsantrasyonu kanser hiicrelerini besleyerek
kanseri tetikleyebilmekte ve de fazla seker hiicrelerde yaga doniiserek hiicre ve doku
yaglanmasi sonucu fazla kilo ve obeziteye sebep olabilmektedir. Diger taraftan hiicrelerden
cekilen seker kana karisacagi i¢in kan sekerini arttirarak sekerin damarlarda zararli hale

gelmesine neden olur [12].
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Kandaki sekerin fazlasinin yaga donlismesi aym1 zamanda damarlarin
kireclenmesine (titkanmasina) neden olabilir ki bu durumda kalp yetmezligi ve kalp krizini
tetikler. Zaten kalp damar hastaliklariin kdkeninde de kan damarlarindaki seker ve yag
fazlasindan kaynaklanan bu kire¢clenme yani damar daralmasi yatmaktadir. Damar
tikanikligin1 engellemek icin alinmasi gereken klorojenik asit miktari i¢in i¢ilmesi gereken
kahve igerigindeki kafein orani zaten kafein zehirlenmesi yapacagindan damarlarda
fizyolojik bir biiziilme/daralma ve su kaybi, kalp carpintisi yapacaktir. Fazla seker-yag
kanda ve hiicrede solunan havadaki oksijenle tepkimeye girerek toksik radikal adi verilen
zararli maddeler agiga c¢ikarir. Bu zararli maddeler damar ¢eperlerinde birikerek damar
tikaniklig1 ve takibinde kalp ve damar hastaliklarina, mide yiizeyini tahrip ederek gastrit ve
iilsere, eklemlerde birikerek eklem iltihaplanmasina (artrit), beyin damarlarinda birikip bu
damarlar1 daraltarak Alzheimer ve Parkinson gibi norolojik hastaliklara neden
olabilmektedir. Bu toksik radikallerin zararlarin1 6nlemek i¢in giinliik 7 su bardag: yesil
kahve i¢cmek yerine iceriginde bol miktarda antioksidan barindiran makul miktarda
meyveler yemek daha uygun olur. Klorojenik asitinin viicuttaki sekeri diislirlip
diisiirmedigini arastirmak amaci ile 56 saglikli erkege seker yiikleme testi yapilmis
ve ardindan deneklere 100 ile 400 mg arasinda degisen klorojenik asit tabletleri verilmistir.
Deneklerden belirli siirelerde alinan kan Orneklerinde yapilan analizler, klorojenik
asit miktar1 arttik¢a kandaki seker miktarinin dogru orantili olarak hizla distigini

gostermistir [12].

Klorojenik asit konsantrasyonu arttik¢a kandaki seker miktar1 hizla diigmiistiir.

e 30 dakika sonra: 400 mg lik klorojenik asit tableti verilen deneklerin kanindaki

glukoz miktar1 % 24 oraninda diigmiistiir (klorojenik asit verilmemislere gore).

e 2 saat sonra: yapilan kan testinde 400 mg lik klorojenik asit tableti verilen

deneklerin kanindaki glukoz miktar1 % 31 oraninda diismiistiir.

Bu test saglikli insanlar yapilmis olup bir sonraki arastirmanin diyabet 2 hastalari ile

yapilmasi planlaniyor [12].
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Klorojenik asit bunlarin yanisira zayiflamaya da katkida bulunur. Klorojenik asidin
ortalama olarak gilinliikk 600-1000 mg miktarlar arasinda viicuda alinmasi kansere karsi
korunma ve kilo vermek agisindan gereklidir. Bu noktada karsilasilan asil sorun, 600-1000
mg arasindaki kilo vermeye ve kansere karsi korunmaya yetecek klorojenik asit
miktarlarini ancak 7 su bardag: ve lizerindeki kahve tiiketimleri ile gergeklestirebilmemiz
ki bu kadar fazla kahve tiikketimi ise viicuda giinliik 600 mg ve iizerinde kafein alimi
saglamakta ve neticesinde bu derece fazla kafein aliminin getirdigi ciddi hayati saglik

sorunlarina neden olmaktadir.

1.3.2. Kimyasal, Fiziksel ve Biyolojik Ozellikleri

Klorojenik Asit

OH]

OH

Sekil 1. Klorojenik asitin kimyasal yapis1

Klorojenik asit kafeik ve quinik asitin bir esteri olup, dogal bir kimyasal bilesiktir. Lignin

biyosentezinde 6nemli bir ara tiriindiir [13].

Cizelge 1. Klorojenik asitin kimyasal 6zellikleri

Kimyasal Ozellikleri
Molekiil formulii C1sH1500
Molar kiitle 354.31 g-mol ™'
Yogunluk 1.28 glem®
Erime noktas1 207 °C (405 °F; 480 K)
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Onceden yapilan ¢alismalarin raporlarinda klorojenik asitin kan basincim
disiirdiigii gézlemlenmistir [14-15]. Yine baska bir ¢alismada, klorojenik asitin miishil
etkisi yaptig1 ortaya konulmustur [16]. Klorojenik asit insanlardaki bazi bitkilere karsi
allerjik durumlarinda bir duyarlastirict oldugu o6ne siiriilmektedir [17]. Ayrica fareler
tizerinde yapilan ¢alismalarda klorojenik asitin, psikostimiilan (Merkez1 sinir sistemindeki
noronlart dogrudan veya disinhibisyon suretiyle uyaran ilaglarin bir grubu) etkilere sahip
olabilecegi gozlemlenmistir [18]. Bunlarin yanisira klorojenik asitin, néroenflamatuar
kosullarda dopaminerjik ndronlar {izerinde yapilan c¢aligmalarda koruyucu etkiye sahip

oldugu gozlemlenmistir [19].

Resim 4. Yesil kahveden elde edilen klorojenik asit

1.4. Literatiir Degerlendirmesi

Bitkisel kaynakli besinler iceriginde birgok yararli bilesigi barindirir. Bu nedenle
bitkiler gecmisten giiniimiize ¢esitli alanlarda arastirma materyali olarak kullanilmistir.
Biitiin bitkiler metabolizmalarin da kendilerini zararlilara karsi korumak i¢in ¢ok sayida
fenolik madde olusturmaktadirlar. Fenolik bilesikler meyve ve sebzelerin kendilerine 6zgii
buruk veya aci tadimi verirler. Fenolik bilesiklerin bir diger ozelligi ise antioksidan
ozelligidir. Bitkisel kaynaklarin antioksidan Ozelliklerinden dolay1 igerigindeki fenolik
bilesiklerle ilgili bir¢ok aragtirma yapilmistir. Yapilan ¢aligmalarda bitkilerden klorojenik
asit, kafeik asit, arbutin, sinarin gibi bir ¢ok bilesigin yaninda toplam fenolik madde

igerikleri de arastirilmistir.
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Bu arastirmalar yapilirken 6nceki yapilan ¢alismalarin avantaj ve dezavantajlar1 géz oniine

aliarak uygulanabilir metod yontemlerinin gelistirilmesi de amaglanmaistir.

Calistigim tezin ilk asamasinda disbudak agaci yapragi ve enginar yapragindan
klorojenik asit ekstraksiyonun HPLC ile optimizasyonu yapildi. ikinci asamasinda ise bu
bitkilerdeki antioksidan kapasitelerini 6lgmek amaciyla toplam fenolik igerikleri belirlendi.
Bu caligmalar geleneksel ekstraksiyon tekniklerine  gore daha avantajli alternatif
ekstraksiyon tekniginin ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemin oldugunu gostermek
amaciyla yapildi. Literatiir arastirmalara gore disbudak agaci yapragi ve enginar
yapraginda klorojenik asit ekstraksiyonunun optimizasyonu ile ilgili herhangi bir ¢alisma
yoktur. Bunun yani sira bu iki bitki yapraginda toplam fenolik madde tayini ile ilgili de bir
calisma mevcut degildir. Ancak farkli bitkilerin klorojenik asit igerigi ve toplam fenolik
madde igerikleri ile ilgili calismalar yapilmistir. Bu c¢alismalardan bazilar1 asagida

verilmistir.

Jan Fritsche, Christaan M. Beindorff, Markus Dachtler, Hui Zhang ve Jan G.
Lammers adli arastirmacilar 2002 yilinda, HPLC-MS ile enginar yapraginda bulunan
bilesiklerin izole edilmesi, belirlenmesi ve karakterizasyonu adli ¢alismay1
gerceklestirmislerdir. Calisma sonucunda HPLC-MS tekniginin basarili bir yontem
olabilecegi ortaya konulmustur. Bu ¢aligmanin ilk asamasi olan numune hazirlanmasinda

cevre ve insan sagligina zararli organik ¢oziiciiler kullanilmistir.

Alaa A. Gaafar, Zeinab A. Salama adli arastirmacilar 2013 yilinda enginardaki
fenolik bilesiklerle yan {irlinlerin antimikrobiyal etkileri adli c¢alismayr yapmislardir.
Calisma sonucunda enginarda cesitli fenolikler, flavonoidler ve diger metabolitler oldugu
ortaya konulmustur. Bunlarin geleneksel tipta kullanilabilecegi ileri stiriilmiistiir. Ancak bu

calismada da organik ¢oziiciiler kullanildigi i¢in insan sagligi i¢in tehlikelidir.

Maria Rosario Alonso, Maria del Carmen Garcia, Claudia Garcia Bonelli,
Graciela Ferrrero ve  Modesto Rubio adli arastirmacilar, 2006 yilinda biyolojik
orneklerinde sinarin adli bilesigi belirlenmesi icin HPLC metod optimizasyonu adli
calismay1 yapmuslardir. Sinarin adli bilesin izole edilmesi i¢in HPLC ve ekstraksiyon

yonteminin uygulanabilir bir metod oldugunu ortaya koymuslardir.
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Alvin Ibarraa, Naisheng Baia, Kan Hea, Antoine Bily, Julien Cases, Marc Roller,
Shengmin Sang adli arastirmacilar 2011 yilinda disbudak agaci tohumlarinin ekstresinin
yiiksek yagl diyete bagli obez farelerde agirlik artis1i ve hiperglisemiyi sinirlamasi adli
calismayr gerceklestirmislerdir. Bitkisel kaynakli besinlerin insanlar i¢in bazi saglik

sorunlarinda yararl olabilecegi sonucuna varilmistir.

John Flanagan, Marjolaine Meyer, Maria Angeles Pasamar, Alvin Ibarra, Marc
Roller, Nuria Alvarezi Genoher, Sandra Leiva, Francisco Gomez-Garcia, Miguel Alcaraz,
Alberto Martinez-Carrasco, Vicente Vicente adli arastirmacilar 2013 yilinda Disbudak
agaci tohumlarinin ekstresinin besinsel degeri ve giivenlik degerlendirmesi adli ¢alismay1

gerceklestirmislerdir. Yaptiklari ¢aligmalar sonucu giivenilir sonuglar elde etmislerdir.

M. Maghrani, N.-A. Zeggwagh, A. Lemhadri, M. EI Amraoui, J.B. Michel, M.
Eddouks adli arastirmacilar 2004 yilinda disbudak agacindaki bilesiklerin tip 1 diyabete
kars1 aktivitesini aragtirmiglardir ve olumlu sonuglar elde etmislerdir.

Yuru Chen, Qiming Jimmy, Yu Xuemei Li, Yaojun Luo, Hui Liu adh
aragtirmacilar 2005 yilinda klorojenik asitin ekstraksiyonu ve HPLC analizini
gerceklestirmislerdir. Bu ¢alismada etanol ile ekstraksiyon metodu, solvent ekstraksiyonu
ve mikrodalga ekstraksiyon yontemine gore daha etkili bulunmustur. Ayrica HPLC ile
ekstraksiyon c¢ozeltisindeki bilesikler belirlenmistir.

Abebe Ayelign ve Kebba Sabally adli arastirmacilar 2013 yilinda kahve
tohumlarinda HPLC klorojenik asit iceriginin belirlenmesi adli  calismay1
gerceklestirmislerdir. Su ile yapilan basit ekstraksiyon yonteminin kahve tohumlarinda
klorojenik asitin belirlenmesi i¢in uygun bir yontem olabilecegi sonucuna varmislardir.

Adriana F. , Tomas De P., Luiz C. Trugo ve Peter R. Martin adl1 arastirmacilar
2005 yilinda kavurma etkisinin kahvede bulunan klorojenik asit iizerine etkisi tizerinde
calismiglardir. HPLC ile yapilan analiz sonucu, uzun siire kavurma etkisinin klorojenik asit
miktarini azalttig1 gézlemlenmistir.

Banugiil Barut Uyar, Makbule Gezmen-Karadag, Nevin Sanlier, Serkan Giinyel
adli arastimacilar 2013 yilinda maydanoz, tere, roka, kuzukula, dereotu, nane, semizotu ve
radika gibi bazi bitkilerin toplam fenolik miktarlarin1 UV-Vis Spektrometreyle
belirlemislerdir. Analiz sonucunda toplam fenolik igeriginin en ¢ok nane, en az ise radika

bitkisinde oldugu tespit edilmistir.
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Charanjit Kaur ve Harish C. Kapoor adli aragtirmacilar 2002 yilinda nane, havug
zencefil, aonla, brokoli, zerdegal, kavun gibi bazi Asya sebzelerinin toplam fenolik
icerikleri ve antioksidan aktivitelerini arastirmiglardir. En yiiksek fenolik icerik zerdacalda
tespit edilmis ve sebzelerdeki fenolik bilesiklerin antioksidan olmalar1 bakimindan insan
sagligina yararl bilesikler oldugu sonucuna varilmistir.

Khaled Tawaha, Feras Q Alali, Mohammad Gharaibeh,  Mohammad
Mohammad, Tamam El-Elimat adli arastirmacilar 2007 yilinda Urdiin’deki baz1 bitki
tiirlerin fenolik madde igerikleri ve antioksidan etkileri lizerinde ¢alismislardir. Bitkilerin
fenolik icerikleriyle antioksidan kapasiteleri arasinda pozitif bir iliski oldugu sonucuna
varilmigtir.

Literatiirdeki ¢alismalarda organik solventler ve geleneksel solvent ekstraksiyonu
yaygin olarak kullanilmistir. Ancak organik solventler insan ve g¢evre sagligi acisindan
zararlidir. Ayrica iretim maliyeti de fazladir. Bu nedenle bu arastirmalari daha ileri
gotiirecek ¢evre dostu tekniklere ihtiyac vardir. Tez calismami gergeklestime amacim, bu
cevre dostu ve maliyet acisindan daha avantajli teknigin ultrasonik destekli ekstraksiyon

teknigin olabilecegini gostermektir.

Ayrica tiim literatiirde digbudak agaci yapragi ve enginar yapraginda klorojenik
asit ekstraksiyonu ultrasonik ekstraksiyon ile yapilmis bir ¢alisgma olmadigindan bu
calisma 6zglin bir calisma olmustur. Bunun yan sira disbudak agaci yapraginin ve enginar
yapragimin fenolik igeriklerinin ultrasonik ekstraksiyon teknigi kullanilarak UV

spektrometre ile belirlenmesi ¢alismasi da literatiirde yoktur.
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2.EKSTRAKSIYON

2.1. Soxhlet Ekstraksiyonu

Soxhlet ekstraksiyonu o6zel bir cihazda gergeklestirilir. Kati veya Yyari-kati
numuneler i¢in uygundur. Soxhlet ekstraktorii, en eski ekstraksiyon sistemlerinden biridir
ve hala genis ol¢iide kullanilmaktadir. Soxhlet ekstraktori, bir solvent sisesi, orta
¢emberde bir sivi akis borusu (sifon), sogutulmus bir kondansér (yogusturucu) ve 1sitma
sisteminden meydana gelmistir. Kati1 6rnek, orta gemberin i¢indeki ektraksiyon bélmesinin
igine Yyerlestirilir. Solvent bunun altindaki solvent sisesinin igine konur. Solvent kaynama
sicakliginin tizerinde 1sitilir ve kaynayan solventten gelen buharlar yogunlasmanin oldugu
kondansatore hareket eder; yogunlasir, 6rnege dogru damlar. Solvent 6rnegi 1slatir ve daha
sonra solvent seviyesi sifonun tepesine ulasir ulasmaz, solvent tiim 6rnek bolmesini
bosaltarak, solvent sisesine geri damlamaya baslar. Boylece sicak solvent birkag kere
ornek igerisinde sirkiile olur. Ekstrakte olan analitler solvent sisesinin iginde kalirken,
yalnizca temiz solvent buharlastigindan, her dolasimda taze solvent kullanilir. Cevrim
sayisint ve ekstraksiyon zamanini rapor etmek daha iyi bir karsilastirma i¢in 6nemlidir.
Tipik ekstraksiyon zamanlari 6 saatten 24 saate kadardir ve oldukga biiyiik solvent
hacimleri (100-500 mL) gereklidir.

Ekstraksiyon solventleri genellikle saf organik solventler veya bunlarin
karisgimlaridir. Soxhlet ekstraksiyonu, esas olarak organik bilesiklerin kati orneklerden
ekstraksiyonunda kullanilir. Bilesikler, solventin kaynama sicakhginda termal olarak
kararli olmahdir. Eszamanl: ekstraksiyona izin veren Soxhlet cihazi ¢ok diisiik maliyetle
temin edilebilir. Yontemin kullanilmas: esnasinda karsilasilan problemler &6rnek
bolmesinin temizliginden kaynakli olabilir. Kullanmadan o6nce, temiz bir solventle

ekstrakte ederek temizlemek en iyisidir [20].
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Sekil 2. Soxhlet ekstraktor cihazi

Geleneksel Soxhlet ekstraksiyonu bazi cazip avantajlara sahiptir. Ornek, siirekli
olarak taze solvent ile temas halindedir. Boylece matriksten analitin uzaklastirilmas: artar.
Distilasyon balonuna uygulanan 1siyla, ekstraksiyon kavitesine ulasildigindan, sistemin
sicakhg: oda sicakhgindan daha yiiksek olur. Sistem bu yiiksek sicaklikta degismeden
kalir. Ayrica, 6ziitlemeden sonra filtrasyona gerek kalmaz ve ornekten iiretilen madde
miktari, birkag eszamanli ekstraksiyon paralel olarak gergeklestirilerek arttirilabilir. Diisiik
maliyetli basit donanim kullanilmas: buna olanak saglar. Dahasi, Soxhlet ekstraksiyonu az
ugras gerektiren ¢ok basit bir metodolojidir. En son kullanilan alternatiflerinin ¢ogundan
(mikrodalga destekli ekstraksiyon, superkritik sivi ekstraksiyonu gibi) daha fazla miktarda
ornek kiitlesi ekstrakte edilebilir [21-22].

Soxhlet  ekstraksiyonunun  diger kati 6rnek hazirlama  teknikleriyle
karsilastirildiginda en 6nemli dezavantajlari, uzun zaman gerektirmesi ve biiyiik miktarda
organik solvent kullaniimasidir. Cok miktarda solventin zararsiz hale getirilmesi yalnizca
pahal: degil, aym zamanda cevresel problemlere yol agar. Ornekler genellikle solventin
kaynama noktasinda uzun sure ekstrakte edilir. Bu da termal olarak kararsiz olan hedef
tirlerin bozunmasina yol agabilir. Geleneksel Soxhlet cihazi, surecin hizlanmasina
yardimct olan calkalama saglamaz. Biiyiik miktarlarda solvent kullanildigindan,
ekstraksiyon sonrasi buharlastirma/deristirme basamagi zorunludur. Soxhlet teknigi solvent

seciciligi ile sinirhdir ve otomasyonu zordur [22,23].
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Ayni temel prensibe dayanan Soxhlet ekstraktorlerinin modern versiyonlari
gelistirilmistir. Bunlar, basingli Soxhlet ekstraksiyonu, otomatiklestirilmis Soxhlet
ekstraksiyonu, ses dalgalar: destekli Soxhlet ekstraksiyonu ve mikrodalga destekli Soxhlet

ekstraksiyonudur.

Soxhlet ekstraksiyonu yiizyildan fazla zamandir avantajlarint kanitlamistir. Bu

avantajlar ¢cogu eksikliklerin {istesinden gelmistir. Bunlari sdyle siralayabiliriz:

1. Basingli Soxhlet ekstraksiyonunda, 6rnek kartusuna uygulanan basincin artmasiyla,
solventin kati 6rnege niifuz etmesi kolaylasmistir. Bunun sonucu ekstraksiyon
zaman kisalmis ve solvent hacmi de azalmistir. Bununla beraber yiiksek basingta

calismak, deneysel kurulumu zorlastirmaktadir.

2. Otomatiklestirilmis Soxhlet ekstraksiyonunda kullanilan farkl o6zellikteki birkag
ticari ekstraktoriin ortak paydasi: ekstraksiyon suresini kisaltma, ekstraktant
(ekstraksiyon yapan madde) hacmini azaltma ve birkag Ornegin es zamanh
ekstraksiyonuna olanak saglamaktir. Bu cihazlarin en o6nemli kusuru yiiksek

maliyet ve ¢ok yonlii olmamasidir.

3. Dis enerjilerle ekstraksiyonun desteklenmesi (ultrasonik enerji ve mikrodalga
kullanimi) Soxhlet ekstraksiyonunun eksiklerinin giderilmesi igin en iyi alternatiftir
[22].

2.1.1. Soxhlet Ekstraksiyonun Uygulamalar

Soxhlet ekstraksiyonu hem ¢evresel analizlerde, hem de gida analizlerinde
uygulanmistir. Falandysz ve arkadaslari 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 [24].
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Diagne ve arkadaslari tarafindan Soxhlet ekstraksiyonu yontemiyle fasulyeden
organofosforlu bir insektisit olan fenitrotiyon kalintilar: ekstrakte edilmistir [25]. 10 gram
ornek 24 saat boyunca 200 mL diklormetan ile solventin kaynama sicakliginda muamele
edilmistir, daha sonra ugurularak zenginlestirilen 6rnek yiiksek performansl sivi
kromatografisi (HPLC) ve GC-ECD ile tayin edilmistir.

2.2. Basinch Sivi Ekstraksiyonu (PLE)

Ekstraksiyon i¢in oldukga yeni bir tekniktir. Hizlandirilmis solvent ekstraksiyonu
olarak da adlandirilir. Ornegi sizdirmaz bir yiiksek basing ortaminda tutarak, geleneksel
solventler i¢in daha yiiksek sicakhiklar kullaniimasina izin veren bir donanim kullanir.
Yiikseltilmis basing, solventin daha yiiksek sicakhiklarda 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 ¢ekim gibi analit-6rnek matriksi etkilesimlerinin bozulmasina yardimci
olarak ekstraksiyon verimini artirir [26]. Termal enerji kullanimi benzer molekiiller
arasindaki kohezyon ve farkli molekiiller arasindaki adezyon kuvvetlerinin iistesinden
gelinmesine yardimci olur. Bu durumda geri birakma (desorpsiyon) sureci igin gerekli
aktivasyon enerjisi azalir. Yiikseltilmis sicaklik solventin, ¢6ziinenin ve matriksin yiizey
gerilimini digiiriir. Bu yiizden 6rnegin 1slanmast artar. Solvent yiizey geriliminde azalma,
solvent kavitesinin daha kolay olusmasini saglar. Boylece analitlerin solventte daha hizh
¢oziinmesine izin verilir [27]. Artan sicaklik sivi solventin viskozitesini azaltir ve matriks
partikiillerinin igine girmesini kolaylastirir. Sicakhik, giicli analit ve matriks
etkilesimlerinin bozulmasina yardim eder ve denge zamanim kisaltan diftizyon hizlarin
artirir. Bu durum 6zellikle difiizyon kontrollii 6rneklerde daha hizli ekstraksiyonlara izin
verir. PLE’ nin temel ozelligi, gerekli solvent miktarini énemli 6lgiide azaltirken,
ekstraksiyon surecinin hizint artiran yiiksek difiizyon sivilari  kullanmasidir  [28].
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 igine niifuz etme kabiliyetini artirir.
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Genellikle ekstraksiyon, solventin atmosferik kaynama noktasinin dstiindeki bir
sicaklikta gerceklestirilir. Analitlerin yayilma giicii ve c¢oziniirliigt, artan sicaklikla
artmaktadir. Bu ekstraksiyonu daha hizli ve daha etkin yapmaktadir [26,29]. Ekstraksiyon
sirasinda uygulanan basincin temel avantaji, sicaklik kaynama noktasinin tizerine ciksa bile
solventin sivi durumda kalmasidir. Ekstraksiyon esnasinda yiiksek basing, solventin analite
ulasmasini engelleyen, matrikste bulunan hava kabarciklari ile ilgili problemleri kontrol

eder. Bu kosullar analitin ¢oziiniirliigiinii ve matriksten desorpsiyon kinetigini artirir [30].

Bu yiizden tiim siire¢ Soxhlet ekstraksiyonundan daha hizlidir. 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 gegerek disariya ¢ikmaya zorlar. Ekstraksiyon kinetigini artiran 200 °C” ye kadar
yiikseltilmis sicakliklarin kullanilmasindan dolayi, solventin kaynamasini 6nlemek igin 20
MPa kadar basing gereklidir. Gerekli solvent miktari, geleneksel sivi ekstraksiyon
yontemlerinde kullanilan miktardan daha azdir. PLE’ nin sinirlamasi, 1sisal kararh

olmayan 6rnekler i¢in uygun olmamasidir [31].

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 secimi, solvent hacmi ve
yiiklenen 6rnek miktaridir. Orijinal 6rnegin bilesimine (organik bilesim, su igerigi, partikul
boyutu ve heterojenite) ek olarak, 6rnek on hazirlama teknikleri de (kurutma, 6giitme gibi)
sonucu etkileyebilir [32].

PLE statik modda, dinamik modda veya bunlarin kombinasyonuyla
gerceklestirilebilir. Dinamik modda, solvent 6rnegin i¢inden akar. Statik basingli sivi
ekstraksiyonu maniiel olarak kapali bir kapta gergeklestirilebilir. Fakat ekstraksiyon daha
¢ok otomatik bir enstrumanla gerceklestirilir. Tipik bir PLE sistemi, bir firin, ekstraksiyon
hiicresi, pompa ve basing altinda tutan sistem, birkag¢ vana ve toplama kaplarindan olusur
[33].
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Statik ekstraksiyon modu su basamaklari igerir:
1. Ekstraksiyon hiicresine drnegin yiikklenmesi,
2. Hiicrenin organik solvent ile doldurulmas,
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 ulasmasini saglamak i¢in hiicrenin temiz solventle

yikanmasi,

6. Uygun bir gaz kullanarak 6rnekten solvent atiklarinin temizlenmesi.

PLE sisteminde toplanan hacim miktar1 hiicre biiyiikligiine baghdir. 10-100 mL
arasinda olabilir. Bu yiizden son ekstrakti deristirmek i¢in buharlastirma basamagi
gereklidir [33].

Ornek ekstraksiyon hiicresine yiiklenmeden dnce, genellikle nislem uygulanir. Toprak
ve benzeri matrikslere hava ile kurutma (24-48 saat) ya da dondurarak kurutma uygulanir
[34,35]. Ornegin kurutulmas: &nemlidir. Ciinkii matriksteki su ekstraksiyon verimini
distiriir. Soxhlet ve stiperkritik akiskan ekstraksiyonunda, yiiksek miktarda suyla basa
cikmak i¢in O6rnege sodyum siilfat eklenmesi onerilmistir [36,37]. Kurutma basamagini
cogunlukla eleme (2 mm elek)[38] veya ornegin 100-1000 pum arahginda bir boyuta
ogiitiilmesi izler [39]. Ornegin daha kiiciik boyutlara dgiitiilmesi (<15pm), kisaltilmis
difiizyon yol uzunlugundan dolay: analitin partikiil yiizeyine tasinmasin: kolaylastirmada

avantaj saglayabilir [32].

Ekstraksiyon verimi, 6érnek matriksinin dogasina, ekstrakte edilen analite ve analitin
matriks igindeki yerine baghdir. Heterojen orneklerin ekstraksiyon sureci Pawliszyn
tarafindan 2003 vyilinda bir model c¢izilerek agiklanmistir [40]. Bu model &rnek
partikiiliiniin gozenekli ve bir organik katman tarafindan sarildigini varsaymustir.

Ekstraksiyon ve analitin 6rnek matriksinden geri kazanimi birkag¢ basamakta belirtilebilir.

23



Ilk olarak analitin ekstraksiyon kabindan uzaklastirilabilmesi igin, bilesik &rnek
matriksindeki etkin bolgelerden geri birakilir. Daha sonra matriks sivi ara yiiziine
ulasabilmek i¢in, matriksin organik kismina dogru difiize olur. Bu safhada analit,
ekstraksiyon fazina dagilir. Sonra porlarin i¢inde bulunan ekstraksiyon fazi arasindan
diftize olur ve tasinim yoluyla ekstraksiyon fazi kismina ulasir. Ekstraksiyon surecinin son

asamasi ekstrakte edilen analitin toplanmasidir [33,40].

Ekstraksiyon surecindeki kritik bir basamak, analitin 6rnek matriksi igindeki

pozisyonudur. Bes farkli pozisyon oldugu varsayilmstir:
1. Matriks ylizeyine adsorbe olmasi
2. Bir solvent gozeneginde ¢oziinmesi ve/veya yiizeye adsorbe olmasi
3. Matriksin mikro/nano gozeneginde ¢oziinmesi/adsorplanmasi
4. Matrikse kimyasal olarak baglanmasi
5. Ekstraksiyon solventinde ¢oziinmesi [40].

Ekstraksiyon surecinde hiz sinirlayici basamak ekstrakte edilen matriksin dogasina
baglidir. Dogal tortu (sediment), toprak ve camur Orneklerinin ¢alisildigi gevresel
uygulamalarda, solut-matriks etkilesimlerinin istesinden gelmek zor oldugundan,
yiizeyden birakma basamagi genellikle hiz-sinirlayict basamaktir. Bitki materyallerinde,

hiz-sinirlayici basamak daha yaygin olarak ¢oziinme veya difiizyon basamaklaridir [41,42].

2.2.1. PLE Uygulamalar

PLE, kat1 ve yari-kati 6rneklerin ekstraksiyonu igin gelistirilmis bir tekniktir.
Ornekler genellikle toprak, tortu veya gida érnekleridir. Cogu durumda, PLE icin organik
solventler kullanilir. Kritik alti (subcritical) su ekstraksiyonu veya basingli sicak su
ekstraksiyonu olarak adlandirilan teknikte, suyun ekstraksiyon solvent olarak kullanilmasi
da mimkiindiir. Bir solvent olarak suyun &zellikleri, yiiksek sicaklikta ve basingta dnemli
olglide degisir. Gida endiistrisinin polifenoller acisindan degerli yan iriinlerinden biri, nar
kabuklaridir.
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Geleneksel olarak bitki materyallerinden organik solventler yardimiyla (6zellikle metanol)
ekstrakte edilir. Cam ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada polifenollerin
ekstraksiyonu i¢in basingli su ekstraksiyonu arastirilmistir [43]. Ekstraksiyon sonuglarini
etkileyen en oOnemli 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 i¢in alternatif olarak kullanilabilir
[44]. Son zamanlarda, non-iyonik yiizey aktif ¢ozeltiler alternatif bir solvent sistemi olarak
kullaniimistir [45].

Luthria ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada soya fasulyesinde isoflavonlarin
ekstraksiyonu igin sistematik bir calisma gergeklestirilmistir [46]. Yedi farkli solvent
karisimi degerlendirilmistir: asetonitril-su; etanol-su; metanol-su; dimetilsulfoksit-etanol-
su; dimetilsulfoksit-asetonitril; Genapol-su. Bu degerlendirme alti farkli ekstraksiyon
teknigi kullanilarak yapilmistir: Calkalama, vorteksleme, sonikasyon, karistirma, Soxhlet
ve PLE. Soya fasulyesi 6rneklerinden optimum geri kazanim dimetilsulfoksit-etanol-su
(5:70:25, h/h/h) solvent karistminin kullanildigi PLE yontemi ile elde edilmistir. Zhu ve
arkadaslar1 herbisitlerin topraktan ekstraksiyonunda, kuru topraklar icin ekstraksiyon
verimine basincin az etkisi oldugunu gézlemislerdir ve 100-150 °C sicaklikta verimin

arttigini bulmuslardir [47]. Bununla birlikte topragin nemli olmasi durumunda 500 psi’

dan 1500 psi’ ya artan basing, pestisitlerin daha iyi ¢6ziinmesinden dolay: faydalidir [48].
Bernal ve arkadaslari, sertifikali patates, havug, zeytinyagi ve liyofilize edilmis balik doku
orneklerindeki organoklorin pestisitleri ve poliklorlu bifenilleri tayin etmislerdir. Ornekleri
izole etmek igin basingli-Soxhlet ekstraksiyonunu kullanmiglardir [49]. Bu uygulamada
ekstraktant olarak CO, kullamlmistir. CO,” nin yogunlasmasi i¢in ekstraksiyon sistemi,

sogutucu su (0 °C) pompalayan sicaklik ayarl banyo i¢ine daldiriimistur.
2.3. Mikrodalga Destekli Solvent Ekstraksiyonu (MAE)

Mikrodalgalar yiiksek frekansl elektromanyetik dalgalardir (300-300000 MHz).
Mikrodalga enerji kullanilarak isitmanin prensibi, iyonlarin iletimi ve dipol rotasyonu

(donme) yoluyla molekiil iizerine mikrodalganin direkt etkisi temeline dayanir. Cogu

uygulamalarda bu iki mekanizma es zamanli meydana gelir.
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Iyonik iletim, bir manyetik alan uygulandiginda iyonlarin elektroforetik gogiidiir.
Cozeltinin bu iyon akigina direnci friksiyon (siirtiinme) ile sonuglanir ve bdylece ¢ozelti
istnir. Dipol rotasyonu, uygulanan manyetik alanla dipollerin yeniden diizenlenmesi
anlamina gelir. Ticari sistemlerde kullanilan 2450 MHz’ de dipoller diizenlenir ve
saniyede 4,9x109 defa rastgele dagilir. Bu zorlanmis molekiiler hareket, 1sinmayla
sonuglanir [20,33]. MAE’ de mikrodalga 1s1masi, ekstraksiyon solventini ve bdylece de
ornegi 1s1tmak igin kullanilir. Basarili bir ekstraksiyon gergeklestirmek igin uygun solvent
secimi ¢ok onemlidir. Segilen solventlerde mikrodalga isimasini absorplamasi, solventin
matriksle etkilesimi ve analitin solventteki ¢oziiniirligii géz oniine alinmalidir. Daha
biiyiik dipol momente sahip olan solvent, mikrodalga isimas: altinda daha hizli 1sinacaktir.
Ornegin hekzan gibi nonpolar bir solvent (dipol moment<0,1) 1sinmayacak, oysa 2,69
dipol momente sahip aseton birkag¢ saniye i¢inde 1Sinacaktir [50]. Eger ekstraksiyonda
hekzan ve toluen gibi nonpolar solventler gerekliyse, solventleri su metanol ve aseton gibi
yiiksek bir dipol momente sahip polar solventlerle karigtirmak onerilir. Segilen solvent ¢ok
kuvvetli 1sinmaya neden olursa, bilesiklerin degredasyonundan kaginilamaz. Bu yiizden
yaygin uygulama, yalnizca biri mikrodalga isimay: absorplayan ikili karisimlarin (6rnegin
hekzan-aseton, 1:1) kullanimidir [51]. Diger 6nemli 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 igin daha polar solventler tercih edilir. MAE’ nin seciciligi lizerine
cok az literatiir rapor edilmistir. Ornegin igindeki tiim maddeler ekstrakte edildiginden
secici bir ekstraksiyon teknigi oldugu sodylenemez ve hemen hemen her durumda

ekstraksiyon sonrasi temizleme basamagi gereklidir [50].

Ekstraksiyon genellikle kapali bir kapta gergeklestirilir. Bu durumda basing artar ve
solvent kaynama noktasindan daha yiiksek sicakliklara isitilabilir. Cogu solvent igin
(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 acik kap sistemi (atmosfer
sicakliginda). Her iki sistem de sekilde gosterilmistir [52]. Kapali kap sisteminde hiicreler

eszamanl olarak 1sinlanirken, acik sistemde kaplar sirali olarak isinlanir.

26



Acik kaplarda sicaklik solventin atmosferik basingta kaynama noktasiyla sinirliyken,
kapal1 kaplarda sicaklik uygulanan basingla yiikseltilebilir [53]. Kapali kap sistemi ugucu
bilesikler olmasi durumunda en uygun gortinmektedir. Bununla birlikte, kapali kaplarda,
ekstraksiyon sonrasinda kap agilmadan 6nce sicakhigin diismesini beklemek gereklidir. Bu
ekstraksiyon suresini artirir (yaklasik 20 dakika). Her iki sistem ekstraksiyon verimlerine
gore  karsilagtirlldiginda,  toprak  6rneginden  poliaromatik  hidrokarbonlarin

ekstraksiyonunda, benzer performans gostermislerdir [54].

Ekstraksivon hiicrelen Radyo dalgalan —
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Sekil 3. MAE'de kapal1 ve agik sistem

Kapali kap teknolojisi, PLE teknolojisiyle ¢ok benzerdir. Her iki sistemde de
solvent sitilir ve basing uygulanir. Temel fark, isitmadadir. Biri mikrodalga, digeri
geleneksel firin 1sitmasidir [55]. PLE’ de, etkili parametrelerin sayis1 azalir. Bu nedenle

bu teknigin uygulanmas: pratikte daha basittir.
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Sekil 4. Isitma modelleri

Kullanilan ticari kapali kap MAE sistemleri, bir manyetron tiip (¢ok kisa radyo
dalgalar1 veren bir lamba), i¢inde doéner bir tablada ekstraksiyon kaplarinin bulundugu
firin, sicaklik ve basincin kontrolii i¢in izleme cihazlar ve birkag¢ elektronik bilesenden
olusmaktadirlar. Ekstraksiyon sureci, ekstraksiyon hiicresine 6rnegin yiiklenmesiyle baslar.
Mikrodalga 1s1ma uygulanir ve solventi ayarlanan degerlere isitmak i¢in, on-ekstraksiyon
basamag: baslatilir. Bu degerlere ulasmak igin gerekli zaman hem 6rnek sayisina hem de
ornek tiirine baghdir. Normal olarak i1sitma 2 dakikadan daha az bir zaman alir. Daha
sonra ornek 1sinlanir ve genellikle 10-30 dakika araliginda ekstrakte edilir [20].

2.3.1. MAE Uygulamalan

MAE, sivi 6rnekler i¢in de uygun olmasina ragmen, tipik olarak kat: 6rnekler i¢in
kullanihir. MAE uygun bir solvent sec¢imiyle, organik bilesikleri dekompoze etmek ve

yiikseltgemek i¢in kullanilabilir. Ekstraksiyon genellikle 20-50 mL solvent gerektirir [56].

MAE genellikle ¢evresel analizlerde kullanilir. Tortu ve toprak gibi matrisklerden,
poliaromatik  hidrokarbonlar, polikloro bifeniller ve organoklorlu pestisitlerin
ekstraksiyonlari c¢alisgilmigtir [57,58]. Zaman, sicaklik, basin¢ ve nem igerigi gibi
degiskenlerin ekstraksiyon verimine etkisi arastirilmistir. Cogu calismada matriks neminin

ekstraksiyon verimini artirdigi bulunmustur [20,55].
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MAE gida analizlerine de uygulanmistir. Bouaid ve arkadaslari portakal kabugunda atrazin
ve dort organofosforlu pestisiti tayin etmislerdir [59]. Ekstraksiyon hekzan/aseton (1:1)
karigtminda, 90 °C sicakhikta, 10 dakikada ve 475 watt (w) mikrodalga giiciinde
yapilmistir. Ekstraktlar gaz kromatografisi-azot-fosfor detektér (GC-NPD) ile analiz
edilmistir. Papadakis ve arkadaslari, susam tohumlarinda 16 organoklorin insektisitinin
ekstraksiyonunu  MAE ile gergeklestirmiglerdir [60]. Solvent karisimi  olarak
suzasetonitrilin (5:95, v/v) kullanildig: ekstraksiyon, 100 °C sicaklikta, 10 dakikada
gerceklesmistir. Ekstraksiyon basamagini, ekstraktin Florisil ile temizlenme basamag: ve
gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) ile analizi izlemistir. Franke ve
arkadaslar1 serumdan ilag ekstraksiyonunda mikrodalga isimasint kullanmistir ve sonuglari
Klasik sivi-sivi ekstraksiyonuyla Kkarsilastirmiglardir [61]. Model ilag¢ olarak lidokain,
metadon, diazepam, nordiazepam, proksifen ve norproksifen test edilmistir. Kantitasyon
GC-NPD ile gergeklestirilmistir. Bu yontem birkag adli vakaya basariyla uygulanmustir.
Desrosiers ve arkadaslari, iskelet dokularindan ilag (pentobarbital, ketamin, diazepam)
ekstraksiyonu i¢in MAE kullanmiglardir. Doku ekstraktlart enzim-bagli immunosorbent
testi (ELISA) ile analiz edilmistir [62]. Diger bir uygulama alan: terpenler, alkaloidler,
ucucu Yyaglar, karetenoidler gibi dogal driinlerin ekstraksiyonudur. Paprikada renk
pigmentleri ekstrakte edilmistir. Aseton-su (1:1, v/v) solvent karisimi kullanilarak elde
edilen optimal kosullar; 120 saniye ekstraksiyon zamanmt ve 50 W enerjidir. MAE
kosullarinda érnek sicakhg 60 °C’ nin altinda tutulmustur. Bunun nedeni daha yiiksek
sicaklikta 1sitma karotenoid molekiillerinin yeniden diizenlenmesine ve toplam karotenoid
iceriginde azalmaya neden olabilir. Hidrofobik karotenoidlerin daha hidrofilik bilesiklere
yiikseltgenmesiyle termooksidasyon da gergeklesebilir [63]. Aycicegi tohumlarindaki
pestisit atiklarinin tayini i¢in mikrodalga destekli Soxhlet ekstraksiyonu kullanilarak
diklormetan solventiyle hizli bir analitik yontem gelistirilmistir. Ekstraksiyon verimini
etkileyen mikrodalga giicii, 1sinlama zamani, ekstraktant hacmi ve devir sayisi optimize
edilmistir. Ekstraksiyondan sonra orijinal ekstraktin lipid fraksiyonundan pestisit atiklarin
izole etmek i¢in, sivi-sivi ekstraksiyonu ve Florisil makro kolon kullanimiyla temizleme
basamagi uygulanmistir. Daha sonra 6rnek GC-MS sistemine enjekte edilmistir [64].
Topraktan nitratlanmis polisiklik aromatik hidrokarbonlarin hizli ekstraksiyonu igin
mikrodalga destekli Soxhlet ekstraksiyonu onerilmistir. Isinlama giicii, zamani, devir sayisi

ve solvent hacmi, deneysel tasarim yontemi kullanilarak optimize edilmistir.
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Nitro-poliaromatik hidrokarbonlar, amino-poliaromatik hidrokarbonlara indirgenmistir.
indirgenmis analitler heptaflorobutirik anhidrit ile tur evlendirilmis ve GC-ECD ile tayin
edilmistir [65].

2.4. Ses dalgalarn-destekli sivi ekstraksiyonu

Ses dalgalari-destekli sivi ekstraksiyonu, ultrasonik ekstraksiyon olarak da
adlandirilir. Bu yontemde oOrnege 20 kHz dstiindeki frekanslarla akustik titresimler
uygulanir. Bu titresimler sivinin iginden gectiginde kavitasyon (bosluk olusumu) meydana
gelir. Ultrasonik enerjinin neden oldugu kavitasyon olarak bilinen bu etki sivi ortamda ¢ok
sayida ufacik kabarciklar tretir ve katilarin mekanik olarak sarsilmasina neden olarak
partikiillerin kopmasini saglar. Ses dalgalari genellikle analitin iyi geri kazanimiyla
sonuglanan kati ve solvent arasinda etkin bir temas saglar [66]. Ses dalgalari, hem kat: hem
de sivi 6rnek hazirlamada kullanilir. Kati 6rneklerin ekstraksiyonu, digesyonu ve bulamag
olusumu iglemini destekler. Sivi 6rneklerde ise, sivi-sivi ekstraksiyonu, homojenizasyonu
veya emiilsiyon haline getirmeyi desteklemek icin kullanilir [67]. Kati 6rneklerden
analitlerin ekstraksiyonu, su banyosuna ultrasonik radyasyon uygulanmasiyla veya prob
(ultrasonik aygitlarin ucunda bir alict bulunan hareketli kismi) gibi diger cihazlarla
gergeklestirilir [68]. En ¢ok kullanilan ve en ucuz ultrasonik radyasyon kaynag: ultrasonik
banyodur [69]. Ayrica érneklerin sonikasyonu igin giiglii silindirik bir prob kullanan daha
etkin bir sistem gelistirilmistir [70]. Banyo ve prob arasindaki secim analizin
gerekliliklerine baglidir. Eger amag toplam kati-sivi ekstraksiyonu ise, etkili bir prob
kullanimi daha iyi olabilir. Ciinkii ekstraksiyon igin gerekli zaman daha azdir. Bununla
birlikte, ¢ok sayida ornegin ultrasonik banyo ile analiz edilmesi daha iyi bir se¢enektir.
Sonikasyon problarinin ultrasonik banyoya karsi  kullanimi, enerji dagiliminda
homojeniteyi saglar. Fakat ultrasonik uclar daha pahalidir, 6mrii daha kisadir ve daha

diisiik sayida 6rnek islenmesine izin verir [67].

Ekstraksiyon verimini artirmak igin solvent turu, sicaklik ve sonikasyon genligi

kosullar1 gibi farkl faktorleri optimize etmek gereklidir.
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Ekstraksiyon verimini etkileyen diger parametreler; sonikasyon zamani, ornek partikiil
boyutu, 6rnek miktar: ve kullanilan cihazdir. Son zamanlarda, solvent miktarin: azaltmay:

saglamak icin analitik 6rnek hazirlama islemlerine 6zel 6nem verilmektedir.

Ultrason radyasyonun ilging bir uygulamas: dinamik ses dalgalari-destekli
ekstraksiyondur. Burada numune ultrasonik su banyosuna yerlestirilmis bir ekstraksiyon
hiicresi [71,72] veya ultrasonik problu bir su banyosu ig¢ine konulur. Bu sistem taze
ekstraksiyon solventinin siirekli olarak 6rnege pompalandigi, artan analit transferi olan
acik bir sistem veya ekstraktin seyrelmesini engelleyen ekstraksiyon solventinin yeniden

dolastig1 kapali bir sistem olarak kullanilabilir [67].

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

zamam 2 ila 20 dakika araligindadir.

Peristaltik pompa

@ o

Solvent
I |

Ekstraksiyon Eksiraksiyon
hiicresi hiicresi
A B v
. . Ultrasomk banyo
Ultrasonik banyo - :

Sekil 5. Dinamik ses dalgalari-destekli ekstraksiyonun sematik gdsterimi A) Agik

sistem B) Kapali sistem

Ayrica, dinamik ses dalgalari-destekli ekstraksiyon ile enstriimantal analiz

yonteminin ¢evrim i¢i baglanmasi miimkiindiir.
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Sekil 6. Dinamik ses dalgalari-destekli s1vi ekstraksiyonun analiz sistemine baglanmasinin
sematik gdsterimi.

2.4.1. SAE Uygulamalari

SAE sivi ve kat1 drneklerin her ikisi i¢in veya organik ya da inorganik bilesiklerin
ekstraksiyonu i¢in kullanilabilir. Ses dalgalar1 organik bilesiklerin yiikseltgenmesi veya
ayrismasinda yardim igin de kullanilabilir [31].Sanchez-Brunete ve arkadaslari toprakta
pestisitlerin tayini i¢in kiiglik kolonlarda ses dalgalar1 destekli ekstraksiyon olarak
adlandirilan minyatiirize edilmis bir teknik gelistirmislerdi [74]. Sekilde 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 se¢ilmistir [75]. 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 [76].

5 ml etilasetat

|
5 g toprak —+ Ultrasonik -
Filtre kagich | OD I banyo -T— R'l’lr-;iltll:::i}:um
ve Na,SO, Ekstraksivon Filtrasyon o

Sekil 7. Kiiciik kolonlarda ses dalgalari-destekli ekstraksiyonun sematik gosterimi
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Ses dalgalari-destekli Soxhlet ekstraksiyonu aygicegi, kolza ve soya fasulyesi
tohumlarindan toplam yag icerigini ekstrakte etmek i¢in kullanilmistir. 10 g 6rnek, seliiloz
ekstraksiyon kartusuna yerlestirilmistir. Kartus, Soxhlet cihazina konulduktan sonra, cihaz
75 °C sicakliktaki termostatl: su banyosu igine yerlestirilmistir. Kartusa ses dalgalari
uygulanmstir. Ekstraksiyonda 100 mL n-hekzan kullanilmistir. Ornek kartusuna ses
dalgalart uygulanmasi, yagin kantitatif ekstraksiyonu igin gerekli Soxhlet ekstraksiyon
cevrim sayisint ¢ok biiyiik Olglide azaltmis boylece ekstraksiyon zamani geleneksel

islemlere kiyasla yar1 yariya azalmistir [49].

2.5. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu (SFE)

Stiperkritik akiskan, kendi kritik sicaklig: {izerinde 1sitilan ve kendi kritik basinci
izerinde basing uygulanan bir element, madde veya karisim olarak tanimlanir. Bir
stiperkritik akiskan tek bir faz halinde bulunur (ne gaz ne de sividir) ve basincin veya
sicakhgin artmasiyla sivilastirillamaz veya buharlastirllamaz. Bu yiizden siiperkritik
akiskan, bir gaz ve bir sivi arasindaki maddenin ara formunu gosterir. Sivininki gibi
yiiksek yogunluk ve ¢6zme giicli, gazinki gibi disiik viskozite, sifir yiizey gerilimi ve
analitler i¢in yiiksek difiizyon hizina sahiptir. Daha yiiksek diflizyon katsayilar: ve diisiik
viskoziteleri nedeniyle, stiperkritik akiskanlarin kati gézenekli materyallere niifuz etmesi
¢ok uygundur. Cézme ve yayilma giicii sivilara gore daha fazla oldugundan, hizh
reaksiyon kinetigine sahiptirler [77,78]. Normal sivilarin tersine, siiperkritik akiskanlar
sikistirtlabilir ve bu yiizden yogunluklar: genis bir aralikta degistirilebilir. Yogunluk ve
diger ozellikleri, sicaklik ve basincin ayarlanmasiyla kolaylikla degistirilebilir. Bu
onemlidir, ciinkii siiperkritik akigkaninin daha yiiksek yogunlugu, onun daha iyi ¢bzme
kabiliyeti anlamina gelmektedir. Cogunlukla stiperkritik akigkanlardaki maddelerin
¢cozlinirligl, sivilardaki ¢oziintirligiinii geger. Stiperkritik akiskan cesitli 6rnek matriksleri
icin mitkemmel bir ekstraksiyon ortami olusturur. Sicaklik ve basing degistirilerek ¢ozme
giiciiyle oynanmasiyla yiiksek secicilik de saglanir [77]. SFE’ de, akiskan siirekli olarak
ornek icinden gegmeye zorlanir. Bu yiizden Kantitatif veya tam bir ekstraksiyon

saglayabilir [79].
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Superkritik akiskan olarak genellikle diisiik kritik sicaklik ve basinca sahip oldugundan
karbondioksit (Kritik kosullart = 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 igin karbondioksite modifikatorler eklenir. Tipik

modifikatorler metanol ve diklormetandair.

SFE’ de siiperkritik akigkan iiretimi, basing, sicaklik ve akis hiz1 kontrolii saglayan
bir cihazla gergeklestirilir [33]. Genellikle ekstraksiyon dinamik moda uygulanir. Fakat
statik veya statik/dinamik birlestirilmis ekstraksiyon da uygulanabilir. Ekstrakt ya uygun
bir solvent iginde veya kati-faz tuzaginda (trap) toplanir. Ekstraksiyon 10-20 mL solvent
gerektirir ve ekstraksiyon suresi 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 sagladigint géstermistir [80,81]. Referans standart materyaller olan
tortu ve kas dokusundan poliklorlu bifenillerin, SFE ve Soxhlet ekstraksiyonuyla tayini
yapilarak yontemlerin Karsilastirllmas: saglanmistir. SFE ile poliklorlu bifenillerin
tayininde ekstraksiyon suresi 18-24 saatten 50 dakikaya indirilmis ve Soxhlet
ekstraksiyonu ile 250 mL olan organik solvent kullanim1 7,5 mL ye disiirilmiistiir [82].
Genelde, SFE kati orneklerden organik analitlerin ekstraksiyonu igin kullanilir. Isisal

olarak kararsiz analitler i¢in de uygundur.

Eliisyon
solventlen

‘E Modifikator

CO,
Toplama siselers

Sekil 8. SFE Sistemi
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SFE, ¢evresel, farmasotik, polimer ve gida analizlerinde kullanilmaktadir. Ham
sebze yaglarn gida endiistrisinde yaygin olarak kullamlir. Istenmeyen bilesiklerin
uzaklastirilmasi igin tiiketilmeden once yaglarin rafine edilmesi gerekir. Saflastirma sureci
sirasinda, yagdaki faydali bilesikler de kaybolabilir. Bugday tanesi yaginda[83],
preslenerek elde edilen yesil kahve yaginda[84], ham palmiye yaginda[85] ilgilenilen
bilesiklerle zenginlestirilmis ekstraktlar elde etmek igin alternatif bir saflastirma metodu
olarak SFE onerilmistir. Yesil ¢aydan secici olarak kafein ekstraksiyonunda yardimci
solvent olarak su ile stperkritik CO, kullanilmis ve matriksten antioksidanlarin
ekstraksiyonu onlenmistir [86]. Ugucu yaglar, yag asitleri[87] ve/veya karotenoitler gibi
biyoaktif bilesikler[88] meyve ve sebzelerden siiperkritik CO, kullanarak ekstrakte
edilmigtir. Daidzein ve genistein gibi izoflavonlar 350-500 bar arasindaki yiiksek

basinglarda sulu metanol ve stiperkritik CO, kullanilarak ekstrakte edilmislerdir [89].

SFE’ nin en ilging uygulamalarindan biri, genetik olarak degistirilmis farkli msir
ve soya tiirlerinde amino asit iliskisini belirlemede kullanilmasidir. Amino asitleri
ekstrakte etmek i¢in %35  lik metanol ile modifiye edilmis siiperkritik CO,, 80 °C
sicaklik ve 120 bar basingta kullanilmistir. Ekstraktlar GC-MS ile analiz edilmistir [90].

SFE gida endiistrisinde yan {rlinleri degerlendirmede genis olgiide
kullanilmaktadir. Yan triinlerin ekstraksiyonu, yararlanilmayan fakat degerli bilesiklerin
uzaklastirilmasint saglar. SFE uzun zamandan beri bitki materyallerinden spesifik aktivite

gosteren etkin bilesiklerin ekstraksiyonu igin kullanilmaktadir.

Insan faaliyetlerinin cevreye etkisini belirlemek &nemlidir ve toprak ile tortu bu
etkinin 6nemli gostergeleridir. Miyawaki ve arkadaslari, toprak ve tortularda poliklor
dibenzo-p-dioksin, poliklor dibenzofuran, poliklor bifenil ve dioksin tayini i¢in hizli bir
strateji gelistirmiglerdir [91]. Tarimsal ve endiistriyel toprak ornekleri suyla modifiye
edilmis siiperkritik CO, kullanarak 300 bar basingta, 130 °C sicaklikta ve 50 dakika sureyle
ekstrakte edilmistir. Kirlilikler aliimina 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 suresi 2 saate

indirilmistir.
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3. HPLC ( Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi)

Kromatografi, karisimlardaki kimyasal bilesiklerin ayrilmasi, taninmasi ve tayini
icin kullanilan bir analitik metottur. Stv1 kromatografide (LC), hareketli faz, sivi; durgun
faz, cok kiigiik boyutta kat1 pargaciklardan olusur. Hareketli fazda bulunan bilesenler, sabit
faz dolgu maddesiyle etkilesirler. Numunedeki her bilesen farkli miktarlarda tutuldugu igin

sabit faz1 farkli zamanlarda terk ederler.

HPLC giintimiizde,

1. Sicaklikla bozunan maddelerin ayrimlarinda kullanilabilmesi

2. Etkin ayirma ve hizli analiz saglamasi

3. HPLC kolonlarinin rejenerasyon gerektirmeden tekrar kullanilabilmesi

4. Ayirmanin etkinliine tesir eden parametrelerin kontrolii ile tekrarlanabilir sonuglarin

elde edilebilmesi

5. Cihazin otomasyona ve veri analizine uygun olmast

6. Cok cesitli detektorle tayin imkani tanimasi

7. Genis skalada ¢aligmaya adapte edilebilmesi ve preparatif amaglar i¢in uygun olmasi

8. Dogruluk dereceleri ve kesinlikleri yiiksek sonuglar vermesi. Nedenleriyle oldukca

yaygin kullanilan bir ayirma teknigi haline gelmistir.

S1vi kromatografi ¢alismalarmin % 90 kadar ters faz sivi kromatografi modunda
gerceklestirilir. Ters faz sivi kromatografi (RP-HPLC), hidrofobik karakterli kimyasal
bagli durgun faz ve bundan daha polar mobil faz ile gerceklestirilen bir
dagilma/adsorpsiyon kromatografisi tliriidiir. Mobil faz olarak suyu metanol, asetonitril ve
tetrahidrofuran gibi ¢oziiciiler ile karigimlar1 kullanilir. Bu tip bir ¢alismada, durgun faz
apolardir. Dolayisi ile apolar bilesikler, bu tip durgun fazla daha etkin etkileserek daha
yavas hareket ederler. Daha polar bilesikler, kolonu hizla terk ederler [92].
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Sekil 9.” da hidrofobik karakterli analitin apolar yiizeyle etkilesimi, sema olarak
verilmigtir. Sekilden de goriildiigii gibi hidrofobik analit, apolar bagl ylizeyle daha ¢ok

etkilesime girer ve en son yiizeye tutunur.

Destek Yiizeyi Apolar bagh faz MNobil faz

Sekil 9. Hidrofobik karakterli analitin apolar yiizeyle etkilesimi; A: ¢ok polar analit

B: az polar analit

3.1. HPLC Cihaz:

Bir s1v1 kromatografi sistemi 6zetle asagidaki bilesenlere sahiptir.

Sistem kontrol unitesi

- Pompalama sistemi

- Numune enjeksiyon sistemi
- Kolon

- Detektor

- Mobil faz hazneleri

- Yazici
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Sekil 10. Stvi kromatografi cihazinin sematik goriiniisii

3.2. HPLC de Kolon Secimi

Sivi kromatografik c¢aligmalarda alikonmayi etkileyen temel faktorlerden biri,
analitin kolon ile etkilesimidir. Bu nedenle bir ayirmaya baslanirken ilk oncelik, iyi bir
kolon se¢imidir. RP-HPLC’ de dolgu maddesi olarak kullanilanlarin ¢ogu silika esash
bagli fazlar igerir. RP- HPLC de siklikla kullanilan durgun fazlar, Cs, Ci8 diiz zincirli alkil
gruplu silika yapisindadir. Bu kolonlar C-8 ve C-18 diye tanimlanir. Ancak ayni tipte
olsalar bile farkli 6zellikte olacaklar1 ve farkli davranis gdsterecekleri bilinmelidir. Farklh

kolonlarda bilesiklerin eliisyon siras1 ve ayrilma davranislar: farklidir.

LC calismalarinda 6nce cam kolonlar kullanilmistir. Bunlarin uzunluklar1 50-500
cm olup ¢aplar1 1-5 cm dir. Gilinlimiizde paslanmaz geliklere dolgu maddesi konulmakta ve
bunlar kolon olarak kullanilmaktadir. Farkli tipte ve farkli tanecik boyutunda yiizlerce tip
kolon gelistirilmistir. Gerektiginde seri baglanarak uzunluklar1 ve bir diger deyimle etkin
tabaka sayilarn arttirilmaya c¢alisilmaktadir. Kolon dolgu maddelerinin  parcacik

boyutlarmin kiigiilmesi (3-10 um) ile kolon etkinligi arttirilmistir.
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Kolon Dolgusu / Paslanmaz celik
tiip

Sekil 11. Standart kolon donanimi

Silika destek yiizeyine durgun fazin kovalent baglanmasi sonucunda, termal
hidrolik ve kararli bagli faz olusur. Sekil 12.” de durgun faz olan silika ve silanoller
belirtilmistir. Silikanin uzun zincirli hidrokarbon gruplari ile alkillenmis durumu Sekil 13.

de gosterilmistir.
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Sekil 12. Durgun Faz: Silika SiO2

\O

Silika dolgu maddesinden bagl fazin sentezine iliskin tepkime, asagidaki gibidir:

I

Si-OH + C1;Si-C,g + H,O —————— | Si o Crs + 3HCI

0—®—o0

I

39



CH
(H3C)3S| Si(CH3); (CHs)s (Si ., o) -

\I////o "”// _SNmmo”” \Ill/’ o

Sekil 13. Uzun zincirli hidrokarbon gruplari ile alkillenmis silika

Silanol gruplari, yiizeyde asagida verilen denklem geregi iyonlasir;
SiOH —— 3 SiO"+ H'

Bu denge, pKa, SiOH iyonlagsma sabiti ile karakterize edilir ve sabitin degeri 6,5
dir. Silanol gruplarinin iyonlagsmas1 pKa SiOH’1n iizerindeki pH degerlerinde iyonlasmanin
daha fazla olmasindan dolay1 durgun fazda negatif yliklenmenin artmasina sebep olur. Bu
durum (-) yiikli iyonlarin gozenekleri terk etmelerine yol acar. Sonugta negatif kapasite
faktorleri elde edilir. Tyonik dislama, hareketli fazin iyon siddetinin artmasi ile minimize
edilebilir. Mobil fazin yliksek iyon siddeti, silanolii maskeleme etkisi nedeniyle pik seklini
tyilestirir. Ancak bu durum kolon bozunmasinin artmasina sebep olabilir. Ayrica silanol
gruplarmin farkli ¢evreleri, bunlarin farkli davranmalarina neden olur. Silanol gruplari,
¢Oziinen molekiiller ile elektrostatik olarak etkilesebilir. Bu etkilesimler uzun mesafede
etkindir ve ¢ozlinen molekiiller yiizeye yaklagamayacak kadar biiyiik oldugunda bile biiyiik
rol oynar. Silanol gruplari, mobil fazin bilesenleri ile (su, organik modifiyer, tampon
iyonlar1) de etkilesebilir ve bu etkilesim, durgun fazin yapisini ve bilesimini degistirebilir.
Kolonun ayirmadaki olumsuz etkileri, materyalin yapisinda metal safsizliklarinin

bulunmasindan da kaynaklanir.

Oktadesil silika kolonlarda silanol gruplarinin tamami kapatilamamigtir. Kolonda
kalint1 silanol gruplarinin bozucu etkisi, silanol gruplarmin yeterince kapatilamadig:
durumda daha etkindir. Silika esash ters faz kolonlarinda kalint1 silanol gruplari, polar
bilesikler ile etkilesir. Bu istenmeyen etkilesimleri azaltmak ig¢in endcapping (silanol

gruplarin1 kapatma) islemi uygulanir.
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Metil gruplari, kalinti silanol gruplarinin kapatilmasinda tercih edilir. Polar bilesiklerle
olumsuz etkilesim istenmiyorsa endcapped kolonlar tercih edilir.

Kolon dolgu malzemesinde dikkat edilmesi gereken bir diger kavram karbon
yiiklemesidir (Sekil 14.). Karbon yiiklemesi durgun fazdaki karbon icerigini ifade eder.
Silika esasli kolonlarda kolon silika materyaline bagli fazin miktarin1 ifade eder. Aym
durgun fazin kullanilmas: durumunda kolon dolgu taneciklerinin yilizey kaplamasini
karakterize etmek i¢in kullanilan bir terimdir. C;g kolonlarin karbon yiiklemesi, Cs
kolonlardan daha yiiksektir: Karbon yiiklemesi daha az olan kolonlarin hidrofobik 6zelligi
daha diistiktiir ve karbon yiiklemesi daha biiyiik olan kolonlardan daha diisiik alikonma
zamanlar1 s6z konusudur. Karbon yiiklemesi arttik¢a, kapasite faktorleri artar. Benzer

hidrofobik 6zellikteki bilesikler i¢in ayirma faktorii de biiyiir.

p e p Bagh faz

Yiiksek yiikleme Diisiik yiikleme

Sekil 14. Karbon Yiiklemesi

Ters faz sivi kromatografi kolonlarinin ilk gelistirilenlerinde pH araligi, 1-8 dir.
Birgok kolon diisiik pH’ larda (pH<3) calismaya uygundur. Ancak diisiik pH’ larda
calisilmas1 durumunda, bazi bilesiklerin kararsiz olmasi, protonlanmis bazik bilesiklerin
cok cabuk elue olmasi ve bu pH’larda bant genisliginin yeterli olmamasi nedeniyle pH 4-8
ve hatta pH>9 kosullarinda ¢alismak uygun gelebilir. Bu nedenle bazlarla ¢aligmada pH
kararliligr arttirtlmis ve pH araligi genisletilmis kolonlar gerekir [93].

3.3. izokratik ve Gradient Ayirma

Bir kromatografik ayirmada g¢alismaci kolon tipine ve kolon boyutlarina karar

verdikten sonra organik modifiyer tipine ve tamponuna karar verir.
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Bu noktada elisyon modunu se¢gmek zorundadir. Eliisyon giiciinii degistirmeden ayni
¢oziicli ile yapilan ayirma, izokratik ayirmadir. Polariteleri farkli iki (veya daha fazla)
¢Oziicii kullanilmas1 durumunda gradient ayirma s6z konusudur. Gradient ayirmada siklikla
2 ¢oOzici kullanir. Bunlardan ilki, su veya az miktarda organik c¢oziicii iceren ikili
karisimdir. ikinci ise organikge zengin veya tamamen organik olan mobil fazdir. izokratik
eliisyonla ayrilamayan maddeler, gradient eliisyonla ayrilabilmekte; gec eliie olan
maddelerin alikonma zamanlar1 kisaltilabilmektedir. Gradient ¢alismada akis hizi kolonun
dengelenmesine olanak saglayacak sekilde segilir. Bu nedenle akis hizi, izokratik
eliisyondan daha diigiiktiir. Ayrica gradient eliisyonda hayalet pikler, baseline da giiriiltii ve
¢oziicli karisim ekipmanindan dolay1 problemler vardir. Son zamanlarda kolon gelisiminin
olumlu getirileri, ¢cok az bir dengeleme yapilmasinin yeterli olabilecegini ve alikonma

zamanlarinda yeterli tekrarlanabilirligin elde edilebildigini gostermistir.

3.4. Kromatografide Temel Parametreler

Kromatografide veri yorumlanmasinda kromatogram esas alinir. Kromatogram,
tayini yapilan numunenin her bir bileseni i¢in belirli zamanlarda derisim degerine karsi

elde edilen cevabin uygun dedektorle saptanmasi ile elde edilmis pik grafiklerdir.

Kolonu terk eden maddelerin derisimleri uygun bigimde 6lgiiliir; zamana kars1 y-

ekseninde isaretlenerek ‘kromatogram’ adi verilen grafikler elde edilir (Sekil 15.).

ic partikiil

Enjeksiyon

Alag
KROMATOGRAM
Bilesen 1

Bil Bileven 3
:ﬁﬁvﬂ [\/\Tm p
Zaman

Sekil 15. Kolonda analit bilesenlerinin ayrilmasi ve kromatogram
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Bir kromatogramim yorumlanmasinda kullanilan bagslica parametreler asagida
verilmistir:

I.  Alikonma zamanu, tr ve kapasite faktort, k
ii.  Secicilik, o
iii.  Etkin tabaka sayisi, N

Iv.  Ayirma giicii, R

3.4.1. Ahlkonma Zamam ve Kapasite Faktorii

Kromatografide bir pik, alikonma zamani ile (tg) tanimlanir. Kromatografik
karsilagtirmalarda alikonma zamani yerine siklikla kapasite faktoriinden (k) yararlanilir.

Analizi yapilan tiirlerin kolon i¢inde go¢ etme hizi, kapasite faktorii olarak ifade edilir.

k-l
t
Yukaridaki formiilde to alikonulmayan tiiriin dedektore kadar ulasma zamani (6l
zaman), tr, analitin dedektore ulasma zamanidir. Kapasite faktorii; uygulanan yonteme, her

maddenin fiziksel ve kimyasal yapisina bagli olarak farkliliklar gdsteren bir degerdir.

Kromatografik parametrelerin optimizasyonunda dikkat edilmesi gereken en 6nemli
parametrelerden biridir. Bilesenin kolonda iyi tutulmasi durumunda k degeri biiyiik olur
yani bilesen kolon boyunca yavas ilerliyor demektir. Buna mukabil k degeri kiiciik ise
bilesen mobil faza ilgi duyuyor yani bilesen kolon boyunca hizli ilerliyor demektir. HPLC
caligmalarinda k miimkiin oldugu kadar 1 ile 10 arasinda tutulmalidir. Kapasite faktorii ¢ok
kiiciik olursa, bilesik ¢oziicii pikinden ayrilamaz; ¢ok biiyiirse ayirma igslemi ¢ok zaman
alir. K degerinin bu aralikta olmasi, mobil faz ve durgun faz bilesimlerinin degistirilmesi

ile saglanir.

43



3.4.2. Secicilik

Kolonda daha uzun siire tutulan bilesene ait kapasite faktoriiniin, daha kisa siire
tutulan bilesenin kapasite faktoriine orant seciciligi verir. Segicilik faktdriiniin
matematiksel ifadesi, asagidaki esitlikte verilmistir. a degeri, 1,15 ise iki bilesigin %98

oraninda birbirinden ayrildigi kabul edilir.

a = kolK1 = (tr2 -tro)/ (tr1 -tro)

3.4.3. Teorik Tabaka Sayisi

Kolondan ¢ikan pikin sivri ve dar olmasi ve piklerin birbirlerinden iyi ayrilmasi ile
ilgili olmas1 miinasebetiyle kolonun en 6nemli parametresidir. N’ nin sayisal degeri, analizi
yapilan maddenin cinsine bagli oldugu gibi, deney kosullarina (akis hizi, sicaklik, kolon
kalitesi gibi), dolumun tek big¢imliligi gibi ¢esitli faktorlere baghdir. Tavsiye edilen deger
N>2000 dir.

Bir kromatografik ayirmada etkin tabaka sayisi, asagidaki bagintiyla ifade edilir:
N=5,54(tr/Woy5)°
Yukaridaki bagintiya gore;
N: Teorik tabaka sayis1
tr: Bilesene ait alikonma zamani

W s: Pikin yar1 yiiksekligindeki pik genisligidir.

3.4.4. Ayirma Giicii

Bir numunede bulunan bilesenlerin ne derece ayrildiklarini gosteren kantitatif

terimdir. Asagidaki baginti ile hesaplanir.
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NZ - (tp)—(r)sl

JI%__

W, +Wg W+
Burada,
Rs: Pik ¢ifti i¢in ayirma giicii

W: Kromatogramdaki pikin kenarindan cizilen tegetlerle taban c¢izgisi arasinda kalan

uzakliktir.

Birbirini izleyen iki pik arasindaki ayirma giicli, Rs, i¢in farkli hesaplama

yontemleri gelistirilmistir. Asagidaki baginti kullanilarak da hesaplama yapilabilir:

VN -1 ks
Rs= ( ) ( )
4 o I+

Burada;

Rs: Pik ¢ifti i¢in ayirma giicii,
N: Etkin tabaka sayisi,

a: Secicilik faktori,

ky: Ikinci pikin kapasite faktoriidiir.

Bir kromatogratik ayirmada en az ayrilan pikler, kritik pik cifti olarak adlandirilir.
Sivi kromatografide metot gelistirmede tiim pikler i¢in ayirma giicliniin Rs>1,5 olmasi

gerekmektedir. Sekilde li¢ Rs degerinde ayrilma goriilmektedir [93].
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Dedektir Cevabi

0 Zaman

Sekil 16. Ayni pik ¢ifti i¢in ti¢ farkli ayirma giicii

3.4.5. Kuyruklanma Faktorii

Kromatografide bir diger oOnemli faktor de kuyruklanma faktoriidiir. Pik
yiiksekliginin %5’ inde hesaplanir. Pikin simetrik davranisini ifade eder. Simetrik bir pikte
bu faktor 1’e esittir. Rakamin 1 den farkli olmasi, kuyruklanmay: gosterir. Sekil 17.” de

kromatogram iizerinde kuyruklanma gosterilmistir.

h x0.05 h
A _-""‘--.__l
o f T
fe—— Wo.0s —

Sekil 17. Kuyruklanma faktoriiniin kromatogram tizerinde gosterilisi

(TF=WO0,05/2f)
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3.5. Mobil Faz Optimizasyonu

Mobil fazin bilesimi, ters faz sivi kromatografide bilesiklerin alikonma
davraniglarinda en 6nemli rolii oynar [94,95]. HPLC de ¢oziicii giicii, polaritenin bir
fonksiyonu olarak ifade edilebilir. HPLC ¢6ziiciilerinde ayirma giicii, polarite ile terslik
gosterir. Diger bir deyisle su gibi polar bir ¢oziicliniin tetrahidrofuran gibi apolar bir
¢ozliciiniin yaninda zayif ayirma giicii gosterdigini soyleyebiliriz. Bilindigi gibi sivi
kromatografide mobil faz olarak genellikle su organik ¢oziicii ikili karigimlart kullanilir.
Mobil faz olarak kullanilan ¢6ziicii karisimlarinda polarite, mobil fazin elue etme giiciiniin
bir dl¢iisiidiir ve HPLC’ de ¢0zilinenin alikonmasini etkileyen temel faktordiir. HPLC de
alitkonma, mobil fazin organik ¢dziicii i¢eriginin artmasi ile azalir. Bu gii¢, ¢ogu zaman
organik ¢oziicii-su karigimlarinda organik fazin yiizdesi ile ifade edilir. Sabit pH’ da
alikonmanin ¢oziicii bilesimi (¢) ile degisimini belirlemek {izere asagidaki dogrusal

yaklagim kullanilir.
log ki = log ko — S

Bu lineer bagintinin gelistirilmesi i¢cin organik modifiyerin farkli derisimlerinde
kapasite faktorleri belirlenir ve x ekseninde organik modifiyerin derisimi, y ekseninde
kapasite faktorlerinin logaritmasi kullanilarak grafik hazirlanir. Bu tiir bir lineer grafikte S,
egimdir; organik c¢oziiclinliin ¢oziicii giicii ile ilgili faktordiir. Kapasite faktorii 1-10
arasinda degilse logk’ nin ¢’ ye gore ¢izimi dogrusal olmayan bir iliski verir. Ikinci
dereceden denklemi kullanmamak igin kapasite faktoriiniin 1- 10 arasinda olmasi istenir.
Bu bagintida ko, ¢ sifir oldugunda yani mobil fazin organik modifiyer ihtiva etmemesi
diger bir deyisle saf su veya sulu tampon ¢ozelti mobil faz olarak kullanildig1 kosuldaki
kapasite faktoriidiir. Bu baginti, HPLC de metot gelistirmede mobil fazin ¢oziicii giicliniin
hesaplanmasinda kullanilir. S degerleri, su i¢in 0; metanol i¢in 2,6; asetonitril i¢in 3,2 ve

tetrahidrofuran igin 4,5 dir [95].

3.6. Mobil Faz pH Standardizasyonu

Bir kromatografik ayirmada mobil faz pH si1, tamponlarla belirlenir. Sivi kromatografide

kullanilan mobil fazlarin pH’ s1, Onceleri sulu ¢o6zeltinin pH’ s1 olarak alinmistir.
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Giliniimiizde organik modifiyer ilavesi ile pH degisimini goz 6niinde bulundurmak gerekir.
pH’ siin sudaki pH yerine mobil fazdaki degerinin kullanilmasi, ¢dziinenin tutulmasi ile

pH arasindaki iliskiye ¢ok daha iyi uyum gostermektedir.

HPLC mobil fazinda organik modifiyer olarak genellikle asetonitril ve metanol
tercih edilir. Bu ortamlarda pH standardizasyonu ile ilgili ¢alismalar mevcuttur. Su ve su-
organik ¢oziicli karisimlarinda referans deger pH standart ¢ozeltisi (RVS) olarak potasyum

hidrojen fitalat ¢ozeltisi secilmistir ve 0,05 mol/kg fitalat temel alinmistir.

Mobil fazin pH’ s1, alikonmanin anlagilmasinda son derece dnemlidir. Mobil faz
pH’ s1, ¢oOziinenlerin iyonlagsma derecesini, durgun faz ve mobil faz katkilarinin
davraniglarini etkiledigi icin seciciligin optimizasyonunda dikkate alinmalidir. Mobil faz

pH optimizasyonu, ¢dziicii bilesiminin optimizasyonundan ¢ok daha karmasiktir.

3.7. Alikonmaya Etki Eden Faktorler

HPLC de secicilik ve alikonma, bilesiklerin, eliie edicinin, durgun fazin etkilesimi
ile ilgilidir. Daha Once belirtildigi gibi alikonmay1 etkileyen temel faktorlerden biri,
analitin kolon ile etkilesmesidir. Iyonlasabilen analitlerin aym kolonda alikonmasina;
organik modifiyerin tipi, organik modifiyerin derisimi, sicaklik ve mobil faz pH’ s1 etki
etmektedir. HPLC ayirmalarinda kullanilan organik modifiyer derisiminin artirilmasi

eliisyonu hizlandirir yani alikonmayi azaltir.

Alikonmaya etki eden bir diger faktor sicakliktir. Genel bir ifade ile Genel bir ifade
ile sicaklik artis1 ile alikonma azalir log k' ya kars1 1/T grafigi yaklasik olarak lineerdir.
Kabaca bir tahminle sicakliktaki 30 °C artis alikonmay1 2 kat azaltir. Sicaklik arttikca
kromatografik verim artar; kolon geri basinct azalir. Buna ek olarak sicakligi artirmak
numunenin ¢ozlinilirliiglini artirir. Kolon sicakligii kontrol etmenin bir diger avantaji
alikonma zamani kararliliginin gelismesidir. Bununla birlikte HPLC ayirmalarindaki
secicilik iizerinde sicaklik etkisi ¢ok azdir. Goz 6niinde bulundurulmasi gereken bir diger
husus da sicaklik artiginin bagl fazin bozunmasini artirici netice dogurmasidir, bu sebepten

kolon iireticileri ¢alisma sinirlarini 6nermektedir.
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Dar sicaklik araliginda, sicakligin alikonma faktorii tizerindeki etkisi genellikle

Van’t Hoff esitligi ile aciklanabilir. Bu esitlik asagidaki sekilde yazilabilir:

AH A5 log @
loghk ==5331 *23R :
Bu bagintida AH ve AS, analitin durgun fazla ve mobil fazla etkilesiminin sonucunda
olusan entalpi ve entropi degisimidir. R gaz sabiti ve @ faz oranini ifade etmektedir. Bu

bagintiya gore dar sicaklik araliginda log k ya kars1 1/T grafigi lineerlik gostermektedir.
AH, AS ve ® parametreleri bu aralikta sicakliktan bagimsizdir. Aynm sekilde Van’t Hoff

esitligi denge sabiti K;” nin sicaklikla degisimini de agiklar:

_AH, A4S,
* 23RT 23R

pK

Kromatografik ayirmada mobil faz pH’ s1, iyonlasabilen bilesiklerin (organik asit,
organik baz) ayrilmalarinda 6nemli bir faktordiir. Mobil fazin pH’ s1, analitin iyonlagmasi
ve solvasyonu, analitlerin durgun fazla etkilesimini, durgun faz yap: ve 6zelliklerini, bagh
fazin kararliligimi ve silika dolgunun ¢6ziinmesini etkiler. HPLC de mobil faz pH si,

ozellikle iyonlasabilen bilesiklerle calismada ¢ok etkindir.

Bilindigi gibi zayif asit ve zayif bazlarin iyonlagmalar1 asagidaki gibidir.
HA 2H" + A pK,= 4-5

HB'2 H'+ B pKy= 7-8

Zayif asitte pH>4-5 iken temel tiir A", zayif bazda pH<7-8 iken temel tiir BH" dir.

Iyonlasmus tiirler, daha kisa siirede eliie olmaktadir.
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Alikonma Faktori

T Asitler (HA) B

R (PKa) = 3.0
T Notraller\(pKa = 4,8) v -

__Bazlar(Bm
0 1 2 3 45 6 7 8 9 10 1112 1314
pH

Sekil 18. Asit, baz ve noétral bilesikler i¢in alikonma faktoriine kars1 pH grafigi

Asidik bilesiklerle g¢aligilirken, pik seklinin iyilestirilmesi amaciyla mobil faz

modifiyerleri kullanilmaktadir. Bu amagla en ¢ok kullanilan mobil faz modifiyeri TFA ve

asetik asittir. Diisiik derisimlerde kullanilmast1 TFA i¢in tercih sebebi olmaktadir.

Protonlanmig bazik bilesiklerin alikonmasinda ise inorganik mobil faz modifiyerleri

etkilidir.

Analitin  mobil fazdaki solvasyon-desolvasyon dengesinin degismesi ile

iliskilendirilen bu durum kaotropik etki olarak adlandiriimaktadir. Iyon durumundaki bazik

bilesiklerin alikonmasi, mobil faz pH sina vetampon derisimine baghdir. Sekil 19.” da

tampon anyonunun, bazik bilesigin alikonmasindaki etkisi sema olarak verilmistir [93].

‘s ..;7-'. X
‘BH '@ + s = BH & #
xS
— $F ®»
e .BH—‘. - o ¥ -
. !
x kA
L 4 -
XIAH P4 S P
I Sio, -_Sio,

Sekil 19. Hidrofobik yiizeyde protonlanmis bazin alikonmasinda kaotropik madde etkisi
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3.8. Validasyon Parametreleri

3.8.1. Dogruluk

Analiz sonucu elde edilen degerin gercek degere yakinligimin dlgiisiidiir. Sonuglar
ortalama % geri kazanim olarak verilir. Ortama ilave edilen analitin (analizi yapilacak
madde) analiz yapilan ortamdan hangi oranda geri alinabildigini gosterir. Secgilen her bir
derisim i¢in minimum 5 tayin yapilmalidir. Bu tayinlerden minimum 3 tanesi ortalama
degerin %15 inden daha fazla sapma gostermemelidir. Tayin alt stnirindaki derigim i¢in bu

sapma % 20’ yi gegmemelidir.
Geri kazanim ¢alismalar1 i¢in 3 yol izlenebilir. Bunlar:

i.Referans bir yontemle karsilastirmak:

Gelistirilen analiz yontemi ile 3 farkli derisimde, tiger 6lgim alinir ve bu degerler %
geri kazanim degerlerine cevrildikten sonra tiimii bir araya getirilir. Sonuglar referans
kabul edilen veya basili olan baska bir yontem sonuclari ile istatistiksel olarak
karsilastirilir. Sonuglarin ortalamalari, % bagil standart sapma (%BSS) ve/veya % bagil
hata (BH) (% Bias) ile beraber verilir

x100

%0BSS =

ort

GD - X
% BH = —— % x100
GD

GD: Gergek Deger
SS: Standart Sapma

Xort: Ortalama Deger

1. Kor matriks ortamina analizi yapilan maddeyi ilave etmek:

Farmasotik dozaj formlar1 gibi matriks etkisi olan numunelerle c¢alisildigi zaman

kullanilan bir yontemdir.
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Analizi yapilacak madde bos matrikse degisik derisimlerde eklenir. Bos matriks, ilag dozaj
formlar i¢in (etken maddesiz) yardimc1 maddelerden, pestisit kalintilari igin pestisit ile

muamele edilmemis ekinlerden olusur.

Genellikle % 50, 75, 100, 125 ve 150 oraninda madde ilavesi yapilir ve her
seviyede en az 3’er dl¢lim yapilir. Sonuclar % geri kazanim olarak ifade edilir ve % bagil

standart sapma ve/veya % bagil hata (% Bias) ile beraber verilir.

iii. Standart ekleme yOntemi ile saf madde ilavesi:

Analizi yapilacak maddenin bilinen ve degisik miktarlari, matriks icerisinde yer
alan ve miktar1 bilinmeyen veya daha Once tayin edilmis ayni maddenin iizerine ilave
edilir. Asil numunedeki etken madde derisimi, deney verilerinden matematiksel olarak
hesaplanir. Genellikle % 25, 50, 100 oraninda madde ilave etmek iyi bir yaklagimdir.
Madde ilave edilmis ve ilave edilmemis biitiin numuneler en az 3’er defa analiz edilir.
Sonuglar, ilave edilen ve Olgiilen madde miktarlar1 verilerek ifade edilir. Bu teknik, katki
maddelerinin ve yardimeci maddelerin bilinmedigi durumlarda kullanilir. Sonuglarin

ortalamalar1, % bagil standart sapma ve/veya % bagil hata (% Bias) ile beraber verilir.

3.8.2. Kesinlik

Gelistirilen yontemin ¢alisilan kosullar altinda tekrarlanabilirliginin 6l¢iisiidiir.
Baska bir ifade ile ayn1 yontem birden c¢ok sayida uygulandiginda analit i¢in bulunan
sonuglarin birbirine yakinligimin bir 6l¢iisiidiir. % BSS (Bagil Standart Sapma) veya % VK
(Varyasyon Katsayis1) olarak ifade edilir. Olgiim yapilan her bir derisim icin minimum 5-6
tayin yapilmalidir. Bunlardan en az 3 deney sonucunun % BSS’ 1, teorik degerin %

15’inden daha fazla sapma gostermemelidir.

Kesinlik, tekrarlanabilirlik (repeatability), orta kesinlik (intermediate precision) ve

tekrar elde edilebilirlik (reproducibility) olmak iizere {i¢ kisimda incelenmektedir.
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3.8.2.1. Tekrarlanabilirlik

Kisa zaman araligi icerisinde ayni islem kosullar1 altindaki kesinligi ifade eder.
Analizi yapilacak maddenin ¢alisma ortamindaki ¢6zeltisi hazirlanir ve bu ¢ozeltilerden en
az 10 Olglim yapilir (30-40 Ol¢tim tercih edilmelidir). Bu tekrar edilebilirlik, giin igi
kesinlik olarak da adlandirilir. Kesinlik, elde edilen degerlerin %BSS’ 1 verilerek ifade
edilir ve %BSS < 1,0 olmalidur.

3.8.2.2. Orta-Kesinlik

Orta kesinlik, laboratuar i¢i deneysel fakliliklar1 belirten bir kesinlik derecesidir.
Farkli giinlerde, farkli analizciler veya farkli cihazlar kullanilarak belirlenen degerlerdir.
Giinler arast kesinlik olarak tanimlanan bu deger, ¢aligmanin tam anlamda kesinligini
belirtir. Bu kesinligi saglayan ¢alisma, diger kesinlik parametrelerini de saglamis olur.
Analizi yapilacak maddenin c¢alisma ortamindaki ¢o6zeltisi ayr1 ayr1 hazirlanir ve bu
cozeltilerin her birinden en az 3’er 6l¢iim, farkli giinlerde ve/veya farkli analizciler
tarafindan ve/veya farkli cihazlarla yapilir. Orta kesinlik, elde edilen degerlerin %BSS’ 1
verilerek ifade edilir ve %BSS < 2,0 olmalidir. Biyolojik numunelerle ¢alisirken %BSS
degerleri 10-15’¢ kadar ¢ikabilmektedir.

3.8.2.3. Tekrar Elde Edilebilirlik

Tekrar elde edilebilirlik, o6zellikle ortak ¢alisma yapan farkli laboratuarlarin
uygulamalar1 sonucu elde edilen ve deneysel fakliliklar1 belirten bir kesinlik derecesidir.
Ozellikle yoéntem standardizasyonu calismalarinda kullamlan bir kesinlik degeridir.
Gelistirilecek yontem, farkli laboratuarlarda ayni anda kullanilacaksa bu kesinligin
hesaplanmas1 ve degerinin raporda belirtilmesi gerekir. Analizi yapilacak maddenin
calisma ortamindaki ¢Ozeltisi ayr1 ayri laboratuarlarda, farkli zamanlarda ve farkli
analizciler tarafindan hazirlanir ve bu ¢ozeltilerin her birinden en az 3’er dl¢im yapilir.

Deneyler en az bir kag giin ara ile yapilmaldir.
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Tekrar elde edilebilirlik, 6l¢iilen degerlerin %BSS’ 1 verilerek ifade edilir ve %BSS < 2,0
olmalidir. Biyolojik numunelerle ¢aligirken %BSS degerleri 10-15’e kadar ¢ikabilmektedir.

3.8.3. Secicilik

Analizi yapilacak maddenin, numunede mevcut girisim yapma ihtimali bulunan
diger yardimci veya etken maddeler yaninda miktarinin tam ve dogru olarak tayin
edilebilecegini gdsteren bir parametredir. Ozellikle kararliik tayini ¢alismalarinda
yapilmast kesinlikle zorunlu olan bir parametredir. Segicilik yeterli diizeyde degilse,

yontemin dogrulugu, kesinligi ve dogrusalligi hakkinda bir siiphe uyanir.

Segicilik, miktar tayini sirasinda gerekli validasyon islemleri yapilirken, teshis testleri

ve safsizliklarin tayini sirasinda yapilmalidir. Secicilik, 2 yolla saptanir:

I.  Tayini yapilan bilesik ile girisim yapma olasiligi bulunan maddelerin girisim
yapma oranina veya ayirma yontemlerinde, “Ayirim giici” (Rs) degerlerine bakilir.

Bu deger ayirma yontemleri i¢in Rs > 2,0 olmalidir.

ii. Ayirma yontemlerinde duyarl bir detektdr segilebilir. Incelenecek bilesige cevap
verme yetenegine sahip olan detektorler, elektrokimyasal veya radyoaktivite
detektorleridir. Bu detektorler belli maddelere duyarlidir ve bagska maddelerin

girisim yapma ihtimalini yok ederler.

3.8.4. Teshis Simir1 (LOD)

Analitin belirlenebildigi fakat nicel smirlar icerisine girmedigi en alt derigimdir.
Dogrudan, yapilan deneylerden veya hesapla bulunabilir. Dogrudan yapilan deneylerden,
gozlenerek yapilan hesaplamalarda genel olarak Sinyal/Giiriiltii (signal/noise) orani 3

olarak alinir.
Teshis Sinir1 agsagidaki gibi hesaplanir.

LOD=3,3xSS/m
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Bu esitlikte SS, kor c¢ozeltilerinde ( en az 5 adet) yontem uygulandiginda elde
edilen sonuglarin veya ilgili kalibrasyon dogrusunun kesim degerinin standart sapmasi; m,

ilgili kalibrasyon dogrusunun egim degeridir.

3.8.5. Tayin Alt Simir1

Analizi yapilan maddenin miktarmin kabul edilebilir diizeyde kesinlikte ve
dogrulukta tayin edilebilecegi kalibrasyon egrisinin en alt derisimini olusturan derisim
diizeyidir. Dogrudan yapilan deneylerden veya hesapla bulunabilir. Dogrudan yapilan
deneylerden gozlenerek LOQ tespiti i¢in genel olarak Sinyal/Giiriiltii oran1 10 olarak alinir.

Tayin Alt Sinir1 asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanir.
LOQ=10xSS/m

Burada SS, kor ¢ozeltilerinde (en az 5 adet) yontem uygulandiginda elde edilen
sonuclarin veya y eksenindeki kesim degerinin standart sapmasi; m, ilgili kalibrasyon
dogrusunun egim degeridir. Bir yontemde SS ve m degerleri, LOD esitliginde kullanilan

degerlerle aynidir.

3.8.6. Dogrusallik

Derisime kars1 cevabin dogru orantili olarak artmasi ve c¢izilen grafikte noktalarin
diiz bir ¢izgi lizerinde yer almasidir. Korelasyon katsayist (r), dogrusalligi veren

parametredir. Dogrusallik, korelasyon katsayisi r, 0,999 ise saglanmis demektir.

Dogrusalligi belirleyebilmek i¢in stok c¢ozeltiden en az 5 degisik derisimin
hazirlanmas1 ve analiz edilmesi gerekir. Bu derisimin alt siir1 hedef seviyenin % 50
sinden diistik ve tist sinir da % 150 sinden yiiksek olacak aralikta se¢ilmelidir. Bu 5 degerle
yapilan dogrusalligin saptanmasi isleminin en az 3 defa tekrarlanmasi gerekir.
Dogrusalligin tam validasyonu i¢in ayrica egim ve kesim degerlerinin %BSS’ lar1 veya

standart hatalar1 da hesaplanmal1 ve raporda verilmelidir.
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3.8.6.1. Kalibrasyon Grafigi

Analitin bilinen derisimleri ile degisen degiskenin cevaplart arasindaki iligkidir. Bir
kalibrasyon egrisi hazirlanirken secilen derisimler daha ©nce yapilan caligmalarla
belirlenir. Dogrusal veya dogrusal olmayan sonuglar elde edilebilir. Tayin alt sinir1 ve tayin
tist sinir1 derisimleri de dahil olmak tlizere ¢alisma araliginda en az 5 derisim i¢in cihazdan
Ol¢iilen degerler kullanilarak hazirlanir. Dogrusal olmayan egriler i¢in daha fazla standart

derisimin secilmesi uygun olur.

3.8.6.2. Duyarhhk

Duyarlik, dogrusalligin gegerli oldugu araliktaki dogru denkleminin egimidir. Pek
cok kitapta ayn1 zamanda tayin alt sinir1 olarak da tanimlanmistir. Tayin alt sinir1 ne kadar

kiiclikse yontem o derece duyarlidir.

3.8.6.3. Calisma Arahg

Yeterli dogruluk ve duyarlikta dogrusallia sahip yontemin gecerli oldugu alt ve st
sinirlar arasinda yer alan derisim araligidir. Derisim araligi genellikle secilen yontemin
tipine gore degisir. Bu aralik yontemin dogrusalligi bulunduktan sonra belirlenir. Ana
maddenin analizinde standartlarin derisimleri genellikle hedeflenen seviyede veya ona
yakin ol¢iiliir. Bu derisimin alt sinir1 hedef seviyenin %50’ sinden diisiik ve %150 sinden
yiiksek olacak aralikta secilmelidir. Hedef miktarin % 50, 75, 100, 125 ve 150 olacak

sekilde aralik diizenlenebilir.

3.8.6.4. Saglamhk
Yontemin, analiz parametrelerindeki ufak degisimlerden etkilenmeden kalabilme
kapasitesidir. Bu parametreler organik c¢oziicii yiizdesi, pH, iyonik gii¢, sicaklik gibi

etkenlerdir. Kararlilik yontemin normal kullanimindaki gilivenirliginin bir 6l¢iistidiir ve

yontem gelistirilirken degerlendirilmesi gereken bir parametredir.
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3.8.6.5. Tutarhlik

Yontemin gergcek kullanim kosullart altinda tekrar edilebilirliinin saptanmasidir.
Bunun i¢in ¢alisma, ayni laboratuarda farkli analizciler tarafindan; ayni laboratuarda farkli
cihazlar tarafindan farkli laboratuarda gergeklestirilmesi gerekir. Reaktif ve ¢oziiciilerin
markalarinin degistirilmesi; farkli giinlerde ve sicakliklarda yapilmasi gibi normal test
sartlarmin degistirilmesi; ayn1 marka ve modele sahip yeni bir kolon kullanarak

tekrarlanmasi gereklidir [94].
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4. MATERYAL VE METOT

4.1. Kullanilan Materyal

Deneysel caligmalarda kullanilacak enginar ve disbudak agaci yapraklari bahar
aylarinda topland1 ve oda sicakliginda karanlik odada bir ay siireyle kurutuldu. Kurutulmus

yapraklar ekstraksiyondan dnce robot ile 80-100 mesh tane boyut araligina 6giitiilmiistiir.

Deneylerde kullanilan tiim kimyasallar analitik saflikta ve analizlerde kullanilan
kimyasallar HPLC grade safliktadir. Metanol, Amonyak, Glasiyel Asetik Asit, Hidroklorik
Asit and Sodyum Hidroksit ve Klorojenik Asit standardi Sigma-Aldrich firmasindan satin
alindi. Solvent olarak Millipore Milli-Q Su Saflastirma Sisteminden elde edilen <18 mQ
deiyonize su kullanildi. Tampon ¢dzeltilerin filtrasyonu i¢in 0,45um boyutunda memran
filtre (Millipore, Bedford, MA, USA) kullanilmistir. Standart olarak kullanilan Klorojenik

asitin 6zellikleri asagida belirtilmistir;

Cizelge 2. Kullanilan klorojenik asit standardinin 6zellikleri

Marka Sigma Aldrich
Yiizde Saflik >99
Molekiil Kiitlesi 354.31 gemol—1

4.2. Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon

Ultrasonik destekli ekstraksiyon Bandelin Sonorex marka 50 kHz frekansh
ultrasonik banyoda yapildi. Erlenmayere kurutulmus ve ogiitiilmiis disbudak agaci
yapraklar1 ve enginar yapraklarindan 500 mg tartildi. Uzerine 30 ml soliisyon olarak saf su
ilave edildi. Erlenin agzi aliiminyum folyo ile kapatildi ve banyo icerisine yerlestirildi.
Erlendeki solvent diizeyi ile ultrasonik banyodaki su diizeyi ayni tutuldu. Tabloda belirtilen

ultrason giicti, sicaklik ve siire cihaza set edilip cihaz ¢alistirildi.
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Resim 5. Ultrasonik banyoya konmaya hazir numune

Resim 6.Ultrasonik banyo sonrast ilk filtrasyon iglemi
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Resim 7. 0,45 mikronluk memran ile viale filtrasyon islemi (sagda)
Ekstraksiyon iglemi tamamlandiktan sonra kapilerin tikanmasini 6nlemek amaciyla

¢ozelti once Whatman marka filtre kagidi ile sonrasindaysa 0,45 mikronluk memran filtre
ile filtre edildi.

Cizelge 3. Bagimsiz degiskenlerin degerleri ve sembolleri

Bagimsiz Degiskenlerin Degerleri ve Sembolleri
Bagimsiz Birimler | Degiskenlerin | Kod Diizeyleri
Degiskenler Sembolleri

-1 0 1

Ultrason Giicii % A 25 50 75
Ekstraksiyon dk B 15 30 45
Siiresi
Ekstraksiyon °c C 30 50 70
Sicakhig
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Cizelge 4. Deney kosullari

Deney No Ultrason Giicii*(%) Siire (dk) Slcakllk(OC)
1 50 45 70
2 25 30 70
3 50 30 50
4 75 15 50
5 25 30 30
6 25 15 50
7 50 15 30
8 75 45 50
9 50 30 50
10 50 30 50
11 75 30 70
12 50 30 50
13 50 45 30
14 75 30 30
15 50 15 70
16 25 45 50
17 50 30 50

* Ultrasonik banyonun toplam giicii 420 wattir.

4.3. Kromatografik Kosullar (HPLC Metodu)

Ekstraktlardaki Klorojenik Asitin tanimlanmast ve miktarinin belirlenmesi oto
ornekleyici, quaternar pompa, kolon firn1 ve UV dedektor igeren ve bir Base-Deactivated
Octadecylsilyl Silica Gel, 5 um, 4.0 x 250mm kolon kullanan Agilent 1260 Kromatografik
Sistem ile yapildu.
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Cizelge 5. HPLC metotu

HPLC Analiz Metodu

Kolon

Base-deactivated Octadecylsilyl Silica Gel, 5 um, 4.0 x 250mm

Mobil Faz

Mobil Faz A: 15 metanol + 85 ml su karisimi hazirlanir. pH
seyreltik fosforik asit ¢cozeltisi ile 2 ye ayarlanir.

Mobil Faz B: Saf metanol

Enjeksiyon Hacmi | 20 mL

Kolon Sicakhig1 30 °C

Dedeksiyon 330 nm
Akis Hiza 1 ml/dk.
Analiz Siiresi 36 dakika

4.3.1. HPLC Analiz Metodunun Validasyon Calismalari

Analiz metodunun validasyon ¢aligmalari kapsaminda SigmaAldrich firmasindan

temin edilen toz formundaki klorojenik asit standardi kullanilarak 20 ppm, 40 ppm, 60

ppm, 80 ppm ve 100 ppm lik standart soliisyonlar hazirlandi. Bu standart soliisyonlar her

biri beser kez HPLC cihazina enjeksiyonu yapildi. Elde edilen kromatogramlardaki pik

alanlarindan yararlanilarak gilin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik, kalibrasyon

dogrusalligi ve tekrarlanabilirlik testleri yapilip, konsantrasyon araligi, korelasyon

katsayisi, kayma, egim, teshis limiti degeri (LOD), tayin limiti degeri (LOQ) ve alikonma

zaman tespit edildi.

Cizelge 6. Analitik metodun validasyonu siiresince farkli parametrelerin testinden elde
edilen sonuglar

Parametreler Klorojenik Asit
Konsantrasyon Arahg (ppm) 20-100
Korelasyon Katsayisi 0.9999
Linearite | Kayma 4.526
Egim 6.4094
LOD (ppm) 0.076
LOQ (ppm) 0.254
Alikonma Zamam (dk) 9.480
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4.3.1.1. Analitik Metodun Dogrusalhg:

5 farkli konsantrasyona karsi elde edilen pik alanlar1 grafige gecirilerek kalibrasyon

dogrusallig1 elde edilmistir.

0,20

Linearite Grafigi

0,16

0,12

Alan

0,08

-~
1

=0,0012x+ 0,0686

R2=0,999

0,04

0,00

0 20 40

60 80 100

Konsantrasyon ppm

120

Sekil 20. Standartlarin dogrusallig

Cihazin kalibrasyonu i¢in 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, 80 ppm, 100 ppm lik standart

soliisyonlarindan ardi ardina beser enjeksiyon yapildi. Bu enjeksiyonlardan elde edilen

kromatogramlar ve pik alanlar asagidaki gibidir.

Cizelge 7. Kalibrasyon tablosu

ENJEKSIYON | 20 ppm | 40 ppm | 60 ppm | 80 ppm 100
m
1 133,82 262,17 383,32 517,07 6912,52
2 132,32 264,19 387,59 515,39 648,37
3 131,10 262,90 387,25 516,29 647,36
4 137,83 261,91 385,94 516,32 645,98
5 131,82 261,13 385,62 516,13 646,91
ORTALAMA 133,38 262,46 385,94 516,24 647,43
SD 2,6810 1,1556 1,6886 0,5984 1,0547
%RSD 2,0101 0,4403 0,4375 0,1159 0,1629
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Alan

700,00
600,00
500,00
400,00
300,00
200,00
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Konsantrasyon ppm

Sekil 21. Kalibrasyon dogrusalligi

4.3.1.2. Teshis Limiti Degeri (LOD) ve Tayin Limiti Degeri (LOQ) Belirlenmesi

y =6,4094 x + 4,526 R>=0,9999 SD =0,1629

i.Dedeksiyon Limitinin (LOD) Hesaplanmasi:

LOD = 4,526 + 3*(0,1629)

LOD =5,015

Y =5,015=6,4094 X + 4,526

X =0,076 ppm

ii.Tayin Limitinin (LOQ) Hesaplanmast:

LOQ = 4,526 + 10*(0,1629) = 6,155

Y =6,155 =6,4094 x + 4,526

X =0,254 ppm
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5. UV — VIS SPEKTROMETRE

5.1.Cahsma ilkesi

Molekiiler absorpsiyon spektroskopisi 160-780 nm dalga boylar1 arasindaki 1s181in
b 151n yoluna sahip bir hiicredeki ¢ozeltinin gecirgenliginin (T) veya absorbansinin (A)
Olclimiine dayanir. Bu absorpsiyon daha c¢ok molekiillerdeki bag elektronlarinin
uyarilmasindan kaynaklanir, bunun sonucu olarak molekiiler absorpsiyon spektroskopisi
bir molekiildeki fonksiyonel gruplarin tanimlanmasinda ve ayn1 zamanda fonksiyonel
gruplar tastyan bilesiklerin nicel tayininde kullanilir. UV/Vis spektroskopisi ¢ok sayida

organik ve inorganik bilesigin analizinde kullanilmaktadir [96].

5.2.Ultraviyole (morétesi) / Visible (Goriiniir Bélge) Molekiiler Absorpsiyon Olciimii

AKalitatif analizler ve kantitatif analizler
ASpektroskopik titrasyonlar

ADenge sabitlerinin tayini

UV Spektrofotometre

Safsizliklarin

belirlenmesi

Ieme Suyu ve
Atk Su
Analizleri

Enzim, DNA/RNA.,

Protein analizleri

\
3 WAL\ Kompleks aromatik bilesiklerin

vapt analizleri

P —
*_Q_x,;g_( = F S
B = - S
Lo Tepkime Kinetiginin

Incelenmesi

Resim 8. UV spektrometrenin uygulama fotograflari
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5.3. UV Spektrometre Cihazimin Kisimlari

Cihazin ilk olarak ilgili dalga boyunda UV-Visible 1sin vermesi ve bu isinin
numuneden gectikten sonra ne kadarmin soguruldugunun OSl¢lilmesi gerekir. Asagidaki

sekil cihazin temel kisimlarini basit olarak gostermektedir [118].

5.3.1. Isin Kaynag

Ik 151n kaynagi olarak tungsten fitilli lambalar (aydinlatma ampulleri!) kullanildi.

Fakat bu lambalarin yerini zamanla tungsten-halojen lambalar ald1.

Bu gibi 151n kaynaklar1 320 nm' ye kadar olan dalgaboylarinda 1isima yapabilirler. 400 nm'

nin altinda ise siirekli spektrum verebilen Doteryum lambasi gibi lambalar kullanilir.

5.3.2. Monokromator

Monokromator ("tek renk"), bir sogurum Ol¢limiiniin yapilabilmesi i¢in dalga
boyunun seg¢ilmesinde kullanilir. Gergekte bir tek dalga boyunu pratik olarak elde etmek
miimkiin degildir fakat bunun yerine dalga boylarmin dar bir aralig1 secilir ki buna bant
genisligi ad1 verilir. ki temel monokromatér tipi vardir. Bunlar prizma ve optik aglardir.
Gliniimiiz modern cihazlarinda en ¢ok kullanilan monokromator tiirii ise Yatsitmali optik
aglardir. Gelen 151n prizmaya girer ve farkli dalga boylarinda 1sinlara ayrilmis olarak ¢ikar.
Mavi 151k en az yansitilirken kirmizi 151k en ¢ok yansitilandir (Bundan dolayr gokyiizii
mavi goriiniir. Clinkii kirmiz1 151k yansitilmaz). Prizma veya yatsitmali optik ag yavasca
dondiiriiliirse 15181 degisik dalgaboylari elde edilir ve bu 1s1k ¢ikis yarigindan cikarak
dogruca numune tlizerine gonderilir. Monokromat6r dondiirtildiikce spektrum elde edilir ve
dedektorden gegen 1sinin siddeti dlgtiliir. Yansitmali optik aglarin prizmalara gore birincil
avantaj1 daha kiigiik bant genigligine sahip olmalaridir. Dezavantaji ise bir kat daha fazla
kirmim yapmasidir (Bragg Kirinimi). Bunun anlami sudur: Eger monokromator mesela
600 nm' ye ayarlanmigsa ikinci dereceden 300 nm' deki 151n da gegecektir. Bu problem
filtre kullanimi ile kolayca giderilebilir ve istenmeyen 1sinlar kolayca sistemden

uzaklastirilabilir.
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5.3.3. Numune

Numuneler her zaman sividir ve bundan dolayr hiicre veya kiivet olarak bilinen
uygun araglar kullanilir. Sogurum olayinin kiivetin 151k yolu uzunluguna bagli olmasindan
dolay1r numune hiicresinin yiiksek dogrulukta ve paralel yiizeylere sahip olmas1 gerekir. Bu
numune hiicresinin boyu genellikle 1 cm' dir. Hiicrenin iki karsi yiizeyi de nereden
tutulmasi gerektigini gostermesi amaciyla mat olarak iretilmistir. Aksi takdirde seffaf

yiizeylerin ellerden gelen yag ve kirle kirlenmesi kaginilmazdir.

Eger referans kullanilacaksa iki adet kiivet kullanilmalidir. Bunlardan birine referans

digerine ise numune konulmalidir.

5.3.4. Dedektor

Isin enerjisini elektriksel sinyale doniistiiren cihazlara dedektor adi verilir.
Dedektorlerin en 6nemli 6zelliklerinden birisi iizerine diisen 1s1n siddetiyle elektriksel
¢ikisin dogrudan orantili olmasidir. Buna ilaveten iyi bir dedektdr lizerine diisen ¢ok az
sayida foton iceren 151n demetini elektriksel sinyale doniistiirebilmelidir. Birgok dedektor
dizayn1t kullanilmasma ragmen bunlardan en ¢ok kabul goéren ve en yaygin olani
fotogogaltict tiip 'tlir. Bunun nedeni ise bu dedektoriin ¢ok duyarli olmasi ve genis dalga
boyu araliginda kullanima imkan vermesidir. En biiylik dezavantaji ise siddetli 1s1na maruz
kaldiginda hemen bozulmasidir. Bu tiir cihazlar sodyum, potasyum gibi kolay
iyonlagabilen elementlerden imal edilmis katot ve anottan yapilmigtir. Katota gonderilen
1510 elektronlart koparir ve bu kopan elektronlar anot tarafindan ¢ekilir. 1970'li yillardan
beri ticari olarak kullanilan bir diger dedektor tipi ise fotodiyot array 'dir. Bu tiir yari-
iletkenli dedektorler onceleri ¢cok pahaliyd:r fakat sonralar fiyatlar diistii ve birgok modern
cihazlarda bu dedektorler kullanilmaya baslandi. Bu dedektorler 2cmX25 mikron
boyutunda ince bir bant {izerinde binlerce fotodiyodun yanyana gelmesiyle elde edilir. 11k
once herbir diyot yiiklenir ve elektronik baglantilar yardimiyla yiiklenme seviyesi izlenir.

Bu diyotlar eger 1518a maruz kalirsa 1s1n siddetiyle orantili olarak yiiklerini bosaltirlar.
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Bu tiir dedektdrlerin cihaz altyapilart biraz farklidir. Ciinkli kaynaktan gelen 1s1n dogruca

numuneden (monokromatdrden degil) sonra sabit yansitmali optik aga gecer.

Bu tiir dedektorlerin en biiyiik avantaji birden fazla dalga boyunda es zamanli olarak aym

anda o6l¢im yapabilmesidir.

5.3.5. Veri Kaydetme

Onceleri imal edilen cihazlarin dedektorleri dogrudan kagith grafiksel kaydedicilere
bagliydi ve bu sekilde veriler alinabiliyordu. Daha sonralar1 integratdrler piyasaya gikti.
Fakat giiniimiizde ¢ok modern cihazlar artik verileri dijital olarak kaydediyor ve

bilgisayarlar yardimiyla isleyebiliyor.

Bilgisayarlar islenecek verilerin ¢ok olmasi sonucu olduk¢a 6nemli yer tutmaktadir.
Ozellikle fotodiyot array ile yapilan ¢ok sayida tarama sonucu elde edilen verilerin

islenmesinde bilgisayarlardan sik¢a yararlanilmaktadir [118].
5.4. UV-Vis Spektrometrede Analiz Metodu
Disbudak yapragi ve enginar yapragindaki toplam fenolik igerigini belirlemek icin

UV spektrometrede analiz yapildi. Calismada, Perkin Elmer UV-Vis Spektrometre,
Lambda 35 markali cihaz kullanilmistir.

Resim 9. Analizde kullanilan UV spektrometre
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5.4.1. Ekstraksiyon

Bir beher igerisine 6giitiilmiis disbudak agaci yapraklari ve enginar yapragi 500 mg
tartilarak tizerlerine deney kosullarinda belirtilen konsantrasyonlarda etanol ilave
edilmistir. Bu islem disbudak agac1 yapragi i¢in 17, enginar yapragi i¢in 17 deney olmak
lizere toplam 34 deneyde tamamlanmistir. Her biri deney programinda belirtilen
parametrelere uygun olarak ultrasonik banyoya yerlestirilir. Ultrasonik banyodan ¢ikarilan

numuneler filtre edilip numune kaplarina bosaltilmistir.

Cizelge 8. UV analizi i¢in ekstraksiyon deney kosullari

Deney No Ultrason Giicii*(%) Siire (dk) Etanol(%)
1 50 45 70
2 25 30 70
3 50 30 50
4 75 15 50
5 25 30 30
6 25 15 50
7 50 15 30
8 75 45 50
9 50 30 50
10 50 30 50
11 75 30 70
12 50 30 50
13 50 45 30
14 75 30 30
15 50 15 70
16 25 45 50
17 50 30 50

* Ultrasonik banyonun toplam giicii 420 wattir.
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5.4.2. Numunelerin UV Spektrometre icin Hazirlanmasi
Her bir numune asagidaki yol izlenerek hazir hale getirilmistir;

e 5 pul Ekstrakt
e 1000 pl Hacimce % 5 Etanol
e 2000 ul Folin Ciocalteu Reagent
e 20 ml % 15 Na, Cos
e 10 ml Ultra piirsu
Karistirilarak numune kabina konulup 2 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Olgiim

icin kor, standart ve numune olmak iizere 3 tiip hazirlanir.

Kor: Kiivet, solvent ve aranan madde hari¢ reaktif ve numunuedeki diger maddelerden
kaynaklanan non-spesifik absorbsiyonlarin tespit edilerek analiz Olgiimiine etkilerini
sifirlamaktir. I¢inde aradigimiz madde disindaki maddelerin bulunabilecegi cihazin sifir

ayarinin yapilmasinda kullanilan ¢ozeltidir.
Numune: I¢indeki madde miktarini tayin etmek istedigimiz ¢ozeltidir.
Standart: Aranan maddenin bilinen konsantrasyondaki ¢ozeltidir.

Hazirlanan her bir numune kabindan 6rnekler alinarak UV spektormetre numune kaplarina
konulmustur. Kor ile sifirlama yaptiktan sonra UV spektrometrede 765 nm de absorbansi

okunmustur.

Resim 10. UV spektrometreye yerlestirilen kiivetler
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5.5. Toplam Fenolik Sonugclar:

Cizelge 9. Disbudak yapraginda toplam fenolik igerik sonuglari

Deney no UltrasonGiicii*(%0) | Siire (dKk) Etanol(%) | Absorbans
1 50 30 50 0,1190
2 25 30 30 0.0560
3 75 45 50 0,0850
4 25 15 50 0,0710
5 75 30 30 0,0580
6 75 30 70 0.0500
7 50 15 70 0.0500
8 50 30 50 0.1195
9 50 30 50 0,1177
10 25 30 70 0.0500
11 75 15 50 0.0620
12 50 45 70 0.0500
13 50 30 50 0,1184
14 25 45 50 0,0740
15 50 45 30 0.0640
16 50 30 30 0.0600
17 50 30 50 0,1189

* Ultrasonik banyonun toplam giicii 420 wattir.

Cizelge 10. Enginar yapraginda toplam fenolik i¢erik sonuglari

Deney no UltrasonGiicii*(%0) | Siire(dk) Etanol(%) | Absorbans
1 50 30 50 0,1466
2 25 30 30 0.0710
3 75 45 50 0,1073
4 25 15 50 0,0900
5 75 30 30 0,0730
6 75 30 70 0.0630
7 50 15 70 0.0620
8 50 30 50 0.1550
9 50 30 50 0,1434
10 25 30 70 0.0625
11 75 15 50 0.0780
12 50 45 70 0.0630
13 50 30 50 0,1534
14 25 45 50 0,0930
15 50 45 30 0.0810
16 50 30 30 0.0760
17 50 30 50 0,1507

* Ultrasonik banyonun toplam giicii 420 wattir.




6. SONUCLAR

6.1. Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon Performansi Uzerine Proses Degiskenlerinin
Etkisi

Design Expert 8.0.7.1 ile tasarlanmis Box-Behnken tasarim ¢alismalarinin deneysel
kosullar1 asagidaki tabloda sunulmustur. Tablo ayrica ultrasonik destekli ekstraksiyondan
elde edilen ekstraksiyon verimliligi iizerine sicaklik, zaman ve ultrason giicliniin etkilerini

gostermektedir.

Cizelge 11. Disbudak yaprag: ekstraksiyon verimi i¢in deneysel sonuglar

Sonuglar
Deney Ultrason Giicii* Siire(dk) | Sicakhk(°C) | Klorojenik Asit
No (%) Verim (ppm)
1 50 45 70 11.49
2 25 30 70 11.16
3 50 30 50 8.13
4 75 15 50 8.04
5 25 30 30 6.75
6 25 15 50 6.72
7 50 15 30 6.85
8 75 45 50 7.95
9 50 30 50 7.09
10 50 30 50 8.15
11 75 30 70 10.35
12 50 30 50 7.47
13 50 45 30 9.30
14 75 30 30 6.66
15 50 15 70 11.70
16 25 45 50 8.24
17 50 30 50 8.12

* Ultrasonik banyonun toplam giicti 420 wattir.
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Cizelge 12. Enginar yapragi ekstraksiyon verimi i¢in deneysel sonuglar

Sonuclar
Deney Ultrason Giicii* Siire(dk) | Sicakhk(°C) | Klorojenik Asit
No (%) Verim (ppm)

1 50 45 70 8.66
2 25 30 70 6.53
3 50 30 50 9.83
4 75 15 50 54

5 25 30 30 2.45
6 25 15 50 3.73
7 50 15 30 2.3

8 75 45 50 6.56
9 50 30 50 8.92
10 50 30 50 9.27
11 75 30 70 4.35
12 50 30 50 9.97
13 50 45 30 4.26
14 75 30 30 3.24
15 50 15 70 4.98
16 25 45 50 7.6

17 50 30 50 9.71

* Ultrasonik banyonun toplam giicti 420 wattir.

6.2. Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon Performans: Uzerine Ekstraksiyon Zamaninin
Etkisi

Disbudak agaci yapragindan klorojenik asit ekstraksiyon verimi iizerine ultrason
zamaninin etkisi 15-45 dakika aralifinda test edildi. Sonuglar Cizelge 11’ de verilmistir.
Sonuglar gosteriyor ki 15-30 dk aras1 solvente gecen klorojenik asit miktar1 azalirken, 30.
dakikadan sonra klorojenik asit miktart giderek artmistir. Klorojenik asitin solvente
salinmas1 ve hiicre duvarlarinin zarar gérmesi i¢in 15 dakika ultrason siiresi yeterli

olmaktadir.
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Sekil 22. Disbudak agac1 yapraginda klorojenik asit Veriminin ekstraksiyon zamaniyla
degisimi

Enginar yapragindan klorojenik asit ekstraksiyon verimi iizerine ultrason
zamaninin etkisi 15-45 dakika aralifinda test edildi. Ve sonuglar Cizelge 12’de verilmistir.
Sonuglar gosteriyor ki, solvente gegen klorojenik asit miktart zaman gegtikge artmustir.
Klorojenik asitin solvente salinmasi ve hiicre duvarlarinin zarar gérmesi i¢in 15 dakika

ultrason siiresi yeterli olmaktadir.
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Sekil 23. Enginar yapraginda klorojenik asit veriminin ekstraksiyon zamaniyla degisimi
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6.3. Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon Performans1 Uzerine Ekstraksiyon Sicakhginin
Etkisi

Daha yiiksek sicakliklarda caligmak pratik ve ekonomik olmadigi i¢in disbudagi
agact yapraklarinin ekstraksiyonu 30-70 o°c araliginda degisen sicakliklarda yapildi.
Beklenildigi gibi klorojenik asitin ekstraksiyon verimi sicakligin bir fonksiyonu olarak
kararli bir sekilde artti. Kiitle transferi sicaklikla artar tezini dogruladi. Genelde yiiksek

sicakliktaki ekstraksiyonlar kiitle transferini ve ekstraksiyon performansini artirir.
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Sekil 24. Digbudak agaci yapragindan klorojenik asit ekstraksiyon veriminin sicaklikla
degisimi

Yine daha yiiksek sicakliklarda ¢alismak pratik ve ekonomik olmadig: igin enginar
yapraklarinin ekstraksiyonu 30-70 °C arahginda degisen sicakliklarda yapildi. Beklenildigi
gibi klorojenik asitin ekstraksiyon verimi sicaklifin bir fonksiyonu olarak kararli bir

sekilde artt1. Fakat 52-55 °C araligindan sonra azalmaya baslamistir.
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Sekil 25. Enginar yapragindan klorojenik asit ekstraksiyon veriminin sicaklikla degisimi

6.4. Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon Performansi Uzerine Ultrason Giiciiniin EtKisi

Ultrason giiciiniin artmasiyla disbudak yapragindan solvente gecen klorojenik asit

miktar belli bir noktaya kadar artmstur.

Klorojenils Asit 11.7012|
7

Klorojenik Asit Verimi (ppm)

Uitrason Gucl {'.?45}

Sekil 26. Digbudak agaci yapraklarindan klorojenik asit ekstraksiyon veriminin ultrason
giicliyle degisimi
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Enginar yapraginda ise disbudak yapragina nazaran, ultrason giiciiniin artmasiyla

klorojenik asit verimi daha erken azalmaya baslamistir.

Elorojenik Asit10.0526

klorojenik Asit ¥erimi {ppm)

L 1 I T |

URrason Glcu {9-;5].

Sekil 27. Enginar yapragindan klorojenik asit ekstraksiyon veriminin ultrason giiciiyle
degisimi

Klorojenik Asit Verimi (ppm)
|

Referans Noktasmdan Sapma

Sekil 28. Disbudak agacin yapragindan klorojenik asit ekstraksiyon veriminin tiim
degiskenler ile degisimi grafigi (A: Ultrason giicliB: Zaman, C: Sicaklik)
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Sekil 29. Enginar yapragindan klorojenik asit ekstraksiyon veriminin tiim degiskenler ile
degisimi grafigi (A: Ultrason giicli, B: Zaman, C: Sicaklik)

Klorojenik Asit Verimi (ppm)

70 45

Sicaklik (°c) S Zaman (dk)

Sekil 30. Ekstraksiyon sicakligina zaman oraninin bir fonksiyonu olarak digbudak agaci
yapraklarindan klorojenik asit verimi i¢in yiizey yanit grafigi
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Sekil 31. Ekstraksiyon sicakligina zaman oraninin bir fonksiyonu olarak enginar
yapraklarindan klorojenik asit verimi i¢in yiizey yanit grafigi
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Sekil 32. Ekstraksiyon zamanina ultrason giicii oraninin bir fonksiyonu olarak disbudak
agaci yapraklarindan klorojenik asit verimi i¢in ylizey yanit grafigi
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Sekil 33. Ekstraksiyon zamanina ultrason giicli oraninin bir fonksiyonu olarak enginar
yapraklarindan klorojenik asit verimi i¢in yiizey yanit grafigi

Klorojenik Asit Verimi {ppm)
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Sekil 34. Ekstraksiyon sicakligina ultrason giicli oraninin bir fonksiyonu olarak digbudak
agaci yapraklarindan klorojenik asit verimi i¢in ylizey yanit grafigi
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Sekil 35. Ekstraksiyon sicakligina ultrason giicli oraninin bir fonksiyonu olarak enginar
yapraklarindan klorojenik asit verimi i¢in yiizey yanit grafigi

6.5. Yiizey Yamit Metoduyla Ultrasonik Destekli Ekstraksiyonun Optimizasyonu

Ayni anda tek faktdr yaklasimi olarak bilinen proses degiskenlerinin bireysel
etkileri onceki boliimde uygulandi. Bu klasik yaklagim proses degiskenlerinin birbiriyle
olan muhtemel etkilesimlerini g6z ardi eder. Yiizey yanit metodolojisi isletme
parametreleri arasindaki muhtemel etkilesimleri g6z Oniinde bulundurur. Cizelge
minimum, orta, maksimum noktalar1 iceren {i¢ parametreyi ( Ultrason giicii, zaman Ve
sicaklik) gostermektedir. 17 deney calisildi, dizayn expert software tarafindan rastgele

sec¢ildi ve yanitlar kaydedildi.

Software nedeniyle yiizey yanit metodolojisi kullanan, ekstraksiyon verimleri i¢in
sadece adim adim ileri degil ayn1 zamanda geri yok etme regresyonlarini uygulayan
kuadratik bir model elde edildi. Softwareden yiizey yanit metodu kullanan kuadratik bir
model asagida verildigi gibi tiiretildi.
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Disbudak agaci icin klorojenik asit = +8.05369 + 0.093410 x A + 1.35x10° x B -0.21831
X C-2.21x10° x B X C -9.27x10*x A +2.33 x 103 x B?> +3.79 x 103 x C?

Enginar yapras icin klorojenik asit = -35.19562+0.49465 x A+0.48225 x B+0.87919 x C-
1.806 x 10° x A x B-1.48 x 10° x A x C+1.43 x 10°% B x C3.70 x 10° x A%-6.24 x 10° x
B2-7.71 x 10° x C?

A: Ultrason Giicli, B :Zaman, C: Sicaklik

Deneysel Deger & Gercek Deger

- .
by 7] &
=
T
Th -
]
o /
- - -8
1] 5]
§ ® @
[
] i ﬁ
d4
| T ! 1 T [ I
Gergek Degerler

Sekil 36. Disbudak yapragi i¢cin denklemden elde edilen degerler ile deneysel verilerin
karsilastirilmasi

Optimum ekstraksiyon kosullar1 dizayn expert software optimizasyonu kullanarak
bulundu. Bu degerler Digbudak agaci yapraklar1 (Fraxinus Excelsior) i¢in ultrason giiciiniin
% 39.12, ekstraksiyon siiresinin 15.18 dakika, ekstraksiyon sicakligmim 69.98 °C oldugu
optimum kosullar belirlendi. Bu kosullarda maksimum klorojenik asit verimi 11.70 ppm

olarak belirlendi.

Optimal kosullar bulunduktan sonra gergek numune ekstraksiyonu deneyleri 3 kez

tekrarlandi ve sonra relatif standart sapmali ortalama hesaplandi.
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Ortalama: 10,2553

Standart Sapma: 0,015

Relatif Standart Sapma: 0,425

Klorojenik Asit Verim ( mg/500 mg numune): 10,2553+0,015

Istatistiksel degerlendirme i¢in sonuglar uygundur.

Deneysel Deger & Gercek Deger
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Sekil 37. Enginar yapragi icin denklemden elde edilen degerler ile deneysel verilerin
karsilastirilmasi

Optimum ekstraksiyon kosullar1 dizayn expert software optimizasyonu kullanarak
bulundu. Bu degerler Enginar (Cynara Scolymus) yapraklari i¢in ise ultrason giiciiniin %
47.65, ekstraksiyon siiresinin 35.18 dakika, ekstraksiyon sicakliginin 53.40 °c oldugu
optimum kosullar belirlendi. Bu kosullarda maksimum klorojenik asit verimi 10.05 ppm
olarak belirlendi. Optimal kosullar bulunduktan sonra ger¢ek numune ekstraksiyonu

deneyleri 3 kez tekrarlandi ve sonra relatif standart sapmali ortalama hesaplandi.
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Ortalama: 9,8553

Standart Sapma: 0,015

Relatif Standart Sapma: 0,435

Klorojenik Asit Verim ( mg/500 mg numune): 9,8553+0,015

Istatistiksel degerlendirme i¢in sonuglar uygundur.

6.6.Model Uygunlugu

Ekstraksiyon verimlerinin yanitlart i¢in dizayn expert 8.0.7.1 in quadratik
denklemleri i¢in varyans (ANOVA) analizleri. Degiskenlerin en uygununu elde etmek icin
stepwise (adim adim) regresyonu kullanildi. Bu prosese gore adi gegen degiskenler test

edildi. Ileri ve geri teknikler kullanan verilen alfa diizeyleri icerisinde (0,1) degerlendirildi.

Geri teknikler parametreleri tahmin etmek icin tiim degiskenleri igcermektedir. Ve sonra
alfa diizeyde uygun olmayan parametreli her bir degisken denklemden atildi bu proses
onemli degisken kalmayincaya kadar devam etti. Geri tekniklere benzer sekilde ileri
teknikler de verilen alfa diizeyleri igerisinde verilen degiskenleri degerlendirmekte
kullanildi. Geri tekniklerden farkli olarak ileri teknikler, denklemde bulunmayan higbir
degisken ile baglamaz. Standardize betanin en yiiksek degerlerine sahip 6nemli degiskenler

denkleme katilacaktir.

Calismamizda, tiiretilen model ekstraksiyon verimleri i¢in R-Squared (0.9650); Adj
R-Squared (0.9200) ve Pred R-Squared (0.7325) degerleri elde edilmistir. Ve bu degerler
tiiretilen modelin hassasiyetini gostermektedir. Sonugcta, ultrasonik destekli ekstraksiyon ile
disbudak agaci1 yapraklarindan ekstraksiyon veriminin belirlenmesi ylizey yanit
modellemesi ile basarilabilir. Ayrica varyasyon katsayisi degeri (C.V. %) 5.70 olarak
bulunmustur. Bu diisiik varyasyon degeri deneysel sonuglarin giivenilirligi ve yiliksek

hassasiyetini gosterilmektedir.
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Cizelge 13. Disbudak yapragit ANOVA tablosu

Kaynak Kareler Toplami | df Kareler F Degeri P Degeri
Ortalamasi POlasilik >
Model 45.05 9 5.01 21.44 0.0003
A-Ultrason Gc 2.112E-003 1 2.112E-003 9.047E-003 0.9269
B-Zaman 1.68 1 1.68 7.21 0.0313
C-Sicaklik 28.65 1 28.65 122.70 <0.0001
AB 0.65 1 0.65 2.78 0.1397
AC 0.13 1 0.13 0.56 0.4805
BC 1.77 1 1.77 7.58 0.0284
A’ 1.42 1 1.42 6.06 0.0433
B? 1.16 1 1.16 4.97 0.0609
Cc’ 9.70 1 9.70 41.54 0.0004
Artik Deger 1.63 7 0.23 - -
Uyum eksikligi 0.69 3 0.23 0.97 0.4897
Hata 0.95 4 0.24 - -
Diiz Toplam 46.69 16 - -

*Diiz. Toplam: Diizeltilmis ortalamalarin toplami
*df: Serbestlik derecesi

Calismamizda, tiiretilen model ekstraksiyon verimleri i¢in R-Squared(kare)
(0.9851); Adj R-Squared (0.9659) ve Pred R-Squared (0.8539) degerleri elde edilmistir. Ve

bu degerler tiiretilen modelin hassasiyetini gostermektedir. Sonugta, ultrasonik destekli

ekstraksiyon ile enginar yapraklarindan ekstraksiyon veriminin belirlenmesi yilizey yanit

modellemesi ile basarilabilir. Ayrica varyasyon katsayisi degeri (C.V. %) 7.91 olarak

bulunmustur. Bu diisiik varyasyon degeri deneysel sonucglarin giivenilirligi ve yliksek

hassasiyetini gosterilmektedir.
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Cizelge 14. Enginar yapragit ANOVA tablosu

Kaynak Kareler Toplami | df Kareler F Degeri P Degeri
Ortalamasi POlasilik > F
Model 116.15 9 12.91 51.38 <0.0001
A-Ultrason Gc 0.072 1 0.072 0.29 0.6085
B-Zaman 14.23 1 14.23 56.66 0.0001
C-Sicaklik 18.82 1 18.82 74.92 <0.0001
AB 1.84 1 1.84 7.31 0.0305
AC 2.21 1 2.21 8.78 0.0210
BC 0.74 1 0.74 2.94 0.1299
A’ 22.52 1 22.52 89.64 <0.0001
B’ 8.31 1 8.31 33.09 0.0007
c’ 40.07 1 40.07 159.54 < 0.0001
Artik Deger 1.76 7 0.25 - -
Uyum eksikligi 1.00 3 0.33 1.77 0.2915
Hata 0.76 4 0.19 - -
Diiz Toplam 117.91 16 - - -

Sonug olarak yiizey yanit modellemesi ultrasonik destekli ekstraksiyon disbudak

agaci yapraklarindan ve enginar yapraklarindan klorojenik asitin ekstraksiyon veriminin

belirlenmesinde basarili bir sekilde uygulanabilir. Varyasyon katsayisinin diisiik degeri

yiiksek hassasiyeti ve deney sonuclarinin giivenilirligini gostermektedir. Calismamizda

disbudak agaci yapraklarindan klorojenik asit ekstraksiyonu igin varyasyon Kkatsayisi

degeri (% C.V) 5.70, enginar yapragi igin iSe varyasyon katsayisi degeri (% C.V) 7.91

bulunmustur. Sekillerde ultrasonik destekli ekstraksiyon ile elde edilen ekstraktlarin

ekstraksiyon verimi ile ilgili esitliklerden hesaplanan data ve deneysel data arasindaki

iliskiyi gosteriyor. Isletme kosullarinda deneysel data ile modelden hesaplanan datanin

uyum i¢inde oldugu goriilmektedir.
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Sekil 40. Enginar yapragi ekstraktinin kromatogrami
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7. TARTISMA VE SONUC

Bu calismanin ilk asamasinda disbudak agaci yapragi ve enginar yapragindan
klorojenik asitin HPLC (Yiiksek Basingli Sivi Kromatografi) ile belirlenmesi i¢in metod
optimizasyonu yapildi. Klorojenik asitin potansiyel kaynaklar1 disbudak agaci yapraklari
ve enginar yapraklari bu calismada arastirma materyali olarak kullanildi. Kurutulmusg
yapraklar ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemi ile ekstrakte edildi. Ultrasonik destekli
ekstraksiyon yontemi ¢evre dostudur, geleneksel ektraksiyon metotlarina gore daha az
solvent kullanilmas1 ve kisa siirede yapildig i¢in avantajlidir. Digbudak agaci yapraklar
(Fraxinus Excelsior) i¢in optimum kosullar; ultrason giicii % 39.12, ekstraksiyon siiresi
15.18 dakika, ekstraksiyon sicakligi 69.98 °C olarak belirlendi. Bu kosullarda maksimum
Klorojenik asit verimi 11.70 ppm olarak belirlendi. Enginar (Cynara Scolymus) yapraklari
icin ise optimum kosullar; ultrason giicii % 47.65, ekstraksiyon siiresi 35.18 dakika,
ekstraksiyon sicaklig1 53.40 °C olarak belirlendi. Bu kosullarda maksimum klorojenik asit
verimi 10.05 ppm olarak belirlendi. Optimal kosullar bulunduktan sonra gergek numune
ekstraksiyon deneyleri 3 kez tekrarlandi ve sonra relatif standart sapmali ortalama
hesaplandi. Digbudak agaci yapraginda klorojenik asit ekstraksiyon verimi 10,2553+0,015
ppm bulunmustur. Enginar yapragi i¢in ise 9,8553+0,015 ppm klorojenik asit verimi elde
edildi.

Elde ettigimiz sonuglara gore disbudak agaci yapragindan klorojenik asitin
ekstraksiyon sicakligi enginar yapragindan klorojenik asit ekstraksiyonun gergeklestigi
sicakliktan daha yiiksektir. Disbudak agaci yapraginda hiicre duvarinin yikilip klorojenik
asitin solvente gecmesi i¢in enginar yapragindaki ekstraksiyona gore daha yiiksek sicaklik
gereklidir. Disbudak agaci yaprag: hiicre duvari, enginar yapragmin hiicre duvarina gore
daha sert olabilecegini diisiindiigiimiizden dolayr buldugumuz sonuclar da bu diisiinceyi
desteklemektedir. Disbudak agacindan klorojenik asit ekstraksiyon verimi sicaklikla
artarken enginar yapragindan klorojenik asit ekstraksiyon verimi belli sicakliga kadar
arttiktan sonra azalmaya baslamistir. Bu da yiiksek sicakliklarda enginardaki klorojenik
asitin bozunmus olmasindan kaynaklanabilir. Ultrason giiciiyle ise ekstraksiyon verimi her
iki materyelde de belli bir noktaya kadar artmistir daha sonra ise azalmaya baglamistir.
Buna gore c¢ok fazla ekstraksiyon giiciiniin klorojenik asiti bozunmaya ugrattig

sOylenebilir.
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Sonu¢ olarak HPLC ile yapilan analizde disbudak agaci yapraginda klorojenik asit
miktarinin enginar yapragindaki klorojenik asit miktarina gore daha fazla oldugu tespit
edildi.

Calismanin ikinci agsamasinda ise disbudak agaci yapraklarinda ve enginar
yapraklarinin antioksidan kapasitelerini belirlemek ic¢in toplam fenolik igerikleri UV
Spektrometre ile analiz edildi. Disbudak yapragi i¢in optimum kosullar; ultrason giicii %
47.76, siire 29.69 dakika, etanol konsantrasyonu % 54.40 olarak belirlendi. Optimum
kosullarda disbudak yapraginda toplam fenolik icerigi 40.74 ppm olarak belirlendi.
Enginar yaprag: i¢in optimum kosullar; ultrason giicii % 47.29, siire 29.67 dakika, etanol
konsantrasyonu % 55.33 olarak belirlendi. Optimum kosullarda enginar yapraginda toplam

fenolik igerigi 70.24 ppm olarak belirlendi.

UV Spektrometre ile yapilan analiz sonuglarina gore enginar yapragindaki toplam
fenolik igerigi, disbudak agaci yapragindaki toplam fenolik igeriginden daha fazla oldugu
tespit edildi. Dolayisiyla enginar yapragmin antioksidan kapasitesi disbudak agaci
yapragmin antioksidan kapasitesine gore daha fazladir. Antioksidan kapasitelerinin bu

bitkilerin yetistigi bolgenin fiziki ve cografi 6zelliklerine gore degistigi sdylenebilir.

Calismanin iki asamasinda da kullanilan ultrasonik destekli ekstraksiyonun diger
ekstraksiyon tekniklerine alternatif yontem olabilecegi goriilmiistiir. Ekstraksiyon
tekniklerinden Soxhlet ekstraksiyonu, daha uzun siire gerektirmesi ve biiyiik miktarda
organik solvent kullanilmasindan dolayr ultrasonik destekli ekstraksiyona gore
dezavantajlidir. Ayrica Soxhlet ekstraksiyonun solvent segiciligi ve otomasyonu zor olmast
gibi dezavantajlar1 da bu yoOnteme alternatif bir yonteme ihtiyag duyuldugunu
gostermektedir. Basingli s1vi ekstraksiyonunda ise drnege ekstraksiyon iglemi yapilmadan
once dondurma ve kurutma gibi 6n iglemler gerektirebilir. Ayrica ¢ok fazla organik solvent
kullanilmast ve temizliginin maliyetli olmast da bu ekstraksiyon tekniginin
dezavantajlaridandir. Mikrodalga desteki ekstraksiyon yonteminde ise fazla miktarda
organik solvent kullanilmas1 bu yontemi dezavantajli bir yontem yapmaktadir. Siiperkritik
akigkanlarla ayirma iglemlerinin yiiksek basingta gergeklesmesinden dolay: yiiksek yatirim
maliyeti ve yiiksek enerji gereksinimi gibi birka¢ dezavantaji vardir. Son derece 6nemli

oldugu halde ihmal edilen diger bir dezavantaji ise, en ¢ok kullanilan COy tir.
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Saf CO;, tiiplerinin igeriginde bile varolan %1-2’lik oksijenin, antioksidanlar gibi oksijene
hassas bilesikler ile tepkimeye girip az miktarda da olsa bozunmalarina neden olmasidir.
Geleneksel solvent ekstraksiyonunun ise iki dezavantaji vardir. Bunlardan birincisi
ekstraksiyon sonrasi yogunlastirma islemi sirasinda molekiil agirhig disiik ugucu
bilesiklerin kaybi ve artifaklarin olusumu ikincisi ise ekstraksiyon sonrasi geri kalan
¢oziiciidiir. Bu problem hem ekonomik agidan hem de g¢evre kirliligi (toksit 6zellikleri)
bakimindan nemlidir. Saf ve kaliteli ¢oziiciiler pahal1 ve biiyiik miktarlarda kullanildiginda
maddi bir yiikk getirmektedir. Tiim bu tekniklere alternatif teknik olarak belirledigimiz
ultrasonik destekli ekstraksiyon diger tekniklerle karsilastirldiginda ucuz, basit ve etkili
oldugu goriilmiistiir. Ultrasonun kati-sivi  ekstraksiyonunda kullanilmasinin  baslica
yararlar1 hizli kinetik ve verim artisidir. Ayrica ultrason, diisiik sicakliklarda da etkin
olarak uygulanabildiginden sicakliga duyarli maddelerin ekstrakte edilmesini miimkiin
kilar. Buna gore elde edilen bu sonuglar klorojenik asit etken bileseninin ekstraksiyonu

icin Ultrasonik Destekli Ekstraksiyonun (UAE) etkili bir metod olabilecegini gdstermistir.

90



8. KAYNAKLAR

1. Wikipedi, http://en.wikipedia.org/wiki/Chlorogenic_acid.

2. Fraxigen, , Ash species in Europe: biological characteristics and practical guidelines for
sustainable use. Oxford Forestry Institute, University of Oxford, UK. 128 p, 2005.

3. Forestry Commission, http://www.forestry.gov.uk/.
4. Agroforestry Database 4.0 (Orwa et al.2009).
5. Agaglar.org- ash low-forest servis, http://www.agaclar.net/dergi/.

6. Cynara Scolymus L.’nin Fitoterapideki Onemi, Mehmet Calik, Ankara Universitesi,
Saglik bilimleri Enstitiisii, Farmakognozi Ana bilim dal.

7. Prof.Dr. Benian Eser, Dog. Dr. Hiilya ildi, Dr. Atnan Ugur, Enginar yetistiriciligi ve
enginarin saglik acisindan 6nemi, Hasad Dergisi. 2006.

8. MEB, Bahgecilik, Enginar Yetistiriciligi, Ankara, 2010.

9. Yuru Chen, Extraction and HPLC Characterisation of Chlorogenic Acid from Tobacco
Residuals, 2007,.

10. Abebe Ayelign and Kebba Sabally, , Determination of Chlorogenic Acids (CGA) in
Coffee Beans using HPLC American Journal of Research Communication, 1(2): (78-91),
2013.

11. Holim Jang, Hong Ryul Ahn, Hyoung Jo, Kyung-A Kim, Eun Ha Lee, Ki Won Lee,
Sang Hoon Jung, and Chang Y. Lee , Chlorogenic Acid and Coffee Prevent Hypoxia-
Induced Retinal Degeneration, J. Agric. Food Chem. 2013

12. Mehmet Saltuerk, Institute for Genetics, University of Cologne, New evidence that
natural substances in green coffee beans help control blood sugar levels, 2013,.

13. Errol Zeiger, Raymond Tice, Ph.D., , Chlorogenic Acid and Caffeic Acid Review of
Toxicological Literature Prepared for, 1998 .

14. Onakpoya, | J; Spencer, E A; Thompson, M J; Heneghan, C J., 1 2014, "The effect of
chlorogenic acid on blood pressure: a systematic review and meta-analysis of randomized
clinical trials". Journal of Human Hypertension 29: 77-81. 2014.

15. Zhao, Y.; Wang, J.; Ballevre, O.; Luo, H.; Zhang, W. "Antihypertensive effects and
mechanisms of chlorogenic acids”. Hypertension Research; Hypertens Res 35 (4):3704,
2011.

91



16. Stacewicz-Sapuntzakis, M; Bowen, PE; Hussain, EA; Damayanti-Wood, BI,
Farnsworth, NR "Chemical composition and potential health effects of prunes: a functional
food?". Crit. Rev. Food Sci. Nutr. 41 (4): 251-86. (2001).

17. Freedman, Samuel O.; Shulman, Robert; Krupey, John; Sehon, A.H. "Antigenic
properties of chlorogenic acid". J. Allergy 35 (2): 97-107. (1964).

18. "Effects of chlorogenic acid and its metabolites on spontaneous locomotor activity in
mice.". Biosci Biotechnol Biochem 70 (10): 2560-3. 2006

19. Brain Res Bull, "Chlorogenic acid inhibits LPS-induced microglial activation and
improves survival of dopaminergic neurons.”. 88 (5): 487-94. 2012.

20. R. Kellner, M.M., M.Otto, M.Valcarcel, H.M. Widmer, Sample Preparation, in
Analytical Chemistry: Modern Approach to Analytical Science. 2004, Wiley: Weinheim.
p. 506-508.

21. Luque-Garcia, J.L., de Castro, M.D.L.: Focused microwave-assisted Soxhlet
extraction: devices and applications. Talanta, 64(3), 571 (2004)

22. de Castro, M.D.L., Priego-Capote, F.: Soxhlet extraction: Past and present panacea.
Journal of Chromatography A, 1217(16), 2383 (2010)

23. de Castro, M.D.L., Garcia-Ayuso, L.E.: Soxhlet extraction of solid materials: an
outdated technique with a promising innovative future. Analytica Chimica Acta, 369(1-2),
1(1998)

24. Falandysz, J., Wyrzykowska, B., Warzocha, J., Barska, 1., Garbacik-Wesolowska, A.,
Szefer, P.: Organochlorine pesticides and PCBs in perch Perca fluviatilis from the Odra/
Oder river estuary, Baltic Sea. Food Chemistry, 87(1), 17 (2004)

25. Diagne, R.G., Foster, G.D., Khan, S.U.: Comparison of Soxhlet and microwave-
assisted extractions for the determination of fenitrothion residues in beans. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 50(11), 3204 (2002)

26. Richter, B.E., Jones, B.A., Ezzell, J.L., Porter, N.L., Avdalovic, N., Pohl, C.:
Accelerated solvent extraction: A technique for sample preparation. Analytical Chemistry,
68(6), 1033 (1996)

27. Mockel, H.J., Welter, G., Melzer, H.: Correlation between Reversed-Phase Retention
and Solute Molecular-Surface Type and Area .1. Theoretical Outlines and Retention of
Various Hydrocarbon Classes. Journal of Chromatography, 388(2), 255 (1987)

28. Moreno, E., Reza, J., Trejo, A.: Extraction of polycyclic aromatic hydrocarbons from
soil using water under subcritical conditions. Polycyclic Aromatic Compounds, 27(4), 239
(2007)

92



29. Lundstedt, S., van Bavel, B., Haglund, P., Tysklind, M., Oberg, L.: Pressurised liquid
extraction of polycyclic aromatic hydrocarbons from contaminated soils. Journal of
Chromatography A, 883(1-2), 151 (2000)

30. Rostagno, M.A., Villares, A., Guillamon, E., Garcia-Lafuente, A., Martinez, J.A.:
Sample preparation for the analysis of isoflavones from soybeans and soy foods. Journal of
Chromatography A, 1216(1), 2 (2009)

31. R. Kellner, M.M., M.Otto, M.Valcarcel, H.M. Widmer, Sample Preparation, in
Analytical Chemistry: A Modern Approach to Analytical Science, xyz, Editor. 2004,
Wiley: Weinheim.

32. Bjorklund, E., Bowadt, S., Nilsson, T., Mathiasson, L.: Pressurized fluid extraction of
polychlorinated biphenyls in solid environmental samples. Journal of Chromatography A,
836(2), 285 (1999)

33. Camel, V.. Recent extraction techniques for solid matrices-supercritical fluid
extraction, pressurized fluid extraction and microwave-assisted extraction: their potential
and pitfalls. Analyst, 126(7), 1182 (2001)

34. Wenzel, K.D., Hubert, A., Manz, M., Weissflog, L., Engewald, W., Schuurmann, G.:
Accelerated solvent extraction of semivolatile organic compounds from biomonitoring
samples of pine needles and mosses. Analytical Chemistry, 70(22), 4827 (1998)

35. Arnold, C.G., Berg, M., Muller, S.R., Dommann, U., Schwarzenbach, R.P.:
Determination of organotin compounds in water, sediments, and sewage sludge using
perdeuterated internal standards, accelerated solvent extraction, and large-volume-injection
GC/MS. Analytical Chemistry, 70(14), 3094 (1998)

36. Schantz, M.M., Nichols, J.J., Wise, S.A.: Evaluation of pressurized fluid extraction for
the extraction of environmental matrix reference materials. Analytical Chemistry, 69(20),
4210 (1997)

37. Heemken, O.P., Theobald, N., Wenclawiak, B.W.: Comparison of ASE and SFE with
Soxhlet, sonication, and methanolic saponification extractions for the determination of
organic micropollutants in marine particulate matter. Analytical Chemistry, 69(11), 2171
(1997)

38. Saim, N., Dean, J.R., Abdullah, M.P., Zakaria, Z.: An experimental design approach
for the determination of polycyclic aromatic hydrocarbons from highly contaminated soil
using accelerated solvent extraction. Analytical Chemistry, 70(2), 420 (1998)

93



39. Vandenburg, H.J., Clifford, A.A., Bartle, K.D., Zhu, S.A., Carroll, J., Newton, I.D.,
Garden, L.M.: Factors affecting high-pressure solvent extraction (accelerated solvent
extraction) of additives from polymers. Analytical Chemistry, 70(9), 1943 (1998)

40. Bjorklund, E., Nilsson, T., Bowadt, S.: Pressurised liquid extraction of persistent
organic pollutants in environmental analysis. Trac-Trends in Analytical Chemistry, 19(7),
434 (2000)

41. Mustafa, A., Turner, C.: Pressurized liquid extraction as a green approach in food and
herbal plants extraction: A review. Analytica Chimica Acta, 703(1), 8 (2011)

42. Smith, R.M.: Extractions with superheated water. Journal of Chromatography A,
975(1), 31 (2002)

43. Ong, E.S., Cheong, J.S.H., Goh, D.: Pressurized hot water extraction of bioactive or
marker compounds in botanicals and medicinal plant materials. Journal of
Chromatography A, 1112(1-2), 92 (2006)

44, Cam, M., Hisil, Y.: Pressurised water extraction of polyphenols from pomegranate
peels. Food Chemistry, 123(3), 878 (2010)

45. Ferrera, Z.S., Sanz, C.P., Santana, C.M., Rodriguez, J.J.S.: The use of micellar systems
in the extraction and pre-concentration of organic pollutants in environmental samples.
Trac-Trends in Analytical Chemistry, 23(7), 469 (2004)

46. Choi, M.P.K., Chan, K.K.C., Leung, H.W., Huie, C.W.: Pressurized liquid extraction
of active ingredients (ginsenosides) from medicinal plants using non-ionic surfactant
solutions. Journal of Chromatography A, 983(1-2), 153 (2003)

47. Luthria, D.L., Biswas, R., Natarajan, S.: Comparison of extraction solvents and
techniques used for the assay of isoflavones from soybean. Food Chemistry, 105(1), 325
(2007)

48. Zhu, Y., Yanagihara, K., Guo, F.M., Li, Q.X.: Pressurized fluid extraction for
quantitative recovery of chloroacetanilide and nitrogen heterocyclic herbicides in soil.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 48(9), 4097 (2000)

49. Richter, B.E., Covino, L.: New environmental applications of accelerated solvent
extraction. Lc Gc North America, 18(10), 1068 (2000)

50. Bernal, J.L., Delnozal, M.J., Jimenez, J.J.: Use of a High-Pressure Soxhlet Extractor
for the Determination of Organochlorine Residues by Gas-Chromatography.
Chromatographia, 34(9-10), 468 (1992)

94



51. Lopez-Avila, V.: Sample preparation for environmental analysis. Critical Reviews in
Analytical Chemistry, 29(3), 195 (1999)

52. Blanco, E.V., Mahia, P.L., Lorenzo, S.M., Rodriguez, D.P., Fernandez, E.F.:
Optimization of microwave-assisted extraction of hydrocarbons in marine sediments:
comparison with the Soxhlet extraction method. Fresenius Journal of Analytical
Chemistry, 366(3), 283 (2000)

53. Camel, V.: Microwave-assisted solvent extraction of environmental samples. Trac-
Trends in Analytical Chemistry, 19(4), 229 (2000)

54. Renoe, B.W.: Microwave-Assisted Extraction. American Laboratory, 26(12), 34 (1994)

55. Saim, N., Dean, J.R., Abdullah, M.P., Zakaria, Z.: Extraction of polycyclic aromatic
hydrocarbons from contaminated soil using Soxhlet extraction, pressurised and
atmospheric microwave-assisted extraction, supercritical fluid extraction and accelerated
solvent extraction. Journal of Chromatography A, 791(1-2), 361 (1997)

56. Letellier, M., Budzinski, H.: Microwave assisted extraction of organic compounds.
Analusis, 27(3), 259 (1999)

57. Thompson, S., Budzinski, H., LeMenach, K., Letellier, M., Garrigues, P.: Multi-residue
analysis of polycyclic aromatic hydrocarbons, polychlorobiphenyls, and organochlorine
pesticides in marine sediments. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 372(1), 196
(2002)

58. LopezAvila, V., Benedicto, J.: Microwave-assisted extraction combined with gas
chromatography and enzyme-linked immunosorbent assay. Trac-Trends in Analytical
Chemistry, 15(8), 334 (1996)

59. Bouaid, A., Martin-Esteban, A., Fernandez, P., Camara, C.: Microwave-assisted
extraction method for the determination of atrazine and four organophosphorus pesticides
in oranges by gas chromatography (GC). Fresenius Journal of Analytical Chemistry,
367(3), 291 (2000)

60. Papadakis, E.N., Vryzas, Z., Papadopoulou-Mourkidou, E.: Rapid method for the
determination of 16 organochlorine pesticides in sesame seeds by microwave-assisted
extraction and analysis of extracts by gas chromatography-mass spectrometry. Journal of
Chromatography A, 1127(1-2), 6 (2006)

61. Franke, M., Winek, C.L., Kingston, H.M.: Extraction of selected drugs from serum
using microwave irradiation. Forensic Science International, 81(1), 51 (1996)

62. Desrosiers, N.A., Betit, C.C., Watterson, J.H.: Microwave-assisted extraction in
toxicological screening of skeletal tissues. Forensic Science International, 188(1-3), 23
(2009)

95



63.Kiss, G.A.C., Forgacs, E., Cserhati, T., Mota, T., Morais, H., Ramos, A.: Optimisation
of the microwave-assisted extraction of pigments from paprika (Capsicum annuum L.)
powders. Journal of Chromatography A, 889(1-2), 41 (2000)

64. Prados-Rosales, R.C., Garcia, J.L.L., de Castro, M.D.L.: Rapid analytical method for
the

determination of pesticide residues in sunflower seeds based on focused microwaveassisted
Soxhlet extraction prior to gas chromatography-tandem mass spectrometry. Journal of
Chromatography A, 993(1-2), 121 (2003)

65. Priego-Capote, F., Luque-Garcia, U., de Castro, M.D.L.: Automated fast extraction of
nitrated polycyclic aromatic hydrocarbons from soil by focused microwave-assisted
Soxhlet extraction prior to gas chromatography-electron-capture detection. Journal of
Chromatography A, 994(1-2), 159 (2003)

66. Capelo, J.L., Mota, A.M.: Ultrasonication for analytical chemistry. Current Analytical
Chemistry, 1(2), 193 (2005)

67. Tadeo, J.L., Sanchez-Brunete, C., Albero, B., Garcia-Valcarcel, A.l.: Application of
ultrasound- assisted extraction to the determination of contaminants in food and soil
samples. Journal of Chromatography A, 1217(16), 2415 (2010)

68. Santos, H.M., Capelo, J.L.: Trends in ultrasonic-based equipment for analytical sample
treatment. Talanta, 73(5), 795 (2007)

69. Huertas-Perez, J.F., Iruela, M.D., Garcia-Campana, A.M., Gonzalez-Casado, A.,
Sanchez- Navarro, A.: Determination of the herbicide metribuzin and its major conversion
products in soil by micellar electrokinetic chromatography. Journal of Chromatography A,
1102(1-2), 280 (2006)

70. Lesueur, C., Gartner, M., Mentler, A., Fuerhacker, M.: Comparison of four extraction
methods for the analysis of 24 pesticides in soil samples with gas chromatographymass
spectrometry and liquid chromatography-ion trap-mass spectrometry. Talanta, 75(1), 284
(2008)

71. Domeno, C., Blasco, M., Sanchez, C., Nerin, C.. A fast extraction technique for
extracting polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) from lichens samples used as
biomonitors of air pollution: Dynamic sonication versus other methods. Analytica Chimica
Acta, 569(1-2), 103 (2006)

72. Hyotylainen, T., Riekkola, M.L.: Potential of effective extraction techniques and new
analytical systems for profiling the marine environment. Trac-Trends in Analytical
Chemistry, 26(8), 788 (2007)

96



73. Erbay, Z., Icier, F.: The Importance and Potential Uses of Olive Leaves. Food Reviews
International, 26(4), 319 (2010)

74. Sanchez-Brunete, C., Perez, R.A., Miguel, E., Tadeo, J.L.: Multiresidue herbicide
analysis in soil samples by means of extraction in small columns and gas chromatography
with nitrogen-phosphorus and mass spectrometric detection. Journal of Chromatography
A, 823(1 2), 17 (1998)

75. Sanchez-Brunete, C., Rodriguez, A., Tadeo, J.L.: Multiresidue analysis of carbamate
pesticides in soil by sonication-assisted extraction in small columns and liquid
chromatography. Journal of Chromatography A, 1007(1-2), 85 (2003)

76. Sanchez-Brunete, C., Albero, B., Tadeo, J.L.: Multiresidue determination of pesticides
in soil by gas chromatography-mass spectrometry detection. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 52(6), 1445 (2004)

77. Kayali-Sayadi, M.N., Rubio-Barroso, S., Diaz-Diaz, C.A., Polo-Diez, L.M.: Rapid
determination of PAHSs in soil samples by HPLC with fluorimetric detection following so
Sanchez-Brunete, C., Miguel, E., Tadeo, J.L.: Rapid method for the determination of
polycyclic aromatic hydrocarbons in agricultural soils by sonication-assisted extraction in
small columns. Journal of Separation Science, 29(14), 2166 (2006)

78. Martinez, E., Gros, M., Lacorte, S., Barcelo, D.: Simplified procedures for the analysis
of polycyclic aromatic hydrocarbons in water, sediments and mussels. Journal of
Chromatography A, 1047(2), 181 (2004)

79.0leszczuk, P., Baran, S.: Concentration of polycyclic aromatic hydrocarbons in sewage
sludge-amended soil. Communications in Soil Science and Plant Analysis, 36(9-10), 1083
(2005)

80. Rodriguez-Sanmartin, P., Moreda-Pineiro, A., Bermejo-Barrera, A., Bermejo-Barrera,
P.: Ultrasound-assisted solvent extraction of total polycyclic aromatic hydrocarbons from
mussels followed by spectrofluorimetric determination. Talanta, 66(3), 683 (2005)

81. Zhou, J.H., Xue, X.F., Li, Y., Zhang, J.Z., Chen, F., Wu, L.M., Chen, L.Z., Zhao, J.
Multiresidue determination of tetracycline antibiotics in propolis by using HPLC-UV
detection with ultrasonic-assisted extraction and two-step solid phase extraction. Food
Chemistry, 115(3), 1074 (2009)

82. Nania, V., Pellegrini, G.E., Fabrizi, L., Sesta, G., De Sanctis, P., Lucchetti, D., Di
Pasquale, M., Coni, E.: Monitoring of perfluorinated compounds in edible fish from the
Mediterranean Sea. Food Chemistry, 115(3), 951 (2009)

97



83. Collasiol, A., Pozebon, D., Maia, S.M.: Ultrasound assisted mercury extraction from
soil and sediment. Analytica Chimica Acta, 518(1-2), 157 (2004)

84. Blackwell, P.A., Lutzhoft, H.C.H., Ma, H.P., Halling-Sorensen, B., Boxall, A.B.A.,
Kay,

P.: Ultrasonic extraction of veterinary antibiotics from soils and pig slurry with SPE clean-
up and LC-UV and fluorescence detection. Talanta, 64(4), 1058 (2004)

85. de Alda, M.J.L., Gil, A., Paz, E., Barcelo, D.: Occurrence and analysis of estrogens and

progestogens in river sediments by liquid chromatography-electrospray-mass spectrometry.
Analyst, 127(10), 1299 (2002)

86. Turiel, E., Martin-Esteban, A., Tadeo, J.L.: Molecular imprinting-based separation
methods for selective analysis of fluoroguinolones in soils. Journal of Chromatography A,
1172(2), 97 (2007)

87. Xu, J., Wu, L.S., Chen, W.P., Chang, A.C.: Simultaneous determination of
pharmaceuticals, endocrine disrupting compounds and hormone in soils by gas
chromatographymass spectrometry. Journal of Chromatography A, 1202(2), 189 (2008)

88. Zougagh, M., Valcarcel, M., Rios, A.: Supercritical fluid extraction: a critical review of
its analytical usefulness. Trac-Trends in Analytical Chemistry, 23(5), 399 (2004)

89. Mira, B., Blasco, M., Berna, A., Subirats, S.: Supercritical CO2 extraction of essential
oil from orange peel. Effect of operation conditions on the extract composition. Journal of
Supercritical Fluids, 14(2), 95 (1999)

90. Stashenko, E.E., Puertas, M.A., Combariza, M.Y.: Volatile secondary metabolites from
Spilanthes americana obtained by simultaneous steam distillation solvent extraction and
supercritical fluid extraction. Journal of Chromatography A, 752(1-2), 223 (1996)

91. Miyawaki, T., Kawashima, A., Honda, K.. Development of supercritical carbon
dioxide extraction with a solid phase trap for dioxins in soils and sediments. Chemosphere,
70(4), 648 (2008)

92. Introduction to Modern Liquid Chromatography, 2nd ed,. New York: Wiley, 1979
93. Lindsay, High Performance Liquid Chromatography, New York, Wiley, 1992

94. Operating Manual, High Performance Liquid Chromatograph, Agilent 1100; VWD,
DAD,FLD,andRID.http://share.psu.ac.th/system/assets/media/files/000/007/356/original_O
peratin _Manual HPLC_1100.pdf?1306827231

95. Jaramillo, Mike. SOP for Agilent 1100 Series HPLC Instr

96. Physikalisch-chemisches Praktikum I UV/VIS Spectroscopy — 2014

98



99



