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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

THYMBRA SPICATA L. BITKiSINDEN ANTIOKSIDAN BiLESENLERIN DERIN
OTEKTIK COZUCULER ILE OZUTLENMESI

Sevval ALTUN

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Kimya Miihendisligi Anabilim Dah

Temel Islemler ve Termodinamik, Tezli Yiiksek Lisans Program

Damsman: Prof. Dr. Sah ismail KIRBASLAR

Bu tez kapsaminda, zahter (Thymbra spicata L.) bitkisinin yapraklar1 kullanilarak fenolik
bilesikleri elde etmek amaciyla ultrasonik destekli ekstraksiyon (UAE) islemi uygulanmistir.
UAE yontemi optimize edilerek derin oOtektik coziiciiler (DES) ile geleneksel ¢oziiciiler
kullanilarak antioksidan kapasiteleri analiz edilmistir. Analiz yontemi olarak CUPRAC,
toplam antioksidan kapasite (TAC), DPPH, ABTS, toplam fenolik igerik (TPC) ve toplam
flavonoid igerik (TFC) yontemleri kullanilmistir. Deneysel tasarimlar igin Box-Behnken
modeli lizerinden ¢alisilip ANOVA analizleri ve 3D yiizey grafik yorumlari ile analiz sonuglari
desteklenmistir. Antioksidan kapasite analiz sonuglarinda etanol ile daha yiiksek sonug elde
edilmigtir. CUPRAC yonteminde DES ile 5,275 mmol TR/g, etanol ile 6,084 mmol TR/g
sonuglar1 elde edilmistir. Diger analiz sonuglari incelendiginde DES ile yapilan analizlerin
sonuglar1 daha yiiksek gelmistir. ABTS i¢in DES ile yapilan analiz sonucu 0,280 mmol TR/g,
etanol ile yapilan analiz sonucu 0,225 mmol TR/g olarak bulunmustur. DPPH analizinde ise
sonuglar DES i¢in 0,303 mmol TR/g, etanol i¢in 0,167 mmol TR/g olarak hesaplanmistir. TPC
analizlerinde elde edilen sonuglar DES i¢in 10,062 mmol gallik asit/g-kuru 6rnek, etanol iginse

0,731 mmol gallik asit/g-kuru 6rnek seklinde bulunmustur. Son olarak TFC analiz sonuglarinda
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DES ile yapilan ekstraksiyona ait analiz sonucu 0,412 mmol kuersetin/g-kuru 6rnek ve etanol
ile yapilan ekstraksiyona ait analiz sonucu 0,348 mmol kuersetin/g-kuru o6rnek olarak
bulunmustur. Sonuglara bakildiginda, DES kullanilarak yapilan UAE isleminde ABTS, DPPH,
TPC ve TFC analiz sonuglar1 daha yiiksek bulunmustur. Tiim bulgular degerlendirildiginde
doga dostu, ¢evreye zarar vermeyen, maliyeti diisiik ve ugucu olmayan yesil ¢oziicli olan
DES’in geleneksel ¢oziiclilere alternatif olarak kullanimin uygun oldugu ve daha iyi sonuglar

verdigi ortaya koyulmustur.
Temmuz 2025, 85 sayfa.

Anahtar kelimeler: Zahter (Thymbra spicata L.), Antioksidan, Derin Otektik Coziicii (DES)
ve Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon (UAE).
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

EXTRACTION OF ANTIOXIDANT COMPOUNDS FROM THYMBRA SPICATA L.
PLANT USING DEEP EUTECTIC SOLVENTS

Sevval ALTUN

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies
Department of Chemical Engineering

Unit Operasitons and Thermodynamics, Master’s Program with Thesis

Supervisor : Prof. Dr. Sah Ismail KIRBASLAR

Within the scope of this thesis, ultrasonic assisted extraction (UAE) process was applied to
obtain phenolic compounds using the leaves of zahter (Thymbra spicata L.). Antioxidant
capacities were analyzed using conventional solvents and deep eutectic solvents (DES) by
optimizing the UAE method. Analysis was performed using CUPRAC, total antioxidant
capacity (TAC), DPPH, ABTS, total phenolic content (TPC) and total flavonoid content (TFC)
methods. Experimental designs were performed using the Box-Behnken model and analysis
results were supported by ANOVA analyses and 3D surface graphic interpretations. Higher
results were obtained with ethanol in antioxidant capacity analysis results. In the CUPRAC
method, 5.275 mmol TR/g were obtained with DES and 6.084 mmol TR/g with ethanol. When
other analysis results were examined, the results of the analyses performed with DES were
higher. For ABTS, the analysis result with DES was found as 0.280 mmol TR/g, and the
analysis result with ethanol was found as 0.225 mmol TR/g. In DPPH analysis, the results were
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calculated as 0.302 mmol TR/g for DES and 0.167 mmol TR/g for ethanol. The results obtained
in TPC analysis were found as 10.062 mmol gallic acid/g-dry sample for DES and 0.731026861
mmol gallic acid/g-dry sample for ethanol. Finally, in the TFC analysis results, the analysis
result of the extraction with DES was found to be 0.412 mmol quercetin/g-dry sample and the
analysis result of the extraction with ethanol was found to be 0.348 mmol quercetin/g-dry
sample. When the results are examined, ABTS, DPPH, TPC and TFC analysis results were
found to be higher in the UAE process performed using DES. When all the findings were
evaluated, it was revealed that DES, which is an environmentally friendly, low-cost and non-
volatile green solvent, is suitable for use as an alternative to traditional solvents and gives better

results.
July 2025, 85. pages.

Keywords: Zahter (Thymbra spicata L.), Antioxidant, Deep Eutectic Solvent (DES) and
Ultrasonically Assisted Extraction (UAE)
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1. GIRIS

Son donemde insanlarin ¢evreye ¢ok zarar vermelerinden dolay1 doga dostu alternatif
¢Oziicli arayisina baglanmistir. Bu doga dostu ¢oziiciiler “Yesil Coziiciiler’ olarak bilinmektedir.
Yesil ¢oziiciileri onemli kilan 6zellikleri geri doniistiiriilebilir olmasi, maliyetinin diisiik olmasi,
toksik olmamasi ve ugucu olmayan ¢oziicii olmalaridir. Yesil ¢oziiciilerin dayandigi 12 temel
ilke vardir. Bunlar; atik 6nleme, gilivenlik, tehlike 6nleme, yenilenebilir hammadde, katalizor
kullanimu, tiirevlerin azaltilmasi, atom ekonomisi, giivenli ¢oziicli kullanimi, enerji verimliligi,

bozunma tasarimi, ger¢ek zamanli kontrol ve minimum kaza olasihigidir. (Kutlu ve dig., 2021)

Yesil ¢oziiciiler; stiperkritik akiskanlar, biyolojik kokenli ¢oziiciiler, modern ¢oziiciiler
ve ¢ok bilesenli ¢oziiciiler olmak tizere dort ana gruba ayrilir. Stiperkritik akiskanlar; maddeye
kritik sicakligin ve kritik basincin uygulandigi bir haldir. Bu akiskanlar ekstraksiyonun organik
coziiclilere gore daha hizli olmasimi saglar. (Colak ve Tiilek, 2003) Siiperkritik akiskanlar
icerisinde bulunan su, kullanim1 yaygin olan bir ¢oziiclidiir. Bu durumun nedeni, s6z konusu
maddenin saflastirilmasinin kolay olmasi, geri doniisiim imkani sunmasi, toksik olmamasi ve
yanicilik 6zelligi tasimamasidir. Ancak buna ragmen, birgok gaz ve polimer katt madde i¢in
zayif bir ¢oziicli olarak gorev yapabilir. (Kutlu ve dig., 2021) Biyo bazli ¢oziiciiler biyokiitle
kaynaklarindan yeniden iiretilen ¢oziiciiler anlamina gelmektedir. Bu ¢oziiciiler geleneksel
¢oziiciilere gore ¢evreye daha az zarar verir ve azaltilmis toksisiteye sahiptir. (Usman ve dig.,
2023)

Modern ¢oziiciiler igerisine giren derin 6tektik ¢oziiciiler (DES), son zamanlarda ortaya
¢ikan hidrojen bagi donérleri (HBD) ve hidrojen bagi alicilarindan (HBA) olugsmaktadir. Derin
otektik c¢oziiciileri onemli kilan olumlu 6zellikleri; ihmal edilebilir buhar basinci, diisiik
toksisite, yenilenebilir malzemelerden olusmasi ve biyouyumluluk seklinde siralayabiliriz. Bu
ozellikleri sebebiyle dogal {iriin deneylerinde ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak umut vadeden aday
olarak goriiliiyor. Birgok derin 6tektik ¢oziiciiniin yapisinda diisiik maliyeti, diisiik toksisitesi
ve biyouyumlulugu sayesinde hidrojen bagi alicis1 olarak kolin kloriir kullanilmaktadir. (Ozturk
ve dig., 2018) Dogal Derin Otektik Coziiciiler (NADES), kendini olusturan bilesenlerden daha
diisiik bir erime noktasina sahip ¢oziiciilerdir. (Rashid ve dig., 2022) DES'ler ucuz, toksik

olmayan, tamamen biyolojik olarak parcalanabilir ve biyouyumlu malzemelerden iiretilebilir.



Dahasi, hazirlanmalari ¢ok basittir ve tek bir adimda homojen sivilar elde etmek icin sadece
1sitma ve mekanik karistirma gerektirir. DES'ler, baslangi¢c malzemelerinden ¢ok daha diisiik
erime noktalarina sahip aminler, amidler, alkoller veya karboksilik asitler gibi hidrojen bagi
donorleri (HBD'ler) igeren kat1 halojentiir tuzlarinin (6rnegin kolin kloriir) 6tektik karigimlaridir.

(Xia ve dig., 2015)

Tiirkiye’de Thymbra cinsi kekik bitkisi iki tiirle temsil edilmekte olup, bu cinsin en
yaygin 6rnegi Dogu Akdeniz lilkelerinde dogal olarak yetisen ve kurutulmus hali genellikle ¢ay
veya baharat olarak degerlendirilen Thymbra spicata L. tiirtidiir. Thymbra cinsinin ticaret igin
onemli ve verimli oldugu bilinmektedir. igerdigi ucucu yaglar nedeniyle zahter ve kekik
tirevleri gida aromasi, likor iiretimi, parfiimeri ve antimikrobiyal etki gibi cesitli alanlarda
kullanilmaktadir. Bununla birlikte antiseptik, tonik, mide yatistiric1 ve idrar sokiicii olarak

kullanilmaktadir. (Baydar ve dig., 2004)

Ultrasonik destekli ekstraksiyonun (UAE) temel prensibinde ultra ses yoluyla
kavitasyon olusturarak kiitle transferini arttirmak bulunmaktadir. Ultrason sivilarda
homojenizasyon emiilsiyon islemlerinde kullanilir, katilarda ise ekstraksiyon i¢in kullanilir.
Ultrasonik destekli ekstraksiyonu gerceklestirmenin iki yontemi bulunmaktadir. Bunlardan biri
ultrasonik banyo digeri ise ultrasonik prob (ug¢) bulunan sistemdir. Ultrasonik banyo farkli
boyutlarda paslanmaz ¢elik tanktan olusur. Ekstraksiyon haricide farkli islemlerde siklikla
kullanilmaktadir. Ultrasonik destekli ekstraksiyon sisteminin problu olaninda ise cam bir beher

ve ultrason dalgasini génderen prob ucu bulunmaktadir. (Hajiyev, 2023)

Bu tez c¢alismasinda, derin oOtektik c¢oziciiler ile zahter bitkisinden elde edilen
ekstraktlarin, UAE yontemi kullanilarak antioksidan bilesenler acisindan degerlendirilmesi
amaclanmistir. Ekstraktlarin toplam antioksidan kapasite (TAC) degerleri analiz edilmistir, bu
analiz icin CUPRAC, ABTS ve DPPH yontemleri kullanilmistir. Ayrica, toplam fenolik ve

flanovoid igerik i¢in analizler gerceklestirilip tiim sonuglar degerlendirilmistir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. YESIL COZUCULER

Son yillarda insanlarin ¢evreye verdigi zararin sonuglari daha net goriinmeye

baslanmistir. Bu sebeple bilim insanlar1 ¢evreye zarar vermeyen alternatif c¢oziiclileri

arastirmaya baglamistir. Doga dostu c¢oziiciilere ‘Yesil Coziiciiler’ adi verilmektedir. Bu

¢oziiclilerin en Onemli 6zelligi toksik olmamasidir. Yesil Coziiciiler, geri doniistiirtilebilir,

maliyeti diisiik, enerji gerektirmeyen ve ucucu olmayan ¢oziiclilerdir. (Saraglar Eker, 2024)

Yesil Teknoloji ise Anastas ve Werner tarafindan yayimnlanan 12 temel ilkeye dayanmaktadir.

(Kutlu ve dig., 2021) (Tablo 2.1)

Tablo 2.1: Yesil teknolojinin dayandigi 12 temel ilke. (Kutlu ve dig., 2021)

Atigin Onlenmesi

Atik iiretimi, {iretim siirecinin basinda planlama yapilarak engellenmelidir.

Giivenli Uretim

Kullanilan yontemler toksik madde olusumuna yol agmayacak sekilde olmalidir.

Riskin Azaltilmasi

Insan sagligina ve ¢evreye zararsiz iiriinlerin tasarimi ve iiretimi saglanmalidir.

Yenilenebilir Kaynaklar

Uretimde tercih edilen hammaddeler dogada yenilenebilir nitelikte olmalidir.

Katalizor Tercihi

Uretimde verimi artirmak ve israfi Onlemek igin uygun katalizérler

kullanilmalidir.

Ara Uriinlerin Azaltilmasi

Gereksiz kimyasal adimlar atik miktarii artiracagindan, bu islemlerden

kag¢inilmalidir.

Atom Verimliligi

Kullanilan her atomun iiriinde yer almasi hedeflenmeli, israf en aza

indirgenmelidir.

Cozicilerin Giivenligi

Reaksiyonlarda kullanilan ¢oziiciiler, miimkiin olan en az miktarda ve en az

zararli olanlardan seg¢ilmelidir.

Enerji Tasarrufu

Uretim siirecleri miimkiin oldugunca oda sicakliginda ve normal basing

kosullarinda yiiriitiilmelidir.

Bozunabilirlik Uriinlerin ¢evrede birikmesini 6nlemek adma, kullanim sonrasi zararsiz
bilesiklere doniisecek bigimde tasarlanmasi gerekir.
Anlik Siireg Izleme Istenmeyen yan iiriinlerin oniine gegebilmek igin reaksiyonlar gercek zamanl

olarak izlenmelidir.

Kaza Riskinin Azaltilmas1

Uretimde kullanilan kimyasal maddeler, tehlike olusturma ihtimali en diisiik

olanlardan se¢ilmelidir.

Dogay1 koruyabilmek adina zararli ¢oziiciilere alternatif olarak yesil ¢oziicli kullanimi1

desteklenmektedir. Sik kullanilan yesil ¢oziiciilerin siniflandirilmasi Sekil 2.1 de gosterilmistir.
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Sekil 2.1: Yesil ¢oziiciilerin siniflandirilmasi. (Kutlu ve dig., 2021)

Stiperkritik akiskanlar; maddeye kritik sicakligin ve kritik basincin uygulandig: bir
haldir. Bu akigkanlar ekstraksiyonun organik ¢oziiclilere gore daha hizli olmasini saglar. (Colak
ve Tilek, 2003) Siiperkritik akigkanlar icerisinde bulunan su, kullanim1 yaygin olan bir
coziiciidiir. Bunun sebebi ise saflastirilmasinin kolay olmasi, geri donistiiriilebilir olmasi,
toksik ve yanici olmamasidir. Ancak bununla beraber bir¢ok gaz ve polimer katilar i¢in zayif
¢oziicii Ozellikte olabilmektedir. (Kutlu ve dig., 2021) Biyo bazli ¢oziiciiler biyokiitle
kaynaklarindan yeniden {retilen ¢oziiciiler anlamina gelmektedir. Bu ¢oziiciiler geleneksel
coziiciilere gore gevreye daha az zarar verir ve azaltilmis toksisiteye sahiptir. (Usman ve dig.,
2023) Iyonik sivilar tamamen iyonlardan meydana gelen bilesiklerdir. Giiniimiizde "iyonik
siv1" terimi, erime noktast 100 °C’nin altinda olan tuzlar i¢in kullanilmaktadir. Bu sivilar,
genellikle bliylik hacimli organik katyonlar ile organik ya da inorganik anyonlarin zayif
elektrostatik etkilesimleriyle bir araya gelmesiyle olusur. Iyonik sivilarmn yapisinda bulunan
organik katyonlar ¢ogunlukla 1-alkil-3-alkilimidazoliyum veya 1-alkilpiridinyum tiirevleridir.
Bu katyonlara eslik eden anyonlar ise hekzaflorofosfat, tetrafloroborat, kloroaliiminat, kloriir
ve bromiir gibi inorganik; ya da bis(triflorometilsiilfonil)imid, asetat ve trifloroasetat gibi
organik yapida olabilir. (Berthod ve dig., 2008). Iyonik sivilar, genis bir kullanim yelpazesine
sahiptir. Bunlar arasinda reaksiyon ortamlarinda ¢6ziicii ve yardimer katalizor olarak kullanima,
batarya ve yakit hiicrelerinde elektrolit gérevi gérmesi, enzim immobilizasyonu icin destek

materyali olarak kullanilmasi, kaydirict ve kalip olusturucu madde islevi gibi 6rnekler



sayilabilir. Bu denli yaygin kullanilmalarinin temel nedeni, kendilerine 6zgli fiziksel

ozellikleridir.

Iyonik ¢éziiciiler, zit yiiklii iyonlar arasinda olusan zayif elektrostatik etkilesimlerle
meydana gelir ve yliksek derecede polar ¢oziiciilerdir. Bu 6zellikleri sayesinde hem organik
hem de inorganik maddelerin biiyiik cogunlugunu ¢ozebilirler. Cogu klasik organik ¢oziiciiyle
karismadiklart i¢in iki fazli ¢oziicii sistemleri olusturabilirler; boylece susuz, polar ¢oziicii
ortamlar1 elde etmek miimkiin olur. Su ile karismayan hidrofobik iyonik sivilar, polar fazda
kullanilabilir ve suya kars1 direnclidir. Diisiik buharlasma egilimleri sayesinde, yiiksek
sicakliklarda kullanildiklarinda gevreye zararl gazlar yaymazlar. Ayrica 300 °C’ye kadar olan
sicakliklarda kimyasal yapilari bozulmadan kalabildikleri i¢in, yliksek sicaklik gerektiren
reaksiyonlar i¢in de uygundurlar. Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca ayristirilabilirler ve
yeniden kullanilabilir olmalar1 onlari siirdiiriilebilir ¢6ziiciiler arasinda 6ne ¢ikarir. (Kolancilar,
2016) Derin Otektik Coziiciiler (DES), son zamanlarda ortaya ¢ikan hidrojen bag1 dondrleri
(HBD) ve hidrojen bagi alicilarindan (HBA) olugsmaktadir. Derin tektik ¢oziiciileri dnemli
kilan olumlu o&zellikleri; ihmal edilebilir buhar basinci, diisiik toksisite, yenilenebilir
malzemelerden olusmasi ve biyouyumluluk seklinde siralayabiliriz. Bu 6zellikleri sebebiyle
dogal {irlin deneylerinde ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak umut vadeden aday olarak goriiliiyor.
Birgok derin 6tektik ¢oziiciiniin yapisinda diisiik maliyeti, diisiik toksisitesi ve biyouyumlulugu
sayesinde hidrojen bag1 alicisi olarak kolin Kloriir ([Ch]Cl) kullanilmaktadir. (Ozturk ve dig.,
2018) Dogal Derin Otektik Coziiciiler (NADES), yapilarinda bulunan bilesenlerin her birinden

daha diisiik erime sicakligina sahip olan ¢6ziicii sistemleridir. (Rashid ve dig., 2022)

2.2. DERIN OTEKTIK COZUCULER

Derin Otektik Coziiciiler (DES), ilk kez 2003 yilinda Abbott ve ekibi tarafindan
tanimlanmis olup, iki ya da {i¢ bilesenin bir araya gelmesiyle olusan ¢oziicli sistemleridir.
DES’lerin bazi avantajlari; diisiik fiyata sahip olmasi, hazirlanisinin kolay olmasi, giiclii
biyouyumluluk ve islem sonrasi saflastirma asamasini gerektirmemesi. Bu 06zelliklerinden
dolay1 geleneksel organik ¢oziiciilerin yani sira bazi iyonik ¢oziiciilerinde (IL) yerini alabilecek
potansiyele sahiptirler. Son yillarda farkli HBA (Hydrogen Bond Acceptor) ve HBD (Hydrogen
Bond Donor) igeren DES’ler elde edilmeye galisilsa da en popiiler olanlart HBA olarak kolin
Kloriir (ChCI) kullanilanlardir. Bu nedenle ChCl ile DES olusturmak i¢in karbonhidratlar,



yenilenebilir polioller, amitler, alkoller, aminler ve karboksilik asitler gibi HBD tiirleri
kullanilmistir. (Wang ve dig., 2019)
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Sekil 2.2: Derin otektik ¢oziicii faz diyagrami. (Erden, 2024)

DES'ler ucuz, toksik olmayan, tamamen biyolojik olarak parcalanabilir ve biyouyumlu
malzemelerden Tiretilebilir. Dahasi, hazirlanmalar1 ¢ok basittir ve tek bir adimda homojen
stvilar elde etmek i¢in sadece i1sitma ve mekanik karistirma gerektirir. DES'ler, baslangig
malzemelerinden ¢ok daha diisiik erime noktalarina sahip aminler, amidler, alkoller veya
karboksilik asitler gibi hidrojen bagi donérleri (HBD'ler) igeren kati halojeniir tuzlarinin

(6rnegin kolin kloriir) 6tektik karisimlaridir. (Xia ve dig., 2015)

Kolin kloriir bazli DES’ler ekstraksiyon i¢in 6nemli ¢6ziiciilerdir. Ciinkii bu ¢oziiciiler
hedef bilesiklerle giiclii hidrojen bagi olustururlar. Hidrojen baglari, ekstraksiyon verimini
artirarak ve elde edilen ekstraktlar1 stabilize ederek hedef molekiillerin bozunmasini dnler.
Kolin tiirevleri, betain, organik asitler, amino asitler veya sekerler gibi canli hiicre
metabolitlerinden tiiretilen bilesenler igeren DES'lere dogal derin 6tektik ¢oziiciiler (NADES)
adi verilir. NADES'lerin faydali 06zellikleri (6rnegin dayaniklilik, biyolojik olarak
parcalanabilirlik, diisiik toksisite profili ve yiliksek ¢oziiniirlilk) dogal kaynaklarin

cikarilmasinda yesil ¢oziiciiler olarak potansiyellerini gostermektedir. (Alam ve dig., 2021)

Viskozite, DES'lerin uygulanmasmin Oniindeki en biiyiik engeldir. Seker bazli
DES'lerin viskozitesi, polihidrik alkoller tarafindan viskozitesinden daha biiyiiktiir. U¢ hedef

aktif bilesigin polaritesi zayif oldugundan, polihidrik alkoller ve seker tarafindan olusturulan



DES'lerle bunlarin ekstraksiyon verimleri, organik asit bazli olanlardan daha yiiksektir. (Cui ve

dig., 2015)

Seker bazli DES’ler; alkol, amid, karboksilik asit bazli olanlar ile karsilastirildiginda
genellikle yliksek viskoziteye sahiptir, bu sebeple ekstraksiyonu gii¢lestireceginden nadiren bu

amagcla kullanilirlar.

DES’lerin polarite 6zelligi ise ekstraksiyon verimini etkileyen bir parametredir. Clinkii
polarite DES’lerin hedef ¢oziinenleri ¢ozme kapasitesiyle alakalidir. Bu sayede polarite
¢Oziinenin DES’deki ¢oziintlirliigilinii arttirabilir ve ¢oziinenlerin DES fazina ekstraksiyonunu
kolaylastirir. Orta seviyede bir polarite 6zelligi olan DES, zayif ve orta polariteli flavonoidleri

¢O6zmek i¢in idealdir.

DES’lerin polarite, viskozite, pH ve c¢ozlinirlik kapasitesi gibi fiziko-kimyasal
ozellikleri bitki i¢eriginde bulunan flavonoidlerin ¢ikarilmasinda 6nemli rol oynamaktadir. (Xu
ve dig., 2019) Fenolik bilesikler, aromatik halkalara bagli hidroksil gruplarindan olusan bir grup
biyoaktif bilesiktir. Bu bilesikler, bir ya da birden fazla hidroksil grubu igeren iki fenolik
halkanin, li¢ karbon atomu igeren bir zincir araciligiyla birbirine baglanmasiyla olusur. Yapisal
ozellikleri ve oksidasyon yeteneklerine gore flavanonlar, flavanoller, flavonoller, izoflavonlar
ve antosiyaninler gibi gesitli alt siniflarda yer alabilirler. Fenolik asitler ve flavonoidler en
yaygin fenolik bilesiklerdir. Ayni1 zamanda dogal kaynaklarda tiim fenolik bilesiklerin %60’ 1n1
olustururlar. (Alam ve dig., 2021) Flavonoidler fenol hidroksil gruplarinin varligi nedeniyle
zay1f asidite 6zelligi gosterir ve alkali ¢oziiclide ¢6ziinmesi daha kolaydir. Bu sebeple asit bazl
DES’lerin ekstraksiyon performanst amin bazli DES’lere oranla daha disiiktir. (Xu ve dig.,
2019) Flavonoidler, aromatikler, saponinler ve kalkonlar, dogal bitkilerden kolin kloriir bazli
DES'ler kullanilarak basariyla ayrilir ve ekstrakte edilir ve bu yontemin geleneksel

yontemlerden daha etkili oldugu kanitlanmigtir. (Xia ve dig., 2015)
DES’lerin farkli hazirlanma sekilleri mevcuttur:

-Homojen bir s1v1 olusturana kadar HBA ve HBD’ nin sulu ¢6zeltilerinin uygun oranda

1sitilarak karistirilmast.

-Belirli oranda HBA ve HBD’ nin karistirilmasi olusturulan sulu ¢6zeltinin dondurarak

kurutma (liyofilizasyon) islemiyle viskoz, renksiz bir siv1 olusturulmasi.



-HBA ve HBD’nin beraber dgiitiilerek homojen renksiz bir siv1 elde edilmesi. (Erden,
2024)

DES’ler gruplara ayrilirken HBA ve HBD’nin tiirleri baz alinmistir. Bu sekilde bes
kategoriye ayrilmistir: (Erden, 2024) (Gitti 2019)

-Tip 1: Kuarterner amonyum tuzu (HBA) + metal kloriir (HBD)

-Tip 2: Kuarterner amonyum tuzu (HBA) + metal kloriir hidrat (HBD)
-Tip 3: Kuarterner amonyum tuzu (HBA) + HBD

-Tip 4: Metal klortir hidrat (HBA) + HBD

-Tip 5: Noniyonik HBA + non iyonik HBD

Bes tipe ayrilmis DES’lere ait 6rnekler Tablo 2.2’°de sunulmustur.

Tablo 2.2: Derin 6tektik ¢oziicii tiirleri ve 6rnekleri.

HBA HBD
Tip 1 Kolin Kloriir (ChCI) Kadmiyum Kloriir (CdClz), Demir Kloriir (FeCly)
Tip 2 Kolin Kloriir (ChCI) Krom Kloriir (CrCls.6H20)
Tip 3 Kolin Kloriir (ChCl) Etilen Glikol ((CH20H),), Ure (CHaN-0)
Tip4 Cinko Kloriir (ZnCly) Ure (CHaN:0), Asetamid (CH3CONHy)
Tip 5 Mentol (C1oH200) Timol (C10H140)

2.3. ZAHTER

2.3.1. Zahter Hakkinda Genel Bilgiler

Tiim canlilar dogada bir denge icinde yasamaktadirlar. Gegmiste insanlar dogadaki
bitkileri degerlendirerek hastaliklarin tedavisinde kullanimini deneme-yanilma yoluyla
arastirmislardir. Gliniimiizde insanlar dogal kaynaklara ¢ok daha fazla deger verdiginden otiirti,
gelismis teknoloji ile bitkileri daha da arastirarak hastaliklarin tedavisinde kullanmaktadirlar.
Insanlar bu arastirmalar1 gerceklestirirken her bitkinin kok, govde, sap ve ¢igcek kisimlarmi ayri
ayr inceleyerek degerlendirme yapmaktadirlar. Bu sayede kullanilan bitkinin 6zellikle hangi

kisminin insan sagligina faydasi oldugunu tespit etmektedirler. (Eroglu, 2022)



Bitkilerin hastaliklarin tedavisinde kullanimini inceleyen bilim dalina fitoterapi
denmektedir. Bu sozcilk Yunanca kokenli olup phyton=bitki ve therapeia=tedavi etmek

kelimelerinden meydana gelmistir. (Tekin ve dig., 2022)

Lamiaceae (ballibabagiller) familyasina ait, Tiirkiye’de yaygin olarak "kekik" adiyla
bilinen birgok aromatik bitki tiirii mevcuttur. Bu bitkilere, bilesimlerinde timol ve karvakrol
gibi ucucu yag bilesenlerini barindirmalar1 nedeniyle "kekik" denilmektedir. Bu grup icerisinde
one ¢ikan baslica cinsler arasinda Thymus, Origanum, Satureja, Thymbra ve Coridothymus yer
almaktadir. (Baser ve dig., 1994)

Timol ve karvakrol gibi ugucu yag oranlarinin farkli olmasi sebebiyle bitki tiirleri farkli
adlandiriimaktadir. (Ozgiiven ve Tansi, 1998)

Zahter bitkisinin toprak iistii kisimlar1 bir¢ok hastalikta kullanilmaktadir. Baslica
hastaliklar olarak bagirsak rahatsizliklari, astim, soguk alginligi, romatizmal ve koroner
hastaliklarini siralayabiliriz. Bununla beraber farkli cinslerinden olan Origanum, Satureja,
Thymbra, Thymus ve Corydothymus’dan elde edilen ugucu yagin ana bileseni olan
‘karvakrol’un antifungal, antihelmintik, insektisidal, analjezik, antibakteriyel ve antioksidan

ozelliklerine sahip oldugu bilinmektedir. (Eroglu, 2022)

Tiirkiye’de Thymbra cinsi kekik, iki farkli tiir ile temsil edilmektedir. Bu tiirlerden en
yaygin olani, Dogu Akdeniz bolgesinde dogal olarak yetisen ve kurutulmus hali hem baharat
hem de bitki ¢ay1 olarak degerlendirilen Thymbra spicata L. tiiriidiir. Thymbra cinsi, ticari
acidan degerli ve yiiksek verimli bir bitki grubu olarak kabul edilmektedir. Ugucu yag igerigi
sayesinde zahter ve kekik tiirleri; gida aromalandirmasi, likor iiretimi, parfiimeri ve
antimikrobiyal uygulamalar gibi ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir. Ayrica geleneksel
kullanimlarda antiseptik, tonik etkili, sindirim sistemi rahatlaticti ve idrar soktiiriicii

ozellikleriyle de bilinmektedir. (Baydar ve dig., 2004)

Zahter, Akdeniz bolgesinde geleneksel tipta agiz yaralari, mide rahatsizliklar1 ve bas

agrilarinin tedavisinde kullanilmaktadir. (Joma, 2018)

Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nde “Zahter” ve “Karabas kekik™ olarak bilinen bitki,
Tiirkiye’de Trakya, Ege ve Akdeniz kiy1 bolgelerinde yetistirilmektedir. (Askun ve dig., 2009)

Bitki ile ilgili genel bilgiler asagidaki tabloda verilmistir.
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Tablo 2.3: Bitkinin genel 6zellikleri.

Bitki Thymbra spicata L.

Familyas1 Lamiaceae (Labiatae)

Ingilizce Ad1 Zaatar

Tiirkge Adi Karabas kekik, Kara kekik, Sater, Zater, Zahter
Kullanilan Kisimlari Toprak iisti kismi

2.3.2. Bitkinin Botanik Ozellikleri

Yaz aylarinda agan kirmizi renkli ¢iceklere sahip, kekik goriiniisiinde odunsu bir
bitkidir. Govdesi dik, dort koseli ve iki ylizii tiiylii yapidadir. Yapraklar: ortalama 10-15 mm
uzunlugunda ve 2,3 mm enine sahiptir. Bununla beraber yapraklari dar uzun, sert ve lizerinde
noktalara sahip tiiysiiz yapidadir. Cigekleri sik ve silindir seklindedir. Meyveleri ise oval ve

tizeri purtiiksiizdiir. (Joma, 2018)

Lamiaceae familyas: diger adiyla Ballibabagiller olarak gegmektedir. Bu familyaya ait
yaklagik 3200 tiir ve 200 cins oldugu bilinmektedir. Tiirkiye’de Lamiaceae familyasina mensup
yaklasik 400 tiir ve 38 cins dogal olarak yetismektedir. Bu bitkiler, cesitli ¢cevre kosullarina
uyum saglama yetenegiyle dikkat ¢ekmektedir. Ozellikle tropikal bolgelerde ve 1liman
alanlarda daha iyi verim verip, gelisme gosterirler. Ulkemizde en ¢ok Akdeniz ve Ege

bolgesinde bu familyaya ait endemik tiirler bulunmaktadir. (Joma, 2018)

Tablo 2.4: Lamiacea familyasinin siniflandirilmasi. (Joma, 2018)

Boliim Plantae
Alt bolim Trachebionta
Ust boliim Spermatophyta

Bo6lim Magnoliophyta

Sinif Magnoliopsida
Alt simif Asteridae

Sira Lamiales

Aile Lamiaceae
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Sekil 2.3: Lamiaceae familyasinin diinyadaki yayilis haritasi. (Joma, 2018)

2.3.3. Bitkinin Biyoaktif Bilesenleri

T. spicata L. bitkisi, karvakrolun yan1 sira y-terpinen ve p-simen gibi ugucu bilesenler
icermektedir. Ayrica, az miktarda mirsen, a-terpinen, bornilasetat, borneol ve timol bilesikleri
de yapisinda bulunmaktadir. Bu aromatik bitkiden elde edilen ugucu yag miktari, iiretim
yontemlerine ve ekim yapilan bdlgenin cografi konumuna bagli olarak degisiklik
gostermektedir. Ayrica, hasat zamani ile isleme sirasinda kullanilan ekipmanlarin da ugucu yag

verimini etkileyen 6nemli unsurlar oldugu belirtilmistir.

Sekil 2.4: Thymbra spicata L. bitkisi.
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Tablo 2.5: Tiirkiye’de yetisen Thymbra L. tiirlerinin listesi.

1) Thymbra capitata

2) Thymbra sintenisii
i.T. Sintenisii sunsp. isaurica
ii.T. Sintenisii subsp. sistenisii

3) Thymbra spicata
i.T. Spicata subsp. intricata
ii.T. Spicata subsp. spicata

© Thymbra spicata varyete spicata
® Thymbra spicata varyete intricata
O Thymbra sintenisii alttiir sintenisii
@ Thvmbra sintenisii alttiir isaurica

Sekil 2.5: Tiirkiye’de yetisen Thymbra L. tiirlerinin yayilis alam1 (TUBIVES).

il

jased on Vilayets:

ADANA, GAZIANTEP, ISTANBUL, MARDIN, BATMAN, KARABUK, AMASYA, ANTALYA, AYDIN, BURSA,
CANAKKALF, ICEL, IZMIR, SAKARYA, TEKIRDAG, TOKAT

Sekil 2.6: Thymbra spicata L. tiiriiniin Tiirkiye dagilimi1 (TUBIVES).
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2.3.4. Giiniimiizde Kekik
Bakanliklarin yayimlamis oldugu “Thymbra spicata L.’nin Toprak Ustii Kismmin
Gidalarda Kullaniminin Giivenilirliginin Degerlendirilmesi Hakkinda Bilimsel Goriis™ baslikl

bilimsel goriis raporu incelediginde asagidaki bilgiler elde edilmistir
-Hem gida hem de halk ilac1 olarak kullanilmaktadir.

- Gida olarak kullanilan kismi ilkbahar doneminde toplanan kurutulmus yapraklar1 ve

cigekleridir.

-Kurutulmus kisimlarindan su buhari distilasyonu yontemiyle ugucu yag elde edilir buna

‘kekik yag1’ denir, kalan kismi ise ‘kekik suyu’ olarak tiiketilmektedir.

-Ge¢ hasatlardan kurutulmus toprak istii kisminda renkli ¢icekler ve biraz tohum

bulunabilmektedir.
- Kekigin toprak iistii boliimii, karakteristik keskin kokuya sahip ugucu yaglar barindirir.

-Ugucu yagin yapisinda en ¢ok karvakrol, y-terpinen ve p-simen bulundugu, bunlarin
yaninda diisiik oranda mirsen, a-terpinen, B-karyofillen, a-pinen, timol gibi bazi bilesikler

bulunmaktadir.

-Kekige yapilan gesitli HPLC analizleri sonucunda gesitli flavonoidler (rutin, mirsetin,

morin, kamferol, katesin, resveratrol) bulundurdugu ortaya ¢ikmustir.
-Ulkemizin dzellikle Kilis, Hatay ve Gaziantep yoresinde kekik yetistirilmektedir.
-Kekik bitkisi baharat, bitkisel ¢ay ve salata malzemesi olarak kullanilmaktadir.

- Limon suyu ile hazirlanan salamura i¢inde ve zeytinyagma batirilarak saklanir,

boylece kis aylarinda da tiiketilebilir.

- Leblebi, menengic, bugday, karpuz ve kavun ¢ekirdegi, yerfistigi gibi kuruyemisler ile
kimyon, kisnis, rezene, anason, susam, sumak ve koruk kurusu gibi baharatlarin karigimindan

olusan {irlin, ‘kahvaltilik zahter’ adiyla bilinir.

- Zahter, et tiriinleri, alkollii icecekler, konserve, salga, soslar ve sucuk gibi bir¢ok gida

uretiminde de tercih edilmektedir.
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-Giinlimiizdeki soguk alginligi, astim, bronsit, oksiiriik, kolik ve ishal hastaliklarinda

tedavi amacl bitki ¢ay1 olarak kullanilmaktadir.

-Zahter bitki cay1 Kilis ve Gaziantep yoOresinden yasayanlar tarafindan kolesterol

diisiiriicti ve hazmi kolaylastirici olarak kullanilmaktadir.

-Bitkinin, Kahramanmarag ve Andirin civarinda mide agrilarinda tedavi amagcli; Afyon
ve Suhut civarinda ise agiz Herpes enfeksiyonlarinda gargara seklinde kullanildig:

belirtilmektedir.

-Zahter bitkisinin toprak tstii kismu ile ilgili bir¢ok bilimsel ¢alisma yapismistir. Bu
calismalarin ortak sonucu bitki ugucu yagmin ve farkli ekstrelerinin antioksidan, kolesterol

disiirticti, antimikrobiyal ve karaciger koruyucu gibi etkileri olduguna ulasilmasidir.

2.3.5. Antioksidan Etki

Antioksidanlar, az miktarda bulunmalarina ragmen, kolayca okside olabilen maddelerin
oksidasyon siirecini bityiik 6l¢iide yavaslatan veya engelleyen bilesiklerdir. Toplam antioksidan
kapasitesinin belirlenmesinde kullanilan yontemleri, hidrojen atomu transfer reaksiyonlarini
temel alan yontemler ve elektron transferini temel alan yontemler olmak {izere iki gruba
ayrilabilir. Hidrojen atomu transfer reaksiyon yoOntemlerinin birgogu azo- bilesiklerin
bozulmasi ile olusan peroksil radikallari i¢in antioksidan ve substratin rekabetine dayanan
yarigmaci reaksiyonlari kullanir. Elektron transferine dayanan yontemde ise antioksidanin
oksidani indirgeme yetenegini renk degisimi ile belirlemektedir. Bitki ekstresinin antioksidan
etkisinin incelendigi ¢alismada, ekstrenin lipidlerin oksidasyonunu azalttig1 ve doymamis yag
asitlerini radikal kaynakli oksidasyondan korudugu belirlenmistir. Cogunlukla bitki
ekstraktlarinin cok kompleks kimyasal yapiya sahip olmalarindan 6tiirti antioksidan aktiviteleri
belirlenirken tek bir metot kullanilmamasi tavsiye edilmektedir. (Giil, 2023) (Yilmaz ve
Akkaya, 2012)

2.3.6. Kolesterol Diisiiriicii ve Karaciger Koruyucu Etki

Cesitli kekik tiirleri iizerinde yapilan bir arastirmada, bitkiden elde edilen cayin,
sicanlara 80 mg/kg ve 160 mg/kg dozlarinda uygulanmasiyla hiperkolesterole karst potansiyel
faydalar sagladig1 ifade edilmistir. Ayrica, bitkinin toprak iistii kismindan dietil eter ve etil
asetat kullanilarak hazirlanan ekstraktlar ile geriye kalan su bazli ekstre, yiliksek yagl beslenme

uygulanan farelerde test edilmis ve bu ekstraktlarin farkli derecelerde anti-hiperkolesterolemik,
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antioksidan ve karaciger koruyucu 6zellikler gosterdigi saptanmistir. (Akdogan ve dig., 2014)
(Akkol ve dig., 2009)

2.3.7. Antimikrobiyal Etki

Etken maddesinin 6zelligine bagli olarak degisen etki derecesine sahip ugucu yaglarin
farkli antimikrobiyal etkileri vardir. Kekik ugucu yaginin yapisinda timol ve karvakrolun
antimikrobiyal etkilerinin oldugu bilinmektedir. Bununla beraber kekik yagmin yapisinda
bulunan fenolikler mikroorganizmalarin hiicre zarinda bulunan fosfolipit tabakasini uyararak,
hiicre i¢i yasamsak yapilarin gecirgenligini arttirir ya da mikroorganizmalarin enzim

sistemlerini bozarlar. (Ertiirk ve dig., 2010)

2.3.8. Kekigin Toprak Ustii Kisminin Yan Etkileri ile ilgili Bilgiler
Kekigin kurutulmus yapraklarini kullanarak hazirlanan bitki ¢ay1 siganlara 80 mg/kg ve
160 mg/kg dozlarinda verildiginde, yiiksek doz verildiginde aneminin yan1 sira hepatositlerde

graniiler bozulmaya sebep oldugu belirlenmistir. (Akdogan ve dig., 2014)

2.3.9. Bitkisel Materyalden Ucucu Yag Elde Edilmesinde Kullanilan Yontemler
Ugucu yagi miktari, tiirii ve bitkinin hangi kismindan elde edildigine bagli olarak dort

farkli yontem uygulanmaktadir.
a) Distilasyon Yo6ntemi,
b) Mekanik Yontem (Presleme),
c) Ekstraksiyon,
d) Tiketme Yontemi.

Yukaridaki yontemler presleme disinda kullanilan biitiin  yontemlerde 1s1

uygulanmaktadir. (Onel, 2015)

2.3.9.1. Distilasyon Yontemi
Distilasyon islemi su distilasyonu, buhar distilasyonu ve vakum distilasyonu olarak {ige

ayrilmaktadir.

Su distilasyonu yontemi geleneksel bir yontem olarak yaygin olarak kullanilmaktadir.
Kiiclik miktarda gergeklesen iiretimlerde bir aparatla distilasyon islemi gergeklestirilirken,

biiylik 6lcekli iiretimlerde imbik olarak adlandirilan kazanlar kullanilir. Yoéntemin temel
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prensibi; sogutucuya bagl bir cam balon iginde, su ve bitki materyali 2 ila 8 saat arasinda
kaynatilir. Bu siirecte, su buhar ile birlikte hareket eden ugucu yag molekiilleri sogutucuda
yogunlastirilir ve sudan ayrilir. Elde edilen ucucu yag miktar1 genellikle hacimsel olarak
belirtilir. Su distilasyonu yontemi, en yiiksek verimi toz haline getirilmis bitkilerden saglar.
Ugucu yaglarin igerigi pH degerine bagl olarak degisiklik gdsterebilse de, bu yontemde pH
genellikle kontrol edilmemektedir.Buhar distilasyonu yonteminde basing yardimiyla taze
bitkiye buhar uygulanir, basingli buhar yag damlaciklarini da siirtikleyerek toplama kabina girer

ve yag burada yogunlastirilarak sudan ayristirilmaktadir.

Vakum distilasyonu sirasinda, sicaklik artirmak yerine ortam basinci azaltilir. Basing,
bilesigin buhar basincinin altina diistiiglinde, kaynama ve distilasyon siireci baglar. (Kilig,

2008)

2.3.9.2. Mekanik Yontem (Presleme)
Mekanik yontemler ekonomik, basit, hizli ve ¢evreye zarar vermeyen yontemlerdir. Bu

yontemde sogutma sistemiyle birlestirilmis vidali ya da hidrofolik pres kullanilir. Ugucu yag
elde edilecek bitki yabanci maddelerden arindirildiktan sonra en fazla 40°C sicaklikta preslenir.

Sonrasinda filtrasyon, sedimantasyon veya santrifiijleme islemiyle saflagtirilir.

Sekil 2.7: Soguk pres makinasi. (Uslu, 2023)

Ucucu yag kalitesini etkileyen faktorler arasinda presin doniis hizi, tiird, tirliniin ¢ikis
sekli ve sicakligi yer almaktadir. Verimi artirmak amaciyla mikrodalga uygulamasi, 6n
kavurma veya enzim ekleme gibi ilave islemler de kullanilabilmektedir. Bu teknikle elde edilen
yaglar, esansiyel yag asitleri, fenolik bilesikler, flavonoidler, fitosteroller, karotenoidler ve
tokoferoller gibi zengin biyoaktif iceriklere sahiptir. Yiiksek oranda lipofilik fitokimyasal

(6rnegin antioksidanlar) bulundurmalari nedeniyle, bu yaglarin hastaliklar1 6énleme ve genel
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saglik iizerinde olumlu etkileri oldugu diisiiniilmekte ve tiiketiciler tarafindan ilgi gérmektedir.
Besin degerinin yiiksek olmasi sebebiyle soguk sikim yaglara yonelik talep giderek artmaktadir.
Bunun yani sira yiiksek miktarda tekli ve ¢oklu doymamis yag asidine sahip olduklarindan
oksidasyona kars1 duyarliliklar1 artmaktadir. Bu nedenle soguk presle iiretilen yaglarin rafine
yaglara oranla raf Omiirleri daha kisa olabilmektedir. Bu yontemle pres yagi ile beraber
biyoaktif bilesenlerce zengin bir yan iiriin olan ‘pres keki’nin iiretimi de gerceklesmektedir.

Pres kekinin igeriginde yiliksek oranda karbonhidrat, lif ve protein gibi temel besin 6geleri

bulunmaktadir. (Uslu, 2023)
Soguk pres yag ]
ekstraksiyonu |
: -

Soguk pres haghas
tohumu yag:

haghas tohumu

Ogutiilmemis hashas
pres keki Kismen yagi alinmig
ogutilmis hashas pres keki

Sekil 2.8: Soguk pres teknolojisi ile yag ve pres keki eldesi (Uslu, 2023).

2.4. EKSTRAKSIYON

Ekstraksiyon yontemleri klasik (geleneksel) ve geligsmis ekstraksiyon yontemleri olarak
ikiye ayrilmaktadir. Geleneksel ekstraksiyon yontemleri maserasyon, infiizyon, perkolasyon,

anfloraj ve dekoksiyon seklinde siralanabilir. (Yaman ve Kuleasan, 2016)

2.4.1. Geleneksel Yontemler

Maserasyon islemi, bir bitkinin secilmis kisimlarinin ya da 6ziitlerinin belirli bir siire
boyunca, birkag¢ saatten birkag giin oda sicaklifinda veya daha yiiksek sicakliklarda, belirli bir

¢oziicliyle temas halinde tutularak ekstraksiyon isleminin gergeklestirilmesidir.
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Perkolasyon isleminde perkolatér olarak adlandirilan bir materyal kullanilir. Bu
materyalin yapisi konik ya da silindirik sekildedir ve her iki ucunda da acilir kapanir bir kapak
bulunur. Bu yontem oldukg¢a pahali ve degerli iiriin veren bir sisteme sahiptir. Perkolasyon

islemine zeytinden zeytinyagi eldesini ornek olarak verilebilir.

Sekil 2.9: Perkolasyon cihazi.

Anfloraj yonteminde bitkinin ¢i¢ek kisimlari yag tizerinde bekletilerek, yagda ¢6ziinen
bilesenlerinin bekletildigi yaga ge¢gme esasina dayanir. Cigek parcaciklarinin yag sabit bir

doygunluga ulasana kadar 24 saatte bir degistirilmesi gerekmektedir.

Sekil 2.10: Anfloraj yontemine 6rnek.
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Dekoksiyon islemi en cok bitkisel tipta kullanilmaktadir. Bitkilerin sert yapili
kisimlarin1  (6rnegin kokleri, kabuklari, tohumlar1t ve odunsu saplar1) kullanarak etken
maddeleri suya gegirmeye dayanan bir sistemdir. Etken maddelerin suya gegmesi i¢in kaynatma
islemi gercgeklestirilir. Demleme isleminden farki ise daha ¢ok kaynama gerektirmesidir. Bu

islemde sirasiyla asagidaki adimlar takip edilir:
- Kullanilacak bitki kiigiik parcalara ayrilir
-Uzerine soguk su eklenir
-Bitki materyali tencereye koyulup tizerine soguk suyu eklenir
-Karigim ocaga alinir ve kapagi kapatilarak orta ateste kaynamaya birakilir

-Kaynadiktan sonra kisik ateste 15-30 dakika kaynatmaya devam edilir (Cok sert
bitkilerde siirede degisiklik olabilir)

-Islem bittikten sonra karisim siiziiliir ve sogumaya birakalir.

Bu sekilde elde edilen s1vi ayni giin iginde tiiketilmelidir, tad1 ac1 olabilir. Baz1 bitkiler

1stya duyarli olabileceginden bu yontem her bitki i¢in uygun olmayabilir.

»
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Sekil 2.11: Yiiksek kapasiteli dekoksiyon tank.

2.4.2. Gelismis Ekstraksiyon Yontemleri
Gelismis ekstraksiyon yontemleri sayesinde daha az zaman harcayarak ekstraksiyon
islemi gerceklestirilebilmektedir. Ayn1 zamanda bu yontem sayesinde daha az ¢6ziicii kullanilir

ve g¢evre kirliligi onlenmektedir. Geligsmis yontemlerden sik kullanilanlart basingli solvent
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ekstraksiyonu (BSE), mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE), siiperkritik akiskan
ekstraksiyonu (SFE) ve ultrason destekli ekstraksiyondur (UAE).

2.4.2.1. Basin¢ch Solvent Ekstraksiyonu (BSE)
Basingli solvent ekstraksiyonunun heniiz endiistriyel uygulamasi bulunmamaktadir. Bu

yontem yliksek sicaklik ve basing altinda gergeklestirilir. Sicaklik degeri genellikle 50-200 °C
arasinda, basing ise 10 20 MPa araligindadir. Bu kosullar saglandiginda ¢oziiciiniin difiizyon
hiz1 ve ¢6ziiniirliik kapasitesi yiikseltilerek ekstraksiyon siiresi azalir ve daha az ¢6ziicii ile daha
¢ok verim elde edilir. (Richter ve dig., 1996) Coziicii olarak genellikle metanol, etanol, su ve
hekzan kullanilir. Basingli solvent ekstraksiyonunun avantajlarmi ve dezavantajlarini

siralayacak olursak asagidaki tabloyu elde ederiz.

Tablo 2.6: Basingl1 solvent ekstraksiyonun avantajlar1 ve dezavantajlari.

AVANTAJLARI DEZAVANTAJLARI
Dabha kisa siirede ekstraksiyon islemi Cihaz maliyeti yiiksek
gerceklestirilmesi
Daha az ¢oziicii kullanilmasi Yiiksek sicaklik hassas bilesiklere zarar verebilir
Cevre dostu Her sistem i¢in uygun ¢dziicii ve kosullarin optimize

edilmesi gerekir

Yiiksek verim ve tekrarlanabilirlik

Otomatik cihazlarla uygulanabilir

Uygulama alanlar1 ise asagidaki gibidir. (Carabias-Martinez ve dig., 2005)

Cevre Analizleri: Toprak, su ve hava orneklerinden pestisitler, polisiklik aromatik

hidrokarbonlar ve klorlu hidrokarbonlar gibi kirleticilerin ekstraksiyonu.

Gida: Gida orneklerinden pestisit kalintilari, toksinler ve diger kirleticilerin analizi.

Polifenol, flavonoid, aroma bilesenlerinin ekstraksiyonu.

Farmasétik ve Kozmetik Uriinler: Bitkisel bilesiklerin ve aktif bilesenlerin izolasyonu.

Dogal 6ziitlerin (yaglar, pigmentler) ¢ikarilmasi.
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Sekil 2.12: Basingl solvent ekstraksiyonu cihazi.

2.4.2.2. Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon
Mikrodalga destekli ekstraksiyonu temel prensibi numuneyle temasta olan ¢oziiciiyii

1sitmak i¢in mikrodalga enerjisini kullanmaktir. Bu teknolojinin bir iist seviyesinde ise heniiz
gelismekte olan mikrodalga destekli hidrodistilasyon (MDH) kombine sistemi bulunmaktadir.
Bu sistem 6zellikle bitkisel hammaddelerden yiiksek sicaklikla ¢oziicii kullaniminin zararl
etkisi olan bilesenlerin ekstraksiyonunda kullanilmaktadir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon
hiicre duvarlarinin parcalanmasina ve hedef bilesiklerin ¢6ziiciiye gecisine olanak tanir.
Mikrodalgalar manyetik alana ve birbirine dik elektrige sahiptir, ayn1 zamanda dogas1 geregi
elektromanyetiktir. Mikrodalga enerjisi, iyonik iletim ve dipol donmesi mekanizmalarinin es
zamanh etkisiyle molekiiller lizerinde dogrudan bir etki olusturur. Bu sayede, dielektrik
sabitlerine bagl olarak sadece belirli ve hedeflenen materyaller 1sitilabilir. Bu sistemde 1sitma
hedeflenen sekilde 1s1 kaybi olmadan gergeklesir. (Bhadange ve dig., 2024) (Kalender, 2023)

Mikrodalga destekli ekstraksiyonun avantaj ve dezavantajlarin1 aasagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 2.7: Mikrodalga destekli ekstraksiyon avantajlar1 ve dezavantajlari.

AVANTAILARI

DEZAVANTAJLARI

Hizli ve Verimli: MAE, geleneksel yontemlere gore
daha kisa siirede yiiksek verimle ekstraksiyon saglar.
Ornegin, bazi1 calismalar MAE ile 12 dakikada %92,1
verim elde ederken, Sokslet yontemiyle bu oran %60
civarindadir. (V. Lopez-Avila, 2000)

Yiizeysel Isinma Sorunu: Mikrodalgalar, 6rnegin
ylizeyine daha yakin bdlgelerde daha etkili 1sinir; bu
da biiyiik veya yogun 6rneklerde homojen olmayan

1sinmaya yol agabilir.

Cesitli Uygulama Alanlari: MAE, bitkisel ornekler,
gida {rlinleri, c¢evresel analizler ve farmasdtik
iiriinlerin tiretiminde genis bir uygulama yelpazesine

sahiptir. (V. Lopez-Avila, 2000)

Ekipman Maliyeti: MAE cihazlari, geleneksel

ekstraksiyon sistemlerine gore daha pahali olabilir ve

bakim maliyetleri daha yiiksek olabilir.
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Tablo 2.8 (devam): Mikrodalga destekli ekstraksiyon avantajlari ve dezavantajlari.

Enerji Verimliligi: Mikrodalga enerjisi, hedef

bilesenleri dogrudan 1sitarak enerji kaybini azaltir. (V.

Lopez-Avila, 2000)

Termal Hassasiyet: Yanlis ayarlanmis mikrodalga

gilici, Ornegin asir1 1sinmasina ve istenmeyen

bilesiklerin olugsmasina neden olabilir.

Termal Hassas Bilesiklerin Korunmasi: MAE,
kontrollii 1sitma sayesinde termal olarak hassas
bilesiklerin bozulmasmi onler. (Bhadange ve dig.,

2024)

Ozellestirilmis Ekipman Gereksinimi: MAE, &zel
kapali sistemler ve uygun ¢6ziicii segimleri gerektirir,

bu da uygulama esnekligini siirlayabilir.

Diisiik Coziicii Tiiketimi: MAE, daha az ¢oziicii ile
yiiksek verim elde edilmesini saglar, bu da g¢evresel
etkileri azaltir ve maliyetleri dugtirir. (V. Lopez-

Auvila, 2000)

Mikrodalga Destekli Ekstraksiyonun kullanim alanlart; (Chan ve dig., 2011) (Eskilsson

ve Bjorklund, 2000)

Gida Endiistrisi: Polifenoller, flavonoidler, ugucu yaglar, aroma bilesenleri

Farmasotik: Etken madde izolasyonu, bitkisel ilag liretimi

Cevre Analizleri: Kirleticilerin (6rnegin pestisitler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar

(PAH'lar)) ekstraksiyonu

Biyoteknoloji: Mikroorganizmalarin metabolitlerinin ¢ikarilmasi

Kozmetik: Dogal 6ziitlerin, pigmentlerin ve aktif bilesiklerin ekstraksiyonu

Mikrodalga destekli ekstraksiyon cihazi asagidaki sekilde gosterilmistir.
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Sekil 2.13: Mikrodalga destekli ekstraksiyon cihazi.

2.4.2.3. Siiperkritik Akigkan Ekstraksiyonu (SFE)
Siiperkritik akiskan ekstraksiyonu dogadan aromatiklerin, farmasétiklerin ve biyoaktif

bilesenlerin elde edilmesinde kullanilan bir yontemdir. Sistemin uygulanmasinda 1s1
olmadigindan otiirii 1siya duyarli bilesenlerin zarar gérmeden ekstraksiyon igleminin
gerceklesmesine olanak saglar. Siiperkritik akigskan, bir maddenin kritik sicaklik ve kritik basing
tizerindeki haline denir. Madde bu haldeyken gaz gibi sifir yiizey gerilimine, diisiik yogunluk
ve viskoziteye sahiptir, ayn1 zamanda s1v1 gibi ¢ozme kapasitesine de sahiptir. Ornek olarak

birkag siiperkritik akiskan ve 6zellikleri asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 2.9: Siiperkritik akiskanlara 6rnekler ve 6zellikleri.

AKISKAN ADI | KRITIK SICAKLIK (°C) | KRiTiK BASINC (BAR) OZELLIKLER
CO: 31,1 73,8 Ucuz, toksik degil, inert
Yiiksek polarite, yesil
Su 374 221 P Y
¢coziicl
Etanol 243 63 Yardimci ¢oziicii

Bunlarin yaninda siiperkritik akigkanlara 6rnek olarak; etan (CzHg), etilen (C2Ha),
nitrozooksit (N20), propan (CsHg), propilen (CsHs), amonyak (NHs3) ve hekzan (CsH14)
maddeleri siralanabilir. Bu akiskanlar segilirken dikkat edilmesi gereken parametreler vardir.
Ornegin; ham maddenin akiskan igerisindeki ¢oziiniirliigii, kimyasal stabilitesi, ekonomik
olmasi ve kolay temin edilebilmesi gibi 6zelliklerin yani sira, akiskanin toksik, patlayici ya da

yanici olmamasi gibi giivenlik kriterleri de géz oniinde bulundurulmalidir.
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Stiperkritik akigkan ekstraksiyonunda Oncelikle ekstrakte edilecek hammadde
ekstraktore konur, ardindan siiperkritik CO: pompa yardimiyla ekstraktdre gonderilir. CO-,
¢Oziinlir bilesikleri ¢ozer, ¢oziicli ve ¢oziinen karisimi madde ayristiriciya alinir. Basing
diistiriilerek CO2 gaz haline gelir ve ayrisir. Boylelikle saf iiriin elde edilmis olur. (Selvitopu,
2023)

scCO, +Uriinler

’JCO; gazi

Uriin toplama kabi

Uriin/iiriinler Co, I
Tank
Sivi CO, o

Isi degistirici

Sekil 2.14: Siiperkritik akigkan ekstraksiyonu akis semast.

Stiperkritik akiskan ekstraksiyonu bir¢ok avantajlar ve dezavantajlara sahiptir. Bu
yontemin avantajlari; kullanilan akiskanlarin sicaklik ve basing degerlerini degistirerek ¢cozme
kabiliyetinin arttirilabilmesi, organik ¢6ziicii kullanma ihtiyacini azalttigindan ¢evreye uyumlu
bir tekniktir. Stiperkritik akiskanlar sivilardan daha iyi katilara niifus ettikleri igin islemin
siiresinin kisalmasini saglar, ekstraksiyon sonrasi basing diistiriilmesi ile ¢oziicli kolaylikla
uzaklastirilir boylece {iriin ¢oziicli atig1 igermez ve ¢oziicliniin uzaklastirilmasi i¢in ekstra
maliyet gerekmez, bu yontem sayesinde diisiik sicakliklarda ekstraksiyon islemi
gerceklestirilebildigi icin 1siya duyarli bilesiklerin ayirmasinda kullanilabilir, ekstraksiyon
islemi icin gerekli olan 6rnek miktar: klasik yontemlere gore ¢ok daha azdir, bu yontemde
kullanilan karbondioksit gibi ¢oziiciiler inert oldugundan ekstraksiyon islemlerinde oksidasyon,
hidroliz veya bozunma tepkimeleri gozlenmemektedir seklinde siralayabiliriz. Tim bu
avantajlarin aksine siiperkritik akiskan ekstraksiyonun dezavantajlart mevcuttur. Ornek olarak;
bu yontemin verimi ve etkinligi kullanilacak ¢dziicli se¢imi, uygulama alanina ve ekstrakte
edilecek maddeye gore degisiklik gostermesi verilebilir. Ayn1 zamanda yiiksek basing altinda
calisilmasi gerektigi icin tehlikeler mevcuttur ve bu tehlikeler icin giivenlik sistemi kurularak
uygun izolasyon ekipmanlarinin kullanimi zorunlu hale gelmektedir. Son olarak ise yliksek

yatirim maliyeti ve enerji gereksinimi dezavantaji olarak sdylenebilir. (Ergiit, 2025)
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Stiperkritik akigskan ekstraksiyonu i¢in numune morfolojisi, numune hacmi, siiperkritik

akiskan secimi, basing, sicaklik, akis hiz1 ve ekstraksiyon siiresi parametreleri onemlidir. Bu

ekstraksiyon yonteminin uygulama alani asagidaki tabloda gruplandirilmistir.

Tablo 2.10: Siiperkritik akigkan ekstraksiyonun kullanim alanlari.

Baharatlardan aktif bilesenlerin ¢ikarilmasi

Hayvansal ve bitkisel yaglardan istenmeyen

Yiin liflerinden lanolin {iretimi

Dogal kaynaklardan pigmentlerin ¢ikarilmasi

SFE UYGULAMALARI GO YOS
UYGULAMALARI

e Kahve ve ¢aydan kafeinin giderilmesi Dogal kaynaklardan elde edilen bilesikler
e Tohumlardan vitamin ve yag bilesenlerinin Ilaglar

¢ikarilmasi Gidalar
e Aroma veren maddeler, hos kokular ve Pestisitler

parfiimlerin elde edilmesi Yiizey aktif maddeler

Polimerler

Polimer katk: maddeleri

kokularin arindirilmasi Fosil yakitlar
e Meyve suyu iiriinlerinin  stabilizasyon Patlayicilar
stirecleri Roket yakitlar1

NANO/MIKRO TANECIK TASARIMI

-Fischer-Tropsch sentez yontemleri
-Tropsch sentez
Polimerlerin iiretimi

Kiral molekiillerin hazirlanmasi

o Islenmis gidalardaki yag oraninmin azaltilmasi RESS (Siiperkritik ~ Akiskanlarin  Hizlh
e Kolesteroliin giderilmesi Genlesmesi)
e Bitkilerden antioksidan bilesiklerin elde GAS (Gaz Antisolventleri)

edilmesi ASES  (Aerosol Coziici  Ekstraksiyon
e  Tiitiin Giriinlerinden nikotinin ¢ikarilmasi Sistemi)
o lac bitkilerinden  aktif  farmasotik SAS (Stiperkritik Antisolventler)

bilesenlerin ekstraksiyonuSerbetci otunda Ters misel uygulamalari

acilik veren maddelerin uzaklastirilmast

KIMYASAL/BIYOKIMYASAL
RIS AR CEVRESEL UYGULAMALARI

% Homojen ve  heterojen  katalizorler

kullanilarak yapilan reaksiyonlar

-Izomerizasyon islemleri

-Hidrojen ilavesi (Hidrojenerasyon) > Adsorbanlarin rejenerasyonu

-Enzim destekli katalitik reaksiyonlar » Atk  sulardan  organik  kirliliklerin

giderilmesi (Stiperkritik H,O oksidasyonu)
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2.4.2.4. Ultrason Destekli Ekstraksiyon (UAE)
Ultrasonik destekli ekstraksiyonun temel prensibinde ultra ses yoluyla kavitasyon

olusturarak kiitle transferini arttirmak bulunmaktadir. Ultrason sivilarda homojenizasyon
emiilsiyon iglemlerinde kullanilir, katilarda ise ekstraksiyon i¢in kullanilir. Ultrasonik destekli
ekstraksiyonu gerceklestirmenin iki yontemi bulunmaktadir. Bunlardan biri ultrasonik banyo
digeri ise ultrasonik prob (u¢) bulunan sistemdir. Ultrasonik banyo farkli boyutlarda paslanmaz
celik tanktan olusur. Ekstraksiyon haricide farkli islemlerde siklikla kullanilmaktadir.
Ultrasonik destekli ekstraksiyon sisteminin problu olaninda ise cam bir beher ve ultrason
dalgasin1 gonderen prob ucu bulunmaktadir. Her iki sistemin cihazi Tablo 2.10°da verilmistir.

(Hajiyev, 2023)

Tablo 2.11: Ultrasonik destekli ekstraksiyon cihazlari.

— !

Ve Gliwm .

0 o ‘) 1_7 d
= I
Prob Uglu Cihaz Ultrasonik Banyo

Ultrasonik destekli ekstraksiyonu etkileyen parametreler; ekstraksiyon sicakligi,
ekstraksiyon siiresi, ultrasonik gii¢/genlik ve kati/¢oziicti konsantrasyonu siralanabilir. Sicaklik
artistyla ekstrakte edilecek maddenin c¢oziiniirliigli ve diflizyon katsayisi artar, ¢oziicli
viskozitesi azalir boylelikle ekstrakte edilecek maddenin ¢oziiciiye gegisi daha kolay olur ve
verim artar. Diger bir parametre olan ¢oziicii/kat1 orani arttikca ekstraksiyon verimi artmaktadir.
Bu parametreyi degerlendirmek i¢in sabit miktarda kati ile farkli ¢oziicti miktarlar kullanilarak
ekstraksiyon iglemi gergeklestirilmis, boylelikle ¢oziicii miktar1 arttikca ekstraksiyon islemi
daha kisa siirede gerceklesmektedir. Bagka bir parametre olan prob giicii ekstraksiyonu olumlu
yonde etkilemektedir. Gii¢ arttik¢a prob daha fazla kavitasyon olugsmasini saglar, boylelikle
bitki hiicre duvarinin yikimi kolaylasir. Bitki hiicre duvarmin yikimi kolaylasinca ¢oziicii ile

katinin temasi daha ¢abuk olur ve ekstraksiyon verimi artar. (Dastan, 2022)
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Ultrasonik destekli ekstraksiyonun bir¢ok avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadir.

Bunlardan bazilar1 asagidaki tabloda verilmistir. (Chemat ve dig., 2017)

Tablo 2.12: Ultrasonik destekli ekstraksiyonun avantaj ve dezavantajlari.

AVANTAJLARI DEZAVANTAJLARI

1. Yiiksek Verim Kavitasyon etkisi, hiicre 1. Lokal Sicaklik | Yogun ultrason
yapilarinin par¢alanmasini Artist ve Bilesik | uygulamasi, baz1
saglayarak bilesiklerin Bozunmas Riski bilesiklerin  yapisini
daha etkin bozabilir.
ekstraksiyonunu miimkiin
kilar.

2. Daha Kisa Siire Geleneksel yontemlere 2. Olgeklendirme | Endiistriyel Olgekte
kiyasla ekstraksiyon siiresi Zorluklar homojen enerji
6nemli 6lgiide kisalir. dagilimi saglamak zor

olabilir.

3. Diigiik Enerji ve | Istya duyarli bilesiklerin 3. Ultrason Baglangic ekipman

Sicaklik Gereksinimi bozulmadan ekstrakte Ekipman Maliyeti | yatirimi gorece
edilmesine olanak tanir. yiiksektir.

4, Az Coziicii | Cevre dostu ve ekonomik 4. Metal Yiizey | Uzun siireli kullanimda

Kullanimi bir ekstraksiyon saglar. Asinmast sondalarin asimmast

gozlemlenebilir.

5. Basit EKipman ve | Geleneksel cihazlarla 5. Proses Her bitki veya madde

Kolay kolayca entegre edilebilir. Optimizasyon icin  frekans, siire,

Olgeklenebilirlik Gereksinimi ¢coziici  oram1  gibi

parametrelerin
optimize edilmesi
gerekir.

6. Cevreci Yontem Organik ¢Oziicl
ihtiyacinin azalmasi,
cevresel etkileri diistirtir.

Ultrasonik destekli ekstraksiyonu bir¢ok uygulama alanlari sunlardir:

Gida Endiistrisi: Bitkilerden aroma bilesenleri, ucucu yaglar, dogal renk maddeleri
(antosiyanin, karotenoid), fenolik bilesikler gibi degerli i¢eriklerin ¢ikarilmasinda ve dogal gida

koruyuculari ve antioksidanlarin elde edilmesinde kullanilir. (Chemat ve dig., 2017)
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Ilag ve Fitoterapi Sektorii: Tibbi bitkilerden alkaloid, flavonoid, saponin, terpenoid gibi
farmakolojik etkili bilesenlerin hizli ve verimli ekstraksiyonunda, ayn1 zamanda bitkisel

ilaglarin etken maddelerinin elde edilmesinde kullanilir. (Vinatoru, 2001)

Kozmetik Endiistrisi: Bitkilerden elde edilen antioksidanlar, antienflamatuvar ajanlar,
dogal pigmentler gibi aktiflerin ekstraksiyonunda kullanilir ve bitki 6zIlii dogal kozmetik

tirtinlerin gelistirilmesinde 6nemli rol oynar. (Hadian ve dig., 2014)

Cevre ve Atik Yonetimi: Toprak, su ve biyokiitle gibi ¢evresel 6rneklerden kirleticilerin
(agir metaller, pestisitler vb.) ekstraksiyonunda kullanilir ve biyokiitle atiklarindan degerli

kimyasallarin geri kazaniminda kullanilmaktadir.

Biyoyakit ve Biyokimyasallar: Mikroalg ve tarimsal atiklardan lipid ve seker gibi
biyoyakit onciisii bilesiklerin ekstraksiyonunda kullanilir. (Hsu ve dig., 2010)

Analitik Kimya ve Numune Hazirlama: Laboratuvar ortaminda biyolojik veya cevresel
orneklerden hizli 6rnek hazirlama islemlerinde kullanilir ve spektroskopi, kromatografi gibi

analiz 6ncesi 0rnek hazirliginda tercih edilir.

2.5. TOPLAM ANTIiOKSIDAN KAPASITE

Toplam antioksidan kapasitenin belirlenmesinde ¢esitli teknikler kullanilmaktadir. Bu
yontemler, hidrojen transferine dayanan reaksiyonlar (HAT) ve tek elektron transferine dayali
reaksiyonlar (SET) olmak iizere iki ana kategoriye ayrilir. HAT mekanizmasina dayali yaygin
analiz teknikleri arasinda oksijen radikal absorbsiyon kapasitesi (ORAC), toplam radikal
yakalayic1 antioksidan parametresi (TRAP) ve karotenoid (krosin) agartma testleri bulunur.
SET mekanizmasina dayanan baslica yontemler ise Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR), Trolox
esdegeri antioksidan kapasite (TEAC), demir (III) iyonu indirgeyici antioksidan giicii (FRAP),
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal temizleme kapasitesi ve Cu (II) iyonlarinin oksidan
olarak kullanildig1 toplam antioksidan potansiyel testi (CUPRAC) seklindedir. CUPRAC
(Cupric Reducing Antioxidant Capacity; Cu (II) Iyonu Indirgen Antioksidan Kapasite)
Kapasitesi

CUPRAC yontemi Bakir (II) indirgeme kapasitesine dayanmaktadir. Bu yontemde
rediiksiyon-oksidasyon reaktifi olan kromojenik o6zellikli bis(neokuproin)-CuCl, bilesigi

kullanilmaktadir. Bu bilesik sayesinde hem hidrofilik hem de lipofilik olmak iizere toplam
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antioksidan miktar1 belirlenebilmektedir. Toplam antioksidan kapasitesi belirlenmek istenen

numuneden alinip hazirlanan reaktif ¢ozeltisine eklenir. Bu ekleme sonucunda olusan renkli

¢ozelti UV cihazinda absorbans degeri okutulur, boylece 6rneklerdeki antioksidan miktari

belirlenmis olur.

CUPRAC basamaklari;

1) Cozelti Hazirlama: Cu, Nc ve Ac ¢ozeltileri hazirlanir. Oncelikle 0,1705 g Cu tartilir
tizerine 100 mL su eklenerek balon jojede balik yardimiyla karistirilir. 0,1562 g Nc
tartilir tizerine 100 mL su eklenerek balon jojede balik yardimiyla karistirilir. 7,708 g
Ac tartilir izerine 100 mL su eklenerek balon jojede balik yardimiyla karistirilir.

2) Trolox Hazirlama: 0,025 g Trolox tartilir 10 mL su igerisinde ultrasonik banyoda
¢oziiliir. Coziinen iiriinden 0,5 mL alinir 9,5 mL ¢dziicii eklenir, bdylelikle 5x10™* M
Trolox ile ¢oziicii karigimi elde edilir.

3) Kalibrasyon: Farkli miktarlarda Trolox (TR) ¢ozeltisi kullanilarak 7 adet numune
hazirlanir. Numunenin igerikleri agagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 2.13: CUPRAC igin hazirlanan Trolox ¢6zeltileri.

1) ImLCu |1mLAc |1mLNc |1,1mL Su -

2) ImLCu |{I1mLAc |I1mLNc |[1,05mLSu |0,05mLTR
3) ImLCu [1ImLAc |[1mLNc |1,0mLSu 0,1mLTR
4) ImLCu |ImLAc |1ImLNc |09mL Su 0,2mLTR
5) ImLCu [1ImLAc |[1mLNc |[08mLSu 0,3mLTR
6) ImLCu |1mLAc |1mLNc |0,7mL Su 04mLTR
7) ImLCu |1mLAc |1mLNc |0,6mL Su 05mLTR

Cu, Ac, Nc, Su ve TR sirayla konulur, ardindan hemen ¢alkalanir ve 30 dakika
beklenir.
4) UV Cihazinda Absorbans Degeri Okutma: 30 dakika dolunca UV cihazinin arkasinda

bulunan yere 1. Numune (kor-blank) konur, 6n tarafa sirasiyla numuneler koyularak

okutma yapilir. Elde edilen degerler ile kalibrasyon egrisi ¢izilir.

Yukaridaki basamaklar ¢oziicii se¢iminde uygulanmaktadir. Coziicii belirlendikten

sonra ekstraktlara CUPRAC uygulanir. Burada konulan 6rnek miktaria bagli olarak su miktari

belirlenir, toplam miktar 4,1 mL olmalidir. (Diri, 2024)
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CUPRAC yonteminde kullanilan formiil agagidaki verilmistir.

As
eT,

TR Vi Ve
TAC {mmol——DS | = X — xDfx — (2.1)
g V., " m

As: Okunan Absorbans Degeri

e: TR Kalibrasyon Egrisinin Egimi
Vs: Ornek Hacmi

Vm: Toplam Hacim

Dr: Difiizyon Faktorii

m: Kuru Ornek Agirlig

2.5.1. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Radikal Giderme Y 6ntemi

Antioksidan aktivite belirlenmesinde kullanilan en eski yéntem DPPH y&ntemidir. Tlk
olarak 1950 yillarinda hidrojen vericileri incelemek i¢in kullanilmigtir. Sonrasinda gidalarin ve
fenoliklerin antioksidan kapasitesini tespit etmede kullanilmaktadir. Bu yontemde temel olarak
2,2-difenil-1-pikrikhidrazil serbest radikaline kars1 antioksidanlarin radikal giderme 6zelliginin
Ol¢gtimii bulunmaktadir. DPPH yontemi en ¢ok bitki ekstraktlarinin antioksidan kapasitesini
6lgmede kullanilmaktadir. (Yildiz, 2022)

} - . O,N N—N
(}:N—Q—_\f—?\l + s on H @
NO,
0y s
o, @ O™ o P
DPPH Radikali Gallik asit DPPH-H Radikali

Sekil 2.15: DPPH radikali ve bir antioksidan ile reaksiyonu.

DPPH yontemi basamaklart;

1) Oncelikle DPPH ¢ozeltisi hazirlanir Bunun igin 0,00796 g DPPH tartilir ve iizerine 100

mL metanol eklenip, ¢ozdiiriiliir.
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2) Trolox ¢dzeltisi hazirlanir. Once 0,025 g Trolox tartilir, 10 mL ¢oziiciiye eklenir.

Ardindan bu ¢dzeltiden 0,1 mL alinir ve 9,9 mL ¢oziicii eklenir. Boylelikle 104 M

Trolox ¢ozeltisi elde edilmis olur.

3) Kalibrasyon: Farkli miktarlarda Trolox (TR) ¢ozeltisi kullanilarak 6 adet numune

hazirlanir. Numunenin igerikleri agagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 2.14: DPPH analizi i¢in hazirlanan ¢ozeltiler.

1) - 2 mL MeOH 2 mL DPPH
2) 0,2mL TR 1,8 mL MeOH 2 mL DPPH
3) 0,4mL TR 1,6 mL MeOH 2 mL DPPH
4) 0,6 mL TR 1,4 mL MeOH 2 mL DPPH
5) 08mL TR 1,2 mL MeOH 2 mL DPPH
6) 1,0mL TR 1,0 mL MeOH 2 mL DPPH

Hazirlanan ¢ozeltiler galkalanir, 30 dakika karanlikta bekletilir.

4) UV Cihazinda Absorbans Degeri Okutma: 30 dakika dolunca UV cihazinin arkasinda

bulunan yere metanol, 6n tarafa sirasiyla numuneler koyularak okutma yapilir. Elde

edilen degerler ile kalibrasyon egrisi ¢izilir.

Yukaridaki basamaklar kalibrasyon icin uygulanmaktadir. Kalibrasyon isleminden

sonra ekstraktlara DPPH uygulanir. Burada konulan 6rnek miktarma bagli olarak metanol

miktar1 belirlenir, toplam miktar 4 mL olmalidir.

DPPH yo6nteminde kullanilan formiil asagidaki verilmistir.

Da: 1 numaranin absorbansi — ekstrakt absorbansi

RSA (mmol TR/g _ DS) —

Dy = Dpppy — (A¢ —

¢: Kalibrasyon egrisinin egimi

Vm: Metodun toplam hacmi (4 mL)

Vs: DES hacmi

Ve
m

(2.2)

(2.3)
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Ve: Ekstrakt hacmi

2.5.2. ABTS (2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)) Yontemi

ABTS yontemi ilk olarak 1993 yilinda Miller ve arkadaslar tarafindan gelistirilmistir.
Bu yontem, ABTS (2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)) molekiiliiniin
potasyum persiilfat kullanilarak okside edilmesiyle ABTSe+ radikal katyonunun meydana

gelmesine dayanir. (Aktas, 2012)

-
Iy,

- O/s‘\\o

Sekil 2.16: 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTSe+) radikalinin formiilii.

ABTS yonteminin basamaklari:

1) Cozelti hazirlama: 0,096 g ABTS tartilir, 0,0166 g potasyum persiilfat tartilir. Ikisi
beraber 25 mL suya eklenir, ¢alkalanir. Hazirlanan ¢6zelti aliminyum folyo ile
kapatilir, 12-16 saat karanlikta bekletilir.

2) Cozelti 1:10 oraninda seyreltmek i¢in 10 mL ABTS alinir 90 mL su eklenir.

3) Kalibrasyon: Farkli miktarlarda Trolox (TR) ¢o6zeltisi kullanilarak 7 adet numune

hazirlanir. Numunenin igerikleri agagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 2.15: ABTS analizi igin hazirlanan ¢6zeltiler.

1) 1 mL ABTS 4 mL EtOH -

2) 1 mL ABTS 3,95 mL EtOH 0,05mL TR
3) 1 mL ABTS 3,90 mL EtOH 0,1mLTR
4) 1 mL ABTS 3,80 mL EtOH 0,2mL TR
5) 1 mL ABTS 3,70 mL EtOH 0,3mL TR
6) 1 mL ABTS 3,60 mL EtOH 04mLTR
7) 1 mL ABTS 3,50 mL EtOH 0,5mL TR

Hazirlanan ¢ozeltiler ¢alkalanir 6 dakika karanlikta bekletilir.
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4) UV Cihazinda Absorbans Degeri Okutma: Alt1 dakika dolunca UV cihazinin arkasinda
bulunan yere etanol, 6n tarafa sirasiyla numuneler koyularak okutma yapilir. Elde edilen

degerler ile kalibrasyon egrisi ¢izilir.

Yukaridaki basamaklar kalibrasyon i¢in uygulanmaktadir. Kalibrasyon isleminden
sonra ekstraktlara ABTS uygulanir. Burada konulan 6rnek miktarina bagli olarak etanol miktari

belirlenir, toplam miktar 5 mL olmalidir.

ABTS yonteminde kullanilan formiil asagidaki verilmistir.

Dy V. V.
mmol TR - A S €
RSA ( /g - Ds) = T ¥ (2.4)

Da: 1 numaranin absorbansi — ekstrakt absorbansi
Dy = Dpppy — (Ae — Ac) (2.5)
¢: Kalibrasyon egrisinin egimi
Vm: Metodun toplam hacmi (5 mL)
Vs: DES hacmi
Ve: Ekstrakt hacmi

2.5.3. Toplam Fenolik Madde Tayini

Toplam fenolik madde tayini isleminde Folin Ciocalteu’nun fenol reaksiyonu baz
alnmaktadir. Burada standart fenolik bilesik olarak gallik asit kullanilmaktadir. Oncelikle
kalibrasyon i¢in ¢aligmalar yapilir, ardindan ekstraktlara gerekli adimlar uygulanir. Sonrasinda

UV cihazinda okutma yapilir.
Toplam fenolik madde tayini basamaklart;

1) Oncelikle derin 6tektik ¢oziiciiyii 20 kat seyreltilir.
2) Ana stok gallik asit ¢ozeltisi hazirlanir. Hazirlanan bu ¢ozeltiden 10 farkli oranda

seyreltilerek yeni ¢ozeltiler elde edilir.
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3) Tiiplere toplam hacim 10 mL olacak seyreltilmis derin 6tektik ¢oziicti, su, folin reaktifi
ve 1:3 oraninda seyreltilmis sodyum karbonat ¢ozeltisi konulur. Vorteks islemi ise
karigmasi saglanir.

4) Vorteks isleminden sonra hazirlanan diger 10 farkli ¢ozelti ile UV cihazinda okutma

yapilir.

Yukaridaki basamaklar kalibrasyon ic¢in uygulanmaktadir. Kalibrasyon isleminden
sonra ekstraktlara bu islemler uygulanir. Burada seyreltilmis derin 6tektik ¢oziicii yerine derin
otektik ¢oziicii kullanilarak elde edilmis ekstraktlar konur, toplam hacim 10 mL olacaktir.

(Zoral ve Turgay, 2014)

Toplam fenolik igerik formiilii;

mmol Gallik asit - Toplam
TPC ( /g — kuru 6 ek) = Gy xDpx My (2.6)

A: Okunan absorbans degeri

E: Kalibrason egrisinin egimi

Vioplam: Metodun toplam hacmi (10 mL)

Vimek: Olgiim igin alman érnek miktar (0,25 mL)
Dr: Seyreltme faktorii

Mw: Gallik asit molekiil agirlig: (170,12 g/mol)

2.5.4. Toplam Flavonoid Madde Tayini
Flavonoidler, fenolik yapiya sahip, antioksidan 6zellik gdsteren ikincil metabolitlerdir.
Flavonoidler, flavon, flavonol, flavanon, izoflavon gibi alt gruplara ayrilir. Referans olarak

kuersetin veya rutin bilesikleri baz alinir. (Algan, 2024)
Toplam flavonoid madde tayini basamaklari;

1) Aliiminyum kloriir hekzahidrat (AlCl3.6H20) bilesiginden 10 g tartilir, 100 mL suda
¢oziliir, 5 g sodyum nitrit (NaNO3) tartilir 100 mL suda ¢6ziiliir, 4 g sodyum hidroksit
(NaOH) 100 mL suda ¢oziiliir.
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2) Ana stok Kkuersetin ¢ozeltisi hazirlanir. Hazirlanan bu ¢ozeltiden 10 farkli oranda
seyreltilerek yeni ¢ozeltiler elde edilir.

3) Tiiplere toplam hacim 6 mL olacak seyreltilmis derin 6tektik ¢oziicii, %5°lik NaNOg,
%10’Iuk AICI3.6H20, su ve 1 M NaOH eklenir.

4) Derin otektik ¢oziici ve NaNO2 eklendikten sonra vorteks yapilir 5 dakika oda
sicakliginda beklenir. Ardindan AICI3.6H20 eklenir vorteks yapilir 6 dakika oda
sicakliginda beklenir. Sonrasinda su ve NaOH eklenir vorteks yapilir, 20 dakika oda
sicakliginda beklenir, tekrar vorteks yapilir.

5) Doérdiincii adimdaki islemler bittikten sonra UV cihazinda okutma yapilir.

Yukaridaki basamaklar kalibrasyon ic¢in uygulanmaktadir. Kalibrasyon igleminden
sonra ekstraktlara bu islemler uygulanir. Burada seyreltilmis derin 6tektik ¢oziicii yerine derin

otektik ¢oziicii kullanilarak elde edilmis ekstraktlar kullanilir, toplam hacim 6 mL olacaktir.
Toplam flavonoid icerik formiili;

VToplam

mmol Quercetin A
TFC ( /g - turu srmek) = =X xDrxM, (27

Vornek
A: Okunan absorbans degeri

E: Kalibrason egrisinin egimi

Voplam: Metodun toplam hacmi (6 mL)

Vimek: Olciim icin alinan &rnek miktar (mL)

Dr: Seyreltme faktorii

Mw: Kuersetin molekiil agirligi (302,23 g/mol)

2.6. YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFI (HPLC)

Yiiksek performansli sivi kromatografisi, bir karisimda bulunan tiim bilesenlerin
ayrilmasi, tanimlanmasi ve miktarinin kantitatif olarak belirlenmesi igin kullanilan bir analiz
yontemidir. Bu yontem sayesinde yiiksek hassasiyet ve dogrulukla analiz yapilabilmektedir.
Sistemin bilesenleri; ¢oziicli dagitim sistemi, HPLC siitunu, 6rnek enjektorii, detektor, veri

analiz yayilimi, mobil asama ve duragan fazdan olusmaktadir. Coziicli dagitim sistemi mobil
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faz1t HPLC kolonuna tasir. HPLC siitunu numune bilesenleriyle etkilesime giren, onlar sabit ve
hareketli fazlara olan afinitelerine gore ayiran sabit bir faz malzemesi igerir. Ornek enjektorii
numuneyi mobil faz akisina gegisini saglar. Dedektér numunenin bilesenlerini ve miktarlarini
ayirt etmeyi saglar. Veri analiz yazilimi detektor ¢ikis sinyallerini islemeyi saglar. Mobil faz
numune bilesenlerini ayirmada ¢oziicii olarak kullanilir. Duragan faz, HPLC kolonuna
yetistirilen maddedir, duragan faza 6rnek olarak; ters faz, normal faz, iyon degisimi ve boyut

dislama malzemeleri siralanabilir. (Boligon ve Athayde, 2014)

2.7.FTIR

FTIR teknigi temeli Fourier matematiksel doniigimiinii kullanip 1518in kizilotesi
yogunlugunu dalga sayisina gore Olcmeye dayanan kimyasal biz analiz teknigidir.
Elektromanyetik spektrumun kizildtesi béliimii 1400 cm™ ile 10 cm™ arasinda bulunur ve yakin
kizil6tesi (NIR; 1400-400 Cm'l), orta kizilétesi (MIR; 4000-400 cm™?) ve uzak kizilotesi (FIR;
400-4 cm™) olmak iizere ii¢ bolgeye ayrilir. Kizildtesi 1s1mm, kimyasal baglarin sikisma,
biikiilme ve gerilme gibi gesitli titresim hareketlerini absorbe ederek emilir. Bu titresimlerdeki

degisimler, spektral piklerin olusmasina neden olur. (Oztiirk, 2024)
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3. YONTEM

3.1. BITKi MATERYALI

Zahter veya kekik olarak bilinen bitkinin kullanilan birgok farkli ismi vardir. Bunlar;
kara kekik, sateri zater, karabas kekik seklindedir. Bunlarla beraber ingilizcede Zaatar olarak
isimlendirilmektedir. Latince ismi ise Thymbra spicata L. seklindedir. Zahter 45-50 cm kadar
uzayabilen, ¢ali goriiniimlii ok yillik otsu bir bitkidir. Tiirkiye genelinde yapilan arastirmalara
gore, kekik iiretiminde en fazla paya sahip iller Denizli, Hatay, Aydin, Manisa, Antalya ve Usak
olarak 6ne ¢ikmaktadir. Ulkemiz, yillik yaklasik 20 bin ton iiretim ile diinya kekik talebinin
yaklagik %70’ini karsilamaktadir. 2019 yil1 verilerine gore Tiirkiye, 108 farkli iilkeye serbest
bolgeler araciligiyla Onemli miktarlarda kekik ihracati gerceklestirmistir. Bu ihracatta
Almanya, Hollanda ve ABD baslica alici iilkeler arasinda yer almaktadir. Kekik, diinya ¢apinda
aroma ve tat verici olarak yaygin kullanim bulan ve yaklasik 60 farkl bitki tiiriinii kapsayan bir
isimdir. Kekigin bazi cinsleri dogadan toplama seklinde elde edilirken bazisi tarimi yapilmak

suretiyle elde edilmektedir.

T. spicata bitkisi genellikle ilkbaharin erken donemlerinde, geng siirgiinlerin
toplanmasiyla hasada baglanir. Bu siireg, ciceklenmeden tohum olusumuna kadar devam eder.
Geg yapilan hasat sonrasi kurutulan toprak {istii kisimlarda ise morumsu tonlarda ¢icekler ve

bir miktar tohum yer alabilmektedir.

Zahter bitkisi, gida amaciyla genellikle T. spicata'nin kurutulmus yapraklar ve ¢igekleri
seklinde tiiketilmektedir. Ilkbahar déneminde taze siirgiinler toplanarak cesitli {iriinler elde
edilir. Su buhar distilasyonu yontemiyle kurutulmus bitkinin toprak iistii kisimlarindan ugucu
yag olan ‘kekik yag1’ ile altindaki su kismi1 ‘kekik suyu’ olarak ayristirilir. Ayrica, bu bitkinin
kurutulmus yaprak ve c¢icek karigimi (%1-5 oraninda) halk arasinda dogal tedavi amach
kullanilmaktadir. Cigekli dallar veya birkag yaprak, sicak suya konup sarimtirak bir renk alana

kadar demlenerek, siiziildiikten sonra ¢ay olarak i¢ilmektedir.

3.2. KIMYASALLAR VE REAKTIFLER

Etanol (>%99,5), metanol (>%99,8), potasyum persiilfat (K2S20s), sodyum nitrit
(NaNOy), aliminyum kloriir hekzahidrat (AICl3.6H20), Potasyum bromiir (KBr) Merck
(Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmistir. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil),
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ABTS (2,2'-Azinobis-(3-Etilbenztiazolin-6-Siilfonik Asit)), 6-hidroksi 2,5,7,8-
tetrametilkroman-2- karboksilik asit (Troloks, TR), 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin (Neocuproin),
Gallik Asit (3, 4, 5-trihidroksibenzoik asit) (CsH2(OH)3sCOOH), bakir(II) kloriir dihidrat
(CuCl2.2H20), amonyum asetat (CHsCOONHs,), laktik asit (CsHeO3), kolin Kkloriir
((CH3)3N(CI)CH2CH20H), iire (CO(NH2)2), glikoz (CsH120s), dietilen glikol (C4H1003), etilen
glikol (C2He0O:), sodyum hidroksit (NaOH), kuersetin (CisH1007), naringin Sigma Aldrich

(Steinheim, Almanya) firmasindan temin edilmistir.

3.3. DENEY DUZENEGINDE KULLANILAN EKIPMANLAR VE CIHAZLAR

1. Ultrases Destekli Ekstraksiyon Cihazi (Vibra Cell, Model VCX 750, CT, USA, 20 kHz
ve 125 Watt)

Elektromag Mantolu Ceketli Balon Isitict

UV-Vis Spektrofotometresi (UV-Vis Lambda 35)

Hassas terazi (Mettler Toledo, MS204S)

Enerji Olger Priz Wattmetre

pH metre (Mettler Toledo, S47 SevenMulti™ dual meter pH)

Yogunluk dlcer (Anton Paar, DMA 4500)

Dijital refraktometre iinitesi (Anton Paar, RXA 170)

© N o o B~ DN

3.4. DERIN OTEKTIK COZUCU HAZIRLAMA

DES’ler Tablo 3.1°de verilen molar oranlara gore iki veya daha fazla bilesenin 1siticilt
manyetik karigtirict yardimiyla manyet karistirict (balik) kullanilarak cam erlen igerisinde
basitce karistirilmasiyla elde edildi. Oncelikle bilesenler analitik bir terazide (Mettler Toledo)
tartildi, istenilen molar oranlarda karistirildi. Karisim, seffaf ve homojen bir sivi olana kadar
yaklasik 60 dakika 60 °C’de 1sitilip karistirildi. Hazirlanan DES’ler oda sicakliginda sakland.
10 adet hazirlanan farkli tirde DES’lerden kalibrasyonu en iyi ¢ikan 4 adet DES baz alinarak

ekstraksiyon islemleri gergeklestirildi.

Tablo 3.1: Hazirlanan DES’ler.

Bilesen 1 Bilesen 2 Bilesen 3 Bilesen 1: Bilesen 2: Bilesen 3 (Molar Oran)
Kolin Kloriir Ure Su 1:2:4
Laktik Asit Glikoz Su 6:1:6
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Tablo 3.2 (devam): Hazirlanan DES’ler.

Kolin Kloriir Dietilen glikol - 1:2
Kolin Kloriir Etilen glikol Su 1:2:1

3.5. ULTRASONIK DESTEKLI EKSTRAKSIYON

Ultrasonik destekli ekstraksiyon yonteminde, Ultrasonik homojenizasyon islemi igin
Vibra Cell marka, VCX 750 modeli (CT, ABD) ve 20 kHz frekans ile 125 Watt gii¢ kapasitesine
sahip cihaz kullanildi. Ultrasonik destekli ekstraksiyon sirasinda sicakligin sabit tutulabilmesi
amaciyla 300 mL kapasiteli ceketli ekstraktor tercih edildi. Istenen sicaklik degerlerine ulasmak
icin, ceketli ekstraktor 13 L/dak pompa kapasiteli sirkiilasyonlu sogutmali su banyosuna (JSR
Model) baglandi. Su banyosuna, monoetilen glikol ve su karigtmi (2:1 hacim oraninda)
eklenerek sicaklik kontrolii saglandi. On galismalar neticesinde ultrasonik darbe déngiisii %50
(5 saniye agik, 5 saniye kapali) olarak ayarlandi ve probun ekstraktdriin tam ortasina
yerlestirilmesine karar verildi. Boylece, ultrasonik probun dalma derinligi ve darbe siiresi sabit
tutuldu. Tartim1 yapilmis 6rnekler ekstraktdre konulduktan sonra, hazirlanan 90 mL farkli derin
otektik c¢ozeltiler ekstraktore eklendi. Ultrases 500 Watt giiclinde ¢alistirildi. Zahter yapraklari
daha oncesinde belirlenmis olan 4 adet derin 6tektik ¢oziicii ve etanol (%70), farkli sivi:kati
orani (100-200 mL/g), ekstraksiyon zamani (15-45 dk), ultrases giicii (300-700 Watt) ve farkl
darbe araliginda (%50-%90) ekstraksiyon islemi uygulandi.

3.6. ANALIZDE KULLANILAN CiHAZLAR VE YONTEMLER

3.6.1. UV-Vis Spektrofotometre

Bir ¢ozelti igindeki bilesenlerin miktarin1 sayisal olarak belirlemeye yarayan
cithazlardan biri spektrofotometredir. Bu cihazin caligma prensibine gore, konsantrasyonu
bilinmeyen ¢bzeltiye belirli dalga boyunda 151k tutulur ve ¢ozelti tarafindan ne kadar 1518in
emildigi Ol¢iiliir. Analiz edilen madde miktar1 fazla ise, 151 biiylik bir kismi karigim
tarafindan emilir. Spektrofotometre yardimiyla, karisimdan gegen ve absorbe edilmeyen 15181n
siddeti Olgiilerek, i¢indeki hedef bilesen niteliksel olarak belirlenir. Spektrofotometre temel

olarak iki ana bilesenden olusur: biri spektrometre, digeri ise fotometredir.
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Spektrofotometre

J §

Dedektor

Monokromator

Klvet

Cikis Yang:

Prizma

Girig Yang

Isik
Kaynagi

Sekil 3.1: Spektrofotometre.

Analiz yapilacak numune kuvartz materyalinden olusan ve kiivet olarak adlandirilan,
spektrometre ve fotometre arasindaki tiip igerisine yerlestirilir. Gonderilecek 1s1nin dalga boyu
icerisine konulan maddeye gore degiskenlik gosterir, ¢linkii her madde, 1511 farkli dalga
boylarinda absorplayabilme 6zelligine sahiptir. Farkli dalga boyu denenerek madde en ¢ok
hangi dalga boyunda 151n1 absorpladiysa o dalga boyu ile devam edilir. Cihazdan gonderilen
1510 kiivetin i¢inden gecerek fotometreye ulasir. Absorplanma miktar1 spektrofotometreden
gonderilen 151n ile fotometreye ulasan 1s1n arasindaki fark degeridir. Absorplanmanin birimi
absorbanstir ve Lambert-Beer yasasindan hesaplanir.

I
A= logp— (3.1)
I

Denklemde A absorbans; lo spektrometreden gonderilen 1sinin yogunlugu, I ise

kiivetten gectikten sonraki 1sinin yogunlugunu tespit eder.

3.6.2. UV-Vis Spektrofotometre ile Yapilan Analizler
Toplam antioksidan kapasite tayini yapilmasinda bir¢ok yontem bulunmaktadir.
Hidrojen transferine dayanan reaksiyonlar (HAT) ve tek elektron transferine dayanan

reaksiyonlar (SET) olmak {izere iki gruba ayrilir. Hidrojen atomu transferi (HAT) esasina
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dayanan yaygin analiz yontemleri arasinda oksijen radikal absorpsiyon kapasitesi (ORAC),
toplam radikal yakalayici antioksidan parametre (TRAP) ve karotenoid (krosin) agartma
teknikleri bulunur. Tek elektron transferi (SET) mekanizmasini temel alan onemli testler ise
Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR), Trolox esdeger antioksidan kapasite (TEAC), demir (III) iyonu
indirgeme giicii (FRAP), 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal temizleme kapasitesi ve
bakir (II) iyonlarinin oksidan olarak kullanildig: toplam antioksidan potansiyel (CUPRAC)

yontemleridir.

3.6.2.1. CUPRAC Metodu ile Antioksidan Aktivite Tayini
CUPRAC yontemi, toplam antioksidan kapasitenin belirlenmesinde kullanilan bir

tekniktir. Bu yontemde tiiplere sirasiyla 1 mL bakir (IT) ¢ozeltisi, 1 mL neokuproin ¢ozeltisi ve
1 mL amonyum asetat ¢ozeltisi eklenir. Ardindan 0,03 mL 6rnek ilave edilir ve toplam hacim
4,1 mL olacak sekilde 1,07 mL su eklenir. Tiipler iyice karistirildiktan sonra, agzi kapali sekilde
oda sicakliginda 30 dakika boyunca bekletilir. Bekleme siiresi sonunda hazirlanan ¢ozeltilerin
absorbans degerleri, kontrol numunesine kiyasla 450 nm dalga boyunda o6lg¢iiliir. CUPRAC

formiiliinde ilgili degerler yerine yazilir ve toplam antioksidan kapasite (mg/g-6rnek) bulunur.

TR
TAC (mmol? - DS) = (3.2)

_m
eT, Vs
3.6.2.2. DPPH Metodu ile Antioksidan Aktivite Tayini

Oncelikle bir miktar DPPH metanolde ¢oziiniir. Tiiplerin igerisine 2 mL DPPH c¢ozeltisi
eklenir tizerine 0,03 mL Ornek ilave edilir ve toplam miktar 4 mL olacak sekilde 1,97 mL
metanol eklenir. Sonra tiipler ¢alkalanir ve oda sicakliginda karanlik bir ortamda agzi1 kapali bir
sekilde 30 dakika bekletilir. Siire dolunca hazirlanan numuneler, metanole kars1 515 nm dalga
boyunda absorbans degeri okunur. DPPH formiiliinde ilgili degerler yerine yazilir ve toplam
antioksidan kapasite (mg/g-6rnek) bulunur.

Dy Vs Ve

mmol TR - A, s £
RsA ( /g - Ds) = Rl (3.3)

3.6.2.3. ABTS Metodu ile Antioksidan Aktivite Tayini
Oncelikle bir miktar ABTS ile potasyum persiilfat tartilir ve 25 mL suda ¢oziiliir,

hazirlanan ¢ozelti aliiminyum folyo ile kapatilir 12-16 saat karanlikta bekletilir. 12-16 saat
sonra ¢Ozelti seyreltilir. Tiiplerin icerisine 1 mL seyreltilmis ABTS ¢ozeltisi eklenir {izerine
0,03 mL 6rnek ilave edilir ve toplam miktar 5 mL olacak sekilde 3,97 mL etanol eklenir. Sonra

tiipler calkalanir ve oda sicakliginda agz1 kapali bir sekilde 6 dakika bekletilir. Siire dolunca
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hazirlanan numuneler, etanole karsi 734 nm dalga boyunda absorbans degeri okunur. ABTS
formiiliinde ilgili degerler yerine yazilir ve toplam antioksidan kapasite (mg/g-6rnek) bulunur.
Dy Vs Ve

mmol TR - A, s £
RSA ( /g -Ds) = T ADrx (3.4)

3.6.2.4. Toplam Fenolik Madde Tayini
Oncelikle derin 6tektik ¢dziicii ile hazirlanan drnekler seyreltilir, ana stok gallik asit

cozeltisi hazirlanir, farkli oranlarda seyreltilir. Kalibrasyon i¢in farkli oranlarda hazirlanan
gallik asit ¢ozeltisi kullanilir, kdr 6rnegi olarak etanol ile seyreltilmis derin Gtektik ¢oziicii
kullanilir. Sonrasinda ekstraktlara bu yontemi uygularken etanol ile seyreltilmis ekstrakt

kullanilir. Ekstraktlara bu metodu uygularken sirasiyla asagidaki adimlar uygulanir.

,,,,,,,,

seyreltilmis drnek

-

8, 25 mlL su

==

,,,,,,,,,,,,,,,

Sekil 3.2: Toplam fenolik madde tayini akis semasi.

Igili formiilde degerler yerine yazilir ve toplam fenolik madde miktar1 (mg gallik asit/g-

kuru 6rnek) bulunur.
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; : A T
mmol Gallik asit _ 4 Toplam
TPC ( /g — leuru rmek) = F Xy ¥ Dy x My (3.5)

3.6.2.5. Toplam Flavonoid Madde Tayini
Oncelikle aliiminyum kloriir hekzahidrat, nitrit ve sodyum hidroksit ¢ozeltisi hazirlanir.

Ardindan ana stok kuersetin ¢ozeltisi hazirlanir, farkli oranlarda seyreltilir. Kalibrasyon igin
farkli oranlarda hazirlanan kuersetin ¢ozeltileri kullanilir, burada kor 6rnegi igin etanol ile
seyreltilmis derin oOtektik ¢oziicii kullanilir. Bu yontemi ekstraktlara uygularken etanol ile
seyreltilmis ekstrakt kullanilir. Ekstraktlara bu metodu uygularken sirasiyla asagidaki adimlar

uygulanir.

4 mL etanol ile seyreltilmis gkstrakt 3,1 mL su
300 pl %5 NaNO; 2mL1M NaOH

Oda sicakliginda 5 dakika bekle

Oda sicakhginda 20 dakika bekle

600 pl %10 AICL.6H20

UV 510 nm absorbans okuma
l Vorteks

Oda sicakliginda 6 dakika bekle

Sekil 3.3: Toplam flavonoid madde tayini akis semas.

llgili formiilde degerler yerine yazilir ve toplam flavonoid madde miktar1 (mg

kuersetin/g-kuru 6rnek) bulunur.

A V.
n _ 4 Toplam
/g — kuru 6rnek) - F X

TFC (mmol Querceti x Dy x M, (3.6)

Vornek
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4.1. DES SECIMI
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Tez caligmasiin 6nemli bir pargasi yeni nesil yesil ¢oziiciiler kategorisinde bulunan

Derin Otektik Coziiciiler (DES), gerceklestirilen ekstraksiyon islemlerinde ¢oziicii olarak

kullanilmistir. DES’lerin ekstraksiyon kabiliyetini degerlendirmek ig¢in referans coziiciiler

olarak saf etanol, metanol ve su kullanilmistir.

Ekstraktlarin toplam antioksidan kapasitesi, troloksun kalibrasyon egrisinden elde

edilen egim degerine dayanan bir troloks (TR) esdegeri (mmol TR/g-bitki kiitlesi) olarak ifade

edilmektedir. Ilgili ekstraktlarin toplam antioksidan kapasitelerini hesaplamak i¢in DES icin

TR kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Farkli DES lerde hesaplanan TR kalibrasyon egrilerine

ait grafikler, dogru denklemleri ve korelasyon katsayilar1 Sekil 4.1°de verilmistir.

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Absorbans

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Absorbans Ortalamasi

0,00001

0,00001

Kolin Kloriir: Ure: Su (1:2:4)

y =13357x - 0,0149
R?=0,996

0,00002 0,00003 0,00004 0,00005 0,00006
Konsantrasyon (M)

Laktik Asit: Glikoz: Su (6:1:6)

y = 14112x + 0,0063
R? = 0,994

0,00002 0,00003 0,00004 0,00005 0,00006
Konsantrasyon (M)

0,00007

0,00007
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Kolin Klorir: Dietilen Glikol (1:2)

0,00002

0,00003

y =15215x +0,0315
R?=0,9995

0,00004 0,00005 0,00006

Konsantrasyon (M)

Kolin Klordr: Etilen Glikol: Su (1:2:1)

0,00002

0,00002

0,00003

y =27999x - 0,0026
R?=0,9979

0,00004 0,00005 0,00006

Konsantrasyon (M)

Etanol - 30% (w/w) Su

0,00003

y =16937x - 0,0488
R?=0,9975

0,00004 0,00005 0,00006

Konsantrasyon (M)

0,00007

0,00007

0,00007
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Metanol - 30% (w/w) Su

1,2

0,8
0.6 y = 16694x - 0,0212
0,4 RZ = 0,9992

0,2

Absorbans Ortalamasi

0 0,00001 0,00002 0,00003 0,00004 0,00005 0,00006 0,00007
Konsantrasyon (M)

Sekil 4.1: Coziiciilerin CUPRAC yontemi Troloks kalibrasyonlart.

Etanol, metanol ve DES kullanilarak Zahter bitkisine ayni kosullarda ekstraksiyon
islemi uygulandi. Ardindan CUPRAC metodu ile analiz yapilarak toplam antioksidan kapasite
(TAC) degerleri hesaplandi. En yiiksek TAC degerine sahip olan DES ile analizlere devam
edildi. Secilen DES’lere ait TAC degerleri Tablo 4.1’de verilmistir.

Tablo 4.1: DES’lere ait TAC degerleri.

Derin Otektik Coziicii Kolin  Kloriir: | Laktik asit: | Kolin kloriir: | Kolin Kkloriir:
Ure: su (1:2:4) | glikoz: su | dietilen glikol | etilen glikol: su
(6:1:6) (1:2) (1:2:1)
Toplam Antioksidan Kapasite | 0,357 0,060 0,332 0,215
(TAC) (mmol/ g-ornek)

4.2. DES’LERIN OZELLIKLERI

Dort farkli DES’in fiziksel oOzelliklerini tespit etmek icin Olglimler yapilmistir.
DES’lerin g/cm? cinsinden yogunluklari, viskoziteleri, kirilma indeksi ve pH degerleri Tablo

4.2’de verilmistir.

Tablo 4.2: DES’lerin 6zellikleri.

Derin Otektik Céziicii | Kolin Kloriir: | Laktik asit: | Kolin Kloriir: | Kolin Kkloriir:
Ure: su (1:2:4) | glikoz: su (6:1:6) dietilen glikol (1:2) | etilen glikol: su
(1:2:1)
Yogunluk (g/cm?®) 1,08401 1,09407 1,10093 1,10226
Viskozite (Pa.s); cp 12,7 134 76,7 18,6
Kirilma indeksi (np) 1,42437 1,4282 1,43282 1,42544
pH 4,422 4,264 3,257 3,419




47

4.3. TOPLAM ANTIOKSIDAN KAPASITESI OPTIMIZASYONU

Optimizasyon kolin kloriir:iire:su ¢oziiciisii ile yapilmistir. Bu islem i¢in merkezi
kompozit tasarimi (Design Expert) kullanilmistir. Deney tasariminda dort bagimsiz degisken
kullanilmistir. Bunlar giic (Watt), siire (dakika), ¢oziicii:bitki orant ve darbe araligidir.
Bagimsiz degiskenler i¢in belirlenen degerler birbirinden farklidir. Giig i¢in 300-500-700 Watt,
stire i¢in 15-30-45 dakika, ¢oziicii:bitki orani igin 100-150-200 ve darbe aralig1 i¢in %50-70-90
olarak belirlenmistir. Bu degerler optimizasyon uygulamasina girildiginde Tablo 4.3’deki

deney diizenegini olusturulmustur.

Tablo 4.3: Box-Behnken dizayn matrisi ve TAC degerleri.

Deney No Gii¢ (Watt) Siire (dakika) Coziicii:bitki oram Darbe arahigi (%)
1 500 30 100 70
2 500 30 150 90
3 500 30 150 70
4 300 45 100 90
5 500 30 150 70
6 700 15 200 50
7 300 15 100 90
8 700 45 200 50
9 700 30 150 70
10 700 15 100 50
11 700 45 200 90
12 300 45 100 50
13 700 45 100 90
14 300 30 150 70
15 500 30 200 70
16 500 30 150 70
17 300 15 100 50
18 500 30 150 70
19 500 30 150 70
20 500 30 150 50
21 500 15 150 70
22 700 45 100 50
23 700 15 100 90
24 300 45 200 90
25 500 30 150 70
26 500 45 150 70
27 700 15 200 90
28 300 15 200 50
29 300 15 200 90

w
o

300 45 200 50
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TAC degerleri, Design Expert programi ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda ikinci

dereceden (kuadratik) bir model elde edilmistir. TAC ile bagimsiz degiskenler arasindaki

iliskiyi modelleyen tiiretilmis ikinci dereceden polinom denklemi, denklem 4.1 de

verilmektedir.

TAC = +1184,83 + 36,49 A+ 322,11 B —283.55C

+193.42 D + 31,05 AB — 0,0012 AC — 19,85 AD
— 87,71 BC + 95,39 BD — 60,50 CD + 40,81 A?

—157,03 B% + 68,34 C* — 335,65 D?

(4.1

Denklem 4.1°de verilen A; gii¢ (Watt), B; siire (dakika), C; sivi:kati oran1 ve D; darbe

oranini ifade etmektedir. Bu model denkleme ait ANOVA test sonuglar1 Tablo 4.4°de

verilmistir.
Tablo 4.4: Kuadritik model denkleminin ANOVA test sonuglari.

Kaynak Kareler Toplamm  df Ortalama Kare  F-degeri p-deger
Model 5,41E+09 14 3,87E+08 13.28 <0.0001 anlamh
A-Gii¢ 23972.47 1 23972.47 0.8231 0.3786
B-Siire 1,87E+09 1 1,87E+09 64.13 <0.0001
C-Sivi/Kat1 1,45E+09 1 1,45E+09 49.69 <0.0001
D-Darbe orani 6,73E+08 1 6,73E+08 46.014 0.0002
AB 15425.64 1 15425.64 0.5297 0.4780
AC 0.0000 1 0.0000 8,58E-07 10.000
AD 6302.77 1 6302.77 0.2164 0.6485
BC 1,23E+08 1 1,23E+08 45.017 0.0576
BD 1,46E+08 1 1,46E+08 5.00 0.0410
CD 58566.42 1 58566.42 45.659 0.1766
A? 4314.32 1 4314.32 0.1481 0.7057
B2 63886.44 1 63886.44 43.497 0.1593
C? 12099.26 1 12099.26 0.4155 0.5289
D? 2,92E+08 1 2,92E+08 45.698 0.0064
Kalinti 4,37E+08 15 29123.08
Uyumsuzluk 4,37E+08 10 43684.63
Saf Hata 0.0000 5 0.0000
Toplam Korelasyon  5,85E+09 29

Bu calismada varyans analizinin uygulanmasinin sebebi, elde edilen matematiksel

modelin dogrulugunu, giivenilirligini ve faktorlerin etkisini degerlendirmektir. Modelin F

degerinin 13,28 ve p degerinin 0,05 degerinden kiiclik olmasi modelin anlamli oldugunu

belirtmektedir.
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Tablo 4.5: ANOVA modeli uyum istatistikleri.

Standart sapma 170.65
Ortalama 954.71
% C.V. 17.87
R? 0.9253
Ayarlanmig R? 0.8556
Tahmin edilebilir R? | 0.5865
Yeterli dogruluk 138.488

Model uyum istatistiklerine bakildiginda varyasyon katsayisi (% C.V. = 17,87) degeri
de modelin dikkate deger giivenirligi oldugunun kanitlanmistir. Yeterli dogruluk degeri 4’lin
ne kadar istiindeyse, modelin giiclii bir sinyal/gliriiltii oranina sahip oldugunu gosterir. Bu
model i¢in ¢ikan yeterli dogruluk orani 138,488 oldugundan modelin gii¢lii bir sinyal/giiriilti

oranina sahip oldugu sonucuna vartlir.

Yukarida programin sundugu analizler yapildiktan sonra TAC formiili ile hesaplama
yapilip sonuglar sisteme girildi. Elde edilen ikinci dereceden polinom denklemi ile Sekil
4.2°deki grafikler elde edildi.

TAC (mg/g ornek)
TAC (mg/g ornek)
v
8

////

B: Sure (dk) C: Sivi/Kati 120 A: Guc (Watt)
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c) d)

2000

1500

1000

500

N
N\
]

TAC (mg/g ornek)
w
8

TAC (mg/g ornek)

90 700 200 45
180 39
160 33
140 27
D: Darbe orani (%) A: Guc (Watt) C: Svi/Kati 120 21 B: Sure (dk)
50 300 100 15
€) f)

ST
27752
S
I"'

TAC (mg/g ornek)
w
8

TAC (mg/g ornek)
«
8

D: Darbe orani (%) B: Sure (dk) D: Darbe orani (%) C: Sivi/Kati

50 100

Sekil 4.2: Design-expert TAC grafikleri a)siire-giig-TAC grafigi, b) sivi/kati-giic-TAC grafigi,
c) darbe orani-gilig-TAC grafigi, d) sivi/kati-siire-TAC grafigi e) darbe orani-siire-TAC grafigi, f)
stvi/kati-darbe orani-TAC grafigi.

Sekil 4.2 (a) grafiginden yola ¢ikarak artan siire ile TAC degerinin arttig1 gézlemlenir.
Sekil 4.2 (b) grafigini incelendiginde artan gii¢ ile TAC degerinin arttig1 sonucuna varilir. Sekil
4.2 (c) grafigine bakildiginda TAC degerinin maksimuma ulastig1 an, darbe aralig1 ve ultrasonik
gliciiniin orta seviyelerde oldugu sonucuna ulasilir. Sekil 4.2 (d) grafiginde ise artan siirenin
TAC degerinde yiiksek bir artisa sebep oldugu anlasilmaktadir. Sekil 4.2 (e) grafiginde siire
artistyla beraber darbe artisi da TAC degerinin artmasini saglamaktadir. Sekil 4.2 (f) grafigi
incelendiginde darbe oranindaki artisin TAC degerini oldukga yiikselttigi gozlemlenmektedir.

Calismada toplam antioksidan kapasitesi {izerine etkili olan baslica degiskenler;
ultrasonik siire, ultrasonik gii¢, stvi/kat1 oran1 ve darbe orani olarak belirlenmistir. U¢ boyutlu
(3-D) grafiklerde bu parametrelerin kombinasyonlarina gore toplam antioksidan

kapasitesindeki degisimler net olarak gézlemlenmistir.
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Sekil 4.2. (a) incelendiginde; 3D grafiklerde ultrasonik siirenin ve giiclin eszamanli
olarak artirilmasi, toplam antioksidan kapasitesini anlamli diizeyde yiikseltmistir. Ozellikle bu
iki parametrenin yiiksek seviyelerine ulasildiginda toplam antioksidan kapasitesini degerlerinde
zirveye ¢ikildigr dikkat ¢gekmektedir. Bu, hiicresel yapinin daha etkin bir sekilde bozulmasina

ve daha fazla antioksidan bilesigin ekstrakte edilmesine baglanabilir.

Sekil 4.2. (b) incelendiginde; bir diger 3D yiizey grafiginde, sivi/kati oran1 azaldikca
(yani daha yogun ortamlar tercih edildik¢e) ve ultrasonik gii¢ artirildik¢a, toplam antioksidan
kapasitesinin yiikseldigi goriilmektedir. Bu, kati fazin daha fazla olmasiyla ultrasonik
dalgalarin aktarim etkinliginin artmasina ve ekstraksiyonun daha verimli hale gelmesine isaret

etmektedir.

Sekil 4.2. (c) incelendiginde; darbe orani ve gii¢c parametrelerinin orta seviyelerinde
toplam antioksidan kapasitesinin maksimuma ulastig1 gézlemlenmistir. Bu durum, ¢ok yiiksek
darbe oran1 veya gii¢ uygulandiginda olasi1 degradasyon ya da antioksidan bilesiklerin zarar

gormesi riskini, orta seviyenin ise optimum kosullar1 sundugunu gdéstermektedir.

Sekil 4.2. (d) incelendiginde; siire uzatildikca ve sivi/katt orami azaldikca, toplam
antioksidan kapasitesinin arttig1 goriilmektedir. Uzun siireli islem sirasinda, daha konsantre

(kat1 madde orani yiiksek) ortamlarda ekstraksiyonun daha etkili gerceklestigi anlasilmaktadir.

Sekil 4.2. (e) incelendiginde; darbe orani ile siire kombinasyonunun orta seviyelerinde,
toplam antioksidan kapasitesi en yliksek diizeye ¢ikmistir. Cok kisa veya ¢ok uzun siireler ya
da asin diisiik/yiiksek darbe orani optimum verime engel olabilirken, orta diizeyde bu iki

etkenin sinerjisiyle en yiiksek kapasite elde edilmistir.

Sekil 4.2. (f) incelendiginde; darbe orani arttik¢a ve sivi/kati orani azaldik¢a toplam
antioksidan kapasitesinin yiikseldigi saptanmistir. Bu, darbe oraninin ekstraksiyon verimliligini
artirmada kritik bir rol oynadigini; stvi/kat1 oraninin azalmasinin ise ultrasonik enerjinin etkisini

yogunlastirdigini gostermektedir.

4.4. OPTIMUM KOSULLARDA CUPRAC, ABTS, DPPH, TPC VE TFC SONUCLARI

Zahter bitkisinin CUPRAC, DPPH ve ABTS serbest radikal temizleme aktiviteleri
optimum ekstraksiyon kosullarinda hesaplandi ve sonuglar etanol ¢oziiciisliniin antioksidan

kapasite degerleri ile karsilagtirildi. Antioksidan kapasite sonuglart CUPRAC igin Tablo 4.6°da,
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ABTS sonuglar1 Tablo 4.7°de, DPPH sonuglar1 ise Tablo 4.8’de verilmistir. Tablolardan
anlasildig: lizere TAC degerleri ABTS ve DPPH degerlerinden daha yiiksek gelmistir. Etanol
ile yapilan ekstraksiyonda TAC degeri daha yiiksek gelmistir ancak ABTS ve DPPH
degerlerinde daha diistik gelmistir. Buradan ¢ikan sonuca gore segilen DES daha iyi bir serbest
radikal temizleyicisidir. Bu durum DES ile bitki arasindaki giicli hidrojen bagi
etkilesimlerinden dolay1 olabilir. Toplam fenolik icerik (TPC) degerlerine bakildiginda DES ile
yapilan ekstraksiyonun ¢ok daha yiiksek TPC igerdigi sonucuna varilmistir. Toplam flavonoid
icerik (TFC) degerlerine bakildiginda DES ile yapilan ekstraksiyonun etanol ile yapilana gore
daha yiiksek TFC igerdigi sonucuna varilmaistir.

Tablo 4.6: Optimum kosullarda CUPRAC deneme sonuglari.

Bitki + DES TAC (mmol TR/g 6rnek)
Zahter + Kolin kloriir: iire: su 5,27451274
Zahter + %70 Etil alkol 6,083851164

Tablo 4.7: Optimum kosullarda ABTS deneme sonuglari.

Bitki + DES ABTS (mmol TR/g érnek)
Zahter + Kolin kloriir: iire: su 0,27957701
Zahter + %70 Etil alkol 0,22540994

Tablo 4.8 Optimum kosullarda DPPH deneme sonuglari.

Bitki + DES DPPH (mmol TR/g 6rnek)
Zahter + Kolin kloriir: iire: su 0,30248965
Zahter + %70 Etil alkol 0,16731652

Tablo 4.9: Optimum kosullarda toplam fenolik igerik (TPC) deneme sonuglari.

Bitki + DES TPC (mmol gallik asit/g-kuru 6rnek)
Zahter + Kolin kloriir: lire: su 10,06186234
Zahter + %70 Etil alkol 0,731026861

Tablo 4.10: Optimum kosullarda toplam flavonoid igerik (TFC) deneme sonuglari.

Bitki + DES TFC (mmol quercetin/g-kuru érnek)
Zahter + Kolin kloriir: iire: su 0,412214246
Zahter + %70 Etil alkol 0,34831554
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5. TARTISMA

Gergeklestirilen bir calismada nar kabuguna ve ¢ekirdegine, derin dtektik ¢oziiciiler ve
geleneksel ¢oziiciiler kullanilarak ultrasonik destekli ekstraksiyon uygulanmistir. Bu ¢alisma
sonucunda nar kabugunda derin 6tektik ¢oziiciiler kullanilarak maksimum antioksidan aktivite
elde edildigi kanmitlanmistir. Bununla birlikte nar ¢ekirdegine derin otektik ¢oziiciiler ile
ekstraksiyon uygulandiginda en yiiksek toplam fenolik madde elde edildigi sonucuna

varilmistir. (Erol, 2023)

Deniz iiriinleri icerisinde bulunan bazi eser tiirlere magnetik derin otektik ¢oziictiler ile
mikroekstraksiyon islemi uygulanmasinda derin 6tektik ¢6ziiciiye magnetik nanoakiskan sivi
ozelligi kazandirilarak, fazladan enerji tiikketen santrifiij kullanilmasina gerek kalinmadan,

ekstraksiyon faz ayriminin kolaylikla saglandig1 sonucuna varilmistir. (Saraclar, Eker, 2024)

Yapilan bir ¢alismada gida, kozmetik ve ilag Orneklerinden eritrosin tayini igin
calismalar gerceklestirilmistir. Bu ¢calismada derin 6tektik ¢oziiciiler kullanilarak etkin bir faz
ayrimi ve verimli bir ekstraksiyon elde edilmistir. Bununla birlikte ultrason destekli
ekstraksiyon ile ses dalgalarinin enerjisinden ve ultrason sicakligi sinerjik etkisinden

faydalanilarak ekstraksiyon veriminin artmasi saglanmistir. (Fesliyan, 2024)

Borlu atiklardan lityum ekstraksiyonu gerceklestirilen bir ¢alismada derin Gtektik
¢oziiciiler kullanilmistir. Bu ¢alismadaki amag petrokimyasal ¢oziiciiler yerine doga dostu olan
derin 6tektik ¢oziicliler kullanilmasi arastirilmistir. Arastirma sonucunda borlu atiktan lityum
ekstraksiyonu isleminde derin otektik ¢oziiciiler ile yiiksek derisim elde edildigi sonucuna
varilmistir. (Erden, 2024)

Bir calismada kara miirvere derin 6tektik ¢oziiciiler ile ekstraksiyon islemi uygulanip,
antioksidan aktivitesi, toplam fenolik miktar1 ve toplam antosiyonin miktart analiz edilmistir.
Derin 6tektik ¢oziicii ve geleneksel organik ¢oziicli sonuglar1 karsilagtirildiginda derin 6tektik
¢oziicli ile daha yiiksek verim elde edildigi sonucuna varilmistir. Bu sebeple calismada
kullanilan derin 6tektik ¢oziiciiniin geleneksel ¢oziicli olan metanole alternatif bir yesil ¢oziici

olabilecegi tespit edilmistir. (Alptekin, 2023)
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Zerdecala dogal derin Otektik ¢oziiciiler ve %80 metanol ile ekstraksiyon islemi
uygulanmistir. Caligma sonucunda elde edilen bir dogal derin 6tektik ¢oziicii hari¢ digerlerinde

%80 metanole gore daha yiiksek antioksidan kapasitesi ve kurkumin igerigi tespit edilmistir.
(Doldolova, 2020)

Literatiir arastirmast sonucunda farkli ¢oziiciiler ve yontemler kullanilsa da genellikle
yesil ¢oziiciiler ile yapilan islemler sonucunda daha yiiksek verim elde edildigi tespit edilmistir.
Bununla beraber caligmalarin ¢ogunda yesil ¢oziiciiler igerisinde bulunan derin Otektik
coziiciilerin geleneksel ¢oziiciilere iyi bir alternatif olabilecegi ancak bu konu ile ilgili daha

fazla arastirma yapilmasi gerektigi bildirilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda, zahter (Thymbra spicata L.) bitkinin yapraklar: kullanilarak fenolik
bilesikleri elde etmek amaciyla ultrasonik destekli ekstraksiyon (UAE) islemi uygulanmistir.
UAE yontemi optimize edilerek derin oOtektik coziiciiler (DES) ile geleneksel ¢oziiciiler
kullanilarak antioksidan kapasiteleri analiz edilmistir. Antioksidan kapasite analizlerinde
CUPRAC, DPPH, ABTS, toplam fenolik icerik (TPC) ve toplam flavonoid igerik (TFC)
yontemleri kullanilmistir. Deneysel tasarimlar igin Box-Behnken modeli {izerinden calisilip

ANOVA analizleri ve 3D yiizey grafik yorumlari ile analiz sonuglar1 desteklenmistir.

Antioksidan kapasite analiz sonuglarinda etanol ile daha yiiksek sonug elde edilmistir.
CUPRAC yonteminde DES ile 5,275 mmol TR/g-kuru kiitle, etanol ile 6,084 mmol TR/g-kuru
kiitle sonuglar1 elde edilmistir. Diger analiz sonuglari incelendiginde DES ile yapilan
analizlerin sonuglar1 daha yiiksek gelmistir. ABTS i¢in DES ile yapilan analiz sonucu 0,280
mmol TR/g-kuru kiitle, etanol ile yapilan analiz sonucu 0,225 mmol TR/g-kuru kiitle olarak
bulunmustur. DPPH analizinde ise sonug¢lar DES i¢in 0,302 mmol TR/g, etanol i¢in 0,167 mmol
TR/g-kuru kiitle olarak hesaplanmistir. TPC analizlerinde elde edilen sonuglar DES i¢in 10,062
mmol gallik asit/g-kuru kiitle, etanol i¢inse 0,731 mmol gallik asit/g-kuru kiitle seklinde
bulunmustur. Son olarak TFC analiz sonuglarinda DES ile yapilan ekstraksiyona ait analiz
sonucu 0,412 mmol kuersetin/g-kuru 6rnek ve etanol ile yapilan ekstraksiyona ait analiz sonucu

0,348 mmol kuersetin/g-kuru 6rnek olarak bulunmustur.

Analiz yontemlerindeki farkliliklar sebebiyle elde edilen degerler de birbirinden farkl
gelmistir. Bu yontemlerden CUPRAC, ABTS ve DPPH’1n amaci antioksidan kapasite degerini
Ol¢mektir. Fakat TPC analizinin amaci toplam fenolik icerik hesaplamak, TFC analizinin amaci
ise toplam flavonoid igerigi hesaplamaktir. CUPRAC yo6nteminin prensibi Cu(Il) — Cu(l)
indirgenmesine dayanmaktadir, ABTS yoOnteminde ise prensip ABTS* radikalinin
indirgenmesidir, DPPH ydnteminin prensibi DPPH radikalinin indirgenmesine dayanmaktadir.
TPC analizi Folin-Ciocalteu reaktifi ile renk olusumu prensibine sahiptir, TFC ise AIClz ile
komplekslesme sonucu renk olusumu prensibine dayanmaktadir. Bu yontemler uygulanirken
farkli renk olusumu gergeklesir. CUPRAC yonteminde antioksidanlar varliginda indirgenme
reaksiyonlar1 sonucu mavi renkten sar1 renk’e, ve ABTS yOnteminde yesil renkten sar1 renk’e
gecis gozlemlenir. DPPH yOnteminde ise indirgenme reaksiyonlart sonucu mor renkten sartya

gecis olur. TPC analizinde renk mavidir, TFC analizinde ise sar1 kompleks renk olusur. Her bir
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analizin farkli avantaj ve dezavantajlart mevcuttur. Kullanim alanlar1 agisindan incelendiginde

genellikle ayn1 alanlarla kullanimlar1 mevcuttur.

Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde CUPRAC hari¢ diger yontem ve analizlerde
secilen DES ile etanol geleneksel coziiciisiine kiyasla daha iyi sonucglar elde edildigi
goriilmiistiir. Bu sayede doga dostu, ¢cevreye zarar vermeyen, maliyeti diislik ve ugucu olmayan
yesil ¢coziicii olan DES’in geleneksel ¢oziiciilere alternatif olarak kullanimin uygun oldugu ve

daha 1yi sonuglar verdigi ortaya koyulmustur.
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