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OZET

Bu calisma, iilkemizde dogal olarak yetisen ve Mersin yoresinden temin edilmis
olan adacayr yapraklarindan antioksidan eldesine siiperkritik akiskan

ekstraksiyonunda basincin etkisini incelemek amaciyla yapilmstir.

Ekstraksiyon, farkhh basin¢ degerleri (75, 80, 85 bar) kullamlarak ve
antioksidanlarin bozunmasim onlemek amaciyla sicakhk 35 °C’ da sabit
tutularak yapilmistir. Soksile ekstraksiyonu sonucunda elde edilen verim daha
diisiitk bulunurken, siiperkritik karbon dioksit ekstraksiyonunda basincin
yiikselmesi ile verim artmistir. Ekstraksiyondan elde edilen ekstraktlarin
degisik dalga boylarinda HPLC cihaz1 yardimiyla analizleri yapilmistir. Elde

edilen ekstraktlarin HPLC analizi ile pik alanlar tespit edilmistir.
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ABSTRACT
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naturally in Mersin region.
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with pressure.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler Aciklama

u Mikron 6l¢ii birimi

Pc Kritik Basing

Te Kritik sicaklik
Kisaltmalar Aciklama

AOM Aktif oksijen metodu
BHA Biitillenmis hidroksi anisol
BHT Biitillenmis hidroksi toluen
DPPH 1,1-difenil-2-fenilhidrazin
GC Gaz kromatografi

HPLC Yiiksek basing s1vi kromatografisi
MS Kiitle spektroskopisi

PG Propil gallat

TSE Tiirk Standartlar1 Enstitiisii

TBHQ Tersiyer biitil hidrokinon



1. GIRIS

Adagay1 ¢ok eski ¢aglardan beri iinlii bir sifali bitki olarak bilinmektedir. Adagayi, ilag
bitkisi olarak kullanilan bitkilerin arasinda en uzun tarihe sahip olan bitkilerden birisidir.
Adacay1 bitkisinin yaklasik olarak 900 tiirii vardir ve bir¢cok adacay1 tiirii kozmetikte,
parfimeride, ila¢ endiistrisinde ve bunlarin yaninda bitkisel ¢ay ve yiyeceklerde

kullanilmaktadir [Aleksovski ve Sovova, 2006].

Adagay1 gecen yillarda fenolik antioksidanlara sahip olmasi nedeniyle birgok ¢aligmaya
konu olmustur. Bu calismalarin sonucunda adacayr bitkisinin, giiclii antioksidan
aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Ayn1 zamanda adagay1, sahip oldugu esansiyel yag
ve antioksidan bilesenler acisindan ekonomik olarak da arastirma konusu olmustur.
Yiyecekler ve bazi dogal gidalar1 koruyarak ve bozunmalarini onleyerek raf omriinii
uzatmak i¢in, adacgay1 antioksidanlari, bu konuda olduk¢a iyi bilinen biberiye
antioksidanlara alternatif olusturmustur. Adagay1 ekstraktlarinin daha once yapilmis
olan calismalarda bir¢ok fenolik bilesene sahip oldugu agiklanmistir. Antioksidan
ozelligi esas olarak, karnosik asit, karnosol ve rosmarinik asite baglanmaktadir. Adagay1
ekstrakti aynm1 zamanda, toplam antioksidan aktivitesine katkida bulundugu diisiiniilen
flavonoid ve diger fenolik bilesenleri icermektedir. Adacay1 ekstraktinin ticari olarak

kalitesi bu fenolik bilesen icerigine baglidir [Durling ve ark., 2007].

Adacay1 bitkisi ile ilgili yapilan birgok calismada, adacayi bitkisinin sahip oldugu
bilesenlerin sagligi korumaya faydali oldugu ic¢in ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
geleneksel tipta oldukga yaygin olarak kullanildigi goriilmiistiir. Beyin fonksiyonlarinin
Olmesi, kanser, kalp rahatsizliklar1 ve bagisiklik sisteminin zayiflamasi ile ilgili
durumlarda uygulanmas: artmistir. Bu rahatsizliklarin  olusum sebebi, serbest
radikallerin sebep oldugu hiicre bozulmasi olabilir ve insanlarin bu antioksidanlari

kullanmalar1 birgok hastaligr 6nlemede dnemli rol oynayabilmektedir [Lu ve ark., 2001].

Yiyeceklerde, oksidasyon reaksiyonlar1 yalnizca vitamin ve tat kaybina neden olmazlar,

ayn1 zamanda serbest radikaller gibi oksitleyen firiinler olusturmaktadirlar ve bu



radikaller istenmeyen kimyasal reaksiyonlari baglatmaktadirlar. Bu otooksidasyon
reaksiyonlarini 6nlemek i¢in veya bunlardan kaginmak i¢in, antioksidanlar 50 yil1 agkin
bir stiredir kullanilmaktadir. Viicudun, iirettigi serbest radikallere (oksidanlara) karsi
savunma mekanizmasi olarak gorev yapan bir enzim sistemi vardir ve bu enzimlerin

etkinligini antioksidan maddeler saglamaktadir [Cuvelier, 1996].

Tiiketicilerin son yillarda dogal irilinlere ilgisinin artmasiyla birlikte, dogal
antioksidanlara olan talep artmistir. BHT (Biitillenmis hidroksi toluen), BHA
(Biitillenmis hidroksi anisol) gibi bilinen sentetik antioksidanlar toksik etkileri
nedeniyle, yerini dogal antioksidanlara birakmistir [Cuvelier, 1996; Durling ve ark.,

2007].

Dogal antioksidanlar elde edilmeleri sirasinda fiziksel ve kimyasal olarak zarar gorerek
bozunmaya ugrayabilirler. Bu nedenle, yapisini bozmadan ve aktivitesini diisiirmeden en
iyl sekilde dogal antioksidanlarin elde edilebilecegi proses kosullarinin uygulanmasi

gerekmektedir.

Adagay1 icin kullanilan ii¢ ana ekstraksiyon prosesi vardir: Su buhar ekstraksiyonu,
organik c¢oziicii ekstraksiyonu ve stiperkritik akiskan ekstraksiyonudur. Su buhari
ekstraksiyonu ve ¢oziicii ekstraksiyonunun, 1siya duyarli bilesenlei bozma, suya duyarl
bilesenlerin hidroliz olmas1 ve c¢oziicii kirliligi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir.
Ayrica, bu teknikle diisiilk buharlasma basincina sahip bilesenler tam olarak ekstrakte
edilemeyebilmektedir. Siiperkritik akiskan ekstraksiyonu adagay1 yapisinda dogal olarak
bulunan bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in alternatif bir metot olmustur. Bu ektraksiyonun,
diisiik sicaklikta galigtirilabilmesi, kullanilan karbon dioksit gazinin {iriinii kirletmemesi

ve bozunma reaksiyonunun olusmamasi gibi avantajlari vardir [Reverchon, 1995].

Bu calisma, Tirkiye’ de dogal olarak yetisen adagay:r bitkisinin antioksidan etkisini
gorebilmek amaciyla yapilmistir. Bu amagla, adagayr yapraklar siiperkritik akiskan
ekstraksiyon cihazi ile, ¢oOziicii olarak karbon dioksit ve yardimci ¢oziicii olarak su

kullanilarak ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon, farkli basing degerlerinde ve



antioksidanlarin bozunmasini dnlemek amaciyla diisiik sicaklikta yapilmistir. Her basing
degeri icin ekstraksiyon verimi hesaplanmis ve verimin basingla degisimi incelenmistir.
Soksile ekstraksiyonu yontemi kullanilarak adacayir ekstrakti elde edilmis ve
ekstraksiyon verimi hesaplanmigtir. Siiperkritik karbon dioksit ekstraksiyonu ile soksile
ekstraksiyonu yontemlerinin verimleri karsilastirilmistir. Her iki yontemle elde edilen

adacay1 ekstraktlarinin antioksidan etkisi HPLC cihazi kullanilarak analiz edilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Adacay1

Resim 2.1. Adacaymin (Salvia Officinalis) goriiniimii [Wikipedia, 2007]

2.1.1. Adacaymmn tarihcesi

Adagay1 ¢ok eski ¢aglardan beri iinlii bir sifali bitki olarak bilinmektedir. Adagayi, ilag
bitkisi olarak kullanilan bitkilerin arasinda en uzun tarihe sahip olan bitkilerden birisidir.
[k olarak Romalilar tarafindan kutsal bitki anlamma gelen, herba secra adi verilerek
hastaliklarin tedavisindeki etkin 6zelligi vurgulanmigtir. Ronesans doneminde aromatik
bitkiler, ilag¢ hammaddesi olarak kulanilmistir. Farmakolojik 6zelliklerini aydinlatmak
amact ile adacayindan elde edilen esansiyel yagin analizi yapilmis ve epidemik
hastaliklara karsi koruyucu amacl olarak kullanilmistir. 19. yiizyilin basinda farkli
yapidaki yaglar ilk kez tanimlanmis ve bu yaglara 6zel isimler verilmistir. 1907 yilinda
Ingiliz Tlag Konferansinda botanik tiirlerin adlar1 resmi olarak aciklanmistir [Lawless,
1995].

Bu bitkinin ¢icekleri, gargara ve adacay1 sirkesi yapmak i¢in toplanir (bir avug ¢icek,

dogal sirkenin i¢inde bir siire bekletilir) ve elde edilen sirke, uzunca bir siire hasta



yatagindan kalkamayan kisilere rahatlatic1 ve canlandirict olarak siirtilebilir. Yapraklar
daha ¢i¢eklenme baslamadan, mayis ve haziran aylarinda, bitkide kuru ve giinesli giinler
boyunca eterli yaglar olusturduktan sonra, d&glen giinesinde toplanir ve golgede

kurutulur.

2.1.2. Adacayinin yapisi ve yetisme kosullar:

Tiirk Standartlar1 Enstitlistine gore adagaymnin tanimi: Labiateae (Ballibabagiller)
familyasina mensup Salvia officinalis tiirline giren ¢ok yillik bitkilerin kisa parcalar
halinde kesilmis ve teknigine uygun olarak kurutulmus, saplar1 ile birlikte grimsi-yesil

yapraklar olarak yapilmaktadir.

Adagcayi, dis otu veya meryemiye olarak da bilinmektedir. Salvialar; tek ya da ¢ok yillik
otlar veya kiiciik ¢alilar yapisinda olan, govdeleri dik ve yiikseltici, dort kose, pilos ya da
tomentos tiiylii, nadiren tiiysiiz, salg1 bezli ya da salgi bezine sahip olmayan, yapraklar

basit ya da pargalidir [Davis, 1998].

Adacgay1 30-70 cm boyundadir ve bitkinin menekse renkli ¢igekleri halka dizilislidir.
Karsilikli olan beyaz kegeli yapraklar1 glimiis gibi parildar ve acimtrak, 1tirli bir koku

yayarlar [Biiyiikkaya, 2002].

Adagcay1 Balkanlar’ da ve Akdeniz’ de dogal olarak yetismektedir. Ulkemizde Salvia
cinsine ait 89 tiir bulunmaktadir. Bunlarin yaris1 endemik, yani diinya iizerinde sadece
bolgemizde yetismektedir. Adagay1 gesitleri Akdeniz Havzasinda ve Anadolu’ da ¢ok
eskiden beri baharat olarak kullanilmaktadir. Giizel renkleri ve kokusu nedeniyle
oldukga tercih edilen bir bitkidir. Kurak alanlar ve tagh bolgelerde, kirectasi alanlari ve
cok az topraga sahip kayaliklarda yetisebildigi goriilmistiir. Bitki, giinesi iyi alan ve iyi
drene olan kumlu topraklara ihtiyag duyar. Adagayi, genelde sicagi seven bir yapi
gostermektedir. Ilkbaharda biraz yagis alan ve riizgardan korunan yerlerde, 1liman iklim
bolgelerinde kolaylikla yetistigi goriilmektedir. Uygun gelisme kosullarinin saglanmasi

durumunda bitkilerden yiiksek randimanli, iyi kalitede yag elde edilir. Aliivyonlu



topraklarda yetisen adacayr bitkisi daha az ¢iceklidir ve yag verimi kiyasla daha
diistiktiir [Biiytikkaya, 2002].

Adacgay1 eterli ugucu yaglar, tujon, sineol, linalol, borneol, salven, pinen ve kafur,
tanenler, triterpenoitler, flavonlar, Ostojen benzeri maddeler, recineli bilesikler
icermektedir. Bilesimindeki ugucu yaglarda triterpenler ve flavonlar yer almaktadir

[Lawless, 1995; Perry, 1996; Guillen ve ark., 1996].

Verim, iklim ve hava kosullarina, toprak bilesimine, bitkinin kuruluk derecesine, odunsu
kisimlarin yaprak ve cicekli uglarin oranlarina bagl olarak degisim gostermektedir.
Hasat edilecek donemde, ¢igeklenme evresinin basinda ugucu yag miktarinin en ytiksek
diizeye wulastigi, sonradan tohumlarin olustugu c¢aga dogru siiratle azaldigi
sOylenmektedir. Bu asamada yag randimani % 0,12-0,15 seviyesindedir [Biiyiikkaya,
2002].

Sap ve yapraklarin distilasyonu ¢ok daha az esans yagi vermesinin yaninda, 6zel bir
koku icermektedir. Yalmz yapraklarin distilasyonu ile elde edilen ugucu yagin esterler
bakimindan daha zengin oldugu goriilmiistiir. Cigekli u¢ kisimlarin yag randimani %
1.09, tiim bitkinin ise % 0.74 oldugu goriilmiistiir. Ugucu yagin kokusu baskin bir koku
degildir [Biiyiikkaya, 2002 ].

Adacay1 bitkisinde yaygin olarak rastlanan bilesenler hakkinda genel bilgi asagida

verilmektedir:

Ucucu yaglar

Ucgucu yaglar bitkilerden ya da bitkisel droglardan, su veya su buhar1 damitmasi ile elde
edilebilen, oda sicaklifinda bile buharlasabildiklerinden ve genellikle gilizel kokulu

olduklarindan ugucu yag, eterik yag, esans gibi isimlerle anilirlar [Biiyiikkaya, 2002].



Ugucu yaglar, yag tasiyan bitki kisimlarindan genellikle damitma yoluyla elde
edilmektedirler. Farkli damitma tiirleri uygulanabilmektedir. Ugucu yaglar bitkinin
yaprak, cicek, kok, rizom ve odununda daha c¢ok, sap kabuklarinda ise nadiren
bulunurlar. Bitkilerde genellikle % 1-2 oraninda, hatta bazen daha az miktarlarda

bulunurlar [Biiyiikkaya, 2002].

Bitkilerden elde edilen ugucu yaglar, genellikle elde edildiklerinde renksizdirler. Fakat
uzun siire beklemekle oksitlenebilir, recinelesebilir ve renkleri koyulasabilir. Ugucu
yaglarin pek c¢ogu renksiz oldugu halde kirmizi (tar¢in ve karanfil yagi) ve mavi

(papatya yagi) renkli olanlar1 da bulunmaktadir [Biiytlikkaya, 2002].

Ucucu yaglar oldukca fazla sayida bilesigin karistmindan olustuklarindan dolay1
kimyasal bilesimleri bakimindan biiyiikk ayricaliklar gosterdikleri halde, fiziksel
ozellikleri acisindan ortak yonleri ¢oktur. Genellikle sividirlar, kendine 6zgii kuvvetli ve
hos kokular1 vardir, act ve baharli lezzetlidirler, kirilma indisleri yiiksektir ve optikce

aktiftirler [Biiyiikkaya, 2002].

Sabit yaglar

Farmakognozi yoniinden, droglarda bulunan lipitlerin en 6nemli olanlar1 sabit yaglardir.
Sabit yaglar karistminda baslica gliseritlerden baska, serbest yag asitleri ile
sabunlagmayan kisimlar bulunmaktadir. Sabunlasmayan kisimlar, steroller ile A, D, E
vitaminleri gibi yagda ¢0ziinen vitaminlerden baska, az miktarda ugucu yag, regine,
hidrokarbon ve act madde ihtiva eder. Sabit yaglardaki gliseritler genellikle
trigliseritlerdir. Bitkisel yaglar1 elde etmek i¢in uygulanan yontem ufak farkliliklarla
beraber biitlin droglar i¢in aynidir. Bitkilerin hemen her organinda yag bulunmakla

beraber, genellikle tohumlar sabit yag bakimindan zengindir [Biiyiikkaya, 2002].



Terpenler

Terpenler, bes karbonlu izopren molekiillerinden olusmustur. izopren molekiillerinin
birbiriyle bas ve kuyruk konumundan baglanmasi ile mono, seski, di, sester, tri, tetra ve
politerpenler meydana gelir. Terpenler alifatik ve alisiklik yapida olabilirler.
Hidrokarbonlu terpenlerin yani sira oksijen molekiilii iceren yani alkol, keton, eter,
aldehit, karbonik asit, oksit gibi fonksiyonel gruplu terpenler de dogal olarak
bulunmaktadir. Terpenoidler, bitkiler ve hayvanlarda bulunan dogal bilesiklerin en
onemli ve en genis siniflarindan birisidir. Bitkilerde serbest halde bulunabildikleri gibi,
glikozitleri, organik asit esterleri ve bir kismu1 da proteinlerle birlikte bulunabilmektedir

[Biiyiikkaya, 2002].

Monoterpenler ve seskiterpenler gibi ¢ok kiiciik molekiillii terpenoidler su buhari
damitmasi ile, daha biiyiik molekiillii terpenoidler ise ekstraksiyon yontemleri ile

ayrilabilmektedirler [Biiyiikkaya, 2002].

Diterpenler

Diterpenler, dogal {iriinler igerisinde yaygin olarak bulunmaktadirlar. Dogal {iriinler
igerisinde en genis farmakolojik etkiye sahip olan diterpenlerin arastirilmasina ¢ok eski
yillarda baslanmasina ragmen kromatografik ve spektroskopik yontemlerin yetersizligi
nedeniyle yapilarinin aydinlatilmast zor olmustur. Son yillarda kromatografik
yontemlerin  gelismesiyle diterpenlerin  ayrilmast ve saflagtirllmasi, modern
spektroskopik tekniklerin gelismesiyle de yapilarinin aydinlatilmasi daha kolay ve hizl
olmustur [Biiyiikkaya, 2002].

Diterpenler, stereoidlerden ve triterpenlerden daha kolay oksitlenir. Bu nedenle
diterpenlerdeki kimyasal reaksiyonlarda farkliliklar gozlenmektedir. Kopriilii halka
sistemlerinde ~ Wagner-Meerwein  diizenlenmesi ile karbokatyon olusmaktadir

[Biiyiikkaya, 2002].



Triterpenler

Triterpenler altt izopren biriminden olugsmus 30 karbonlu iskelete sahip yapilardir.
Triterpenler, bitkilerde serbest veya bagli olarak bulunmaktadirlar. Serbest triterpenler,
asit, alkol, aldehit, keton, epoksit ve lakton fonksiyonel gruplarindan birini veya

birkagin1 bir arada tasiyabilirler veya hig siibstitiient tagimazlar [Ulubelen ve ark., 1981].

Triterpenik asitlerin metil esterleri, asetatlar1 gibi esterler ve glikozit halindeki
triterpenler, bagl triterpenlerin baslicalarini olustururlar. Ayrica triterpenoid polimerleri
veya recineleri, triterpenik asitlerin sekerlerle yaptig1 esterler ve metoksi grubu tasiyan

triterpenler de bagli triterpenler grubuna dahildirler [Ulubelen ve ark., 1981].

Fenolik maddeler

Fenolik maddeler dogal antioksidanlarin en 6nemli gruplarini olustururlar . Bunlar
bitkilerin tiim kisimlarinda goriilen polifenolik komponentlerdir. En yaygin bitkisel
fenolik antioksidanlar flavonoidler, sinnamik asit tlirevleri, kumarinler, tokoferoller ve
fenolik asitlerdir. Bunlarin besinlerde bulunan ve kolaylikla oksitlenebilen maddeleri,

oksidasyondan koruduklar1 bilinmektedir [Gokalp, 2006].

Flavonoidler

Genellikle sar1 renkli olmalar1 nedeniyle, Latince sar: anlamina gelen flavus
sozciigiinden tiiretilerek flavonoid adini alan bilesiklerdir. Kimyasal bakimdan 15

karbon atomlu 2-fenil benzopiron yapis1 gosterirler [Biiyiikkaya, 2002].

Bu tiir ya da benzer yapiya sahip olan bilesikler ister dogal olarak, ister sentezle elde
edilmis olsun, renklerine bakilmaksizin flavonoid bilesiklerinin sayica ¢ok artmasi

sebebiyle, iskeletlerindeki farkliliklara gore siniflandirilmiglardir [Biiyiikkaya, 2002].
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Flavonoidler, yosunlarin biiyiik kismi ile bakteriler hari¢c, hemen her bitki tiiriinde
yaygin olarak bulunmaktadirlar. Flavonoidler, dogada aglikonlar1 ya da glikozitleri
halinde, bitkilerin kok, sap, ¢icek, polen, meyve ve tohum gibi hemen her boliimiinde

bulunabilirler [Biiyiikkaya, 2002].
Adacayr aydmlatilmis  bilesenleri, fenolik bilesenlerin  {i¢ smifi  seklinde
gruplandirilabilir: Fenolik asitler (kaffeik asit ve rosmarinik asit), flavonoidler

(apigenin), fenolik diterpenler (karnosik asit, rosmadial) [Santos-Gomes ve ark., 2002].

Adacayinda bulunan baglica fenolik maddelerin yapis1 agagidaki gibidir:
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Sekil 2.1. Adagayinda bulunan baslica fenolik maddelerin kimyasal yapisi
[Lu ve ark., 2001]

2.1.3. Kullanim alanlari

Adagayr bitkisi tiirleri halk arasinda cay olarak sindirim sistemi bozukluklarinin
tedavisinde ve diiiretik olarak kullanilmaktadir. Bazi adagayi (sideritis) tiirlerinin

romatizma tedavisi ve tansiyon diisiiriicii amagclarla kullanildig1 bilinmektedir. Nitekim
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bazi tiirlerin antibakteriyel etki gdsterdigi, arteriyal kan basincini diisiirdiigli, otonom
sinir sistemi iizerinde etkileri oldugu bildirilmistir. Ayrica S. Congesta ve S. Arguta’ nin

antispazmolitik etkilerinin olabilecegi agiklanmistir [Baser ve ark., 1986 ].

Adacay1, ilag bitkisi olarak kullanilan bitkilerin arasinda en uzun tarihe sahip olan
bitkilerden birisidir. Kanser tedavisinde, timoér olusumunu engelleyen aktivitesi
nedeniyle gii¢lii bir potansiyele sahiptir [Wang ve ark., 2000]. Adagayinin esansiyel
yag1 mantar biiylimesini inhibe etmektedir ve esansiyel yag kendisinin kafur bilesimiyle
birlikte bulunmaktadir. Ayni zamanda diger adagay:r bilesenleri de ilag, bdcek
sokmalarinda antiseptik 6zellige ve mantar dnleyici aktivitelere sahiptir [Ozdalyan,

1998].

Adacay1 sikca icildiginde tiim bedeni giiclendirir, kalp krizi tehlikesini azaltir. Gece
terlemelerinde ve asir1 terlemelerde, lavanta ¢igeginin yani sira, yardimer olabilecek bir
bitkidir. Gece terlemesine neden olan hastalig1 iyilestirir ve bu hastalikla birlikte goriilen
asirt  gligstizliige karst canlandirict  bir etkisi  vardir. Kramplarda, omurilik
rahatsizliklarinda, beze hastaliklarinda ve organ titrekliklerinde kullanilmaktadir. Kan
temizleyici etkisi vardir. Solunum organlarin1 ve mideyi balgamsi sivilardan temizler,
istah acicidir. Bocek sokmalarinda, sokulan bolgeye adagay1 yapraginin tozu uygulanir.
Adagayr distan uygulandiginda (calkalama ve gargara) bademcik iltihabi, bogaz
hastaliklar1, dis iltithaplanmalari, yutak ve agiz boslugu iltihaplanmalarinda veya
tilserlerinde oOzellikle onerilmektedir. Ayrica adagayi, tahris kaynakli Oksiirtiklerde de

kullanilmaktadir.

Son yapilan caligmalarda adagayi bitkisinin alzheimer hastalifinin tedavisine katki
saglayabilecegi yoniinde bulgulara ulagilmistir. Kolinerjik noronlarin tahribati olarak
bilinen alzheimer hastaligina karsi adagay1 bitkisinin kolinerjik aktiviteleri diizenleyici

etkilerinin oldugu tespit edilmistir.

Adacayinda bulunan ugucu yaglar, sindirim tizerinde uyaric1 ve gaz giderici 6zellige

sahiptir. Icerdigi etkin bilesiklerle de mide salgilarmin arttirilmasma, bagirsak
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hareketlerine, safra salgisina, ve pankreas fonksiyonlarmin diizenlenmesine yardimeci
olur. Cogu yemek baharatlar1 gibi adagay1 da sindirim sistemi kasilmalarinda kaslarin
gevsemesine yardim ederek, antispazmik bir etki yapar. Bu 6zellik sindirim sistemi
sikayetlerinin azaltilmasindaki geleneksel roliinii gosterir. Avrupa Komisyonu sindirim

glicliigii tedavisinde adagaymin kullanimini onaylamaktadir.

Bunlarin disinda aromaterapi yoluyla viicuda yapilan masaj sonucu sinirleri diizenleyici,
sakinlestirici, rahatlaticit 6zelligi nedeni ile banyo yagi olarak kullanilmaktadir. Ayrica
viicut yaglari, viicut losyonlari, sa¢ sampuanlari, kremleri, sabunlar, kolonyalar,
deodorantlar, oda spreyleri ve deterjanlarda giizel, rahatlatic1 kokusu nedeni ile tercih

edilmektedir [Ozdalyan, 1998].

Gidalarda, bitki aromali konsantre iceceklerde, meyve sularinda, bitkisel yaglarda,
alkollii i¢kilerin bazilarinda 6zellikle varmutta, ayrica sicak igeceklerden adagay1 olarak,

baharat seklinde lezzet arttirici ve istah amagli olarak kullanilmaktadir [Lawless, 1995].

Biitin bu faydali ozellikleriyle birlikte her uygulamada oldugu gibi adacayini
kullanirken de bazi noktalara dikkat etmek gerekir. Igerdigi yiiksek seviyede toksik bir
madde olan tujon carpintiya neden olabilir. Konsantre adagayi yagi toksiktir ve
icilmemelidir. Adagayimin ¢ozeltisi ve ugucu yaglarinin uzun siireli kullanimi epilepsi

benzeri titremelere neden olabilir [Ozdalyan, 1998].



Cizelge 2.1. Adagaymin Aromaterapi ve Ilaglarda Genel Kullanimi [Lawless,

1995]
KULLANIM BOLGESI | KULLANIM YERI KULLANIM AMACI
Deride Kullanimi Kesiklerde, Antiseptik olarak
beneklerde, bocek
1sirmalarinda

Asir1 terlemede,
yaralarin temizliginde

Koku giderici olarak

Solunum Sistemlerinde | Bogaz iltihabinda, Antiseptik olarak
iisiitmelerde,
bademcik iltithabinda

Endokrin Sistemlerinde | Menstrual kramplarda | Antispazmotik olarak
Gebelikte, asir1 Diizenleyici olarak
menstruasyonda
Siit akisinin artist Hormon diizenleyici
durumunda olarak

Frijit olma durumunda

Afrodizyak olarak

Huzursuzluk halinde,
strese bagl kosullarda

Hormon diizenleyici,
adrenalin, olarak

Genel Sistemde

Ates yiikselmelerinde

Ates diisiiriicii olarak

Sinir sisteminde genel
bozukluk halinde

Sinir dayanimin
artirarak diizenleyici
olarak

2.2. Antioksidan Maddeler

Viicudun, iirettigi serbest radikallere (oksidanlara)

anlaminda bir enzim sistemi vardir. Bu enzimlerin

kars1
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savunma mekanizmasi

etkinligini artiran maddelere

antioksidan denir ve antioksidanlar viicut hiicreleri tarafindan tiretildigi gibi, gidalarla da

alman bir grup kimyasal maddedir. Caydaki polifenoller, soya ve turuncgillerdeki

flavonoidler, kakaodaki siyanidin, kanserden koruyucu etkisi olan ve antioksidan etkili

maddelere 6rnektir [Gokalp, 2006].

Organik bilesiklerin yapisinda degisikliklere neden olan atmosfer oksijeni, gidalarin raf

Omriinlin azalmasia neden olmaktadir. Oksidatif bozunmay1 6nlemek amaciyla veya
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geciktirmek i¢in gida maddelerini bu bozunmadan korumak amaciyla antioksidan

maddeler kullanilmaktadir.

UV s1gmin etkisi ile, lipidler ile oksijen arasinda otooksidasyon adi verilen serbest
radikal zincir reaksiyonu olusmaktadir. Baslangi¢ reaksiyonunda serbest reaksiyonlar
sekillenmektedir ve reaksiyonun ilerleme asamasinda serbest radikaller farkl radikallere
doniismektedir. Sonugcta, iki radikalin birlesimi ile kararli iiriin ortaya c¢ikmaktadir.
Otooksidasyon reaksiyonlar1 geri doniisii olmayan reaksiyonlardir. Baslangi¢ icin
aktivasyon enerjisi gerekmektedir ve bu enerji de reaksiyonu tesvik eden prooksidan

etkenler tarafindan saglanmaktadir [Richheimer ve ark., 1996; Djarmati, 1991].

Antioksidanlar gidalarda; onlar1 dengelemek, oksitlenmeyi kontrol ederek iiriin kalitesini
artirmak, tatsizlik gelisimini engellemek ve Onemli Olgiide terapik ajan olarak
potansiyellerini ortaya c¢ikarmak icin kullanilirlar. Gidalarin oksidasyonu sonucu,
istenmeyen kahverengi renk, kotii koku, kotii tat (acilik), duyusal kalitede ve vitamin

miktarinda azalmalar gibi sorunlar olusur [Gokalp, 2006].

Yiyeceklerde olusan lipid oksidasyonlari, yalmizca vitamin ve tat kaybma neden
olmazlar, ayn1 zamanda serbest radikaller gibi oksitleyen liriinler olustururlar ve bu
radikaller istenmeyen kimyasal reaksiyonlar1 baslatmaktadirlar. Bu oksitlenmeyi
onlemek veya bunlardan kacinmak i¢in, antioksidanlar 50 yili askin bir siiredir

kullanilmaktadir [Cuvelier, 1994].

Antioksidanlar, yiyecek katki maddesi olarak, oksidatif bozunmaya kars1i koruma
saglamak i¢in genis bir kullanima sahiptir. Eski zamanlardan beri ¢esitli yemeklerde
lezzet gelistirmek i¢in kullanilan baharatlar, antioksidan 6zellikleriyle bilinmektedirler.
Cesitli ¢alismalarda, nane familyasindan olan adagay1 ve biberiye bitkileri, bilinen tiirler
arasinda en fazla antioksidan potansiyeline sahip olanlaridir. Ik yapilan ¢alismalarda,
fenolik bilesenler agisindan adagayir ve biberiye benzer Ozellikler gostermektedir.

Antioksidan aktivite 6zellikleri karnosik asit ve rosmarinik asite baglanmistir. Fakat
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bir¢ok calisma bunlara ilave olarak terpenler ve flavonlar iceren aktif bilesenlerin de

oldugunu gostermektedir [Lu ve ark., 2001].

Genellikle gidalarda en fazla kullanilan sentetik antioksidanlar: BHA (Butillenmis
hidroksi anisol), BHT (Butillenmis hidroksi toluen), PG (Propil gallat) ve TBHQ
(Tersiyer butil hidrokinon)’ dur. Bu antioksidanlar yagl kaynaklarda 200 ppm’ e kadar
toplam miktarda kombinasyon halinde veya tek tek gidaya eklenir. Gidada sentetik
antioksidanlarin kullanimi yaklasik 60 yi1l 6nceye dayanmaktadir. Demir ve bakir gibi
metal iyonlarmmin prooksidan etkileri dikkate alinmalidir. Bdylece EDTA
(Etilendiamintetraasetikasit), CA (Sitrik asit) ve polifosfatlar gibi bir kisim asitler veya
onlarin tiirevleri selatlama ile metal iyonlarinin etkinligini gidermekte kullanilmaktadir.
Ancak son zamanlarda sentetik antioksidanlarin potansiyel yan etkileri konusunda
kuskular vardir. Bundan dolay1 tiiketicilerden gelen istek dogrultusunda ve endiistrinin

ilgisiyle dogal bilesikler sentetik bilesiklerin yerini almaktadir [Gokalp, 2006].

Dogal antioksidan kaynaklari; baharatlar, sifali bitkiler, caylar, yaglar, tohumlar, tahillar,
kakao kabugu, hububatlar, meyveler, sebzeler, enzimler, proteinler olarak
sayilabilmektedir. Arastirmacilar flavonoidler, katesinler, fenoller (karnosol, rosmanol,
rosamaridifenol) ve fenolik asit (karnosik asit, rosmarinik asit) gibi g¢esitli
antioksidanlar1 kapsayan bitki Ozleri kadar iyi olan, C vitamini tokoferoller ve
karotenoitlere de yogunlasmaktadirlar. Askorbil palmitat da dogal antioksidanlar
arasinda sayilmaktadir ¢iinkii, viicutta askorbik ve palmitik asitlere hidrolize olmaktadir.
Lamiaceae ailesinin sifali bitkileri arasinda en ¢ok caligilan biberiyedir ve o6zleri ilk
pazarlanan dogal antioksidanlardandir. Aynmi aileye ait olan keklikotu (oregano) lipid
sistemlerinde kuvvetli antioksidan olarak bir¢ok arastirma gruplariin ilgisini ¢ekmistir

[Gokalp, 2006].
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Sekil 2.2. RRR-a — tokoferol’ {in kimyasal yapis1

E vitamini ise kimyasal yap itibar ile bir tokoferol olup antisterilite vitamin olarak da
bilinir. Tokol ve tokotrienol tiirevlerinin farkli bilesikleri E vitamini aktivitesi gosterir.
En aktifi o -tokoferoldiir. a — tokoferol’ iin kimyasal yapis1 sekil 2.2” de goriilmektedir.
E vitamini, biyolojik bir antioksidan olup, atardamar hastaliklarinin ve kanserin

Onlenmesi i¢in gerekli olan bir antioksidandir.

E vitamini yagda ¢oziinen vitaminlerdendir. Bu yiizden hiicre zarinda bol miktarda
bulunur. E vitamininin etkilerini gosteren 8 tokoferol ve tokotrienol vardir. Oksijensiz
ortamda 200 °C' ye kadar dayanir. Organik asitlerden 100 °C' ye kadar miiteessir
olmazlar. Alkaliler etki eder. Oksidasyonla biyolojik etkisini hizla kaybeder. Acilagmis
yagda E vitamini bulunmaz. Isik ve bilhassa ultraviyole (morétesi) i1ginlara karsi
dayaniksizdir. Onun i¢in E vitamini ihtiva eden gidalar giinese maruz birakilmamalidir.

E vitamini antioksidan oldugundan yaglara katilarak yagin dayaniklilig: artirilir.

Cizelge 2.2. Bazi dogal antioksidanlar [Gokalp, 2006]

Kaynak Materyal Ornek Antioksidan

Sebze Yaglari Soya Yagi Tokoferoller

Tropikal Yaglar Hurma Yag: Tokoferoller

Bitkisel Yaglar Hurma Yagi Karotenoitler

Sifali Bitkiler ve Baharatlar | Biberiye ve Adagay1 Kompleks fenolikler

Tahillar Bugday ve Karabugday Flavonoidler

Baklagiller Soya Izoflavonlar

Cekirdek yaglar Kanola ve Hardal Fenolik asit&
Fenilpropanoitler

Caylar Yesil Cay Katesinler ve Polifenoller

Meyve Kabuklari ve Uziim Cekirdegi ve Polifenoller ve Taninler

Cekirdekler kabugu
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Antioksidan aktivitesi birgok faktore baghdir. Lipid bilesikler, antioksidan
konsantrasyonu, sicaklik, oksijen basinci ve diger antioksidanla ve birgok gidada ortak

bulunan bilesikler 6rnegin protegin ve suyun bulunmasi [Gokalp, 2006].

Dogal antioksidanlarin kapsamli etkinligi; radikal reaksiyonlardaki fenolik hidrojen,
kimyasal tepkimelerdeki yapisal durum ve dogal antioksidanlarin radikal
reaksiyonlardaki kararliliklarina baghdir [Gokalp, 2006].

2.2.1. Antioksidan maddelerin siiflandirilmasi

Antioksidanlar genel olarak primer ve sekonder (antioksidan sinerjistleri) antioksidanlar

olmak iizere iki sekilde siniflandirilirlar.

Primer antioksidanlar

Birincil ya da diger adiyla zincir pargalayan antioksidanlar; lipid radikalleri ile
ortamdaki oksijeni kullanarak daha kararli bir iirlin olusumunu saglamaktadirlar. Bu
bilesenler, fenolik yapida olup, serbest radikal zincirlerinin lipid oksidasyonunu
engellemektedirler. Dogal ve sentetik tokoferoller, alkil galatlar, BHA, BHT, tersiyer
biitil hidrokinon bu gruba bagli olarak fonksiyon gostermektedirler [Rajarho ve ark.,

1993; Djarmati, 1991].

Saglikli dokuda oksijen, atmosfere gore daha diisiik oranda oldugundan biyolojik
dokularda oksijen basinci 6nemlidir. Cogu gida antioksidanlar1 lipid otooksidanlarini
engellemektedirler. Ayrica fenolik antioksidanlar, indiiksiyon periyot siiresinin
uzamasinda etkilidirler. Yag igerisine katilmalar1 durumunda, biiylik oranda bozunmay1

geciktirirler [Cuvelier, 1994].

Otooksidasyon reaksiyonlari iizerinde antioksidan konsantrasyonlarinin etkisi pek c¢ok
faktore baghdir. Bunlar arasinda antioksidanlarin yapisi, oksidasyon kosullari,

oksidasyona ugramigs yapidaki degisimler sayilabilir. Fenolik antioksidanlarin,
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antioksidan aktivitesi yliksek konsantrasyonlarda etkinligini yitirmektedir. Bunlar

prooksidant yap1 kazanirlar. Bu durum asagidaki reaksiyonlarda agiklanmaktadir:

AH + O,
AH + ROOH

A +HOO
RO+H,O+A

v

v

Endo ve arkadaslari, klorofilin karanlikta antioksidan etkisini bu mekanizma ile

aciklamaya calismistir [Endo, 1985].

Sekonder antioksidanlar

Sekonder antioksidanlar diger adi ile antioksidan sinerjistleri, ortamda primer
antioksidanlar bulunmadig1 durumda aktivite gdsteremezken tersi durumda lipidlerin
otooksidasyon reaksiyonunu geciktiren, otooksidasyon zincirinin, serbest radikallerden
kararl tiirlere donilisiimiinii saglayan bilesikler haline doniisiirler. Bunlar, metal iyonlar
ile reaksiyon sonucunda etkili hale gelmektedirler. indirgen ajanlardan askorbik asit,
ortamda tokoferollerin ya da diger fenolik maddelerin bulunmas: ile sinerjist etki

gosterebilmektedir [Ozdalyan, 1998].

Selat yapict ajanlar

Bunlar, prooksidan ortamdaki, metal iyonlarin1 baglayarak, hidroperoksitlerin
bozunmasi sonucunda radikal olmayan tiirlerin elde edilmesini igerirler. Gida lipidleri
genellikle iz miktarda metal iyonlar1 igermektedir. Iyonlar ortamda enzimler ya da
bunlarin bozunma iriinlerinin bulunusu ile artmaktadir. Metal iyonlari, rafinasyon
ekipmanlarinda, metal kaplarda ya da hidrojenasyon siireclerinde yogun olarak
bulunmaktadir. Ornegin sitrik asit, amino asit, etilen diamin tetra asetikasit (EDTA)
bunlar arasinda sayilabilir. Metalik iyonlarla, 6rnegin bakir ve demir katalitik olaylarda
lipid oksidasyonunu hizlandirirlar. Kelatlar bazen sinerjist etki gdsterebilirler. Bunlar
genellikle fenolik antioksidanlarin aktivitesini desteklerler. Ayrica bunlardan bazilari

prooksidan aktiviteye sahiptirler [Rossel, 1983].
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Oksijen tutucu ajanlar

UV radyasyonunu absorplayarak ya da tekli oksijeni kullanarak aktivite gosterirler. Bu
gruba Ornek olarak verilen askorbik asit (vitamin C), askorbil palmitat, izo askorbik asit
ve sodyum tuzlari yag iceren gidalarda stabiliteyi saglamak amaciyla kullanilirlar.
Askorbil palmitatin % 0.01 oraninda katilmasi bitkisel yaglardaki aciligi giderme
yoniinden BHA ve BHT’ den ¢ok daha etkilidir. Oksijen tutucu ozellikteki askorbik
asitin aktivitesi, siselenmis ve kutulanmis triinlerde etkilidir. Ancak yagli gidalarda
kullanimi Onerilen askorbil palmitat, yag fazinda ¢oziiniirliigii arttirici etkisi nedeniyle

kullanilmaktadir [Cuvelier ve ark., 1992].

Hidroperoksit yikici ajanlar

Dilauril tiyo propiyonik asit hidroperoksitleri dekompoze ederek son iirlinde kararlilik
saglayan maddelerdir. Ancak bu bilesenlerin, gidalarda kullanimi Amerikan Gida ve ilag
Yonetimi (FDA) tarafindan heniiz kabul edilmemistir. Ayrica iilkemizde de Tiirk Gida

Kodeksi Yonetmeliginde yer almamaktadir.

2.2.2. Antioksidan aktivitesinin saptanmasina yonelik metotlar

Dogal ve sentetik antioksidanlarin aktivitesinin belirlenmesi amaciyla bir¢gok yontem
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda kullanim alani en genis olan yontem, yaglar ve yagl

maddeler i¢in oksidasyona karsi stabilitenin saptanmasi yontemidir [Rossel, 1983].

Stabilite, bitkisel ve hayvansal yaglarda, yagl iiriinlerde, depolama ve kullanim
sliresince taze tat ve kokunun kaliciligin1 koruma kapasitesidir. Dogal yap1 ve sistem
tizerindeki stres, ortamda prooksidan ya da antioksidan maddelerin bulunup
bulunmamasi ve ambalajlama yoOntemi, stabilite diizeyi ile dogrudan iliskilidir.
Hayvansal yaglarda doymamis yag asidi igerigi disiiktiir. Dolayisiyla, kararsiz yapi
olusumu kendiliginden ortaya ¢ikar. Gida maddelerinin iiretiminde hayvansal yag

kullanim1 sonucunda ayni kararsizlik iirline dogal olarak yansimaktadir. Bitkisel
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yaglarda ise durum farklidir. Doymamis yag asitleri miktarinin yiiksek olmasi nedeni ile
oksidasyona kars1 gosterilen direng hayvansal yaglara oranla ¢ok daha ytiksektir. Ayrica
bitkisel yaglarin yapisinda dogal olarak bulunan antioksidanlar nedeniyle daha kararli
yapt goriilmektedir. Ornegin zeytinyaginda dogal antioksidanlardan tokoferoliin

bulunmasi, dayanim siiresine olumlu etki edebilmektedir [Ozdalyan, 1998].

Yapilan arastirmalar sonucunda stabilitenin belirlenmesi amaciyla bir¢ok test yontemi
gelistirilmistir. Bu yontemlerden bazilari, 6rneklerin belirli bir sicaklikta oksijenli ya da
oksijensiz ortamlarda bekletilmesi, uygun hesaplama yontemlerinin kullanilmas1 ya da
son yillarda gecerliligi gittikce artma egilimi goésteren termal analiz metodlaridir

[Harwalkar, 1990].

Yagda mevcut bozunmanin diizeyini belirlemek amaciyla yapilan testler arasinda,
peroksit indeksi, tiyobarbiitirik asit testi ve kreis testi sayilabilir [Rajarho ve ark., 1993].
Ileriye yonelik raf omriinii saptamak icin kullanilan yontemler asagida 6zetlenmistir

[Cuvelier ve ark., 1990].

Aktif oksijen metodu

Aktif oksijen metodu, kontrollu akis hizinda hava kabarciklarinin, 100 °C” deki yag
tiipleri igerisine niifuz ettirilmesi seklinde tanimlanabilir. Periyodik olarak iiflenen
havanin neden oldugu acilagsma ol¢iiliir. Peroksit gelisimi ile ilk tipik ransit kokunun
olusumu arasinda iligki vardir. Yagdaki ransidite peroksit degeri 20 dolayinda iken
saptanabilmektedir. Bu deger hidrojene olmus yaglar i¢in 70 iken, bitkisel yaglarda
Ornegin pamukyagi ve soya yaginda 100’ e yakindir. Saatler siiren ¢aligmalar sonunda
peroksit degerinin bitis noktas1 kaydedilir. Bu metod yaygin olarak bitkisel ve hayvansal
yaglarda baslangic stabilite degerinin antioksidan katilarak ya da katilmadan
hesaplanmasinda kullanilir. Ancak aktif oksijen metodu degerleri arasindaki korelasyon
yaglarin ya da gidalarin normal depolama kosullarinda tutulmasi sonucu tutarsizlik

gosterebilmektedir [Cuvelier, 1996].
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Yapilan ¢aligmalara dayanarak ugucu antioksidanlarin (BHA, BHT) belirli bir sicaklikta
test edildigi zaman, aktif oksijen ve ransimat metodu kullanilmasi o6nerilmektedir.
Ciinkii stirekli hava akisi ve havanin yag igerisine girisi bu tip yontemlerde ugucu
potansiyeli olan antioksidan ve prooksidant bilesenlerin distilasyonuna neden

olabilmektedir [Ozdalyan, 1998].

Firin stabilite metodu

Firin stabilite metodu, siklikla Schaal firin testi olarak tamimlanir. Yaglar ya da gidalar
temiz cam siseler icerisinde 65 °C firin sicakliginda tutulur. Ornekler belirli araliklarla
duyusal olarak kontrol edilir. Genellikle bu islem giinler almaktadir. Sonradan
acilagmanin basladigi nokta hesaplanir. Bitkisel ve hayvansal yaglarda bu anda peroksit

testi de yapilabilmektedir.

Oksijen bomba testi

Oksijen bomba testi, 6rneklerin bomba seklindeki bir cihaza yerlestirilmesinden sonra
sabit miktarda oksijen ayarlanarak, sabit sicaklikta deneyin devami saglanmaktadir.
Oksijen basmci monitérden izlenebilir. Oksijen alimi hizlandig1 noktada basingtaki
diisiis belirlenir, 6rnegin stabilitesi ile iligkilendirilir. Bu metot antioksidanlarin uzun

stireli etkilerinin gézlenmesi gerektiginde kullanilmaktadir.

Karbonil belirleme testi

Lipidlerin ekstraksiyonu ve karbonil bilesenlerinin dl¢limii hayvansal yaglarda ve bazi
gidalarda stabilite gostergesidir. Bagimsiz olarak aldehitlerle reaksiyona girebilen
bilesenleri igermektedir. Peroksitin yani sira doymus tek veya iki ¢ift bagl aldehitlerin
Olctimti, lipidlerin ve gidalarin, oksidasyona karsi egilimini agiklamaktadir [Tsuda ve

ark., 1995].
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Malonaldehit miktar1 tayini, lipid peroksidasyon iiriinii olan, tiyobarbiitirik asit
reaksiyonu ile elde edilen tiyobarbiitirik asit reaktif maddelerinin spektrofotometrik
olarak belirlenmesi esasina dayanmaktadir [Rajarho ve ark., 1993]. Malonaldehitin,
tiyobarbiitirik asitle reaksiyonu sonucunda karakteristik pembe renk elde edilmektedir.
Malonaldehit et ve balik gibi baz1 yiyeceklerde ortaya ¢ikmaktadir ve acilagma, ransit
koku olusumuna neden olmaktadir. Malonaldehitin ayni zamanda, serbest amino
gruplart ile enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlarina girmesi bu yontemde

hatalara neden olabilmektedir [Maillard ve ark., 1996].

Ransimat yontemi

Ransimat yontemi, yaglarda stabilitenin belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir. Cihazin
caligma prensibi, iletkenlikteki degisimin belirlenmesi sonucunda elde edilen
derecelerin, sicakliga karst logaritma raf Omrii sonu grafiginde gosterilerek

yorumlanmasi esasina dayanmaktadir [Ozdalyan, 1998] .

2.3. Siiperkritik Ekstraksiyon Yontemi

Bir maddenin kritik noktasi ilk kez Baron Cagniardde‘la Tour tarafindan 1822’de
gozlenmistir. 1879°da Hannay ve Hogart metal halojentirler gibi kati maddelerin
stiperkritik metanol ve karbon tetrakloriirde ¢oziildiigiinii rapor etmislerdir. Francis
1954’ de yayimladigi bir makalede 261 tane farkli bilesenin siiperkritik CO, ile
coziildiigiinii belirtmistir. 1980 lerden sonra siiperkritik sivilar analitik kimya
uygulamalarinda biiyiik gelisme gostererek hizla pek ¢ok endiistriyel alanda yer almaya
baglamistir. Cevre Koruma Ajansi (EPA), Gida ve ilag Yonetimi (FDA) siiperkritik
akiskan ekstraksiyon metotunun gelisimi i¢in ¢aba gdstermektedir [Yoshida ve ark.,

2000].

Bitkilerden elde edilen ugucu yaglar ve tiirevleri seklindeki organik bilesikler gida,
kozmetik, tarim ve diger pek ¢ok endiistri alaninda énemli miktarda kullanilmaktadir.

Bitkilerin kendisi, yapraklari, tohumlar1 veya meyvalarindan ¢ogunlukla uygun
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coziiciiler esliginde organik yaglarin alindig1 geleneksel ekstraksiyon metotlarinin (sivi-
stvi\kati-sivi) pek ¢cok olumsuzluklari bilinmektedir. Bitkilerin yapisinda bulunan ugucu
yaglar, bitki maddelerinden baz1 ekstraksiyon metotlar1 ile alinmaktadir. Bu amag i¢in
sikca kullanilan metotlardan biri su buhar1 ekstraksiyonudur. Bu klasik metotta duyarl
bitki maddeleri nispeten yiiksek sicaklikla kars1 karstyadirlar ve bu durum 1stya duyarl
bilesenlerden olusan ugucu yaglarin bozunmasina neden olmaktadir. Diger bir yontem
olan, geleneksel c¢oziicii ekstraksiyon metodunda (kati-sivi ekstraksiyon),  sivi
¢oziiciilerin kullanimi son ugucu yag iriiniinden, bunlarin tekrar uzaklastirilmasi

problemlerine yol agmaktadir [Ozer ve ark., 1996].

Su buhar1 ekstraksiyonu ve ¢oziiclii ekstraksiyonu gibi yontemlerin, suya duyarh
bilesenlerin hidroliz olmasi, ¢oziicii kirliliginin olugsmasi gibi dezavantajlar1 vardir. Bu
yontemle, diisik buharlasma basincina sahip bilesenler tam olarak ekstrakte
edilemeyebilmektedir. Siiperkritik karbon dioksit ekstraksiyonlar1 dogal esansiyel

yaglarin ekstraksiyonu i¢in alternatif bir yontem olmustur [Reverchon, 1995].

Siiperkritik sivilarla ekstraksiyon, gazlarin, yiiksek basing altinda sivi hale doniigiimii
veya stperkritik bolgede sikistirilmasi sonucu, c¢ozgen Ozelligi kazanmasindan
yararlanilarak, birgcok maddenin tasiyict materyallerden bilesenlerine ayrilmasini
saglayan bir tekniktir. Stiperkritik karbon dioksit ekstraksiyonu yontemiyle dogal
triinlerin  ekstraksiyonu, ila¢ endiistrisinde oldugu gibi yiyecek ve parfiimeri
endiistrisinde de tat ve koku bilesenleri agisindan dikkat ¢ekmeye basladi . Su buhari
ekstraksiyonu veya kloroform, hekzan gibi organik ¢oziiciilerle ekstraksiyon gibi
yontemlerin uygulanmasi sonucunda elde edilen iiriinde toksik kalinti1 olmasi problemini
ortadan kaldirmaktadir. Ayrica diisiik sicaklikta ¢alisma imkani vererek 1siya duyarli

bilesenlerin zarar gérmesini engellemektedir [Menaker ve ark., 2004].

Son yillarda siiperkritik akiskan teknigi ile bitkisel yaglarin ekstraksiyonu konusunda
arastirma ve teknoloji gelistirme cabalarinin yogunlastigr gézlenmistir [Lang ve ark.,
2001]. Bu yontemin ozellikle yiiksek kiitle transferi, yiiksek ¢oziiniirlik ve inert gaz

kullanim1 (CO; ve Ar gibi) ile yiiksek saflikta iiriin eldesine izin vermesi gibi pek ¢ok
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avantajlar1 arastirmacilar tarafindan belirtilmistir. Arastirmalarin ¢ogu, CO, akiskaniyla
yapilan siiperkritik ekstraksiyon teknigi ile {iriin kalitesi ve safligmin 6nemli oranda
arttirtlabilecegini gostermistir [Ozer ve ark., 1996; Lang ve ark., 2001; Reverchon,

1995].

Stiperkritik ekstraksiyonda kullanilan CO,, organik ¢oziiciilerin aksine, toksik degildir
ve cevre kirliligi yaratmaz, ayrica pahali bir madde degildir. Organik ¢oziicii ile
ekstraksiyonda oldugu gibi, sivi veya siiperkritik karbon dioksit ile ekstraksiyonda da
verim, CO, miktarina ve CO,’ in bitkiyle temas siiresine baghdir [Mangold ve ark.,

1980].

Stiperkritik ekstraksiyon yontemiyle elde edilen verim, ekstraksiyon siliresi boyunca
basing ve sicakliga bagl oldugu kadar ekstrakte edilecek bitkinin boyut ve sekline de
baglidir. Elde edilen yaglar, renk, tat ve lezzet 6zellikleri agisindan basing ve sicakliga

bagli olarak farkliliklar gdstermektedir [Mangold ve ark., 1980].

Stiperkritik ekstraksiyon dogal esansiyel yagin bilesenlerinin eldesi i¢in alternatif bir
yontemdir. Fakat ¢oziicli, bilesenlerin diger gruplarimi da ¢ézmektedir. Reverchon ve
ark., adagayr yapragindan oksijenli monoterpenin maksimum ekstraksiyonu ig¢in
siiperkritik karbon dioksit yonteminde optimum sicakligi 50 °C ve optimum basinct 9

MPa olarak agiklamaktadirlar [ Aleksovski ve Sovova, 2006].

Siiperkritik akiskan ekstraksiyonu distilasyon, soksile, sivi ekstraksiyon ve sivi
kromatografisi gibi diger metotlarla basarilamayan {istiinliikleri saglayan bir metottur.
Bu metot da ¢oziicii tikketimi ve basamak sayisi azalmakta, analiz stiresi kisalmaktadir.
Coziicti tiiketiminin azaltilmasi sadece yiiksek fiyatlardan kacinmak agisindan degil,
cevreye verilme problemi bakimindan da 6nemlidir. Stiperkritik akigkanlarin 6nemli bir
ozelligi ¢ozme giicliniin, yogunluktaki degismeler ile kontrol edilebilmesidir. Farkli
polarite ve molekiil boyutlu bilesikler tek bir stiperkritik akiskan kullanimi ile ekstrakte
edilebilmektedir. Ayrica, molekiillerin diflizyon katsayilar1 bir sivi ortamindakinden

daha fazla oldugundan siiperkritik akiskan hizi yiiksektir. Bu metot kolaylikla
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otomatiklestirilebilmekte ~ve kromatografik ve spektrofotometrik tekniklerle

birlestirilebilmektedir [ Yoshida ve ark., 2000].

2.3.1. Siiperkritik akiskanin tanimi

Saf bir maddenin, basing-sicaklik faz diyagraminda (Sekil 2.2), gaz-sivi denge egrisinde
ileriye dogru hareket edilecek olursa, sicaklik ve basinci artar. Isil genlesmeler
nedeniyle, sivinin yogunlugu azalirken, basincin artmasindan dolayr gazin yogunlugu
artmaya baslar. Giderek iki fazin yogunluklar1 birbirine yaklasir, gaz ve siv1 arasindaki
farklar kaybolur ve egri bir kritik noktaya gelir. Bu noktada madde artik akiskan olarak
adlandirilir ve bu boélge siiperkritik bolgedir. Boylece, maddenin sicakhigr kritik
sicakliginin (T,), basinci ise kritik basincinin (P,) tizerine ¢ikartildiginda kati, sivi ve gaz
fazlarindan daha farkli, yeni bir bolge ortaya ¢ikar ve bu bolgedeki akiskan siiperkritik

akiskan olarak tanimlanir [Froning ve ark., 1990].

Siliperkritik

E i e
o R /
- L
== KATI Kritik Molkta
1 =1Vl
GAZ
TG
Si1caldilk

Sekil 2.3. Saf bir madde i¢in sicaklik-basing faz diyagrami

Ik kez 1879 ‘da Royal Society seminerlerinde (Londra) Hannay ve Hogart tarafindan,
bir katinin yiiksek basingtaki gazda ¢Ozilindiigli, basing disiiriiliince katinin ¢oktiigii
aciklanmistir. Bir kag¢ yi1l sonra Eduard Buchner (1907 de biyokimya alaninda Nobel
odiilii almistir), uzun siiren bir ¢alismanin ardindan bir model bilesik olarak, naftalinin

stiperkritik karbon dioksit i¢indeki ¢6ziliniirliiglinii 6lgmiistiir [Froning ve ark., 1990].
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Siiperkritik akigkanlarin fizikokimyasal o6zellikleri, sivilarla gazlarin &zellikleri
arasindadir. Bu o0zellik siiperkritik akigkanlarin daha etkin bir ¢6ziicii olmasini
saglamaktadir. Amaca uygun olarak kritik basing ve sicakligin {izerinde kosullarin
belirlenmesi  sonucunda, ekstraksiyon islemi dakikalarla olglilen kisa siirede

gergeklestirilebilmektedir [King, 1989].

Siiperkritik akiskan ekstraksiyonunun etkinligi, ¢oziicliye uygulanan basinca, sicakliga
ve ¢ozliciiniin yogunluguna baglidir. Coziiniirliikk 6zelligindeki degigsmeler kritik basinca
yaklastikca secicilik gostermektedir. Bu durum ekstrakte edilmek istenen maddenin
molekiil agirhigr ile de iliskilidir. Yiiksek yogunlukta normalde gaz fazinda ¢ok az

¢oziinen maddeler daha fazla ¢oziiniir hale gegmektedir [Vega ve ark., 1996].

Cizelge 2.3’ de sivi, gaz ve siiperkritik akiskanlarin cesitli fizikokimyasal 6zelikleri

verilmistir.

Cizelge 2.3. Akigkanlarin fizikokimyasal 6zeliklerinin karsilastirilmasi

Ozelik Sivi “ﬂi i:‘ll‘;tt‘::lik Gaz

Yogzunluk

(kg ™) GO0 14600 200-1 000 1

Viskorsite

2 = - -3 . -5
(kg.(m.s1h) 1.0x140 1010 1.0 10

A ayvimrhk

. ] S 7 . -4
(m3.sh 1.Ox10 1010 1.0z 10

2.3.2. Siiperkritik akiskan secimi

Gida ve ilag endiistrisinde, siiperkritik ekstraksiyonda kullanilacak akiskanin seg¢imi
degerli ve ortam kosullarina duyarli hammaddeler i¢in son derece 6nemlidir. Bu se¢imde
hammaddenin, akiskan icinde ¢Oziiniirliigii, kimyasal kararliligi, ekonomik ve kolay
bulunabilen bir akiskan olmas1 ve akiskanin toksik, patlayici ve yanicit olmamasi gibi
ozellikler goz oniinde bulundurulmalidir. Cizelge 2.4’ de biyolojik uygulamalarda en

¢ok kullanilan ¢oziiciilerin kritik sicaklik, basing ve yogunluk degerleri verilmistir.
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Amonyak, n-pentan, metanol ve toluenin kritik sicakliklarinin yiiksek olmasi nedeniyle,
sicakliga duyarli olan dogal maddelerin ekstraksiyonu i¢in uygun ¢oziicii olmadiklari

goriilmektedir.

Cizelge 2.4. Baz siiperkritik ¢oziiciilerin kritik degerleri [Pala ve ark., 1988]

Madde Kritik Sicaklik | Kritik Basing | Kritik Yogunluk
(K) (MPa) (g/em’)
Metan 190.6 4.6 0.162
Etilen 282.4 5.03 0.218
Klroflorometan | 302.0 3.92 0.579
Karbondioksit 304.2 7.38 0.468
Etan 305.4 4.88 0.203
Propilen 365.0 4.62 0.233
Propan 369.8 4.24 0.217
Amonyak 405.6 11.3 0.235
Dietileter 467.7 3.64 0.265
Pentan 469.6 3.37 0.237
Aseton 508.1 4.70 0.278
Metanol 512.6 8.09 0.272
Benzen 562.1 4.89 0302
Toluen 591.7 4.11 0.292
Pridin 620.0 5.63 0.312
Su 647.3 22.0 0.322
Ksenon 289.7 5.84 0.113

Stiperkritik 6zellik gosteren akiskanlar yiiksek yogunluklar1 nedeniyle genellikle iy1 bir
cozgen giicline sahiptirler. Kritik noktada sikistirilabilme o6zellikleri fazladir. Diisiik
viskoziteleri, yliksek diflizyon katsayilar1 ile 1iyi bir penetrasyon egilimi
gostermektedirler. Bu durum siiperkritik akiskanlara kiitle transferi gergeklestirebilme

ozelligi saglamaktadir [Pitzer, 1995].

Stiperkritik bir akiskanin ¢dzme giicii o akiskanin yogunluguna baglhdir. Siiperkritik
akigkanlarin yogunluklar1 sivilara, viskozite ve yaymnirliklar: ise gazlara benzemektedir.
Yogunlugun artmasi ile siiperkritik akiskanlarin ¢6zme giicleri artmakta ve gazlara gore

daha fazla madde ¢ozebilmektedirler. Stiperkritik akiskanlar yaymirliklarinin artmasi ve
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viskozitelerinin azalmast ile, kati yapidaki gozeneklerde gazlar gibi kolayca

yaymabilmekte ve ¢ozme giigleri artmaktadir [King ve ark., 1989].

Cozgen ozellikleri ile ilgili olarak kritik basincin yiiksek oldugu maddelerin segiminden
kacmilmalidir. Yiiksek basinca dayanikli malzemelerin {iretimi ileri teknoloji
gerektirdiginden maliyet artmaktadir. Kritik sicakligin yiiksek oldugu ¢oziiciiler
kullanildiginda ise gida sanayi hammaddelerindeki 1siya duyarli maddeler bozunma
egilimi gosterebilmektedir. Coziicli olarak segilebelicek amonyak, toksik etkisi
yoniinden sakincali, propan ise yliksek basinglarda calisildiginda patlayici olmasi

yoniinden tehlikelidir [Pekyardimci, 1991].

Cizelge 2.5° de ise deneysel sistemde caligilan stiperkritik karbon dioksitin 6zellikleri ve

diger siiperkritik akiskanlara tercih edilmesinin sebebi olan avantajlar verilmistir.

Cizelge 2.5. Siiperkritik CO;’ in 6zellikleri [Pala ve ark., 1988]

Ozellikleri Avantajlari

Faz Dengesi Diisiik molekiil agirlikli hidrokarbon ve oksijenli bilesiklerle
kolayca karigabildigi icin iyi bir ¢oziliciidiir.

Sudaki ¢oziiniirliigi diistiktiir. Sulu ¢ozeltilerden organik maddeler
kolay ekstrakte edilebilir.

Diger organik maddelere oranla uguculugu yiiksektir. Uriiniin saf
olarak eldesi daha kolaydir.

Termodinamik | Kritik sicaklig1 diisiiktiir.

ozellikler Buharlagsma entalpisi kiigiiktiir. Kritik noktada diisiik enerjiye
gereksinim duyar.

Giivenilirlik Toksik degildir.

Cevre kirliligine neden olmaz.

Yanici degildir.

Korozif 6zellik gostermez.
Ekonomi Maliyeti diigiiktiir.

Saf halde elde edilebilir 6zelligi vardir.
Tasima Viskozitesi diisiiktiir.
ozellikleri Difiizyon katsayis1 yliksektir.

Is1 iletimi kolaydir.
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2.3.3. Siiperkritik akiskan ekstraksiyon sistemi

Sistemdeki s1v1 akiskan 6nce bir pompa ile istenilen basing degerine ayarlanir. Buradan
bir 1siticiya gonderilen akigskan istenilen sicaklik degerine 1sitilir. Boylece siiperkritik
sicaklik ve basing degerlerine getirilmis olan akiskan sicakligi sabit tutulan bir
ekstraktore gonderilir. Ekstraktdrde bulunan madde ile temas sonucu, siiperkritik
akiskanda c¢oziinen karigim bir ayiriciya almir ve basici disirilir. Basincinin

disiirtilmesi sirasinda ¢6zme giiciinli kaybeden akigkan tiriinden ayrilir.

2.3.4. Siiperkritik akiskan ekstraksiyonunun avantajlar

Stiperkritik akigskan ekstraksiyonu sahip oldugu avantajlar nedeniyle klasik ¢oziicii
ekstraksiyon yontemlerinin yerini almaktadir. Stiperkritik akiskanlar, diisiik viskoziteye
ve yiiksek yaymnirliga sahip olmalari nedeniyle gozenekli yapidaki kati maddelere,
stvilara oranla daha hizli yayinabilmektedir. Yiiksek yaymirlik gozenek ici kiitle aktarim
direnglerini azaltmaktadir ve ayrica, siiperkritik akigskanlarin yiizey gerilimi ¢ok diisiik
oldugundan, gozenekli katilara daha kolay girebilmektedir. Boylece artan kiitle aktarim
hiz1 igletme siiresini azaltmakta ve klasik ¢oziicii ekstraksiyon yontemlerine oranla islem

daha kisa siirede gergeklesmektedir [King ve ark., 1989].

. Siiperkritik akiskanin dolgulu kolon ekstraktore siirekli olarak beslenmesi,
ekstraksiyon islemlerinde yiiriitiicii kuvvetin artmasina neden olur, bu da kiitle aktarim

hizini artirir.

. Stiperkritik akigskanlarin ¢ozme giicleri sicaklik ya da basing degerlerindeki
kiiciik degisimler ile biiyiik Olclide degismektedir. Bu o6zelik iiriin se¢imini ve
verimliligini etkilemektedir. Ayarlanabilir ¢6zme giicii stiperkritik akigkan ekstraksiyonu

ve stiperkritik akiskan kromatografik uygulamalar1 i¢in 6nemli bir avantajdir.

. Stiperkritik akigkanlar ile ekstraksiyon islemi sona erdiginde, basincin
disiiriilmesi ile akiskan, ¢coziinen maddeden kolaylikla ayrilabilmektedir. Bu yontemde
tirlinde ¢oziicii kalintis1 kalmamakta ve yeni bir saflastirma islemine gereksinim

duyulmamaktadir.
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»  Organik ¢oziicii ekstraksiyonu uygulamalarina gore daha az ¢dziicii harcanmasi ve
ozellikle stiperkritik akiskanlarla gergeklestirilen ekstraksiyon islemlerinde CO;

kullanilmasi, ¢evreye daha duyarli islemler ortaya koymustur.

» Isiya duyarh bilesiklerin ayirma ve saflagtirma siirecleri icin siiperkritik akiskan

ekstraksiyonu en etkin yontemdir.

»  Siiperkritik akigskan ekstraksiyonunda kullanilan akiskanlar inert ¢dziiciilerdir. Bu
Ozellikten dolay1 stiperkritik kosullarda gerceklestirilen ekstraksiyon islemlerinde

herhangi bir hidroliz, oksidasyon ya da bozunma tepkimesi gozlenmemektedir.

»  Dogal iiriinlerin bilesimlerinde, diisiik miktarlarda bulunan degerli endiistriyel

tiriinlerin ayirma islemlerinde siiperkritik akiskan ekstraksiyonu etkin bir stiregtir.

=  Sistem dogrudan bir kromatografik analiz cihazina baglanabilir ve elde edilen

ekstraktin analizi cevrimici olarak yapilabilir.

»  Siiperkritik akigkanlarla ekstraksiyon siireclerinde kullanilan akigkan ekstraktore
tekrar geri beslenebilir ve ¢oziicii kaybi1 azaltildigindan ekonomiktir [King ve ark.,

1989].

2.3.5. Siiperkritik akiskan ekstraksiyonunun dezavantajlar:

Stiperkritik  akigkanlarla ayirma islemlerinin  yliksek basingta (>80 atm)
gergeklesmesinden dolay1 yiiksek yatirnm maliyeti ve yliksek enerji gereksinimi gibi
dezavantajlar1 vardir. Son derece dnemli oldugu halde ihmal edilen diger bir dezavantaji
ise, saf CO, tiiplerinin igeriginde bile varolan %1-2’ lik oksijenin, antioksidanlar gibi
oksijene hassas bilesikler ile tepkimeye girip az miktarda da olsa bozunmalarina neden

olmasidir [ Yamagucci ve ark., 1986].
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2.3.6. Siiperkritik akiskanlar ile ayirma teknolojisinin uygulamalar:

Stiperkritik karbon dioksit ekstraksiyonu, sahip oldugu avantajlar nedeniyle 6zellikle
gida endiistrisinde ¢ok sayida uygulamasi bulunmaktadir. Bu konuda yapilan
arastirmalarin ¢cogu, bir tutucuya baglanmis kimyasal maddelerle gerceklestirildiginden,
dogal maddelerin kati yapisina genellikle siki baglarla baglanan ¢oziinen maddenin
stiperkritik akiskan ekstraksiyonundaki gercek davranigini tahmin etmek son derece
zordur. Bu nedenle dogal maddelerin stiperkritik akigkan ekstraksiyonu ile ilgili daha

yogun arastirmalar yapilmalidir.

2.3.7. Siiperkritik akiskanlarin kullanmim alanlar

Stiperkritik akigkanlarin kullanimi g¢evresel oOrneklerin hazirlanmasi, gida ve tarim,
polimerler ve basing altinda c¢oziicli ekstraksiyonu olarak sayilabilir. Dogal
materyallerin, 6zellikle 1s1ya, 1s18a ve oksijene hassas olan ve kalint1 istenmeyen gida
bilesenlerinin ayristiritlmasi igin siiperkritik akiskanlarin kullanilmasiin daha giivenli
oldugu bircok arastirmaci tarafindan belirlenmistir. Siiperkritik akiskanlarin gida
endiistrisine uygulamalari ile ilgili ¢calismalar son 20 yilda hiz kazanmstir. Stiperkritik
karbondioksit ile ekstraksiyon konusunda yapilmis yaymnlarin sayisinin ve bu alanda
alman patent miktarimin 10 kat artmasi, endiistrinin de ilgisini gostermektedir.
Siiperkritik akiskanlarla ekstraksiyon islemi pek ¢ok alanda uygulanabilir oldugu halde,
alinan patentlerin Ozelikle gida, ilag ve kimyasal endiistri alaninda yogunlastig

gozlenmektedir.

Ekstrakte edilebilir bilesenlerin yiiksek basingta, siiperkritik ¢ozgende c¢oOziiniirligii
artmaktadir. Hidrokarbonlar, pestisitler, herbsisitler, yaglar, gida katkilari, tat vericilerin
(flavonlarin) eldesi ve endiistriyel atik analizleri bu yontemle yapilmaktadir. Burada CO,
geleneksel yontemlerde yaygin olarak kullanilan hegzan, benzen, karbontetrakloriir,

metanol, aseton gibi ¢oziiciilerin yerini almaktadir [Rizvi, 1986].
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Siiperkritik akiskanlarla ekstraksiyon cihazi ayrica kromatografik, spektrometrik,
radyokimyasal ve gravimetrik ¢aligmalara yonelik analitik 6l¢iide 6rnek hazirlama amaci

ile kullanilmaktadir.

Analitik enstrumanlarla, klasik 6rnek hazirlama tekniklerinde (sivi-sivi, sivi-kati,
soksile) zaman kaybi, ¢oOziicii sarfiyatinin fazlaligi, deney sirasindaki kayiplar,
laboratuar personeli i¢in ¢oziiciilerin sagliga zararli toksik etkileri gibi olumsuz kosullar

s0z konusudur.

Stiperkritik akiskanlar ile ticari olarak kahveden kafein uzaklastirilmasi, serbetciotu
ekstraksiyonu, siit yaginin kolesteroliiniin azaltilmasi, siir etinden kolesterol ve yag
uzaklastirilmasi, yumurta sarisindan kolesteroliin uzaklastirilmasi, misir, soya ve pamuk
cekirdeginden yag eldesi, baliklardan yag ekstraksiyonu, tiitiin atiklarindan nikotin
ekstraksiyonu ve alglerden B-karotenin ekstraksiyonu gibi birgok konuda calisma

yapilmustir.
2.3.8. Ekstraksiyon verimini arttirici parametreler

Stiperkritik sivilarla yapilan ekstraksiyon isleminde verimin yiiksek olabilmesi igin
yapilan optimizasyon calismalarinda degisiklik yapilabilecek parametreler ¢oziiniirliik,
difiizyon ve ornek matriksi Ozellikleridir ve bu parametreler birbirleriyle iligkilidir

[Ozdalyan, 1998].

Basaril1 stiperkritik akiskan ekstraksiyonu i¢in 6rnek matriksinin kullanilan ¢oziicii ile
uyumlu olmasi, stiperkritik akiskanlar icerisinde ¢oziinebilmesi gerekir. Coziintirliik,
stiperkritik akigkan prosesi sirasinda kullanilan akiskanin kimyasal yapist ve yogunlugu
ile dogrudan iligkilidir. Yogunlugun yani sira basing da Onemlidir. Sabit basingta
sicaklik artis1, yogunlugun diismesine neden olmakta ve bu durum c¢oziiniirligi
dogrudan etkilemektedir [Ozdalyan, 1998]. Bu faktdr ekstraksiyon isleminin basindan
itibaren etkilidir. Coziicii olarak sivi karbon dioksit kullaniliyorsa, karbon dioksit apolar
bir madde oldugundan, apolar maddeleri ¢6zme egilimi gosterir. Bu nedenle diisiik

agirhikli hidrokarbonlar, lipofilik bilesikler (hidrokarbonlar, esterler, eterler) kolayca
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ekstrakte edilir. Karbonhidratlar ve aminoasitlerde bulunan hidroksil ve karboksil
gruplar apolar ¢ozgenlerde ¢oziiniirliigii azalttigindan karbon dioksit ile verimli olarak
ekstrakte edilemezler. Matrikse bagli olarak bazi1 6zel maddeleri ¢ozebilmek i¢in karbon
dioksitin yan1 sira kullanilmak iizere segilen ¢oziiciiye modifier denir. ikili ya da ¢oklu
akiskanlarla calismak gerektiginde karisimin kritik sicakligi, polar ya da polar olmayan
yapida olmasi gibi 6zellikler ekstraksiyonun kritik sicaklik ve basincini degistirmektedir.
Karbon dioksit, orta siiper kritik basing ve sicaklikta hegzan ile ayni1 ¢oziicli 6zellik

gostermektedir.

ikili karisimlarda, karistmin kritik basinci saf bilesenlerin kritik basmncindan daha
yiiksek olabilir. Ornegin % 10 metanol ve CO, kullanimi sonucu karisimin kritik
sicaklig1 51.60 °C, kritik basing 1099,47 psi’ dir. Saf CO, igin 31.1 °C, 1070.40 psi olan
kritik sicaklik ve basing, modifier olarak metanoliin kullanimi ile yiikselmistir [Tehrani,

1993].

Ikinci parametrede esas olan, kullanilan ¢dzgenin hizli bir sekilde matriksin gdzenekli
yapisinin igerisine difiizyon yolu ile taginmasidir. Diflizyonun etkinligi, diflizyon
katsayisi, matriksin sekli ve boyutu ile de iligkilidir. Hizli ekstraksiyon i¢in optimum
matriks boyutu 1 mm civarinda ya da daha kiigiik olmalidir [Durling ve ark., 2007].
Stiperkritik akiskanlarda diisiik vizkozite de yiiksek diflizyon anlami tasimaktadir.
Ayrica difiizyon katsayisinin  yliksek olmasi kiitle aktarimini  kolaylastirirken,
ekstraksiyon verimini de arttirict 6zellik gostermesi yoniinden onemlidir [Westwood,

1993].

Ucgiincii parametre ise matrikstir. Matriks, analiz edilecek maddenin kimyasal yapisin ve
ozelliklerini tanimlama anlaminda kullanilan bir terimdir.  Stperkritik  sivi
ekstraksiyonunda matriksin yapisina uygun kritik sicaklik ve basincin segilmesi ile

iceriginde yer alan belirli bilesenler kolaylikla ekstrakte edilir [Ozdalyan, 1998].
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Suiperkritik akiskanla ekstraksiyon cihazinda verim artisi icin yapilabilecekler

Verimi arttirmak i¢in agsagida sayilan degisiklikler yapilabilir :

. CO; yogunlugunun ve ¢oziiclii direncinin arttirllmasi gerekirse, basing degeri
arttirilabilir.
. Buhar basincini arttirmak ve karbon dioksitin Ornek igerisine tamamen niifuz

etmesini saglamak i¢in, sicaklik arttirilabilir. Ancak, analiz edilecek maddenin kimyasal
yapisinin sicakliga dayanikli olmasi gerekmektedir, tersi durumda yap1 bozunabilir.

. Akiskan polaritesinin arttirilmasi i¢in matriks yapisina uygun modifier se¢imi
yapilarak, modifier konsantrasyonu arttirilabilir. Ancak, bu artis deney kosullari
igerisinde, kullanilan organik modifier ¢ozgenin ¢oziinilirliigliniin maksimum oldugu
siirlarda olmalidir. Degilse organik ¢dzgen yapiya zarar verebilir.

. Ekstraksiyon siiresinin ve kullanilan siiperkritik akiskanin hacmi arttirilabilir.

. Akiskanin matriks iginde difiizyonunu kolaylastirmak amaciyla ekstraksiyonu

yapilacak madde ogiitiilebilir.

2.4. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu ve Antioksidan Tayini ile Tlgili Literatiir

Cahsmalan

Antioksidatif aktivite Cuvelier tarafindan 1990’ da tanimlanan bir yontemle 6lgiildii. Bu
yontemin temeli metil linoleatin bir lipofilik ¢ozelti iginde kaybolmasidir. Giiglii
oksijenlenme sartlar1 altinda bu yontem uygulanmus (110 °C ve 7 ml/dak) ve
antioksidatif aktivite, saf oksijen kabarciklariyla yogun oksijenlenen metil linoleatin yar1
omrii referans deger alinarak, metil linoleatin kaybolma miktarinin kinetik egrisinden
hesaplanmistir. Egrideki nokta degerleri her bir yarim saat sonunda yapilan dlgiimle elde
edilmis ve tamamen yok olma siiresinin sekiz saatten az siirdiigii bulunmustur.

Antioksidan etkinligi yar1 reaksiyon zamaniyla degerlendirilmistir.

Adacay1 polifenolleri (antioksidan aktiviteleri) flavon glikozitleri ve rosmarinik asit
tiirevleri icermektedir. Bu bilesenlerin antioksidan aktiviteleri ti¢ yontemle ol¢iilmiistiir:

DPPH radikal temizleme aktiviteleri, siiper oksit anyon radikal temizleme aktiviteleri ve
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antioksidan aktivitesinin degerlendirilmesi yontemleriyle odl¢iilmiistiir. Ug  test
sisteminde de rosmarinik asit tlirevleri giicli antioksidan ozellik goéstermislerdir ve
Mo(VI)’ i Mo(V) e indirgeyecek ve siiper oksit radikallerini temizleyecek
kapasitededelerdir [Lu ve ark., 2001].

Chirinos ve arkadaslarinin yapti§i calismada, iki mashua genotipinin fenolik
bilesenlerinin, antosiyanin, flavonlarin ekstraksiyonu ve antioksidan aktivitesinin tayini
geleneksel sivi-kati ekstraksiyonu metodu kullanilarak optimum sartlar belirlenmistir.
Fenolik bilesenler ve antioksidan aktivitesi ¢oziicli ¢esidi, pH seviyesi, ¢oziicii-su orani
ve ekstraksiyon siiresinden etkilenmistir. Genel olarak, toplam fenol miktar1 ve
antioksidan aktivitesi degerlerinde % 90’ lik metanol veya metanol/aseton/su (45/45/10)
karigim1 % 0,1’ lik HCl ile kullanildiginda 6nemli bir degisiklik gézlenmemistir. Aksine,
% 0,1’ lik HCl ile hazirlanmis % 90’ lik metanol ¢6zeltisi antosiyaninlerin
ekstraksiyonunda en yiiksek seviyeyi yakalamistir. Ayni zamanda, ¢6ziicii karisimi en
yiiksek seviyede flavonlarin ekstraksiyonunu saglamistir. Mashua genotiplerinden elde
edilen saflastirilmis ekstraktlarin, toplam fenolik ve antioksidan aktivitesi degerleri,
14.4-18,7 mg gallik asit esdegeri/g mashua kuru madde olarak bulunmustur. Bu
calismada secilen ¢oziiciilere bagli olarak, HPLC-DAD fenolik profilleri, her iki mashua
genotipinin saflagtirllmis  genotipleri i¢in belirlenmis ve igeriklerindeki farklar
gosterilmistir ( 280 ve 520 nm’ de % toplam alan ile). Her iki mashua genotipinden elde
edilen saflastirllmis ekstraktlar icindeki yiiksek miktardaki fenolik maddeler ve
antioksidan aktivitesi gostermektedir ki, mashua ekstrakti gelecekte antioksidan kaynagi

olarak diigiiniilebilir [Chirinos ve ark., 2006].

Baser ve arkadaglariin yaptig1 calismada ise, petroselium crispus (maydonoz), anethum
graveolens (dereotu), erica sativa (roka)’ nin kurutulmus toprak iistii kisimlarindan
hazirlanan ekstraktlarin antioksidan etkileri incelenmistir. Maydanoz, dereotu ve roka
soksile cihazinda petrol eteri ile ekstrakte edilerek yaglarindan arindirilmig, daha sonra
yaglar1 alinmis bitkiler %70 MeOH, %70 MeOH+EtOAc ve 1,2 N HCI (%50 MeOH
icinde) + EtOAc kullanilarak ekstrakte edilmislerdir. Elde edilen her bir ekstraktin

antioksidan etkisi in vitro olarak incelenmis, lipit peroksidasyonlari ransimat testiyle,
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serbest radikal siipiiriicii etkileri ise DPPH yontemi ile tayin edilmistir. Elde edilen
sonuglar kontrol edilerek kullanilan BHT (Biitillenmis hidroksi toluol)’ nin antioksidan
etkileri ile karsilagtirllmistir. Ayrica elde edilen fraksiyonlarin total fenol miktarlar
Folin-Ciocalteu’nun Fenol Reaksiyonuna gore tayin edilmis ve fenolik bilesikleri ise
Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi-DAD sisteminde incelemistir [Baser ve ark.,

2002].

Durling ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, 100 mg adacayi, oda sicakliginda gece
boyunca karanlikta, 1:1 oraninda asetonitril:su ¢ozeltisinin 5 ml’si ile ilk olarak ultra
sonikasyon uygulandiktan sonra ekstrakte edilmistir. Son ¢ozelti polipropilen siringa ile
filtrelenmistir ve 2ml’ lik viale 250 pL transfer edilmistir. HPLC analizi ig¢in 1:1
oranindaki asetonitril:su ¢dzeltisi ile 1000 pL’ ye seyreltilmistir. Analizler 30 °C* de RP-
18 kolonunda yapilmistir. Solvent soliisyonu A, suyun orto-fosforik asitle pH= 2.5" a
getirilerek hazirlanmistir. Soliisyon B, asetonitrille hazirlanmistir. A ve B lineer
gradientin % 95 oldugu metod kullanilarak karistirilmistir. A, 40 dakikanin tizerinde %
55’ e diistiriilmiis ve sonraki 10 dakikada % 0’ a diisiiriilmistiir. Solvent bu derisimde
koyuldugunda, A %95’ e yiikseltilmis ve 65 dakikalik analiz boyunca % 95 de kalmistir
(akis hiz1 1.0 ml/dakika, enjeksiyon hacminin 10 pL oldugu durumda). 280 nm ° de
pikler goriilmiistiir. Rosmarinik asit ve karnosik asit drnekler igerisinde belirlenmistir.
Her bir 6rnek i¢in rosmarinik asit miktari, goriinen rosmarinik asit pikinin alani temel
alinarak hesaplanmistir ve rosmarinik asit standardiyla karsilastirilmistir. Karnosik asit
esdeger icerigi, karnosol, karnosik asit ve metil karnosate piklerinin alanlari
birlestirilerek hesaplanmistir ve karnosik asit standardiyla karsilagtirllmistir [Durling ve

ark., 2007].

Santos-Gomes ve arkadaslarinin yaptigi calismada, yiiksek oranda adagayi filizinin
¢ogalmasi ve lineer olarak filizlerin biiyltimesi, 1.5 mg/L benzyladenine ve 0.05 mg/L
diklorofenoksiasetik asit eklenmesiyle meydana gelmistir. Buna ragmen, bu 06zel
tiretimin bu kosullar altinda, toplam antioksidan fenolikleri diisiik orandadir. Kullanilan
kinetin konsantrasyonlarindaki degisiklikler, 6nemli 6lciide filizlerin olusum oranini ve

lineer filiz biiyiimesini etkilememistir. Fakat, biyokiitle ve antioksidan fenoliklerinin



38

tiretimini etkilemistir. Filizlerden elde edilen ekstraktlarda 17 tane fenolik antioksidan
bileseni tanimlanmigtir. Karnosik asit ve metil karnosat disindaki diger bilesenler ticari
standartlar kullanilarak aydinlatilmigtir. Rosmarinik asit ve karnosol biitiin antioksidan
fenolik ekstraktlar1 icinde en onemlileridir. Kinetinin konsantrasyonunun artisi, birgok
fenolik diterpenin ve bir kisim da karnosolun birikimini diisiirmiistiir [Santos-Gomes

ve ark., 2002].

Salvia tiirleri, diinya ¢apinda geleneksel tipta oldukca yaygin olarak kullanilmaktadir.
Kamatou ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, birbirine oldukca yakin ozellikteki, ¢
Giliney Afrika tiirii adacayi, antioksidanlari, antimikrobiyal ozellikleri ve toksisite
profilleri agisindan arastirilmistir. Esansiyel yaglar, antiflammator ve antimalarial
ozellikleri yok etmektedir fakat, zayif antioksidan ve antimikrobiyal aktivite
gostermektedir. HPLC analizleri sonucunda, her ii¢ ¢esit adagay:r icinde, rosmarinik
asitin varoldugu goriilmiistiir ve aym1 zamanda, karnosik asitin ise yalnizca, iki tiir
(Salvia repens, Salvia stenophylla) icinde oldugu goriilmiistir. GC ve MS analiz
sonuglart da gostermektedir ki, yaglar kalitatif ve kantitatif olarak degerlidir. B-
caryophyllene biiyiik miktarda, her ii¢ tip adagay1 i¢inde bulunmaktadir. Bu ii¢ adagay1
cesidinin in vitro olarak, farmakolojik aktivitelerinin kanitlanmasi sonucu, Giliney
Afrika’ da geleneksel tipta kullanilmasi bilimsel olarak da desteklenmistir [Kamatou ve

ark., 2005].

Bitkisel ve hayvansal yaglarda, oksijen absorpsiyonu ve reaksiyonu sonucu agirlik
artisinin  Olglilmesi stabilite belirlenmesinde kullanilan bagka bir metottur. Oksijen
Ol¢limiine yonelik manometrik teknikler vardir. Ayn1 zamanda absorplanan oksijen
miktarinin, peroksit degeri, ¢ift bag konjugasyonu ve karbonil bilesenleri miktari ile de
iligkilidir. Spektrofotometrik analiz sonucu ise, konjuge c¢ift bag yapisi ve diger
doymamis yag asitlerinin oksidasyonu sirasinda olusan degisimleri gostermektedir

[Ozdalyan, 1998].

Stiperkritik karbon dioksit ekstraksiyonu ile tamarin tohumundan antioksidan

ekstraksiyonu i¢in arastirma yapilmis. Sicaklik ve basincin farkli kombinasyonlari etanol
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yardimer ¢oziiciisii oldugu ve etanol yardimer ¢oziiciisii olmadigi durumlar igin
denenmistir. Sicaklik ve basing yiikseldiginde, ekstrakte edilen antioksidan miktarinin da
arttig1 goriilmstiir. Modifiyer olarak etanolun kullanilmasi ekstraksiyonun verimini
arttirmistir. Etanollu siiperkritik karbon dioksit ekstrakt1 (30 Mpa, 80 °C), linoleik asit
otooksidasyonu icin giiclii bir antioksidandir. Sonuglar gostermektedir ki tamarin
tohumundaki antioksidanlar stiperkritik karbon dioksit yontemiyle, ekstrakte edilebilir
ve belki bunlar yiyeceklerin lipid peroksidasyonunu engelleyecek ve yiyeceklerin raf

omriinii uzatabilecektir [Tsuda ve ark., 1995].

Siiperkritik karbon dioksit ekstraksiyonu bitkilerden elde edilen ekstraktin incelenmesi
i¢in kullanilmaktadir. Basincin ve modifiyerin elde edilen yagin verimi iizerine etkisi ve
yagin igerigi ilizerine g¢alisilmistir. Ekstraksiyon basinci 17,2- 25,5 MPa araliginda,
sicaklik ise 45 °C oldugu sartlarda calisilmistir. Modifiyer olarak etanol
kullanilmaktadir. Ekstrakt i¢indeki bilesenler gaz-sivi kramotografi ile analiz edilmis ve
tutulma zamani indeksi veri tabanlari kullanilarak tanimlanmistir [Menaker ve ark.,

2004].

Ekstraksiyon basinci ve akiskan modifiyer ile birlikte ekstraksiyon verimine ve bunun
kompozisyonunu etkilemektedir. Adacayinin agar well difiizyon ydntemiyle yapilan
antimikrobiyal aktivite testi, esansiyel yag ile siiperkritik akiskan ekstraksiyonu ile elde
edilen ekstrakt arasinda énemli farkliliklar bulundugunu gostermistir [Menaker ve ark.,

2004].

Bitkisel ve hayvansal yaglar, kimyasal yapilar1 nedeniyle oksidasyona karsi dayanim
gosterirler. Yaglarin oksidasyona kars1 gosterdigi direnme siiresine oksidatif indiiksiyon
stiresi denir. Antioksidan aktivitesini belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Oksidatif
indiiksiyon siiresindeki artis, antioksidan katkisi ve antioksidan etkisi ile iligkilidir

[Harwalker, 1990; Clansari, 1995; Privalov, 1995].
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Antioksidan aktivitesinin saptanmasinda diflizyon metodundan da yararlanilmistir. Agar
kaplar1 kullanilarak oda sicakliginda inkiibasyon yapilmistir. Antioksidan aktivitesinin

yogunluk ve karoten renginin kalicilig ile iliskili oldugu bulunmustur [Castro, 1986].

Stiperkritik karbon dioksit ile lavanta ciceklerinden ugucu yaglarin ekstraksiyonu
yapilmis ve ¢alismada ¢6ziicii akis hizinin, sicakligin, basincin ve ekstraksiyon siiresinin
ekstraksiyon hizina olan etkisi incelenmistir. Calismanin bir boliimiinde 323 K ve 1.456
107 kg/dakika akis hizt i¢in basincin ekstraksiyon verimi iizerine etkisini
incelemiglerdir. 80, 120 ve 140 bar basing degerlerinde, basincin artmasina paralel

olarak ekstraksiyon veriminin de arttigin1 gozlemistir [Akgiin ve ark., 2000].

Stiperkritik karbon dioksit ekstraksiyonu yontemi ile nane yapraklarindan ugucu yagin
ekstraksiyonu yar1 siirekli bir sistemde yapilmis ve ekstraksiyon hizinin diisiik

sicakliklarda ve yliksek basinglarda yiiksek oldugu gozlenmistir [Goto ve ark., 1993].

Dogal antioksidanlari tanimlamada kullanilan tiyosiyanat yontemi, Osawa ve Namiki
tarafindan yapilan calismada okaliptiis yapraginda denenmistir. Linoleik asit ve etanol
karisimi, 0,2 M fosfat tamponu ve antioksidan ile 40 %C’ de inkiibe edilerek, peroksit
degeri ve tiyosiyanatla reaksiyon sonrasi absorbans degerine bagli olarak hesaplanan

peroksit degeri elde edilmistir [Ozdalyan, 1998].

Lavanta bitkisinin ugucu yag triinlerinin CO, akigkani1 kullanilarak siiperkritik sartlar
altinda ekstraksiyonunda iiriin verimi {izerine basincin etkisi incelenmis ve c¢aligsmalar
stirekli bir sistemde yapilmigtir. Siiperkritik akiskan ekstraksiyonu ile elde edilen iiriin
miktarlar1 buhar distilasyonu sonuglar1 ile karsilastirilmis ve stiperkritik akiskan
ekstraksiyonu deneyinde 95 bar basingta calisildiginda, ekstraksiyon siiresi 3,5 saat

tutuldugunda maksimum ekstraksiyon verimine ulasilmistir [Biger ve ark., 2003].

Likit veya siiperkritik karbon dioksit ekstraksiyonu dogal esansiyel yaglarin
ekstraksiyonu ig¢in alternatif bir teknik olmustur. Bu proses diisiik sicakliklarda

calistirllabilir. CO, iirline kontamine olmaz ve bozunma reaksiyonu olusmaz. Bu
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calismada solvent i¢inde CO,’ in yogunlugu yaklasik olarak 0,6 g/cm® ¢ den diisiiktiir.
Boylece dogal esansiyel yaglarin hepsini ekstrakte etmek miimkiin olmustur
[Reverchon, 1995]. Annatto tohumlarindan gida renklendiricisi olarak endiistride
kullanilan bixin ve norbixin eldesi , yonca yapragi protein karisimindan lutein ve karoten

eldesi [Lorenzo ve ark., 1991] caligmasi laboratuar 6l¢ekli olarak yapilmustir .

Kusburnu tohum yag: siiperkritik karbon dioksit yontemiyle ekstraksiyon prosesini
optimize etmek icin, ¢esitli uygulama sartlarinda ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon
sartlarinin yagdaki yag asidi kompozisyonlarina etkisi gdzlenmistir. Deney sartlari;
basinclar 150, 300, 450 bar, sicaklik 40, 60, 80 °C, CO, akis hiz1 2, 3, 4 ml/dakika.
Deney sonuglart gostermektedir ki tohum yagi ekstratinda temel olarak linoleik asit
icermektedir. Proses optimizasyonu igin yapilan deneysel tasarim analizleri sonuglari
gostermektedir, basing ve sicaklik tohum yaginin ekstraksiyon verimi iizerinde etkili
parametrelerdir. Buna ragmen, yagin bir kisminin siiperkritik karbon dioksit de
¢oOziiniirligii oldugunu deneysel datalarda go6zlemlenmistir ve basit denklemler

kullanilarak korelasyon yapilmistir [Machmudah ve ark.,2006].

2.5. Soksile Ekstraksiyonu
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Sekil 2.4. Soksile ekstraktorii
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Soksile ekstraktorii, 1879 yilinda Franz von Soxhlet tarafindan icat edilen bir laboratuar
cihazidir. Onceleri, kat1 bir deney numunesinden yag ekstrakte edilmesi i¢in tasarlanns
olmasina ragmen, bir bilesigi bir katidan ekstrakte etmenin zor oldugu her sartta
kullanilabilmektedir. Genellikle, kuru deney numunesi soksile ekstraktoriine
yerlestirilen, filtre kagidindan yapilmis yiiksiik seklinde bir ekstraksiyon tiipiine konulur.
Ekstraktore, ¢oziiciiyii (genellikle dietil eter ya da petrol eteri) igeren silifli bir cam
balon ve yogunlastirici takilir. Coziicli 1sitilir ve boylece buharlastirilir. Sicak ¢oziicii
buhar1 yogunlastiriciya ilerler, yogunlagarak kati numunenin iizerine diiser. Numuneyi
iceren ekstraksiyon tiipiiniin bulundugu yiiksiik yogunlasan ¢oziicii ile tam doldugunda,
geri devir kolunun seviyesine ulasir ve sifon olusarak ¢oziicli tekrar cam balona bosalir.
Bu yogunlasma, yilikselme ve sifon dongiisii, riflaks olarak adlandirilir ve siirekli tekrar
edilir. Her dongii sirasinda, katinin igerdigi bir miktar yag coziiciide ¢oziiniir. Ama
¢Oziicii 1sitilan cam balona ulastifinda orada kalir, dongiiye tekrar katilmaz. Bu durum,
bu ekstraksiyon metodunun en onemli avantajidir, sadece saf ¢oziicii katiy1 ekstrakte
etmek i¢in buharlasir ve yogunlasarak dongiiye katilir. Bu nedenle bir cam balonda
katiy1 ¢oziicii igerisinde 1sitarak ekstrakte etme yontemiyle karsilastirilidiginda soksile
ekstraktorii ile uygulanan bu ydntemin verimi daha yiiksektir. Bir ekstraksiyonun

sonunda arta kalan ¢oziicii, ekstrakte edilen yag buharlastirilarak uzaklastirilabilir.

2.6. HPLC Cihaz ve Teknigi

S1vi kromotografisi bir ayirma teknigidir. Bir sivida ¢6ziilmiis ayrilacak bilesikler bir
kolonda bulunan genellikle kati bir destek tizerindeki sabit faz ile farkli etkilesmelere
girerek kolon i¢inde farkli hizda ilerler, kolonu degisik zamanlarda terk ederler ve
bdylece birbirlerinden ayrilirlar. Bu kromatografi uzun seneler dncesinden bilinmesine
ragmen gelismesi hizli olmamis, ancak yeni tip kolon maddelerinin bulunmasi ve
yliksek hareketli faz hizlar1 kullanilmasiyla ayirmalarin kisa zamanda gergeklestirilmesi
ve kolonlarin defalarca kullanilabilmesi son senelerde bu tip kromatografinin 6nem ve

kullanma alanlarin1 genisletmistir [Erdik ve ark., 2000].
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Yeni tip stvi kromatografisi bir kolona silika jel gibi absorban koymak ve ayrilacak
bilesigi bir siv1 fazla beraber tabii akisiyla bu kolondan gegirmek suretiyle yapilan
kolon kromotografisinden ¢ok farklidir. Burada tasiyici sivi hidrolik veya mekanik
calisan pompalarla kolona basilarak yiliksek hareketli faz hizi saglanmakta, ayirma
cabuk ve tam olarak gerceklesmektedir. Ayrica bilesik, kolon ¢ikisina baglanan uygun
bir dedektorle tespit edilip kaydedilmektedir. Boylece yiliksek hizda gerceklestirilen
ayirmalarin yapildig1 sivi kromotografi sistemlerine yiiksek islevli sivi kromotografisi

denmektedir [Erdik ve ark., 2000].

2.6.1. Sivi kromatografi birimleri ve ozellikleri [Togrul, 1995]

a)Hareketli/ Tasiyic1 Faz Deposu
b)Tas1yic1 Faz Hareket Birimi; Pompa(lar)
¢)Enjeksiyon (Ornek Yiikleme) Birimi
d)Ayirma Birimi ; Kolon(lar)

e)Ol¢iim Birimi; Dedektor(ler)

f)Yazim Birimi; kaydedici, integrator

g)Atik Deposu

Sistemi

Sekil 2.5. HPLC cihaz1 akis semasi

HPLC ’ de uygun filtreden gegirilmis ve igerdigi ¢oziinmiis gazlar vakum uygulanarak
ultrasonik banyoda 15 dakika kadar tutarak uzaklastirilmis uygun bir ¢dziicli ya da
¢oziicii karigimi hareketli faz deposunu konulur. Ucunda c¢elik veya teflon bir filtre

iceren teflon pompa giris hortumu ¢o6ziicii i¢ine daldirilir. Filtre, pompaya hava
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gitmemesi i¢in calisma boyunca sivinin igine tamamen dalmis durumda olmalidir

[Togrul, 1995].

Coziici pompalama sistemi vuruntusuz (puls icermeyen) akis olusturmak iizere g¢ift
pistonlu bir ya da iki ayrn ¢oziiciiyle programli calisilacaksa iki pompa igeren bir
sistemdir. Pistonlarin biri emerken digeri bastiginda s1vi kromotografisi i¢in ¢ok 6nemli
olan diizgiin bir akis elde edilir. Pompa sistemi iizerindeki bir basing gdstergesinden
pompa c¢ikis basinct gozlenebilir. Akis hizi ve kullanilan ¢oziicii aynit oldugunda
gosterge basinct da ayni olmalidir. Kolonda bozulma / tikanma basincin artmasina
sebep olur. Pompanin diizglin calisabilmesi i¢in emme ve basma hattinda hava
olmamalidir. Pompa hareketli faz deposundan aldig1 ¢oziiciiyii once enjektor sistemine
gonderir. Enjeksiyon sistemi otomatik ya da manuel olabilir. Manuel olan sistemde
enjeksiyon (0rnek yiikleme) isleminin rahat yapilabilmesi ve ¢oziicii akisinin
enjeksiyondan etkilenmemesi i¢in analiz edilecek 6rnek ¢ok uclu bir vananin igerdigi
kanala verilir. Vananin istendigi anda pozisyonu degistirilerek hareketli fazin 6rnegi
iceren kanaldan geg¢mesi dolayisiyla 6rnegi de beraberinde tasimasi saglanir. Coziicii
enjeksiyon sisteminden gectikten sonra sivi kromotografisi sisteminin ayirma birimi
olan kolona gelir. S1vi kromotografisi kolonlar1 paslanmaz celik veya kartus seklindedir.
Analitik kolonlar, yani kantitatif amagl 2 - 8 mm i¢ ¢apli mikropartikiiler yada pelikiiler
dolgu igeren kolonlardir. Sivi kromotografisi kosullar1 iyi ayarlandiginda, kolonda
birbirinden ayrilan maddeler tasiyict faz ile birlikte Olgiim birimi olan dedektore

gelirler. Dedektdr maddenin derisimi ile orantili bir 6zelligini 6l¢melidir [Togrul, 1995].

Sivi kromotografisinde ayirmaya etki eden degiskenlerden bir tanesi hareketli fazdir.
Degisik tuzlarim belli bir pH’ ya tamponlanmig sulu c¢ozeltileri genellikle iyon
degistirme tipi kolonlar i¢in ve organik ¢oziiciiler sivi-kromatografisi tipi kolonlar i¢in

kullanilir [Erdik ve ark., 2000].

Genellikle hareketli faz bir sefer kullanilir; ama zor bulunan ve pahali olanlar damutilip
saflastirilarak tekrar tekrar kullanilabilir. Kolonlar genellikle 10 - 60 ml/saat akis
hizinda caligir. Bu akis hizlarini elde etmek igin hareketli faza uygulanan basing 30-400
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atm arasinda degisir. Basing kolonun gegirgenligine hareketli fazin viskozitesine, dolgu
maddesinin biiyiikliigline baglidir. Kolon boyu uzatildiginda, dolgu maddesi tanecik
boyu kiiciildiigiinde ayni1 akis hizim1 elde etmek i¢in kolonun girisindeki basincin daha
yiiksek olmas1 gerekir. Hareketli fazin akis hizi, dedektor ¢ikigsina konan bir kaba belirli

hacimdeki sivinin toplanmasi i¢in gegen zaman ol¢iilerek bulunur [Erdik ve ark., 2000].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Materyal

Stiperkritik akigskan ekstraksiyonu yontemi ile antioksidan elde etmek i¢in kullanilan
adacay1 bitkisi, Mersin yoresinden temin edilmis olup 2006 yili mahsuludur. Dogal
olarak yetistigi yerden getirtilen adacay1 oda sicakliginda muhafaza edilmistir. TSE’ de
belirtilen TS 4281 sayili adagay1 standartlarina gore deneyde kullanilan adagay1
bitkisinin nem tayini yapilmistir. Cizelge 3.1° de TSE’ ye gore adagay1 standartlar

verilmistir.

Cizelge 3.1. TSE’ ye gore adagayi standartlari

Ilgili TS | Ozellikler Standartta Ongdriilen
Numarasi Degerler ( Agirlikca )
TS 2134 | Rutubet Miktar1 En ¢ok % 8
TS 2133 | Toplam Kiil Miktar1 En ¢ok % 10
TS 2133 | HCI’ de ¢6ziinmeyen kiil En ¢cok % 15

miktar1
TS 3594 | Kusurlu adagay1 miktari En ¢ok % 8

Adacay1 yapraklar1 sap kismindan temizlenerek, temas ylizeyini arttirmak icin 1 - 3 mm
arasindaki boyutlarda, Retsch marka ZM 200 model marka ogiitiiciide Ogiitiilmiistiir.
Optimum partikiil biyiikliigii 1 mm’ dir [Durling ve ark., 2007]. Deneylerde % 99.9
saflikta CO, ( Habas ) kullanilmustir.
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3.2. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu Deneyleri

3
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Sekil 3.1. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu Sistemi : 1.CO, silindiri 2.Siringa
pompasi 3.Ekstraktor 4. Termometre 5.Isitma sistemleri(Su Banyosu) 6. Cek vana

Adagayindan siiperkritik akigkan ekstraksiyonu yontemi i¢in kullanilan deney diizenegi
Sekil 3.1° de verilmistir. Stiperkritik akiskan ekstraksiyonu deneylerinin yapildig1 deney
diizenegi ili¢ ana bolimden olusmaktadir. Birincisi maksimum karbon dioksit akis hizi
107 mL/dakika olan ve maksimum basinc1 517,1 bar olan siringali pompa (ISCO, model
260 D siringali pompa), ikinci olarak, yiliksek basinca dayanikli 304 paslanmaz ¢elikten
yapilmig bir ekstraktor (L=15 cm, D=4 cm), sonuncu boliim ise ekstraktin toplandigi

bolumdir.

Stiperkritik Akigkan Ekstraksiyonu deneylerinde, sicaklik, ¢oziicii:numune orani,
ekstraksiyon siiresi ve karbon dioksit akis hizi sabit tutulmus, basing parametresi

degistirilmistir.  Yaklagik olarak 1 mm boyutundaki partikiiller ekstraktore
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yerlestirilmistir. Yardime1 ¢oziicii olarak ekstraktore saf su eklenmistir. Yardimci ¢oziicii
kullanilarak, ekstraksiyon siiresi kisaltilmis ve ekstraksiyon verimi arttirilmistir [Lang ve
ark., 2001]. Coziicii:numune orani, literatiir ¢alismasindaki optimum degerler dikkate
alinarak, 20:1 olarak sec¢ilmistir [Durling ve ark., 2007]. Ekstraktoriin {ist kapag1 igine
vanadaki ve hattaki ttkanmay1 dnlemek amaciyla delik agikligi 0,1 mm olan bir siizge¢
(poliamid malzeme) yerlestirilmistir. Deney Oncesi c¢aligmalarda numunesiz
calisildiginda sistemin yaklasik olarak 60 dakikada yatigkin duruma geldigi gézlenmistir
ve ayrica bu c¢aligmalar sirasinda sistemdeki safsizliklar giderilmistir. Deneye
baglamadan 6nce ekstraktor ve baglant: elemanlari termostatli su banyosu ile 35 ° C

sicaklikta yaklasik 30 dakika beklenerek sistemin dengeye gelmesi saglanmustir.

S1v1 karbon dioksiti alabilmek i¢in karbon dioksit tiipii i¢erisine sifon yerlestirilmistir.
Pompa giris vanasi agilarak sivi CO; siringali pompa igerisine beslenmistir. Sivi CO;
istenilen basing degerine pompa ile getirilmistir. Deney sirasinda calisilan basing
degerleri 75, 80 ve 85 bardir. Ekstraktor ve baglant1 elemanlar1 bir termostat yardimiyla
deney sicaklig1 olarak segilen, 35°C” a kadar 1sitilmustir. Bu sicaklik degeri 1stya duyarls
olan antioksidan bilesiklerin zarar gérmemesi i¢in optimum sicakliktir [Durling ve ark.,
2007].  Pompa ile sikistirilarak istenilen basinca getirilmis olan CO,, siiperkritik
sicakliga da ekstraktoriin 1sitilmasiyla getirilmistir. Sistemin yatigkin duruma gelmesi
icin yaklasik bir saat beklenmistir. Daha sonra ¢ek vana acgilarak ekstraksiyon islemi
baglatilmistir. Literatiir arastirmasina dayanarak CO, akis hiz1 yaklagik 1 mL/dakika
olarak tutulmustur [Bicer ve ark., 2003]. Yaklasik 2,5 saat deney siiresinin
tamamlanmasiyla ve bu siirenin sonunda ekstraktor ¢ikisindaki igne vanadan genlesme
sonucu basinct diigen CO, gazinin ¢ikist gozlenmis ve sistem basincinin 1-2 bara

diistiriilmesinden sonra ekstraktin alinmasiyla deney son bulmustur.

3.3. Soksile Ekstraksiyonu Deneyi

Stiperkritik akiskan ekstraksiyonunun yani sira ekstraksiyon verimlerini kiyaslamak

amaciyla soksile ekstraksiyonu deneyi yapilmistir. Bu deneyde, 1 mm partikiil
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biiylikliiglinde ogiitiilen adagay1 yapraklari, 15 gram tartilarak kartusa sarilmigtir. Kartus
icine sarilmis olan numune soksile cihazina yerlestirilmistir. Balon jojeye 1 L saf su
konulmustur ve balon joje igerisine kaynama tasi atilmistir. Ekstraksiyon siiresi 195
dakika silirmiistiir ve soksile ekstraksiyonu siiresince olusan sifon sayisi bestir. Elde
edilen ekstrakt oda sicakligina sogutulduktan sonra suyu ugurularak verim hesabi

yapilmustir.

3.4. HPLC (YBSK Analizi)

Ekstreler YBSK sistemi ( hp 1100 ), Diode Array detektér (DAD 1 A hp) kullanilarak
analiz edilmistir. Ters faz Cis Ultrasphere (Waters, 300 x 3,9 mm; partikiil ¢cap1 5 um)
kolonu kullanilmistir. Coziicli A, metanol:su:asetik asit (10:88:2, hacimsel) ve ¢6ziicli B,
metanol:su:asetik asit (90:8:2, hacimsel) dagilim sistemi fenolik asitler ve flavonlar i¢in
hareketli faz olarak kullanilmistir [Oztiirk ve ark., 2002]. Gradient programi 0 dan %15
B ye 15 dakikada, 15 den %50 B ye 5 dakikada, 50 den %70 B ye 9 dakikada 70 den
%100 B ye 6 dakikada arttinlmis ve 5 dakikada da baslangi¢ konsantrasyonuna
doniilmiistiir. Kolon sicakligi 30 OC olarak secilmistir. Analizde 1 ml/dakikalik akis hiz1
kullanilmis ve 280 nm, 360 nm ve 400 nm’ de Sl¢iim alimmistir [Oztiirk ve ark., 2002].
Stiperkritik karbon dioksit ekstraksiyonu (75, 80, 85 bar) ve soksile ekstraksiyonu
deneyleri sonucunda elde edilen ekstraktlar HPLC ile analiz edildikten sonra,
numunelerin i¢ine o — tokoferol dogal antioksidani katilarak antioksidan etkisine

bakilmistir. Her bir HPLC analiz siiresi 40 dakika stirmiistiir.

HPLC analizleri yapilmadan once 75, 80 ve 85 barda yapilan stiperkritik karbon dioksit
ekstraksiyonu ve soksile ekstraksiyonu ekstraktlarinin karbon dioksit sebebiyle kirlilik
icermedigi bilindiginden saf haliyle ayr1 ayr1 olmak tizere ve 1:1 oranda (hacimce) a —
tokoferol dogal antioksidani ile birlikte olmak {iizere ayr1 ayr1 280 nm, 360 nm ve 400
nm dalga boylarinda HPLC spektrumlari alinmistir. o — tokoferol maddesi, Ankara

Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilimdalindan temin edilmistir. o — tokoferol
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10 ml kloroformda ¢oziilmiistiir ve faz ayrimina birakilmistir. Faz ayrimi olduktan sonra

a — tokoferoliin iginde bulundugu alt fazdan alinmis ve HPLC analizi yapilmustir.

HPLC analizinde kullanilan gradient programi ¢izelge 3.2 de verilmistir. Bu program

literatiir verileri dogrultusunda uygulanmustir [Oztiirk ve ark., 2002].

Cizelge 3.2. HPLC deneyi gradient programi

Enjeksiyon 10 uL

Miktan

Zaman(Dakika) | % Coziicii A | % Coziicii B | Akis(ml/dakika) | Maksimum
Basing(bar)

0 100 0 1 400

15 85 15 1 400

5 50 50 1 400

9 30 70 1 400

6 0 100 1 400

5 100 0 1 400

Cizelge 3.3° de ise 280 nm, 360 nm ve 400 nm dalga boylarinda degisik stiperkritik
ekstraksiyon basinglarinda ve soksile ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstraktlarin saf
halde ve tokoferol ile birlikte diizenlenmis halde olmak iizere numune dokiimi

verilmistir.



Cizelge 3.3. HPLC deneyinde analiz edilen numuneler ve analizin yapildigi UV-

Visible dalga boylar1
Dalga Numuneler Dalga Numuneler Dalga | Numuneler
Boyu Boyu Boyu
(nm) (nm) (nm)
280 75 barda SC- 360 75 barda SC- | 400 75 barda SC-
CO, Ekstrat1 CO, Ekstrat1 CO, Ekstrat1
280 80 barda SC- 360 80 barda SC- | 400 80 barda SC-
CO, Ekstrati CO, Ekstrati CO, Ekstrat1
280 85 barda SC- 360 85 barda SC- | 400 85 barda SC-
CO; Ekstrat1 CO, Ekstrat1 CO, Ekstrat1
280 75 barda SC- 360 75 barda SC- | 400 75 barda SC-
CO, Ekstrati CO, Ekstrati CO, Ekstrati
+ o — tokoferol +o-— +a—
tokoferol tokoferol
280 80 barda SC- 360 80 barda SC- | 400 80 barda SC-
CO, Ekstrat1 CO, Ekstrati CO, Ekstrati
+ o — tokoferol +o-— +a—
tokoferol tokoferol
280 85 barda SC- 360 85 barda SC- | 400 85 barda SC-
CO, Ekstrat1 CO, Ekstrati CO, Ekstrati
+ a — tokoferol +o-— +a-—
tokoferol tokoferol
280 Soksile 360 Soksile 400 Soksile
Ekstraksiyonu Ekstraksiyonu Ekstraksiyonu
Ekstrati Ekstrati Ekstrati
280 Soksile 360 Soksile 400 Soksile
Ekstraksiyonu Ekstraksiyonu Ekstraksiyonu
Ekstrati Ekstrati Ekstrati
+ a — tokoferol +ao-— +a—
tokoferol tokoferol
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4. DENEY SONUCLARI

4.1. Adacay1 Yapraklarinda Nem Miktar1 Tayini Deney Sonug¢lari

Adacay1 yapraklarinda nem tayini deneyi iki paralel hazirlanarak, 1,5 saat 135 °C etiivde
gravimetrik olarak yapilmistir. Bu iki paralelin aritmetik ortalamasi alinarak adagayinin
nemi % 6,62 olarak hesaplanmustir.

4.2. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu ve Soksile Ekstraksiyonu Deney Sonuclari

Cizelge 4.1. Stiperkritik karbon dioksit ekstraksiyonu deney sonuglari

BASINC | EKSTRAKSIYON | COZUCU: | SICAKLIK | VERIM Toplam
(Bar) SURESI NUMUNE | (O) (g oziit/ (g oziit)
(Saat) ORANI g kuru
adacay)
75 4 20:1 35 0,06 0,300
80 4 20:1 35 0,134 0,400
85 4 20:1 35 0,146 0,728

Adacay1 bitkisinden siiperkritik karbon dioksit ekstraksiyonu ve soksile ekstraksiyonu
ile elde edilen ekstraktlar {izerinde basincin ve bu iki ekstraksiyon ydnteminin
verimlerini karsilagtirabilmek amaciyla 110 °C’ de sabit tartima getirilmis porselen
numune kaplarina alinan ekstraksiyon {irlinleri, 105 °C sicaklifa getirilmis etiivde
kurutulmus ve gram kuru madde basina gram Oziit olarak, verim ayr1 ayr

hesaplanmistir. Hesaplama sonuglar1 asagida verilmistir:
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75 bar basing deney sonucu: 86,8 g bos kap agirligi, 5 g kuru adagayi
Etiivde kurutulmus numune + kap agirligr: 87,1 g
87.1 — 86,8 = 0,300 g Oziit

Verim = 0,300 /5 = 0,06 g 6ziit/g kuru adagay1

80 bar basing deney sonucu: 56,2 g bos kap agirligi, 3 g kuru adagay1
Etlivde kurutulmus numune + kap: 56,6 g
56,6 — 56,2 = 0,400 g Oziit

Verim = 0,400 /3 = 0,134 g 6ziit/g kuru adacay1

85 bar basing deney sonucu: 100,735 g bos kap agirligi, 5 g kuru adacay1
Etiivde kurutulmus numune + kap: 101,463 g
101,463 — 100,735 = 0,728 g Oziit

Verim = 0,728 / 5 = 0,146 g 6ziit/g kuru adacay1

Soksile deney sonucu : 210,2 g bos kap agirligi, 15 g kuru adagay1
Etlivde kurutulmus numune + kap: 210,5 g
210,5-210,2 = 0,300 g Oziit

Verim= 0,3 /15=0,02 g 6ziit/g kuru adacay1

Sonuglardan goriilecegi iizere, siiperkritik ekstraksiyonunun basincinin artmasiyla
verimde ylikselme tespit edilmistir. Soksile ekstraksiyonu verimi ise siiperkritik sartlara

gore olduke¢a az bulunmustur. sonuglarin grafik olarak gosterimi sekil 4.1° de verilmistir.
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Sekil 4.1’ de goriildiigii gibi siiperkritik karbon dioksit ekstraksiyonunda basing arttikea,

ekstraksiyon verimi de artmaktadir. 75 bar ile 80 bardaki ekstraksiyon verimi arasinda
goriilen fark basing arttikga azalmaktadir. Bu nedenle daha yiiksek basinglarda

calismanin ekonomik olmayacagi sonucuna varilmistir. Ayrica elde edilen ekstraktlar

ultra viole 1s18indan etkilenmemesi amaciyla karanlikta korunarak UV ve HPLC
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spektrumlar1 elden geldigince ¢abuk yapilmigtir [Richheimer ve ark., 1996; Djarmati,
1991].

4.3. Adacaymnin UV- Visible Spektrofotometre Sonuclari

UV spektrumu 200 - 3600 nm dalga boyu araliginda ¢alisabilen Perkin Elmer Lambda
35 UV/VIS/NIR spektroskopi cihazinda alimmistir. UV spektrum sonuglarinda
adacayindan elde edilen 6ziitiin maksimum absorplama dalga boyu 280 nm civarinda
oldugu goriilmistiir. Literatiir calismalarinda adacayr ekstrakti i¢in maksimum
absorplama dalga boyunun 280 nm oldugu belirtilmistir [Santos-Gomes ve ark., 2002].

UV spektroskopi analiz sonucu EK-2’ de verilmistir.

4.4. HPLC Analiz Sonug¢lari

Stiperkritik karbon dioksit ekstraksiyonu ile 75, 80 ve 85 bar basinglarda ve soksile
ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktlarin HPLC cihazi ile analizi 280, 360 ve 400 nm’
lerde yapilmistir. Numunelere 1:1 oranda o — tokoferol ilave edilerek analizler
tekrarlanmistir. Numunelere o — tokoferol eklenmeden ve eklendikten sonraki analiz

sonugclari karsilagtirilmistir.

Cizelge 4.2° de 280 nm dalga boyunda calisilan ekstraktlarin pik alanlari verilmistir.
Cizelgeden goriilecegi lizere adacgay1 yapraklart i¢in verilen maksimum absorplama
dalga boyu olan 280 nm’ de pik alanlarinin oldukga yiiksek oldugu ve a — tokoferol ile
diizenlenmis pik alanlarinda ise toplamda yaklasik 3 kati1 pik alani bulundugu tespit

edilmistir.



Cizelge 4.2. 280 nm dalga boyunda HPLC analizlerinin sonuglari

Dalga | Numuneler Tutma Zamam Pik Alani

Boyu (Retention Time)

(nm)

280 75 barda SC-CO, Ekstrati 3,134 452,688

280 80 barda SC-CO, Ekstrat1 3,079 417,588

280 85 barda SC-CO, Ekstrat1 3,134 560,637

280 75 barda SC-CO, Ekstrati 3,114 1354,504
+ o — tokoferol

280 80 barda SC-CO, Ekstrati 3,106 1370,734
+ o — tokoferol

280 85 barda SC-CO, Ekstrat1 3,110 1467,588
+ o — tokoferol

280 Soksile Ekstraksiyonu Ekstrati 3,148 405,906

280 Soksile Ekstraksiyonu Ekstrati 3,118 1392,332
+ o — tokoferol

Cizelge 4.3’ de 360 nm dalga boyunda HPLC analiz sonuglar1 goriilmektedir. 280 nm’
ye gore pik alanlarinda oldukga diisiis oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.3. 360 nm dalga boyunda HPLC analizlerinin sonuglari

Dalga | Numuneler Tutma Zamam Pik Alam

Boyu (Retention Time)

(nm)

360 75 barda SC-CO, Ekstrati 8,368 125,951

360 80 barda SC-CO, Ekstrati 8,154 103,396

360 85 barda SC-CO, Ekstrati 8,231 74,968

360 75 barda SC-CO, Ekstrati 8,243 68,579
+ o — tokoferol

360 80 barda SC-CO, Ekstrati 8,186 102,546
+ o — tokoferol

360 85 barda SC-CO, Ekstrat1 8,178 38,623
+ o — tokoferol

360 Soksile Ekstraksiyonu Ekstrati 5,919 460,233

360 Soksile Ekstraksiyonu Ekstrati 5,846 256,980
+ o — tokoferol

Cizelge 4.4’ de ise 400 nm dalga boyunda HPLC analiz sonuglar1 goriilmektedir. 360

nm’ ye gore pik alanlarinda 10 kat1 kadar azalma oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.4. 400 nm dalga boyunda HPLC analizlerinin sonuglari

Dalga | Numuneler Tutma Zamani Pik Alam

Boyu (Retention Time)

(nm)

400 75 barda SC-CO, Ekstrati 8,275 10,272

400 80 barda SC-CO, Ekstrati 8,242 10,720

400 85 barda SC-CO, Ekstrati 8,389 13,485

400 75 barda SC-CO, Ekstrati 8,221 10,303
+ o — tokoferol

400 80 barda SC-CO, Ekstrat1 8,299 11,392
+ o — tokoferol

400 85 barda SC-CO, Ekstrati 8,347 13,634
+ o — tokoferol

400 Soksile Ekstraksiyonu Ekstrati 10,239 49,291

400 Soksile Ekstraksiyonu Ekstrati 10,192 31,161
+ o — tokoferol

Caligilan dalga boylar1 280-400 nm arasinda olup ultraviole bolgeyi temsil etmektedir.
Literatiirde de maksimum absorplama dalga boyunun 280 nm oldugu belirtildiginden,
280 nm dalga boyundaki pik alanlarimnin 360 nm ve 400 nm’ e gore daha yiiksek

bulunmasinin sebebi boylelikle ortaya ¢ikmistir [Santos-Gomes ve ark., 2002].

Adagay1 yapraklarinda bulunan fenolik antioksidanlarin yag igerisine katilmasi ile
bozunmay1 geciktirdigi bilinmektedir [Cuvelier, 1994]. o — tokoferoliin adagay1
ekstratindaki rosmarinik asitle sinerjist etki olusturdugu bilindiginden, degisik
basinglarda elde edilen siiperkritik ekstraksiyon ekstraktlarinin ve soksile ekstraktinin

HPLC analizi yapilmistir [Wada ve Fang, 1992].

HPLC cihaz1 yardimiyla adagay1 siiperkritik ekstraksiyonu ekstraktlarinin analizi 280
nm, 360 nm ve 400 nm dalga boyunda olmak {izere elde edilen ekstraktlarla o —
tokoferol analizi karsilastirilmistir. Elde edilen sonuca gore kullanilan karbon dioksit
¢Oziiciistiniin kirlilik olusturmama ve diger pozitif 6zelliklerinden dolay1 herhangi bir
yan etkisinin olmadigt HPLC analizleri sonucunda elde edilmistir [Chirinos ve ark.,

2006].
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HPLC analizleri sonucunda elde edilen ekstraktlarda her bir 6rnek i¢in goriinen pik
alanlari, 1:1 oraninda o — tokoferol uygulanmis pik alanlariyla karsilastirilmastir.
Sinerjist etkiden dolay1r a — tokoferollii pik alanlarinin ¢cok daha fazla oldugu tespit

edilmistir [Durling ve ark., 2007].

Stiperkritik ekstraksiyon basincinin arttirilmasi ile ekstraksiyon veriminde artis
kaydedildiginden HPLC analiz sonuglarindan da goriilecegi iizere pik alanlarinda artig

tespit edilmistir. [Tsuda ve ark., 1995]

Bir 6rnek olmak tizere, sekil 4.3” de 280 nm’ de 75 bar siiperkritik basingta elde edilen
oziitlin HPLC analiz cktis1 verilmistir. Sekil 4.4” de ise ayn1 dalga boyunda ayni1 basingta
elde edilen 6ziitiin sinerjist etkiden dolay1 a — tokoferol ile birlikte olmak tizere HPLC
analiz ¢iktis1 verilmistir. Tutma zaman sekil 4.3’ de 3,134 dakika iken, sekil 4.4’ de
3,114 oldugu ve boylelikle tutulma zamanlarinin hemen hemen ayni oldugu

goriilmektedir.
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] DAD1 A, Sig=280,100 Ref=360,100

Sorted By :
Multiplier
Dilution

Signal 1: DAD1 A, Sig=280,100 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width

# | [min] | | [min]
1 2.849 MM 0.1l614
2 3.134 MM 0.2171
3 4.943 MM 0.3639
4 5.527 MM 0.2616
5 6.296 MM 0.2407
6 7.006 MM 0.4080
7 7.642 MM 0 2464
8 9.986 MM 03322
9 11.067 MM 0.5998

10 15.474 MM 0.4741

11 16.574 MM 0.5929

12 19.721 MM 0.3569

13 20.917 MM 0.3110

Area
[mAU*s]

.48582
.68777
.92549
.82370
.92165
.13081
.43972 . .
27817
.28107
.29850
.82728
.23450
91134

Height
[maU]

1.203739
7.80965
2.62096

COO0OO0OWOOOOOOND

Sekil 4.3. 75 bar stiperkritik CO, ekstraktinin 280 nm dalga boyunda HPLC analiz

sonucu
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120
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80

Area Percent Report

Sorted By : Signal
Multiplier : 2.0000
Dilution : 1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=280,100 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area

# [min] | | [min] [mAU*s]) [mAU] %
1 3.114 MM 0.2420 1354.50439 93.28876 99.1320
2 4.878 MM 0.4003 108.71328 4.52578 7.9564
3 5.501 MM 0.2941 32.51403 1.84247 2.3796
4 6.185 MM 0.2591 6.95303 4.47330e-1 0.5089
5 7.631 MM 0.3158 17.49397 9.23244e-1 1.2803
6 10.028 MM 0.3521 20.31880 7.42942e-1 1.4871
7 11.050 MM 0.6143 390.26697 10.58853 28.5624
8 12.681 MM 0.3221 6.04489 2.29240e-1 0.4424
9 15.493 MM 0.3353 18.16303 6.48770e-1 1.3293
10 16.670 MM 0.5704 22.91776 6.69688e-1 1.6773
11 18.042 PP 0.5327 373.37936 10.87153 27.3265
12 19.762 MM 0.3375 85.74123 4.23410 6.2751
13 23.711 MM 0.2047 89.69180 7.30375 6.5643
14 24.431 MM 0.2041 58.69925 4.79439 4.2960

Sekil 4.4. 75 bar siiperkritik CO, ekstraktinin alfa-tokoferollu 280 nm dalga boyunda
HPLC analiz sonucu
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5.SONUC VE ONERILER

Mersin yoresine ait adagay1 yapraklarina degisik basinglarda siiperkritik karbon dioksit
ekstraksiyonu uygulanmustir. Ekstraksiyonda sicaklik 35 °C’ de; karbon dioksit akis hiz1
ImL/dakika olacak sekilde sabit tutulmustur. Ayrica soksile ekstraksiyonu da
uygulanarak her iki ekstraksiyondaki verim karsilagtirilmasina gecilmistir. Stiperkritik
sartlarda basincin arttirilmasiyla verimin arttigi ancak, soksile ekstraksiyonunda ise
verimin oldukga diisiik oldugu tespit edilmistir. Sicakligin 35 °C’ de sabit tutulmasinin
sebebi, adacay1 yapraklarinda bulunan antioksidan cesitlerinin yapisini korumak ve

bozunmay1 onlemektir.

Her iki ekstraksiyon yontemi ile elde edilen adacay:1 ekstraktlarinin HPLC cihazi ile
analizi yapilmistir. Yapilan siiperkritik karbon dioksit ekstraksiyonunda kullanilan
karbon dioksitin toksik olmamasi sebebiyle elde edilen ekstraktlarin saflik ytizdelerinin
yiiksekliginden dolay1 dogrudan dogruya HPLC analizlerinin yanisira o — tokoferol ile
1:1 oranda birlikte kullanim1 sinerjist etki olusturdugundan diizenlenmis olarak her bir
ekstrakt ayr1 ayr1 olmak iizere sirasiyla 280 nm, 360 nm ve 400 nm dalga boylarinda
HPLC analizleri yapilmistir [Wada ve Fang, 1992; Chirinos, 2007]. Adagay1
ekstraktlarinin tokoferolle kullanimi, sinerjist bir etki olusturdugundan HPLC analizi
yapilan numunelere 1:1 oranda a-tokoferol katilmis ve pik alanlar1 kiyaslanarak alfa-
tokoferol katilan numunelerin pik alanlarinin biiyiidigli gozlenmistir [Wada ve Fang,
1992]. Elde edilen ekstraktlarin dogal antioksidan olan a-tokoferol’ {in etkisini arttirici
yonde etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica siiperkritik karbon dioksit
ekstraksiyonu yontemi ile elde edilen ekstraktlarin soksile ekstraksiyonuna gore daha
fazla miktarda HPLC pik alanlarina sahip oldugu bulunmustur. 280 nm dalga boyunda
elde edilen HPLC sonuglarina gore siiperkritik sartlarda basincin arttirilmasi ile verimde

artis oldugu gibi pik alanlarinda da artis kaydedilmistir [ Tsuda ve ark., 1995]

Ulkemizde adagay: bitkisi dogal olarak yetismekte ve bu tiirlerin 89 tanesi endemik, yani
yalnizca lilkemizde yetismektedir. Bir¢ok hastaligin tedavisinde adacay1 bitkisinin sahip

oldugu giiclii antioksidan 6zelligi 6nemli rol oynamaktadir. Sentetik iirlinlerin toksik
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olmas1 ve kullanimi sonucu ortaya ¢ikan yan etkileri sebebiyle ve tiim diinyanin artik
dogal iirlinlere yonelmesinden dolay1 adagay: bitkisinin ¢esitli yararli yonlerinin ortaya

c¢ikartilmasi konusunda ticari ¢aligmalar yapilmalidir.
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EK-2. 80 bar stiperkritik CO; ekstraktinin 280 nm dalga boyunda HPLC analiz

sonucu

ta Fil¢~C:\HPCHEM\l\DATA\07MAYIS\ANTIOKSI.D

e LB AN

Injection Date : 5/23/07 6:55:21 PM
Sample Name
Acqg. Operator

I.0ZGUR

C s\ PC e {2 \MEL 5005 \DEMET . M
5/23/07 6:55:08 PM by I.0ZGUR
(modified after loading)
C:\HPCHEM\ 1\METHODS\DEMET . M
5/23/07 7:46:08 PM by I.OZGUR
(modified after loading)
antioksidan analizi

Acqg. Method
Last changed

Analysis Method
Last changed

Inj
Inj Volume

1
52 jor-Yascl
1 S
10 ul FoleopdAet

‘ ] DAD1 A, Sig=280,100 Ref=360,100 (07MAYIS\ANTIOKSI.D)
| mAUj

400

300

e B

0 10 20 30 40 min
Area Percent Report

Sorted By Signal .

Multiplier “1.0uv0

Dilution 1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=280,100 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

seno]memmee <o smnoe |- zmneee e ot
1 3.079 0.1597 417.58810 43.59241 11.4373
2 3.563 MM 0.1125 6.20177 9.18498e-1 0.1699
3 4.857 MM 0.3500 317.09821 15.10127 8.6850
4 5.791 MF 0.2218 23.81191 1.78908 0.6522
5 6.131 FM 0.2144 33.95970 2.63994 0.9301
6 6.948 MM 0.5540 298.43976 8.97801 8.1740
7 7.518 MM 0.2130 15.75189 1.23247 0.4314
8 8.172 MM 0.3823 34.80282 1.51733 0.9532
S 8.771 MM 0.3263 23.61774 1.20618 0.6469
10 9.727 MM 0.4133 111.47239 4.49525 3.0531
11 10.839 MM 0.5664 1487.74023 43.77832 40.7478
12 15.110 MM 027000 29,3777 2y 1.76137 1.0767
13 15.913 MM 0.4903 40.45602 1.37520 1.1081

\strument 1 5/23/07 7:51:11 PM I.0ZGUR Page 1 of 2
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EK-3. 80 bar siiperkritik CO, ekstraktinin alfa tokoferollu 280 nm dalga boyunda HPLC

analiz sonucu

ta rlile Us \HPCHEM\L\DATA\U/MAY1S\ANITLTOKL.D

Injection Date : 5/23/07 7:46:44 PM Seq. Line : 2

Sample Name : vial : 52

Acqg. Operator : I.0ZGUR Inj : 1
Inj Volume : 10 pul

Acq. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\DEMET.M

Last changed : 5/23/07 7:46:08 PM by I.OZGUR

(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\DEMET.M
Last changed : 5/24/07 8:18:17 AM by I.O0ZGUR
antioksidan analizi

1 DAD1 A, Sig=280,100 Ref=360,100 (07MAYISANTITOKI.D)
mAU
1000 -
800 -
600
400
>
€§3 o
207 8,0 @ @ s
| Ky S @ “ég%
l S P PG g
o LS ol A
1 T T 1 T T T T T T T T T ¥ T T T T T T T - T
0 10 20 30 40

Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000

L o«
Signal 1: DAD1 A, Sig=280,100 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU) %
S EEETr [
1 3 106|MM | 0.2358I1370.73425 96.88104 1.2467
2 4.875 MM 0.3894 206.02872 8.81758 0.1874
3 7.579 MM 0.2878 18.09620 1.04794 0.0165
4 9.865 MM 0.3687 37.52480 1.69610 0.0341
5 10.978 MM 0.6071 708.00458 19.43674 0.6439
6 17.833 MM 0.5770 398.68106 11.51570 0.3626
7 19.671 MM 0.3899 147.05057 6.28560 0.1337
8 20.892 MM 0.2933 18.88604 1.07307 0.0172
9 21.396 MM 0.2078 21.73516 1.74357 0.0198
10 22.262 MM 0.3286 17.66108 8.95694e-1 0.0161
11 23.688 MM 0.1903 152.40833 13.34834 0.1386
12 24.104 MM 0.1371 15.08104 1.83302 0.0137
13 24.426 MM 0.2097 116.38544 9.25110 0.1059
14 25.295 MM 0.2490 93.54809 6.26276 0.0851

trument 1 5/24/07 6:13.0o 4ii L.0ZCuww © Page 1 of 2
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EK-4. 85 bar stiperkritik CO; ekstraktinin 280 nm dalga boyunda HPLC analiz
sonucu

ca File C:\HPCHEM\1\DATA\07MAYIS\ANTIOKS3.D

Injection

Date

Sample Name

Acqg. Oper

ator

Acg. Method
Last changed

Analysis Method
Last changed

5/23/07 10:20:42 PM

I.0ZGUR

C:\HPCHEM\ 1\METHODS\DEMET .M

5/23/07 10:20:06 PM by I.0ZGUR

(modified after loading)
C:\HPCHEM\ 1\METHODS\DEMET .M
5/24/07 8:18:17 AM by I.O0ZGUR

antioksidan analizi

Inj

Inj Volume

mAU
160 -

140

120

100

80

60

40

20

] DAD1 A, Sig=280,100 Ref=360,100 (07MAYIS\ANTIOKS3.D)

Sorted By
Multiplie
Dilution

x

Signal 1: DAD1 A, Sig=280,100 Ref=360,100

Peak RetT
# [mi
R [
1 3.
2 4
3 5
4 6.
5 7.
6 8.
7 10
8 11
9 15
10 16
11 19
12 20
13 22
14 23

strument 1

ime Type
n]

.969 MM
.556 MM

width Area Height
[min] | [mAU*s] {maU]
0.2039 560.63715 45.82258
0.2578 128.00258 8.27514
0.2R62 . 175.21397 ,- 10.19917
0.2468 31.40647 2.12091
0.2585 25.87046 1.66774
0.3041 13.94236 7.64073e-1
0.3462 37.83840 1.82136
0.4726 792.19141 27.93852
0.5793 90.96442 2.61709
0.4745 32.17739 1.13034
0.3173 127.78981 6.71210
0.2417 47.85940 3.30085
0.2672 27.22202 1.69807
0.1981 126.38814 10.63129

5/24/07 6:09:54 PM I1.0ZGUR

URNMNURWRHORHE QU W

Page 1 of 2
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EK-5. 85 bar siiperkritik CO, ekstraktinin alfa tokoferollu 280 nm dalga boyunda
HPLC analiz sonucu

:a File C:\HPCHEM\1\DATA\O07MAYIS\ANTITOK3.D

Injection Date
Sample Name
Acqg. Operator

Acqg. Method
Last changed

Analysis Method
Last changed
antioksidan analizi

5/23/07 11:12:01 PM

I.0ZGUR

C:\HPCHEM\ 1\METHODS\DEMET . M

5/23/07 11:11:27 PM by I.OZGUR

(modified after loading)
C:\HPCHEM\ 1\METHODS\DEMET .M
5/24/07 8:18:17 AM by I.0ZGUR

Seq. Line
Vial

Inj
Inj Volume

mAU

120 -

[

&
X
- A
5
= &
e

DAD1 A, Sig=280,100 Ref=360,100 (07MAYIS\ANTITOK3.D)

Sorted By
Multiplie
Dilution

r

Signal 1: DAD1 A,

Peak RetTime Type

# [mi.
R
1 3.
2 4.
3 5.
4 6.
5 7.
6 8.
7 10
8 11
9 15
10 16
11 18
12 19
13 20
14 23

trument 1

n]

.733

Sig=280,100 Ref=360,100

width Area
[min] [mAU*s]
0.2452 1467.58777|
0.4091 116.44761
0isuss ™ /1. Taos5 "
0.3072 10.73302
0.2999 19.88590
0.4455 10.24220
0.3508 16.84690
0.4914 397.89828
0.3800 33.47778
0.4495 18.69137
0.5538 365.37921
0.2593 44.30390
0.2115 17.60472
0.1880 55.63089

5/24/07 6:22:18 PM I.0ZGUR

Height
[mAU]

99.74568 104.

4.74366
3.91736
5.82325e-1
1.10525
3.83166e-1
8.00298e-1
13.49662
1.10659
6.93079%e-1
10.99710
2.84772
1.38708
4.93056

N N
WHWOAHNMNOFROROUI®

Page 1 of 2
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EK-6. 75 bar stiperkritik CO; ekstraktinin 360 nm dalga boyunda HPLC analiz
sonucu
ca File C:\HPCHEM\l\DATA\p?ﬁ?YI§\2.Q -

Injection Date : 5/24/07 8:11:33 PM Seq. Line : 3

Sample Name : Vvial : 43

Acqg. Operator : D.SENSOY Inj : 1
Inj Volume : 10 pl

Acqg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\DEMET .M

Last changed : 5/24/07 8:12:05 PM by D.SENSOY

(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\DEMET.M
Last changed : 5/25/07 8:10:41 AM by D.SENSOY
antioksidan analizi
[ "DAD1 A, Sig=360,100 Ref=550,100 (07MAYIS\2.D)

mAU

100

80 -

60

40|

20

0 10 20 30 40 min

Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=360,100 Ref=550,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min]) [mAU*s] [maU] %
PR _,,,l ___________________________ ________
1 921 0.1080 6.64587 1.02580 0.1035
2 5.923 MM 0.2775 21.39040 1.28481 0.3333
3 8.368 MM 0.6553 125.95093 3.20359 1.9624
4 11.201 MM 0.6642 1409.58765 35.37041 21.9622
5 13.424 MM 0.5667 8.05024 2.36760e-1 0.1254
6 15.573 MM 0.4814 20.79456 7.19866e-1 0.3240
7 16.804 MM O.oava 22.6C.5.79.50729%e-1 0.4623
8 18.841 MM 0.3798 5.34947 2.34760e-1 0.0833
9 19.759 MM 0.3867 694.74530 29.94473 10.8246
10 20.947 MM 0.2198 50.05746 3.79613 0.7799
11 21.447 MM 0.2190 46.46902 3.53567 0.7240
12 22.272 MM 0.2057 315.01855 25.51857 4.9082
13 22.659 MM 0.1574 28.40413 3.00681 0.4426
14 23.233 MF 0.2050 1185.83545 96.38918 18.4760

strument 1 5/29/07 9:56:14 AM D.SENSOY Page 1 of 2



EK-7. 75 bar stiperkritik CO, ekstraktinin alfa tokoferollu 360 nm dalga boyunda
HPLC analiz sonucu

ita File C:\HPCHEM\1\DATA\O07MAYIS\2T.D

Injection Date : 5/24/07 9:02:51 PM Seq. Line : 4
Sample Name : vVial : 44
Acg. Operator : D.SENSOY Inj : 1

Inj volume : 10 pul
Acqg. Method : C:\ TSN 1\ METIOT S\DEMET . M
Last changed : 5/24/07 9:02:17 PM by D.SENSOY
(modified after loading)

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\DEMET.M
Last changed : 5/25/07 8:10:41 AM by D.SENSOY
antioksidan analizi
| [1 DADT1 A, Sig=360,100 Ref=550,100 (07MAYIS\2T.D)
| mAU

60 -

50
40-]
30

10—

i 0] -
| J

b T ' T T T d T T T i v T T T T T T T T T v 1 1

0 10 20 30 40 min|

Area Percent Report

Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution : - 1.0CL3

Signal 1: DAD1 A, Sig=360,100 Ref=550,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
R e |---mmoose- e |
1 5.866 0.3738 11.52011 5.13687e-1 0.3304
2 8.243 MM 0.6933 68.57851 1.64861 1.9669
3 10.386 MF 0.5230 45.90985 1.46304 1.3167
4 11.164 FM 0.6459 723.00684 18.65776 20.7365
5 15.589 MM 0.4959 11.09497 3.72895e-1 0.3182
6 16.800 MM 0.5271 17.30357 5.47178e-1 0.4963
7 18.749 MM 0.4333 6.28687 2.41822e-1 0.1803
8 19.765 MM 0.4016 376.26196 15.61618 10.7915
9 20.959 MM 0.2173 25.09375 1.92493 0.7197
10 21.452 MM 0.2188 28.28064 2.15376 0.8111
11 22.275 MM 0.2100 169.36945 13.44479 4.8577
12 22.661 MM 0.1645 20.61989 2.08942 0.5914
13 23.238 MF 0.207% /48.45232 ,- -52.07331 18.5982
14 23.687 MF 0.2097 484.10144 38.46864 13.8845

\strument 1 5/29/07 9:59:32 AM D.SENSOY page 1 of 2



EK-8. 80 bar stiperkritik CO; ekstraktinin 360 nm dalga boyunda HPLC analiz
sonucu

ta File C:\HPCHEM\1\DATA\O7MAYIS\1.D

Injection Date
Sample Name

Acqg. Operator

Acq. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

: D.SENSOY

e

5/24/07 6:29:01 PM

Inj Volume
C:\HPCHEM\ 1\METHODS\DEMET .M
5/24/07 £:27:44 PM .oy D.SENSOY
C:\HPCHEM\ 1\METHODS\DEMET .M
5/25/07 8:10:41 AM by D.SENSOY

antioksidan analizi

7 DAD1 A, Sig=360,100 Ref=550,100 (07MAYIS\1.D)

[ mAU |

150

100

75

S IR TN S ST R EETIIE S S R

50 -

25+

0 10 20 30 40 min
Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: DAD1 A, Sig=360,100 Ref=550,100
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
sesofenmnae e Bt B
1 5.893 MM 0.2876 90.09998 5.22153 0.7947
2 8.154 MF 0.2832 103.39582 6.08431 0.9120
3 8.314 FM 0.3586 130.40044 6.06023 1.1502
4 9.098 MM 0.2893 8.91780 5.13709e-1 0.0787
5 10.004 MM 0.3724 38.84023 1.73843 0.3426
6 11.130 MM 0.5815 2493.00513 71.45683 21.9902
7 13.484 MM 0.9403 33.28651 5.8999%95e-1 0.2936
8 15.485 MM 0.5083 43.19476 1.41629 0.3810
9 16.698 MM 0.5497 37.30780 1.13118 0.3291
10 17.714 MM 0.3875 5.11253 2.19912e-1 0.0451
11 18.754 MM 0.3478 9.84701 4.71872e-1 0.0869
12 19.713 MM 0.3903 1150.23657 49.12103 10.1460
13 22.665 MM 0.2920 452.59351 25.83016 3.9922
14 23.227 MF 0.2111 1778.97327 140.46875 15.6919
15 23.683 MF 0.1983 1745.866465‘146.74623 15.3999
strument 1 5/29/07 9:46:13 AM D.SENSOY Page 1 of 2
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EK-9. 80 bar siiperkritik CO, ekstraktinin alfa tokoferollu 360 nm dalga boyunda
HPLC analiz sonucu

ca File C:\HPCHEM\1\DATA\O07MAYIS\1T.D

Injection Date : 5/24/07 7:20:16 PM Seq. Line 2
Sample Name : vial : 42
Acqg. Operator : D.SENSOY Inj : 1
Inj Volume : 10 ul

Acq. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\DEMET .M

Last changed : 5/24/07 6:27:44 PM by D.SENSOY

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\DEMET.M

Last changed : 5/25/07 8:10:41 AM by D.SENSOY

antioksidan analizi
[_] DAD1 A, Sig=360,100 Ref=550,100 (07MAYIS\1T.D) {

mAU B ag§§
p % : |
R s %v&\ |

80 %@.

Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000

Signal 1: DAD1 A, 8ig=360,100 Ref=550,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
R R R el Ry
1 5.831 MM 0.3809 38.30459 1.67605 0.6684
2 8.186 MM 0.J545 = 102,540 2.62027 1.7893
3 9.968 MM 0.4848 25.55842 8.78692e-1 0.4460
4 11.101 MM 0.6148 1224.55249 33.19518 21.3665
5 15.505 MM 0.5079 21.18858 6.95336e-1 0.3697
6 16.722 MM 0.5312 17.45290 5.47558e-1 0.3045
7 18.757 MM 0.4574 13.68462 4.98651e-1 0.2388
8 19.728 MM 0.3980 566.70691 23.73053 9.8882
9 20.932 MM 0.1886 13.47889 1.19126 0.2352
10 21.403 MM 0.2113 88.69348 6.99526 1.5476
11 22.255 MM 0.2157 132.71719 10.25509 2.3157
12 22.654 MM 0.2548 96.83301 6.33448 1.6896
13 23.222 MF 0.2220 984.03937 73.86053 17.1700
14 23.667 MF 0.2080 947.52844 75.92838 16.5329
15 24.077 FM 0.3074 1158.07812 62.79840 20.2067

strument 1 5/29/07 9:51:17 AM D.SENSOY Page 1 of 2



EK-10. 85 bar siiperkritik CO, ekstraktinin 360 nm dalga boyunda HPLC analiz

sonucu

lta rite Ci\HPCHOEM\L\UATA\U/MAYLS\3.D

Injection Date
Sample Name
Acqg. Operator

Acg. Method
Last changed

Analysis Method
Last changed

Seq. Line

5/24/07 9:54:10 PM

Vial : 45
: D.Shiwcat - Inj : 1
Inj Volume 10 pul

C:\HPCHEM\ 1\METHODS\DEMET .M
5/24/07 9:53:35 PM by D.SENSOY
(modified after loading)
C:\HPCHEM\ 1\METHODS \DEMET . M
5/25/07 8:10:41 AM by D.SENSOY

antioksidan analizi

mAU -+
100

80

[_J DAD1A, Sig=360,100 Ref=550,100 (07MAYIS\3.D)

Sorted By
Multiplier
Dilution

3iglia
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=360,100 Ref=550,100

Peak RetTime Type

# [min]

P [=---
1 5.951 MM !
2 8.214 MF
3 8.395 FM
4 11.072 MM
5 13.519 MM
6 15.638 MM
7 16.868 MM
8 19.788 MM
9 20.973 MM

10 21.469 MM
11 22.284 MM
12 22.702 MM
13 23.246 MF
14 23.706 MF

strument 1

width Area Height Area
[min] [mAU*s] [mAU] %
0.2667 26.58533 1.66135 0.4341
0.3132 60.97377 3.24479 0.9957
0.3408 65.11841 3.18466 1.0634
0.4795 1142.42346 39.71001 18.6557
0.5191 9.70251 3.11496e-1 0.1584
0.4987 38.29988 1.28001 0.6254
0.4785 27.63928 9.62639%e-1 0.4513
0.3871 676.48901 29.12293 11.0470
0.2047 66.68935 5.43002 1.0890
0.2143 30.82090 2.39654 0.5033
0.708%, 193.5357R 4+ "15.47004 3.1604
0.1642 26.96926 2.73795 0.4404
0.2124 1071.54224 84.06502 17.4982
0.2183 820.13922 62.61212 13.3928

5/29/07 10:16:10 AM D.SENSOY
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EK-11. 85 bar siiperkritik CO, ekstraktinin alfa tokoferollu 360 nm dalga boyunda

HPLC analiz sonucu

ITa rile C:\HPCHEM\i\DATA\O/MAYIS\3T.D

Injection Date : 5/24/07 10:45:27 PM

Sample Name

Acqg. Operator : D.SENSOY

Acqg. Method
Last changed

C:\HPCHEM\1\METHODS\DEMET .M
5/24/07 10:46:00 PM by D.SENSOY

(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\DEMET.M

Last changed

antioksidan analizi

5/25/07 8:10:41 AM by D.SENSOY

Inj
Inj Volume

mAU
50

FN
o

[
o
ISR S RS SN T S MW SO

N
=1

[__] DAD1 A, Sig=360,100 Ref=550,100 (07MAYIS\3T.D)

10

0]

0
Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=360,100 Ref=550,100

Peak RetTime Type Width

# [min] | [min]
____l ....... l____ _______
1 5.867 MM 0.4129
2 8.204 MF 0.3298
3 8.234 FM 0.3562
4 11.016 MM 0.L00=
5 15.597 MM 0.5029
6 16.843 MM 0.5054
7 18.841 MM 0.3178
8 19.772 MM 0.3968
9 20.966 MM 0.2025
10 21.462 MM 0.2216
11 22.279 MM 0.2192
12 22.701 MM 0.1608
13 23.246 MF 0.2170
14 23.709 MF 0.2221

strument 1 5/29/07 10:19:23 AM D.

Area
[mAU*s]

.66695 5.
.43434
.83338
L16wus
.97366 5.
.15701 5.
.59845 2.
.29642
.18418
18.
.49787
14.
549.
.42789

107

417

55546

13024
42975

SENSOY

Height
[mAU]
92066e-1
1.43694
1.44271
18.98610
95622e-1
65804e-1
15677e-1
14.00023
2.56613
1.39539
8.17480
1.46488
42.19851
31.31729
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EK-12. 75 bar siiperkritik CO, ekstraktinin 400 nm dalga boyunda HPLC analiz
sonucu

ta rile C:\HPCHEM\1\DATA\DEMET\DD2.D

Injection Date : 5/30/07 7:03:15 PM Seq. Line : 3
Sample Name H Vial : 3
Acq. Operator : D.SENSOY Inj : 1
Inj Volume : 10 pl

Acq. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\DEMET.M

Last changed : 5/30/07 R:20:03 PM.by D.SENSOY

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\DEMET.M

Last changed : 5/30/07 8:27:41 AM by D.SENSOY

antioksidan analizi

[__] DADTA, Sig=400,100 Ref=550,100 (DEMET\DD2.D)
mAU |
50
40
30
20 -
J N
v
i N
10 1 é;b ‘\Q,
P’y
&
1 2 DR
| # /\
3 BN AN
: . ! ' T T . r : : . : : ! ; ' I : e
0 10 20 30 40 min

Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=400,100 Ref=550,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] | | [min] [MAU*s] [mAU] %
O g O S
1I 181 M 0.3090 10.79219 5.82064e-1 0.4336
2 8.275 FM 0.3030 10.27178 5.64972e-1 0.4127
3 11.172 MM 0.6315 161.29062 4.25661 6.4806
4 19.731 MM 0.3977 135.25723 5.66893 5.4346
5 20.933 MM 0.1948 8.93677 7.64585e-1 0.3591
6 21.409 MM 0.2133 7.25271 5.66576e-1 0.2914
7 22.232 MM 0.2078 162.39301 13.02430 6.5249
8 22.607 MM 0.1454 13.00404 1.49033 0.5225
9 23.196 MM 0.6625 1844.45337 46.39803 74.1093
10 25.698 MM 0.2729 51.65223 3.15461 2.0754
11 26.531 MM 0.2661 27.39643 1.71596 1.1008
12 27.438 MM 0.2922 34.77647 1.98352 1.3973
13 28.931 MM 0.3462 7.42867 3.57632e-1 0.2985
14 32.138 MM 0.3608 13.92173 6.43157e-1 0.5594

trument 1 5/31/07 8:48:24 AM D.SENSOY Page 1 of 2




EK-13. 75 bar siiperkritik CO, ekstraktinin alfa tokoferollu 400 nm dalga boyunda

HPLC analiz sonucu

ta File C:\HPCHEM\1\DATA\DEMET\DD2T.D

Injection Date
Sample Name
Acqg. Operator

Acg. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

5/30/07 7:54:33 Seq. Line 4

Vial 4

D.SENSOY Inj 1
Inj Volume 10 pl

C:\HPCHEM\ 1\METHODS\DEMET .M
5/30/07 5:20:03 PM by D.SENSOY
C:\HPCHEM\ 1\METHODS\DEMET .M
5/30/07 8:27:41 AM by D.SENSOY

antioksidan analizi

mAU

25+

20

] DAD1 A, Sig=400,100 Ref=550,100 (DEMET\DD2T.D)

min

15
10 -
5]
0_
4
54
| . | - . - | : : : : : - | — '
0 10 20 30 40
Area Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=400,100 Ref=550,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] | [min] [mAU*s] | [mAU] %
S [ e O [ [ ——
1 8.221 MM 0.6130 10.30253 2.80123e-1 0.8389
2 11.156 MM 0.6517 89.11514 2.27907 7.2564
3 19.746 MM 0.2 ¢ Te.5¢IC1 2.98112 6.0739
4 21.433 MM 0.2323 5.80876 4.16726e-1 0.4730
5 22.254 MM 0.2105 87.76737 6.94758 7.1466
6 22.623 MM 0.1789 19.14952 1.78395 1.5593
7 23.210 MF 0.2169 318.75925 24.49189 25.9556
8 23.650 MF 0.2144 257.00473 19.97637 20.9271
9 24.055 MF 0.2243 233.52576 17.35009 19.0153
10 24.339 FM 0.2017 63.59042 5.25538 5.1780
11 25.715 MM 0.2769 31.57730 1.90048 2.5712
12 26.539 MM 0.2507 11.98527 7.96796e-1 0.9759
13 27.471 MM 0.2803 17.17478 1.02134 1.3985
14 32,174 MM 0.3528 7.74130 3.65695e-1 0.6303

strument 1

5/31/07 9:28:37 AM D.SENSOY

Page 1 of 2

82



EK-14. 80 bar siiperkritik CO, ekstraktinin 400 nm dalga boyunda HPLC analiz

sonucu

a rFlie C:\HPCHEM\L\UATA\DEMET\DDLA.D

Injection Date
Sample Name
Acq. Operator

D.SENSOY

Acq. Method
Last changed

C:\HPCHFM\ 1\METHODS\DEMET .M
5/30/0775:20:03 "PM by D.SENSOY
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\DEMET.M
Last changed 5/30/07 8:27:41 AM by D.SENSOY
antioksidan analizi

Seq. Line 1
Vial 1
Inj 1

Inj Volume 10 pl

| [__] DAD1A, Sig=400,100 Ref=550,100 (DEMET\DD1A.D)

mAU ]

=
o

B
=]

=} N
o (=]
PO EFPEETN S TISYIUN BTSN SRTIN SR N

-3
o

@
o
|

Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=400,100 Ref=550,100

Peak RetTime Type Width Area Height
# [min] [min] [mAU*s] [mAU]
S |____[ ___________________________
1I 2.928 MM 0.1228 6.69982 9.09424e-1
2 5.872 MM 0.2782 11.62664 6.96476e-1
3 8.135 MF 0.2936 19.30232 1.09558
4 8.203 FM 0.2937 18.91294 1.07342
5 9.065 MM 0.3306 5.14138 2.59233e-1
6 11.067 MM 0.6046 329.95712 9.09542
7 16.738 MM 1.0028 183.85953 3.05582
8 19.658 MM 0.4073 222.26756 9.09516
9 21.048 MF 0.2458 30.27234 2.05247
10 21.360 FM 0.2298 32.62414 2.36585
11 21.977 MM 0.1054 17.27277 2.73163
12 22.210 MM 0.1262 25.03577 3.30726
13 22.585 MM 0.1635  20.86055 2.12658
14 23.146 MF 0.2611 1920.98828 122.61983
15 23.605 MF 0.2.uv £102.1877.77152.33038

trument 1 5/31/07 8:33:12 AM D.SENSOY
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EK-15. 80 bar siiperkritik CO, ekstraktinin alfa tokoferollu 400 nm dalga boyunda
HPLC analiz sonucu

ta File C:\HPCHEM\1\DATA\DEMET\DD1T.D

Irjection Date 5/30/07 6:11:59 PM Seqg. Line 2
Sample Name : vial : 2
Acqg. Operator D.SENSOY Inj : 1

Inj Volume

Acg. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

C:\HPCHEM\ 1\METHODS\DEMET .M
5/30/07 5:20:03 PM by D.SENSOY
C:\HPCHEM\ 1\METHODS \DEMET .M
5/30/07 8:27:41 AM by D.SENSOY

antioksidan analizi

[__] DAD1TA, Sig=400,100 Ref=550,100 (DEMET\DD1T.D)
mAU | 3 ﬁ
40| P P
| i §@? K
Q-
] * %
© &
] N
30
20
1 »
10— - <9§
DOy N
gp@v
3PN
] =&
0 \ , :
] |
i T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T R L T
0 10 20 30 40 min
Area Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=400,100 Ref=550,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
1; 8.167 M | 0.3290 10.60832 5.37331e-1 0.5240
2 8.177 FM 0.3338 10.77141 5.37768e-1 0.5320
3 11.061 MM 0.0ioy " 1s57.464zu 4.24022 7.7774
4 19.679 MM 0.4506 115.80598 4.43087 5.9174
5 21.374 MM 0.2093 16.68523 1.32839 0.8241
6 22.216 MM 0.1874 58.18414 5.17540 2.8738
7 22.593 MM 0.1950 44.29536 3.78542 2.1878
8 23.186 MF 0.2318 472.66327 33.97985 23.3455
9 23.634 MF 0.2169 503.23703 38.67595 24.8556
10 24.041 MF 0.2262 377.41797 27.80809 18.6412
11 24.325 FM 0.2253 137.21741 10.15252 6.7774
12 25.693 MM 0.2671 44 .56625 2.78107 2.2012
13 26.517 MM 0.2556 23.33903 1.52165 1.1527
14 26.924 MM 0.1892 7.04320 6.20506e-1 0.3479
15 27.410 MM 0.2814 19.44786 1.15181 0.9606

strument 1 5/31/07 8:46:15 AM D.SENSOY
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EK-16. 85 bar siiperkritik CO, ekstraktinin 400 nm dalga boyunda HPLC analiz
sonucu

-4 F11€ U:\HPUHEM\1\DATA\DEMET\DD3.D

Injection Date

5/30/07 9:37:06 PM Seq. Line : 6
Sample Name : vial : 6
Acq. Operator : D.SENSOY Inj : 1

Inj Volume : 10 ul

Acqg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\DEMET.M
Last changed : 5/30/07 5:20:03 PM by D.SENSOY
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\DEMET.M
Last changed : 5/30/07 8:27:41 AM by D.SENSOY

antioksidan analizi . u
+ [_] DAD1A, Sig=400,100 Ret=550,100 (DEMET\DD3.D)

mAU
J
40
30
20+
J >
N
- ¥
10 :g <@
o
&
wn e
S
=
: r T T - . - : T : . : : T - . T e . : -
0 10 20 30 40 mi

Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=400,100 Ref=550,100

Peak RetTime Type Widrh Area ; -Height Area
# [min] [min] [mAU*s} [mAU] %
S _———— | _______ I ____________________________
1I 8.242 0.2988 10.71985 5.98031le-1 0.4759
2 8.337 FM 0.3137 10.94136 5.81361le-1 0.4857
3 11.041 MM 0.4827 129.21324 4.46105 5.7361
4 19.788 MM 0.3860 134.06702 5.78835 5.9516
5 20.987 MM 0.2022 14.34861 1.18284 0.6370
6 21.464 MM 0.2264 5.17810 3.81264e-1 0.2299
7 22.260 MM 0.1918 85.22606 7.40726 3.7834
8 22.646 MM 0.1517 9.32142 1.02384 0.4138
9 23.216 MF 0.2188 527.15167 40.15812 23.4017
10 23.665 MF 0.2172 445.00879 34.15376 19.7551
11 24.066 MF 0.2290 467.61288 34.02559 20.7586
12 24.354 FM 0.2171 85.35957 6.55389 3.7893
13 25.744 MM 0.2873 167.39090 9.71036 7.4309
14 26.586 MM 0.2400 14.76751 1.02552 0.6556
15 27.512 MM 0.3088 120.41277 6.49912 5.3454

trument 1 5/31/07 9:38:45 AM D.SENSOY Page 1 of 2




EK-17. 85 bar siiperkritik CO, ekstraktinin alfa tokoferollu 400 nm dalga boyunda
HPLC analiz sonucu

ta rile U \dPCHEM\L1\DATA\DEMET\DD3T.D

Injection Date : 5/30/07 10:28:22 PM Seq. Line : 7
Sample Name : vial : 7
Acq. Operator : D.SENSOY Inj : 1
Inj Volume : 10 ul

Acg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\DEMET .M

Last changed : 5/30/07 5:20:03 PM by D.SENSOY

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\DEMET.M

Last changed : 5/30/07 8:27:41 AM by D.SENSOY

antioksidan analizi

1 DAD1 A, Sig=400,100 Ref=550,100 (DEMET\DD3T.D) 7]
mAU
20
15
10
5
0
-5
T v T : T T v . T : : 1 . : : r , '
0 " i 20 30 40 min

Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=400,100 Ref=550,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
O ____| _________________ | __________________
1| 8.299 MM 0.6765 11.39150 2.80662e-1 1.0153
2 11.051 MM 0.5060 63.78551 2.10101 5.6851
3 19.813 MM 0.4157 73.28457 2.93838 6.5318
4 20.993 MM 0.2011 6.78561 5.62483e-1 0.6048
5 22.273 MM 0.77°°" A5.2207¢ 4 3.92127 4.0312
6 22.664 MM 0.1957 19.57209 1.63325 1.7444
7 23.235 MF 0.2228 265.27982 19.84875 23.6440
8 23.696 MF 0.2256 217.69273 16.08423 19.4027
9 24.093 MF 0.2312 226.78148 16.34976 20.2127
10 24.383 FM 0.1991 33.57552 2.81003 2.9925
11 25.793 MM 0.2874 84.77977 4.91566 7.5563
12 26.609 MM 0.2353 5.72251 4.05329%e-1 0.5100
13 27.031 MM 0.2209 5.02490 3.7911le-1 0.4479
14 27.536 MM 0.3065 53.66164 2.91806 4.7828
15 32.236 MM 0.3373 9.40695 4.64853e-1 0.8384

trument 1 5/31/07 9:50:22 AM D.SENSOY Page 1 of 2



EK-18. Soksile ekstraktinin 280 nm dalga boyunda HPLC analiz sonucu

.a File C:\HPCHEM\1\DATA\O07MAYIS\SOXHILET.D

Injection Date : 5/24/07 12:03:20 AY - Seqg. Line : 7

Sample Name ; cTT o vial : 56

Acqg. Operator : I.0ZGUR Inj : 1
Inj Volume : 10 pl

Acq. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\DEMET.M

Last changed : 5/24/07 12:02:45 AM by I.OZGUR

(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\DEMET.M
Last changed : 5/24/07 8:18:17 AM by I.0ZGUR
antioksidan analizi

] DAD1 A, 5ig=280,100 Ref=360,100 (07MAYIS\SOXHILET.D)
mAU

120 -

100

80
60 -

40|

204

miny

Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=280,100 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# | [min] | [min] [mAU*s] [mAU] %
e N | ____________________________
1 2.875 MM 0.1335 26.43966 3.30021 0.7574
2 3.148 MM 0.2211 405.90613 30.59929 11.6279
3 3.536 MM 0.1659 45.44936 4.56694 1.3020
4 4.969 MM 0.2188 144.37737 10.99577 4.1359
5 5.956 MM 0.2590 187.78641 12.08297 5.3795
6 6.963 MM 0.2773 15.08285 9.06498e-1 0.4321
7 7.769 MM 0.2573 18.58013 1.22936 0.5437
8 8.534 MM 0.3950 57.93426 2.44458 1.6596
9 10.158 PV 0.4116 210.72394‘,‘ 7.83992 6.0365
10 11.368 VP 0:oU75 " d/j. 25402 -14.07752 13.6717
11 15.694 MM 0.5772 48.01611 1.38636 1.3755
12 16.679 MM 0.6214 95.44097 2.55968 2.7341
13 18.097 MM 0.4357 16.51720 6.31816e-1 0.4732
14 21.436 MM 0.1977 252.26720 21.26428 7.2266

trument 1 5/24/07 6:44:04 PM I.OZGUR Page 1 of 2
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EK-19. Soksile ekstraktinin alfa tokoferollu 280 nm dalga boyunda HPLC analiz
sonucu

:a File C:\HPCHEM\1\DATA\O07MAYIS\SOXHLETT.D

Injection Date

Sample Name

Acq. Operator

Acg. Method
Last changed

Analysis Method

Last changed

5/24/07 12:54:38 AM

I.0ZGUR

C: \HPCHEM\ 1\METHODS\DEMET .M

5/24/07 12:54:04 AM by I.0ZGUR

(modified after loading)
C:\HPCHEM\ 1\METHODS\DEMET .M
5/24/07 8:18:17 AM by I.OZGUR
antioksidan analizi

Seqg. Line 8
vial : 57
Inj : 1

Inj Volume : 10 ul

] DAD1 A, Sig=280,100 Ref=360,100 (07MAYIS\SOXHLETT.D)

! mAU -

! 100 -

©
=

»
SV
5

%3
- &
S

®

PR

i
min

Sorted By
Multiplier
Dilution

Signal 1: DAD1 A, Sig=280,100 Ref=360,100

Peak RetTime Type

# [min]

14 21.434

MM
MM
MM
MM
MM
MM
PP
MM

width

[min]

[N oNeNeNeNeNeNeNe NeNeoNoNe Nl

Area
[mAU*s]

260.

8.
28.
60.

307.
144.

trument 1 5/24/07 6:47:14 PM I.OZGUR

Height
[mAU]

'90.37807

8.20618
6.40796

.02591le-1
.41956e-1

1.38169
4.03677
7.53108

.65820e-1
.23010e-1
.35898e-1

1.49901
9.28931
12.12409

o
NOWROOR U OOWLO.O

i
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EK-20. Soksile ekstraktinin 360 nm dalga boyunda HPLC analiz sonucu

ita File C:\HPCHEM\1\DATA\O07MAYIS\SOX.D

Iusjection Date

Sample Na

me

Acqg. Operator

Acg. Meth

Last changed

od

Analysis Method

Last changed

5/25/07 1:19:21 AM Seq. Line : 9
vial : 49

D.SENSOY Inj : 1

Inj Volume : 10 pl

C:\HPCHEM\ 1\METHODS \DEMET . M

5/2L; G/ w:x8:48 & by  D.SENSOY

(modified after loading)

C:\HPCHEM\ 1\METHODS\DEMET .M

5/25/07 8:10:41 AM by D.SENSOY

antioksidan analizi

mAU

400

350

300

250

200

150

100

50

[__] DAD1 A, Sig=360,100 Ref=550,100 (07MAYIS\SOX.D)

-090
7

M
.

Sorted By
Multiplie
Dilution

r

Signal 1: DAD1 A, Sig=360,100 Ref=550,100

Peak RetTime Type

# [mi
SR [
1 5
2 10
3 11
4 16
5 17
6 19
7 21
8 22
9 23
10 23
11 24
12 24
13 25
14 25

strument 1

n]

.767

width Area Height Area

[min] [mAU*s] [mAU] %

_______ |-A________ S
0.2976 460.23318 25.77280 4.2299
0.4670 421.05362 15.02678 3.8698
0.5102 801.71753 26.19063 7.3684
0.6135 165.95007 4.50817 1.5252
0.5921 42.31446 1.19116 0.3889
0.4547 131.58351 4.82262 1.2093
0.1951 787.26190 67.26720 7.2355
0.1523 416.67343 45.59353 3.8295
0.1857 2106.99438 189.06000 19.3648
0.1484 296.52466 33.30470 2.7253
0.1969 4183.80664 354.10110 38.4521
0.1436 43.05450 4.99812 0.3957
0.1935 105.10245 9.05315 0.9660
0.7297 134 .578509 . - 9.39475 1.2368

5/29/07 10:36:42 AM D.SENSOY Page 1 of 2
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EK-21. Soksile ekstraktinin alfa tokoferollu 360 nm dalga boyunda HPLC analiz
sonucu

itd rlile U \HPUHEM\1\DATA\U/MAY LS\SOXT.D

Injection Date
Sample Name
Acqg. Operator

Acg. Method
Last changed

Analysis Method
Last changed
antioksidan analizi

5/25/07 2:10:38 AM Seq. Line : 10
vial : 50
D.SENSOY Inj : 1

Inj Volume : 10 ul
C:\HPCHEM\ 1\METHODS\DEMET .M
5/25/07 2:10:05 AM by D.SENSOY
(modified after loading)
C:\HPCHEM\ 1\METHODS\DEMET .M
5/25/07 8:10:41 AM by D.SENSOY

mAU _|

[] DAD1 A, Sig=360,100 Ref=550,100 (07MAYIS\SOXT.D)

24

Sorted By
Multiplie
Dilution

r

Signal 1: DAD1 A, Sig=360,100 Ref=550,100

Peak RetTime Type

# I [mi
1 5
2 8
3 9
4 11
5 15
6 16
7 17
8 19
9 21

10 22

11 23

12 23

13 24

14 24

strument 1

n]

772

MM

wWidth Area Height Area

[min] [mAU*s] [mAU] %

_______ |____;-____|__________ R
0.3663 256.98016 11.69273 4.1552
0.4093 14.04490 5.71930e-1 0.2271
0.4972 238.22664 7.98482 3.8520
0.5291 454.25864 14.30904 7.3450
0.4888 15.28141 5.21089%e-1 0.2471
0.5958 86.29341 2.41411 1.3953
0~5]33" 18.04048 5.85813e-1 0.2917
0.3683 46.67292 2.11181 0.7547
0.2027 477.26874 39.25153 7.7171
0.1489 218.52612 24.46330 3.5334
0.1829 1232.32922 112.32352 19.9259
0.1480 170.40204 19.18815 2.7553
0.1954 2381.31006 203.11641 38.5041
0.1402 23.80784 2.83116 0.3850

5/29/07 10:40:22 AM D.SENSOY Page 1 of 2
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EK-22. Soksile ekstraktinin 400 nm dalga boyunda HPLC analiz sonucu

a File C:\HPCHEM\1\DATA\DEMET\DDSOX.D

Injection Date

Sample Name

Acqg. Operator

Acqg. Method
Last changed

Analysis Method

Last changed

5/31/07 1:53:35 AM Seq. Line
Vial
D.SENSOY Inj

Inj Volume
C:\HPCHEM\ 1\METHODS\DEMET .M
5/30/07 5:20:03 PM by D.SENSOY
C:\HPCHEM\ 1\METHODS \DEMET .M
5/30/07 8:27:41 AM by D.SENSOY

antioksidan analizi

"1 DADT A, Sig=400,100 Ref=550,100 (DEMET\DDSOX.D)

mAU -]

125

100

75

50

25

24119
<@

Sorted By
Multiplier
Dilution

Signal 1: DAD1 A, Sig=400,100 Ref=550,100

pPeak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] | [mAU*s] [mAU] %
e e e e l
l[ 2.935 MM 0.1271 6.44291 8.44530e-1 0.1464
2 6.014 MM 0.3043 57.30558 3.13848 1.3017
3 10.239 MM 0.x25ay =2.25.50 1.90147 1.1197
4 11.472 MM 0.5028 101.99897 3.38075 2.3169
5 16.730 MM 0.5534 26.09714 7.85981le-1 0.5928
6 159.822 MM 0.3327 23.33314 1.16894 0.5300
7 21.452 MM 0.1965 152.57368 12.94109 3.4657
8 22.712 MM 0.1496 43.05566 4.79558 0.9780
9 23.274 MM 0.1984 1035.30261 86.97611 23.5171
10 23.758 MF 0.2028 437.64816 35.96278 9.9413
11 24.119 FM 0.2097 2024.28381 160.88747 45.9820
12 24.812 MM 0.1560 24.15486 2.58117 0.5487
13 25.152 MM 0.1910 31.27471 2.72903 0.7104
14 25.812 MM 0.2776 83.82619 5.03290 1.9041
15 26.677 MM 0.2496 132.25230 8.83123 3.0041

strument 1 5/31/07 8:27:37 AM D.SENSOY

Page 1 of 2

91



EK-23. Soksile ekstraktinin alfa tokoferollu 400 nm dalga boyunda HPLC analiz
sonucu

:a File C:\HPCHEM\1\DATA\DEMET\DDSOXT.D

Injection Date 5/31/07 2:44: Seq. Line 12

Sample Name : Vvial : 12

Acq. Operator : D.SENSOY Inj : 1
Inj Volume : 10 pl

Sequence File : C:\HPCHEM\1\SEQUENCE\BURCU.S

Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\DEMET.M

Last changed : 5/30/07 5:20:03 PM by D.SENSOY

antioksidan analizi . -
T DADT A, Sig=400,100 Ref=550,100 (DEMET\DDSOXT.D) !

mAU |
100+

80

60 -

Area Percent Report

Sorted By B Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=400,100 Ref=550,100

Peak RetTime Type Wiautn =~ — Area * Height Area
# [min] | fmin] [mAU*s] [mAaU] %
weeo]emomee- el e B | === o--- |
1| 5.943 MM 0.3811 33.14806 1.44969 1.3490
2 10.192 MM 0.4898 31.16077 1.06025 1.2681
3 11.434 MM 0.5394 61.46241 1.89893 2.5012
4 16.724 MM 0.6044 16.39182 4.52038e-1 0.6671
5 19.813 MM 0.2889 9.49769 5.47878e-1 0.3865
6 21.445 MM 0.2077 94.80915 7.60788 3.8583
7 22.700 MM 0.1562 35.13520 3.74955 1.4298
8 23.267 MM 0.1950 639.63379 54.67506 26.0299
9 23.769 MF 0.2092 237.61981 18.93049 9.6699
10 24.141 FM 0.2078 1051.24194 84.32413 42.7803
11 24.827 MM 0.1489 13.88301 1.55421 0.5650
12 25.167 MM 0.1984 25.34741 2.12901 1.0315
13 25.820 MM 0.2590 48.68778 3.13287 1.9814
14 26.662 MM 0.2346 64.07758 4.55305 2.6076
15 27.060 MM 0.1978 26.34131 2.21902 1.0720
16 27.520 MM 0.2380 22.54973 1.57911 0.9177

strument 1 5/31/07 8:23-"7 M N.SENTNV§ - Page 1 of 2
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