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Bu caligma ile igde ¢ekirdeginin siiper kritik karbon dioksit ¢oziiciisii ile dziitlenmesi yontemi kullanilarak
cekirdek Oziitiiniin elde edilmesi ve UV dedektorli HPLC cihazi ile igerdigi quercetin miktarinin
belirlenmesi gergeklestirildi. Deneysel sonuglar “Design Expert 7.0 (deneme)” programi kullanilarak analiz
edildi. Oziitleme kosullarindaki sicaklik ve basing artisimin quercetin miktarinda énemli bir artisa neden
oldugu goriildii. Partikiil boyutu ve 6ziitleme siiresi parametreleri ¢alismanin baginda parametrik olarak
caligild1 ve bu parametreler quercetin miktarinin en yiiksek olmasi prensibine gore belirlendi. Caligmalarda
kiigiik partikiil boyutunun 0,5 mm ve 120 min 6ziitleme siiresinin uygun oldugu belirlendi. Bu parametrelerin
belirlenmesinden sonra basing ve sicaklik optimizasyonu igin yiizey cevap yontemi ile belirlenen deneysel
tasarim deneysel sartlari kullanildi. En yiiksek quercetin miktarina ulagsmak icin yapilan ¢aligmalar ile
optimize edilen sicaklik ve basing degerleri 65°C ve 311 bar olarak belirlendi. En yiiksek yag miktar ise
48,68 mg/g numune olarak kaydedildi. Dizayn modelinin sundugu optimum sartlardaki kontrol deneyleri
sonrasinda quercetin miktar1 deneysel olarak 9,44 pg quercetin/100 g numune olarak ve Desing Expert 7.0
(deneme) programinca tahmin edilen 9,49 pug quercetin/100 g numune degerine olduk¢a yakin sekilde ve
modele uygun olarak bulunmustur.

Optimisation of quercetin amount via response surface methodology for elacagnus seeds
by supercritical CO» extraction method
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In this study, extract of elacagnus angistofolia seed was obtained by supercritical carbon dioxide solvent
method and measured the amount of quercetin by using HPLC equipped with UV detector. Experimental
results were analyzed by using “Design Expert 7.0 (demo)” program. Increasing temperature and pressure at
about extraction conditions caused a significant increase of quercetin amount. Particle size and extraction
period parameters was studied parametrically at the start of this study and identified these parameters
according to maximize amount of quercetin. After parametric experiments, the small particle size 0.5 mm
and experiment period 120 min were found suitable for this study. After identification of these parameters,
experimental design conditions identified by response surface design method were used to optimize pressure
and temperature, we optimized temperature and pressure parameters as 65°C and 311 bar to maximize
quercetin amount. Maximum oil amount was measured 48.68 mg/g sample. After checking experiments of
optimum conditions provided by design method, quercetin amount was found experimentally 9.44 pg
quercetin /100 g sample, it was considerably approximate value and favourably to model for estimated 9.49
pg quercetin /100 g sample by Design Expert 7.0 (demo) program.
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1. GIRIiS aNTRODUCTION)

Bilim adamlar ¢esitli bitkilerde 5000 in {izerinde flavonoid
bilesigini  karakterize etmislerdir [1]. Flavonoidler,
polifenollerin alt gurubu olup, bitkiler tarafindan sentezlenen
en biiylik gruptur. Sebze ve meyvelerde bulunmaktadirlar.
Flavonoidler antioksidan, antimikrobiyal, antiviral ve
antibakteriyel ozelliklere sahiptirler [2]. Saglikli yasami
desteklemek, yayginlastirmak ve hastaliklar1 azaltmak igin
verilerin incelendigi epidemiyolojik kanitlar, zengin
antioksidan 6zelligi olan meyve ve sebzelerin tiiketilmesi ile
antioksidanlarin kanser kaynakli 6liimleri ve kanser goriilme
sikligini  azaltmakta etkili bilesikler olabilecegini
gostermistir [3, 4]. Flavonoidlerin kansere karsi etki
mekanizmalarini i¢in, kanser hastaliklarina neden olan
maddelerin pasifize etmeleri, kontrolsiiz hiicre artiginin
engellenmeleri, hiicre doniisiimiinii askiya almalari, anormal
hiicrelerin 6liimii siirecinde, kan damarlarimin ¢ogalmasini
baskilamalari, antioksidasyon ve c¢oklu ila¢ direncinin
azaltilmasi ile de tim bu mekanizmalarin kombinasyonu i¢in
etkin bilesikler olduklari bulunmustur [4]. Laboratuvar
calismalar1 ile antioksidan Ozellikleri ve serbest radikal
yakalama Ozellikleri kanitlanmig olan  flavonoidler
giinlimiizde anti kanser amagli olarak onleyici tedavilerde
siklikla kullanilmakta, kismen ticari iiriinler haline gelmis
bulunmaktadirlar. Artan kanser goriilme sayilart nedeniyle
flavonoidlerin etki mekanizmalarinin arastirilmasi, tedavi
stirecine katkilar1, metabolik reaksiyonlardaki fonksiyonlari,
bilesen dagilimlari, bitkisel kaynaklar1 ve elde edilme
yontemleri gibi alanlarda bilim adamlarmin flavonoidlere
ilgisinin artmasina neden olmustur.

Tedavi amach geleneksel bitkisel ila¢ kullanim pazar1 Asya
Avrupa ve kuzey Amerika tiiketimleri esas alindiginda 2006
da 90 milyar dolar iken 2011 de 200 milyar dolara ulagmis
bulunmaktadir. Bu geligsim hiz1 ile 2050 yilinda 5 trilyon
dolarlik bir pazar olmasi beklenmektedir [5]. Cesitli bitkisel
kaynakli besinler ve igecekler (sebzeler, meyveler, sebze ve
meyve sulari, caylar, kakao, bal, iiziim vb.) flavonoid
bakimindan zengin kaynaklardir. Kimyasal yapilarina gore
flavonoidlerin flavanollar gurubunda bulunan
bilesiklerinden olan ve bitkilerde yaygin olarak bulunan
quercetin etkinligi bakimindan dikkat ¢ekici bir flavonoiddir.
Bu ¢aligmada ekonomik degeri olmayan igde ¢ekirdeginden
quercetin eldesi gergeklestirilmistir. Gliniimiizde ticari iiriin
olarak quercetin tabletlerin piyasada satis1 yapilmaktadir.
Deney tasarimi, parametrelerinin deneysel siire¢ igerisindeki
bilinmeyen o&zelliklerinin belirlenmesi ve degiskenler
arasindaki etkilesimlerin analizi ve modellenmesi igin giiglii
bir istatistiksel yontemdir [6].

Merkezi Kompozit Tasarim (MKT), Yiizey Cevap Yontemi
(YCY) igerisinde bulunan ve en ¢ok kullanilan istatistiksel
optimizasyon yoOntemidir. Merkezi Kompozit Tasarim
ardisik deneysel ¢aligmalar i¢in ¢ok uygundur. S6z konusu
tasarim yonteminde en yiiksek faktor diizeyi, en diisiik faktor
diizeyi ve faktorler igin orta diizey sirastyla +1, 0 ve -1
sayilar1 ile sembolize edilir [7]. Varyans analizi bagimsiz
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degiskenlerin kendi aralarinda nasil etkilesime girdiklerini
ve bu etkilesimlerin bagimli degisken tizerindeki etkilerini
analiz etmek i¢in kullanilir.

Literatiirde, Kusburnunun siiper kritik oziitlemesi ile
cyanidin ve alpha-tocopherol varligina ait ¢alismalar
mevcuttur [8]. Yine siiper kritik ekstraksiyon yontemi ile,
farkl1 bitkisel kaynaklar kullanilarak yapilan galigmalarda,
basing ve sicaklik degiskenlerinin, kendi aralarinda nasil
etkilesime girdikleri ve bu etkilesimin elde edilen iiriin
iizerindeki etkilerini inceleyen ¢aligmalar mevcuttur. Porsuk
bitkisinden quercetin, ginkgetin ve amentoflavone
maddelerinin  stiper kritik yontemle Oziitlenmesinde
quercetin i¢in 24 MPa 46°C ve 2,3 h siirede 3,73 mg/g degeri
elde edilmistir [9]. Igde ¢ekirdegi ve yapragi igin
etanol/aseton ¢dziiclisiinlin geleneksel dziitleme yontemiyle
gergeklestirilen caligmada  verimi  artirdigimi ve igde
¢ekirdeginin 2 yontemle analizinde sirasiyla 274 uM/g ve
255 uM/g toplam antioksidana sahip olduklarmi toplam
antioksidan kapasitesi olarak tespit etmislerdir [10]. Siiper
kritik karbon dioksit dziitleme yontemiyle, ¢ay bitkisinin
bitki saplarindan 14,9 mg/g ve bitki atik liflerinden 19,2
mg/g kafein oOzitlenebilmistir [11]. Bu tiir degersiz
kaynaklardan ticari degeri olan iiriinlerin elde edilmesine
yonelik ¢aligmalar hizla artmaktadir.

Bu ¢aligmada, siiper kritik sartlarin saglandigi ve CO;’in (Cp
kritik nokta ile baslayan alan i¢inde olan, Pc kritik basing ve
Tc kritik sicaklik degerlerinin iizerinde olan sartlardir)
¢oziicii olarak kullamildigr oziitleme islemi ile optimize
edilerek gerceklestirilmesi amaglandi. Elde edilen oziitler
literatiire uygun olarak -5°C sicaklikta dondurucuda
muhafaza edildi [12]. Oziitler gerekli numune hazirlama ve
siizme iglemlerinden gegirilerek hazirlandi.  Quercetin
standardinin temini ve HPLC cihazinda uygun y6ntemin
olusturulmasi ile kalibrasyon iglemlerinin yapilmasindan
sonra numunelerin UV dedektorlii HPLC cihazinda 256 nm
de nicel analizleri gerceklestirildi. Parametrik caligmalar ile
Oziitleme siiresi ve partikiil boyutu optimize edildikten sonra
Design Expert 7.0 (deneme) siiriimii kullanilarak basing ve
sicaklik modellemesi yapildi. Calismanin bu kismu i¢in igde
¢ekirdeklerinden, siiper kritik oziitleme yontemi ile elde
edilen quercetin miktar1 {izerine sicaklik  basing
parametrelerinin  etkileri incelendi ve literatiir ile
karsilagtirildi. MKT yontemine gore tasarlanan deneylerde
ulagilan sonuglar ANOVA ile degerlendirildi, faktorlerin
istatiksel onemleri aragtirildi.

2. MATERYAL VE METOT (MATERIAL AND METHOD)
2.1. Kimyasallar (Chemicals)

Calismada kullanilan igde numunesi Malatya bolgesinden
temin edildi. Standart madde olarak quercetin (%95 saflikta)
Merck firmasindan, ¢oziicii olarak analitik safliktaki etanol,
mobil faz olarak analitik safliktaki metanol, yine mobil faz
olarak analitik safliktaki asetonitril, mobil faz katkis1 olarak
analitik safliktaki formik asit Merck firmasindan temin
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edildi. Coziicii olarak kullanilan sifonlu tiipteki karbon
dioksit Oksan firmasindan temin edildi. Deneylerde, yikama
ve analiz igslemlerinde kullanilan bidestile saf su SGE
firmasina ait ters ozmos de iyonize saf su cihazindan elde
edildi ve kullanild1.

2.2. Numune Hazirlama (Sample Preparation)

Calismamizda kullanilan igdeler olgunlagsmis meyvelerden
secildi. Olgunlagsmig meyvelerde flavonoid miktarlarinin
daha yiiksek oldugu bilinmektedir [13]. Igdelerden
cekirdekleri temizlenerek c¢ikartildi ve kurutulmak iizere
30°C’deki Niive marka etiivde 2 giin siireyle bekletilerek
kurutuldu. Siiper kritik karbon dioksit (SCCO,) uygulamasi
Oncesi biyolojik materyalde su veya nem kalmamast
gerekmektedir. Mevcut suyun 6ziitleme isleminde difiizyona
bariyer etkisi olusturarak verimi diislirmesi nedeni ile
Oziitleme verimi ag¢isindan uzaklastirilmasi  olduk¢a
onemlidir. Igde cekirdekleri énce ceneli kiricida kirilda
sonrasinda Retsch marka bitki degirmeninde O6giitiilerek
istenen boyuta indirildi. Boyut siniflandirmas: elek analizi
yapilarak 3 farkli tanecik biiytikligii seklinde yapildi. 1,19
mm - 1 mm arasi boyuttakiler, 1 mm - 0,710 mm aras1
boyuttakiler ve 0,710 mm - 0,350 mm arast boyuttaki
tanecikler ayrilarak deneyler i¢in hazirlandi. Bu
siniflandirma biiylik orta ve kiiciikk boylar igin sirasiyla
ortalama 1 mm, 0,85 mm ve 0,5 mm seklinde belirtildi. Stiper
kritik oziitleme Oncesi ve sonrasi alinan numuneler SEM
cihazinda goriintiilenebilmesi i¢in Jeol marka cihazin Au ve
Pd kaplama ekipmaninda 3 kat 3’er min siireyle metalik
kaplamaya tabi tutuldu.

2.3. Siiper Kritik Karbon Dioksit Oziitlemesi

(Supercritical Carbon Dioxide Extraction)

Oziitleme islemi laboratuvar 6lgekli olan Amerikan Applied
seperation marka siiper kritik 6ziitleme cihazinda, 24 ml’lik

oziitleme reaktorii kullanilarak gerceklestirildi. Sicaklik
basing ve karbon dioksit akis hizinin kontrol edilebildigi
cihazda 6n denemeler sonrasi belirlenen 8 g’lik numuneler
seklinde caligmalar yapildi, oziitler 40 ml hacimli silikon
kapaklt numune toplama sigelerine 120 min siireyle alindi
(Sekil 1).

Yiizey cevap deneysel tasarim uygulamasi oncesi verimin
daha yiiksek olmast igin, sabit tutulacak diger parametreleri
olan oziitleme siiresi ve partikiil boyutu i¢in 30 - 120 min
araliginda oOziitleme siiresi 0,5 - 1 mm aralifinda ideal
partikiil boyutu i¢in parametrik caligmalar gerceklestirildi.

24. Quercetin 'in Nicel Analizi (Quantitative Analysis of Quercetin)

Quercetin maddesi standart madde olarak temin edildikten
sonra Amerikan Dionex marka 680 model UVD 170U
dedektorlii HPLC cihazi ve cihaza takili C18 RP 10 cm x 3
mm 2,7 um tipte Sigma marka HPLC kolonu kullanilarak
analiz edildi. Analiz i¢in hareketli faz A nin %0,1 oraninda
formik asit iceren bidestile saf su ve B nin %75 asetonitril ve
%25 metanol iceren karigimi kullanildi. Gradiyent ¢alisma
programi t=0 min de %80 A ve %20 B baslangi¢ orani, 0-5
min arast %20 den %40 a B artisi, 5-10 min arast %40 dan
%70 e B artis1, 10-15 min aras1 %70’den %20’ye B azalisi
ve 15-20 min aras1 yine baslangic¢ orani olan %80 A ve %20
B karigim oranlar1 olacak sekilde toplam 20 min lik program
ile ¢alisildi. A ve B tastyici fazlari toplamda 0,5 ml/min’lik
sabit akis hizinda ve UV dedektorii ise 256 nm dalga
boyunda ¢alisildi. HPLC sisteminde manual enjeksiyon
portu ve 20 pl’lik enjeksiyon haznesi kullanilarak enjeksiyon
iglemi gerceklestirildi.

Quercetin nicel analizi i¢in 5 noktali kaibrasyon egrisi
hazirlandi ve tekrarlanabilir iki Olglimiin ortalamalari
alinarak kalibrasyon egrisi 0,05-50 ppm’lik konsantrasyon
araliginda hazirlandi.

Akig Olger
Vana 3 Vana 2
> .
Hava - —¥F|Zne Vana
kompresdri Oziitleme N
frrimi Ly Oziit toplama
Sisesi
Vanal
Reaktor

Sogutmali
Su banyosu

e

Karbondioksit tiipi

Sekil 1 Siiper kritik akiskan 6ziitleme sistemi gosterimi (Current scheme of supercritical fluid extraction system)
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2.5. SEM Goriintiilerinin Alinmasi (Taking of SEM Images)

Ideal sartlarin belirlenmesinden sonra siiper kritik karbon
dioksit Oziitlemesi Oncesinde ayrilan numune ile islem
sonrasinda ayrilan numunelerin gozenek yapilarindaki
degisimin kiyaslanmasi amactyla Jeol marka JSM-6360 LV
model SEM cihazi kullanilarak ilgili gériintiiler alinmustir.
Numune yiizeyleri iletken olmadigi i¢in ayn1 marka kaplama
ekipmani ile Au-Pd ile metalik kaplamalar1 yapilarak analiz
edilmistir.

3. SONUCLAR VE TARTISMALAR
(RESULTS AND DISCUSSIONS)

Deneysel tasarim ile yapilan ¢aligmalarda, 3 parametre ve
fazlas1 i¢in  tasarim  uygulamalarmin  sonuglarmnin
yorumlanmasi giiclesmektedir. Bu nedenle deneysel tasarim
ile en 6nemli olan iki parametre olan basing ve sicaklik
parametreleri optimize edilirken diger parametreler olan
partikiill boyutu ve Oziitleme siiresine ait ¢aligmalar
parametrik olarak deneysel tasarim planlamasi dncesinde
caligildi.

3.1. Oziitleme Siiresi ve Partikiil Boyutu icin Parametrik
Calismalar

(Parametric Studies for Extraction Time and Particle Size)

Oziitleme siiresinin belirlenmesi igin, reaktore yiiklenen 8 g
lik bir igde ¢ekirdegi numunesinden 0-30 min, 30-60 min,
60-90 min ve 90-120 min araliklarinda farkli 4 adet numune
toplama kabina alinan 6ziitlerin bagimli degisken olan yag
miktarlart 6l¢iildii ve quercetin miktarlart analiz ile
hesaplandi. HPLC cihaz: ile analizler yapilarak quercetin
miktarmm bir numuneden zamana bagli gelis miktarlart
hesaplandi. Literatiire uygun olarak 120 min siire boyunca
[14], 200 bar, 35°C ve 5 L/min CO; akis hizinda elde edilen
oziitteki quercetin ve yag miktarlar1 zamanla alinan
numunelerden 6l¢iildii. Bu verilerden elde edilen sonuglar
kaydedilerek bagimli degisken olarak quercetin miktarlari ve
yag miktarlar1 bagimsiz degisken olarak Sekil 2’deki grafik
ile verildi.

Sekil 2 ile verilen c¢aligma, orta boyuttaki 0,85 mm lik
numune ile 200 bar basing, 35°C sicaklik, 5 L/min CO; akis
hizinda ve 8 g numune kullanilarak gergeklestirildi.
parametrik ¢alismalardan dziitleme siiresi i¢in 6ziit i¢cindeki
quercetin’in ilk 30 min de hizla arttig1 sonra 60 min, 90 min
ve 120 min’de gelen miktarlarin giderek azaldigi goriildii.
Deneylere madde kaybinin miimkiin oldugunca az olmasi
icin 120 min olarak belirlenen 6ziitleme siiresi sabit tutularak
devam edildi.

Partikiil boyutunun verim iizerindeki etkilerini belirlemek
iizere, belirlenen 3 farkli boyutta hazirlanan 3 adet numune
literatiire uygun olarak belirlenen 200 bar [12], 35°C, 5
ml/min CO, akis hizinda ve 120 min siireyle 6ziitlendi ve bu
iic numunenin yag miktarlar 6l¢iildii ve quercetin miktarlari
hesaplandi. Elde edilen sonuglar Sekil 3’te grafige gegirildi.
Deneyler 120 min siire, 200 bar basing, 35°C sicaklik, 5
L/min CO, akis hizi sartlarinda yapildi. Sekil 3’ten
1236

goriilebilecegi gibi kiigiik partikiil boyutu olan 0,5 mm’lik
boyutta caligmalarin siirdiiriilmesinin verimi artiracagi
goriildii ve caligmalara 0,5 mm’lik partikiil boyutu sabit
tutularak devam edildi. Bu parametrik verilerin alinmasindan
sonra partikiil boyutu i¢in 0,5 mm ve Oziitleme siiresi igin
120 min’lik toplam siire sabit tutularak deneysel tasarim
asamasina ge¢ildi. Quercetin miktarma basing ve sicakligin
etkisini belirlemek igin yiizey cevap deneysel tasarim
caligmasi gerceklestirildi.

3.2. Deney Tasarimi ve Analizi
(Design Of Experiment and Analysis)

3.2.1. Basing ve sicaklik igin yiizey cevap yontemi deneysel

tasarimi
(Respons surface experimental design for pressure and temperature)

Oziitleme veriminin basing ve sicaklikla etkilesiminde
¢oziilen maddenin sicaklikla degisen buhar basincinin ve
difiizyon katsayisinin (D) degisimi, Oziitleme isleminde
etkindir. Basing artis1 verimi artirirken sicaklik artisinda CO,
yogunlugu azalmakta ayn1 zamanda maddenin buhar basinci
arttigl icin gaz faza gecisler artarak elde edilen madde
miktar1 bazi durumlarda artmaktadir. Ancak daha yiiksek
sicaklilarda CO’in ¢6zme giicii yogunlugun diismesiyle
azaldi8i icin 6ziitlenen maddenin buhar basincinin sicaklikla
hizla artmast veya daha yavas artmasina bagli olarak elde
edilen madde miktar1 artabilmekte veya diisebilmektedir.
Sicaklik etkisi bu nedenlerden dolay1 dziitleme isleminde
daha karmasiktir [15].

Basing ve sicaklik faktorleri sirasiyla A, B ve cevap degerleri
olan quercetin Y1 sembolleri ile simgelendi dizayn programi
tarafindan Onerilen deney sartlar1 ve deneylerde elde edilen
toplam yag miktarlari, hesaplanan quercetin miktarlarina ait
deneysel sonuglar Tablo 1°de verildi.

Program tarafindan Onerilen ve sonuglarin uyumluluk
gosterdigi modelin istatistiksel 6nemi Tablo 2’de gdsterilen
ANOVA testi ile degerlendirildi. Bu degerlendirmede F ve p
degerleri g6z oniinde bulunduruldu ve istatistiksel olarak
anlamli bir sonug elde edilebilmesi i¢in p degerinin 0,05’ten
kiiciik olmasi durumu gozetildi. Sonuglar incelendiginde
onerilen modelin p degerinin 0,005’den kii¢iikk oldugu
goriildii. Bu durum 6nerilen modelin s6z konusu ¢alisma igin
gecerli oldugu sonucuna varildi.

P degeri 0,05’ten kiigiik olan model terimlerinin anlamli
oldugu ve P degeri 0,1’den biiyiikk olan model terimlerinin
anlamsiz oldugu bilinmektedir. Bu durum goéz oniinde
bulundurulursa Tablo 2’de verilen ANOVA testi
sonuglarindan istatiksel olarak, 6nem sirasina gore B ve A
nin 6nemli parametre oldugu goriilmektedir. Anova testi
kullanilan model, cevap ve bagimsiz degiskenler arasindaki
gercek iliskiyi vermektedir. Iyi bir model cevaptaki
degisimin tiimiinii agiklar. Regresyon katsayisi bu kriter i¢in
onemli bir 6l¢iidiir ve model tarafindan agiklanan degisimin
toplam degisime boliinmesi ile hesaplanir. R? degeri 1’e
yaklastikga gozlenen ve tahmin edilen degerler arasindaki
iliski daha iyi olur. Bu ¢aligmada, model igin regresyon
katsayis1 R? = 0,82 olarak belirlenmistir.
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Quercetin miktar:
(1g/100 g numune)
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Sekil 2 Quercetin ve yag miktarinin zamana kars1 degisimi m) ¢ekirdek yag: 4) quercetin miktar1
(Changing of quercetin and oil amount by the time (m) seed oil () quercetin)

Sekil 3 Quercetin miktarnin ve yag miktarmin partikiil boyutu ile degisimi m) ¢ekirdek yagi ) quercetin miktari

Tablo 1. Quercetin optimizasyonu i¢in MKT deneyleri verileri (0=1,41421) (Quercetin opimisation for CCD experiments values)

Quercetin miktari
(ug/100 g numune)
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Partikil boyutu (mm)
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Yag miktari (mg/g numune)

(Changing of quercetin and oil amount by particle size (m) seed oil (#): quercetin)

ﬁi;rﬂg ieney Faktor 1 Faktor 2 Cevap El?lgtarlarl

Y1: Quercetin pg/100 y

DeneyNo A B A: Basig (bar) B: Sicaklik (°C) g numune me'e

numune

100 g numune

1 0 0 205,00 48,50 4,85 43,36

2 0 0 205,00 48,50 4,69 37,61

3 -a 0 98,93 48,50 2,75 11,50

4 0 0 205,00 48,50 6,85 42,91

5 +a 0 311,07 48,50 7,55 22,41

6 -1 +1 130,00 60,00 5,12 36,01

7 -1 -1 130,00 37,00 2,43 36,55

8 0 -a 205,00 32,24 1,83 36,90

9 +1 -1 280,00 37,00 2,54 34,76

10 +1 +1 280,00 60,00 7,01 21,35

11 0 +a 205,00 64,76 8,36 23,72

12 0 0 205,00 48,50 5,39 37,01

13 0 0 205,00 48,50 5,66 48,68
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ANOVA testi dogrultusunda elde edilen quercetin miktarini
basing ve sicaklik parametrelerinin bir fonksiyonu olarak
veren model esitligi (Design Expert 7.0 (deneme) yazilimi
tarafindan Onerilen) gergek ve kodlanmis degerler cinsinden
sirastyla Es. 1 ve Es. 2°de verilmistir.

QUERCETIN = +5.004E-003+1.098E-003 *
BASINC+2.050E-003 * SICAKLIK 1)

QUERCETIN = -6.64511E-003+1.46409E-005 *
BASINC+1.78298E-004 * SICAKLIK 2)

Elde edilen quercetin miktarinin basing ve sicaklik
parametreleri ile degisimleri ayrica ylizey cevap yontemi
(YCY) ile incelenerek modelden elde edilen sonuglar ve
gercek deneysel sonuglar arasindaki iliskiler ¢izilen model
grafigi ile Sekil 4’te gosterilmektedir.

3.2.2. U¢ boyutlu cevap yiizey grafigi

(Three dimensional response surface graph)

Optimizasyon c¢alismalarindan sonra elde edilen sonuglar
Design Expert 7,0 (deneme) paket programui yardimiyla
cizilen 3 boyutlu yiizey cevap grafigi ile de incelendi. Tlgili
ylizey cevap grafigi Sekil 5’te verildi. Sekil 5°deki grafik
incelendiginde, sicaklik ve basing degerleri arttik¢ca elde
edilen quercetin miktarinda artig goriilmektedir. Teorik
olarak siiper kiritik karbon dioksit &ziitlemesinde basincin
oziit verimini dogru orantil olarak artirdig1 bilinmektedir.
Literatiir incelendiginde deneysel sonuglarin ve ii¢ boyutlu
model grafiklerin literatiire uygun olarak quercetin miktar1
bakimindan sicaklik ve basing artigi ile dogru orantili olarak
arttigr goriilmektedir. [9]. Tablo 1’de verilen ve tekrarl
deneyler olan run 1, run 2, run 4, run 12 ve run 13 numaral
deneyler gbéz oOniine alindiginda, quercetin ve yag

Tablo 2. Quercetin optimizasyonu i¢in MKT ANOVA sonuglari (CCD Anova results for quercetin optimisation)
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Serbestlik Kareler F p-degeri
Kaynak Kareler Toplam Derecesi Ortalamasi Degeri Prob > F
Model 4.328E-005 2 2.164E-005 22,74 0,0003 Onemli
A Basing  9.646E-006 1 9.646E-006 9,49 0,0126
B Sicaklik  3.363E-005 1 3.363E-005 35,99 0,0002
Artik 1.050E-005 10 1.050E-006
Onemli
Uyum o
Eksikligi 7.566E-006 6 1.261E-006 1,33 0,3116 degil
Saf Hata 2.929E-006 4 7.323E-007
Toplam 5.378E-005 12
8.40 —
0
g 6,75 —
.: g ) =
@ -
B O = s
] -
E = 5,10 — - EmE
o W
S5 -
=5 -
L o345 =
8
-(,.#'HJ
180+ - =
T I T ] T
1,83 347 510 6,73 836

Denevsel degeri
Quercetin pug/100 g munune

Sekil 4. Modelden elde edilen ve deneylerden bulunan sonuglar arasindaki iliski
(The relationship between results obtained from model and experiments)
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miktarlarindaki  salimim i¢in  siiper kritik Oziitleme
islemindeki diisik CO, akis hizlarinda kismen kontrol
edilemeyen dalgalanmalarin ve buna bagh olarak CO,’in
gazlastirlldig1 cikis vanasi sicaklifi degisimlerinin etkin
olmasi nedeniyle elde edilen yag ve quercetin miktarlarinda
kabul edilebilir farklarin olustugu diigiiniilmektedir.

3.2.3. Mkt yontemi kullanmlarak elde edilen quercetin

miktarmin optimizasyonu
(Quercetin amount optimisation by using ccd method)

Optimizasyonu yapilacak bagimsiz parametrelerin ve cevap
degerlerinin araliklar1 Tablo 3’de verilmistir. YCY
sonucunda ¢alisilan aralik i¢in optimum sartlar Basing: 311
bar Sicaklik: 65°C olarak bulunmustur. Modelden bu
sartlardaki quercetin miktar1 9,50 pg/ 100 g numune olarak
belirlenmistir. Belirlenen bu optimum sartlarda yapilan
deneysel ¢alisma sonucunda quercetin miktar1 9,44 ng/100 g
numune olarak  bulunmustur. Onerilen  modellerle
hesaplanan degerler ve deneysel sonuglarin yakinligi, s6z
konusu  modellerin  ¢aligilan  faktér  araliklarinda
kullanilabilecegini gostermektedir.

54,25
48,50

Sicaklik (°C) 42,75

3.3. Siiper Kritik Oziitleme Oncesi ve Sonrasi SEM

Goériintiileri
(Scanning Electron Micrographs of Before And After of Siiper Kritical
Carbon Dioxide Extraction )

Igde cekirdegi ile yapilan calismalar neticesinde 0,5 mm’lik
partikiil boyutundaki numuneler i¢in siiper kritik karbon
dioksit 6ziitlemesi dncesinde ayrilan numune ile ayni boyut
i¢in 311 Bar basing, 65°C sicaklik, 120 min siire, 5 L/min
CO; akis hizi sartlarinda siiper kritik karbon dioksit 6ziitleme
islemi sonrasinda alinan numunelerin 250 ve 1000 kat
biiylitmedeki goriintiileri alinmig ve kiyaslanmustir.

igde ¢ekirdegi siiper kritik dziitleme dncesi ve sonrasi gesitli
biiylitme oranlarinda yapilan goriintiilemelerde o6ziitleme
oncesinde ¢ekirdek yapisinda bulunan organik maddeler ve
yaglardan dolay1 yiiksek biiyilitmelerde net goriintii elde
edilememistir. Biiyiitme arttikca goriintiilerde dagilmalar
meydana gelmistir (Sekil 6b). Siiper kritik 6ziitleme sonrasi
ise ¢ekirdek numunesi yapisinda bosluklarin olustugu 16 ila
26 um’lik caplarda gozeneklerin olustugu goriilmiis ve net
goriintiiler alinmstir (Sekil 7b).

8,500 P ssaasataanaey
A T
S P2 E OGSO IS
- et et At e e
6.825 D S S e SO e SO e
- -
8 e e ie et “'t‘.:.’:: 2
53 ‘
=
E E 5,150 &
f
8 F
=
= 3,475
T o
£
S o
g =
&2 1800
60,00

311,07
242,50
205,00

167,50 Basinc (bar)

37,00 130,00

Sekil 5. Elde edilen quercetin miktarinin sicaklik ve basincin fonksiyonu olarak {i¢ boyutlu gosterimi
(Three dimensional graphics of the obtained amount of quercetin as function of temperature and pressure)

Tablo 3. Optimizasyon igin bagimsiz parametrelerin ve cevap degerlerinin araliklar
(The ranges of independent parameters and respons values for optimisation)

Alt Ust
Parametre Amag Sinir Sunir
A: Basing (bar) Aralikta olmasi 99 311
B: Sicaklik (°C) Aralikta olmasi 33 65

Y1: Quercetin pug/100 g numune

Maksimize etmek 1,83 8,36
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Sekil 6. Igde cekirdegi numunesinin SCCO; islemi 6ncesi 250 kat a) ve 1000 kat b) biiyiitiilmiis goriintiileri

(Images, before SCCO» extraction of elacagnus angistofolia seed sample magnifications of 250 times a) and 1000 times b))

Sekil 7. Igde cekirdegi numunesinin SCCO; islemi sonras1 250 kat a) ve 1000 kat b) biiyiitiilmiis goriintiileri

(Images, after SCCOxz extraction of elacagnus angistofolia seed sample magnifications of 250 times a) and 1000 times b)).

4. SONUCLAR (CONCLUSIONS)

igde gekirdegi ile gergeklestirilen caligmalar sonucunda bu
kaynakta bulunan quercetin miktarlar1 hesaplandi. Karbon
dioksitin ¢oziicii olarak kullanildig1 ve numunede bulunan
antioksidanlarin dolayisi ile quercetinin 6ziitlenmesi iglemi
siiper kritik sartlarda gergeklestirildi. Oziitlerin gerekli
numune hazirlama ve slizme islemleri sonrasinda
kromatografik yontem olan HPLC analizleri ile kantitatif
analizleri yapildi. Literatiirde igde g¢ekirdeginin quercetin
icerigine ait ¢aligma olmamasina kargin, igde meyvesinde
bulunan antioksidan kapasitesi kabuk ve meyve kismindan
etanol/aseton ¢oziiclisiiyle yapilan arastirmalarda ayni
bitkinin ¢icek ve yapraklarina oranla 4 kat daha yiiksek
antioksidan igerige sahip oldugu gorilmiistiir [10]. Aym
calismanin etanol/su karigimi ile yapilmasi ile kabuk ve
meyve kismu ile ¢ekirdek ve yaprak kisminda yaklagik ayni
miktarlarda antioksidan bulundugu goriilerek igde
¢ekirdeginde toplam 274 uM/g antioksidan degeri elde
edilmistir [10]. Bu c¢alismada quercetinin siiper kritik
oziitlenmesinde optimum sartlar i¢in dncelikle parametrik
caligmalar ile “uygun Oziitleme siiresi” ve “uygun partikiil
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boyutu” caligmalar1 yapildi. Ardindan uygun basing ve
sicaklik sartlarmnin belirlenmesinde “Design Expert 7.0
(deneme)” programi kullanilarak yiizey cevap deneysel
tasarim metodu ile belirlenen deney sartlara ait sonuglar
alindi.  Oziitleme kosullarindaki sicaklik ve basing
optimizasyonu ile quercetin miktarinda en diigiik degere gore
5,16 katlik biiyiik bir artis ile elde edildigi gozlendi.
Quercetin miktarin1 makimize etmek i¢in yapilan ¢alismalar
ile optimize edilen sicaklik ve basing degerleri 65°C ve 311
bar olarak belirlendi. Dizayn modelinin sundugu optimum
sartlardaki kontrol deneyleri sonrasinda Dizayn Expert 7.0
(deneme) programinca tahmin edilen quercetin miktar1 9,50
pg quercetin/100 g numune degerine oldukca yakin sekilde
ve tasarim modeline uygun olarak deneysel ¢alisma ile 9,44
pg quercetin/100 g numune olarak tespit edildi. Siiper kritik
sartlar boyunca karbon dioksit i¢in sicaklik ve basingla
degisen, diflizyon katsayisi (D), yogunluk (d) ve viskozite
(n) parametrelerinin etkiledigi ¢cdzme giicii se¢cimli dziitleme
iglemlerinde kullanilmaktadir. En yiiksek yag miktarina,
deneysel tasarim ile galisilan sartlardan 205 Bar ve 48,5°C
icin bulunan en yiiksek deger olan tekrarli 5 deney ortalamast
41,92 mg yag/g numune degeri ile ulasilmistir. Quercetin
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miktarinin en yiiksek oldugu sartlar 120 min 6ziitleme siiresi,
0,5 mm partikiil boyutu, 311 Bar ve 65°C’de 9,44 png
quercetin/100 g numune olarak tespit edilmistir. Basincin ve
sicakligin yiikselmesiyle elde edilen yag miktarmin bir
miktar azalmasma karsin quercetin miktarinin  artig
gostermesi, siiper kritik karbon dioksit Oziitlemesinde
oziitlenenlerin sicaklik ve basingla degisen buhar basinglart
ile karbon dioksitin sicaklik ve basing ile degisen yogunlugu
ve degisen ¢ozme giiciinden kaynaklanmaktadir [15]. Bu
nedenle olusan secici ¢oziiciiliik etkisi ile sicaklik ve basing
yiikseldikge elde edilen quercetin miktarinda artis yag
miktarinda ise diisiis gozlendigi diistiniilmiistiir.

5. SIMGELER (SYMBOLS)

CP Kritik nokta

D Difiizyon katsayis1, m? s-1
Pc Kritik basing, atm

Tc Kritik sicaklik,°C

n Viskozite, yPa s

Kisaltmalar (Abbreviations)

CCD Central Composite Design
HPLC UV Ultra Viyole Dedektorli Yiiksek
Basing S1vi Kromatografisi
LC-MS S1vi Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi
MKT Merkezi Kompozit Tasarim
RSM Respons Surface Method
SCCO, Siiper kritik karbon dioksit
YCY Yiizey Cevap Yontemi
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