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Bu ¢alismada, Ulus Orman Isletme Miidiirliigii Abdipasa Sefligi Mescere Haritasi
49 nolu b6élmeden temin edilen, ¢apr 32 kutur ve yas araligi 25-30 olan Karagam (P.nigra)
govde odunu ve budaklari kullanilmigtir. Govde odunu ve budaklara odun ana bilesenleri
(holoseliiloz, alfa-seliiloz ve lignin) ve sirali ektraksiyon (n-hekzan, aseton: su) deneyleri
uygulanmigtir. Ayrica Derin Otektik Coziiciiler (DOC) kullanilarak ultrason ve sicak-su
banyosunda karacam budaklarindaki pinosilvin ve pinosilvinmonometileter miktarlar

HPLC ile tespit edilmistir.

DOC deneylerinde 1 gram budak Ornegi kullanilarak, iki farkli muamele
sicaklikligi (60°C — 70 °C), iki farkli muamele siiresi (30 — 60 dk), ii¢ farkl1 stvi-kat1 orani
(10-20-40 g/ml), ii¢ farkli su miktar1 (10 — 20 — 30 %) ve kolin kloriir bazli ii¢ farkl1 DOC
¢ozeltisi (ChCl: formik asit, ChCl: Ure, ChCl: Et-gly) uygulanmistir.

Karagam odun ve budaklarina ait odun ana bilesenleri genel olarak birbirine yakin
deger bulunmustur. Odun ve budak degerleri sirasiyla holoseliiloz i¢in % 76,4 — 75,6, a-
seliiloz %48,9 — 47,9, lignin %27,5 — 25,8 tespit edilmistir. Ekstraksiyon sonuglari ise
odun (% 3,5 —4,5) ve budak (% 14- 25) arasinda oldukga farklidir.



Karagam budaklarinda bulunan stilbenlerin (pinosilvin—PS ve
pinosilvinmonometileter-PSMME) DOC’lerle geri kazanilmasinda sirast ile kati-s1v1 orani,
eskraksiyon yontemi, DOC tiirii, ekstraksiyon siiresi etkili olmaktadir. PS ve PSMME
maddelerine ait optimum kosullar ultrason banyosunda kolin kloriir:etilen glikol (1:2
Molar) DOC karisimiyla %30 su ilavesi ve %10 kati-s1vi oraninda 60 dakika siireyle 70

C’de ekstraksiyon olarak belirlenmistir.

Yukarida belirtilen kosullarda PS degeri 230 ppm, PSMME degeri ise 489 ppm
olarak tespit edilmistir. Siral1 ekstraksiyonda bu degerler sirasiyla n-hekzan i¢in 0-195 ppm
ve aseton:su (95:5 v/v) i¢in 46,3-75,3 ppm oSl¢iilmiistiir.

Derin otektik coziiclilerle budaklardaki stilbenler klasik estraksiyon yontemi ve
coziiciilere gore PS i¢in 5 kat, PSMME igin ise 2,5 ile 6,5 kat oranlarinda daha fazla geri
kazanilabilmektedir. Ayrica DOC’lerde sadece 1-gram &rnek kullanilmistir. Céziicii
miktar1 ise sadece 7 ml DOC olmustur. Ekstarksiyon siiresi 60 dakikadir. Biitiin bu
kosullar dikkate alindiginda gida sanayinde ve farmakolojide kullanim alani olan
stilbenlerin ¢evre dostu yesil kimyasallarla elde edilmesinin daha uygun olacag: kanatine

varilmustir.

Anahtar Kelimeler: Derin Otektik Coziiciiler; Stilbenler; P. nigra; Stilbenlerin kimyasal

analizi.
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ABSTRACT

M. Sc. Thesis

OPTAINING OF STILBENS WITH DEEP EUTECTIC SOLVENTS (DES) FROM
KNOT OF PINUS NIGRA

Oznur CAKAL

Bartin University
Graduate School

Department of Forest Industry Engineering

Thesis Advisor: Assoc. Dr. Ayben KILIC PEKGOZLU
Bartin-2021, pp: 132

In this study, Black pine (Pinus nigra) stem wood and knots with a diameter of 32 cm and
age range of 25-30, obtained from Abdipasa- Ulus Forestry Management Directory, were
used. Holocellulose, alpha-cellulose, lignin and sequential extraction (n-hexane,
acetone:water) was applied to stem wood and knots. In addition, pinoslyvin and
pinosylvinmonomethylether were determined in the knotwood using deep eutechic

solvents (DES) using ultrason bath and hot-water bath.

In DES experiments, 1 gram of knotwood was used with two different temperatures (60°C
— 70 °C), two different time (30 — 60 min.), three different solid:liquid ratio (10 — 20 — 40
g/ml), three different water content (10 — 20 — 30 %) and choline-chloride based three
different DES mixture (ChCI: formic acit, ChCI: Urea, ChCI: Et-gly).

Chemical composition of stem wood and knot wood of Black-pine were found similar to
each other. Stem and knot wood values are 76,4—75,6 % for holocellulose, 48,9-47,9 % for
a-cellulose and 27,5 — 25,8 % for lignin respectively. However, extraction results are quite
different between stem (3,5 — 4,5 %) and knot wood (14- 25 %).

In the recovery of stilbenes (pinoslyvin -PS and pinosylvinmonomethylether -PSMME)

Vii



with DES applications solid:liquid ratio, extraction method, DES type, extraction time are
effective respectively. Optimum conditions for recovering of PS and PSMME were
determined as applying ChCI: Et-gly (1:2) in ultrason bath for 60 min at 70 °C, 10 %

solid:liquid ratio with 30 % water content.

According to the conditions mentioned above, PS was found 230 ppm and PSMME as 489
ppm. In the sequential extraction these values were measured as 0-195 ppm and 46,3-75,3

ppm for acetone:water (95:5 v/v) respectively.

With deep eutectic solvents, stilbenes in knot woods can be recovered 5 times more for PS
and 2,5-6,5 times for PSMME compared to conventional extraction method and solvents.
In addition, only 1 gram sample was used with DES. The amount of used DES solvent was
only 7 mL and extraction time 1 hour. Considering all these conditions, it was concluded
that it would be more appropriate to obtained stilbenes with environmentally friendly green

chemicals.

Keywords: Derin Otektik Coziiciiler; Stilbenler; P. nigra; Stilbenlerin kimyasal analizi.
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1. GIRIS
1.1 Genel Bilgiler
Yasadig1 cevre lizerinde yarattigt olumsuz etkileri giderek artan oranda daha fazla
hissetmeye baglayan insanoglu, yine kendisi bu olumsuzluklardan kurtulmak i¢in yesil,
yenilenebilir, siirdiiriilebilir ve akilli terimleri altinda bircok alanda ¢alismalar
yiirtitmektedir. Yesil kimyada, bu alanlardan biri olup organik ¢oziiciilerin yarattig1 ¢evre

kirliligini azaltmay1 hedeflemektedir.

1990’larin basinda ilk kez dile getirilen yesil kimya, 12 kuraldan olusmakta ve temel
prensibi atik olusturmamaya dayanmaktadir. Glinlimiizde, devletler olusan c¢evre
kirliliklerinin azaltilmasi i¢in biiylik biitceler harcamaktadir. Bu da tiim diinyada yesil
kimyaya olan ilgiyi artirmistir. Derin otektik ¢oziiciiler (DOC), petrol bazli organik
coOziiciiler yerine alternatif olarak diisiiniilen yesil kimyanin Onemli elementleridir.
DOC lerle ilgili genis bilgi ilerleyen boliimlerde verilmistir. Yesil kimyanin, kurallarindan
bir digeri de yenilenebilir hammaddeler i¢in daha yesil sentezledir. Bu noktadan hareketle
biyokiitle (lignoseliilozik madde) yenilenebilir hammadde kapsaminda 6nemli bir

potansiyeldir. Ozellikle, kigit ve levha sektorlerinde genis dlgiide kullanilmaktadur.

Budaklar, odun hammaddesinin kullammimi kisitlayan olusumlardir. Ozellikle bazi
endiistri alanlarinda diisen budaklar istenmez. Oysa budaklar igerdikleri lignan ve stilben
grubu maddeler ile agaci koruma gorevini iistlenmislerdir. Stilbenler 6zellikle ¢am tiirii
agaclarda bulunmakta olup normal gévde odununa gore budak kisimlarinda % 12 kadar
cikmaktadirlar. Son yillarda stilbenlerin gida ve farmakoloji gibi alanlarda koruyucu olarak
kullanimlar1 artmaktadir. Ancak bu maddelerin geri kazanilmasinda kullanilan organik
¢Oziicii kalintilar1 stilbenlerin kullanimini kisitlamaktadir. Bu noktadan hareketle cevre
dostu, toksit olmayan DOC ¢oziiciileri kullanilarak budaklardaki stilbenlerin geri

kazanilmasi hedeflenmistir.



1.2 Calismanin Amaci

Bu tez ¢alismasinin amaci, Karagam (Pinus nigra) gévde odununda bulunan budaklardaki
stilbenleri (pinoslyvine ve pinoslyvinemonometileter) nontoksit, ucuz ve hazirlanmasi
kolay derin o&tektik ¢oziiciler (DOC) kullanilarak daha yiiksek bir verimle elde
edilebilirliginin incelenmesidir. Giiniimiizde farkli agag tiirlerine ait budaklardan organik
coOziiciiler kullanilarak stilbenler elde edilmektedir. Calisma kapsaminda Bati Karadeniz
Bolgesinde dogal yayilis yapan karagam agag tiirii tercih edilmistir. Ayrica, hidrojen verici
(HBD) olarak kolin kloriir ve hidrojen alici (HBA) olarak ta formik asit, iire ve etilen
glikol kullanilarak 3 farkli DOC karsimi kullamlmustir. Yapilan literatiir ¢alismalarinda
DOC iizerine bazi faktorlerin etkili oldugu goriilmiis bu nedenle deney deseni olustururken
iki farkli muamele sicaklig1 (60 °C -70 °C), iki farkli muamele siiresi (30-60 dk.), ii¢ farkli
kati:sivi oran1 (10-20-40 g/mL), ii¢ farkli su miktar1 (10-20-30 %) ve iki farkli muamele
yontemi (Ultrason ve sicak su banyolar1) secilmistir. Kontrol amaciyla sokselet cihazinda
siral1 ekstraksiyon yapilmistir. Orneklerin HPLC’de kantitatif analizleri yapilmistir.

Elde edilen sonuglar Box-Behnken optimizasyon yontemi ile degerlendirilmis ve

budaklardan stilben eldesi i¢in uygun kosullar belirlenmistir.

1.3 Karagcam (P. nigra) Hakkinda Genel bilgiler

Karagamin sistematikteki yeri, yayilis alanlari, anatomik 6zellikleri, kimyasal 6zellikleri ve

kullanim alanlar1 bu boliimde ele alinmustir.

1.3.1 Karag¢am (P. nigra) Sistematikteki Yeri

Karacam (Pinus nigra L.), Pinaceae familyasi i¢inde yer alan olduk¢a genis bir yayilisa

sahiptir. Farkl iilkelerde pek ¢ok arastirmaya konu olmustur (Dogu ve Yilgor, 2001).

1785 yilinda Avusturyali botanik¢i Arnold tarafindan saricamdan ayirt edilerek Piruis
nigra adi verilmistir. Varyabilitesinin fazla olmasi nedeniyle Karagam pek ¢ok farkli isimle

tanimlanmistir ve sistematigi dinamik bir sekilde degisim gostermektedir (RShrig, 1956).

1986 yilinda Alptekin tarafindan yapilan ¢alismaya kadar tiirlin taksonomisinde

karsilagilan giicliikkler alt tiire de yansimis ve giiniimiize degin bazi arastirmacilarin
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Anadolu’daki gozlem ve tespitlerine dayanarak yaptiklari ¢alismalar disinda Anadolu
karagaminda yapilmis detayli bir taksonomik arastirmaya rastlanmamustir. Onceki yillarda
tanimlanan varyete zhukovkiana ve varyete fenzlii'nin varyete olarak ayirabilecek dlgiide
bir farkliliga sahip olmadiklar1 bu ¢alisma ile belirlenmistir. Ayni caligmada, Anadolu
karagaminin iilkemizdeki alanlarindan ayrildiklar: ve Tiirkiye’deki varyete olarak ayrilmis
toplumlarin varyete seneriana, varyete pyraniidata ve varyete pallasiana olarak alt tiir
icinde farkli bir konuma sahip olduklan Tiirkiye disindaki alanlarla kiyaslanarak ortaya
konmustur. Sinop-Boyabat bolgesinde ¢ok uzun igne yaprakli ve ¢ok biiyiik kozalakli

karagam fertlerine "varyete yaltnkiana alptekin" adi verilmistir (Dogu ve Yilgor, 2001).

Ozellikle biiyiime formu agisindan ¢ok kesin olarak ayirtedilebilen varyete seueriana

saatcioglu literatiire kazandirilmistir (Saatcioglu, 1955).

Acatay (1956) tarafindan Kiitahya Tavsanli dolaylarinda dogal yetisen, Ehrami
Serviyindiran bir karacam taksonu Pinus nigra var. pyramidata olarak tanimlanmuistir.
Ulkemizin endemik bir varyetesi olmasi nedeniyle ayri bir dneme sahip olan bu varyete,
goriiniis olarak piramidal bir forma sahiptir ve yan dallar gévdeden yukariya dogru dar bir
ac1 ile citkmaktadir.

Karagam, orman endiistri alaninda tiim diinyada oldugu gibi ililkemizde de olduk¢a 6nem
arz eden Pinaceae familyasina ait igne yaprakli orman agaci tiriidiir. Karagamin diinya
genelinde 13 cinsi ve 200°dem fazla takson bulunurken, {ilkemizde ise bu tiire ait Pinaceae
familyasinda 4 cins, bu cinse mensup 9 tiir ve bu tiirlere bagli 22 takson bulunmaktadir

(Roushfort, 2000; Yaltirik ve Akkemik, 2011).

1.3.2 Karacam (P. nigra) Yayihs Alanlar:

Tiirkiye, 1liman kita ve Akdeniz iklimlerinin kesisme bdlgesindeki cografi konumu
nedeniyle, iilkenin farkli bolgelerinde yetisen igne yaprakli agaglar bakimindan zengindir.
Tiirkiye'deki toplam orman alanimin yaklasik yarist igne yaprakli agaclarla kaplidir

(Muthoo 1997).

Ulkeye hakim kozalakli aga¢ olan ¢am bes tiirle temsil edilmektedir. En genis yayilis1 olan
tiir, Akdeniz Ege bolgesi, Marmara bolgesi ve bati Karadeniz kiyilarinin bazi yerlerinde

yaklasik 3 milyon ha alanla yaygin olarak biiyliyen Pinus brutia Ten.dir (Anon 1987).
3



Yine bir diger hakim ¢am tiirli, 2 mha'dan fazlasim kapsayan Kuzey Anadolu, Ege ve

Akdeniz ilgelerinin i¢ kesimlerinde yaygin olarak goriilen P. nigra Arn.’dir (Anon 1987).

Ulkemizde kizilgamdan sonra en genis yayilis alanina (4.693.059,6 ha) sahip tiirdii

Karagam (Pinus nigra Arnold.), 400-2100 m rakima kadar ¢ikabilen, 40 m boy ve 1 m’den
fazla ¢ap yapabilen diizglin govdeli bir tlirdiir. Dona ve kuraklia kars1 dayanikli olan bu
tiir, sert ve regineli bir oduna sahiptir (OGM, 2015). Insaat kerestesi, dograma, tel-travers,

ambalaj sandig1, kagit hamuru iiretimi ve kontraplak tiretiminde kullanilmaktadir.

P. sylvestris L., Anadolu'nun kuzey kesimlerinde gortiilmektedir. P. pinea L.'nin dagilimi
siirlidir ve esas olarak Ege bolgesinde goriiliir. P. halepensis Mill. sadece dogu Akdeniz

bolgesinin sinirl bir bolgesinde bulunur.

Goknar iki tiir ve bes alt tiirle temsil edilmektedir. Bunlar, Abies nordmanniana (Stev.)
Spach. subsp. Karadeniz bolgesinin dogu kesiminde meydana gelen nordmanniana, A.
nordmanniana (Stev.) Spach. subsp. Karadeniz bdlgesinin bati kesiminde ve Marmara
ilcesinde bornmiilleriana; A. nordmanniana (Stev.) Spach. subsp. equitrojani, Ege
bolgesinin kuzeybati noktasindaki Kazdagi'nda, Troya bdlgesi yakininda antik Frigya —
Mysia'da; A. cilicica (Ant. Ve Kotschy.) Carr. subsp cilicica ve Toros daglarinda A. cilicica
(Ant. et Kotschy.) Carr. subsp.’dir (Ansin ve Ozkan 1993). Picea orientalis L., Dogu
Karadeniz bolgesindeki daglarda yiiksek rakimlarda yetigir. Cedrus libani A. Rich. agirlikli
olarak Toros daglarinda bulunur. Picea orientalis L., Dogu Karadeniz bdolgesindeki
daglarda yiiksek rakimlarda yetismektedir. Cedrus libani A. Rich. ise agirlikli olarak Toros
daglarinda bulunur (Anon 1987). Tablo 1.1°de igne yaprakli agaglarin ormanlik alanlar
Agac tiirleri Orman alan1 (ha) (Anon, 1987) belirtilmektedir.



Tablo 1.1: Igne yaprakli agaglarm ormanlik alanlar1 Agag tiirleri Orman alani (ha) (Anon

Agag tiirleri Orman alani (ha)
Pinus brutia 3,096,064
Pinus nigra 2,204,381
Pinus sylvestris 738,192
Pinus pinea 20,549
Pinus halepensis 360
Abies species 183,88
Picea orientalis 135,959
Cedrus libani 99,325
Juniperus sp. 925,822
Cupressus

1,315

sempervirens

Tiirkiye’de mevcudiyet gosteren Karacam, Trakya, Kuzey, Gliney, Bat1 ve Orta Anadolu
bolgelerinde ve Karadeniz’in bat1 kisimlarinda saf ve karisik ormanlar kurmaktadir (Merev

N, 2003).

Karacamin alansal dagilimi Tablo 1.2°de verilmektedir.

Tablo 1.2: Karagamin alansal dagilimi
(URL-1, 2021)

KARACAM’IN ALANSAL DAGILIM

Normal Bozuk TOPLAM
(ha) (Ha) (Ha)
2.580.193,0 2.112.866,6 4.693.059,6




Ulkemizdeki Karagam yayilis haritas1 Sekil 1.1°de verilmistir.

| BOLGE MUCORLOGO SR

SLETME NODORLDGO SiNfy

- SAF RARACAM MESCERELERI
- KARAGAM VE DIGER TORLERIN KARISMI

DIGER TURLER VE KARACMIIN KARIGNG

Sekil 1.1: Ulkemizdeki Karacam yayilis haritas.
(OGM Bilgi Sistemleri Dairesi Bagkanligi, CBS Sube Miidiirliigii,2012)

(URL-2, 2021)

1.3.3 Karacam (P. nigra) Anatomik Ozellikleri

Dar yillik halkalarinda ilkbahar-yaz odunu gegisi ani olan Karagamda 6zodunu belirgindir.
Saricama anatomik oOzellikleri bakimindan benzerlik gosterirken 06zisin1 yikseklikleri
acisindan farklhidir. Karagamda 10 hiicreyi gegmeyen bir 6zisin yliksekligi mevcuttur. Bu
ozellikleri vasitastyla Saricamdan ayirt edilir. Testere disi gibi kalinlagsmis enine traheitlere

sahiptir. Kalinlagsma bdlgelerinde pencere seklinde gecitler mevcuttur (Merev, 2003).

400-2100 metre yiikseltide yer alan Karagam (P. nigra) cografi olarak genis yayilisa sahip

bir ¢am tiiriidiir. Ulkemizin hemen hemen her yerinde goriilen bu tiiriin yash govdesi derin



catlkakli kabuklar1 ise kalin ve boz renklidir. Silindir seklinde diizglin gdvdesi 1 metreden
cok cap yapabilir. Boyu ise 40 metreye kadar ulasabilir. Tepe yapisi, azman yapabilme

yetenegine sahip olmasina karsin, stk mescereler ve yiiksek mintikalarda dar ve kiiglik

olamay1 tercih eder. ilk yillarinda biiyiime seyri hizlidir.

Sekil 1.2: Karacam (P. nigra) tiiriine ait bir gérsel (Fotograf: Oznur CAKAL,2021)

Dogu ve Yilgor (2001), Pinus nigra var. pallasiana ve var. pyramidata ornekleri ile
yapilan ¢alismada makroskopik olarak her iki varyetede diri odun sarimsi ya da kirmizimsi
beyaz renkte, 6z odun ise kirmizimsi renkte oldugu belirlenmistir. Yillik halka sinirlari
belirgin, ilkbahar odunundan yaz odununa gecis ise anidir. Oz 1sinlar1 ¢ok ince olup, lup
yardimi ile goriilememektedir. Regine kanallar1 6zellikle yaz odunu tabakasi icinde
bulunmaktadir. Odunu mat, sert ve orta agirlikta olup dekoratif bir goriiniise sahiptir. Ayni
caligmada iki varyete {lizerinde mikroskobik incelemelerde yapilmigtir. Her iki varyeteye
ait mikroskopik ozellikler; enine, radyal ve teget kesitlerde incelenmis. Bu sonuglara gore

genel olarak, Boyuna recine kanallarinin mirii’deki sayilarin belirlenmesi igin her
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varyetede toplam 40 mm?lik alan tarannustir. Varyete pallasiana'da regine kanalina
rastlanilan alanlarda mm? deki sayisinin 1-5 adet, varyete pyram idata’da ise 1-4 arasinda
degistigi, en fazla tekrarlanan regine kanali sayisinin her iki varyetede de 1-2 adet oldugu
belirtilmistir. Gegit ¢aplar1 yaz odunu tabakasinda da 6lgiilmiis, boyuna traheidlcrin radyal
ceperleri lizerindeki kenarli gecitlerin ortalama ¢aplar1 varyete pallasiana'da 11 um varyete
pyram idata'da 11 um, 6z 1sin1 traheidi kenarli gegitlerinin ortalama ¢aplari ise yukaridaki
siraya gore 7 um ve 8 um olarak tespit edilmistir. Boyuna traheidlerle 6z 1511 paransim
hiicrelerinin karsilagsma yerindeki gecitlerin ortalama caplan varyete pallasiana'da 14 um,
varyete pyram idata'da 17 um oldugu belirlenmistir. Karsilasma yeri gegitleri her iki
varyetede de pencere tipinde ve 1-3 adet arasinda olup, karsilasma alanlarinda en ¢ok 1
adet gecite rastlanmistir. Boyuna traheidlerin radyal ceperleri {lizerindeki kenarli gegitler

her iki varyetede de genellikle tek sirali olup nadiren iki sirali gegitlere rastlanmistir.

Sonug olarak; yapilan incelemelerde, her iki varyetenin anatomik yap1 bakimindan benzer
oldugu, asil farkliligin hiicrelerin boyutsal 6zelliklerinden kaynaklandigi belirlenmistir.
Literatiirde ayni tiir agaglarda, hatta ayn1 agacin degisik boliimlerinden temin edilen odun
orneklerinde yapilan analizlerde farkli boyutsal, fiziksel, mekanik ve kimyasal 6zelliklerin
spesifik oldugu belirtilmektedir. Odun yapisindaki bu degisimlerin gézlenmesinde agacin
yasi, genetik Ozellikleri, cografik sartlar ve ¢evre faktorleri gibi bircok etmen oldukca

onemlidir (Bozkurt, 2000).



Sekil 1.3: Karagam (P. nigra) tiiriine ait gdvde, yaprak ve kozalak gorsel (Fotograf: Oznur
CAKAL,2021)

1.3.4 Karacam (P. nigra) Kimyasal Ozellikleri

Karacam odun ana bilesenleri ve ¢dziiniirlilk degerlerine ait bazi literatiir sonuglart (%)

Tablo 1.3’te verilmistir.

Tablo 1.3: Karagam odun ana bilesenleri ve ¢oziiniirliikk degerlerine ait literatiir

sonuglar1 (%)

Kaynak Holoseliiloz Seliilloz | Lignin | Sicak su | Soguk su | %1 NaOH
Alkan, C. (2004) 65,7 45,6 25,7 2,96 4,64 15,1
Ates, S. (2004) 72,3 43,5* 26,4 3,17 2,02 13,0
Akytirek, S$.(2019) | 64,6 48,2 34,3 8,68 7,42 19,7
Olgun, C. (2019) 71,5 47,3* 22,9 6,71 5,69 4,62

*: a-seliiloz degeri.




Tablo 1.3’de goriildiigii gibi karagam odununa ait seliilloz degerleri ortalama %45’in
iizerinde olurken lignin degeri ebe karagaminda %34 tespit edilmistir. Tanviverdi. H.
(2004) tarafindan yapilan calismada klason lignini %27 olarak bulunmustur. Ayni
caligmada asit hidrolizi ile UV-VIS bulunan asit ¢oziiniir lignin miktart ise %2,37
olmustur. Ugar ve Balaban (2003) karacam odunundaki polisakkaritlere yonelik
calismalarinda %49,2 glukoz, %5 ksiloz, %203 galaktoz, %3 arabinoz ve %14,7 mannoz

tespit etmiglerdir.

Hafizoglu ve Usta (2005) tarafindan yapilan ¢alismada karagam diri ve 6z odunu kimyasal
yapist incelenmistir. Elde edilen sonuglar gore selilloz miktar1 diri odunda %57,9, 6z
odunda ise %55,7 olurken, lignin miktar1 ise sirasiyla %28,2 ve %27,9 bulunmustur.
Coziiniirlik degerleri ise soguk su diri odunda %2, 6z odunda %3, sicak su diri odunda
%3,2, 6z odunda %4,7, diri odunda %1 NaOH ¢oziiniirliigii %10,8, 6z odunda %12,2 tespit

edilmistir.
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1.4 Odun Kusurlar

Genetik ve ¢evresel faktorlere bagli olarak odunda bazi yapisal kusurlar meydana gelebilir.
Olusan bu anomaliler odun ozellikleri {lizerinde degisiklik olusturabilirler ve bunun
sonuncunda kullanim alanlarmi kisitlayict sonuglar ortaya cikartabilirler. Bu nedenle
odunda olusabilecek kusurlar istenilmeyen durumlardir. Bu olumsuz yonlerin aksine
dekoratif amacl yeni kullanim alanlar1 da ortaya c¢ikabilir (Merev N. ders notlari, 2003).
Odun kusurlar1 Tablo 1.4’de siniflandirilmigtir. (Berkel, 1970 ve Aytug, 1979).

Tablo 1.4: Odun kusurlari. (Berkel, 1970 ve Aytug, 1979)

Odun Kusurlari Cesit

Agac govdesinde sekil kusurlari -Govde egriligi
-Catalli ve ¢ok 6zlii gdvde
-Konik gévde

Anatomik yapu ile ilgili Kusurlar -Oluklu govde
-Eksantrik govde

-Ozde diizensiz giris

-Yillik halka diizensizlikleri
-Lif kusurlar

-Kus gozii ve urlar

-Recine keseleri
-Reaksiyon odunu

-Yalanci 6zodunu

-Ay halkasi

-Budaklilik

Dis kosullarla olusan kusurlar -Cevre catlagi

-0z gatlag

-Halka ¢atlagi

-Don catlag:

-Bitkisel ve hayvansal zararllar

-Cevre kirliligi kusurlari

Bitkisel ve hayvansal zararlilar -Mantarlar ve bocekler
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Odun kusurlar1 gruplandirilmasinda farkli sistematikler kullanilabilmektedir. Tablo 1.4’de
belirtilen gruplandirma ve odun kusurlarinin agiklanmasinda kullanilan ana bagliklar bu

duruma bir 6rnek olusturmaktadir.

Bir aga¢ kusuru olarak karsimiza c¢ikan budaklar, bu bolimde daha detayli ele

alinmaktadir.

1.4.1 Budaklar

Tez ¢aligmasinin temel konusunu olusturan budaklar, ¢iiriikliikten sonra kaliteyi etkileyen
en 6nemli odun kusurudur. Kelime anlami olarak budak, agacin dal olacak siirgiinii olarak
nitelendirilmektedir. Aga¢ govdesi icine gomiilmiis dalin dip kismidir ve her yil olusan
yillik halkalar tarafindan dallarin dip kisimlar1 yani budaklar odun dokusu igine

gomiilmektedir (Suvi P. vd., 2006).

Budak olusum siirecinde baska bir ifade ile dallarin gévde igerisine gomiilmesi siirecinde,
aga¢ bu kisimlari iyilestirmek amaciyla regine, tanen ve diger boyali maddelerle
zenginlesmektedir. Bu nedenle budaklar sert, koyu renkli ve mantar zararlilarina kars1 daha
mukavemetlidirler. Ayrica, bir aga¢ kusuru olarak tanimlansa da budaklar, agac ici

koruyucu ajanlarin sentezlendigi miikemmel nitelikli bir boliimdiir (Valette vd., 2017).

Budaklar, goriintiileri, renkleri, sekilleri, dokular1 ve boyutlarina gore farkli sekillerde
siniflandirilirlar. Yu-Hua Gu vd. (2010) gore budaklar; saglikli budaklar, dlii budaklar,
siyah budaklar, ¢lirlimiis budaklar ve kiiclik budaklar olarak 5 sinifa ayrilir. Bunlardan
saglikli budaklar zararsiz olup, daire seklindedir ve agik bir renge sahiptir. Olii budaklar ise
koyu renklidir. Zararli olan ¢iirlimiis budaklar, koyu renklerinin yaninda kararmis bir i¢
alana sahiptirler. Caplar1 7 mm’den biiyiik olmayan budaklara da kiicliik budaklar
denilmektedir.

Berkel, A. (1970)’e gore ise budaklar 4 gruba ayrilmaktadir. Kaynamis budaklar, Diisen
budaklar, ¢iirtimiis budaklar ve su siirglinleri. Kaynamis budaklar diger bir degisle beyaz
budaklar, yasayan bir dalin zamanla govde odunu igerisinde kalarak olusturdugu
budaklardir. Diisen budaklar ise siyah budak olarak adlandirilir ve 6l dal ¢ikintilarinin ¢ap
artimu sirasinda govde i¢ine gomiilmesi ile olusur. Diisen budaklar kalite tizerine olumsuz
etkiye sahiptir. En fazla Goknar, Ladin ve Melez’de goriiliir. Ciiriik budaklar, ¢liriimiis

dallarin govde icerisinde kalmasiyla olusurlar. Isik azligi nedeniyle agilamayan
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stirgiinlerin, sartlarin degismesiyle acilmasiyla govde i¢inde kalarak su siirgilinii budaklarini
olustururlar. Bunlar, grup halinde bulunurlar. Giiniimiizde, farkli teknolojilerle

(mikrodalga, X-ray 1sinlar1 vb.) budaklarin tespiti yapilmaktadir.

Son yillarda, agac ve kagit endiistrisinde siklikla atilan aga¢ budaklarinin polifenol tiretimi
icin zengin bir hammadde oldugu bulunmustur. Kavak budak agacindaki ana polifenoller
yapilan calismalar ile bilinmektedir. Budak agacindaki polifenoller, gida ve ilag
endiistrileri i¢in biiylik bir potansiyel dogal antioksidan kaynagi olusturmaktadir (Neacsu
vd.,2007).

Sert agac¢ kullanimi, son yillarda Avrupa ahsap sektoriiniin temel endiistriyel ve aragtirma

zorluklarindan biri olmustur (Vek, 2013).

Endiistriyel yonden bir¢ok onemli agag tiiriiniin budak odununun hidrofilik 6zelliklerinin
antioksidan nitelikleri farkli g¢aligmalarla ortaya konmustur. Bunlarin basinda lipid-
peroksidasyon inhibisyonu ve peroksil tutucu kapasite testleri gelmektedir. Sonugclar,
kabuklu hidrofilik ekstraktlarin antioksidan 6zellikleri ve budak odunu ekstraktlarindan
izole edilen saf liganlar ve flavonoidler ile karsilastirilmistir. Birka¢ agac tiirlinden elde
edilen diigiim 6zleri, kabuk Oziitlerinden daha gii¢lii antioksidanlardi; bu, ayni zamanda
giiclii antioksidanlar olarak da simiflandirilabilir. Ek olarak, odun oziitlerinin ¢ogunun
antioksidan Ozellikleri, saf bilesiklerden daha gii¢liidir. Budak zengin bir dogal

antioksidan kaynagi oldugu sonucuna vartlmistir (Nisula, 2018).

Isko¢ camindaki (Pinus sylvestris L.) budaklara yonelik Willfor ve arkadaslari (2003)
tarafindan yapilan calismada budakta bulunan ekstraktlarin agaci fungal etki, peletrasyon
ya da mekanik darbelere karsi bir savunma mekanizmasi olarak iiretilen fenolik bilesik
kokenli stilbenlerin sentezlenerek agacin kendini korumaya aldigi saptanmistir.Ayrica,
agacin cografi konumu ve yasina bagl olarak ¢ikarimsal varyasyonlar ve canli veya 6li
dallr budaklar incelenmistir. Toplam GC-eliisyonlu hidrofilik ekstrakt miktar1 (aseton-su
ekstresi, 95:5 v v-1) kuru odunun en fazla %10'u kadardir. Bu materyalin oligolignanlardan
(sesqui-, di- ve sesterlignans) olustugu one siiriilmiistiir. Isko¢ ¢cam1 budaklarinin hidrofilik
oziitlerindeki yiliksek molar kiitle (HMM) materyali gibi GC igermeyen bilesiklerin

karakterizasyonu, tibbi uygulama potansiyelleri agisindan énemlidir.
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Biiyiik lipofilik kisminin ¢ikarildig: bir etanol 6ziitii, bir prostat kanseri modelinde (Yatkin
ve digerleri 2014) ve yag dokusu iltihabin1 ve kilo aliminm1 azaltmada (Polari ve digerleri
2015) etkili oldugu belirlenmistir. Bu biyolojik aktiviteden sorumlu bilesikler pinosilvin ve
pinosilvin monometil eter (stilbenler) ve nortrakelojenin ve matairesinoldiir (lignanlar)
(Yatkin ve digerleri 2014). Bu bilesikler birlikte 6ziitiin %22'sini olusturdu. Ekstredeki
diger GC-yikayici bilesik gruplari, modifiye edilmemis ve oksitlenmis veya hidroksile
recine asitleridir (RA'lar), bu ekstraktin diger %22'sini olusturmaktadir (Yatkin ve ark.
2014). Uzun bir GC kolonundan [silil tiirevleri olarak yaklasik 600 Da'ya kadar bir molar
kiitleye (MM) sahip] ayristiran bilesikler, ekstrakt agirhigmin yaklasik yarisini
olusturmakta bu da ekstraktin diger yarissmin HMM bilesiklerinden olustugunu
gostermektedir (Willfor, 2017).

Ayni ekstrakt icindeki HMM materyali bu calismada karakterize edildi. Cam 6zlerindeki
GC eliisyonlu bilesiklerden daha biiyiik molekiillerin tanimlanmasi agisindan yalnizca
birka¢ calisma yayimlanmistir. Uzun yagda, yag asidi (FA) dimerleri ve RA dimerleri ve
trimerler, jel gegirgenlik kromatografisi (GPC) (Chang 1968) ile ayrildi. Uzun yag ziftinde,
GC tarafindan ayristirilmayan yiiksek oranda asit bulundu (Holmbom ve Erd 1978). Bu
fraksiyonun, kismen ester baglar1 ile baglanan FA ve RA dimerlerinden olustugu 6ne
stirtildi.

Mevcut ¢alismada, bir Iskog cam1 KnW-EtOH 6ziitii pargalara ayrildi ve esas olarak HMM
malzemesi igeren pargalar, birka¢ analitik yontemle, yani bir buharlagsmali 1s1k sagilim
detektorine (HPSEC-ELSD) birlestirilmis  yiiksek performansli boyut dislama
kromatografisi analizi ile karakterize edildi, yiiksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC) - ve direkt infiizyon-elektrosprey iyonizasyon-iyon tutucu kiitle spektrometresi
(MS) (ESI-IT-MS), direkt infiizyon- ESI-dort kutuplu ugus siiresi MS (ESI-QTOF-MS),
GC-MS (Py-GC MS) ile birlestirilmis piroliz, GC-MS (THM-GC-MS) ile termal yardimli

hidroliz ve metilasyon, niikleer manyetik rezonans (NMR) ve GC-MS.
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1.5 Fenolik Bilesikler

Yapisinda bir fenol gurubu bulunan, diger bir ifade ile aromatik halkasinda bir hidroksil
grubu ihtiva eden sekonder maddelere fenolik bilesikler veya polifenoller denilmektedir
(Sekil 1.4). Fenolik maddeler, bitkisel kaynakli besinlerin rengine etki eden ve 6zellikle
agizda buruk bir tat birakan, meyve ve sebzelerde ¢ok az miktarda bulunan bir madde

grubudur.

HO

FENOL

Sekil 1.4: Bir fenol iinitesine ait kimyasal yapi.

Kimyasal acidan heterojenlik gosteren bitkisel fenoller, yaklasik olarak 10.000 kadar
bilesigin yer aldig1 bir gruptur. Bazi maddeler suda ¢6ziiniirken bir kismi da organik
cOziiciilerde c¢oziinmektedir. Ayrica, ¢oziinmeyen polifenoller de bulunmaktadir.
Bilesiklerin ¢ogu herbivor ve patojenlere karsi savunma mekanizmasina sahiptir. Fenolik
bilesiklerin diger tiyeleri ise ayn1 ortami paylasan rakip bitkilerin biiylime ve gelisimlerini
engelleme; polen, meyve ve tohumlarn yayilmasini saglayan canlilar1 ¢ekme veya
mekanik destek verme gibi gorevlere sahiptirler. Odunsu bitkilerde, ekstraktif maddeler
altinda yer alan fenolikler, genellikle 6z odun ve kabuk kisminda daha fazla bulunurken,
diri odunda c¢ok az miktardadir. Mekanik darbelere, fungal saldirilar ve g¢evresel stres
kosullarma (UV radyasyon, patojen vb.) kars1 korunma mekanizmasinin sonucunda olusan

sekonder metabolitlerdir. (Scheffer ve Cowling, 1966; Sjostrom, 1993).
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Fenolik Bilesiklerin gruplandirilmas: Sekil 1.5°de verilmektedir.
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Sekil 1.5: Fenolik Bilesiklerin gruplandirilmasi. (Cizim: Oznur CAKAL,2020)
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Bioaktif maddeler arasinda 6nemli bir grubu olusturan fenoller bu 6zellikleri nedeniyle son
yillarda siklikla ¢alisilmaktadir. Anti-enflamatuar, antimikrobial, antialerjik, antidiyabetik,
antviral vb. ozelliklere sahiptirler. Farmakolojinin yanisira gida, kozmetik, paketleme ve

tekstil gibi endiistrilerde kullanilmaktadir (Kesmer, 2020).

Diizenli bir diyet ile fenolik bilesiklerin kanser (6zellikle gdgiis, cilt, yemek borusu
kanserleri), alzheimer, diyabet (Tip-2) gibi ciddi hastaliklara kars1 etkili olduklan ifade
edilmistir. Ayrica, kardiyovaskiiler hastaliklarda 6zellikle meyve, sebze ve tahila dayali
diyet yapanlarda koruyucu olduklari, LDL-kolestrolii diisiirdiigii ve damarlarda antiplak

potansiyeline sahip oldugu bildirilmistir (Huang vd., 2010; Albuquerque vd., 2020).

Gida endiistrisinde sentetik katki maddesi kullanimina gelen kisitlamalar, sektorii dogal
bioaktif maddelere yonlendirmistir. Fenoller bu agidan son derece zengin maddelerdir. Bu
bilesikler peroksit parcalayici, singlet oksijen olusumunu engelleyici ya da azaltici, serbest
radikal giderici, metal selatlayic1 6zelliklerinin yaninda enzim inhibit6rii ve sinerjist etki
mekanizmalartyla gidalar1 kimyasal ve mikrobiyolojik bozulmalara karsi koruyarak raf

Oomriinii uzatma gibi 6zelliklere de sahiptirler. (Nichenametla vd., 2006; Meral vd, 2012).

Kozmetik endiistrisinde de gida da oldugu gibi dogal katki maddelerine ilgi artmustir.
Fenolik bilesikler, sahip olduklar1 kromoforik yapilar nedeniyle ultraviole isinlarini
absorbe ederek giines isinlarinin cilde niifuz etmesini engellemektedirler. Quersetin,
resveratrol ve hidrosinamik asit gibi fenolik maddelerin 7-30 arasinda degisen giines
koruma faktdriine sahip olduklar1 ifade edilmistir. Ayrica, viicut kremine katilan bir fenolik

bilesigin kirnisikligr azalttig1 ve cildi beyazlattigi belirtilmistir (Albuquerque vd. 2020).

Fenolik bilesiklerin kullanildig1 diger bir sektorde tekstil alanidir. Tekstil endiistirisinde
kullanilan kimyasallar su kirliligine sebep olabilmektedir. Fenolik bilesiklerin biyobozunur
dogal boyalar seklinde kullanimi tesktil sektoriinde biiyiik ilgi yaratmistir. Ayrica sentetik
boyalarin neden oldugu alerjik durumlarda engellenmektedir. Mese kabugu bu anlamda

kullanilan bir materyaldir (Albuquerque vd. 2020).
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1.5.1 Lignanlar

Lignanlar, bitkilerde bulunan biiyiik bir polifenol grubudur. Bu grupta iki yiizden fazla
bilesik tanimlanmistir. Yapilan ilk calismalarda, iki karakteristik fenilpropan kimyasal

bilesiminde olup oksidasyon derceleri ve ikame tiirlerinde fazlasiyla gesitlilik mevcuttur.

Bu bilesiklerin biyolojik aktiviteleri yine yapilan c¢alismalarla ortaya koyulmustur.
Lignanlarin insanlarda cesitli farmakolojik etkilere sahip oldugu bilinmektedir (Macrae
vd., 1983).

Budaklarin, yani agag¢ gévdelerinin i¢indeki dal tabanlarinin genellikle %5-10 (a / a) lignan

icerdigini ortaya ¢ikarmistir (Holmbom vd., 2003).

Bitkisel lignanlar fenilalaninden dimerizasyon ile elde edilmis folifenolik maddelerdir.
Bitkilerdeki lignan ve neolignanlarin ¢ogu optik olarak aktiftir ve bitki savunmasi ve insan
saghiginda 6nemli fizyolojik fonksiyonlara sahiptirler. Yan zincirleri olusturan yapilarin
cesitliligi ve aromatik halkalar1 ve nedeniyle bir¢cok yapisal lignan tiirii vardir. Liganlar,
yan zincir tiplerine gore furanofuranlar (veya furofuranlar), tetrahidrofuran,
dibenzilbiitanlar, dibenzilbiitirol ktonlar, ariltetrahidron ftalenler, arilnaftalen ve digerleri

olarak gruplandirilmaktadirlar (Rahman vd., 2007)

Lignan bakimindan zengin gidalarin tiiketiminin insan saglhig: lizerindeki olumlu etkileri
fazladir. Bitkilerden saglanan lignanlarin ¢ogu, bagirsak mikroflorasi tarafindan iist
kisimda dontstiirilmektedir. Kalin bagirsaktan enterolakton ve enterodiol, memeli veya
enterolignanlar olarak adlandirilmaktadir. Bu bilesiklerin, 6zellikle kronik hastaliklarda
etkileri arastirma konusu olmaktadir. Kanitlar, bu hastaliklar ile miicadelede lif ve lignan
bakimindan zengin tam tahilli besinlerin, fasulye, meyvelerin, kuruyemislerin ve cesitli
tohumlarin ana koruyucu grupta olan besin tilirlerini isaret etmektedir. Bagirsak
mikroflorasi, sigara, antibiyotikler ve obezite viicutta dolasan lignan seviyelerini
etkilemektedir. Deneysel kanitlar, birgok kanser tiiriinde keten tohumu veya saf lignanlarin

etkili oldugunu 6ne siirmektedir (Adlercreutz, 2007).
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1.5.2 Flavonoidler

Kimyasal olarak, flavonoidler, iki fenil halkas: (A ve B) ve bir heterosiklik halkadan (C)
olusan 15 karbonlu bir iskeletin genel yapisina sahiptir. Bu karbon yapis1 C6-C3-C6 olarak
kisaltilabilir. IUPAC terminolojisine gore, 3-fenilkromen-4-on (3-fenil-1,4- benzopirron )
yapisindan tiiretilmis izoflavonoidler ve 4-fenilkumarin (4-fenil-1,2- benzopirron )
yapisindan tiiretilen neoflavonoidler olmak tizere iki tiirevi bulunmaktadir (Panche vd.,

2016).

Dogal bir madde grubu olan flavonoidler, degisken fenolik yapiya sahiptirler. Meyvelerde,
sebzelerde, tahillarda, aga¢ kabugunda, koklerde, saplarda, ¢igeklerde, ¢ayda ve sarapta
bulunmaktadirlar. Bu dogal {iriinler, saglik tizerindeki faydali etkileriyle bilinmektedir.
Flavonoidler olarak adlandirilan bilesenleri izole etmek icin farkli metotlar
uygulanmaktadir. Flavonoidler giinlimiizde ¢esitli nutrasotik, farmasoétik, tibbi ve kozmetik
uygulamalarda vazgeg¢ilmez bir bilesen olarak kabul edilmektedir. Kanser, Alzheimer
hastalig1 (AD), ateroskleroz gibi cesitli hastaliklarla iliskili ¢esitli olumlu biyokimyasal ve
antioksidan etkilere sahiptirler. Anahtar hiicresel enzim fonksiyonlarini modiile etme
kapasiteleriyle birlesme 6zellikleri yapilarina antioksidatif, antiinflamatuar, anti-mutajenik
ve anti kanserojen Ozellikler yoniinden katki saglamaktadir. Ayrica ksantin oksidaz (XO),
siklo-oksijenaz (COX), lipoksijenaz ve fosfoinositid 3-kinaz gibi ¢esitli enzimler i¢in giiclii
inhibitorler olduklar bilinmektedir (Panche vd.,2016).

1.5.3 Stilbenler

Yunanca “stilbos” olan ve parlayan anlamina gelen stilbenler 1,2-difenilethen’nin iki
izomeri olarak tanimlanir. Kapali formiilleri C14H12 “dir. Stilben'ler, diizlemsel trans-form
ve diizlemsel olmayan cis-formu olmak {izere iki konfigiirasyonu mevcuttur. Trans-izomeri
daha kararli ve bitkide baskindir. Dokular, ancak 1siya veya UV 1s18ina maruz
kaldiklarinda ara doniisim meydana gelmektedir. (E)-Stilben, yogunlastirilmis yapisal
formiil CeHsCH = CHC¢Hs ile temsil edilen organik bir bilesiktir. Bir diaryleten olarak
siniflandirilmig, karbon-karbon ¢ift baginin her bir ucunda bir fenil grubu ikamesi olan bir
merkezi etilen parcasina sahiptir. Diaryleten, bir karbon-karbon ¢ift baginin her bir ucuna

baglanmis aromatik gruplara sahip bir bilesik sinifinin genel adidir.
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Stilbenlerin omurgasi, C6-C2-C6, ti¢ molekiil malonyl-CoA bir molekiil p-coumaroly-CoA
sentezinden meydana gelir. Sekil 1.6’da pinosilyvinin sentezindeki basamaklar

gosterilmistir (Loman ve Snowdon, 1969).

A\ CO-5-CoA
0o o
o Ao seseecn
HO HO $-CoA HO

p-Coumaroyl-CoA Malonyl-CoA Resveratrol
OH
S

CO-5-CoA
o OSCe o o X Zon
.3 J\/IL ..... - + 4 CoA-SH +4 (0,
HO S-CoA
Cinnamoyl-CoA Malonyl-CoA Pinosylvin

Sekil 1.6: Pinosilvin sentezine ait reaksiyon zinciri. (Nisula ,2003)

1920°1i yillarda, ¢cam O6zodunundan siilfit yontemiyle kagit hamuru elde edilememesi
lizerine bunun yiiksek re¢ine miktarindan kaynaklandigi diisiiniilmiis ancak, 1927-1928
yillarinda Hégglund 6z odunda var olan bir maddenin bu olaya neden olacagim
belirtmistir. Bu madde aseton ve alkol ile ekstrakte olurken, benzen ve dietil eter ile
ekstrakte olmamaktaydi. Hiagglund, aseton recinesi iizerinde yaptig1 ¢calismalar sonucunda
bunun bir madde karisim1 oldugunu ancak yag veya regine asitleri igermedigini kesfetti. Ug
yil sonra, Erdtman, bu madde karigimini, Sarigam (Pinus sylvestris) kuru 6zodunundan
%0,5-1,0 oraninda iki in aktif madde karisimi olarak izole etmeyi basardi. Bu iki maddeyi

(3

> pinosylvin’ ve * pinosylvin monomethyl ether’” olarak adlandirdi. Daha sonra yine
camda pinosylvin dimethyl ether, dihydropinosylvin (dihydropinosylvin) ve

dihydropinosylvin monomethyl ether tespit edildi.

1944 yilinda Erdtman ve Rennerfelt yaptiklan calismalarinda dalin 6z odununda %3
stilben bulmuglardir. Kokler %4,9'luk bir konsantrasyonda stilben igermektedir. 1951
yilinda Lindstedt ve 1952 yilinda Erdtman ve Misiorny yaptiklari ¢aligmalarda, ilk olarak
stilbenlerin kambiyumda olustugu ve yaz odununun i¢ paransim hiicrelerinin 6ziginlarinda

bulundugunu kesfettiler. Ancak sonraki ¢aligmalar stilbenlerin 6len paransim hiicrelerinde
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olustugunu ve oO6zodundan diri odun ge¢islerine dogru yoneldiklerini ortaya koydu.

Stilbenlerin hiicredeki son konumlari kesin olarak bilinmemektedir (Bachelor vd., 1969)

1968 yilinda, Hillis ve Inoue budaklardaki ilk stilben analizini yapmislardir. %0,2
pinosilvini ve %0,1 pinosilvin monometil eteri P. radiata'nin budaklarindan izole ettiler.
Daha sonra Willfor (2002) P. sylvestris tiiriiniin budaklarinda %]1-7 oraninda stilben
bulmustur. Yasayan budaklarin o6lii budaklara oranla daha fazla stilben icerdigini

bildirmislerdir.

Picea Abies tiiriinde bulunan stilbenleri “Antrodia sinuosa; Antrodia xantha; Coniophora
puteana; Fomitopsis pinicola; Gloeophyllum sepiarium; Phlebiopsis gigantea;
Serpulalacrymans; Serpula himantoides” mantarlarina karsi etkili oldugu belirtilmistir
(\Valette vd.,2017).

Fistikcami diri ve 6z odunu da yapilan analizlerde stilbenlerin bulundugu ve antifungal

ozellik gosterdigi ifade edilmistir (Angelisa vd.,2018).

Kambiyumun mekanik hasari, kabuk veya diri odunun mantar penetrasyonu, stilbenlerin
olusumuna neden olmaktadir. Bu durum sadece hiicrelerin yavasca canliligini yitirdigi
zaman dilimlerinde gézlenmektedir. Stilben olusumu normal olarak biiylime mevsiminin
ge¢ doneminde ve kis mevsiminde gozlenmektedir. Bu nedenle hizli bir hiicre 6limii
stilben olusumu i¢in yeterli zaman saglayamaz. Yapilan arastirmalar stilben yogunlugu ve
sentezinin 6zodun ve diri odunda farklilik gosterdigini ortaya koymustur. Diri odun
stilbenleri, “’fitoaleksinler’’ olarak adlandirilir. Cilinkii mikroorganizmalara karsi aktif bir
savunma Onlemi olarak olugmuslardir. Diger taraftan, 6z odun stilbenleri, yaralanmalarda
ya da mantar enfeksiyonlarindan 6nce olusur ve bu nedenle fitoaleksin degildir(Nisula,

2018). Sekil 1.7°de odunda en ¢ok bulunan stilbenler gosterilmistir.
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KAPALI FORMULU - €430 KAPALI FORMULU : Cy5Hy,0 KAPALIFORMULU - Cy¢H;40,

ACIK FORMULU ACIK FORMULU ACIK FORMULU
H,CO
OH \ HO \\
[]lm@
OH 0CH, 0
IUPAC : 3 5-diludroksstilbene IUPAC : 3-ludroksi-d-metoksistilbene IUPAC : 3,5-Dimetoksistilbene
Pinoslyvine PiﬂOSlyVine monometil eter Pinosy]vine Dlme’[hy] Ether

Sekil 1.7: Odunda yaygin olarak bulunan stilbenler (Nisula, 2018)

Stilbenler, gévde boyunca olduk¢a diizgiin bir sekilde dagilmistir. Biraz daha yiiksek
konsantrasyonlar topraga yakin ve tepede meydana gelirken, en diisiik konsantrasyonlar
ortada, dalsiz kisimda bulunur. Pinus sylvestris’de yapilan ¢alismalarda stilbenin agacin
boyuna ve enine olmak iizere iki farkli sekilde dagildigini, enine egilimlerde, 6zodunda
%0,6-1,1 oraninda stilben oldugu ortaya konulmustur. Bu yogunluk 6zodunda icten disa

dogru artmaktadir (Sekil 1.12) (Nisula, 2018).
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Stilbenin enine kesitte dagilimi Sekil 1.8’de belirtilmistir.

ARTAR
Oz odun

Sekil 1.8: Stilbenin enine kesitte dagilimi

Stilben igeriginin agac yasi, aga¢ boyu, tag genisligi, gévde ¢ap1 veya iklim kosullari ile
baglantili olmadig1 ancak miktar olarak yan yana biiyiiyen agaclarda farkliliklar oldugu
belirtilmistir. Isve¢ cam agacindaki stilben igerigi incelendiginde stilbenin miktarmin
giiney kisimlarinda en yiiksek oldugunu saptanmistir. En diigiik igerik merkezi kisimlarda
bulunurken, kuzey kisimlari tiim iilke icin ortalama degerin altindadir. Diger yandan,

Ispanyol camlari, iki kat daha fazla stilben igerirler (Nisula, 2018).

Ladin tiirlerinin kabugunda da yiiksek yogunlukta stilbene glikozidler bulunur. P. nigra, P.
resinosa ve P. taeda'nin 6z odunlar stilben yoniinden en zengin iki tiirdiir. Toplam stilben
yogunlugu %2'den fazlayken 6z odununda %1'den fazla bulunur.P. elliottii, P. strobus ve
P. Sylvestris gibi tiirlerde %0,1 i1a%0,8 arasindadir. Konsantrasyon her zaman 6zodunda
daha yiiksektir. Diriodunda stilben yogunlugu eser miktardadir.P. sibirica ve P. Strobus'un
budaklari stilben yoniinden zengindir. Sirasiyla %9 -12 ve %8-15 oranindaydi. P. nigra, P.
resinosa ve P. Sylvestris% 3-6, P.Banksiana, P. Elliottii'nin P. taeda ve P. Wallichiana
budaklarinda % 1-2 oranindaydi. P. Contorta , P. Gerardiana ,P. Pinaster ,P. radiata ve P.

Roxburghii ¢alisilan tiirler arasinda en diisiik stilben oranina sahip gruptur (Nisula, 2018).

Stilbene glikozidlerin; mikroorganizmalar, bdocek ve hayvanlar tarafindan yapilan
saldirilara karg1 direnci saglamak i¢in var olduklarina inanilir. Aslinda, polifenollerin
antimikrobik etkileri biiylik 6l¢iide bilinmektedir. Stilbenlerin mantar dnleyici etkileri de

cesitli calismalarda ele alimmistir (Nisula, 2018).
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Stilbenler, floresan, fosfor esansi, fotokrom, fotokimyasal ve fotofiziksel gibi benzersiz
ozellikler gosterir. Bu nedenle, tiirevler, boyalar, optik parlaticilar, fosforlar, sintilatorler ve
pH gostergeleri olarak kullanilmaktadirlar. Pamuk ve seliiloz i¢in ticari stilben boyalar
cogunlukla, 4-nitrotoluen-2-siilfonik asitten tretilmistir, dogal stilben kullanilmamistir
(Nisula, 2018).

Diger bir popiiler stilben ise liziimde bulunan ‘’Resveratrol’’dur. Resveratrol, 3,4',5-
Trihydroxy-trans-stilbene, 5-[(1E)-2-(4-Hydroxyphenyl) ethenyl]-1,3-benzenediol
kimyasal agilimi1 sahip olan; liziim, kirmizi1 sarap, yer fistig1, asma yapragi, ke¢iboynuzu ve
yabanmersini gibi tiirlerde yogun olarak bulunan bulunan polifenolik bir bilesiktir (Sekil
1.9). 1976°da Langcake ve Pryce adli arastirmacilar tarafindan Resveratroliin kesfi ve ilk
calismalar asma yapraginda (Vitis Vinifera) baslatilmistir. Daha sonraki ¢aligmalarda ise
Japonya’da Kojo-kon olarak bilinen tibbi bitkinin (Poligonum Capsidatum) koklerinde de
cok miktarda resveratrol tespit edilmistir. ilk kez 1992 yilinda Siemann ve Creasy adli
arastirmacilar tarafinda Resveratroliin sarapta bulundugunu kanitlanigtir. Harvard
Universitesi Tip Fakiiltesinde yapilan ¢alismalarda da yasami uzatan ilag olarak lanse
edilmesinden sonra popiilerligi iyice artan resveratroliin farkli organ ve dokularda etkili
oldugu saptanmistir. Resveratoliin etkileri arastirildiginda; antikanser aktivite, yasami
uzatici etki, kalbi koruyucu etki, antioksidan aktivite ve damar gevsetici etki gibi etkileri

oldugu gozlenmistir (Ergin ve Yaylal, 2013).

KAPALI FORMULU : C14H;20;

ACIK FORMULLU

TUPAC : 3.5 4 -Tnhvdroxystulbene

Sekil 1.9: Resveratrol’a ait kimyasal yap1
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1.5.3.1 Stilbenlerin Kullanim Alanlar1

Bitki gelisimini olumsuz yonde etkileyecek sorunlar karsisinda bir korunma mekanizmasi
gelistirmistir. En basit yapili canlilarda bile kendinden olani tanima, yabanciy1 ayirt
edebilme 6zelligi vardir. Geligmis bitki organizmalarinda korunma mekanizmasi iist diizey
ve kusursuz denilebilecek kadar ihtisamli diizenlenmistir. Agacin kendini mekanik darbe
ya da viriilens faktorlere kars1 korumak amaciyla recine salgiladigi en ¢ok bilinen korunma
yontemidir. Bitkinin olusabilecek olumsuz etkiler karsisinda gelistirdigi savunma

mekanizmalarindan biri de “’stilben’’ sentezlemesidir (Nisula, 2018).

Stilbene glikozidlerin; mikroorganizmalar, bécek ve hayvanlar tarafindan yapilan
saldirilara karsi direnci saglamak i¢in var olduklarina inanilir. Aslinda, polifenollerin
antimikrobik etkileri biiyiik 6l¢iide bilinmektedir. Stilbenlerin mantar dnleyici etkileri de

cesitli calismalarda ele alinmistir (Nisula, 2018).

Stilbenler, floresan, fosfor esansi, fotokrom, fotokimyasal ve fotofiziksel gibi benzersiz
ozellikler gosterir. Bu nedenle, tiirevler, boyalar, optik parlaticilar, fosforlar, sintilatorler ve
pH gostergeleri olarak kullanilmaktadirlar. Pamuk ve seliiloz i¢in ticari stilben boyalar
cogunlukla, 4-nitrotoluen-2-siilfonik asitten tretilmistir, dogal stilben kullanilmamistir
(Nisula, 2018).

Stilbenlerin ayristilmasi ve saflagtirilmasi i¢in kullanilan geleneksel yontemler, silika jel
kolon kromatografisi ve HPLC ‘dir. Bu yontemler c¢esitli 6n islemler ve yiiksek miktarda

organik ¢oziicii ihtiyact duymaktadir. Yiiksek hizli karsi akim kromatografisi alternatif
olarak kullanilmaktadir (Chi vd.,2014).

1.5.4 Tanenler

Tanenler; kolza, bakla, ¢ay ve sorgumda gibi bitkilerden elde edilen, agik sari-kahverengi
toz, pul ya da siingersi bir kiitle halindeki bi¢imsiz (amorf) polifenolik bilesiklerlerdir.
Tanenler genellikle bitkilerin kok, odun, kabuk, yaprak ve meyvelerinde bulunmaktadirlar.
Tanenlerin baslica kullanim alanlarimi dericilik ve boyacilik olusturmaktadir (Scalbert,

1991).
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Bunlarin yani sira sarap ve biranin berraklastirilmasinda, petrol kuyularindaki sondaj
camurunun akigkanliginin artirilmasinda ve buhar kazanlarimin ¢eperlerinde birikinti
olusumunun engellenmesinde kullanilir. Tipta, bademcik, farnjit ve az1 deri hastaliklari
tedavisinde damarlar1 ve mukozay1 biiziicii etkilerinden dolayr etken maddesi olarak

kullanilmaktadirlar (Scalbert, 1991).

Tanenler kimyasal agidan, hidroliz olabilen tanenler ve kondanse tanenler olmak tizere iki
ana grupta incelenir. Birinci grupta yer alan tanenler bir asit ya da enzim esliginde hidroliz
olarak gallik asit, pirokatasik asit ve seker gibi, suda ¢oziinebilen bilesikler verir. Bu tiir
suda az, alkol ve asetonda iyi ¢oOziinmektedirler. En 1iyi bilinen hidroliz olabilen
tanenlerden biri gallotanenlerdir. Cok daha genis bir grup olan kondanse tanenler
ise hidroliz olamazlar. Bunlar 1s1 karsisinda kuvvetli asitlerle ya da bazi yiikseltgeyici
maddelerle flobafen denen koyu kirmizi renkli ¢oziinmeye yatkinligi olmayan bilesikleri
olustururlar (Scalbert, 1991).

Tanenler, aynca tripsin ile a-amilazlarin sindirimdeki aktivitesini, substratlarla kompleks
teskil ederek Onlerler veya onlara baglanarak protein ve nisasta sindiriminin aksamasina

yol acarlar. Tanenler vitamin B ile de kompleks olusturarak emilimini dnlerler. (Scalbert,

1991)

Ticari olgiide elde edildigi en mithim kaynak mazi mesesidir. Tannik asit cayda da
mevcuttur. Mese palamudunda da bol miktarda bulunan tanenler ayn: zamanda; antiseptik
bilesiklerdir. Tannik asit, bitkinin sicak suyla ekstrakte edilmesiyle (¢aymn demlenmesi
gibi) suya ¢ekilir. Bundan sonra ¢6zelti buharlastirmaya tabi tutulur ve kati halde tanen
(veya tannik asit) elde edilir. Sentetik tannik asitler egzama tedavisi kapsaminda ¢esitli

preparatlar i¢inde bulunurlar (Nisula, 2018).

Tanenler, ¢ozeltiden jelatin gibi proteinleri ¢cokeltme yetenekleriyle diger dogal fenolik
bilesiklerin ¢cogundan farkli olan suda ¢oziiniir polifenollerdir. Bu 6zellik (bazen burukluk
olarak da adlandirilir), hayvan derilerinin tabaklanmasinda ge¢mis ve simdiki
kullanimlarinin sebebidir. Tanenler genellikle hem otsu hem de odunsu tiirlerin ¢ok cesitli
yiiksek bitki tiirlerinde bulunur. Neredeyse her bitki pargasi olabilen belirli organlarda veya
dokularda biiyiik miktarlarda (genellikle kuru agirligin %210'undan fazla) birikebilirler:

aga¢ kabugu, odun, yapraklar, meyveler veya kokler. Tanenler, yapilarina gore
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proantosiyanidiler (yogunlastirilmis tanenler), hidrolize edilebilir tanenler. Hidrolize
edilebilir tanenler, fenolik asitlerin esterleridir ve genellikle glikoz olan bir polioldiir
(Scalbert, 1991).

Fenolik asitler ya gallotanninler iginde gallik asittir, 6r. 3 veya elajitanninlerdeki gallik
asidin oksidasyonundan tiireyen diger fenolik asitler, or. 4. Tanin M'ler,
proantosiyanidlerdeki flavanol birimlerinin sayisina, galloil esterlerdeki galloil
kalintilarinin ~ sayisina  veya  ellagitanninlerin  nihai  dimerizasyonuna  veya
polimerizasyonuna gore biiyiik olgiide degisir (genellikle 500 ile 3000 arasinda) (Scalbert,
1991).

1.5.4.1 Hidrolize Tanenler

Hidrolize olabilen tanenler, merkezde karbonhidrat genellikle D-glukoz ve fenolik
gruplarla esterlesmis hidroksil gruplar1 icermektedirler. Sicak su, zayif asit, zayif baz,
tannaz gibi enzimler tarafindan hidrolize edilerek karbonhidrat ve fenolik asite

doniismektedirler (Aydin ve Ustiin, 2007).

1.5.4.2 Kondanse Tanenler

Hidrolize olmayan bu tanen grubu proantosiyansdinler olarak da anlandirilmaktadirlar.
Yem bitkisi olarak kullanilan yapilarda en yaygin olarak bulunan tanen grubudur. Bu
gurup Uyeleri merkezde karbonhidrat tagimamaktadirlar. Hidrolizle par¢alanmayan
dayanikli C-C bagli flavonoid iinitelerin oligamer veya polimerleridir. Antosiyanidin
pikmentleri; meyvelere, ¢igeklere ve yapraklara pembe, kirmizi, mavi ve menekse rengi
kazandirmaktayken meyvelere ve meyve tiirlerinden yapilan saraplara astrenjan etki

olusturarak buruk bir tat vermektedir (Aydin ve Ustiin, 2007).
1.6 Derin Otektik Coziiciiler
Cevre dostu yani yesil kimyanin 6zellikle de son dénemde iizerinde durdugu konulardan

biri de ¢oziiciilerdir. Toksik 6zellikleri bilinen ve onaylanmis ¢oziiciiler yerine ¢evre dostu

altarnatif ¢oziiciiler gelistirilmektedir. Iyonik sivilar baz1 fiziksel ve kimyasal dzellikleri
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acisindan son yillarda tercih edilse de maliyetli oluslar1 kullanimlarinda negatif bir durum
olusturmaktadir. Derin Otektik Coziiciiler (DOC) iyonik c¢oziiciilere alternatif
olusturmuslardir. Otektik nokta sézliikk anlamu itibari ile faz diyagrami iizerinde miimkiin
olan maksimum sayida fazin bir arada dengede oldugu nokta. Bu noktaya ulasildiginda,
fazlardan biri ortadan kalkana kadar sicaklik sabit kalir. Bir sistem i¢in otektik noktanin
yeri degismezdir (sabittir). Kristallesen en son sivi damlasinin veya olusacak ilk sivi
damlasmin bilesimi olarak da tamimlanabilir. Derin otektik ¢oziiciiler (DOC), dogal,
organik maddelerden olusan, biyo-bozunur, yanici olmayan, ugucu olmayan, zehirli
olmayan, ¢evreye dost, hazirlanmasi kolay, kokusuz, renksiz ve kullanildiktan sonra

kolayca geri donilisiimii yapilabilen masum ¢oziiciilerdir (Dios, 2013).

Bu alternatif ¢oziiciilere ait ilk bulgu ve caligsmalar Abbott ve arkadaglari tarafindan
yapilmugtir. DOC’ler diisiik 6rgii enerjisine sahip olmalarindan dolay1 diisiik erime
noktalarina sahip biiylik, simetrik olmayan iyonlar igcermektedirler. 2003 yilinda yaptiklar
calismada herhangi bir detaya yer vermezken 2004 yilinda yaptiklar1 ¢alismada DOC
hazirlarken kuaterner amonyum tuzu olarak kolin kloriir, hidrojen bagi donoérii olarak
cesitli karboksilik asit tlirevlerini kullandiklarin1 bildirmislerdir. Yapilan deney ve
gozlemlerde oOncelikle kolin kloriir etanol iceresinde yeniden kristallendirilip, siiziiliip
kurutulmustur. Sira karboksilik asit tiirevlerine gelindiginde ise kullanimdan Once
vakumda kurutulmustur. Daha sonra belirli stokiyometrik oranlarda alinan iki bilesen
homojen ve renksiz karigim haline gelinceye kadar 100 °C¢ye sitilmistir (Abbott
vd.,2014).
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Iki Bilesenli bir faz diyagraminda &tektik noktanin gosterimi Sekil 1.10°da yapilmaktadar.

temperature

A mole fraction of B B

Sekil 1.10: Iki Bilesenli bir faz diyagraminda dtektik noktanin gdsterimi. (Abbott vd.,2014)

2007 yilinda ise yine aym yoéntemle DOC hazirlamak igin Tabloda belirtilen dort farkli
kombinasyonu 6nermislerdir (Abbott vd., 2003).
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DOC hazirlamak igin &nerilen dort farkli kombinasyonu Tablo 1.5°te verilmektedir

(Abbott, 2003).

Tablo 1.5: DOC hazirlamak i¢in 6nerilen dort farkli kombinasyon (Abbott vd., 2003).

Secenek Ornek

1. Metal Tuzu+ Organik Tuz ZnCl, + Kolin Kloriir

2. Organik Tuz + Hidrojen Beg Dondrii Kolin kloriir + Ure

3. Metal Hidrat Tuzu + Organik Tuz CoCl; .6H20 + Kolin kloriir

4. Metal Hidrat Tuzu + Hidrojen Beg Dondrii  ZnCl2 + Ure

Klasik olarak, bitki matrislerindeki polifenoller ve diger biyoaktif bilesenler, etanol,
metanol ve aseton gibi organik ¢oziiciilerle ekstrakte edilmektadir. Bu organik ¢oziiciiler;
giicli. uguculuk, yiiksek toksisite, zayif biyolojik bozunabilirlik, yaniciik ve yiiksek
maliyet gibi cesitli dogal dezavantajlar sergilemktedirler. Yesil ¢oziicii olarak hayatimiza
dahil olan yeni iyonik sivi analoglar olarak derin &tektik ¢dziiciiler (DOC'ler), hidrojen
bag1 alicilar1 (HBA'lar) ve hidrojen bagi vericileri (HBD'ler) arasindaki hidrojen bagi
etkilesimi ile olusturulmaktadir (Wu, 2020).

DOC'ler, diger organik ¢dziiciilerle karsilastirildiginda yalmzca ¢evre dostu, kararli, daha
az ucucu ve cevrede kolay bozunmama gibi 6zelliklerinin yaninda ayn1 zamanda kolay

sentez ve yiiksek verimlilik avantajlarina da sahiptirler (Wu, 2020).

Bu nedenle DOC'ler, biyoaktif bilesenlerin tahil gidalardan ve tibbi iiriinlerden verimli bir

sekilde izole edildiginden dolayi yesil ¢oziiciiler olarak nitelendirilebilirler (Wu, 2020).

Y.Q. Ma vd. (2018), kolin kloriir ve laktik asit (1:2) ile sentezlenen DOC'in, Camellia
oleifera gigeklerinden farkl polaritelere sahip dort flavonoid ekstraksiyonunda miikemmel

kapasitelerde geri elde edilebilecegini bildirmislerdir (Ma vd.,2018).

Oztiirk ve ark. (2018), gliserol ve etilen glikol ile sentezlenen kolin kloriir bazli DOC'iin,
portakal kabugundan farkli polaritelere sahip anti-oksidatif fenolik bilesiklerin
ekstraksiyonunda geleneksel ¢oziictilerle karsilastirildiginda daha yiiksek verimlilikte geri

kazanildiklarini yaptiklart caligsmalarla dogrulamislardir (Wu, 2020).
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Organik ¢oziictilerle diger ekstraksiyon teknolojisi (kati-sivi ekstraksiyon, karistirma
yardimli ekstraksiyon ve enzimler destekli ekstraksiyon) ile karsilastirildiginda, DOC
tabanli ultrason destekli ekstraksiyon (UAE) yalnizca solvent, iscilik ve enerji tiiketimini
biiyiik 6l¢iide azaltmaktadir. Bunun yaninda akustik kavitasyon ile bitki hiicre duvarlarinin
yapisini tahrip edebilmekte ve biyoaktif bilesenlerin geri kazanimim artirabilmektedirler

(Nadeem vd., 2018) (Bindes vd.,2019).

Yapilan c¢alismalar gosteriyor ki, yiiksek sayida ve oranda fenolik bilesigin geri
kazanilmasinda DOC’lerin hazirlanmasinda molar oran ¢ok biiyiik bir etkiye sahiptir.
Tablo 1.6°da baz1 DOC’lerin hangi molar oranlarda hazirlanmasi gerketigi bildirilmektedir
(Wu, 2020).

Tablo 1.6: DOC cesitleri ve Molar Derisim Oranlar1 (Wu, 2020)

Hidrojen Bagi
Numara Coziicii Alicist Hidrojen Bag1 Vericisi Oran
1 ChCI-MA  Kolin Kloriir Malik Asit 1:1
2 ChCI-Gly  Kolin Kloriir Gliserol 11
3 ChCI-OA  Kolin Kloriir Oksalik Asit 1:1
4 ChCI-Xyl-1 Kolin Kloriir Ksilitol 1:1
5 ChCI-Xyl-2 Kolin Kloriir Ksilitol 1:2
6 ChCl-Lev  Kolin Kloriir Levunilik Asit 1:2
7 ChCI-EGly Kolin Kloriir Etilen Glikol 1:2
8 Bet-Lev Betaine Levunilik Asit 1:2
9 Bet-Gly Betaine Gliserol 1:2
10 Gly-CC Sitrik Asit Gliserol 1:2
11 Pro-Lev L-Proline Levunilik Asit 1:2
12 Pro-Gly L-Proline Gliserol 2:5
13 Pro-LA L-Proline Laktik Asit 1:1
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Derin Otektik Céoziiciiler ve Kullamlan Kimyasallar
Kolin Kloriir (CsH14CINO)

Besi amacli kullanilan uluslararasi onayli bir katki maddesidir. Kolin kloriir B-kompleks
vitamini olarak da siniflandirilmaktadir (Abbott,2010).

Kolin (genellikle klorit seklinde) B vitamini kategorilerindendir. Cogu hayvan tarafindan

sinirlerden kaslara impulslarin iletimini etkileyen asitil kolinin Onciisii olarak kullanilir

(Abbott,2010).

Molekiil agirligi 139,6 g/mol’diir. Kolin kloriir kolin katyonu ve klor anyonuna sahip
biyobozunur organik kuaternar amonyum tuzudur (Abbott,2010).

Kolin kloriir kimyasal yapis1 Sekil 1.11 gdsterilmektedir.

\
—_N Cl-
/N\/\\DH

Sekil 1.11: Kolin kloriir kimyasal yapisi

Formik Asit (HCOOH)

Formik asit, korboksilik asitlerin ilk iiyesidir ve dolayisiyla tek karbonludur. Metanoik asit
olarak da bilinir. Formik asit, karbonil karbonuna bagl alkil grubu icermemesiyle en basit
karboksilli asit 6zelligi tagir. Hem karbonil hem de karboksilik asit 6zelligine sahiptir (Ishii
vd., 1987).

Molekiil agirligi 46,0254 g/mol, yogunlugu 1,22 g/ml (siv1), Asitlik (pKa): 3,75, erime

noktasi 8,4 °C olan metanoik asit su, metanol, etanol, eter, aseton gibi ¢oziiciilerde ¢ok iyi

¢oziinen bir organik asittir (Ishii vd., 1987).
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Formik asit kimyasal yapis1 Sekil 1.12°de gosterilmektedir.

ﬁ
H/C\CIH

Sekil 1.12: Formik asit kimyasal yapis1

Etilen Glikol ((CH20H)z2 )
Bir diol tiirii olan Etilen glikol (CH20H)2 polyester elyaf iiretiminde hammadde olarak ve
antifiriz formiilasyonlar1 olmak tizere oncelikli iki amag i¢in kullanilir. Kokusuz, renksiz

olup orta diizeyde toksiktir (Demir, 2007).

Kimyasal formiilii C2HsO2  molekiil kiitlesi 67,07 g.mol™? , yogunluik 1,1132 g/cm?, erime
noktasi -12,9°C , kaynama noktasi 197,3°C olan renksiz bir sividir (Demir, 2007).

Etilen glikol kimyasal yapis1 Sekil 1.13’de yer almaktadir.

Sekil 1.13: Etilen glikol kimyasal yapis1

Ure (H2N-CO-NH>)
Kimyasal formiilii HoN-CO-NHz olan iire organik bir bilesiktir. Karbonik asidin amidi olan
lire ayn1 zamanda karbamik asidin de amidi olmasindan dolay1 karbamid olarak da

adlandirilmaktadir (Zhang ve Schreiner, 2009).

1982 yilinda Woéhler tarafindan sentezlenmesi ile organik bilesikler sentetik olarak da elde
edilebilecegi kanitlanmistir. Bu reaksiyonda, KCN ile PbO2 karigimi 1sitilarak KCNO elde
edilir. KCNO nun amonyum siilfat ile muamelesi sonucu hazirlanan amonyum siyanatin

kizdirilmasiyla da iire elde edilir (Zhang ve Schreiner, 2009).
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Ure 132 °C'de eriyen rombik prizmalar veya igne seklinde renksiz kristaller verir. Su
ve alkolde iyi ¢6ziiniir. Kloroform, eterde veya etil asetatta ¢oziinmemektedir. 132 °C'nin

iistiinde amonyak, siyaniir asidi gibi iiriinler vererek bozunur (Zhang ve Schreiner, 2009).

Ure; 6zellikle giibre, hayvan yemi, ilag endiistrisi ve plastik yapimi gibi endiistriyel

faaliyetlerde kullanilmaktadir.

Molekiil kiitlesi 60,06 g.mol™, yogunlugu 1,32 g/cm3, gériiniimii beyaz kat1 halinde olan

organik bir maddedir.

Ure kimyasal yapis1 Sekil 1.14°de gosterilmektedir.

0

|
HZN/C\NH2

Sekil 1.14: Ure kimyasal yapisi
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2. LITERATUR OZETi

2.1 Karacam Goévde Odunu ve Budaklardaki Stilbenlerin DOC’ler ile Geri

Kazamlmasi ile Tlgili Yapilan Calismalar

Son yillarda, bitki polifenollerine olan ilgi saglik alaninda kullanimlarinin artmasiyla
artmistir. Stilbenler, polifenollerin en 6nemli grubu olup, resveratrol cesitli bakteri ve
dermatofitik mantarlara kars1 antimikrobial 6zellikte olmasi nedeniyle bu grupta en ¢ok
calisilan madde olmustur. Bu gruptaki diger bir madde antimikrobial aktivite ve murin

hepatik karsinom hiicre hattina kars1 sitotoksisiteye sahip pinosylvindir.

Gerek yaprakli gerekse 1YA’larda bulunan budaklar ve 6z odunu kismi fenoller agisindan
zengin olup budaklar bu noktada o6ne ¢ikmaktadir. IYA budaklarinda lignanlar,
oligolignanlar ve stilbenler bulunur. Ozellikle ¢am tiirlerinde pinosylvindir (PS) ve
pinosylvinemonometileter (PSMME) bulunmaktadir. Budaklar, icerdikleri yiiksek
ekstraktif madde ile zift sorununa neden olduklari i¢in kagit fabrikalarinda istenmezler ve

atik olarak degerlendirilirler.

Stilbenler ve lignanlar gibi polifenollerin ekstraksiyonlarinda solvent ¢oziiniirligi,
ekstraksiyon sicakligi ve siiresi verim tizerine etkili faktorlerdir.

Gida uygulamalarinda, ayristirilan maddenin safligi olduk¢a &nemlidir. Orn.Odunsu
maddelerden saf PS ayirmak i¢in klorlu ¢oziiciiler e.g dichloromethane kullanimaktadir
(Vilimaa et al. 2007; Plumed-Ferrer et al. 2013). Endiistriyel boyutta ise klorsuz ¢oziiciiler

kullanilmalidir.

Bu ¢alismada siklohekzan en yiiksek PSMME verirken, etOH:su (95:5) en yiiksek PS
miktarmi vermistir. Sicak su ekstraksiyonunda ise PS ve PSMME verimi diisiiktiir

(Poljansek et al.2019).

Kusur olarak nitelendirilen budaklar yogunluga daha yiiksek ve koyu renkli liflere sahiptir.
Bu nedenle sadece kagit fabrikalarinda degil, diger orman endiistri dallarinda istenmezler.

Oz odununa goére budaklardaki ekstraktif madde miktar1 daha fazladir. Anderegg and
Rowe (1974) Parana ¢aminin (Araucaria angustifolia) budaklarindan ekonomik agidan

onemli bir reginenin %30'una kadar elde edilebilecegini bildirmistir. Willfor ve ark.
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(2003a, b, 2004a, b,c) tarafindan yapilan calismalarda o6zellikle IYA budaklarinda
0zodununa gore 100 kat daha fazla lignan tespit edilirken, oligolignanlar, flavonoidler ve

stilbenlerde bulunmustur.

Yaprakli aga¢ budaklarindaki ekstraktif madde miktar1 ise IYA budaklarina gore daha

diisiik olmasina ragmen kendi 6zodununa gore daha yiiksektir.

12 farkli agag tiirline (Goknar, ladin, saricam, douglas goknari, larix, kizilagag, kiraz,
kayin, mese, disbudak, giirgen, akasya) ait budak ve 6zodunuda yapilan caligmada akasya
hari¢ diger biitiin tiirlerde ekstraktif madde miktar1 6zoduna oranla daha yiiksek
bulunmustur. Budaklar, terpenler, lignanalar, stilbenler, flavanoidler ve seker tiirevleri
icerir. I'YA budaklar1 daha fazla lignan igerirken, YA budaklarinda flavanoidler, tanenler
ve seker guruplart 6n plana ¢ikmaktadir. Budaklardaki lignanlar hydroxymatairesinol,
secoisolariciresinol ve nortrachelogenindir. Stilbenler ise sadece sarigam’da PS ve

PSMME olarak bulunmustur. Flavanoidler ise dihydrorobinetin, catechin ve taxifolindir.

15 IYA olmak iizere 23 agac tiiriine ait budaklarm kimyasal yapilar1 incelenmistir. Y A’lar
YA lara gore daha fazla ekstraktif icermektedir. IYA en onemli maddeler lignanlar,
stilbenler, flavanoidler ve terpenledir. Gallic asit ve falvanoidler YA larda bulunmustur

(Benkeder vd., 2015).

Dallarin kirilmasinindan sonra bu kisimlara mikroorganizmalarin saldirmasini engellemek
amaciyla anti microbial ve fungisit 6zellikteki madde gruplar saygilanmaktadir. Malterud
et al. (1985) Salix caprea’da mikroplara ve mantara karsi etkili 6 flavanoid
(dihydrokaempferol, naringenin, taxifolin, prunin, and cathechin) tespit edimistir (Valimaa
vd., 2007).

Antimikrobial etkinin yaninda stilbenlerin ayrica timorli hiicreler iizerinde sitotoksit ve
apoptoz etkileri vardir. Bir stilben tiirli olan resveratrol farkli bakteri ve cilt mantarlarina
kars1 antimikrobial ozellikleri dolayisiyla son yillarda dikkat ¢cekmektedir. Resveratrol
ayrica yapilan ¢aligmalarda kanser Onleyici olarak da ifade edilmektedir (Vélimaa vd.,
2007).

Onemli o6lgiide flavanoid igeren budak ekstreleri onemli bir antimikrobial etkinlik
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gostermemistir. Eucalyptus globulus budaklari i¢erdikleri tanenler nedeniyle antimikrobial
etkinlik gostermislerdir. Farkli ¢am tiirlerine ait budaklarinda ekstrelerinleri antimicrobial
ve sitotoksit etki gostermektedir. Bu durum pinosylvinin varligi ile agiklanmaktadir.

P. strobus, P. resinosa ve P. sylvestris budaklarindaki PS ve PSMME miktar1 %38
bulunmustur. P. sibirica ise %28. Sonug¢ olarak, saf pinosilvin ve pinoslvin ekstrakti

antimikrobiyal ve sitotoksik ajan potansiyeline sahiptir (Vilimaa vd., 2007).

Saricam ve ladin budaklari daha fazla fenolik bilesik icermektedir. Budaktaki fenolik
madde miktar1 gévde odununa gore 50-100 kat daha fazladir.

Igne yaprakli agaclardaki budaklarda hidrofilik bilesikler genellikle lignanlarin serbest
aglyconlarini, oligolignanlari, stilbenleri ve flavanoidleri igerir. Ornegin, ladin budaklarina
ait hidrofiliklerde yaridan fazlasi lignanlar1 gerisi ise oligolignanlar1 igermektedir.

Lignanlardan, hydroxymatairesinol énemli bir in vitro antioksidanttir (Wilfor vd., 2003).

13 farkli agac tiiriine ait budaklarin antioksidant Ozellikleri incelenmis ve sentetik
antioksidant olan BHA (IC50 198 pg/L) oranlanmustir. Sadece Thuja occidentalis ve
Pseudotsuga menzilesi ekstraklarinin antioksidant potansiyelleri diisiikk bulunmustur. Pinus
contorta, Abies sibirica ve Abies balsamea ait budak odunlarinin ekstraklarinin
antioksidant potansiyelleri Trolox (IC50 5.0 pg/L) es deger bulunmustur (Wilfor vd.,
2003).

Ekstraktifler, ¢ok genis kimyasal madde gruplar igerirler. Siniflandirmak istedigimizde
lipofilik ve hidrofilik maddeler ya da polar ve apolar ¢oziiciide ¢oziinenler olarak
gruplandirabiliriz. Yapilan ¢alismalarda igne yaprakli agaglarin budaklariin canl yasayan
oduna gore daha fazla fenolik madde ozellikle flavonoid, lignan ve stilbene igerdigini
ortaya koymustur (Vek vd., 2020).

Cam tiirlerinin en 6nemli fenolik ekstraktif madde grubu stilbenlerdir (pinosylvin and
pinosylvin monomethyl ether). Pinosylvinler ¢am 6z odununun giiriikliige dayanimini
belirlemede One c¢ikan maddelerdir. Pinosylvin, pinosylvin monomethyl ether’e gore
antibakteriyel ve antifungal Ozelligi daha iyidir. Pinosylvin ve tiirevlerinin sayili
farmakolojik 6zellikleri oldugu ve biomedikal ve gida uygulamalarinda bir potansiyele

sahip oldugu ortaya konulmustur (Vek vd., 2020).
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Yapilan ¢aligmalarda, sarigamin igeriginde bulunan pinosylvin ve PSMME’in odunu tahrip
eden mantarlara kars1 antiseptik ve fungisit etkiye sahip oldugu ortaya konulmustur. Son
yillarda, pinosylvinin mantarlarin gelisimini durdurmasi ve agact mantar saldirilarina karsi
korumasi yoniinde ¢alismalar artmistir. PS ve PSMME’in ozon tedavisi ile stresi azalttigi
ve antibakteriyel etkileri artirdig1 bildirilmistir. Cam tiirlerine ait budak ekstratlarinin kagit
yapiminda dogal biosit olarak kullanilabilme potansiyeli bulunmaktadir (Hovelstad
vd.,2006).

Bu calismada Norveg’te yetisen saricam ve ladin Orneklerine ait stilben igerikleri ve

miktarlar1 arastiritlmis ve asagidaki sonuglar elde edilmistir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1: Sarigam ve Ladin 6zodunu ve budaklarda belirlenen stilben miktarlar1 (%).
(Hovelstad vd.,2006).

Sarigam (87 yas) Ozodun (% w/w) Budak (% w/w)
om 2,03 -
3,5m 1,71 2,06
5m 1,27 8,35
Saricam (34 yas)
Om 0,27 -
3,5m 0,23 2,55
Ladin (27 yas)
Om 0 -
3,5m 0 0

Stilbenler, bitki polifenollerinin bir smifi olup, genis biyolojik aktiviteleri ve karmagik
yapilart nedeniyle Ozellikle ilag endiistrisi tarafindan ilgi odagidirlar. Ancak, bitki
diinyasinda genis bir yayilima sahip degillerdir bu nedenle stilben arastirmalar1 bazi bitki
tirlerinde yapilmaktadir. Analitik ve spektroskopik tekniklerdeki gelismeler, 6zellikle
1990°dan stilbenlerin karmasik yapilarimin aydinlatilmasinda 6nemli bir adim olmustur

(Shen vd.,2009).

Stilbenler yapisal olarak 1,2-diphenylethylene seklinde karakterize edilir ve monomerik ve

oligomerik stilbenler olarak iki grupta karakterize edilebilirler. Oligomerik stilbenlerde
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yine kendi iclerinde farkli gruplara ayrilmaktadirlar (resveratol, isorhapontigenin,

piceatanol vb.) (Shen vd.,2009).

Sanayi atig1 olarak degerlendirilen ¢am budaklari, potansiyel pinosylvin kaynagi olarak
degerlendirilmektedir. Pinosilvinler antifungal, antimicrobial ve antioksidant o6zellik
gostermektedir. Sarigam 6zodununun kahverengi ¢iirlikliik mantar1 Coniophora puteana
karsi dayanimi {izerinde pinosilvin miktarinin belirgin etkisi vardir. Ayrica, Trametes
versicolor ve Phanerochaete chrysosporium beyaz ciiriiklik mantarlart ve Neolentinus
lepideus, Gloeophyllum trabeum, Postia placenta kahverengi ciiriiklik mantarlarina karsi
yapilan deneylerde, pinolsilvinlerin beyaz ¢iirtikliik mantarlarin1 engelledigi kahverengi

clirtiklik mantarlarini ise az miktarda etkili oldugu ifade edilmistir (Vek vd., 2020).

Acik alanda, ahsap kaziklarla yapilan testlerde ise mantar testlerinde belirgin bir

etkinliginin olmadig1 gériilmistiir (Vek vd., 2020).

Budaklardaki lignanlarin, stilbenlerin ve recine asitlerin antioksidant etkileri bulunurken,

6z odunundaki stilbenler antifungal etki gostermektedir (Vek vd., 2020).

Yapilan bir ¢alismada Viljem Vek vd., (2020) sarigam budaklarinin beyaz ve kahverengi

clirtiklik mantarlarina kars1 iyi bir koruyucu etkiye sahip olduklari goriilmistiir.

Abies balsamea ve A. alba, diri odun ve budak odunlarindan buhar destilasyonu ile elde
edilen yaglarin kimyasal yapilar1 incelendiginde, budaklarda oksijenli diterpenler ile
birlikte epi-13-manoyl oxide ve Manool bulunmustur. Her iki goéknar tiiriinde de
budaklarda biiylik miktarlarda oksijenli diterpenler diri odundan daha fazla bulunmustur

(Sekine vd., 2013).

Viicudun istilac1 patojenlere karsi oncelikli savunmasini nétrofiller gerceklestirmektedir.
Notrofil fonksiyonunu inhibe eden bazi ilaglar ve dogal malzemeler bulunmaktadir. Trans-
resveratrol bu maddelerden biridir. Jancinova vd. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada,

pinosilvinin antioksidantlarin konsantrasyonunu diisiirerek nétrofillerin agiga ¢ikmasini
sagladig1 ifade edilmistir. Gergeklesen bu inhibasyonun protein kinase C nin esliginde ve
notrofillerde reaktif oksijen tiirlerinin olusumuyla gerceklesmistir. Oral olarak alinan

pinosilvin farelerde notrofil orammi azaltirken, kandaki oksidant konsantrasyonunu
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azaltmistir.  Pinosilvinin, ndtrofil  aktivitesinde  etkili  bir  inhibitor  olarak
siiflandirilabilecegi ve kalici inflamasyon ile iligkili patolojik durumlarda tamalayici tipta

kullanim potansiyeli oldugu ifade edilmistir (Jancinova vd., 2012).

Budaklarda bulunan yiiksek molekiil agirlikli maddeler, tibbi uygulamalarda énemli bir
potansiyele sahiptir. Smends, vd. (2017) yilinda sarigam budaklarinin etanol ekstraktindaki
biiylik molekiil agirlikli maddelerin tespitine yonelik yapilan calismada, ekstraktin
cogunlukla regine ve yag asidi oligomerlerini icerdigi, ayrica sterol ve stilben
oligomerlerininde bulundugunu tespit edilmistir. En 6nemli regine asidi dehydroabietic

asittir.

Kayin (Fagus sylvatica L.) agacinda bulunan budaklarda yapilan ¢alismada, hidrofilik
bilesiklerin lipofilik bilesiklere gore 3-5 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir. Budaklarda
yag asitleri kismen daha fazladir. Reaksiyon bolgesinde ve renkli kisimda steroller daha
fazladir. Hidrofilik bilesikler ise ¢Oziinebilen sekerler, asitler ve katechin gibi fenolik
maddelerden olusmaktadir. Fenolik maddeler ve katechin budaklarda belirgin sekilde

fazladir.

Kahverengi ¢iirtikliik mantarlar1 oldukca yikict mantarlardir ve yikimin ilk basamaginda
serbest radikaller olustururlar. Her ne kadarbir ¢ok odun ekstraktifi antioksidant etki
gostersede, radikal olusumuna dayali bozunmadan odunu koruma ozellikleri pek
calistlmamigtir. Saricam 6z odunu ve budaklarinin radikal olusumuna dayali bozunma
etkinligini incelendiginde, diri oduna goére 6z odunu ve budaklarda antioksidant etkinligin
belirgin sekilde fazla oldugu tespit edilmistir. Fenton reaktifi ile degradasyonda ise, sadece
budaklarin kiitle kaybmi azalttig1 belirtilmistir. Antioksidant etkinlikleri kahverengi

clirikliigli 6nlemek i¢in yeterli olsada, diger biyolojik etkinligi heniiz net degildir.

Pinus banksiana Lamb. ve Picea sitchensis tiirlerinin budaklarinda 1) insanlardaki Jurkat T
hiicrelerinin canlilik ve antioksidant 6zelliklerine etkileri 2) Kiiltiir hiicrelerinin oksidatif
stresine kars1 sitoprotektif ve genoprotektif etkilerinin arastirilmasi, 3) konkanavalin A
(ConA) ile indiiklenen interlokin-2 (IL-2) tiretimi tizerindeki etkileri incelenmis ve her iki
tiire ait budaklarin gii¢lii antioksidant 6zellige sahip oldugu bulunmustur. Her iki tiiriinde

fenolik bilesikleri ayni olmakla birlikte, cam tiirline ait budaklarin, 30 mg/mL
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konsantrasyonda ConA kaynakli IL-2 tiretimini 6nemli dl¢lide azalttigi bulunmustur.

Salix caprea ait govde odunu ve budaklara ait fenolik bilesikler incelenmis ve vanillic acid,
3-p-coumaryl alcohol, coniferyl alcohol, sinapylaldehyde, dihydrokaempferol, catechin,
naringenin, gallocatechin, dihydromyrcetin ve taxifolin bulunmustur. Budaklar ayn1 agacin

govde odununa gore daha yiiksek miktarlarda flavonoid igermektedir (Pohjamo vd., 2003).

Picea abies (L.) H. Karst budaklarina ait hidrofilik ekstraktinda bulunan énemli lignin 7-
hydroxymatairesinol’dur. Ayrica, 7S — ve 7R -todolactol A, 7’-hydroxylariciresinol ve 9'-
hydroxylariciresinol’un iki stereoisomeri bulunmustur.  Yapilan diger c¢aligsmalarla
karsilagtirildiginda 7 S- and 7 R —isoliovil’de tespit edilmistir. Bu lignanlara ilave olarak,

yapist aydinlatilmamis lignanlarda bulunmaktadir (Smeds vd.,2012).

Populus tremula budaklarindan elde edilen aseton ekstraktinda iki yeni bilesik elde
edilmistir. (E) ve (Z) p-coumarate 1-O-rutinose. Bu yeni fenil disakkaritler, ciddi ORAC
degeri gostermislerdir (11.7 uM Trolox degeri) (Neacsu vd., 2007).

Sarigam budaklarindan elde edilen stilbenler (methyl pinosylvin and pinosylvin) ve
lignanlarca (matairesinol ve nortrachelogenin) zengin ekstraktif, PC-3M-luc2 prostat
kanser hiicreleri invitro ve ortotopil ksenograft karsi etkinlikleri denenmistir. Budak
ekstrakti 40 uM konsantrasyonda in vitro antiproliferatif ve proapoptotik etkinlik
gostermistir. Ayrica, ekstraktan tiiretilen stilbenoidler, timor nektoz faktoriinii artirmastir.
Sonu¢ olarak, c¢cam budak ekstraktinin erken klinik prostat kanseri modelinde
antikanserojenik etkinlik gosterdigi ve TRAIL’e kars1 kemosensitizor olma potansiyeline

sahip oldugunu gostermektedir (Yatkin vd., 2014).

Lignanlar ve stilbenler polifenollere ait kii¢lik bilesiklerdir. Bitki diinyasinda yaygin olarak
bulunmakta ve giinliik diyetimiz icinde de ortalama birkag¢ milligram olarak
tikketilmektedir. Diger fenolik bilesiklerle karsilastirildiginda olduk¢ca az miktardadir.
Buna ragmen gerek stilbenler gerekse lignanlar saglik acisindan ozellikle antikanser
ozellikleri ve metabolizmaya verdikleri enerji bakimindan 6nemli faydalari bulunmaktadir.
Son yillarda, odundan sentezlenen kiiclik molekiiller 6zellikle biokimyasallar igin
onemlidir. Lignanlar, flavanoidler ve stilbenlerlerden olusan fenolik maddeler farmakoloji,

nutrasotik ve gida endiistrisinde ilgi ¢eken maddeler olmustur. Ozellikle antioksidant ve
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antikanser ozellikleri bir¢ok arastirmaci tarafindan ifade edilmistir (Polari, 2015).

Acetylsalicylic asit (aspirin) en eski farmakolojik kullanim alani bulan ve sogiit agaci
kabugundan elde edilen maddedir. Diger bir 6rnek sitma tedavisinde kullanilan ve 17
ylizyillda avrupaya getirilen quinine’dir. Taxus brevifolia kabugundan ayristirilan ve
farmakolojik kullanim alani yeni bir madde olan paclitaxel g6giis ve yumurtalik kanserleri

gibi kanserlerin tedavisinde kullanilmaktadir (Polari, 2015).

Stilbenler C6-C2-C6’ yapisina sahiptir, monolignanlara benzer dimer yapilar olustururlar
(Polari, 2015).

Melez (Larix decidua Mill.) tiriine ait diri odun, 6z odun, saglam budak ve 6lii budak
orneklerine ait sirali ekstraksiyon sonrasinda agagida tabloda verilen madde gruplar tespit

edilmistir (Wagner vd.,2020).

Tablo 2.2: Melez tiiriine ait farkli noktalardan alinan 6rneklerin aseton/su ekstrak igerigi

(Wagner vd., 2020).

Madde gruplart Diri-Oz odun karigimi Saglam budak Olii budak
Karboksilik asit 0,03 0,14 0,01
Fenolik asit 0,12 1,66 0,08
Seker 0,21 0,47 0,04
Yag asitleri 0,14 0,48 0,04
Regine asitleri 0,08 0,18 0,01
Polifenoller 2,72 23,7 1,30
Steroller 0,01 0,23 0,01

Tablo 2.2°de goriildiigii gibi saglam budaklarda ozellikle polifenolik maddeler odun
karisimina gore 10 kat daha fazla bulunmustur. Benzer sekilde steroller ve fenolik asitlerde

6lii budak ve odun karigimina gore saglam budaklarda daha fazladir.

Sarigam 6z odunu ve budak 6z odunu ekstraktiflerinin hiicre boyutunda dagilimini

inceleyen bu ¢alismada, Tablo 2.3’de belirtilen veriler elde edilmistir (Belta vd., 2017).
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Tablo 2.3: Sarigam diri odun, dis 6z odun, orta 6z odun ve budaklarda bulunan ekstraktifler

(mg/g kuru odun).

Madde gruplar Diri odun Dis 6z odun Orta 6z odun Budak
(ma/g) (ma/g) (mg/g) (ma/g)
Gravimetrik verim 28,7 74,6 228,9 420
Pinoslyvine - 7,3 12,3 66,1
Regine asitleri 1,0 42 178,6 285,7
Yag asitleri 0,8 3,7 3,7 2,5
Digerleri 2,7 1,5 0,9 14,8

Budaklardaki verim belirgin sekilde en yiiksektir. Ayni sekilde recine asitleri ve

pinosilvine de en yiiksek sarigam budak kisminda bulunmustur.

Ayni ¢alismada hiicre

boyutunda pinosylvin, hiicre g¢eperi, hiicrelerin birlesme yerlerinde (kdse) ve traheid

liimenlerinde bulunmustur.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

Calismada Tirkiye’de Onemli bir ¢am tiirii olan Karagam (P.nigra) odun 0&rnegi
kullanilmistir. Deney numuneleri (Sekil 3.1) Bartin ili Ulus Orman Isletme Miidiirliigii
Abdipasa Sefligi Mescere Haritas1 49 nolu bolmeden temin edilmistir.

Kesimi yapilan 6rnekler, analizlere hazirlanmak iizere Agustos 2018’de Bartin Universitesi
Orman Endiistri Miihendisligi Analitik Laboratuvarina getirilmistir. Budaklar1 belirlenen
numuneler (Sekil 3.1) analizlere kadar kimyasal Ozelliklerinin bozulmamasi i¢in derin

dondurucularda bekletilmistir.

Sekil 3.1: Karagam numunesi ( Fotograf : Oznur CAKAL,2018)

Calisma da 3 farkli DOC kullanilmistir (Sekil 3.2). Hazirlanan DOC’ler ve mol oranlari
Tablo 3.1°de verilmistir. Onceki galismalardan elde edilen veriler en uygun mol oraninin
biitiin 6rnekler igin 1:2 oldugu gostermistir (Corroto vd.,2020). DOC ¢ézeltisi hazirlarken

mol oranlar dikkate alinarak asagida verilen 6rnege gore hazirlanmistir.
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Ornek; CH:Ure (1:2 molar) = 1x139,6 g kolin kloriir ve molekiil 62,07 g/mol olan iireden

2x62,07 g alinmstir.
Ornegin; CH:Ure (1:2 molar) = 1x139,6 g kolin kloriir ve molekiil 62,07 g/mol olan iireden

2x62,07 g alinmustir.

Tablo 3.1: Deneylerde kullanilan DOC ¢ézeltileri ve mol oranlari

HBA HBD Mol oram (v/v) | DOC Kisaltma
Formik asit | 1:2 Kolin klériir-Formik asit DOC-1

KolinKlorlir - Feion dlikol | 1:2 Kolin Klorir- Etilen glikol | DOC-2
Ure 1:2 Kolin k1riir- Ure DOC-3

Sekil 3.2: Deneylerde kullanilmak iizere hazirlanmis DOC karisimlari

Yiiksek performanslt sivi kromatografisinde (HPLC) standart olarak Sigma 56297 kodlu
%97’lik (HPLC)’lik Pinoslyvin (PS) ve Abo Akademi Universitesi Organik kimya

laboratuvarinda temin edilen %99’luk Pinosylvinmonometileter (PSMME) kullanilmistir.
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3.2 Metot

Calisma kapsaminda 6rnekler oncelikle kimyasal analizler i¢in hazirlanmistir. Daha sonra,
sirastyla odun ana bilesenlerinin belirlenmesi ve ekstraksiyon deneyleri yapilmistir.
Ekstraksiyon deneyleri, organik ¢ziiciiler ve derin 6tektik ¢oziiciiler (DOC) olmak iizere
iki farkl tip ¢oziicii kullanilarak gergeklestirilmistir. Daha sonra 6rnekler HPLC’de analiz
edilmis ve Box-Benchen optimizasyon yontemiyle karagam budaklarindan stilben eldesi
icin uygun kosullar belirlenmistir (Sekil 3.3). DOC’ler ile muamelede ekstraksiyon siiresi,
ekstraksiyon sicakligi, ornek ve ¢oziicii miktar1 (Kati:sivi oran1) ve su miktar1 gibi
faktorlerin etkisi incelenmistir. Olusturulan deney sablonu Tablo 3.2°de verilmistir. Her bir

deney 3 tekrar yapilmis olup toplam 864 deney yapilmustir.

Numune Temini

4

Budaklarin Belirlenmesi ve Cikarilmasi

4

Freeze-Dryer

4

Ogiitme
Eleme
U | U
DOC Analiz - Sirali Ekstraksiyon
(n-Hekzan Aseton:Su)
- Ultrason Banyosu
- Holoseliiloz
- Sicak Su Banyosu
- a-Seliiloz
@ - Lignin

HPLC
- n-Hekzan Aseton:Su

Sekil 3.3: Karacam budaklarina ait deney akis semast
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Tablo 3.2: Karagam budaklarina uygulanan deney sablonu

Yontem DOC Molar Su Miktari Kati:stvi Orant | Extraksiyon | Extraksiyon
Orant (%) (g/mL) Siiresi (dak.) | Sicakligi
(€)
ChCl:Formik | 1:2 10 | 20 | 30 | 10 | 20 | 40 | 30 60 |60 | 70
Ultrason asit

ChClI:Ure 1:2 10 | 20 | 30 | 10 | 20 | 40 | 30 60 [ 60| 70

ChCI:Et-gly 1:2 10 | 20 | 30 | 10 | 20 | 40 | 30 60 |60 | 70

ChCl:Formik | 1:2 10 | 20 | 30 | 10 | 20 | 40 | 30 60 |60 | 70

Sicak-Su asit

Banyosu ChClI:Ure 1:2 10 | 20 | 30 | 10 | 20 | 40 | 30 60 |60 | 70

ChCI:Et-gly 1:2 10 | 20 | 30 | 10 | 20 | 40 | 30 60 |60 | 70

3.2.1 Odun Ana Bilesenlerinin Belirlenmesi

TAPPI 257 cm-02 gore kabuk bdlgelerinden temizlenen karagam numunelerinin (Sekil
3.4) budak ve odun kisimlart 6ncelikli olarak birbirinden ayrilmigtir. Daha sonra kibrit
¢Opll boyutuna getirilen budak 6rnekleri Freeze-dryer da rutubet miktar istenilen seviyeye
gelene kadar kurutma islemine tabi tutulmustur. Wiley tipi degirmende &giitiilen 6rnekler

sarsintil elekten elenerek 60 meshte kalan kisim kullanilmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.4:

Sekil 3.5: Odun ve budak 6rneklerine ait kibrit ¢opii eldesi ve 6gilitme islemi
( Fotograf : Oznur CAKAL,2018)
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3.2.2 Yas Halkas1 Sayimi

Budak odunlarinda yillik halka sinirlarmin net olarak goriilmesi ve yillik halka sayimi
yapilabilmesi i¢in Oncelikle odun enine kesitleri 400 ve 800 kum numarali zimpara
kagitlar1 ile zimparalanmistir. Yillik halka sayiminda halkalarin ¢ok dar oldugu yerlerde

biiylitme giicii x10 veya x20 luplar kullanilmistir.

Yas halka sayim1 yapilan orneklere ait goriintiiler Sekil 3.6’de verilmistir.

Sekil 3.6: Budak-23, 24, 27 yas halkas1 sayim1 (Fotograf: Oznur CAKAL,2019)

3.2.3 Kimyasal Analizler

Bu boliimde budak &rneklerine uygulanan geleneksel kimyasal analizler ve DOC

uygulamalari ele alinmistir.

3.2.3.1 Odun Ana Bilesenlerinin Belirlenmesi

Karagam govde kisimlarindan elde edilen budaklar ve ayni diskteki odun kisimlarina ait
holoseliiloz (Klorit -Wise ve Jahn 1952), a-seliiloz (Rowell,2005) ve lignin (TAPPI T 222

om-02) degerleri ilgili standartlara gore tespit edilmistir.

3.2.3.2 Coziiniirliikk Degerlerinin Belirlenmesi

Odun ana bilesenlerini tespit etmeden 6nce ornekler sirasiyla n-hekzan ve aseton:su (95:5
v/v) ¢oziiciileriyle soxhelette ekstrakte edilmislerdir. Coziiniiriiliikk degerleri gravimetrik

olarak hesaplanirken ayrica GC/MS ve HPLC’de analiz edilmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7: Soxhlet Ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktlar (Fotograf: Oznur CAKAL,
2018)

3.2.3.3 Ultrason Banyosunda Ekstraksiyon

1 g budak 6rnegi tartilarak cam tiipler igerisine konulmus ve iizerine DOC ¢ozeltisi ilave
edilmistir. JEIOTECH marka ultrason banyosunda Tablo 3.2°de belirtilen siire ve
sicakliklarda deneyler gergeklestirilmistir (Sekil 3.8). Ekstraksiyon sonrast ornekler
HETTICH Rotofix 32A marka santrifiijde faz farkimin olusabilmesi ve berrak bir ekstrat

eldesi amaciyla muamele edilmis ve DOC kism1 ayrilmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.8: Ultrason banyosu éncesi Karagam budak numunesi ve DOC karisimi (Fotograf:
Oznur CAKAL, 2020)
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Sekil 3.9: Santrifiij islemi ile kat1-s1v1 faz farki elde edilen DOC ¢ozeltisi (Fotograf: Oznur
CAKAL, 2020)

3.2.3.4 Sicak Su Banyosunda Ekstraksiyon

Tartilan 1 g budak 6rnegi ve DOC ¢ozeltisi cam tiipler igerisine konularak sicaklik ve siire
ayar1 yapilabilen MEMMERT WNB-22 marka sicak su banyosunda Tablo 3.2’de belirtilen
stire ve sicakliklarda ekstrakte edilmistir. Siire sonunda sogumaya birakilan Grnekler,

boliim 3.2.3.3°de belirtildigi gibi santrifiijlenmistir.

3.2.4 Kalitatif ve Kantitatif Analizler

Elde edilen n-hekzan ve aseton:su (95:5 v/v) ornekleri kalitatif analizler 6ncesi Pyridine:
trimetil klorosilan: N, O-bis(trimetil silil) trifloroasetamid ile silillendirilmistir (Kili¢ vd.
2011). Ornekler daha sonra Shimadzu marka GCMS-QP2010 GC-MS cihazinda TRB-5MS
kolon kullamilarak analiz edilmistir. Sicaklik programi 120°C baslayan ve 6C%min artisla
310 °C olarak kullanilmistir.

DOC ¢ozeltisindeki PS ve PSMME ait kantitatif analizler ise Shimadzu marka HPLC’de
gergeklestirilmistir. HPLC analizi oncesinde ¢dzelti ¢apt 25 mm, gozenek biiyiikligi 0.45
um, tipi RC Rejenere Seliiloz, Non-Steril filtrelerden siiziilmiistiir (Sekil: 3.10).
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Sekil 3.10: DOC ¢ozeltisi icin filtreleme islemi (Fotograf: Oznur CAKAL, 2020)

HPLC analiz kosullart; Inertsil ODS-4 (5 um, 250mm x 4,6mm ID) tipi kolon, mobil fazlar
ultra saf su (A), Metanol (B); Akis hizi: 0,8 ml/dk, Sicaklik: 35° C; Dedektor: DAD
dedektor-280 nm; Enjenksiyon hacmi: 20 pl. Kullanilan gradient programu Tablo 3.3’te

verilmistir.
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Tablo 3.3: HPLC-DAD Cihaz Analiz Sartlar

Kolon ODS4 (5 ym, 250 mm x 4,6 mm i.d)
Mobil Faz A Ultra Saf Su

Mobil Faz B Metanol

Kolon Firin Sicakligi 35°C

Dedektor SPD-M20A DAD Dedektor

Dedektor Dalga

Boyu 280 nm

Enjeksiyon Hacmi 20 pL

Analiz Siiresi 85 dk

Gradient Programi | Zaman (dk) | Akis (ml/dk) | % Coziicii A | % Coziicii B
0.01 1.00 98.00 2.00
3.00 1.00 98.00 2.00
6.00 1.00 95.00 5.00
8.00 1.00 94.00 6.00
12.00 1.00 90.00 10.00
13.00 1.00 90.00 10.00
18.00 1.00 75.00 25.00
25.00 1.00 70.00 30.00
30.00 1.00 60.00 40.00
36.00 1.00 58.00 42.00
41.00 1.00 46.00 54.00
46.00 1.00 45.00 55.00
56.00 1.00 44.00 56.00
60.00 1.00 35.00 65.00
63.00 1.00 25.00 75.00
65.00 1.00 15.00 85.00
70.00 1.00 5.00 95.00
72.00 1.00 5.00 95.00
73.00 1.00 0.00 100.00
78.00 1.00 0.00 100.00
80.00 1.00 20.00 80.00
82.00 1.00 50.00 50.00
85.00 1.00 98.00 2.00
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3.2.5 Verilerin istatistiksel Analizi

Calismanin temel amaci, her bir bagimli degisken i¢in su, sivi-kati, siire, sicaklik, yontem
ve DOC degiskenlerinin etkilerini test etme ve optimal seviyeleri belirlemektedir.
Caligmada her bir bagimli degisken icin varyans analizi sonuglart (ANOVA), regresyon
katsayilar1 sonuglari, ii¢ boyutlu grafiksel gosterimler ve optimum diizey sonuglar

verilmistir.

Deneysel tasarim yonteminde faktorlerin etkileri sayisal olarak hesaplanmis ve bu sayisal
degerler varyans analizi (ANOVA) incelenerek degerlerin anlamli olup olmadigina yani

faktoriin deney sonucunda etkili olup olmadigi tespit edilmistir.

Deneyler sonucunda elde edilen PS ve PSMME degerlerinin ortalamalarindan
olusturdugumuz tablolar ile SPSS paket programinda SSB ve USB yontemleri i¢in veriler
ayr1 ayri girilerek veri setleri ayarlanmistir. Bu ayarlanan veri setlerinin herbirine PS ve
PSMME bagimli degiskene bagl olarak Sicaklik, Siire, Kat1 Sivi Oran1 ve Su Miktarlarinin
etkileri Faktoriyel Varyans Analizi testi ile belirlenmistir. Kati Sivi Oraninda 3 farkli
degisken ve Su Miktarinda 4 farkli degisken oldugundan bunlarin PS ve PSMME
iizerindeki Coklu karsilastirmalarinda Tukey testini tercih edilmistir. Sicaklik ve Siirede 2
farklt degisken oldugundan Faktoriyel varyans analizinde p degerinin 0,05’ten kii¢iik
¢ikmasi anlamlilik i¢in yeterli oldugundan tekrardan Tukey testi yapilmamistir. Box-
Behnken deney tasarimi ¢aligmalarinda da ¢ok degiskenli varyasyon analizi sonuglari ile

cok yakin benzerlikler gostermektedir.
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4. BULGULAR VE TARTISMALAR

4.1 Karacam Odun Ana Bilesenlerine Ait Bulgular

Karagam (P. Nigra) odun ve budak 6rneklerine ait kimyasal analiz sonuglar1 Tablo 4.1°de
verilmistir. Tablo 4.1°de goriildigii gibi holoseliiloz miktar1 budak odununda % 75,6 iken
normal odunda % 76,4, alfa-seliiloz miktar1 budak odununda % 47,9, normal odunda %
48,9, lignin miktar1 budak odununda % 25,8, normal odunda % 27,5 olarak belirlenmistir.
Odun ana bilesenleri (seliiloz ve lignin) odun kisminda budaga gore kismen daha ytiksek
miktarda bulunmustur. Ancak, n-hekzan ve aseton:su karisimi ile yapilan odun yan
bilesenlerini tespitte kullanilan sirali ekstraksiyon sonuclar ise budak odununda % 14,3-
25.7 iken govde odunda bu oran % 3,5-6,53 olarak tespit edilmistir. Elde edilen veriler

literaturle karsilastirildiginda, karagcam odununa ait sonuglar benzerlik gostermistir.

Tablo 4.1: Karagam (P. nigra) numunesine ait kimyasal analiz sonuglari (%)

Deneyler Karacam Karacam Karagam
(Tespit) (Alkan,2004) (Sariusta 2007)
Odun Budak Odun Basin¢ | Normal

Odunu Odun
Holoseliiloz 76,4+1.3 75,6+0,6 65,7+1,88 69,84 71,53

a-seliiloz 48,9+0,3 | 47,9+0.2 45,6+0,6 46,45 50,41
Lignin 27,5+0,4 25,8+0,2 25,8+0,02 31,8 26,74
Sirah 3,5-6,53 14,3-25,7 - - -

Ekstraksiyon
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4.2 Coziiniirliikk Degerlerine Ait Bulgular

Soxhlet cihazinda yapilan sirali ekstraksiyonda kullanilan organik ¢oziiciilerden hekzan ve
aseton-su ornekleri Bolim 3.2.4°de belirtilen kalitatif ve kantitatif analiz sartlar
uygulanarak hem kimyasal kompozisyonu hem de PS ve PSMME miktarlar1 belirlemede
kullanilmistir. Tablo 4.2°de n-hekzan ekstraktina ait GC-MS sonuglarinda goriilmektedir.
PSMME’in ekstrakt igerisinde tespit edilmesi iizerine sililasyona ihtiya¢ duyulmadan ve
DOC ¢ozeltileri ile karsilastirma yapabilmek adma aseton ekstrakti GC-MS’de analiz
edilmemistir. n-hekzan ekstraktinda en yiiksek miktar % 22,8 ile palustric asit olurken,

bunu levopimarik asit takip etmistir. Yag asitlerinin orani ise sadece %10,5’dir.

Tablo 4.2 ve Tablo 4.3’te n-hekzan ve aseton:su ekstraktina ait GC-MS analiz sonuglari
yer almaktadir. Her iki tablo incelendiginde PSMME ‘“in gerek aseton:su gerekse n-hekzan
orneklerinde %9,07 ile %7,89 oranlarinda tespit edildigi goriilmektedir. Ancak, her iki
ornektede PS tespit edilememistir. Abietik asit, palustirk asit ve levopimarik asit diger

onemli bilesikler olarak tespit edilmistir.

Tablo 4.2: Karagam budaklarina ait n-hekzan ekstraktina ait GC-MS analiz sonuglari.

RT Bilesik %
21.374 pimaral 1.24
21.540 18:3 0.61
21.896 18:2 3.89
21.998 18:1 5.99
22.304 pimarol 0.71
23.545 PSMME 7.89
23.826 pimaric acid 10.66
24.072 sandrocopimaric acid 2.81
24.307 isopimaric acid 431
24,747 palustric acid 22.88
25.106 levopimaric acid 18.26
25.197 dehydroabietic acid 5.21
25.739 abietic acid 15.54

Tablo 4.3: Karacam budaklarina ait aseton:su ekstraktina ait GC-MS analiz sonuglart.
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RT Bilesik %
20,165 18:2 1,96
20,238 18:1 3,13
20,586 pimarol 0,38
21,551 PSMME 9,07
21,825 pimaric asit 6,54
22,049 sandrocopimaric asit 1,48
22,241 isopimaric asit 2,28
22,557 palustric asit 18,58
22,866 levopimaric asit 12,31
22,966 dehydroabietik asit 7,93
23,414 abietik acit 20,36
24,735 Neoabietik 15,98

DOC &rneklerinin sililasyonunda yasanan sorunlar, drneklerin i¢indeki su ilaveleri ve 2
hedef madde (PS ve PSMME) olmasi nedeniyle tez calismalart HPLC cihazinda devam
etmistir. Oncelikle kontrol drnegi olarak degerlendirilen n-hekzan ve aseton:su drnekleri
HPLC enjekte edilmis elde edilen sonuglar ppm olarak Tablo 4.4’de verilmistir. n-hekzan
ekstraktinda PSMME 195 ppm olarak tespit edilirken PS tespit edilememistir. Bu sonug
GC-MS sonuglart ile paralellik gostermektedir.

Tablo 4.4: Karagam budaklarina ait sirali ekstraksiyon HPLC sonuglart (ppm = mg/L)

Bilesikler Hekzan ekstrakti Aseton:su ekstrakti
PS - 46,3+0,5
PSMME 195+1 75,3+0,9

Wilfor vd. (2003) yaptiklart ¢aligmada, biiyiik miktarlarda fenolik stilbenler %1-7 (a/a),
lignanlar %0,4 3 (a/a), govde odununda ise yaklasik %1 (a/a) stilben igerdigi saptanmustir.
Ayrica lignan igerigine rastlanmamistir. Govde 6z odunu olmayan gen¢ agaglarda,
budaklardaki stilben igerigi, govdedekinin 200 katina kadar ¢ikmustir. Budaklardaki fenolik
bilesik igeriginde bazi1 agag¢ i¢i ve agac yaninda farkli varyasyonlar gorilmiistiir. Govde

icinde ayni1 seviyede, dis dalda ise belirgin olarak azaldig1 gorilmiistiir.
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4.3 Derin Otektik Céziiciilere (DOC) Ait Bulgular

Ug farkli derin 6tektik ¢oziicii ve iki farkli ekstraksiyon yontemi kullamilarak elde edilen
Pinosilvin (PS) ve Pinosilvinmonometileter (PSMME) degerleri bu bolimde ayri ayri ele

alinmustir.

4.3.1 Karacam Budaklarindan Farkh DOC’lerle Elde Edilen PS Bulgulari

Kolin kloriir bazli formik asit, etilen glikol ve tire kullanilarak yapilan ekstraksiyonlar
sonucunda elde edilen ortalama PS degerleri ve standart sapmalar1 Tablo 4.5 ve Tablo
4.6°da verilmistir. Tablo degerlerinde bazi standart sapma degerlerinin yiiksek ¢ikmasi
farkl1 biiytikliiklerde budaklarin karistirilarak hammadde olarak kullanilmasindan ve bazi
budak orneklerine sinir normal odun Orneklerinin karigsmasindan kaynaklandigi
kanaatindeyiz. Ayrica Willfor vd. (2003) gore stilben konsantrasyonu agacin kendi i¢inde

budaklarin bulundugu yere gore degisiklik gostermektedir.
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Tablo 4.5: Sicak su banyosunda Karagam budaklarindan elde edilen PS degerleri

(Kuru 6rnek) (ppm)

Sicaklik €C)
Su  Miktar1 | Kati:Sivi 60°C 70°C
DOC (%) Orani(mg/mL) Siire (dak.)
30 60 30 60
10 89,1+6,2 45,1+36,2 86,0+7,9 48,0+12,2
0 20 51,8+4,0 542+11,0 50,6+3,7 42,5425
40 33,943,1 32,743,5 24,632 29,7432
10 149,2+24,7 149,6+19,8 168,0+34,4 115,6+5.9
10 20 44,5+6,0 68,5+5,9 47,7+30,2 69,6=12,0
ChCL:FA 40 33,3+8,4 35,547,0 35,048, 1 32,5454
10 139,3+6,0 162,4+5.9 134,0+30,2 120,9+12,0
20 20 64,2433 67,9+10,9 73,0£10,6 80,2+5,7
40 21,646 17,442 14,9+1,5 17,5+4,7
10 145,7+1,7 154,3+2.8 156,243 142,4+1,6
30 20 34,1427 41,5+6,9 22439 26,2425
40 20,7+0,9 37,442,7 35,047,9 63,035
10 29,7+7,7 30,943,1 52,3473 68438
0 20 8,3042,6 9,113 11,8+1,7 13,6423
40 10,3+1 8,540,8 9,4+1,5 8,241,1
10 13,5+0,6 8,1£0,7 117+4,3 1302,5
10 20 9,7+1,4 7,9+0,1 54,2478 51,243,9
ChCI:Et- 40 1342,6 18,1=1,7 11,513 17,4+0,8
gly 10 150441 154=15 161+113 148+15
20 20 3749 41£11 28+1,9 36+6,3
40 15+2,1 11,6+0,6 14,942 11,6+1
10 158+6,3 144+3.8 152+4,0 15610
30 20 57494 1543 1542,1 39,143,9
40 10,8+0,7 9,742,6 11+0,4 1242,1
10 12,8+0,04 12,6+0,30 12,2+0,57 11,8+0,23
10 20 8,3£1,6 6,1£1,2 12,603 14,9422
10 11,3£1,0 12,1+0,0 13,120,1 11,941,0
cheltre | 20 20 12,940 11,0+0,6 11,7+0,2 6,7+0,1
10 13,6543,9 0 0 12,24+0,2
30 20 6,6%0,5 6,120, 1 6,3+0,7 10+ 0,8
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Tablo 4.6: Ultrason su banyosunda Karagam budaklarindan elde edilen PS degerleri (ppm)

Sicaklik €C)
Su Miktar1 Kat1:S1v1 60°C 70°C
DOC (%) Orani(mg/ml) Siire (dk.)
30 60 30 60
10 210,9+0,4 209,4+0,1 183,4+9,7 86,2+9.,8
0 20 19,1£1,7 21,5+1,7 20,8+0,1 103,242.9
40 18,746 27,145,6 49,3425 42,3445
10 206,7+11,3 181,9+11 5,8+1,5 15,1+8,1
10 20 89,3+0,78 95,6+0,51 88,0+0,42 88,2+0,87
40 41,243,3 31,1+3,8 43,7+1,9 48,7+0,14
ChCLFA 10 247,757 198,4+9.9 222,549,1 229482
20 20 93,242,3 72,3+4,8 102,5+5.,5 84,3449
40 50,6+2,5 51,0+1,6 49,6+2,3 42,1+0,8
10 229,4+1,6 159,5+5,13 137,5+8,1 139,9+0,1
30 20 88,2+3,66 72,6+5,8 83,442 85,4+3,8
40 46,5+2 41,5447 22,846,3 41,846,9
10 195,4+15,7 196,6+15,6 209,7+4,2 21249
0 20 36,342,1 63,8+4,4 101,5+5,3 69,1+24,5
40 49,6+1,0 48,7+1,7 44,845 4 48,2437
10 281,1+6,3 231,3+15,7 229,4+18 270,4+21
10 20 15,4+0,7 11,6+0,7 99+7,0 107+0,8
ChCLEt- 40 420+57 442458 36:2,1 51.9+1.8
gle 10 106,4+2.8 97+2,8 2394164 262,345,5
20 20 114,245.9 115,6+3.8 111,6£13 117,5¢11
40 57,249.6 55,4424 54,7459 56+3,5
10 2381473 109+1,4 229,7+5,1 229,8+8,6
] 20 126,343,0 131,8+4,0 136,6+4,6 128,9+4.6
40 66,4+3,6 59,2432 52,6+1,3 69,4+1,2
10 29,9+0 30,0+0,2 29,5+0,5 35,940,2
10 20 31,1£0,6 32,3+1,6 31,9+1,1 33,6+0,6
40 31,2+0,5 29,140,3 28,0+ 0,8 35,9+0,1
10 35,5+0,4 36,7+0,9 36,3+0,8 36,00,5
ChCL:Ure | 20 20 34,5422 32,8+1,1 34,2+0,7 34,7+0,6
40 36,5+0,1 32,940,9 33,140,3 33,2422
10 31,5+0,1 32,2+0,2 31,8+1,1 30,3+1,3
30 20 35,6+0,6 34,8+1,3 31,7+0,7 29,3+0,2
40 34,2+1,9 37,2+0,4 37,8+0,7 32,443,0
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Tablo 4.5’te goriildiigii gibi ChCl:Ure ¢oziiciisii ile yapilan deneylerde susuz galismak (%

0) oldukea diisiik sonuglar vermistir. Benzer sonuglar Tablo 4.6’da de goriilmektedir.

Karacam budaklarindan elde edilen PS degerlerinin ortalamalari  Sekil 4.1°de

belirtilmektedir.

Yontem

USB SSB

120,00

100,00

80,00

PS

£0,00

40,00

20,00

0,00

FA Etaly Ure FA Etaly Ure
DOC DOC

Sekil 4.1: Karacam budaklarindan elde edilen PS degerlerinin ortalamalari

PS’ye ait ortalama degerler incelendiginde (Sekil 4.1) USB ekstraksiyonu i¢in Et-gly, SSB
ekstraksiyonu icin ise ChCL:FA DOC ¢bozeltisinin daha verimli sonuglar verdigi

goriilmektedir.

4.3.1.1 Karacam Budaklarindan Chl:Et-glc kullanilarak SSB ekstraksiyonu ile elde

edilen PS ait Faktoriyel Varyans Analizi Testi Sonuclar:

Tablo 4.7 degerlendirildiginde anlamlilik diizeyleri Su Miktar, Kati Sivi Orani, Su
Miktari-Kat1 Sivi Orani, Su Miktari-Sicaklik ve Kati Stvi Orani-Sicaklik gibi bagimsiz
degiskenlerin p-degerleri 0.05’den kiiclik bulunmustur. Bu durum PS {izerinde istatistiksel

olarak anlamli bir fark oldugunu ifade etmektedir.
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Tablo 4.7: Chl:Et-glc kullanilarak SSB ekstraksiyonu ile elde edilen PS ait Varyans

Analizi

Kareler Serbestlik | Kareler
Kaynak Toplamu Derecesi | Ortalamasi F P
Duzeltilmis | 4 3093 1772/ 94 5455588 |22.627 |0
Model
Kesisim  |110323,36 |1 110323,36 |457,555 |0
Su Miktar1 |17630,982 |3 5876,994 |24.374 |0
KatiSivi 12900757 |2 39503,785 | 163,838 |0
Orani
Siire 0,213 1 0,213 0,001 0,977
Sicaklik  |2652,213 |1 2652,213 |11 0,003
Su Miktan
* Kat1 Siv1 | 22490,455 | 6 3748,409 |15546 |0
Orani
SuMiktan | 156 848 |3 35616  |0,148 (0,93
Siire
Su Miktan
¥ Speaklk | 5783658 |3 1927.886 [7.996 |0,001
Kat1 Sivi
Oran1 * 4,543 2 2271 0,009 |0,991
Siire
Kat1 Sivi
Oran1 * 3007,38 2 1503.69 [6,236 |0,007
Sicaklik
Sire * 250,253 1 250,253 |1,038 |0,319
Sicaklik ! ! ! !
Hata 554564 23 241,115
Toplam  |246803,12 |48
Duzeltilmis | 1 56479 76 | 47
Toplam
a. R? = 0,959 (Diizeltilmis R> = 0,917)
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Tablo 4.7 ve Tablo 4.8’de PS maddesi i¢in sicak su banyosunda Chl:Et-glc kullanilarak
yapilan ekstraksiyon i¢in su miktar1 ve kati-sivi oran1 ¢oklu karsilastirmalar1 verilmistir.
Anlamlilik diizeylerini gore su miktarinin %0 ya da %10 olmas1 %20 ve %30 olmasina
gore istatistiksel olarak anlaml bir fark yaratmaktadir (Tablo 4.7). Yapilan Tukey testinde
ortalama farklar incelediginde %10 su miktarinin deger su miktarlarina (%0, %20 ve
%30)’na goére daha anlamli bir fark yarattifi goriilmektedir. Bilindigi gibi su miktarn
DOC’lerde viskoziteyi artirmakta bu da ekstraksiyonun etkinligini olumlu yonde
etkilemektedir. % 10 oraninda su katilmasi ChCl:Et:glc ¢6ziiciisiiniin PS’yi ¢6zmesinde %

0,%20 ve %30 gore istatistiksel olarak daha etkili olmustur.

Tablo 4.8: Su Miktarmin SSB’de ChCI:Et:glc ile elde edilen PS’ye ait Tukey testi.

(1) Su (J) Su ?;ﬁillz?:a Standart
Miktar1 | Miktar1 (1-3) Hata P
10 -15,9417 |6,33923 /0,084
0 20 -45,8333" |6,33923 |0
30 -43,2917" 6,33923 |0
0 15,9417 |6,33923 | 0,084
10 20 -29,8917" |6,33923 | 0,001
Tukey
Testi 30 -27,3500" |6,33923 | 0,001
0 45,8333 |6,33923 |0
20 10 29,8917" |6,33923 | 0,001
30 2,5417 6,33923 (0,978
0 43,2917" |6,33923 |0
30 10 27,3500 |6,33923 (0,001
20 -2,5417 16,33923 0,978
Gozlemlenen ortalamalara gore yapildi.
Hata terimi Ortalama Kare'dir = 241,115.
*. Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.

Kati-sivi orani i¢in yapilan Tukey testinde %95 giiven araliginda anlamli farkliliklar
goriilmiistiir (Tablo 4.8). Sicak su banyosunda ChCI:Et-glc i¢in %10 kati sivi oraninin en
iyi oldugu goriilmiistiir. 1 g érnege 10 mL DOC ¢ozeltisi kullanilan rneklerde PS daha

fazla miktarda ekstrakte edilmistir.
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Tablo 4.9: Kati-Sivi oraninin SSB’da ChCl:Et:glc ile elde edilen PS’ye ait Tukey testi

(J) Kat1|Ortalama
D Kati Standart
Sivi Farklari p
S1v1 Orani Hata
Orant (1-J)
10 20 77,5500 |5,48993 |0
40 92,5938" [5,48993 |0
10 -77,5500" | 5,48993 |0
Tukey |20
Testi 40 15,0437 |5,48993 |0,03
10 -92,5937" |5,48993 |0
40
20 -15,0437" |5,48993 |0,03
Gozlemlenen ortalamalara gore yapildi.
Hata terimi Ortalama Kare'dir = 241,115.
*. Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Sekil 4.2: SSB’de ChCI:Et-glc ile elde edilen PS degerine kati-sivi orani ve siirenin etkisi
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Sekil 4.2 incelendiginde, SSB’de kolin kloriirii ve etilen glikol ile yapilan deneylerde
ekstraksiyon siiresinin PS miktar1 iizerinde istatistiksel olarak etkili olmadigi, ekstraksiyon

sicakliginin ise genel olarak 70°C ‘de PS degerlerini etkiledigi goriilmektedir.

4.3.1.2 Karacam Budaklarindan ChCIl:FA kullanilarak SSB ekstraksiyonu ile elde

edilen PS ait Faktoriyel Varyans Analizi Testi Sonu¢lari

Calismada kullamilan diger bir DOC tiirii de kolin kloriir:formik asit’tir. Asidik DOC
¢ozeltilerinin budaklardaki PS miktarina etkisi Tablo 4.10’da verilen varyans analiz ile
ortaya konulmustur. Su Miktar1, Kati1 Sivi Orani, Su Miktari-Kat1 Sivi Orani, Su Miktari-
Sicaklik ve Kati Sivi Orani-Sicaklik gibi bagimsiz degiskenlerin p-degerleri 0.05’den
kiigiik bulunmustur. Bu durum PS {izerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu

ifade etmektedir.
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Tablo 4.10: ChCI:FA kullanilarak SSB ekstraksiyonu ile elde edilen PS ait Varyans

Analizi
Kavnak Kareler |Serbestlik| Kareler =
y Toplami1 | Derecesi | Ortalamasi P
Dizeltilmis | 11795 6a62| 24 | 4365985 | 30,388 | 0
Model
Kesigim 230880,02 1 230880,02 |1606,95| O
Su Miktar1 | 6824,928 3 2274976 | 15,834 0
Kati Svi| 29198 103 2 39599,051 | 275,613| O
Orani
Siire 8,168 1 8,168 0,057 10,814
Sicaklik 72,03 1 72,03 0,501 |0,486
Su Miktari
* Kat1 Sivi1 | 15923,854 6 2653,976 | 18,472 0
Orani
Sulian | g29,001 3 | 276364 | 1,924 |0,154
ure
Su Miktari
* S1caklik 91,345 3 30,448 0,212 /0,887
Kati Sivi
Orani * 1417,134 2 708,567 4932 /0,017
Stre
Kat1 S1vi
Orani * 218,911 2 109,456 0,762 (0,478
Sicaklik
Siire *
Sicaklik 200,083 1 200,083 1,393 | 0,25
Hata 3304,553 23 143,676
Toplam 338968,22 48
Diizeltilmis 108088,2 47
Toplam

a. R2= 0,969 (Diizeltilmis R? = 0,938)

66




Tablo 4.11 incelendiginde su miktarmin %10, %20 ve %30 olmasi %0 olmasina gore
istatistiksel olarak %95 giiven araliginda anlamli bir fark yaratmaktadir. Bu noktadan
hareketle kolin kloriir bazli DOC ¢ézeltilerinde formik asit gibi asidik bir HBA (elektron
alic1) kullanildiginda susuz g¢alismak (%0 su miktar1) PS verimi agisindan iyi sonuglar

vermektedir.

Tablo 4.11: Su Miktarinin SSB’da ChCI:FA ile elde edilen PS’ye ait Tukey testi

(DSu | () Su 1? rtla(llama Standart
Miktar1 | Miktari (ﬁg) M Hata P
10 -30,0667" |4,89347 |0
0 20 -27,0917" 4,89347 |0
30 -24,1917" |4,89347 |0
0 30,0667 [4,89347 |0
Tuke_:y 10 20 2,975 4,89347 0,929
Testi 30 5,875 4,89347 0,633
0 27,0017" |4,89347 |0
20 10 -2,975 4,89347 0,929
30 2,9 4,89347 0,933
0 24,1917" [4,89347 |0
30 10 -5,875 4,89347 0,633
20 -2,9 4,89347 0,933
Gozlemlenen ortalamalara gore yapildi.
Hata terimi Ortalama Kare'dir = 143,676.
*. Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.

ChCL:FA kullanilarak SSB’da yapilan ekstraksiyonda PS miktarina kati-sivi oranin etkisi
yapilan Tukey testi ile ortaya konulmustur (Tablo 4.12). Anlamlilik diizeyleri
incelediginde %95 giiven araliginda biitiin degerler 0,05’den kiigiik ¢ikmistir. Kati-sivi
oranlari kendi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yaratmistir. Tablo 4.12
incelendiginde %10’luk kati-sivi oranmnin %20-40 gore daha verimli sonuglar verdigi
goriilmektedir. Bu durum kolin kloriirii bazl etilen glikol DOC ¢ozeltisi ile benzerlik

gostermektedir.
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Tablo 4.12: Kati-S1vi oraninin SSB’da ChCL:FA ile elde edilen PS’ye ait Tukey testi

(I) Kat1 () Katr Ortalama Standart
S Stvi Oram Farklan Hata P
Orani (1-J)
" 20 72,9563 [4,23787 |0
40 95,0688 [4,23787 |0
Tukey 20 10 -72,9562" |4,23787 |0
Testi 40 22,1125" |4,23787 |0
40 10 -95,0687" |4,23787 |0
20 -22,1125" |4,23787 |0
Gozlemlenen ortalamalara gore yapildi.
Hata terimi Ortalama Kare'dir = 143,676.
*, Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Sekil 4.3: SSB’de ChCI:FA ile elde edilen PS degerine kati-sivi oran1 ve siirenin etkisi.

2Ins

Sekil 4.3 incelendiginde, SSB’de kolin kloriirii ve formik asit ile yapilan deneylerde

ekstraksiyon siiresinin ve sicakligimin PS miktar1 iizerinde istatistiksel olarak etkili

olmadig, goriilmektedir.



4.3.1.3 Karacam Budaklarindan ChCl:Ure kullamlarak SSB ekstraksiyonu ile elde
edilen PS ait Faktoriyel Varyans Analizi Testi Sonuglari

Uciincii DOC ¢ozeltisi olarak kullanilan kolin kloriir:iire ¢dzeltisine ait varyans analizi
Tablo 4.13’de verilmistir. % 95 giiven araliginda anlamlilik diizeylerinin higbiri 0,05’den
kiiciik ¢cikmadigr i¢in SSB’de ChCl:Ure DOC ¢dzeltisinin PS miktar: iizerinde istatistiksel
olarak anlamli bir fark yaratmamistir. Bu nedenle bagimli degiskenlere Tukey testi

uygulanmamustir.

Tablo 4.13: ChCl:Ure kullanilarak SSB ekstraksiyonu ile elde edilen PS ait Varyans

Analizi

Kavnak Kareler | Serbestlik | Kareler E

y Toplami | Derecesi | Ortalamasi P
Duzeltilmis | 1 g9 3981 | 14 13528 |0,648 0,775
Model
Kesisim 232441 |1 232441 111,294 |0
Su Miktar1 | 106,67 |2 53,335 2,554 0,132
Kat St g o017 |1 5,217 0,25 0,629
Orani
Stre 1,876 1 1,876 0,09 0,771
Sicaklik 3,596 1 3,596 0,172 0,688
Su Miktar1
* Kat1 Siv1 | 8,803 2 4,401 0,211 0,814
Orani
Sunan o556 |2 3278 (0,157 |0,857

ure
Su Miktari
* Sycaklik 16,76 2 8,38 0,401 0,681
Kat1 S1v1
Orani * 0,149 1 0,149 0,007 0,935
Stire
Kat1 S1vi
Orani * 5,714 1 5,714 0,274 0,614
Sicaklik
Siire *
Sicaklik 34,058 1 34,058 1,631 0,234
Hata 187,967 |9 20,885
Toplam 2701,77 |24
Diizeltilmis 377,365 | 23
Toplam
a. R = 0,502 (Diizeltilmis R> =-0,273)
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4.3.1.4 Karacam Budaklarindan ChCI:Et-glc kullanilarak USB ekstraksiyonu ile elde

edilen PS ait Faktoriyel Varyans Analizi Testi Sonuclar:

Tablo 4.14 degerlendirildiginde anlamlilik diizeyleri Su Miktari, Kati Sivi Orani, Su
Miktari-Kati Sivi Orani, Su Miktari-Sicaklik ve Kati Stvi Orani-Sicaklik gibi bagimsiz
degiskenlerin p-degerleri 0.05’den kiiclik bulunmustur. Bu durum PS {izerinde istatistiksel

olarak anlamli bir fark oldugunu ifade etmektedir.

Tablo 4.14: ChCl:Et-glc kullanilarak USB ekstraksiyonu ile elde edilen PS miktarina ait

Varyans Analizi

Kavnak Kareler Serbestlik | Kareler F

y Toplami Derecesi | Ortalamasi P
Dizeltilmis | )oq5e 9g72| 24 10814,624 (9,541 |0
Model

Kesisim | 667384,75 |1 667384,75 | 588,795 |0
Su Miktar: |3893,182 |3 1297,727 |1,145 |0,352
Kati Svi 151045441 |2 1052272 92,836 |0
Orani

Siire 155,88 1 155,88 0,138 0,714
Sicaklik 947251 1 947251 8,357 0,008
Su Miktan

* Kat1 Stvi | 24347,827 |6 4057,971 |3,58 0,012
Orani

f‘llekta“ 1126882 |3 375,627 10,331 |0,803
ure

Su Miktan

r ookl |2019:236 |3 673,079 |0594 |0,625
Kat1 Sivi

Oran1 * 805,73 2 402,865 |0,355 |0,705
Siire

Kat1 Sivi

Oran1 * 6052,22 2 302611 |2,67 0,091
Sicaklik

Siire *

ookl | 122311 1 122311 |1,079 |0,31
Hata 26069933 |23 1133,475

Toplam  |953005,67 |48

Duzeltilmis| yac650 99 | 47

Toplam

a. R2 = 0,909 (Diizeltilmis R? = 0,813)
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Tablo 4.15 ve Tablo 4.16°da PS maddesi i¢in ultrason banyosunda ChCI:Et-glc
kullanilarak yapilan ekstraksiyon i¢in su miktar1 ve kati-sivi oran1 ¢oklu karsilastirmalart
verilmistir. Anlamlilik diizeylerini inceledigimizde su miktar1 istatistiksel olarak anlamli

bir fark yaratmadigi goriilmektedir (Tablo 4.15).

Tablo 4.15: USB’de Et:gly i¢in Su Miktarinin ¢oklu karsilagtiritlmasi

(D Su (J) Su ?gﬂiga Standart
Miktar1 | Miktari (1-3) Hata P
10 -11,9833 | 13,7446 | 0,819
0 20 -9,2667 13,7446 | 0,906
30 -25,175 13,7446 | 0,285
0 11,9833 | 13,7446 | 0,819
10 20 2,7167 13,7446 | 0,997
Tukey
Test 30 13,1917 | 13,7446 | 0,773
0 9,2667 13,7446 | 0,906
20 10 -2,7167 13,7446 | 0,997
30 -15,9083 | 13,7446 | 0,659
0 25,175 13,7446 | 0,285
30 10 13,1917 13,7446 0,773
20 15,9083 | 13,7446 | 0,659
Gozlemlenen ortalamalara gore yapildi.
Hata terimi Ortalama Kare'dir = 1133,475.

Tablo 4.16’da USB’da kolin kloriir ve etilen glikol ile yapilan ekstraksiyonda kati-sivi
oraninin PS miktarma etkisi %95 giliven aralifinda yapilan Tukey testi ile anlaml
farkliliklar gostermistir. Ultrason banyosunda ChCl:Et:glc icin %10 kat1 sivi oraninin en
iyi oldugu goriilmiistiir.

Bu durum SSB’da yapilan ekstraksiyonla benzerlik

gostermektedir.
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Tablo 4.16: Kati-Sivi oraninin USB’da ChCI:Et:glc ile elde edilen PS’ye ait Tukey testi

() Kat1 (SJI)VFaU 1?;:1?12?3%_ Standart D
S1vi Oram Orani  |J) Hata
20 115,6875° | 11,9031 |0
10 40 156,2938" | 11,9031 |0
Tuk(?y 20 10 -115,6875" | 11,9031 |0
Testi 40 40,6063 |11,9031 |0,007
10 -156,2938" [ 11,9031 |0
0 20 -40,6063" | 11,9031 |0,007
Gozlemlenen ortalamalara gore yapildi.
Hata terimi Ortalama Kare'dir = 1133,475.
*. Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
KatiSivi
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Sekil 4.4: USB’de ChCl:Et:glc ile elde edilen PS degerine kati-s1v1 oran1 ve siirenin etkisi
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Sekil 4.4 incelendiginde USB’de kolin kloriirii ve etilen glikol ile yapilan deneylerde

ekstraksiyon siiresinin PS miktar1 iizerinde istatistiksel olarak etkili olmadig1, ekstraksiyon

stiresinin ise genel olarak 70°C ‘de PS degerlerini etkiledigini gériilmektedir.
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4.3.1.5 Karacam Budaklarindan ChCL:FA kullamilarak USB ekstraksiyonu ile elde

edilen PS ait Faktoriyel Varyans Analizi Testi Sonuglari

Ultrason banyosunda 2. DOC ile yapilan calismada, asidik DOC c¢ozeltilerinin
budaklardaki PS miktarina etkisi Tablo 4.17’de verilen varyans analiz ile ortaya
konulmustur. Su Miktari, Kati Sivi Orani, Sicaklik, Su Miktari-Kati Sivi Oran1 ve Kati
S1v1 Orani-Sicaklik gibi bagimsiz degiskenlerin p-degerleri 0.05’den kiigiik bulunmustur.
Bu durum PS {izerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu ifade etmektedir. Siire,
Su miktari-Stire, Su miktari-Sicaklik, Kati sivi orani-Siire, Stire-Sicaklik gibi bagimsiz
degiskenlerin p-degerleri ise 0.05°den biiyiikk bulunmustur. Bu bagimsiz degiskenler

istatistiksel olarak anlamli bir etki olusturmamustir.
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Tablo 4.17: ChCI:FA kullanilarak USB ekstraksiyonu ile elde edilen PS ait Varyans

Analizi

Kareler Serbestlik | Kareler
Kaynak ] F p

Toplam1 Derecesi | Ortalamast
Diizeltilmis

208524,3572 | 24 8688,515 9,128 0
Model
Kesisim 425426,19 |1 425426,19 (446,954 |0
Su Miktar1 |12951,324 |3 4317,108 4,536 0,012
Katt  Sivi

135284,35 |2 67642,174 (71,065 |0
Oram
Siire 695,402 1 695,402 0,731 0,402
Sicaklik 4959,3 1 4959,3 5,21 0,032
Su Miktar
* Kat1 Sivi|23885,143 |6 3980,857 4,182 0,005
Orani
Su Miktar1

369,471 3 123,157 0,129 0,942
* Siire
Su Miktari

7023,849 3 2341,283 2,46 0,088
* Sicaklik
Kati  Sivi
Orani *12548,376 2 1274,188 1,339 0,282
Stire
Katt  Sivi
Orani *120158,138 |2 10079,069 |10,589 0,001
Sicaklik
Siire *

649,005 1 649,005 0,682 0,417
Sicaklik
Hata 21892,181 |23 951,834
Toplam 655842,73 |48
Diizeltilmis

230416,54 |47
Toplam

a. R2=0,905 (Diizeltilmis R? =0,806)
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Tablo 4.18 incelendiginde su miktarinin %20 olmas1 %0 ve %10 olmasina gore istatistiksel
olarak %95 giiven araliginda anlamli bir fark yaratmaktadir. Ultrason banyosu
kullanildiginda formik asit gibi asidik bir HBA (elektron alic1) ile PS verimini artirmak

icin %20 su kullanmanin daha iyi sonug verdigini ifade edebiliriz.

Tablo 4.18: Su Miktarinin USB’da ChCI:FA ile elde edilen PS’ye ait Tukey testi

Hsu | su S;Ei:aa Standart |
Miktar1 Miktar1 7 Hata
10 4,7167 12,5952 | 0,982
0 20 -37,6083" |12,5952 | 0,031
30 -13,05 12,5952 (0,73
0 -4,7167 12,5952 | 0,982
10 20 -42,3250" 12,5952 | 0,013
Tukey 30 -17,7667 |12,5952 |0,506
Testi 0 37,6083" |12,5952 |0,031
20 10 42,3250° [12,5952 (0,013
30 24,5583 12,5952 | 0,236
0 13,05 12,5952 (0,73
30 10 17,7667 12,5952 | 0,506
20 -24,5583 12,5952 |0,236
Gozlemlenen ortalamalara gore yapildi.
Hata terimi Ortalama Kare'dir = 951,834.
*. Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.

ChCL:FA kullanilarak USB’da yapilan ekstraksiyonda PS miktarina kati-sivi oranin etkisi
yapilan Tukey testi ile ortaya konulmustur (Tablo 4.19). Anlamlilik diizeyleri
incelediginde %95 giiven araliginda biitiin degerlerin 0,05’den kiiglik ¢ikmistir. Kati-sivi
oranlari kendi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yaratmistir. Tablo 4.19
incelendiginde %10’luk kati-sivi oranmin %20-40 gore daha verimli sonuglar verdigi
goriilmektedir. Bu durum kolin kloriir bazli etilen glikol DOC ¢ozeltisi ile benzerlik

gostermektedir.
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Tablo 4.19: Kati-S1vi oraninin USB’da ChCI:FA ile elde edilen PS’ye ait Tukey testi

()
(I) Katt Kati Ortalama Standart
Sivi Farklari (I- p
Siv1 Hata
Orani J)
Orani
20 90,9812° (10,9078 |0
10 x
40 125,9562° | 10,9078 |0
10 -90,9812" 10,9078 |0
20
Tukey x
Testi 40 34,9750 10,9078 | 0,011
10 -125,9562" [ 10,9078 |0
40
20 -34,9750" 10,9078 | 0,011
Gozlemlenen ortalamalara gore yapildi.
Hata terimi Ortalama Kare'dir = 951,834.
*. Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
Kati Sivi Orani
10 20 40
o S o 2 o &
o @ o =2 o @
s éﬂ’é‘a’g’ 1 ® S 28 o @
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Sekil 4.5: USB’de ChCI:FA ile elde edilen PS degerine kati-sivi orani ve siirenin etkisi.
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Sekil 4.5 incelendiginde ekstraksiyon siiresinin PS miktar1 iizerinde etkili olmadigi
goriinmektedir. Sicakligin ise %10 Kat1 Sivi Oraninda 60°C ‘de diger oranlarda 70°C ‘de
PS degerlerini etkilemektedir.

4.3.1.6 Karacam Budaklarindan ChCl:Ure kullamlarak USB ekstraksiyonu ile elde

edilen PS ait Faktoriyel Varyans Analizi Testi Sonuglari

Kolin kloriir:iire ¢ozeltisine ait varyans analizi Tablo 4.20°’de verilmistir. %95 giiven
araliginda anlamlilik diizeyinde su miktarinin 0,05°den kii¢iik ¢iktig, istatistiksel olarak PS
miktar1 iizerinde anlamli bir fark yarattigi sOylenebilir. Anlamlilik diizeyleri 0,05’den
biiyilik ¢ikan kati- s1vi orani, siire, sicaklik, su miktari- kat1 siv1 orani, su miktari- siire, su
miktari- sicaklik, kati sivi orani- siire, kat1 sivi orani- sicaklik ve siire- sicaklik degiskenleri

PS degeri iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etki olusturmamistir
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Tablo 4.20: ChCl:Ure kullanilarak USB ekstraksiyonu ile elde edilen PS ait Varyans

Analizi

Kavnak Kareler |Serbestlik | Kareler =

y Toplam1 | Derecesi | Ortalamasi P
Diizeltilmis | ; 65 7642 | 19 8,62 1,96 0,09
Model
Kesisim 39574,47 |1 39574,47 |8996,19 |0
Su Miktar1 | 60,276 2 30,138 6,851 0,007
KatSvi 1y 6eq |2 0842  |0191 |0828
Orani
Siire 0,694 1 0,694 0,158 0,696
Sicaklik 0,16 1 0,16 0,036 0,851
Su Miktari
* Kat1 Siv1 | 45,639 4 11,41 2,594 0,076
Orani
Juaman 123176 |2 11,588  |2,634 |0,103

ure
Su Miktari
* Sycaklik 22,86 2 11,43 2,598 0,105
Kat1 S1v1
Oran * 3,124 2 1,562 0,355 0,707
Stre
Kat1 S1v1
Orani * 3,922 2 1,961 0,446 0,648
Sicaklik
Siire *
Sicaklik 2,25 1 2,25 0,511 0,485
Hata 70,384 16 4,399
Toplam 39808,64 | 36
Diizeltilmis 234169 |35
Toplam

a. R?2 = 0,699 (Diizeltilmis R? = 0,343)
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Tablo 4.21 incelendiginde su miktarinin p degeri 0,05’den kiigiik ¢ikmistir. Su miktarinin
%20 olmasinin su miktarinin %10 olmasi lizerinde anlamli diizeyde farklilik belirttigini

soyleyebiliriz.

Tablo 4.21: Su Miktarinin USB’da ChCl:Ure ile elde edilen PS’ye ait Tukey testi

Msu | (@) su Sr:illa:aa- Standart
Miktar1 Miktar1 J)a a Hata P
10 20 -3,1667" |0,85625 | 0,005
30 -1,7 0,85625 | 0,148
Tukey 10 3,1667" 0,85625 | 0,005
Testi 20
30 1,4667 0,85625 | 0,231
30 10 1,7 0,85625 | 0,148
20 -1,4667 0,85625 | 0,231
Gozlemlenen ortalamalara gore yapildi.
Hata terimi Ortalama Kare'dir = 4,399.
*. Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidur.

Tablo 4.22 incelendiginde, p degerlerinin 0,05’den yiiksek ¢iktigi ve kati sivi oraninin

kendi tizerinde anlaml1 bir farklilik belirtmedi goriilmektedir.

Tablo 4.22: Kat1 S1vi Oraniin USB’da ChCl:Ure ile elde edilen PS’ye ait Tukey testi

) Kat1 |(J)Kat1 |Ortalama
(Sl)Vl (SI)VI Farklar at:tr;dart p
Orani Orani (1-J)
10 20 -0,075 0,85625 |0,996
40 -0,4917 |0,85625 | 0,836
Tukey 10 0,075 0,85625 |0,996
Testi |2 40 -0,4167 |0,85625 |0,879
40 10 0,4917 0,85625 |0,836
20 0,4167 0,85625 |0,879
Gozlemlenen ortalamalara gore yapildi.
Hata terimi Ortalama Kare'dir = 4,399.
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4.3.2 Karacam Budaklarindan Farkli DOC’lerle Elde Edilen PSMME Bulgular1

Kolin kloriir bazli formik asit, etilen glikol ve iire kullanilarak yapilan ekstraksiyonlar

sonucunda elde edilen ortalama PSMME degerleri ve standart sapmalar1 Tablo 4.23 ve

Tablo 4.24‘de verilmistir. Tablo degerlerinde bazi standart sapma degerlerinin yiiksek

cikmasi farkli biiyiikliiklerde budaklarin karistirilarak hammadde olarak kullanilmasindan

ve bazi budak drneklerine sinir normal odun 6rneklerinden kaynaklandigi kanaatindeyiz.

Tablo 4.23: Sicak su banyosunda Karagam budaklarindan elde edilen PSMME degerleri

(ppm)
Sicaklik ( C)
Su Miktar1 | Kati:Sivi 60 C |70 C
DOC (%) Orani(mg/mL) | Siire (dak.)
30 60 30 60
10 532,4+1,9 238,1+211,8 488,0+£37.,9 315,4+28.8
0 20 382,0422.5 402,6+58,6 370,8+18,3 343,9+19.9
40 299,9£16,7 301,4+12,6 246,4423.9 274,844,
10 543,7436,8 536,2429.9 541,9+37.2 486,3+1,8
10 20 364,0+4,6 416,635 342,0+38.8 409,3425.,6
40 277,5424.9 255,5+10,8 208,1+7,3 86,8£16,5
ChCL:FA 10 493,5+4.6 526,343,5 4923438 8 487,7425.6
20 20 393.6£11,4 41444312 416,3+322 432,4423.6
40 76,4+7,57 41,9+4.9 59,6+8,7 57,8+10
10 473,6£13,5 496,8+7 506,9+0,1 489,5+8.8
30 20 246,3+11,5 281,446,9 200,8+13,7 216,9+4.,5
40 77.,7+6,1 37149,1 263,5+7.,6 227.6+11.,8
10 2482452 229.4+18 282,8+18 309,6+11
0 20 89,1421 92,7+13 103,6+12 103,617
40 81,8+4.6 88,3+7.8 83,8+11 81,8+15
10 116+0,7 84,142.1 404+12 435+14
10 20 71,748,5 62,4+1,1 283+38.5 270,5+16,4
ChCL:Et- 40 58,9+10 84,8+0,8 54.,7+7.5 80,6+1,1
glc 10 408,2+18 382,2423 425425 428,4+25
20 20 152,2+1,3 252420 143,548 3 162+4.8
40 66,9+10 46,8+7,8 65,7499 46,2472
10 433,8+20 0 362,9+15 398,7+18
30 20 335,533 65,248,1 67,2462 211,6£6,6
40 37,4419 36,5493 37,6£2.6 44+73
10 51,2+0,1 51,4403 51,1204 522414
10 20 70,3+13,2 71,4+8.0 7240,5 71,9+14.3
10 53,4403 53,7+0.,0 58,7+0.,0 58,5+0,5
|20 20 54,6+0,0 71,00,1 65,8+0,8 41,343,0
ChCl:Ure 10 56,78+3,2 63,50+12,3 52,7343,7 61,80+0,1
30 20 38,7+0,3 35,7+0.4 35,1+0,4 42.5+0.,9
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Tablo 4.24: Ultrason banyosunda Karagam budaklarindan elde edilen PSMME degerleri

(ppm)
Sicaklik €C)
Su Miktar1 | Kati:Sivi 60°C | 70°C
DOC (%) Orani(mg/mL) | Siire (dak.)
30 60 30 60
10 271+0,5 27103 159+0,9 273426
0 20 112,8+14 155,3+1,1 133,5+8,4 388+0,3
40 107,5+1,4 188,4+9.4 214,7+1,2 189+2,7
10 486,4+19 473,643 34425 7.5+4.1
10 20 365,3+4,2 364,1+0,3 357,3+1,2 397,743,9
40 304,5+17 251,9+1,8 324,947.6 346,6+3,9
ChCLFA 10 527,5+7,7 459,9+1,1 487+9,7 5042485
20 20 393,244.7 355,5+1,7 401,548,5 405,243 4
40 323,343,9 339,242.9 338,8+1,1 323,944.6
10 489.4+4 3 428.4+6.,5 393455 411,949,9
30 20 430,9+5,7 433,4+11 443 ,6+7,8 4492138
40 322.246.6 353,8429 280,542,5 205+13,2
10 541,1+19,6 551,7+12.9 539,146,9 545,646,1
0 20 364,146,4 436,3+16,4 456,5+8,8 4044358
40 326,7+2,8 339,2£16,7 312+13,1 330+18,2
10 622,8+13 612,6+7 605,9+19 648,6+7,8
10 20 121,3+1,7 109,8+2,3 409,9+5,6 421,248,3
F 40 243+16.6 281.545.34 222+10 271+10.9
i 442+15 409,5+6,9 606,4+6,6 636+12,6
20 20 406,1+3,3 392+20,9 401,3+4 403,2+14,5
40 281,6%15,6 278,7+10,5 280,7+9,3 286,3+6,9
10 508,9+5,2 437£12,7 479+19.,4 489,1£17,6 |
30 20 421,4+13,1 405,9+15 409,942, 1 39824132
40 296,4+5.4 279,7+10,5 256,3+3,2 304,8+1,7
10 125+0 121,8+0,1 120,9+0,9 141,90
10 20 125,343,7 123,6£1.,6 1252420 123,040,1
40 133,443.6 116,9+0,9 116,4+1,1 131,5+1,8
) 10 138,142,0 141,4+1,0 141,2+03 135,6+0,6
ChCl:Ure | 20 20 124,9+4,0 135,1+15,4 150,5+24.9 165,0+6,2
40 130,6+2,3 132,0+0,5 132,1+0,9 130,6+0,9
10 122,240,2 122,9+0,2 121,9+1,3 124,8+0,6
30 20 173,4+1,7 150,8+7,1 124,3+0,8 128,9+1,4
40 133,0+0,7 136,1+1,1 135,2+1,3 130,5+6,0

81



Ydéntem

USB SSB

500,00

400,00

300,00

PSMME

200,00

100,00

0,00

FA Etaly Ure FA Etaly Ure
Dé¢ Dé¢

Sekil 4.6: Karagam budaklarindan elde edilen PSMME degerlerinin ortalamalari

Sekil 4.6’da SPSS paket programinda kullandigimiz PSMME degerlerinin ortalamalari
grafik iizerinde gosterilmistir. Grafige gére USB’de en verimli DOC seciminin Et:gly
oldugu goriilmekte iken SSB’de ise en iyi DOC sec¢iminin FA oldugu gériilmektedir.

4.3.2.1 Karacam Budaklarindan ChCI:Et-glc kullamlarak SSB ekstraksiyonu ile elde
edilen PSMME ait Faktoriyel Varyans Analizi Testi Sonug¢lar:

Tablo 4.25 degerlendirildiginde anlamlilik diizeyleri Kat1 Sivi Orani,sicaklik, Su Miktari-
Sicaklik ve Kati Sivi Orani-Sicaklik gibi bagimsiz degiskenlerin p-degerleri 0.05’den
kiicik bulunmustur. Bu durum PSMME f{izerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.
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Varyans Analizi

Tablo 4.25: ChCl:Et-glc kullanilarak SSB ekstraksiyonu ile elde edilen PSMME ait

Kavnak Kareler Serbestlik | Kareler F

y Toplami Derecesi | Ortalamasi P

Diizeltilmis| ;74967 1902 | 24 32123633 (5213 |0

Model

Kesisim | 1473467,04 |1 147346704 | 239,108 | 0

Su Miktar: |28038,087 |3 9346029 |1517 |0,237
Kati Sivi | 198874 219 |2 249437109 140,478 |0

Orani

Siire 3624425 |1 3624425 0588 |0.451
Sicakllk 38629727 |1 38629.727 16,269 |0,02
Su Miktan

* Kat1 Siv1 [52322,805 |6 8720,467 1,415 0,251
Orani

Suoman | 19124801 |3 6374964 |1,035 |0,396
ure

SuMiktart | ggog) 5gy |3 19560527 |3.174 | 0,043
* S1caklik

Kat1 Sivi

Orami *  |713437 |2 3567185 |0579 | 0,568
Siire

Kat1 Sivi

Orani * | 46382454 |2 23191,227 |3,763 | 0,039
Sicaklik

Siire *

o |1815463 |1 1815463 |2.946 |01
Hata 141734118 |23 6162.353

Toplam 2386168,35 (48

Duzeltilmis| 915701 308 |47

Toplam

a. R? = 0,845 (Diizeltilmis R? =0,683)

Tablo 4.26 ve Tablo 4.27‘de PSMME maddesi igin sicak su banyosunda ChCI:Et-glc
kullanilarak yapilan ekstraksiyon i¢in su miktar1 ve kati-sivi orani ¢oklu karsilastirmalari
verilmistir. Anlamlilik diizeylerini gére su miktarinin istatistiksel olarak anlamli bir fark
yaratmadigi kati-sivi oranlarinin ise kendi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

olusturdugu goriilmektedir.
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Tablo 4.26: Su Miktarinin SSB’da ChCl:Et:glc ile elde edilen PSMME’ye ait Tukey testi

su  |@su | A | standart )
Miktar1 Miktar1 (1)) Hata
10 -17,5833 [32,04776 | 0,946
0 20 -65,3667 |32,04776 |0,203
30 -19,6417 |32,04776 |0,927
0 17,5833 |32,04776 |0,946
10 20 -47,7833 |32,04776 |0,459
30 -2,0583 [32,04776 |1
Tukey
Testi 0 65,3667 [32,04776 |0,203
20 10 47,7833 |32,04776 (0,459
30 45,725 32,04776 | 0,496
0 19,6417 |32,04776 |0,927
30 10 2,0583 |32,04776 |1
20 -45,725 | 32,04776 |0,496
Gozlemlenen ortalamalara gore yapildi.
Hata terimi Ortalama Kare'dir = 6162,353.

Tablo 4.27°de goriildigi gibi PSMME miktarinin en yiiksek oldugu kosul %10 kati-sivi
kullanimidir. Bu durum PS miktar1 i¢inde benzerlik gostermektedir. Sicak su banyosunda

ChCI:Et:glc ile muamele edildiginde stilbenler i¢in uygun kati-sivi orani 1:10 olarak ifade

edilebilir.
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Tablo 4.27: Kati-Sivi oraninin SSB’da ChCl:Et:glc ile elde edilen PSMME’ye ait Tukey

testi
(T) Kat1 | (J) Kat1 | Ortalama Standart
Siv1 Sivi Farklar (I- Hata p
Oran1  |Oran1  |J)
10 20 155,1563" |27,75417 |0
40 247,0313" |27,75417|0
10 -155,1562" | 27,75417 |0
Tuke — '
Testiy 20 40 91,8750 27,75417 0,008
10 10 -247,0312" | 27,75417 |0
20 -91,8750" |27,75417|0,008
Gozlemlenen ortalamalara gore yapildi.
Hata terimi Ortalama Kare'dir = 6162,353.
*. Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
Kati Sivi Orani
10 20 40
LU L L
= 8 = 8 = 5
= 3 s s = 8
[ [T w -
o o o
Su
LU L LU
= 2 = 8 = 3
= g = : ==
[ wn - wn -
o o o
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Sekil 4.7: SSB’de ChCI:Et:glc ile elde edilen PSMME degerine kati-s1vi orani ve siirenin

etkisi

0E
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2iNs

Sekil 4.7 incelendiginde, ekstraksiyon siiresinin PSMME {izerinde etkili olmadigi,
sicakligin ise %10 Kati Sivi Oraninda 70° C ‘de diger oranlarda 60° C ‘de PSMME

degerlerini etkiledigini goriilmektedir.
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4.3.2.2 Karacam Budaklarindan ChCIl:FA kullanilarak SSB ekstraksiyonu ile elde
edilen PSMME ait Faktoriyel Varyans Analizi Testi Sonuclar:

Calismada kullanilan diger bir DOC tiirii de kolin kloriir:formik asit’tir. PSMME miktarina
etkisi Tablo 4.28’de verilen varyans analiz ile ortaya konulmustur. Kati Stvi Orani ve Su
Miktari-Kat1 Stvi Oraninin p-degerleri 0.05°den kiigiik bulunmustur. Bu durum PSMME

lizerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu ifade etmektedir.

Tablo 4.28: ChCI:FA kullanilarak SSB ekstraksiyonu ile elde edilen PSMME ait Varyans

Analizi

Kavnak Kareler Serbestlik | Kareler =

y Toplami Derecesi | Ortalamasi P
ll\)/l‘ézdegltﬂm‘s 926711276 | 24 3861297 |10,803 |0
Kesisim 5608117,69 |1 5608117,69 | 1569,05 |0
Su Miktar1 |20765,034 |3 6921,678 1,937 0,152
KatiSivi 11187582 |2 32093791 |89,793 |0
Oranm
Siire 719,201 1 719,201 0,201 0,658
Sicaklik  |4760,083 |1 4760,083 [1,332 0,26
Su Miktari
* Kat1 Stvi | 205335,428 |6 34222571 |9,575 0
Orani
E“Sgg‘ta“ 24571707 |3 8190569 |2292 10,105
Su Miktari
* S1caklik 5023,298 3 1674,433 0,468 0,707
Kat1 Siv1
Orani * 17938,752 |2 8969,376 2,509 0,103
Stre
Kat1 Sivi
Orani * 1877,032 2 938,516 0,263 10,771
Sicaklik
Siire *
Sicaklik 3844,92 1 3844,92 1,076 0,31
Hata 82206,837 |23 3574,21
Toplam 6617035,8 |48
Duzeltilmis | 1558918 11 | 47
Toplam
a. R2=0,919 (Diizeltilmis R? = 0,833)

Tablo 4.29 incelendiginde Su Miktarinin kendi i¢inde istatistiksel olarak anlamli bir fark
yaratmadig1 yapilan Tukey testi ile ortaya konulmustur.
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Tablo 4.29: Su Miktarinin SSB’da ChCI:FA ile elde edilen PSMME’e ait Tukey testi

(D Su (J) Su ?;EE?:&EI_ Standart 0
Miktar1 Miktar1 3) Hata
10 -22,7083 24,407 {0,789
0 20 25,2583 24,407 {0,731
30 28,6333 24,407 0,649
0 22,7083 24,407 {0,789
10 20 47,9667 24,407 |0,23
Tukey 30 51,3417 24,407 10,182
Testi 0 -25,2583 24,407 (0,731
20 10 -47,9667 24,407 10,23
30 3,375 24,407 {0,999
0 -28,6333 24,407 |0,649
30 10 -51,3417 24,407 {0,182
20 -3,375 24,407 {0,999
Gozlemlenen ortalamalara gore yapildi.
Hata terimi Ortalama Kare'dir = 3574,210.

Tablo 4.30 incelendiginde, tiim p degerlerinin 0,05’den kiigiik oldugu goriilmektedir. Bu
durum Kati Siv1 oranlarinin kendi arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark yarattigini
gostermektedir. %10’luk kati-sivi oraninin %20-40 gére PSMME miktarinda daha verimli

sonuglar verdigi goriilmektedir.

Tablo 4.30: Kati-Sivi oraninin SSB’da ChCI:FA ile elde edilen PSMME’e ait Tukey testi

(DKan | K Sﬁm% Standart |
S1vi Orani Orani  |J) Hata
20 125,9750° 21,1371 |0
10 40 282,7000° 21,1371 |0
Tuk(-_Jy 20 10 -125,9750° |21,1371 |0
Testl 40 156,7250" |21,1371 |0
10 -282,7000° |21,1371 |0
40 20 -156,7250" |21,1371 |0
Gozlemlenen ortalamalara gore yapildi.
Hata terimi Ortalama Kare'dir = 3574,210.
*. Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Kati Sivi Orani
10 20 40

PSMME
000 30000 600,00
PSMME
000 300,00 600,00
PSMME
000 300,00 600,00
0e

2INS

PSMME
0,00 300,00 600,00
PSMME
000 30000 600,00
PSMME
000 30000 600,00
Juz]

Sekil 4.8: SSB’de ChCI:FA ile elde edilen PSMME degerine kati-sivi orani ve siirenin

etkisi

Sekil 4.8 incelendiginde ekstraksiyon siiresinin ve sicakligin ortalama degerlerinin

birbirine yakinligindan kaynakli PSMME iizerinde etkili olmadig1 yorumlanabilmektedir.

4.3.2.3 Karacam Budaklarindan ChCl:Ure kullamlarak SSB ekstraksiyonu ile elde
edilen PSMME ait Faktoriyel Varyans Analizi Testi Sonug¢lar:

Kolin kloriir:iire ¢0zeltisine ait varyans analizi Tablo 4.31°’de verilmistir. %95 giiven
araliginda anlamlilik diizeylerinin su miktar1 ve su miktari- kat1 siv1 oran1 0,05°den kiiciik
ciktigindan istatistiksel olarak anlamli bir fark yaratmaktadir. P-degeri 0,05’den biiyiik
¢ikan Kat1 Sivi Orani, Siire, Sicaklik, Su Miktari- Siire, Su Miktari- Sicaklik, Kat1 Sivi
Orani- Siire, Kati Sivi Orani- Sicaklik ve Siire- Sicaklik PSMME degeri iizerinde

istatistiksel olarak anlamli bir etki olusturmamustir.
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Tablo 4.31: ChCl:Ure kullanilarak SSB ekstraksiyonu ile elde edilen PSMME ait Varyans

Analizi

Kavnak Kareler Serbestlik | Kareler E

y Toplam1 | Derecesi |Ortalamasi P
Duzeltilmis| 55 gg6a | 14 179,07  |3,104  |0,046
Model
Kesisim 74293,867 | 1 74293,867 |1287,615|0
Su Miktar1 | 711,537 2 355,768 6,166 0,021
Katn Svi 11966 |1 1,166 002  |089
Orani
Siire 8,748 1 8,748 0,152 0,706
Sicaklik 2,7 1 2,7 0,047 0,834
Su Miktar1
* Kat1 Sivi1 | 1658,852 |2 829,426 14,375 0,002
Orani
Jhoman 150867 |2 25434 |0441 |0,657

re
Su Miktari
% Sroaklik 7,984 2 3,992 0,069 0,934
Kat1 S1vi
Orani * 16,484 1 16,484 0,286 0,606
Stre
Kat1 S1vi
Orani * 13,726 1 13,726 0,238 0,637
Sicaklik
Sire® 134991 |1 34921 |0605 |0457
Sicaklik ' ! ! !
Hata 519,289 9 57,699
Toplam 77320,141 | 24
Diizeltilmis 3026.275 |23
Toplam
a. R? = 0,828 (Diizeltilmis R? = 0,561)

Tablo 4.32 incelendiginde %10 Su Miktarinin %30 Su Miktarina istatistiksel olarak
anlaml bir fark yarattigim sdyleyebiliriz. ChCl:Ure karisimda % 10 su ilavesi PSMME

miktarini artirmaktadir.
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Tablo 4.32: Su Miktarinin SSB’da ChCl:Ure ile elde edilen PSMME e ait Tukey testi

(D Su (J) Su g;:illzza Standart 0
Miktar1 Miktar1 (1-3) Hata
20 4,3125 3,79799 |0,518
10 30 13,0863° [3,79799 (0,018
Tukgy 20 10 -4,3125 3,79799 |0,518
Testi 30 8,7738 3,79799 10,105
30 10 -13,0862" |3,79799 [0,018
20 -8,7737 3,79799 |0,105
Gozlemlenen ortalamalara gore yapildi.
Hata terimi Ortalama Kare'dir = 57,699.
*. Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.

4.3.2.4 Karacam Budaklarindan ChCI:Et-glc kullanilarak USB ekstraksiyonu ile elde
edilen PSMME ait Faktoriyel Varyans Analizi Testi Sonug¢lar:

Tablo 4.33 degerlendirildiginde anlamlilik diizeyleri Kati Sivi Orani, Sicaklik ve Su
Miktari-Kati  Sivi Orani, gibi bagimsiz degiskenlerin p-degerleri 0.05’den kiiciik
bulunmustur. Bu durum PSMME iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu

ifade etmektedir.
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ait Varyans Analizi

Tablo 4.33: ChCI:Et-glc kullanilarak USB ekstraksiyonu ile elde edilen PSMME miktarina

Kavnak Kareler Serbestlik | Kareler E

y Toplamu Derecesi | Ortalamasi P
Diizeltilmis | 21 g6 gg3a| 94 29957,078 8,658 |0
Model
Kesisim | 7701054,41 |1 7701054,41 | 2225,748 | 0
Su Miktar1 |15521,744 |3 5173915 [1.495  |0.242
KatiSivi 104365 922 |2 270182,961 | 78,088 |0
Orani

Siire 287,63 1 287,63 0,083 |0,776
Sicakhk | 21155402 |1 21155402 |6,114 |0,021
Su Miktari

* Kat1 Sivi | 100202,132 |6 16700,355 (4,827 0,003
Orani

f“lekta“ 1571,281 |3 523,76 0,151  |0,928
ure

Su Miktari

e Sreai L | 21296546 |3 7098,849 [2052 |0,135
Kat1 Siv1

Orani * 1204,887 |2 602,443 0174 |0,841
Siire

Kat1 Sivi

Oran1 * 16526,835 |2 8263418 (2388 0,114
Sicaklik

Siire *

Swoakll | 837/505 1 837,505 [0,242  |0,627
Hata 79579,657 |23 3459 985

Toplam | 8499603,95 |48

Diizeltilmis | 798519 54 | 47

Toplam

a. R2= 0,900 (Diizeltilmis R? = 0,796)

Tablo 4.34 incelendiginde Su Miktar1 degerlerinin kendi iginde istatistiksel olarak anlamli

bir fark yaratmadigi goriilmektedir.
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Tablo 4.34: Su miktarinin USB’da ChCIL:Et:glc ile elde edilen PSMME’e ait Tukey testi

(D Su (J) Su gﬂig%_ Standart 0
Miktari Miktari 7) Hata
10 48,0583 24,01383 |0,217
0 20 26,875 24,01383 |0,682
30 38,3083 24,01383 |0,401
0 -48,0583 |24,01383 |0,217
10 20 -21,1833 |24,01383 (0,814
gs‘fﬁy 30 9,75 2401383 |0,977
0 -26,875 24,01383 |0,682
20 10 21,1833 24,01383 |0,814
30 11,4333 24,01383 |0,964
0 -38,3083 |24,01383 |0,401
30 10 9,75 24,01383 | 0,977
20 -11,4333 |24,01383 | 0,964
Gozlemlenen ortalamalara gore yapildi.
Hata terimi Ortalama Kare'dir = 3459,985.

Tablo 4.35’te USB’da kolin kloriir ve etilen glikol ile yapilan ekstraksiyonda kati-sivi
oraninin PSMME miktarina etkisi %95 giiven araliginda yapilan Tukey testi ile anlamli
farkliliklar gostermistir. %10 kat1 s1v1 oraninin ultrason banyosunda ChCI:Et:glc i¢in en iyi

oldugu goriilmiistiir. Bu durum SSB’da yapilan ekstraksiyonla benzerlik gostermektedir.

Tablo 4.35: Kati-S1vi oraninin USB’da ChCI:Et:glc ile elde edilen PSMME’ye ait Tukey

testi
() Kat1 (S?\fatl ?gﬂzga(l_ Standart 0
Sivi Orani Hata
Oram1 |J)
20 169,6375" |20,79659 |0
10 40 255,3375°  |20,79659 |0
Tukey 10 -169,6375" |20,79659 |0
Testi 20 40 85,7000 20,79659 |0,001
40 10 -255,3375" |20,79659 |0
20 -85,7000" |20,79659 |0,001
Gozlemlenen ortalamalara gore yapildi.
Hata terimi Ortalama Kare'dir = 3459,985.
*. Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidur.
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Kati Sivi Orani
10 20 40

PSMME
400,00
PSMME
400,00
PSMME
400,00
0E

0,00
0,00
0,00

alnsg

PSMME
400,00
PSMME
400,00
PSMME
400,00
09

0,00
0,00
0,00

Sekil 4.9: USB’de ChCI:Et:glc ile elde edilen PSMME degerine kati-sivi oran1 ve siirenin
etkisi

Sekil 4.9 incelendiginde USB’de kolin kloriirii ve etilen glikol ile yapilan deneylerde

ekstraksiyon siiresinin PSMME miktar1 {izerinde istatistiksel olarak etkili olmadigi,

ckstraksiyon siiresinin ise genel olarak 70 °C‘de PSMME degerlerini etkiledigini

goriilmektedir.

4.3.2.5 Karacam Budaklarindan ChCIl:FA kullanilarak USB ekstraksiyonu ile elde
edilen PSMME ait Faktoriyel Varyans Analizi Testi Sonuc¢lari

Ultrason banyosunda kolin kloriir: Formik asit DOC ¢ozeltisi ile yapilan deneylerde
budaklardaki PSMME miktarina etkisi Tablo 4.36’da verilen varyans analiz ile ortaya
konulmustur. Su Miktari, Kati Sivi Oram1 ve Kati Sivi Orani-Sicaklik gibi bagimsiz
degiskenlerin p-degerlerleri 0.05’den kii¢iik bulunmustur. Bu durum PSMME f{izerinde

istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu ifade etmektedir.
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Tablo 4.36:

ChCI:FA kullanilarak USB ekstraksiyonu ile elde edilen PSMME ait Varyans

Analizi
Kavnak Kareler Serbestlik | Kareler F
y Toplamu Derecesi | Ortalamasi P
Diizeltilmis | ¢o7097 5932| 24 26129071 4383 |0
Model
Kesisim 5172497,87 |1 5172497,87|867,653|0
Su Miktar1 | 312927.867 |3 104309,289 | 17,497 |0
Kati Sivi 50666 020 |2 26333014 (4,417 |0,024
Oranm
Siire 3579,38 1 357938 |0,6 0,446
Sicaklik  |9077,75 1 9077,75 1523 |0,23
Su Miktar1
* Kat: Stvi |88554,99 |6 14759,165 |2,476 |0,054
Orani
SuMiktar | ) /679 667 |3 4959889 (0832 [049
* Siire
Su Miktar1
r Speaklk | 54049.251 |3 18016,417 |3,022 0,05
Kat1 Sivi
Orani * 2824363 |2 1412181 0,237 |0,791
Siire
Kat1 Sivi
Oran1 * 82608,765 |2 41304,383 16,929 | 0,004
Sicaklik
Stire * 5929.63 1 5929.63  |0,995 |0,329
Sicaklik ! ! ! !
Hata 137114,051 |23 5961,48
Toplam  |5936709,61 |48
Duzeltilmis | 261511 743 | 47
Toplam

a. R2=0,821 (Diizeltilmis R? = 0,633)
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Tablo 4.37 incelendiginde su miktarinin %20 olmasi1 %0 ve %10 olmasina gore istatistiksel
olarak %95 giiven araliginda anlamli bir fark yaratmaktadir. Ultrason banyosu
kullanildiginda formik asit gibi asidik bir HBA (elektron alic1) ile PSMME verimini

artirmak i¢in %20 su kullanmanin daha iyi sonug verdigini ifade edebiliriz.

Tablo 4.37: Su Miktarinin USB’da ChCI:FA ile elde edilen PSMME’e ait Tukey testi

Ortalama

1(\|/[)i1§tl:1r1 1(\\/]I)ikStL:1r1 JF)arklarl (I- at;itr;dart P
10 -101,6667" |31,52111 [0,018
0 20 -201,3333" [31,52111 |0
30 -189,0083" |31,52111 |0
0 101,6667° |31,52111 /0,018
10 20 -99,6667° |31,52111 {0,021
Tukey 30 -87,3417°  |31,52111 | 0,05
Testi 0 201,3333° |31,52111 |0
20 10 99,6667  |31,52111 |0,021
30 12,325 31,52111 (0,979
0 189,0083" [31,52111 |0
30 10 87,3417" 31,52111 {0,05
20 -12,325 31,52111 0,979
Gozlemlenen ortalamalara gore yapildi.
Hata terimi Ortalama Kare'dir = 5961,480.
*, Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidur.

ChCI:FA kullanilarak USB’da yapilan ekstraksiyonda PSMME miktarina kati-sivi oranin
etkisi yapilan Tukey testi ile ortaya konulmustur (Tablo 4.38). %10’luk kati-s1vi oraninin

%40 gore daha verimli sonuglar verdigi goriilmektedir.
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Tablo 4.38: Kati-S1vi oraninin USB’da ChCI:FA ile elde edilen PSMME’e ait Tukey testi

(I) Kats (J) Kat1 | Ortalama Standart
Sivi Farklarn (I- p
S1vi Oranm Hata
Oram1 |J)
10 20 4,9812 27,2981 (0,982
40 72,6250 27,2981 | 0,036
Tukey 20 10 -4,9812 27,2981 0,982
Testi 40 67,6438 27,2981 | 0,053
40 10 -72,6250" | 27,2981 | 0,036
20 -67,6438 27,2981 | 0,053
Gozlemlenen ortalamalara gore yapildi.
Hata terimi Ortalama Kare'dir = 5961,480.
*. Ortalama fark ,05 diizeyinde anlamlidir.
Kati Sivi Orani
10 20 40
w & w E w B
= o = o = S
n = n 2 w =
o o o
s s =3 ¥y m
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w & w E w B
= . = - = o
= S = S = °
® 8 o g o g
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Sekil 4.10: USB’de ChCI:FA ile elde edilen PSMME degerine kati-s1vi orani ve siirenin

etkisi

Sekil 4.10 incelendiginde ekstraksiyon siireSinin ve sicakligin ortalama degerlerinin

birbirine

yorumlanabilmektedir.

yakinligindan

kaynakl

PSMME  miktari
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4.3.2.6 Karacam Budaklarindan ChCl:Ure kullamlarak USB ekstraksiyonu ile elde
edilen PSMME ait Faktoriyel Varyans Analizi Testi Sonuclar:

Calismada kullanilan 3. DOC Kolin kloriir:iire ¢zeltisine ait varyans analizi Tablo 4.39’da
verilmigtir. %95 giliven araliginda anlamlilik diizeyinde su miktarinin 0,05°den kiigiik
ciktid, istatistiksel olarak PSMME miktar1 tizerinde anlamli bir fark yarattigi sdylenebilir.
Anlamlilik diizeyleri 0,05’den biiyiik ¢ikan kati- siv1 orani, siire, sicaklik, su miktari- kati
sivl orani, su miktari- siire, su miktari- sicaklik, kati sivi orani- siire, kati sivi orani-
sicaklik ve siire- sicaklik degiskenleri PS degeri iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir

etki olusturmamastir.
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Tablo 4.39: ChCl:Ure kullanilarak USB ekstraksiyonu ile elde edilen PSMME ait Varyans

Analizi

Kavnak Kareler Serbestlik | Kareler F

y Toplam1 | Derecesi | Ortalamasi P
Diizeltilmis | 317 3344 | 19 169,333 1,299 0,301
Model
Kesisim 630965,44 |1 630965,44 | 4840,963 |0
Su Miktar1 | 994,591 2 497,295 3,815 0,044
KatiSivi 476037 |2 235119 |1,804  |0.197
Oram
Siire 9,818 1 9,818 0,075 0,787
Sicaklik 1,361 1 1,361 0,01 0,92
Su Miktari
* Kat1 Sivi | 790,448 |4 197,612 |1,516 0,245
Oranm
SuMiktart | g5 977 |2 32,989 |0,253 |0,779

Stre
Su Miktari
* Sycaklik 687,361 2 343,68 2,637 0,102
Kat1 Sivi
Orani * 22,037 2 11,019 0,085 0,919
Siire
Katt S1vi
Orani * 41,717 2 20,859 0,16 0,853
Sicaklik
Sure® 1133788 |1 133788 |1.026 |0.326
Sicaklik ! ! ! !
Hata 2085,421 |16 130,339
Toplam 636268,2 |36
Diizeltilmis 5302.756 |35
Toplam ’

a. R2= 0,607 (Diizeltilmis R? = 0,140)
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Tablo 4.40 incelendiginde su miktarinin p degeri 0,05’den kiigiik ¢ikmistir. Su miktarinin
%20 olmasmin su miktarmin %10 olmast lizerinde anlamli diizeyde bir farklilik

yaratmamigtir.

Tablo 4.40: Su Miktarinin USB’da ChCl:Ure ile elde edilen PSMME’e ait Tukey testi

ysu | @) su Sﬁllz:a Standart
Miktar1 | Miktar1 (1-3) Hata P
10 20 -12,6833" |4,66081 |0,038
30 -8,2583 466081 0,21
Tukey 10 12,6833" |4,66081 |0,038
Testi 20
30 4,425 4,66081 0,618
30 10 8,2583 4,66081 |0,21
20 -4,425 4,66081 |0,618
Gozlemlenen ortalamalara gore yapildi.
Hata terimi Ortalama Kare'dir = 130,339.
*. Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.

Tablo 4.41 incelendiginde, p degerlerinin 0,05’den yiiksek ¢iktigi ve kati sivi oraninin

kendi i¢inde anlamli bir farklilik belirtmedi goriilmektedir.

Tablo 4.41: Kat1 Sivi Oraninin USB’da ChCl:Ure ile elde edilen PSMME’e ait Tukey testi

() Kat1 |(J) Kat1 |Ortalama Standart
Sivi S1vi Farklar (I- Hata p
Orani Oran1  |J)
10 20 -7,6917 4,66081 |0,254
40 -0,05 466081 |1
Tukey Testi |20 10 7,6917 4,66081 |0,254
40 7,6417 4,66081 {0,258
40 10 0,05 4,66081 |1
20 -7,6417 4,66081 {0,258
Gozlemlenen ortalamalara gore yapildi.
Hata terimi Ortalama Kare'dir = 130,339.
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4.4 Optimizasyon Yontemiyle Sonuclarin Degerlendirilmesi

Deney tasarimini kendimiz olusturdugumuzda Box-Behnken {i¢ seviyeli kullanilmasina
karsin kendi deney tasarimimizi modifiye ederek karisik seviyelerde Box-Behnken

uygulamasi yapilmigtir.

4.4.1 Parametrelerin Deneysel Tasarim Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi

4.4.1.1 PS iCIN SONUCLAR

Model Bilesenlerinin Parametreler Uzerine Etkileri ve istatistiksel Degerlendirme
Pareto diyagramlar1 bir problemi olusturan sebeplerin ne olduklarini ve 6nem derecelerini

belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Pareto analizine (Sekil 4.11) gore PS’ye en ¢ok kati-sivi

orani etki etmistir.

Pareto Analizi

1,98

sU
SIVI-KATI
SURE
SICAKLIK
YONTEM
DES

_n
Tmo A o»

Sekil 4.11: Pareto Analizi
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Tablo 4.42: Verilerin varyans analizi

Serbestlik Standart Diizenlenmis

Kaynak Derecesi Sapma  Ortalamalar F p
Model 29 498528 17191 32,97 0,000
Lineer 7 263123 37589 72,08 0,000
SU 1 48 48 0,09 0,763
SIVI-KATI 1 170510 170510 326,97 0,000
SURE 1 1 1 0,00 0,962
SICAKLIK 1 324 324 0,62 0,432
YONTEM 1 51095 51095 97,98 0,000
DOC 2 41222 20611 39,52 0,000
Kare 2 59707 29854 57,25 0,000
SU*SU 1 130 130 0,25 0,618
SIVI-KATI*SIVI-KATI 1 55337 55337 106,12 0,000
2-Yonlii Etkilesimler 20 86425 4321 8,29 0,000
SU*SIVI-KATI 1 59 59 0,11 0,737
SU*SURE 1 49 49 0,09 0,760
SU*SICAKLIK 1 694 694 1,33 0,251
SU*YONTEM 1 568 568 1,09 0,299
SU*DOC 2 1094 547 1,05 0,353
SIVI-KATI*SURE 1 280 280 0,54 0,465
SIVI-KATI*SICAKLIK 1 2622 2622 5,03 0,027
SIVI-KATI*YONTEM 1 7023 7023 13,47 0,000
SIVI-KATI*DOC 2 63392 31696 60,78 0,000
SURE*SICAKLIK 1 583 583 1,12 0,292
SURE*YONTEM 1 2 2 0,00 0,954
SURE*DOC 2 53 27 0,05 0,950
SICAKLIK*YONTEM 1 1249 1249 2,40 0,124
SICAKLIK*DOC 2 3138 1569 3,01 0,053
YONTEM*DOC 2 6068 3034 5,82 0,004
Hata 132 68835 521
Uyum Eksikligi 91 68696 755 223,42 0,000
Saf Hata 41 139 3
Toplam 161 567363

Box-Behnken tasarimi ile PS degiskeni i¢in olusturulan modele iliskin varyans analizi

sonuglari tablo 4.42°de verilmistir. Tabloya genel olarak bakildiginda %95 (p<0.05) anlam
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diizeyinde modelin gecerli oldugu goriilmektedir. Varyans analizi sonuglarina gére modele
iliskin kati-stv1 orani, DOC ve kullanilan ydntem degiskeninin lineer etkileri ile kendi
aralarindaki ikili etkilesimleri ve kati-stivi oraninin kareli etkilerinin PS {izerinde

istatistiksel olarak anlamli etkiye sahip oldugu goriilmektedir.

102



Tablo 4.43: PS degiskeni igin olusturulan cevap yiizey modeline iligkin regresyon

katsayilarina iliskin sonuglar

Diizenlenmis
Terim Ortalama  Ortalama T p
Sabit Terim 28,42 3,74 7,61 0,000
SuU 0,86 2,84 0,30 0,763
SIVI-KATI -48,45 2,68 -18,08 0,000
SURE -0,11 2,24 -0,05 0,962
SICAKLIK 1,76 2,24 0,79 0,432
YONTEM
ULTRASON 20,51 2,07 9,90 0,000
DOC
FORMIK 14,76 3,65 4,05 0,000
URE -29,51 3,32 -8,89 0,000
SU*SU -1,88 3,76 -0,50 0,618
SIVI-KATI*SIVI-KATI 44,84 4,35 10,30 0,000
SU*SIVI-KATI 1,48 4,42 0,34 0,737
SU*SURE 1,01 3,29 0,31 0,760
SU*SICAKLIK -3,80 3,29 -1,15 0,251
SU*YONTEM
ULTRASON 2,98 2,85 1,04 0,299
SU*DOC
FORMIK -6,64 4,94 -1,35 0,181
URE 0,17 3,77 0,05 0,964
SIVI-KATI*SURE -2,33 3,18 -0,73 0,465
SIVI-KATI*SICAKLIK ~ -7,12 3,18 -2,24 0,027
SIVI-KATI*YONTEM
ULTRASON -10,09 2,75 -3,67 0,000
SIVI-KATI*DOC
FORMIK -26,38 4,77 -5,53 0,000
URE 40,06 3,65 10,96 0,000
SURE*SICAKLIK 2,62 2,47 1,06 0,292
SURE*YONTEM
ULTRASON 0,13 2,21 0,06 0,954
SURE*DOC
FORMIK 1,12 3,50 0,32 0,750
URE -0,46 3,02 -0,15 0,880
SICAKLIK*YONTEM
ULTRASON 3,42 2,21 1,55 0,124
SICAKLIK*DOC
FORMIK -5,73 3,50 -1,64 0,104
URE -2,74 3,02 -0,91 0,367
YONTEM*DOC
ULTRASON FORMIK 1,93 3,31 0,58 0,562
ULTRASON URE -10,03 3,14 -3,19 0,002
R2=87,87
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Tablo 4.43’de Box-Behnken tasarimi ile PS degiskeni i¢in olusturulan modele iliskin
performans Olgiitleri verilmistir. Tablo incelendiginde Su, Kati-Sivi, Siire, Sicaklik,
Yoéntem, Ultrason, DOC degiskenleri icin kurulan modellere iliskin elde edilen
determinasyon katsayisinin (R?) PS iizerinde 87,87°lik bir agiklayiciliga sahip oldugunu
goriilmektedir. Yani bagimsiz degiskenler ile bagimli degisken arasinda yaklasik %94’tik
bir korelasyon s6z konusudur. PS degiskeni i¢in olusturulan modellere iliskin regresyon
katsayilarina bakildiginda ise sivi-kati kullaniminin lineer ve Kkareli etkileri, ultrason
yontemi, formik asit ve iire kullanim1 ile bunlarin sivi-kati oranlarinin ikili kullanimi ve
son olarak ultrason-iire kullanimlariin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmektedir.

Tabloda 4.44’de kurulan modellere iligskin regresyon denklemleri verilmistir.

Tablo 4.44: Kullanilan formiller
YONTEM DOC

ULTRASON FORMIK PS = 182+ 4,86SU—9,19 SIVI-KATI -2,07 SURE + 2,21 SICAKLIK
-0,0188 SU*SU + 0,1993 SIVI-KATI*SIVI-KATI + 0,0099 SU*SIVI-KATI
+0,0067 SU*SURE - 0,0760 SU*SICAKLIK — 0,0103 SIVI-KATI*SURE
- 0,0949 SIVI-KATI*SICAKLIK + 0,0349 SURE*SICAKLIK

SICAK SU FORMIK PS = 205+ 4,27 SU -7,84 SIVI-KATI - 2,08 SURE + 0,85 SICAKLIK
- 0,0188 SU*SU + 0,1993 SIVI-KATI*SIVI-KATI + 0,0099 SU*SIVI-KATI
+0,0067 SU*SURE — 0,0760 SU*SICAKLIK —0,0103 SIVI-KATI*SURE
- 0,0949 SIVI-KATI*SICAKLIK + 0,0349 SURE*SICAKLIK

ULTRASON URE PS = -33+554SU-4,76 SIVI-KATI - 2,17 SURE + 2,81 SICAKLIK
- 0,0188 SU*SU + 0,1993 SIVI-KATI*SIVI-KATI + 0,0099 SU*SIVI-KATI
+0,0067 SU*SURE - 0,0760 SU*SICAKLIK - 0,0103 SIVI-KATI*SURE
- 0,0949 SIVI-KATI*SICAKLIK + 0,0349 SURE*SICAKLIK

SICAK SU URE PS = 14+4,95SU-341SIVI-KATI-2,19 SURE + 1,45 SICAKLIK
- 0,0188 SU*SU + 0,1993 SIVI-KATI*SIVI-KATI + 0,0099 SU*SIVI-KATI
+0,0067 SU*SURE — 0,0760 SU*SICAKLIK —0,0103 SIVI-KATI*SURE
- 0,0949 SIVI-KATI*SICAKLIK + 0,0349 SURE*SICAKLIK

ULTRASON ETL-GLY PS = -39+6,17 SU - 8,34 SIVI-KATI - 2,19 SURE + 5,05 SICAKLIK
- 0,0188 SU*SU + 0,1993 SIVI-KATI*SIVI-KATI + 0,0099 SU*SIVI-KATI
+0,0067 SU*SURE - 0,0760 SU*SICAKLIK —0,0103 SIVI-KATI*SURE
- 0,0949 SIVI-KATI*SICAKLIK + 0,0349 SURE*SICAKLIK

SICAK SU ETL-GLY PS = -28+5,58 SU - 7,00 SIVI-KATI 2,20 SURE + 3,69 SICAKLIK
-0,0188 SU*SU + 0,1993 SIVI-KATI*SIVI-KATI + 0,0099 SU*SIVI-KATI
+0,0067 SU*SURE — 0,0760 SU*SICAKLIK —0,0103 SIVI-KATI*SURE
- 0,0949 SIVI-KATI*SICAKLIK + 0,0349 SURE*SICAKLIK
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PS’ye etki eden faktorlerin grafikleri elde edilmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12: PS’ye etki eden faktorler
Tablo 4.45’te verilerden ¢ikarilan optimum kosullar elde edilmektedir.

Tablo 4.45: PS’nin en verimli oldugu degerler

Degisken Ayarlama
SuU 30
SIVI-KATI 10
SURE 60
SICAKLIK 70
YONTEM  ULTRASON
DOC ETLGLY
.%\T _

80

70

o P <65
- SICAKLIK

-
©

20 T < 60
SIVI-KATI 40

Sekil 4.13: PS degiskeni, sivi-kat1 ve sicaklik degiskenlerine ait ti¢ boyutlu grafik

Sekil 4.13’te PS degiskeni, sivi-katt ve sicaklik degiskenlerine ait iic boyutlu grafik

gosterilmektedir. Buna goére PS degeri ile sicaklik arasinda anlamh

goriilmemektedir. 60° C’den 70° C’ye geciste dnemli bir fark goriilmemektedir. Sivi-kati

ile PS degiskeni arasinda ayni yonlii iligki bulunmaktadir. Kati-Sivi orani arttitkga PS

degeri diismektedir.
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4.4.1.2 PSMME ICIN SONUCLAR
Model bilesenlerinin parametreler iizerine etkileri ve istatistiksel degerlendirme
Pareto diyagramlar1 bir problemi olusturan sebeplerin ne olduklarini ve 6nem derecelerini

belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Pareto analizine (Sekil 4.14) gére PSMME’ye en ¢ok

Kati-S1vi Orani etki etmistir.

Pareto Analizi

1498
A su
B SIVI-KATI
[ SURE
D SICAKLIK
E YOMNTEM
F DES

R 4 16 18
Sekil 4.14: Pareto Analizi

Bu calismada su, sivi-kati, siire, sicaklik, yontem ve DOC degiskenlerinin PSMME

iizerindeki etkileri Box-Behnken deneysel tasarim teknigi ile incelenmistir.
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Tablo 4.46: PSMME degiskeni i¢in olusturulan cevap yiizey modeline iligkin varyans

analizi sonuglari

Kaynak Sd Diiz. SS  Diiz. MS F-Istatistigi p
Model 29 3427669 118195 54,77 0
Lineer 7 1927765 275395 127,61 0

SU 1 7261 7261 3,36 0,069
SIVI-KATI 1 626362 626362 290,24 0
SURE 1 3 3 0 0,97
SICAKLIK 1 6331 6331 2,93 0,089
YONTEM 1 394684 394684 182,89 0
DOC 2 794248 397124 184,02 0
Kareli 2 71139 35569 16,48 0
SU*SU 1 3606 3606 1,67 0,198
SIVI-KATI*SIVI-KATI 1 57440 57440 26,62 0

2 Yonli Etkilesimler 20 481756 24088 11,16 0
SU*SIVI-KATI 1 188 188 0,09 0,769
SU*SURE 1 8796 8796 4,08 0,046
SU*SICAKLIK 1 7283 7283 3,37 0,068
SU*YONTEM 1 36505 36505 16,92 0
SU* DOC 2 927 464 0,21 0,807
SIVI-KATI*SURE 1 253 253 0,12 0,733
SIVI-KATI*SICAKLIK 1 2682 2682 1,24 0,267
SIVI-KATI*YONTEM 1 14170 14170 6,57 0,012
SIVI-KATI* DOC 2 270650 135325 62,71 0
SURE*SICAKLIK 1 4855 4855 2,25 0,136
SURE*YONTEM 1 8 8 0 0,953
SURE* DOC 2 392 196 0,09 0,913
SICAKLIK*YONTEM 1 3467 3467 1,61 0,207
SICAKLIK* DOC 2 19575 9788 454 0,012
YONTEM* DOC 2 51760 25880 11,99 0
Hata 132 284869 2158

Uyum Eksikligi 91 283692 3117 108,62 0

Saf Hata 41 1177 29

Toplam 161 3712538

R? % 92.33 Sd:serbestlik derecesi, Diiz. SS:diizeltilmis Standart Sapma Toplami, Diiz.
MS:diizeltilmis Standart Sapma Ortalamasi, F-istatistigi:F testi sonucunda elde edilen test

istatistigi, p:testin anlamlilik degeri
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Tablo 4.46°da PSMME degiskeni i¢in olusturulan cevap ylizey modeline iligkin varyans
analizi sonuclar1 gosterilmektedir. Varyans analizi sonuglarina gére bu modele iligskin kati-
stv1, ydntem, DOC, su-siire, su-ydntem, siv1 kati-ydntem, s1vi kati-DOC istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0.05).

PSMME degiskeni i¢in olusturulan cevap ylizey modeline iliskin performans olciileri
gosterilmektedir. Bu modelin belirtme katsayisina gore, olusturulan cevap ylizey modeli
su, stvi kati, siire, sicaklik, yontem ve DOC degiskenlerinin tarafindan PSMME
degiskenini %92,33 oraninda agiklamaktadir. Bu oran PSMME degiskeni i¢in olusturulan

cevap ylizey modelinin orta diizeyde acgiklayicilik giiciine sahip oldugunu gostermektedir.
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Tablo 4.47: PSMME degiskeni i¢in olusturulan cevap yiizey modeline iliskin regresyon

Katsayilar1 sonuglari

Diizenlenmis
Terim Ortalama Ortalama T p
Sabit Terim 200,72 7,6 26,41 0
SU -10,59 5,77 -1,83 0,069
SIVI-KATI -92,87 5,45 -17,04 0
SURE -0,17 4,55 -0,04 0,97
SICAKLIK 7,79 4,55 1,71 0,089
YONTEM
ULTRASON 57 4,21 13,52 0
DOC
FORMIK 99,61 7,42 13,43 0
URE -123,9 6,75 -18,35 0
SU*SU -9,87 7,64 -1,29 0,198
SIVI-KATI*SIVI-KATI 45,68 8,85 5,16 0
SU*SIVI-KATI -2,65 8,98 -0,29 0,769
SU*SURE 13,53 6,7 2,02 0,046
SU*SICAKLIK -12,31 6,7 -1,84 0,068
SU*YONTEM
ULTRASON 23,88 5,81 411 0
SU* DOC
FORMIK -2,7 10 -0,27 0,785
URE 5,03 7,68 0,66 0,513
SIVI-KATI*SURE 2,21 6,46 0,34 0,733
SIVI-KATI*SICAKLIK -7,2 6,46 -1,11 0,267
SIVI-KATI*YONTEM
ULTRASON 14,34 5,6 2,56 0,012
SIVI-KATI* DOC
FORMIK -36,69 9,71 -3,78 0
URE 83,01 7,43 11,17 0
SURE*SICAKLIK 7,55 5,03 15 0,136
SURE*YONTEM
ULTRASON -0,27 4,49 -0,06 0,953
SURE* DOC
FORMIK 3,02 7,12 0,42 0,672
URE -0,99 6,14 -0,16 0,872
SICAKLIK*YONTEM
ULTRASON 5,69 4,49 1,27 0,207
SICAKLIK* DOC
FORMIK -10,5 7,12 -1,48 0,142
URE -10,41 6,14 -1,69 0,093
YONTEM* DOC
ULTRASON FORMIK -13,99 6,74 -2,08 0,04
ULTRASON URE -17,69 6,39 -2,77 0,006
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Tablo 4.47°de PSMME degiskeni igin olusturulan cevap ylizey modeline iliskin regresyon
katsayilar1 sonuclar1 gosterilmektedir. Bu sonuglara gore bagimsiz degiskenlere ait su,
siire, sicaklik, su-su, su-sivi kati, su-sicaklik, su-DOC, siv1 kati-siire, siv1 kati-sicaklik,
siire-sicaklik, siire-ydntem, siire-DOC ve sicaklik-DOC istatistiksel olarak anlamsizdir

(p>0.05).

R? (determinasyon katsayis1) %92,33’dir. Oldukca yiiksek R2 degeri bagimsiz
degiskenlerinin (siire, sicaklik, yontem, ultrason vs.), bagimli degisken (PSMME)
tizerindeki agiklayiciligimmin yiiksek oldugunu gostermektedir. Tabloda 4.48°de kurulan

modellere iligkin regresyon denklemleri verilmistir.

Tablo 4.48: Kullanilan formuller

YONTEM DES

ULTRASON FORMIK PSMME = 457 +17,39 SU - 11,68 SIVI-KATI - 8,42 SURE + 3,39 SICAKLIK
-0,0987 SU*SU + 0,2030 SIVI-KATI*SIVI-KATI - 0,0177 SU*SIVI-KATI
+0,0902 SU*SURE - 0,246 SU*SICAKLIK + 0,0098 SIVI-KATI*SURE
- 0,0960 SIVI-KATI*SICAKLIK + 0,1006 SURE*SICAKLIK

SICAK SU FORMIK PSMME = 660+ 12,61 SU - 13,59 SIVI-KATI - 8,38 SURE + 1,12 SICAKLIK
-0,0987 SU*SU + 0,2030 SIVI-KATI*SIVI-KATI - 0,0177 SU*SIVI-KATI
+0,0902 SU*SURE - 0,246 SU*SICAKLIK + 0,0098 SIVI-KATI*SURE
- 0,0960 SIVI-KATI*SICAKLIK + 0,1006 SURE*SICAKLIK

ULTRASON URE PSMME = 25+18,17 SU - 3,70 SIVI-KATI - 8,68 SURE + 3,41 SICAKLIK
-0,0987 SU*SU + 0,2030 SIVI-KATI*SIVI-KATI - 0,0177 SU*SIVI-KATI
+0,0902 SU*SURE - 0,246 SU*SICAKLIK + 0,0098 SIVI-KATI*SURE
- 0,0960 SIVI-KATI*SICAKLIK + 0,1006 SURE*SICAKLIK

SICAK SU URE PSMME = 236+ 13,39 SU - 5,61 SIVI-KATI - 8,65 SURE + 1,14 SICAKLIK
-0,0987 SU*SU + 0,2030 SIVI-KATI*SIVI-KATI - 0,0177 SU*SIVI-KATI
+0,0902 SU*SURE - 0,246 SU*SICAKLIK + 0,0098 SIVI-KATI*SURE
- 0,0960 SIVI-KATI*SICAKLIK + 0,1006 SURE*SICAKLIK

ULTRASON ETL-GLY PSMME = 49+ 17,44 SU -12,32 SIVI-KATI - 8,75 SURE + 9,68 SICAKLIK
-0,0987 SU*SU + 0,2030 SIVI-KATI*SIVI-KATI - 0,0177 SU*SIVI-KATI
+0,0902 SU*SURE - 0,246 SU*SICAKLIK + 0,0098 SIVI-KATI*SURE
- 0,0960 SIVI-KATI*SICAKLIK + 0,1006 SURE*SICAKLIK

SICAK SU ETL-GLY PSMME = 161+ 12,7 SU - 14,24 SIVI-KATI - 8,72 SURE + 7,40 SICAKLIK
-0,0987 SU*SU + 0,2030 SIVI-KATI*SIVI-KATI - 0,0177 SU*SIVI-KATI
+0,0902 SU*SURE - 0,246 SU*SICAKLIK + 0,0098 SIVI-KATI*SURE
- 0,0960 SIVI-KATI*SICAKLIK + 0,1006 SURE*SICAKLIK
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Sekil 4.15’de PSMME’ye etki eden faktorlerin grafikleri elde edilmistir. Grafikte optimum

kosullarin hangileri olmasi gerektigi goriilmektedir.

sU SIWIKAT SURE SICAKLIK YONTEM DES
High 30,0 40,0 60.0 70.0 SICAK SU ETL-GLY
Cur [27.5758] [10,0] [60,0] [70.0] ULTRASON ETL-GLY
Low 100 100 0.0 60,0 ULTRASON FORMIK

- | \d——_fﬂﬁ' * I
¥ - 3

PSMME
[

Sekil 4.15: PSMME ye etki eden faktorler

Tablo 4.49°da verilerden ¢ikarilan optimum kosullar elde edilmektedir.

Tablo 4.49: PSMME’nin en verimli oldugu degerler

Degisken Ayarlama
SU 27,5758
SIVI-KATI 10
SURE 60
SICAKLIK 70
YONTEM ULTRASON
DES ETL-GLY

SIVI-KATI 40

Sekil 4.16: PSMME degiskeni, siv1 kat1 ve sicaklik degiskenlerine ait ii¢ boyutlu grafik
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Sekil 4.16’da PSMME degiskeni, sivi kat1 ve sicaklik degiskenlerine ait ii¢ boyutlu grafik
gosterilmektedir. Buna goére PSMME degeri ile sicaklik arasinda anlamli bir iligki
goriilmemektedir. 60° C’den 70° C’ye gegiste onemli bir fark gériillmemektedir. Sivi-kati
ile PSMME degiskeni arasinda ayni yonlii iligki bulunmaktadir. Sivi-kati orani arttikga
PSMME degeri diismektedir.

Sekil 4.17: PSMME degiskeni, su ve siire degiskenlerine ait {i¢ boyutlu grafik

Sekil 4.17°de PSMME degiskeni, su ve silire degiskenlerine ait {i¢ boyutlu grafik
gosterilmektedir. Siire ile dogru yonlii bir iligki var stire artttkca PSMME artmus.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, Karagam (Pinus nigra) gévde odununda bulunan budaklardaki stilbenlerin
(pinoslyvine ve pinoslyvinemonometileter) nontoksit, ucuz ve hazirlanmasi kolay derin
otektik ¢oziiciiler (DOC) kullanarak daha yiiksek bir verimle elde edilebilirlikleri
incelenmistir. Ayrica, govde odunu ve budaklardaki odun ana bilesenleri de g¢alisma

kapsaminda ortaya konulmustur.

Derin otektik ¢oziiciiler (DOC), karboksilik asitler ve diger yenilenebilir bilesikler dahil
olmak tizere en az bir hidrojen bagi alict (HBA) ve bir hidrojen bagi dondrii (HBD)
karisimlaridir. Bu maddeler, toksisitesi diisiik, dogal, organik maddelerden olusan, ¢evreye
dost, biyo-bozunurluklar1 yiiksek, gerekli onciilleri ucuz, kolay ve bol miktarda bulunan,

kokusuz, renksiz ve yenilenebilir ¢oziiciilerdir.

Odun ana bilesenlerine ait veriler incelendiginde Karagam gdvde odunu ve budaklari
arasinda belirgin bir fark olmadigi, birbirine yakin degerler verdigi goriilmistiir. Karacam
budaklarinda holoseliiloz, a-seliiloz ve lignin degerleri sirasiyla %75,6, %47,9 ve %25,8
olarak tespit edilmistir. n-Hekzan ve aseton:su karigimi ile yapilan sirali ekstraksiyon
deneylerinde ise budaklardaki ekstraktif madde miktari oduna kiyasla daha yiiksek oranda
bulunmustur. Karacam goévde odununda 9%3,5-6,5 olan ekstraktif miktar1 budaklarda
%14,3-25,7 olarak tespit edilmistir. Elde edilen ekstraklar GC-MS’de kalitatif olarak analiz
edilmis ve hedef madde olarak tespit edilen pinosilvin (PS) ve pinosilvinmonometileter
(PSMME) mevcudiyetleri ortaya konulmustur. DOC ¢ézeltilerine farkli oranlarda su ilave
edilmesi ve GC-MS oncesi sililasyonlarinda yasanan sorunlar nedeniyle analizler

HPLC’de yapilmustir.

Sokslet cihazinda n-hekzan ve aseton:su (95:5 v/v) ile yapilan ekstraksiyon sonrasinda
HPLC’e injekte edilen 6rneklerde PS miktar1 sirasiyla sifir ve 46,25 ppm olarak tespit
edilirken, PSMME degerleri 195,0 ppm ve 75,3 ppm olmustur.

DOC deneylerinde 1 gram budak 6rnegi kullamilarak, iki farkli muamele sicakliklig1 (60°C
— 70 °0), iki farkli muamele siiresi (30 — 60 dk), ii¢ farkli sivi-kati oran1 (10-20-40 g/ml),
{ic farkl1 su miktar1 (10 — 20 — 30 %) ve kolin kloriir bazl ii¢ farkli DOC ¢ozeltisi (ChClI:
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formik asit, ChCl: Ure, ChCl: Et-gly) uygulanmistir. Ekstraksiyon islemleri ultrason ve
sicak-su banyosunda gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler Box-Behnken tasarimi
iizerinden revize edilerek degerlendirilmis ve PS ve PSMME igin optimum kosullar

belirlenmistir.

Karagam budaklarinda bulunan stilbenlerin (PS ve PSMME) DOC’lerle geri
kazanilmasinda sirast ile kati-s1vi oran1 > ekstraksiyon ydntemi > DOC tiirii > ekstraksiyon

stiresi gibi faktorlerin etkili oldugu gorilmistiir.

Bu calismada, 1 g 6rnege 10 ml, 20 ml ve 40 ml olmak iizere ii¢ farkli kati:sivi orani
denenmistir. CoOzilicii ve c¢oziinen arasinda bir denge bulunmaktadir ve bu noktaya
geldiginde biyokiitle ve c¢oziicii arasindaki etkilesim artmaktadir (Giilsoy ve Kilig
Pekgozlii, 2021). DOC’lerle budaktaki PS ve PSMME ekstraksiyonu icin ideal kat1 sivi
oran1 10 mL/g. 1 g &rnek i¢in 10 mL DOC ¢dzeltisi kullamimi yeterlidir. Kati:stvi orani
onemli bir isletme parametresidir. Ozellikle maliyetler agisindan etkildir (Baranse, O.,
2018). Az miktarda biyokiitle ve az miktarda ¢oziicli kullanilmasi isletme maliyetlerini

diistirecektir.

Ikinci 6nemli parameter, ekstraksiyon ydntemi olmustur. Calismada sicaksu banyosu ve
ultrason banyosu yontemleri klasik sokslet ekstraksiyonuna alternatif olarak kullanilmustir.
DOC’lerle fenolik maddelerin eldesinde literatiirde genellikle ultrason banyosu,
mikrodalga ve sicak su banyosu gibi yontemler kullanilmistir Ultrason yontemi en basit
ekstraksiyon yontemidir ¢iinkii tek ihtiyaci olan genel bir laboratuvar aleti olan ultrason
banyosudur. Kavitasyon islemine dayali bir teknik olup, ekstrakte edilebilir maddelerin
¢oziiciiye gecisini artirmaktadir (Wang ve ark.2020, Ming-Zhu ve ark.2020, Panzella ve
ark.2020).

Ekstraksiyonlarda uygulanan DOC tiirii stilben verimini etkileyen diger bir faktor
olmustur. Bu calismada kolin klériir bazl {i¢ farkli DOC kullanilmistir (ChCI:FA,
ChCI:Et-gly ve ChCl:Ure). DOC’ler literatiir bilgilerine dayamilarak 1:2 mol oraninda
hazirlanmigtir. Ure ile yapilan ekstraksiyonlarda iirenin vizkozitesinin diisiik olmasi
nedeniyle 6zellikle susuz orneklerde kristallesmeler gozlemlenmistir. Bu nedenle, susuz
ornekler analiz edilmemistir. Ayrica sicak su banyosunda ekstrakte edilen kati-sivi oran1 40

mL/g olan orneklerde odun ornekleri sivi igerisinde asili kalmis HPLC o6ncesi yapilan
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filtreleme islemi yeterli gelmemistir. Bu nedenle, HPLC kolonuna zarar vermemesi
acisindan enjekte edilmemistir. Elde edilen veriler analiz edildiginde, PS ve PSMME
ekstraksiyonu i¢in en uygun DOC ¢ézeltisi ChCl:Et-gly bulunmustur.

Ekstraksiyon siiresi diger bir deyisle muamele siiresi DOC verimini etkileyen bir baska
faktordiir. Biyokiitle ve ¢6ziicii arasinda olusan denge belli bir siire durmakta ve daha fazla
¢ozlinme olmamaktadir. Farkli biyokiitlelerde farkl siireler kullanilmaktadir (0,5 -24 Saat).
Siirenin uzamasi bazi bilesiklerin bozunmasina neden olurken enerji acisindan da olumsuz
bir etki gdstermektedir. Bu calismada iki farkli muamele siireleri uygulanmistir (30 dak. —
60 dak.).

Elde edilen sonuglar optimizasyon yontemi ile degerlendirildiginde 30 dakikalik

ekstraksiyon siiresinin en iyi verimi verdigi sonucuna varilmistir.
Tim parametreler optimizasyon yontemi ile bir arada degerlendirildiginde, Karacam
budaklarindan PS ve PSMME eldesi i¢in en uygun kosullarin Tablo 5.1°de belirtildigi

sekilde oldugu sonucuna varilmastir.

Tablo 5.1: Sonuglarin en verimli oldugu degerler

En Ideal | En Ideal Kati | En Ideal Su | En Ideal | En Ideal | En Ideal
DOC S1v1 orani Miktar1 Yontem Sicaklik Stire

ChCIl:Et-glc | 10 mg/ml %30 Ultrason 70°C 30 dk.

Yukarida belirtilen kosullarda elde edilen PS miktar1 229,8 ppm ve PSMME miktar ise
489,1 ppm ‘dir. Bu oranlar klasik sokslet ekstraksiyonu sonuglar ile karsilagtirdigimizda,
PS degeri aseton:su karisimda 46,2 ppm bulunurken DOC ¢ozeltisinde yukaridaki
kosullarda 229,8 ppm ¢ikmistir. PSMME ise 195 ppm’den 489 ppm ¢ikmistir. Bu durumda
verim PS i¢in 5 kat PSMM ig¢in ise 2,5 kat artmistir.

Zhu vd., (2020) yaptiklart ¢alismada, dut yapraklarindan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu
icin siirdiirtilebilir ve yesil bir DES-MAE yontemi uygulamislardir. Elde edilen sonuglarda,
solvent, Kolin kloriir/Gliserol, NCA, CA, CCA, CFA, RU, IS, AS'nin daha yiiksek

ekstraksiyon verimliligi tek faktorlii ve BBD testine gore, optimal kosullarda 1:2 molar
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oranlt ve %20 su igerikli Kolin kloriir/Gliserol, sivi/kati oram1 20 mL/g, mikrodalga
sicaklig1 66 °C ve siire 18 dk. olarak kaydedilmistir. Ustelik, DES-MAE'nin kiitle aktarim
kinetigi modelinin yiiksek k ve Coo degerlerine gore hizli ve verimli bir yontem oldugu
kanitlanmigtir. Bu arada, makro gozenekli re¢inenin, hedef bilesiklerin zenginlestirilmesi
ve saflastirilmasi i¢in mevceut bir yontem oldugu ve geri kazanilan DES'nin hala yiiksek bir
oziitleme verimliligi sergiledigi de kanitlanmistir. Bu nedenle, DES-MAE teknigi, bitki
materyallerinden biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in yesil ve entegre bir strateji

olmaktadir.

Genel olarak, elde edilen DOC éziitiiniin HPLC analizinden dnce seyreltilmesi gerekir. Bu,
DES bilesenlerinin numune viskozitesini ve konsantrasyonunu azaltacaktir. Metanol ve
etanol gibi organik coziiciiler ve su igeren DOC, daha onceki calismalarda seyreltme
¢Oziliclisii i¢in yaygin olarak kullanilmistir (Bajkacz ve Adamek, 2017; Duan vd., 2016;
Mansur vd., 2019). Bu c¢alismada, DOC 6ziitii metanol, etanol ve DES ile seyreltildi.
Sonuglar, %30 su icerigine sahip metanol ve DOC lerin seyreltme ¢dziiciileri i¢in uyumlu
oldugunu gostermistir. Yesil kimya agisindan, ¢oziicii olarak %30 su igerigine sahip

seyreltilmis DOC kullanilmistr.

Yaptigimiz calismada benzer sonuglar elde ederek en iyi ¢oziiniirliik degerlerinin %30 su

igerigine sahip DOC &rnekleri oldugu goriilmektedir. (Tablo 5.1)

Organik c¢oziciiler, stilbenlerin gida ve farmakoloji gibi alanlarda koruyucu olarak
kullaniminin 6niinde engel teskil eden maddelerdir. Bu noktadan hareketle ¢evre dostu,
toksit olmayan DOC ¢oziiciileri Karagam budaklarindan PS ve PSMME eldesi icin

alternatif ¢oziiciiler olarak degerlendirilebilir.
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