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OzeT
Bitkisel kaynakli besinlerin rengi, lezzeti ve dayaniklihgi tizerine etkili olan fenolik maddeler,
antioksidan oOzelliklerine bagli olarak antikanserojen, ve antimikrobiyal aktivite gostermeleri
bakimindan da insan saglig ile yakindan iligkilidir. Fenolik maddelerden biri de klorojenik asittir. Bu
caligmada, toplanan disbudak agaci yapraklar1 glines almaksizin kurutulup sap kismi ayrilip 6giitiildii.
Ogiitiilen kisimlar su ile ekstrakte edildi. Ekstraklar HPLC (Yiiksek basingli sivi kromatografisi)
kromatografik sistemde analiz edilerek, sonuglar ppm diizeyinde ifade edildi. Box-Behnken tasarimina
dayali1 Yiizey Yamit Yonteminin (RSM) kullanildig1 ultrasonik destekli ekstraksiyon ile Fraxinus
Excelsior yapraklarindan klorojenik asit ekstraksiyonunun optimum kosullar1 belirlendi. Ektraksiyon
verimi {izerine etkin deneysel kosullar; ekstraksiyon siiresi (15-45 dakika), sicaklik (30-70°C), ultrason
giicii (25-75%) olarak segilmistir. Bu parametrelerin en iyi muhtemel kombinasyonlart RSM ile elde
edildi. Fraxinus Excelsior yapraklari i¢in optimum kosullarin; ultrason giictiniin %39,12, ekstraksiyon
siiresinin 15,18 dakika, ekstraksiyon sicakliginin 69,98°C oldugu belirlendi. Bu kosullarda maksimum
klorojenik asit miktar1 11,70 ppm olarak belirlendi. Ayrica antioksidan aktivitelerini gormek amaciyla
UV spektrometre ile disbudak agaci yapraklarindaki toplam fenolik igerikleri dlgiildii. Ogiitiilmiis
yapraklar etanol ile ekstrakte edildi. Olgiim igin kor, standart ve numune olmak iizere 3 tiip hazirland.
Her bir numune kabindan 6rnekler alinarak UV spektrometrede 765 nm’de absorbans degerleri 6l¢iildii.
Fraxinus Excelsior yapraklarindan toplam fenolik i¢eriginin 6l¢iilmesi i¢in optimum kosullar1 belirlendi.
Digbudak yapragi i¢in optimum kosullar; ultrason giicii %47,76, siire 29,69 dakika, etanol
konsantrasyonu %54,40 olarak belirlendi. Optimum kosullarda disbudak yapragindaki toplam fenolik
icerigi 40,74 ppm bulundu. Buna gore elde edilen bu sonuglar klorojenik asit etken bileseninin
ekstraksiyonu i¢in ultrasonik destekli ekstraksiyonun (UAE) etkili bir metot olabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Klorojenik Asit, Disbudak Agaci Yapraklar: (Fraxinus Excelsior), Ekstraksiyon,
Optimizasyon.
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Optimization of Chlorogenic Acid Extraction from Ash Leave
(Fraxinus Excelsior) by Response Surface Methodology and
Determination of Total Phenolic Contents

ABSTRACT
One of the phenolic substances is chlorogenic acid. In this study, the collected ash tree leaves were dried.
The milled fractions were extracted with water. The extracts were analyzed by HPLC (High Pressure
Liquid Chromatography) chromatographic system and the results were expressed in ppm. Optimum
conditions of chlorogenic acid extraction from Fraxinus Excelsior leaves were determined by ultrasonic
assisted extraction using Surface Response Method (RSM) based on Box-Behnken design. Effective
experimental conditions on extraction yield; extraction time (15-45 minutes), temperature (30-70°C),
ultrasound power (25-75%). The best possible combinations of these parameters were obtained by RSM.
Optimum conditions for Fraxinus Excelsior leaves; 39,12% of ultrasound power, extraction time 15,18
minutes, the extraction temperature was determined to be 69,98°C. Under these conditions, the
maximum amount of chlorogenic acid was determined to be 11,70 ppm. In addition, total phenolic
contents of ash tree leaves were measured by UV spectrometer. The milled leaves were extracted with
ethanol. Three tubes were prepared as blind, standard and sample. Samples were taken from each sample
cup and absorbance values were measured at 765 nm in UV spectrometer. Optimum conditions for the
measurement of total phenolic content of Fraxinus Excelsior leaves were determined. Optimum
conditions for ash leaf; ultrasound power was 47,76%, duration 29,69 min, ethanol concentration
54,40%. The total phenolic content of ash leaf was found to be 40,74 ppm under optimum conditions.
Accordingly, these results show that ultrasonic assisted extraction (UAE) can be an effective method
for the extraction of the active ingredient chlorogenic acid.
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|. GIRIS

Klorojenik asit bitkinin tohumlarinda, koklerinde ve yapraklarinda dogal olarak bulunan bir bilesiktir.
Klorojenik asitin en yaygin bilinen kaynaklar1 kahve, enginar yapragi, disbudak yapragi, kayisi yapragi,
patlican, erik, kivi, 1sirgan otu gibi kaynaklardir. Biiyiik miktarda ve yiiksek saflikta klorojenik asit
iiretmek icin arastirmalar her gecen giin artarak devam etmektedir. Ilag endiistrisi &zellikle etkin
maliyetli ve ¢evre dostu tiretim yontemleriyle ilgilenmektedir [1].

Onceden yapilan caligmalarin raporlarinda klorojenik asitin kan basincimi diisiirdiigii gézlemlenmistir.
Yine bagka bir ¢alismada, klorojenik asitin miishil etkisi yaptig1 ortaya konulmustur. Klorojenik asit
insanlardaki bazi bitkilere karsi allerjik durumlarinda bir duyarlastirict oldugu 6ne siiriilmektedir.
Ayrica fareler ilizerinde yapilan caligmalarda klorojenik asitin, psikostimiilan (Merkezi sinir
sistemindeki noronlar1 dogrudan uyaran ilaglarin bir grubu) etkilere sahip olabilecegi gozlemlenmistir.
Bunlarin yani sira klorojenik asitin, ndroenflamatuar kosullarda dopaminerjik ndronlar iizerinde yapilan
caligmalarda koruyucu etkiye sahip oldugu gozlemlenmistir [6].

Klorojenik asit iilkemizde iiretilmemekte olup hem ila¢ formunda hem de ila¢ etken maddesi olarak ithal

edilmektedir. Adi1 gegen bitkilerin yapraklarindan klorojenik asit izole edilmesi ve saflastirilmasi igin
kolay uygulanabilir bir metodun gelistirilmesi ile {ilkemiz ila¢ ve kimya sanayi i¢in 6nemli bir gelisme
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olacag dusiiniilmektedir [2-3]. Bitkilerden dogal klorojenik asit geleneksel olarak ¢oziicii ekstraksiyonu
yontemiyle iiretilir.

Geleneksel iretim yontemlerinde ¢evre ve insan sagligini olumsuz etkileyecek toksik kimyasallar
kullanilmaktadir. Geleneksel yontemlerde {iretim siireleri uzun ve maliyet yiiksektir [4]. Kisa
ekstraksiyon zamani, minimum organik ¢oziicii tiiketimi ve ¢evre dostu yeni ekstraksiyon tekniklerine
artan bir talep vardir. Ultrasonik destekli ekstraksiyon ucuz, basit ve geleneksel ekstraksiyon
tekniklerine alternatiftir. Ancak disbudak yaprag ile ilgili olarak yaygin bir ekstraksiyon prosediirii
mevcut degildir. Ekstraksiyon metodu tasarlanmali ve optimize edilmelidir. Ekstraksiyon i¢in ¢oziicii
tipi, solvent konsantrasyonu, kati/¢coziicii orani, ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon siiresi ve ultrason
giicli endiistriyel prosesi etkileyen isletme parametreleridir. Prosesi optimize etmek i¢in diger igletme
parametreleri arasinda muhtemel etkilesimler diigiiniilmelidir. Yiizey Yanit Metodolojisi (RSM) isletme
parametreleri arasindaki muhtemel etkilesimleri goz 6niinde bulundurur. RSM prosesin optimizasyonu,
iyilestirilmesi ve gelistirilmesi i¢in kullanilan istatistiksel ve matematiksel tekniklerin birlesimidir [8].

Yiizey yanit metodolojisini ilk olarak Box ve Wilson c¢esitli prosesler iizerindeki etkilerini
degerlendirmistir. Sonug olarak, Yiizey yanit metodolojisi prosesler i¢in basarili bir sekilde kullanilan
matematiksel ve istatiksel tekniklerin toplamidir. Temel avantaji ¢oklu parametreleri degerlendirmek
icin ihtiya¢ duyulan deney sayisini azaltmasidir [9].

Yiizey yanit metodolojisi fenolik bilesenlerin ekstraksiyonunu iceren besin sistemleriyle [10] ilgili
biyokimyasal ve biyoteknolojik prosesleri optimize etmek igin basarili bir sekilde kullanilmustir.

Il. MATERYAL VE METOT

A. KULLANILAN MATERYAL

Deneysel caligmalarda kullanilacak disbudak agaci yapraklari bahar aylarinda Trakya Bdlgesi’nden
toplandi ve oda sicakliginda karanlik odada bir ay siireyle kurutuldu. Kurutulmus yapraklar
ekstraksiyondan 6nce robot ile 80-100 mesh tane boyut araligina 6giitilmiistir.

Deneylerde kullanilan tiim kimyasallar analitik saflikta ve analizlerde kullanilan kimyasallar HPLC
grade safliktadir. Metanol, Amonyak, Asetik Asit, Hidroklorik Asit ve Sodyum Hidroksit ve Klorojenik
asit standardi Sigma-Aldrich firmasindan satin alindi. Coziicti olarak Millipore Milli-Q Su Saflastirma
Sisteminden elde edilen <18 mQ deiyonize su kullanildi. Tampon ¢ozeltilerin filtrasyonu igin 0,45pum
boyutunda memran filtre (Millipore, Bedford, MA, USA) kullanilmistir. Standart olarak kullanilan
Klorojenik asitin 6zellikleri Cizelge 1’ de gosterilmistir.

B. ULTRASONIK DESTEKLI EKSTRAKSIYON

Ultrasonik destekli ekstraksiyon Bandelin Sonorex marka 50 kHz frekansli ultrasonik banyoda yapildi.
Erlen igerisine kurutulmus ve 6giitiilmiis digsbudak agac1 yapraklarindan 500 mg tartildi. Uzerine 30 ml
saf su ilave edildi. Erlenin agz1 aliminyum folyo ile kapatildi ve banyo igerisine yerlestirildi. Erlendeki
¢oziicii diizeyi ile ultrasonik banyodaki su diizeyi ayni tutuldu.

Tabloda belirtilen ultrason giicii, sicaklik ve siire cihaza ayarlanarak cihaz ¢alistirildi. Ekstraksiyon
islemi tamamlandiktan sonra kapilerin tikanmasini énlemek amaciyla ¢ozelti nce Whatman marka
filtre kagidi ile daha sonra 0,45 mikronluk memran filtre ile filtre edildi.

C. KROMATOGRAFIK KOSULLAR (HPLC METODU)

Ekstraktlardaki klorojenik asitin tanimlanmas: ve miktarmin belirlenmesi oto 6rnekleyici, quaternar
pompa, kolon firin1 ve UV dedektor iceren ve bir Base-Deactivated Octa decyl silyl Silica Gel, 5 pum,
4.0 x 250 mm kolon kullanan Agilent 1260 Kromatografik Sistem ile yapildi.
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D. HPLC ANALIZ METODUNUN VALIDASYON CALISMALARI

Analiz metodunun validasyon caligmalari kapsaminda Sigma Aldrich firmasindan temin edilen toz
formundaki klorojenik asit standard1 kullanilarak 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, 80 ppm ve 100 ppm’lik
standart ¢ozeltiler hazirlandi. Bu standart ¢ozeltiler her biri beser kez HPLC cihazina enjeksiyonu
yapildi.Elde edilen kromatogramlardaki pik alanlarindan yararlanilarak giin i¢i ve giinler arasi
tekrarlanabilirlik, kalibrasyon dogrusalligi ve tekrarlanabilirlik testleri yapilip, konsantrasyon araligi,
korelasyon katsayisi, kayma, egim, teshis limiti degeri (LOD), tayin limiti degeri (LOQ) ve alikonma
zamani tespit edildi.

E. TOPLAM FENOLIK MADDE MIKTARI TAYIiNi

Karanlik bir odada kurutulmus numunelerin yapraklari ayrilarak laboratuar tipi degirmende 6gtiildii. 1
gr kurutulmus 6giitiilmiis numuneden tartilarak 200 m1’lik erlene aktarildi. Uzerine 50 ml (%70 Metanol
+ %30 demineralize su) ekstraksiyon ¢oziiciisii eklendi. Ultrasonik banyoda 30 dk siirekle ektraksiyon
islemi gergeklestirildi. Ekstraksiyon tamamlaninca ekstrakt beyaz bant siizge¢ kagidi ile siizildii.
Analize kadar ekstraktlar buzdolabinda saklandi.

Ekstraktlarda Toplam Fenolik Madde miktar1 tayini Folin Ciocaltaeu Yontemine gore yapilmustir.
Standart olarak Gallik Asit kullanilmis, Fenolik igerikler Gallik Asit esdegeri olarak verilmistir. Bu
yontemde 250 pl Folin Ciocaltaeu Phenol Reagent 50 ul ekstrakt ile karistirildi ve 500 pl % 20lik
Sodyum Karbonat ¢6zeltisi karigima eklendi. Hacim 5 ml’ye demineralize su ile tamamlandi. Yarim
saat karanlik bir odada bekletildikten sonra spektrofotometre ile (Perkin Elmer marka Lambda 35 model
UV-VIS Spektrofotometre)765 nm dalga boyunda absorbansi élgiildii. Olgiilen absorbans degerinden
Gallik Asit esdegeri olarak mg/gr toplam fenolik icerik sonucu hesaplanmustir.

[1l. SONUCLAR

A. ANALITIK METODUN DOGRUSALLIGI

5 farkl konsantrasyona karsi elde edilen pik alanlar grafige gecirilerek kalibrasyon dogrusallig: elde
edilmistir. Cihazin kalibrasyonu i¢in 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, 80 ppm, 100 ppmlik standart
cozeltilerinden ardi ardina beser enjeksiyon yapildi.

Tablo 1. HPLC (Yiiksek Basin¢li Sivi Kromatografisi) metotu

HPLC Analiz Metodu

Kolon Base-deactivated Octa decylsilyl Silica, 5 pm, 4.0 x
250mm
Mobil Faz Mobil Faz A: %15 metanol + %85 ml saf su karigsimi

hazirlanir. pH seyreltik fosforik asit ¢ozeltisi ile 2 ye
ayarlanir.Mobil Faz B: Saf metanol

Enjeksiyon Hacmi 20 ml
Kolon Sicakhg 30°C
Dedeksiyon 330 nm
Akis Hiz 1 ml/dk
Analiz Siiresi 36 dakika
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Tablo 2. Analitik metodun validasyonu siiresince farkli parametrelerin testinden elde edilen sonuglar

Parametreler

Klorojenik Asit

Konsantrasyon Arahg:

20-100
(ppm)
Korelasyon Katsayisi 0,9999
Linearite
Kayma 4,526
Egim 6,4094
LOD 0,076
LOQ 0,254
Alikonma Zamam (dk) 9,480
Tablo 3. Bagimsiz degiskenlerin degerleri ve semboller
Bagimsiz Degiskenlerin Degerleri ve Sembolleri
Bagimsiz Birimler  Degiskenlerin Kod Diizeyleri
Degiskenler Sembolleri
-1 0 1
Ultrason Giicii % A 25 50 75
Ekstraksiyon dk B 15 30 45
Siiresi
Ekstraksiyon °C C 30 50 70
Sicakhigy
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Tablo 4. Disbudak yaprag: ekstraksiyon verimi i¢in deneysel sonu¢lar

Sonuglar
Deney No  Ultrason Giicii* Siire Sicakhik Klorojenik Asit
Verim
(%) (dk) (’C)
(Ppm)
1 50 45 70 11,49
2 25 30 70 11,16
3 50 30 50 8,13
4 75 15 50 8,04
5 25 30 30 6,75
6 25 15 50 6,72
7 50 15 30 6,85
8 75 45 50 7,95
9 50 30 50 7,09
10 50 30 50 8,15
11 75 30 70 10,35
12 50 30 50 7,47
13 50 45 30 9,30
14 75 30 30 6,66
15 50 15 70 11,70
16 25 45 50 8,24
17 50 30 50 8,12

* Ultrasonik banyonun toplam giicii 420 wattir.

B. ULTRASONIK DESTEKLI EKSTRAKSIYON PERFORMANSI UZERINE
EKSTRAKSiYON ZAMANININ ETKIiSi

Ekstraksiyon verimi iizerine ultrason zamaninin etkisi 15-45 dakika araliginda test edildi. Sonuglar
Tablo 4’ de verilmistir. Sonuglar gosteriyor ki 15-30 dk arasi ¢6ziicliye gegen klorojenik asit miktari
azalirken, 30. dakikadan sonra klorojenik asit miktar1 giderek artmustir. Klorojenik asitin ¢oziiciiye
salinmas1 ve hiicre duvarlarinin zarar gérmesi i¢in 15 dakika ultrason siiresi yeterli olmaktadir.

C. ULTRASONIK DESTEKLI EKSTRAKSIYON PERFORMANSI UZERINE
EKSTRAKSIYON SICAKLIGININ ETKISi

Daha yiiksek sicakliklarda caligmak pratik ve ekonomik olmadigi icin disbudak agaci yapraklarinin
ekstraksiyonu 30-70°C arahiginda degisen sicakliklarda yapilmistir. Beklenildigi gibi klorojenik asitin
ekstraksiyon verimi sicakligin bir fonksiyonu olarak kararli bir sekilde artmistir. Genelde yiiksek
sicakliktaki ekstraksiyonlar kiitle transferini ve ekstraksiyon performansini artirir.

D. ULTRASONIK DESTEKLI EKSTRAKSIYON PERFORMANSI UZERINE
ULTRASON GUCUNUN ETKISi

Ultrason giiciiniin artmasiyla disbudak yapragindan ¢oziiciiye gecen klorojenik asit miktar1 belli bir
noktaya kadar artmustir.
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Sekil 1. Disbudak agaci yapraginda klorojenik asit veriminin ekstraksiyon zamaniyla degisimi
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Sekil 2. Disbudak agaci yapragindan klorojenik asit ekstraksiyon veriminin sicaklikla degigimi
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Sekil 3. Disbudak agact yapraklarindan klorojenik asit ekstraksiyon veriminin ultrason giiciiyle degisimi
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Sekil 4. Disbudak agacin yapragindan klorojenik asit ekstraksiyon veriminin tiim degiskenler ile degisimi grafigi
(A: Ultrason giicii B: Zaman, C: Sicaklik)
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Sekil 5. Ekstraksiyon sicakligina zaman oranimin bir fonksiyonu olarak disbudak agact yapraklarindan
klorojenik asit verimi i¢in yiizey yanit grafigi
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Sekil 6. Ekstraksiyon zamanina ultrason giicti oraninin bir fonksiyonu olarak disbudak agaci yapraklarindan

klorojenik asit verimi igin yiizey yanit grafigi
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Sekil 7. Ekstraksiyon sicakligina ultrason giicii oraminmin bir fonksiyonu olarak disbudak agaci yapraklarindan
klorojenik asit verimi igin yiizey yanit grafigi

E. YUZEY YANIT METODUYLA ULTRASONIK DESTEKLI EKSTRAKSIYONUN
OPTIMiZASYONU

Ayni1 anda tek faktdr yaklagimi olarak bilinen proses degiskenlerinin bireysel etkileri 6nceki bdliimde
uygulandi. Bu klasik yaklasim proses degiskenlerinin birbiriyle olan muhtemel etkilesimlerini géz ardi
eder. Yilizey yanit metodolojisi isletme parametreleri arasindaki muhtemel etkilesimleri géz Oniinde
bulundurur.

Cizelge minimum, orta, maksimum noktalari igeren i¢ parametreyi (Ultrason giicli, zaman ve sicaklik)
gostermektedir. 17 deney caligildi, dizayn expert software tarafindan rastgele segildi ve yanitlar
kaydedildi. Yazilim nedeniyle yilizey yanit metodolojisi kullanan, ekstraksiyon verimleri i¢in sadece
adim adim ileri degil ayn1 zamanda geri yok etme regresyonlarini uygulayan kuadratik bir model elde
edildi.

Softwareden yiizey yanit metodu kullanan kuadratik bir model asagida verildigi gibi tiiretildi.

Model = 8,05369 + 0,0934110 * A+ 1,35 1073 * B—0,21831xC—2,21x 1073 «B*C —
9,27 x 10™* x A2 + 2,33 % 1073 x B2 4+ 3,79 x 1073 x C2

A: Ultrason Giicii, B: Zaman, C: Sicaklik
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Sekil 8. Disbudak yapragi icin denklemden elde edilen degerler ile deneysel verilerin karsilastirilmas: (Deneysel
veriler Tablo 4 te verilmistir)

Optimum ekstraksiyon kosullar1 dizayn expert software optimizasyonu kullanarak bulundu. Bu degerler
disbudak agac1 yapraklar1 (Fraxinus Excelsior) i¢in ultrason giiciiniin %39,12, ekstraksiyon siiresinin
15,18 dakika, ekstraksiyon sicakliginin 69,98°C oldugu optimum kosullar belirlendi. Bu kosullarda
maksimum klorojenik asit miktar1 11,70 ppm olarak belirlendi. Optimal kosullar bulunduktan sonra
gercek numune ekstraksiyonu deneyleri 3 kez tekrarland1 ve sonra relatif standart sapmali ortalama
hesaplandi.

Ortalama: 10,2553

Standart Sapma: 0,015

Relatif Standart Sapma: 0,425

Klorojenik asit miktar (mg/500 mg numune): 10,2553 + 0,015
Istatistiksel degerlendirme icin sonuglar uygundur.

F. MODEL UYGUNLUGU

Ekstraksiyon verimlerinin yanitlari ig¢in dizayn expert 8.0.7.1 kuadrik denklemleri igin varyans
(ANOVA) analizleri kullanilmistir. Degiskenlerin en uygununu elde etmek igin stepwise (adim adim)
regresyonu kullanildi. Geri teknikler parametreleri tahmin etmek i¢in tim degiskenleri icermektedir.
Standardize betanin en yiiksek degerlerine sahip onemli degiskenler denkleme katilacaktir [10-11].

Calismamizda, tiiretilen model ekstraksiyon verimleri i¢in R-Squared (0,9650); Adj R-Squared (0,9200)
ve Pred R-Squared (0,7325) degerleri elde edilmistir. Bu degerler tiiretilen modelin hassasiyetini
gostermektedir. Sonugta, ultrasonik destekli ekstraksiyon ile digsbudak agaci yapraklarindan
ekstraksiyon veriminin belirlenmesi ylizey yanit modellemesi ile basarilabilir. Ayrica varyasyon
katsayis1 degeri: C.V =%5,70 olarak bulunmustur. Bu diisiik varyasyon degeri deneysel sonuglarin
giivenilirligi ve yliksek hassasiyetini gosterilmektedir.
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Tablo 5. Disbudak yapragi ANOVA tablosu

Kaynak Kareler df Kareler F Degeri P Degeri
Toplam Ortalamasi
P Olasilik>

F

Model 45,05 9 5,01 21,44 0,0003

A-Ultrason 2,112E-003 1 2,112E-003 9,047E-003 0,9269

Ge
B-Zaman 1,68 1 1,68 7,21 0,0313
C-Sicaklik 28,65 1 28,65 122,70 <0,0001

AB 0,65 1 0,65 2,78 0,1397

AC 0,13 1 0,13 0,56 0,4805

BC 1,77 1 1,77 7,58 0,0284

A2 1,42 1 1,42 6,06 0,0433

B2 1,16 1 1,16 4,97 0,0609

C? 9,70 1 9,70 41,54 0,0004
Artik Deger 1,63 7 0,23 - -

Uyum 0,69 3 0,23 0,97 0,4897

eksikligi

Hata 0,95 4 0,24 - -
Diiz Toplam 46,69 16 - -

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

Calismamizda digsbudak agaci yapraklarindan klorojenik asit ekstraksiyonu i¢in varyasyon katsayisi
degeri (% C.V) 5,70 bulunmustur.

Sekillerde ultrasonik destekli ekstraksiyon ile elde edilen ekstraktlarin ekstraksiyon verimi ile ilgili
esitliklerden hesaplanan data ve deneysel data arasindaki iliskiyi gosteriyor. Isletme kosullarinda
deneysel data ile modelden hesaplanan datanin uyum i¢inde oldugu goriilmektedir.

Yapilan deneysel calismalar sonucunda elde edilen verilerin optimizasyonu sonucu Yiizey Yanit
Yontemi ile elde edilen sonuglar bu uyumlulugu gostermektedir.

44



Sekillerde ultrasonik destekli ekstraksiyon ile elde edilen ekstraktlarin ekstraksiyon verimi ile ilgili
esitliklerden hesaplanan data ve deneysel data arasindaki iliskiyi gosteriyor. Isletme kosullarinda
deneysel data ile modelden hesaplanan datanin uyum i¢inde oldugu goriilmektedir.
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Sekil 10. Digsbudak agact yaprag: ekstraktinin kromatogrami

G. TOPLAM FENOLIK iICERIKLERI

Caligmanin ikinci asamasinda ise disbudak agaci yapraklariin antioksidan kapasitelerini belirlemek
icin toplam fenolik igerikleri UV Spektrometre ile analiz edildi. Disbudak yapragi i¢in optimum
kosullar; ultrason giicii %47,76, siire 29,69 dakika, etanol konsantrasyonu %54,40 olarak belirlendi.
Optimum kosullarda digbudak yapraginda toplam fenolik icerigi 40,74 ppm olarak belirlendi.

I\V. DEGERLENDIRME

Bu ¢alismanin ilk asamasinda disbudak agaci yapragindan klorojenik asitin HPLC (Yiiksek Basingh
Sivi Kromatografi) ile belirlenmesi i¢cin metot optimizasyonu yapildi. Klorojenik asitin potansiyel
kaynaklar1 disbudak agaci yapraklari bu ¢aligmada arastirma materyali olarak kullanildi. Kurutulmus
yapraklar ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemi ile ekstrakte edildi.
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Ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemi ¢evre dostudur, geleneksel ektraksiyon metotlarina gore daha
az ¢oziict kullanilmasi ve kisa siirede yapildigi i¢in avantajlidir [12-13]. Disbudak agaci yapraklart
(Fraxinus Excelsior) i¢in optimum kosullar; ultrason giicli %39,12, ekstraksiyon siiresi 15,18 dakika,
ekstraksiyon sicaklig1 69,98°C olarak belirlendi. Bu kosullarda maksimum klorojenik asit miktar1 11,70
ppm olarak belirlendi. Optimal kosullar bulunduktan sonra gergek numune ekstraksiyon deneyleri 3 kez
tekrarland1 ve sonra relatif standart sapmali ortalama hesaplandi. Disbudak agaci yapraginda klorojenik
asit ekstraksiyon verimi 10,2553 + 0,015 ppm bulunmustur. Calismanin iki agamasinda da kullanilan
ultrasonik destekli ekstraksiyonun diger ekstraksiyon tekniklerine alternatif yontem olabilecegi
gorilmiistir.

Ekstraksiyon tekniklerinden kati-sivi (Soxhlet) ekstraksiyonu, daha uzun siire gerektirmesi ve biilyiik
miktarda organik ¢oziicii kullanilmasindan dolay1 ultrasonik destekli ekstraksiyona gore dezavantajlidir.
Ayrica Soxhlet ekstraksiyonun ¢dziicii segiciligi ve otomasyonu zor olmasi gibi dezavantajlart da bu
yonteme alternatif bir yonteme ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir. Basingli siv1 ekstraksiyonunda ise
Ornege ekstraksiyon islemi yapilmadan 6nce dondurma ve kurutma gibi 6n islemler gerektirebilir.
Ayrica ¢ok fazla organik ¢oziicli kullanilmasi ve temizliginin maliyetli olmas:1 da bu ekstraksiyon
tekniginin dezavantajlarindandir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminde ise fazla miktarda
organik ¢oziicii kullanilmasi bu yontemi dezavantajli bir yontem yapmaktadir. Siiper kritik akiskanlarla
ayirma islemlerinin yiiksek basingta gerceklesmesinden dolay1 yiiksek yatirim maliyeti ve yiiksek enerji
gereksinimi gibi birka¢ dezavantaji vardir. Son derece 6nemli oldugu halde ihmal edilen diger bir
dezavantaj ise, en ¢ok kullanilan karbondioksittir.

Buna gore elde edilen sonuglar klorojenik asit etken bileseninin ekstraksiyonu igin Ultrasonik Destekli
Ekstraksiyonun (UAE) etkili bir metot olabilecegini gostermistir.

TESEKKUR: Bu g¢alisma Usak Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Birimi tarafindan
desteklenmistir.

V. KAYNAKLAR

[1] Y. Chen, Q.J. Yu, X. Li, Y. Luo, H. Liu “Extractionand HPLC Characterisation of Chlorogenic
Acid from Tobacco Residuals,” Separation Science and Technology, c. 42, s. 15, ss. 3481-3492, 2007.

[2] W. Shen, R. Qi, J. Zhang, Z. Wang, H. Wang, C. Hu, Y. Zhao, M. Bie, Y. Wang, Y. Fu, M.
Chen, D. Lu, "Chlorogenic Acid Inhibits LPS-Induced Microglial Activation and Improves Survival of
Dopamine Neurons," Brain Research Bulletin, c. 88, s. 5, ss. 487-494, 2012,

[3] H.Jang, H. R. Ahn, H. Jo, K. A. Kim, E. H. Lee, K. W. Lee, S. H. Jung, C. Y. Lee, ’Chlorogenic
Acid and Coffee Prevent Hypoxia-Induced Retinal Degeneration,”” J. Agric. FoodChem., c. 62, s. 1, ss.
182-91, 2014.

[4] M. Banozi’c, |. Banjari, M. Jakovljevi'c, D. Subari'c, S. Tomas, J. Babi'c ve S. Joki’c,
Optimization of Ultrasound-Assisted Extraction of Some Bioactive Compounds from Tobacco Waste,
Molecules, c. 24, s. 8, ss. 1611, 2019.

[5] A. Ayelign ve K. Sabally, <’Determination of Chlorogenic Acids (CGA) in Coffee Beans Using
HPLC,”> American Journal of Research Communication, c. 1, s. 2, ss. 78-91, 2013.

[6] E. Zeiger, R. Tice, “’Chlorogenic Acid and Caffeic Acid Review of Toxicological Literature
Prepared for Integrated Laboratory Systems, Research Triangle Park, ss. 327-331,1998.

[7] A. Mustafa, C. Turner, “’Pressurized Liquid Extraction as a Gren Approach in Food and Herbal
Plant Extraction: A Review,”” Analytica Chimica Acta, c. 703, s. 1, ss. 8, 2011.

46



[8] K. B. Wilson, <’On the Experimental Attainment of Optimum Conditions,”” Journal of the Royal
Statistical Society, ¢. 13, s. 1, ss. 1-45, 1951.

[9] T. Cui, K. Nakamura, L. Ma, J. Z. Li, H. Kayahara, <’Analyses of Arbutin and Chlorogenic
Acid, the Major Phenolic Constituents in Oriental Pear,”” J. Agric. Food Chem., c. 53, s. 1, ss. 3882—
3887, 2005.

[10] Y. Chen, “’Extraction of Chlorogenic Acid from Tobacco Residuals,”” Separation Science and
Technology, c. 42, s. 5, ss. 3481-3492, 2007.

[11] H. M. Santos, J. L Capelo, “’Trends in Ultrasonic-Based Equipment for Analytical Sample
Treatment,”” Talanta, c. 73, s. 5, ss. 795-802, 2007.

[12] J. L Capelo, A. M Mota ‘’Ultrasonication for Analytical Chemistry,”” Current Analytical
Chemistry, c. 1, s. 2, ss. 193, 2005.

[13] D. L Luthria, R. Biswas, S.Natarajan, <’Comparison of Extraction Solvents and Techniques
Used Forth Eassay of Isoflavones from Soybean,’” Food Chemistry, c. 105, s. 1, ss. 325, 2007.

47



