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OZET

Bu c¢aligmada, tibbi bir bitki olan atkestanesinden
(Aesculus hippocastanum L.) {ilkemizde endiistriyel olarak
total kuru ekstre ve etken madde essin liretimi ig¢in uygun

proses degiskenleri arastirilmigtair.

Bu amagla, Eskisehir'den toplanan atkestanelerinin, %50
etanol-su ¢oziiciisi ile oda sicakliginda yapilan
ekstraksiyonuyla, yaklasik %26 total kuru ekstre ve %5-5.5
essin igerdigi belirlenmigtir.

Ayrica, 10 1litre kapasiteli pilot ve 500 1litre
kapasitell yari endﬁStriyel Olgekli perkolatorlerle yapilan
calismalardan, uygun kati/g¢dzlici orani 1/6, ortalama
parcacik biiylikliigi 1.5 mm olarak bulunmus ve bu sgartlarda
elde edilen ekstreden kuru atkéstanesi bazina goére, %99 dan
daha saf, yaklasik %2.0-2.5 essin elde edilmisgtir.

Essinin kantitatif tayinlefinde,. ITK~-dansitometre
sistemi ve YBSK, standart essinle karsilastirilmasinda UV
ve IR kullanilmis ve aralarinda tam bir Dbenzerlik
gbrilmistiir.



SUMMARY

In this work, the process parameters were studied in

order to produce total dry extract and escin from
: R

horse-chestnut (Aesculus hippocastanum L.), industrially.

Horse-chestnut, collected from Eskisehir, were extracted
with 50% ethanol-water mixture at room temparature yielding
26% total dry extract. Escin content of horse-chestnuts was
"found to be about 5.0-5.5% on a dry basis.

We also found that, utilizing a 10 liter capacity pilot
and a 500 liter capacity semi industrial scale percolators
in our 1abor6tories, 1/6 so0lid/liquid ratio and 1.5 -mm
average particle size were optimum. Working under these
conditions better than 99% pure escin with about 2.0-2.5%,
on a dry horse-chestnut basis, was produced.

Escin was quantitatively determined using TLC-scanner
and HPLC and was compared with standard escin using UV and
IR giving excellent agreement.



Doktora galismamin her agamasinda, yvanimda olan, yakain
ilgi, anlayis ve destedini hig¢gbir 2zaman esirgemeyen
danismanim, Dog. Dr. Mustafa KARA' vya

Bu aragtirmanin, Taibbi Bitkiler Arastirma Merkezi
binyesinde yapilmasini saglayan ve biiyiik destedini
gordiigiim, Merkez Midiri Prof. Dr. K. H. Can BASER' e

Calismalarim sirasinda, ‘basvurdukga, degerli
fikirlerinden yararlandigim, Dog¢. Dr. Muzaffer TUNCEL'e

Arastirmalarimda, biliyik yardimlaraini gordiigiim, basta,
Kimya Y. Mih. S. Hakki BEiS, Kimya Miih. Samiye FICICIOGLU,
Kimya Y. Miih. Temel OZEK ve Kimya Y. Mih. Berrin BOZAN
olmak lzere, tiim TBAM personeline ve Kimya Mih. B&limilindeki
calisma arkadaslarlma,

en icten tesgekkilirlerimi sunaraim.



Sekil

4.3

SEKILLER DIZINI

vi

Sayfa

Atkestanesi adacinin gigek, vaprak ve
meyvasi

---------------------------------

Spirostan halkasi (stercit tipi aglikon)...

B-amyrin halkasi (Triterpen tipi aglikon})..

Essin yvapisinin aglikonlara
Essinin temel glikoziti

------------------

Tibbi bitkilerin endistriyel gapta
islenmesinde gerekli temel islemler
PerkolatlOr bataryasl....eee e neneannnn

......

Laboratuvarda yapilan karistairmala

ekstraksiyon islem basamaklari...........
Essin izolasyonu islem basamaklara
Essin izolasyonu iglem basamaklara
(n-Butanol-su)

.......

...........................

Pilot Olcekli perkolatdr.......ccovoivn..
Pilot Olgekli ekstraksiyonlarda
kullanilan diizenek

-----------------------

Yari endiistriyvel &lgekli gok amagli
ekstraksiyon linitesi

Ekstraksiyon verimine ¢oziicli sisteminin
etkisi

....................................

Goziicli sisteminin 15 dak. ekstraksivonda
ekstraksiyon verimine ve kuru total
ekstredeki essin ylizdesine etkisi........
Gozilici sisteminin 90 dak. ekstraksiyonda
ekstraksiyon verimine ve kuru total
ekstredeki essin vylizdesine etkisi........

¢ozicli sisteminin atkestanesinden

tilketilen essin miktarina etkisi

---------

Pilot Olgekte perkolatorde, ekstraksiyon
verimine parcacik boyutunun etkisi

.......

.10
.10

oo 12
...16

...25
...28

...33
...35

<37
...38



Sekil

4.6

SEKILLER DIiZziNi

SayTa
Pilot Olgekte perkolatdrde, oda
sicakliginda, g¢ozilcilinlin yataktan
bir kez gegisiyle ekstraksiyonda
kati/g¢oziici oraninin ekstraksiyon
verimine etkisi........... e s e e s et e e e 68

Pilot Olgekte perkolatdrde, oda

sicakliginda, sirkiilasyonlu ekstraksiyonda
kati/¢dziicli oraninin ekstraksiyon

verimine etkisi............. fe st erecesseaaan 69
Pilot ©Slgekte perkolatérde, sicakta,
sirkiilasyonlu ekstraksiyonda kati/g¢éziicli
oraninin ekstraksivon verimine etkisi....... 70
Yari endiistriyel Ol¢ekte, ekstraksiyon
veriminin zamanla degigimi...c.ceevieeeeennn 72
Ince tabaka kromatografisi-dansitometresi
farkli derisimlerdeki standart essin
kromatogramlarl. .ceeeeeesscnseeassscennacanns 74
ince tabaka kromatografisi-dansitometresinde
pik alani-derisim arasindaki dogrusal
iliskieeeeeennennnns Ceessecertsestasanoranas 75
ince tabaka kromatografisi-dansitometresi
tayininde hazirlanan plak..... e et eseeenanan 76
Ince tabaka kromatografisinde, c¢alismada

elde edilen tlriinlerin standartlarla

Standart essin ve izole edilen essinin

'YBSK kromatogramlaril....eecieeeeecceencenens 78

YBSK da pik alanlari toplami ile derigim
arasindaki dogrusal iliski........... e 79
Elde edilen total ekstre ve standart

total ekstrenin UV spektrumlari............. 80

vii



SEKILLER DIZiINI

Sayfa

Standart essinin ve izole edilen
essinin UV spektrumlari........ s s e s s ecsen s 81
Standart essinin ve izole edilen
essinin IR spektrumlarl....eeeeeeeeeeeeeanns 82

viii



CIiZELGELER DIiZiINT

ince tabaka kromatografisi g¢alismalarinda
denenen belirtegler....veeeeeenenn. Criessraea 48
Ince tabaka kromatografisi calismalarinda
denenen yliriitliicli sistemler.......icceeeeennns 49
Ince tabaka kromatografisi analiz
Ssartlarl..cceeececcccnncens s et e e e ca e e 51
Yiiksek basingli sivi kromatografisi

analiz sartlaril..eeeeeescececcssacsscasonnsns 53
Oda sicakliginda seri ekstraksiyon

SONUGLAL Ll .ssevesessasssansasosnnsssasncnssnssoescs 6l
Sicakta seri ekstraksiyon sonug¢lari.......... 62
Atkestanesinde essin yilizdesi......ccevennnn. 63

Essinin n-biitanol-su ¢dzlici sistemiyle
ekstraksiyonu ile dogrudan izolasyonu...... ..65

ix

Cizelge Sayfa
Essin vapisinin bilesenleri......c..ccueeeeeen. .13
Essinin g sekli ve Ozellikleri........oc.... 15



TCINDEKILER

Sayfa
074 X1 S et eececacccatcenenesenoaenenan iv
SUMMARY .. eeeeasecces t e e e e s s ea e st e certancecconnenn v
SEKILLER DIZINI.....iiiiiiiiiiiieieneenennennnnnnnn vi
CIZELGELER DIiZINI......... Ceeeet et eeea e ix
1. GIRIS VE AMAG. ..t teveeeencrooannaaennns Ceeeeaan 1
2. KAYNAK TARAMASI ..t eceneosnseseonnncannns .
2.1 Atkestanesi Adacinin TaniltiMl......eeee.. e 5
2.2 Essinin Tanitaml. .o eeeeeeeeaceeoanconeesas 6
2.2.1 GlikozZitler.iieieeeeeeoeeeoseneecasoannonanns 6
2.2.2 SAPONINIer ..ttt eeertesesocsacsscceaocosaaeas 9
2.2.3 Essinin vapisl...... . 11
2.3 Biyolojik EtKileri.eeeeeeenceeneenneenneennnns 14
2.3.1 Farmakolojieeeieeeeeoeeosenaas ettt 14
2.3.2 Tedavide kullanimi.......ceieinnnnneecananns 18
2.3.3 Kozmetik kullaniml....ioeeeeecencscccccoennas 22
2.4 Bitkisel Hammaddelerin Ekstraksiyonu.......... 24
2.5 Atkéstanesinden Essin Izolasyonu

izerine Onceki Calismalar......ce.eecececencnns 29

3. DENEYSEL GALISMALAR....¢... ceeacecsocacn s eeees3l
3.1 Laboratuvar Olg¢ekte Yapilan on calismalar..... 31

3.1.1 Boyut kiigiiltme, elek analizi, nem tayini....31
3.1.2 Ekstraksiyvon yontemi.....ciiieeeeenenccencen 32
3.1.3 Essin 1i20laSyONU. ... eeeseceaccccccnncncane 34



ICINDEKILER

Sayfa
3.1.3.1 Etanol-su ¢oziicli sistemiyle yapilan
ekstraksiyondan essin izolasyonu........ ..34
3.1.3.2 n-Butanol-su ¢oOziicli sistemiyle essinin
dodgrudan izolasyonuU............ ceeeeeee ...36
3.2 Pilot Olcekte Ekstraksiyon......... et 36
3.2.1 Pargacik boyutu segimi...oceeeeeenenneceeens 41
- 3.2.2 Kati/g¢gbzlicli oraninin belirlemmesi......cc.... 42
3.2.3 Essin 1z20laSyONU...ceeecessnscacsannns ceeee 43
3.3 Yari Endiistriyel Olgekte Ekstraksiyon
Tle Essin I201aSYONU...veereeeneneneneneenenns 43
3.4 Calismalarda Elde Edilen Uriinlerin
Incelenmesie.e . eeeeeeeeneeeeeenennnns Ceeeee e 45

3.4.1 Ince tabaka kromatografisi-dansitometresi...47

3.4.2 Yiiksek basingli sivi kromatografisi......... 50
3.4.3 Ultraviyole spektroskopisi (UV)...civeeennan. 52
3.4.4 Infrared spektroskopisi (IR).eeevececcacsns .52

4. DENEYSEL CALISMALARDAN ELDE EDILEN BULGULAR....54

4.1 Laboratuvar Olgekte Yapilan On

Galismalarin SONUClArl....eceeeeeeeeeeoaaaeenns 54‘
4.1.1 ¢ozlicli sisteminin segimi ... 54
4.1.2 Atkestanesinde total ekstraksiyon verim

ve essin ylizdesinin belirlemmesi............ 59
4.1.3 Essin 1201laSyONU...cieeeeeeececnceccanssnnns 60
4.2 Pilot Olgekte Ekstraksiyon Sonug¢lari.......... 64
4.2.1 Pargacik boyutunun segimi............ e e 64

4.2.2 Kati/gbzilici oraninin belirlenmesi........... 67



ICINDEKILER

Sayfa

4.2.3 ESSIN 1201aSYO0NU. ¢ttt ereeeeseoceconensonsenses 71
4.3 Yari Endiistriyel Ekstraktorde Calisma

CONUG LAYl .t ineereeeaceansssancescsscnasocsosas 71

4.4 Elde Edilen Urinlerin iIncelenmesi Sonug¢lari...73
4.4.1 Ince tabaka kromatografisi-dansitometresi...73
4.4.2 Yiiksek basingli sivi kromatografisi.........77
4.4.3 Ultraviyole spektroskopisi (UV)...cieeeeeee 77
4.4.4 Infrared spektroskopisi (IR)..ceeeencansaaesdd

5. SONUC,. TARTISMA VE ONERILER. ..+ttt eenneennss 83

EK ACIKLAMALAR

A. ESSIN I¢iIN FORMULASYON ORNEKLERI............... 86
B. ATKESTANESI TOTAL KURU EKSTRESI ICIN
FORMULASYON ORNEKLERI..... et e et e 88

KAYNAKLAR DIiziNf............ e e e e e e e 90

-
.

OZGECMisS



1. GIRIS VE AMAC

Bitkilerin, bircok hastaliklarin tedavisinde
kullanilmasi tarih Oncesine kadar gitmektedir. Bitkilerle
tedavi sanatinin nesillerden nesillere gegisi, Simerliler,
Babilliler, Misirlilar ve Ginlilerin ilk vazili
belgelerinde yer almis ve giinlimiize kadar ulasmistir.

Orta g¢agda, vyaklasik 1500 e ulagan tibbi bitki tﬁrﬁ
sayisi, XIX. ylzyilin ortalarina kadar pek degisiklik
gostermeden bu dedgerde kalmigtir. Kimya endiistrisinde
gorilen o©nemli gelisme, ilag endiistrisine de vyansiyarak
Jbirgok sentetik ilacin iretilmesi ve tedavide
kullanilmasina karsin, ‘doéal kokenli, taibbi bitkilerden
elde edilen irilinler modern tipta c¢ok Onemli vyerlerini
koruyabilmiglerdir.

Kimyanin gesitli dailarindaki gelismeler ise, tibbi
bitkilerde vyapilan arastirmalara yon ve hiz vermis ve
glnimiizdeki Snemine ulagtirmistir. Cinlilerin 1500-2000 yal
once vyazilmis kitaplarinda bahsedilen dogal kokenli
geleneksel ilag¢larinin ayni etkileri, gilinlimlizin modern
bilim ve teknolojisi ile kanitlanarak acikliga
kavusmaktadair.

Ozellikle 1960 11 yillardan baglayarak, tibbi
bitkilerden elde edilen ilaglarda biliylik bir artis
goriilmigtir. Bitki aktif maddelerinin insan organizmasi
tarafindan daha iyi kabul edilebilir olusu ve "birgok
sentetik ilaca model ve temel tegkil etmesi, tibbi
bitkilerin gelecekte de Onemle arastirilacagini ve ilag
iiretiminde kullanilacagini gostermektedir. Bu son otuz yil
igerisinde aktif madde izolasyonu, kimyasal vapi
aydinlatilmasi, biyolojik aktivitelerinin incelenmesi ve
endlistriyel olarak {iretilip insan sadgligi ig¢in hizmete
sunulmasindaki arastirma ve udraslar, gercgekten tibbi
bitkilere verilen Oonemin .apagik bir kanitidar.



Doga, tlikenmeyen bitkisel ila¢ hammaddelerini bizlere
saglamigstir. Bizlere dilisen 1ise, sistemli bir yontemle
onlari arastirmak, dogadaki varllklarlﬁl ve
stirekliliklerini koruyarak, doga dengesini bozmadan vyine
kendi hizmetimize sunmaktir.

Glinlimiizde, diinya niifusunun %80 i tibbi bitkilerden elde
edilen ham ekstrelerle tedavi edilmekte ve ¢ok dnemli tibbi
bitki tilirleri gelismekte olan {ilkelerde yetismektedir. Bu
ilkelerce, biiylik gapta islenmeden ihraci vapilan tibbi
bitkiler, gelismis {ilke endiistrilerinde iglenerek ilag¢ elde
edilmekte ve dinya pazarlarina girmektedir. Az geligmis ve
gelismekte olan iilkeler icin bliyiik bir ekonomik kayba neden
olmasi bakimindan, UNESCO, UNIDO, WHO ve diger birgok
uluslararasi kurulusglar, bu illkelerde vyetisen tibbi
bitkilerin, yine bu {ilkelerde islenerek, kendi sadlik
sorunlarinin ¢oOziilmesi igin kullanimlaraina tesvik
etmektedirler. Hatta daha da ileri giderek, diinya
pazarlarina girmeleri icin bilimsel toplantilar, egditim
programlari diizenlemeyi ve tibbi bitkilerden ilac
hammaddesi {iretiminde kendi endiistrilerini kurmalari igin
teknik yardim konularaini glindemlerine almislardar.
Ozellikle UNIDO, gelismekte olan llkelerde tibbi bitkilerin
endiistriyel kullanimi ile ilgili editim ve teknik vyardim
programlarini en etkili bir sekilde silirdiirmekte ve bu
ilkeler arasinda taibbi bitkilerle ilgili tim konularda
igbirligini saglamaya g¢alismaktadir. Bu - konuyla 1ilgili
olarak, UNIDO'nun sagladigi maddi ve uzman destegiyle,
Anadolu Universitesi bilinyesindeki Tibbi Bitkiler Arastirma
Merkezi'nin, kalite kontrol laboratuvarlari ve = pilot
~ Olgekte Uretim linitesi buglinkii modern haline getirilmis ve
diinyadaki sayili arastirma merkezleri arasinda yer
almistir. Bununla da yetinilmiyerek, UNIDO, -ingilizce
olarak ilk kez wuygulanan tibbi ve aromatik bitkilerin

endiistriyel degerlendirilmesi ile ilgili Grup Egitim



Programinl, gelismekte olan iilkelerden katilanlara ©bu
merkezde verilmesini benimsemis ve programin ilki eylil
1988 de gergeklestirilmigtir.

Tibbi bitkilerin endiistriyel kullanimi idzerinde Onemle
duran bu gibi wuluslararasi kuruluslarin cg¢alismalari ve
Oonerileri, ilgili iki UNIDO raporunda (UNIDO, 1978;
Tcheknavorian and Wijesekera, 1982) daha detayli olarak
bulunabilir.

Kalkinmakta olan iilkeler icerisinde birgok yodnden daha
iyi bir konumda bulunan Tilirkiye, ne yazikki sadece birkaga
digsinda sahip olduéu ¢gok zengin ve ustiin O0zellikli tibbi
‘bitki kaynaklarini endiistriyel olarak degerlendirememekte
ve 1islenmeden dig pazarlara satarak biyiik bir ekonomik
" kayba udramaktadir. Konunun o&nemi ve zaman gegirilmeden
vapilmasi gerekenler bilimsel toplantilarda tartisilmakta
ise de, somut sonuc¢lara ulasilamamaktadir. Oysa, ' tabbi
bitki agisindan c¢ok =zengin olmayan birgok gelismis 1ilke,
Tlirkiye'den ithal yoluyla sagladiklari tibbi bitkiye bagla
ilag endiistrilerini modern bir sekilde kurmus ve
kurmaktadirlar. Bu konularda yaptiklari bilimsel
arastirmalar ise giinden giine onem kazanarak  biitin
yonleriyle devam etmektedir.

Tirkiyve'de vyetisen tibbi bitkilerin, hangilerinin ne
Olgiide endistriyel olarak degerlendirilebildigini,
hangilerinin hig¢ dederlendirilmeden ham olarak nasil ve ne
miktarda ihra¢ edildigini ve hangilerinin higbir sekilde
degerlendirilemedigini burada yinelemek yersizdir.

Park ve bahgelerde bir siis bitkisi olmaktan ' ote,
Tirkiye'de higbir sekilde, ne endiistriyel iglenmesil ne de
ihracati bulunan bir bitki de atkestanesidir(Aesculus
hippocastanum L.). '



Ozellikle bati iilkelerinde, toplam ekstre ve ekstredeki
ana aktif madde olan essin {iiretiminde kullanilan
atkestanesi ile ilgili Tilrkiye'de belirli bir arastirmavya
rastlanilamamistir. Devlet istatistik Enstitisi
kaynaklarindan 6drenildigi kadariyla, tipta ve Kkozmetik
alanda Onemli bir kullanimi olan essin, bu ad altinda hig
ithal edilmemis fakat Odrenildigine gdre bir firma
tarafindan ithalat girisiminde bulunulmustur.

Atkestanesi tohumlarinin Orta Avrupa'ya ilk olarak XVI.
yiuzyilda bir bofanikgi ve hekim olan Charles de L'Ecluse
tarafindan istanbul'dan gotiriilerek yetistirildigi
belirlenmistir. Bitkinin 1960'11 yillarda yodunlasan
arastirmalarla tiim yOnleriyle arastirildidgi ve endiistriyel
ilag ve kozmetik {iiretiminde hammadde olarak kullanilmaya
baslandigi bilinmektedir. Ayrica, 1982 yilindaki bir UNIDO
raporundan atkestanesinin bir tibbi bitki olarak diinya
pazarlarinda Sneminin arttidir gdriilmektedir (Tcﬁeknavorian
and Wijesekera, 1982). |

Biitiin bunlar gdz Oniine alinarak, Tlirkiye'de ilk kez
Anodolu Universitesi Milhendislik Mimarlik Fakiiltesi Kimya
Mithendisligi BSlimii ve Tibbi Bitkiler Arastirma Merkezince,
atkestanesinden ilag hammaddesinin endiistriyel
ekstraksiyonunda en uygun proses degigkenlerini belirlemek
amaciyla, ortaklasa bu cgalisma baslatilmigtair.

Calismada, ¢oOzilici sistemi, sicaklik, tanecik biiylikligl

ve siire gibi proses degigkenlerinin, toplam ekstre ve essin

verimine etkileri incelenmis, ekstraksiyon islemi
laboratuvar, pilot ve yari endiistriyel Olgekli
ekstraktorlerde yvapilmistair. Ayrica, ¢galismanin her

evresinde essin miktarlarini kantitatif olarak tayin etmek
icin ince tabaka kromatografisi-dansitometresi sistemi ve
yviksek basinglai s1vl kromatografisi yontemleri
gelistirilerek uygulanmistir.



2. KAYNAK TARAMASI

Bu Dbolimde, 1{izerinde c¢alisilan atkestanesinin adaci
tanitilmig, etken madde essinin vyapisi ve Dbivolojik
etkileri hakkinda bilgi verilmistir. Ayraca, bitkisel
hammaddelerin ekstraksiyonu O&zetlenmis ve atkestanesinden
essin izolasyonu 1ile 1ilgili Onceki g¢aligmalar {zerinde
durulmustur. '

2.1 Atkestanesi AJacinin Tanitima

Atkestanesi adaci, Hippocastanaceae familyasina dahil,
vaklasik 25 m ye ylikselen, c¢ok kuvvetli kok sistemine sahip
zarif bir agacgtir. Yapraklar, karsilikli, oldukga biiyiik,
lamina el seklinde parcalanmis - ve koyu vesildir.
Yaprakciklar, 5-7 adet, uzunca, ters oval geklinde olup,
tabana dodru kama biciminde daralir, uca dodru ise genigler
ve birdenbire sivrilir. Bunlar yaklagik 20 cm 1lik bir sapin
ucunda birlesir ve kenarlari diizensiz dislidir. Cigekler,
genelde beyaz, 15-30 cm uzunlujunda piramit seklinde,
bilesik salkim durumludur. Canak yapraklar, c¢an seklinde
birlesmis, esit olmayan 5 dise sahip olup, kolayca dokiiliir.
Tag¢ vyapraklar, 4-5 adet, serbest, birbirine benzemeyen
vapraklardan olusmustur. Bunlarin taban kisminda geng yasta
sari renkli lekeler vardir. Bu lekeler, ¢igcek vaslandikga
kirmizilasir. Erkek organlar, 7-8 tane, filamentler yukari
dogru kaivrilmigs sekildedir. Meyva yuvarlak, yaklasik 6 cm
capinda, sivri sert dikenli, genellikle 1-3 tohumlu, etli
bir kapsiildiir. Tohum 1-4 c¢m ¢apinda ve kahverengidir.
Atkestanesi adgaci Nisan-Mayis aylarinda ¢igek agar ve
meyva, AdJustos-Ekim aylarinda olgunlagir (Stoyanov, 1982;
Petkov, 1982; Bianchini ahd Corbetta, 1977; Cronquist,
1981; Baytop, 1963).

Atkestanesi, zerafeti nedeniyle yerlesim bdlgelerindeki
park ve yol kenarlarinda siis adgaci olarak, {lilkemizin her
‘tarafinda oldugu gibi 1liman iklimde bulunan Avrupa, Asya



ve Amerika'da da vyetistirilir. Tohumlara: ile {iretilen
atkestanesi verimli, kaba ve bereketli topraklarda c¢ok iyi
yetigir. Atkestanesi agacinin g¢igek, vyaprak ve meyvasi
sekil 2.1' de gbsterilmistir.

Cigeklerde, flavonoit tiirevleri rutin ve kuersitrinle
birlikte saponin karisimi essin vyvaninda, kolin ve purin
bulunur.

Agac¢ kabugunda, kumarin glikoziti olan esculin, bunud_
aglikonu olan esculetin, oksikumarinik glikoziti olan
fraksin ve skopolin, bunlarin aglikonlari, fraksetin ve
skopoletin, essin, allantoin ve kuersetin vardir.

Tohumlarda, nisasta, essin, protein, vyaglar, seker ve
kategik tanenler bulunur.

Yapraklarda, kuersitrin, izokuersitrin, kuersetin adla
flavonoitler ve karotenoidler (lutein) wvardir (Stoyanov,
1982; Petkov, 1982; Bianchini and Corbetta, 1977;
Cronguist, 1981).

2.2 Essinin Tanitima

Atkestanesi agaci tohumlarinin (Atkestanesi) etken
maddesi olan essin, bir triterpenik saponin karisimidair.

Triterpen tipi saponinler esas olarak glikozit
olduklarindan, bu béliimde Oncelikle glikozitler, daha sonra
da saponinler ve triterpenik saponinler hakkinda Kkisa
bilgiler verilmistir.

2.2.1 Glikozitler

Glikozitler, enzim vya da seyreltik asit e;kisiyle
vapilan hidroliz sonucunda, seker ve sgeker olmayan
kisimlara ayrilan organik bilesiklerdir. Seker kismi bir ya
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da birka¢ molekil monosakkaritten, seker olmayan kismi ise:
aglikon, genin ya da genol olarak adlandirilan aromatik ya
da alifatik yapidan olugurlar (Tyler, et al., 1981).

Genellikle glikozitlerde seker ile aglikon arasindaki
bag oksijen atomuyla vyapilmis olup, bu tip glikozitlere
O-glikozitleri denilmektedir. Bazi glikozitlerde ise, seker.
ile aglikon arasindaki koprii kiikiirt (S-glikozitleri), azot
(N-glikozitleri) va da karbon (C-glikozitleri) atomlaraiyla
yvapilmistir. |

O-glikozitleri, aglikonun karboksil grubu (alkol,fenol)
ile sgekerin indirgen grubunun bir molekiil su kaybederek
Birlesmesi sonucu olusurlar. Dogada bulunan glikozitlerin
biiyiik c¢odunlugu bu grupta olup, aglikonun yapisina gore
agsagidaki gekilde siniflandiralirlar (Baytop, 1980; Tyler,
et al., 1981).

A- Alkol glikozitleri
1. Siyanogenetik glikozitler

B- Fenol\glikozitleri
1. Basit fenol glikozitleri
2. Antrasen glikozitleri
3. Flavon glikozitleri
4. Antosiyan glikozitleri
5. Kumarin glikozitleri

C- Steroit glikozitleri
1. Kalp kuvvetlendirici glikozitler
2. Saponinler
a. Steroidal saponinler

b. Triterpenik saponinler



2.2.2 Saponinler

Su ve alkol (metanol, etanol) gibi polar g¢oziiclilerde
¢ozinen, fakat oksijensiz g¢o6ziiciilerde g¢gdziinmeyen ndtral va
da asidik karakterli Dbilegiklerdir. Sudaki g¢o6zeltileri
galkalandiginda kalici bir koplik meydana getirir.

Saponin tiplerinin biliyiik g¢ogunludgu yiliksek bitkilerde
bulunmakta iken, bazi deniz hayvanlarinda, Ornedin, deniz
salyangozunda ve deniz yildizinda da saponin bulunmaktadir.

Saponinler, sapogeninlerinin vya da aglikonlarinin
kimyasal yapllarl esas alinarak, triterpenoid ve steroidal
saponinler olmak {izere iki grupta toplanirlar (Tyler, et
al., 1981; Trease and Evans, 1980; Wagner and Wulff, 1977).

Saponinlerin saflastirilmasindaki giigliikler nedeniyle,
1960 11 vyillarda ancak birkag¢ saponinin kimyasal yapisi
bilinmekteydi. Son =zamanlarda kromatografik tekniklerdeki
O6nemli gelismelerle, saflastirilabilen her iki grubun
sapogeninlerinin yapilari biiylik 9dlglide aydinlatilmistir
(Wagner and Wulff, 1977).

Aglikon kismi steroit tilirevi olan saponinlerin aglikonu
sekil 2.2' de goOsterilen spirostan halkasi (27 karbon)
vapisindadir. Halkaya bagli karboksil grubu bulunmadigi
igin, bu tip =saponinlere nodtral saponinler adi da
verilmektedir.

Aglikon kismi triterpen tilirevi olan saponinlerin
aglikonu, B8-amyrin halkasi (30 karbon) yapisindadir (Sekil
2.3). Blyilik g¢ogunlugunda 17 numaralil karbona bagli bir
karboksil grubu bulundugu igin, bu tip saponinlere asit
saponinler adi da verilmektedir (Baytop, 1980).



CH3

CHy

CHy

Ry

HO

.sekil 2.2 Spirostan halkasi (steroit tipi aglikon)

H3C CHg
COOH
CHy R
CHy
HO
HyC R,

Sekil 2.3 B-amyrin halkasi (triterpen tipi aglikon)
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2.2.3 Essinin yapisi

Atkestanesinin (Aesculus hippocastanum L. tohumlari)

igerdigi kompleks saponin karisimi essin olarak
adlandirilir. Essin bitkide sodyum vya da potasyum tuzu
halinde bulunur (Rucman and Jankovig, 1976; Wulff und
Tschesche, 1968},

Son yvillarda essinin vapi aydinlatilmasi
calismalari,iskelette C-21 ve C-22 karbon atomlarina vya
angelik asif—asetik asit ya da tiglik asit-asetik asit in
(a-metilbutirik ve isobutirik aside de rastlanmaktadir)
ester olarak baglanmisg oldugu Dbaslica iki aglikon
bulundugunu godstermistir. Bu aglikonlar protoessigenin ve
barringtogenol-C dir. Burada asitler arasindaki oran, 8-10
molekil asetik asit i¢in 6-4 molekil tiglik asit, 4-3
molekiil asetik asit igin 1/2 molekiil angelik asit olarak
verilmistir. Seker baglanmasi 3 nolu karbon atomundaki
hidroksil grubunda goriiliir. D-glikuronik aside 1-4 ve 1-2
baglariyla iki seker baglidir. Bu iki seker, glikoz-glikoz,
glikoz-ksiloz ve glikoz-galaktoz kombinasyonlarinda
olabilir. Seker oranlari: 1 glikuronik asit igin 1.98
glikoz, 0.23 ksiloz wve 0.19 galaktozdur (Tetenyi, 1977;
Wulff und Tschesche, 1968; Wagner, et al., 1985; Wagner and
Wulff, 1977; Windholz, 1976; Konoshima and Lee, 1986;
Jurenitsch, et al., 1984).

Genel yapiya ait aglikonlar sekil 2.4 'de verilmisgtir.
Yapilan calismalar essin bilesiminde 30 dan fazla bilesik
oldugunu g&stermigtir. Bunlardan en g¢ok karsilasilan 38
tanesi cizelge 2.1' de verilmistir (Tschesche und Wulff,
1973).

Bu 8 temel bilesidin toplam essin igindeki miktar: % 73
1 olusturur (Wulff und Tschesche, 1968; Wagner and wulff,
1977).
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Sekil 2.4 Essin yapisinin aglikonlari
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Cizelge 2.1 Essin yapisinin bilesenleri
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Genel olarak yukarida tanitilan essin, B-essin, a-essin
ve Kkriptoessin olarak 3 big¢imde bilinir. B-essin, essinin
suda zor g¢oOzinen ve kristal olarak elde edilen bir boliml
olarak belirtilir. Suda kolay ¢oziinen o -essinde, C-22 nin
yaninda C-28-0 da asetil badglari bulunur. Essinin bilinen
icinci sekli ise kriptoessindir. Bu yapida yalnizca C-28-0
da asetil bagi bulunur. Son yillarda yapilan ¢alismalarda
oa-essinin, B-essin ve kriptoessinden olugsan bir karisim
oldudu o6ne siiriilmigtiir (Wagner, et al., 1985).

Cizelge 2.2! de essinin 3 sekli wve Ozellikleri
verilmistir (Windholz, 1976; Wagner, et al., 1985).

Atkestanesi ig¢indeki essin miktari genellikle % 3-6
arasinda degismektedir (Wulff und Tschesche, 1968).

Essinin temel glikoziti sekil 2.5' de verilmistir

2.3 Biyolojik Etkileri

Bu bdéliimde, Oncelikle atkestanesi etken maddesi essinin
farmakolojik etkileri, toksisitesi, toleransi ve tedavide
kullanimi daha sonra ise atkestanesinin kozmetik kullanimi
kisaca verilmistir.

2.3.1 Farmakoloji

Essin, anti-ddem ve anti-enflamatuvar etkili Dbir
maddedir. Anti-odem etki, lokal va da genel O&dem
olusturulan laboratuvar hayvanlarinda kanitlanmistir. Bu
amacla, sigan pencesinde ovalbumin, formalin ve dekstran
ile olusturulan Oddemin essin ile belirgin bicimde azaldigi
gbzlenmistir (Lorenz and Marek, 1960; Girerd, et al., 1961;
Manca and Passarelli,'1965).



Cizelge 2.2 Essinin lig gekli ve Gzellikleri

Essin Karakteristik Ozellik
Yyapl
R2=Asetil Suda zor
R~Essin ¢cOzlinir
R3=H
HI=40 000
R2=H sSuda kolay
Kriptoessin ¢ozinir
R3=Asetil
HI=0.0
R2=Asetil
Suda c¢dzinilir
o ~-Essin R3=H veya
HI=20 000.
R2=H

R3=Asetil
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Essinin anti-enflamatuvar etkisi, intravendz yolla ve
odem olusturucu maddeden 16 saat Once verildiginde belirgin
olarak goriilmiistiir (Manca and Passarelli, 1965).

Cesitli saponinlerle yapilan karsilastirmalal galismada,
essinin belirgin anti-eksudatif etkisi oldugu da
gbzlenmistir. Odem baglangicindan 16 saat once profilaktik
olarak kullanildiginda, intakt ve hipofizektomize
si1ganlarda diiliretik wve natriiiretik etkileride dikkat
cekmistir (Vogel and Marek, 1962).

Karbonmonoksit igeren hava solumaya birakilan, (Tzonos
~and Riebling, 1968) ya da kalay etilsiilfat verilen (Zoltan,
et al., 1969; Zoltan and Foeldi, 1969; Varkonyi, et al.,
1969; Zoltan and Gorini, 1970; Joo, et al., 1970)
hayvanlarda olusan serebral Odemlerde de essinin olumlu
etkisi deneysel olarak kanitlanmistir. Her iki deneyde de
essin 1ile tedavi sonucunda, serebral 6dem kaybolmusg ve
beyin omurilik sivisi (BOS) basinci normale donmistiir. BOS
basincindaki degigikliklerle ilgili benzer sonuglar, Hemmer
and Diezemann (1962) tarafindan vyapilan c¢aligmalarla da
kanitlanmistir. Ayrica, essin ve bufenin esit miktarda
karaigtirilarak elde edilen Jjelin, sican pengesinde,
kaolinle olusturulan ddemi tedavide basarlil sonuglar elde
edilmistir (Lorenz and Reipper, 1967). Bu jel halindeki
formilasyonun deriden kolaylikla gegebilirligi ve
‘pratikliéi nedeniyle genis ° c¢apta uygulama alani
bulabilecegi belirtilmektedir.

Deksametazon ile esgit miktarda karaistirilan essinin,
anti-odem etkisinde O&nemli bir artis, sican pengesinde
ovalalbumin ile olugturulan Sdemin tedavisinde gozlenmistir
(Lippert and Weinberg, 1967).

Essinin anti-ddem etki mekanizmasi ve farmakodinamigi
birgok aragtirmaci tarafindan galisilmistir (Vogel, et al.,
1963; Preziosi and Manca, 1965; Mussgnug, 1969; Vogel, et



18

al., 1970; Ascher and Paltauf, 1970; Hamper, et al., 1970;
Vogel and Marek, 1962; Erbring and Vogel, 1963;
Meyer-Bertenrath and Kaffarnik, 1970; Henschler, et al.,
1971; Jacker, 1977).

Diger bir galigmada, merkezi sinir sisteminde radyasyon
ile olusabilecek tahribat Onceden essin uygulanmasiyla
onlenmistir. Essin verilen ve ardindan diisiik dozda X-1sini
uygulanan tavsanlarda goOriilen merkezi sinir sistemi
degisimleri, essin verilmeyen tavsanlarinkinden daha hafif
ve daha Onemsiz olarak gozlenmistir (Giordano and
Invernizzi, 1968).

Akut ve kronik toksisite fare, sigan ve tavsanlarda
belirlenmistir (Lorenz and Marek, 1960; Ubel and Patt,
1960; Manca and Passarelli, 1965). Sonuglar, insan tedavisi
i¢in normalde kulianllan dozlar ac¢isindan, uygun olduéunu
gbstermektedir. Toksisite sadece c¢ok vyiliksek dozlarda
goriilmektedir.

Tolerans, Ozellikle 1intravenéz yol ile uygulamada
dikkate alinmalidir. Essin ile kilogram ve/veya giin basina
insan tedavisinde kullanilan en vyiiksek dozun iki kata
dozlar uygulanarak, araliksiz elli glin siiren tedavilerde
bile, iyi tolere edildigi anlasilmigstir (Manca and
Passarelli, 1965).

Blitin uygulama yodntemlerinde saponinlere &zgi yerel
tahris essinde de gorilebilir (Girard, et al., 1961).
2.3.2 Tedavide kullanima

Essin, ‘farmakolojik 6zellikleri ve ivi tolere
edilebilmesi nedeniyle, bugiin genis Olciide tipta
kullanilmaktadir (Inverni Della Beffa, 1979%a).
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Bssin ilk kez 1960-61 yillarinda Almanya'da,‘enjektable,
sekilde kullanilmaya baslanmigtir. Sonralari, amorf ve
tuzlari halinde suda ¢&ziinlirliigiinlin arttigi godzlendidinden,
oral yolla da tedaviye girmigtir (Bonati, 1977).

Varis, flebit ve hemoroid essin ile tedavi
edilebilmektedir. Diizenli kullanimi, yinelenen trombo
filebit nébetlerinden yakinan hastalarda ozellikle
etkilidir. Bu durumda, hastaligin siklik ve giddetinde bir
azalma goriilebildigi gibi ilser belirtilerinin de oldukga
‘uzun silireli olarak ortadan kaldirilmasi sz konusudur.
Essinin bu amag¢la kullanilmasi konusunda birgok arastirma
bulunmaktadir (Lucas, 1963; Aichinger, et al., 1964; Jonhe,
1964; Wolfram, 1968; Stoppani, et al., 1969; Ludwig, 1970;
Fromahtin, 1972).

Biitlin arastirmacilar, essinin iyi toleransi, yan
etkilerinin olmamasi ve Ozellikle yiiksek terapdtik etkisi
konusunda birlesmektedir.

Rapor edilen vakalar arasinda, tedavi ile herhangi bir
yan etki goriilmeyen bazi hamile kadinlara da
rastlanmaktadir.

Farmakolojik etkisi dodgrulanmis essin igeren jellerin
piyasaya sunulmasi, varis ve filebit tedavisinde vyaygain
kullanima yol agmis ve doktorlar ile hastalar tarafindan
bliyik bir ilgi gormis, ¢ok sayida vakada etkinligi ve iyi
toleransi kanitlanmistir (Lotz, 1967; Niedling, 1967;
Harichhausen, 1968; Klauda, 1968; Schoen and Wefers, 1968;
Wampola, 1968). '

Essinin, retrograt amnezi gdsteren ya da gdstermeyen
kafa kirik ve travmalarinin ardindan delisen serebral
6demlerin tedavisinde de etkisi go6rilmiistiir. Tedavi ile
sefalji, wvertigo ve genel rahatsizlik belirtilerinin
ortadan kalkmasi, durumun ciddiyetine bagli olarak, 3 ila
16 giinliikk siire ig¢inde olmaktadir (Hutzel, 1963).
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Apopilektik ndbet ve hemiparezis gegiren hastalarda
belirgin iyilesme sonuglari gorilmiigtiir. Essin verilmesi,
vaklasik 24 saatlik bir slire iginde, tiim belirtilerin
ortadan kalkmasina yol agmaktadir (Lucas, 1963).

Heppner, et al. (1967)'in c¢alismalari da bu sonuglari
dogrulamaktadir. Bu arastirmacilar, serebral tiimor,
intrakranial anevrizma, serebral sikleroz, subdural

hematom, ensefalit ve menenjitli hastalara tedavi
etmislerdir. Akut vazomotor yetmezlige bagli serebral
odemlerde, sonug¢lar g¢abuk ve basarili olarak alinmakta
iken, kronik hastalik durumunda ise iyilesme uzun siireli

essin uygulamasindan sonra yavas vavas geligmektedir.

Ayni alanda, Wolfram (1968), Cazzullo and Torrigiani
(1969), Tzavalles and Finke (1970) daha wumut verici
sonu¢glar elde etmislerdir. BiIlindigi gibi kirik ve
gikiklardan sonra gevre dokuda, uygulanan algi ya da bandaj
nedeniyle siddetli bir sisme ve bunlar kaldirildiktan sonra
morarma olusabilir, bu vakalarda essin kullanimi iyilesmeyi
gabuklagtirmaktadar.

Hutzel (1963), essini fazla kan kaybi ile yumusak doku
kisminda tahribat olan g¢ok sayida kairik vakasinda
kullanmigtir. Tedavinin baslangicindan bir kag¢ saat sonra
hastalarin g¢odgunda, siddetli adgrida bir azalma olmusg ve‘
hematom, essin tedavisi uygulanmayan hastalardan daha hizlzi
olarak yok olmustur. Benzer olumlu sonug¢lar on kol kirigi
olan hastalarda da Greifenstein (1966), tarafindan rapor
edilmigtir.

Essin, klasik Sudeck sendromunun tedavisinde de olumlu
sonu¢lar saglamaktadir (Scheibe, 1966). Spontan ve hareket
sirasinda ortaya c¢ikan adrainin azalmasi, 1ilk enjeksiyon

giiniinden itibaren farkedilmektedir.
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Ortopedi ve travmatoloji alaninda, travmatik yaralanma
sonucu olusan iki parapileji vakasindaki ayak &demlerinde
de, essinin etkinligi gozlenmistir (Di pierro, 1969).

Travmatize ve uzun siire yatalak hastalarda,
hareketsizlige bagli olarak olusan Odemlerde de olumlu
sonuglar Parmeggiéni (1968), tarafindan gdzlenmig ve ayak
kiriklarindan sonra subakut wve Kkronik yerel Odemlerde
ivilesmeler gorililmlistiir. Ayni arastirmacilar taraflﬁdan,
diz kapagi hidrartrozda da tatmin edici sonuglar elde
edilmistir.

~Essin, siyatidgin rutin tedavisinde, steroid tirevi
maddelerle kombinasyon halinde kullanilmisg ve agra
belirtileri aglslhdan elde edilen sonuglar olumlu
bulunmustur. BOylece essin, tedavide kullanilan steroid
tiirevlerinin dozunun diisiirilmesi igin kullanigla
gorilmiigtiir (Caminiti and Bocaleti, 1969).

Essin, kadin dogum alaninda da, &demli bir durum olan
gestoslarin ve eklampsilerin risksiz tedavisi ig¢in ¢ok
kullanisli olmaktadir (Ferrero, et al., 1968).

Essinin, kulak, burun, bogaz ve dis rahatsizliklarainda
da bagari ile kullanildidi vakalar vardir (Hutzel, 1963).
Uzun silireli oral-trakeal intubasyona bagli epiglottik
6demlerde 200 den fazla hastada basarili sonuglar elde
edilmistir (Torelli, 1969).

Dis eti tedavilerinde hizli bir iyilesme saglanmistir.
Tedavinin sonunda, dis etlerinin normal rengine dondigi ve
presyon uygulandidinda sadece kisa siireli kanamalar
goriildiigi belirlenmmistir (Hutzel, 1963).

Dermatoloji alaninda, Giannetti and Pelfini (1968),
essinle Herpes 2oster'e bagli oddemleri basariyla tedavi
etmistir. e
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Garbin and Vartanian (1972), multiple sklerozda essinin
anti-enflamatuar ve anti-ddem etkisini tedavi amac1yla
degerlendirmiglerdir. Bu aragtirmacilar, akut krizlerde
belirgin bir iyilesme ve tedaviye diisiik dozda kortizon
maddelerinin katilmasiyla, belirtilerde timiyle dizelme
oldugunu gbézlemislerdir. Kronik krizlerde ise, essin diisiik
doz kortikosteron ile karistirildiginda daha 6ncedgn yliksek
doz kortikosteron ile tedavi edilen vakalardakine esdeger
sonuclar elde edilmigtir.

Essin, cerrahi operasyonlar sirasinda olusan Odemlerin
onlenmesi amaciyla da profilaktik olarak kullanilmaktadir.
Albrecht'in (1967), lirolojik operasyon sirasinda intraven&z
ve operasyon sonrasinda oral uygulamasi Odem olusmasini
onlemisgtir. |

Yakin zamana kadar, bu gibi vakalarda ozellikle su-tuz
dengesi yodniinden gﬁvenilmgz etkileriyle bilinen diiiretikler
kullaniliyordu, artik bu nedenlerle essin, daha yodun bir
uygulama alani bulabilmektedir.

Yukaridan da goriilebilecegi gibi, essinin tromboz,
serebral kanamalar, vendz stazis ve herhangi bir tipte
cerrahi operasyona bagli travmalardan kaynaklanan odemlerin
tedavisi ig¢in yeni bir 1ilagc secgenedgi oldugu kolaylikla
soylenebilir. |

2.3.3 Kozmetik kullanimi

Atkestanesi ekstresi terkibinde bulunan saponinler
nedeniyle antiéademik, astrenjan ve dekonjestif etki
gosterirler ve dolayisiyla dermatoloji alaninda biylik
S8lclide kullanilirlar (Proserpio, et al., 1980). '

Kozmetikte atkestanesi temizleme, canlandirma ve koruma
Ozelliklerine sahip olup,
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banyo kopiikleri
sampuan, sag¢ ve 'yliz losyonlari
canlandirma ve koruma y/s kremleri
banyo ve giines banyosu, trag ve epilasyon sonrasi
emﬁléiyon ve Jjelleri
. dis macunu ve gargaralari
. ayvak ve bacak yorgunluk kremleri
. temizleme maskeleri ve

. Sporcu masaj kremlerinin

formiilasyonlarinda oldukga ‘yaygln kullanim sahasi
bulunmaktadir (Inverni Della Beffa, 1979b; Marrissal, 1976;
Touzet, 1972; Marrissal and Aubert, 1981).

Atkestanesi genel olarak alt deride kan dolasimini ve
deri alti hiicre metabolizmasini diizenleyerek deriyi
yumusatir ve burusukluklari &nler (Kuriyama, et al., 1968;
Denner, 1973).

Sag¢ canlandirmasi ve kafatasi derisine kan saglayip
gli¢glendirmesi amaciyla sa¢ 1losyonlari ve sampuanlarda
yvaygin olarak kullanilir (Thomae, 1965; Hiroshi, et al.,

,1968; Kuriyama, et al., 1968; Oreal, 1980; Grollier and
Beauquey, 1979).

Essin, diseti iltahaplarini giderdigdi, kanamalara
6nledigi wve dig etlerine normal goriinliminii kazandirdigi
igin dis macunu ve gdgargaralarda kulianlllr (Hiroshi, et
al., 1968; Denner, 1973).

Yukaraida, atkestanesi ekstreleri ve essinin
farmakolojik .gallsmalarl, terapotik alanda kullanimina
kisaca deginilmistir. Her iki kullanim alaninda da bir g¢ok
formiilasyon Ornekleri verilebilirse de sadece tipik

olanlardan bazilari Ek Ag¢iklamalar-A ve Ek Ac¢iklamalar-B de
verilmigtir.
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2.4 Bitkisel Hammaddelerin Ekstraksiyonu

Dogada kendiliginden yetisen ya da kﬁltﬁfe alinabilen
tibbi bitkiler, a)ham drog b)ekstre c¢)saf etken madde
eldesinde kullanilirlar. Bitkisel hammaddeler, gelismekte
olan 1ilkelerin, 0©Ozellikle kirsal bdlge halkinin yegane
ilaci olmakla birlikte, ihtiya¢ fazlasi dis iilkelere ihrag
edilir. Taibbi bitkilerden elde edilen total ekstreler,
oldukga vyaygin kullanim alani bulmaktadir. Saf etken
maddeler ise, belirli bir diizeyde fitdkimyasal endistriye
.sahip illkelerde iiretilmekte, ancak bu ililkelerde de ekonomik
nedenlerle genellikle total ekstre Uretimi tercih
edilmektedir.

Tirkiye'de vetistirilen, vya da vyetistirilmesi miimkiin
olan bitkilerden 1{iretilen ham droglar, dogrudan ihracg
edilmemeli total ekstre ya da saf etken madde eldesi yoluna
gidilmelidir. Zira, bu sekilde elde edilecek yari mamul ya
da mamul Urinlerin getirecegi katma deger, ilke
endiistrisine ve ekonomisine daha g¢ok yarar saglaiyacaktir.

Tibbi bitkilerin endiistrivel gapta islenmesinde gerekli
temel iglemler, sekil 2.6' da sematik olarak gosterildigi
gibi, boyut kiigiltme (kirma, Ogilitme), ekstraksiyon, siizme,
yogunlastirma (deristirme), kurutma ve eder saf etken madde
iiretilecekse izolasyondur.

Kati-s1vi ekstraksiyonu (leaching), bir katidaki bir va
da birden fazla bilegenin bir sivi ¢odzilici tarafindan segici
(selektif) olarak ¢oziilip - alinmasidar, seklinde
tanimlanabilir.

Bitkisel hammaddelarin ekstraksiyonunda kullanilacak
¢coziclilerde, ¢Ozlilmesi istenen bilegsenler igin segici,
kolay Dbulunur, ekonomik, doygunluk derisimi yﬁkSek,
vizkozitesi, ylizey gerilimi diislik olmasi, korozif, toksik
ve patlayici olmamasi gibi &zellikler aranir. Bu nedenle,



Tabbi Bitki

Kirma

Kurutma

Total Ekstre

Ekstraksiyon

Slizme

Yodunlast

irrma

fzolasyon

Saf Aktif Madde

Tibbi bitkilerin endiistrivel c¢apta islenmesinde
gerekli temel islemler
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en ¢ok kullanilan ¢éziicli su olmakla birlikte, bazi bitkisel
hammaddeler ig¢in alkol,petrol eteri, hekzan, kloroform gibi
organik goziciiler de sik sik kullanilmaktadar.

Bitkisel hammaddenin, kirilma, ya da ogiitiilmesi, c¢oziici
ile temas vyizeyini artiracagindan, ekstraksiyon hiza
artacaktir. Bunun yaninda, hammaddenin ¢ok ince &giitiilmesi
ekstraksiyonun perkolatdérde uygulanmasina imkan vermeyecek
ve hatta karistirmali tankta ekstraksiyon sonucunda,
istenmeyen maddelerinde cozeltive gegmesine neden olacak wve
kati.sivi ayiriminda zorluklar g¢ikaracaktair.

"Cozlilmesi istenen kati madde, bitkisel hammaddelerde
.hﬁcre igerisinde bulunur. Hicre duvarlarinin bozunmadan
kalmasi halinde ekstraksiyon hiicre duvarlarindan osmotik
gegisle saglanacaktir. Boyut kiiciltme ile hiicre duvarlari
bozunacak olursa didger istenmeyen maddelerinde c¢ozicliye
kolaylikla gegmesi ortaya gikacaktair.

Sicakta yapilan kati-siva ekstraksiyonlarinda da
katinin ¢Ozilicli igerisinde ¢dziliniirlligi artacak ve daha
derisik ekstreler elde edilecektir. Ancak, bazi bitkisel
hammaddelerde, sicakta ekstraksiyonda, asiri miktarda
istenmeyen madde de ¢oziicliye gegmekte ve daha sonraki
saflastirma agamalarinda sorunlar ortaya c¢ikarmaktadir.
Ayrica sicakta ekstraksiyonlarda, ekstre edilecek maddenin
yapisinin bozunmamasi ve asiril miktarda ¢éziici kayiplarinin
olmamasi goz oniinde bulundurulmalidair.

Kati-saiva ekstraksiyonunda, pargacik boyutunun,
¢dzlicliniin, sicakligin Onemi birgok kaynakta bulunabilir
(Treybal, 1981; McCabe and Smith, 1976; Banchero and
Badger, 1979; Perry and Chilton, 1984; Rauling, 1982;
Schweitzer, 1969 ; Kirk Othmer, 1978).

Ekstraksiyonlarda genellikle, kesikli (batch),
yvari-kesikli (semi-batch) ve silirekli { continuous ) olmak
iizere ili¢ isletim gekli uygulanir.Her bir isletim seklinde,
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kademeli va da slirekli temas tipi ekstraktorler
kullanilabilir. ¢ozlicli, bitki {lizerine ya piliskiirtilerek vya
da bitki tamamen g¢oziici iginde bairakilarak ekstraksiyon
yapilir. Uygun igletim sekli ve ekstraktor tipinin segimi,
bitkisel hammaddenin fiziksel O&zelliklerine, ekstraksiyon
sartlarina, {iretim kapasitesine ve ekonomiyi etkileyen
diger parametrelére baglidar.

Perkolatdr, bitkisel hammaddelerden ekstre {iretiminde
kullanilan en basit ve geleneksel ekstraktodrdiir. Kapasitesi
bliylik, alt kismina delikli plaka vyerlegtirilmis, vyiksek
sicakliklarda galisilmasa gerektiginde bir ceketle
.1si1tilabilen ve iri parcacikli hammaddelerin
ekstraksiyonunda kullanilan perkolatdrlerde, hammadde ve
gozlici statik temasta bulunabilecedi gibi, sivi devamli
olarak sirkiile edilebilir. Genellikle birden fazla
perkolatdr ya ayri ayri va da sekil 2.7' de gorildligi gibi
seri halde isletilir. Seri igletimde seyreltik g¢ézelti bir
perkolatdrden digerine aktarailarak, isteniien derisime
eriginceye kadar isleme devam edilir. Perkolatorde,
tikanmaya neden olmamak igin, miimkiin oldugu kadar ayni
bluylikliikte kirilmigs bitkisel hammaddenin ekstraksiyonu
vapilmali, g¢ok ince 0&glitiilmiis maddelerin ekstraksiyonundan
kaginilmalidair.

Perkolatdrlerden baska, tibbi bitkilerden ilacg
hammaddeleri {iretiminde kapasite, igletim sartlari ve
hammadde Ozelliklerine gore gok degisgik tipte
ekstraktorlerde kullanilmaktadair. Bu konuda, karosel
(rotasel) ekstraktor, =zit akimli helezonik ekstraktor,
karigtiricali ekstraktor, U-ekstraktorii, extr-o~mat
ekstraktarﬁ, bant ekstraktorii gibi bir g¢ok ekstraktor
tipleri sayilabilir. Daha ayraintili bilgi asagidaki
kaynaklarda bulunabilir (Treybal, 1981; Perry and Chilton,
1984; Hill, 1977; Rawlins, 1982; Baser ve Kara, 1987;
Schweitzer, 1969)
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2.5 Atkestanesinden Essin izolasyonu Uzerine Onceki
galismalar

Yapilan kaynak¢a taramasindan, Tiirkive'de atkestanesi
ekstraksiyonu ya da essin izolasyonu konusunda herhangi bir
galismaya rastlanilamamistir. Bununla birlikte, yurt
disinda Ozellikle Avrupa'da bu konuda bir c¢ok arastirma
vapilmigs olup patentlerde mevcuttur.

Ekstraksiyon islemleri, genellikle degigik tiir ve
oranlarda alkol-su ¢6ziici sistemleriyle vyapilmig, va
oncelikle kuru total ekstre elde etme yoniine gidilmis, va
da dogrudan essin izolasyonu gergeklestirilmigtir.
.Callsmalarln gogunda ise kuru total ekstre baslangig
maddesi olarak alinmig ve tedavide kullanilabilecek essin

izolasyonuna gidilmisgtir.

Bunlardan, bir Alman patenti (1 902 609), atkestanesi
kuru ekstresinin propanol/etil asetat/su karigsiminda
gézﬁlmesi ve bu gézeltinih alumina doldurulmus kromatografi
kolonundan gecgirilerek saflagtairilmasina dayanmaktadar.
Ancak adsorbanin essine oraninin ¢ok yiksek olmasi
gerektiginden essin izolasyonu ig¢in ekonomik bir teknik
olmadigi dﬁsﬁnﬁlmektedir (Rucman and Jankovig, 1976a).

Bir 'diger Alman patentinde (1 617 581) ise,
atkestanesinin asidik sulu ekstresinin, alifatik alkol ve
klorlu hidrokarbon karisimi ile ekstraksiyonundan saf
essin elde edilme yontemi verilmistir. Bununla birlikte
essin ve flavonoitlerin verilen dagilma katsayilari ayni
oldugundan tam aylrim saglanamamis ve bdylece patentte de
belirtildigi gibi son {irlin renkli olarak elde edilmigtir
(Rucman and Jankovig, 1976a).

Baska bir Alman patentindeki (2 339 760) metoda gére,
baslangi¢ maddesi olan atkestanesi ekstresi, {gli sistem
kloroform/metanol/su da ¢ozlilmis ve beyaz renkte daha saf
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essin elde edilmistir. Bununla birlikte ¢&ziinme sirasinda
ayrilmasl zor bir emiilsiyvonla karsilagilmistir (Rucman and
Jankovig, 1976a).

Fransiz 2 361 420 nolu patentte ise, ilk ili¢g yOntemden
farklili olarak, atkestanesinden dogrudan essin elde
edilmistir. Bu yotntemde, ara basamak olan atkestanesi
ekstresini herhangi bir yontemle hazirlamaya gerek yoktur.
Oglitiilmiis atkestanesi, su ile doyurulmus alifatik alkol
(tercihan n-biitanol) ve alifatik alkol ile doyrulmus su
sistemi ile ekstre edilir. Elde edilen organik faz, su ile
si1vi-sivi ekstraksiyona tabi tutulup, polaritenin etil
asetat ile degistirilmesinden sonra, alkali bikarbonatin
éudaki gOzeltisiyle ekstre edilip kurutularak essin tuz
" haliyle elde edilir. Metanolde ¢dziiliip, once H" formundaki
katyon degigtiriciden, daha sonrada aktif karbon kolonundan
gegirilip, kurutularak, beyaz toz halde essin elde
edilmistir. Yontemde 4 kg atkestanesinden baglanarak
sonugta 88 g essin elde edilmistir (Rucman and Jankovig,
1976a; Rucman and Jankovig¢, 1976b; Rucman and Jankovig,
1978).

Ayrica 2 530 941 nolu Alman patentinde ise, &glitiilmis
atkestanesi, su 1ile karisan diigiik alifatik alkollerle
ekstre edilmigtir. Kétyon degistiriciden gegirilen ekstre,
yogunlastirilarak essin g¢dkmeye birakilmig ve gdken essin
slizme ya da santrifij yoluyla ayrilmigtir. ¥Yontemde ¢d&ziicl
olarak %65 metanol-su sistemi kullanilmistir (Madaus,
1975).
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu g¢aligmada, Eskisehir'den toplanmis atkestaneleri -
gdlgede kurutulduktan sonra, laboratuvar, pilot ve vyari
endiistriyel O6lgekte ekstre edilerek, kuru total ekstre ve
etken madde essin saf olarak elde edilmistir. |

3.1 Laboratuvar Olcekte Yapilan On Calismalar

Laboratuvarda viriitiilen c¢alismalarda, atkestanesinin
ekstraksiyonunda, uygun ¢oziicili isteminin ve galisma
sartlarinin seg¢imi yapilmistir. Oncelikle atkestanesinin
toplam gézﬁlebilir madde ve essin igeridgi tayin edilmis ve
essin izolasyonu yontemleri aragtirilmistair. Ayrica,
ogiitiilen atkestanelerinde pargacik boyutu, nem ve yodunluk
gibi fiziksel Ozellikler de belirlenmistir.

3.1.1 Boyut kiigliltme, elek analizi, nem tayini

Kurutulmus kestanelerin o6glitiilmesinde, saatte 3 kg
kapasiteli Cullatti DFH 48 tipi O&glitlici kullanilmistir.
Ogiitiilen kestanede, ASTM elek serisi kullanilarak elek
analizi uygulanmis ve ortalama tanecik boyutu 0.8 mm olarak
tayin edilmistir. Yapilan aragtirmada, elde edilen
sonuglarin dederlendirilmesi kuru baz lizerinden
vapildigindan, ekstraksiyonlarda kullanilan hammaddenin nem
miktarinin bilinmesi gereklidir. Nem miktarai tayini,
Shimadzu Libror EB-280 MOC elektronik nem tayin cihazinda,
105=C sicaklikta, sabit tartima gelinceye kadar kurutularak
yvapilmis ve %4-5 olarak bulunmustur.
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3.1.2 Ekstraksivon yontemi

Literatiirde, atkestanesi ekstraksiyonlarinin, genel
olarak alkol-su karisiminin dedgisik oranlariyla vyapildiga
verilmistir. Bu arastirmada, alkol olarak  etanol
kullanilmistir. Etanol-su karisiminin yizde 30-70 arasinda
degisgen oranlaraiyla ekstraksiyonlar yvapilmis ve bu
¢oziclilerin ekstraksiyon verimi ve ekstredeki essin ylizdesi
lizerine etkileri arastirilmistair.

Bu grup g¢aligmada, ekstraksiyonlar oda sicakliginda,

karistirmala olarak gergeklestirilmis, ¢alismalarda
karigtirma hizi ve kati/gdzilici orani (1/10) sabit
tutulmustur.

Ekstraksiyonlarda, nem miktari bilinen 50 g Ornek
alinmig, ¢oOzilici ilavesiyle karistirmalili olarak ekstre
edilmistir. sSliziilerek islenmis posadan ayrilan ekstre,
Buchi 165 wvakum kontrollu RE-111 rotaﬁapor ile vaklasgik
50°C da wvakum altinda kuruluga kadar buharlastirilmistir
(sekil 3.1).

Atkestanesinde, en yﬁksek etanol-su ekstraksiyon verimi
ve essin ylzdesinin belirlenmesi igin vyapilan bir
calismada ise, %50 etanol-su g¢ozilici sistemi kullanilarak,
oda sicakliginda ve sicakta (55-60°C) olmak . lizere iki
grupta yapilan ekstraksiyon iglemi 1ile tiim ¢Ozilinebilir
madde ¢6zeltiye alinmig, toplam ekstre ve essinllniktarl
tayin edilmistir. Bu ekstraksiyon i¢in yine 50 g Ornek
alinmig, 500 ml ¢ozici ilavesiyle 2 saat karistirmala
ekstraksiyon vapilmistir. 'Sﬁzﬁlerek, posa ekstreden
ayrilmis ve posa lizerine tekrar 500 ml ¢gOzlici ilavesiyle 2
saat ekstraksiyona devam edilmistir. Bu islem,
atkestanesindeki tiim ¢&ziinebilir madde tiiketilinceye kadar
5 kez tekrar edilmistir.
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50 g Ornek + 500 ml ¢&ziici

Karaistirmali Ekstraksiyon

Siizme

islenmis posa Ekstre

Coziiciiniin
Uzaklastirilmasi

Kurutma

Total Kuru Ekstre

Sekil 3.1 LabOratuVarda yapllah karistirmali ekstraksiyon
islem basamaklar:
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Calismanin biitiinligi agisindan, goziiclu olarak,
etanol-suyun ylizde 30-70 arasinda degisen oranlari vyaninda,
distile etanol (%96), saf su ve %65 metanol-su da
kullanilmig ve ekstraksiyon verimleri tayin
edilmigtir.Yapilan kiyaslamada, %50 etanol-su sistemi ile
galigmalara devam edilmesi uygun gorilmigtir.

3.1.3 Essin izolasyonu

Atkestanesinden etken madde olan essinin saf olarak
izolasyonu igin, 1literatilirde verilen yodntemlerden ikisi
izerinde durulmustur. Bu  yOntemler, kestanenin %50
etanol-su (Alman 2 530 941 nolu patent) ve n-bilitanol-su
(Fransiz 2 361 420 nolu patent) ¢6ziici sistemleriyle
ekstraksiyonuna dayanmaktadir (Madaus, 1975; Rucman and
Jankovig, 1976a).

3.1.3.1 Etanol-su g¢oziicli sistemiyle yapilan ekstraksiyondan
essin izolasyonu

Bu ydntemle essin’ izolasyonunda, ornek vukarida
anlatildigil gibi %50 etanol-su c¢oziiclisiiyle ekstre edilir.
Ekstre, 100 ml lik blirette 50 ml H" formunda Levatit katyon
degistirici rec¢ine doldurulmasi ile hazirlanmigs kolondan
gegirilir. Bu sekilde, PH=2.5-3.5 olarak elde edilen
¢dzelti, rotavaporda 50°C de, vakum altinda
buharlastirilarak, vaklasik 1/3 e kadar yogunlastirilir ve
sogumaya birakilarak ham essinin cokmesi saglanir.
Siizlilerek ayrilan essin, etanolde tekrar godziilerek siiziiliir.
Cozelti, aktif karbon doldurulmus kolondan gegirilerek renk
giderilir ve rotavaporda yaklasik 50°C da wvakum altinda
deristirilir. Sicak, derisik etanollu ¢odzelti {lizerine iki
kati kadar 80-90°C da sicak su ilave edilerek sogumava
blraklilr. Galismada izlenen yol gematik olarak sekil
3.2'de verilmistir.
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|
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Alkolde Cozme
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|

Aktif Karbondan Gegirme

|

Vakum Altinda Derigstirme

Sicak Su flavesi

|

Sodutma, Essin Cokmesi

Sizme Siiziinti

Essin

Sekil 3.2 Essin'izolasyonu islem basamaklari
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3.1.3.2 n-Bitanol-su ¢oziici sistemiyle essinin dodgrudan
izolasyonu

Bu caligmada, Fransiz 2 361 420 nolu patentte verilen
yonteme Dbagli kalinarak, su ile doymus n-biitanol ve
n-butanol 1ile doymus sudan olusan iki fazli ¢oéziicd
sistemi kullanilmig ve bu amagla 80 g Ornek 216 ml
n-biitanol-194 ml su-2 ml hidroklorik asit ile 2 saat
slireyle karistirmali ekstraksiyona tabi tutulmustur. Daha
sonra, siiziilerek posadan ayrilan ekstre, ayirma hunisinde
bekletilerek iki faza ayrilmistir. n-Bitanol ile doymus su
fazi1 ve posa, 216 ml n-biitanol 1ile tekrar 2 saat
karigtirmali olarak ekstre edilmigtir. Ekstre, silizlilerek
ayirma hunisine alinmig, n-blitanol ve su fazlarinin
ayrilmasi saglanmistir. Buradan alinan n-biitanol fazi,
onceki n-bilitanol fazi birlestirilmigtir. Bu ¢dzelti, lic kez
200 ml su ile yikanmistir. Daha sonra, vaklasik 400 ml
etilasetat ve 100 ml %1 sodyum bikarbonat ilave edilerek
ekstre edilmis ve essin sodyum tuzu halinde alinmistir.
Kuruluga kadar buharlastirilmig, alkolde ¢dziilmis ve H*
formundaki katyon degistirici kolondan geg¢irilmistir. Daha
sonra, aktif karbonlu kolondan gegirilerek 50°C da wvakum
altinda kuruluga kadar Dbuharlastirilarak essin elde
edilmigtir. Yontemde izlenen yol sekil 3.3'de verilmistir.

3.2 pilot Olgekte Ekstraksiyon

Bir Onceki bélimde yapilan laboratuvar on c¢alismalari
sonucunda ¢ozlici sistemi, sicaklik, total ekstre ve saf
essin verimleri Dbelirlenmis ve bu ¢aligmalarin 1sig1

altinda pilot 8lgekte calismalara gegilmistir.

Bu amag¢la, 10 1litre kapasiteli, 1sitma - ceketli,
paslanmaz ¢elikten vyapilmis, sekil 3.4' de gOsterilen
silindirik perkolatdr kullanilmistar. '
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Pilot ©6lgekli perkolatdrde vyapilan arastirmalarin
sonuglarinin, 500 litre kapasiteli yari endiistriyel iiretim
perkolatdriindeki galismalara © temel olusturma51
diisiinildiglinden, bu gruptaki g¢aligmalarda, parcacik boyutu,
kati/sivi orani, slire (akim hizi), sicaklik ve ¢dziicl
gegirme yontemleri gibi degiskenlerin ekstraksiyon ve essin
verimine etkileri belirlenmisgtir.

Ekstraksiyonlarda kullanilan dilizenegin sgemasi sekil
3.5'de verilmigtir.

Ekstraksiyonlarda, goziici akimi, yvaklasik 3 m
.yﬁksekteki ¢gOzlici tankindan vyer ¢ekimiyle va da bir
santrifiij pompa yardimiyla saglanmigtir.

Coziicliinin perkolatdr  yatagindan gec¢is hizi bir vana
yardimiyla ayarlanmis ve kalibrasyonu yapilmis bir
rotametre ile Olcililmiistiir. Bu sekilde, tiim ¢g&ziicilinlin
yataktan belirli siirede gegiéi saglanmis ve ekstre direk
olarak alttan toplama kabina alinmigstir. Sirkiilasyonlu
galismalarda ise, toplanan ekstre bir pompa vardimiyla
tekrar yukaridaki g¢o6ziici tankina gdnderilerek perkolatdrde
istenilen siirece sirkiile edilmigtir.

Sicakta vyapilan g¢aligmalarda, perkolatdr ceketinden
sicak su gegirilerek ve ¢o6ziicli, tanktaki daldirmalai bir.
elektrik rezistansli isitici yardimiyla isitilarak
istenilen sicaklik saglanmisgtir.

| Ekstraksiyon veriminin hesaplanmasi igin, tum ekstre
miktari Olgiilmis ve bundan belli miktarda alinarak pilot
Slgekte, Buchi rotavapor R-151 de kuruluga ‘kadar
buharlastirilmistir. Bu sekilde hesaplanan verimin, tim
ekstrenin kuruluga kadar buharlastirilmasiyla hesaplanan
verimle ayni oldugu gOrilmiis ve boylece ileriki
calismalarda, Ozellikle essin izolasyonunda, tiim ekstrenin
kuruluga kadar buharlastirilmasina gerek olmadigindan,
toplam ekstraksiyon verimi bu yontemle belirlenmistir.
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¢oziicli deposu
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. Toplama tanki
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. Rotametre
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Sekil 3.5 Pilot 8lgekli ekstraksiyonlarda kullanilan diizenek
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- Caligmalarda oncelikle, kuru atkestaneleri gaatte 50 kg
kapasiteli Gondard Cekigli kiricasinda kirilarak herhangi
bir 6n elemeye tabi tutulmadan 4 kg tartilarak perkolatdre
viklenmistir. ¢oziici tankindan yer g¢ekimi ile sadlanan
akimin yaklasik 5 1litresi perkolatdrden ge¢tikten sonra,
atkestanesi yatagili gegirgenligini kaybetmis ve c¢dzlicli akmaz
hale gelmigtir. Akimin saglanmasinda yergekimi vyerine
santrifij pompanin da denenmesi olumlu sonug vermemis ve

perkolatdrde tanecik biiyiikliigiiniin ¢alisilmasinin OJnemini
géstermistir.

3.2.1 Parcacik boyutu seg¢imi

Perkolasyonda parcacik boyutunun Oonemi g&z Online
alinarak, kiricidan alinan atkestanesi ASTM elek setinin
ilk dort serisi olan 1.8 mm (12 mesh), 0.85 mm (20 mesh),
0.425 mm (40 mesh), 0.215 mm (60 mesh) delik g¢gapli
eleklerin izerindeki orneklerin herbirinin dorder
kilogramiyla vapilan galismalar sonunda, 0.215 mm ve 0.425
mm delik agikligi olan eleklerin lizerinde kalan orneklerin,
perkolatdrde tikanmaya neden oldugu gorilmiigtiir. Daha
sonraki g¢aligmalarda, Kkiricidan alinan Ornekten, bu iki
kisim elenerek ayrilmig ve ortalama 1.5 mm pargacik boyﬁtlu
atkestanesi vyatagindan, perkolatdrde c¢oziicinin gegmesiyle
ilgili ©nemli bir sorunla karsgilasilmamis ve bu ortalama -
1.5 mm ortalama tanecik gapli atkestanesi ileri galismalarda
kullanilmistir.

Parcag¢ik boyutu se¢imi ig¢in yapilan c¢aligmalarda, 4 kg
ornek tartilarak perkolatére konulmug, 1/10 g¢dziici orani
sabit tutularak, %50 etanol-su ¢ozliclisi oda sicakliginda,
perkolatoérden belirli sﬁrelerde gegirilmis ve ekstraksiyon
verimleri izlenmistir.
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3.2.2 Kati-¢dzici oraninin belirlenmesi

Fiziksei olarak, bir ekstraksiyonda, asiri miktarda
¢ozlici kullanilarak g¢dzilinebilen maddenin tamamina vyakini
¢bzeltiye alinabilir. Ancak bu durumda, ¢oOzlicliiniin geri
kazanilmasi islemlerinde genellikle buharlagtirma soz

konusu oldugundan, ©©nemli miktarda enerji harcanmasi ve
 belirli bir oranda da ¢6zﬁcﬁ kaybi ortaya ¢ikacaktar.

Bu gdz Onlinde bulundurularak, istenilen orandaki
¢ozinebilir madde, mimkiin oldugu  kadar az gozicu
kullanilarak ekstraksiyon yoluna gidilir. 0 halde

ekstraksiyon dediskenlerinin belirlenmesinde, kullanilacak

en uygun kati/sivi orani, arastirilacak onemli faktorlerden
birisidir.

Bu arastirmada, kati/¢oziici oraninin belirlenmesi
amaciyla yapilan g¢aligmalar iki sekilde yiritiilmistir.

ilk grup ekstraksiyonlarda, kati/¢dziici orani 1/4, 1/6,
1/8, 1/10 olarak degistirilmis ve her bir ¢odziici miktari
bir o©nceki bélilimde anlatildigil sekilde, oda sicakliginda
1.5 mm pargacik boyutlu perkolatdr vyatagindan belirli
slirelerde gegirilmis ve ekstraksiyon verimleri tayin
edilmistir. '

ikinci grup ekstraksiyonda ise Kkati-g¢dzlici orani 1/4,
1/6, 1/8 olarak .,degistirilmis, bu grup g¢alismalarda
perkolatdr yatagindan g¢oziicli, sistemdeki tiim vanalarin agik
tutulmasiyla gegebilecedi en yliksek akis hizinda gegirilmis
ve alinan ekstre depoya bir pompa yardimiyla gonderilerek
ekstraksiyonun sirkiilasyonlu olmasi saglanmistair.
Calismalarda, ekstraksiyon siliresince 30, 45, 60, 120, 240,
dakikalar sonunda Ornekler alinarak ekstraksiyon verimi

izlenmistir. Sirkiilasyonlu c¢alismalar, oda sicakliginda ve
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ekstraksiyon verimine sicaklidin etkisinin izlenebilmesi
amaciyla, sicakta (55-60°C) olmak Uzere iki sekilde
gerceklegtirilmistir.

3.2.3>Essin izolasyonu

Pilot Olgekteki c¢alismalarda, (10 1litre kapasiteli
perkolatérde), 1/6, kati/goziici orani kullanilarak, 1.5 mm
ortalama tanecik boyutundaki vyatakta, 2 saat, oda
sicakliginda sirkiilasyonlu ekstraksiyon
gercgeklestirilmigtir. Elde edilen vyaklasaik 20 litre .
¢ozelti, 5 1litre H* formda Levatit katyon degistiricili
-kolondan, pH=2.5-3.5 arasinda, gegirilmigstir. Alinan asidik
¢ozelti, Buchi R-151 pilot &lgek rotavaporunda, vakum
altinda, 50°C da yaklasik 7-8 litreye kadar derigtirilmis
ve essin sogutularak ¢okmeye birakilmistir. Elde edilen ham
essin, kurutulup tartilmig, ayrica saflik dereceleri tayin
edilmistir. Daha sonra, sicak alkolde ¢6zilillip lizerine sicak
su ilavesiyle tekrar ¢Oktiirlilmis ve ayrilip, kurutularak,
beyaz toz essin elde edilmistir.

3.3 Yari Endistriyel Olcekte Ekstraksiyon 1Ile Essin
izolasyonu

Yukarida belirtilen 10 1litre kapasiteli perkolatdrde
yapilan ¢alismalar sonucunda .elde edilen bulgulardan
hareketle, 1{iretim amaciyla, Tournaire firmasindan temin
edilen ve gekil 3.6" da gdsterilen, 500 litre kapasiteli,
buhar ceketli, gerektiginde posadan g¢oziicliyi geri kazanmak
igcin direk buhar verilebilecek, silindirik paslanmaz celik,
¢ok amagli ekstraksiyon ilinitesinde galisilmigtair.

Caligmalarda, 1.5 mm ortalama tanecik c¢apindaki 60 kg
atkestanesi ekstraktore yiklenmisg, daha sonra 1/6,
kati/g¢dziici oraninda, %50 etanol-su g¢oziici sistemi ilave

edilmis ve sirkiilasyonlu olarak oda sicakliginda, 4 saat
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Sekil 3.6 Yari endlistriyel {liretim G6lgekli ¢ok amac¢li ekstraksiyon iinitesi

1. Ekstraktér 2. Sirkilasyon éom§a51

3. Geri kazanilan ¢&ziici tanka
4, Kondenser 5.

Evaparat8r 7. Vakum pompasi
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Debolama tanka 6.
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ekstraksiyona tabi tutulmustur. Ekstraksiyon siiresince 30,
45, 60, 120, 240 dakikalarda g¢ozelti OSrnekleri alinarak,
ekstraksiyonun geligimi izlenmistir. Ekstraksiyon sonunda
kati ile birlikte kalan doymus c¢dzelti belirli bir miktar
¢bzicli ile akitilarak kazanilmistar.

Sonugta, elde edilen, vyaklagsik 300 1litre c¢odzelti
paslanmaz ¢elik toplama tankina alinmigtir. COzelti, yine
ayny., H" formda Levatit katyon degistiricili kolondan
gecirilmis ve daha sonra Tournaire firmasindan temin
edilmis 500 1litre kapasiteli, paslanmaz c¢elik, ceketten
i1sitmali buharlastiriciya alinarak, (sekil 3.6), 50°C da
vakum altinda vyaklasik 120 litre kalincaya kadar
deristirilmigtir. Buharlastiricidan alinan yodun ekstre
sogumaya birakilarak, goktiriilmigtiir. Vakum altinda
sliziildiikten sonra elde edilen ¢okelti, alkolde ¢dziiliip kaba
siizge¢ kadidindan tekrar siizlilmlis ve ©pilot ©&lgekte
rotavaporda kuruluga kadar buharlastirilarak, elde edilen
ham essin miktarai belirlenmistir. Ayrica, bu ham essinin
saflik derecesi, ITK dansitometresi ve YBSK ile tayin
edilmistir.

Hafif sari renkli olan ham essin, sicak alkolde ¢gdéziilup
lizerine sicak su ilavesiyle tekrar ¢oktiirilmiis, ¢ozeltiden
ayrilip, kurutularak beyaz toz essin elde edilmistir. '

Ekstraktordeki posa lizerinde kalan c¢oziicii, g¢iplak buhar
gonderilerek geri kazanilmistar.

3.4 Calismalarda Elde Edilen Uriinlerin Incelenmesi

Yapilan ¢alismalarain kantitatif olarak
degerlendirilebilmesi ve birbirleriyle kiyaslanarak uygun
isletme degigkenlerinin secilebilmesi ig¢in, kuru total
ekstrenin essin miktari ve izole edilen essinin saflik

derecesinin tayin edilmesi gerekir.
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Daha onceki arastirmacilarain galismalara
incelendiginde, essinin kantitatif tayini yodntemlerine
kisaca deginmek yerinde olacaktar.

Boguslauskaya and Zykova (1977), tarafindan verilen
Uv-spektrometrik yontemde %3.7 hata ile essin tayini
vapilmigstar.

Glasl und Thrig (1984), ¢alismalarinda, ince tabaka

kromatografisi ITK -dansitometresi kullanmislardar.
Yir{itiici sistem olarak, n-butanol:asetik asit:su (5:1:4)
kullanilmig, lekeler, %10 silflirik asit ile

renklendirilmistir.

Vanhaelen and Vanhaelen-Fastre (1983), atkestanesi
ekstresinde ITK-dansitometresi ile essin tayininde,
1l,2~-diklorometan:etanol:metanol:su (50:20:20:6) sistemini
yirlitlici olarak, %1 vanilin ve %5 siilfiirik asitin alkoldeki
karisimi da belirteg olarak kullanilmigs ve sonuglar %3.2
lik hata ile verilmistir.

Franck (1975), atkestanesi total ekstresinde essin
miktar tayinini,kantitatif fluorometrik ITK-dansitometresi
kullanarak gergeklestirmistir. Total ekstre,
n-biitanol:metanocl:%25 amonyak (10:2:5), vyiiriitlici sistemde
yliriitilmils, kurutulan plak lizerine nil mavisi piliskiirtiilerek
renklendirilmistir. Sonuglar, %4-5 hata ile verilmistir.

Floumetrik ITK-dansitometresi kulanarak essin miktar
tayini {izerine diger bir metotda, Hammerstein und Kaiser
(1972), tarafindan, %1.5 hata ile verilmistir.

Wagner, et al., (1985), calismalarinda yliksek basingla
si1vl kromatografisi (YBSK) ile essin tayinini ig¢ standart
yontemi kullanarak gergeklestirmislerdir.
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Bu c¢alismalar dikkate alinarak, vyapilan c¢alismalarda
elde edilen kuru total ekstrelerin essin yilizdelerinin ve
saflastlrllan essinin saflik derecelerinin belirlenebilmesi
i¢in, spektroskopik ve kromatografik yontemler
kullanilmistair.

Yapilan c¢alismada, kuru total ekstrelerin essin
ylizdelerinin belirlenmesi | amaciyla, iTK-dansitometresi
kullanilmagtir. Bunun yaninda, YBSK de, ITK-dansitometresi
sonuglarinin kontrol edilmesinde ve izole edilen essinlerin
safliklarinin belirlenmesinde kullanilmistir.

_ Bu ¢aligmada, standart olarak kullanilan essin ve kuru
total ekstre, Indena S.P.A. Gruppo Inverni Della Beffa,
ftalya'dan temin edilmistir.

3.4.1 Ince tabaka kromatografisi-dansitometresi

Bu konuda vapilan onceki galaismalar gbz oniinde
bulundurularak, bu ¢galismada gelistirilen
ITK-dansitometresi ile essin miktar tayini ydnteminin &n
¢alismalarinda, tayini yapilacak olan essin 210 nm gibi
disiik bir dalga boyunda en viiksek absorbansa
gbsterdiginden, gOriiniir bodlgede ¢alisabilmek amaciyla,
gizelge 3.1'de gbsterilen 4 }farkll belirte¢ denenmigtir.
Sonugta, essinin 537 nm de en yliksek absorbansi gosterdigi
belirlenen, %10 siilfiirik asit en uygun belirteg olarak
secilmistir (Wagner, et al., 1984 ; Stahl, 1969; Wagner, et
al., 1970).

Daha sonra, en uygun vyvirlitlici sistemin segilebilmesi
amaciyla, g¢izelge 3.2 de verilen 18 farkli yirliticli sistem
denenmis sonugta, kloroform:metanol:gla.asetik asit:su
(60:32:12:8) sistemi sec¢ilmistir (Wagner, et al., 1984 ;
Stahl, 1969; Gosparic and Churacek, 1979; Gobtz, et al.,
1980; wWagner, et al., 1970). Analizde izlenen yéntemde, ITK
plagina 5 ul, Drommond pipetler ile tatbik edilmis, plak



¢izelge 3.1 Ince tabaka kromatografisi galismalarinda denenen belirtegler

Belirteg

Hazirlanisi

%10 siilfiirik asit

slilfirik asidin %10 luk g¢Ozeltisi
105-110 =C da etiivde bekletilir

Antimon III klorir

%20 Antimon III klorilirlin kloroformdaki ¢ozeltisi
100 =C da etlivde 5-6 dak. bekletilir.

vanilin-siilfiirik asit

1 g vanilin 100 ml d.sililfiirik asitte ¢oziiliir
120 =C da etiivde 15 dak. bekletilir.

Karomovsky

10 ml %50 1lik silfilirik asit ile 100 ml %2 1lik metanollu
4-hidroksibenzaldehit g¢6zeltileri karastirilar.
105-110 =C da etiivde 15 dak. bekletilir.

8v



Gizelge 3.2 Ince Tabaka Kromatografi Calismalarinda
denenen yliriitiicii sistemler
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5:1:4 (lst faz) Butanol:Asetik Asit:Su
50:20:20:6 1,2 Dikloretan:Etanol:Metanol:Su
64:50:10 Kloroform:Metanol:Su
4:1:1 Biitanol:Asetik Asit:Su
50:50:2 Kloroform:Metanol:Su
50:50 Kloroform:Metanol
58:35:7 Kloroform:Metanol:Su
50:20:20:5 Kloroform:Metanol:Asetik Asit:Su
65:35:10 Kloroform:Metanol:Su
65:35:8 Kloroform:Metanol:Su
| 75:50:10:20 " Kloroform:Metanol:Asetik Asit:Su
64:50:4:8 Kloroform:Metanol:Asetik Asit:Su
64:50:10:20 Kloroform:Metanol:Asetik Asit:Su
64:51:8:8 Kloroform:Metanol:Asetik asit:Su
70:50:10 Kloroform:Metanol:Su
60:50:5:10 Kloroform:Metanol:Asetik Asit:Su
64:50:4:4 Kloroform:Metanol:Asetik Asit:Su
60:32:12:8 Kloroform:Metanol:Asetik Asit:Su
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yiritiici sistemde 10 cm vyiritilildliikten sonra, c¢ikarilip

kurutulmusg ve belirteg otomatik plskiirtiici ile
pliskiirtiilerek, 120°C da etlivde 10 dak. bekletilmistir. Plak
¢ikartilip sogutulduktan sonra, ITK-dansitometresinde

okutulmus ve CR3-A integratdr ile kromatogramlari
alinmistir.

Tayinde, oOncelikle vyapilan standart c¢aligmasinda, 5
farkli derigimdeki standart essin g¢ozeltilerinden ITK
pladgina uygulanmis, yiritiildikten sonra,

iTK-dansitometresinde okutulup, kromatogramlari alinmistar.

Kuru total ekstredekl essin miktar tayini, verilen
derigim araliginda, absorbans ve derisim arasinda dodgrusal
bir iliski oldugu goriildiikten sonra, dansitometre

izerindeki EXT2 yonteminin kullanilmasivla
gerceklestirilmistir. Tayinlerde ITK plagina, 9x10-* g/ml
ve 13x1073 g/ml derigimlerindeki standart essin

gbzeltilerinden birer ve 5.6x107? g/ml derisimindeki total
ekstre gbzeltisinden iig 1eke'uygu1an1p, plak analiz igin
yukarida belirtildigi sekilde hazirlanmis ve
iTK-dansitometresinde EXT?2 yonteminin kullanilmasiyla
degerlendirilmigtir.

Tayin sonuglari, her bir Ornek igin en az iki ITK
plaginin degerlendirilmesiyle ortalamalari alinarak
verilmigtir.

iTK-dansitometresinde essin miktar tayininde uygulanan
analiz sartlari ve cihazlar gizelge 3.3' de verilmigtir.
3.4.2 Yiikksek basing¢li savi kromatografisi

Yiikksek basingli 51vi kromatografisi ile tayinler, bu
calismada gelistirilen, bir dis standart yontemiyle
yvapilmistir (Wagner, et al., 1970).
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Gizelge 3.3 Ince tabaka kromatografisi analiz sartlari

Reaktif Piiskiirtiici

Shimadzu Auto Spraying Unit SPU-1

Belirteg

%10 Siilfiirik Asit

Plak

15x20 boyutunda
0.25 m, Silikajel 60GF254—60G254

Yiiriitiicli Sistem

60:32:12:8
Kloroform:Metanol:Asetik Asit:su

Standart Derisgimi .

6x10-4, 9x10~%, 1.3x10-3,
1.6x1073, 1.8x10"3

Kullanilan Cihaz

Shimadzu High-Speed TLC Scanner
CS-920, CR3-A Integratodr

Parametreler

X=24, Y¥=10, L=30
Linearizer:3, Dalga Boyu:537
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Tayvinde, belirli derisimlerdeki 6rnekler kolona enjekte
edilmis ve  kromatogramlar alinip dederlendirilmistir.
Calismada kullanilan YBSK analiz saftlarl gizelge 3.4' de
verilmigtir.

*

3.4.3 Ultraviyole spektroskopisi (UV)

Elde edilen total ekstrenin 190-500 nm, ayrica izole
edilen essinin 190-350 nm dalga boylari arasinda UV
spektrumlari alinmis ve standartlarla karsllastlrllmlgtlr.
Bu iglem igin, Shimadzu Recording Spectrophotometer UV-240
ve gfafik printer PR-1 kullanilmastair.

3.4.4 Infrared spektroskopisi (IR)

fzole edilen essinin ve standartan 400-4000 1/cm dalga
boylari arasinda IR spekt¥rumlara - alainarak
karsilastairilmistair. Bu islemde, Shimadzu Infrared
spectrophotometer I[R-435 kulanilmigtir.



Cizelge 3.4 Yiksek basingli sivi kromatografisi
analiz gartlara
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Kullanilan Cihaz

Shimadzu LC 5A, UV Dedektor
CR4-A Integrator

Kolon

Zorbax ODS (C18)
5-6 um particle size

Tasivicli Faz

%35 Asetonitril
(500 ml de 20 ml1 1 N HLPO,)

Akim Hizi

1 ml/dak.

Standart Derigimi

1.6x1073 g/ml

Enjeksiyon Miktara

3! 51 8, 10, 12 ml

Dalga Boyu
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4. DENEYSEL CALISMALARDAN ELDE EDILEN BULGULAR

Bu bdlimde, 1laboratuvar, pilot Ve yari endiistriyel
6lgekte yapilan deneysel galismalardan elde edilen sonuglar
verilmigtir.

4.1 Laboratuvar Olgekte Yapilan On Calismalarin Sonuglar:

Bu bodlimde, atkestanesi ekstraksiyonunda uygun g¢oéziici
sisteminin seg¢imi, atkestanesindeki kuru total ekstre ve
essin miktara, essin izolasyon yontemleri izerinde
_laboratuvarda yiriitilen galismalardan elde edilen sonuglar
verilmisgtir.

4.1.1 Coziici sistemi secimi

BS1{im 3.1.2! de verildigi sekilde, ogiitilmis
atkestanesine, oda sicakliginda karigstirmali ekstraksiyon
uygulanmistir. Ekstraksiyonlarda, kati/¢oziici orani 1/10
olarak sabit tutulurken, farkla ¢dziiciler denenmistir.
Yapilan ekstraksiyonlarin sonuglari kuru baz izerinden,
gozlici sistemi parametre olarak, =zamana kargi toplam
ekstraksiyon verimi olarak sekil 4.1' de verilmistir.

Ayrica, ekstraksivonlarda 15 dak. ve 90 dak. da elde
edilen kuru total ekstreler \izerinde, essin viizdesi
tayinleri ITK-dansitometresi ve YBSK ile vyapilmig ve
sonuglari sekil 4.2 ve sekil 4.3' de gdsterilmisgtir.

Calismada, atkestanesi {lizerinden, tiiketilen essin
miktari sekil 4.4' de verilmigtir.

Sekil 4.1 den goriildiigi gibi, atkestanesi
- ekstraksiyonunda ¢Oziliclideki etanol vyiizdesinin artmaszi,
toplam ekstraksiyon veriminde bir diismeye neden olmaktadir.
Ayni durum sekil 4.2 ve 4.3'den de goOriilebilmektedir.
Ekstraksiyonlarda etanol ylizdesi 30 dan 70 e ylikseldikge 15
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Sekil 4.1 Ekstraksiyon verimine ¢bzlicli sisteminin etkisi

Zaman (dak)

(Ylizdeler etanol ylizdesi olarak verilmigtir)
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Sekil 4.2 (Gozilicli sisteminin 15 dak. ekstraksiyonda
ekstraksiyon verimine ve kuru total ekstredeki
essin ylizdesine etkisi
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Sekil 4.3 (¢o6ziicli sisteminin 90 dak. ekstraksiyonda
ekstraksiyon verimine ye kuru total ekstredeki

essin yilizdesine etkisi
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Sekil 4.4 (Coziicli sisteminin atkestanesinden
tiiketilen essin miktarina etkisi
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dak. ekstraksiyon verimleri ylizde 16 dan 8 e kadar diisme
gbstermekte, bunun yaninda essin miktarlari ise yiizde 16
dan 20 vye kadar yikselmektedir. Ayrica, 90 dak.
ekstraksiyon verimlerinde de ayni sekilde ylizde 21 den 12
ye bir diisme gozlenirken, essin miktarlari yizde 20 den 22
yve artmaktadair.

Bu durumda, yiliksek ekstraksiyvon verimi elde edilebilen,
etanol yilizdesi diislik ¢odziiciilerle ekstraksiyon diisiiniilebilir
ise de, bu g¢goziiciilerle ekstraksiyondan elde edilen kuru
ekstredeki essin miktarlarinin digiik oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.4'den goriildiigi gibi, yiizde 60 ve 70 etanol-su
gozici sistemleriyle ekstraksiyonlar sonucunda,
atkestanesinden daha az essin ngeltiye alinabilmektedir.
Oysa, vylizde 50, 40, 30, etanol-su c¢oOziici sistemleriyle
ekstraksiyonlar sonucunda, vaklasik egsit miktarda essin
tiikketilmektedir. Yiizde 40, 30, etanol-su ile
ekstraksiyonlarda toplam ekstraksiyon verimi fazla olmasina
karsin, ylizde 50 etanol-su g¢oziicli sistemine gdre daha fazla
essin tiiketilememektedir. '

Bu bulgular sonucunda, caligmada yiizde 50 etanol-su
uygun ¢dziicil sistemi olarak segilmistir.

4.1.2 Atkestanesinde total ekstraksiyon verimi ve essin
ylizdesinin belirlenmesi

Cozlici sisteminin belirlenmesinden sonra, Ogilitliilmiis
atkestanesi, %50 etanol-su ¢ozicl sistemi ile, oda
sicakliganda, karistirmalal olarak, 1/10 kati/coziici
oraniyla, 2 saat ekstre edilmig, siiziilip, posa 1iizerine
tekrar ¢ézlci ilavesiyle ekstraksiyona devam edilmis ve bu
sekilde seri olarak, vylriitlilen ekstraksiyonlarin her
birinden alinan &rnekte ITK uygulanarak, kalitatif olarak
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essinin tlmliyle tiliketilip tiliketilmedigi kontrol edilmis ve
timii tiliketilene kadar bu isleme devam edilmistir. Calisma
sonuglaril gizelge 4.1' de verilmistir.

Galisma daha sonra, 55-60°C sicaklikta tekrarlanarak
ekstraksiyonlara sicakligin etkisi godzlenmistir. Sonuglar
Cizelge 4.2' de gbsterilmistir.

GCalismalar sonucunda elde edilen total kuru
ekstrelerde, ITK-dansitometresi ve YBSK ile essin miktar
tayinleri yapilmig ve bu yaklasimla atkestanesindeki tim
essin miktari hesaplanmigtir (Gizelge 4.3).

Cizelge 4.1" den goriildigi gibi, dordincii
ekstraksiyonda %1 ¢Ozilinebilir madde alinmis, Dbesinci
ekstraksiyon sonucunda ise dikkate deger miktarda maddenin
¢oziinmedigi gdzlenmis ve oda sicakliginda atkestanesinin
vaklasik %26 ¢6ziinebilir madde igerdigi bulunmusgtur.

Sicakta vapilan ¢galismalarda ise iglinci,
ekstraksiyondan itibaren ekstrelerin kalitatif ITK
uygulamasinda essin goriilmemigtir. Bu galismada da sicakta
atkestanesi ekstraksiyon Veriminin yaklasik %34 e
yilkseldigi gézlenmistir. Ancak g¢izelge 4.3' den goriildigii
gibi, toplam ektraksiyon veriminin ylikselmesine karsin
ekstredeki essin yizdesinde dlisme goriilmiis ve sonu¢ olarak,
her iki vyaklagsimla da atkestanesindeki essin miktari
yvaklasik %5-5.5 olarak bulunmugtur.

4.1.3 Essin izolasyonu

Literatiirde verilen yoOntemler g6z Oniine alinarak
laboratuvarda, etanol-su ¢Oziicii sistemiyle yvapilan
ekstraksiyonlardan ve ayrica n-bilitanol-su ¢ozilici sistemiyle

dodrudan essin izolasyonu gergeklestirilmigtir.
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Cizelge 4.1 Oda 31cak11§inda seri ekstraksiyon sonug¢lari

Ekstraksiyon Verim (%) ITK da Essin
1 15 Gorildi
2 8 Goriildii
3 2 Goriildi
4 1 Goriildi
5 Eser
Toplam 26




Gizelge 4.2 Sicakta seri ekstraksiyon sonuglara

Ekstraksiyon Verim (%) ITK da Essin
1 20 Goriildi
2 8 Goriildi
3 4 GOrilmedi
4 2 Gorilmedi
Toplam 34
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¢izelge 4.3 Atkestanesinde essin yiizdesi

Sicaklik Ekstraksiyon Toplam Ekstrede Atkestanesinde
Verimi (%} Essin (%) Essin (%)
Oda sicakliginda 26 21 5.46
ekstraksiyon
Sicakta 34 15 5.1
-ekstraksiyon

£9
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Etanol-su c¢d&zicl sistemine vapilan ekstraksiyondan
essin izolasYonunda, atkestanesinden %2.5-3.0 ham essin ve
daha ileri saflagtirma ile . %2.0-2.5 essin elde
edilebilmistir. Elde edilen essinin safliginin YBSK ile %99
un ilizerinde oldugu belirlenmigtir.

Essinin, n-biitanol-su ¢gozicld sistemiyle dogrudan
izolasyonundan ise %97 nin {izerinde saflikta essin elde

edilmistir. Sonuélar, gizelge 4.4' de verilmigtir.

4.2 Pilot Olgekte Ekstraksiyon Sonuglari

Pilot olcekte, 10 litre kapasiteli perkolatdrde, %50
etanol-su ¢oziici sistemiyle, pargacik boyutu, Kkati/goziici
oranl ve c¢Oziiciiniin yataktan gegme seklinin, atkestanesi
ekstraksiyonuna etkilerinin belirlenebilmesi amaciyla

vapilan calismalarin sonuglari bu bdliimde verilmistir.

4,.2.1 Parcacik boyutunun segimi

Yapilan ¢alisgmada, perkolatorde ekstraksiyon igin
pargacik boyutunun belirlenmesi amaciyla, bolim 3.2.1' de
verilen yontemle, 0.215, 0.425, 0.85, 1.8, 1.5 mm parcacik
boyutlarinda orneklerle ekstraksiyonlar yapilmistar.
Yapilan -galismada, 0.215, 0.425 mm boyutlu parcaciklar
goziicliniin yataktan gegigine izin vermemis, ancak 0.85, 1.8,
1.5 mm parcacik boyutlu yataklar ise ¢6zﬁcﬁ gegigine izin
vermigtir.

Ekstraksiyonlara ait c¢alisma sonug¢glari, zamana karsa
ekstraksiyon verimi olarak sekil 4.5' de verilmigtir.
Gorildigi gibi, 1.8 mm pargacik boyutlu yvatakta
ekstraksiyonda verim oldukga diisiik kalmis, buna karsin 0.85
mm parcgacik boyutlu yatakta oldukga vylksek ekstfaksiyon
verimi elde edilmis, ancak bu yatakta da g¢dziicinlin yataktan

ge¢is hizi sinirli kalmistir. Boylece sonugta, yataktan
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Cizelge 4.4 Essinin n-biitanol-su g¢géziicli sistemivle
ekstraksiyonu ile dogrudan izolasyonu
* gekil 3.3 de islem basamaklari verilmistir

Kuru drog
Ekstre izerinden Kalitatif ITK
Verim (%)
I 8-10 Essin goriilmedi
II 15-18 Essin gorildii
I1T 18-20 Essin goriilmedi
v 1-3 Essin goriilmedi
v 8~190 Essin gdrildi
VI 4-6 Essin gdriildi
VIT 3-4 Essin g&riildi
VIII 2-2.5 Essin goriildi
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Sekil 4.5 Pilot Olgekte perkolatdrde, ekstraksiyon

verimine parg¢acik boyutunun etkisi
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¢ozicinin serbestge gegisine izin verecek ve yiksek bir

ekstraksiyon verimi saglayacak parcacik boyutu olarak 1.5
mm se¢ilmistir.

4.2.2 Kati/gozlici oraninin belirlenmesi

Ekstraksiyonlarda kullanilacak kati/g¢dziici oraninin
belirlenmesi amaciyla, yvapilan ilk grup gallsmada,
kati/gdziicli orani, 1/4, 1/6, 1/8, 1/10 olarak degistirilmis
ve oda sicakliginda, 1.5 mm parcacik boyutlu perkolator
-yatagindan: belirli slirelerde gegirilerek, ekstraksiyon
verimleri belirlenmigstir. Calisma sonuglari sekil 4.6' da
"verilmigtir. Gorildiigi gibi, 1/8 ve 1/10 kati/g¢dziici
oraninin kullanilmasiyla, ekstraksiyon verimleri arasinda
biiyiik bir farklilik goriilmemektedir.

Bu durumda, ikinci grup cgalismada kati/gdziici oranl,
1/4, 1/6, 1/8 olarak dedistirilmis ve ekstraksiyonlar oda
51cak11§1nda, sirkiilasyonlu olarak gergeklestirilmigtir.
Ekstraksiyon verimlerinin zamana kargi dedisimi sekil 4.7
de gbsterilmistir. Goriildigi gibi, sirkiilasyonlu
calismalarin tiimlinde, 6zellikle 1/6 kati/g¢dziici oraninda
belirgin bir artis gbzlenmistir.

Sirkiilasyonlu ¢galismalarin .s1cakta (55-60°=C)
tekrarlanmasindan elde edilen sonuglar sekil 4.8' de
verilmistir. Bu ekstraksiyonlarda, daha Sncede belirtildigi
gibi ekstraksiyon veriminde bir artis gdriilmis ve sicakta

¢ozlinen, istenmeyen maddeler ekstreye gegmistir.

Bdylece, ekstraksiyonlarda kullanilacak kati/gdziicii
orani, 1/6 olarak belirlenmisg ve ekstraksiyonlarin oda
sicakliginda yapilmasinin uygun olacagi gorilmigtiir.
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ekstraksiyonda, katl/gbzﬁcﬁ orananin ekstraksiyon

verimine etkisi
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4.2.3 Essin izolasyonu

Pilot Olgekte, 10 litre kapasiteli  perkolatdrde
belirlenen ekstraksiyon sartlarainda, boliim 3.2.3' de
verildigi sekilde vyapilan izolasyon calismasinda 4 kg 1.5
mm parcacik boyutundaki atkestanesi, 24 litre %50 etanol-su
¢oziici sistemiyle, oda 51cak11§1nda ekstre edilmis ve %
20-21 ekstraksiyon veriminde, yaklasik 20 litre ekstre elde
edilmistir. Kuru total ekstrede essin igerigi %20-21 olarak
bulunmustur. Sonucta %95 in lzerinde saflikta %2.6 verimle,
100 g ham essin elde edilmistir. Ham essin, sicak alkolde
¢ozililmis ve sicak su ilavesiyle cg¢oktlirlilerek vaklasik %2.3
verimle, 90 g %99 un {zerinde saflikta essin elde
edilmistir. |

4.3 Yarai Endiistriyel Ekstraktérde GCalisma Sonuglara

Yari endistriyel dlcekte, 500 litre kapasiteli
ekstraktorde, 60 kg 1.5 mm tanecik boyutlu atkestanesi, 360
litre %50 etanol-su ¢odziicl sistemiyle oda sicaklidainda,
sirkiilasyonlu olarak ekstre edilmig ve ekstraksiyon
siresince verim gdzlenmigtir (sekil 4.9). Sonugta, 300
litre %20-21 verimde ekstre elde edilmistir. Kuru total
ekstrede essin ylizdesi, %20-21 olarak tayin edilmistir.
Perkolatdr yataginda tutunarak kalan g¢oziici ise, g¢iplak
"buhar gonderilerek 60 litre %50 etanol~-su olarak
kazanilmistir. Boliim 3.3' de belirtildigi sekilde, ¢ozelti
katyon degigtiricili kolondan gecgirilip, daha sonra
yvaklasik 120 litre kalincaya kadar derigtirilmis ve essin
¢cOkmeye birakilmistir. Deristirme esnasinda geri kazanilan
180 litre ¢ozlicli, %75 etanol-su olarak elde edilmistir.
¢oken essin, vakum altinda siizlilmis ve siizlintiinlin kuruluga
kadar c¢ekilmesiyle, yvaklasik 11 kg kuru madde, %8-10 essin
igeriginde bulunmustur. Elde edilen ham essin ise, yaklasik
%$2.4 verimle, %95 in {izerinde saflikta, 1390 g olarak
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buiunmustur. Bu essinden belli miktarlarda alinarak, ileri
saflastirma ile %2.2 verimle %99 un lizerinde saflikta beyaz
renkli essin elde edilmigtir.

4.4 Elde Edilen Uriinlerin Incelenmesi Sonuglari

Deneysel cgalismalarda elde edilen urilinlerin incelenmesi
sirasinda uygulanan spektroskopik ve kromatografik
yontemlerden elde edilen bulgular, bu bdlimde verilmistir.

4.4.1 ince tabaka kromatografisi-dansitometresi

Bolim 3.4.1'de belirtildigi gibi vapilan standart essin
calismasinda, belirtilen derisim araliginda, CR3-A
integratdrden alinan (sekil 4.10) kromatogramlarain
degerlendirilmesiyle, pik alani (sekil 4.11) ve yliksekligi
ile derigim arasinda dogrusal iligkiler oldudu bulunmustur.
Ayrica, aynli dogrusal iliski dansitometreden alinan alan
degerinde de goriilmiigtiir.

Galigmalarda, verilen derigsim araliginda absorbans ile
derisim arasinda doéruSal bir iligki oldugu goriildiikten
sonra, tayinler dansitometre {izerindeki EXT2 ydnteminin
kullanilmas1y1a gergeklestirilmistir.

Her bir total ekstre Ornegindeki essin miktarinin
bulunmasinda, sekil 4.12' de gésterildiéi bicimde en az iki
iTK pladrs hazirlanmisg, sonu¢glar bunlarin ortalamasi
alinarak 0.9 standart hata ile verilmistir.

Calismalarda elde edilen total ekstre ve izole edilen
essinin iTK da kalitatif olarak standartla
karsilastirilmasi gekil 4.13' de goésterilmigtir. Goriildiigi
gibi, elde edilen Iiirilinler, standartlarla biylik = bir
benzerlik gostermektedir.
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4.4.2 Yiksek basigli sivi kromatografisi

ITK-dansitometresinde EXT2 vyonteminin Kkullanilmasiyla
gergeklestirilen, kuru toplam ekstredeki essin miktar
tayinleri sonuglarinin kontrol edilmesinde ve izole edilen
essinlerin safliklarinan belirlenmesinde YBSK
kullanilmistir. Yontemde Oncelikle yapilan standart essin
calismasinda bes farkli derisimdeki essin ¢odzeltisi
kullanilmis sekil 4.14' de gosterilen ve CR4-A
integratorden elde edilen, kromatogramlardaki pik alanlara
toplaminin derisime karsi grafige gegirilmesiyle verilen
derisim araliginda pik alanlari toplami ile derisim
arasinda sekil 4.15' de gOsterilen dodrusal bir ilisgki
oldugu bulunmustur.

Essin miktar tayinlerinde, Ornek YBSK ile incelenmig ve
elde edilen pik alanlari toplamindan derisim
hesaplanmistir. Bu islem her bir tayin icin en az iki kez
tekrarlanmis ve sonuc¢lar ortalamalari alinarak verilmistir.
Caligmalarda, ITK-dansitometresi tayin sonug¢lari ile YBSK
tayin sonuglari arasinda biiylik bir uyum oldudu gériilmiistiir.

4.4.3 Ultraviyole spektroskopisi (UV)

Calismalarda elde edilen total ekstre ve izole edilen
essinin uv spektrumlari alinip standartlarla
karsilastirilmis, sekil 4.16 ve 4.17' de gorildiigi gibi
aralarinda biiylik bir uyum goériilmistiir.

4.4.4 Infrared spektroskopisi (IR)

Calismada izole edilen essinin IR spektrumu sekil
4.18' den goriildiigli gibi, standart essinin IR spektrumuyla
kargsilastirilmis ve aralarinda yine |Dbliylik bir uyum
goriilmiigtiir.
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5. SONUC, TARTISMA VE ONERILER

Bir tibbi bitki olan atkestanesinden elde edilen total
ekstre ve etken madde essin, farmakolojik etkileri
dolayisiyla, kozmetikte ve tipta genis Olcglide kullanim
alani bulmaktadir.

Atkestanesi ekstresi ve etken madde éssin iizerine yurt
disinda bir ¢ok arastirma yapilmasina karsin, ilkemizde bu
konuda yeterli arastirmanin yapilmadigi ve bu g¢aligmanin
baslatilmasi geregi giris bdliimiinde vurgulanmigti.

_ Bu amag¢la vyapilan arastirmada, atkestanesinin total
ekstre ve essin miktarlari belirlenmis, atkestanesinden
total ekstre ve etken madde essin yari endiistriyel Olgekte
iretilmistir. Ayrica, calismanin her asamasinda elde edilen
total ekstrelerin essin vyiizdelerinin ve izole edilen
essinlerin saflik derecelerinin belirlenebilmesi amacayla,
tarafimizdan gelistirilen ITK-dansitometresi ve YBSK
yontemleri uygulanmistir.

Yapilan c¢alismada, Eskisehir'den toplanan atkestaneleri
kurutulup, %4-5 nem igerigine geldikten sonra, laboratuvar
Olgcekte ©n cgalismalara gegilmistir. Laboratuvarda yapilan
calismalarda, oncelikle atkestanesi ekstraksiyonunda
kullanilacak ¢6ziici sistemi arastirilmis ve %50 etanol-su
sisteminin uygun oldugu sonucuna varilmigtir.
Atkestanesindeki total ekstre ve essin miktarlarinin
belirlenebilmesi amaciyla oda sicakliginda ve sicakta
yapilan ekstraksiyonlarda, bu gozicii sisteminin
kullanilmasiyla, c¢ozilinebilir maddenin tamam1 tiiketilinceye
kadar ekstraksiyonlara devam edilmistir. Sonugta, oda
sicakliginda vapilan ekstraksiyonla %21 essin igeren %26
kuru total ekstre ve s1cakta (55-60 °C) vapillan
ekstraksiyonlarda ise %16 essin igeren' %34 kuru total
ekstre elde edilmistir. Bu sekilde, her iki yaklagimla da

atkestanesindeki essin miktari vaklasik olarak %5-5.5
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arasinda bulunmustur. Ancak, goriildigi gibi, sicakta
vapilan ekstraksiyonda, total ekstre miktari artmasina.
karsin, essin ylizdesinde bir diisme goriilmekte, bir dider
deyigsle sicakta g¢dziinebilen yabanci maddeler de skstreye
gegmektedir.

Essin izolasyon ydntemi {lizerine laboratuvarda yapilan
¢aligmalarda, n—bﬁtanol—su‘ gozlici sistemi ile dogrudan
essin izolasyonu ve etanol-su c¢oziici sistemi ile essin
izolasyonu yoOntemleri arastirilmis ve sonuc¢ta, essinin
n-biitanol-su ¢oziicii sistemiyle dogrudan izolasyonunda %97
nin lizerinde saflikta %2-2.2 verimle essin elde edilirken,
.etanol-su g¢oéziicli sistemiyle ekstraksiyonunda %2.5-3 verimle
%99 un iizerinde saflikta essin izole edilmistir.

Laboratuvarda vyapilan ©On g¢alismalardan elde edilen
bulgular g6z Oniline alinarak, pilot 0&lgcekte, 10 1litre
kapasiteli perkolatdrde, pargacik boyutu, katl/gézﬁcﬁv
orani, ¢dzliciniin perkolatdrden gegig sekli, sicaklik ve
siire arastirilmigtair.

Perkolatdrde yiksek bir ekstraksiyon verimi elde
edilebilen ve ¢dziclinlin perkolatdér vyatagindan serbestge
gegigine izin veren ortalama bir parcacik boyutu olarak 1.5
mm sec¢ilmistir. Parcacik boyutu 0.85 mm olan perkolatdr
yvataginda daha vyiiksek bir ekstraksiyon verimi elde
edilmesine karsin, yatak, c¢oziiclinlin gegcisine sinirli olarak
izin vermis, bunun vaninda, 1.8 mm pargacik boyutlu
perkolator yataginda ise ekstraksiyon verimi diigiik
olmustur.

‘ Ekstraksiyonda kullanilacak kati/g¢odziici oraninin ve
¢dzilicinlin perkolatdrden gegis seklinin belirlenebilmesi
amaclyla yapilan calismalar sonucunda, perkolasyonun, 1/6,
kati/gdziici oraniyla sirkiilasyonlu olarak yapilabilecegi
goriilmiigtiir.
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Sicakta tekrar edilen c¢aligsmalarda 1ise, ekstraksivyon
verimi bir miktar artmig ancak, essin vyiizdesinin disiik
olmasi ve ekstredeki yabanca maddelerin izolasyon
asamasinda sorunlar ¢ikartmasi nedeniyle, ekstraksiyonlarin

oda sicakliginda yapilmasinin uygun olacagi belirlenmistir.

Pilot ©lgekte, 10 litre kapasiteli perkolatdrde yapilan
essin izolasyon g¢alismasinda %2.6 verimle %95 in lizerinde
saflikta ham essin ve daha ileri saflagtirmayla %2.3

verimle %99 un iizerinde saflikta essin elde edilmistir.

Laboratuvarda ve pilot 0Olgekte vyapilan gallsmaiardan
sonra, atkestanesinden total ekstre eldesi ve etken madde
‘essin izolasyonu, vari endiistriyel &lgekte, 500 litre
kapasiteli, ¢cok amagli ekstraksiyon {initesinde
gergeklestirilmistir., Sonugta, c¢aligmada kullanilan alkolun
yvaklasik %94 {1 geri kazanilmig ve %2.4 verimle %95 1in
izerinde saflikta ham essin ve daha ileri saflastirmayla,
%2.2 verimle %99 un {zerinde saflikta essin elde
edilmistir. |

Elde edilen total 'ekstrenin ve izole edilen essinin,
standartlarla ITK da kalitatif olarak karsilastirilmalari
ve ayrica UV spektrumlarinin allnmasl sonucunda, aralarinda
tam bir uyum oldugu gdriilmiistiir.

fzole ediien essinin ve standart essinin IR
spektrumlari alinmis ve yine aralarinda tam bir benzerlik
oldugu goriilmiistir.

Yapilan ¢alismada, etanol, ilkemizde, gilinlimiz igin
kolay temin edilebilmesi nedeniyle, alkol olarak
kullanilmasgtar. Ancak, ileride vyapilacak <c¢alismalarda
n-bilitanol-su ¢odziici sisteminin kullanilmasiyla essinin
dogrudan izolasyonu, pilot ve vyari endiistriyel oOlgekte
denenebilir.
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Bu ¢alismada, atkestaneleri kabuklari soyulmadan
kullanilmigtir. Kabuk soyulmasi ig¢in kolay ve etkin bir
yontemin kullanilmasai halinde, kabuklarain soyularak

ekstraksiyonun yvapilmasi daha uygun olabilir.

Yap;lan galismada, ham essin, c¢oktirililerek ayrildiktan
sonra kalan silizlintii, ¢alismada da belirtildigi gibi essin
icermektedir. Essini alinmis ekstrenin kullanilabilecedi
kozmetik alanlar vyaninda, siizlintiiden daha fazla essin

izolasyonu arastirailabilir.



EK ACIKLAMALAR A

ESSIN ICIN FORMULASYON ORNEKLERI

JEL:

Essin

Karbomer (Carbopol 934)
Sodyum hidroksit
Propilen glikol

Alkol

Koruyucular ve parfim
Saf su ile tamamlama

KREM:

Essin

Polisorbat - 80

Sodyum lauril sililfat

Spermaceti

Hidrojene lanolin (Lanocerina)
Algin '

Yag asitleri karisimi (Eucerina)
Stearik asit

Koruyucular ve parfiim

Saf su ile tamamlama

TABLET:

Essin

Misir nigastasi
Silikajel tozu
Laktoz |
Magnezyum stearat

1.0 g
1.8 g
0.6 g
10.0 g
10.0 ¢
y.m
100 g

1.0 g
5.0 g
2.0 g
5.0 g
12.5 g
0.5 g
7.0 g
8.0 g
y.m
100 g

20.0 g
53.0 g
5.0 g
20.0 g
2.0 g

87



LIYOFILIZE EDILMIS AMPUL

Fssin

Glisin

5.0 mg
180.0 mg

88



EK ACIKLAMALAR B

ATKESTANESI KURU TOTAL EKSTRESI ICIN
FORMULASYON ORNEKLERT

DAMLA:

Kuru ekstre

Polietoksilli hidrojenlenmis Hint vagi
Polietilen glikol

Alkol

Glycamil (Monoamonyum glisirizinat)
Tatlandairica

" Koruyucu (P-hidroksi benzoatlar karigimi)
Su ile tamamlama

KSPUK BANYOSU:

Kuru ekstre

Sodyum lauril siilfat (%27 WAS)
Cokamidopropylbetaine (%30 WAS)
Cokamide DEA

Oleamide DEA

PEG kaprilik/kaprik gliseriti
Koruyucular ve parfiim

Saf su ile tamamlama

JEL:

Kuru ekstre v
Carbomer (carbopol + 934)
Sodyum hidroksit
Propilen glikol

Oleth - 20 (Volpo 20)
Koruyucular ve parfiim

Saf su ile tamamlama

10.0 g
5.0 g
10.0 g
25.0 g
0.8 g
y.m

0.2 g
100.0 g

2.0 g
40.0 g
25.0 g
2.0 g
2.0 g
5.0 g

v.m
100.0 g

2.0 g
1.8 g
0.6 g
10.6 g
1.0 g
y.m
100.0 g
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TABLET:

Kuru ekstre 100.0 mg
Misir nigastasa 60.0 mg
Laktoz 20.0 mg
Silikajel tozu 7.0 mg
Sodyum karboksimetil seluloz (Nymcel) 5.0 mg
Polivinilpirolidon (M.W.25 000) 4.0 mg
Magnezyum stearat 4.0 mg
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