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Figure A. Predicted and experimental quantitative data graphs of silibinin and rutin (A and B)

Purpose: The aim of this study is to determine the amount of silibinin and rutin substances in juniperus
excelsa M. Bieb fruits by using soxhlet and Sc-CO» extraction methods.

Theory and Methods:

Juniper plants are used in traditional medicine due to its diuretic, anti-inflammatory, pain reliever, liver
protector, antimicrobial and antibacterial therapeutic effects. Silibinin compound is a powerful antioxidant
and has been found to protect against alcoholic hepatitis and cirrhosis diseases [10]. There are studies on the
therapeutic effect of rutin against COVID 19 virus with its high inhibition effect [7]. It has also been reported
for rutin, to reduce cancer formation with its strong effect on cervical cancer cells in the treatment of prostate
and colon cancers [9]. Experiments were planned as experimental design by using Design Expert 11 (demo)
version to find the amounts of silibinin and rutin by Soxhlet method. In this study, potential silibinin and
rutin contents of juniperus excelsa fruits were extracted by the soxhlet and Sc-CO2 methods and the amounts
of substances were determined by HPLC analysis.

Results:

According to the experimental design model, regression coefficients were calculated for silibinin and rutin
as R?= 0.86 and R?= 0.98, respectively. Experimental design model for both compounds were found to be
compatible with the experimental data since the differences between the predicted R? and adjusted R? values
were sufficiently low for both compounds. Suggested design models by the program for silibin and rutin are
2F1 and quadratic, respectively. The highest amounts of silibinin and rutin obtained by soxhlet extraction
were found as 19.19 pg/g dw and 319.6 pg/g dw, respectively. For the method comparison, the silibinin and
rutin amounts obtained by Sc-COz extraction planned in the light of the literature, were found as 17.75 pg/g
and 52.45 pg/g dw, respectively.

Conclusion:

This is the first study to identify silibinin presence and its amounts in juniperus excelsa M. Bieb. Optimum
conditions of both silibinin and rutin obtaining were observed as 64.82 % ethanol ratio, 283.67 min, 0.3 mm
mean particle size and 78.37- 78.86°C. The results of this study could be utilized by pharmaceutical industry
engineers and process engineers for design and scale up of silibinin and rutin production.
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Boylu ardi¢ (Juniperus excelsa M. Bieb) meyvelerinde silibinin ve rutin bilesenlerinin
deneysel tasarim metodu kullanilarak sokslet 6ziitleme sartlarinin belirlenmesi
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ONECIKANLAR

e  Boylu ardi¢ meyveleri igin sokslet ekstraksiyonu optimum sartlar1 283,67 dakika ve %64,82 etanol orani olmustur
e Sokslet ekstraksiyonu yontemi ile daha fazla miktarda rutin ekstrakte edilebilmistir
e  Boylu ardi¢ meyvelerinde sokslet ekstraksiyonu verimi Sc-COz ekstraksiyonundan yiiksektir
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Bu ¢alismada, boylu ardig bitkisi meyvelerinde bulunan silibinin ve rutin bilesiklerinin miktarlari, sokslet ve
stiper kritik CO2 (Sc-COy) ekstraksiyon metotlar1 kullanilarak arastirilmistir. Ardig bitkisinin geleneksel tipta
yiiz yillardir tedavi amach kullanilmasi ve giliniimiizde Onleyici tedavilerin artmasi ile giincel bilimsel
caligmalarda {izerinde siklikla arastirmalar yapilmasina neden olmustur. Geleneksel tipta idrar soktiiriicii,
iltihap Onleyici, agn kesici, karaciger koruyucu, anti mikrobiyal ve anti bakteriyel etkileri bilinmektedir.
Ardi¢ meyvesinin sokslet ekstraksiyonunda deneysel tasarim yontemi kullanilmig, Design Expert 11 (Demo)
programi kullanilarak deney tasarlanmis ve sonuglar analiz edilmigtir. Bagimsiz parametreler olan etanol/su
orant ve ekstraksiyon siiresinin biyoaktif madde verimlerine etkisi arastirilmigtir. Sokslet yontemi igin dziitte
bulunan silibinin ve rutin etken maddelerinin maksimum miktarin1 veren matematiksel modeller elde
edilmigtir. Caligmada elde edilen modellerin 6nerdigi optimum caligma kosullar: ile deneysel sonuglarin
uyumlu oldugu goriilmiistiir. Deneysel caligmalar ile ardic meyvelerinde en yiiksek silibinin ve rutin
miktarlari sirasiyla 19,19 pg/g ve 319,6 pg/g kuru madde olarak bulunmustur. Sc-CO- ekstraksiyonu ile elde
edilen silibinin ve rutin miktarlari ise sirastyla 17,75 pg/g ve 52,45 pg/g kuru madde olarak bulunmustur.

Determination of soxhlet extraction conditions of silibinin and rutin components in
Juniperus excelsa M. Bieb fruits using experimental design method

HIGHLIGHTS

e The optimum soxhlet processing conditions for juniperus excelsa fruits were 283.67 min and 64.82% ethanol ratio.
e  Soxhlet extraction produced an extract profile rich in rutin
e Soxhlet extraction yield of juniperus excelsa fruits was higher than Sc-CO: extraction yield
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In this study, the amounts of silibinin and rutin compounds found in juniperus excelsa plant fruits were
investigated by using sokslet and supercritical CO2 (Sc-CO2) extraction methods. Due to the fact that the
juniperus excelsa plant has been used in traditional medicine for centuries for therapeutic purposes and the
increase in preventive treatments recently, this has led to intensive research on this plant. In traditional
medicine, its diuretic, anti-inflammatory, pain reliever, liver protector, antimicrobial and antibacterial effects
are known. Experimental design method was used in the soxhlet extraction of juniperus excelsa fruit, the
experiments were designed using the Design Expert 11 (Demo) program and the results were analyzed.
Ethanol / water ratio and extraction time were selected as independent parameters and their effects on
bioactive material yields was investigated. For the Soxhlet method, mathematical models were obtained that
give the maximum amount of silibinin and rutin compounds in the extract. It was observed that the optimum
study conditions suggested by the models obtained in the study were compatible with the experimental
results. As a result of experimental studies, the highest amounts of silibinin and rutin substances in juniperus
excelsa fruits were found as 19.19 pg/g and 319.6 pg/g dw, respectively. The silibinin and rutin amounts
obtained by Sc-CO: extraction were found as 17.75 pg/g and 52.45 pg/g dw, respectively.
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1. GIRIS (INTRODUCTION)

Geleneksel tipta siklikla kullanilan bir¢cok farkli bitkisel
kaynak, giinlimiizde onleyici tedavi ve Onleyici tip
alanlarinda da kullanilmaktadir. Onleyici tedavi, hastalik
tedavisinin aksine hastalik meydana gelmeden hastaligin
6nlenmesini amaglar. Bitkisel kaynaklarin hastaliklara kars1
tedavi edici etkileri arastirilmaya devam edilirken,
antioksidan igerikli dogru beslenme aligkanliklar1 &nleyici
tedavileri desteklemektedir. Ardi¢c bitkisi Cupressaceae
ailesinden bitkiler smifinda olan ve 70 kadar farkli tiirii
bulunan kuzey yarim kiirede dagilim gosteren bir bitkidir [1].
Ardic Dbitkisi lizerine yapilan arastirmalarda bitkinin
flavonoidler, regineler, ugucu yaglar, tanen, lignan ve
triterpen bakimindan zengin igerige sahip oldugu tespit
edilmistir [2]. Ardig tirlerinden, Juniperus communis L. and
Juniperus oxycedrus meyvelerinden etanol, etil asetat ve
cloroform ile alinan ekstraktlarda toplam antioksidan ve
fenolik igerik analizleri yapilmig, bu iki tiirden Juniperus
communis L. tiiriiniin yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi
ve 189,82 mg GAE fenolik icerige sahip oldugu tespit
edilmistir [3]. Ardi¢ bitkisi meyvelerinde rutin, luteolin,
apigenin, quercetin, nepetin, bilobetin, amentoflavon,ve
skutellarein flavonoidleri tespit edilmistir. [4]. Epilepsi
hastaligima kars1 geleneksel tipta kullanilan ve aralarinda
Juniperus oxycedrus L. meyvelerinin de bulundugu 14 farkli
bitkiden elde edilen Sokslet yontemiyle alinan Oziitlerde
catechin, epicatechin, rutin, naringin, myricetin, luteolin,
naringenin and apigenin varligi tespit edilmistir [5]. Tiirk
geleneksel tibbinda kullanilan ardig tiirlerinin dogal anti
kanser bilesikleri olarak kullanilabilecegini gosteren bir
aragtrmada 5-100 mu g/ml derisimlerdeki Juniperus
communis  ekstraktlarinin  cervix carcinoma kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini azalttigi, IC50 degerinin 32,96
oldugu tespit edilmistir [6].

Bu ¢alismada Ardic meyvesinde bulunan rutin ve silibinin
miktarlar1  arastirilmustir.  Bilgisayar simiilasyonu ile
COVID-19 viriisiiniin ana proteazina kars1 yerlestirilen 51
farkli fitokimyasal igerisinde en yiiksek inhibisyon etkisini
Rutin bilesigi gdstermis, tiimlesik 11 modelin 9’unda ticari
ilag olarak kullanilan “lopinavir” aktif maddesinden daha iyi
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tedavi edebilecegi goriilmiistiir [ 7]. Rutin bilesiginin, diyabet
kaynakli gérme kayiplarinin tedavisinde agiz yoluyla alimi
ile goriis keskinligini 3-6 ay i¢inde belirgin oranda artirdigt
tespit edilmistir [8]. Rutin’in prostat ve kolon kanserlerinin
yant sira cervical kanser hiicrelerinin canliligini azalttigi,
oksidatif oksijen olusumunu azalttig1 ve dolayisi ile kanser
hiicresi olusumuna engel oldugu, hiicre yasam dongiisiiniin
(apoptosis) saglikli olarak tamamlanmasina destek oldugu ve
bu sayede kanser olusumunu azalttigi bildirilmistir [9].
Silibinin bilesigi, silimarin bitkisinden adin1 alan ve bu
bitkide bulunan 4 temel bilesikten biridir. Silibinin
bilesiginin gii¢lii bir antioksidan oldugu ve karaciger
hasarlar1 olan alkolik hepatit ve siroz hastaliklarina karsi
koruma sagladig bilgisi literatiirde mevcuttur [10] (Sekil 1).

Juniperus excelsa (boylu ardig) bitkisinin kozalak
tohumlarinin makaron ydéntemiyle metanol/su ¢6ziiciisiinde
72 saatlik ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktlarda farkli
bilesenlerin yaninda rutin miktar1 3,87 mg/g olarak tespit
edilmistir [11]. Bir baska arastirmada Juniperus procera
(sedir agaci) bitkisi yapraklarindan petrol eteri ile alinan
oziitlerde silibinin varli1 yaninda, CCly ile zarar gérmiis
karaciger hiicreleri iizerinde bu o&ziitlerin hepatoprotektiv
etki gosterdigi tespit edilmistir [12].

Bu ¢alismada daha dnce yapilan tiim ¢aligmalardan farkli ve
Ozglin olarak juniperus excelsa M. Bieb (boylu ardi¢) bitkisi
meyveleri sokslet ve Sc-CO, yoOntemleriyle ekstrakte
edilmistir. Kanser tedavisinde aktif sekilde ilag hammaddesi
olarak kullanilan silibinin ile rutin bilesiklerinin miktarlar
bu meyvede arastirilmig ve sokslet yontemi i¢in planlanan
deneysel tasarim yontemi ile maksimum ekstraksiyon
sartlar1 belirlenmistir.

2. DENEYSEL CALISMA (EXPERIMENTAL STUDY)

2.1. Ham Maddeler ve Kimyasallar (Raw Materials and
Chemicals)

Bu arastirmada kullanilan boylu ardi¢ meyveleri Isparta ili
Akkegili koyiinden kasim ayinda toplanmistir. Referans
maddeler olan rutin trihidrat (> %98) ve silibinin ( > %98),

HO
HO

HO™ ™" "OH s
OH (B)

Sekil 1. Silibinin (A) ve Rutin (B) bilesiklerinin molekiiler yapilar1 (Molecular structures of silibinin (A) and rutin (B) compounds)
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¢ozlicii olarak kullanilan analitik safliktaki etanol (>
%99,99), mobil faz olarak kullanilan analitik safliktaki
metanol (= %99,99) ve asetonitril (> %99,99) Sigma Aldrich
firmasindan temin edilmistir. Mobil faz karisimlarinda
tampon olarak kullanilan analitik safliktaki formik asit (>
999,99) ise Merck firmasindan (Almanya) temin edilmistir.
Deneylerde, ekstraksiyon iglemlerinde ve likit kromatografi
de mobil faz olarak kullanilan deiyonize saf su, Siemens
marka (Almanya) SG pure model saf su cihazinda
iretilmigtir.

2.2. Numune Hazirlama (Sample Preparation)

Aragtirmada kullanilan ardiglar olgunlasmis meyvelerden
secilmigtir. Ardig meyveleri 30°C’deki Binder marka
(Alman) etiivde 72 saat boyunca kurutulmustur. Kurutulmus
ardic meyveleri Resch marka (Alman) bitki degirmeni
kullanilarak ogiitiilmiis ve elek analizi ile siniflandirilmsgtir.
Deneylerde kullanilan partikiil biiyiikligii bu tiir bitkilerin
ekstraksiyon sartlarina uygun olarak 0,25-0,35 mm
araligindadir [5]. Hazirlanan kuru ve toz haldeki numuneler
sokslet ve Sc-CO; yontemleri kullanilarak ekstrakte edilmis,
elde edilen ekstraktlar 0.2 pm lik siringa tipi mikro filtreden
gecirilerek HPLC cihazinda analiz i¢in hazirlanmis ve
analize kadar -11°C’deki derin dondurucuda tutulmustur.
Numunelerin nem igerigi 6zdes numunenin etiivde 105°C de
120 dakika siireyle kurutulmasi ile %6,66 olarak 6l¢iilmiis ve
tiim sonuglar gram kuru madde basina pg veya mg madde
miktar1 olarak verilmistir.

2.3. Sokslet Ekstraksiyonu (Soxhlet Extraction)

Sokslet ekstraksiyonu iglemi i¢in laboratuvar 6lgekli 250 ml
hacimli balon ile 100 ml hacimli sokslet aparati
kullanilmistir. Deneysel tasarim yontemince onerilen her bir
deney kosulunda, 5 gram Ogiitiilmiis ardig meyvesi
kullanilmistir. Geri sogutma sirasinda su sarfiyatinin
azaltilmas: i¢in kapali ¢evrim su pompast kullanilmistir
(Sekil 2). Tim deneyler ¢eker ocak igerisinde
gerceklestirilmistir ve alinan ekstraktlarin toplam hacimleri
kaydedilmistir.

2.4. Sc-CO;, Ekstraksiyonu (Sc-CO: Extraction)

Bu caligma ile planlanan sokshet ekstraksiyonu yaninda,
metotlar arasi verimlerin mukayese edilebilmesi amaciyla
Sc-CO; ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Bu amagla, Spe-
ed SFE model Applied Separations (USA) marka siiper kritik
ekstraksiyon cihazi, yardimci ¢oziicli pompasi ve 24 ml i¢
hacimli ekstraktor kullanilmistir. Planlanan Sc-CO; yontemi
deney sartlar1 i¢in, Korsika bolgesinde yetisen aralarinda
juniperus communis bitkisi bulunan 4 endemik bitki tizerinde
yapilan ¢alismada Sc-CO, ekstraksiyon sartlar1 180 dakika
ve 6,5 g numune olarak uygulanmistir [13]. Sc-CO2 yontemi
ile elma c¢ekirdeklerinin toplam antioksidan miktarinin
aragtirilldigt bir c¢alismada, 0,1-1 mm aralifindaki toz
numuneler i¢in deneysel tasarimla belirlenen optimum Sc-
CO; galigma sartlar1 240 bar, 40°C, 1 1/min CO; akis hiz1 ve
140 dakika siire olarak bulunmustur [14]. Bu caligmalar
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1s181inda, Sc-CO, ekstraksiyon deney kosullari, 0,25-0,35
mm partikiil boyutu, 250 bar basing, 40°C sicaklik, 5 1/min
CO; akis hizi, 120 dakika deney siiresi ve %5 w/w etanol
ilavesi i¢in 0,57 ml/min akig hizinda etanoliin yardimct
¢ozlicii olarak ekstraktore beslendigi paralel iki deney
seklinde gerceklestirilmistir. Deneylerden  alinan
ekstraktlarin hacimleri dlgiilerek HPLC analizlerine kadar -
11°C deki derin dondurucuda saklanmistir. Her bir deneyde
5 g numune igerisindeki silibinin ve rutin miktarlari, referans
maddelerin farkli derisimlerine ait HPLC verilerinden elde
edilen kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplanmis ve gram
kuru madde bagina pg veya mg birimlerinde verilmistir.

Sekil 2. Sokslet deney diizenegi (Soxhlet experimental setup)

2.5. Karekterizasyon ve HPLC Analizi
(Characterization and HPLC Analysis)

Sokslet ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstraktlarda rutin
ve silibinin varligmin ve miktarlariin arastirilmasi igin
kromatografik yontem kullanilmistir. Analizlerde 170U UV
detektorli dort kanalli, Dionex 680 model (Amerikan)
HPLC cihazi kullanilmistir. Analizler i¢in ODS 3D C18 3
mm x 25 cm 2,7 pum tipte Sigma marka HPLC kolonu
kullanilmigtir. HPLC cihaz1 ile yapilan karekterizasyon
islemi, referans rutin ve silibinin maddelerinin farklh
derisimlerinin analizleri, kalibrasyonlari ve numunelere ait
kromatogramlarda ayni maddelere ait pik alanlarimin tespiti
ve miktarlarinin hesaplanmasi seklinde gergeklestirilmistir.
Flavonoidlerin ve fenollerin karekterizasyonunda, biyoaktif
maddelerin miktarlarimin  hesaplanmasinda bu ydntem
literatiirde siklikla kullanilmistir [15]. Uygulanan gradiyent
HPLC metodunda, mobil fazlar A, %20 asetonitril %79,9
deiyonize saf su ve %0,1 formik asit icermektedir. B mobil
fazi ise, %100 asetonitrilden olugmaktadir. Caligma verileri,
silibinin ve rutin’in en yiiksek absorbans ile gézlemlendigi
254 nm ve kontrol amach ikinci dalga boyu olarak 335 nm
dalga boylarinda almmustir. Mobil faz akis hizt 1 ml/min
sabit akista ¢alisilmistir. Analiz programui gradiyent olup



Nuralin ve Giirii / Journal of the Faculty of Engineering and Architecture of Gazi University 36:4 (2021) 1775-1784

kisaca t: 0-1 min %100 A, t:1-18 min %50 A ve %50 B, t:18-
22,5 min %50 A ve %50 B, 22,5-24 min %100 A, 24-25 min
%100 A seklinde uygulanmistir. Flavonoid analizleri i¢in
benzer C18 tip kolonlar ile benzer gradiyent analiz
programlar1 literatiirde karagam kabugunda taksifolin
miktart analizinde [16] ve igde ¢ekirdeginde quercetin
miktar1 analizlerinde de kullanilmistir [17].

3. DENEYSEL TASARIM (EXPERIMENTAL DESIGN)

Geleneksel optimizasyon yontemlerinin ¢ok sayida deneye
gereksinim duymalari, zaman madde ve is giicii sarfiyatinin
yiiksek olmasi, bagimsiz parametrelerin birbirlerine olan
etkilerinin ~ belirlenememesi  gibi  olumsuz  yonleri
bulunmaktadir. Bu sorunlarin 6niine gegebilmek ic¢in bu
caligmada merkezi birlesik tasarimin kullanildigi yiizey
cevap deneysel tasarim metodu kullanilmigtir. Yiizey cevap
metodunda merkezi birlesik tasarim en sik kullanilan
deneysel tasarim yontemidir [18] ve Q miktarsal cevaba ait
Es. 1 ile verilmistir.

K
Q=P+ X, Bixi + Xy Bux? +
VeicjBijxixj + € M

Burada B sabit, k degisken say1s1, 3; dogrusal degiskenlerin
katsayisi, Xi e Xj degiskenler, Bii quadratik degiskenlerin
katsayis1, B etkilesimli degiskenlerin katsayis1 ve € ise
deneylerden kaynaklanan artistir. Sokslet ekstraksiyonu ile
silibinin ve rutin elde edilmesi, bu tasarim ile tespit edilecek
bagimli  degiskenlerdir. Bu c¢aligmanin  bagimsiz
parametreleri olarak etanol/su karigiminin etanol orani (%
EtOH) ve islem siiresi (t) olarak secilmigtir. Caligma
araliklari, etanol orant i¢in %70-95 ve iglem siiresi i¢in 60-
300 dakika olarak seg¢ilmistir. Bu ¢alisma araliklari igin
merkezi birlesik (central composite) tasarim ile program
tarafindan belirlenen c¢alisma araliklar1 Tablo 1’de
verilmistir. Etanol/su oraninin degismesi ile karigimin
kaynama sicaklig1 78,37°C den etanol orani diistiikge 100°C

ye kadar ¢ikabilmektedir. Programin oOnerdigi ¢alisma
araliklar1 bakimindan etanol orani % 64,8 w/w’nin altina
inilmeyerek bu orandaki karigim i¢in, kaynama noktasi olan
78,89°C nin iizerine ¢ikilmamasi ve flavonoidlerin yiiksek
sicakliklara maruz kalmamasi saglanmistir. Caligsma
stiresinin 300 dakika ile sinirlandirilmasi ise endiistriyel
iretimler i¢in Ar-Ge niteliginde olan bu arastirmanin enerji
maliyetleri agisindan uygulanabilir olmasi igindir. Deneysel
tasarimda kullanilan kodlanmis ve numerik (kodlanmamig)
bagimsiz degiskenler 5 seviyeli olarak Tablo 1°de
verilmistir.

Tablo 1. Kodlanmis ve kodlanmamis bagimsiz degiskenler
(Coded and uncoded independent parameters)

Etanol orani

Kodlanmig degiskenler Zaman (min)

w/w (%)
2 64,8 10,3
-1 70 60
0 82,5 180
1 90 300
2 100 349,7

4. SONUCLAR VE TARTISMALAR
(RESULTS AND DISCUSSIONS)

4.1. Model Uyumu ve Deneysel Veriler
(Model Fitting and Experimental Data)

Deneysel caligsmalar ile silibinin ve rutin i¢in alinan
miktarsal sonuglar Tablo 2’de verilmistir. Design Expert
programu ile silibinin ve rutin’e ait varyans analizi sonucu
(ANOVA) deneysel korelasyon katsayis1 (R?) ve programca
onerilen korelasyon katsayisinin (Adj. R?) degerlerinin
birbirlerine uyumu tespit edilmis ve silibinin ve rutin igin
veri analizleri boliimlerinde sunulmustur.

Bu c¢alismanin faktorleri ekstraksiyon siiresi ve etanol
oranidir. Doniisiimlii merkezi kompozit tasarim ile ¢alisma
kosullar1 belirlenen 13 deneye ait silibinin ve rutin miktarlar

Tablo 2. Deneysel tasarim ¢alisma sartlarinda silibinin ve rutin’e ait cevaplar
(Responses for rutin and silibinin at the experimental design conditions)

Faktor 1 Faktor 2 Cevap Cevap Ogiitlenen hacim
Deney No A: Etanol oran1 B: Zaman Silibinin pg/g  Rutin pg/g kuru (ml)

(% wiw) (min) kuru madde madde
1 82,5 349,7 12,6848 195,342 154
2 82,5 180 9,2136 183,771 156
3 100 180 7,2423 85,0933 159
4 95 300 7,2959 135,823 152
5 82,5 180 11,8599 179,909 153
6 82,5 180 8,3244 189,062 151
7 95 60 11,8063 86,2192 153
8 64,8 180 16,0810 319,607 152
9 70 60 5,9245 224,237 146
10 82,5 10,3 4,2425 121,623 149
11 82,5 180 10,7778 181,433 150
12 82,5 180 9,3421 203,329 156
13 70 300 19,1879 272,539 152
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ile ekstraksiyon sonrasi elde edilen 6ziit hacimleri derigim
hesaplarinda kullanilmak {izere Olgiilerek Tablo 2’de
verilmistir.

Silibinin ve rutin bilesiklerinin en yiiksek ekstraksiyon
verimi i¢in deneysel sartlarin belirlenecegi calisma icin
program ile ulasilan Anova test sonuglarina gore silibinin ve
rutin bilesikleri i¢in Onerilen modellerin p degerlerinin
0,05’ten kiicliik oldugu ve bulunan modellerin deneysel
verileri yeterince temsil ettigi sonucu goriilmiistir.

4.2. Silibinin igin Veri Analizi (Data Analysis for Silybinin)

Design Expert programinda silibinin i¢in Tablo 2’de verilen
deneysel degerler analiz edildiginde, program tarafindan
onerilen degerlendirme modelinin etkilesimli iki faktor (2FI)
modeli oldugu goriilmiistiir. Bu modelin Anova veri analiz
tablosu Tablo 3’te verilmistir.

Silibinin eldesinde Etanol oranmin (A) ve zamanin (B)
6nemli oldugunu (0,001 < p < 0,05) ve bu iki parametrenin
carpimlarinin (A*B) ise ¢ok dnemli oldugu (p < 0,001) p
degerinden anlagilmaktadir. Terimler ve bunlara ait p
degerleri Tablo 3’te verilmistir. Silibinin miktarini belirleyen
model esitligi Tablo 2 ve 3’teki veriler kullanilarak son
kareler yontemiyle hesaplanmis ve Es. 2 ile verilmistir.

S =-222926 +0,3481A + 0,2659B — 0,0029A*B 2

Silibinin’e ait modelin Anova analizi ile elde edilen
regresyon katsayist (R?) 0,86 olarak bulunmustur.
Diizeltilmis regresyon katsayis1 (adj. R?:0,82) ile dngoriilen
regresyon katsayisi (pre R 0,65) aralarindaki farkin 0,2’den
kiiciik olmas1 nedeni ile aralarinda modele uygun olduklari
ve bu modelin deneysel verileri temsil ettigi tespit edilmistir.
Programca 6ngériilen ve deneysel olarak alinan veriler Sekil
3 ile verilmistir.

Programinin 6nerdigi iki faktor etkilesimli (2FT) modele gore
maksimum silibinin ve rutin i¢in ¢alisma sartlar1 %64,82
etanol orant ve 283,67 dakika ekstraksiyon siiresidir, bu
kosullarda ongoériilen silibinin miktar1 21,24 pg/g dir.
Deneysel caligmalar ile ulasilan en yiiksek silibinin miktart
ise 19,19 ng/g dir.

4.3. Silibinin i¢in Yuzey Cevap Analizi
(Respons Surface Analysis for Silybinin)

Es. 2’ye gore bagimsiz parametrelerin  birbirleriyle
etkilesimlerini ve maksimum silibinin eldesi i¢in gereken
deneysel sartlarin gosterildigi ti¢ boyutlu ylizey cevap grafigi
Sekil 4’te verilmis olup, topografik grafikte z ekseni
silibinin’in miktarini, x ve y eksenleri ise bagimsiz
parametreleri temsil etmektedir.

20

o 5 1‘: 15 20
Clgilen deger

Sekil 3. Silibinin’in modelce tahmin edilen ve 6lgiilen

miktar veri grafigi
(Experimental and model predicted quantitative data graph of silybinin)

Silibinin miktar1 i¢in parametrelerin etkilerini 2 boyutlu
olarak gosteren ve program tarafindan olusturulan kontur
grafigi Sekil 5’te verilmistir kirmizi bélge verimin en yiiksek
oldugu bolgedir.

Sekil 4 ve 5’ten goriilebilecegi gibi ve silibinin miktari
ekstraksiyon siiresi artikca artmugtir. Anova analizi ile de
stirenin dnemli parametre oldugu p degerinden tespit
edilmigtir. Silibinin’in sudaki ve EtOH/MeOH igerisindeki

Tablo 3. Silibinin eldesinde 2FT (iki Faktor Etkilesimli) model igin varyans analizi

(Varians analysis in obtaining silibinin for 2FI (Two Factors Interacting) model)

Kareler Serbestljk Kareler F-degeri  p-degeri

toplami  derecesi ortalamast
Model 17532 3 58,44 18,84 0,0003 Onemli
A-etanol orani 42,82 1 42,82 13,81 0,0048 Onemli
B-islem siiresi 53,52 1 53,52 17,25 0,0025 Onemli
A*B 78,97 1 78,97 25,46 0,0007 Cok Onemli
Artik 2791 9 3,10
Uyum eksikligi 20,04 5 4,01 2,04 0,2554 Onemli degil
Saf hata 7,87 4 1,97
Toplam 203,24 12
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¢oziiniirlikleri incelendiginde suda <50 pg/ml gibi ¢ok
diisiik oranda ¢oziindiigii ancak polar protik ¢oziiciiler olan
EtOH ve MeOH igerisinde yavasca c¢oziindigi bilgisi
literatiirde mevcuttur [19]. Silibinin’in etanolde sudan daha
¢ok c¢oziinmesi nedeni ile Etanol oranmnin artmasi ile
oziitlerdeki silibinin miktar1 deneysel sonuglardan da
goriilebilecegi sekilde artmigtir.

Silibinin (ua/g)

3497 100

92,96
264,85 85,92

180 78,88

B: Zaman (min) 9515 71.84 A: Etanol orani (%)

103 6438

Sekil 4. Silibinin igin ¢alisma parametrelerinin 3 boyutlu
gosterimi
(3D presentation of operating parameters for Silybinin)

4.4, Rutin igin Veri Analizi (Data Analysis for Rutin)

Design Expert programinda rutin i¢in Tablo 2’de verilen
deneysel degerler analiz edildiginde, program tarafindan
onerilen degerlendirme modelinin Quadratic model oldugu
goriilmiistiir. Bu modelin rutin i¢in Anova veri analizi Tablo
4’te verilmistir.

Rutin miktarin1 veren model denklemi Es. 3’te verilmistir.
Denklemdeki lineer terimlerden p degeri 0,001°den kiigiik
olan etanol oraninin (A) ¢ok 6nemli parametre oldugu,
zamanin (B) ve zamanin karesinin (B?) ise p degeri 0,001 <

p < 0,05 arasinda oldugu i¢in 6nemli parametre oldugu
goriilmektedir. Etkilesimli terim olan A*B ile quadratik
terimler olan A? ise p degeri 0,05 ten biiyiik oldugu igin
onemli degillerdir. Rutin miktarini belirleyen model esitligi
Tablo 2 ve 4’teki veriler kullanilarak son kareler yontemiyle
hesaplanmis ve 6nemli olmayan terimler ¢ikarilarak Es. 3 ile
verilmistir.

Silibinin (ug/g)

3497

264,85

B: Zaman (min)
g

9515

103
64,8 7184 78,88 8592 9296 100

A: Etanol orani (%)

Sekil 5. Silibinin i¢in kontur grafigi (Contour graph for silybinin)
R =935,71 —13,75A + 0,559B — 0,001B2 3)

Rutin’e ait quadratik modelin Anova analizi ile elde edilen
regresyon katsayist (R?) 0,98 olarak bulunmustur.
Diizeltilmis regresyon katsayis1 (Adj. R%:0,97) ile éngoriilen
regresyon katsayis1 (Pre. R?: 0,93) ve aralarindaki fark
0,2’den kiigiik oldugu i¢in 6nerilen quadratik modele uygun
olduklar1 ve bu modelin deneysel verileri temsil ettigi tespit
edilmistir. Programca 6ngoriilen ve deneysel olarak dl¢iilen
veriler Sekil 6 ile verilmistir.

Tablo 4. Rutin eldesinde quadratik model i¢in varyans analizi (Variance analysis in obtaining rutin for the quadratic model)

Kareler Serbestlik

Kareler

toplami derecesi ortalamas | ~dcgeri  p-degeri
Model 53166,75 5 10633,35 96,37 <0.0001 Cok 6nemli
A-etanol orani 45963,07 1 45963,07 416,58 <0.0001  Cok 6nemli
B-Islem siiresi 5108,55 1 5108,55 46,30 0,0003 Onemli
A*B 0,4236 1 0,4236 0,0038 0,9523 Onemli degil
A? 365,32 1 365,32 3,31 0,1116 Onemli degil
B? 1500,60 1 1500,60 13,60 0,0078 Onemli degil
Artik 772,34 7 110,33
Uyum eksikligi 411,01 3 137,00 1,52 03394  Onemli degil
Saf hata 361,33 4 90,33
Toplam 53939,09 12
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Sekil 6. Rutin’in modelce tahmin edilen ve dl¢iilen miktar
veri grafigi
(Experimental and model predicted quantitative data graph of rutin)

Design expert programinin énerdigi quadratik modele gore
maksimum silibinin ve rutin i¢in ¢alisma sartlar1 %64,82
etanol oram1 ve 283,67 dakika ekstraksiyon siiresi
seklindedir, bu kosullarda ongoériilen rutin miktar1 319,65
pg/g dir. Deneysel ¢alismalar ile ulasilan en yiiksek rutin
miktari ise 319,61 pg/g dir.

Boylu ardicin makaron teknigi ile, 72 siireyle ekstraksiyonu
ile bitkinin kozalak tohumlarinda rutin miktarinin 3,87 mg/g
olarak bulundugu bilgisi literatiir mevcuttur [11]. Bu
calismada uygulanan sokslet yontemi verileri ile literatiirde
bulunan rutin miktart arasinda yaklagik 12 kat kadar fark
bulunmasinin  muhtemel nedeni, bitki tohumunda
meyvesinden daha yiiksek miktarda rutin’in bulunmasi
ve/veya 72h siireyle uygulanan makaron tekniginin
metanol/su ¢oziiciisii ile ekstraksiyonda daha verimli bir
yontem olmasindan kaynaklanmasidir.

4.5. Rutin i¢in Ylzey Cevap Analizi
(Respons Surface Analysis for Rutin)

Bagimsiz parametrelerin  birbirleriyle etkilesimlerini ve
maksimum rutin eldesi i¢in deneysel sartlarin gosteren ii¢
boyutlu yiizey cevap grafigi Sekil 7°de verilmis olup,
topografik grafikte z ekseni rutin’in miktarmi, x ve y
eksenleri ise bagimsiz parametreleri gostermektedir.

Bagimsiz parametrelerin rutin miktarina etkilerini gosteren 2
boyutlu kontur grafigi Sekil 8’de verilmistir.

Sekil 7 ve 8’den goriilebilecegi gibi rutin eldesinde,
ekstraksiyonda siire artiginin verime pozitif etkisi agikca
gortilmekte iken etanol oraninin artmasi ile verimin diistiigii
gozlenmektedir. Literatiirde etanol/su karisimlarinda rutin’in
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¢Ozliniirliigliniin ortamdaki bilesenlere gore artabildigi veya
hydroxypropyl-beta-cyclodextrin gibi bilesiklerle yaptigi
stabil komplekslerin varliginda ¢oziiniirliigiiniin etanol orani
yiikseldikge azaldigma dair sonuglar mevcuttur [20].

Rutin (ug/g)

349,7
264,85

180

92,96
B: Zaman (min)

85,92
78,88

103 648

A: Etanol orani (%)

Sekil 7. Rutin i¢in ¢aligma parametrelerinin 3 boyutlu
gé’)sterimi (3D presentation of operating parameters for Rutin)

3497 Rutin (Hg/g)

264,85

B: Zaman (min)
2

9515

10,3
64,8 71.84 7888 85,92 9296 100

A: Etanol orani (%)

Sekil 8. Rutin i¢in kontur grafigi (Contour graph for rutin)

4.6. Sc-CO, Ekstraksiyonu Sonuglari
(The Results of Sc-CO: Extraction)

Literatiirde birgok farkli ekstraksiyon yontemi ile juniperus
exelsa bitkisinin degisik kisimlar1 ekstrakte edilmis ve ¢esitli
sonuglar  verilmisitir. Deneysel tasarim metodunun
uygulandigr sokslet yontemi yaninda giincel ve ¢evreci bir
yontem olan siiper kritik karbondioksit ekstraksiyonu
yontemi uygulanmig ve 250 bar, 40°C, 0,25-0,35 mm



Nuralin ve Giirii / Journal of the Faculty of Engineering and Architecture of Gazi University 36:4 (2021) 1775-1784

partikiil biiyiikliigii, 120 min, 5 I/min CO; akis hiz1 ve %5
w/w etanol ilavesi (0,57 ml/min) sartlarinda paralel iki deney
yapilmistir. Bu iki deney sonucu elde edilen 33 ve 35 ml
ekstraktlarda ortalama silibinin ve rutin miktarlart sirastyla
17,75 pg/g ve 52,45 pg/g olarak bulunmustur. Bulunan
miktarlar sokslet yontemi verilerine oranla rutin i¢in %16
seviyelerinde kalmigken silibinin igin yaklasik %92,5 olarak
gerceklesmistir. Ekstraksiyon yontemi farklilig: ile aktif
maddelerin  veya toplam fenolik/toplam  flavonoid
miktarlariin degisiklik gosterdigi literatiirde mevcut olup,
bes farkli yontemle Salvia viridis yapraklarinda yapilan bir
calismada toplam fenolik ve toplam flavonoid miktarlarinin
Sc-CO, yontemi degerlerinin sokslet yontemi ile alinan
degerlerin ancak % 20 si kadar oldugu goriilmektedir [21].
Sc-CO; yonteminin diisiik veriminin nedenleri olarak, polar
yapidaki CO;’in ¢oziicii olarak genellikle apolar yapidaki
fenolikler vb. bilesikleri daha az ¢6zmesi, yardimci polar
¢ozilicli ilavesinin siiper kritik sartlarin bozulmamasi igin
sinirli oranlarda kalmasi, Sc-CO, de yar1 kesikli reaktor
tipinde ¢alisma yapildig1 icin temas siiresinin gorece kisa
olmasi, yiiksek ¢oziicii hizlarinda ekstraktor i¢inde kanallar
ve girdaplar olusmasinin verimi diisiirmesi, nedenler olarak
gosterilebilir.

5. SONUCLAR (CONCLUSIONS)

Bu calisma ile boylu ardig (Juniperus excelsa M. Bieb)
bitkisi meyvelerinin i¢erdigi silibinin ve rutin miktarlar1 iki
farkli ekstraksiyon yontemi ile arastirilmigtir. Yiizey cevap
metodu ile deneysel tasarimin yapildig: ve merkezi birlesik
tasarimin uygulandigi sokslet yontemi ile literatiirde ilk defa
ardic meyvesinde rutin yaninda silibinin varlif1 tespit
edilmistir. Ayrica metot mukayesesi icin Sc-CO,
ekstraksiyonu da uygulanmigtir. Silibinin’in ve rutin’in
kanser tedavisinde ve kanser Onleyici mekanizmalardaki
faydalar literatiirde genis yer bulmaktadir. Ayrica rutin’in
COVID 19 viriisiine kars1 yiiksek inhibisyon etkisi ile tedavi
edici etkisine dair ¢alismalar da mevcuttur [7].

Bu calismada Sc-CO, yontemi ile bulunan en yiiksek
miktarlar, rutin i¢in 0,052 mg/g ve silibinin i¢in 0,0178 mg/g
olurken, sokslet yontemi ile ulasilan en yiiksek miktarlar
rutin i¢in yaklasik 6 kat artarak 0,3196 mg/g ve silibinin i¢in
1,05 kat artarak 0,019 mg/g olmustur. Literatiirde silibinin’e
ait aragtirma olmadigt i¢in yalmz Sc-CO, ve sokslet
yontemlerine ait veriler kiyaslanmustir.

Silibinin ve rutin maddelerinin gida takviyelerinde ve ilag
sanayinde kullanimlar1 bakimindan bu arastirmanin boylu
ardi¢ meyvesinin tespit edilen potansiyeline katki sagladigt
diistiniilmektedir. Tasarim modeli ile deneysel verilerin
uygunlugu Anova veri analizi ile kontrol edilerek optimum
caligma kosullar1 belirlenmis sokslet yontemi igin bu
sartlarin her iki bilesik i¢in 283,67 dakika ekstraksiyon siiresi
ve %64,82 etanol orani oldugu bulunmus, ortalama 0,3 mm
partikiil biiyiikliigiindeki numunelerde ve 78,37- 78,86°C
sicaklik araliginda calisilmistir. Sokslet yonteminde en
yiiksek silibinin 0,019 mg/g olurken rutin 0,3196 mg/g
degerine ulasmigtir. Bu c¢aligmada 2. derece polinomial

tasarim denklemi kullanilmig, Anova analizi ile deneysel
verilerin uyumlu oldugu gozlenmistir. Bu arastirma ile
endiistriyel caligmalar igin islem siiresi ve etanol oraninin
o6nemli parametreler oldugunu, etkilesen terimler agisindan
silibinin eldesinde bu iki parametrenin ¢arpimlarinin ¢ok
etkili oldugu bulunmustur. Design Expert programinca
ongoriilen optimum kosullarin ve gozlenen deneysel
sonuglarinin, farmasotik endiistrisinde proses miihendisleri
tarafindan Glgek biiyiiterek kullanilabilirligi bu ¢aligmanin
katkilarmdandir.
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