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OZET
Doktora Tezi

Olea europaea L. BITKi YAPRAKLARINDAN SEKOIRIDOID YAPIDAKI
POLIFENOLLERIN EKSTRAKSIYONU VE ANALIZI ICIN YENIi BIR YONTEM
GELISTIRILMESI

Niliifer VURAL

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. M. Abdiilkadir AKAY

Bu c¢alismada Olea europaea L. yapragi gibi giiglii antioksidan, antibakteriyel,
antifungal, antihipertansif, antiflamatuar, antihipoglisemik vb. 6zellik gosteren degerli
bir kaynaktan, sekoiridoid yapidaki polifenollerin ekstraksiyonu ve analizi igin,
kemometrik yaklagimla optimum sartlar1 belirlenmis, yontemler gelistirilmis ve
Onerilmistir.

Zeytin yapragindan sekoiridoid yapilarin ekstraksiyonu i¢in, ¢oziicii ekstraksiyonu ve
ses Otesi prob ekstraksiyonu yontemleri ¢alisilmis, bu yontemlerde MeOH/H,0O ve
EtOH/H,O ¢oziicii sistemleri kullanilmigtir. Ekstraksiyon ¢alismalarinin deneysel
tasarimi i¢in Cevap Yiizey Yontemlerinden, CCD ve D-optimal tasarim kullanilmis,
¢oziicli ekstraksiyonunda ¢oziicii orani, sicaklik, siire, ¢oziicii/kat1 orani, ses 6tesi prob
ekstraksiyonunda; genlik, SOD uyg. siiresi, ¢dziicii orani, prob pozisyonu, gorev
dongiisii bagimsiz degiskenler olarak belirlenmistir. Bu bagimsiz degiskenlerin, Toplam
Fenol (GAE ve OLE) ve oleuropein miktarina (HPLC) amag fonksiyonlari {izerindeki
etkileri arastirilmig, O6nemli model parametreleri belirlenmistir. Optimizasyon
calismasinda sistemi karakterize eden tiim yanit fonksiyonlar1 birlikte ele alinmis, ¢ok
yanitl optimizasyon, ¢ok amacli optimizasyon problemlerinin ¢dziimlerini karakterize
eden pareto bolgeler yardimi ile ¢oziilmiis ve optimal girdi degisken degerleri
istenebilirlik (desirability) fonksiyonu yaklasimi ile belirlenmistir. Gelistirilen ¢oziicii
ekstraksiyonu ve ses oOtesi prob ekstraksiyonu yontemleri arasinda, EtOH/H,0 ¢o6ziicii
sistemi ekstraksiyonunun optimum kosullarinda, en iyi cevap fonksiyonu degerleri elde
edilmistir.

Zeytin yapragindan flavanoid ve basit fenolik maddelerin varliginda, sekoiridoid
yapilarin  kromatografik aymrimi i¢in, ters-faz sivi kromatografi sistemi ile gradient
eliisyonda yeni bir yontem gelistirilmistir. Yontemde, optimizasyon metodolojisi ve
kromatografik kalite degerlendirmesine temel olarak yeni kromatografik cevap
fonksiyonu (NCRF) kullanilmistir. Kullanilan NCRF nin, asimetrik ve iist {iste binmis



pikler ile bilinmeyen c¢ozeltilerin karigimlarina uygulanabilir oldugu ve ters faz
kromatografide dagilma (partitisyon) kromatografisine uygun olarak, islevsel oldugu
gosterilmistir. Dogrusal ¢oziicii giicii modeli (LSSM) ve alikonma modeli alikonma
zamanmin ve gradient adimlarinin belirlenmesinde NCRF ile birlikte kullanilmistir.
Ters faz diisiik basing sivi kromatografisi gradient eliisyonu ile yapilan ydntem
gelistirme caligmalart i¢in, ¢ok amacli optimizasyona dayanan cevap ylizey yontemleri
ile Levenberg-Marquardt algoritmasi kullanilmistir. Optimizasyon prosesinin temel
adimlart ve kullanilan algoritmalar i¢in yeni baslatma parametreleri (tr, Ap ve 0)
sunulmustur. LSSM modeli dogrusallastirilarak, k ifadesini veren denklemler, tgr ve Ao
degerlerine gore tanimlanmistir.

Ocak 2017, 378 sayfa
Anahtar Kelimeler: Zeytin yapragi, Sekoiridoidler, Oleuropein, Coziicli ekstraksiyonu,

Ses Otesi dalga ekstraksiyonu, Ultrasonik prob, HPLC, Dogrusal ¢oziicii giicii modeli,
Yeni Kromatografik Cevap Faktorii, Optimizasyon, Modelleme, Kemometri



ABSTRACT
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DEVELOPMENT OF A NEW METHODOLOGY FOR THE EXTRACTION AND
ANALYSIS OF SECOIRIDOID STRUCTURED POLYPHENOLS
FROM Olea europaea L. LEAVES
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In this study, the optimum conditions were determined by chemometric approach
and new methods are developed and proposed for the extraction and analysis of
secoiridoid polyphenols from a valuable source like Olea europaea L. which has
strong antioxidant, antibacterial, antifungal, antihypertensive, anti-inflammatory,
anti-hypoglycemic properties.

For the extraction of secoiridoid structures from the olive leave, solvent extraction
and ultrasonic probe extraction methods were studied, and MeOH/H,O and
EtOH/H,0 solvent systems were used in these methods. In the experimental design
of extraction studies, among the Response Surface Methodology, CCD and D-
optimal design were selected, and the percentage of solvent, temperature, time,
solvent/solid ratio in the solvent extraction, the amplitude, irridation time, the
percentage of solvent, probe position and duty cycle in the ultrasonic probe
extraction were studied as independent variables. The effect of these independent
variables on the total phenolic content(GA and OLE) and oleuropein content (HPLC
analysis) were studied leaf target functions were investigated and important model
parameters were determined. In the optimization study, all the response functions
characterizing the system were obtained together while solving the multi-response
optimization with the help of pareto regions which characterize the solutions of the
multi-purpose optimization problems, and optimal input variable values were
determined with the desirability function approach. Among the developed solvent
extraction and ultrasonic probe extraction methods, the best response function values
were obtained from EtOH/H,O solvent system extraction under the optimum
conditions.



A new method for the chromatographic separation of secoiridoid structures from the
olive leaf in the presence of flavanoid and simple phenolic substances was
developed by reverse phase chromatography system and gradient elusion. In this
method, the optimization and chromatographic quality evaluation, a new
chromatography response function (NCRF) is used basically to be based on. It has
been shown that NCRF is applicable to clear the asymmetric and overlaid peaks and
the mixture of unknown solutions, and it has also been shown that NCRF is
functional in accordance with reversed phase chromatography partition
methodology. Linear solvent strength model (LSSM) and retention model were used
together with NCRF in the determination of retention time and gradient steps. The
Levenberg-Marquardt algorithm was used with response surface methods based on
multi-objective optimization for the developing studies of the method with gradient
elution in reversed phase low pressure liquid chromatography. The new initialization
parameters (tr, Ap ve 0) were presented for the basic steps of the optimization
process and the algorithms used. The equations expressing the k statement was
defined according to the values of tg and A by the linearization of LSSM model.

January 2017, 378 pages

Key Words: Olive leaf, Secoiridoids, Oleuropein, Solvent extraction, Ultrasonic
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1. GIRIS

Zeytin bitkisi (Olea europaea L.) Akdeniz Ulkelerinin en 6nemli dogal Urlnlerinden
biridir. Diinya ¢apinda zeytin agaglari sekiz milyon hektardan fazla bir alanda
yetistirilmekte ve Akdeniz havzasi bu agaglarin yaklasik % 98’sini barindirir. Olea
europaea L. yaygin olarak beslenme i¢in kullanilmakta olup, meyvesi ve bundan elde

edilen yag1 gunlik beslenmede yer alan 6nemli bilesenleridir.

Zeytin agaclar1 6nemli miktarda, yetistirilmesi, hasat donemi ve zeytinyagi ekstraksiyonu
asamasinda, genellikle "zeytin yan 0rund" olarak bilinen Grnleri Uretir. Zeytin
yapraklari, zeytin tariminin en Onemli Yyan drlnlerinden biridir ve atik olarak
degerlendirilir. Yapraklar zeytin agaglarinin budanmasi sirasinda (ince dallar ve yan
yapraklardan) yilda aga¢ basina yaklasik 25 kg kadar ve zeytinyagi isleme sirasinda
(yaklasik meyve ayrildiktan sonra agirliginin % 10’ u kadar) biiyuk miktarlarda elde edilir
(Abaza vd. 2015).

Yaprak; bitki metabolizmasinin temel yapisinda bulunan hem birincil hem de ikincil
metabolitlerin ve biyolojik olarak aktif olan bilesiklerin potansiyel kaynagi olarak
diigiiniilebilir. Pek ¢ok ¢aligma, faydali bilesiklerin zenginligi goz oniine alinarak, zeytin
yapraklarinin bilesiminde bulunan fenolik bilesiklere odaklanmistir. Bu ilging ve katma
degeri yiiksek olan bilesenleri elde etmek miimkiin ve 6nemli olmakla birlikte, yapraklar
genellikle atik, gida sanayi yan iriinli, hayvan yemi katki maddesi olarak

kullanilmaktadir.

Zeytin yapragi ile ilgili insan ve hayvan ¢aligmalarinda, Olea europaea L. yapraklarindan
elde edilen fenolik bilesiklerin, bazi kronik hastaliklarin siddetini ve riskini azaltarak
insan saghgma katki sagladigi, anti-oksidan, anti-inflamutar, anti-allerjenik, anti-HIV,
anti-proliferatif, anti-hipertansif, anti-aterojenik, kardiyoprotektif, hipokolesterolemik,
hipoglisemik, anti-viral, insan 16semi hicrelerine karst koruyucu, lipid diistiriicti aktivite

ve apoptotik etki gibi pek ¢cok fizyolojik-biyolojik etkiye sahip oldugu ifade edilmektedir.



Zeytin yapraklarindan elde edilen ekstraktlardaki, biyoaktif bilesenlerin icerigi hakkinda
farkli arastirma sonuglart bulunmaktadir. Bu farkliliga, ekim alanlarinin ¢esitliligi, hasat
donemleri, iklim kosullari, stres kosullari, 6rnekleme cesitliligi, kullanilan ekstraksiyon
metodlari, yikama, kurutma, isleme ve saklama kosullar1 gibi pek cok kosul etki
etmektedir. Bu nedenle zeytin bitkisinin dogru fenolik profilinin ortaya konulmasi igin
dogal sartlarin disinda toplama, saklama ve kurutma kosullari ile birlikte ekstraksiyon ve

analiz asamalarinin optimum kosullarinin belirlenmesi oldukc¢a 6nemli bir konudur.

Zeytin yapraginin major etken maddesi olan oleuropeinin, insan saglig tizerine etkileri
umut vericidir. Saglikli beslenmeye olan talebin artmasi ile gidalarda biyoaktif maddeler
olarak, dogal antioksidanlarin kullanilmasi ve fonksiyonel gidalarin iiretimi giderek 6nem
kazanmaktadir. Son yillarda bitkisel veya mantar igerikli dogal besinlerin ila¢ olarak
kullaniminin artmasi fitoterapi, alternatif ve tamamlayici terapiye olan ilgiyi arttirmistir.
Pek cok iilkede ticari 6nem kazanmasindan dolayr geleneksel ilaglarin iiretimi ve
kullanimi giin gectikee yayginlasmaktadir. Diinya marketlerinde bu tip ilag pazarinin 60
milyon dolara, yillik biiyime hizinin % 5-15 diizeyine ulastig1 bilinmektedir. ABD’de
son 50 yilda halkin dogal igerikli ilaglara olan ilgisi % 34-42 oraninda arttig1
bildirilmektedir (Roybyrne vd. 2005). Ulkemizde de zeytin yapragmnin cay, kapsiil, iksir

ve tentiir olarak kullanimi son yillarda olduk¢a yayginlagmistir.

LDL oksidasyonu yapay antioksidan maddelerin kullanimiyla engellenebilmekle birlikte,
dogal antioksidan maddelerin saglik agisindan toksisitesinin daha az olmasi, bu
maddelerin kullanim talebini artirmaktadir. Zeytin yapragi bu konuda iyi bir alternatif
sunmaktadir. Zeytin agaci yan irlnlerinin ekstraktlari, oksidatif parcalanmalari
Onleyebilen fenolik bilesikler gibi 6nemli antioksidanlar1 igermesi nedeni ile kozmetik,
tip, farmosetik ve gida endistrisinde kullanilabilmektedir. Bunun yaninda, gida
tirtinlerinin duyusal ve besinsel 6zelliklerindeki kayiplar1 dnleyerek raf dmriinii uzatma
Ozelligine sahiptir. Zeytin yapraklar1 verimli bir kaynak olarak kullanildiginda saglikl,

guvenli, ucuz, etkili ve alternatif bir antioksidan kaynagidir.

Polifenolik bilesiklerin saf formlarinin kimyasal ve enzimatik yollarda {iretilmesi

miimkiin olmasina ragmen iiretim maliyeti olduk¢a yiiksektir. Bu nedenle, bu kadar
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Oonemli bir potansiyele sahip olan sekoiridoid yapidaki oleuropein molekilu ve
tirevlerinin, etkili ve g¢evreye duyarli yontemlerle ekstrakte edilmesi Onem
kazanmaktadir. Yapilan literatiir arastirmalar1 sonucu zeytin yapraginin katma deger
saglamayacak sekilde kullanildigi, optimum kosullar1 belirlenmis cevre dostu bir
ekstraksiyon uygulamasinin ve analiz yonteminin olmadigi tespit edilmistir. Tarimsal atik
olan zeytin yapragindan, uygun ekstraksiyon yontemleri gelistirerek polifenolleri
ektstrakte etmek, biyoaktif bilesenlerin verimini arttirmak i¢in énemli bir adimdir. Bu
amacla tez kapsaminda, geleneksel ¢o6zicl ekstraksiyonu yodnteminin optimum
kosullariin belirlenmesi yaninda, yenilik¢i, ¢cevre dostu ekstraksiyon tekniklerinden ses
Otesi dalga ekstraksiyonu yontemi gelistirilmis, modellenerek optimum kosullar tespit
edilmistir. Deneysel tasarimlar, farkli parametre etkileri ve istatistiksel calismalar

kemometrik metodoloji ile verilmistir.

Ayn1 zamanda, zeytin yapraginda mevcut polifenollerin kromatografik olarak
belirlendigi, farkli kosullarda pek ¢ok kromatografik yontem bulunurken, énemli bir
sekoiridoid olan oleuropein ve tlrevlerinin diger polifenolik yapilardan etkin bir sekilde
ayrildigi, analiz siiresi kisa, basit bir yontem bulunamamistir. Bu nedenle klasik
yaklasimdan farkli olarak, kemometrik metodoloji ile kromatografik gradient bir yontem
gelistirilmistir. Bilgisayar destekli gradient kromatografik metod gelistirme literatiirde
oldukga yeni bir konudur ve arastirma-gelistirmeye ¢ok agiktir. Bu amagla ters faz sivi
kromatografide, kullanilan organik ¢6zucunin giiciine dayanan, Dogrusal Coziicii Giig
Modeli (Linear Solvent Strength Model) ve Alikonma Modeli kullanilmistir. Ayni
zamanda klasik ayirma giicli yaklasimi yerine, literatirde Onerilen yeni kromatografik
cevap fonksiyonu (NCRF) temel bagimli degisken olarak alinmistir. EKstraksiyon sonrasi,
ekstrakt icindeki bilesenleri tanimlanmasi; Levenberg-Marquardt algoritmas: ve Pareto
¢oziim bolgeleri ile model tanimlanmasi ve optimizasyonu yapilan, gradient HPLC-PDA
sistemi ile yapilmistir. Analiz metodlar1 bilgisayar destekli metod gelistirme yontemleri

uygulanarak optimize edilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Olea Europaea L. Bitki Yapraklarimin Kimyasal Bilesimi

Olea europaea yapragi bazi element, vitamin ve yaglar gibi mikro besinler dahil yiiz
kadar farkli kimyasal madde igcermektedir. Bu maddeler arasinda ozellikle fenolik
bilesikler ve tiirevlerinin, zeytin yapraginin biyolojik etkilerinde 6nemli rol oynadigi
bilinmektedir. Olea europaea yapraklarinin kimyasal bilesimi, zeytin agacinin tiirii,
yetistigi bOlge, iklim, dallarin agaca orani, zeytin yapraginin yapisal karbonhidrat ve azot
icerigi toplama tarihi ve kurutma kosullar1 gibi gesitli sartlara bagli olarak degisir. Ayrica,
hasat zamani, uygulanan kiiltiirel tedbirler, saklama sartlari, nem igerigi, toprak ve yaglar
ile kontaminasyonun derecesi gibi faktorlerden de etkilenir (Delgado-Pertinez 2000,
Martin-Garcia ve Molina-Alcaide 2008, El ve Karakaya 2009).

Olea europaea yapraginda baslica bes grup fenolik bilesik bulunur; sekoiridoit alt grubu
oleuropeositler (oleuropein ve verbascoside), flavonlar (luteolin-7-glukozit, apigenin-7-
glukozit, diosmetin-7-glukozit, luteolin ve diosmetin), flavonoller (rutin), flavan-3- oller
(katesin) ve substitue fenoller (tirozol, hidroksitirozol, vanilin, vanilik asit ve kafeik asit)
(Benavente-Garcia vd. 2000).

Olea europaea yapraginda en bol, sekoiridoit yapilardan oleuropein ve turevleri
bulunurken, hidroksitirozol, luteolin, apigenin-7-glikozit, luteolin-7-glikozit ve
verbaskozit onu izlemektedir. Flavonoidler kayda deger miktarlarda meydana gelirken,
basit fenolik bilesikler ve asitler daha diisiik miktarlarda olusmaktadir. Olea europaea
bitkisinin yaprak, cekirdek bolimleri ile islem sonrasi pulp ve zeytin yagi kisminda
bulunan, baz1 temel fenolik bilesikler ¢izelge 2.1°de 6zetlenmistir (Ryan ve Robards
1998).



Cizelge 2.1 Olea europaea bitkisinde bulunan temel fenolik bilesikler

Fenolik Bilesik Yaprak Cekirdek Pulp Zeytin Molekl
yagi Kutlesi

Apigenin 4~ 4 270
Apigenin-7-glikozit <~ <~
Dimetiloleuropein == == 526
Elenolik asit - - - 242
Elenolik asit glukozit - -
Ferulik asit == == 194
Gallik asit - - 170
Hesperidin <~ <~ 610
Homovanilik asit - 182
p-Hidroksibenzoik asit == 138
p- Hidroksifenilasetik asit <~ <~ 152
(p-Hidroksifenil)etanol <+ 138
Hidroksitirozol == == == 154
Kafeik asit < < < 180
Klorojenik asit - 343
Kornosit == 316
o-Kumarik asit < < 164
p-Kumarik asit - - - 164
Kuarsetin == == 302
Kuarsetin-3-rutinozit (rutin) <+ <+ 610
Ligstrosit - - 524
Luteolin == == 286
Luteolin-7-glikozit <+ <+ 448
Luteolin-7-rutinozit -
Nuzhenit -
Nuzhenit oleosit <+
Oleuropein - - < 540
Oleosit ve Oleurosit +
Protokatesik asit - 154
Salidrozit <
Sinapik asit - 224
Sinnamik asit <+ 148
Siyanidin-3-glukozit <+ <+
Sirincik asit == == 198
Tirozol <+ <+ <+ 138
Tirozol glikozit - 300
Vanilik asit == == 168
Veratrik asit <
Verbaskozit - 624



2.1.1 Oleuropeositler (Sekoiridoitler)

Ozellikle suda coziinen bilesenler grubunda degerlendirilen iridoit fraksiyonlarmim
igeriginde bulunan temel iridoit glikozit yapilari, farkli tiirlerin kemotaksonomik agidan
yeniden smiflandirilmasinda 6nem tasimaktadir. Literatiirde iridoit alt grubu sekoiridoit
yapilarla ilgili ¢calismalar kemotaksonamik siniflandirmaya yon verecek ilgi ¢ekici ve
oldukca yeni c¢alismalardir. Olea europaea turiinde mevcut en O6nemli grup olan
sekoiridoitleri  olusturan oleuropeositlerin, teshisi ve tayini kemotaksonomik

simiflandirma agisindan 6nemlidir.

Bu konu ile ilgili yapilan iki ayr1 ¢alismada, Olea europaea bitkisinin yapraklarindan
hazirlanan MeOH’li ekstraktlardan; oleuropein, ligstrosit, oleosit ve oleurosit izole
edilmis, yapilart IR spektroskopisi, kiitle spektroskopisi, 1H NMR ve 13C NMR
teknikleri kullanilarak aydinlatilmistir. Ayrica bitkinin yapraklarinda sekoiridoit bir yap1
olan dimetiloleuropeinin bulundugu belirtilmistir (Gariboldi vd. 1986, Kuwajima vd.
1988).

Ruiz-Gutierrez vd. (1995) yaptiklar1 ¢alismada, taze zeytin yaprak ve meyvelerinden
oleuropein ve ligstrosit bilesikleri izole edilmis, meyve ve kuru yaprak ekstraktlarindaki

oleuropein miktari ise 20-100 mg/g olarak belirlenmistir.

Yapilan bir bagka calismada, Portekiz’de yetisen Olea europaea yapraklarmin (400 g)
MeOH’li ekstraktindan, antioksidan etkili non-glukozidik bir sekoiridoit olan 3,4-
dihidroksifeniletil 4-formil-3-formilmetil-4-hekzenoat (hidroksitirozoln, elenolik asitin
dialdehidik formuyla olusturdugu ester 3,4- DHPEA-EDA) bilesiginin % 0,16°1ik verimle
izole edildigi belirtilmistir (Paiva-Martins ve Gordon 2001).

2001 yilinda yapilan bir ¢alismada, Fransa’da 14 farkli yerde yetisen Olea europaea
kiiltiir bitkilerinin yapraklarindaki oleuropein ve oleurosit miktart HPLC yontemi ile tayin
edilmeye c¢alisilmigtir. Yapraklar % 60°lik MeOH ile ultrasonik banyoda ekstrakte
edilmis, HPLC’de mobil faz olarak kullanilan H>O (pH’1 o-fosforik asit ile 3’e



ayarlanmig)-MeCN  (79:21) karisimi  ile seyreltildikten sonra, C18 kolonda
analizlenmistir. 280 nm’de yapilan 6lcimler sonucu yapraklardaki oleuropein miktar: %
9,04-14,32, oleurosit miktar1 ise % 0,43— 0,79 olarak hesaplanmistir (Savournin vd.
2001).

Bitkinin yapraklarinda bir feniletanoid glukozit olan verbaskozit bilesiginin bulundugu

cesitli ¢alismalarda belirtilmistir (Savournin vd. 2001, Servili vd. 2004).

Verbaskozitin elde edilmesi igin, Fransa’da toplanan zeytin yapraklari, etivde
kurutulmus ve toz edilmistir. Toz halindeki yapraklar (500 g), % 50’lik sulu MeOH’le
ektrakte edildikten sonra MeOH ugurulmus ve kalan sulu faz, kloroformla muamele edilip
NaCl ile doyurulduktan sonra siiziilmiistiir. Fenolik bilesikler bu ¢ozeltiden etil asetatla
ekstraksiyon sonucu alinmig ve etil asetathl faz ugurularak 23 g kuru ekstrakt elde
edilmistir. Bu ekstraktin 5 g’1, LPLC (diisikk basingli sivi kromatografisi) ile analiz
edilmistir. Mobil faz olarak MeOH-H20 kullanilmis ve 100 ml’lik fraksiyonlar halinde
toplanan eliiat daha sonra ITK ile analiz edilmistir. % 40 MeOH’lii fraksiyonda
verbaskozit **C ve 'H NMR teknikleri kullanilarak belirlenmistir. Verbaskozitin HPLC
ile tayini i¢in toz halindeki yapraklar (5 g) ultrasonik banyoda, 30 ml % 60’lik MeOH’le
15 dk boyunca ekstrakte edilip stiziilmiisttir. Mobil faz olarak % 79 0,1 M (ortofosforik
asitle asitlendirilmis (pH 3)) H20 ve % 21 (o-fosforik asitle asitlendirilmis) MeCN
kullanilmis, akis hizi 1 mL/dk, analiz siiresi 35 dk olarak belirlenmistir. Verbaskozit piki
280 nm’de gozlenmistir. Yapraklarda ki verbaskozit % 0,12-0,53 olarak bulunmustur
(Savournin vd. 2001).

Briante vd. (2004) tarafindan, kitosan iizerine tutturulmus (immobilize edilmis)
termofilik B-glikosidaz ile zeytin yapraginda biiyuk oranlarda bulunan oleuropeinin
hidroksitirozole basit ve hizli bir teknikle biyodoniigiimiiniin yapildig1 ¢aligmada, bitkisel
dogal bir kaynaktan daha kuvvetli antioksidan kapasitesi ile karakterize edilen basit
fenollerin ticari olarak gida ve saglik sektorlerinde kullanilabilecegi, oleuropeinin bu
amacla kullanilabilecek dogal bir madde oldugu belirtilmistir. Calismada kullanilan cv.
Moraiolo zeytin yapragi ekstraktinin 25,6 mg’lik kisminda 9,692 mg oleuropein

bulunmus, biyoreaktdrde biyodoniisiimle 2,533 mg hidroksitirozol elde edilmistir.

7



2004 yilinda yapilan ¢alismada, Ispanya’da yetisen Olea europaea bitkisinin
yapraklarindan (500 g), % 1,6 (a/a) verimle oleanolik asit izole edilmis ve bu bilesigin
hipoglisemik, hepatoprotektif, antienflamatuvar, antibakteriyal, anti-HIV ve antioksidan

etkileri gosterdigi cesitli arastiricilar tarafindan rapor edilmistir (Guinda vd. 2004).

2004 yilinda yapilan bir bagka ¢alismada, Afrika kaynakli Olea europaea subsp. africana
bitkisinin yapraklari (1,5 kg) sirasiyla hekzan, etil asetat, MeOH ve % 80 MeOH ile
ekstrakte edilmis ve etil asetathh 13,9 g ekstraktdan kolon kromatografisi yontemi
kullanilarak, oleanolik asit, ursolik asit, uvaol bilesikleri izole edilmistir. Ayni ¢alismada,
Afrika’da yetisen Olea europaea cape cul. bitkisinin yapraklar1 (518 g), petrol eteri,
diklorometan, etil asetat ve MeOH ile ekstrakte edilmis, 2,0 g etil asetathi ekstrakttan
oleanolik asit (0,79 g) ve metil maslinat (80 mg) bilesiklerinin izole edildigi bildirilmistir
(Somova vd. 2004).

2005 yilinda, Yunanistan’m 10 farkli yerinde yetisen Olea europaea Dbitkisinin
yapraklarindan hazirlanan dekoksiyonun, oleuropein, elenolik asit, tirozol ve
hidroksitirozol igeriginin belirlendigi c¢alismada, kaynar su ekstraksiyonundan
(dekoksiyon) sonra, HPLC ve LC-MS ile elde edilen verilerden yapraklardaki miktarlar,
oleuropein % 0,24, elenolik asit %0,066, tirozol % 0,041, hidroksitirozol igin % 0,047
bulunmustur (Agalias vd. 2005).

Bouaziz ve Sayadi (2005) tarafindan; Tunusta topladiklar1 Chemlali tipi Olea europaea
bitki yapraklarindan oleuropein 6.8 g/100 g olarak belirlenmis, monomerik fenollere ise
eser miktarda rastlanmistir. Bunun yaninda oleuropeinle birlikte flavanoid yapilardan
altis1 (luteolin 7-O-glukosit, luteolin 7-O-rutinosit, apigenin 7-O-glukosit, rutin, luteolin
ve apigenin) LC-MS yontemi ile belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada 100 g taze zeytin
yapragindan asit hidroliz reaksiyonu ile C18 silikajel kolon kullanilarak, 2.3 g
hidroksitirozol izole edilmistir. Bu calisma ile zeytin yapragina asidik hidroliz
uygulamasinda en Onemli etkinin oleuropein miktarinin tamamen azalmasi ve
hidroksitirozol miktarindaki énemli artis oldugu vurgulanmistir. Oleuropeinin Kimyasal
yapisi oleosit 11-metil ester ile 3,4-dihidroksifenil etanol (hidroksitirozol)’ den olusur ve

degredasyonu sonrasi temel bileseni hidroksitirozoldiir.
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Altinyay ve Altun (2006) calismasinda, dogal ( Olea europaea L. var. sylvestris ) ve
kiiltiire alinmis (Olea europaea L. var.europaea) zeytin agaglarinin yaprak ve dallarinda
bulunan oleuropein’in kantitatif analizi i¢in basit ve duyarl bir yontem gelistirilmistir.
Oleuropein miktar tayini, ters faz HPLC ile C18 kolonunda su: MeCN-formik asit
(84,6:15:0.4 ) mobil faz1 kullanilarak yapilmigtir. Oleuropein miktari, Olea europaea L.
var. europaea bitkisi i¢in farkli 6rneklerde, yapraklarinda % 3,506-% 4,020 dallarinda %
1,438-% 1,097 araliginda saptanirken Olea europaea L. var. sylvestris bitkisi icin

yapraklarinda % 5,197, dallarinda ise % 1,462 olarak belirlenmistir.

Bianco vd. (2006) yapilan bir bagka ¢aligsmada, ligstrosit aglikonunun metil asetali izole

edilmis ve yapis1 *H ve 13C NMR teknikleri ile aydinlatilmstir.

Ispanya’da yapilan bir ¢alismada, zeytin yaprag: (1g), ses Otesi dalga etkili ekstraksiyon
ile, % 59’luk EtOH kullanilarak ekstrakte edilmis ve analizi, DAD-HPLC sistemi (280,
330, 340 ve 350 nm) ile yapilmistir. Analizde, C18 (15 x 4.6 mm, 5 pm) kolon ve mobil
faz olarak % 6 asetik asit-su (2mM sodyum asetat iceren) ve MeCN karisimi igeren
gradient sistem kullanilmistir. Analiz sonucu yapraklardaki oleuropein, 22,6 g/kg olarak

belirlenmistir (Japon-Lujan vd. 2006a).

Karioti vd. (2006) ¢alismasinda, bor eksikligi olan Olea europaea yapraklarindan % 80
MeOH/H>0 ¢o6zucl sistemi ekstraksiyonu ile 6'-E-p-coumaroylsecologanoside ve 6'-O-
[(2E)-2,6-dimethyl-8-hydroxy-2-octenoyloxy]-secologanoside ve bilinen ¢ sekoiridoit
glikozitten, oleuropein, oleosit dimetil ester ve secologanoside birlikte izole edilmistir.
Izole edilmis tiim bilesiklerin yapisi, NMR ve HPLC-DAD (240, 254, 280, 330 ve 350
nm) MS (MSD API-elektro spray) ile analiz edilmistir. Belirlenen yeni sekoiridoitlerin,

besin stresine karsi fizyolojik tepki olarak, bitki tarafindan sentezlendigi belirtilmistir.

Oztunca vd. (2011), baz: tiirlerde mevcut suda ¢dziinen bilesiklerden, major iridoit
glikozitlerin kemotaksonomik incelemesini yaptiklari ¢alismada, bitki ekstraklarindaki
iridoit yapilar1 tespit etmek icin HPLC, kolon kromatografisi ve ITK tekniklerini
kullanmigtir. Kurutulmus ve toz haline getirilmis bitki 6rnekleri MeOH ile ekstrakte

edilmis ve bitkinin sulu ekstraktlarindan polimit fraksiyonlar1 hazirlanmistir. Bitki
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orneklerinde iridoit yapilarin belirlenmesinin, kemotaksonomik agidan bitki tiiriniin

yeniden sinflandirilmasinda 6nemli oldugu belirtilmistir.

Hashmi vd. (2015) derlemelerinde; oleuropeinin, Olea europaea nin bor eksikligi olan
yapraklarindan, meyve ve pulpundan, c¢ekirdeginden, aga¢ kabugundan MeOH
ekstraksiyonu ile elde edildigini belirtmistir. Oleuropein ve diger sekoiridoidlerden
sekologanosit, oleoside 6-E-p-coumaroyl-secologanosid (comselogoside), 6-O-[(2E)-
2,6-dimethyl-8-hydroxy-2-octenoyloxy]-secologanosid bor eksikligi olan yapraklardan
MeOH ekstraksiyonu ile izole edilmistir. Oleosid ise yine Olea.europaea yapraklarindan
su ekstraksiyonu ile izole edilmistir. Hidroksitirozol-elenolat, elenolik asit metil ester,
ligstrosid yapraklardan kloroformda ¢Oziinen fraksiyon olarak izole edilmistir. Zeytin
yapraklarindan etil asetat ekstraksiyonu ile iki yeni sekoiridoid glikozit oleuricin A ve
oleuricin B izole edilmistir. Oleurosid ve 3,4-DHPEA-EDA (oleasin) zeytin yapraklarinin

sulu ekstraktindan izole edilmistir.

Zeytin yapragi ekstraktinin ana polifenolik bileseni oleuropein; 151k, asit, baz ve ylksek

sicaklik etkisi altinda, hidroksitirozol ve elenolik asite ayrigmaktadir.

CHz

Hydroxytyrosol Elenolic acid

HOHOY

Oleuropein

Yuan vd. (2015) ’nin ¢alismasinda, zeytin yaprag: ekstraktinda mevcut oleuropeinden,
enzimatik reaksiyonla hidroksitirozolun yiiksek verimle elde edilmesi igin, optimum
kosullar belirlenmistir. Enzimatik proseste, oleuropein miktar1 ve enzimin anahtar
faktorler oldugu bildirilmistir. Taramasi yapilan 10 enzim arasinda en ylksek oleuropein
bozunma oranina sahip enzim belirlenmistir. Tek faktdr optimizasyon siireci (pH,

sicaklik, zaman, enzim miktar1) ve Box-Behnken tasarim % 81,04 oleuropein igeren
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zeytin yapragi ekstraktinin enzimatik hidrolizi i¢in calistlmigtir. Ayrica, farkli
substratlarda (% 38.6 ve % 81,04 OLE) enzimatik hidroliz sonuglar1 karsilastirilip,
antioksidan 6zellikleri (DPPH) de degerlendirilmistir. Sonugta hidroliz basamaklariin
performansi i¢in en iyi biyo-katalizor olarak, hemiselliillozun kullanilabilir oldugu
gosterilmistir ve zeytin yapragi ekstraktinin oleuropeinden yiiksek saflikta
hidroksitirozole biyodoniisimii i¢in uygun oldugu bildirilmistir. Hidroksitirozolii
maksimum verim ile elde etmek icin en uygun enzimatik kosullar; pH 5, sicaklik 55 °C

ve enzim miktar1 55 mg olarak belirlenmistir.

2.1.2 Flavon ve Flavanoller

Olea europaea’nin yapraklart ve tomurcuklarindan hazirlanan ekstraktlarin HPLC
sistemiyle incelenmesi sonucu, bir flavanon heteroziti olan hesperetol-7-rutinozit yaninda
flavonol heterozitlerinden rutozit (kersetol-3-rutinozit), flavon heterozitlerinden ise
luteolol-7-glukozit saptanmistir. HPLC igin ters-faz C18 kolon kullanilmistir. Kolon
sicakligr 25°C, akis hizi 1,3 ml/dk olarak saptanmistir. Dedektor olarak UV dedektor
kullanilmis ve bilesikler 340 nm dalga boyunda gozlenmistir. Mobil faz % 2 asetik asitli
su ve MeCN karisimindan olugmus, analiz gradient eliisyonla yapilmistir. Bilesiklerin
alikonma zamanlar1 rutozit, luteolol-7-glukozit ve hesperetol-7-rutinozit igin sirasi ile

42,4, 43,9 ve 52,9 dk. olarak belirlenmistir (Ficarra vd. 1991).

Pieroni vd. (1996) yaptiklar1 calismada, Italya’da yetisen Olea europaea bitkisinin
yapraklarindan hazirlanan MeOH’lU ekstraktinin etil asetat fraksiyonundan 8 tane
flavonoit yapisinda bilesik izole edilmis, yapilart ise 1H NMR, 13C NMR, MS ve UV
spektroskopi yontemleri kullanilarak aydinlatilmistir. 600 g yapraktan izole edilen
bilesiklerin, apigenol (15 mg), krisoeriol (15 mg), luteolol (290 mg), apigenol-4'-
ramnozilglukozit (9 mg), luteolol-4-glukozit (6 mg), krisoeriol-7-glukozit (10 mg),
apigenol-7-glukozit (13 mg), luteolol-7-glukozit (290 mg), kersetol-3-ramnozit (6 mg)
oldugu belirlenmistir.
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Benavente-Garcia vd. (2000), Olea europaea yaprak ekstraktinin ve ekstraktin i¢erdigi
fenolik yapili bilesiklerin antioksidan 6zelliklerini arastirdiklar1 calismada, yapraklarda,
flavon yapisinda olan diosmetol ve diosmetol-7-glukozit ile flavanol yapisindaki katesol

bilesiginin bulundugunu rapor etmislerdir .

Olea europaea yapraklarinin flavonoit igeriginin arastirildigi bir diger ¢aligsmada,
kurutulmug yapraklar (1g), toz edilmis ve 100 ml MeOH ile 40°C’de ultrasonik banyoda
2 saat boyunca muamele edilmis, bu siirenin sonunda ¢6ziicti kuruluga kadar
buharlastirilmistir. Flavon ve flavonollerin HPLC ile analizi icin kuru ekstrakt, suda
¢oOziilmiis, 6 M HCI ve EtOH eklenerek geri sogutucu altinda 90°C’de belirli bir siire
hidrolizlenmistir. Elde edilen ¢6zelti sogutulup sonra analizi gergeklestirilmistir. C18
kolon ve % 2 fosfat tamponu ile MeOH den olusan ¢6z(icli sisteminin kullanildigt HPLC
analizinde apigenol (28,4 mg/kg), luteolol (277 mg/kg), kersetol (62,4 mg/kg) ve mirsetol
(14,30 mg/kg) bilesiklerinin varligi 367 nm’de saptanmustir (Skerget vd. 2005).

Meirinhos vd. (2005) yaptiklari galismada, 18 farkli Portekiz zeytin yapragi kiiltiiriinden
23 ornekte, ters faz HPLC-DAD sistemi ile sekiz flavanoid bilesik tanimlanmustir.
Luteolin 7-4’-O-diglukozit, luteolin 7-O-glikozit, rutin, apigenin 7-O-rutinozit, luteolin
4-O-glikozit, luteolin, apigenin ve diosmetin tanimlanan ve miktar tayini yapilan
bilesiklerdir. Luteolin 7-4’-O-diglukozit ve luteolin 4’-O-glikozit HPLC/DAD/MS-MS-
ESI sistemi ile tanimlanmigtir. Calisilan tiim zeytin yapraklarinin profilinde, luteolin 4°-
O-glikozit ortak ana bilesik olarak bulunmustur. Arastirmacilar bu calismada, zeytin
yapraginin kimyasal olarak % 6-9 kuru madde oraninda oleuropein ve diger ilgili
sekoiridoidlerin varligi ile karakterize edildigini, ancak triterpen ve flavanoid gibi diger
bilesik smiflarinin da izole edildigini bildirmistir. Zeytin yapragmin gézlenen pek cok
aktivitesinin sekoiridoit yapilara atfedilmesine ragmen, bir¢ok aragtirmacinin yapidaki
diger bilesiklerinde aktiviteye dahil edilmesi gerektigi sonucuna ulagtiklarini bildirmistir.
Flavanoidlerin zeytin yapraginin belirtilen ¢ok sayidaki 6zelliklerinden yani, antioksidan,
antihipertansiyon,  anti-aterojik, anti-inflamatuar, anti-alerjik, anti-kanserojen,
hipoglisemik, hipokolesterolemik, antibakteriyel ve antimantar ve ayrica en azindan

sinerjetik etki kismindan sorumlu olabilecegi belirtilmistir.
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Goulas vd. (2010) arastirmalarinda oleuropein ve tiirevlerinin bilinen en iyi kaynagi olan
zeytin yapraginin, flavonoidler agisindan genel radikal supurict aktivite gosterdigini
tespit etmislerdir. Flavonoid igerigi, kolorimetrik yontemle tayin edilmis ve deneyleri
kapali hat ve a¢ik hat HPLC-DPPH <« sistemleri ile yapilmistir. Flavonoid
kompozisyonun her bir bileseni, DAD ve floresan dedektor birlesik sisteminde, RP-
HPLC ile degerlendirilip, LC-MS sistemi ile dogrulanmistir. Arastirmacilar tarafindan
zeytin yapragmin; zeytin ¢esidi, yaprak yas veya Ornekleme tarihi gibi 6rnekleme
parametrelerine bakilmaksizin, flavonoidler icin saglam bir dogal kaynak oldugu
bildirilmistir. Toplam flavonoid miktar1 radikal siipiiriicii aktivite ile degerlendirildiginde
%13-27 miktarinda, luteolin 7-O-glukozit baskin flavanoid olarak % 8-25 miktarinda
katki sagladigi belirlenmistir. Luteolinin katkist ise % 3-13 ile 6nemli kabul edilmistir.
Bulgular zeytin yapraginin oleuropein ve tirevleri hari¢, ayni zamanda biyoaktif

flavonoidlerin istikrarli bir kaynagi oldugunu desteklemektedir.

Rambla-Alegre vd. (2011) yaptiklar1 caligmada, hidroksitirozolin zeytin yapragi
ekstraktlarindan analitik belirlenmesinde; miseller sivi kromatografi sistemi ve bu
sistemde metod olarak C18 kolon, 280 nm dalga boyu, mobil faz olarak 0,05 M, pH 3
SDS (sodyum dodesil siilfat) ve pH 7’de %4 MeOH’li tampon ¢ozeltisi kullanilmistir.
Hidroksitirozoliin amphifilik karakter sergiledigi ve en uygun ayirimin %44 MeOH’li

ortamda pH 3,5’ da gergeklestirilebilecegi belirlenmistir.

2.1.3 Diger bilesenler

Olea europaea yaprak ve dallarinin glusit igerigi, dedektor olarak refraktif indeks
dedektor igeren HPLC ile arastirilmis ve bu dokularin sakkaroz, glukoz, galaktoz, fruktoz,

glukuronik asit ve mannitol i¢erdigi saptanmistir (Romani vd. 1994).

Olea europaea yapraklari iizerinde yapilan baska bir ¢aligmada Italya kaynakli, 6 farkl
Olea europaea kiiltiir bitkisinin yapraklarinin, mevsimsel degisimler gozonunde tutularak
alkolde ¢oziinebilir seker, seker alkolleri, organik asit, yag asitleri ve toplam protein
degisimleri incelenmis ve gaz-sivi kromatografisi sistemi kullanilarak yapraklarda

glukoz, sakkaroz ve galaktozun yaninda mannitol, inozitol ile eser miktarda rafinoz,
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fruktoz, trehaloz ve ksiloz bilesiklerinin bulundugu belirlenmistir Ayni ¢alismada, yag
asiti bilesimi arastirilmis ve yapraklarin doymus yag asitlerinden palmitik asit, stearik
asit, behenik asit, lignoserik asit, doymamis yag asitlerinden ise linolenik asit, linoleik
asit, oleik asit, palmitoleik asit ve daha az miktarda erusik asit, arasidonik asit ile

dokosatetrenoik asit igerdigi saptanmistir (Bartolozzi vd. 1999).

Olea europaea bitkisinin yaprak ve kokleri {izerinde yapilan bir galismada miyo-inozitol,
mannitol, glukoz, fruktoz, sakkaroz, galaktoz, rafinoz ve stakinoz bilesiklerinin varligi,
HPAEC-PAD (High Performance  Anion-Exchange  Chromatography-Pulsed

Amperometric Detection) yontemi kullanilarak saptanmistir (Cataldi vd. 2000).

ftalya’da iic farkli yerde yetistirilen Olea europaea yapraklarinin icerdigi ugucu
bilesenlerin belirlenmesi i¢in, taze yapraklar (200 g) 2 saat boyunca Clevenger cihazi
kullanilarak distillenmis ve ugucu bilesikler n-hekzan icinde toplanarak GC ile analiz
edilmistir. Analizler sonucu, farkli yerde yetistirilen bitkilerin igerdigi ugucu bilesenlerin
birbirinden farkli oldugu ve bu sekilde ayrimlarinin yapilabilecegi sonucuna varilmstir.
Bitkilerin yapraklarindaki major ugucu bilesikler ise (E,E)-a-farnesen, kongol,
teaspiranlar, hekzenal, (E)-B-damaskon, B-karyofilen, nonanal, (E)-2-hekzen-1-ol olarak

belirlenmistir (Campeol vd. 2001).

Yapilan c¢alismada, Italya’da ii¢ farkli yerde yetistirilen Olea europaea bitkisinin
yapraklarindan elde edilen ugucu yagin kimyasal kompozisyonu GC ve GC-MS yontemi
ile analiz edilmistir. Analizlerin sonucunda, her {i¢ kiiltiir formunun da ana bilesenler
olarak doymus ve doymamis nonterpenik aldehitler yaninda ¢ok sayida monoterpen ve
seskiterpen icerdigi saptanmistir. Bitkilerdeki temel bilesikler (E)-2-hekzenal, (E)-2-
dekenal, nonanal, (E)-p-damassenon, selin-11-en-4-a-ol, 3- etenilpiridin ve tiaspiran
olarak belirlenmistir. Ayn1 ¢aligmada, yiiksek oranlarda bulundugu saptanan alifatik
aldehitlerin, 6zellikle mikrobiyal patojenlere kars1 gelistirdigi savunma mekanizmasinda

onemli rol oynayabilecegi belirtilmistir (Campeol vd. 2003).
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Yapilan bir baska caligmada ise, Olea europaea yapraklarindan, daha 6nce bitkiler
aleminde hi¢ rastlanmamis oldugu belirtilen anhidroalditol yapisindaki 1,5-

anhidrolitol’iin izole edildigi rapor edilmistir (Campeol vd. 2004).

Olea europaea yapraklarindan hidrodestilasyon yontemi ile ugucu yaglarin toplanip, GC-
MS ydntemi ile analiz edildigi bir baska ¢aligmada, ugucu yag bilesimi % 99,23 oraninda
tespit edilmis ve 21 bilesik tanimlanmistir. En bol bulunan bilesenler, a-pinen (%52,70),
2.6-dimetiloktan (%16,57), 2-metoksi-3-isopropilprazin (%6,01), tetrakosan (%4,38) ve
dokosan (3,58%) , eser miktarda olusan bilesenler B-pinen (% 2,46), Z-3-hekzanol (%
1,51), (E,Z2)-2,6-nonadiyenal (%1,45), a-iyonon (%1,45) ve (E)-2-hekzenol (% 1,26)
(Haloui vd. 2010).

Bir baska ¢alismada Tunus’un (Neb Jemel, Chemchali ve Chemlali) (i¢ Olea europaea L.
¢esitinin taze ve kurutulmus yapraklarindan, ugucu fraksiyonlarin kimyasal bilesimi,
antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri incelenmistir. Ugucu bilesenler hidrodestilasyon
ile elde edilmis ve GC-MS ile analiz edilmistir. Ana bilesenleri (E)-3-heksenol, 3-
etenilpiridin, (E)-B-damasenon ve feniletil alkol olarak tespit edilmis, ugucu yag
fraksiyonunun onemli derecede antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir
(Brahmi vd. 2012).

Olea europaea L. yapraklarindan yapilan analizde, ugucu yagin toplam % 94,1’ini temsil
eden 38 bilesik tespit edilmistir. Bu ugucu yagin kimyasal bilesimi, palmitik asit (%
14,71), Z-nerolidol (% 9,45), oktakozan (% 6,32), karyofillen oksit (% 4,77), tetrakozan
(% 4,06) ve 4- hidroksi-4-metil-2-pentanon (%4,04)’dan olusmaktadir (Boukhebti vd.
2015).

Brahmi vd. (2015) ¢alismasinda Olea europaea L. yapraklarindan elde edilen toplam 32
ucucu bilesikten, 4 alkol, 3 terpenenoid, 14 aldehit, 4 keton, 2 oksijenli monoterpen, 1
oksijenli seskiterpen, 3 doymus hidrokarbon ve 1 piridin bileseni tespit edilmistir.
Belirlenen bilesikler, toplam ucucu yagin % 92,1’ini aydinlatmistir. Calisilan gesitlerde

kantitatif olarak alkollerin, ucucu bilesenlerin en 6énemli grubu oldugu bulunmustur.
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Alkollerin en 6nemli bileseni ise feniletil alkoldir (% 6,1). Belirlenen ikinci 6Gnemli ugucu

grup olan aldehitler, nonanal, benzaldehid ve (E)-2-dekenal olarak tespit edilmistir.

2.2 Olea Europaea L. Bitki Yapraklarimin Saghk Acisindan Onemi

Olea europaea bitkisinin farkli kisimlarinin iilkemizde ve yurt disinda kullanimi olduk¢a
yaygindir. Italya’da yapraklardan hazirlanan dekoksiyonun ates diisiiriicii olarak

kullanildig1 rapor edilmistir (Capasso vd. 1982).

Ziyyat vd. (1997), Fas’ta yaptiklari ¢alismada, Olea europaea yapraklarinin halk
arasinda hipotansif, hipoglisemik, kolagog, anthelmentik, antiseptik olarak, ayrica agiz
hijyeninin saglanmasi ve sa¢ dokiilmesine karsi etkili oldugunu ve kullanildigini

belirlemislerdir.

Ulkemizde Olea europaea yapraklari ve gdvde kabugundan hazirlanan %5°lik infiizyon,
halk arasinda istah acici, idrar arttirici, kabizlik giderici, ates diisiirlicii ve seker
hastaligina kars1 kullanilmaktadir. Haricen ise cerahatli yaralarin temizlenmesinde ve
pansumaninda faydalanilmaktadir. Ayrica yapraklarindan hazirlanan dekoksiyon, ytiksek
tansiyona karsi, viicuttaki yag bezelerinin yok edilmesi amaciyla, kan sekeri vekolesterol

diisiiriicti olarak kullanilmaktadir (Baytop 1999).

Buna ilaveten, zeytin yapragi ekstraktinin bagirsaklardaki ritim bozukluklarini azaltip kas
kasilmalarini 6nledigi bilinmekte ve timdr nekrosis faktoriinii 6nleyici etkisinden dolay1

alerji tedavisinde kullanimi 6nerilmektedir (Nishibe vd. 2001).

Olea europaea yapraklarindan hazirlanan dekoksiyonun halk tibbinda hipertansiyon,
aritmi, intestinal kas spazmu, adrenalin ile iliskili olarak kardiyovaskiiler hastaliklara
karst koruyucu oldugu ve prostat ilekolon kanseri tedavisinde kullanildig:i rapor
edilmistir. Ayrica alerjik hastaliklarda kullanimi1 Onerilmis, anti-diyabetik etkisiile
enflamatuar hastaliklarin tedavisinde terapdtik bir potansiyele sahip olabilecegi de

belirtilmistir (Agalias vd. 2005, Erbay ve Icier 2010).
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Olea europaea yapraklarindan hazirlanan dekoksiyon, yiiksek tansiyona karsi, viicuttaki
yag bezelerinin yok edilmesi amaciyla, kan sekerini diisirmek i¢in, kolesterol diisiiriicii
olarak kullanilmaktadir. Meyvelerinden, ¢ekirdegi ile birlikte ezildikten sonra haricen,
romatizma tedavisi ile agr1 ve sisliklerin giderilmesinde faydalanilmaktadir (Tuzlaci

2006).

Khan vd. (2007), Olea europaea ‘nin geleneksel kullaniminda diiiretik, hipotansif,
yumusatici, miishil, ates disiiriicii ilag ve cilt temizleyici, etki gosterdigini ve ayni
zamanda TUriner enfeksiyonlar, safra tasi, bronsiyal astim ve ishal tedavisinde

kullanildigin1 bildirmistir.

Zeytin yapragindan elde edilen ekstraktin kalp damarlarindaki kanin akigini arttirdigi,
kanin pihtilasmasimi diizenledigi, kan dolasimini rahatlattigi ve bundan dolayr kalp
rahatsizliklarin1 ve krizlerini Onleyici etkiye sahip oldugu ayni zamanda diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonunu engelleyerek kalp-damar hastaliklarinin
onlenmesinde etkin oldugu ve adrenalin iizerine etki ederek kan basincini diizenleyici

etkisinin oldugu belirlenmistir (Singh vd. 2008).

El ve Karakaya (2009), zeytin yapraklarindan izole edilen oleuropein, hidroksitirosol ve
tirosol gibi polifenollerin biyoyararlanim ve etki mekanizmalarini tam agiklayacak,
yeterli veri olmadigini bildirmistir. Bununla birlikte oleuropeinin biyik bir molekdl ve
diizlemsel konfigiirasyonda olmasi nedeniyle zayif emilimi oldugu bilinmektedir. Ayrica;
oleuropein glikosit formunda olmasi sebebiyle ince bagirsak epitel hiicreleri Uzerinde
bulunan, sodyum-bagimli glikoz tasiyicist (SGLT1) gibi bir glukoz tasiyici
potansiyelindedir. Bu sayede hiicreler igine giris saglayip, erisebilir oldugu
farzedilmektedir.

Kendall vd. (2012); zeytin yapragi takviyesinin akut ve kronik alimini takiben
biyofenollerin vicuttan idrarla atiliminin rastgele se¢imli, kontrollii calismasinda, geng
erigskinlere 28 gilin boyunca giinliik 3 doz zeytin yapragi takviyesi verilmistir. Ekstraktin
temel bileseni olan oleuropein ve metabolitlerinin analizleri HPLC, LC-MS ve LC-

QTOF-MS sistemleri kullanilarak yapilmis, zeytin yapragi biyofenolleri metabolizma
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son drunlerinin idrar atilimi sonrasi dl¢imlerinde, ne oleuropeine ne de hidroksitirozele
rastlanmadi@1 vurgulanmistir. Ancak akut ekstrakt agizdan alimini takiben 6 saat i¢inde,
biitlin idrar 6rneklerinde oleuropein aglikondan tiirevlenen glukuronik asit konjugatlari
tespit edilmistir. Bu veriler oleuropeinin biyoaktivite i¢in gerekli 6n kosul sagladigini

yani biyoyararlanilabilir oldugunu gostermektedir.

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda Olea europaea yapraklarinin hipotansif, koroner
dilatator, antiaritmik, antioksidan, antikomplementer, antimikrobiyal, antiviral,
antitimor-anti kanser ve anti-HIV etkileri belirlenmistir. Yapraklarda major olarak
bulunan ve bir sekoiridoit olan oleuropeinin ise antienflamatuar, hipoglisemik,
antioksidan, antimikrobiyal, antimikoplazmal, antiviral, noro-koruyucu, antitimoér
aktiviteleri yine yapilan ¢aligmalarda saptanmistir. Yurtdisinda bitkinin yapraklarindan
hazirlanan ve oleuropeine gore standardize edilmis pek ¢ok tibbi preparat bulunmasina

ragmen iilkemizde bdyle bir preparat bulunmamaktadir.

2.3 Olea Europaea L. Bitki Yapraklarimin Farmakolojik Etkileri

2.3.1 Antihipertansif etki

Riberio vd. (1986), yaptiklar1 ¢aligmada hipertansif olan siganlar iizerinde, Olea
europaea’nin da igerisinde bulundugu 32 bitkinin antihipertansif etkisi incelenmistir.
Taze Olea europaea yapraklarmin EtOH-su (50:50 v/v) iginde %5’lik ¢ozeltisi
hazirlanmis, karistiricida homojenize edilerek 3-7 giin bekletildikten sonra suzilip 1/3’t
kalana kadar yogunlastirilmis ve uygulama éncesi EtOH’(i tamamen ugurulan ekstrakt,
oral olarak hipertansif siganlara 40 ml/kg dozda verildiginde, ekstraktin kan basincini

diistirdligli gézlenmistir.

Cherif vd. (1996), yaptiklar1 klinik ¢alismada, Olea europaea yapraklarindan hazirlanan
sulu ekstraktin antihipertansif etkisi, hipertansiyon rahatsizligi olan iki grup hasta
tizerinde arastinlmistir. 15 gunlik plasebo tedavisinden sonra, Olea europaea

yapraklarinin sulu ekstrakti hastalara, 3 ay boyunca giunde dort kez, 400 mg’lik dozda
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verilmistir. Tedavi sonucu her iki gruptaki hastalarin kan basincinda anlamli bir diisiis

goOzlenirken herhangi bir yan etkiye rastlanmamastir.

Khayyal vd. (2002), yaptiklar1 bir baska ¢alismada, % 80’lik EtOH ile ekstrakte edilip
patentli bir prosedirle saflastirilan ve EFLA 943 ismi verilen Olea europaea yaprak
ekstraktinin kan basincini diistirticii etkisi, NG-nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME) ile
indUklenen hipertansif ratlar iizerinde arastirilmistir. 4 hafta boyunca, oral olarak giinliik
50 mg/kg’lik dozda L-NAME verilerek hipertansif hale getirilen ratlar, sonraki 4 hafta
boyunca L-NAME ile es zamanli olarak EFLA 943 ile beslenmistir. EFLA 943, 25 mg/kg,
50 mg/kg ve 100 mg/kg’lik dozlarda denenmis ve 100 mg/kg’lik dozda L-NAME ile

indiiklenen kan basinci artisini tamamen yok ettigi gozlenmistir.

Somova vd. (2003) yaptiklar: bir ¢alismada, Afrika’da yetisen Olea europaea subsp.
Africana yapraklarindan izole edilen oleuafriceinin (1:1 oleanolik ve ursolik asit
karisimi), Yunanistan ve Kuzey Afrika’da yetisen Olea europaea yapraklarindan
hazirlanan etil asetathi ekstraktlarin ve oleanolik asit ile ursolik asitin, tuza duyarli ve
instiline direncgli ratlar tizerindeki antihipertansif etkileri arastirilmistir. Deney sonucu,
tedavi edilmeyen ratlarda kendiliginden hipertansiyon gelistigi ve kalp ritm hizinin
anlamli olarak att1ig1 gézlenirken, 4 hafta boyunca giinde 60 mg/kg dozda test numuneleri
enjekte edilen ratlarda, tim numunelerin hipertansiyon gelisimini 6nledigi ve belirgin

bradikardi olusturdugu belirtilmistir.

2.3.2 Antihiperglisemik etki

Somova vd. (2003) yaptigi ¢alismada, tuza duyarli ve insiiline direngli ratlarin, 4 hafta
boyunca, oleuafrisein, oleanolik asit, ursolik asit ile Olea europaea yapraklarindan
hazirlanan etil asetatli ekstraktlarin, giinde 60 mg/kg doz ile tedavi uygulanmayan

sicanlarda gelisen, % 26’11k kan glukoz seviyesindeki artisi, diizenledigi tespit edilmistir.

Olea europaea yapraklarindan izole edilen oleuropeinin hipoglisemik etkisinin

arastirildig bir bagka calismada, 850-1000 g agirhi§indaki 3 grup erkek tavsandan, birinci
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grup saglikli hayvanlardan, ikinci grup tedavi almayacak olan diyabetli hayvanlardan ve
uclincu grup oleuropein verilecek diyabetli tavsanlardan olusturulmustur. Tavsanlarin
diyabetli hale getirilmesi 150 mg/kg dozda alloksan enjeksiyonuyla saglanmastir. 16 hafta
boyunca ikinci gruptaki diyabetli tavsanlara plasebo tedavi uygulanirken, {igiincii
gruptaki tavsanlar giinlik 20 mg/kg oral dozda oleuropein ile tedavi edilmistir. 16
haftanin sonunda, oleuropein verilen tavsanlarda kan glukoz seviyesinde anlamli diisiis

g6zlenirken kontrol grubundaki diyabetli tavsanlarda boyle bir diislise rastlanmamuistir

(Al-Azzawie ve Alhamdani 2006).

Jemai vd. (2009) calismasinda, zeytin yapragi, oleuropein ve hidroksitirozolln
antidiyabetik ve antioksidan aktiviteleri test edilmistir. Diyabetli Wistar ratlar1, alloksanin
intraperitoneal enjeksiyonu ile uyarilmistir. Tiyobarbitdrik asit reaktif maddesi (TBARS)
ile karaciger ve serum antioksidan sistemin bilesenleri, glukoz, kolesterol ve hepatik
glikojen incelenmistir. Diyabetik ratlar; hiperglisemi, hiperkolesterolemi, lipid
peroksidasyonu artisi ve antioksidan enzim aktivitesinde azalma gostermistir.
Arastirmada ratlara 4 hafta boyunca, her bilesik 8 ve 16 mg/kg viicut agirhig 6lgiisiinde
olacak sekilde oleuropein ve hidroksitirozolce zengin ekstraktlarin uygulanmasi ile serum
glukoz ve kolesterol seviyelerinin azaldig: ve antioksidan dizensizliklerinin onarildig:
tespit edilmistir. Bu sonuglara bagl olarak, oleuropein ve hidroksitirozoliin antidiyabetik
etkisinin, yaygin diyabet patolojileri ve komplikasyonlari ile iligkili oksidatif stresi

frenleyici antioksidan faaliyetleri nedeniyle olabilecegi ileri suriilmistiir.

2.3.3 Antioksidan etki

Tutour ve Guedon (1992)’in yaptiklari ¢alismada, Olea europaea yapraklarinin
MeOH’li ekstraktinin icerdigi bilesiklerden oleuropein, hidroksitirozol ve tirozolin
antioksidan aktiviteleri, metil linoleatin 2,2'-azo-bis-izobutironitril ile induklenen
oksidasyonunu geciktirme giicleri saptanarak arastirilmistir. indiiksiyon periyotunun
genisletildiginde MeOH’li ekstraktda, oleuropein ve hidroksitirozollin etkisi bilinen
antioksidanlar olan BHT ve vitamin E’ye gore daha yiiksek bulunurken tirozoliin,
antioksidan veya pro-oksidan aktivite gostermedigi saptanmistir. En yiiksek aktivite ise

ekstraktda gozlenmistir.
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Visioli vd. (1998)’nin g¢alismasinda, oleuropein ve hidroksitirozolin DPPH radikali,
siiperoksit anyon olusumu, solunum patlamasi ve hipokloroéz asit olusumu tizerindeki
supiiriicii aktiviteleri arastirlmistir. Hidroksitirozol ve oleuropeinin 2,6.10"M ve 3,63.10"
M olarak belirlenen, ECso degerleri ile standart antioksidanlar olan BHT (ECso=1,05.10"
4 M), vitamin C (ECs0=1,31.10° M) ve vitamin E (ECs0=5,04.10° M)’den yiiksek veya
onlarla kiyaslanabilir oranda radikal siipiiriicii aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ayrica
her iki bilesigin de solunum patlamasini doza bagli olarak 6nledigi, siiperoksit anyon ve

hipokloroz asiti siipiiriicii etkileri oldugu saptanmaistir.

Benavente-Garcia vd. (2000) yaptiklart calismada, zeytin yapragi ekstraktinin ve
ekstraktin igerdigi fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteleri, ABTS™ radikali
kullanilarak arastirilmistir. Standart antioksidan olarak troloksun kullanildigi ¢aligmada
en yiksek aktiviteyi rutozitin gosterdigi ve bunu sirasiyla katesol, luteolol, yaprak
ekstrakti, hidroksitirozol, diosmetol, kafeik asit, verbaskozit, oleuropein, luteolol-7-
glukozit, vanilik asit, diosmetol-7-glukozit, apigenol-7-glukozit, tirozol ve vanillinin

takip ettigi belirtilmistir.

Gutierrez vd. (2001) tarafindan yapilan bir bagka c¢aligmada, rat karaciger
mikrozomlarinin enzimatik olmayan lipid peroksidasyonu iizerine tirozol, hidroksitirozol
ve oleuropein etkisi arastirilmistir. In-vitro olarak gerceklestirilen deneyde, ratlarin
karacigerlerinin mikrozomal fraksiyonu, oleuropein ve hidroksitirozol bilesikleri
varhginda ve bu bilesik bulunmadan askorbat-Fe*? karisimi ile inkiibe edilmis ve
kemiluminesans degerleri Olgiilmiistiir. Hidroksitirozol ve oleuropein varliginda
kemiluminesans degerinde fazla artis goriilmezken, tirozol varliginda bu degerin arttig1
saptanmigtir.  Enzimatik  olmayan  lipid  peroksidasyonunun  dnlenmesinde
hidroksitirozollin, oleuropeine gore 6 kat fazla etkili oldugu, tirozoliin ise etki

gostermedigi belirlenmistir.

LDL, kanda kolesterol transferi yapan bir lipoproteindir ve okside formlar1 agrege olan
trombositlerle birlikte aterom plaklariin gelismesinde rol oynar. Yapilan in-vitro
calismada, oleuropeinin, 10 pM konsantrasyonda LDL oksidasyonunu inhibe ettigi

bildirilmistir (Andrikopoulos vd. 2002).
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2002 yilinda yapilan bir bagka ¢alismada, Olea europaea yapraklarindan EtOH/H>0 (1:1)
karisimiyla elde edilen liyofilize ekstraktin antioksidan etkisi DMPD (N,N-dimetil-p-
fenilendiamin dihidrokloriir) radikali kullanilarak arastirilmis ve ekstraktin antioksidan

etkisi oldugu belirlenmistir (Briante vd. 2002).

Olea europaea yapraklari, meyvesi ve meyve sikildiktan sonra kalan posa, EtOH’le
ekstrakte edildikten sonra serbest fenoller, ¢ozlnebilir fenolik esterler ve serbest olmayan
fenolik asitler igceren 3 fraksiyona ayrilmis ve bu fraksiyonlarin aygice§i yaginin
stabilitesi tzerine etkileri, BHT ile karsilastirilarak arastirilmistir. Serbest fenolleri iceren
fraksiyonun, ayci¢ek yaginin stabilizasyonunun saglanmasinda, en yiiksek antioksidan
etkiyi gosterdigi, bu etkinin BHT nin etkisinden de yiiksek oldugu belirlenmistir.
Esterlesmis ve serbest olmayan fenolik asitleri igeren fraksiyonlarda ise antioksidan

etkinin ¢ok diisiik oldugu saptanmustir (Farag vd. 2003).

Somova vd. (2003)’nin, tuza duyarl ve insiiline direngli siganlar iizerinde yaptiklar
deneyde, ursolik asit, oleanolik asit, oleuafricein (1:1) ursolik asit ve oleanolik asit
karisimi) ile Afrika ve Yunanistan kaynakli Olea europaea yapraklarindan hazirlanan etil
asetatli ekstraktlarin, glutatyon peroksidaz ve stiperoksit dismutaz enzim miktarini tedavi
goérmeyen ratlardakine gore %22 ve %24 oraninda azaltarak antioksidan etki gosterdikleri

belirlenmistir.

Olea europaea yapraklarindan MeOH ile elde edilen ekstraktin ve igerdigi flavonoit
yapisindaki bilesiklerin antioksidan etkilerinin arastirildig: bir calismada, ay¢icek yaginin
peroksit degerinin tayini ve [3-karoten ve linoleik asitten meydana gelen sulu emilsiyon
sisteminde olusan oksidasyonun tayini olmak iizere iki farkli yontem kullanilmistir.
Yaprak ekstraktsii yagda ¢oziinmedigi i¢in peroksit sayisinin tayini sadece saf flavon ve
flavonol bilesiklerine uygulanabilmistir. Aygigek yaginin  oksidasyona karsi
korunabilmesinde sadece mirsetol etkili olurken, Kkersetol, luteolol, kemferol ve
apigenin’in pro-oksidatif etki gosterdigi saptanmustir. Ayrica flavanoit bilesiklerinin
antioksidan etkilerinin yapilarindaki hidroksil gruplarinin sayisi ile dogru orantili oldugu,
hidroksil gruplarinin sayis1 arttikca antioksidan etkilerinin arttig1 belirtilmistir.

Emulsiyon sisteminde Olgulen antioksidan aktivite ¢alismalarinda ise, P-karoten’in
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oksidasyonunu sadece apigenin’in arttirdigi, kersetol, mirsetol, kemferol ile Olea
europaea yaprak ekstraktinin oksidasyonu inhibe ettigi saptanmistir. Buna dayanilarak 3.
konumda serbest hidroksil grubu tasiyan flavanoitlerin emilsiyon sisteminde antioksidan

etki gosterdikleri sonucuna varilmistir (Skerget vd. 2005).

Diabetes mellitus’lu hastalarda, oksidatif stres ve serbest radikal ¢okluguna bagli olarak
retinopati, nefropati ve ndropati gibi komplikasyonlarin goriilebildigi ve antioksidanlarla
tedavi sonucu bu hastaliklarda gézlenen komplikasyonlarin azaltilabildigi bilinmektedir.
Olea europaea yaprak ekstraktinin temel aktif bilesigi olan oleuropeinin alloksanla
indiiklenen diyabetli tavsanlardaki antioksidan etkisinin arastirildigt bir ¢alismada, 3
aylik erkek tavsanlar, intra-vendz olarak 150 mg/kg dozda alloksan verilerek diyabetli
hale getirilmis ve 16 hafta boyunca giinliik oral 20 mg/kg oleuropein ile tedavi edilmistir.
Tedavi sonucu, plazma ve eritrosit malondialdehit (MDA) seviyesi ile enzimatik ve non-
enzimatik antioksidan miktarlarinin normal seviyelerine ulastigi goriilmiistiir. Tedavi
edilmeyen grupta ise oksidatif stres marker: olan MDA ve antioksidan parametrelerinde
(glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon, a-
tokoferol, askorbik asit, B-karoten) kalici degisiklikler gozlenmistir. Bu sonuglara
dayanilarak,oleuropein kullaniminin, oksidatif strese bagl diyabetik komplikasyonlardan

korunmada avantajli olabilecegi sonucuna varilmistir (Al-Azzawie ve Alhamdani 2006).

Jemai vd. (2008) yaptiklar1 ¢alismada, zeytin agacinin yapraklarindan saflastiriimis
dogal bilesik hidroksitirozol ve triasetillenmis hidroksitirozolln lipid distiriicii ve
antioksidan etkileri karsilastirilarak test edilmistir. Wistar ratlarina 16 hafta boyunca,
standart laboratuar diyeti ve/veya kolesterol acisindan zengin bir diyet uygulanmustir.
Serum lipid duzeyleri, tiyobarbitlrik asit reaktif maddesi (TBARS) seviyesi (lipid
peroksidasyonunun gostergesi) ve siiperoksit dismutaz (SOD) yanisira katalaz (CAT)
aktivitesi Olciilmiistiir. Kolesterol agisindan zengin bir diyetten kaynakli, toplam
kolesterol (TC), trigliserit (TG) ve diisiik dansiteli lipoprotein kolesterol (LDL-C)
yukselmesi, hiperkolesterolemiyi indiiklemistir. Hidroksitirozol ve triasetillenmis
hidroksitirozolun (3 mg/kg viicut agirligi) uygulanmasi belirgin sekilde TC, TG ve LDL-
C serum seviyelerini azaltmis ve yiiksek yogunluklu lipoprotein kolesterol (HDL-C)

serum seviyesini artirmistir. Ayrica, kolesterol agisindan zengin bir diyetle beslenen
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farelere hidroksitirozol, triasetillenmis hidroksitirozol tiirevlerinin oral yolla
uygulanmasi, karaciger, kalp, bobrek ve aortta TBARS igerigini 6nemli 6lglide azalmistir.
Buna ek olarak, triasetillenmis hidroksitirozol ve hidroksitirozol'iin karacigerde CAT ve
SOD aktiviteleri artmustir. Bu sonuglardan triasetillenmis hidroksitirozol ve
hidroksitirozoliin hipolipidemik etkisinin, lipid peroksidasyonunun stirecini engelleyen
antioksidan faaliyetlerinin yani sira, serum TC, TG, LDL-C seviyelerinin diismesine bagli

olabilecegi One slriilmiistiir.

2.3.4 Antimikrobiyal etki

Bisignano vd.(1999) yaptig1 calismada, Olea europaea bitkisinin major bilesiklerinden
olan oleuropein ve hidroksitirozolin in-vitro antimikrobiyal etkileri standart ATCC
bakteri tirleri (Haemophilus influenza, Moraxella catarrhalis, Salmonella typhi, Vibrio
parahaemolyticus, Staphylococcus aureus) ve klinik izolatlar (Haemophilus influenzae,
Moraxella catarrhalis, Salmonella turleri, Vibrio cholerae, Vibrio alginolyticus, Vibrio
parahaemolyticus, Staphylococcus aureus) tizerinde arastirilmistir. Hidroksitirozoliin
MIC degerleri, ATCC bakterileri igin 0,24-7,85 pg/ml, Klinik izolatlar igin 0,97-31,25
png/ml olarak saptanirken oldropein i¢in MIC degerleri ATCC bakterilerinde 62,5-500
pg/ml, klinik izolatlarda ise 31,25-250ug/ml olarak belirlenmistir. Ayrica, oleuropeinin
Haemophilus influenza ve Moraxella catarrhalis’e karsi etkili olmadigi goriilmiistiir.

Calismada referans olarak ampisilin ve eritromisin kullanildig: belirtilmistir.

Furneri vd. (2002) calismasinda, oleuropeinin Mycoplasma hominis, Mycoplasma
fermentans, Mycoplasma pneumoniae ve Mycopasma pirum’a kars1 etkisi in-vitro olarak
incelenmistir. Oleuropeinin tiim mikroorganizmalar {izerinde etkili oldugu saptanmis,
Mycoplasma hominis, Mycoplasma fermentans, Mycoplasma pneumoniae ve Mycopasma
pirum’a karst MIC degerleri sirasiyla 20, 20, 160 ve 320 mg/L olarak belirlenmistir.
Antimikoplazmal etkiden, oleuropeinin yapisinda bulunan o-difenol grubunun sorumiu

olabilecegi diistintilmiistiir.

2003 yilinda yapilan bir ¢alismada, Olea europaea yapraklarindan hazirlanan sulu

ekstraktin  antimikrobiyal etkisi, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
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Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae bakterileri ve
Trichophyton mentagrophytes, Microsporum canis, Tricohophyton rubrum ile Candida
albicans mantarlarina kars1 arastirilmistir. Calismalar sonucu, B.subtilis disindaki tim
bakterilerin 3 saat icinde % 0.6 (g/mL)’lik yaprak ekstraktiyla oldigii, B. subtilis
inhibisyonunun ise % 20 (g/mL)’lik ekstrakt ile 24 saatte gergeklestigi goriilmiistiir.
Bakteriler i¢cin MIC degerleri, P.aeruginosa, K. pneumoniae, E. coli ve S. aureus igin
sirast ile % 0,13, 0,3, 0,3, 0,6 (g/ml) olarak belirlenmistir. Ayrica, ekstrakt ile 24 saat
inkiibasyon sonucu test edilen tiim mantarlarin 6ldiigii gézlenmistir. MIC degerleri, C.
albicans, M. canis, T. mentagrophytes ve T. rubrum igin sirasiyla % 15 1,25, 1,25, 1,25
(g/mL) olarak saptanmistir (Markin vd. 2003).

Del Rio ve arkadaslari tarafindan yapilan calismada, Ispanya’da yetisen Olea europaea
bitkisinin yapraklari, dallari, dal kabugu, kokleri ile dallarin 6z kismindan
dimetilsiilfoksit ile hazirlanan ekstraktlarin antifungal aktiviteleri, Phytophthora tirlerine
karst aragtirnllmigtir. Mantar gelisiminin  Onlenmesinde, dallardan, koklerden,
yapraklardan, dal kabuklarindan ve dallarin 6z kismindan hazirlanan ekstraktlarin
strasiyla % 61, % 61, % 50, % 61 ve % 55 oraninda inhibisyon yaptig1 saptanmistir. Bu
ekstraktlarda bulunan etkili bilesiklerin ICso degerleri ise tirozol, katesol ve oleuropein
igin sirasiyla 2,7 £0,3; 3,3+ 0,2 ve 4,0 £ 0,2 g/L olarak belirlenmistir (Del Rio vd. 2003).

Olea europaea yapraklarindan hazirlanan sulu ekstraktin anti-HIV etkisinin arastirildigi
in-vitro c¢alismada, sulu ekstraktin HIV-1 akut aktivitesinin enfeksiyonunu ve
replikasyonunu doza bagl olarak inhibe ettigi, enfekte olmayan hiicrelerde ise herhangi
bir toksik etkisinin bulunmadig belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada bitkinin yapraklarindan
hazirlanan sulu ekstraktin, AIDS hastalar1 tarafindan immiin sistemin kuvvetlendirilmesi,
kronik yorgunluklarin giderilmesi, anti-HIV tedavisinin etkilerine yardimci olmak
amaciyla, ayrica HIV ile baglantili Kaposi’s sarkomasinda ve HSV enfeksiyonlarinda

kullanilmaya baslandigi rapor edilmistir (Lee-Hung vd. 2003).
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Sekil 2.1 HIV-1 flizyon proteini gp4l icin kullanilan zeytin yapragi ekstrakti ile
baglanmalarin1 gosterir SEM goriintiisii

2005 yilinda yapilan bir ¢aligmada, Olea europaea yapraklarindan hazirlanan ekstraktin
ve onun major bileseni olan oleuropeinin, 6zellikle geng baliklarda sistemik hastaliklar
ve hemorajik lezyonlar olusturarak % 90 oraninda 6liime neden olan Viral Hemorajik
Septisemi Rabdoviriis (VHSV)’line karsi etkisi arastirllmigtir. Hem yapraklardan
hazirlanan ekstraktin hem de oleuropein’in, VHSV’nin etkisini in-vitro olarak inhibe
ettigi saptanmistir. Viriisiin enfeksiyondan once ekstrakt veya oleuropein ile inkibe
edilmesi sonucu viral hastaligin bulagiciiginin % 10 ve % 30 oraninda azaldig
belirlenmistir. Ayrica ekstraktin, doza bagli olarak viriisidal etki gosterdigi saptanmustir.
Yine ayn1 ¢alismada, oleuropein’in herpes mononucleosis (Epstein-Barr virusi), hepatit
virsQ, rotavirus, bovine rhinovirus, canine parvovirus, feline leukaemia virus, respiratuar
sinsityal virlis ve parainfluenza tip 3 viriisiine karst potansiyel antiviral aktivite

gosterdiginin gesitli aragtiricilar tarafindan saptandigi belirtilmistir (Micol vd. 2005).

Pereira vd. (2007) yaptiklari bir caligmada, toz haline getirilmis zeytin yapraklarinin sulu
ekstraktinda bulunan fenolik bilesikler, HPLC/DAD kullanarak analiz edilmis ve
antimikrobiyel Ozellikleri incelenmistir. Elde edilen ekstraktin farkli derisimlerinin
mikroorganizmalar Gzerindeki inhibe edici etkisi incelendiginde, degisim sirasi ile;
Bacillus cereus ~ Candida albicans > Escherichia coli > Staphylococcus aureus >
Cryptococcus neoformans ~ Klebsiella pneumoniae ~ Pseudomonas aeruginosa >

Bacillus subtilis olarak bulunmustur.
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Sudjana vd. (2009) yaptiklari calismada, Olea europaea yapraklarindan hazirlanan ticari
bir 6ziitlin genis bir yelpazede (n=122) mikroorganizmalara karsi aktivitesi arastirilmistir.
Agar diliisyon ve mikrodiliisyon teknikleri kullanilarak yapilan ¢calismada zeytin yapragi
ekstraktinin Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori ve Staphylococcus aureus’ a
(metisilin-duyarli S. aureus (MRSA) iceren) karst oldukga aktif oldugu ve minimum
inhibitor konsantrasyonu (MIC) % 0,31-0,78 (v/v) olarak bulunmustur. Buna karsin
zeytin yapragi ekstrakti diger (n=79) test organizmalarina kars1 ¢ok az aktivite gostermis
ve MIC degerleri % 6,25- % 50 (v/v) araliginda tespit edilmistir. Sonug olarak, zeytin
yapragi ekstrakti sadece H. pylori, C. jejuni, S. aureus ve MRSA kars1 kayda deger
aktivite gostermis ve etkisinin genis spektrumlu olmadigi belirlenmistir. Bu spesifik
aktivite géz oniine alindiginda, zeytin yapragi ekstraktinin secici olarak H. pylori ve C.
jejuni duzeylerini azalttigi, mide florasinin bilesimini diizenleyen bir role sahip

olabilecegi belirtilmistir.

Yapilan bir bagka c¢alismada, Olea europaea yapraklarindan elde edilen fenolik
bilesiklerin tiimiiniin birlikte gosterdigi antimikrobiyel etkinin, saf haldeki oleuropeinden
daha fazla oldugu belirlenmistir. Arastiricilar, zeytin yapraginin EtOH’lU ekstraktindann
elde ettikleri fenolik bilesikler ile oleuropeinin antioksidan ve antimikrobiyel etkisini
inceledikleri ¢alismalarinda, oleuropeinin Salmonella enteritidis’e kars1 gii¢lii bir inhibe
edici etkiye sahip oldugunu ve zeytin yapragindan elde edilen fenolik karigimin
(oleuropein, rutin, vanilin ve Kkafeik asit) sinerjetik etki gostererek, Salmonella
enteritidis’e ek olarak Bacillus cereus’a karsi da antimikrobiyel etki gosterdigini

saptamiglardir (Lee ve Lee, 2010).

2.3.5 Antitumor ve antikanser etki

2005 yilinda yapilan bir ¢alismada, toksik olmadigi belirtilen oleuropein bilesiginin
farelerde in-vivo olarak, antitimor etki gosterdigi, insan tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini
ve yayllimini ise inhibe ettigi saptanmistir. Kendiliginden yumusak doku sarkomalar1
gelistiren fareler lizerinde yapilan deneyde, farelerin igme suyuna % 1 oraninda katilan
oleuropeinin, timor iyilesmesi gelistirdigi ve 9-12 gin iginde 11 fareden 10 tanesinde

tamamen, 1 tanesinde ise kismen iyilesme sagladigi gézlenmistir. in-vitro insan tumor
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hicreleri Gzerinde yapilan ¢alismada ise oleuropeinin, hiicre gelisimini ve yayilimini
inhibe ettigi belirlenmistir. Oleuropeinin yapisinda bulunan glukoz molekiilii kaldirildig:

zaman antiproliferatif etkinin azaldig1 saptanmistir (Hamdi ve Castellon 2005).

Han vd. (2009) calismasinda, zeytin yapragmin ana bileseni olan oleuropein ve
hidroksitirozolilin, ¢ogalma (MTT o6lgiimii), hiicre canliligi (Guava Via Count 6lgimu),
hlcre apoptosis, hiicre dongisu (flow sitometri) analizleri kullanilarak, MCF-7 insan
gogiis kanseri hiicrelerinin gelisimi Uzerindeki etkileri incelenmistir. Oleuropein ve
hidroksitirozoliin, hiicresel apoptoza neden olan MCF-7 hiicrelerinde, hiicre canliligini
azalttigi, hiicre gelisimini ve yayilimini inhibe ettigi rapor edilmistir. MTT analizleri, 200
pg/ml oleuropein veya 50 pg/mL hidroksitirozolin farkedilir derecede MCF-7
hiicrelerinin hiicre canliligini azalttigini gostermistir. Hlcre apoptozu indiklenmesi ve
hiicre ¢ogalmasi oranmin inhibisyonu ile MCF-7 hiicrelerinin sayisindaki azalma
oleuropein veya hidroksitirosol tarafindan saglanir. Ayrica hidroksitirozol ve oleuropein
G1igin, GO/G1 fazinda hiicre sayis1 artistyla kendini gosteren S faz gegisi ile istatistiksel

olarak anlamli bir blok sergilemistir.

Fu vd. (2010) ¢alismasinda terazolyum tuz (MTT) 6lglimlerine dayanan, insan tumor
tirevi hicrelerinin gelisimine zeytin yapragi ekstraktinin etkisi belirlenmistir. Bu
calismada zeytin yapragi ekstraktinda mevcut sekoiridoit ve flavanoitlerin 6nemli
izomerlerinin teshisi ve ekstraktin kesin profili belirlenmistir. Zeytin yapragi
ekstraktlarinin in-vitro kosullarda ti¢ meme kanseri modelinin metabolik durumu ile doza

bagli inhibitor etki gosterdigi belirlenmistir.

Bouallagui vd. (2011) yaptiklar1 c¢aligmada zeytin yapraginin, major polifenolleri
oleuropein ve hidroksitirozole bagli olarak, hipertansiyon, karsinogenaz, diyabet
aterosklerok gibi sorunlarin tedavisinde terapatik olarak kullanildig: belirtilmis ve zeytin
yapragmin anti-tumoral aktivite potansiyeli incelenmistir. MTT ve ndtral kirmiz1 test
kullanilarak MCF-7 meme kanseri hiicrelerine karst in-vitro sitotoksik etkileri
aragtirtlmistir. Sitotoksite Olglim sonuglari, MCF-7 hcrelerinin doza bagli inhibe
oldugunu gostermistir. Arastirmacilar tarafindan zeytin yapragi ekstraktinin kanser

Onleyici bir gida katki maddesi olarak kullanilabilir oldugu belirtilmistir.
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Bulotta vd. (2011), zeytin yapragi ekstraktlarinin polifenollerin tabii bir kaynagi
oldugunu, Ozellikle oleuropeinin insan sagligi i¢in potansiyel olarak genis bir aralikta
yararli oldugunu belirtmistir. Bu ¢alismada, iki meme kanseri hiicresi hatlarina karsi,
'yvesil kimyasal' tanimlamasi ile elde edilen bazi oleuropein perasetile tiirevlerinin, anti-
timoral faaliyetlerinin degerlendirilmesi yapilmistir. MCF-7 ve T-47D hicreleri,
oleuropein, perasetile oleuropein, perasetile aglikonu ve perasetile hidroksitirozol ile
muamele edilmis, biiyiime ve canlilig1 lizerindeki etkileri incelenmistir. Antioksidan
etkiler, hidrojen peroksit ile muamele edildikten sonra analiz edilmistir. Perasetile
bilesikler, hiicre dongusu ilerlemesinde tutuklanma ile oleuropeinden daha ylksek
antiproliferatif etki gostermis, bu etki guclli bir antioksidan aktivite ile birlesmistir.
Aragtirmacilar bu ¢alismada, bir zeytin Gretim Griind olan zeytin yapragmnin
perasetilasyon ile elde edilebilen oleuropeinin kimyasal tiirevleri i¢in degerli bir kaynak

oldugunu, insan sagligi i¢in yararli 6zellikler saglayabilecegini belirtmistir.

Farklilasma tedavisi, geri dondiiriilebilir timor ve kanser hicrelerindeki tekrar
caligtirtlabilir endojeniz farklilasma programlarni aktive etmeyi amaglayan, ilging bir
yaklagimdir. Samet vd. (2014) calismasinda, zeytin yapragi ekstraktinda bilinen
antioksidan aktivitenin, gesitli kanser hiicrelerindeki apoptisisi tesvik ettigi gosterilmistir.
Ancak farklilagmay1 uyaran 6zellikler ve ilgili mekanizmalar tam olarak anlasilamamastir.
Bu calismada ¢ok yetili K562 16semi hiicrelerinin iizerinde, zeytin yapragi ekstraktinin
potansiyel farklilagma etkisi incelenmistir. Sonugta zeytin yapragi ekstraktinin K562
hlcrelerinin tomurcuklanarak tremesini ve GO/G1 icin hiicre déngusiinde ve tedavi sureci
asiminda G2/M fazinda, K562 hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigi bulunmustur.
Analizlerle zeytin yapragi ekstraktinin K562 hucreleri boyunca monocyte kokeninde
farklilagsmay1 ve apoptozu tesvik ettigi ortaya cikarilmistir. Mikrodizi analizi, zeytin
yapraginin farklilasmayi tesvik ettigi etkisinin altinda yatan mekanizmay1 anlamak amaci
ile kullanilmis ve IFI16, EGR1, NFYA, FOXP1, CXCL2, CXCL3ve CXCL8 gibi
farklilasmasi agikliga kavusan genler, K562 hiicreleri i¢in monocyte/makrofaj kokenin
baglantisin1 onaylamistir. Bu ¢alisma apoptoza ek olarak kanser hiicrelerinde, zeytin
yapragmin muhtemel iyilestirici etkilerinden birinin farklilasmay:1 indiikleyici etkisi

olduguna kanit sunmaktadir.
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Doz ve etki mekanizmasi ¢esitli kanser hiicrelerinde arastirilmis olan zeytin yapraginin
major etken maddesi oleuropeinin, SH-SY5Y noroblastom hiicre hattinda, hiicre
proliferasyonuna, invazyonuna ve koloni olusumuna etkisi, hiicre siklusu, sagkalim1 veya
Oliimii ile iliskili hangi mekanizmalarla etki gosterdigi ve bu yolaklardaki gen ve protein
diizeyindeki ekspresyon degisimlerini arastirildigi ¢aligmada, oleuropeinin néroblastoma
hicre hattinda terapotik etkinliginin oldugu ve bu etkinligin altinda yatan molekiiler
mekanizmalar belirlenmistir. Oleuropein SH-SY5Y néroblastoma hicrelerinde; hcre
proliferasyonunu  azalttigi, [1Csp dozunun 48.saate 350uM oldugu, hiicre
proliferasyonunu, hicre dongusiinde Siklin D1/CDK4/CDK6 yolagindaki genlerin
ekspresyonlarint down regiile edip p53 ve p21'in genlerinin ekspresyonunu upregiile
ederek durdurdugu bulunmustur. Tunel testi yontemi ile apoptotik etkinlik teyit
edildiginde, oleuropein muamele edilen grupta apoptotik etkinligini BAX/BCL-2 oranini
degistirerek kaspaz 9 ve kaspaz 3'lUin upregllasyonunu indukleyerek, gosterdigi tespit
edilmistir. Oleuropeinin hiicre invazyonun ve koloni olusumunun azaltilmasinda da etkili

oldugu gosterilmistir (Segcme 2014).

2.3.6 Antienflamatuar etki

Pieroni vd. (1996) tarafindan yapilan bir ¢alismada, italya’da yetisen Olea europaea
yapraklarindan hazirlanan MeOH’lu ekstraktin ve bu ekstraktin etil asetat fraksiyonunun
igceriginin, klasik yolagini giiclii bicimde inhibe ederek antienflamatuar etki gosterdigi
saptanmustir. Etil asetatl fraksiyondan izole edilen 8 flavonoit i¢inden luteolol, apigenol,
luteolol-7-glukozit ve apigenol-7-glukozitin etkiden sorumlu temel bilesikler oldugu

bildirilmistir.

2.3.7 Enzimler zerine etki

Hepatik mikrozomal sitokromlar olan Sitokrom P450 enzimleri, endojen bilesiklerin ve
ksenobiyotiklerin metabolizmasi i¢in énemlidir. insan Sitokrom P450 3A enzimleri ise
bir¢ok ilacin ve lipoproteinin oksidasyonunda yer alan 6nemli katalistlerdir. Stupans ve

digerleri tarafindan yapilan bir ¢alismada, oleuropeinin Sitokrom P450 3A belirleyicisi
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olan androstenedion 6B-hidroksilaz aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir (Stupans vd.
2000).

Yine Stupans ve arkadaslari tarafindan yapilan baska bir ¢alismada, oleuropeinin ayni
zamanda Sitokrom P450 3A enziminin mekanizmaya dayali inaktivasyonunda etkili
oldugu belirlenmistir. Oleuropeinin, LDL oksidasyonuna karsi koruyucu etkisinin bu
aktiviteden ileri gelebilecegi, ayrica ilaglarla birlikte oleuropein aliniminin bu ilaglarin
metabolize edilmesini geciktirebilecegi ve tedavide olumsuz etkiler yaratabilecegi rapor

edilmistir (Stupans vd. 2001).

2.3.8 Hormonlar tzerine etki

Yapilan bir ¢caligmada, Olea europaea yapraklarindan elde edilen liyofilize ekstraktlarin
tiroid ve/veya hipofiz bezi lizerine etkisi, sicanlar {izerinde in-vivo olarak arastirilmistir.
Siganlar 4 gruba ayrilmis, kontrol grubuna 14 giin boyunca gunliik oral dozda distile su,
2. gruba 100 pg, 3. gruba 250 ug, 4. gruba ise 500 pg dozda yaprak ekstrakti verilmistir.
14 giiniin sonunda si¢anlardan kan drnekleri alinarak serum TSH (Tirotropik Hormon),
T4 (Tiroksin) ve T3 (Triiyodotironin) seviyeleri arastirilmigtir. Serum TSH seviyesinin,
kontrol grubuna gore anlamli bigimde azaldigi, T3 seviyesinin ise anlamli bigimde arttiZ1
gorilmistiir. T4 seviyesinin ise kontrol grubuna gore arttigi fakat bu artisin anlamlh
olmadigi1 belirlenmistir. Olea europaea yapraklarindan elde edilen sulu ekstraktinin
tiroidi uyaran etkisi oldugu, farkli arastirmacilar tarafindan belirlenen hipolipidemik ve
hipoglisemik aktivitelerin bu etkiden kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Al-Qarawi vd.
2002).

2.3.9 Kalp ve kalp-damar sistemi Uzerine etkisi

Occhiuto vd. (1990) calismasinda, anestezi altindaki kopekler iizerinde yaptiklari
caligmada, 20 ve 30 mg/kg dozda Olea europaea yapraklarinin gliserol-EtOH (1:1)
karisimiyla hazirlanan ekstraktlarmin ve 2 mg/kg dozda oleuropeinin, sinoatriyal ve

atriyoventrikiler nodlar Uzerinde, kalsiyum influksunu inhibe ederek bradikardi
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olusturdugu ve antiaritmik etki gosterdigi belirlenmistir. Ekstraktin ve oleuropeinin ayni
zamanda intra-atriyal ve intra-ventrikiiler ileti yollarinda sodyum influksunu inhibe

ederek kalp hizi tizerinde depresif etki yarattigi gézlenmistir.

Yapilan bir bagka ¢aligmada, Olea europaea yapraklarindan hazirlanan %30’luk EtOH’1i
ekstraktin, tavsanlardan izole edilen ve K*-depolarizasyonuyla indiiklenmis aortik
kasilmalar iizerinde Ca®*antagonist etki gostererek inhibisyon yarattig1 belirlenmis ve bu
etkinin fenolik yapili bir bilesik olan hidroksitirozolden kaynaklandigi rapor edilmistir
(Rauwald vd. 1994).

Andrikopoulos vd. (2002) yaptiklari ¢alismada, oleuropeinin, 10 uM konsantrasyonda,
arasidonik asit, adenozin difosfat ve platelet aktive edici faktorlerce indiiklenmis
trombosit agregasyonunu engelledigi, bu etki ve LDL oksidasyonunu inhibe edici etkisi

nedeniyle ateromatik plak olusumunu 6nlemede rol oynadig: bildirilmistir.

2004 yilinda yapilan bir ¢alismada, Afrika kaynakli Olea europaea bitkisinin (subsp.
africana ve Cape kulturt) yapraklarimin etil asetatli ekstraktindan izole edilen oleanolik
asit, ursolik asit, metil maslinat ve uvaol bilesiklerinin kardiyotonik ve antidisritmik
etkileri siganlar (zerinde in-vivo olarak arastirnllmistir. Bilesiklerin timunin,
uygulamadan 20 dk. sonra maksimuma ulasan, belirgin, doza bagli vazodepresor etki ve
siniis bradikardisi olusturdugu, etkinin 60 dk’dan uzun siirdiigii saptanmistir. En etkin
aktiviteyi, oleanolik asit ve metil maslinatin gosterdigi belirlenmistir. Tiim bilesiklerin,
izoprenalin ve adrenalinin etkilerini bloke eden B-adrenerjik antagonistler gibi davrandig:
rapor edilmistir. Ayrica oleanolik asit ve metil maslinatin belirgin pozitif inotropik ve
dromotropik etki gosterdigi saptanmistir. Oleanolik asit, ursolik asit, metil maslinat ve
uvaol bilesiklerinin antidisritmik etkileri, adrenalinle indiiklenmis aritmide ve iskemik-
reperfiizyon aritmisinde degerlendirilmis, oleanolik asit ve uvaoliin 40 mg/kg’lik dozda
her iki tip aritmide de belirgin antidisritmik aktivite gosterdigi ve etkinin propranolol ile
kiyaslanabilir diizeyde oldugu belirlenmistir. Calismalar sonunda, bu bilesiklerin,
belirlenen vazodepresor, kardiyotonik ve antidisritmik etkileri g6z 6niinde tutuldugunda,

yapraklardan hazirlanan ekstraktin veya oleanolik asit ve uvaoliin, stenokardi ve kalp
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yetmezligi ile komplike olmus hipertansiyonun geleneksel tedavisine yardimci olmak

amaciyla kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (Somova vd. 2004).

Poudyal vd. (2010), bu ¢alismadaki amaglar1 polifenollerce zenginlestirilmis Olea
europaea L. yapraklarindan elde edilen ekstrakt ve ana bilesen oleuropeinin yiksek
karbonhidrat oranli (HCHF) diyet (% 52 karbonhidrat, % 24 yag, % 25 fruktoz ¢ozeltisi)
uygulanan  ratlarda  kardiyovaskiler, hepatik ve  metabolik  belirtilerin
zayiflatilabilmesindeki etkisini arastirmaktir. Erkek Wistar ratlar116 hafta boyunca, misir
nigastas1 diyeti (CS) veya HCHF diyet ile beslenmis, bu tedavi gruplar1 [CS + zeytin
yaprag1 ekstrakti (OLE icerir) ve HCHF + OLE] 8 hafta boyunca CS veya HCHF diyetleri
ile beslenip, 8 hafta sonra % 3 oleuropein (OLE) ile takviye edilmistir. 16 hafta sonra
HCHF diyet uygulanan metabolik sendrom belirtileri gelismis ratlarda, yuksek abdominal
ve karaciger yag birikimi, kalp ve karacigerde kolajen birikimi, kardiyak sertlik ve
oksidatif stres belirtecleri (plazma malondialdehit ve {irik asit konsantrasyonlar1) da dahil
olmak uzere aort halka reaktivitesi ile gelisen anormal plazma lipid profili (bozulmus
glikoz toleransi ) ve hipertansiyonu iyi yonde gelistirmistir. HCHF + OLE grubuna gore
daha iyi veya normalize kardiyovaskiiler, hepatik ve yliksek kan basinci disinda
metabolik isaretleri gelisen HCHF’li ratlarin sonuglarina, oleuropein ve hidroksitirozol
iceren polifenollerin, kan basincini degistirmeksizin diyetle uyarilmis obez ve diyabetli
fare modelinde kardiyovaskiiler, hepatik ve metabolik semptomlarini indiikledigine,

kronik inflamasyon ve oksidatif stresi tersine gevirdigine isaret etmektedir.

Efentakis vd. (2015) derlemesi; zeytin yapragi bilesenlerinin kardiyak disfonksiyon
Oonlenmesinde ve terapatik kardiyo-koruyucu maddeler olarak kullaniimalarinin
gelecekteki perspektifini vurgulayan bir calismadir. Zeytin yapraklari (Olea europaea L.)
bulasici hastaliklara karsi, diyabet ve hipertansiyon tedavisi i¢in kullanilan, 6nemli bir
geleneksel bitkisel ilag olarak kabul edilir. Ayrica, zeytin yapragi bilesenleri hiicresel
redoks module etkileri ve bu etkilerin birlesimi ile muhtemelen kardiyoproteksiyon ile
iliskilendirilir ve kalp-damar sistemi de dahil olmak Uzere, belirli ortak hastaliklarin
patojenezi, oksidatif stres ve doku inflamasyonu etkileri icerir. Cesitli in-vitro ve in-vivo

calismalarin gosterdigi gibi oleuropein, hidroksitirozol ve tirozol gibi zeytin polifenolik
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bilesikleri, antioksidan, anti-inflamatuar, anti-aterosklerotik, anti-ischemic ve

hipolipidemik etkilere sahiptir.

2.3.10 Diger etkiler

Fehri vd. (1995) tarafindan yapilan ¢alismada, sigandan izole edilen ve 6nceden kasilmis
trake ve ileum Uzerine % 3,2 oleuropein iceren Olea europaea sulu yaprak ekstrakti
(suyundan kurtarilmig) uygulandiginda, verapamil ve diltiazem gibi kalsiyum
antagonistleri ile degistirilemeyen doza bagli gevseme etkisi gozlenmistir. Deneyler
sonunda yaprak ekstraktinin kalsiyum kanallarini bloke edici etkisi olmadigi, dilatasyon
etkisinin, hiicre i¢ci cAMP konsantrasyonunu arttirarak kalsiyum hareketlerini

degistirmesinden kaynaklandig1 rapor edilmistir.

Omar S.H. (2010 a,b) zeytin yapragindaki ana glikozit olan oleuropein ve temel
bozunma Uriinu hidroksitirozoliin koroner kalp hastaligi ve bazi kanser hastaliklarinin
azalmasiyla baglantili oldugunu bildirmistir. Bu ¢calismalarda agiklanmasi ve arastirilmasi
gereken pek cok kilit konunun bulunmasi ile birlikte, son yillarda en ilgi gekici ve en
ilging gelismeler zeytin yapragi ekstraktlarmin ve 0Ozellikle oleuropeinin Demans
(Dementia), Parkinson, Alzheimer ve Sizofreni (Schizophrenia) gibi hastaliklardaki néro-
koruyucu (neuroprotective) rolldir. Alzheimer ve Parkinson gibi ¢esitli dejeneratif
hastaliklarin belirleyici bir 6zelligi olan AP-peptid ile kovalent olmayan kompleks
olusturarak noéro-koruyucu etki gosterir. Bazi ¢alismalarda Alzheimer hastaligina karsi
anti-enflamatuar maddelerin, koruyucu bir etki gosterdigi epidemiyolojik kanitlar ile
birlikte sunulmustur, Alzheimer hastaliginin klinik ¢alismalar1 enflamatuar siireclerin
Onemini gostermekte ve vurgulamaktadir ki, oleuropein gibi polifenolik dogal ekstraktler,
yasa bagli hastaliklara karsi etkili olabilecektir. Sekil 2.2'de oleuropeinin néro-koruyucu

rolii temsili olarak gosterilmistir.

34



| Leukotrine BJ

ROS, +
Cridative stress

LDL-oxidationy

AP sestabilisation QD
MNeuroprotection

Sekil 2.2 Oleuropeinin ndro-koruyucu roliiniin sematik gosterimi

Son galigmalar, zeytin yapragi ekstraktlarinin inflamasyonu baskiladigi ve oksidatif stres
hasarini azalttigimi gostermektedir. Mohagheghi vd. (2012) yaptiklari in-vivo ¢alisgmada
ilk olarak, ratlarda serebral iskemi-reperfiizyon yaralanmasi sonrasi g6zlem yapmislar ve
bu konuda yapilmig gozlemleri genisletmislerdir. Dort grup rata, biri (kontrol) grubu
olmak Uzere, bu gruba distile su verilmis ve diger {i¢ tedavi grubuna oral yolla zeytin
yapragi ekstrakti sirasiyla 50, 75 ve 100 mg/kg/glin olacak sekilde verilmistir. Her bir
grup incelendiginde, zeytin yapragmin oral yolla aliminmn ratlarda infarkt hacmi, beyin
0demi, kan-beyin bariyeri gegirgenligini azalttig1 ve si¢anlarda gegici orta serebral arter

tikaniklig1 sonrast norolojik dezavantaj puanlarini gelistirdigi belirtilmistir.
2.4 Olea Europaea L. Bitki Yapraklarindan Polifenollerin Ekstraksiyonu

Bitkisel kaynaklardan biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonu, ekstraksiyon sonrasi elde
edilen fitokimyasallardan diyet takviyeleri ya da nutrisotiklerin, gida takviyeleri, ilag ve
kozmetik triinlerin hazirlanmasinda ilk adimdir. Diinya c¢apinda tiiketicilere, yiksek
kaliteli bitkisel Urtnler sunmak ve saglamak genel cabasi ile geleneksel numune

hazirlama teknikleri yaninda, daha ©Onemli avantajlara sahip modern tekniklerin
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gelistirilmeside 6nemlidir. Ancak biitlin fenolik bilesiklerin optimum ekstraksiyonu i¢in
tek bir metod gelistirmek, 6nemli Olctide farkli polaritede fenolik maddenin bulunmasi
yuziinden oldukca zordur. Zeytin yapragindan polifenollerin ekstraksiyonu icin yapilan
calismalarda su, MeOH, EtOH, aseton ve alkol/su karisimlar1 gibi ¢oziicii sistemlerinin

kullanildig: rapor edilmistir.

2.4.1 Cozucu ekstraksiyonu

Gariboldi vd. (1986), yaptigi1 ¢alismada, Italya’dan toplanan Olea europaea bitkisinin
taze yapraklart (2 kg) 5:1 MeOH ile 1 hafta boyunca oda sicakliginda masere edilmis,
stiziildiikten sonra vakum altinda yogunlastirilmis ve kalan artik 500 ml aseton-su (1:1)
karisiminda ¢oziilmiistiir. Sulu ekstrakt, sirasiyla n-pentan, kloroform ve etil asetat ile
ekstrakte edilmistir. Etil asetatli ekstrakt vakum altinda yogunlastirilarak silikajel
kolonuna uygulanmis ve 1:1 kloroform-MeOH (9:1) ve 400 ml kloroform-MeOH (4:1)
karigimi ile eliie edilmistir. Birlestirilen fraksiyonlardan 5,9 g oleuropein izole edilmistir.
Kolondan toplanan ilk fraksiyonlar yogunlastirildiktan sonra tekrar silikajel kolonuna
uygulanmis ve sirasiyla 900 ml kloroform-MeOH (99:1) ve 400 ml kloroform-MeOH
(9:1) ile eliie edilmistir. Birlestirilen fraksiyonlardan 50 mg oleosit ve 120 mg ligstrosit

izole edilmistir.

Kuwajima ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada ise, Japonya’dan toplanan taze yapraklar
parcalanarak, MeOH ile ekstraksiyon yapilmistir. Elde edilen ekstraktlar
yogunlastirilmis, su eklenerek calkalanmis ve siizlilmiistiir. Stiziinti 100 ml’ye
yogunlastirildiktan sonra HP-21 kolonuna uygulanarak H>O ve MeOH ile eliie edilmistir.
MeOH ile eliie edilen fraksiyonun yogunlagtirilmasiyla elde edilen artik (23,2g), silikajel
kolonuna uygulanmis, kloroform-MeOH karisimi ile MeOH miktar arttirilarak eliie
edilmistir. (92,5:7,5) ve (9:1) oraninda kloroform-MeOH karisimi ile eliie edilen
fraksiyonlar birlestirilip yogunlagtirilarak elde edilen artigin 1,95 g’1 preparatif HPLC
yontemi kullanilarak MeOH/H20 (1:1) ile eliie edilmis ve 6 fraksiyon toplanmuistir.
Fraksiyonlardan, preparatif ITK ydntemi kullanilarak oleuropein (140,2 mg), ligstrosit
(10,1 mg) ve oleurosit (90,9 mg) izole edilmistir (Kuwajima vd. 1988).
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Olea europaea yapraklarinin flavonoit igeriginin arastirildigt bir diger ¢alismada,
kurutulmus yapraklar (1g), toz edilmis ve 100 mL MeOH ile 40°C’da ultrasonik banyoda
2 saat boyunca ekstrakte edilmis, daha sonra ¢6ziicii kuruluga kadar buharlastirilmistir.
Flavon ve flavonollerin HPLC ile analizi icin 50 mg kuru ekstrakt 20 ml suda ¢6ziilmiis,
16 mL’sinin tizerine, 5 mL 6 M HCI ve 24 mL saf EtOH eklenerek geri sogutucu altinda
90°C’de hidroliz iglemi yapilmigtir. Elde edilen ¢ozelti sogutulup 50 mlL’ye
tamamlandiktan sonra analizlenmistir. C18 kolon ve % 2 fosfat tamponu ile MeOH’den
olusan ¢oziicii sisteminin kullanildigt HPLC analizinde apigenol (28,4 mg/kg), luteolol
(277 mg/kg), kersetol (62,4 mg/kg) ve mirsetol (14,30 mg/kg) bilesikleri 367 nm’de
saptanmistir (Skerget vd. 2005).

Japon-Lujan vd. (2006c) yaptiklari ¢alismada, siiper 1sitilmis s1vi ekstraksiyonu (SHLE)
metodu kullanilmis ve bagimli degisken olarak sicaklik, statik ve dinamik ekstraksiyon
zamani, akis hiz1 ve ¢oziicl kompozisyonu parametreleri belirlenmistir. Cok degiskenli
optimizasyon uygulamasi sonrasi 1g yaprak orneginde 6 bar basing, 70:30 EtOH/H20,
140 °C sicaklik, 6 dk. dinamik mod + 7 dk. ekstraksiyon ¢dzucusu ile olmak Uizere toplam
13 dk. ekstraksiyon zamani, ImL/dk akis hiz1 optimum kosullar olarak belirlenmistir. Bu
kosullarda 23 g/kg oleuropein, 665 mg/kg verbascoside, 1046 mg/kg apigenin-7-
glucoside, 998 mg/kg luteolin-7-glucoside yapraktan 6ziitlenmistir. Hedef polifenollerin
analizi HPLC-DAD (280, 330, 340 ve 350 nm) sistemi, RP18 (250 x 4 mm,5 um), C18
(15 x 4.6 mm, 5 um) analitik kolonlari, % 6 asetik asit ¢ozeltisi, 2 mM sodyum asetat
tamponu ile MeCN mobil fazi kullanilan gradient eliisyon uygulamasi ve 0.8 mL/dk akis

hizinda yapilmstir.

Altiok vd. (2008) bildirdikleri c¢aligmada, zeytin yapragindan polifenollerin
ekstraksiyonu icin EtOH, MeOH ve her iki ¢6zliclinin %10-90 oranlarinda karigimlar
kullanilmigtir. Zeytin yapragindan fenolik madde miktarinin ve ekstraktlardaki
antioksidan kapasitenin yuksek miktarda belirlendigi ekstraksiyon kosullarinin, %70
EtOH ve 24 saat ekstraksiyon siresi oldugu belirtilmistir. Bu kosullarda oleuropein %
13,4 ve rutin % 0,18 olarak belirlenmistir. Zeytin yaprag: ekstraktlarindan oleuropein ve

rutinin saflastirilmasi igin ipek fibroin, umut verici bir adsorban olarak bulunmustur.
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Lee vd. (2009) bildirdigine gore, son calismalar zeytin yapraginin, biyoaktif fenolik
bilesikler i¢in zeytinyagi ve zeytin meyvesi ile karsilastirilabilir 6l¢tide 6nemli bir kaynak
oldugunu gostermektedir. Tarimsal atik olan zeytin yapragindan, uygun ekstraksiyon
yontemleri gelistirerek polifenolleri 6ziitlemek, biyoaktif bilesenlerin verimini arttirmak
icin 6nemli bir adimdir. Arastirmacilarin ¢alismasinda fenolik igerigi cesitli ¢oziicli
ekstraksiyonu yontemleri kullanilarak 0zitlenen zeytin yapragi fraksiyonlarmin, farkli
radikal stpurict sistemleri kullanilarak, antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. Toplam
flavonoid ve fenolik madde igerigi, % 80 EtOH, butanol, hekzan, kloroform, etilasetat ve
sulu fraksiyonlarinda anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05). Oleuropeinin (g
fraksiyonda, yuksek antioksidan ve radikal stpurici etki ile iliskili oldugu tespit
edilmistir. Calismada oleuropein sulu ekstraktlarda hi¢ gdzlenmezken, %80 EtOH’ll
ekstraktda 102,11+0,02; hekzanda 2,47+0,001; kloroformda 7,66 + 0,001; etilasetatta
152,71 £ 0,03; butanolde 173,35 + 0,03 mg/100g olarak belirlenmistir. Bu sonuglar,
zeytin yapraginda oleuropein ve fenolik maddeleri esas alarak gelistirilecek farkli
ekstraksiyon yontemlerinin, antioksidan kapasite degerlerinin artirilabilmesi i¢in 6nemli

faktorler oldugunu gostermektedir.

Hashemi vd. (2010) yaptiklar1 ¢aligmada, ters faz dispersiv sivi-sivi mikroekstraksiyon
(RP-DLLME) metodu, zeytin yapragi ektraktlarindan ve zeytinyagi proses atiklarindan
oleuropeinin dogrudan HPLC ile belirlenmesi ve 0n-zenginlestirme basamaklar1 i¢in
gelistirilmistir. Geleneksel dispersive sivi-sivi mikro ekstraksiyonda, ters faz sivi
kromatografi ile uyumlu olmayan klorlu organik ¢6zicunin mikro damlasi sediment
fazidir. Bu nedenle ¢oziicli buharlagtirma ve uygun bir ¢oziicii ile yeniden olusum
gerekmektedir. DLLME deki bu sorun, RP-DLLME’de organik ¢Oziicu ile suyun
degistirilmesi ve ¢oziicli polaritesinin dengelenmesi ile ¢oziilmustiir. Merkezi kompozit
kemometrik tasarim, ekstraksiyon yonteminin ¢ok degiskenli optimizasyonu Ve
ekstraksiyon yonteminin etkinliginde s6z sahibi, bes farkli parametrenin (Siklohekzan
hacmi, etilasetat hacmi, su hacmi, suyun pH degeri, santrifiij zamani) etkilerini incelemek
icin kullanilmistir. Optimizasyon kosullarinda,1,4 mL etilasetathi 6rnek, 40 pL su (pH 5)
hizlica 5.3 mL siklohekzan igine eklenmistir. Zenginlestirilerek elde edilen ve kismen

saflagtirillmig analiti ihtiva eden faz, dogrudan analiz i¢in RP-HPLC kolonuna enjekte
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edilmistir. Arastirmacilar tarafindan, RP-DLLME tekniginin, hizli, pratik, HPLC ile
direkt kullanilabilir, gelecek vaat eden bir teknik olugu bildirilmistir.

Stamatopoulos vd. (2012), zeytin yapragindan oleuropein ve ilgili biyofenollerin
ekstraksiyonu ve 6n islemlerinde, buhar etkisi, sicak su ile muamele ve UV-C 1s1n etkisini
arastirmistir. Ayrica, zeytin yapraklarina pargacik boyut etkisi ve buhar etkisi stresi
cevap ylizey yontemi kullanilarak optimize edilmistir. Tam faktdriyel tasarimda, EtOH
ekstraktlarinin oleuropein igerigi ve antioksidan aktivite bagimsiz degiskenler olarak,
buhar etkisi surecini optimize etmek igin secilmistir. Zeytin yapragi fraksiyonunda
oleuropein igerigi ve antioksidan aktivite i¢in optimum kosullar; 10 dk buhar etkisinde,
sirastyla 20-11 ve 3-1mm’ dir. Sonuglar buhar ekstraksiyon prosediiriine bagli olarak
verilmis, optimum kosullarda, ekstraksiyon éncesi buhar etkisindeki ¢rneklerde, buhar
uygulanmayan 6rneklerden, oleuropein verimi 25-30, antioksidan aktivite 4-13 kez, daha
yiiksek bulunmustur. UV-C etkisi, oleuropein igerigi ve antioksidan aktivite Uzerinde
anlamli etki gostermemisken, Sicak su etkisi, islenmemis 6rneklere gore 6nemli Glgiide

daha yuksek oleuropein verim ve antioksidan aktivite gostermistir.

Taamalli vd. (2012b), basingli s1v1 ekstraksiyonu (PLE) kullanarak yaptiklar1 ¢alismada
1g ogiitiilmiis zeytin yapragi EtOH veya su ile 100 bar basingta, 150 °C sicaklikta, 20
dakika ekstraksiyon siiresince, ekstrakte edilmistir. Polifenollerin analizi i¢cin HPLC-ESI-
TOF/IT-MS sistemi, C18 (4.6 x 150 mm, 1.8 um) analitik kolon, 25 °C, asetik asit (%
0.5) ve MeCN mobil faz ve gradient eliisyon kullanilmigtir. Akis hiz1 0.8 mL/dk. ve MS
sistemi negatif modda calisilmistir. Arastirmacilar basingli  sivi  ekstraksiyonu
calismasinda, EtOH’iin ¢oziicii sistemi olarak kullanildigi sartlarin  oleuropein
ekstraksiyonu igin en yiksek verimi firettigini, ancak suyun kullanildig1 ¢oziicii
sisteminin herhangi bir etkinlik gostermedigini bildirmislerdir. Arastirmacilarin farkli
ekstraksiyon tekniklerinin karsilastirildign bu ¢alismasinda, her bir ekstraksiyon
tekniginin polifenolik gruplardan belirli bir bilesik sinifinin ekstraksiyonu igin
digerlerinden daha yeterli oldugu sonucuna varilmistir. Mikrodalga ( MAE) ve geleneksel
ekstraksiyon tekniklerinin oleuropein, oleuropein tiirevleri, apigenin rutinozit ve luteolin
glikozit gibi daha polar bilesiklerin, ekstraksiyonu i¢in daha tercih edilebilir oldugu, super
kritik akis ekstraksiyonu (SFE-CO>) i¢in modifiyer olarak EtOH kullanildiginda ve
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PLE’nin ¢0zlict olarak su kullanildigi durumlarinin oleuropein ekstraksiyonu igin iyi bir
ekstraksiyon teknigi olmadigi, stiper kritik ekstraksiyonun apigenin ve diosmetin

ekstraksiyonu i¢in en iyi ekstraksiyon yontemi oldugu bildirilmistir.

Quirantes-Piné vd. (2013), basingli siv1 ekstraksiyonu (PLE) ile zeytin yapragindan
EtOH (150°C) ve su (200 °C) ¢Ozucu sistemleri ile polifenolleri 6zitledikleri calismada,
ekstraksiyon suresi 20 dk., olarak tespit edilmistir. Bu kosullarda ilk kez zeytin yapragi
ekstraktlarinda lusidiumoside C tespit edilmistir. Arastirmacilar, sulu ekstraktlarin
hidroksitirozol ve EtOH’lii ekstraktlarin ise flavanoidlerce zengin oldugunu bildirmistir.
Polifenollerin analizi icin, HPLC—ESI-QTOF-MS sistemi, negatif MS modu, C18 (3 um,
2 x 150 mm) analitik kolon, 25 °C kolon sicaklig1, gradient eliisyon programi, 0.2 mL/dk.
akis hiz1 ve % 0.5 asetik asit ve MeCN kullanilmustir.

Talhaoui vd. (2014), kurutulmus zeytin yapraklarmin 0.5 g da Ultra Turrax ile 10 mL
MeOH / H20 (80/20) sisteminde, ultrasonik banyo ile 10 dk siiresince ekstrakte edilmis,
30 fenolik bilesik tespit edilmistir. Ekstraktlarin spektroskopik metodla belirlenen toplam
fenolik madde miktar1, 52,12-60,64 mg/kg olarak ol¢iilmiistiir. Fenolik bilesikler HPLC-
DAD-ESI-TOF- MS sisteminde, C18 (4.6 x 100 mm, 2.7 um) analitik kolonu ile, %1
asetik asit-su ve MeCN mobil fazinda gradient eliisyonla, 0.8 mL/dk akis hizinda

analizlenmistir.

Xynos vd. (2014), ogiitiilmiis zeytin yapragi (6 g) basingh sivi ekstraksiyonu (PLE)
yontemi ile optimum calisma kosullarinin belirlendigi ¢aligmada, sicaklik, statik zaman,
ekstraksiyon dongusu, ve EtOH konsantrasyonu (%) bagimli degiskenler olarak
alinmistir. Cok degiskenli optimizasyon sonrasi, ekstraksiyon veriminin baslica sicaklik,
statik zaman, ve ekstraksiyon dongiisii tarafindan, pozitif etkilendigi ve 1500 psi basingta
calisildig1 bildirilmistir. Bu kosullarda oleuropein % 26.1 tespit edilmistir. Polifenol
analizleri HPLC-DAD (248 nm) sisteminde, C18 (250 x 4.6 mm, 5.0 um) analitik kolon,
25°C kolon sicakligi, %1 asetik asit- MeOH mobil fazi ile gradient eliisyon kosullart
kullanilarak, 1 mL/dk. akis hizinda yapilmustir.
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Yateem vd. (2014) galismasinda; West Bank/ Palestina bolgesinden topladiklar: zeytin
yaprag1 orneklerinden oleuropeinin ekstraksiyonu i¢in optimum kosullar belirlenmistir.
Coziicl ekstraksiyonunda ¢oziicii tipinin, ¢ozlicii kompozisyonunun, pH ve sicakligin
etkisi ile ekstraksiyon metodlarindan maserasyon ve soksiletin oleuropeinin miktari
Uzerine etkisi incelenmistir. Oleuropeinin en yiiksek degeri, 60°C’de (6,84 mg/g
oleuropein) %80 EtOH, soksilet metodu i¢in 19 mg/g oleuropein, maserasyon metodu
icin 13mg/g oleuropein olarak belirlenmistir. En 6nemli ekstraksiyon parametresi, yiiksek
sicaklik ve asidik pH olarak bulunmustur. Oleuropein dl¢iimleri C18 kolonda %1 asetik
asit ile aistlendirilmis 80/20 oraninda H>O/MeCN mobil fazinda 240 nm’de
gerceklestirilmistir.

Sifaoui vd. (2015) yaptiklar1 ¢alismada, zeytin yapraklarindan fenolik bilesiklerin
ekstraksiyonu; su, EtOH, MeOH ve bunlarin karisgimlarinin kullanildigi Giglii sistemlerden
olusan bagimh degiskenlere karsi, cevap ylzey yonteminde on noktali genisletilmis
simplex agirlik merkezi tasarim yapilarak, birinci dereceden polinomel model ile formile
edilmistir. Cevap degiskeni olarak, fenolik madde ve flavanoid igerigi, 2, 2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin-6-stlfonik asit) yontemine dayali antioksidan aktivite, oleuropein ve
luteolin-7-O-glikozit miktarlari kullanilmistir. Optimum ekstraksiyon kosullari; % 12,7
H20, %14,8 EtOH ve %72,5 MeOH olarak belirlenmistir. Bu kosullarda kurutulmus
zeytin yapraginda verim, toplam fenol 163,69+6,35 mg GAE, flavanoid icerigi 114,69+
3,56 mg rutin esdegeri, oleuropein 858,29 ug g, luteolin-7-O-glikozit 21,04 pg g* olarak
verilmistir. Antioksidan kapasite ise 238,71 * 4,35 mM Troloks esdegeridir.
Arastirmacilar zeytin yapragindan biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyon isleminde,
optimum kosullar1 tahmin etmek ic¢in genisletilmis simpleks agirlik merkezi tasariminin

yeterli bir model tasarimi oldugunu belirtmistir.

2.4.2 Ses Otesi dalga (Ultrasound) destekli ekstraksiyon

Japon-Lujan vd. (2006a) zeytin yapraklarindan dinamik ses otesi dalga destekli
ekstraksiyonu (DUSAE) icin, 20 kHz frekans, 450 W gii¢, 0—4 cm prob pozisyonu, %10—
%50 ultrasonik radyasyon genlik araligi, %30-%70 gérev dongisi, 6-30 dk. SOD
uygulama siresi 4—6 mL/dk ¢oziicii akis hizi, % 50-% 90 EtOH orani, 25-40 °C su
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banyosu sicakligi bagimli degiskenlerini kullanarak, ¢ok degiskenli metod
optimizasyonu calisilmistir. 1 g pargalanmis yaprak orneginde, 59:41 EtOH-H20 c¢o6ziicl
karisimi, 40°C sicaklik, 25 dk. ekstraksiyon zamani, SOD uyg. siiresi 0.7 s, gorev
dongusu %30, uygulanan guc¢ 450 W olarak optimizasyon noktalar1 belirlenmistir. Bu
kosullarda hedef bilesiklerden oleuropein 22610 = 632 mg/kg, verbaskozit 488 + 21
mg/kg, apigenin-7-glukozit 1072 + 38 mg/kg, luteolin-7-glukozit 970 + 43 mg/kg elde

edilmistir.

Sahin ve Samh (2013), calismasinda zeytin yapragindan ses Otesi dalga destekli
ekstraksiyon (USAE) sonrasi, Folin-Ciocalteu metodu ile toplam fenolik madde analizi
yapilmistir. Toplam fenolik madde cevap degiskeni olarak kullanilmis, c¢oziicii
konsantrasyonu % 0-100 EtOH, kati/¢coziicti oran1 (25-50 mg/mL), ekstraksiyon zamani
20-60dk., frekans 50Hz bagimli degiskenler olarak belirlenmistir. Cok degiskenli
optimizasyon sonrasi, optimum kosullar, %50 EtOH, 500 mg kuru yaprak/10 mL ¢oz(cu,
60dk ekstraksiyon zamani olarak belirlenmistir. Modelin en énemli parametresi ¢ozucu

konsantrasyonudur.

Zun-Qiu vd. (2015) yaptiklar ¢aligmada, zeytin yapragindan oleuropeinin elde edilmesi
icin ses Otesi dalga destekli ekstraksiyon ve saflastirma i¢in silika jel kolon kullanilmistir.
l1g toz edilmis zeytin yapragi, 1/25 (k/h) oraninda, %80’lik MeOH/H20 karigimi ile 40
dk. ekstraksiyon suresince, 40 kHz frekans, 180W gii¢ uygulanarak ekstrakte edilmistir.
Bu kosullarda zeytin yapragindan % 13,52 saf oleuropein, % 96,54 saflikta, % 78,4

verimle elde edilmis ve oleuropein HPLC sistemi ile analizlenmistir.

Xie vd. (2015) ¢alismasinda zeytin yapraklarindan oleuropeinin ekstraksiyonu igin basing
azaltilmis kaynayan ¢ozUcU ekstraksiyonu ile ses 6tesi dalga etkili ekstraksiyon birlikte
kullanilmistir. Dort 6nemli faktor, ekstraksiyon sicakligi, ultrasonik gii¢, EtOH
konsantrasyonu ve s1v1 kati1 orani, yiksek oleuropein verimi i¢in cevap yizey yonteminde
(RSM) kullanilmistir. Box-Behnken tasarimi dort faktérin verim zerindeki etkilerini
arastirmak amaciyla kullanilmistir. Sonuclar kati-sivi oraninin oleuropein verimi
tizerinde en etkin parametre oldugunu gostermistir. Optimum ¢alisma kosullar1 EtOH

orant % 75 (v/v), ekstraksiyon sicakligi 530C, ultrasonik giic 600W ve siv1 -Kat1 orani:
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1:31 olarak belirlenmistir. Bu kosullar altinda oleuropein veriminin %7,08 oldugu

bildirilmistir.

2.4.3 Siiperkritik akis (SFE) ekstraksiyonu

Floch vd. (1998), yaptiklar1 c¢alismada zeytin yapragindaki fenolik maddelerin
izolasyonu i¢in olduk¢a secici olan siiperkritik akigkan ekstraksiyon metodu
kullanilmistir. Stiperkritik akigkan olarak karbondioksit ve ko-solvent olarak MeOH
kullanilmustir. 334 bar’da, 100 °C de 2mL/dk akis hizinda, 140 dk siire ile ¢alisilmustir.
Modifiyerin igerigi, basing, sicaklik, akis hizi ve ekstraksiyon siiresi bagimsiz
degiskenlerinin, ekstraksiyona etkisi incelenmistir. Siiperkritik akigkan ekstraktindaki
karboksilik asitler ve fenolik maddeler, Elektrospray-MS ile belirlenmis, SFE ile hekzan,
dietileter ve etilasetat gibi sivi ¢oziiciilerle ses Otesi dalga yardimi ile yapilan
ekstraksiyondan daha fazla fenolik madde geri kazanildig:i belirtilmistir. Dietileter,
hekzan, etilaset ve MeOH ekstraksiyonu ile elde edilen toplam biyofenol miktar sirasi
ile 1,1; 0,18; 1,6 ve 16,8 mg/g olarak belirlenmistir. Siiperkritik akigkan ekstraksiyon
yonteminde karbondioksite %210 MeOH katilarak yapilan ekstraksiyonda, toplam fenol
miktar1 7,6 mg/g olarak gozlenmistir. Sadece MeOH kullanilarak yapilan ekstraksiyonda,
tirtiniin, stiperkritik akiskan ekstraksiyon iiriinlinden daha fazla oldugu belirlenmistir.
Ayrica stiperkritik karbondioksit ekstraksiyonunda, MeOH gibi polar bir ¢6zictniin ko-
solvent olarak kullanilmadig: siirece, biyofenolik maddelerin tamamen alinamayacagi

gozlemlenmistir.

Sahin ve Bilgin (2012), caligmasinda zeytin yapragindan oleuropeinin 6zitlenmesi igin
yeni ve gelismekte olan bir yontem {izerinde durulmustur. Kurutulmus ve ogiitiilmiis
zeytin yapraklarina, siiper kritik sivi olarak CO2, ko-solvent olarak H.O ve EtOH
varliginda, stiper kritik akigkan madde ekstraksiyonu (SFE) uygulanmistir. Ekstrakt ve
oleuropein verimi tizerine, ko-solvent miktar1 (0-1mL/dK), sicaklik (50-100°C) ve basing
(100-300bar) galisma parametrelerinin etkileri incelenmistir. Nicel analiz igin, sivi
kromatografisi-elektrosprey iyonizasyon kiitle spektrumu (LC-ESI-MS/MS) teknigi
kullanilmistir. Tek basina super kritik-CO kullanilarak elde edilen deney sonuglari

tatmin edici bulunmazken, polar madde ilavesinin, verimin ve segiciligin gelistirilmesi
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icin gerekli oldugu gorilmistir. H:O ve EtOH ko-solvent kullaniminin oleuropein
veriminde ayn1 performansi gosterdigi belirlenmistir. En iyi performans 300 bar, 100°C,
CO2-H20 ¢alisma parametrelerinde tespit edilmis ve oleuropein miktar1 % 28,83 olarak

tespit edilmistir.

Taamalli vd. (2012b), yaptiklart ¢alismada, 1 g toz edilmis zeytin yapragindan
stiperkritik akig ekstraksiyonu ile hedef polifenollerden apigenin ve diosmetin izole
edilmistir. Apigenin ve diosmetin i¢in en uygun kosullar 150 bar basing, 40 °C sicaklik,
ekstraksiyon ¢ozucusi CO2, modifiyer % 6,6 EtOH ve ekstraksiyon zamani 2 saat olarak
tespit edilmistir. Polifenollerin analizi i¢cin HPLC-ESI-TOF/IT-MS sistemi, C18 Eclipse
Plus (4.6 x 150 mm, 1.8 um) analitik kolon, 25 °C, asetik asit (% 0.5) ve MeCN mobil
faz ve gradient eliisyon kullanilmistir. Akis hiz1 0,8 mL/dk’dir.

Xynos vd. (2012) zeytin yapraklarindan oleuropeinin zenginlestirilmesi igin, stiper-Kkritik
ve sub-kritik ¢ézlcl ekstraksiyonu ile yesil (green chem.) ekstraksiyon uygulamalarinin
gelistirilmesine yonelik arastirmalarinda, 30MPa basing, 50°C ekstraksiyon sicakligi,
55°C ayirma sicakligr kullanilmis, dinamik modda ¢6ziicii/kat1 madde oran1 120 ve 290,
ko-solvent oran1 %5 ve %20 olacak sekilde ¢alisilmistir. Optimum kosullarin 30 MPa
basing, 50°C ekstraksiyon sicakligi, 55°C ayirma sicakligi, dinamik modda ¢6ziicii/kati
madde oran1 290, ko-solvent oran1 %20 ve bu kosullarda oleuropeinin %30 verimle elde
edildigi bildirilmistir. Oleuropein analizleri, HPLC-DAD (248 nm), C18 (250 x 4.6mm,
5.0 um) analitik kolon, 25 °C sicaklik, %1 asetik asit ve MeOH mobil fazi, gradient
eliisyon ve 1mL/dk. akis hizinda ¢alisiimistir.

2.4.4 Mikrodalga destekli ekstraksiyon

Japon-Lujan vd. (2006b) c¢alismasinda, ilk kez mikrodalga yontemi zeytin
yapraklarindan biyofenollerin ekstraksiyonunu hizlandirmak amaciyla Onerilmistir.
Optimum c¢alisma kosullart belirlenmesinde ¢ok degiskenli optimizasyon yontemi
kullanilarak, gi¢ 100-200 W, irradiation zaman1 5-15 dak, EtOH yiizdesi %80-100
bagimsiz degiskenler olarak secilmistir. Analizler HPLC-DAD (280, 330, 340 ve 350
nm), Lichrospher 100 RP18, (250 x 4 mm,5 pum) kolon, 6% asetik asit, 2 mM sodyum
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asetat ve MeCN mobil faz sisteminde gradient elusyonla, 0,8 ml/dak akis hizinda
yapilmigtir. Analiz  Oncesi ekstraktlarda, ©n temizleme ve deristirme islemi
uygulanmamustir. Hedef analitlerin 200W gucte, 8 dk iginde, %80 EtOH/H20 sisteminde,
80 C°'de ekstraksiyonu saglanmistir. Oleuropein ve diger biyofenoller, oleuropein %
2,32, verbaskozit 631 mg/kg, apigenin-7-glukozit 1076 mg/kg, luteolin-7-glukozit 1016
mg/kg olacak sekilde elde edilmistir. Basit fenoller mikrodalga destekli ekstraksiyon ile

elde edilememistir.

Taamalli vd. (2012a), 1.25 g toz haline getirilmis taze zeytin yapragindan, mikrodalga
destekli ekstraksiyon kullanarak yaptiklari arastirmalarinda, 10mL MeOH, EtOH ve bu
iki ¢Oziicliniin farkli oranlarda sulu karigimlart (% 40-100) kullanilmis, ekstraksiyon
zamani 4-16 dk., irradiation uygulama sicakligi 10-120 °C araliginda belirlenmistir.
Analizler icin HPLC-ESI-TOF/IT-MS sistemi, C18 Eclipse (4.6x150 mm,1.8 um)
analitik kolon, kolon sicakligi 25°C, mobil faz asetik asit (% 0,5) ve MeCN belirlenmis,
gradient eltsyon ile 0,8 mL/dk akis hizinda ¢alisilmistir. Tek degiskenli optimizasyon
calismasi ile 36 fenolik madde, %80 MeOH-H2O sisteminde, 80 °C’de 6 dk icinde
ekstrakte edilmistir.

2.5 Olea Europaea L. Bitki Yapraklarindan Polifenollerin Analizi

Ters faz sivi kromatografisi, sabit fazin apolar, haraketli fazin ise polar oldugu bir
kromatografidir. Apolar sabit faz genellikle C8 ve C18 dolgu malzemeleridir. Dolgu

maddesi olarak kullanilan silikanin polarligin1 azaltmak i¢in yiizeyi 8 veya 18 karbonlu

hidrokarbon ile kaplanmaktadir. Fenolik bilesiklerin HPLC ile ayrilmas1 genel olarak ters
faz (RP) kolonlar vasitasi ile ger¢ceklesmektedir. Fenolik bilesikler gibi polaritesi yiiksek
olan maddeler kolondan daha gabuk ¢ikmaktadir. Haraketli faz olarak MeOH veya MeCN
ve ¢ok az oranda asit ihtiva eden su kullanilmaktadir. Hareketli faz olarak kullanilan su
icerisine asit eklenmesinin sebebi ise analitin ¢ozlic sisteminde kolayca disosiye
olmasimi saglayarak ayirma islemine, ayirma giiciine ve pik sekline faydali olmaktir.
Ciinkii fenolik bilesiklerde bulunan hidroksil gruplar1 bu maddelerin zayif asidik 6zellik

gostermesine neden olmaktadir. Burada modifiye edici olarak kullanilan asitler formik
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asit, asetik asit, trifloroasetik asit ve fosforik asittir. Bu amagla yapilan ¢alismalar asagida

derlenmistir.

Del Boccio vd. (2003), ratlara oral yolla 100 mg/kg dozajda oleuropein kapstilleri
uyguladiklar1 ¢alismada, ratlarin serum ve idrarinda oleuropein ve biyoaktif metaboliti
hidroksitirozoliin kalitatif ve kantitatif tayini yapilmistir. Etil asetat sistemi ile yapilan
¢oziicli ekstraksiyonunda, plazma 6rneklerinde %100 geri kazanimla, idrar 6rneklerinde
ise %60 geri kazanimla ¢alisilmistir. Ters faz kromatografik ayirim igin H.O-MeCN
mobil fazi1 (dogrusal gradient), ODS kolon, dedeksiyon sistemi icin elektrosprey
Iyonizasyonlu tandem kutle spektrometresi kullanilmistir. Biyofenoller i¢in dogrusal
kalibrasyon araligi plazma igin 2,5-1000 ng/mL (LOD 1,25 ng/mL), idrar igin 5-1000
ng/mL (LOD 2,5 ng/mL) kullanilmistir. Oleuropein ve hidroksitirozol; idrarda agirlikli
olarak glukoronit ve diisiik konsantrasyonlarda serbest formda, plazma 6rneklerinde ise
oleuropein sadece glukozit formda bulunurken, hidroksitirozol sadece eser miktarda
serbest formda tespit edilmistir. Arastirmacilar tarafindan, bu 6nemli diyet bilesenlerinin,
potansiyel tedavi edici maddeler olarak gézoniine alinmasi gerektigi ve biyoyararlanim
ve metabolizma arastirmalart i¢cin LC-MS sisteminin uygun bir analiz yontemi oldugu

belirtilmistir.

Tan vd. (2003), zeytin bitkisinin ana glikoziti oleuropein ve onun degradasyon Gr{ni
hidroksitirozoliin eszamanli Ol¢iimiinii yaptiklar1 ¢alismada, i¢ standart olarak 3,4-
dimetoksifeniletanol, ters faz kromatografi sisteminde, fenil kolon (oda sicakliginda),
izokritik mobil faz sisteminde MeCN ve %2’lik asetik asit ¢Ozeltisi (15/85; v/v), 281,
316 nm uyarim ve emisyon dalga boylarinda floresans dedektor sistemi kullanilmistir.
Arastirmada oleuropein ve hidroksitirozolln stabilitesini saglamak i¢in eserin (physo-
stigmin) ve askorbik asit kullanilmistir. Kalibrasyon grafikleri dogrusal ve kantitasyon

limitleri hidroksitirozol ve oleuropein igin sirast ile 30 ng/ml ve 3 mg/ml’dir.

Tsarbopoulos vd. (2003) ¢alismalarinda hidroksitirozol, tirozol ve oleuropein ters faz
HPLC yontemi ile tayin edilmis, i¢ standart olarak 3-hidroksifenil etanol, mobil faz olarak
0.05M amonyum asetat tamponu (asetik asitle pH 5’e getirilmis) ve MeCN ile ImL/dk.
akis hizli gradient elisyon programi uygulanilarak kullanilmigtir. C8 (250x4.0 mm 1.D.,
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5 um) kolon ile 40 °C’de ¢alisilmistir. Oleuropein ve tirozol icin dedeksiyon limiti 50
ng/mL ve hidroksitirozol igin 75 ng/mL’dir.

Agalias vd. (2005) calismasinda, Olea europea yapraklarinin dort ana bileseni
oleuropein, elenolik asit, hidroksitirozol ve tirozol, kaynar su ekstraksiyonu (dekoksiyon)
ve organik ¢ozicl ekstraksiyonu sonrast LC-MS ile belirlenip, HPLC-DAD sistemi ile
tayin edilmistir. Hidroksitirozol ve tirozol LC-MS sisteminde etkin sinyal vermemis ve
DAD dedektor ile tayin edilmistir. Oleuropein (m/z 539) ve elenolik asit (m/z 241) negatif
iyon modunda ¢alisilmistir. HPLC-DAD ters faz sivi kromatografi sisteminde, mobil faz
olarak 0,05M amonyum asetat tamponu (asetik asitle pH 5’e getirilmis) ve MeCN ile
ImL/dk. akis hizli gradient eliisyon programi uygulanilarak kullanilmigtir. C8 (250x4.0
mm LD., 5 um) kolon ile, 240 ve 280 nm dalga boylarinda, 40 °C’de ¢alisilmistir. LC-
MS sisteminde, triple kuadropol kitle spektrometresi (TPQ), APl 2 kaynak ile
elektrospray iyonizasyon ve C18 (2.1x150mm L.D., 3.5 um) analitik kolon kullanilmustir.
Farkli zeytin yaprag: 6rneklerinde; 50 gram taze yapraktan 250 ml su ile ekstraksiyon
sonrasi, oleuropein 11,8-121,9mg, hidrositirozol 0,6-23,9mg, tirozol 0,4-20,5mg ve
elenolik asit 0-33,1 mg araliginda tayin edilmistir. Oleuropein igin geri kazanim, sicak su
ekstraksiyonunda (dekoksiyon) % 34,8 MeOH ile ¢oziicl ekstraksiyonunda % 30,2 ve

aseton icin % 37,7 olarak bulunmustur.

Pek ¢ok aga¢ ve bitki tiiriinde mevcut polifenollerin, saglik diizenleyici ve antioksidan
etkisi bilinmekte ve ilgi ¢ekmektedir. Proestos vd. (2006) yaptiklari ¢alismada
Verbenaceae, Lamiaceae, Oleceae ailesine ait bes bitki tiiriinde fenolik kompozisyon,
HPLC, GC-MS sistemleri ile belirlenmistir. GC-MS sisteminde ugucu olmayan ve termal
bozunabilir bilesikler N,O-bis (trimetilsilil) trifloroasetamid iceren trimetilklorosilan ile
tarevlendirilip, ugucu trimetilsilil tirevlerine doniistiiriilerek analizlenmistir. Bitkilerden
fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda % 62,5 MeOH kullanilmistir. MeOH’iin koruyucu
rolii vardir ve fenoloksidaz gibi enzimler tarafindan yiikseltgenerek (okside olarak)
fenolik bilesikleri korudugu diistiniilmektedir. HPLC analizi 6ncesi, bagli formda

bulunan 6nemli bir fraksiyonu olusturan glikozit veya esterlerin hidrolizi gereklidir.
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Silva vd. (2006) calismasinda, Portekiz’e ait {i¢ farkli Olea europea tiriinde meyve,
cekirdek ve yaprak ornekleri, PDA dedektorlii HPLC ve kitle spektrometresi (MS) ile
analiz edilmistir. Baz1 polifenollerden verbaskozit, rutin, luteolin-7-glukozit, oleuropein
ve hidroksitirozol belirlenmistir. Ayrica zeytin ¢ekirdeginde HPLC-MS sistemi ile bir
sekoridoid olan niizhenit tanimlanmistir. Zeytin yapraginda ise temel sekoiridoid olan

oleuropein tespit edilmistir.

Japon-Lujan vd. (2008) yaptiklar1 ¢alismada zeytin bitkisinin farkli bélimlerinden elde
ettikleri ekstraktlardan, hidrofilik biyofenollerin tanimlanmasi ve miktar tayini
yapilmistir. Hedef biyofenollerin tanimlanmasi ve belirlenmesi i¢in sivi kromatografi-
tandem kiitle spektrometresi (LC/MS/MS) ile Gcli kuadropol (QQQ) kitle dedektori
kullanilmistir.  Elektrospray iyonizasyon ile negatif iyon modunda ¢alisiimistir.
Calismada hidroksitirozol, verbeskozit, luteolin-7-glikozit, apigenin-7-glikozit,
oleuropein, luteolin, apigenin ve diosmetin tayin edilirken, yaprak drneklerinde sadece
verbeskozit, luteolin-7-glukozit, apigenin-7-glikozit ve oleuropein belirlenmistir.

Fu vd. (2010) galismasinda, HPLC, ESI-TOF-MS ve iyon tuzakli tandem ESI-IT-MS?
gibi giiclii teknikler kullanilarak, zeytin yapragi ekstraktlarinda, fenolik bilesiklerin yap1
taramasi yapilmistir. Sistemlerde kii¢iik parcacik boyutlu C18 (1,8um) kolon kullanilmis
veyuksek ¢ozunurlik ile pek gok izomerin birbirinden ayrilarak yapisinin aydinlatilmasi
amaglanmistir.  Yapisal karakterizasyon ESI-TOF-MS ile yapilirken, parcalanma

{irinlerinin dogas1 ESI-IT-MS? sistemi tarafindan aydimlatilmistir.

Salah vd. (2012), Tunusta sekiz farkli Olea europea turinde yaptiklari ¢alismada, 1g
zeytin yapragt 20 ml, 70:30 (v/v) EtOH-su ¢oziicii sistemi ile ekstrakte edilmis, major
bilesen oleuropeinin HPLC ile miktar tayini ve EtOHIU ekstraktlarda toplam fenol,
toplam flavanoid, toplam antioksidan (DPPH, B-carotene ve FRAP) analizleri yapilmistir.
Arastirmacilar tarafindan ekstraksiyon verimi 28,33-46,00 toplam fenol 73,05 + 15,52-
144,19 + 10,27 mg GAE/g kuru madde, toplam flavanoid 56,57 £ 6,0- 125,64 + 3,36 mg
CE/g kuru madde, oleuropein miktar1 30,76 £2,64- 57,24 + 2,05 mg/g kuru yaprak,
toplam antioksidan 7,90 = 0,56-18,64 + 7,43 1Cso (ug/ml) ve 0,54 £+ 0,00-0,84 + 0,03
FRAP olarak verilmistir.
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Gentile ve Uccella (2014), Coratina zeytin bitkisi callus kulttrlerinden biyofenoller ile
sekoiridoid biyofenolleri ve bunlar arasindaki denge modellerini belirlemeye ¢alistiklar
calismada, temel biyofenoller olarak hidroksitirozol, tirozol, kafeik asit ve verbaskozit,
sekoiridoit biyofenol olarak oleuropein ve ligstrosit, bunlarla birlikte eser miktarda
oleurosit ve bu biyoaktif yapinin dimetil ve diglukosit formlari, HPLC-elektosprey
iyonizasyonlu kutle spektrometresi (HPLC-ESI-MS) birlesik sistemi kullanilarak
belirlenmistir. Ayni c¢alismada yapilarin pKa degerleri ve bag ayrisma entalpileride
(BDE) hesaplanmistir. pKa hesaplamalari i¢in Hammett tipi denklem, entalpi
hesaplamalari igin yar1 empirik metod PM3 ile kisith Hartree—Fock (UHF) uygulamalari
ile birlestirilmis ve geometri optimizasyonu i¢in konjlgat gradyan yontemi (Polak-
Ribiere algoritmasi) kullanilmigtir. Oleuropein igin pKa degerleri; aril 3-OH igin pKaz
9,70+0,10 ve 4-OH igin pKaz degeri 12,52 + 0,20 olarak hesaplanmistir. Arastirmacilar;
inceledikleri caligmalar i¢inde Furia vd. (2010), zeytin yapragindan oleuropeinin
potansiyometrik titrasyonla pKa degerlerini belirledikleri ¢alismanin sonuglarinda;
oleuropeinin hidroksitirozol-katekol yapisi nedeni ile hafif asidik oldugunu ve pKaj ve

pKaz degerlerinin sirasi ile 9,25; 13 bulundugunu belirtmislerdir.

2.6 Genel Kemometrik Uygulamalar

Ranalli vd. (2006), ¢alismasinda zeytin yapragindaki oleuropein i¢erigine sadece genetik
faktorlerin etkisi degil, ayn1 zamanda yapraklarin rengi ve yasi arasindaki iliski ve
ornekleme zamanmi da incelenmistir. Analizler i¢cin HRGC ve HPLC metodlar
gelistirilmis, bu metodlar arasinda dogrusal bir iliski oldugu belirlenmistir. italya’nin
farkli tiirlerine ait zeytin yapraklarindan katma degeri yiliksek bir molekiil olan
oleuropeinin geri kazanimi hedeflenmistir. Ayn1 zamanda oleuropeinin guglu biyoaktif
Ozelliklere sahip olan hidroksitirozole doniistiiriilmesinin 6nemli oldugu vurgulanmistir.
Yapilan deneysel calismalar, c¢esitli kemometrik yontemlerle (PCA, HCA, CART-

classification, regression tree) degerlendirilmistir.

Di Donna vd. (2010) ¢alismasinda, HPLC/ESTandemMS ile Olea europaea bitkisinden,
yeni fenolik bilesikler tespit edilmistir. Italya’da zeytin agaclarinin cesitleri arasinda ki,

farklilig1 ayirt etmek icin uygun isaretleyici yontem gelistirilmistir. Bes ¢esit (Carolea,

49



Cassanese, Coratina, Nocellara ve Leccino) ayrim icin uygun bulunmustur. Ug farkli
cografi bolgede (Rende, Mirto ve Spoleto, italya) yetistirilen Carolea numuneleri, olas1
farkliliklar1 degerlendirmek igin kontrol olarak ¢alisiimistir. Ug denetimli model tanima
prosedurd; lineer diskriminant analizi (LDA), yumusak bagimsiz smif benzetim
modelleme (SIMCA) ve K-en yakin komsu (KNN), bes ¢eside karsilik gelen bes grupta
ve U¢ Oretim alanina karsilik gelen U¢ grup Ornegi siiflandirmak ic¢in kullanilmistir.
Sonuglar, LDA ve SIMCA modellerinin, gesitler icin iyi tahmin yiizdesi verdigini, yani
sira yetistirme bolgelerinin gerceklestirilmesine de izin verdigini, oysa KNN modelinin,
en azindan bu calismada dikkate alinan zeytin agaclari icin, g¢esitlerde uygun bir

tahminleme yapamadigin1 gostermektedir.

Aouidi vd. (2012), yaptiklar1 ¢alismada zeytin yapragmin en O6nemli bilesigi olan
oleuropein, HPLC sistemine alternatif olarak mid-IR spektroskopisi ile analizlenmistir.
Tunus’a ait bes farkli zeytin tiiriinde (Chemlali, Chetoul, Meski, Sayali ve Zerrani)
oleuropein miktari tayin edilmistir. Kemometrik olarak drnekleri rastgele ayirmiglar, 73
ornek kalibrasyon seti i¢in, 32 6rnek validasyon seti i¢in kullanilmistir. PLS (partial least
squares) regresyon algoritmasi ile oleuropein miktari, referans verisi kullanilarak spektral
veri setleri korelasyonu yapilmistir. Sonuglar PLS metodun, oleuropein miktarinin
kantitatif tayini i¢in uygun bir model algoritmasi oldugunu, tahmini bagil hatasinin % 8,5,

en yiksek oleuropein miktarinin % 17,7 oldugu bildirilmistir.

2.7 Sivi Kromatografide Metod Gelistirme ve Optimizasyon

Kaufmann (1995) *in ¢alismasinda, kromatografik optimizasyon igin, cok degiskenli ti¢
adimli bir strateji agiklanmistir. Bu stratejinin ilk adimi bir 6ngérd yontemidir ve
baslangi¢taki ¢ozlicu secimini gerektiren zor bir asamadir. Bu asama, ¢ok boyutlu ¢ozici
ozelligi araliginda, hedef boOlgeyi amagclayan, literatiir bilgisine ve kesif adimlarina
dayanir. Stratejinin ikinci adiminda, hedeflenen arama alan1 pH, sicaklik, akis hiz1 gibi
sistem degiskenleri de dahil edilerek, ¢ok azaltilmis faktoriyel tasarim kullanilarak
tanimlanmustir. Stratejinin tiglincii ve son adiminda, faktoriyel tasarim stratejisi, optimum
kromatografik kosullarin etki alani i¢inde tahmine izin veren, kismi en kiigiik kareler

(PLS) modeli olusturmak i¢in kullanilmistir. Istatistiksel deneysel tasarim, calismalarin
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her bir adiminda {iretilen stratejilerin farkli asamalarinda kullanilmistir. Kullanilan
tasarimlar, azaltilmig fraksiyonel faktoriyel tasarim ve Plackett-Burman tasarimi,
CODEX vyaziliminda iretilmistir. Dogrusal olmayan haritalama uygulamasi,

MATLABda euclidean uzaklik fonksiyonu kullanilarak gelistirilmistir.

Analitik yontemin dayanikliligin - degerlendirilmesi, genellikle ileri dogrulama
(validasyon) icin gereklidir. Goga-Remont vd. (2000), yontem gelistirmenin erken
basamaklarinda saglamligi g6z Oniinde bulundurarak yapilan g¢alismalarin, 6nemli
hatalar1 ve is hacmini Onleyebilecegini bildirmistir. Bu ¢alisma, optimizasyon yazilimi
OSIRIS’in kullanicrya, yontem gelistirme prosesi siiresince yardimei olabilecegini ve bu
yazilimin saglamlig1 dikkate aldigini belirtmektedir. Analiz kosullarinin dayanikliligi,
optimizasyon prosedurti boyunca secicilik kadar iyi degerlendirilmistir. Bu optimizasyon
yazilimi, Onceden tahminlenen yorumsal metodlardan olusmaktadir ve parametre
boyutunda minimum sayida deneme kullanilarak, ilk ¢Ozlinenin alikonma noktasi
modellemesi ile optimum kosullar1 belirlemektedir. Bu kapsamda cevap fonksiyonunun
secimi calisilmistir. Bu cevap faktorl (Rs), analiz suresi, minimum c¢ozundrlik ve
saglamlik kriterleri ile birlikte dikkate alinmistir. Bu ii¢ kritere gore, optimum kosullarin
tanimlanmasi saglanmistir. HPLC sisteminde yontem gelistirme ¢aligmalari sirasinda,
birden fazla esik yaklagimi beklenmedik sonuglara yol agmaktadir. Cok 6lgiitlii cevap
fonksiyonu, Derringer’in desirability fonksiyonu gibi olduk¢a uygun fonksiyonlarla,
hedef degerleri 1yi tanimlanmis degiskenlerle uygun pareto ¢oziimler sunmaktadir. Bu
caligma ile Desirability fonksiyonu ile ¢oklu esik yaklasimi: (Multiple Threshold

Approach) karsilastirilmis, her iki yontemin avantaj ve dezavantajlart degerlendirilmistir.

Cela vd. (2003) evrimsel algoritmalar (EA) kullanarak yapilan gok amagli optimizasyon
calismasinin, analitik kimyada kromatografi alaninda, ters faz yiksek performansli sivi
kromatografisinde (HPLC) gradient ayirim igin gelistirilen, ilk otomatik optimizasyon
modeli oldugunu bildirmistir. Bu yeni yaklasimin, optimizasyon prosesinde
kromatografik amagclarin kolay ve direkt tanimlanmasina izin verdigi ve tek tarafli
optimum c¢o6ziimleri degil, baskin olmayan kalabalik 6n pareto ¢oziimleri sagladig
vurgulanmistir. BOylece artik otomatik optimizasyonun, son yillarda kromatografik kalite

degerlendirmesine esas olan kromatografik cevap fonksiyonlar1 (CRF'ler) kullaniminm
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gerektirdigi belirtilmistir. Bu ¢aligmada, optimizasyon prosesinin temel adimlari ve
evrimsel algoritma i¢in yeni baglatma modlarini igeren yeni araglar1 sunulmustur. Endise
verici onbir ilag kalintisinin ayrimi, bu yeni yaklasimda pratik avantajlar1 ve c¢alisma
prosediirlerini gostermek i¢in 6rnek olay ve veri seti olarak kullanilmistir. Arastirmacilar
tarafindan, HPLC ayiriminin tam otomatik ¢ok amacli optimizasyonu sirasinda
kullandiklar1, yeni gucli kemometrik araglarla, kromatografi laboratuvari donaniminin

gelistirilebilir oldugu gosterilmistir.

Petkovska vd. (2008) ¢alismasinda, Hizli Cozlnirlik Ters Faz Yiiksek Performans Sivi
Kromatografi (RR RP-HPLC) yontemi gelistirilmis ve atorvastatinin ile yedi adet iligkili
bilesigin eszamanli belirlenmesi, valide edilmistir. Optimizasyon (tam faktoryel 32
tasarim) ve dayaniklilik (robustness) testi sirasinda, deneysel tasarim yontemi (merkezi
kompozit tasarim) kullanilmistir. Yontem, bir dikdortgen tasarim icin iki faktorlt bir
polinomal kullanan, ayirma giicii (Rs) modellemesine dayanmaktadir. Bir segim Kriteri
olarak, bireysel Rs degerlerinin en az elde edilen degeri olan 2,5 kullanilmistir. Cesitli
organik faz varyasyonlarinda, her biri ti¢ farkli seviyede olacak sekilde, gradient eliisyon
(x1) ve gradient suresi (x2), belirlenen iki faktor olarak arastirilmistir. Dokuz deney
yapilmig ve tiim ardisik tepe ciftlerinin Rs degerleri hesaplanmistir. Optimum kosullar
belirlenen kromatografik analizde, mobil faz olarak pH 3.5 fosfat tamponu ve % 10 (v/v)
tetrahidrofuran (THF) organik modifiyeri iceren MeCN karigimi ile C18 analitik kolon
kullanilmistir. Deneysel tasarim sonrasi belirlenen model denkleminde, hizli ¢oztiniirliik
Uzerinde; THF yuzdesinin nispeten kiigiik bir etkiye sahip oldugu, gradient zaman
artisinin Rs degerini azalttigi, gradient ellisyon siiresince organik fazin artisinin pikler
arasindaki ¢Oziiniirligii azalttig1 belirlenmistir. Sonug olarak cevap ylizeyi metodunun,
tiim faktorler igin uygun oldugu, analizlerle teyit edilmistir. Calismada, Rsile belirlenen
degerler bagimli degisken olarak kullanilip, CRF bagimsiz degiskeni i¢in 16 noktali
tasarim yapilmis ve optimizasyon kosullari iyilestirilmistir. Model (ANOVA) varyans
analizi ile valide edilmistir. Arastirmacilar tarafindan metodun; basit, hizli, impdrite
belirlemeleri igin giiclii, kabul edilebilir bir dogrusallik, dogruluk, kesinlik ve segicilik
sagladig belirtilmistir.
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Al-Bakain vd. (2011), iki boyutlu kromatografik sistemlerin tasarimi ve iki ayirim
arasindaki en yiiksek ortagonalite beklendigi zaman fazli sistemin segiciligi birincil
endise kaynag1 oldugunu ve ortagonalitenin derecesini dlgmek icin, cesitli istatistik ve
geometrik kriter kullanilabilecegini belirtmistir. Bu calismada sekiz aday kriter
karsilastirmasi yapilmistir. Herbir kriter arasindaki iligki ve pH, sabit faz, organik
modifiyer gibi faktorlerin etkisinin 6nemi, varyans analizi (ANOVA) ile
degerlendirilmistir. Deneysel olarak, genis bir aralikta fizikokimyasal 6zelliklere sahip
biyolojik ve/veya cevresel numunelerden (asidik, bazik ve notral pKa, molekiler kdtle,
hidrofobisite logP gibi) olusan, 32 kromatografik sistemlik bir set, ayn1 cins gradient
kosulda, 63 derinlemesine ¢6ziim ile degerlendirilmistir. Her bir kromatografik sistem;
sabit fazin (8 farkl silika veya dolgu kimyasali ile kapli) dogasi, mobil fazin sulu fazinin
pH degeri (2.5 veya 7.0) ve organik modifiyerin (MeCN ve MeOH) dogasi ile
tanimlanmistir. Kromatografik sistemlerin 496 giftinin ortagonalitesi degerlendirilmis ve
sekiz farkli yaklagimla siralanmistir. Bu yaklagimlar: ti¢ korelasyon katsayist (Pearson,
Spearman ve Kendall), iki geometrik kriter, iki boyutlu ayirma alaninin yorumsal
tanimlanmasi, Slonecker bilgilendirme benzerligi, normalize edilen alikonma
zamanlarmin arasindaki serbestligin iki chi-square (ki-tistiki sinamast: dlgiilen siklik
dagiliminin kuramsal dagilima uygunluk derecesini belirlemek Uzere Karl Pearson
tarafindan Onerilmistir. Istatistikte her degiskenin olgiilen ve beklenen degerleri
arasindaki farkin karesinin beklenen degere boliimiinlin  toplami1) istatistigidir.
Aragtirmacilar; Kendall korelasyon katsayisinin, tim deneysel faktorler igin ylksek
duyarlilik sergiledigini ve ANOVA’ya gore ortagonallik i¢in en iyi 6lgim oldugunu
belirtmistir. Ortagonaliteyi etkileyen faktorler karsilastirildiginda, mobil fazin pH degeri
secicilik Gzerinde en yuksek etkiye sahip oldugu, bunu kolon sabit fazinin tiirli ve organik

modifiyerin izledigi vurgulanmistir.

Raki¢ vd. (2013) ¢alismasinda, (DoE) metodolojik deney tasarimi kullanarak hidrofilik
etkilesim s1v1 kromatografisi (HILIC) igin, metod gelistirme stratejisi sunulmustur. Coklu
esik tasarimi yaklagimi uygulanarak, ayni anda ti¢ optimizasyon hedefi elde edilmistir. Es
zamanli optimizasyonun amaci analiz edilen maddelerin yeterli derecede ayrilmasi, en
kisa analiz slresi ve elde edilen optimum degerlerin maksimum saglamligidir

(robustness). Sonucta, optimal ayirim sartlar1 sistem (grid) noktasi taramasi ile
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saglanmistir. Bu ¢alisma ile arastirmacilar kompleks karigimlarin hidrofilik etkilesim sivi
kromatografisi (HILIC) ile ayrilmasi i¢in ¢ok amagli optimizasyon ¢alismasinin
uygunlugunu vurgulamistir. Se¢ilen model karisiminda, psikotropik ilaglardan klozapin,
tiyoridazin, sulpirid, feniramin ve lamotrijin bulunmaktadir. Mobil faz kompozisyonu ile
ilgili ¢ faktor, MeCN igerigi, su fazinin pH degisimi ve amonyum asetat konsantrasyonu,
bagimli degiskenler olarak belirlenmis ve hedeflere ulagsmak icin optimize edilmistir. Bu
yontem metod gelistirmenin dogrulama asamasinda basarisizlik riski diisiik olan,
guvenilir bir onaylama (validasyon) safhasi sunar. On arastirmalarda bos silika kolon
duragan faz olarak kullanilmis, mobil faz bilesiminde MeCN miktar1 yiiksek oranlarda,
su miktar1 ise diisiik oranlarda tutularak amonyum asetat tamponu uygulanmis ve asetik
asit ile pH ayarlamasi yapilmistir. Box-Behnken deney tasarimi uygulanmis, cevap
degiskeni olarak; her bir ila¢ etken maddesinin alikonma faktorleri (ki-Ks) ve
kromatogramda son iki tur icin segicilik faktorl (oss = ks/ks) kullanilmistir. BUtin
bagimli degiskenler i¢in es zamanli optimizasyon, ¢oklu egim yaklagimiyla, sistem (grid)
noktas1 taramasi ile elde edilmistir. Model denklemleri olusturularak, her iki model de
tatmin edici R? ile karakterize edilmis ve diizeltilmis R? (0.9) degerleri de yiiksek
bulunmustur. Bu yiizden tasarim yuzeyinin optimizasyon icin kullanilabilir oldugu
belirtilmistir. Optimum ayirim kosullari, MeCN igerigi % 83, su fazinda amonyum asetat
igerigi 14 mM ve pH 3.5 olarak belirlenip, deneysel olarak teyit edilmistir.

2.8 Metod Gelistirmede Ayirma Giicii (R) Yerine, Yeni Kromatografik Cevap
Faktoru (CRF) Uygulamalari

Duarte ve Duarte (2010), calismasinda kompleks organik karisimlarin yani farkl
kaynaklardan (atmosferik, sulu ve karasal) gelen dogal organik maddelerin, molekiler
boyuttaki dagilimimin belirlenmesi igin diizenlenen, optimal kromatografik ayrim
protokolleri hedeflenerek, yeni bir kromatografik cevap fonksiyonu sunulmustur.
Onerilen CRF’nin, asimetrik ve iist iiste binmis pikler ile bilinmeyen cozeltilerin
karisimlarina uygulanabilir oldugu (pik ¢iftlerinin yiksek esitsizlikteki alanlarinin ayrim
stireclerinin tanimlanmasinda iyi bir yeterlilikte oldugu) belirtilmistir. Gelistirilen CRF
fonksiyonunun performansi, simiile kromatogramlar kullanilarak, var olan bir yanit

fonksiyonu ile karsilagtirilmistir. Yeni fonksiyonun kapasitesini tanimlamak i¢in farkl
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kromatografik sartlar altinda, ulastigi ¢6zunUrlik derecesi, iki seviyeli tam faktoriyel
tasarim yolu ile farkli organik bilesiklerin gesitli boyut-eleme kromatografisi (size-
exclusion chromatography) calismalar1 sayesinde belirlenmistir. Arastirmacilar bu
fonksiyonun, mobil faz kompozisyonu (pH, iyonik kuvvet ve organik modifiyer
konsantrasyonu) ve instriimental degiskenlerin (akis hiz1) es zamanli optimizasyonu i¢in

giivenilir bir alternatif yontem oldugunu kanitlamistir.

Stojanovic vd. (2011), calismas: yeni bir kromatografik cevap fonksiyonunun (Ncrr)
tasarlanmasi ve optimizasyon stratejilerinin kullanimi i¢in Onerilmistir. Ncrr
fonksiyonunun kapasitesi ve genel Kkalitesinin, diger iki objektif (CRF ve CEF)
fonksiyona gore daha dogru ve giivenilir sonuglar verdigi kanitlanmistir. Yeni CRF
fonksiyonu ayirma ve zaman terimi tahmini kavramlarini gelistirmistir. Bu durumun
kromatogramdaki tiim 6nemli defektleri, 6rnegin iist iiste gelmis veya asimetrik pik
gorindmleri, uzatilmis eliisyon zamani (¢ok uzun analiz siiresi) gibi durumlarin
herbirinin agirlikli etkisini ve 6nemini yansittig1 arastirmacilar tarafindan bildirilmistir.
Raloksifen ve dort impiiritesinin sivi kromatografi ile ayirimi icin (CCD) merkezi
kompozit tasarimi se¢ilmis ve deneysel tasarimda sistemin ¢ikis degiskeni olarak yeni
CRF fonksiyonu kullanilmistir. Bu fonksiyonun, ayirma sartlarinin belirlenmesinde
yonlendirici ve karisim davranislari (zerinde etkili olan, segilmis kromatografik
parametrelerin (mobil fazdaki MeCN igerigi, su fazinda sodyum dodesil siilfat
konsantrasyonu, mobil fazin pH’1 ve kolon sicakligl) kompleks etkilesimleri iizerinde

s0z sahibi oldugu gosterilmistir.

Matos vd. (2012) calismasinda, yeni esnek kromatografik cevap fonksiyonlar: (CRF),
(DCRFy) tek boyutlu ve (DCRFf 2D) iki boyutlu kromatografi igin kompleks
numunelerin tek hedefi olmayan kromatografik analizinde, ayirmanin kalite indeksi
tahmini igin test edilmis ve One siiriilmiistiir. Daha 6nceden denenmis fonksiyonlara
dayali bu fonksiyonlarin (¢ kesin kriteri vardir; Kromatografik piklerin sayisi,
kromatografik aymrimin derecesi ve analize harcanan zaman. Ancak bu fonksiyonun,
mevcut fonksiyonlara benzememekte ve farkli oldugu vurgulanmistir. DCRF
fonksiyonlar1, kesin tartimlara ve Kriterleri ayarlayacak ve dizenleyecek analistlere

ihtiyag duyar. Ozel ilgi gésterilen durum, analizde bosa giden zaman igin bunu telafi eden
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zaman kazandiran kriterlerdir ve kromatografik sistemler zamana bagl uygulamalara izin
vermektedir. Cevap fonksiyonlarinin gelistirilmesine dayali stratejilerin esnekligi ve
performansi, farkli kromatografik senaryolarla ve ¢esitli uygulama olasiliklar1 da simiile
edilmis kromatogramlar kullanilarak test edilmistir. Bu yeni kromatografik cevap
fonksiyonu, kromatografik optimizasyonlarda ki gercek problemler i¢in agirlik kavramini
iceren uygun kriterlerde, esnek stratejiler sunmaktadir. Esneklik; yeni CRF’nin
saglamligini test etmeyi Ve her bir kriterin ayr1 ayri uygunlugunu kontrol ederek, farkl
senaryolar1 6lgmeyi saglamaktadir. Logaritmik agirlikli zaman tasarrufu kriteri icin
baslangigta, uygulamalarin tam araligi igin guvenilir sonuglar elde edilmesi
saglanmalidir. Aragtirmacilar yeni agirlikli ve esnek CRF yi, 1D ve 2D simiile edilmis
kromatogramlarla eslesen, 15 farkli optimizasyon senaryosunu dikkate alarak, eslesen en
uygun kromatografik optimizasyonun, en yiiksek olasilikli durumlari kullanilarak test
edilmistir. DCRF fonksiyonunun, basariyla uygulandigi, agirliklari  farkl
kombinasyonlara kolayca adapte oldugu ve her kritere vyeterli cevap verdigi

kanitlanmustir.

2.9 Metod Gelistirmede Alilkonma Modeli Uygulamalari

Gritti ve Felinger’in ¢alismalari literatiirde preparatif kromatografide asiri yiikleme
sorunlar1 ve dogrusal ¢6ziicii giicii modeli-linear solvent strength model (LSSM) ile genel
adsorpsiyon modelinin bir arada diisliniildigi az sayidaki c¢alismanin temelini
olusturmaktadir. Gritti vd. (2003) yilinda yaptiklari calismalarinda, fenolin asiri
yiiklenmis band profilleri C18 kolonda gradient eliisyon sartlarda 6l¢iilmiistiir. Mobil faz
olarakMeOH-su karisimi kullanilmistir. Organik modifiyer MeOH hacim oran1 0-0,5
arasinda degistirilmistir. Genel adsorpsiyon modelinde, fenol adsorpsiyonun miktart g*,
konsantrasyonu C ve mobil fazin organik modifiyerinin kompozisyonu ¢ ile ifade
edilmistir. Empirik modeller, daha 6nce ki frontal analiz (FA) ve karakteristik nokta ile
frontal analiz ¢aligmalarina dayandirilarak tiiretilmistir. Buna gére genel model, izokratik
olmayan kosullar i¢in Bilangmuir modelin basit, heterojen, genisletilmis hali olmustur.
Dogrusal ¢oziicii giicii modeli (LSSM)’nin diisiik enerjili bolgesi izlenmis, ama yuksek
enerjili bolge izlenmemistir (Ki bu bolgenin ¢ ile doygunluk kapasitesi dogrusal

azalmaktadir). Genel model, gradient eliisyon kosullarinin band profillerinin deneysel ve
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simiile edilmis verilerinde, dogrusal ve dogrusal olmayan kosullarda valide edilmistir.
Band profilleri kromatografinin denge-dagitim modeli ile sonlu farklar algoritmasi
kullanilarak hesaplanmistir. En iyi durum, gradient adimi (Ag) % 0-50 MeOH, gradient
zamani tg 20,25,30,40,60,80 ve 100 dakika kullanilarak gozlemlenmistir. Gradyan
adimlarin en iyi oldugu kosullarin %5 - 45 (tg = 25 dk), %5 -35 (t; = 50 dK), %5 - 25 (ig
=50 dk) ve % 5 - 15 (tg = 50 dKk) oldugu belirlenmistir.

Kamel ve Hadjmohammadi (2008) ¢alismasinda, dokuz klorofenol bilesiginin HPLC
ile ayirmminin ¢oziintirliik ve analiz zamaninin eszamanli optimizasyonu ig¢in, ¢oklu
dogrusal gradient eliisyon uygulanmistir. {lk iliski, herbir analit i¢in izokratik alikonma
zamani kullanilarak ¢’ya karst Ink’nin belirlenmesidir. Analitlerin gradient alikonma
zamanlarinin tahminlenmesi i¢in temel denklem niimerik olarak ¢6ziilmiistiir. Daha sonra
herbir yeni kosul altinda kromatogramlarin simiilasyonu yapilmis ve simulasyon igin,
grid tarama programi kullamlmistir. Iki farkli kromatografik amag hedeflenmistir. Analiz
stiresi ve bitisik komsu pikler arasindaki uzaklik amaglari, herbir pik i¢in Derringer
desirability (istenebilirlik) fonksiyonu kullanilarak degerlendirilmistir. Sigmoid
fonksiyonu desirability degerlerinin optimizasyon kriterlerine doniistiirtilmesi icin
kullanilmistir. Arastirmacilar tarafindan, optimum kosullar altinda kromatografik cevap
fonksiyonunun tahmini ve deneysel degerleri arasinda, 40 dk’dan kiiglk analiz stresi i¢in

uygun oldugu gozlenmistir.

HPLC de ¢oziinen maddenin alikonma davranislarinin tahminlenmesi igin, c¢esitli
alikonma modelleri gelistirilmis ve kabul edilmistir. Gradient eliisyonda alikonma
zamanlar1 basarili bir sekilde tahmin edilebilir olsada, eliie edilen piklerin teorik plaka
sayist, komsu pikler arasinda ¢ozliniirliik ve asimetri faktorleri gibi temel parametrelerin
tahminlenmesi zordur. Snyder alikonma modeli, izokratik ve gradient sartlarda alikonma
davranigini tahmin etmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir modeldir. Ancak mobil fazda
kullanilan organik modifiyerin nispeten kiiclik miktarlarinda, ¢oziinenin alikonma
davraniglarin1 yakindan izleyememek gibi kritik kusuru bulunmaktadir. Bu durum,
alikonma faktoriiniin logaritmik degeri ve mobil fazdaki organik modifiyerin hacimsel
orani arasinda ki dogrusal olmayan iliskinin sonucudur. Bu eksikligin iistesinden gelmek

icin modifiye edilmis alikonma modeli birgok dogrusal gradient sartin alikonma
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zamaninin tahminlenmesi i¢in benimsenmistir. Herhangi bir gradient kosulunun igine
ayrik adim gradient sartlar1 (discrete step gradient) yerlestirilmis bir niimerik metod,
gradient eliisyonun alikonma zamanlarinin tahminlenmesi i¢in 6nerilmistir Model, gercek
(elde edilen gradient profilleri de dahil olmak (izere), dogrusal olmayan ve goklu dogrusal
gradient kosullar1 uygulamak i¢in uygundur. Arastirmada iki ¢esit organik modifiyer,
MeOH ile MeCN ve ¢ozilinen olarak dort adet piirin bilesigi kullanilmistir (Lee ve Row
2008).

Pappa-Louisi vd. (2008) ters faz sivi kromatografide gradient kosullar altinda organik
modifiyer konsantrasyonu ¢ ve sicaklik T etkisini birarada degerlendirdikleri
calismalarinda, T sabit ¢ gradienti ve ¢ sabit T gradienti durumlari, hem teorik hemde
deneysel gradient durumlarinda incelenmistir. iki yaklasim incelenmistir. ilk yaklasim
¢ozlinen Ornegin alikonma zamanmin tahmini, ¢Ozlnenin izokratik/izotermal
ozelliklerine dayanir. Ikinci yaklasim, 2D kromatografinin izokratik/T gradienti veya
izotermal/g gradienti, alikonma verisi i¢in uygun aikonma modelinin direkt
uygunlanmasina dayalidir. Bu yaklasimlar, alkilbenzenlerin MeCN eliisyon sistemlerinin
kullanildigi durumlarda test edilmistir. Arastirmacilar her iki yaklagimin onkosullar
altinda miikemmel sonuglar verdigini belirtmistir. Ancak ilk yaklasgimin T sabit ¢
gradienti, ¢ sabit T gradient gecis kosullarinin herhangi birinde alikonma zamaninin

tahminlenmesinde 6nemli avantaj sagladig1 agiklanmistir.

Nikitas vd. (2011) ¢alismasinda, ¢oklu dogrusal gradient eliisyonun temel denklemlerle
analitik ¢oziimii i¢in iki durum tiretilmistir. Organik modifiyerin (¢) hacim
fraksiyonunun logaritmik alikonma ¢6zimu (Ink) ile iliskisi oldugunda, durum ug
parametreli logaritmik ifadedir ve In k ile In ¢ arasinda basit dogrusal bir iliski oldugu
kabul edilir. Coklu dogrusal gradient kosullar altinda, alikonma zamani igin tlretilen
teorik ifadeler, gradient verilerinin uygunlanmasi icin turetilen basit algoritmalar1 ve
Ozellikle ¢ozlndrlik optimizasyonunu somutlastirir. PUrinler, pirimidinler ve nukleositler
arasindan secilen bilesiklerin MeCN ile modifiye edilmis eliisyon sisteminde, 16 model
karisimi kullanilarak performanslari incelenmistir. Alikonma davraniglarinin ¢oziimii ig¢in
basit logaritmik ifadeler olsa bile, In ¢ iizerine In k dogrusal bagimlilig1 kullanilarak

tahminlenen gradient alikonma zamaninin dogrulugu, oldukca yeterli bulunmustur.
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Nikitas vd. 2012 yaptiklar1 ¢aligmada, iyonlasabilen analitlerin alikonma zamani igin
dogrusal pH gradientine iligkin yeni ifadeleri (Kaliszan—Wiczling’s yaklasimlar1) gbzden
gecirmistir. 1/k ya kars1 pH grafigi i¢in ideal dogrusal pH gradient kosullarinin en iyi
modeli agiklanmistir. Burada k analitin alikonma faktoriidiir. Ancak gercek deneysel
kosullar altinda, ideal olmayan cesitli regresyon prosediirlerini 6rnegin pH gradient
profilinin dogrusalliktan sapmasi ve pK nin organik modifiyer zerindeki etkisi gibi
durumlar1 telafi etmek icin, modelin uygunlanma ve tahmin performansi, onun
yeteneklerine bagli oldugu bildirilmistir. Genel olarak incelenen tim modeller iyi bir
uygunlama ve tahmin performansi sergilemis ve en iyi modelin 1/k ya kars1 pH grafigi
icin cebirsel sigmoid fonksiyonuna dayandig: belirtilmistir. Arastirmacilar bu modelin
temel zayifliginin -gradient eliisyonun temel denklemlerinin ¢éziimiine dayali bu model
kadar iyi olan tiim modellerde oldugu gibi- alikonma zamanini veren ifadelerin oldukca
karmasik oldugunu bildirmistir. Alikonma zamani programlanmis gradient zamanla
belirlenen durumlarda, basit dogrusal modeller kullanilarak bu zayifligin {stesinden

gelinir. Bu modeldeki gradient eklemeleri de olumsuzluklardan etkilenmemektedir.

Fasoula vd. 2013 calismasinda; ters faz sivi kromatografisinde organik modifiyer
geadienti boyunca, iyonlasabilen analitlerin alikonma zamanina, mobil faz pH’inin etkisi
calisilmistir. Herhangi bir sabit pH’da bulunan organik modifiyerli mobil fazin gradient
kosullar altinda, ¢oziinenin alikonma tahmini i¢in iki yaklasim incelenmistir. Birinci
yaklasimda monoprotik asit/bazlar ig¢in dogrusal organik modifiyer gradientinde, belirli
varsayimlar altinda temel denklemin analitik ¢oziimii onerilmistir. Ikinci yaklasim,
gradient alikonma verilerinin degerlendirilmesinden kaynaklanan bir ampirik modele
dayanmaktadir. Her iki yaklasimda basarili bir sekilde uygulanarak, 16 OPA tlrevli
amino asitin verilerinden elde edilen 19 adet basit tekli-dogrusal organik modifiyer
gradient ¢alismasinin modellenmesinde, iki farkli MeCN igerigi ve farkli mobil faz pH’1
ile farkli gradient siirecleri tanimlanmistir. Burada amino asitler zayif monoprotik asit
gibi davranmistir. Bu calisma ayni zamanda, iyonlasabilen bilesiklerin gradient ayirimini

optimize etmek i¢gin givenilir bir yontem saglamaktadir.
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3. KURAMSAL TEMELLER

3.1 Olea Europaea L. Bitkisinin Ozellikleri ve Polifenolik Yapilar

Zeytin bitkisi diinyadaki en dayanikli agaglardandir. Yaprag asirlardir yeryiiziinde
yetistigi tiim bolgelerde halk tarafindan cesitli hastaliklarin geleneksel tedavilerinde
kullanilmaktadir. Oleaceae ailesi veya dikotiledonlarin sinifina ait yaprak déken agaglar
ve calilar dahil olmak Uzere yaklasik 30 cins igerir ve zeytin agact ve akrabalarinin
smiflandirilmis 600 tOrd bulunmaktadir. Oleaceae ailesi, Fontanesieae, Forsythieae,

Jasmineae, Myxopyreae ve Oleeae gibi ¢esitli cinslere ayrilmistir.

Bu familya diinyanin tropik, sub-tropikal ve iliman bolgeleride dahil olmak Uzere
Antarktika hari¢ tiim kitalarina yayilmistir. Oleaceae Asya’da ve Malezyanin 6zellikle
tropik ve 1liman bdlgelerinde en iyi sekilde yetisir. Olea’nin kokeninin; Yunanca "elaia"
ve Latince "oleum" kelimelerinden tiiredigi diisiiniilmektedir. Olea tiirii farkli cinsler
icermesine karsi Olea europaea L. cinsi Olea familyasinin en popiiler tyesidir. Gida
olarak kullanilir ve Akdeniz bolgesinde bulunan tek cinsdir. Zeytin agaclari normalde
Dogu Akdeniz havzasi kiy1 bolgelerinde, Akdeniz bitisik kiyr alanlari, Hazar Denizi nin
glneyinde, iranin kuzeyi, Bat1 Asya ve Kuzey Afrika'nin giiney ucunda yayilim gosterir
(Hashmi vd. 2015).

(Olea europaea L.)’nin anavatani, Giineydogu Anadolu Boélgesi’ni de igine alan Yukari
Mezopotamya ve Giiney On Asya ile Mardin, Hatay, Suriye, Filistin ve Kibris adasimi
icerisine alan bolge olarak kabul edilmektedir (Sekil 3.1) (Anonim 2013). Bir Akdeniz
bitkisi olan zeytin, anavatanindan Yunanistan, italya ve Ispanya’ya adalar yoluyla

gecmistir ve Akdeniz iilkelerinin tamaminda yetistirilmektedir (Anonim 2015).

Diinya genelinde 10 milyon hektarin iizerinde zeytinlik mevcuttur ve bu zeytinliklerin
%095’inden fazlas1 Akdeniz tilkelerindedir. 7 kitanin 6’sinda ve yaklasik 25 iilkede zeytin
{iretimi yapilmaktadir. Ispanya, 2,5 milyon hektar ile diinya zeytin iiretim alaninin

%24,3iinii sinirlar1 icerisinde bulundurmaktadir. Ispanya’y1 %17,7 ile Tunus, %11,1 ile
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Italya ve %9,0 ile de Yunanistan izlemektedir. Ttrkiye, % 8 ile diinya zeytin iiretim alani

bakimindan 6. sirada yer almaktadir.

Sekil 3.1 Zeytin iiretiminin yayilist (Anonim 2013)

Tiirkiye’de, zeytin {iretim alani, 2004 yilindan bu yana diizenli olarak artig gostermistir.
2004 yilinda toplam zeytin dikili alan 633.000 ha iken, 2013 yilinda bu deger %30
oraninda artarak 825.830 hektara ulagmistir (Sekil 3.2).

1. Ege, 2. Marmara, 3. Akdeniz, 4. Gineydogu Anadolu, 5. Karadeniz)

Sekil 3.2 Tiirkiye’de yogunluguna gore zeytin dikili alanlar

Zeytin {iretiminde lider iilke konumunda olan Ispanya’da, dikili alanlar nispeten istikrarli
bir seyir izlemis ve gegtigimiz on yil icerisinde fazla bir degisim gostermemistir. Zeytin
dikili alanlarin son 10 yildaki gelisimine bakildiginda, en fazla alan artisinin Fas ve
Cezayir’de oldugu goriilmektedir. Diinyanin en fazla zeytin dikili alanina sahip ikinci

tilkesi Tunus ve daha az alana sahip Libya da hesaba katildiginda Kuzey Afrika
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iilkelerinin, diinya zeytin dikili alanlarinin %32’sine sahip oldugu goriilmektedir

(Anonim 2015).

Zeytin agacinin meyvesi zeytin, son derece aci bir tada sahip oldugundan meyve olarak
kullanilmaz ve meyve suyu olarak betimleyebilecegimiz zeytinyagi ve islem gormiis
sofralik zeytin olarak tiiketilir. Zeytin iiretim miktar1 bakimindan 6nde gelen {ilkeler;
Ispanya, italya, Yunanistan ve Tiirkiye’dir. En fazla zeytin dikili alana sahip olan Ispanya,
diinya zeytin iiretimi bakimindan da 1. sirada yer almakta, diinya iiretiminin %38,6’s1n1
tek basina karsilamaktadir. Zeytin sektoriinii, yillik % 90°lik tiretim ile zeytinyag1 pazari
belirler. Bu pazarda en énemli pay1 en biiyiik iiretim ve ticaret hacmi ile Ispanya almakta
ve onu Akdeniz Bélgesi iilkeleri ile Israil ve Filistin izlemektedir. Akdeniz Bolgesinde
Ispanyadan sonra, italya, Fransa Yunanistan ve Tiirkiye diger iireticilerdir (Dogaka,
2015).

Olea europaea L. Bitkisinin Sistematikteki Yeri

Bolum : Spermatophyta

Altbolim : Angiospermae

Simif : Dicotyledones

Altsinif  : Sympetalae

Takim : Contortae (Gentianales)

Familya : Oleaceae

Cins :Olea L.

Tar : Olea europaea L. (Tanker vd. 2004)

Olea L. cinsinin genel dzellikleri:

Yaprak dokmeyen agaclar veya calilar, dallar; enine keside yuvarlak veya 4 koseli;
yapraklar; basit, lanseolat-obovat, derimsi, dal iizerinde karsilikl1 olarak dizilisli; ¢igekler
hermafrodit veya poligamorf; kaliks 4 disli, kisa; korolla kisa, tiip seklinde ve 4 loblu,
stamenler petallere yapisik ve loblardan kisa; filamentler kisa, anterler genis; meyve

yuvarlaga yakin veya oblong sekilli (Davis 1978).
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Olea europaea bitkisinin genel 6zellikleri:

10-15 m boyunda, genis tacli, gévdesi ¢ogunlukla bogumlu, dallart dikensiz agag, 2-5 m
boyunda, dallar1 sik ve dikenli olan ¢al1, yapraklar hemen hemen sapsiz, lanseolat veya
obovat, 8-86 x 4-24 mm boyunda, mukronat tepelerde koyu yesil ve tiiysiiz, alt kisimlarda
glimiistimsii gri renkte, ¢igek durumu panikula ve yapraklardan daha kisa, gigekler beyaz
renkli, guzel kokulu ve 3-4 mm boyunda, meyva, yuvarlaga yakin veya oblong sekilli, 6-
40 x 5-25 mm boyunda, olgunken siyah, kahverengimsi yesil veya nadiren fildisi-beyaz

renkli drupa, bitkinin ciceklenme zamani mayis ayidir (Davis 1978).

Sekil 3.3 Olea europaea bitkisi yaprak, cicek ve meyve goruntleri

Tiirkiye Florasi’nda tek Olea tlru ve bu tiirlin iki varyetesi kayitlidir. Bunlar:

1. Olea europaea L. var. europaea Zhukovsky (Syn: Olea europaea L. var. sativa Lehr,
Olea sativa Hoffmanns. & Link )

2. Olea europaea L. var. sylvestris (Miller) Lehr. (Syn: Olea sylvestris Miller, Olea
europaea L. var. oleaster ( Hoffmanns. & Link ) DC.)

Bu varyetelerin Tirkiye’deki yayilimi:

Olea europaea L. var. europaea Zhukovsky: Marmara Bolgesi, Dogu Karadeniz,

Ege Bolgesi, Akdeniz Bolgesi, Gliney Dogu Anadolu

Olea europaea L. var. sylvestris (Miller) Lehr.: Marmara Bolgesi, Dogu Karadeniz, Ege
Bolgesi, Akdeniz Boélgesi (Davis 1978).

Bitkilerin tiim boliimlerinde bulunan fenolik bilesiklerin; anti-mikrobiyal, anti-
enflamatuar, anti-artherogenik, anti-alerjik, antioksidan, anti-trombotik, anti-kanser,
kardio, vazodilator etki ve benzeri fizyolojik 6zellikleri genis bir yelpazede sergiledikleri
gosterilmistir. Bu ilging bilesenleri dogal matrislerden elde etme olasiligi, onlarin

ekstraksiyon basamaklarinin énemini artirir. Genellikle atik olarak kullanilan bu dogal
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urunlerin, gida sanayi, kozmetik sanayi yan uriinleri i¢in kullanilir olmasini saglamak,

atik degerlendirilmesi agisindan da 6nemlidir (Abaza vd. 2015).

Bitkisel kaynakli polifenoller potansiyel antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri nedeni
ile 6nemli derecede ilgi cekerler. Tiiketicilerin kimyasal koruyucu maddelerin saglik
acisindan olumsuz etkileri konusundaki goriisleri, gida sektoriiniin uzun raf Omri
beklentileri, kimyasal olarak sentezlenmis katki madddelerinin yerini dogal alternatiflerin
almasina katki saglamistir. Bu amagla dogal kaynaklardan elde edilen polifenoller
konusundaki arastirmalarda artmistir. Pek cok bitki fenolik bilesiklerin miikemmel
kaynag1 olarak kabul edilir (Proestos vd. 2006). Bitki fenolikleri bir yada daha fazla
hidroksi siibtitiient tastyan aromatik bir halkaya sahip, aromatik ikincil metabolitlerdir.
Bu baglamda sozkonusu tanim tam olarak fenolikleri ifade edemeyebilir. Bu nedenle
metabolik kaynaga dayali bir tanim tercih edilir ve bitki fenolikleri, sikimat yolag1 ve
fenilproponoid metabolizmasindan tiiretilen maddeler olarak kabul edilir. Fenolik
maddelerin olusumuna yol agan metabolik yol izleri sekil 3.4’ de verilmistir (Proestos vd.
2006).

Fosfoenolpiruvat
o el
Sikimat yolag1 !

Fenilalanin

l

’ Sinnamat
| C BenzikAsitler

Fenilproponoit 4-kumarat

metabolizmasi l )
4-kumaryl-CoA

-

Flavanoidler

[ Karbonhidrat ]

Sekil 3.4 Fenolik bilesenlerin olusumunda izlenen metabolik yol izleri
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Zeytin bitkisinde bulunan fenolik bilesikler genel olarak polifenol olarak karakterize
edilirler, bu terim fenolik bilesiklerin polihidroksi tiirevleri olduklar1 diisiintildiigiinde
uygundur. Fenolik grup yada aromatik halkalar1 eksik sinnamik asit, elenolik asit, sikimik
asit ve kuinik asit gibi pek ¢ok bilesik metabolik tanima uyarlar ve ¢cogunlukla hidrofilik
yapidadirlar. Fenolik bilesiklerin amfibilik yapida olanlari, suyla gii¢lii bir sekilde
etkilesen hidrofilik ve suyla etkilesmeyen hidrofobik bir kisma sahiptir.

Bitki fenolikleri, temel fenolik iskelet yapilari ile baglantili karbon atomlarinin sayisi ile
farkedilebilir. Onbes temel grup halinde siniflandirilmistir. Zeytin bitkisinde, fenolik
bilesikler genis bir alana dagilmakla birlikte, basit fenolikler, benzoik asitler, sinnamik
asitler, flavanoidler ve iridoidler en 6nemli gruplar1 olusturmaktadir. Cizelge 3.1°de

zeytin bitkisindeki temel fenolik bilesikler siniflandirilmistir (Proestos vd. 2006).

Cizelge 3.1 Zeytin bitkisindeki temel bilesik siniflar

C Atomu Sayis1  Temel Iskelet Simif Ornek
7 Ce-C1 Benzoik Asitler p-hidroksibenzoik asit
Vanilik asit
Protokatesik asit
9 Ce-Cs Hidroksisinnamik Kafeik asit
asitler
15 Cs-Cs- Cs Flavonoidler Siyanidin
Antosiyaninler
Flavonoid glikozitler Rutin
Iridoidler Oleuropein
Ligstrosid
n - Ligninler
Taninler

3.1.1 Olea Europaea L. bitkisinde mevcut polifenolik yapilardan iridoitler ve
ozellikleri

Zeytin yapragi icerigi analiz edildiginde tespit edilen fenolik bilesiklerin baslicalari

sekoiridoidler, flavonoidler, fenolik asitler ve lignanlardir.
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Sekoiridoitler, siklopentanopiran halkasina sahip aci lezzetli monoterpen lakton olan
iridoitlerin, siklopentan halkasinin pargalanmasi ile olusmaktadir (Sekil 3.5). Oleaceae
familyasindaki sekoiridoitler ekzosiklik 8,9-olefinik bag tarafindan karakterize edilen,

elenolik asit ve glikoz kalintisinin kombinasyonu oleosid tiirevleridir.

Tridoit Selomidoit

Sekil 3.5 Iridoit ve sekoiridoit iskeletleri

Iridoitler bitkiler aleminde asagidaki siniflarda yaygindir.
1.Cornidae alt smifindan eczacilik bakimindan Onemli bitki familyalarindan,
Valerianaceae, Ericaceae, Gentianaceae, Loganiaceae, Menyanthaceae, Oleaceae ve
Rubiaceae.
2.Lamiidae (Tubiflorae) alt sinifindan Lamiaceae, Plantaginaceae ve Scrophulariaceae.
Iridoitler 3 alt sin1fa aynlmaktadir.

e Iridoit heterozitleri

e Sekoiridoit heterozitleri

e Heterozit olmayan iridoitler

Sekoiridoitler seklen iridoit heterozitlerinden meydana gelir. Iridoitlerin siklopentan
halkasindaki C-7 ve C-8 deki C-C baglar pargalanmistir. Sekoiridoit heterozitlerden
amarogentin, gentiopikrin ve oleuropein agik renkli, optikce aktif kristaller seklindedir.
Iridoit heterozitlerden farkli olarak suda kismen ¢dziiniir. Eczacilik bakimindan ilging
olan baz1 sekoiridoit heterozitlerden amorogentin, amarosverin ve oleuropein deki fenol,
karbonik asitler D-glukozla ester seklinde baghdir. Bitkisel bir ekstraktdaki iridoitlerin
varligi, Trim ve Hill renk reaktifi (bakir stilfatin diliie ¢ozeltisi ve HCI) ile teshis edilir.
Ince Tabaka Kromatografisi i¢in non-spesifik bir reaktif olan vanilin/H2SO4 kullanilir.

Bu tip bilesikler fenol reaktifleri ile reaksiyona girerek kromatografik olarak taninir veya
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fotometrik olarak miktar tayini yapilir. Yiiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC)
miktar tayininde genis 6l¢lide kullanilmaktadir (Tanker M).

Oleuropein Oleaceae, Gentianaceae, Cornaleae familyalarinda ve bunun yani sira diger
pek cok bitkide de bol miktarda bulunan sekoiridoit grubu bir bilesiktir. Oleuropein zeytin
yapraginda (60-90 mg/g yaprak) bulunan en dnemli fenolik bilesik olmakla birlikte,
ayrica zeytinyaglr ve meyvesinde, zeytinyagi iiretimi sirasinda ortaya ¢ikan atiklarda
(alperujo)da bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda zeytinyaginda oleuropein igeriginin
%0,005-2 arasinda degisiklik gosterdigi, alperujoda %0,87, zeytin meyvesinin
olgunluguna gore degismekle birlikte, en yliksek miktarin hi¢ olgunluga erismemis yesil
tirde %14 (kuru agirlik) ve zeytin yapraginda ise %1-14 arasinda oldugu belirlenmistir.

Oleuropein, molekuler olarak ¢ alt birimden olusmustur. Bu alt birimlerden birincisi,
polifenol yapisinda olan 4-(2-hidroksietil) benzen-1,2-diol (hidroksitirizol); ikinci alt
birim, elenolik asit ve tguncu alt birim de glikoz molekdludir. Hidroliz yoluyla aktif
metaboliti olan hidroksitirizole donlslr. Oleuropein reaktif oksijeni ve azot turlerini
uzaklastirmaktadir (Armutcu vd. 2011, Yildiz ve Uylaser 2011).

HYDROXYTYROSOL

" | Glucose
4 i OH

Elenolic
acid

4-(2-hydroxyethy1)
benzene-1.2-diol

o/ ELENOUIC ACID

Oleuropein
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Oleuropein (C25H32013), molekiiler agirligi 540.51 g/mol olan agik sar1 goriiniimli bir
fenolik bilesiktir.

OH

Oleuropein
Zeytin bitkisinin meyve kisminda oleuropeinin sadece glikozidik ttrevleri birikmesine
karsin yapraklarda dihidroksitrisol ve oleuropeinin glikozidik olmayan turevleri ve

dimetil yapilarida tespit edilmistir.

HO. HO
)@ P )@
HO COOCH; HO 0 COOH

= Ty
7 o) # ©
OH O—aqlukoz
Oleuropein aglikon Dimetil oleuropein

Oleaceae familyasindaki oleuropeinin biyosentezi, mevalonik asit {izerinden
gerceklesmektedir. Karbon iskeletini olusturan mevalonik asitin bir dizi reaksiyonu
sonucu; geraniol, 10-hidroksigeraniol ya da stereo izomeri 10-hidroksinerol ve iridodial
olugmaktadir. Bu bilesikler loganinin prekiirsorii olarak bilinmektedir. Sirasiyla
deoksiloganik asit, 7-epiloganik asit ve 7-ketologanik asit olusumundan sonra,
gerceklesen bir dizi doniisim sonucu oleuropeinin direk prekirsori olan ligstrosit
meydana gelmektedir. Deoksiloganik asit ve 7-ketolaganik arasindaki gergeklesen

dontigiimlerin  bitki tiiriine ve yilin belli zamanlarima goére degisiklik gosterdigi
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belirtilmektedir. Oleaceae familyasindaki oleuropeinin, Damtoft vd. (1992) tarafindan

ongorulen biyosentez yolu, sekil 3.6’da gosterilmistir.

OH o o on
HOOC —_-OH — —~_-OH
OH

Mevalonic acid Geraniol 10-Hydroxygeraniol
COOH CHO
= = ==
0 - [o) (@]
OH OH OH
Deoxyloganic acid Iridotrial Iridodial
aglucone
COOH COOH COOH
=% HO =X 0 =
(0] (o] — O
l
O-Glu O-Glu O-Glu
Glu-O0OC  COOMe HOOC COOMe COOH
| | 0
=
- -
0] 0]
O-Glu O-Glu O-Glu
7-p—1-D-glucopyranosyl Oleoside 11-methy! ester 8-Epikingisidic acid

11-methyl oleoside

40 R HO TR

0O-Glu
Ligustroside Oleuropein

Sekil 3.6 Oleaceae yapisinda bulunan oleoropein i¢in dnerilen biyosentetik yolagi
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3.1.2 Olea Europaea L. bitkisinde mevcut polifenolik yapilardan flavanoidler ve
ozellikleri

Fenolik bilesiklerden flavanoidlerin tanimlanmasinda, fenilpropanoid metabolizmasi ve
sikimat yolundan tiireyen bitki fenolleri dikkate alinarak metabolik orijine dayanan bir

tanmimlama tercih edilmektedir (Sekil 3.7).

0,
OH
Phenylalanine
lyase 3 —_—
MH,

Pl nylalanine O
Cinammic acid
{ . SJ

C e/

Stilbene
synthase

3 Malonyl
CoA
-

}l\ /
@ ;

Lignin n / Phenyl propamoid _ 3 Malonyl

\\t:.-\

Chalsene
symthase
Gz c.
Chalcone
n

Suberin, Cutin

Sekil 3.7 Fenilalaninden, fenilpropanoid sentezi ile fenolik maddelerin sentezi (Shahidi
2000)

Fenolik bilesiklerin alt siniflarindan birini olusturan flavonoidler, sikimat ve asetat-
malonat yollariin her ikisinden 6ncii bilesikleri kapsayan genel bir biyosentetik yol ile
birbirine baglanmaktadir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8 Flavanoid siniflar1 (Flavanol, flavanon, flavon ve hidroksisinamik asitler) i¢in
Onerilen yolaglari (Mosele vd. 2015)

Flavonoidler bitkilerin ikincil metabolitlerinin énemli ve bitki fenollerinin en yaygin ve
en fazla sayida bulunan sinifidir. Flavonoidlerin karbon iskeletini iki fenil halkasinin
propan zinciri ile birlesmesinden olusan ve 15 karbon atomu igeren difenilpropan (C6-
C3-C6) yapist olusturur. Difenilpropan iskeleti iceren dogal bilesikler, fenil gruplariin
propan zincirine baglanma pozisyonlarina gore flavonoid (2-fenil-1,4-benzopiron
yapisindan tiireyen), izoflavonoid (3-fenil-1,4-benzopiron yapisindan tiireyen),
neoflavonoid (4-fenil-1,2-benzopiron yapisindan tiireyen) olmak iizere ii¢ ana grupta
toplanirlar. Bu gruplarin her biri de ¢esitli alt siniflara ayrilirlar. Flavonoidler, sekil 3.9
’de kimyasal yapisi verilmis olan, bir flavan (2-fenil-benzo-x-piran) turevleridir. Flavan
yapisi, oksijen iceren piran halkasiyla (C) birlesmis iki benzen halkasindan (A ve B)
olusur (Artik vd. 2016).
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Sekil 3.9 Flavanoidlerin kimyasal yapisi

Flavonoidlerin degisik gruplar arasindaki farklar1 OH gruplarimin sayisindan,
doymamiglik  derecesinden ve glii karbon segmentinin  oksidasyonundan
kaynaklanmaktadir. Flavonoidlerin alt gruplarindan monomerik flavanollere, (katesinler,
I6koantosiyanidinler), proantosiyanidinler, anyosiyanidinler, flavonlar, flavonoller,
flavanonlar ve kalkonlara bitki kaynakli gidalarda sik¢a rastlanmaktadir. Flavonoidler
cogunlukla ¢esitli derecelerde hidroksillenmistir ve hidroksil gruplar1 bazen

glikozitlesmis veya metillenmis durumdadir. Flavonoidler genellikle bir —OH grubuyla
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(o-glikosil flavonoid olarak bilinirler) ya da karbon-karbon bagiyla (c-glikosil flavonoid
olarak bilinirler) seker ile baglanarak glikozitleri olustururlar. Seker molekdilleri

flavonoidlere ¢esitli pozisyonlarda baglanabilir (Artik vd. 2016).

Flavon ve flavonollarin kimyasal yap1 farklari, orta halkanin 3. pozisyonundaki karbon
atomuna bagli grubun degisik olmasindan kaynaklanmaktadir. Buraya flavonlarda (H),
flavonollarda (OH) grubu baglanmistir. Flavonollar 3-hidroksiflavon; flavonlar 3-
deoksiflavonollar olarak da adlandirilmaktadir. Flavon ve flavonollar genellikle
aglikonlar ve glikozitler olarak gidalarda bulunurlar. Flavon ve flavonol glikozitleri
hemen her bitkide bulunurlar ve agik sar1 renklidirler. Bitkisel materyallerde flavonollara
ilaveten yaklasik 100 flavon tespit edilmisttir. Flavonlar meyve ve sebzelerde flavonollar
kadar yaygin degildirler fakat hububat ve otlarda bulunurlar. Yaygin flavonlar apigenin
ve luteolindir. Apigenin ve glikozitleri hububat tanelerinde, bazi otlarda, baz1 sebze ve
yapraklarinda yaygindir. Luteolin esasen tahil ve otlarda; luteolin glikozitleri bazi sebze
ve yapraklarinda bulunur. Flavonlar genellikle 7-O-glikozit halinde bulunurlar. Zeytinde
bulunan luteolin-7-glikozit buna 6rnektir (Artik vd. 2016).

OH O

Luteolin Luteolin-7- glukozit
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Glikozitlerin seker kisimlari cogunlukla D-glukoz, D-galaktoz, L-ramnoz, L-arabinoz, D-
apioz, D-glukuronik asit ile bunlarin kombinasyonundan olusmaktadir. Aglikona D-serili
sekerler B-bagi ile L-serili sekerler a-bag: ile baglanirlar. Flavonollerin ve flavonlarin
sentezi i¢in 151k gereklidir. Bu yiizden genellikle yaprak ve meyve kabuklarinda
bulunmaktadirlar. Flavonoller ve flavonlar bitkinin distaki etkiye agik kisimlarinda ve

yesillikle orantili olarak yogunlagsmistir (Artik vd. 2016).

3.2 Olea Europaea L. Bitkisinden Polifenolik Yapilarin Ekstraksiyonu

Fenolik bilesiklerin hazirlanmasi ve ekstraksiyonu; 6rnegin dogal matriksi ve molekiiler
yapist ile birlikte polarite, konsantrasyon, aromatik halka sayisi ve hidroksil gruplarinda
farklilik gosteren fenolik maddelerin, kimyasal Ozelliklerine dayalidir. Protein,
karbonhidrat ve diger kompleks yapilar, baz1 fenolik maddelerin tam olarak ekstrakte
edilmesini engellemektedir. Ornekteki fenoliklerin kimyasal yapisinda ki farkliliklar,
basit ve kompleks yapidaki polifenolik yapilar ve farkli oranlardaki fenolik asit,
flavanoid, antosiyanin ve proantosiyanin gibi organik gruplarin konsantrasyonu ile
iligkilidir. Pek cok bitki 6rneginde bu nedenlerden dolayr tek bir 6érnek hazirlama ve
ekstraksiyon metodu segcmek oldukca zordur. Birden fazla metodun ve yéntemin bir arada

kullanilmas1 gerekir.

Bitki 6rneklerinin, bazi numune hazirlama teknikleri i¢in, dondurarak kurutma, hava ile
kurutma ya da firinda kurutma teknikleri kullanilarak kurutulmasi gerekir. Genellikle,
Ornegin belli tekniklerle kurutulma ve oOgiiterek boyut kiiciiltme iglemleri, numune
hazirlamanin en 6nemli asamasini olusturmaktadir. Kurutulmus 6rnekler dgiitiilerek ya
da parcalanarak, pargacik biiyiikliiklerine gore tasnif edilmelidir. Fenolik maddelerde
yuksek ekstraksiyon verimine, en kiigiik parg¢acik boyutunda erisilir, ayn1 zamanda kii¢iik

parcacik boyutu, enzimatik olaylarin ve ekstraksiyonun iyilestirilmesinde etkindir.

Eger ornekten elde edecegimiz fenolik bilesen, glikozit yapida bir madde ise stabilize
edildikten sonra ekstrakte edilmesi tercih edilmektedir. Stabilizasyon, kaynar su ve
kaynar alkol, alkol buhar1 veya diger ¢6ziicii sistemlerinin 6rnek tizerine gonderilmesi ile

uygulanan ve yapidaki enzimleri pargalayan bir tekniktir. Stabilizasyon oOrnekteki
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enzimleri pargalayarak faaliyetlerini tamamen durdurur. Pargalanan enzimleri tekrar
aktive etmek miimkiin degildir (Artik vd. 2016).

Bitkiler farkli ¢cevresel faktorlerin etkisi altinda yasamlarini siirdiirmeye ¢alisirlarken, bu
faktorlerdeki herhangi bir artis veya azalis bitkide stres meydana getirmektedir. Stres,
bitkide mevcut olan s6z konusu biyoaktif bilesenlerden ikincil metabolitlerin miktarinin

degisiminde 6nemli derecede etkili olmaktadir (Dichio vd. 2006, Sahin 2011).

Bitki hiicreleri hiicre zar1 denilen ince bir zarla gevrilidirler. Suyun hiicre zarindan gegisi
osmoz denilen fiziki bir yolla meydana gelmektedir. Yar1 gegirgen bir zarla ayrilmig bir
ortamda suyun konsantrasyonun yiiksek oldugu yerden diisiik oldugu yere dogru bir
geeme egilimi vardir. Bu gegis, her iki taraftaki konsantrasyon esit oluncaya kadar devam
eder. Bu olaya osmoz denir. Bitkideki mevcut bu osmotik durum, bitkinin su stresine
adapte olabilmesini saglayan 6nemli proseslerden birisidir. Yetersiz suya maruz birakilan
bitkiler aminoasit (pirolin, aspartik asit gibi), protein, seker (sukroz, glukoz, mannitol
gibi) ve organik asitleri sentezlemekte ve biriktirmektedirler. S6z konusu maddelerin
konsantrasyonunun yiiksek olmasi suyun bu hiicrelere ulasmasini saglayarak, bitki
dokularmin topraktaki diisiik suya toleransini artirmaktadir (Dichio vd. 2006, Sahin
2011).

Sudaki yetersizlige kars: verilen tepki, bitkinin tiirii ile de ilgilidir. Ornek olarak zeytin
agaci, dokularinin su ihtiyacini azaltarak su stresine direnebilmektedir. Su stresi, zeytin
agaclarinin yaprak anatomisinde de degisikliklere sebep olmaktadir. Bu degisiklik,
kurakliga adaptasyonda faydali olmaktadir. Su stresi altindaki yapragin boyutunun
kigllmesi ve buna paralel olarak yaprak hiicrelerinin yogunlugundaki artis, yaprak
liflerini ve stomasini artirmaktadir ki, yar1 kurak bolgelerde bol olan yiiksek sicaklik ve

giines radyasyonuna uyumu saglamaktadir (Dichio vd. 2006, Sahin 2011).
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Sekil 3.10 Olea europaea L. yapraklarinin stoma ve trichomes SEM goruntileri (Bitki
trichomes, farkli yap1 ve fonksiyona sahip ince epidermal ¢ikintilar vardir)

Kat1 veya sivi halde bulunan bir bilesigin uygun bir ekstraksiyon teknigi kullanarak,
bulundugu karisim ortamindan alinmasi islemi; en basit uygulamalarda, ya da en biiyiik
Olcekli endiistriyel uygulamalarda gergeklestirilsin, mutlaka ekstraksiyona etki eden
birgok parametreye baglidir. Ekstraksiyon isleminin en optimum kosullart dogru
parametrelerin se¢imi ile saglanabilir. Ekstraktin yiiksek verimle ve uygun kosullarda
alinabilmesi i¢in en uygun ekstraktor tipinin se¢imi yaninda, ekstraksiyon islemleri
oncesinde veya islemler sirasinda dikkat edilmesi gereken bir¢ok parametre
bulunmaktadir. Bu parametrelerin en 6nemli olanlar1; sicaklik, basing, ¢dziicii, pargacik
biiyiikligii, ekstraksiyon siiresi, karistirma hizi ve karistirici tipi, nem, yiizey aktif madde
etkisi, materyalin por 6zelligi olarak sayilabilir. Ayrica, fenolik maddelerin optimum geri
kazanimi, numuneden numuneye farklilik gosterir ve bitki tiirii ile bitkinin aktif

bilesiklerindeki farkliliklara dayanir (Artik vd. 2016).

Ekstraksiyon islemleri genel olarak ya kesikli (Batch) bir sistem ile ya da siirekli
(Continuous) bir sistem ile gergeklestirilmektedir. Bu iki sistemle birlikte yar1 kesikli bir
uygulama seklide mevcuttur. Kesikli (Batch) tipi ekstraksiyon yontemleri genellikle
kiiclik 6lcekli veya az miktar 6rnegin kullanildig: sistemlerde, siirekli (Continuous) tipi
ekstraksiyon yontemleri ise buyik 6lcekli veya ¢ok miktarda materyalin ekstraksiyon
islemleri i¢in uygulanmaktadir. Endiistriyel veya yari-endustriyel dlcekli sistemlerin bir

kism1 bu tiptedir.
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3.2.1 Cozicu ekstraksiyonu

Ekstraksiyonda fazlardan biri kat1 digeri siv1 olabildigi gibi her ikisi de siv1 olabilir. Bu
durumlara gore sirasiyla, kati-s1vi ve sivi-sivi ekstraksiyonlarindan bahsedilebilir. Sivi -
sivit ekstraksiyonu, c¢oOzelti i¢inde ¢Ozlinmiis bir maddeyi, bu ¢ozeltiyi kendisiyle
karigmayan bagka bir siv1 ile ¢calkalayarak alma islemidir. Kati—siv1 ekstraksiyonu ise kat1
bir faz igerisinde olan ve katidan 6ziitleme (leaching), sivida oziitleme (lixiviation) ve
yikama (washing) gibi kavramlar1 da kapsayan bir terimdir. Cok bilesenli bir katidan
istenilenbilesenin bir ¢6ziicii ile ¢oziilerek ayrilmasi islemidir. Sivi—sivi ekstraksiyonuna
benzemekle beraber daha fazla zaman alan ve daha zor bir siiregtir. Zira kat1 igerisindeki
difizyon sividakinden daha yavastir. Kati-sivi ekstraksiyon yonteminde, kati iginde
bulunan madde, bu maddeyi blyik Sl¢iide ¢ozebilen bir ¢oziicli yardimiyla alindigi igin
¢cozlcunin secimi son derece 6nemlidir. Cozucil seciminde dikkat edilmesi gereken

hususlar su sekilde siralanabilir:

*“Benzer benzeri ¢dzer” prensibinden yola ¢ikarak istenilen maddenin ekstraksiyonunda
secimli olmalidir.

* Kullanilan ¢6ziicii kimyasal olarak kararli olmalidir. Sistemdeki diger komponentlere
ve kullanilan techizatin malzemesine karsi inert davranmalidir.

*» Kolay temin edilebilmeli ve maliyeti diisiik olmalidir.

* Diisiik korrozivite, diisiik viskozite, diisiik bir donma noktasi, diisiik bir spesifik 1s1 ve
buharlagma 1s1s1, diisiik alevlenme veya patlama noktasi gibi fiziksel 6zelliklere sahip
olmalidir (Sahin 2011).

Burada ¢oziiciinlin ekstrakte edilecek kati malzemeye orant da Snemlidir. Coziici
miktarinin yiiksek olmasi ekstrakt verimini arttirsa da, ekstraksiyon sonucunda elde
edilecek iirtiniin seyreltik olmas1 ve bu ¢oziiciiyll buharlastirmak i¢in harcanacak enerji
diistintilerek, ¢dzinenin ¢oziiciideki doygunluk noktasina bagli olarak ¢6ziicii kapasitesi

belirlenmelidir.
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Cozicl ile ekstrakte edilecek malzemenin temasi da kati—siv1 ekstraksiyonunda 6nemli

bir diger husustur. Kiitle transferi kati faz ile sivi faz arasindaki ara yiizey ile orantili
oldugundan, kati malzemenin boyutunun kiigiiltiilmesi ekstraksiyonu hizlandirmaktadir.
Bitkilerin ekstraksiyonu hiicresel yapiya sahip olmalarindan dolay1 diger maddelerin
ekstraksiyonundan biraz daha farklt olmaktadir. Bitki dokusu duvarlarla sarilmig
hiicrelerden olusmaktadir. Kurutulmus bir bitkisel malzemenin ¢6ziicii ile ekstraksiyonu,

iki asamali1 bir prosestir. Bunlar;

1. Bitki Uzerindeki porlarin genislemesini kolaylagtirmak igin ¢oziicii ile islatilmasi,
boylece bitki dokusunun hidrasyonu ve sismesi,

2. Bu genisletilmis porlardan ¢oziictiye ¢ozunenin diflizyon ve osmotik proseslerle gegisi.

Cozlnenin ¢oziiciiye gecisini saglayan ekstraksiyon mekanizmasi ise iki fiziksel
fenomenden ibarettir:

* Bitki hiicrelerinde var olan ¢6zunenin diflizyon ile ¢dzliclye gecmesi,

+ Ufaltma ile duvarlari pargalanan hiicrenin ¢oziicli ile yikanarak i¢erigindeki ¢6zlinenin

cozlicuye gecmesi.

Sekil 3.11°de bitkisel bir doku iizerinde vuku bulan ekstraksiyon mekanizmasi sematik

olarak gosterilmistir.

QO ) = Difiizyon
L/F/ \"’\ ' ==
o~ (o)

Coziicii ile yikama

Sekil 3.11 Bitki hiicre dokusunun sematik gosterimi

S6z konusu ekstraksiyonda meydana gelen kdtle iletimine sebebiyet veren itici gug,
ekstrakte edilecek maddelerin  bitkideki konsantrasyonlar1 ile ¢oziiclideki

konsantrasyonlari arasindaki farktir (Sahin 2011).



Fenoliklerin ekstraksiyonunda yaygin olarak, organik veya inorganik c¢oziiciiler
kullanilir. Ekstraksiyonda kullanilan, su, aseton, etil asetat, alkoller (MeOH, EtOH ve
propanol) gibi ¢6ziicii maddeler ve bunlarin karisimlarinin se¢imi, ekstraktdaki fenolik
verimini etkileyecektir. Ekstraksiyonda ornegin dogasi, pargacik biiyiikligi, sicaklik
dahil olmak (zere, ekstraksiyon suresi, ¢ozlci-6rnek orani, numunenin tekrar
ekstraksiyon sayisi, ¢Oziici madde tipi gibi birka¢ parametre, fenolik verimini

etkileyebilir (Artik vd. 2016)

Fenoliklerin bitkisel kaynaklardan elde edilmesinde verimi etkileyen en 6nemli
optimizasyon parametresi, ¢Oziicii se¢imi ve bilesimi olmakla beraber, 6nemli diger iki
parametre zaman ve sicakliktir. Genellikle artan zaman ve sicaklik, analit ¢oziiniirligiinii
tesvik eder, ancak yiiksek sicaklik ve genisletilmis ekstraksiyon zamani ile ortaya ¢ikan
enzimatik oksidasyon gibi istenmeyen reaksiyonlar, fenolik maddelerin yikimina yol
acar. COzlcu-ornek orani ve ekstraksiyon tekrarlanma sayist; her bir 6rnekte fenoliklerin
geri kazaniminmi etkiler. Bitki kaynakli Orneklerde ¢oziicii-ornek oraninin, fenolik
ekstraksiyonu icin artirilmasi Onerilir. Ancak optimum oran belirlenirken ¢ozelti

baslangi¢ orani ve ¢ozeltinin etkin doygunlugu en aza indirilmelidir (Artik vd. 2016).

Ornek matrisi ve pargacik biiyiikliigii de fenolik ekstraksiyonunu kuvvetle etkilemektedir.
Difiizyon olay1 6rnegin parcgacik biiylikliigii ile iliskilidir. Parcacik biiyiikligii kiigiildiikge
difiizyon ve ekstraksiyon islemi kolaylasir ve ekstraksiyon verimi artar. Ancak, bu artig
bir noktaya kadar devam eder ve belli bir noktadan sonra artis durur veya azalir. Bu durum
cok kugik taneciklerin olusturdugu yigin hareket sebebi ile kiitle transfer hizinin
azalmasiyla kendini gosterir. Bu asamada daha fazla ¢oziicliye ihtiyag duyulur. Bu
ylizden optimum verim ve kalitenin saglanabilmesi i¢in ekstraksiyon oncesi, 6rnek en
uygun parcacik blytikliigiine getirilir. Parcacik biiyiikliigii kiiciildiikce ekstraksiyon
verimi artar, ancak iyice toz haline gelen materyal i¢in operasyonel giicliikler ortaya cikar

(Artik vd. 2016).

Fenolik maddeler, ornekdeki karbonhidrat ve protein gibi diger organik yapilara
baglanabilir. Bu sekilde baglanmig fenoliklerin, enzim ilavesi ile hidrolize edilerek

serbest hale gegmeleri saglanabilir. Bitki materyalindeki fenolikler, bitki htcre
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duvarindaki polisakkaritlerle hidrofilik ve hidrofobik baglarla, bagli oldugu
diistiniilmektedir. Enzimlerin eklenmesi ile matriksteki fenolik-hiicre duvart baglar

parcalanabilir ve fenolik ekstraksiyonu iyilestirilebilir.

Asidik ve alkali hidroliz; bitki ve bitkisel Grinlerden fenoliklerin izolasyonu ve
ekstraktaki fenoliklerin stabilitesi igin oldukca ©nemlidir. Flavonoid glikozitler,
ekstraksiyon sirasinda, sik¢a N2 (g) altinda HCI uygulanarak aglikon formlara hidrolize
edilir. Asidik hidroliz yontemi flavonoid aglikonlarin (bes temel grup aglikon; kuarsetin,
kamferol, myricetin, luteolin ve apigenin) bitkisel kaynakli 6rneklerden belirlenmesinde
kullanilan etkili bir tekniktir. Sirali alkali ekstraksiyon, bitkisel drneklerden bagl ve
serbest fenolik maddelerin ekstraksiyonunda kullanilan bir yontemdir. Serbest fenolikler,
su banyosunda 20 dk suresince azot atmosferinde, H2O, saf organik ¢0ziicu veya sulu
organik ¢ozicl kullanilarak ekstrakte edilir. Kati kalinti daha sonra karanlikta, oda
sicakliginda, azot atmosferi altinda bir saat boyunca NaOH ile hidroliz edilir. Ardindan,
HCI ile muamele edilerek alkali ekstraktin pH’1 2’ye getirilir, santrifiijlenir ve ekstraktlar
bagli fenoliklerin belirlenmesi i¢in kullanilir (Artik vd. 2016).

Flavonoidler, hem yenilebilir hem de yenilebilir olmayan veya herbal bitkilerde gorlen,
son derece biyoaktif bilesiklerdir. Genellikle, MeOH, EtOH, aseton, su ya da bu
¢oziliclilerin karigimlart ile geri sogutuculu ekstraksiyon (heated reflux extraction)
yontemleri kullanilarak ekstrakte edilirler (Artik vd. 2016).

Soxhlet, geri sogutucu ve maserasyon siklikla kati 6rneklerden fenolikleri ekstrakte
etmek i¢in kullanilan geleneksel yontemlerdir. Soxhlet ve geri sogutucu 90°C'de birkag
saat boyunca maserasyon ise oda sicaklifinda giin boyunca ya da birkag giinde
gerceklestirilen yontemlerdir. Bu yontemler, oldukga basittir ve nispeten ucuz aparatlar

igerir, ayn1 zamanda yeterince yiiksek fenolik ekstraksiyon oranlari verirler.

Bu ekstraksiyon yonteminin pek c¢ok olumlu yonleri olmakla birlikte, buyik
dezavantajlar1 da s6z konusudur. Bu dezavantajlar asagida ki sekilde siralanabilir:
1. Biiyiik hacimlerde sagliga zararl1 ve ¢evreyi kirletici tehlikeli organik ¢oziictiler

kullanilir,
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2. Uzun ekstraksiyon streleri
3. Hedeflenen bilesenler 151k, hava, yiiksek sicaklik ve enzimatik reaksiyonlar gibi i¢ ve

dis faktorlerden etkilenir, girisim ve degradasyon s6z konusudur.

Soxetec degistirilmis Soxhlet ekstraksiyon yontemidir. Bu teknik normal Soxhlet ya da
geri sogutucu sistemlerine gére daha avantajlidir. Daha diisiik organik ¢oziicii tiiketimi,
daha kisa ekstraksiyon siiresi ve ¢ozlcunin geri doniisiim yetenegi vardir. Maserasyon,
diger geleneksel ekstraksiyon yontemleri ile ayni dezavantajlara sahiptir ve fenolik

ekstraksiyonunda disiik verimlilik ile karakterize edilir (Artik vd. 2016).

Pek cok yeni caligmada, zeytin yapraklarindan fenolik bilesikleri ekstrakte etmek i¢in
geleneksel yontemler disinda, ses 6tesi dalga destekli (UAE), stiper kritik akiskan (SFE),
basingli sivi ekstraksiyon (PLE), sub-kritik sivi, yiiksek hidrostatik basing prosesi
(HHPP), mikrodalga destekli (MAE), ses 6tesi dalga mikrodalga destekli ekstraksiyon
(UMAE) gibi ¢esitli teknikler kullanilmistir. Bu tiir yeni tekniklerin temel avantajlar
arasinda ekstraksiyon zamanindan kazang, ¢oziicii hacmini azaltmak ve ekstraksiyon

verimini artirmak sayilabilir.

3.2.2 Ses 0Otesi dalga ekstraksiyonu

Ses otesi dalga etkisi, basing dalgalarinin elastik 6zelliklere sahip fiziksel bir ortamdan
yayilmast sonucu olusur. Mekanik titresimler mekanik basing dalgalarina doniiserek

enerjiyi ortama ve ortam da dalgayla temas eden maddeye aktarir.

Titresim halindeki nesne hareketini ortamdaki molekiillere aktarir ve her molekiil bu
hareketi komsu molekiile ileterek baslangic konumuna geri doner. Ultrasonik dalga hava
icinden gecerken, basingta degisimlere sebep olur. Molekiillerin sikistigi noktalarda
basing normal degerinin iistiine ¢ikarken, molekiillerin birbirinden uzaklastig1 noktalarda
basing normal degerinin altina iner. Herhangi bir zamandaki basing (Pa), zaman (t) ve

frekansa (f) baglhdir.
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Pa = Pasin 2fi (3.1)

Burada, Pa basing genligini ifade eder (Mason ve Lorimer 2002; Tavman vd. 2009).

Diger bir énemli parametre ise ses siddetidir. Siddet (W.cm™), iiretilen ses dalgasimin
enerjisini ifade etmek i¢in kullanilir. Ses Gtesi dalga diisiiniildiigiinde, farkli siddet
varyasyonlar1 genligi degistirerek elde edilir. Siddetin mutlak tanimi, dalga tarafindan

birim alanda birim zamanda tasinan enerjidir.

Ses dalgasini ortama yaymak igin ultrasonik ses iireten cihazlar kullanilir. Belirli bir
frekansla c¢alisan bu cihazlar (endiistriyel kullanim icin genellikle 20-50 kHz’dir)
alternatif akimi, bir doniistiiriicii sayesinde mekanik titresimlere doniistiiriirler. Bu
titresimler probu uygulanan frekansta titreterek titresimlerin ortama iletilmesini saglar.
Eger ortam sivi ise, uygulanan akustik alan ortamda bulunan molekiillerin orijinal
pozisyonlarinda titremesine sebep olur ve ortamin basinei (genellikle hidrostatik basing,
Ph) uygulanan akustik basingla (Pa = Pa sin 26ft) birlikte artar. Herhangi bir zamanda
olusan yeni basing P = Pp + P, ‘dir. Burada, Pa uygulanan akustik basinci, Pn hidrostatik
basinci ifade eder. Basincin pozitif oldugu sikisma evresinde, molekiiller arasindaki
ortalama uzaklik azalir. Buna karsin seyrelme evresinde, molekiiller arasi ortalama
uzaklik artar ve basing negatif degerlere ulasir. Basing kritik degerin, Pc altina diistiigiinde
(seyrelme evresinde gerceklesir, Pc = Pn- Pa ), molekiiller arasi ortalama uzaklik
molekiilleri bir arada tutmak i¢in gerekli olan kritik degerin iistiine ¢ikar ve siv1 kirillarak
bosluk veya baska bir deyisle kavitasyon olusur (Mason ve Lorimer 2002, Tavman vd.
2009). Sekil 3.12’de negatif basing kritik degerine (Pc) bagli olarak kavitasyon

kabarciklarinin olusumu gosterilmektedir.

Lokal basing ~

Daha yiksek siddet
(Dahna yiksek genlik, F.)

Kawvitasyon 3
kabarciklanmm oclusumu

-
Zaman §

Sekil 3.12 Ses Otesi dalga etkisinde kavitasyon kabarciklarinin olusumu

(Kavitasyon kabarciklari, negatif basing kritik degerin (P¢) altina indiginde gozlemlenebilmektedir)
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Bu kavitasyonlar, bosluklar veya kabarciklar bir kez olustuktan sonra, basing maksimum
negatif degerine ulagana kadar biiyiirler. Basing osilasyon sebebiyle sikisma evresine
gelerek pozitif degerlere ulastifinda, bu kavitasyon kabarciklar1 ¢okmeye zorlanirlar
(hacimleri kigiiliir, hatta bazilar1 tamamen kaybolur). Bu kabarciklarin tamamen veya
kismen ¢okmesi sonucu ¢ok yiiksek bir enerji agiga ¢ikarak sok dalgalari ve mikro-jetler
olusur. Ortaya ¢ikan bu mekanizma ses Otesi dalganin cesitli endiistriyel alan ve

proseslerde uygulanabilirligini miimkiin kilmaktadir.

Ultrasonik dalgalar bir ortamdan gegerken kiitle transferine olan hem i¢ ve hem de dis
dirence tesir eden bir seri etkide bulunurlar. Yiiksek siddetli ultrasonik dalga sivi iginde
karistirma uygulamasiyla sividaki tasinimi arttirarak kiitle transferinde dis direnci
diisiiriir. Bu karistirma islemi ultrasonik dalgalarin sebep oldugu ses riizgar etkisiyle
ortaya cikmakta, bu sekilde kati-Sivi ara yiizeyinde ultrasonik dalga etkisiyle mikro
diizeyde karisma saglanmaktadir. Kati yiizeyin ¢ok yakininda ger¢eklesen mikro karisma
olay1 ¢ok dnemlidir, difiizyon sinir tabakasinda azalma saglamaktadir. Siv1 sistemlerde
ses Otesi dalga kavitasyonu olarak adlandirilan bir etki yaratmaktadir. Bu olay siv1 iginde
kabarciklarin olugma, biiylime ve sonmesiyle ilgilidir. Kabarciklarin sénmesi (¢okmesi)
asimetrik olarak ara yiizey yakininda ger¢eklesmekte ve kat1 ylizeyine ¢arpan mikrojetler
olusturmaktadir. Yiiksek siddetli ultrasonik dalganin bu 6zelligi temizleme islemlerinde
kullanilmaktadir. Kat1 yiizeyine ¢arpan mikrojetler stvinin kati icine enjekte olmasina da
yol agar. Sistem yapisina bagli olarak kabarciklar bazen ¢okmez ve uygulanan ultrasonik
dalgayla aynmi frekansta titresmeyi siirdiiriir. Bu titresim hareketi ayn1 zamanda sivinin
karigmasini saglar. Tim bu olaylar, dis direnci etkileyerek, mekanik karistirma
uygulamalarinda oldugu gibi kiitle transferini de kolaylastirir. Materyalde bir seri sikisma
ve genlesme hizli bir sekilde meydana gelir. Katilarda bu basing degisimleri siingerin
stirekli sikilip birakilmasi gibi bir etki yapar. Bu “silinger etkisi” katidan ig¢indeki Sivinin

¢ikmasina ve dis ortamdaki sivinin katinin ig¢ine girmesine neden olur.

Ultrasonik dalgaya maruz kalan bitkisel dokularda fiziksel degisimler meydana
gelmektedir. Ultrasonik dalga etkisiyle hiicre duvarlar1 hasar gorerek doku icindeki
ekstrakte edilebilir bilesenlerin ortaya ¢ikmasi kolaylagmaktadir. Coziicii fazina bu

maddelerin kiitle transferi ile aktarimi artmaktadir Bu nedenle ultrasonik dalga destekli
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ekstraksiyon gelecekteki uygulamalar icin Onemli potansiyele sahiptir. Ultrasonik
ekstraktoriin dizayninda ekstraktor icerisindeki ultrasonik dalgalarin dagilimi 6nemli bir
parametredir. Ultrasonik probun dalga yayan ylizeyinin yakinlarinda maksimum
ultrasonik guc¢ bulunmaktadir. Proba olan uzaklik arttik¢a ultrasonik yogunluk (etki)
azalmaktadir. Ayrica kat1 partikiillerin artmasi da ultrasonik yogunlugunu azaltmaktadir.
Dalgalarin sabit kalmasini dnlemek icin genellikle karistirma veya calkalama yapilir

(Vinatoru 2001, Mulet vd. 2003, Tavman vd. 2009).

Bitki materyalinden fenoliklerin ekstraksiyonunda, ses 6tesi dalga uygulamalari, statik ve
dinamik modlarda kullanilmaktadir. Statik sistem stirekli ¢6ziicii transferinin olmadigi
kapali-hat  ekstraksiyon uygulamasidir. Dinamik ekstraksiyonda c¢ozicu surekli
beslenerek, analitlerin etkin adsorpsiyonu ve ekstraksiyon kabindan transferleri saglanir.
Bu tip sonikasyonda, ekstrakte edilmis analitlerin stirekli transferi, 1s1 ile iliskili herhangi

bir termo-kararsiz bilesigin olugsmasini ve bozulmalari 6nler.

Ses oOtesi dalga uygulamalar1 yaygin olarak prob (sonda) ve ultrasonik banyo sistemleri
ile yapilmaktadir. Prob sistemi ile érnek ¢ogunlukla temastadir ve bu sistemde tekrar
edilebilirlik (repeatability) ve yeniden uretilebilirlik (reproducibility) zor saglanir. Ayni
zamanda Ornekte kirlenme ve kopuk Gretimi riski daha yuksektir. Ultrasonik banyo
sistemleri, bir seri 6rnegin eszamanh olarak calisilmasina imkan verir ve daha yiiksek

yeniden iiretilebilirlige olanak saglar (Artik vd. 2016).

Ultrason destekli ekstraksiyon sistemi oldukca basit, pahali olmayan ve verimli bir
ekstraksiyon sistemidir ve endiistriyel amacglar icin kullanilan biyiik o6lcekli
uygulamalarda, fazla miktarlarda ¢6ziicliniin hizli ve kolay kullanimina imkan verir.
Ultrasonik dalganin kati-sivi ekstraksiyonunda kullanilmasinin baslica yararlari hizl
kinetik ve verim artigidir. Ayrica ultrasonik dalga, diisiik sicakliklarda da etkin olarak
uygulanabildiginden sicakliga duyarli maddelerin ekstrakte edilmesini miimkiin kilar

(Tavman vd. 2009)
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3.3 Deney Tasarimlari

Deneyler, arastirmacilar tarafindan bir sistemi yada belirli bir siireci tanimlamak ve
anlamak icin kullanilir. Literatiirde bir deney ayn1 zamanda bir testtir. Bir siire¢ yada
sistemin girdilerinde degisiklik yapilarak ¢iktilarin gézlemlenmesi ve analiz edilmesidir.
Deney Tasarimu ilk olarak 1920 lerde iinlii Ingiliz istatistik¢i R.A. Fisher ve arkadaslar
tarafindan gelistirilmistir. Fisher ayn1 zamanda g6zlemlenen veri gruplarinin ortalamalari
arasinda 6nemli farkliliklarinin olup olmadiginin 6l¢iilmesinde kullanilan, varyans analizi
(ANOVA) teknigini de gelistirmistir. Fisher aritmetik diizenlemenin en uygun yolunun

varyans analizi oldugunu sdylemistir (Montgomery 2001, Gokge ve Tasgetiren 2009).

Deney tasariminin en temel amaglarindan biri deney hatalarint minimuma indirmektir.
Bu amag, rastgelelestirme ile saglanir. Rastgelelestirme, bir deneyde g6zonine
alinmayan, ancak deney sonuglarini etkileyecek olan giiriiltii degiskenlerinin etkisini tim
ciktilara esit dagitabilmek i¢in kullanilir. Deney tasarimlari rastgeleligi saglamak, ¢iktilar
Uzerine etki edecek etkenleri dizeyleri ile belirlemek, etkenler arasindaki iliskileri
saptamak ve en distk maliyetle en ¢ok glivenilebilir bilgiyi elde edebilmenin yollarini
arastirmak i¢in kullanilir. Deney tasarimi ve planlamasi heyecan verici bir stire¢ olmasina
ragmen bir o kadarda zaman alicidir. Deneyin planlamas: sirasinda bir kontrol listesi
olusturulur. Bir deneyin tasariminda kontrol listesinde olusturulan adimlarin higbiri bir
birinden bagimsiz degildir. Bazen listedeki bir 6nceki adima doniiliip gerekirse revize

edilebilir ve tekrar uygulamaya gegilir. Ornek bir kontrol listesi asagida verilmistir.

1. Deneyin amag ve hedeflerinin belirlenmesi
2. Biitiin degisken 6zellige sahip kaynaklarinin tanimlanmasi
a. Deney Uniteleri
b. Kontrol edilebilen faktorler
c. Kontrol edilmeyen faktorler
d. Bloklama iglemleri
3. Uygulamada deneyi iinitelere ayirmak i¢in bir kuralin belirlenmesi
4. Deneyin Olci birimlerinin belirlenmesi

5. Pilot bir uygulama yapilmasi
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6. Pilot uygulamadan sonra model olusturulmasi
7. Analiz i¢in bir ¢ergeve olusturulmast
8. Kag adet gozlem yapilacagiin hesaplanmasi

9. Gbzden gecirme ve revizyon

Genel olarak deneyler sistemin ya da siirecin performansini 6lgmede de kullanilir. Bir
deney modeli sekil 3.13 de gosterilmistir. Burada deneyin gergeklestirilmesi siirecinde,
deneyde kullanilacak parametreler bir takim girdilerdir. Bunlar makine, techizat, yontem
ve insan kaynaklar1 gibi girdi tiirleri olabilir. Parametreler iki sekilde deneye etki eder,
bunlar kullanici tarafindan bizzat kontrol edilebilen parametreler, mesela kullanilacak
malzemelerin ¢esitleri, sicaklik farkliliklari, karisim oranlari gibi parametrelerdir.
Kontrol edilemeyen parametreler ise kullanicinin miidahale edemedigi ¢evre sicakligi,
nem orani, sicaklik degisimi, nakliye gibi daha akla gelmeyen bircok sebeplerdir. Bir
deney tasariminda kontrol edilemeyen parametreler mutlaka goz Oniine alinmalidir
(Montgomery 2001, Gokge ve Tasgetiren 2009).

Sekil 3.13° de X1, X2 ve Xz kontrol edilebilen parametreler ve Z1,Z> ve Z3 ise kontrol
edilemeyen parametrelerdir. Deney sonucunda elde edilecek ¢iktilar su sorulara cevap

vermelidir (Montgomery 2001, Gokge ve Tasgetiren 2009).

1. y Ciktisini en fazla etkileyen parametre hangisidir

2.y ¢iktis1 en az, nominal yada en yliksek degerde istendigi zaman, X parametrelerinin
degerleri ne olmalidir

3. Z1,Z> ve Z3 kontrol edilmeyen parametreleri minimize etmek icin kontrol edilebilen

(X) parametrelerin degerleri ne olmalidir?
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Kontrol Edilebilen Parametreler
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Kontrol Edilemeyven Parametreler
M iy

Sekil 3.13 Bir sistem yada stirecin genel modeli (Mongomery 2001)

Deney tasarimi diger bilimsel disiplinlere benzer ve kendine has terminoloji ve
metodolojiye sahiptir. Bilindigi gibi deneysel ¢alismalarda ¢ok sayida deney yapilir. Bu
deneyler laboratuar ortaminda, pilot uygulama, tam uygulama yada Klinik olarak
yapilabilmektedir. Deney tasarimi sebep ve etki iliskisini belirlemek i¢in planlanmig bir

yaklasimdir. Deney tasarimi igin sunlar gereklidir (Gokge ve Tasgetiren 2009).

1. Toplam deney sayisini azaltmak,
2. Tasarimcinin formiile ettigi etkinligi es zamanl olarak degistirebilmek,

3. Dogru bir deney stratejisi belirlemek.

Eger bir deney dogru bir sekilde tasarlanirsa, en iyi sonug icin veriler dogru bir sekilde
toplanmis olacaktir. Bundan dolay1 deney tasarimi yapilirken asagidaki sorulara cevap
verilecek sekilde tasarim yapilmalidir (Gokge ve Tasgetiren 2009).

1. Sonuglar ve parametrelerin etkisi hesaplanabiliyor mu?

2. Sonucu kag tane parametre etkiliyor?

3. Es zamanl olarak kag tane parametre hesaba katilmali?

4. Kag tane deney tekrarinin yapilmasi gerekiyor?

5. Ne tiir bir veri analizi (regresyon, ANOVA) kullanilmali?

6. Etkiler lizerindeki hangi seviye farkliliklar1 ne kadar 6nemlidir?

Veriler deneysel ya da gozlemsel ¢alismalarin merkezindedir. Deneysel ¢alismalarin en
temel problemlerinden biri de ¢ikarimlarin formiile edilmesidir. Sekil 3.14 de gorildiigi

gibi veriler deneysel ¢aligmalarin ve gézlemlerin kesigim noktasinda olmalidir. Deneysel
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calismalarda degiskenlerin kaynagi her bir test i¢in kontrol edilebilir ya da sabitlenebilir.
Ancak gozlemsel calismalarda degiskenler kontrol edilemezler sadece veri olarak

kaydedilebilirler.

Sekil 3.14 Bilimsel ¢alismalarda istatistiksel girdi diizeyi

k J

Problemi

Bl's
Formiile Etme Cikarim

[statistiksel deney tasariminm amaci minimum zaman, kaynak ve harcama ile maksimum
anlamli verileri toplamaktir. Bundan dolay1 deney tasarimi geleneksel yontemlerden uzak
ve aragtirmalara yeni bir yaklagim getirir. Geleneksel deney tasarim yontemleri, yiksek
malzeme maliyeti, uzun zaman ve kaynak gerektiren yontemlerdir. Her bir parametrenin
deney tizerindeki etkisini aragtirmak i¢in diger biitiin parametreler sabit tutularak, her
seferinde bir parametre denenir. Bu durumda parametrelerin ayn1 anda 4 yada 5’den fazla
seviyeleri olamaz. Klasik yada geleneksel yontemlerle yapilan deney ¢alismalarinda es

zamanli analiz mumkiin olamamaktadir.

Butun bu problemler istatiksel deney tasarim yontemleri ile giderilebilir. Butlin gozlemsel

calismalarin metodolojisi iki blylk gruba boltndr. Bunlar;

1. Klasik yada pasif metodoloji
2. Aktif yada istatistiksel metodoloji
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Klasik Metodoloji ile Deney Tasarim

Klasik yada geleneksel yontem ile yapilan deney g¢alismalarinda, her seferinde bir
parametre degistirilir ve diger bagimsiz parametreler sabit tutulur. Bu yontemde sistemin
parametrelerin arasinda o anda degistirilen parametrenin sisteme etkisinin arastirilmasi
yapilir. Bu metot her bir parametre i¢in bir baslangi¢ noktasi yada temel seviye segcmekle
baslar. Sec¢ilen parametre disindaki diger parametreler kendi temel seviyesinde sabit
tutulur. Secilen parametreler kendi araligi igerisinde degistirilerek deneye etkisi
arastirihir. Sekil 3.15°de goriildiigii gibi bir iiriin gelistirmede yada iiretim problemini
¢ozmek igin klasik metodoloji ile yapilan deney tasariminda, deney icin parametreler
belirlenir ve deneye baglanir. Deneyde X1 parametresi degistirilir, deneyin sonucu dl¢iiliir

ve deneye etkisi belirlenmeye calisilir bu sirada diger parametreler sabit tutulur.

Klasik metodoloji ile yapilan deney ¢aligmasinda deneyi etkileyen dis faktorler (kontrol

edilemeyen) ¢ok fazla hesaba katilmaz.

Deney igin X X M1 X,
parametreleri 3 Parametresini 3 Parametresini 3 Parametresini 3 Parametresini
belirle ve degisti degistir degistir degistir
deneye basla

¥ L J ¥ -
Sonucu Olg Sonucu Ol Sonucu Olg Sonucu Olg

¥ L 4 ¥ ¥
Etkizini Belirle Eikisini Belitle Etkizini Belirle Etkisini Belirle

Sekil 3.15 Klasik metodoloji ile yapilan deney tasarimi ve 6l¢iimii akis semasi

Klasik metodoloji ile yapilan deney calismasinda, deneyin parametreleri niceliksel
(kantitatif) ise 0 zaman deneyin seviye skalasinin disindaki bir degerin deneye olan etkisi
hesaplanabilir. Ancak deney parametresi niteliksel (kalitatif) ise parametreye ait seviye

skalasinin digindaki bir degeri tahmin etmek miimkiin degildir.
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Geleneksel yontemler ile yapilan deneysel ¢aligmalarda parametreler arasindaki etkilesim
g6z ardi edilmektedir. Ayn1 zamanda ¢ok zaman harcanmakta ve daha pahaliya mal

olmaktadir (Gokge ve Taggetiren 2009).

Istatistiksel Metodoloji ile Deney Tasarim

Istatistiksel olmayan deney tasarim ydntemleri kullamldiginda varyasyon ve regresyon
analizi sonuglar1 bazen etkin siireci yada islemi belirlemeyebilir. Ornegin bir regresyon
analizi bir islemin sonucu etkileyecek sicakligin etkisini tam olarak belirlemeyebilir.
Bundan dolay1 bir arastirmaci islemin sonucunu iyilestirmek i¢in bir sicaklik ayarlamasi
yapmaz. Islem sirasinda sicakligin normal dalgalanmasindan dolay1 sapmalar meydana
gelebilir. Bu dalgalanma istatistiksel olarak bulunabilecek biiyiikliikte degildir. Bu tiir
kisitlar ve hatalar istatistiksel deney tasarimi yontemi ile giderilir (Gokge ve Taggetiren
2009). Deney tasariminda klasik yontemlerin yetersizligi istatistiksel deney tasarim

yontemleri ile giderilmistir.

Istatistiksel deney tasariminda farkli yontemler kullanilmaktadir. Bunlardan bazilari;
1. Tam faktoriyel
2. Kesirli faktoriyel

3. Taguchi metodu, sayilabilir.

Tam Faktoriyel Deney Tasarim

En az iki veya daha fazla parametre ve bu parametrelere ait en az iki veya daha seviyelerin
bulundugu deneylerde seviyelerin birbirleri ile carpimlari ile olusan kombinasyondur.
Tam faktoriyel deney tasarimi istatistiksel metotlar ile birlestirildiginde analiz
asamasinda arastirmacilara biiyiik kolayliklar saglamaktadir. Bilimsel olarak deney
tasarimi 3 temel prensibe sahiptir. Bunlar; deney tekrari, deneyin sirasinin rastgele
yapilmast ve deneyin bloklanmasidir. Tam faktoriyel deney tasariminda rastsal tam
bloklamalar kullanilir. Bloklamanin temel amaci bilinmeyen ve kontrol edilemeyen
hatalarin deneyi etkilemesini dnlemesidir. Eger bu temel prensipler yerine getirilmezse
deneyde bilinmedik hatalarin ortaya ¢ikmasi muhtemeldir. Deney esnasinda olusabilecek
hatalardan ve sapmalardan sakinmak i¢in iki yontem kullanilmaktadir. Bunlar deneylerin

rastgele yapilmasi ve geriye doniik detaylarin incelenerek gerekli dizetmelerin
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yapilmasidir. Deney sonrasinda varyasyon analizinin yapilabilmesi i¢in deneyin en az {i¢
kez tekrar edilmesi gerekmektedir. Boylece deney istatistiksel olarak yorumlanabilir.
Tam faktoriyel deneylerin analizinde ANOVA (Varyasyon Analizi) ve regresyon analizi
kullanilmaktadir. Bu yoOntemler ile bir parametrenin deney iizerindeki etkisi
hesaplanabilir. Varyasyon ve regresyon analizi teknikleri islem sirasinca bir degisiklik
yapmadan farkliliklarin kaynaginin belirlenmesine yardimci olur (Gokge ve Tasgetiren

2009).

Kesirli Faktoriyel Deney Tasarim

Tam faktoriyel deney tasariminda parametrelerin biitiin seviyelerinin kombinasyonlari
tek-tek denendiginden deney maliyetini arttirmakta ve ¢ok zaman almaktadir. Yani tam
faktoriyel deney tasariminda maksimum zaman ve maliyet s6z konusudur. Tasarim
yaparken deneyden elde edilecek veriler ile harcanan maliyet ve zaman arasindaki baginti
cok onemlidir. Maliyetten ve zamandan kazanmak i¢in deney sayisinin orantili olarak

azaltarak kesirli faktoriyel deney tasarimi elde edilir.

Taguchi Metodu

Taguchi Yontemi, parametre tasarimi, sistem tasarimi ve tolerans tasarimi iizerine
kurulmus bir deney tasarim ve optimizasyon yontemidir. En yaygin olarak, kalite giivence
sistemleri kapsaminda toplanan verilerin, istatistiksel analizinde kullanilmaktadir.
Taguchi’nin deney tasarim yontemi, farkli parametrelerin, farkli seviyeleri arasindan
optimum kombinasyonu saptamak adina olduk¢a yararli bir yontemdir. Her bir
parametrenin, her bir seviyesini iceren tim kombinasyonlar igin oldukga fazla deneysel
calisma yapilmasi gereken durumlarda, Taguchi Y 6ntemi kullanilarak, ¢cok daha az sayida
deneysel caligma ile sonuca ulagsmak miimkiin olmaktadir. Taguchi deneysel tasarim
metodunda gelistirilen metodoloji {i¢ temel kavramdan olusur bunlar; sistem tasarimi,

parametre tasarimi ve tolerans tasarimidir (Gokge ve Tasgetiren 2009).

3.4 Cevap Yuzey Modelleri

Cevap yiizeyi yontemi, bazi etkenlerin degerlerinin, cevap degiskeni tizerindeki etkisini

ortaya koymak ve etken degerlerinin kombinasyonlar1 arasindan cevap degiskenini
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maksimum (ya da minimum) yapan degeri (degerleri) bulmak amaciyla kullanilir. Bu
yontem cevap ve bagimsiz degiskenler arasindaki iligskinin tanimlanmasi i¢in kullanilan
bir dizi matematiksel ve istatistiksel teknikten olusmaktadir. Bu teknikler islemdeki
bagimsiz degiskenlerin (etkenlerin) tek basina ya da kombinasyonlu olarak cevap
uzerindeki etkilerini arastirir. Cevap yiizeyi yonteminde ilk adim cevap degiskeni

tizerinde etkisi oldugu diisiiniilen etkenleri yani bagimsiz degiskenleri belirlemektir.

Gergek diinyada karsilagilan problemler genellikle karmasik yapida oldugundan,
problemlerin modellenmesinde birden fazla karakteristik kullanilir. Bu karakteristikler,
probleme uygun bi¢cimde uygulayici tarafindan tanimlanan girdi degiskenleri (Xi,i =
1,2,...k ) ve cevap degiskenleri (Yj, j= 1,2,...,r ) olarak ele alinabilir. Ayn1 anda en iyi
degeri elde edilmek istenilen birden fazla cevap degiskenine sahip problemler, ¢ok
cevapl ylizey (multi response surface) problemi olarak adlandirilir. Cok cevaph yuzey
problemlerinin ¢6zimda, problemin modellenmesi ve optimizasyonu olmak Uzere iki

asamada degerlendirilir.

Cok cevapli yiizey probleminin modellenmesinde cevap ylzey yontemi (response surface
methodology) nden yararlanilir. Myers ve Montgomery (2002) yanit yiizey yontemini,
proseslerin gelistirilmesi ve optimizasyonu icin gerekli istatistiksel ve matematiksel
tekniklerin birlikte kullanildig1 bir yontem olarak tanimlamistir. Yanit ylzey yontemi,
proses degiskenlerinin deneysel uzayini arastirmak i¢in deneysel stratejileri, sistemin
yanit1 ve lizerinde etkili olan bagimsiz degiskenler arasindaki iligkiyi belirlemek i¢in
kullanilan empirik modelleme tekniklerini ve proses degiskenleri nin sistemin yanitinda
arzu edilen etkiyi gosterdigi seviyelerinin bulunmasi i¢in kullanilan optimizasyon

tekniklerini igcermektedir

Cevap yuzey yontemleri;
1. Deney tasarimi,
2. Stokastik modelleme,

3. Optimizasyon yontemleri,
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bi¢ciminde taniml1 {i¢ agamadan olusur ve cevap degiskeni ile girdi degiskenleri arasindaki
iligkinin  belirlenmesi i¢in kullanilan matematiksel yontemleri igerir. Cevap
degiskenlerinin gelecekteki degerini dogru olarak tahmin edebilmek i¢in cevap degiskeni
ile girdi degiskenleri arasindaki iliskiyi tanimlayacak uygun bir fonksiyonun belirlenmesi
gerekir. Gergek cevap fonksiyonu optimum nokta etrafinda Onemli bir egrilik
gostermektedir. Bu egriligin tahminlenmesinde lineer olmayan modeller, genellikle ikinci
dereceden polinomiyal modeller, iissel modeller veya eksponensiyel modeller kullanilir.
Uygun bir model elde edildikten sonra, bu model optimum noktanin arastirilmasinda
kullanilir. Genel olarak karsilagilan cevap yiizey problemlerinin dogrusal olmayan yapida
oldugu g6z oniinde bulunduruldugunda, yanit yilizey yonteminin model stratejisi icinde
ikinci dereceli polinomsal modellerin énemli bir yeri vardir. Bu tir modellerin yiizeyi
daha iyi agikladigi disiintildiigiinden, genellikle segilecek tasarimlar ikinci dereceli
fonksiyonlar1 destekler niteliktedir (Myers ve Montgomery 2002; Tiirksen 2011).

Gergek diinyaya iliskin problemler karmasiklik (complexity) veya belirsizlik (vagueness)
iceriyorsa problemin modellenmesi sonucunda elde edilen cevap, gercek degeri tam ve
dogru olarak yansitmayacaktir (Eger bir model 6l¢iilebilir ve tliretilmis degiskenler
arasindaki iligkiler tizerine kuruluysa ve bir belirsizlik igermiyorsa deterministik iken,
eger belirsizlik durumlari veya olasilik kavramlarina yer veriyorsa stokastik modeldir).
Gozlem sayisinin yetersiz olmasi, hatalarin normal dagilim varsayimlarini saglamasinda
zorluklarla karsilagilmasi, girdi ve cevap degiskenleri arasindaki iliskinin belirsiz olmasi
gibi durumlarda klasik regresyon analizinin uygulanmasinda ¢esitli problemlerle
karsilagilir. Cevaplarin fonksiyonel yapilarinin belirlenmesindeki eksik ve yetersiz
bilginin neden oldugu belirsiz durumlar agiklayacak bi¢imde problemin modellenmesi
gerekir. Boyle durumlarda kesin olmayan yaklagik tanimlamalar yapilabilir ya da veriler

bir aralikta tanimlanabilir.

Genel olarak ¢ok degiskenli optimizasyon (multi objective optimization) alaninda yapilan
calismalarda temel amag, cevap fonksiyonlarina en iyi degeri verecek girdi degisken
degerlerinin belirlenmesidir. Bu amag¢ dogrultusunda ¢ok cevapli yuzey probleminin
¢Ozlimii i¢in gelistirilmis ¢esitli yaklasimlar mevcuttur. Boyut indirgeme stratejisinden

yararlanilarak olusturulan bu yaklasimlarla, cevap yiizey fonksiyonlar1 tek cevap
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fonksiyonuna donistiiriilip, uzlasik ¢6ziim saglayacak girdi degisken diizeyleri
belirlenmistir. Cevap fonksiyonlarini tek bir cevap fonksiyonuna doniistiiriip, tek amaclh
optimizasyon problemi gibi ¢6ziimleme yapmak kolay bir yaklagim olsa da, cevap
fonksiyonlarini ayni1 anda optimize edecek girdi degisken degerleri elde edilemeyecektir.
Clnku, bir cevap fonksiyonunu optimum yapacak kosullar, diger cevaplar igin genellikle
optimumdan uzaktir. Cok cevapli yilizey problemini olusturan her bir cevap fonksiyonu
bir amag¢ fonksiyonu olarak degerlendirildiginde ¢ok cevapli yiizey problemi, ¢ok amagl
optimizasyon problemine doniisecektir. Cok amagli optimizasyon probleminin
¢cozimiinde ideal ¢6zlim olarak adlandirilan tek bir optimal ¢6ziim yoktur. Uygulamada
ideal ¢coztmler yerine alternatif (secenek) ¢cozlimler 6nem kazanir. Pareto optimal ¢oziim
(Pareto optimal solution) olarak adlandirilan bu ¢oziimler, ¢ok amagli optimizasyon
probleminin alternatif ¢6ziimlerini karakterize etmekte kullanilirlar. Cok amacl
optimizasyon probleminin ¢6ziimu sonucu elde edilecek olan Pareto ¢6ziim kiimesi, karar
vericiye genis bir secenek sunar. Bu sonuglarin i¢inden karar vericinin ilgilendigi tim

amaclari tatmin edecek uzlasik ¢oziimii segmesi istenir (Tilirksen 2011).

Cevap ylzey yontemi, ilk olarak 1951 yilinda Box ve Wilson tarafindan endiistriyel
deneyler igin gelistirilmistir (Myers ve Montgomery 2002). Khuri ve Cornell (1996),
cevap yuzey yontemi hakkinda detayli bilgiler vererek, cok cevaplh ylzey probleminin
modellenmesi ve optimizasyonu i¢in gelistirilen yontemlerden s6z etmislerdir. Box ve
Draper (2007), degiskenlerin bilesimlerinden elde edilen yeni degiskenlerin de modele
dahil edildigi karma modellere yer vererek, Ridge analiz (zerinde bilgilendirme
yapmusglardir. Ridge analizi, cevap ylzeylerine grafiksel yorum getiren bir tekniktir ve
temelinde ikinci dereceden ¢ok terimli regresyon modeli yatmaktadir. Tahmin edilen
cevap fonksiyonunda, en iyi durumun kararlastirilmasinda yardimer olacak ek analiz

yontemlerinin kullanilmasina ridge analiz denir.

Cok cevapli yiizey probleminin es anli optimizasyonunda en ¢ok kullanilan stratejilerden
biri boyut indirgeme stratejisidir. Bu amagla olusturulan yontemlerle ¢ok cevapli bir
yuzey problemi tek cevapli probleme doniistiiriilerek, tek amagli optimizasyon problemi
gibi ¢ozUmlenir. Literatirde tek bir amag¢ fonksiyonunun optimizasyonu bigiminde

tanimli ilk yaklagim istenebilirlik fonksiyonu yaklasimi (desirability function approach)
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dir. Bu yaklagimda, cevap fonksiyonlart ilgilenilen fonksiyonlarin tiiriine goére tanimlanan
bir doniistim ile [0,1] araliginda degerler alan istenebilirlik fonksiyonuna doniistiiriiliir.
Elde edilen donilisim fonksiyonlarinin geometrik ortalamasinin maksimum degeri,

problem icin optimal ¢6ziim olarak degerlendirilir (Tirksen 2011).

Gok cevapli yiizey probleminin optimizasyonunda en ¢ok kullanilan bir diger yaklagim
genellestirilmis uzaklik yaklagimi (generalized distance approach) dir. Yaklasim, cevap
degiskenlerinin hedef degerlerden sapmalarinin karesel ifadesi bigiminde tanimli bir
kayip fonksiyonunun minimizasyonuna dayanir. Amag, kayip fonksiyonuna minimum
degeri verecek optimal girdi degisken degerlerinin elde edilmesidir. Cok cevaplh yiizey
problemlerinin optimizasyonu i¢in gelistirilen yaklagimlar, bir amag fonksiyonuna dayali
olarak tasarimciya tek bir ¢oziim sonucu verirken, ¢ok amagl optimizasyon yontemleri

etkilesimli bir stre¢ sunar (Tirksen 2011).

3.4.1 Cevap yuzey problemleri

Fen ve miihendislik alaninda karsilasilan ¢ok cevapli {irlin veya tasarim problemlerinin
cogunda Oncelikle ilgilenilen probleme iligkin veri seti uygun bir deney tasarimi yontemi

ile diizenlenerek, yanitlarin tahmini model denklemlerinin elde edilmesi istenir.

Genellikle bu alanda yapilan ¢alismalarda, yiizeye uygun tahmini cevap fonksiyonunun

olusturulmas i¢in cevap ylizey yonteminden yararlanilir.

3.4.1.1 Cevap yuzeyleri

Arastirmalarin ¢ogunda, etken olarak adlandirilan girdi degiskenlerinin (Xi,i = 1,2,....K )
ilgilenilen cevap degiskeni/degiskenleri (Yj, j= 1,2,...,r ) Uzerindeki etkisinin incelenmesi
istenilebilir. Bu durumda girdi degiskenleri ve bunlarin diizeylerini birlikte karsilagtirmak
mumkandur. Buna gok etkenli deney denir. Genel olarak ¢ok etkenli deney, bir etkenin

her diizeyinin geri kalan diger biitlin etken diizeyleri ile denendigi diizendir.
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Deney tasariminda etkenlerin diizeyleri nitel veya nicel yapida olabilir. Sayet denemeler
ilgilenilen etkenin nicel diizeylerinden olusuyorsa, bu durumda cevap degiskenini

etkileyebilecek dogrusal ve egrisel etkilerin arastirilmasi istenilebilir.

Cok etkenli deneylerde, denemelerin iki ya da daha fazla etken dizeylerinin
kombinasyonlarindan olustugu durumda, denemeler ile cevaplar arasindaki iliski cevap
yizey formundadir. Cevap degiskenlerinin gelecekteki degerini dogru olarak
kestirebilmek icin cevap degiskeni ile girdi degiskenleri arasindaki iligskiyi belirleyecek
uygun bir fonksiyonun veya modelin belirlenmesi gerekir. Amag, ilgilenilen probleme
bagli olarak maksimum veya minimum cevap degerlerinin arastirilmasi ve bu cevap

degerlerini saglayan optimal girdi degisken diizeylerinin belirlenmesidir.

Cevap degiskeni lizerinde etkili olabilecek k tane etken, Xi,X2,Xs,...,Xk Onceden
belirlenmis olsun, “Gerg¢ek” cevap degiskeni n ile X1,X2,Xa,...,Xk arasindaki bilinmeyen

bir fonksiyonel iliski

n=¢ (X1,X2,X3, ... Xk ;601, 02, O3, ..., 6) = ¢ (X, ©) (3.2)

esitligi ile verilebilir. Burada, ¢ bilinmeyen bir fonksiyonel iliski formunu gosterirken,

O1, Oz, O, ..., Ok bilinmeyen model parametreleridir. Gergek cevap sistemine iligskin ¢
fonksiyonunun yapisi bilinmediginden 7 degiskenine iliskin degerler gozlenemez. Bu
nedenle, ¢ ile tanimli bilinmeyen iliskiyi temsil edecek uygun bir fonksiyonun
belirlenmesi gerekmektedir. Bu fonksiyonel iligskiyi belirlemek amaciyla, d. dereceli
uygun bir f polinomu ile bilinmeyen ¢ fonksiyonu Taylor serisine agilmis ve d. dereceden
sonra kesilmis kismi ile ¢ fonksiyonu temsil edilmistir (Myers ve Montgomery 2002).

Bu durum

Y =f (X1,X2, X3, ... Xk; f1, P2, f3, ..., P +e=f (X p)+¢ (3.3)
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esitligi ile ifade edilebilir. Burada, Y gozlenen cevap degiskeni; X1,X2,X3,..., Xk; girdi
degiskenleri; f1, f2, f3,..., Pk bilinmeyen model parametreleri ve ¢ model hatasim
gostermektedir. Esitlik (3.3)’de f ile tanimlanan polinomsal fonksiyonun ¢ ‘yi tam olarak
aciklayamama durumu s6z konusu olabileceginden, modele bir hata terimi (&) eklemesi
yaptlmistir.  Ayrica, girdi degiskenlerinin ait oldugu deney tasarimindan
kaynaklanabilecek deneysel ve gdzlemsel hatalar da & terimi altinda degerlendirilmistir
(Sayakdokuyan 2006, Tiirksen 2011).

Cevap yuzeyi yontemi icin bir¢ok 6zel tasarimlar tizerinde ¢alisilmistir. Bu tasarimlar
diklik ve donersellik (rotatable) 6zellikleri tasidiklart zaman cevap yiizeyi problemlerinin
¢oziimiinde daha saglikli ¢oziimler iiretmektedirler. Merkezi bilesik tasarimlar ve Box-
Behnken tasarimlar1 bu alanda en ¢ok bagvurulan ve donerselik 0zelligini saglayan
onemli deney tasarim yontemleridir. Deney tasarimi bolgesi boyunca tahmini varyansin
sabit dagilimmi saglamak, ikinci dereceden tasarimlar i¢in biiyilk dnem tasimaktadir.
Deneyi yapan ve tasarlayan kisiler tasarim uzayinda baslangi¢c noktalarinin ve optimum

noktalarin nerelerde oldugunu tasarimin baslarinda bilemezler (Bas 2010).

Ancak Var(y(x) ) degerini en kiiglik yapacak, merkezden belli uzakliktaki noktalar, deney
noktalar1 olarak alinabilir. Bu noktalar ii¢ boyutlu uzayda bir kiire {izerinde bulunacaktir.
Bu tiir hazirlanmis tasarimlara donersel tasarimlar denir. Boylece, sabit tahmini varyans,

gelecekteki cevap degerlerinin bir tahmini olarak ¥ (X)’in kalitesinin ilgilenilen alan

(region of interest) icerisinde ayni kalmasini1 garantiler. Tasarimin donersellik yapisina
sahip olmasinin amaci varyansin tutarliliginin saglanmasidir. Tasarimda donersellik
Ozelligi, tasarim parametrelerinin se¢imi i¢in ¢ok 6nemli bir katki saglamaktadir (Myers

ve Montgomery 2002, Bas 2010).

Cok etkenli deney tasariminda bulunmasi gereken, ilgilenilen alan icerisinde d. dereceden
polinomlar igin sonug¢ Uretmeye izin vermesi, tahmin edilen polinomun kontrol
edilebilmesine ve analiz edilmesine imkan vermesi, cok sayida deney noktasi igermemesi,
bloklama yapisina uygun olmasi ve bir ¢ekirdek (nucleus) formuna sahip olmalisi gibi

ozellikler donersel tasarimlar i¢in de gegerlidir.
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3.4.1.2 Cevap Yiizeyleri I¢in ikinci Derece Model Kavram

Gergek diinya problemleri genellikle dogrusal olmayan yapidadir. Bu tiir problemlerin
modellenmesinde, ikinci derece modeller ile bilinmeyen yiizeye daha az hata ile yaklasim
yapilacag1 distiniilmiistiir (Khuri ve Cornell 1996, Myers ve Montgomery 2002). Bu
nedenle, ikinci derece model yapisinin cevap yiizey ¢alismalari iginde dnemli bir yeri
vardir. Esitlik (3.3)’de verilen model tanimlamasina bagl kalinarak, k degiskenli bir

ikinci dereceli model denklemi

Y :[30+Zk:ﬂixi +Zk:ﬂ“x2i +i§n:ﬂijxixj y
i=1 i=1 i=1 i«j (34)

esitligi ile tamimlanir. Esitlik (3.4)’deki model parametrelerini tahmin etmek igin en
kiigiik kareler veya agirlikli en kiicliik kareler yontemleri kullanilabilir. Model
parametrelerinin uygun bir yontemle tahmin edildigi varsayimi altinda tahmini cevap

modeli

Y=ﬁ0+iﬂi Xﬁ-iﬁ“ X2i+ii;gij Xtixtj+8 &9)

i=1 (]

olacaktir. Burada, o tahmini sabit terim, 2, modelin tahmini dogrusal katsayilarini, S

modelin tahmini karesel katsayilarini, B modelin tahmini ¢apraz ¢arpim katsayilarini,

i=1,2,....k; j= 1,2,...k; i# ifade etmektedir n sayida gézlemden olusan bir cevap

degiskeni ile ilgilenildigi durumda (3.5) esitligi ile tanimli tahmini model denklemi

O k k k n
? :ﬂo+z,u8i X, +ZEH X2 +ZZ%H XiXy, t=12,...n (3.6)
i=1 i=1

i=1 i ]

bi¢iminde olacaktir (Khuri ve Cornell 1996, Tiirksen 2011).
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3.4.1.3 ikinci derece modelleme icin bazi deneysel tasarimlar

Yanit yiizeye uygun model olusturmak icin, oncelikle girdi ve yanit degiskenleri iyi
tanimlanmis bir veri setine ihtiyag duyulur. Cesitli yontemlerle veri toplamak
miimkiindiir. Deney yolu ile veri elde etmek bunlardan biridir. Veri elde etme isleminin
modellemede kolaylik saglayacak bir takim kurallara uygun olmasi i¢in deneyin
tasarlanmasi gerekir. Esitlik (3.5) ile verilen model tanimlamasina uyabilecek tasarimlara
literatiirde genis yer verilmistir (Box ve Draper 2007, Khuri ve Cornell 1996, Myers ve
Montgomery 2002). Ikinci dereceli tasarimlara Merkezi Bilesik (Kompozit) Tasarimlar
(Central Composite Designs), 3k Cok Etkenli Tasarimlar (3k Factorial Designs) ve Box-
Behnken Tasarimlari (Box-Behnken Designs) 6rnek olarak verilebilir.

Ikinci dereceli yanit yiizeyler ile birlikte kullanilacak tasarimlarda her bir etken en az iic

diizey icermek zorundadir. Aksi halde model parametreleri tahmin edilemez.

Merkezi Bilesik (Kompozit) Tasarimlar:

[lk olarak Box ve Wilson (1951) tarafindan “Denemelerin Optimum Kosullara Ulagmas1”
ismi ile tanitilan cevap ylzey yontemi ve merkezi bilesik tasarimlar daha sonra Box ve
Hunter (1961) tarafindan gelistirilmistir. Bilesik tasarimlarin 6zel bir formu olarak bilinen
merkezi bilesik tasarimlar, ikinci dereceli tasarimlar ailesinin bir iiyesidir. Bu tasarimlar
icin az sayida deneyin yeterli olmast ve tasarimlarin deney hakkinda yeterli bilgiyi
saglamasi, diger ikinci dereceli tasarimlara gore uygulamada daha fazla tercih edilmesine
neden olmustur. Merkezi bilesik tasarimlar, ¢ok etkenli kisim (factorial portion), eksen
kismi (axial portion) ve merkez noktalar (center points) olmak tizere ii¢ kisimdan olusur.
k deneyde etken sayis1 olmak iizere deneyin gok etkenli kismi 2% tasarim noktasi, eksen
kismi 2k tasarim noktas1 ve merkezde tekrarlanan nc sayida deney toplami merkezi bilesik
tasarim ig¢in tasarim noktalarin1 verecektir. Tasarimda kullanilan deneme noktalar
kendine 6zel oneme sahiptir. Faktoriyel noktalar ile etkilesimli terimlerin tahmine katkisi
belirlenirken, eksen noktalari ikinci dereceli terimlerin tahmini igin bilgi saglar. Merkez
noktalar1 hatanin tanimlanmas1 i¢in gerekli olup, deneysel hatalarin bagimsizligini

saglayacagi i¢in olduk¢a dnemlidir. S6zili gegen tasarim noktalari, {i¢ boyutlu uzayda bir
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kiipiin koselerinde veya eksenleri tizerinde bulunur (Tirksen 2011). Merkezi bilesik

tasarimin kisimlari sekil 3.16°da verilmistir.

Sekil 3.16a-b’de gosterilen tasarim noktalar1 genellikle degiskenlerin ger¢ek degerlerine
bagl c¢esitli fonksiyonlar ile tanimlanan kodlanmis degerlerle ifade edilir. Kodlamanin
temel amaci, tasarimin dik (ortogonal) hale getirilmesi ve hesaplama kolayligidir.
Tahmini cevap yiizey modelleri kodlanmis degiskenlere gore olusturulur. Kodlanmis bir
degerden gercek degere gecis basit bir donlistim araciligi ile saglanir. Literatlirde taniml

degisik kodlama yontemleri vardir (Box ve Draper 2007).

.
: .
- (a)
@ 3P T ]
o i
L]
a. Cok etkenli kisim b. Eksen kisnu c. Merkez nokta
S
Fractional Full Factorial Star Replication Central
Factorial Composite

Sekil 3.16 a Merkezi bilesik tasarim (k=3), b. Merkezi bilesik tasarim 6geleri

Kodlamaya bagli olarak parametre tahminleri U(zerinde yapilacak yorumlar da
degisecektir. Girdi degiskenleri tanim araliklarina gore ¢ok etkenli kisimlarda +1,
merkezde 0 ve eksen kisimlarinda +a olarak kodlanir. Burada, 0=2%* seklinde tanimlidir.
Girdi degiskenlerinin gergek degerleri ve kodlanmis degerleri arasindaki iliski ¢izelge

3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.2 Bir girdi degiskeninin kodlanmis ve gercek degerleri arasindaki iliski

Kod degeri Gergek deger
- o Xumin
-1 [(Xmax +Xmin)/2]'[(xmax'xmin)/2 (l]
0 (Xmax +Xmin)2
1 [(Xmax +xmin)/2]+[(xmax‘xmin)/2 (1]
+o Xmax

3.4.2 Cok cevaph yiizey probleminin modellenmesi

Birden fazla cevap degiskenine sahip problemler, ¢ok cevaph yiizey problemi olarak
degerlendirilir. Cok cevapli yiizey probleminin modellenmesinde, girdi degiskenleri
arasinda iliski olabilecegi gibi cevap degiskenleri arasinda da iliski olabilecegi durumu
g6z Oniinde bulundurulmalidir. Cevaplar arasinda iliski oldugu diisiiniildiigiinde, her bir
cevapin bireysel ve bagimsiz degerlendirilmesi anlamsiz olacaktir. Bu nedenle probleme
0zgili tanimlanmis bir deneysel bolgede, cevaplarin girdi degiskenlerinin bir fonksiyonu

olacak bigimde es anli modellenmesi gerekir.

Gok cevapl bir deneyde, N deney sayisi olmak iizere, k tane kodlanmis girdi degiskeni
X1, X,..., Xk icin elde edilen r sayida cevap degiskeni Y1,Y2,..., Yr ele alinsin. Belirli bir R
deneysel bolgesi iginde, girdi degiskenleri kullanilarak elde edilen polinomsal tipteki
regresyon modelleri ile cevap degiskenlerinin agiklanabilecegi varsayilsin. Buna gore i

cevap modeli

Yi=XiBi+ &, i=1,2,...r (3.7

esitligi ile vektorel bigimde tanimlanir. Burada, Yi, N X1 boyutlu i. cevap vektori; X,
Nxpi boyutlu ve pi rankli kodlanmig girdi degiskenlerinin bilinen fonksiyonlarindan
olusan tasarim matrisi; Bi, pi X 1 boyutlu bilinmeyen parametreler vektorl ve &, i.cevap
vektoriine iliskin rasgele hata vektoriinii gostermektedir. (3.4.6) esitligi ile tanimli r

cevapli modelin her biri i¢in hatalarin iligkisiz, model varyansinin sabit oldugu ve farkl
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modeller arasindaki hatalarin iliskili oldugu varsayilsin. Tanimlanan varsayimlar

matematiksel olarak

E(g)=0i=12,__r

Var(g)=0l, (3.8)
Covie,.e,)=0c_1,
IE'..l|.=]':::-'-::|'-; I=__.|'
biciminde ifade edilebilir. (3.7) ile tanimli r tane model,
(3.9

Y=XB +¢

esitligi ile tanimlanabilir. Esitlik (3.9) ile tanimli model yapisina dogrusal ¢ok cevapli

model adi verilir. Bu gosterimde, Y =[Y1' 2 :...:Yr']l ,N. x1 boy utlu cevap vektor(;
X =diag(X,, X,,..., X,), Nrx p boyutlu tasarim matrisi (p = Z p; J;
i=1

B=8:5 :...:,Br']', px1 boyutlu parametre vektorii ve s=[¢ &, ...: g;]' N, x1
boyutlu hata vektorii bigiminde tanimlanmaktadir. Buna gore esitlik (3.9)’ datanimlanan

cok cevapli model

Y, [xX, 0o .. ol][p] [
Y, 0 X, .. 0B |8

= | (3.10)
Y, 00 .. X |B| |e

ifadesinde taniml1 matris notasyonu ile gosterilebilir. (3.9) esitliginde tanimli p parametre

vektoriiniin tahmin edicisi

ﬁ:(X’(Z‘l®IN) x)lx'(z-1®|N)Y (3.12)
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esitligi ile tanimlidir. Esitlik (3.11)’de tanimli tahmin ediciye Genellestirilmis En Kiiciik

Kareler (Generalized Least Squares) tahmin edicisi denir. Burada X , cevaplarin varyans

A

kovaryans matrisi ve |, NxN boyutlu birim matrisidir. £ * nin kovaryans matrisi

-1

Cov(p) = (x (z7el, )'1 x) (3.12)

olacaktir. Esitlik (3.12) ile tanimli tahmin ediciyi hesaplamak i¢in X *nin bilinmesi

gerekir. Eger bu matris bilinmiyorsa, 6ncelikle bu matrisin tahmin edilmesi gerekir.

i[é‘ij ] 1, j=1,2,...,r olmak Uzere cevaplar arasindaki tahmini varyans degeri,

6‘ij :YiI(IN _Xi(xilxi)xi'f\llN _Xj(x}xj)xlj)Yj' (313)

esitligi ile tanimlidir. (3.11) ve (3.12) ile tanimlanan esitliklerde X yerine (3.13) ile tanimli

tahmin edici kullanilabilir.

Cevap degiskenlerinin iliskili olabilecegi diisiiniilerek kullanilan bu yontem, literatiirde
Goriiniiste Iliskisiz Regresyon (Seemingly Unrelated Regression) olarak tanimlanmugtir.
Tahmini model hatalarinin iliskisiz oldugu ve her bir cevap fonksiyonu i¢in ayn1 tasarim
matrisinin kullanildigi durumda esitlik (3.11) ile tanimli tahmin edici en kiguk kareler
tahmin edicisi olacaktir (Krafft ve Schaefer 1992, Tiirksen 2011).

3.4.3 Cok cevaph yiizey problemlerinin optimizasyonu

Cok cevapl yiizey problemleri genellikle optimal degeri elde edilmek istenilen gelisik
cevaplar icerir. Bu tiir problemlerin optimizasyonunda cevap fonksiyonlari igin istenilen
cevap degerlerini verecek optimal girdi degisken diizeylerinin belirlenmesi temel
hedeftir. Cok cevapli ylizey probleminin ¢oziimii i¢in gelistirilen yaklasimlar gesitli

kategorilerde incelemek mimkdnddr.
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Yapilacak olan deneyde, ilk tasarim noktalar1 segilerek, dogrusal bir cevap fonksiyonu ile
cevap ylzeyi yonteminin baslangici yapilir. Cevap ylzeyi i¢cin model kurulduktan ve
regresyon esitlikleri yardimiyla birinciden dereceden cevap yiizeyi formu hazirlandiktan
sonra belirlenen araliklarda elde edilen bu sonuca bakilarak maksimum (ya da minimum)
noktaya ulasmak i¢in hangi yone dogru gidilmesi gerektigine karar verilmesi
gerekmektedir. Cevap ylzeyini maksimum (ya da minimum) yapan noktaya ulaGmak
i¢cin cevap yiizeyinin konturlarindan yararlanilabilir. Cevap yiizeyini maksimum yapan
noktaya varildigi anlasildiginda, daha masrafli olan ikinci dereceden bir cevap yizeyi

formuyla isleme devam edilir (Bas 2010).

Cevap yiizeyi yonteminde optimal deney noktalarinin belirlenmesinde iki asamali bir yol

izlenmektedir;

1-Bir deneye dayanarak, bir sonraki deneyde cevap yiizeyi altindaki maksimum (ya da
minimum) noktaya dogru nereden hareket edileceginin belirlenmesi. Bu asama en dik
cikis (inis) yontemi olarak bilinir.

2-Yiizeyin maksimum (ya da minimum) ya da yaklasik maksimum (ya da minimum)
sonucunu belirledikten sonra cevap yuzeyinin bu maksimum (ya da minimum) nokta

civarindaki alanda denkleminin belirlenmesi.

En dik ¢ikis (inis) yontemi

Deneysel ¢alismalarda cevap yizeyinin fonksiyonu bilinmez. Bu nedenle herhangi bir
ylizey i¢in en iyi durumlar kiimesini bulabilmek i¢in en dik ¢ikis (inis) yolu (the path of

steepest ascent-descent) olarak bilinen yontem kullanilabilir. En dik ¢ikis (inis) yontemi,
deney tasarimi, model tasarim yontemleri ve ardisik deneyler ile bolgenin arastirilmasi
asamalarii kapsamaktadir. Bu yontemdeki diistince, cevap yizeyinin kuguk bir alanm
tizerinde basit bir deney uygulamaktir. Burada uygulamaya yonelik olarak bu yizey,
duzlem olarak dusundlebilir. Bundan sonra bu dizlemin denklemi bulunur ve bu
denklemden de yiizeyin en iyi noktasina dogru hareket etmek i¢in gidilecek yon belirlenir.
Daha sonraki deney, tepe (dip) noktasina (en iyi nokta) en hizli sekilde ulasacak yonde
tasarlandig1 i¢in bu yontem en dik ¢ikis yontemi olarak adlandirilir. Bu yontem, sonradan

yapilacak ardisik deneylerin orjinal deneyden ne kadar uzak olacagini belirlemez, ancak,
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bundan sonraki deneyin hangi yonde yapilacagini gosterir (Myers ve Montgomery 2002,
Bas 2010).

X1, X2,..,Xk baslangi¢ bolgesinde sistemin, uygun bir tahmini i¢in birinci-dereceden bir
modelle tanimlanmis oldugu varsayilirsa, bu asamadan sonra en dik ¢ikis yontemi
asagidaki adimlari izlemektedir:

1.Birinci-dereceden bir dik tasarim (ikinci-dereceden merkezi denemeleri olan
tasarimlarda uygundur) kurulur.

2.Maksimizasyonlu bir cevap gerekiyorsa bir en dik ¢ikis yolu, minimizasyonlu bir cevap
gerekiyorsa bir en dik inis yolu olusturulur.

3.Regresyon katsayilarina bakilarak bir sonraki asamada deney yapilip yapilmayacagina
karar verilir. Eger deney yapilacaksa, hangi noktalarda yapilacagi belirlenir. Deney
yapilacak noktalarin belirlenmesi i¢in cevap degerleri gozlemlenir. Bir sonraki deney
yeniden birinci-dereceden model kullanilarak (ikinci-dereceden merkezi denemeleri olan
tasarimlar da uygundur) yiiriitiiliir.

4.Uyum eksikligi (lack of fit) testi yapilir. Eger testin sonucuna gore uyum eksikligi
o6nemli bulunursa yeni bir yon olusturacak ikinci bir hesaplama yapilir. Eger testin
sonucuna gore uyum eksikligi 6nemli bulunmazsa ikinci dereceden bir deney tasarimi

modeli kurularak optimum nokta bulunur (Myers ve Montgomery 2002, Bas 2010).

Gok cevapli yiizey problemlerinin optimizasyonunda genel olarak kullanilan ilk yaklagim
1960 yilinda Lind tarafindan gelistirilen es yiikselti grafikleri (contour plots) ¢izimidir.
Es ytikselti grafikleri, tahmini fonksiyonlarinin grafikleridir. Myers ve Montgomery
(2002), caligmalarinda es yiikselti grafiklerinin kullanimlarma detayli olarak yer
verilmistir. Bu grafiksel yontem, cevaplarin es yiikseltilerini belirleyerek, cevaplar igin
optimal ¢6ziim igeren bdlgenin bulunmasina yardimci olur. Bu bolge, tiim cevaplarin es
anl1 olarak en iyi degerlerinin elde edildigi ¢6ziim uzayidir. Iki girdi degiskenine sahip
yiizey problemlerinin ¢6ziim bolgesinin bulunmasinda kolaylik saglayan bu yaklasim,
ikiden fazla girdi degiskenine sahip problemlerle ilgilenildiginde smirli kullanima

sahiptir.
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Cok cevapli yilizey optimizasyonunda kullanilan bir diger yaklasim, cevap
fonksiyonlarimin tek cevap fonksiyonuna doniistiiriilerek ¢oziimlenmesi ve optimal girdi
degisken degerleri kiimesinin elde edilmesidir. Literatlirde bu amagla en ¢ok kullanilan
yaklasimlar, Istenebilirlik Fonksiyonu Yaklasimi (Desirabillity Function Approach) ve
Genellestirilmis Uzaklik Yaklagimi (Generalized Distance Approach)’ dir.

Istenebilirlik fonksiyonu yaklagimi
Istenebilirlik fonksiyonu yaklasimi, ¢ok cevapli yiizey problemlerinin optimizasyonunda

en c¢ok kullanilan yaklasimlardan biridir. Bu yaklasimda tahmini cevap fonksiyonlari

YAJ., j=12..r,[01] arahifinda tanimh Slgekten bagimsiz bir degere, d J.(YAJ-(X)),
doniistiiriiliir. Burada, dj, j=12,...1,]. cevapicin d i :YAJ. - [0,1] biciminde tanimli reel

degerli bir fonksiyondur. Her bir cevap fonksiyonu igin elde edilen d;, j=12,...r, ] ,

tlim sistemi tanimlayacak bir istenen fonksiyona
D=(dd,--d )" (3.14)

dontistiriilir. (3.14) esitligi ile tanimli D cevap fonksiyonunu maksimum yapacak girdi

degiskenlerinin belirlenmesi istenir. Eger cevap fonksiyonlarindan biri i¢in istenebilirlik
degeri sifir ise (d i= 0, J =12,.., I’), diger cevaplarin kabul edilebilir olmasi sistem i¢in

optimalligin saglandigini1 gdstermez. Cevap fonksiyonlarmin maksimum, minimum ya da

hedef degerlerinin elde edilmesi durumlarina gore farkli istenebilirlik fonksiyonu

tanimlamalar1 yapilabilir. Tahmini \fi cevapini d; degerine doniistiirmek i¢in tek yonlii
ve iki yonlii olmak iizere iki doniisiim fonksiyonu kullanilir. \fj cevapimin maksimum
veya minimum degeri bulunacaksa tek yonlii doniisiim, \fj cevapr bir hedef degere

atanacaksa iki yonlii doniistim kullanilir. ijin ve Y™ sirast ile ilgilenilen j.yamt

fonksiyonunun alabilecegi minimum (alt sinir) ve maksimum (iist sinir) degerler olmak

Uzere, minimum degeri elde edilmek istenilen j. cevap igin istenebilirlik fonksiyonu tek

yonlii doniigtimle
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1 \ Y (X)=sy/m™

L . r},’rn;lx _j:r {x} N ) N _
a,(7,00) [ ELED | L <, 00 <a (3.15)

0 . :;;_,' [ x‘} = },.:;n:ax

bigiminde tanimlanir. Eger, j.cevap fonksiyonunun maksimum degerinin elde edilmesi

hedefleniyorsa istenebilirlik fonksiyonu

[ I . }IJ’ (x] 2 }’;“:l!

- ) Y (X)) — ymin 3 A

a,(7,(0) | BTNy (< o2 (3.16)
. i i

‘ 0 ){:. (X} = })—;uin

esitligi ile taniml olacaktir. (3.15) ve (3.16) esitliklerinde tanimli olan s degeri, sekil
parametresi olup, degeri kullanici tarafindan belirlenir. s=1 ic¢in, istenebilirlik fonksiyonu

hedef deger etrafinda lineer olarak artar. s{1 i¢in, fonksiyon digbiikey iken s>1 igin

fonksiyon igbikeydir. Ydntemde cevap degiskenleri i¢in alt sinir ve iist sinir degerlerinin
se¢imi olduk¢a 6nemlidir. Bu degerlerin uygun olmayan bi¢imde se¢ilmesi optimalden
olduk¢a farkli sonuglarin elde edilmesine neden olacaktir. Istenebilirlik fonksiyonu
yaklasimi, sezgisel ve basit olmasindan dolay1 oldukga ilgi ¢ekici olmasina ragmen bu
yontemde cevap fonksiyonlar1 arasindaki iliski gz ardi edilmekte ve cevaplarin iliskisiz

oldugu varsayilmaktadir (Tiirksen 2011).

izohips Egrileri

Dogrusal olmayan programlama yaklasiminda ¢ok yanitli sistemlerin optimizasyonunda
temel amag olan tiim yanitlar arasinda en iyi dengenin saglanmasi kargilanamamaktadir.
Cok cevapli optimizasyon problemlerinin  ¢6zuminde, dogrusal olmayan
programlamayaklagimi ve cevaplarin izohips egrileri ¢izilerek tist tiste yerlestirilmesi
(superimposing), desirability (istenilen hedefe ulagsma) fonksiyonu yaklasimi disindaki

diger yaklagimlardir.

Cevaplarin izohips egrilerinin ¢izilerek iist iliste yerlestirilmesi (superimposing), cok

cevapli optimizasyon problemlerinin ¢6ziimiinde kullanilan diger bir yaklasimdir. Her bir
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izohips egrisi, bir bagimsiz degisken merkezdeyken, diger degiskenlerin sonsuz sayidaki
kombinasyonlarin1 vermektedir. Katsayilara bagli olarak izohips egrilerinin dairesel,
eliptik ya da eger seklinde olmasi; maksimum nokta, minimum nokta, (eyer noktasi-
saddle point) durgun tepe ya da yiikselen/azalan tepe kosullarimi verebilmektedir.
Maksimum nokta, minimum nokta ve eger noktasi igin yanit yiizey grafikleri ve izohips
egrileri sirastyla Sekil 3.17a-c’de gosterilmistir. Cevap ylizeyinin dairesel olmasi,
degiskenler arasindaki etkilesimin ihmal edilebilir oldugunu, elips ya da eyer seklindeki
yiizeyler i¢ etkilesimin énemli oldugunu gostermektedir. En kiigiik elips ya da dairesel
sekil ile sinirlandirilmis yiizey 6ngoriilen en yiiksek veya en diisiik yanit1 belirtmektedir.
Ancak bu yaklasim ¢ok sayida bagimli ve bagimsiz degiskenin (dort veya daha fazla) bir
arada incelendigi durumlar igin kullanishgm kaybetmektedir. Ayrica, cevaplarin ¢ok
farkli skalaya sahip olmasi1 ayni grafik iizerinde gosterilmelerini de zorlastirmaktadir

(Myers ve Montgomery 2002, Bezerra vd. 2008).

(@)

(b)

Yanit yazey Izohips egrileri

St TR (©

x2

Yanit yiazey Izohips egrileri

Sekil 3.17 a Maksimum nokta i¢in yanit yiizey grafigi ve izohips egrileri*
b Minimum nokta i¢in yanit ylizey grafigi ve izohips egrileri**
¢ Eyer noktasi i¢in yanit ylizey grafigi ve izohips egrileri***
*((%0(0,0) noktasindan uzaklastik¢a cevap degerleri diisiis gostermektedir)
**((X0(0,0) noktasindan uzaklastik¢a cevap degerleri artis gostermektedir)
***((x0(0,0) noktasindan uzaklastik¢a cevap degerleri yone gore artig ya da diiiis gostermektedir)
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Iki degiskenin optimizasyonunda kuadratik cevap yiizeyleri icin baz1 farkli profiller de
olusabilir. Sekil 3.18. a ve b maksimum noktasi deneysel bolge i¢inde bulunan ylzeyleri
temsil eder. Sekil 3.18.b 6zellikle ilgi ¢ekicidir, degisken x2 ilgili olan plato gorinimi
bize X2 ‘nin seviye ¢esitliliginin, ¢alisma sistemini etkilemedigini gostermektedir. Sekil
3.18.c yuzeyi, maksimum noktanin deneysel bolgenin disinda oldugunu ve mimkuinse,
yeni bir tasarimin gerekli oldugunu gostermektedir. Sekil 3.18.d ylzeyi, minimum nokta

ve Sekil 3.18.e ylizeyi ise eyer noktasi gibi bir kritik nokta sunar (Bezerrra vd. 2008).

Sekil 3.18 Iki degiskenli optimizasyonun kuadratik modelleri i¢in {iretilmis bazi cevap
yuzey profilleri

a. maksimum, b. plato, c. maksimum nokta deneysel bolgenin diginda, d. minimum, e. eyer noktasi

3.4.4 Cok amagh optimizasyon

Optimizasyon, prosesin belirlenen hedefler dogrultusunda, bagimsiz degiskenlerin
birbirleriyle olan etkilesimleri ve bu bagimsiz degiskenlerin hedefe olan etkileri de g6z
oniinde bulundurularak bir araya getirilip uygulanmasi islemidir. Herhangi bir
optimizasyon prosedurd, genellikle hedef fonksiyonu adi verilen 6nceden tanimlanmis
kriterleri maksimize veya minimize etmek i¢in karar (bagimsiz) degiskenleri adi1 verilen
belirlenen kosullarin degistirilmesini igerir. Optimizasyon proses tasarimlarini verimli

hale getirmek i¢in kullanilmaktadir.
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Cok cevapl yiizey problemlerinde, cevap fonksiyonlarinmi tek bir cevap fonksiyonuna
doniistiirtip, tek amagli optimizasyon problemi gibi ¢6ziimleme yapmak kolay bir
yaklasim olsa da, her bir cevap fonksiyonuna en iyi degeri verecek optimal girdi degisken
degerleri elde edilemeyecektir. Clnku, bir cevap fonksiyonunu optimum yapacak
kosullar, diger cevaplar icin genellikle optimumdan uzaktir. Bu nedenle ¢ok cevapli
ytizey problemlerinin optimizasyonunda tek bir ¢ozim vektoru yerine alternatif ¢oztimler
onem kazanir. Buna gore ¢ok cevapl yiizey problemi, ¢ok amagli optimizasyon problemi

olarak ele alinabilir.

3.4.4.1 Cok amagh optimizasyon problemi

Cok amacli optimizasyon probleminde maksimum veya minimum degeri elde edilecek
birden fazla amag fonksiyonu ile ilgilenilir. Genel olarak, bir ¢ok amagh optimizasyon

problemi

min/ max { f,(X), f,(X),..., f.(X)} X €S (3.17)

bigiminde tanimlanabilir. Burada, X =[X,X,...X, ] bigiminde tanimh girdi degiskenleri

vektorii olup, S kiimesi kisit fonksiyonlarini igeren kisit kiimesi olarak tanimlidir. Cok
amagli optimizasyonda girdi degiskenlerinin olusturdugu karar uzayma ek olarak, amag
fonksiyonlar1 uzay1 olusturulur. Amag¢ uzayi olarak da adlandirilan bu uzay, Z ile
gosterilir. Karar uzayindaki her bir X vektorii i¢in, amag¢ uzayinda Z = [lez...Z ] ile

taniml1 bir fonksiyon vektorii bulunur. n boyutlu karar vektorii ve r boyutlu amag vektorii
arasinda sekil 3.19°daki gibi bir esleme vardir. Sekil 3.19°da S < R*igin uygun bir ¢6ziim

bolgesi ve Z c R%i¢in uygun bir amag bolgesi gosterilmistir (Deb 2004).
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(b)

Sekil 3.19 a. Karar uzayi, b. amag uzay1 arasindaki iligki (Deb 2004)

Dogrusal ve Dogrusal Olmayan Cok Amach Optimizasyon

Bir cok amagli optimizasyon probleminde, tiim amag fonksiyonlari ve kisit fonksiyonlari
dogrusal ise problem, dogrusal ¢ok amacli optimizasyon problemi olarak adlandirilir.
Amag veya kisit fonksiyonlarindan en az bir tanesi dogrusal degil ise, problem dogrusal

olmayan ¢ok amagli optimizasyon problemi olur.

Disbiikey ve Disbiikey Olmayan Cok Amach Optimizasyon

f,:R" >R, j=12,...,r ile tanimh bir fonksiyon ve her X' eR" ve X?eR"icin,

fi(AX + A=) X?)< AF (X)) +@-2) f;(X?),0<a<1 (3.18)

esitsizligi saglaniyor ise , f;, j=1,2,...,r fonksiyonuna disbiikey (convex) fonksiyon

denir. Bir ¢ok amagli optimizasyon probleminde, tiim amag fonksiyonlar1 ve uygun
¢oziim bolgesi digbiikey ise, problem digbiikey ¢ok amagli optimizasyon problemi olarak
adlandirilir. Amag fonksiyonlart icin (3.18) esitsizliginin saglanmamas1 durumunda
problem, digbiikey olmayan c¢ok amagli optimizasyon problemidir (Apaydin 2002;
Tirksen 2011).

Pareto Optimallik
Eger, her j=1,2,...,r igin fj(x*)s f;(X)ve en az bir p indisi i¢in fp(X*)<fp(X)
olacak bigimde bir bagska karar vektorii X €S yoksa, X" S Pareto optimaldir. Bir

baska ifade ile eger, her j=1,2,...,r igin Z;<Z, ve en az bir t indisi i¢in Z,(Z, olacak
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bicimde bir baska amac vektorii Z € Z yoksa, Z" €Z Pareto optimaldir (Miettinen
2002).

Cok amacli optimizasyon probleminin ¢oziimiinde, tek amagli optimizasyon
problemlerinin ¢dziimiinde oldugu gibi bir tek optimal ¢6ziim elde edilemez. Genel olarak
elde edilen hig bir ¢6ziim biitiin amag fonksiyonlarini ayn1 anda optimize edemeyecektir.
Bu nedenle ¢ok amagli optimizasyonda ideal ¢dziime ulasilamaz. ideal ¢6ziim yerine
etkin, uzlagsik, baskin ¢oziimler olarak adlandirilan Pareto ¢oziimler ile ¢ok amach
optimizasyon problemlerinin ¢ozumleri karakterize edilir. Pareto Optimallik kavrami
1900°1ii yillarin baslarinda, italyan iktisat¢1 ve sosyolog olan Vilfredo Pareto tarafindan
ortaya atilmistir. Pareto optimallik felsefesinde, bir amaci iyilestirme ancak ve ancak
diger amaglardan fedakarlik etme yoluyla saglanmaktadir. Matematiksel olarak her
Pareto optimal ¢oziim, ¢ok amagli optimizasyon probleminin ayni derecede kabul
edilebilir bir ¢cozimudir. Uygulamada ideal ¢ozimler yerine genellikle Pareto optimal

¢Ozlmler 6nem kazanir (Deb 2004, Tiirksen 2011).

Baskinhk Kavram
X*, X? e S olmak iizere, minimum degeri elde edilmek istenilen tiim amag fonksiyonlar1

lizerinde X'¢ozimil, X? ¢dziimiinden daha kotii degil ve en az bir amag fonksiyonu
icin X* ¢oziimii, X? coziimiinden daha iyi (f (X')(f;(X?),3j=12...r)ise X*
¢ozimiinin X ? ¢dziimiine baskin oldugu ve X ? ¢dziimiiniin ise basilgin oldugu sdylenir.
Herhangi bir amag fonksiyonu degerinde azalma yaratan bir ¢6ziim, diger amaclarin en
az birinde herhangi bir artmaya neden olmuyorsa elde edilen ¢dziim baskindir. Sonlu
sayidaki bir ¢6ziim kiimesi i¢in, tim miimkiin ¢oziimler ikili karsilastirilarak ¢oziimler
arasindaki baskinlik ya da basilgmlik iliskisi ortaya konabilir. Eger, X '¢6zimii r amag
fonksiyonu icin X ?¢éziimiinden kesin olarak daha iyi ¢oziim veriyor ise X' ¢oziimii
X % ¢oziimiine giiglii baskindir denir. Sonugta, herhangi iki ¢dziimiin birbirine baskin
olmadigi bir ¢6ziim kiimesine ulasilmasi istenir. Elde edilen ¢oziim kimesindeki bir
¢ozlim, bu kiimenin disindaki herhangi bir ¢oziimii kapsar. Bu kiimeye baskin ¢6ziim

kiimesi adi verilir. Bir Pareto ¢6ziim kiimesi her zaman bir baskin ¢dziim kiimesidir.
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Cok amacl optimizasyonda iki hedef vardir. Bunlar
I. Pareto optimal ylizeye mumkiin oldugu kadar yakin ¢6ziimler bulmak,

ii. Miimkiin oldugu kadar gesitli ¢oziim elde edebilmektir.

[k hedef, tek amagli optimizasyon problemine benzer bir hedeftir. Elde edilen ¢oziimlerin
optimal ¢dziimlere yakin olmast istenir. ikinci hedef, cok amacli optimizasyon igin temel
hedeftir. Coziimlerin birbirlerine gore baskinligini belirleyebilmek igin Pareto optimal
yiizeyde ¢ok sayida farkli alternatif ¢6ziim elde edilmesi, diger bir ifade ile ¢6ziim
cesitliliginin saglanmas1 gerekir. Bir optimizasyon algoritmasi ile elde edilen baskin
cozimlerin, gercek Pareto optimal ¢6zum kiimesi olmasi her zaman miimkiin olmayabilir.
Fakat, elde edilen ¢oziimlerin dogru Pareto optimal bolgeye yakinsamasi istenir (Deb
2004). Sekil 3.20, optimal degeri elde edilmek istenilen iki amag fonksiyonu igin amag
uzayinda olabilecek dort farkli durumda baskin ¢oziimlerden olusan Pareto yiizeyleri

goOstermektedir.

£ .
72t (a) 54 )

h h
/ © 54 ()

A A

Sekil 3.20 Iki amag fonksiyonu i¢in olabilecek dért farkli durumda elde edilen Pareto
¢c6zum kimeleri (Deb 2004)

a. min f; ve min {5, b, min f; ve max f,,c. max f ve min f,,d. max f ve max f,

Ideal Amac Vektori
Bir ¢ok amacli optimizasyon probleminde ilgilenilen her bir amag i¢in bir optimal ¢6zim
vardir. Optimal ¢6ziimlerin olusturdugu bu ¢oziim vektoriine ideal amag vektéri denir.

Ideal amag vektoriiZ™” m j. bileseni
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min f,(X),j=12...,r XeS (3.19)

ile tamimli  kisith minimizasyon  probleminin  ¢dzlimidiir. Burada,

Z"=f"=[ff, .. f |dm Ideal amag vektorii gergekte olmayan bir ¢dziimdiir. Pareto
optimal ¢0ziim arayan c¢ok sayida ¢ok amacli optimizasyon algoritmasi, ideal amag
vektoriinii referans ¢6zlim olarak kullanir. Sekil 3.21°de iki amagli bir problemin ideal

amag vektorii Z” ile gosterilmistir. Cok amagli optimizasyon probleminde, ideal amag

vektoriine yakin ¢ozlimlere ulasilmasi istenir.

*

Sekil 3.21 min{f,, f,} problemi igin ideal, Utopik (Z~) ve nadir (Z™) amag
vektorleri (Deb 2004)

Utopik Amag Vektori

Ideal amag vektorii her bir amag fonksiyonu i¢in Pareto optimal kiimesinin bir alt sinirin1
tanimlar. Bazi algoritmalar, arama uzayimnda amag fonksiyonuna daha i1yi ¢6ziim veren
¢dziimlere ulasmak isterler. Utopik amag vektorii, her bir bileseni ideal amag vektdriiniin
ilgili elemanindan daha kiigiik deger alan amag fonksiyonlarinin olusturdugu vektorddir.

Sekil 3.21°de Z™ile gosterilmis ve Z~ =Z"-¢,,€)0,i=12,...,r biciminde tanimlidir.

Ideal amag vektorii gibi gercekte olmayan bir ¢ozimdir.
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Nadir Amag Vektoru

Nadir amag vektorii, Z™ , her bir amag fonksiyonu icin Pareto optimal ¢oziim kiimesinde
en kotli ¢oziim vektorii tanimlar. Bu ¢oziim, sekil 3.19’da W ile gosterilen ¢oziimden
farklidir. W amac¢ vektor, tim arama uzayr (zerinden elde edilen fonksiyon
degerlerinden olusurken, Z™ uygun ¢6ziim bolgesi icindedir. Tyi tamimlanmis bir ¢ok
amacli optimizasyon probleminde nadir amag vektorii, ideal amag vektoriiniin 6diinlesim

degerlerinden  yararlanilarak  elde  edilebilir. ~ z™ = [ fL(X™) (X *1)] ve
727 = [ f(X™?)f,(X *2)] sirast ile f, ve f, fonksiyonlarmin ¢oziim degerlerinin

koordinatlar1 olsun. Nadir amag vektorii, 7" = [ f,(X™?) f,(X *1)] ile tanimhidir.

Amag¢ Fonksiyonlarinin Normalizasyonu

Cok amagcli optimizasyonda bazi durumlarda yeniden dl¢eklendirme tavsiye edilen bir
yaklagimdir. Amag fonksiyonlarinin normallestirilmesi ile amag degerleri yaklasik olarak
ayni biyiiklige dontstliriiliir. Pareto optimal ¢6ziim bolgesinde her bir amag
fonksiyonunu normallestirmek i¢in, nadir ve ideal amag¢ vektorlerinden yararlanilir.

Normalizasyon;

*

f,-Z,
fjnorm — Zn;d _ZJ* , J :1,21”'"’ (320)

J J

ile tanimlanir (Deb 2004).

Cok Amach Optimizasyonda Klasik Yaklasimlar

Cok amagli problemin optimizasyonu sonucunda elde edilen Pareto ¢oziimlerin belirli bir
onem sirasinda degerlendirilmesi istenir. Bu nedenle bir karar vericiye ihtiyag duyulur.
Cok amagli optimizasyon probleminin ¢6zimui, karar verici-analist isbirligi ile
gerceklestirilir. Analist, ¢oziim silirecinin matematiksel ve teorik yoniinden sorumlu kisi
ya da bilgisayar programlaridir. Cok amagl optimizasyon yontemlerinin ¢ogunda karar
uzayl yerine, amag¢ uzayi ile ilgilenilir. Karar verici i¢in amag¢ degerleri degisken
degerlerinden daha onemli iken, problemin matematiksel modellemesi karar uzayi

tizerinde gerceklesir. Cok amaglh optimizasyon i¢in kullanilacak yontemi secerken
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ilgilenilen problemin 6zelliklerine dikkat edilmesi gerekir (Koksoy ve Hocaoglu 2005,
Tiirksen 2011).

Klasik ¢ok amacli optimizasyon yaklasimlar1 ile genel olarak amag¢ fonksiyonlar1 tek
amag fonksiyonuna doniistiiriilerek, tek amacli optimizasyon problemi gibi ¢éziimleme
yapilir. Elde edilen ¢6ziim Pareto kiimesindeki ¢oziimlerden yalnizca biri olacaktir.
Algoritmanin bir kez igletilmesi ile Pareto ¢6ziim kiimesine ulasilamamaktadir. Bu durum
Pareto kiimesindeki tiim ¢oziimlere ulasmakta zaman kayb1 yaratacaktir. Ayrica klasik
algoritmalara 0zgu cesitli parametrelerin kullaniciya gore tanimlanmasi (e-hata, hedef
degerler, agirlik katsayilari, ...) yontemlerin kullaniminda zorluk yaratmaktadir. Cok
amagcli optimizasyon problemlerinin disbiikey olmadig1 durumlarda klasik algoritmalarla
Pareto ¢Ozim kimesinin elde edilmesinin miimkiin olmadigi gorilmistir. Klasik
yaklasimlarin yetersiz oldugu bu durumda, son yillarda ¢ok amagli problemlerin

optimizasyonu i¢in ¢ok amacli metasezgisel yontemler kullanilmaktadir.

3.5 Ogrenme Algoritmalari

Bir¢ok 6grenme algoritmasi mevcuttur, en sik kullanilant Delta-kurali veya Geriyayilim
(backpropagation) olarak adlandirilan algoritmadir. Kiigiik ve orta ¢apli problemlerde
oldukca 1yi sonu¢ vermesine ragmen ayni etkiyi biiyilk ¢apli problemler {izerine
gOsterememektedir. Bir diger dezavantaji da hesaplamalarda saklanmasi gereken
Jacobian matriks verilerinin, hafizada biiyiik yer tutmasidir. Tim bunlara ilaveten
hesaplamalardaki zaman ihtiyacinin da fazla olmasi eklenince, Uzerinde birkag
modifikasyon yapilmasi gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Levenberg-Marquardt algoritmasi
geriyayilim 6grenme algoritmasi olarak kullanilan algoritmalardan biridir. Hatay1 ikinci
derece denklem kullanarak yaklastirir. Kenneth Levenberg—Donald Marquardt’in
onerdigi hizli ve istikrarli yakinsayan bir modeldir. Egim diisiimii (gradient descent) ile
Gauss-Newton metotlarinin kombine sekilde kullanimi ile olusturulan Levenberg-
Marquardt algoritmasi 6grenme algoritmalar1 arasinda en etkili oldugu kabul edilen
yontemdir (imer 2010).
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Levenberg-Marquardt metodu, lineer olmayan en kiiglik kareler sorunlarini ¢ézmek icin
kullanilan standart bir tekniktir. Veri noktalar1 ve fonksiyon arasindaki hatalarin kareler
toplaminin minimizasyonu ile o6lgiilen veri noktalarmin kullanildigi parametreli
fonksiyon ayarlandig1 zaman, en kii¢lik kareler sorunlari ortaya ¢ikar. Dogrusal olmayan
en kiguk kareler sorunlari, fonksiyon parametreleri dogrusal olmadigi zaman ortaya
cikar. Levenberg-Marquardt yontem parametreleri optimal degere uzak oldugunda daha
fazla egim diisiimii yontemi gibi davranir ve daha fazla parametre optimum degere

yakinsa Gauss-Newton yontemi gibi davranir (Gavin 2013).

Levenberg-Marquardt algoritmasi egim diisiimii ve Gauss-Newton arasindaki parametre

guncellemeleri ile degisir ve

[I™WJ + 41 |h, =3"W (y-9) (3.21)

esitligi ile tanimhidir. (3.21) esitliginde, egim diisimii giincellemesinde algoritmik
parametre A biiyiikk degerleri, Gauss-Newton giincellemesinde A kiiciik degerleri
tanimlidir. Parametre A biiyiik degerlerle baglatilir. Eger iterasyon daha kotu ¢ozimlere
neden olursa, A artar. Coziimler minimuma yaklagirsa, A artar ve Levenberg-Marquardt
metodu Gauss-Newton yontemine yaklasir, ¢oziim genellikle hizla yerel minimuma

yakinsar.

Marquardt’in 6nerdigi giincelleme iligkisi

[ JTWJ + Adiag(3'WJ) |h,, = I'W (y - ) (3.22)

(3.22) esitligini kullanan Levenberg-Marquardt algoritmast MATLAB’da Im.m uygular.
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3.6 Ters Faz Sivi Kromatografide Temel ifadeler ve Optimizasyon Parametreleri
3.6.1 Ters faz sivi kromatografide temel ifadeler

Kromatografik bir sistemde veriler kromatogramlarla yorumlanmaktadir. Kromatogram;
tayini yapilan 6rnegin her bir bileseni i¢in belirli zamanlarda derisim degerine kars1 elde
edilen cevabin uygun bir dedektor ile saptanmasiyla elde edilmis pikleri gosteren
grafiktir. Iki bilesenli bir Ornege ait kromatogram sekil 3.22’de verilmistir. Bir

kromatogrami yorumlamada kullanilan ana parametreler sunlardir;

1.Alikonma zamani, tr
2. Segicilik , a
3.Kolon etkinligi, N

4. Kapasite faktori, k'
5. Ayirma Giicii, R

Allkonma Zamani, tr

Ornegin enjekte edilmesinden sonra analit pikinin dedektdre gelmesine kadar gecen

siireye alikonma zamani denir.

II| \\ B

Sekil 3.22 HPLC yontemiyle elde edilen kromatogram
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Sekil 3.22°de tm; sabit faz ile etkilesmeyen maddelerin veya hareketli fazin alikonma
zamanini, ta; A maddesinin alikonma zamanini, tg; B maddesinin alikonma zamanini
gostermektedir. Alikonma zamani yerine alikonma hacmi de denilmektedir. Ayrilamayan
piklerin veya hareketli fazin alikonma hacmi, 6lii hacim (Vo) olarakta adlandirilir. Bir
maddenin alikonma hacmi ayirimi yapilacak olan maddenin sabit fazdan eliie olmasi igin
gerekli olan hareketli faz hacmidir. Alikonma hacmi; alikonma zamani ile hareketli faz

akis hizini (F) ¢arpilmasi ile hesaplanabilir.
Vo=tmXF (3.23)

Segicilik, a

Secicilik, esas olarak sabit fazin 6zelligine gore degisiklik gosterse de seciciligi kismen
etkileyen faktorlerden birisi de hareketli fazin bilesimidir. Segiciligin matematiksel
ifadesi esitlik 3.24’de gosterilmistir. Bu esitlikte kolonda daha uzun siire tutulan maddeye
ait kapasite faktoriiniin daha kisa siire tutulan maddeye ait kapasite faktdriine oranlanmasi
ile hesaplanabilir. Bu tanima gore segicilik daima 1’°den biiytiktiir (Meyer 2004; Adigiizel
2009).

(3.24)

k

A

Kolon etkinligi, N

Kolon verimliliginin bir olgilisii olarak, genel olarak birbiri ile baglantili iki terim
kullanilmaktadir. Bunlar, tabaka yiiksekligi, H ve tabaka sayis1 N’dir. Bu iki terim
arasinda esitlik 3.25’de ki bagint1 vardir,

N = L/H (3.25)

L, kolon dolgu uzunlugudur. Kolon verimliligi kolon tipi, sabit faz tipi ve boyutu,
hareketli faz bilesimi ve akis hizina gore degisebilmektedir. Kolonun esdeger tabaka
sayist (N), kolon etkinliginin bir 6lgiisiidiir. Genel olarak N degerinin hesaplanmasi esitlik

3.25°de gosterilmistir. Esitlik 3.26°da ise teorik plaka sayisinin hesaplanmasi verilmistir.
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Esitlik 3.26 ve 3.27°de Wa, A maddesine ait zemin ¢izgisindeki pikin cm cinsinden
genigligidir (Sekil 3.22) ( Meyer 2004, Adigiizel 2009).

2
N = 16(t_A] (3.26)
WA
2
_ (3.27)
N, =16(MJ
WA

ap1+bg1=Wp;

Sekil 3.23 Pik genisligi

W pik genisligi, Gaussian pikinin teget ¢izgisinin temel ¢izgiyi kestigi yere dayanir ve
burada pik yiiksekliginin % 13,40 pik genisligine denk gelir. Bununla birlikte, Gaussian
olmayan pikler igin, farkli esitlikler 6nerilmistir. Cizelge 3.3’de N i¢in uygulamalarda

kullanilan hesaplama yontemleri verilmistir.

Cizelge 3.3 N; Kolon Etkinligi Hesaplama Metodlari

N Hesaplama Metodu Esitlikler
Tanjant Cizgisi Metodu N 1B (‘tr )3
AW
Yar1 Pik Yiiksekligi Metodu tr 2 Wos:Yari-pik  yiiksekligindeki
N=554 W—M) genislik
Alan Yiikseklik Metodu 2 A: Alan
tr-H .
Ne2m\ = H: Yiikseklik
EMG Metodu (Exponentially 2 Wo.1:%10pik  yiiksekligindeki
tr
Modified Gaussian) (—) genislik
N=41.7 Mo
014125
4.1




Alikonma faktoru, k'
Kolon igerisinde ¢oziinen maddenin ilerleme hizini ifade eden bir faktordiir. A ¢6ziineni

icin alikonma faktoru,

K Vs (3.28)
VM
Esitlik (3.28)’ de Ka; A maddesi i¢in dagilma katsayisi, V's; sabit faz hacmi, Vu; hareketli

k, =

faz hacmidir. Dagilma katsayisini ise, K ¢6ziinenin sabit fazdaki molar deisiminin (Cs),

hareketli fazdaki molar derisimine (Cwm), orani ile hesaplanir (Esitlik 3.29).

CS
CM

K =
(3.29)

Alikonma faktorii, hareketli fazin sabit akis hizinda, esitlik 3.30°daki gibi alikonma
zamanlar1 kullanilarak da hesaplanabilir. Iyi bir ayirim icin alikonma faktorii degerinin 1

ile 10 arasinda olmas1 gerekmektedir.

t, —t (3.30)
A M

Kapasite faktorl maddenin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine, uygulanan yénteme gore
farkliliklar gosterir ve 0Ozgiil bir degerdir. Kromatografik sistemde en Onemli

parametrelerden biridir.

Ayirma Giicii, R
Ayirma giicii kolon etkinliginin ve ¢oziicii etkinliginin bir dl¢iisiidiir. Esitlik 3.31-32°de

ayirma giiciiniin matematiksel olarak hesaplanmas1 verilmistir.

_ Z(tB _tA)
R= W, +w, (3.31)
ve
1({a-1 k
R :Z[Tj(k'—ﬂ]‘m (3.32)

121



Ayirma giclnlin hesaplanmasinda, alikonma faktori, tabaka sayist ve segicilik
kullanilmaktadir. Genel olarak birbirini takip eden iki pik i¢in R degeri 1,5 ve Uzeri iken
tam ayirim saglanmaktadir. R=1,325 iken maddelerden biri digeri i¢ine % 0,3 oraninda
girmis durumda, R=1 iken, maddeler birbiri i¢ine % 4 oraninda girmis durumdadir ve
R=0,75’de aymrim olmamaktadir. R=1,5 oldugu zaman maddeler %95 olasilikla
birbirlerinden ayrilmis olarak kabul edilebilir (Sekil 3.24) ( Meyer 2004, Adigiizel 2009).

Sinyal -

Rs=0.75

\/ \
N i | 7 el
VANV VAN

Zaman

Sekil 3.24 Ayirma guclnin piklerin birbirinden ayrilmasina etkisi (o: sabit)

Seciciligin Ayirma Guct Uzerine Etkisi: Genelde segicilik arttigi zaman ayirma
gicinln de artmasi beklenir. Esitlik 3.6.10°daki tek degisken o oldugunda bu ifade
asagidaki gibi ifade edilebilir (Hamilton, 1982).

a-1
R=C, (Tj (3.33)

C1; bir sabittir ve o’ya kars1 R grafige ge¢irildiginde a’nin artmasiyla R degeri belli bir
degere kadar artip daha sonra sabit kalmaktadir (Sekil 3.25). o=1 oldugunda iki bilesik

arasinda ayirim gerg¢eklesmemektedir.

122



Sekil 3.25 Segiciligin ayirma giicii Gzerine etkisi

Alikonma Faktériiniin Aywrma Gucl Uzerine Etkisi: Ayirma glcl ile alikonma
faktorii arasindaki iliski tek degisken k' oldugunda esitlik 3.34’deki gibi ifade edilir.
rRoc [_K_ (3.34)
1+k
Burada C, sabittir ve k'=0 iken ayirim ger¢eklesemez. Biiyiik k' degerlerinde esitlik
3.6.12°nin sag tarafi 1 olur ve ayirma giiciinde bir farklilik olmaz. Optimum k' degeri 1
ile 10 arasinda oldugunda istenilen ayirma giiciine ulasilir. k' ye karsi R grafige
gecirildiginde k' 10 degerine gelene kadar R degeri artip daha sonra sabit kalmaktadir
(sekil 3.26) (Meyer, 2004).

Sekil 3.26 Alikonma faktoriiniin ayirma gucu tzerine etkisi
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Kromatografide kuramsal olarak kolonda ayrilan maddelere ait bantlarin normal dagilim
(Gauss dagilimi) gostermesi beklenir. Normal dagilimda sabit fazdaki madde derisimi ile
hareketli fazdaki madde derisimi arasinda dogrusal bir iliski bulunmaktadir. Ancak bu
her zaman miimkiin degildir. Cogunlukla ideal kosullar gozlenmez ve pikler non-
Gaussian ya da Lorentzian dagilim gosterirler. Temel kabuller, R tayininde iki komsu
pikin birbirinden ne oranda iyi ayrildig: ile ilgilidir ve tiim kromatogramin analiz siiresi
ile iliskilendirilmez. Klasik olarak k, o ve N tanimlar1 bize HPLC de ayirim i¢in bir strateji
sunar ancak bu asamalar olduk¢a zaman alic1, deneme yanilmaya dayali ve her seferinde
bir degiskenin tanimlanarak hedefe ulasilmasini saglayan bir metodolojidir. Sekil 3.27

bize HPLC de klasik metod gelistirme asamalarini sunmaktadir.

. 4
k'y1 optimize et
- (2-8aralginda)

diiziik ayirm

1371 anmn

. diigiik ayinm _|
. tiim pikler coziildii

™
bagansizps W

Sekil 3.27 HPLC’de metod gelistirmek i¢in klasik strateji (Kromidas 2006)

Son yillardaki ¢aligmalar; HPLC’nin temel parametrelerinden R kavramina yeni bir bakig
acg1s1 getirmis ve Kromatografik Cevap Faktorii yaklagiminin dogmasina neden olmustur.

Bu konu ile ilgili ¢aligmalarin literatiir 6rnekleri boliim 2.8’de verilmistir.

3.6.2 Ters Faz Sivi Kromatografisi

1970’lerden giiniimiize, HPLC teknigi, laboratuarlarda organik maddeler i¢in ayirma,

analiz ve saflagtirmanin vazgecilmez segenegi olmustur. Yiiksek performans sivi
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kromatografisi (HPLC) giinimiizde genis ¢apli molekiiler analiz ve saflastirmalarinda
oncii teknik olarak tam yer edinmisti. HPLC’nin biiyiikk bagarisin1 saglayan,
yenilenebilirlik, secici manipiilasyon yapma kolayligi ve genelde yiiksek saflastirma
yetenekleridir. En mitkemmel 6zelligi birbirine ¢ok benzeyen ya da farkli molekiiller igin

bile belirli sartlar altinda sagladig1 olaganiistii ayirma giiciidiir.

Ters faz kromatografisi literatiirde en yaygin kullanilan s1vi kromatografisi metodu haline
gelmistir. Burada sabit faz apolar, hareketli faz polardir. Analitler yilizeye apolar
fonksiyon gosteren gruplariyla baglanirlar. En polar analit kolondan ilk 6nce ¢ikar. Ters

faz kromatografisi orta-yiiksek polarliga sahip analitler i¢in en kullanigh yontemdir.

Ters faz sivi kromatografi, apolar maddelerin ayrilmasinda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu o6zellikteki maddeleri ayirmak igin sabit faz apolar Ozellikte,
hareketli faz da polar 6zellikte se¢ilmektedir. Ters faz ayirma teknigi, 6rnek ile apolar
baglanma fazi ve polar sabit faz arasinda basit ayrima dayanir. En polar 6rnek bilesenleri,
apolar bilesiklerin apolar sabit fazla etkilesimine dayali olarak en 6nce gelmelidir. Ancak
en ileri “end-capped” kolonlarda bile altta bulunan anyonik silika ise karisir ve ayirmay1
etkiler. Polimer temelli kolonlarla karsilagtirildiginda diger kolonlarin ulasamayacagi
ayirimlari yapan kolona bu 6zelligini silika verir. Silika ters faz kolonu yaslandik¢a daha
cok silika bolgesinin hidrolizle serbest kalmasindan dolayi, alikonma karakteristikleri

degisir.

Asagida ters faz sivi kromatografi yontemine ait sabit ve hareketli fazlara ornekler

verilmistir.

Sabit Faz ( apolar): Silika-C18, Silika-C8, Polimer...

Hareketli Faz (polar): MeOH/H.O, CH3CN/H>0, MeOH/Tampon...
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Pek cok analizde, istenilen bilesikler bir karisimin pargasi olarak bulunurlar ve
kromatografik tekniklerin bu noktada ayirma islemleri i¢in devreye girmesiyle nicel
analizler veya tanilama miimkiin olmaktadir. Kromatografinin yetersizligi, bilesikler
tamamen Dbirbirlerinden ayrilsa bile agik ve anlasilir sekilde bir tanilama
saglayamamasindan kaynaklanmaktadir. Tanilama, optimum deney kosullarinda referans
malzemelerinin alikonma karakteristikleriyle yapilir. Fakat bu noktada analist hicbir
zaman ayni alikonma zamanina sahip iki bilesigin ayni madde olduguna tam emin
olamaz. Her ne kadar analistin elinde ayarlayabilecegi pek ¢ok kromatografik kosul da
olsa, karisimin tiim bilesenlerini tamamen ayirmak miimkiin olmaz ve bu durum istenilen
analitin tam ve dogru nicel analizini engeller. Bu amagla PDA dedektor sistemlerinde pik

saflig1 (peak purity) modu gelistirilmistir.

Sivi kromatografi tekniginde polar ve hidrofilik tiirlerin ayrilmasinda sorunlarla
karsilasilmasindan dolayr alternatif karma mod sabit fazlar gelistirilmistir. Bu sabit
fazlarin i¢ine iyonize olabilen yapilar eklenerek polar 6zellik ve iyon degisimi 6zelligi
kazandirilmaktadir. Bu sayede C-18 ya da C-8 kolonlara da polar tiirlerin ayrilmas: da

verimlilik arttirilmaktadir.
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Sekil 3.28 Ters faz - Iyon Degisimi Ozelligi Gosteren Karma Mod Kolonlarin Sabit
Fazlarinin Yapilari

3.7 Sivi Kromatografide Izokratik ve Gradient Eliisyonda Ahkonma Modeli Teorisi

Ters faz s1vi kromatografi populer ve gok yonli analitik tekniklerden biridir. Bu teknikte,
basit izokratik, izotermal ve isorheic (sabit, degismez) kosullar altinda gradient eliisyon
uygulamalarinda tek modlu ya da ¢ok modlu, zamanla esanli deneysel parametrelerin
degistirilmesi ile c¢alisilabilir. Literatiirde bu teknikle ilgili, ters faz ayirma sirecini
ilgilendiren makroskopik- termodinamik ve ya molekdiler diizeyde ayirmalar1 iceren pek
cok yayin mevcuttur. Ancak ters faz sivi kromatografi kolonu ile iligkili, ayirma
mekanizmalarimin kullanimi ile gelistirilmis, ayirma karakteristiklerini ve en uygun

kromatografik parametreleri bulmak i¢in yapilan ¢alismalar oldukca azdir..

Bu amagla yapilan optimizasyon prosesinin ilk adimi, inceleme altindaki analitlerin
alikonma (eliisyon) zamaninin tr tahminlenmesidir. Genellikle alikonma (eliisyon)
zamanininin tr belirlenmesi ile alikonma faktorii k hesaplanir. k; kolon sicakligi T, mobil
fazin pH’1, ve ¢oziicillerin hacim oranlarinin (@1, @2, ...) bilinmesi kosulu ile

degerlendirilir. k=g(T,pH,p1,¢2, ...) bilindigi zaman tr (3.35) esitligi ile hesaplanabilir.

tr=to (1+K) (3.35)

Izokratik eliisyon modunda, (3.36)’daki integral denkleminin ¢6zimii gradient ellisyon

modunu verir.
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tR
I Fdt, (3.36)

LA+k)

0

Burada to gecikme zamani, tr zaman degiskeninin o¢l, ¢2, ..., pH vs.etkilendigi
gorulmektedir (Snyder ve Dolan 2007; Nikitas ve Pappa-Louisi 2009a,b). Esitlik (3.36)
gradyan elisyon icin Snyder’in onerdigi ilk geleneksel temel denklem degildir.
Denklemin dezavantaji kolay ¢oziilememesidir, bu nedenle her zaman kolay ¢ozllecek

ve Ozyinelemeli sayisal yaklagimlar ileri stirtilmistiir (Nikitas ve Pappa-Louisi 2009a).

Denklem 3.36’nin iki sinir ifadesi ile kullanimi oldukga yararlidir ve mobil faz bilesimi

sabit akis hiz1 ve kolon sicakliginda degistiginde asagidaki denklem uygulanir.

te—to
dt _,

- 3.37
2 (337)

0

Bu denklem Snyder ve Dolan (2007), tarafindan tekli gradient eliisyonu i¢in ileri siiriilen

ilk temel denklemdir. Eger F veya T degiskenleri bu denkleme transfer edilirse,

" dt
I%a+k):1 (3.38)

0

denklemi elde edilir.

Secenek olarak k, k=h(gl, g2, ...., gm) olarak ifade edilebilir. g1, g2, ..., gm burada
gradient eliisyon sartlarini temsil eden degiskenlerdir, yani dogrusal gradientin gradient

adimlar1 veya mobil fazin baslangi¢ yada bitis kompozisyonu gibi. Bu durumda tr
k=g(TpH, ¢l, ¢2,...) (3.39.9)
veya
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k=h(gl,92,...,.gm) (3.39.b)

(3.39.b) denklemi optimizasyon ¢alismalari i¢in en temel denklemdir. Alikonma modeli
olarak adlandirilan bu denklem, alikonma mekanizmasini agiklamak i¢cin matematiksel

yada direkt olarak kullanilir.

3.7.1 Ahikonma mekanizmasi icin temel modeller

Ters faz sivi kromatografide alikonma ifadesini tam olarak tarif etmek oldukga zordur ve
cok fazla etkilesim igeren, karmasik bir siirectir. Bu etkilesimlerin en 6nemlileri sabit ve
hareketli fazin her ikisi i¢inde analit-analit etkilesimleri, hareketli faz icinde ¢oziicu-
¢ozlcu ve analit-gozicu etkilesimleri (belki durgun fazda da olabilecek etkilesimler) ve
analit ve ¢oziicii molekiilleri ile durgun fazdaki alkil zincirlerinin kendi aralarindaki
etkilesimleridir. Geleneksel ters faz kromatografide silika bazli kolonlarin yaklasik % 30-
50 sinin kaplama ve end-capped durumlarina goére, ¢6ziicii ve analitlerin silanol gruplari
ile etkilesimde oldugunu eklemek gerekir. Bu gruplarin zayif asidik oldugu ve alikonma

mekanizmasini etkiledigi diistiniilmektedir.

Solvofobik teori; kromatografik alikonmayi tanimlamak i¢in klasik termodinamige dayali
ilk girisimlerden biridir. Bu teori, termodinamik dongi igin kromatografik alikonma
prosesinin iki prosese ayrismasini kabul eder ve alikonma serbest enerjisini hesaplar.
Ozellikle alitkonma prosesi i¢in standart serbest enerji degisimi, ¢6ziinme icin standart
serbest enerji degisim miktar1 ve alkil zinciri ile analitin birlesimi i¢in standart serbest
enerji degisimi ifade edilir. Her bir tiir i¢in ¢6zme islemi ii¢ adimdan olusur: analit
molekiillerini yerlestirmek i¢in mobil fazda bir bosluk olusturmak, serbest hacim
azalmasi ve ¢Oziicli molekiilleri ile sarilmis boslukta yerlesen analit molekdllerinin bu
molekiillerle etkilesimi. Ancak alikonma prosesinin serbest enerji degisiminde Ki bu

katkilar, Ink icin oldukca karmasik ifadeler verir (Nikitas ve Pappa-Louisi 2009b)

Solvofobik teori Dill tarafindan (Dill, 1987) siddetli bir sekilde elestirilmis ve bunun

yerine partitisyon (ayirma) modeli gelistirilmistir. Bu model durgun faz boyunca mobil
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fazdan analit molekiillerinin ayirimini dikkate alan bir alikonma modelidir. Bu teori
Ozellikle analit molekullinun sabit fazin alkil zincirleri i¢inde tamamen tutuldugunu
varsayar ve ii¢ ana adim igerir: duragan faz i¢indeki bir boslugun olusturulmasi, mobil
fazdaki analitin bu bos kaviteye transferi, mobil faz i¢indeki boslugun kapatilmasi. Bu
durumda ayirma prosesi, hareketli ve sabit fazlarin analit molekiilleri ile molekiiler

etkilesimindeki farkliliklar ile kontrol edilir.

Alternatif bir yaklasimda, alikonma prosesini agiklamak igin adsorpsiyon modeli
Onerilmistir. Buna goére analit molekiilleri, duragan fazin hidrokarbon zincirlerinin
uclarinda olusturulan yuzey ¢Ozeltisinde adsorplanir. Yiizey ¢ozeltisi mobil faz ile ayni
bilesenleri igerir ancak farkli konsantrasyonlardadir. Calismalarin ¢gogunda, adsorpsiyon
modeli tercih edilen prosestir; ¢ozuci molekullerinin yerine, analit molekdlleri ve organik
degistirici molekiillerin beraber adsorplanacagini varsayar (Nikitas ve Pappa-Louisi
2009D).

Adsorpsiyon ve partitisyon modellerinin kombinasyonu Jaroniec ve Martire (1986)
tarafindan Onerilmistir. Burada alikonma modeli bir yer degistirme mekanizmasi
araciligiyla, adsorbe katmani olusum siireci Uzerinden modellenmistir ve ayirma
mekanizmalar lizerinden durgun faz ile adsorbe katmani arasinda analitin dagilimini

modeller.

Adsorpsiyon, partitisyon ve bunlarin kombinasyonlari, ters faz sivi kromatografide yogun
bir sekilde kullanilir ve bu modeller, istatistik veya klasik termodinamik varyasyonlar ile

bunlarin diizenli kombinasyonlarini kullanir (Nikitas ve Pappa-Louisi 2009b).

Ters faz s1v1 kromatografi uygulamalarinda mevcut yazilimlar; mobil faz kompozisyonu,
akis oran1 ve kolon sicakligini programlayabilecegimiz faydali program modlar igerirler.
Bu modlar sayesinde mobil faz kompozisyonundaki degisiklikler gradient elisyonun

karakteristiklerini programlar.
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Gradient program agagidaki sekilleri kapsayabilir:

a) dogrusal gradient

b) kavisli profil ile dogrusal olmayan gradient

) adim adim gradient

d) bolumli gradient-genellikle farkli egim boliimleri ve izokratik peryotlarla dogrusallik

icerir (elisyonun baslangicinda ve sonunda kullanilir).

Genel durum gozoniine alindiginda ¢oklu-mod gradient profili kromatografik sistemin
mikserinde olusturulur. Burada x1, x2,... koordinatlari; @1, @2, ..., hacim fraksiyonlari

(mobil fazin bilesenleri, bu fazdaki pH) F akis orani; T kolon sicakligi olarak alinir ve
mikserdeki bu degiskenlerin degerlerindeki herhangi bir farklilanma, kromatografik
kolonda hiza dayali, ayirma degiskenlerini bigimlendirir. Tek modlu gradient icin ¢ en

sik kullanilan dogrusal alikonma modeli (3.40)’da verilmistir;

Ink(p) =¢, +G¢ (340)

Bu model, ¢’ nin ¢ok dar araliginda gegerli olmakla birlikte, genis araligi i¢in kuadratik
model onerilir (3.41)

Ink(p) =c, +Cp+C,p° (3.41)

rasyonel fonksiyon modeli ise; denklem (3.42)’de verilmistir.

Cp
1+c,0

Ink(p)=c, - (3.42)

Her iki modelde, benzer uygulanabilirlik gosterir. Kuadratik denklem (3.41) basit bir
forma ve bilinen dzelliklere sahiptir. Hesaplamalardaki kullanimi da kolaydir. En buyiik
siirlamasi kolaylikla over-fitting (veri setinin gergek uzaydan ¢ok kiigiik oldugu durum)

sorunlar1 yaratmasidir. Rasyonel fonksiyon modeli (3.42); over-fitting sorunlari
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gostermeksizin ¢ok iyi uygunluk performansi sergiler, ancak yakinsama problemleri

ortaya ¢ikarabilir (Nikitas ve Pappa-Louisi 2009a).

T(s1caklik) gradient profilinde kullanildiginda denklem;
InkG):co+%445gG)

bu fonksiyon g(T) ile diizenlenirse;

0" AH°=AH,

INT" AH®=AH,+AH,T
T nAH’=AH,+AHT?
1/T?" AH°=AH,+AH, /T

g(m)=

(3.43)

(3.44)

burada, AH® alikonma prosesinin standart entalpisi, AH, ve AH,, AHkatsayismin

sabitleridir.

Mobil fazin pH’1 iyonlasabilen analitlerin alikonmasini etkiler. Monoprotik asit ve

bazlarda benzer ifadelerle, tek modlu gradientde pH igin tanimlanabilir.

‘= K, +k 1071 P%
1+10PH-PK

(3.45)

(3.45) denklemi, (3.42) ile kombine edildiginde, alikonma modeli pH ve ¢ etkilerini de

icerir.

k =

kOe—CO(p/(lJrCz(p) +k e—clgo/(lJrCZ(p)]-OpH—pKO—ring—l’Z(ﬂ2
_ 0 1

1+10 pH—-pK®-rp—1,p°
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ke PK®, Co, C1, C2, 1 Ve r2 ayarlanabilir degiskenlerdir. Eger bu denklem aktivite
kS katsayilarii igersede ayni ifadeler elde edilir. ikili sistemlerde alikonma igin (3.47)

denklemi kullanilabilir.

Ink(@g, @) =Cy +Cp5 +Co00; + C3(/’é + C4¢é + Cs PP (3.47)

¢g ¢, burada iki bilesenli mobil fazin hacim kesirleridir. Sonug olarak alikonma

sicaklik ve mobil faz kompozisyonunun degisken durumlarinda;

INK(@,T) =Cy +Cp+C,0° +(C; +C,0+Cp°) I T +C; +C,0+ Co0*)g(T) (3.48)

halini alir. Genellikle Ink’nin ¢ok degiskenli ifadesi i¢in kullanilabilir basit bir iligki

asagida verilmistir.

Ink(e, @,,....T) =Ink(@,).Ink(e,)...Ink(T) (3.49)
(Nikitas ve Pappa-Louisi 2009a).

3.7.2 Tek-Mod Gradient Elusyonda Tahmin (Prediction)

Tek modlu gradient elusyonunda sadece bir ayirma degiskeni belirlenir; 6rnegin mobil
faz bilesimi @,kolon sicaklig: T, akis hiz1 F veya zamanla pH degisimi. Sekil 3.29’da
sematik olarak, tek modlu dogrusal gradient eliisyon altinda ¢6ziinen bir Ornegin,
alikonma zamanini tahmin etmek icin kullanilan cesitli yaklasimlar verilmistir. Ozellikle
asagidaki yaklagim onemlidir (denklem 3.50). Dogrusal gradient elisyonda, mobil faz
bilesimi ¢ zaman t ile dogrusal olarak degisir ise ifade de asagidaki (denklem 3.50)

kabuller yapilir.

¢in
p=3¢,+b(t-t, )/t
Dsin

(3.50)
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Dogrusal Gradientte
Coziicii Bilesimi (¢)

Gradient elusyonun
temel denklemlerle
¢cOzumd

Nikitas-Pappa's N_[]rperik
metod cozumler

| ——

Simpson ! Asamali yaklasim

1D veya 2D kromatografik
verilerin direkt uygunlanmasi
(fitting)

Dogrusal ¢oziicii giicii

modeli (Linear solvent
strength model

kurallari+Newton metodu

Dogrusal Gradientte | Dogrusal Gradientte Dogrusal Gradientte
Kolon sicakhg (T) Akis Hizi (F) pH
. — ' Temel denklemlerin
Gradientin temel Temel denklemlerin analitik ¢ézimiini
—  denklemlerle analitik cozumleri takiben t; nin
__numerik ¢oziimdi niimerik tahmini
( 1D veya 2D kromatografik

uygunlanmast (fitting)

— verilerin direkt ]

Sekil 3.29 Tek modlu dogrusal gradient eliisyon altinda ¢6ziiniir numunenin, alikonma
zamaninin gesitli yaklagimlar kullanilarak tahminlenmesi

Coklu dogrusal gradient, siklikla eliisyonun basinda veya sonundaki izokratik boliimleri
ve farkli egimle dogrusal segmentleri kapsar. Tahmine; temel denklem (3.37) ¢oziilerek
yada alikonma verilerini direkt uygunlayarak (fitting) ulasilabilir (Nikitas ve Pappa-
Louisi 2009a).

3.7.3 1D veya 2D Kromatografik Verilerin Direkt Uygunlanmasi

1D veya 2D verileri; tr’nin b (egim) veya b ve ¢in’ ye tizerinden bagimli 6zelliklerinden
yararlanilarak segilen uygun alikonma modelleri ile uygunlanir. Bu amacgla asagidaki

denklem 1D kromatografik veriler i¢in kullanilabilir.
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y =¢, +Cb+c,b? (3.51)

2D kromatografik veriler icin;
y =C, +Cb+C,b* +¢i0, +¢, ()" +Chg, (3.52)

burada y=tr veya Ink’dir.

Bu denklemlerden yararlanilarak, denenecek gradientin, b ve ¢in e kars1 diz dik
bolgesinde uygunlanma prosediirii kullanilarak, tekli dogrusal gradient altinda ¢6ziinmiis

numune alikonma zamaninin tahmini yapalir.
3.7.4 Gradiet Eltisyonun Temel Alikonma Modeli Denklemleri ile C6zimu
Gradient profilin baglangi¢ izokratik bolgesi i¢in denklem (3.37) diizenlenerek yazilir.

tR_tD_tO_tinﬂ_ ~ tD+tm
tok tk(e,) (3.53)

0

burada to bekleme zamanidir, yani mobil faz gradient mikserinde bir degisiklik
yapildiginda kolon girisine ulagsmak i¢in gerekli siiredir. t zaman degiskeninin sifir
noktast, tin noktasidir (Nikitas ve Pappa-Louisi 2005). Denklem (3.50) de 6rnegin ¢ igin

t profili diizenlenirse;

@, +bt/t, t(ty, —t,
- Dsin Dt =t (3.54)

n

elde edilir. Kolaylik olmasi agisindan ; Is miktar1 géstermek tizere,

— tD +tin _ tD +tin (355)

S tOk((oin) tOkin
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Eger Is>1 ; analit, denklem 3.50°nin gradient profilin ilk izokratik bolimu boyunca elie
edilir. Bu nedenle;

tr= to(1+Kin) (3.56)

lgintegral alinarak ifade edilirse;

| _I””J:ti"ﬂ 3.57
9 g tok ( . )

Bu integral ya analitik olarak ya da eger miimkiinse, 6rnegin Simpson kurali ile niimerik
¢oziim kullanilarak hesaplanabilir. Eger Ig<1-Is, ise analit tfin zamaninda nce ve denklem
(3.53) ile, son izokratik basamak boyunca elie edilir. Alikonma zamani, kolaylikla
denklem (3.58) ile hesaplanir.

te =ty +t, +tg, +tkg -1 1)) (3.58)
Denklem 3.50 ‘de ¢ veya t profilinin izokratik bolimleri boyunca ¢oéziinen numune
elusyonu ifadesi bize tr nin kolaylikla tahmin edilebilir oldugunu gostermektedir. Eger

eliisyonu yapilan numune ¢@’nin degisikleri boyunca tahminlenirse, Dogrusal Coziicti

Gug Modeli (Linear Solvent Strength Model) yaklasimdan yararlanilir.
3.7.5 Dogrusal Coziicii Giici Modeli (Linear Solvent Strength Model)

Eger Ink, denklem 3.40 dogrusal ifadesi ile verilirse, esitlik 3.53, analitik ¢6ziime
sahiptir. Denklem 3.40’1in dogrusal gradient ile kombinasyonu Dogrusal Coziicii Giicu
Modeli (Linear Solvent Strength Model) olarak adlandirilir. Denklem 3.40’1n iginde
(3.54) yaklasimi1 tanimlanirsa, t < tfin - tin oldugunda

Ink = A+ Bt (3.59)

olur.
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Burada

A=c,+ce,
ve

B=cb/t, dir.

Denklem 3.53 ve 3.59 bir arada degerlendirildiginde tr asagidaki yaklagim yardim ile

tahmin edilebilir.

t, =t +t, +1, —%In{l—toBeA(l— 15)} (3.60)

Bu nedenle ¢6ziinen 6rnegin alikonma zamani; Is >1 ise denklem (3.56), l1g<1-lIs ise
denklem (3.58), diger tiim durumlar i¢in denklem (3.60) ile tahminlenir. Bu asamadan

sonra, ¢coklu dogrusal gradient agamasi igin genisletme basittir (Snyder ve Dolan 2007).

Dogrusal ¢6ziicti giicii modeli oldukga basit bir yaklasimdir ve tr i¢in olduk¢a agik bir
ifade sunar. Ancak temeli, oldukca dar bir yaklasim olan denklem (3.40)’a dayanir. Bu
model genellikle sulu-MeOH mobil fazi ve @’nin dar sinirlari i¢inde gegerlidir. Deneysel
sisteme bagl olarak, denklem 3.60, deneysel olanlardan farkli alikonma zamanlar
verebilir. Bunun yaninda tr igin analitik ifadeyi, dogrusal alikonma modelinde denklem
3.40°1 kullanmadan elde edebiliriz, 3.53 denklemi tek basina bu amagla kullanilarak
Nikitas—Pappa yaklasimi olarak adlandirilmistir (Nikitas ve Pappa-Louisi 2005).

Literatiirde su ana kadar Onerilmis kromatografik alikonma modelleri ¢izelge 3.4’de

verilmistir.
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Cizelge 3.4 Literaturde mevcut alikonma modeli 6rnekleri (Fasoula vd. 2015)

MNo Maodel
1 Inkigr)=co—c1¢p

2 Inkig)=co — c1p+c29”
3 Inkigh)=cp —cq Ingh

4 Inkig)=co—cy In{1+cagh)
5 In k{¢h) =co+2 In(1+c1gp) — ﬁ%
6 In kigh) =co — ,—3%

7 In kg1, 1) = co+ Crehy + Caepz + Cagp? + Cahl + Csghrgn

q-+ky 104 PH-DK]

k,
T

_ cpie 14l pipH—pk)

9 kig, pH) = efo 1110 PP
oo —com ¥ gL10—C11 % plPH-pK)

10 k(¢ pH) = T3 1A PH—D]

Gradient ellisyon zamaninin belirlenmesinin dogrulugu cesitli faktorler tarafindan

belirlenir.

Bunlar:
e Kolonun baslangicina ulasmak i¢in karistiricida belirli bir degisim i¢in gecen siire
olan dwell zamaninin (dwell time) dogru belirlenmesi,
e ¢OzUnen ornegin izokratik davranislarinin dogru tespit edilerek temsil edilmesi,
e gradient profilinin olas1 bozulma durumlarinin tespiti

e gradient prosesi boyunca kolonun dengelenmesi.

Biitiin bu etkiler, ¢ozlinenin gradient alikonma zamaninin dogru tahmini igin kontrol

edilmelidir ve programlanmis optimizasyon teknigi, etkili bir sekilde uygulanmalidir.

Uygulamalar gostermistir ki; MeOH ve MeCN gibi modifiyerler ile modifiye edilmis sulu
mobil fazlarda, deneysel ve hesaplanmis alikonma zamanlar1 arasinda anlamli bir fark

g6zlenmezken, 2-propanol igin garpici goriis ayriliklari bulunmaktadir.
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Caligsmalar, yukarida belirtilen ilk ii¢ faktoriin kolaylikla kontrol edilebilmesine karsilik,
son faktor olan kolon dengelenmesi sorununun, deneysel ve hesaplanmis degerler
arasinda ki farka neden olabilecegini gostermistir. Literatiirde birkag¢ farkli olgu gradient

ellisyondaki dengeli olmayan kararsiz etkilere dayandirilmaktadir. Ornegin;

a) Mobil fazin baslangicinda tamamlanmamis kolon dengelenmesi (Eger mobil faz
sadece saf sudan olusuyorsa bu etki ¢ok daha fazla artmaktadir).

b) Gradient boyunca ¢6ziiciiniin karistirilmasi

c) Mobil faz kompozisyonundaki degisikliklerin bir sonucu olarak sabit fazin alkil
zincirlerinin konformasyonunda yavas degisiklikler;

d) Mobil faz kompozisyonundaki degisiklikler nedeni ile ¢6ziinen molekiillerin
konformasyonunda degisiklikler verilebilir (Pappa-Louisi vd. 2006).

139



4. MATERYAL VE YONTEM

4.1 Materyal

Olea Europaea L.cv bitki 6rneklemesi; 2013 yil1 Kasim ayinda, Balikesir-Ayvalik bolgesi
39°16°40.55K ve 26°42°47.77D lokasyonunda, 270 m yiikseklikten bolgeye 6zgii
Ayvalik tlirline ait yapraklarin toplanmasi ile yapilmistir. Zeytin yapraklar: yikanip
temizlenerek, hava akimsiz bir ortamda, golgede 15 giinde, kurutma kagitlar1 tizerinde
yigin olusturmayacak sekilde kurutulmustur. Ayrica preslenerek kurutulan dal, meyve,
cicek ve yaprak igeren zeytin bitkisi dal 6rnegi, Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi
Botanik Enstritiisi Herbaryumuna (Herbarium Turcicum, Voucher No: 60542)
konulmustur. Kurutulup, 6giitiilen yapraklar, ekstraksiyon ve analiz islemleri i¢cin cam

kavanozlarda, 1siktan etkilenmeyecek sekilde dolaplarda saklanarak kullanilmistir.

4.2 Kullanilan Cihaz, Yazilim ve Kimyasallar

Cihaz

Manyetik Karistirict ve Isitict : Heidolph MR

UV-Vis Spektrofotometresi :Shimadzu 1700 Pharma Spec UV-Vis
Spektrofotometre

HPLC Cihaz1 :Shimadzu HPLCSPD-M10AVP PDA (Photo diode array)
dedektor, SIL-10AXL Otomatik ornekleyici, CTO-10A
Kolon firmi, LC20AT Pompa, DGU-20A Gradient valf,
CBM-20A Prominence Kontrol Unitesi

Hasas Terazi :Shimadzu AUX 220

Ultrasonik Banyo :Everest Cleanex 911

Ultrasonik prob :Hielscher Ultrasound Technology UP 100H Ultrasonic
Processor

Sirkiilatorlii sogutma banyosu :PolyScience 912 model Sirkiilatorlii, Sogutmali Su

Banyosu, Chiller
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Yazilimlar

Stat-Ease Design-Expert 7.0.0

: Deneysel tasarim ve optimizasyon

Shimadzu LC Solution—Lab Solution  : Kromatografik analiz ve Kromatografik

veriler
MATLAB R2015b (Academic) : Algoritmalar, Modelleme,Optimizasyon ve
Simulasyon
Kimyasallar
Gallik asit 3,4,5-Trihydroxybenzoicacid
Sigma(»%99HPL Csaflikta)
M.A: 170,12g/mol
CAS 5995-86-8 )8
Oleuropein (4S,5E,6S)-4-[2-[2-(3,4-dihydroxyphenyl)ethoxy]-2-

Hidroksitirozol

Tirozol

Luteolin-7-glikozit

Apigenin-7-glikozit

Luteolin

MeOH

oxoethyl]-5-ethylidene-6-[[(2S,3R,4S,5S,6R)- e
3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)-2- {_jron
tetrahydropyranyl]oxy]-4H-pyran-3- {
carboxylicacid,methyl ester - %N d
Fluka(»%98,6HPLCsaflikta) . ~_o_o" ) ./

M.A: 540,5g/mol oo __,l..,n, o

CAS 32819-42-4 OH 0

3,4-dihydroxyphenolethanol(3,4-

DHPEA) o
Sigma(»%98HPLC saflikta) HO
M.A: 154,16g/mol

CAS:10597-60-1
2-(4-Hydroxyphenyl)ethanol
Fluka(»%99,5HPL Csaflikta)
M.A: 138,16g/mol

CAS :501-94-0
2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5-hydroxy-7-[(2S,3R,4S,5S,6R)-
3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-
ylJoxychromen-4-one on

Fluka(»%98HPLCsaflikta) 0
M.A: 448,38g/mol “E’ﬁ‘o:v}
CAS :5373-11-5

5-Hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-7-[(2S,3R,4S,5S,6R)-
3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-
ylJoxychromen-4-one . AOH
Fluka(»%97HPLCsaflikta) .~ 0.0 0., ,L
M.A: 432,38g/mol NN

CAS :578-74-5 T T {;'
2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5,7-dihydroxy-4- chromenone
Fluka(»%97HPLC saflikta,
M.A:286,24g/mol)

CAS 491-70-3

3

HO

Metanol (CHsOH) Sigma(»%99,9HPLC saflikta,
M.A:32,04g/mol) CAS 67-56-1
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EtOH Etanol (CHsCH,OH) Sigma(»%99,8 HPLC saflikta,
M.A:46,07g/mol) CAS 64-17-5

MeCN Asetonitril (CH3CN) Sigma Chromasolv®(»%99,5HPLC
saflikta, M.A:41,05g/mol) CAS 75-05-8

Saf su Ultra saf su 18,3 Mohm kalitede (Human Power II cihaz )

Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) Molibdofosfotungstik heteropoliasit (2N Lowry metod)
Sigma, F9252

DPPH 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl  radical, 2,2-Diphenyl-1-
(2,4,6-trinitrophenyl)hydrazyl, DPPH ,
Aldrich, M.A:394,32g/mol) -
CAS 1898-66-4

Sodyum Karbonat Na.COs (Analitik saflikta) Sigma-Aldrich,
M.A:105,99g/mol)
CAS 497-19-8

Asetik Asit (AcOH) CH3COOH; Merck(»%96saflikta M.A:394,32g/mol CAS
64-19-7

4.3 Olea Europaea L. Yapraklarindan Polifenollerin Ekstraksiyonu icin Kullamilan
Yontemler ve Kosullar:

4.3.1 MeOH/H:z0 ekstraksiyonu

Ogiitiilmiis zeytin yapragi ornekleri, 1,00g olacak sekilde tartilmistir. Tartim igin
Shimadzu AUX 220 model (0,0000g hassasiyetli) cihaz kullanilmistir. Ekstraksiyon
caligmasinda deneysel tasarim yapilmis ve 30 ¢alisma noktasi tespit edilmistir. Deneysel
tasarim ve optimizasyon ¢aligmalari i¢in Stat-Ease Design-Expert 7.0.0 yazilim programi
kullanilmigtir. MeOH ekstraksiyonu igin; farkli oranlarda MeOH/H2O ¢oziici
karisimlary, sicaklik, siire Ve ¢oziicii/kati orant bagimsiz degiskenler olarak belirlenmistir.
Her bir degisken i¢in 6l¢iim aralifi, literatiir bilgisine ve 6n ¢alismalara dayalidir. Calisma
araliklart; MeOH/H20 ¢oziicii karisimi %5-85 (VIV) , sicaklik 15-75 C°, slire 0-100 dk. ve
¢ozilicli/kat1 orani i¢in 0,5-18,5 (mL/g) ‘dir. Toplam polifenol (GAE ve OLE esdegeri) ve
oleuropein miktar1 (HPLC Farmakope 5.0 analizi ile) cevabi bagimlhi degisken olarak

kullanilmistir.

Ekstraksiyon iglemi i¢in 10 ve 20mL’lik koyu renkli (amber) cam siseler kullanilmistir.
Dibi diiz ve ultrasonik etkinin biitiin yiizeye esit dagilimimi saglamak amach taban et

kalinlig1 incedir. Agiz kisimlar1 termometre girisine izin verecek sekilde, mantar tipalarla
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kapatilmistir. Isitma ve karistirma islemleri Heidolph MR model, ¢oklu manyetik
karistiricilt 1siticilarda  yapilmistir.  Sistemde kiitle aktarimini artirmak amaci ile

karistirma yapilmis ve karistirma hiz1 100 rpm olarak belirlenmistir.

Ekstraksiyon dncesinde zeytin yapraklarina kurutma ve 6giitme disinda herhangi bir 6n
islem uygulanmamustir. Farkli oranlarda MeOH/H>O karisimi ile yapragin muamelesi
stirasinda, ¢oziicii karisiminin bir kismi 6giitiilmiis yaprak 6rneginin 1slanmasi sirasinda
kaybedilmektedir. Bu nedenle kaba siizge¢ kagitlarindan siiziilen yaprak ekstrelerinin
hacimleri 6l¢tilmiis, calisma noktalarindaki MeOH/H20 karisim oranlar1 dikkate alinarak,

bu MeOH/H0 ¢oziicii karigimlari ile 25mL’ye tamamlanmustir.

4.3.2 EtOH/H20 ekstraksiyonu

EtOH/H20 ekstraksiyonu i¢in ayn1t MeOH/H.0 ekstraksiyonunda oldugu gibi, dgiitiilmiis
zeytin yapragi ornekleri, 1,00 g olacak sekilde tartilmistir. Ekstraksiyon ¢aligmasinda
deneysel tasarim yapilmis ve 30 ¢alisma noktast tespit edilmistir. Deneysel tasarim ve
optimizasyon ¢alismalari igin Stat-Ease Design-Expert 7.0.0 yazilim programi
kullanilmistir. EtOH ekstraksiyonu igin; farkli oranlarda EtOH/H20 ¢éziicii karisimlar,
sicaklik, siire Ve ¢oziicii/kati orani bagimsiz degiskenler olarak belirlenmistir. Her bir
degisken icin Olglim araligi, literatiir bilgisine ve on c¢alismalara dayalidir. Calisma
araliklari; EtOH/H20 ¢oziicii karisimi %5-85 (VIV) , sicaklik 15-75 °C, sure 0-100 dk ve
¢ozilicli/kat1 orant i¢in 0,5-42,5 (mL/g)dir. Toplam polifenol (GAE ve OLE esdegeri) ve
oleuropein miktar1 (HPLC Farmakope 5.0 analizi ile) cevabi bagimli degisken olarak

kullanilmistir.

Ekstraksiyon islemi i¢in 10, 20, 40 ve 50 mL’lik koyu renkli (amber) cam siseler
kullanilmistir. Dibi diiz ve taban et kalinlig1 incedir. Agiz kisimlar1 termometre girisine
izin verecek sekilde, mantar tipalarla kapatilmistir. Isitma karistirma (Heidolph MR)

yapilmis ve karigtirma hiz1 100 rpm olarak belirlenmistir
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Ekstraksiyon oncesinde zeytin yapraklarina kurutma ve 6giitme disinda herhangi bir 6n
islem uygulanmamustir. Farkli oranlarda EtOH/H2O ¢oziicii karisimi ile yapragin
ekstraksiyonu sonrasi, Whatman No:1 slizge¢ kagitlarindan siiziilen yaprak ekstrelerinin
hacimleri 6l¢tilmiis, calisma noktalarindaki EtOH/H20 karisim oranlar1 dikkate alinarak,

bu EtOH/H20 oranindaki ¢6ziicli karisimi ile 50mL’ ye tamamlanmustir.

4.3.3 MeOH-H20, EtOH-H20 ¢oziicii karisimlarinda ultrasonik banyo ile
ekstraksiyon

MeOH/H20 ve EtOH/H»0 ¢oziicii karisimlari ile yapilan klasik ¢oziicii ekstraksiyonuna
ait deneysel tasarim noktalarinin, optimum boélge ve tasarimin zorlanmis bolgeye ait
calisma noktalarinda, ultrasonik banyo ile ses Gtesi dalga etkisi incelenmistir. Ses Gtesi
dalga uygulamasi; Everest Cleanex 911 model Ultrasonik banyoda ( 9 litre hacim, 220V,
50Hz sabit frekans, Ultrasonik gili¢ (peak/off): 500/250 Watt, Isitict giicii 450 Watt)
yapilmistir.  Sicaklik  digital olarak Ol¢iilmistir. MeOH/H.O ve EtOH/H.O
ekstraksiyonlarinda kullanilan tiim islem basamaklar1 gecerlidir, ultrasonik banyoda 100

rpm’lik karistirma islemi uygulanmamastir.

Sekil 4.1 Coziict ekstrakéiyonunda ses Otesi dalga uygulamasi i¢in kullanilan ultrasonik
banyo

4.3.4 MeOH-H20 c¢oziicii karisiminda ultrasonik prob ile ekstraksiyon

Ultrasonik prob ile ses otesi dalga etkisinin incelendigi ekstraksiyon ¢aligmasi icin ilk

olarak MeOH-H0 ¢oziicii karigimi kullanilmustir.
144



Zeytin yapragindan ultrasonik prob ile polifenollerin ekstraksiyonu i¢in, MeOH-H.O
¢oziicii ekstraksiyonuna ait ¢caligma aralig1, optimum kosullari ile ultrasonik banyo ile ses
Otesi dalga etkisinin sonuglar1 degerlendirilmistir. Ultrasonik banyo etkisinin sonuglari
dikkate alinarak, sicaklik ve siirenin yiiksek degerlerinde, ultrasonik probla ses 6tesi dalga
uygulamasinda negatif etki yapacagi géz Oniine alinmistir. Probun diisiik sicakliklarda
etkin olmasi nedeni ile sicaklik 30°C’de sabit tutularak, degisken olarak
degerlendirilmemistir. Ses otesi dalga ekstraksiyonunda ¢oziicii/kati oran1 12,78’de sabit
tutularak, probun etki ucunun girebilecegi aciklikta bosluk bulunan agzi kapali cam

beherler icinde, 50 mL MeOH-H-0 ¢6zeltisi/3.9 g yaprak orani kullanilarak ¢aligilmistir.

Prob uygulamalarinda en 6nemli etkenin enerji yogunlugu oldugu bilinmektedir. Bu
amagla kontrol edilmesi gereken temel parametreler siire ve gii¢ olarak belirlenmistir.
Glicii tanimlayan temel degiskenler ise genlik (amplitude) (ultrasonik siddetin % orani),
probun ses oOtesi dalga uygulama suresinin (irridation siiresi) tamaminda c¢alisip-
calismayacagini belirleyen gorev dongiisii (duty cycle) kavramidir. Sisteme siirekli (S)
ve belirli periyotlarda (P) ses Otesi dalga verilmistir. Ses Otesi dalganin uygulama
sliresinin etkisini belirlemek amaciyla, farkli siirelerde sisteme ses Otesi dalgalar
uygulanmistir. Tepkime ortamini istenen sicaklikta tutmak i¢in sogutmali sirkiilatérden
yararlanilmistir. % genlik (amplitude) secenegi ile farkli enerji siddetlerinde ¢alisilmasina

imkan taninmaistir.

Ultrasonik probun dalga yayan yiizeyinin yakinlarinda, maksimum ultrasonik gii¢
bulunmaktadir. Proba olan uzaklik arttikca ultrasonik yogunluk (etki) azalmaktadir

(boliim 3.2.2). Bu nedenle prob pozisyonu bir diger degisken olarak seg¢ilmistir.

MeOH’iin ¢caligsma aralig1 belirlenirken, bir 6nceki optimizasyon ¢aligmasinin verisi orta
nokta olacak sekilde alinmis, maksimizasyonu en iyileyecek aralik secilmistir. En temel
kisitlar ise ultrasonik prob cihazindan kaynaklanmustir. Ses oOtesi dalgalar, Hielscher
Ultrasound Technology UP 100H Ultrasonic Processor (13 mm ¢apli gubuk baglantili)

cihazi ile Uretilmistir.
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Deneysel tasarim ve optimizasyon c¢alismalari igin Stat-Ease Design-Expert 7.0.0 yazilim
programi kullanilmistir. Deneysel tasarimda bes tane bagimsiz degisken; % genlik
(amplitude), ses Otesi dalga uygulama siiresi (irridiation zamani), %MeOH orani, prob
pozisyonu, %goérev dongisu (duty cycle) tanimlanmis, toplam fenol (GAE ve OLE
esdegeri), oleuropein miktar1 (HPLC Farmakope 5.0 analizi ile) ve toplam antioksidan

cevab1 bagimli degisken olarak kullanilmistir.

Ultrasonik :l;kulatorlu sogutma

Sekil 4.2 Ultrasonik prob ekstraksiyon sistemi

a. sematik gosterimi b. resim gosterimi

4.3.5 EtOH/H20 ¢oziicii karisiminda ultrasonik prob ile ekstraksiyon

Ultrasonik prob ile ses otesi dalga etkisinin incelendigi ekstraksiyon i¢in, ikinci ¢alismada
EtOH/H20 ¢6ziicti karisimi kullanilmistir. MeOH/H20 ¢oziicti karigimimin kullanildigi
ekstraksiyonda verilen ¢alisma kosullarina benzer kosullarda ve ayni ultrasonik prob

sistemi ile ¢alisilmistir.

EtOH/H20 ¢oziicii ekstraksiyonuna ait ¢alisma araligi, optimum kosullar ile ultrasonik
banyo ile ses oOtesi dalga etkisinin sonuglari degerlendirilmistir. Probun diisiik
sicakliklarda da etkin olmasi nedeni ile sicaklik 30 °C’de sabit tutularak, degisken olarak

degerlendirilmemistir. Ses Gtesi dalga ekstraksiyonunda ¢oziicii/kat1 oran1 28,00°de sabit
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tutularak, probun etki ucunun girebilecegi agiklikta bosluk bulunan agzi kapali cam
beherler iginde, 50 ml EtOH/H20 ¢ozeltisi/1,785 g yaprak orani kullanilarak ¢alisilmistir.

Deneysel tasarim ve optimizasyon ¢alismalari i¢in Stat-Ease Design-Expert 7.0.0 yazilim
programi kullanilmistir. Deneysel tasarimda bes tane bagimsiz degisken; % genlik
(amplitude), ses Otesi dalga uygulama suresi (irridiation time), %MeOH orani, prob
pozisyonu, %gorev dongiisii (duty cycle) tanimlanmig, Toplam fenol (GAE ve OLE
esdegeri), oleuropein miktar1 (HPLC Farmakopi 5.0 analizi) ve toplam antioksidan cevabi

bagimli degisken olarak kullanilmstir.

4.4 Olea Europaea L Yapraklarindan Polifenollerin Analiz Yontemleri

4.4.1 Olea Europaea L. yaprak ekstrelerinde FCR yodntemi ile toplam fenol tayini

Toplam fenol tayini spektrofotometrik Folin-Ciocalteu yontemine gore yapilmistir.

Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) molibdofosfotungstik heteropoliasittir

(3 H20.P205.13W03.5M003.10 H20). Varsayilan aktif merkezi Mo(VI) dir.
Mo (VI)(sar1) + e-(antioksidan) — Mo (V)(mavi)

FCR, fenolik olmayan pek ¢ok bilesik tarafindan (6rnegin vitamin C, aromatik
aminler, Cu(I) gibi) indirgenebilecegi i¢in, sadece fenolik bilesiklere spesifik degildir.
FC metodu gergekte bir 6rnegin indirgeme kapasitesini dlger. Fenolik bilesikler FCR
ile yalniz bazik kosullar altinda reaksiyona girerler (sodyum karbonat ¢ozeltisiyle pH
10’a ayarlanir). Fenolik bir protonun ayrilmasi, FCR’yi indirgeme yetenegine sahip

bir fenolat anyonun olugmasina neden olur.

Son absorbans degerleri genellikle reaksiyona giren fenolik hidroksil gruplarinin
sayistyla orantilidir ve molekiiliin yapisina baglhidir. Eger kalibrasyon i¢in kullanilan
standart madde yuksek reaktiflikte ise ve yiksek bir absorbans veriyorsa, 6lcilen
numune degerleri diisiik olacaktir. Ornegin, kafeik asitin (iki reaktif OH) absorbans

degeri, tek reaktif OH grubu olan bir fenoliin absorbansindan iki kat daha yiiksek
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olacag: diigiiniilmektedir. Literatiirde bu yontemle ilgili olarak gallik asit, tannik asit,
kafeik asit gibi ¢ok cesitli standart bilesiklerle ¢alisilmistir. Bu nedenle farkli reaktif
OH gruplarina sahip olan, gallik asit ve zeytin yapragmin temel bilesimi olan

oleuropein i¢in ayr1 ayr1 toplam polifenol sonuglar1 degerlendirilmistir.

Silva vd. (2006), tarafindan 6nerilen yontem modifiye edilerek kullanilmistir. Kullanilan
yontemde 20 pl zeytin yapragi ekstrakti 4,28 ml saf H2O ile seyreltilmistir. Ardindan 100
ul Folin-Ciocalteu reaktifi (2N) ile karistirilmistir. Karisim 5 dak. karanlikta bekletilmis,
daha sonra tizerine 600 pul, % 20°lik doygun sodyum karbonat ¢ozeltisi ilave edilerek iyice
calkalanmistir. Elde edilen karisim 75 dak., 40°C’ de karanlikta inkiibe edildikten sonra,
olusan mavi rengin absorbansi spektrofotometrede (Shimadzu 1700 Pharma Spec UV-

Vis Spektrofotometre) 765 nm’de dlglilmiistiir.

4.4.1.1 Gallik asit kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi

Gallik asit standard1 0,5 g tartilip 100mL saf su ile ¢oziilmiistiir. Hazirlanan bu stok
cozeltiden seyreltilerek hazirlanan, 50-2750 mg/L araligindaki 13 farkli konsantrasyon
ile bir kalibrasyon egrisi elde edilmistir (R?= 0.9974) (y = 0.0011x — 0.0581). Sonuclar
elde edilen egrinin regresyon esitliginden yararlanilarak hesaplanmis ve mg/g yaprak

gallik asit es degeri (GAE) olarak ifade edilmistir.

3.5
3 —
2.5
a 2
2
5 1.5
(7]
< 1
0.5 =0,0011x+0,0581
2 =
. R%=0,9974
0 1000 2000 3000
Gallik Asit (mg/L)

Sekil 4.3 FCR ile toplam fenol analizinde gallik asit standardi i¢in kalibrasyon grafigi
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4.4.1.2 Oleuropein kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi

FCR ile toplam polifenol analizi i¢in standart oleuropein 0,020 g tartilip 10 mL 80:20
(v/v) MeOH/H20 karisimi ile ¢oziilmiistiir. Hazirlanan bu stok ¢6zeltiden seyreltilerek
hazirlanan, 25-1750 mg/L araligindaki 10 farkli konsantrasyonu ile bir kalibrasyon egrisi
elde edilmistir (R?= 0.9997) (y=0.0022x— 0.0182). Sonuglar elde edilen egrinin regresyon
esitliginden yararlanilarak hesaplanmis ve mg/g yaprak oleuropein (OLE) es degeri

olarak ifade edilmistir.

Absorbans

y=0.0022x + 0.0182
R =0.3897

750 1000 1250
Oleurcpein (mg/L)

Sekil 4.4 FCR ile toplam fenol analizinde oleuropein standardi i¢in kalibrasyon grafigi

442 Olea Europaea L. yaprak ekstraktlarnnda DPPH yontemi ile toplam
antioksidan aktivite tayini

DPPH, bitki 6ziitlerinin antioksidan potansiyelini belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan
basit, hizli1 ve nispeten ucuz yontemlerden biridir. Yu vd. (2005) tarafindan onerilen

yontem modifiye edilerek ¢aligiimistir.

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal siipiirme kapasitesi yontemi DPPHe radikali
esaslidir ve bu radikal birka¢ kararli organik azot radikalinden bir tanesidir. Koyu
menekse renktedir. UV-Vis absorpsiyon maksimumu 520 nm’dir. Bu metot DPPH
radikalinin antioksidanlar tarafindan bir redoks reaksiyonuna bagli olarak siipiiriilmesi

temeline dayanir. Metanolik DPPH ¢o6zeltisinin koyu menekse rengi acilir ve
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absorbanstaki azalma UV-Vis spektrofotometresiyle olgilur. Sonuglar % inhibisyon

olarak verilmistir.

Zeytin yapragi ekstreleri i¢in temel polifenol oleuropein oldugundan, oleuropein igin
DPPH metoduna ait inkiibasyon zamani belirlenmistir. Bunun i¢in oleuropein 40 pg/ml,
DPPH 6.10° M olacak sekilde MeOH’de hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltilerden, 4
ml oleuropein Gzerine 10mLDPPH eklenerek baslangictan itibaren her 5 dakikada bir 70
dk boyunca 520nm de absorbans 6l¢iilmiistiir. Degerler grafige gegirilerek oleuropein igin
en uygun inkiibasyon zamaninin 40 dk oldugu belirlenmistir. Grafik, sekil 4.5’de

verilmistir.

Absorbans

1]
\ inkiibasyonzaman
04

- H__‘..-.—'!r—"-‘

20 40 &0 30

inkiibasyan Zamami  (dk)

Sekil 4.5 Oleuropein i¢in DPPH metoduna ait inkiibasyon zamaninin belirlenmesine ait
grafik

Zeytin yapragi ekstreleri i¢cin % inhibisyon degerleri asagida verilen metoda gore

calisilmistir.

100 pLyaprak ekstrakti + 2,9 mL DPPH (6.10° M DPPH =2,4mg DPPH/100mL MeOH)
!
40 dakika karanlikta bekle (30 °C) (520 nm’de 6l¢lim)

Kontrol olarak MeOH kullanilmistir. Denklem (4.1) ile % Inhibisyon degerleri

hesaplanmustir.

(Kontrol Abs.—Ornek Abs)
(Kontrol Abs.)

% Inhibisyon = x 100 (4.1)
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4.4.3 Olea Europaea L. yaprak ekstraktlarinda polifenollerin tayini icin kullamlan
HPLC yontemleri

4.4.3.1 HPLC Cihaz1

Shimadzu marka yiliksek performansli sivi kromatografi (HPLC) cihazi ile ¢alisilmistir.
Cihaz; SPD-M10AVP PDA (Photo diode array) dedektor, SIL-10AXL Otomatik
ornekleyici, CTO-10A Kolon firmni, LC20AT Pompa, DGU-20A Gradient valf, CBM-
20A Prominence Kontrol unitesi ve Shimadzu LC Solution yazilim programi

boliimlerinden olusmakta ve diislik basing gradient modu ile ¢alismaktadir.

Ters faz sivi kromatografi ¢aligmalarinda kullanilan Inertsil marka analitik kolon; ODS-
4 (250x4mm; 5um) (monomerik, spesifik yiizey alan1 450 m%/g, pore gap1 100 A, pore
hacmi 1,05 mL/g, karbon igerigi % 11) 6zelliktedir. ODS-4 kolon yiiksek su oranlarina
ve genis pH (2-7,5) araligina imkan vermesi acgisindan onemli bir kolon dolgu maddesi
ozelligi tasimaktadir. Ayn1 zamanda % 60 oraninda end-capped 6zellik tagimasi, Si-OH
gruplart ile ayirmak istedigimiz polifenolik maddelerin molekiiler etkilesiminin

onlenmesine imkan vermektedir.

Ters faz kolonlarina ait segicilik (selectivity) parametreleri; H(Hydrophobicity-
Hidrofobiklik), S*(Stearic resistance-Stearik direnc), A (Hydrogen bond acidity-Hidrojen
bagi asitligi), B (Hydrogen-bond basicity Hidrojen-bagi bazligi) ve C (Cation Exchange-
Katyon degisimi)’dir. Bu parametrelere ait degerler Inertsil ODS-4 kolon igin; H:1,35;
S*:0,011; A:-0,11; B:-0,004; C(2,8):-0,064’ diir.

HPLC sisteminde PDA dedektor ile 190-550 nm dalga boyu araliginda ¢alisiimistir. Bu
aralikta tarama yapilmis ve kantitatif 6l¢iimler i¢in 280nm dalga boyu kullanilmistir. Her
bir polifenolik bilesen i¢in 190-550nm arasinda spektrum taramasi yapilarak, maksimum

absorpsiyon yaptiklar1 dalga boylar tespit edilmistir.

On temizleme islemi uygulanmamus, alkollii yaprak ekstraktlar1 gibi bitkisel kaynakl

matrikse sahip kompleks orneklerde, kromatografik ayirim c¢ok zor ve isin iginden
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cikilmaz boyutlardadir. Bir ¢ok pikin birbirinin igerisine girmesi, pik sekillerinin
bozulmasi, kuyruklanma gibi 6rnekler verilebilir. Bu zorluklart asmak amaci ile 6zellikle
piklerin birbirinin igine girip girmediginin kontroliiniin yapilabilmesi i¢in, yazilimin
desteklemesi kosulu ile PDA dedektorlii sistemlerde, pik safligi (peak purity)
yaklasimindan yaralanilir. Bu amagla ¢aligmalar, LC Solution yazilim programinin
destekledigi, pik saflig1 kontroli ile yapilmistir. Her pikin saflik kontrolii ve spektrum
tanimlamasi yapilarak, spektrum benzetim ve alikonma zamanlarina gore yerleri tespit
edilmistir. Ayn1 zamanda yazilim, temel c¢izgi (baseline) diizeltmesine imkan
vermektedir. Her farkli gradient eliisyon calismasi Oncesi, temel ¢izgi diizeltmesi

yapilmustir.

4.43.2 Avrupa Farmakope 5.0 yontemine gore polifenollere ait kalibrasyon
standartlariin hazirlanmasi

Hidroksitirozol, tirozol, luteolin-7-glikozit, oleuropein, apigenin-7-glikozit ve luteoline
ait saf standartlardan %80:20 MeOH/H20 ¢oziiciisii ile stok ¢bzeltiler hazirlanmis, bu
stoklardan seyreltme ile farkli konsantrasyonlarda hazirlanan diliisyonlardan kalibrasyon

egrisi elde edilmistir.

Cizelge 4.1 Polifenolik bilesenlerin kalibrasyon egrileri igin kullanilan dogrusallik ve
calisma araliklari

Bilesik Dogrusallik araligi Calisma aralig1 Kalibrasyon noktasi
(mg/L) (mg/L)

Hidroksitirozol 0,5-100 0,37-43,00 7
Tirozol 0,01-20,00 0,05-8,75 7
Luteolin-7-glikozit 0,01-20,00 0,5-5,00 6
Oleuropein 2,50-1750 9,00-1240,00 10
Apigenin-7-glikozit 0,25-50,00 0,39-40,00 7
Luteolin 0,010-20,00 0,022-12,00 7

Polifenolik bilesiklere ait kalibrasyon egrisi denklemi, LOQ ve LOD degerleri cizelge

4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2 Polifenolik bilesenlerin kalibrasyon egrisi denklemi, LOQ ve LOD degerleri

Bilesik Kalibrasyon Denklemi R? LOD(mg/L) LOQ(mg/L)
Hidroksitirozol y=191262x+123121 0,9979 0,012 0,042
Tirozol y=258476x+114873 0,9968 0,005 0,015
Luteolin-7-glikozit y=3.107x-87408 0,9993 0,008 0,026
Oleuropein y= 65974x+1.10° 0,9952 0,4.10° 1,7.10°
Apigenin-7-glikozit y=295601x+196496 0,9983 0,011 0,037
Luteolin y=634194x+300382 0,9921 0,6.10° 2,0.10°°

4.43.3 Yeni gelistirilen HPLC yontemine gore polifenollere ait kalibrasyon
standartlarinin hazirlanmasi ve kalibrasyon setinin tasarim

Zeytin yapragi ekstresindeki konsantrasyonlarini icerecek sekilde, calisilan polifenollerin
kalibrasyon setinin tasarimi yapilmistir. Rastgele kalibrasyon setinin hazirlanmasi yerine
analiz edilecek maddelerin konsantrasyonlarina gore simetrik bir kalibrasyon setinin
hazirlanmasi ile sonuglarin dogrulugu ve hatalarin minimize edilmesi amaglanmistir.
Ortagonal ¢ok degiskenli kalibrasyon setinin hazirlanmasi i¢in Brereton (1997; 2003)
calismalarindan yararlanilmigtir. Altili karisim i¢in, bes noktali tasarimda 25 kalibrasyon
noktas1 belirlenmistir. Standartlar %80/20(v/v) MeOH/H20 ¢oziicii karigimi ile

hazirlanmstir.

Cizelge 4.3 Polifenollerin kalibrasyon seti tasarimi

ABCDE F ABCDE F

1 000O0O0O 14 0+2+42-2+1-2
2| 0-2-2+2-1+2 | 15 +2+42-2+1-20
3| -2-2+42-1+20 | 16 +2-2+1-20+1
4 | -2+2-1+2 0 -1 | 17 2+1-20+1+1
5| +2-1+20-1-1 | 18 +1-2 0+1+1-1
6 | -1+20-1-1+1 | 19 20+1+1-1-2
7| +20-1-1+1+2 | 20 0+1+1-1-2-1

8 | 0-1-1+1+2+1 | 21 +1+1-1-2-10
9 | -1-1+1+2+10 | 22 +1-1-2-10-2
10| -1+1+2+10+2 | 23 -1-2-10-2-2

11| +1+2+10+2+2 | 24 2-10-2-2+2

12 | +2+10+2+42-2 | 25 -10-2-2+2-1
13| +10+42+2-2+1

A:hidroksitirozol, B:tirozol, C:luteolin-7-glikozit
D: oleuropein, E:apigenin-7-glikozit, F:luteolin
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Cizelge 4.4 Polifenolik bilesenlerin kalibrasyon egrileri igin kullanilan dogrusallik aralig:

Bilesik Dogrusallik aralig1 (mg/L) Kalibrasyon noktasi
Hidroksitirozol 2.5-62.5 5
Tirozol 2.0-60.0 5
Luteolin-7-alikozit 10.0-100.0 5
Oleuropein 200-2000 5
Apigenin-7-glikozit 5.0-60.0 5
Luteolin 0.12-20.00 5

Polifenolik bilesiklere ait kalibrasyon egrisi denklemi, LOQ ve LOD degerleri ¢izelge

4.5’de verilmistir.

Cizelge 4.5 Polifenolik bilesenlerin kalibrasyon egrisi denklemi, LOQ ve LOD degerleri

Bilesik Kalibrasyon Denklemi R? LOD(mg/L) LOQ(mg/L)
Hidroksitirozol y=166740x+502478 0,9971 0,008 0,030
Tirozol y= 185468x+96524 0,9973 0,004 0,013
Luteolin-7-glikozit y=2,5.10"x-68925 0,9994 0,006 0,022
Oleuropein y= 56538x+77380 0,9985 0,35.10°° 15.10°
Apigenin-7-glikozit y= 248632x+186597 0,9979 0,009 0,030
Luteolin y=598254x+298523 0,9945 0,5.10° 1,8.10°

4.4.3.4 Avrupa Farmakope 5.0 HPLC yonteminin kromatografik ¢calisma kosullari

Avrupa Farmakope 5.0 (2005) yonteminde kullanilan kromatografik kosullar asagida

verilmistir.

Dedektdr: PDA, polifenoller 280 nm de analizlenmistir. Enjeksiyon: otomatik drnekleyici

ile yapilmugtir. Ornekler ve standartlar 25 pL hacimde enjekte edilmistir.25 pL'lik

enjeksiyonlar i¢in, otomatik enjektér hacim tekrarlanabilirligi test edilmis ve kesinligi

yiiksek sonuglar elde edilmistir. Diisiik basing gradient eliisyonu uygulanmistir. ODS-4

kolon sisteminde ¢alisilmistir. Sicaklik kolon firini ile 30°C*da sabit tutulmustur. Akis

hizi: 1,0 mL/dk’ dir.

Mobil faz; A: H20 (%1 asetik asit’li) B: MeOH

Gradient Program:

0- 5dak;
5-12 dak;
12-15 dak;

%85-40 A
%40-20 A
%20-85 A

154




4.4.35 Yeni gelistirilen (alternatif yontem) HPLC yonteminin kromatografik
calisma kosullari

Matematiksel modeller ve ¢oziicli giicli modeli ile alikonma zamani1 modelinin bir arada
degerlendirildigi metodolojiler kullanilarak, yeni kromatografik cevap faktorii (NCRF)
temelli gelistirilen, alternatif HPLC yontemi i¢in kromatografik kosullar asagida

verilmistir.

Dedektdr, enjeksiyon, kolon sicakligl ve kolon 6zellikleri Farmakopi 5.0 yontemi ile ayni

kosullardadir. Akis hizi: 1,4 mL/dk olarak uygulanmistir.

Mobil faz; A: H20 (%4,8 asetik asit’li) B: MeCN

Gradient Program:

0-15 dak; %100-85 A
15-30 dak; % 85-70 A
30-40 dak; 9% 70-50 A
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5. ARASTIRMA BULGULARI |

Bu boliimde zeytin yapragindan fitomolekiillerin ekstraksiyonu ig¢in gelistirilmis
metodlara ait; deney tasarimlari, modelleme asamalari ve optimizasyon calismalari

sonuclar1 verilmistir.

5.1 MeOH/H20 Coéziicii Ekstraksiyonu icin Deneysel Tasarim ve Optimizasyon
Calismasi

MeOH/H2O ¢oziicii  sistemi ile kurutulmus oOgiitiilmiis zeytin  yapraklarindan
polifenollerin ekstraksiyonuna dayali ¢alisma kapsaminda; deney tasarimi metodlarindan
sisteme etki eden degiskenlerden en 6nemli olanlarin tespiti, iirlin 6zellikleri lizerinde
birbiri ile etkilesimlerinin etkin olup olmadig1 belirlenmistir. Deney tasarimi
metotlarindan olan cevap yiizey metodu ile sistemin optimum yanitina, yani iriin
ozelliklerini optimuma ulastiracak degiskenlerin degerleri tespit edilmistir. Cevap yiizey
metodu ile dort farkli degisken yardimi ile tanimlanan yiizeylerin, matematiksel ve
istatistiksel tekniklerin yardimiyla modellemesi yapilmistir. Siireglerin optimizasyonunda
sistemin performansini veya tiriin kalitesini belirleyen ii¢ yanitla es zamanl ¢alisilmistir.
Cevaplar maksimum seviyede tutulurken, sisteme kabul edilebilir ve hedef olmas1 gerekli
degerler girilmistir. Cevap ylizeyi metodundan, deneysel bir ¢aligmada sonug iizerinde
etkin olan ¢ok sayidaki faktdrden olusan bir tasarimda, istenen ozellikleri saglayan

bolgeyi ve bu bolgeye ait optimum noktayi tahmin etmek icin yararlanilmistir.

Deneysel tasarimda, merkezi kompozit tasarim (Box Wilson tasarimi) kullanilmistir.
(2%+y1ldiz tasarimi) 4 faktor icin, dondiiriilebilir ve ortogonal tasarim yapilmstir. Eksenel
mesafe 2,00°dir. Deney Sayisi; 2k+2% +6 = 2*4 + 2446 = 30 (k: bagimsiz degisken sayisi)

esitliginden 30 olarak hesaplanmuistir.

Boliim 3.4 de verilen, esitlik 3.9’dan yararlanilarak y= f (x1,x2) + ¢ denklem’de, ¢;
kurulan modelin hatas1 olarak tanimlanmustir. Ikinci dereceden kurulan modelin hatalar

sabit varyansla normal dagilmig olup birbirinden bagimsizdir. Optimizasyon
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caligmasinda sistemi karakterize eden tiim yanitlar birlikte ele alinmig, ¢ok yanith

optimizasyon, ¢cok amagcli pareto bolgeler yardimi ile ¢oziilmiistiir.

Cizelge 5.1 Ug bagiml degisken icin dort faktdrlii CCD tasarimda (Merkezi Kompozit
Tasarim) kullanilan bagimsiz degiskenlerin incelenen etkinlik araligi

Siralama ve Seviyeleri
Faktorler(Bagimsiz +2 (+a) +1 0 -1 -2 (-a)
Degiskenler)
A: MeOH (%v/v) 85 65 45 25 5
B : Sicaklik (C°) 75 60 45 30 15
C : Sure (dk) 100 75 50 25 0
D:Coziicii/Katt Oran1 (mL/g) | 18,50 14 9,5 5 0,5

Bagimli degisken olarak;

y1: Toplam Fenol miktar1 (GAE) mg/g yaprak

y2: Toplam Fenol miktar1 (OLE esdegeri) mg/g yaprak
y3: Oleuropein miktar1 ( HPLC 6l¢iimii) mg/g yaprak

belirlenmistir.

Calismada kullanilan deneysel tasarim noktalar1 ve deneysel sonuglar ¢izelge 5.2°de

verilmistir.
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Cizelge 5.2 MeOH/H20 ekstraksiyonu deneysel tasarim noktalar1 ve deneysel sonuglar

Faktorl Faktor2 Faktor3 | Faktdrd | Cevapl | Cevap 2 Cevap 3

Std | Run | Blok | A:MeOH B:Sicaklik | C:Sire D:G/K | T.Fenol |T. Fenol Oleuropein
%viv “C dakika orani GAE. OLE HPLC
1 28 | {1} 25(-1) 30(-1) 25(-1) 5(-1) 7,37 3,54 1,71
2 14 | {1} 65(+1) 30(-1) 25(-1) 5(-1) 8,47 4,09 2,76
3 19 | {1} 25(-1) 60(+1) | 25(-1) 5(-1) 9,20 4,45 2,21
4 6 {1} 65(+1) 60(+1) | 25(-1) 5(-1) 11,70 571 2,49
5 26 | {1} 25(-1) 30(-1) 75(+1) | 5(-1) 9,06 4,39 2,34
6 13 | {1} 65(+1) 30(-1) 75(+1) | 5(-1) 8,88 4,29 4,33
7 5 {1} 25(-1) 60(+1) | 75(+1) | 5(-1) 10,04 4,88 2,06
8 1 {1} 65(+1) 60(+1) | 75(+1) | 5(-1) 12,74 6,23 4,79
9 20 | {1} 25(-1) 30(-1) 25(-1) | 14(+1) | 11,21 5,13 1,73
10 | 18 | {1} 65(+1) 30(-1) 25(-1) | 14(+1) | 15,74 7,39 5,07
11 | 24 | {1} 25(-1) 60(+1) | 25(-1) | 14(+1) | 14,93 6,98 2,49
12 2 {1} 65(+1) 60(+1) | 25(-1) | 14(+1) | 16,55 7,79 3,19
13 8 {1} 25(-1) 30(-1) 75(+1) | 14(+1) | 15,60 7,33 2,82
14 | 22 | {1} 65(+1) 30(-1) 75(+1) | 14(+1) | 22,01 10,53 5,24
15 | 27 | {1} 25(-1) 60(+1) | 75(+1) | 14(+1) | 21,35 10,20 2,98
16 | 30 | {1} 65(+1) 60(+1) | 75(+1) | 14(+1) | 27,13 13,09 6,10
17 3 {1} 5(-2) 45(0) 50(0) | 9,5(0) | 10,89 5,14 1,02
18 | 29 | {1} 85(+2) 45(0) 50(0) | 9,5(0) | 20,55 9,97 4,62
19 16 | {1} 45(0) 15(-2) 50(0) | 9,5(0) | 11,04 5,21 1,79
20 7 {1} 45(0) 75(+2) 50(0) | 9,5(0) | 20,73 10,06 3,45
21 15 | {1} 45(0) 45(0) 0(-2) 9,5(0) 2,36 0,87 0,37
22 | 21 | {1} 45(0) 45(0) 100(+) | 9,5(0) | 17,76 8,57 4,55
23 | 23 | {1} 45(0) 45(0) 50(0) 5(-1) 9,96 4,84 2,27
24 | 25 | {1} 45(0) 45(0) 50(0) | 18,5(2 | 21,79 10,25 4,07
25 11 | {1} 45(0) 45(0) 50(0) | 9,5(0) | 14,59 6,99 2,92
26 17 | {1} 45(0) 45(0) 50(0) | 9,5(0) | 16,58 7,98 3,48
27 10 | {1} 45(0) 45(0) 50(0) | 9,5(0) | 16,28 7,83 2,72
28 9 {1} 45(0) 45(0) 50(0) | 9,5(0) | 15,86 7,62 2,87
29 4 {1} 45(0) 45(0) 50(0) | 9,5(0) | 18,45 8,92 2,67
30 | 12 | {1} 45(0) 45(0) 50(0) | 9,5(0) | 12,08 574 3,31

Her bir cevap faktorii icin tasarim matrisi ve herbir terimin uyumu varyans analizi
(ANOVA) ile incelenmistir. Olusturulan bu modelin deneysel verileri ne kadar karsiladigt
ise yine varyans analizi (ANOVA) ile belirlenmistir. Bu yontemle herbir faktoriin lineer,

kuadratik ve interaksiyon etkilerinin cevaplar tizerindeki istatistiksel dnemlilikleri % 95
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giiven seviyesinde Fischer F testi uygulanarak belirlenmistir. Bir model sistemin gercek
cevaba uygun olup olmadigina uyum eksikliginden (lack of fit) kaynaklanan hatanin
Oonemsiz ve regresyondan kaynaklanan varyasyonun %95 guven seviyesinde onemli
olmas1 kosulu ile karar verilmis ve istatistiksel olarak 6nemli olmayan etkiler modelden
cikartlmistir. Uyum eksikligi i¢in F testinin 6nemli oldugu durumda, verilerle uygun

olmasi i¢in daha karmasik bir modele ihtiya¢ duyulmus ve model degistirilmistir.

Mliski katsayilar1 (R? ve R%puzeliimis) degerleri, istatistiksel olarak; regresyon modelindeki
bagimli degiskenlerin ortalamadan sapmalarinin, deneysel olarak elde edilen bagiml
degiskenlerin ortalamadan sapmalarina orani olarak ifade edilir ve bagimli degiskenin
bagimsiz degiskenler tarafindan ne kadar iyi aciklandigini gostermek i¢in kullanilir.
R%nin degeri 0,7 ile 1,0 arasinda olmasi bize modelin dogrulugu hakkinda bilgi
vermektedir. Regresyon denkleminde bu ¢aligmada oldugu gibi, bagimsiz degisken sayisi
arttikca determinasyon katsayisi siirekli artis gosterir ve bu durum yaniltic1 olabilir.

Bu yiizden diizeltilmis regresyon katsayisida incelenmelidir.

P degerleri, her bir katsayinin 6nemini kontrol etmek i¢in bir arag olarak kullanilmaktadir.
P degerinin kii¢iik olmasi, katsayiya iliskin bagmtinin 6nem derecesinin daha fazla

oldugunu gostermektedir.

Ikinci dereceden model denklemi dort bagimsiz degisken igin;

y= f(x) = Bo + Xioq Bixi + X7 - Bjixixj + Xio, Bii Xi® +ri

denklemi ile tanimlanmustir.

5.1.1 Cevap Faktori 1: Toplam Fenol (GAE) deneysel tasarim (ANOVA) sonuclar:

Tasarim matrisi ve toplam fenol (GAE) cevap faktoriine iliskin regresyon katsayilarinin
onemini bulmak i¢in faktorlerin (degiskenlerin) orta noktalarinda yapilan bir dizi paralel

deneyden yararlanilmis ve uygulanan F testi ile Fischer’in F tablo degerlerinden
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regresyon modelin gecerligi sinanmis olup cevap faktorii i¢in sonuglar ve her iki test

ANOVA istatistigi ¢izelge 5.3’te verilmistir.

Cizelge 5.3 MeOH/H>0 ekstraksiyonu: Toplam fenol (GAE) cevap faktori igin
tanimlanan kuadretik modelin ANOV A sonugclari

Kaynak Kareler Serbestlik | Ortalamanin | F Degeri | p-Degeri
toplamn | derecesi, df karesi (P)>F

Model 789,46 14 56,39 13,84 <0,0001 | gecerli
A-MeOH 79,85 1 79,85 19,60 0,0005
B-Sicakiik 83,19 1 83,19 20,42 0,0004
C-Siire 162,43 1 162,43 39,87 <0,0001
D-C/K Orani 337,22 1 337,22 82,78 <0,0001
AB 0,035 1 0,035 8.491.10 | 0,9278
AC 1,54 1 1,54 0,38 0,5485
AD 9,34 1 9,34 2,29 0,1508
BC 2,34 1 2,34 0,58 0,4599
BD 1,89 1 1,89 0,46 0,5064
CD 35,06 1 35,06 8,61 0,0103
A? 0,14 1 0,14 0,034 0,8568
B2 0,35 1 0,35 0,085 0,7747
C? 50,50 1 50,50 12,40 0,0031
D? 5,06 1 5,06 1,24 0,2828
Arta Kalan 61.11 15 4.07
UyumEksikligi 38,10 10 3,81 0,83 0,6277" | gegerli
Hata 23,01 5 4,60
Diizeltilmis 850,57 29
top.
Onemli Model Terimleri A, B, C, D, CD, C?
R2: 0,9282 R2giizentitmis :0,8611

Tahmin edilen veriler ve deneysel veriler arasindaki uyumu gésteren iliski katsayis1 (R?)
degeri 0,9282 olarak elde edilmistir. Elde edilen bu deger, deneysel verilerin yiizey
merkezli model ile %92,82 agiklanabilecegini gostermektedir. Bu sonug elde edilen
model denklemin toplam fenol (GAE mg/g yaprak) tayini i¢in incelenen bagimsiz

degiskenlerin dl¢lim araliginda yiliksek dogrulukta uygulanabilirligini gostermektedir.

Uyum eksikligi i¢in F testi degeri 0,6277 hesaplanmis ve 6nemli (p>0,05) bulunmamustir.
Bu durum; MeOH-H.O ekstraksiyonunda MeOH orani, sicaklik, siire, ¢oziicii/kati
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oraninin, toplam fenol tayinine (GAE) etkilerinin olusturulan model ile iyi bir sekilde

aciklanabilecegini gostermektedir.

Model esitlikteki terimlere ait regresyon katsayilari gizelge 5.3’de verilmistir. Tasarim
kullanilarak 30’lu deney seti (gizelge 5.2) c¢alisilmis, deneysel veriler iizerine coklu
regresyon analizi uygulanmis ve elde edilen regresyon katsayilari kullanilarak, ylizey
merkezli tasarim icin ikinci dereceden model esitlik olusturulmustur. Biitiin
parametrelerin etkisi dikkate alinarak olusturulan, ikinci dereceden model denklemi

asagida verilmistir.

Kodlanmis degerlerle model denklemi;

YT.Fenol/Gaiikasit= 15,54+1,82A+1,86B+2,60C+4,24D + 0,046AB + 0,31AC + 0,76AD + 0,38BC +
0,34BD + 1,48CD + 0,070A?+ 0,11B? — 1,34C? — 0,56D?

Gergek Degerlerle;

Y1 Fenolcaltik asit= 1,258-0,043A-0,027B+0,120C+0,195D+1,550.10“AB+6,195.10“AC +8,489.
10°AD+1,021.10°BC+5,089.10°BD+0,013CD+1,752.10*A%+4,949.10“B*-2,152.103C? -
0,027 D?

(P) PROP degeri; her bir terimin sahip oldugu katsaymin sistem i¢in énemini gosterir.
PROP degerinin 0,05 den kiiciik oldugu terimler sistem i¢in 6dnemlidir, ihmal edilemez.
PROP degeri kiiciik olan terimin modele olan etkisi daha fazladir. Bu durumda model
denklemi en 6nemli model parametrelerine gore yeniden diizenlenmis olup asagida

verilmistir:

Kodlanmis degerlerle;
Y1 FenolGaliik asit= 15,54+1,82A + 1,86B + 2,60C + 4,24D + 1,48CD -1,34 C?

Gergek Degerlerle;
Y1 FenoliGaliik asit= 1,258 - 0,043A — 0,027B + 0,120C+ 0,195D + 0,013CD- 2,151 10-3C?

Cevap faktorii 1 Toplam Fenol (GAE)’in maksimizasyonu i¢in artik deger-normal

olasilik grafigi sekil 5.1°de verilmistir.

161



Normal Olasihk
L]

Artik Deger (Internally Studentized Resudials)

Sekil 5.1 Toplam Fenol miktar1 (GAE) maksimizasyonu i¢in artik deger-normal olasilik
(probability) grafigi

Hangi etkilerin (bagimsiz degisken) ya da etkilesmelerin 6nemli olduguna karar vermek

amaci ile normal olasilik (dagilim) grafiginden yararlanilmistir.

L ambda Box-Cox Plot for Power Transforms
Current =1 234 |

Low Cl.=0.71
High C1. =213

Recommend transform:
None
(Lambda = 1}

Ln(ResidualSS)

Lambda

Sekil 5.2 Box-Cox grafigi

Sekil 5.2 verilen Box-Cox grafiginde, artiklarin kareleri toplaminin dogal logaritmasi (In)
ile lambda (1) degerleri grafige gegirilmis ve elde edilen verilere gore A=1,37 bulunmus
calismanin cevap degeri i¢in %95 giiven araliginda yapilmasinin uygun oldugu ve ayrica

transformasyona (doniisiime) gerek olmadigi anlagilmistir.

Box-Cox regresyon yontemi, regresyon fonksiyonunun dogrusal olmayan durumu, sabit
olmayan hata varyanslar1 ve hata terimlerinin dagilislarinin ¢arpikligini diizeltmek icin

Y nin iizerinde doniisiim yapilmasi agisindan olduk¢a uygundur.

Hata terimi ile bagimli degiskenin siireklilik ve normal dagilma varsayimi bozuldugu

durumlarda, 2j,j =1, 2, ..., k, kuvvet doniisiimii ile tanimlanan Box-Cox regresyon
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yontemi kullanilmaktadir. Y’ler lizerindeki 2j,j=1,2, ..., k, kuvvet doniisiimiiniin hangi
\j degerinde hata kareler toplamint minimum yaptig1 durum ele alinmaktadir (Goktas vd.

2012).

Deneysel sonuglarin kuadratik modelden hesaplanan sonuglarla karsilastirilmasi sekil

5.3’de verilmistir.
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Deneysel sonuclar

Sekil 5.3 Deneysel sonuglarin kuadratik modelden hesaplanan sonuglarla karsilastirilmasi

Model denkleminde MeOH orani, sicaklik, siire ve ¢oziicii/kati oraninin onemli
parametreler oldugu, siire-C/K orami arasindaki iliski ile siirenin i¢ etkilesiminin (siire?)
onemli oldugu belirlenmistir. Parametrelerden iki tanesi merkezde sabit tutuldugunda,
diger iki faktor seviyelerinin Toplam fenol (GAE) miktar {izerine olan etkileri izohips

egrileri ve yiizey grafikleri ile gésterilmistir.

Parametrelerin etkilesimi ve sonug iizerindeki etkisi {i¢ boyutlu yiizey grafiklerle ve
izohips egrileri ile gosterilmistir. izohips egrilerinin dairesel veya eliptik olmas,
degiskenler arasindaki etkilesimlerin anlamli olup olmadigina isaret eder. Eger bagimsiz

degiskenler arasindaki etkilesimler anlamli ise eliptik izdiisiim grafikleri elde edilir.
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00.00 —

Toplam Fenol( Galik Ast)
FIRE]
2%

X1= A Netanol

X2 =8: Sicaklk

45.00 —

Toplam Fenol{ Gallik Asit)

Achual Factors B Sicakik
C: Sire = 50.00

D: C/K Orani= 850 X4: A Wetanol
G A’ Metanol X2 B Sicakik

Sekil 5.4 Sicaklik-MeOH iki faktorlii modeli igin, kodlanmis degerlerle egrilik iceren {i¢
boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yrrenoicaiasi=f(x)= +15,54+ 1,82A +1,86B
+0,046AB +0,070A2+0,11B2
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2500 2500 X1: A- Metanol
X2: C: Sure

Sekil 5.5 MeOH-siire iki faktorli modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik igeren iig
boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.renoucatik asit =f(X)= +15.54+1.82* A+2.60*
C +0.31*A*C +0.070*A2 -1.34*C2
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Sekil 5.6 MeOH-¢oziicti/kat1 orani iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik
igeren ii¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Yt renolicati asit =f(X)= +15.54+1.82*
A +4.24% D +0.76*A*D +0.070*A2 -0.56*D2
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Toplam Fenol( Gallik Asit)
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Sekil 5.7 Sicaklik-sire iki faktorlii modeli igin, kodlanmis degerlerle egrilik igeren ti¢
boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.renoucatik asic =f(X)= +15.54 +1.86* B+2.60*
C +0.38*B* C +0.11*B2-1.34*C2
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Sekil 5.8 Sicaklik-¢oziicli/katt orani iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle
egrilik iceren ii¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.renoncatik asit =f(X)=
+15.54 +1.86* B +4.24* D +0.34*B*D +0.11*B2 -0.56*D2

Toplam Fenol( Gallik Asit)
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Sekil 5.9 Siire-¢oziicii/kat1 orani iki faktorlii modeli igin, kodlanmig degerlerle egrilik
igeren ii¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Y. renoicaiik asit =f(X)= +15,54
+2,60C +4,24D +1,48CD-1,34C?-0,56D?
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Sekil 5.4’ de verilen izohips egrileri ve li¢ boyutlu yiizey grafikleri MeOH-sicaklik
arasindaki (interaksiyon etkileri) etkilesimin anlamli olmadigin1 gostermektedir. Model
denklemi ile uyumludur. Modelde AB (MeOH-sicaklik) igin p degeri (0,9278)
hesaplanmis ve anlamli bulunmamistir. Her iki parametrede cevap faktoriine artan
oranlarda etki ederken ii¢ boyutlu ylizey grafiginde MeOH etkisinin sicaklifin artan
oranlarinda daha fazla etkili oldugu goriilmektedir. Sekil 5.5°de verilen izohips egrisi ve
Uc boyutlu yiizey grafigi MeOH-siire arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini
gostermektedir. Modelde AC (MeOH-siire) icin p degeri (0,5485) hesaplanmis ve anlamli
bulunmamistir. MeOH-siire arasindaki ylizey profili bize bir plato bolgesi olustugunu
gostermektedir. Sekil 5.6’da verilen izohips egrisi ve li¢ boyutlu yiizey grafigi MeOH-
¢oziicli’kat1 oran1 arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini géstermektedir. Modelde AD
(MeOH- ¢oziicii/kat1 orani) igin p degeri (0,1508) hesaplanmis ve anlamli bulunmamustir.
MeOH-¢oziicii/kat1 orant arasindaki yiizey profili bize c¢oziicii-kati orani caligma
araliginin biraz daha genisletilebilecegi hakkinda bilgi vermektedir. Ancak yine de yiizey
profilinde bir maksimizasyon noktast belirlenebilmesi, isin ekonomisi agisindan en
onemli iki parametre igin kisitlarimizdan vazge¢memeyi gerektirmistir. Sekil 5.7°de
verilen izohips egrisi ve ili¢ boyutlu yilizey grafigi sicaklik-siire arasindaki etkilesimin
anlamli olmadigin1 gostermektedir. Model denklemi ile uyumludur. Modelde BC
(sicaklik-siire) icin p degeri (0,4599) hesaplanmis ve anlamli bulunmamistir. Yiizey
profilinde her iki parametrede artan oranlarda etki etmektedir. Sekil 5.8” de verilen
izohips egrisi ve li¢ boyutlu ylizey grafigi sicaklik-¢oziicii/kati orani arasindaki
etkilesimin anlamli olmadigini1 gostermektedir. Modelde BD (sicaklik- ¢6ziicli/kati orant)
icin p degeri (0,5064) hesaplanmis ve anlamli bulunmamuistir. Yiizey profilinde, sicaklik
parametresi ve ¢Oziicii/katt oran1 cevap faktoriine, pozitif etki etmektedir. Sekil 5.9°da
verilen izohips egrisi ve li¢ boyutlu yiizey grafigi sicaklik-¢oziicii/katt orani arasindaki
etkilesimin anlamli oldugunu gostermektedir. Modelde CD (siire-¢oziicii/kat1 orani) i¢in
p degeri 0,0103 hesaplanmis ve anlamli bulunmustur. Yiizey profilinde, siire parametresi
ve ¢oziicii/kati oran1 cevap faktoriine pozitif etki etmistir. Coziicii/kat1 oranmi arttikca

toplam fenol (GAE) miktar1 artmaktadir.
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5.1.2 Cevap Faktori 2:Toplam Fenol (OLE) deneysel tasarim (ANOVA) sonuglari

Tasarim matrisi ve toplam fenol (OLE) cevap faktoriine iliskin regresyon katsayilarinin
Oonemini bulmak i¢in faktorlerin (degiskenlerin) orta noktalarinda yapilan bir dizi paralel
deneyden yararlanilmis ve uygulanan F testi ile Fischer’in F tablo degerlerinden
regresyon modelin gecerligi sinanmig ve cevap faktorii igin bulunan sonuclar ve her iki

test ANOVA istatistigi ¢izelge 5.4’de verilmistir.

Cizelge 5.4 MeOH/H0O ekstraksiyonu Toplam fenol (OLE esd.) cevap faktorii igin
tanimlanan kuadretik modelin ANOVA sonuglari

Kaynak Kareler | Serbestlik Ortalamanin | F Degeri p-Degeri
toplanm | derecesi, df | karesi P)>F
Model 183,67 | 14 13,12 12,91 <0,0001 gecerli
A-MeOH 19,95 1 19,95 19,63 0,0005
B-Sicaklik 20,79 1 20,79 20,46 0,0004
C-Sure 40,72 1 40,72 40,06 <0,0001
D-C/K Ora 71,56 1 71,56 70,40 <0,0001
AB 0,010 1 0,010 9,83910 | 0,9223
AC 0,38 1 0,38 0,37 0,5510
AD 2,33 1 2,33 2,29 0,1511
BC 0,59 1 0,59 0,58 0,4569
BD 0,46 1 0,46 0,45 0,5103
CD 8,79 1 8,79 8,65 0,0101
A2 0,034 1 0,034 0,034 0,8564
B2 0,085 1 0,085 0,083 0,7766
C? 12,67 1 12,67 12,47 0,0030
D? 1,28 1 1,28 1,26 0,2794
Artik 15,25 15 1,02
UyumEksikligi | 9,52 10 0,95 0,83 0,6257" gecerli
Hata 5,73 5 1,15
Diizeltilmis 198,92 29
Onemli Model Terimleri A, B, C,D,CD, C?2
R?=0,9234 R2a4=0,8518

Tahmin edilen veriler ve deneysel veriler arasindaki uyumu gosteren iliski katsayisi (R?)
degeri 0,9234 olarak elde edilmistir. Elde edilen bu deger, deneysel verilerin yiizey
merkezli model ile % 92,34 ihtimal ile agiklanabilecegini gostermektedir. Bu sonug, elde
edilen model denklemin toplam fenol (OLE, mg/g) miktarinin tayini i¢in incelenen
bagimsiz degiskenlerin Ol¢lim araliginda yiiksek dogrulukta uygulanabilirligini

gOstermektedir.
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Uyum eksikligi i¢in F testi degeri 0,6257 hesaplanmis ve 6nemli (p>0,05) bulunmamustir.
Bu durum; MeOH ekstraksiyonunda MeOH orani, sicaklik, siire, ¢oziicii/kat1 oraninin,
toplam fenol miktarina (OLE esdegeri) etkilerinin olusturulan model ile 1yi bir sekilde

aciklanabilecegini gostermektedir.

Tasarim kullanilarak 30’Iu deney seti (¢izelge 5.5) calisilmis, deneysel veriler iizerine
coklu regresyon analizi uygulanarak ve elde edilen regresyon katsayilar1 kullanilarak
ylizey merkezli tasarim i¢in ikinci dereceden model esitlik olusturulmustur. Biitiin
parametrelerin etkisi dikkate alinarak olusturulan ikinci dereceden model denklemi

asagida verilmistir.

Kodlanmis degerlerle;

Y Fenolioleuropein=7,46 + 0,91A + 0,93B + 1,30C + 1,95D + 0,025AB + 0,15AC + 0,38AD + 0,19
BC + 0,17BD + 0,74CD + 0,035A2 + 0,055B2 — 0,67C2 — 0,28D?2

Gergek Degerlerle;

Y Fenoloteuropein= 0,658-0,02A-0,013B+006C+0,063D + 8,33.105AB + 3,075.104AC + 4,24.10°
AD +5,133.10“BC + 2,518.10°BD +6,589.103CD +8,780.105A2+ 2,45.10* B2 —1,078.103C2
—0,014D2

Bu durumda model denklemi en 06nemli model parametrelerine gore yeniden

diizenlenerek asagida verilmistir:

Kodlanmis degerlerle;
YT,Fenolloleuropeinz +7,46+0,91A+0,93B+1,30C + 1,95D + 0,74CD '0,67(:2

Gergek degerlerle;

Y Fenol/oleuropein= +0,658 - 0,217A — 0,013B + 0,060C + 0,063D + 6,589.10"° CD — 1,078.10° C2

Toplam fenol (OLE)’iin maksimizasyonu i¢in artik deger-normal olasilik grafigi hangi
etkilerin (bagimsiz degisken) ya da etkilesmelerin 6nemli olduguna karar vermek amaci

ile ¢izilmis ve grafik, sekil 5.10’da verilmistir.
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Normal Olasihk
]

Artik Deger (Internally Studentized Resudials)

Sekil 5.10 Toplam Fenol miktar1 (OLE esd.) maksimizasyonu i¢in artik deger- normal
olasilik grafigi

Box-Cox Plot for Power Transforms
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Sekil 5.11 Box-Cox grafigi

Sekil 5.11 verilen Box-Cox grafiginde, artiklarin kareleri toplamimnin dogal logaritmasi
(In) ile lambda (A) degerleri grafige gecirilmis ve elde edilen verilere gore A=1,28
bulundugundan ¢aligmanin cevap degeri i¢in %95 giiven araliginda yapilmasinin uygun
oldugu ve ayrica transformasyona (doniisiime) gerek olmadigi anlagilmistir. Deneysel
sonuglarin kuadratik modelden hesaplanan sonuglarla karsilagtirilmas: sekil 5.12°de

verilmistir.

Hesaplanan sonuclar

Deneysel sonuglar

Sekil 5.12 Deneysel sonuclarin kuadratik modelden hesaplanan sonuclarla
karsilastirilmasi
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Model denkleminde MeOH orani, sicaklik, siire ve ¢oOziicli/kati oraninin 6nemli

parametreler oldugu, siire-¢oziicli’katt oranit arasindaki iligkinin ve siirenin i¢

etkilesiminin (siire?) 6nemli oldugu belirlenmistir. Parametrelerden iki tanesi merkezde

sabit tutuldugunda, diger iki faktor seviyelerinin Toplam fenol (OLE) miktar1 {izerine

olan etkileri izohips egrileri ve ylizey grafikleri ile gosterilmistir.
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Toplam Fenol(Oleuropein)

e

A Metanal
B

x1
X2 Sicaklik

Sicaklik-MeOH modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik iceren ii¢ boyutlu

y]..lzey graﬁgi Ve lZOhlpS Cgl‘lSl, (YT,FenoI/OIeuropein :f(X): 7,46+ 0,91A+ 0,938+ 0,025AB

+0,035A2 +0,055B2)

Toplam Fenol(Oleuropein)

8000

X1: A- Metanol
X2 C: Sore

MeOH-siire modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik igeren {i¢ boyutlu
yiizey grafigi ve izohips egrisi (Yr.renotioteuropein =f(X)=7,46+0,91A +1,30C +0,15
AC+0,035A2-0,67C2)

Toplam Fenol(Oleuropein)

950 5 28,00 3800 as.00 ss.00 es.00

D: G/K Orani 28 s A: Metanol
5.00 2500 X1: A Metanol
X2! D! CK Orani

Sekil 5.15 MeOH-¢oziicii/kat1 orant modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik igeren iig

boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.renoloteuropein=F(X )=7,46+0,91A +1,95D
+0,38AD +0,035A2-0,28D2
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Toplam Fenol(Oleuropein)
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Sekil 5.16 Sicaklik-siire iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik iceren
iic boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.renolioteuropein =f(X)= +7,46
+0,93B+1,30C +0,19BC +0,055B2-0,67C2
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Sekil 5.17 Sicaklik-¢6ziicii/kat1 orani iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle
egrilik iceren ii¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.renonoteuropein =f(X)=
+7.46 +0.93* B +1.95% D +0.17*B*D +0.055*B2 -0.28*D2
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Sekil 5.18 Siire-¢oziicii/kat1 orani iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik
igeren ii¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Y renovoteuropein =f(x)= +7,46 + 1,30
C +1,95* D +0,74C*D -0,67*C2-0,28*D?
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Sekil 5.13°de verilen izohips egrisi ve li¢ boyutlu yiizey grafigi MeOH-sicaklik arasindaki
etkilesimin anlamli olmadigin1 gostermektedir. Modelde AB (MeOH-sicaklik) icin p
degeri (0,9223) hesaplanmis ve anlamli bulunmamistir. Her iki parametrede yiizey
profilinde cevap faktoriine pozitif etki etmektedir. Sekil 5.14’de verilen izohips egrisi ve
lic boyutlu ylizey grafigi MeOH-siire arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini
gostermektedir. Modelde AC (MeOH-sure) icin p degeri 0,5510 hesaplanmig ve anlamli
bulunmamustir. Yiizey profili bir plato gorintisiindedir ve MeOH parametresi cevap
faktoriine anlamli etki vermemekte, siire pozitif etki etmektedir. Sekil 5.15° de verilen
izohips egrisi ve li¢ boyutlu yiizey grafigi MeOH-¢oziicli/kat1 orani arasindaki etkilesimin
anlamli olmadigin1 géstermektedir. Modelde AD (MeOH- ¢oziicii/kat1 orani) igin p degeri
0,1511 hesaplanmis ve anlamli bulunmamistir. Yiizey profilinde ¢oziicii kat1 oraninin
daha fazla etkili oldugu goriilmektedir. Sekil 5.16’da verilen izohips egrisi ve ii¢ boyutlu
yiizey grafigi sicaklik-siire arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini gostermektedir.
Modelde BC (sicaklik-sure) i¢in p degeri 0,4569 hesaplanmis ve anlamli bulunmamustir.
Yiizey profilinde sicaklik parametresi cevap faktoriine etki vermezken, siire pozitif etki
etmektedir. Sekil 5.17°de verilen izohips egrisi ve li¢ boyutlu ylizey grafigi sicaklik-
coziicii/kat1 oran1 arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini gostermektedir. Modelde BD
(s1caklik- ¢coziicii/kat1 orani) i¢in P degeri (0,5103) hesaplanmis ve anlamli bulunmamastir
Ylzey profilinde sicaklik parametresi cevap faktoriine etki etmezken, ¢oziicli/kati orani
pozitif etki etmektedir. Sekil 5.18” de verilen izohips egrisi ve {i¢ boyutlu yiizey grafigi
sicaklik-¢oziicii/kat1 oran1 arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini géstermektedir.
Modelde CD (slre-¢oziicii/kat1 orani) igin p degeri 0,0101 hesaplanmis ve anlaml
bulunmustur. Yizey profilinde silire parametresi ve c¢oziicii/kat1 oran1 cevap faktoriine
pozitif etki etmistir. Coziicii/kati oranmi arttikca toplam fenol (OLE esd.) miktar
artmaktadar.

5.1.3 Cevap Faktoru 3: Oleuropein miktar1 (HPLC ile tayin) deneysel tasarim
sonuc¢lar

Tasarim matrisi ve oleuropein (HPLC) cevap faktoriine iliskin regresyon katsayilarinin
onemini bulmak i¢in faktorlerin (degiskenlerin) orta noktalarinda yapilan bir dizi paralel

deneyden yararlanilmis ve uygulanan F testi ile Fischer’in F tablo degerlerinden
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regresyon modelin gegerligi sinanmis ve cevap faktorii i¢in bulunan sonuglar ve her iki

test ANOVA istatistigi ¢izelge 5.5’de verilmistir.

Cizelge 5.5 MeOH/H0 ekstraksiyonu oleuropein (HPLC) cevap faktorii i¢in tanimlana
kuadretik modelin ANOVA sonugclari

Kaynak Kareler Serbestlik Ortalamanin | F Degeri | p-Degeri
toplanm derecesi, df | karesi (P)>F
Model 42,93 14 3,07 7,21 0,0002 gecerli
A-MeOH 21,72 1 21,72 51,09 <0,0001
B-Sicakiik 0,55 1 0,55 1,29 0,2736
C-Sire 12,57 1 12,57 29,58 <0,0001
D-C/K Oran: | 3,06 1 3,06 7,20 0,0170
AB 0,24 1 0,24 0,57 0,4617
AC 1,49 1 1,49 3,52 0,0804
AD 0,78 1 0,78 1,83 0,1959
BC 0,27 1 0,27 0,64 0,4354
BD 0,016 1 0,016 0,038 0,8476
CD 6,006 103 |1 6,006 10 3 0,014 0,9070
A? 0,052 1 0,052 0,12 0,7313
B? 1,30210°%° |1 1,30210 3 3,064 0,9566
C? 0,061 1 0,061 0,14 0,7096
D? 0,64 1 0,64 1,50 0,2394
Arta Kalan 6,38 15 0,43 5,44 0,0378
Uyum 5,84 10 0,58 7,21 0,2002 gecerli
Eksikligi degil
Hata 0,54 5 0,11
Diizeltilmis 49,30 29
Onemli Model Terimleri A C,D
R? =0,8707 R%pizetiimis =0,7500

Tahmin edilen veriler ve deneysel veriler arasindaki uyumu gosteren iliski katsayist (R?)
degeri 0,8707 olarak elde edilmistir. Bu sonug elde edilen model denklemin oleuropein
(HPLC) tayini i¢in incelenen bagimsiz degiskenlerin 6l¢iim araliginda yiiksek dogrulukta

uygulanabilirligini agiklamaktadir.
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Uyum eksikligi i¢in F testi degeri (0,2002) hesaplanmig ve dnemli (uygun) (p>0,05)
bulunmamistir. Bu durum; MeOH-H>0 ekstraksiyonunda MeOH orani, sicaklik, siire,
¢Oziicii/kat1 oraninin, oleuropein miktarina (HPLC) etkilerinin, olusturulan model ile 1yi

bir sekilde agiklanabilecegini gostermektedir.

Model esitlikteki terimlere ait regresyon katsayilar1 ¢izelge 5.7°de verilmistir. Tasarim
kullanilarak 30’1u deney seti ¢alisilmis ve deneysel veriler iizerine ¢oklu regresyon analizi
uygulanmistir. Elde edilen regresyon katsayilar1 kullanilarak yiizey merkezli tasarim igin
ikinci dereceden model esitlik olusturulmustur. Biitiin parametrelerin etkisi dikkate

aliarak olusturulan ikinci dereceden model denklemi asagida verilmistir.

Kodlanmis degerlerle;

Yoleuropein= 2,94 + 0,95A + 0,15B + 0,72C + 0,40D - 0,12AB +0,31AC + 0,22AD + 0,13BC +
0,22AD - 0,032BD + 0,019CD + 0,043A%— 6,829 10 *B?- 0,047C?+0,20 D?

Gergek Degerlerle;

Y oteuropein= 1,149 +2,467.10°A +0,018B -8,375.10°C -0,193D-4,104.10*AB + 6,112.10* AC

+2,451.10°AD+3,483.10“BC-4.722.10°BD-4,722.10*CD+1,079.10“*A%- 3,035.10° B2~
7,492.10°C?+9,7510.10°D?

Bu durumda model denklemi en 6nemli model parametrelerine gore yeniden

diizenlenerek asagida verilmistir:

Kodlanmis degerlerle;
Y oleuropein= 12,94 + 0,95A +0,72C +0,40D

Gergek degerlerle;
Y oteuropein= +1,149 +2,467.10°A - 8,375.10°C - 0,193D

Cevap faktorii 3 oleuropein (HPLC) ’nin maksimizasyonu i¢in artik deger-normal olasilik

grafigi sekil 5.19°da verilmistir.
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Sekil 5.19 Oleuropein (HPLC) maksimizasyonu icin artik deger-normal olasilik
(probability) grafigi
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Sekil 5.20 Box-Cox grafigi

Sekil 5.20 verilen Box-Cox grafiginde, artiklarin kareleri toplaminin In’i ile lambda (X)
degerler1 grafige gecirilmis ve elde edilen verilere gore A=1,23 bulundugundan
calismanin cevap degeri i¢in % 95 giiven araliginda yapilmasinin uygun oldugu ve ayrica

transformasyona (doniisiime) gerek olmadigi anlasilmistir.

Deneysel sonuglarin kuadratik modelden hesaplanan sonuglarla karsilastirilmast sekil

5.21’de verilmistir.
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Deneysel sonuglar

Sekil 5.21 Deneysel sonuglarin kuadratik modelden hesaplanan sonuglarla karsilastirilmasi

175



Model denkleminde MeOH orani, siire ve ¢dziici/kati oraninin 6nemli parametreler
oldugu belirlenmistir. Parametrelerden iki tanesi merkezde sabit tutuldugunda, diger iki
faktor seviyelerinin oleuropein miktar: iizerine olan etkileri izohips egrileri ve yiizey

grafikleri ile gdsterilmistir.

Oleuropein HPLC (mg/g yaprak)
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Sekil 5.22 Sicaklik-MeOH iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik igeren
ic boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi,Yoieuropein =f(X)= +2,94 + 0,95A +0,15B -
0,12 AB +0,043 *A?— 6,829 10 ® B2

Oleuropein HPLC (mg/g yaprak)
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Sekil 5.23 MeOH-sire iki faktorli modeli igin, kodlanmis degerlerle egrilik igeren {ig
boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yoieuropein =f(X)=+2.94 +0,95*A+ 0,72*C
+0,31*AC +0,043*A%- 0,047*C?

Oleuropein HPLC (mg/g yaprak)
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Sekil 5.24 MeOH-¢oziicii/kat1 orani iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik
iceren ¢ bo yutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi,Yoreuropein =f(X)= +2,94 + 0,95
A +0.40 D +0,22 AD +0,043 A?+0,20 D?
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Oleuropein HPLC (mg/g yaprak)
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Sekil 5.25 Sicaklik-siire iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik iceren li¢
boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yoreuropein =f(X)= +2.94 +0,15B +0,72C + 0,13
BC- 6,829 10 *B2—- 0,047 C?

Oleuropein HPLC (mg/g yaprak)
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Sekil 5.26 Sicaklik-¢oziicii/kat1 orani iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle
egrilik iceren ii¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Y oleuropein =f(X)= +2.94
+0,15* B +0.40 *D - 0,032*BD - 6,829 10 -* B2+0,20 D?

Oleuropein HPLC (mg/g yaprak)
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Sekil 5.27 Siire-¢oziicii/kat1 orani iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik
igeren ii¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi,Yr renoioleuropein =f(X)= +7.46
+1.30C+1.95D +0.74CD -0.67C2-0.28D2

Sekil 5.22°de verilen izohips egrisi ve li¢ boyutlu yiizey grafigi MeOH-sicaklik arasindaki
etkilesimin anlamli olmadigin1 gostermektedir. Modelde AB (MeOH-sicaklik) i¢in p

degeri (0,4617) hesaplanmis ve anlamli bulunmamistir. Her iki parametrede yiizey
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profilinde cevap faktoriine anlamli etki etmemektedir. Sekil 5.23’de verilen izohips egrisi
ve li¢ boyutlu yiizey grafigi MeOH-siire arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini
gostermektedir. Modelde AC (MeOH-siire) igin p degeri (0,0804) hesaplanmis ve anlamli
bulunmamistir. Yiizey profilinde MeOH ve slre parametresi cevap faktoriine etki
etmemektedir. Sekil 5.24’de verilen izohips egrisi ve ii¢ boyutlu yiizey grafigi MeOH-
coziicii/kat1 oran1 arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini1 géstermektedir. Modelde AD
(MeOH-goziicii/kat1 orani) igin p degeri 0,1959 hesaplanmis ve anlamli bulunmamustir.
Yiizey profilinde, ¢oziicii/kat1 oran1 ¢alisma araliginin disinda kalmis ve daha yiiksek
oranlarda ¢alisilmast gerektigini gostermektedir. Ancak bu parametre ile diger
parametrelerin etkilesimleri de anlamlilik saglamadigindan, yontemin ekonomisi dikkate
alinarak, ¢alisma kisitlart korunmus ve ¢alisma araligi genisletilmemistir. Sekil 5.25°de
verilen izohips egrisi ve ii¢ boyutlu yilizey grafigi sicaklik-siire arasindaki etkilesimin
anlamli olmadigimi gostermektedir. Modelde BC (sicaklik-siire) igin p degeri (0,4354)
hesaplanmis ve anlamli bulunmamustir. Yiizey profilinde sicaklik ve siire parametresi
cevap faktoriine etki etmemektedir. Sekil 5.26° da verilen izohips egrisi ve ii¢ boyutlu
yuzey grafigi sicaklik-¢oziicii/kati oranmi arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini
gostermektedir. Modelde BD (sicaklik-¢oziicii/kati orani) i¢in p degeri 0,8476
hesaplanmis ve anlamli bulunmamistir. Yiizey profili bir minimumu isaret etmektedir ve
sicaklik parametresi cevap faktoriine etki etmezken, ¢oziicii/kat1 orani etki etmektedir.
Sekil 5.27°de verilen izohips egrisi ve li¢ boyutlu yiizey grafigi siire-¢oziicii/kat1 orani
arasindaki (interaksiyon etkileri) etkilesimin anlamli olmadigin1 gdstermektedir.
Modelde CD (slre-¢oziicii/kat1 orani) igin p degeri 0,9070 hesaplanmis ve anlamli
bulunmamistur. Yiizey profilinde siire parametresi etki etmezken, ¢Oziicii/katt orani

cevap faktoriine negatif etki etmistir. Yiizey profili bir minimumu isaret etmektedir.

5.1.4 MeOH/H:z0 ¢o6ziicu ekstraksiyonu i¢in optimizasyon ¢alismasi

MeOH ¢oziicii sistemi ile ekstraksiyonun, deneysel tasarim ¢aligsmalari sonucu ii¢ cevap
faktoriine kars1 alman ANOVA sonuglarinda elde edilen yeterli kesinlik sonuglari
caligmanin yeterli veri ile tamamlandigin1 gostermektedir. Sinyal giiriiltii oraninin 4in

Ustiinde olmas1 yeterli kesinligin (adequate precision), oldugunu gostermektedir. Bu
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caligmada bulunan sinyal giiriiltii oranlar1, her bir cevap faktord igin (Toplam fenol-GAE;
Toplam fenol-OLE; oleuropein-HPLC) sirast ile 15,917; 15,708 ve 10,126 dir.

Calismanin bu asamasinda optimizasyon ¢alismalarina gegilmistir. Optimizasyon; bir reel
fonksiyonun en kii¢iik degerini ya da en biiylik degerini elde etmek amaci ile gergek ya
da tamsay1 degerlerini belirli bir aralikta se¢ip fonksiyona yerlestirerek sistematik olarak
bir problemi incelemek ya da ¢6zmek islemlerinin tiimiine denir. Optimum ¢oziimler i¢in

diferansiyel hesap yontemleri kullanilmistir.

Bu caligma kapsaminda; dogrusal programlama yapilmis, dinamik ve kisitlanmig

optimizasyon uygulanmistir.

Cevap yiizeyi yonteminde optimal deney noktalarinin belirlenmesinde iki asamali bir yol

izlenmistir;

1- Bir deneye dayanarak, bir sonraki deneyde cevap ylizeyi altindaki maksimum (ya
da minimum) noktaya dogru nereden hareket edileceginin belirlenmesi. Bu agama

en dik ¢ikis (inig) yontemi olarak bilinmektedir.

2- Yiizeyin maksimum (ya da minimum) ya da yaklastk maksimum (ya da
minimum) sonucunu belirledikten sonra cevap yuzeyinin bu maksimum (ya da

minimum) nokta civarindaki alanda denkleminin belirlenmesi.

Deneysel ¢alismalarda cevap yiizeyinin fonksiyonu bilinmez. Bu nedenle herhangi bir
yuzey icin en iyi durumlar kiimesini bulabilmek i¢in en dik ¢ikis (inis) yolu (the path of
steepest ascent-descent) olarak bilinen yontem kullanilabilir. En dik ¢ikis (inis) yontemi,
deney tasarimi, model tasarim yontemleri ve ardisik deneyler ile bolgenin arastirilmasi
asamalarin1 kapsamaktadir. Bu yontemdeki diisiince, cevap yiizeyinin kiiciik bir alam
tizerinde basit bir deney uygulamaktir. Burada uygulamaya yonelik olarak bu ylizey,
diizlem olarak diisiiniilebilir. Bundan sonra bu diizlemin denklemi bulunur ve bu
denklemden de ylizeyin en iyi noktasina dogru hareket etmek i¢in gidilecek yon belirlenir.

Daha sonraki deney, tepe (dip) noktasina (en iyi nokta) en hizli sekilde ulagsacak yonde
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tasarlandig1 i¢in bu yontem en dik ¢ikis yontemi olarak adlandirilir. Bu yontem, sonradan
yapilacak ardisik deneylerin orjinal deneyden ne kadar uzak olacagini belirlemez, ancak,

bundan sonraki deneyin hangi yonde yapilacagini gosterir (Myers ve Montgomery 2002).

Calismada, en dik ¢ikig yontemi i¢in 6rnek bir caligsma sekil 5.28 de verilmistir.

Toplam Fenoll Gallik Asit)

X1: C: Sore
2 D G Orari

Sekil 5.28 MeOH/H20 ¢oziicli ekstraksiyon optimizasyonu i¢in en dik ¢ikis yontemi ile
deneysel adimlarin ydniiniin belirlenmesi

Calismada kullanilan Box-Wilson dik yokus yontemi dogrusal bir regresyon modelle
aciklanan proseslerin optimizasyonu ig¢in kullanilmigtir. Bu yonteme gore dogrusal
modelin katsayilar1 cevap fonksiyonunun gradientini olusturmaktadir. Gradient yoniinde
katsayilarin isaretine uygun ve onlarin degerleri ile orantili parametrelerin degistirilmesi
gerekir. Bu islemler birka¢ adimdan olusmaktadir. Her bir adimda bir 6nceki adimdan
alinan cevap fonksiyonu, parametrelerin ortalama degerlerinden elde edilenden ne kadar
artmis veya azalmis oldugu hesaplanarak tasarim noktalarindaki caligmalarla
kiyaslandirilir. Dik yokus yontemi dogrusal modelin katsayilar1 dnemsiz olana kadar

devam ettirilir. Bu da amag fonksiyonunun optimal bolgeye ¢iktigin1 gdsterir.

Yy =B+ BX + L% +..+ BX gradientin hesaplanmasi asagida verildigi sekildedir.

dy _ .0y _ . Oy _
ﬁ_ﬁl ’axz_ﬁz ’axk_ﬁk

AUij=Bj Ajm j=1,2,3...k m: adim uzunlugu olarak alinir. Optimum igletme kosullari

icin uygulanan 6rnek ¢alisma asagida ki cizelge 5.6’da verilmistir.
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Cizelge 5.6 MeOH/H20 ¢oziicti ekstraksiyonunda dort degiskenin gradient adimlarinin

belirlenmesi

X1 X2 X3 Xa
Z%Orta deger) 45 45 50 9,5
Aim 20 15 25 45
Z°%+ 0.25*Ai 50 48,75 56.25 10,625
7%+ 0.50*Ai 55 51 62.5 11.75
Z°%+ 0.75*Ai 60 56.25 68.75 12.875
Z%+ 1*Ai 65 60 75 14
7%+ 1.25*Ai 70 63,75 815 15,125

Elde edilen sonuglara gére maksimum miktarda Toplam Fenol (GAE ve OLE esd.) ve
oleuropein miktariin (HPLC) elde edildigi sartlarda optimizasyon yapilmistir. Optimum
sartlar1 temsil eden ¢6ziim noktasinda deneyler yapilmis ve tahmini cevap degerleri ile

karsilastirilmistir.

Tek amag fonksiyonuna sahip optimizasyon problemlerinde tasarim degiskenleri tek bir
optimum deger alabilmelerine ragmen, tanimlanan c¢ok amagli optimizasyon
problemlerinde birden fazla ama¢ fonksiyonunu maksimum yapacak tasarim
degiskenlerine ait bir ¢ozlim seti elde edilmeye ¢alisilir ve bu Pareto (Bulanik mantik)
optimal olarak adlandirilir. Esitliklerle ifade edilen dogrusal programlama modelinde
degisken sayis1 her esitlik sayisindan daha fazla olur. Dogrusal sistemlerde ¢oziimler
bagimsiz ¢ozlimler kiimesi sistemdeki esitsizlik sayis1 (Ax<b), m, ve degisken sayisinin
(x degiskenleri), n, bir fonksiyonudur. Olabilecek tiim ¢6ziimlerin sayisi ise asagidaki

denklem 5.1°den elde edilir.

(m+nj:(m+n)! 5.)

n mlin!

Bu durumda 4 bagimsiz degisken i¢in yiizlerce ¢6ziim dnermemiz gerekir. Ozellikle ikili
etkilesimler ve {istel ifadelerde s6z konusu oldugundan olay isin i¢inden ¢ikilmaz hale

gelmektedir. Bu amagla, Pareto optimal sistemi kullanilmistir.
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Cok yanitli optimizasyon problemlerinin ¢ézlimiinde, dogrusal olmayan programlama
yaklasimi, yanitlarin izohips egrileri ¢izilerek superimposing ( iist liste yerlestirilmesi) ve
desirability (istenilen hedefe ulasma) fonksiyonu yaklagimi gibi yaklasimlar
kullanilmaktadir. Superimposing; ¢cok sayida bagimli ve bagimsiz degiskenin (dort veya
daha fazla) bir arada incelendigi durumlar i¢in kullanigligin1 kaybetmektedir. Bu nedenle
calismada desirability degerlendirilmistir. Desirability (istenilen hedefe ulasma)
fonksiyonunun ilkesi tiim yanitlarin, boyutsuz desirability skalasini iceren ““ desirability
fonksiyonu” olarak tanimlanan tek bir fonksiyon altinda toplanmasini ve bu
fonksiyonunun arzu edilecek sonuglart verecek sekilde maksimize edilmesini
icermektedir. Desirability fonksiyonu tiim yanitlarin bir araya getirildigi, O ile 1 arasinda
degisen tek bir yanit indeksidir ve bu degerin 1’¢ yaklasmasi, belirlenen kriterlerin
saglandigini belirtmektedir. Desirability fonksiyonu her bir yanit i¢in ayr1 ayr1 hesaplanir
ve daha sonra bu bireysel fonksiyonlarin geometrik ortalamasi alinarak tek bir toplu
desirability fonksiyonu olusturulur.

1

D =(d1xd2x...xdn)% =[HndiJn (5.2)

Yukaridaki denklem 5.1.2°ye gore geometrik ortalama alinarak olusturulan toplu
desirability fonksiyonunu, maksimize eden (x) degisken seviyesi kombinasyonu
bulunmustur. Belirlenen ¢6ziim kiimesinden optimum noktanin tespitinde, bu ¢aligma
icin yanit degiskenlerini maksimize eden ¢6ziim noktasi yeter kosul olarak belirlenmistir.
Ozellikle zeytin yapraginin temel bileseni oleuropeinin miktarin1 maksimize eden ¢dziim

noktalari, optimizasyon igin tercih edilmistir.
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Optimizasyonda desirability calismalari sonucu, elde edilen ¢6ziim kiimesi asagida

verilmigtir.

Number Metanol Sicakilik Sure C/K Orani Toplam FenoToplam FenoOleuropein H Desirability wio Intervals
1 45 000 45.000 $0.000 $.500 15542 7 4684 2937 1.000 1.000
2 12313 48938 55625 9194 13415 6.413 1644 1.000 1.000
3 65.000 €0.000 25.000 5.000 10394 $.057 2371 1.000 1.000
< 25.000 €0.000 75.000 14.000 21788 10.420 3.167 1.000 1.000
S 65.000 30.000 25.000 14.000 14390 6.716 3.786 1.000 1.000
s 25.000 €0.000 25.000 14.000 13.478 6.255 2.031 1.000 1.000
7 45000 45000 0.000 $.500 4959 2.165 1.303 1.000 1.000
8 55.000 30.000 25.000 S.000 8030 3.870 2512 1.000 1.000
9 25000 30.000 25.000 S.000 6622 3.167 1.416 1.000 1.000

10 65.000 €0.000 75.000 $.000 14021 6.872 4652 1.000 1.000
Lhl £5.000 &0.000 25.000 14.000 18128 8.583 3.517 1.000 1.000
2 25.000 30.000 75.000 14.000 16.705 7.883 24 1.000 1.000
13 51750 58250 71250 12775 25025 12,084 $223 1900 1.900 Sescteg
14 45000 45000 50.000 18.500 21798 10.252 4535 1.000 1.000
1S 25000 30.000 25.000 14.000 9926 4. 488 1.807 1.000 1.000
16 65.000 30.000 75.000 S.000 10.126 4915 42 1.000 1.000
17 61.750 31.750 71250 12775 20651 9.895 4583 1.000 1.000
18 25.000 €0.000 75.000 5$.000 11.189 S.454 2826 1.000 1.000
19 25.000 €0.000 25.000 5.000 8.800 4254 1.767 1.000 1.000
20 25.000 30.000 75.000 S.000 7430 3.597 1.952 1.000 1.000

Optimim kosullar; 61,75 (v/v) MeOH, 58,25 °C sicaklik, 71,25 dk siire, 12,78C/K

orami olarak belirlenmistir.

Deney dogrulama (Experimental verification) cevap ylizey yontemi ile elde edilen deney
sonuglarini dogrulamak ve deneysel degerlerden sapmay1 gorebilmek i¢in yapilan U¢
tekrarli deney dogrulama sonuglarindan, Toplam Fenol (GAE) mg/g yaprak), Toplam
Fenol (OLE esd) mg/g yaprak ve Oleuropein miktari,mg/g yaprak degerleri sirasi ile
25,025 mg/g yaprak, 12,084 mg/g yaprak, 5,220 mg/g yaprak ve standart sapma
degerleri sirasiyla 2,018; 1,008, ve 0,650 olarak hesaplanmustir.

5.1.5 MeOH/H:0 ¢oziiclu ekstraksiyonunda ultrasonik banyo ile ses 6tesi dalga
etkisi

Calismanin bu asamasinda, ses Otesi dalganin (ultrasonik dalga) MeOH/H.O
ekstraksiyonuna olan etkisi incelenmistir. Bu amacla; MeOH’lii ekstraktlarin optimal
bolgede ve zorlanmis bolgede yapilan ¢alismalari, ayn1 zamanda Everest Cleanex 911

model ultrasonik banyo (220V; 50 Hz) ile ses otesi dalga etkisi verilerek incelenmistir.
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Ses oOtesi dalga etkisi ile yapilan ¢caligsmalara ait kosullar ve karsilastirmalar ¢izelge 5.7°de

verilmistir.

Cizelge 5.7 MeOH/H0 ekstraksiyonunda sesétesi dalga (ultrasonik banyo) uygulama
siin ii¢ cevap faktorii lizerine etkisi

— ~~ © g g [+ 8 8 3+ — O\O.\
U | Wo,| @ | 2| &8 |FO2|U |S¥|cs
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| 8C2| 5 |02 & |e0BsE|gd|2E
- =87 & | 887 3 |38 - |F3|TT
P S |© e
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773k B T0CIK 61 | 65 (290 | 32 |218 |221 |71 |71 |15
83,39 (v/V) MeOH / 62,71°C /
o e 78 | 83 |38 | 41 |29 |29 |73 |76 |41
77,11 (v/iv) MeOH / 64,10 °C/
e e 88 | 86 |43 | 42 |301 |307 |23 [-23 |19
8047 (viv) MeOH /6627°C /1,6 | g9 |37 | 39 |36 |416 |66 |85 |17.3

76,12 dk./5.77C/K
79.49 (v/iv) MeOH / 74.55 °C /

2 03 19,61 C 124 | 136 |57 | 64 |42 |487 [109 |11,2 |150
;‘;;2‘;;{7@%22’;,{5240%’ 117 | 139 |56 | 67 | 10 |113 [185 |192 [12.2
622’/}‘2'\"6%/ 60°C/75dk- 196 | 115 [47 | 56 |32 [323 [189 (189 |26
SSQ(,‘Q") MeOH/60°C/25dk/ | o 7 | g5 139 | 41 |25 |306 1269 [27.9 |21.8
6155%/,‘2'\"6%/ 60°C/75dk- 1137 | 163 |65 | 68 |52 |347 |98 |53 332
rep Mo S0TCl TS 6 | 79 33 | 38 |17 (2777 178 |160 |495
FpMeon e0TCITsdk g5 | 91 Jap | 45 199 [2.796 |67 |74 |05

61,75 (v/iv) MeOH, 58,25 °C,

71.25 dk siire , 12,78 C/K 250 | 26,8 |12,1 | 13,5 5,2 59 6,7 10,3 |11,9

Cizelge 5.7°de, her ii¢ cevap degiskeninin optimal bolge cevresinde ve zorlanmig bolgede
yapilan ses tesi dalga etkisinin sonuglar1 degerlendirilmistir. Iki yontem arasinda %95
giiven seviyesinde anlamli bir fark olup olmadigi veri gifti t-testi uygulamasi ile
belirlenmistir. Toplam fenol miktar1 (GAE ve OLE) agisindan, iki yontem arasinda
anlaml1 bir fark oldugu, oleuropein miktari1 agisindan anlamli bir fark olmadig: tespit

edilmis ve t-testine ait istatistiki sonuglar, her bir cevap faktorii icin ayr1 ayr
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degerlendirilerek EK1’ de verilmistir (toplam fenol (GAE) sonuglart EK1-a, toplam fenol
(OLE esd) sonuglart EK1-b ve oleuropein miktar1 (HPLC) EK1-c).

Ses otesi dalga bir ortamdan gegerken kiitle transferine olan hem i¢ ve hem de dis dirence
tesir eden bir seri etkide bulunmaktadir. Yiiksek frekansli ultrasonik dalganin, sivi i¢inde
karistirma etkisiyle sividaki taginimi arttirarak, kiitle transferinde dis direnci diisiirdiigii
ve kiitle transferinde artisa neden oldugu diisiiniilmektedir. Ultrasonik dalgaya maruz
kalan bitkisel dokularda fiziksel degisimler meydana gelmis ve ultrasonik dalga etkisiyle
hiicre duvarlar1 hasar gorerek doku igindeki ekstrakte edilebilir bilesenlerin ortaya
cikmasi kolaylagsmistir. Caligsma sonuglarida bu anlamda zeytin yapragindan MeOH-H>O
ile polifenolik maddelerin ekstraksiyonunda, ses Gtesi dalganin anlamli pozitif etkisinin
oldugunu gostermektedir. Bazi ¢aligma noktalarinda, toplam fenol miktarlarinda %26,9
(GAE); %27,9 (OLEesd), oleuropein (HPLC) miktarinda %49,5 oranlarinda artis
gOzlenmistir. Sadece bir noktada toplam fenol miktarlart igin %2,3 ve %?2,3,
oleuropein(HPLC) miktarinda %33,2 oraninda azalma gozlemlenmistir. Sonuglar, ses
Otesi dalga uygulamasinin ekstraksiyon siiresine bagli olarak, toplam fenol miktari
Uzerinde negatif olarak etki edebilecegini, siire ile birlikte sicakligin da oleuropein miktari
lizerine biiylik oranda negatif etki gdsterecegi bilgisini vermektedir. Ayn1 zamanda,
MeOH oraninin %25 gibi diisiik degerinde, ses 6tesi dalganin oleuropein (HPLC) miktari
uzerine %49,5 ve %40,5 oranlarinda pozitif etki etmesi, oleuropeinin ekstraksiyonu
acisindan, olduk¢a Oonemli bir noktadir. Su oraninin arttigi noktalarda, MeOH/H20
cozicl sisteminde ses Otesi dalganin etkisinin onemli oranda yiiksek olmasi, MeOH
kullaniminin azaltilmasi agisindan avantaj teskil etmektedir. MeOH/H.O ¢oziicl
ekstraksiyonunun optimum kosullarinda, ultrasonik banyo ile ses Otesi dalga, pozitif etki

vermistir.

MeOH c¢o6ziicii sisteminde ses Otesi dalganin toplam fenol ve oleuropein (HPLC) miktar1
tizerinde, baz1 kosullar disinda pozitif etki etmesi nedeniyle, optimum nokta ¢evresi ve
zorlanmis kosullarda toplam antioksidan aktivitenin etkilenip etkilenmeyecegi ve ne
oranda degisecegi de belirlenmistir. Bu amagla ayn1 kosullarda ses 6tesi dalga uygulanmis
MeOH/H:0 ¢oziiciilii ekstraktlarda toplam antioksidan aktivite tayin edilmis ve alinan

sonuclar gizelge 5.8’de verilmistir.
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Cizelge 5.8’de verilen sonuglar degerlendirildiginde, ses dtesi dalganin ¢ogu durumda,
MeOH/HO’lu ekstraktlardaki antioksidan aktivite degerini, diislirdiigii tespit edilmistir.
t testi sonuglarina gore, ses Otesi dalga uygulanan ve uygulanmayan kosullarin
karsilastirilmasi ile anlamli bir fark tespit edilmis, ancak ultrasonik banyo ile ses otesi
dalga etkisinin % inhibisyonu azalttigi goriilmiistiir (t testi, EK1d). Bu acidan
degerlendirildiginde, ses Otesi dalga etkisinin antioksidan aktiviteyi azaltict yonde etki
ettigi sOylenebilir. Bu olumsuz etkiye ragmen, % inhibisyon degerlerinde ¢ok bulyuk
diistisler gézlenmemesi, MeOH/H>O’lu ekstraktlarda, ses 6tesi dalga etkisi ile polifenolik

yapilarin bozulmadigini diistindiirmiistiir.

Cizelge 5.8 Ses oOtesi dalga uygulanmis ve uygulanmamig MeOH/H.O c¢ozicull
ekstraktlarda toplam antioksidan aktivite degisimi

Ses Otesi Dalga Ses Otesi Dalga

Kosullar uygulanmamig uygulanmis

Abs. [%Inhibisyon | Abs. [%inhibisyon

72,2 (vIv) MeOH /64,2 °C/67,7dk./3,7 C/K 0,127 92,42 0,113 93,26
83,4 (v/iv) MeOH /62,7 °C/ 74,1 dk. / 4,6 C/K 0,095 94,33 0,098 94,15
77,1 (v/iv) MeOH /64,1 °C/ 81,8 dk. / 4,5C/K 0,107 93,62 0,105 93,74
80,5 (v/v) MeOH /66,3 °C/ 76,1 dk. / 5,8 C/K 0,088 94,75 0,090 94,63
61,8 (v/v) MeOH/58,25 °C/ 71,25 dk/12,78 C/K | 0,051 96,96 0,066 96,06

41,9 (v/v) MeOH /42,1 °C /79,3 dk. /9,9 C/K 0,074 95,58 0,075 95,53

65 (v/v) MeOH /60 °C /75dk. /5 C/K 0,125 92,54 0,125 92,54
65 (v/v) MeOH /60 °C/25dk. /5 C/K 0,100 94,03 0,113 93,26
65 (v/v) MeOH /30 °C /75dk. /5 C/K 0,102 93,91 0,128 92,36
65 (v/v) MeOH/ 60 °C / 75 dk. / 15 C/K 0,078 95,35 0,099 94,09
25 (v/iv) MeOH /30 °C /75 dk. /5 C/K 0,075 95,53 0,092 94,51
25 (v/iv) MeOH /60 °C /75 dk. /5 C/K 0,083 95,05 0,094 94,39
Kontrol (MeOH) 1,676

Oleuropein 55,80

Bu calismalar 1s181nda, tiim cevap degiskenleri igin, sabit frekans ve gucte bile ses Otesi
dalganin anlamli etkisinin olmasi, degistirilebilir frekans ve giigte, ses Otesi dalga
uygulamasinin, ekstraksiyonu daha fazla gelistirecek bir durum yaratacagi goriisiinii
dogurmustur. Bu amagla calismanin bu asamasinda zeytin yapragindan polifenollerin
ekstraksiyonu i¢in yeni bir yontem gelistirilmesi ve optimum kosullarmin belirlenmesi

icin ultrasonik prob uygulamasina gecilmistir. Ultrasonik prob icin yapilan deneysel
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tasarim ve optimizasyon caligmalar1 kapsaminda, toplam fenol (GAE ve OLE) ve
oleuropein miktart ¢oklu amag¢ fonksiyonu ile bir arada degerlendirilirken, toplam
antioksidan kapasitenin farkli bir amag¢ fonksiyonu kapsaminda degerlendirilerek tek

cevap faktorlii optimizasyon yapilmasina karar verilmistir.

5.2 MeOH/H20 Céziiciilii Ultrasonik Prob Ekstraksiyonunda U¢ Amach Deneysel
Tasarim ve Optimizasyon Calismasi

MeOH ¢oziicii sistemine ultrasonik prob etkisi ile kurutulmus o6gitilmis zeytin
yapraklarindan polifenollerin ekstraksiyonuna dayali ¢alisma kapsaminda; deney tasarimi
metodlarindan sisteme etki eden degiskenler ve iirlin 6zellikleri iizerinde bu etkilesimlerin
etkin olup olmadig1 belirlenmistir. Deney tasarimi metotlarindan olan cevap yiizey
metodu ile sistemin optimum yanitina, yani iiriin 6zelliklerini optimuma ulastiracak
degiskenlerin biiyiikliikleri tespit edilmistir. Cevap ylizey metodu ile bes farkli degisken
yardimi ile tanimlanan yiizeylerin, matematiksel ve istatistiksel tekniklerin yardimi ile
modellemesi yapilmistir. Siireclerin optimizasyonunda sistemin performansini veya iiriin
kalitesini belirleyen ii¢ yanitla es zamanli ¢aligilmistir. Ayn1 zamanda toplam antioksidan
aktivite yanitina kars1 ayri bir tasarim yapilarak, tek cevapli optimizasyon ¢alismasi da

yapilmugtir.

Zeytin yapragindan MeOH ¢6zucul ultrasonik prob ile polifenollerin ekstraksiyonu igin,
bes bagimsiz degiskenin galisma araliklar1 belirlenirken, MeOH ¢6zUcl optimizasyonuna
ait optimum kosullardan yararlanilmistir. MeOH/H20 ¢6ziicii karigimina ait optimum
kosullar; boliim 5.1.4°de 61,75 (v/v) MeOH; 58,25 °C; 71,25 dk; 12,78 C/K orani olarak
verilmistir. Ultrasonik banyo etkisinin sonuglar1 dikkate alindiginda, sicaklik ve siirenin
yiiksek degerlerde olmas1 durumunda, ultrasonik probla ses otesi dalga uygulamasinin
negatif etki yapacagi goz Oniine alinmistir. Probun diisiik sicakliklarda etkin olmasi
nedeni ile sicaklik 30°C’da sabit tutulmus ve degisken olarak degerlendirilmemistir. Prob
uygulamalarinda en 6nemli etkenin enerji yogunlugu oldugu bilinmektedir. Bu amacla
kontrol edilmesi gereken temel parametreler siire ve gii¢ olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Giicli tanimlayan temel degiskenler ise genlik (amplitude: ultrasonik siddetin ne kadarlik
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% oranda verildigi) ve probun ses otesi dalga uygulama siiresinin ne kadarinda ¢alisip ne

kadarinda ¢alismayacagini belirleyen gorev dongiisii/duty cycle kavramidir.

Boliim 3.2.2°de anlatildig1 gibi, ultrasonik probun dalga yayan yiizeyinin yakinlarinda
maksimum ultrasonik gii¢ bulunmaktadir. Proba olan uzaklik arttik¢a ultrasonik yogunluk
(etki) azalmaktadir. Bu nedenle prob pozisyonu da bir diger degisken olarak seg¢ilmistir.
MeOH’iin ¢alisma aralig1 belirlenirken, bir 6nceki optimizasyon ¢alismasinin verisi orta
nokta olacak sekilde alinmis, maksimizasyonu en optimum yapacak aralik secilmistir. En

temel kisitlar ise ultrasonik prob cihazindan kaynaklanmistir.

Deneysel tasarimda, D-optimal tasarim ¢aligilmistir. D optimal tasarim, belirtilen model
katsayilarinin tahminiyle ilgili varyansi en aza indirecek sekilde dizayn noktalar1 secmek
i¢in gelistirilmistir. Bir D-optimal tasarim, (X'X)? matrisinin determinantin1 en aza
indirmektedir. Bu durum katsayilar i¢in giiven elipsoidinin hacmini en aza indirecektir. 5
faktor icin, kuadretik modelde kose faktoriyel noktalari, kenarlarin merkezleri,
kisitlanmis diizlemsel agirlik merkezleri, eksenel kontrol karigim noktalari, i¢ noktalar,

tiim agirlik merkezleri hesaplanmis ve 31 noktali tasarim yapilmistir.

Cizelge 5.9 Bes bagimsiz degisken i¢in D-optimal tasarimda kullanilan bagimsiz
degiskenlerin incelenen etkinlik araligi.

Siralama ve Seviyeleri
Faktorler (Bagimsiz Degiskenler) +1 -1
A : Genlik (amplitude) % 89 32
B :Ses otesi dalga(SOD) uygulama siiresi (Irridation zamani) dk. | 15 1
C: MeOH % 80 50
D : Prob pozisyonu (cm) 4 15
E : Gorev dongusu (duty cycle) % 1 0,3

[k optimizasyon ¢aligmasinda bagimli degisken olarak;

y1 : Toplam Fenol miktari (GAE) mg/g yaprak
y2: Toplam Fenol miktar1 (OLE esd.) mg/g yaprak
y3: Oleuropein miktar1 ( HPLC) mg/g yaprak

belirlenmistir.
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5.2.1 MeOH/H:0 ¢o6zuculi ultrasonik prob ekstraksiyonunda ti¢ amag fonksiyonlu
deneysel tasarim

Calismada kullanilan deneysel tasarim noktalar1 ve cevaplari ¢izelge 5.10°da verilmistir.

Cizelge 5.10 MeOH/H.0 ¢ozucull ultrasonik prob ekstraksiyonu ti¢ amag fonksiyonlu
deneysel tasarim noktalar1 ve sonuglari

Std | Run | Faktorl Faktor2 | Faktor3 | Faktor4 | Faktor5 | Cevap1 | Cevap 2 Cevap 3

A:Genlik, | B: SOD |C:MeOH| D:Prob |E:Gérev| T.Fenol | T.Fenol | Oleuropein

% uyg.suresi, % pozisyon [Déngusili| (GAE). |(OLE esd) HPLC

dk u, cm % mg/g mg/g mg/g yaprak

yaprak yaprak

1|20 32(-1) 8(0) 80(+1) | 1,5(-1) [1,0(+1)| 4,28 1,8 0,9
2 | 10 89(1) 15(+1) | 80(+1) | 1,5(-1) | 1,0(+1) 22 10 5,6
3 8 32(-1) 15(+1) | 80(+1) |4,0(+1) | 1,0(+1) 13 6 3,2
4 2 89(+1) 15(+1) | 50(-1) | 1,5(-1) | 0,3(-1) 6,6 2,6 1,36
5 | 16 | 60,5(0) 15(+1) | 65(0) |2,75(0) | 0,65(0) 4,8 2,06 1,2
6 | 19 32(-1) 8(0) 50(-1) | 1,5(-1) | 0,3(-1) 2,8 1,08 0,4
7 3 89(1) 1(-1) 50(-1) | 2,75(0) | 1,0(+1) 6 2,4 1,1
8 | 25 | 60,5(0) 1(-1) 65(0) | 2,75(0) | 0,65(0) 7,8 3 1,2
9 | 30 | 89(+1) 1(-1) 80(+1) | 4,0(+1) | 0,65(0) 5,6 2,2 0,96
10 | 26 | 60,5(0) 1(-1) 50(-1) | 1,5(-1) | 0,3(-1) 5,2 2 0,82
111 11 32(-1) 15(1) | 80(+1) | 1,5(-1) | 0,3(-1) 8 3,4 1,60
12| 17 32(-1) 8(0) 80(+1) | 4,0(+1) | 0,3(-1) 6,6 2,68 1,26
13| 6 32((-1) 1(-1) 65(0) |4,0(+1)|1,0(+1) 2 0,7 0,26
14 | 18 | 60,5(0) 15(1) 50(-1) | 1,5(-1) | 1,0(+1) 3,8 2,6 1,3
15| 28 | 89(+1) 1(-1) 50(-1) | 2,75(0) | 1,0(+1) 52 2 0,94
16 | 15 | 89(+1) 15(1) | 80(+1) | 4,0(+1) | 0,3(-1) 8,6 3,7 1,88
17 | 24 | 89(+1) 15(1) | 80(+1) | 4,0(+1) |1,0(+1) 15 6,88 3,48
18| 1 32(-1) 1(-1) 50(-1) | 1,5(-1) | 0,65(0) 9,2 3,66 2,0
19| 7 32(-1) 15(1) 50(-1) |4,0(+1) | 0,3(-1) 3,2 1,34 0,6
20| 4 60,5(0) 1(-1) 80(+1) | 1,5(-1) | 1,0(+1) 10,1 4,0 2,0
211 9 60,5(0) 1(-1) 50(-1) |4,0(+1) | 0,3(-1) 5,0 2,0 0,7
22 | 27 32(-1) 1(-1) 80(+1) | 2,75(0) | 0,3(-1) 6,1 2,1 0,9
23| 23 89(1) 15(1) 50(-1) |4,0(+1) | 0,3(-1) 3,8 1,6 0,72
24 | 29 32(-1) 8(0) 80(+1) | 4,0(+1) | 0,3(-1) 12 50 2,2
25| 22 89(1) 15(1) | 80(+1) | 1,5(-1) | 0,3(-1) 17 7,2 3,8
26 | 14 32(-1) 8(0) 50(-1) [4,0(+1) | 1,0(+1) 3,8 1,6 0,76
27 | 13 89(1) 1(-1) 80(+1) | 4,0(+1) | 0,65(0) 9,0 3,6 1,54
28 | 12 32(-1) 1(-1) 80(+1) | 2,75(0) | 0,3(-1) 2,06 0,76 0,33
29 | 31 32(-1) 1(-1) 50(-1) | 1,5(-1) | 0,65(0) 4,66 1,7 0,7
30| 21 | 89(+1) 15(1) 50(-1) |[4,0(+1) | 1,0(+1) 19 8,84 6,8
31| 5 89(+1) 1(-1) 65(0) | 1,5(-1) | 0,3(-1) 5,0 1,8 1,1
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5.2.1.1 Cevap Faktoru 1:Toplam fenol (GAE) deneysel tasarim (ANOVA) sonugclari

Tasarim matrisi ve toplam fenol (GAE) cevap faktorii i¢in sonuglar ¢izelge 5.11°de

verilmistir.

Cizelge 5.11 MeOH/H20 ¢oziicii karisiminda ultrasonik prob ile yapilan {i¢ amag
fonksiyonlu deneysel tasarimda, toplam fenol (GAE) cevap faktori igin
tanimlanan kuadretik modelin ANOVA sonugclari

Kareler Serbestl!k Ortalamanin . . | p-Degeri,
Kaynak ik derg;:esh Karesi F Degeri (P)>F
Model 162,09 20 8,10 3,51 0,0229 gecerli
A-Genlik 28,46 1 28,46 12,31 0,0056
B-SOD uyg.stiresi | 7,40 1 7,40 3,20 0,1038
C-MeOH 23,66 1 23,66 10,23 0,0095
D-Prob pozisyonu | 0,54 1 0,54 0,23 0,6405
E-Gorev dongust | 9,39 1 9,39 4,06 0,0716
AB 12,54 1 12,54 5,43 0,0421
AC 3,71 i 3,71 1,60 0,2340
AD 18,35 1 18,35 7,94 0,0183
AE 18,84 1 18,84 8,15 0,0171
BC 8,45 1 8,45 3,66 0,0849
BD 4,46 1 4,46 1,93 0,1952
BE 2,30 1 2,30 0,99 0,3424
CD 7,96 1 7,96 3,44 0,0932
CE 1,15 1 1,15 0,50 0,4959
DE 3,44 1 3,44 1,49 0,2505
A? 0,76 1 0,76 0,33 0,5782
B? 1,885 1 1,885 103 8,152 0,9778
C? 5,20 1 5,20 2,25 0,1647
D? 14,91 1 14,91 6,45 0,0294
E? 16,76 1 16,76 7,25 0,0226
Arta Kalan 23,12 10 2,31
UyumEksikligi 13,26 5 2,65 1,34 0,3765" g.degil
Hata 9,86 5 1,97
Diizeltilmis top. 185,21 30

Onemli Model Terimleri

A, B, C,E, AB, AD, AE, D? E?

R? =0,8752

R? adj

=0,6255

190




Uygulanan F testi ile Fischer’in F tablo degerlerinden regresyon modelin gegerligi

smanmig ve her iki test ANOVA istatistigi ¢izelge 5.11°de verilmistir.

Tahmin edilen veriler ve deneysel veriler arasindaki uyumu gosteren iliski katsayis1 (R?)
degeri 0,8752 olarak elde edilmistir. Elde edilen bu deger, deneysel verilerin yiizey

merkezli model ile % 87,5 agiklanabilecegini gdstermektedir.

Uyum eksikligi i¢in F testi degeri 0,3765 hesaplanmis ve 6nemli (uygun) (p>0,05)
bulunmamistir. Bu durum; MeOH-H;O c¢oziiciilii ultrasonik prob ile yapilan tic amag
fonksiyonlu ekstraksiyonda genlik, SOD uygulama siiresi, MeOH, prob pozisyonu ve
gorev dongiisiiniin toplam fenol miktarina (GAE) etkilerinin, olugturulan model ile iyi bir

sekilde aciklanabilecegini gostermektedir.

Model esitlikteki terimlere ait regresyon katsayilari ¢izelge 5.11°de verilmistir. Tasarim
kullanilarak 31 deneysel nokta c¢alisilmis ve deneysel veriler iizerine ¢oklu regresyon
analizi uygulanmistir. Elde edilen regresyon katsayilari kullanilarak, yiizey merkezli
tasarim i¢in ikinci dereceden model esitlik olusturulmustur. Biitiin parametrelerin etkisi

dikkate alinarak olusturulan, ikinci dereceden model denklemi asagida verilmistir.

Kodlanmis degerlerle model denklemi;

YT Fenolicatiikasit=+2,94+1,33A+0,62B+1,03C-0,16D+0,64E+0,89AB-0,54AC-1,21AD+1,23AE+

0,67BC+0,53BD+0,40BE-0,69CD-0,27CE+0,50DE-0,52A2-0,027B2+1,70C2+2,66D2-2,97E?2

Gergek Degerlerle;

Y1 FenolGallikasit==*21,551+0,183A-0,861B-0,755C-6,274D+24,790E+4,458.10°AB-1,256.103

AC-0,034AD+0,123AE+6,406.10°BC+0,061BD+0,162BE-0,037CD-0,051CE+1,145DE~

6,386.10* A%-5,507.10“B?+7,564.103C?+1,703D?-24,283E>

Model denklemi en ©Onemli model parametrelerine gore yeniden diizenlenmistir.

Diizenlenmis model denklemi:

Kodlanmis degerlerle;

Y1 FenoliGaliik asit= =+2,94+1,33A+1,03C+ 0,89AB-1,21 AD+1,23AE+2,66D%-2,97E?

Gergek Degerlerle;

ZT.FZerggGazllik psit=21,551+0,183A-0,755CMeOH+4,458.10°AB -0,034AD +0,123AE +1,703D?-
4,283E
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Cevap faktorii 1, Toplam Fenol (GAE)’in maksimizasyonu igin artik deger-normal
olasilik grafigi hangi etkilerin (bagimsiz degisken) ya da etkilesmelerin 6nemli oldugunu

tespit etmek amaci ¢izilmis olup sekil 5.29° da verilmistir

Normal Olasihk
|
o | |

Artik Deger (Internally Studentized Resudials)

Sekil 5.29 Toplam Fenol miktar1 (GAE) maksimizasyonu i¢in artik deger- normal olasilik
(probability) grafigi

Box-Cox Plot for Power Transforms

Lambda
Current = 1

Jest = 0.2
Low C| =-067

556 — High C.I. = 1.22

I nResidlAISS)
1

Lambda

Sekil 5.30 Box-Cox grafigi

Sekil 5.30°da verilen Box-Cox grafiginde, artiklarin kareleri toplaminin In degeri ile
lambda degerleri grafige gecirilmis ve elde edilen verilere gore A=0,28 bulunmus ve
calismanin cevap degeri i¢in ¢aligmanin % 95 giiven araliginda yapilmasinin uygun
oldugu ve ayrica transformasyona (doniisiime) gerek olmadigi anlasilmistir. Deneysel
sonuclarin kuadratik modelden hesaplanan sonuglarla karsilastirilmasi sekil 5.31°de

verilmistir.
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Predicted vs. Actual

Hesaplanan sonuglar
|

100 —]

X: Actual
Y: Predicted

Deneysel sonuglar

Sekil 5.31 Deneysel sonuglarin kuadratik modelden hesaplanan sonuglarla karsilas
tirilmasi

Model denkleminde genlik ve MeOH’iin énemli parametreler oldugu, genlik/SOD
uygulama suresi, genlik/prob pozisyonu, genlik/gérev dongiisii arasindaki iligkinin ve
prob pozisyonu ve gorev dongiisi’lin karesinin etkilesiminin 6nemli oldugu
belirlenmistir. Parametrelerden ii¢ tanesi merkezde sabit tutuldugunda, diger iki faktor
seviyelerinin Toplam fenol (GAE) miktar1 lizerine olan etkileri izohips egrileri ve ylizey

grafikleri ile gosterilmistir.

Toplam Fenol- Gallik Asit
10,9914
0.99702

X1 = A Amplitude

X2 = B: Iridiation zamani

Toplam Fenol- Gallik Asit

4275

Actual Factors

G- Metanol = 68.00

D: Prob Pozisyonu = 3.00
E: Duty Cycle = 0.58

33

2425

B: Irridiation zamani

Toplam Fenol- Gallik Asit

< N
1150 /‘/)‘ 89.00
800 75 cos0
h 6050
zamani 4 5

B: Irridiation s
100 3200 A: Amplitude A: Amplitude

Sekil 5.32 Genlik-SOD uyg.siiresi iki faktorlii modeli igin, kodlanmis degerlerle egrilik

iceren {i¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.renovcanik asit =f(X)=+2.94+1.33
A+0.62 B+0.89 AB-0.52 A2-0.027 B2
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Toplam Fenal- Gallik Asit

109914 ss0 Toplam Fenol- Gallik Asit
099702 ) Goooeal |

5 76106]
5 186]
4 77943

X1=A Amplitude
X2 = C: Metanol 20
Actual Factors

B: Irridiation zamani = 15.00
D: Prob Pozisyonu = 3.00

[430385]
281901 3 74582]

ERER
E: Duty Cycle =058 85.00 2.62975)

238503

C: Metanol

s7.50 —{0.899353

Toplam Fenol- Gallik Asit

80.00

72.50 89.00
7475 so.00

6050 3200 80.50 8a.00

65.00
C: Metanol  s7.50

46.25 )
50.00 32,00 A: Amplitude A Amplitude

Sekil 5.33 Genlik-MeOH iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik iceren iig

boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.renoucatik asit =f(X) =+2.94+1.33 A +1.03C
-0.54 A C -0.52A% +1.70C?

Toplam Fenol- Gallik Asit

Toplam Fenol- Gallik Asit

109914
0.99702

3.38
9
X1 = A Amplitude = 2
X2 = D: Prob Pozisyonu 2 S
x T ]
Actual Factors = 5 L.
B- Imidiation zamani = 15.00 (§ S
C: Wetanol = 68.00 , 5 8
E: Duty Cycle = 0.58 5 T
S -
5 fai
= 212
k=
=3
L2
200 89.00
150
60.50 32.00 89.00

D: Prob Pozisyonu *'* 4626 A: Amplitude

A: Amplitude

Sekil 5.34 Genlik-prob pozisyonu iki faktdrlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik
iceren {i¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.renovcanic asit = f(X) = +2.94
+1.33A -0.16D -1.21AD -0.52A2 +2.66D2

Toplam Fenol- Gallik Asit
109914
0.99702

X1 =A: Amplitude

X2 =E: Duty Cycle

Toplam Fenol- Gallik Asit

Actual Factors

B: Irridiation zamani = 15.00
C: Metanol = 68.00

D: Prob Pozisyonu = 3.00

Toplam Fenol- Gallik Asit
E: Duty Cycle

100 89.00

60.50

4625 A Am plitude 3200 4625 60.50 7475 89.00

0.65

E: Duty Cycle 048

030 3200
A Amplitude

Sekil 5.35 Genlik-gorev dongilisii iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik

iceren ii¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yt renoicatikasit =f(X) =+2.94+1.33
A +0.64 E +1.23AE -0.52A%-2 97E?
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Toplam Fenol- Gallik Asit
10.9914
099702
X1 = B: Irridiation zamani
X2 = C: Metanol

Actual Factors

A: Amplitude = 71.90

D: Prob Pozisyonu = 3.00
E: Duty Cycle = 0.58

61

44

27

Toplam Fenol- Gallik Asit

15.00
80.00

65.00

C: Metanol

450B: Irridiation zamani
50.00 1.0

C: Metanel

Toplam Fenol- Gallik Asit

2 38503
2 18357

65.00

2 62975

3.18778|
12.81301 3

57.50

15.00

B:lrridiation zamani

Sekil 5.36 SOD uygulama siiresi-MeOH iki faktérlii modeli igin, kodlanmis degerlerle
egrilik iceren ii¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.renovcaiik asit =f(X)
=+2.94 +0.62B +1.03C- +0.67BC -0.027B?+1.70 C?

Toplam Fenol- Gallik Asit
10.9914

I 099702

X1 = B: Irmidiation zamani
X2 = D: Prob Pozisyonu

Actual Factors

A: Amplitude = 71.90
C: Metanol = 68.00
E: Duty Cycle =0.58

Sekil 5.37

Toplam Fenol- Gallik Asit
10.9914
0.99702
X1 = B: Imidiation zamani
X2 = E: Duty Cycle

Actual Factors

A: Amplitude = 71.90

C: Metanol = 68 .00

D: Prob Pozisyonu = 3.00

Sekil 5.38

Toplam Fenol- Gallik Asit

D: Prob Pozisyonuz 12 w50
B: Irridiation zamani

160 1.00

D: Prob Pozisyonu

Toplam Fenol- Gallik Asit

477933

2 38503]04(2 81901

318778

3.38782]

3.97351

|4 30385

76106

B: Irridiation zamani

SOD uygulama siiresi-prob pozisyonu iki faktérlii modeli i¢in, kodlanmis
degerlerle egrilik igeren ii¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi,
Y1 FenoliGaliik asit =F(X) = +2.94 +0.62B -0.16 D+0.53BD -0.027B? +2.66D?

)

-
5

Toplam Fenol- Gallik Asit
5 OB e

S

20.00
E: Duty Cycle 50 1o

575
030 71.00 B: Irridiation zamani

E: Duty Cycle

Toplam Fenol- Gallik Asit

1.969

338782
318778 3 74582 4 30385

[2.81901] KT
2.62976

|4 77943

2.38503

1150 15.00

B: Irridiation zamani

SOD uygulama siiresi-gorev dongiisii iki faktorlii modeli icin, kodlanmig
degerlerle egrilik igeren ii¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.renoicaiik
asit =f(X)=+2.94 +0.62B +0.64E +0.40BE -0.027 B2 -2.97 E?
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Toplam Fenol- Gallik Asit

10.9914
0.99702 o oo Toplam Fenol- Gallik Asit
B
X1 =C: Metanol <
X2 = D: Prob Pozisyonu é E
©
Actual Factors U} 7% 228
A: Amplitude = 71.90 _CI!
B Iridiation zamani = 1500 C =
E: Duty Cycle = 0.58 L S
@
E N
o & e
=% o
o 2
~ o
4.00 &
212
80.00
D: Prob Pcmsyomé1 5500
150 5000 e =
) . C: Metanol 50.00 s7.50 85.00 72.50 80.00

Sekil 5.39 MeOH-prob pozisyonu iki faktorlii modeli igin, kodlanmis degerlerle egrilik

igeren ii¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.renoncaricasit =f(X) =+2.94 +0.62
B +0.64 E +0.40 B E -0.027 B2 -2.97 E?

Toplam Fenol- Gallik Asit Toplam Fenol- Gallik Asit

10.9914 e [553]
-
0.99702 5
=
=c: 3.38782]
i; : g,gelaréu\ ‘ i . bos [3.38782]
=& Dy Cycle =
© 4.30385
Actual Factors O 34 @
A Amplitude = 71.90 L ) °
4.77943
B: Iridiation zamani = 15.00 8 & 185
D: Prob Pozisyonu =3.00 @ 185 z o
a
LE“ 02 il
=%
o
= 061
110
80.00
078 7250 .
E: Duty Cycle 061 65.00 50.00 57.50 85.00 72.50 80.00
045 50,00 .
C: Metanol C: Metanol

Sekil 5.40 MeOH-gorev dongiisii iki faktorlii modeli icin, kodlanmig degerlerle egrilik
igeren li¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.renovcaiik asit =f(X)= =+2.94
+0.62 B +0.64 E +0.40 BE -0.027B? -2.97E?

Toplam Fenol- Gallik Asit

Toplam Fenol- Gallik Asit 2. 6297502 81901
10,9914 3187783 38782
0.99702 3.97351]|3. 74582
- = 8 094
@
X1=D:Prob Pozisyonu <L 4.30385
X2 = E: Duty Cycle X 625 ®
© °
Actual Factors Q45 & 4.77943) 6.59068
A Amplitude = 71.90 ~ = o - 1| e B 108!
B: Irridiation zamani = 15.00 g 8 -
C: Metanol = 68.00 o 275 -
w (i
£ 477943
o 1
g 0.61
= 430385
110
3.97351H3 74557
4.00 3.38762H3 15778
0.78 0.45
E: Duty Cycle 150 212 275 338 400

045 1.50 D: Prob Pozisyonu

D: Prob Pozisyonu

Sekil 5.41 Prob pozisyonu-gérev dongiisii iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis
degerlerle egrilik igeren ii¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yt renovcaiik
asit =f(X)= +2.94 -0.16 D+0.64 E+0.50D E +2.66 D2-2.97 E2
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Sekil 5.32° de verilen izohips egrisi ve ii¢ boyutlu yiizey grafigi genlik-SOD uygulama
stiresi arasindaki etkilesimin anlamli oldugunu gostermektedir. Modelde AB (genlik-
SOD uyg.siiresi) i¢in p degeri (0,0421) hesaplanmis ve anlamli bulunmustur. Genlik
cevap faktoriine etki ederken SOD uyg.siiresinin anlamli bir etkisi goriilmemektedir.
Sekil 5.33” de verilen izohips egrisi ve li¢ boyutlu yiizey grafigi genlik-MeOH arasindaki
etkilesimin anlamli olmadigin1 gostermektedir. Modelde AC (genlik-MeOH) i¢in p degeri
0,2340 hesaplanmis ve anlamli bulunmamistir. Genlik-MeOH arasinndaki yiizey profili
bize bir minimum bolge olustugunu gostermektedir. Sekil 5.34 de verilen izohips egrisi
ve U¢ boyutlu yiizey grafigi genlik/prob pozisyonu arasindaki etkilesimin anlaml
oldugunu gostermektedir. Modelde AD (genlik/prob pozisyonu) i¢in p degeri 0,0183
hesaplanmis ve anlamli bulunmustur. Genlik/prob pozisyonu arasindaki yiizey profili
bize minimum bolge oldugunu gostermektedir. Sekil 5.35°de verilen izohips egrisi ve ii¢
boyutlu yiizey grafigi genlik-gorev dongusii arasindaki (interaksiyon etkileri) etkilesimin
anlamli oldugunu gostermektedir. Modelde AE (genlik-gorev dongiisii) i¢in p degeri
0,0171 hesaplanmis ve anlamli bulunmustur. Yiizey profilinde plato goriintiisii ve
maksimizasyon etki gortlmektedir. Sekil 5.36’da verilen izohips egrisi ve ii¢ boyutlu
yiizey grafigi SOD uyg.siiresi-MeOH arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini
gostermektedir. Modelde BC (SOD uyg.siiresi-MeOH) igin p degeri 0,0849 hesaplanmis
ve anlamli bulunmamistir. Sekil 5.37° de verilen izohips egrisi ve U¢ boyutlu yizey
grafigi SOD uyg.siiresi-prob pozisyonu arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini
gostermektedir. Modelde BD (SOD uyg.stiresi-prob pozisyonu) igin p degeri 0,1952
hesaplanmig ve anlamli bulunmamistir. Yiizey profilinde, plato bolgesinde minimum
gozlenmistir. Sekil 5.38” de verilen izohips egrisi ve ii¢ boyutlu yiizey grafigi SOD
uyg.siresi-gorev dongiisii arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini géstermektedir.
Modelde BE (SOD uyg.siiresi-gorev déngiisii) i¢in p degeri 0,3424 hesaplanmis ve
anlamli bulunmamaistir. Yiizey profilinde, plato bolgesinde maksimumn etki gozlenmistir.
Sekil 5.39° da verilen izohips egrisi ve {i¢ boyutlu yiizey grafigi MeOH-prob pozisyonu
arasindaki etkilesiminde (0,0) noktasindan wuzaklastikca cevap degerleri artis
gostermektedir. Modelde CD (MeOH/prob pozisyonu) i¢in p degeri 0,0932 hesaplanmis
ve anlamli bulunmamastir. Yiizey profilinde, minimizasyon etki gozlenmistir. Sekil 5.40°
da verilen izohips egrisi ve li¢ boyutlu yiizey grafigi MeOH-goérev dongiisii arasindaki

etkilesiminde (0,0) noktasindan uzaklastik¢a cevap degerleri yone gore artis ya da diisiis
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gostermektedir. Modelde CE (MeOH-gorev dongiisii) igin p degeri 0,4959 hesaplanmis
ve anlamli bulunmamistir. Yiizey profilinde, eyer noktas1 etkisi gézlenmistir. Sekil 5.41°
de verilen izohips egrisi ve ii¢ boyutlu yiizey grafigi prob pozisyonu-gérev dongusi
arasindaki etkilesiminde (0,0) noktasindan uzaklastik¢a cevap degerleri yone gore artis
yada diisiis gostermektedir. Modelde DE (prob pozisyonu -gdrev dongiisii) i¢in p degeri
0,2505 hesaplanmis ve anlamli bulunmamistir. Yiizey profilinde, eyer noktasi etkisi

gozlenmistir.

5.2.1.2 Cevap Faktoru 2: Toplamfenol (OLE) deneysel tasarim (ANOVA) sonuglari

Tasarim matrisi ve toplam fenol (OLE) cevap faktdrii i¢in uygulanan F testi ile Fischer’in
F tablo degerlerinden regresyon modelin gegerligi sinanmis ve her iki test ANOVA

istatistigi ¢izelge 5.12°de verilmistir.

Cizelge 5.12 MeOH/H20 ¢oziicii karisiminda ultrasonik prob ile yapilan {i¢ amag
fonksiyonlu deneysel tasarimda toplam fenol (OLE) cevap faktori icin
tanimlanan kuadretik modelin ANOVA sonuglari

Kaynak Kareler | Serbestlik |Ortalamanin| F Degeri p-Degeri,
toplamm |(derecesi, df|  karesi P)>F
Model 36,07 20 1,80 4,20 0,0119 gecerli
A-Genlik 571 1 571 13,32 0,0045
B-SOD uyg. siiresi 2,45 1 2,45 5,72 0,0378
C-MeCH 4,38 1 4,38 10,21 0,0096
D-Prob pozisyonu 0,065 1 0,065 0,15 0,7043
E-Gorev dongusu 2,59 1 2,59 6,05 0,0337
AB 2,57 1 2,57 5,98 0,0345
AC 0,75 1 0,75 1,74 0,2161
AD 3,35 1 3,35 7,81 0,0190
AE 4,06 1 4,06 9,46 0,0117
BC 1,67 1 1,67 3,90 0,0766
BD 0,88 1 0,88 2,06 0,1816
BE 0,70 1 0,70 1,64 0,2297
CD 1,67 1 1,67 3,89 0,0770
CE 0,19 1 0,19 0,45 0,5185
DE 0,67 1 0,67 1,57 0,2383
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Cizelge 5.12 MeOH/H20 ¢oziicii karisiminda ultrasonik prob ile yapilan {i¢ amag
fonksiyonlu deneysel tasarimda toplam fenol (OLE) cevap faktorii igin
tanimlanan kuadretik modelin ANOVA sonuglar1 (devam)

A? 0,10 1 0,10 0,24 0,6375
B? 1,329 103 1 1,32910° | 3,246 102 | 0,9557
C? 0,85 1 0,85 1,98 0,1896
D? 3,14 1 3,14 7,31 0,0222
E? 3,07 1 3,07 7,16 0,0233
Arta Kalan 4,29 10 0,43
UyumEksikligi 2,62 5 0,52 1,58 0,3150" | g.degil
Hata 1,67 5 0,33
Diizeltilmis top. 40,36 30
Onemli Model Terimleri A, B, C, E, AB, AD, AE, D?, E2
R?: 0,8937 R? agj: 0,6812

Tahmin edilen veriler ve deneysel veriler arasindaki uyumu gosteren iliski katsayisi (R?)
degeri 0,8937 olarak elde edilmistir. Elde edilen bu deger, deneysel verilerin yiizey
merkezli model ile %89,37 agiklanabilecegini gdstermektedir. Bu sonug elde edilen
model denklemin toplam fenol (OLE) tayini i¢in incelenen bagimsiz degiskenlerin 6l¢tim

araliginda yiiksek dogrulukta uygulanabilirligini agiklamaktadir.

Uyum eksikligi i¢in F testi degeri 0,3150 hesaplanmig ve 6nemli (uygun) (p>0,05)
bulunmamistir. Bu durum; MeOH-H20 ¢oziiciilii ultrasonik prob ile yapilan {i¢ amag
fonksiyonlu ekstraksiyonda genlik, SOD uyg. siiresi, MeOH, prob pozisyonu ve gérev
dongiisii’in toplam fenol (OLE) miktarina etkilerinin, olusturulan model ile iyi bir sekilde

aciklanabilecegini gostermektedir.

Model esitlikteki terimlere ait regresyon katsayilari ¢izelge 5.12°de verilmistir. Tasarim
kullanilarak 31 deneysel nokta ¢alisilmis ve deneysel veriler tizerine ¢oklu regresyon
analizi uygulanmistir. Elde edilen regresyon katsayilar1 kullanilarak, yiizey merkezli
tasarim i¢in ikinci dereceden model esitlik olusturulmustur. Biitiin parametrelerin etkisi

dikkate alinarak olusturulan, ikinci dereceden model denklemi asagida verilmistir.
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Kodlanmis degerlerle model denklemi;

Y.Fenol/oteuropein=*1,18+0,59A+0,36B+0,44C-0,056D + 0,34E+0,40AB-0,24AC-0,52AD+0,57
AE +0,30BC+0,24BD + 0,22BE -0,32CD - 0,11CE+0,22 D E-0,19A%-0,023B%+0,69C? +1,22
D? -1,27E?

Gergek Degerlerle;

Y1 Fenolioleuropein=+8,79+0,072A-0,38B-0,29C-2,91D+10,24E+2,0210°AB-5,64610“AC-0,014
AD+0,057AE+2,8410°BC+0,027BD+0,089BE-0,017CD-0,021CE+0,507DE-2,3210*A%-4,73
10*B? + 3,0610°C%+ 0,78D? -10,39E?

Model denklemi en Onemli model parametrelerine gore yeniden diizenlenmistir.
Diizenlenmis model denklemi:

Kodlanmis degerlerle;

Y1 Fenolioleuropein= =+1,18+0,59A+0,36 B+0,44C +0,34E+0,40AB -0,52AD+0,57AE +1,22D?-
1,27E?

Gergek Degerlerle;

YT renolioleuropein=+8,80+0,08 A-0,38132 B-0,297C +10,25E + 2,0210°AB - 0,015AD +0,062AE
+0,78D? -10,39E2

Cevap faktori 2 -Toplam Fenol (OLE esd.)’in maksimizasyonu i¢in artik deger-normal
olasilik grafigi sekil 5.42° de verilmistir.

Normal Olasihik
P L
L]
%

Artik Deger (Internally Studentized Resudials)

Sekil 5.42 Toplam Fenol (OLE esd) miktar1 maksimizasyonu igin artik deger- normal
olasilik (probability) grafigi

Hangi etkilerin (bagimsiz degisken) ya da etkilesmelerin 6nemli olduguna karar vermek

i¢cin normal olasilik (dagilim) grafiginden yararlanilmastir.
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Design Expen® Saoftware Box-Cox Plot for Power Transforms
Toplam Fenaol Oleuropein

Lambda

Current = 1

Low CI = -.059

High G = 1.06
Recommend transform

MNone
(Lambda = 1)

Ln/ResiduaS

1
T T 1
1 o 1

Lambda

Sekil 5.43 Box-Cox grafigi

Sekil 5.43’de verilen Box-Cox grafiginde, artiklarin kareleri toplaminin In degeri ile
lambda degerleri grafige gecirilmis ve elde edilen verilere gore A=0,23 bulunmus ve
calismanin cevap degeri i¢in ¢alismanin % 95 giliven araliginda yapilmasinin uygun
oldugu ve ayrica transformasyona (dontisiime) gerek olmadigi anlagilmistir. Deneysel
sonuclarin kuadratik modelden hesaplanan sonuglarla karsilastirilmast sekil 5.44°de

verilmigtir.

FlsuLIEU V. ALwual

Hesaplanan sonuglar

Deneysel sonuglar

Sekil 5.44 Deneysel sonuglarin kuadratik modelden hesaplanan sonuglarla karsilag
tirilmasi

Model denkleminde genlik, SOD uyg.siiresi, MeOH ve gorev déngiisii’niin 6nemli
parametreler oldugu, genlik/SOD uyg.siiresi, genlik/prob pozisyonu, genlik/gdrev
dongiisii arasindaki iligkinin ve prob pozisyonu ve gorev dongiisii’in karesinin
etkilesiminin 6nemli oldugu belirlenmistir. Parametrelerden {i¢ tanesi merkezde sabit
tutuldugunda, diger iki faktor seviyelerinin Toplam fenol (OLE) miktar: iizerine olan

etkileri izohips egrileri ve yiizey grafikleri ile gosterilmistir.
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Toplam Fenol Oleuropein
5.0202
0.356823

X1 = A: Amplitude

X2 = B: Imidiation zamani

Actual Factors

C: Metanol = 68.00

D: Prob Pozisyonu = 3.00
E: Duty Cycle = 0.58

Toplam Fenol Oleuropein
B: Irridiation zame

3200 4628 60.50 7475 89.00

A: Amplitude A: Amplitude

Sekil 5.45 Genlik-SOD uyg.siiresi iki faktorlii modeli igin, kodlanmis degerlerle egrilik

iQCI‘Gl’l ﬁg boyutlu yﬁZCy graﬁgi ve iZOhlpS Cgl’iSl, YT_Fenol/oleuropeinz +118+059
A+0.36 B+0.40AB-0.19A2-0.023B2
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—r 2.8375
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B: Irridiation zamani = 15.00 5
D: Prob Pozisyonu =3.00 C 1.0125 e
E: Duty Cycle = 0.58 e £ e
z .
§ o s
o
o
=
80.00 s57.50
7250
65.00 89.00
C: Metanol
57 Toos 60.50 s0.00
50.00 3200 32.00 4525 60.50 7475 83.00

A: Amplitude
A: Amplitude

Sekil 5.46 Genlik-MeOH iki faktorlii modeli igin, kodlanmis degerlerle egrilik igeren tii¢
C-0.24 A C-0.19A%+0.69 C?

Toplam Fenol Oleuropein

400
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pﬁUZDZ e 237475
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& 338
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B: Irridiation zamani = 15.00 E ] 1.59385
C: Metanol = 68.00 o 1125 o 2s [GE
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E o1 a 12335
= [a]
=
=

. 275 89.00
D: Prob Pozisyonu 74.75 150
212

60.50 3200 4625 60.50 7475 89.00
4625
1560 3200

A: Amplitude A Amplitude
Sekil 5.47 Genlik-prob pozisyonu iki faktdrlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik

igceren ii¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Y renololeuropein =f(X) =+1.18 +
0.59A-0.056D -0.52 AD -0.19 A%+1.22D?
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Toplam Fenol Oleuropein
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Sekil 5.48 Genlik-gorev dongiisii iki faktorlii modeli igin, kodlanmig degerlerle egrilik
igeren li¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.renoioleuropein =f(X)=+1.18+0.59
A +0.34E +0.57A* E -0.19A% -1.27E2

Toplam Fenol Oleuropein
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0.356823

80.00
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Actual Factors @
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15.00
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1.00 as0 2.00 11.50 15.00
C: Metanol s7.50 750
50.00 ~ 1.00 B: Irridiation zamani B: Irridiation zamani

Sekil 5.49 SOD uyg. siiresi-MeOH iki faktorli modeli igin, kodlanmis degerler] egrilik
iceren ii¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yt renoloteuropein =f(X)= +1.18
+0.36 B +0.44C +0.30BC -0.023B2 +0.69C?

Toplam Fenol Oleuropein

Toplam Fenol Oleuropein [2 15720][2.37475
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w fa
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400 15.00 237476

2 62255

1.00 450 8.00 11.50 15.00

4. e .
B: Imidiation zamani
150 1.00 B: Irridiation zamani

D: Prob Pozisyond'2

Sekil 5.50 SOD uyg. siiresi- prob pozisyonu iki faktdrlii modeli i¢in, kodlanmis
degerlerle egrilik igeren ii¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi,
YT Fenolioteuropein =f(X)= +1.18+0.36B -0.056 D+0.24BD-0.023 B? +1.22D?
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Toplam Fenol Oleuropein
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Sekil 5.51 SOD uyg. siiresi-gérev dongiisii iki faktorlii modeli igin, kodlanmis degerlerle
egrilik iceren {li¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Y renooreuropein=F(x)=
+1.18+0.36 B +0.34 E +0.22 B E -0.023 B2 -1.27 E2
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150 75000
C: Metanol C: Metanol

Sekil 5.52 MeOH-prob pozisyonu iki faktorlii modeli igin, kodlanmis degerlerle egrilik

iceren li¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yt renolioteuropein =f(X)= +1.18+0.44
C-0.056 D -0.32 CD+0.69 C?+1.22 D?
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Sekil 5.53 MeOH- gorev dongiisii iki faktorlii modeli igin, kodlanmig degerlerle egrilik
iceren {li¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.renoloteuropein =f(X)= +1.18 +
0.44 C- +0.34 E -0.11C E +0.69 C%-1.27 E?
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Sekil 5.54 Prob pozisyonu- gorev dongiisti iki faktorlii modeli i¢in,kodlanmis degerlerle
egrilik iceren lic boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.renoioleuropein
=f(x)=+1.18--0.056D+0.34E+0.22DE+1.22D?-1.27E?

Sekil 5.45°de verilen izohips egrisi ve ii¢ boyutlu yiizey grafigi genlik-SOD uyg.siiresi
arasindaki etkilesimin anlamli oldugunu gdstermektedir. Modelde AB (genlik-SOD
uyg.siiresi) i¢in p degeri 0,0345 hesaplanmis ve anlamli bulunmustur. Genlik cevap
faktoriine etki ederken SOD uyg.siiresinin anlamli bir etkisi goriilmemektedir. Sekil 5.46
da verilen izohips egrisi ve ii¢ boyutlu yiizey grafigi genlik-MeOH arasindaki etkilesimin
anlamli olmadigini1 gostermektedir. Modelde AC (genlik-MeOH) i¢in p degeri 0,2161
hesaplanmis ve anlamli bulunmamistir. Genlik-MeOH arasinndaki yiizey profili bize bir
minimum bolge olustugunu gostermektedir. Sekil 5.47°de verilen izohips egrisi ve li¢
boyutlu yiizey grafigi genlik-prob pozisyonu arasindaki etkilesimin anlamli oldugunu
gostermektedir. Modelde AD (genlik-prob pozisyonu) i¢in p degeri 0,0190 hesaplanmis
ve anlamli bulunmustur. Genlik-prob pozisyonu arasindaki yiizey profili bize minimum
bolge oldugunu gostermektedir. Sekil 5.48’de verilen izohips egrisi ve li¢ boyutlu ylizey
grafigi genlik-gorev dongiisli arasindaki etkilesimin anlamli oldugunu gostermektedir.
Modelde AE (genlik-gorev dongiisii) i¢in p degeri 0,0117 hesaplanmis ve anlaml
bulunmustur. Yiizey profilinde plato goriintiisii ve maksimizasyon etki goriilmektedir.
Sekil 5.49°da verilen izohips egrisi ve ii¢ boyutlu yiizey grafigi SOD uyg.siiresi-MeOH
arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini gostermektedir. Modelde BC (SOD uyg.siiresi-
MeOH) i¢in p degeri 0,0766 hesaplanmis ve anlamli bulunmamuistir. Yiizey profilinde,
minimizasyon etki gorilmektedir. Sekil 5.50°de verilen izohips egrisi ve ii¢ boyutlu
yiizey grafigi SOD uyg.siiresi-prob pozisyonu arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini

gostermektedir. Modelde BD (SOD uyg.siiresi- prob pozisyonu) i¢in p degeri 0,1816

205



hesaplanmis ve anlamli bulunmamistir. Yiizey profilinde, plato bdlge minimizasyon etki
gdzlenmistir. Sekil 5.51°de verilen izohips egrisi ve ii¢ boyutlu yiizey grafigi SOD
uyg.slresi-gorev dongiisii arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini1 gostermektedir.
Modelde BE (SODuyg.sliresi-gérev dongusti) icin hesaplanan p degerinin 0,2297 olamasi
da bunu desteklemektedir. Yuzey profilinde, plato bdlge maksimizasyon etki
gozlenmistir. Sekil 5.52°de verilen izohips egrisi ve ii¢ boyutlu yiizey grafigi MeOH-prob
pozisyonu arasindaki etkilesiminde (0,0) noktasindan uzaklastik¢a cevap degerleri artis
gostermektedir. Modelde CD (MeOH-prob pozisyonu) igin p degeri 0,0770 hesaplanmis
ve anlamli bulunmamustir. Yiizey profilinde, minimizasyon etki gdzlenmistir. Sekil 5.53°
de verilen izohips egrisi ve {i¢ boyutlu yiizey grafigi MeOH-gorev dongiisii arasindaki
etkilesiminde (0,0) noktasindan uzaklastik¢a cevap degerleri yone gore artis ya da diisiis
gostermektedir. Modelde CE (MeOH-gorev dongiisii) igin p degeri 0,5185 hesaplanmis
ve anlamli bulunmamuistir. Yiizey profilinde, eyer noktas: etki gozlenmistir. Sekil 5.54°
de verilen izohips egrisi ve ii¢ boyutlu yilizey grafigi prob pozisyonu-gorev dongusi
arasindaki etkilesiminde (0,0) noktasindan uzaklastikca cevap degerleri yone gore artis
ya da diistis gostermektedir. Modelde DE (prob pozisyonu-gorev dongisti) i¢in p degeri
0,2383 hesaplanmig ve anlamli bulunmamistir. Yiizey profilinde, eyer noktasi etki

gozlenmistir.

5.2.1.3 Cevap Faktoriu 3:Oleuropein (HPLC) deneysel tasarim (ANOV A) sonuglari

Tasarim matrisi ve oleuropein (HPLC) cevap faktorii i¢in sonuglar ve uygulanan F testi
ile Fischer’in F tablo degerlerinden regresyon modelin gegerligi sinanmis ve her iki test

ANOVA istatistigi ¢izelge 5.13°de verilmistir.

Tahmin edilen veriler ve deneysel veriler arasindaki uyumu gosteren iliski katsayis1 (R?)
degeri 0,8816 olarak elde edilmistir. Elde edilen bu deger, deneysel verilerin yiizey
merkezli model ile % 88,16 agiklanabilecegini gdstermektedir. Bu sonug¢ elde edilen
model denklemin oleuropein (HPLC) tayini i¢in incelenen bagimsiz degiskenlerin 6l¢iim

araliginda yiiksek dogrulukta uygulanabilirligini aciklamaktadir.
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Cizelge 5.13 MeOH/H20 ¢oziicii karisiminda ultrasonik prob ile yapilan ii¢ amag
fonksiyonlu deneysel tasarimda, oleuropein (HPLC) miktar1 cevap
faktorii i¢in tanimlanan kuadretik modelin ANOV A sonuglari

Kaynak Kareler Serbestlik | Ortalamanin F Degeri | p-Degeri
toplamu derecesi, karesi P)>F
df
Model 15,00 20 0.75 3.72 0.0185 | gegerli
A-Genlik 2,33 1 2.33 11.57 0.0067
B-SOD uyg. 1.24 1 1.24 6.14 0.0326
C-MeOH 0.77 1 0.77 3.81 0.0795
D-Prob pozisyonu | 0.026 1 0.026 0.13 0.7287
E-Gorev dongisi | 1.19 1 1.19 5.92 0.0352
AB 1.13 1 1.13 5.59 0.0397
AC 0.55 1 0.55 2.71 0.1310
AD 0.95 1 0.95 4.70 0.0554
AE 1.68 1 1.68 8.32 0.0163
BC 0.30 1 0.30 1.50 0.2488
BD 0.56 1 0.56 2.76 0.1275
BE 0.62 1 0.62 3.08 0.1098
CDh 1.16 1 1.16 5.77 0.0372
CE 0.29 1 0.29 1.44 0.2578
DE 0.43 1 0.43 2.12 0.1759
A? 5.751.10* 1 5.751.10* 2.855.10° | 0.9584
B2 1.425.10° 1 1.425.10° 7.074.10° | 0.9935
c? 0.14 1 0.14 0.71 0.4202
D? 1.58 1 1.58 7.86 0.0187
E? 1.29 1 1.29 6.42 0.0297
Arta Kalan 2.01 10 0.20
Uyum Eksikligi 1.62 5 0.32 4.09 0.0742 g.degil
Hata 0.40 5 0.079
Diizeltilmis top. 17.01 30
Onemli Model Terimleri A, B, E, AB,AE,CD,D?E?
R? :0,8816 R? pdj :0,6448

Uyum eksikligi i¢in F testi degeri 0,0742 hesaplanmig ve 6nemli (uygun) (p>0,05)
bulunmamistir. Bu durum; MeOH/H20 ¢oziiciilii ultrasonik prob ile yapilan ii¢ amag

fonksiyonlu ekstraksiyonda genlik, SOD uyg. siiresi, MeOH, prob pozisyonu ve gorev
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dongiisii’ niin oleuropeinin HPLC ile tayinine etkilerinin, olusturulan model ile iyi bir

sekilde aciklanabilecegini gostermektedir.

Model esitlikteki terimlere ait regresyon katsayilari ¢izelge 5.13’de verilmistir. Tasarim
kullanilarak 31 deneysel nokta ¢alisilmis ve deneysel veriler iizerine ¢oklu regresyon
analizi uygulanmistir. Elde edilen regresyon katsayilar1 kullanilarak, yiizey merkezli
tasarim i¢in ikinci dereceden model esitlik olusturulmustur. Biitiin parametrelerin etkisi

dikkate alinarak olusturulan, ikinci dereceden model denklemi asagida verilmistir.

Kodlanmis degerlerle model denklemi;
YoleuropeinHpLc)=+0,54+0,38A+0,25B+0,19C-0,035D+0,23E+0,27AB-0,21AC-0,27 A D +0,37
AE+0,13BC+0,19BD+0,21BE-0,26CD-0,13C E+0,18 DE-0,014A2-2,345.10*B2+0,28 C2+ 0,87
D2-0,83E?2

Gergek Degerlerle;

Y1 Fenolioleuropein=+2,45+0,03A-0,23B-0,07C-2,13D+7,06E+1,34.10°AB-4,82.10*AC-7,70
10°AD+0,04AE+1,21.10°*BC+0,02BD+0,08BE-0,014CD-0,025CE+0,40DE-1,75.10° A2~
4,79.10°B2+1,25.10°C?+0,56D2 — 6,74E?2

Model denklemi en Onemli model parametrelerine gore yeniden diizenlenmistir.
Diizenlenmis model denklemi:

Kodlanmis degerlerle;
Y oleuropeinpLc)=+0,54+0,38A+0,25B+0,23E+0,27 A B+0,37AE-0,26CD+0,87D?-0,83E>

Gergek Degerlerle;

Y Toleuropein(HpLe)= +2,45+0,03A — 0,23B -2,13D +1,34.10°AB+ 0,04AE 0,014 CD+ 0,56 D*
6,74E?

Cevap faktorii 3 Oleuropein (HPLC) miktarinin maksimizasyonu i¢in artik deger-

normal olasilik grafigi sekil 5.55’de verilmistir.
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Sekil 5.55 Oleuropein (HPLC) miktar1 maksimizasyonu i¢in artik deger-normal olasilik
(probability) grafigi

Design-Expert® Software Box-Cox Plot for Power Transforms
Oleuropein-HPLC

uuuuuu

Low Gl = 06
High CI. = 0.64 410 o
Recommend transform

Log
(Lambda = 0)

esidualSS

LAiR

Lambda

Sekil 5.56 Box-Cox grafigi

Sekil 5.56’da verilen Box-Cox grafiginde, artiklarin kareleri toplaminin In degeri ile
lambda degerleri grafige gecirilmis ve elde edilen verilere gore A=0,03 bulunmus ve
calismanin cevap degeri i¢in %95 giiven araliginda yapilmasinin uygun oldugu ve ayrica

transformasyona (doniisiime) gerek olmadigi anlasilmistir.

Deneysel sonuglarin kuadratik modelden hesaplanan sonuglarla karsilastirilmast sekil

5.57° de verilmistir.

Predicted vs. Actual

180 o

Hesaplanan sonuclar

030

T T T T
025 087 158 249 341

Deneysel sonuclar

Sekil 5.57 Deneysel sonuglarin kuadratik modelden hesaplanan sonuglarla karsilastirilmasi
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Model denkleminde genlik, SOD uyg.siiresi, ve gorev dongiisii’niin énemli parametreler
oldugu, genlik/SOD uyg.siiresi, genlik/prob pozisyonu, genlik/gérev dongiisii, MeOH/
prob pozisyonu arasindaki iliskinin ve prob pozisyonu ve gorev dongiisii’niin karesel
etkilesiminin 6nemli oldugu belirlenmistir. Parametrelerden {i¢ tanesi merkezde sabit
tutuldugunda, diger iki faktdr seviyelerinin oleuropein (HPLC) miktar1 lizerine olan

etkileri izohips egrileri ve yiizey grafikleri ile gosterilmistir.

Oleuropein-HPLC

340701
Oleuropein-HPLC
0128995 ‘°§”§§ 4
16 (RTEQEEet

x1= A Amplitude ,’.;;;ggg.gggs;gg‘:‘:'z‘.’
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Actual Factors i}
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D: Prob Pozisyonu =266 'L 045 g
EDutyCycle=095 5 8

e 2 5

o -0.125 =

5 =] [0.140543 10 0052354

(1) S -0.271385

o 7 @

-0.440018]
15.00 89.00
5050
B: Irridiation zamani A: Amplitude

A: Amplitude

Sekil 5.58 Genlik-SOD uyg.siiresi iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik

igeren li¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, YoleuopeinreLc= +0.54+0.38 A+0.25
B +0.27AB-0.014 A2?-2.345.10° B?

Oleuropein-HPLC
O\EUFDpEm—HF‘LC
3.40701

0128995

X1 = A- Amplitude

X2 = C: Metanol
-0.140843)]

-0.271385 0.0962384

PLC

Actual Factors
B Irridiation zamani = 537 L 015
D: Prob Pozisyonu = 2.66
E: Duty Cycle = 0.95

-0.440018]

C: Metanol

-0.325

Oleuropein-

-0.8

80.00
89.00

65.00

80.50

C: Metanol 5750 1625

A: Amplitude

50.00 32.00 A: Amplitude

Sekil 5.59 Genlik-MeOH iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik iceren iig

boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, YoreuropeintrLc) =f(X)= +0.54+0.38 A +0.19 C
-0.21AC-0.014 AZ +0.28C?
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Sekil 5.60 Genlik/prob pozisyonu iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik
iceren ii¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, YoieuropeintipLc) =f(X)= +0.54+0.38
A -0.035D-0.27AD-0.014A2 +0.87D?
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Sekil 5.61 Genlik-gorev dongiisii iki faktorlii modeli igin, kodlanmig degerlerle egrilik
igeren ii¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, YoeuropeinpLc =f(X)=+0.54+0.38A
+0.23 E+0.37AE-0.014A%- 0.83 E?
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Sekil 5.62 SOD uyg. siiresi-MeOH iki faktorli modeli icin, kodlanmis degerlerle egrilik
igeren ii¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, YoteuropeintpLc) =f(x)= +0.54
+0.25 B +0.19 C+0.13B C-2.345.10° B?+0.28C?
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Oleuropein-HPLC
3.40701

Oleuropein-HPLC

0128995

X1 = B: Irridiation zamani 23
X2 = D: Prob Pozisyonu

0.693006

Actual Factors

A Amplitude = 83.36
C Metanol = 71.95
E: Duty Cycle = 0.95

D: Prob Pozisyonu

P 1500
275 T | 4508 Imidiation zamani
212

D: Prob Pozisyonu 1507 1.00

Oleuropein-HPLC

Sekil 5.63 SOD uyg. siiresi- prob pozisyonu iki faktérlii modeli igin, kodlanmis

degerlerle egrilik igeren ylizey grafigi ve izohips egrisi, YoreuopintpLc)
=f(x)=+0.54+0.25 B -0.035D+0.19BD-2.34.10% B? +0.87D?

Oleuropein-HPLC
QOleuropein-HPLC

3.40701

0.128995
X1 = B Irridiation zamani
X2 = E: Duty Cycle

0.0062384]
0.202776

P

o
o
@

Actual Factors

A Amplitude = 83.36

C: Metanol = 71.95

D: Prob Pozisyonu = 2.66

0.55875] 0.831485)]
0.519562)]
0.693906

E: Duty Cycle

422211
0282776
0.0362384

0.271385]

Oleuropein-HPLC

1.00 450 8.00 1150 15.00

B: Irridiation zamani

Sekil 5.64 SOD uyg. siiresi-gorev dongusii iki faktdrlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle
egrilik iceren iic boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, YoleuropeintpLo)
=f(x)=+0.54+0.25B+0.23E+0.21BE-2.345.10°B2 -0.83E2

Oleuropein-HPLC Oleuropein-HPLC

3.40701 #o0
0.128995
X1 = C: Metanol
X2 =D Prob Pozisyonu 8 328
o 0.831485)
Actual Factors I E I_
A- Amplitude = 83.36 = = DSEEE
B: Irridiation zamani = 5.37 ‘© ] :
E: Duty Cycle =095 g' i 275 EEE
5 =
[ o
=} fa]
212
h‘-_
.
D: Prob Pozisyonu, ;, B £0.00 : es0 s0.00
1.50 750,00 C: Metanol G- Metanol

Sekil 5.65 MeOH-prob pozisyonu iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmig degerlerle egrilik
iceren {i¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, YioleuwopeintpLc) =f(x)= =+0.54
+0.19 C-0.035D -0.26 C D+0.28C?+0.87D?
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Oleuropein-HPLC
3.40701
0128995

X1=C: Metanol
X2 = E: Duty Cycle

Actual Factors

A- Amplitude = 83.36

B: Irridiation zamani = 5.37
D: Prob Pozisyonu = 2 66

0831485
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80.00
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Sekil 5.66 MeOH-gbrev dongusi iki faktorli modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik
igeren ii¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, YoleuropeinteLe) =f(x)= +0.54+0.19
C+0.23 E -0.13CE+0.28C?+0.83 E?

Oleuropein-HPLC
340701
0.128995

X1 = D: Prob Pozisyonu
X2 =E: Duty Cycle

Actual Factors

A’ Amplitude = 83 36

B: Irridiation zamani = 5.37
C: Metanol = 71.95

Oleuropein-HPLC

E: Duty Cycle

Oleuropein-HPLC

0519562
0.693908

.741333 0741333
0 693906

/ 0619562
0.463862)

1.04634

\

0.0962384)

[0.140842¥70 7758
-0.44001

D: Prob Pozisyonu

Sekil 5.67 Prob pozisyonu-gorev dongiisii iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmig
degerlerle egrilik iceren ii¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi,
YoteuropeinripLc) =f(x)=+0.54 -0.035D+0.23E+0.18DE +0.87 D?-0.83 E2

Sekil 5.58°de verilen izohips egrisi ve {li¢ boyutlu yilizey grafigi ve ayn1 zamanda AB
(genlik-SOD uyg.siiresi) icin hesaplanan p degerinin 0,0397 olmasi.genlik-SOD uyg.
stiresi arasindaki etkilesimin anlamli oldugunu gdstermektedir. Her ikisininde en yiiksek
oldugu noktalarda maksimum goriilmektedir. Sekil 5.59 da verilen izohips egrisi ve {i¢
boyutlu ylizey grafigi genlik-MeOH arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini
gostermektedir. Modelde AC (genlik-MeOH) igin p degeri 0,1310 hesaplanmis ve
anlamli bulunmamistir. Genlik-MeOH arasinndaki yiizey profilinde minimum bdlge
olustugu goriilmektedir. Sekil 5.60°da verilen izohips egrisi ve ii¢ boyutlu yiizey grafigi
genlik/prob pozisyonu arasindaki etkilesimin anlamli oldugunu (p degeri 0,0554)
gostermektedir. Genlik/prob pozisyonu arasindaki ylizey profilinde plato bolge olustugu
goriilmektedir. Sekil 5.61° de verilen izohips egrisi ve li¢ boyutlu yiizey grafigi genlik-
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gorev dongiisii arasindaki etkilesimin anlamli oldugunu gostermektedir. Model denklemi
ile uyumlu olup, AE (genlik-gorev dongiisii) igin p degeri 0,0163 olarak hesaplanmuistir.
Yuzey profilinde plato goruntisi ve maksimizasyon etki gorilmektedir. Sekil 5.62de
verilen izohips egrisi ve ii¢ boyutlu yiizey grafigi SOD uyg.siiresi-MeOH arasindaki
etkilesimin anlamli olmadigini gdstermektedir. Model denklemi ile uyumlu olup, BC
(SOD uyg.siiresi-MeOH) igin p degeri 0,2488 olarak hesaplanmistir. Yiizey profilinde,
SOD uyg.siiresi anlaml1 pozitif etki verirken MeOH etkisizdir ve minimizasyon etki
gorilmektedir. Sekil 5.63” de verilen izohips egrisi ve ii¢ boyutlu yiizey grafigi SOD
uyg.slresi-prob pozisyonu arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini gostermektedir.
Modelde BD (SOD uyg.siiresi-prob pozisyonu) i¢in p degeri 0,1275 hesaplanmis ve
anlamli bulunmamustir. Yiizey profilinde, plato bolge, minimizasyon etki gdzlenmistir.
Sekil 5.64° de verilen izohips egrisi ve ii¢ boyutlu yiizey grafigi SOD uyg. siiresi-gorev
dongiisii arasindaki etkilesimin anlamli olmadigim gostermektedir. Modelde BE (SOD
uyg.slresi- gérev dongiisii) i¢in p degeri 0,1098 hesaplanmig ve anlamli bulunmamustir.
Yiizey profilinde, plato bolge maksimizasyon etki gozlenmistir. Sekil 5.65” de verilen
izohips egrisi ve 1ii¢ boyutlu yiizey grafigi MeOH-prob pozisyonu arasindaki
etkilesiminde (0,0) noktasindan uzaklastikca cevap degerleri artis gostermektedir.
Modelde CD (MeOH-prob pozisyonu) i¢in p degeri 0,0372 hesaplanmis ve anlamli
bulunmustur. Yiizey profilinde, minimizasyon etki gézlenmistir. Sekil 5.66° da verilen
izohips egrisi ve li¢ boyutlu ylizey grafigi MeOH-gorev dongiisii arasindaki etkilesiminde
(0,0) noktasindan uzaklastikca cevap degerleri yone gore artis ya da diisiis
gostermektedir. Modelde CE (MeOH-gorev dongiisii) i¢in p degeri 0,2578 hesaplanmis
ve anlamli bulunmamustir. Yiizey profilinde, eyer noktasi etki gozlenmistir. Sekil 5.67’
de verilen izohips egrisi ve {i¢ boyutlu yiizey grafigi prob pozisyonu-gdrev dongsu
arasindaki etkilesiminde (0,0) noktasindan uzaklastik¢a cevap degerleri yone gore artis
ya da diisiis gostermektedir. Modelde DE (prob pozisyonu-gorev dongiisii) i¢in p degeri
0,1759 hesaplanmis ve anlamli bulunmamustir. Yiizey profilinde, eyer noktasi etki

gozlenmistir.
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5.2.1.4 MeOH/H20 c¢oziucull ultrasonik prob ekstraksiyonda i¢ amag fonksiyonlu
optimizasyon calismasi

MeOH ¢oziicti sistemi ile ultrasonik prob ekstraksiyonun, deneysel tasarim calismalari
sonucu ii¢ cevap faktoriine kars1 alinan ANOVA sonuglarinda elde edilen yeterli kesinlik
sonuglart caligmanin yeterli veri ile tamamlandigini gostermektedir. Bu calismada
bulunan sinyal giiriiltii oranlar1 her bir cevap fonksiyonu i¢in (Toplam fenol-GAE;
Toplam fenol-OLE; oleuropein miktari-HPLC) sirast ile 8,648 ; 9,264 ve 8,522 dir. Bu

degerler yeterli sinyale isaret etmektedir.

Kesinligin yiiksek oldugunu gosteren sonuglar elde edildikten sonra optimizasyon
calismalarina gecilmistir. Bu calisma kapsaminda; dogrusal programlama yapilmis,

dinamik ve kisitlanmig optimizasyon uygulanmustir.

Cevap ylizeyi yonteminde optimal deney noktalarinin belirlenmesinde iki asamali bir yol

izlenmistir;

1. Bir deneye dayanarak, bir sonraki deneyde cevap ylizeyi altindaki maksimum
(ya da minimum) noktaya dogru nereden hareket edileceginin belirlenmesi,

2. Yiizeyin maksimum (ya da minimum) ya da yaklasitk maksimum (ya da
minimum) sonucunu belirledikten sonra cevap yuzeyinin bu maksimum (ya da

minimum) nokta civarindaki alanda denkleminin belirlenmesi.

Calismada kullanilan Box-Wilson’un dik yokus yontemi dogrusal bir regresyon model
ile agiklanan proseslerin optimizasyonu i¢in kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore
maksimum miktarda toplam fenol (GAE ve OLE) ve oleuropein miktarinin (HPLC) elde
edildigi sartlarin optimizasyon ¢alismasi yapilmistir. Optimum sartlar1 temsil eden ¢oziim
noktasinda deneyler yapilmis ve tahmini cevap degerleri ile karsilastirilmistir. Bes

bagimsiz degisken i¢in pareto optimal ¢oziim sistemi kullanilmistir.
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Cok yanitli optimizasyon problemlerinin ¢éziimii i¢in, desirability degerlendirilmistir.
Denklem 5.2°ye goére geometrik ortalama alinarak olusturulan toplu desirability

fonksiyonunu, maksimize eden (x) degisken seviyesi kombinasyonu bulunmustur.

Optimizasyonda desirability calismalar1 sonucu elde edilen ¢6zim kimesi, asagida
verilmigtir. Optimum noktanin se¢iminde her bir cevap degiskeni ile birlikte 6zellikle
oleuropeini maksimum yapacak, bagimsiz degiskenleri minimize edecek nokta segimi

onemsenmis ve deney dogrulama sonuglar1 gozoniine alinarak secim yapilmistir.

Humber Amplitude Irridiation zamani Metanol Prob Pozisyonu Duty Cycle Toplam Fenol- Gallik Toplam Fenol Ol Oleuropein-HPLC  Desirability

R L 1.82 5132 1.81 0.68 5.58382 2.27476 113124 1.000

2 89.00 15.00 50.00 1.50 0.30 7.01133 28080 1.44758 1.000

3 162 1.3 288 0.57 5.9199% 23105 112548 1.000

4 1.00 80.00 0 3.85018 1.90075 1.000

5 87.8 1.82 8832 K+ 2.2189 1.37078 1.000

L] LWL 1.92 84.09 8 0.85 418384 1.80138 0.748%8 1.000

T 2.0 15.00 L 4.00 0.3 3.25478 1.28218 0.5327M05 1.000

8 2.0 15.00 80. 4.00 1.00 10,0418 4.82707 248418 1.000

80.50 1.00 %00 4.00 0.30 451326 1.83573 0.49553 1.000

0 89.00 15.00 B0.X 1.00 21.5024 9.78928 5.40514 1.000

3114 14.38 7888 0313 8.34152 3.5382 1.85273 1.000

314 1.82 7888 288 0.23 442088 1.55701 0844023 1.000

89.00 1.00 80.00 4.00 0.65 748009 295087 1.25123 1.000

14 3314 1.7} 51.32 38 0.57 5.10341 221337 1.31689 1.000

5 87.88 1433 7888 89 033 7.31043 3.10944 1.2785 1.000

] 80.50 15.00 85.00 275 0.85 7.01254 307188 1.58379 1.000

17 3314 862 7388 1539 0.3 8.01823 367044 169211 1.000

& 2.78 42 1.88 24 -] 53473 3.002M 1.7354 1.000

] 0 3.0 80.00 3 472187 1.83552 0874223 1.000
20 87.88 1438 51.32 i 0.87 153232 110087 5.18438 1.0 Seiscted

7.88 14,3 2.6 6 ks 14713 6.09564 3107143 1.000

2 83.00 15.00 50.00 4.00 k! 481044 1.87251 1.38058 1.000

9.00 5,00 £0.0: 4,00 o 17,7237 211481 462214 1,000

4 0.50 1.00 85 2 & 477144 1.82885 0.804528 1.000

80.50 1.00 50.00 150 0.3 658733 256242 108415 1.000

Optimim kosullar; 87,85 genlik, 14,38 dk. SOD uyg. siiresi, % 51,32 MeOH, 3,89
prob pozisyonu, 0,97 gorev dongiisii ve 12,78 C/K Orami, 30 °C sicakhik olarak

belirlenmistir.

CYY ile elde edilen deney sonuglarini dogrulamak ve deneysel degerlerden sapmay1
gorebilmek igin yapilan deney dogrulama sonuglarindan, Toplam fenol (GAE) (mg/g
yaprak), Toplam fenol (OLE esd.) (mg/g yaprak) ve oleuropein miktar1 (mg/g yaprak)
degerleri siras1 ile 15,32 mg/g yaprak, 7,10 mg/g yaprak, 5,19 mg/g yaprak ve standart

sapma degerleri sirasiyla 1,52; 0,65, ve 0,45 olarak hesaplanmistir.
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5.3 MeOH/H20 Cozucull Ultrasonik Prob Ekstraksiyonunda Toplam Antioksidan
Aktivite Cevap Faktorii icin Deneysel Tasarim ve Optimizasyon Calismasi

MeOH/H>O c¢ozicull, ultrasonik prob etkisi ile kurutulmus Ogiitiilmiis zeytin
yapraklarindan polifenollerin ekstraksiyonuna dayali ¢calisma kapsaminda; deney tasarimi
metodlarindan sisteme etki eden degiskenlerden en 6nemli olanlarin tespiti, liriin 6zelligi
tizerinde etkilesimleriniin etkin olup olmadigr belirlenmistir. Deney tasarimi
metotlarindan olan cevap yiizey metodu ile sistemin optimum yanitina, yani iiriin
ozelligini optimuma ulagtiracak degiskenlerin degerleri tespit edilmistir. Cevap ylizey
metodu ile bes farkli degisken yardimi ile tanimlanan yiizeylerin, matematiksel ve
istatistiksel tekniklerin yardimi ile modellemesi yapilmaistir. Siireglerin optimizasyonunda
sistemin performansini veya iiriin kalitesini belirleyen toplam antioksidan aktivite tek

yaniti ile ¢alisilmustir.

Deneysel tasarimda, D-optimal tasarim calisilmistir. 5 faktor icin, kuadretik modelde
kose faktoriyel noktalari, kenarlarin merkezleri, kisitlanmis diizlemsel agirlik merkezleri,
eksenel kontrol karigim noktalari, i¢ noktalar, tiim agirlik merkezleri hesaplanmis ve 31
noktali tasarim yapilmistir. Sicaklik 30°C’°de sabit tutulmus ve degisken olarak
degerlendirilmemistir. Ses Gtesi dalganin ¢oziicii/kati oran1 12,78’de sabit tutularak,

calisma, 50mL MeOH ¢ozeltisi/3.9 g yaprak orani kullanilarak yapilmistir.

Cizelge 5.14 Bes bagimsiz degisken igin D-optimal tasarimda kullanilan bagimsiz
degiskenlerin incelenen etkinlik araligi

Siralama ve Seviyeleri
Faktorler(Bagimsiz Degiskenler) | +1 -1
A : Genlik % 89 32
B : SOD uyg.siiresi (dk) 15 1
C:MeOH % 80 50
D : Prob pozisyonu (cm) 4 15
E : Goérev donglsu % 1 0,3

y1: Toplam antioksidan aktivite (% inhibisyon) bagimli degisken olarak belirlenmistir.
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Calismada kullanilan deneysel tasarim noktalar1 ve cevaplari gizelge 5.15 ‘de verilmistir.
Uygulanan F testi ile Fischer’in F tablo degerlerinden regresyon modelin gegerligi

sinanmig ve her iki test ANOVA istatistigi ¢izelge 5.16’da verilmistir.

Cizelge 5.15 MeOH/H20 ¢o6zucull ultrasonik prob ekstraksiyonu tek amag fonksiyonlu
deneysel tasarim noktalar1 ve sonuglari

Std | Run Faktorl Faktor2 Faktor3 Faktord Faktorb Cevap 1
A:Genlik B: SOD C:MeOH D:Prob E:Gorev Antioksidan
% uyg,suresi viv pozisyonu | ddngusi Aktivite %
dk cm %
11 20 | 32(-1) 8(0) 80(+1) | 15(-1) | 1,0(+1) 87,32
2 | 10 | 89(+1) | 15(+1) | 80(+1) | 1,5(-1) | 1,0(+1) 85,88
3| 8 32(-1) 15(+1) | 80(+1) | 4,0(+1) | 1,0(+1) 83,26
4 | 2 | 89(+1) | 15(+1) 50(-1) 1,5(-1) | 0,3(-1) 87,19
5 | 16 | 60,5(0) | 15(+1) 65(0) 2,75(0) | 0,65(0) 86,54
6 | 19 | 32(-1) 8(0) 50(-1) 1,5(-1) | 0,3(-1) 86,54
7| 3 | 89(+1) 1(-1) 50(-1) | 2,75(0) | 1,0(+1) 85,75
8 | 25 | 60,5(0) 1(-1) 65(0) 2,75(0) | 0,65(0) 83,79
9 | 30 | 89(+1) 1(-1) 80(+1) | 4,0(+1) | 0,65(0) 86,93
10 | 26 | 60,5(0) 1(-1) 50(-1) 1,5(-1) | 0,3(-1) 84,13
11| 11 | 32(-1) 15(+1) 80(+1) 1,5(-1) 0,3(-1) 87,45
12 | 17 | 32(-1) 8(0) 80(+1) | 4,0(+1) | 0,3(-1) 87,58
13| 6 32(-1) 1(-1) 65(0) 40(+1) | 1,0(+1) 52,42
141 18 | 60,5(00) | 15(+1) 50(-1) 15(-1) | 1,0 (+1) 86,54
15| 28 | 89(+1) 1(-1) 50(-1) 2,75(0) | 1,0(+1) 86,41
16 | 15 | 89(+1) | 15(+1) | 80(+1) | 4,0(+1) | 0,3(-1) 87,45
171 24 | 89(+1) 15(+1) 80(+1) | 4,0(+1) |1,0(+1) 87,06
18| 1 32(-1) 1(-1) 50(-1) 1,5(-1) | 0,65(0) 86,67
19| 7 32(-1) 15(+1) 50(-1) | 4,0(+1) | 0,3(-1) 87,45
20 | 4 | 60,5(0) 1(-1) 80(+1) 15(-1) | 1,0(+1) 87,32
21| 9 | 60,5(0) 1(-1) 50(-1) | 4,0(+1) | 0,3(-1) 76,99
22 | 27 | 32(-1) 1(-1) 80(+1) | 2,75(0) | 0,3(-1) 67,19
23 | 23 | 89(+1) | 15(+1) 50(-1) | 4,0(+1) | 0,3(-1) 86,41
24 | 29 | 32(-1) 8(0) 80(+1) | 4,0(+1) | 0,3(-1) 87,71
25 | 22 | 89(+1) | 15(+1) | 80(+1) | 1,5(-1) | 0,3(-1) 87,45
26 | 14 | 32(-1) 8(0) 50(-1) | 4,0(+1) | 1,0(+1) 87,19
27 | 13 | 89(+1) 1(-1) 80(+1) | 4,0(+1) | 0,65(0) 86,8
28 | 12 | 32(-1) 1(-1) 80(+1) | 2,75(0) | 0,3(-1) 76,99
29 | 31 | 32(-1) 1(-1) 50(-1) 1,5(-1) | 0,65(0) 80,13
30 | 21 | 89(+1) | 15(+1) 50(-1) | 4,0(+1) | 1,0(+1) 83,14
31| 5 | 89(+1) 1(-1) 65(0) 1,5(-1) | 0,3(-1) 81,57
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Cizelge 5.16 MeOH/H,O ¢oziicii karisiminda ultrasonik prob ile yapilan tek amag
fonksiyonlu deneysel tasarimda, toplam antioksidan aktivite cevap
faktorii i¢in tanimlanan kuadretik modelin ANOV A sonuglari

Kaynak Kareler | Serbestlik | Ortalamanin | F Degeri | p-Degeri
toplamu derecesi, karesi P)>F
df
Model 1460,02 20 73 5,84 0,0033 gecerli
A-Genlik 270,6 1 270,6 21,65 0,0009
B-Irridiation 365,56 1 365,56 29,25 0,0003
C-MeOH 1,26 1 1,26 0,1 0,7577
D-Prob pozisyonu | 55,3 1 55,3 4,43 0,0617
E-Gorev dongisu | 15,5 1 15,5 1,24 0,2914
AB 176,58 1 176,58 1413 0,0037
AC 2,62.10° |1 2,62.10°3 2,10.10* 0,9996
AD 14,81 1 14,81 1,19 0,3018
AE 3,79 1 3,79 0,3 0,5941
BC 2,31 1 2,31 0,18 0,6766
BD 146,67 1 146,67 11,74 0,0065
BE 6,46 1 6,46 0,52 0,4887
CD 5,37 1 5,37 0,43 0,527
CE 4,49 1 4,49 0,36 0,5624
DE 0,33 1 0,33 0,026 0,8741
A? 44,16 1 44,16 3,53 0,0895
B2 252,26 1 252,26 20,19 0,0012
C? 208,91 1 208,91 16,72 0,0022
D? 6,75 1 6,75 0,54 0,4792
E? 159,43 1 159,43 12,76 0,0051
Arta Kalan 124,96 10 125
UyumEksikligi 55,32 5 11,06 0,79 0,5966 g.degil
Hata 69,64 5 13,93
Diizeltilmis top. | 158499 | 30

Onemli Model Terimleri

AB, AB, BD, B2, C2, E?

R? :0,9268

R? Adj

:0,7805

Tahmin edilen veriler ve deneysel veriler arasindaki uyumu gosteren iliski katsayis1 (R?)

degeri 0,9268 olarak elde edilmistir. Elde edilen bu deger, deneysel verilerin yiizey

merkezli model ile %92,68 aciklanabilecegini gdstermektedir. Bu sonug elde edilen

model denklemin toplam antioksidan aktivite (%) miktar1 igin incelenen bagimsiz

degiskenlerin 6l¢iim araliginda yiiksek dogrulukta uygulanabilirligini aciklamaktadir.

Uyum eksikligi i¢in F testi degeri 0,966 hesaplanmis ve 6nemli (uygun) (p>0,05)

bulunmamistir. Bu durum; MeOH-H20 ¢6ziiciilii ultrasonik prob ile yapilan tek amag

fonksiyonlu ekstraksiyonda genlik, SOD uygulama siiresi, MeOH, prob pozisyonu ve
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gorev donglsi’ niin toplam antioksidan aktiviteye etkilerinin, olusturulan model ile iyi

bir sekilde agiklanabilecegini gostermektedir.

Model esitlikteki terimlere ait regresyon katsayilari ¢izelge 5.16°da verilmistir. Tasarim
kullanilarak 31 deneysel nokta calisilmis ve deneysel veriler lizerine ¢oklu regresyon
analizi uygulanarak, regresyon katsayilart elde edilmis ve ylizey merkezli tasarim igin
ikinci dereceden model esitlik olusturulmustur. Biitiin parametrelerin etkisi dikkate

alinarak olusturulan ikinci dereceden model denklemi, asagida verilmistir.

Kodlanmis degerlerle model denklemi;

Y1 Antioksidanaktivie="94,77+4,04A+4,36B+0,25C-3,99D-0,89E-3,28 AB-4,767.10“AC —1,43 AD +
0,51AE+0,36BC+3,88BD-0,65BE-0,73CD-0,51CE-0,20DE-3,88A-10,04B+10,87C?-2,73D*
9,24E?

Gergek Degerlerle;

Y1 Antioksidan Aktivie= +204,66+0,9248A+3,63B-6,12C +8,12D+102,20E-0,016AB-1,12.10°AC-0,04
AD+0,05AE+3,41.10°BC+0,44BD-0,27BE-0,039CD-0,075BE-0,46 DE-4,78.10°A2-0,205 B2 +
0.048C2-1,75D2 -75,45E2

Model denklemi en Onemli model parametrelerine gore yeniden diizenlenmistir.
Diizenlenmis model denklemi:

Kodlanmis degerlerle;

Y1 Antioksidan Aktivite=+94,77+4,04 A+4,36B -3,28AB +3,88BD -10,04B+10,87C? -9,24E?

Gergek Degerlerle;

YT Antioksidan Akivie= +204,66+0,92A+3,63B-0,016AB +0,44BD -0,205B2 +0,048C?2-75,45 E2

Cevap faktorii Toplam Antioksidan Aktivite’nin maksimizasyonu i¢in artik deger-

normal olasilik grafigi sekil 5.68° de verilmistir.
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Normal Olasilik
b o]

Artik Deger (Internally Studentized Resudials)

Sekil 5.68 Toplam Antioksidan Aktivite maksimizasyonu igin artik deger-normal
olasilik (probability) grafigi

Box-Cox Plot for Power Transforms
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[m\‘ Cl=
HighGl.=
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537 —

Ln(Residual$s
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Sekil 5.69 Box-Cox grafigi

Sekil 5.69°da verilen Box-Cox grafiginde, elde edilen verilere gore A=3,00 bulunmus ve
cevap degeri i¢in ¢aligmanin % 95 giiven araliginda yapilmasinin uygun oldugu ve ayrica

transformasyona (doniisiime) gerek olmadigi anlasilmistir.

Deneysel sonuglarin kuadratik modelden hesaplanan sonuglarla karsilastirilmast sekil

5.70’de verilmistir.

Predicted vs. Actual

Predicted
-]
o

Hesanlanan sonuclar

Actual
Deneysel sonuglar

Sekil 5.70 Deneysel sonuglarin kuadratik modelden hesaplanan sonuglarla
karsilastiriimasi
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Model denkleminde, genlik ve SOD uyg.siiresinin 6nemli parametreler oldugu,
genlik/SOD uyg.siiresi, SOD uyg.siiresi/prob pozisyonu arasindaki iliskinin ve SOD
uyg.stresi, MeOH ve gorev dongiisii’in karesinin etkilesiminin de 6nemli oldugu
gozlenmistir. Parametrelerden ii¢ tanesi merkezde sabit tutuldugunda, diger iki faktor
seviyelerinin Toplam antioksidan aktivite lizerine olan etkileri izohips egrileri ve yiizey

grafikleri ile agagida gosterilmistir.

T.Antioksidan Akt.
T.Antioksidan Akt. 1500
8771
52.42
X1 = A Amplitud o
= A: Amplitude SRR 1150
X2 = B Irridiation zamani e :s§:§$§i§s§‘§§i‘« P, =
g " Sl §
Actual Factors = o £
C: Metanol = 65.30 c 2
D: Prob Pozisyonu = 3.86 8 66 S s 8.00 —
E° Duty Cycle = 1.00 B o o
R b=
5 s RIS E
= ARG ;
Z Pttt ®
2o AR so0 ]
15.00 89.00 55 Prediction 64 2206
1150 7475 100 : : =
8.00 \\ 60.50 22.00 46.25 e0.50 T4TE 59.00
B: Irridiation zamani 4% w A: Amplitude
100 32.00 A Amplitude

Sekil 5.71 Genlik-SOD uyg.siiresi iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik

iceren {li¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yrantioksidan Akivie=+94.77+4.04
A+4.36 B -3.28AB -3.88A2-10.04 B2

T Antioksidan Akt
8771
52.42 o c0.00 T.Antioksidan Akt.
R : e T
¥1 = A Amplitude “\“‘:&“‘:{t‘i{i&:‘g‘
X2 = C: Metanol M

ieaasianins

Actual Factors

B: Irridiation zamani = 1.00
D: Prob Pozisyonu = 3.50
E Duty Cycle = 1.00

T.Antioksidan Akt.

C: Metano
@

7250 \ ///ﬂ?s
65.00 60.50 [FE.4z57)——1
: 57.50 /’{25 . ; [[7.5424]
C: Metanol e A: Amplitude 50054
50.00 " 32.00 s0.00 T T T
3200 4825 6050 7475 §5.00
A Amplitude

Sekil 5.72 Genlik-MeOH iki faktorlii modeli igin, kodlanmis degerlerle egrilik igeren

lic boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yrantioksidanakivite = +94.77 +4.04 A+
0.25C-4.767.10“AC- -3.88A? +10.87C?
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T Antioksidan Akt.
87.71

T.Antioksidan Akt.

5242
X1 =A Amplitude e
X2 = D: Prob Pozisyonu

Actual Factors 7

=
B: Irridiation zamani = 1.00<C 2
C: Metanol = 65.30 c I %
E: Duly Cycle =1.00 £ g
g @
o 61 Jé
E &
'_' 54

89.00

7 T4TS
6050
1825 A Amplitude

A Amplitude

Sekil 5.73 Genlik/prob pozisyonu iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik
iceren ii¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.antioksidan aktivie=+94.77+4.04A
-3.99D-1.43AD-3.88A? -2.73D?-9.24 E?

T.Antioksidan Akt.
T Antioksidan Akt
87.71
5242
X1 = A Amplitude 78
X2 = E: Duty Cycle
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Sekil 5.74 Genlik-gOrev dongusu iki faktorlii modeli igin, kodlanmis degerlerle egrilik
iceren {i¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.antioksidan Aktivie="+94.77+4.04A-
0.89E +0.51AE -3.88A2 -9.24E2

T.Antioksidan Akt.

T Antioksidan Akt
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T.Antioksidan Akt.
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Sekil 5.75 SOD uyg. siiresi-MeOH iki faktdrlii modeli igin, kodlanmis degerlerle egrilik
iceren li¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi,Yr antioksidan Akivie=+94.77 +4.36
B+0.25C +0.36BC -10.04B%+10.87C?
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T.Antioksidan Akt. T.Antioksidan Akt.

8771
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X1 =B Irridiation zamani 29
X2 = D: Prob Pozisyonu
Actual Factors T 875 i 2
A Amplitude =8735 = P =
¢ Metanol = 65 30 c P s
- - © 785 [ @
E: Duty Cycle = 1.00 =] S
] /s
5 n) g ,%;;l/,;’,’,ﬂ}mﬂlg 7. =
c
<
- 68
7 1600
350
. 150B: Irridiation zamani
D: Prob Pozisyonu 150 100 B: Irridiation zamani

Sekil 5.76 SOD uyg. siiresi-prob pozisyonu iki faktorlii modeli igin,kodlanmis degerlerle
egrilik iceren ii¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.antioksidan Aktivite=+94.77
+4.36 B -3.99D +3.88BD -10.04B? -2.73D?

T.Antioksidan Akt.

T.Antioksidan Akt.
87.71
5242
X1= B! Imidiation zamani 2
X2 = E: Duty Cycle
Actual Factors £ 8575 !
A Ampliude =87.35 < i a8
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3 nxl lllllllll%‘?é‘zz:,z w
= &7 4
7 1500
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" «50B: Irridiation zamani
E: Duty Cycle 0307 1.00 B: Irridiation zamani

Sekil 5.77 SOD uyg. siiresi-gorev dongiisii iki faktdrlii modeli icin, kodlanmis

degerlerle egrilik igeren ii¢ boyutlu ve kontiir yiizey grafigi, Yr.antioksidan
Aktivie=+94.77 +4.36B-0.89E-0.65BE -10.04B2-9.24E2

T.Antioksidan Akt.
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Sekil 5.78 MeOH-prob pozisyonu iki faktorlii modeli igin, kodlanmis degerlerle egrilik

igceren ii¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.anioksidan Aktivite=+94.77 +0.25C-
3.99D -0.73 C D +10.87C?-2.73 D2
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Design-Expert® Software T.Antioksidan Akt.
T Antioksidan Akt
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Sekil 5.79 MeOH- gorev dongiisti iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmig degerlerle egrilik

iceren ii¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.antioksidan ativie=+94.77 +0.25
C -0.89 E -0.51CE +10.87C? -9.24FE?

T.Antioksidan Akt.
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Sekil 5.80 Prob pozisyonu- gorev dongiisii iki faktorli modeli icin, kodlanmis
degerlerle egrilik iceren {i¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yt antioksidan
Aktivie=+94.77 -3.99D-0.89E -0.20DE -2.73D?-9.24E?

Sekil 5.71°de verilen izohips ve ii¢ boyutlu yiizey grafigi, genlik-SOD uyg.sresi
arasindaki etkilesimin anlamli oldugunu gostermektedir. Modelde AB (genlik-SOD
uyg.siiresi) i¢in p degeri 0,0037 hesaplanmis ve anlamli bulunmustur. Yiizey profilinde
maksimum bir bolge oldugu goriilmektedir. Sekil 5.72°de verilen izohips ve ii¢ boyutlu
yiizey grafigi, genlik-MeOH arasindaki etkilesimin anlamli olmadigin1 gostermektedir.
Modelde AC (genlik-MeOH) igin p degeri 0,9996 hesaplanmis ve anlamli bulunmamustir.
Genlik-MeOH arasinndaki yiizey profili bize bir eyer noktasi olustugunu gostermektedir.
Sekil 5.73’de verilen izohips ve ii¢ boyutlu yiizey grafigi, genlik-prob pozisyonu
arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini gdstermektedir. Modelde AD (genlik-prob

pozisyonu) i¢in p degeri 0,3018 hesaplanmig ve anlamli bulunmamistir. Genlik-prob
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pozisyonu arasindaki yiizey profili bize cevap degiskeni lizerinde genligin etkili, prob
pozisyonunun etkisiz oldugunu gostermektedir. Sekil 5.74’de verilen izohips ve ii¢
boyutlu yiizey grafigi, genlik-goérev dongiisii arasindaki etkilesimin anlamli olmadigim
gostermektedir. Modelde AE (genlik-gorev dongiisii) igin p degeri 0,5941 hesaplanmis
ve anlamli bulunmamistir. Yiizey profilinde plato goriintiisii ve maksimizasyon etki
gorilmektedir.  Sekil 5.75°de verilen izohips ve ii¢ boyutlu yiizey grafigi, SOD
uyg.stresi-MeOH arasindaki etkilesimin anlamli olmadigin1 géstermektedir. Modelde
BC (SOD uyg.siiresi-MeOH) i¢in p degeri 0,6766 hesaplanmis ve anlaml1 bulunmamustr.
Yiizey profilinde, eyer noktasi etki goriilmektedir. Sekil 76°da verilen izohips ve Ug
boyutlu yiizey grafigi, SOD uyg.siiresi-prob pozisyonu arasindaki (interaksiyon etkileri)
etkilesimin anlamli oldugunu gostermektedir. Modelde BD (SOD uyg.siiresi- prob
pozisyonu) igin p degeri 0,0065 hesaplanmis ve anlamli bulunmustur. Yiizey profilinde,
plato bolge maksimum etki gozlenmistir. Sekil 5.77°de verilen izohips egrisi ve ii¢
boyutlu yiizey grafigi SOD uyg.siiresi-gorev dongiisii arasindaki etkilesimin anlaml
olmadigmni gostermektedir. Modelde BE (SOD uyg.siiresi-gérev dongiisii) icin p degeri
0,4887 hesaplanmis ve anlamli bulunmamustir. Yiizey profilinde, maksimum etki
gozlenmistir. Sekil 5.78’de verilen izohips egrisi ve ii¢ boyutlu yiizey grafigi MeOH-prob
pozisyonu arasindaki etkilesimin anlamli olmadigin1 gostermektedir. Modelde CD
(MeOH- prob pozisyonu) i¢in p degeri 0,527 hesaplanmis ve anlamli bulunmamustir.
Yiizey profilinde, eyer noktasi etkisi gozlenmistir. Sekil 5.79’da verilen MeOH-gorev
dongiisii etkilesiminde (0,0) noktasindan uzaklastik¢a cevap degerleri yone gore artis ya
da diisiis gOstermektedir. Modelde CE (MeOH-gérev dongiisii) i¢in p degeri 0,5624
hesaplanmis ve anlamli bulunmamuistir. Yiizey profilinde, eyer noktas1 etki gozlenmistir.
Sekil 5.80°de verilen izohips egrisi ve ii¢ boyutlu yiizey grafigi prob pozisyonu-gorev
dongiisii arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini gostermektedir. Modelde DE (prob
pozisyonu -gorev dongiisii) i¢in p degeri 0,8741 hesaplanmis ve anlamli bulunmamustir.

Yiizey profilinde, plato bolge maksimum etki gdzlenmistir.

MeOH/H:0 ¢oziicii karigiminda ultrasonik prob ile ekstraksiyonun, deneysel tasarim
calismalar1 sonucu tek cevap faktoriine karsi alinan, ANOVA sonuglarinda elde edilen
yeterli kesinlik sonuglari, ¢aligmanin yeterli veri ile tamamlandigini gostermektedir.

Yeterli kesinlik (adequate precision), sinyal/guriiltii oranimi1 gostermekte olup, bu
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calismada bulunan sinyal/giirtiltii oran1 12,566’ dir. Bu deger yeterli kesinlige isaret
etmistir. Optimizasyon ¢aligsmalar1 kapsaminda; dogrusal programlama yapilmis, dinamik

ve kisitlanmis optimizasyon uygulanarak caligilmistir.

Cevap ylizeyi yonteminde optimal deney noktalarinin belirlenmesinde iki asamali bir yol

izlenmistir;

1. Bir deneye dayanarak, bir sonraki deneyde cevap yiizeyi altindaki maksimum (ya da
minimum) noktaya dogru nereden hareket edileceginin belirlenmesi,

2. Yiizeyin maksimum (ya da minimum) ya da yaklasik maksimum (ya da minimum)
sonucunu belirledikten sonra cevap yuzeyinin bu maksimum (ya da minimum) nokta

civarindaki alanda denkleminin belirlenmesi.

Calismada kullanilan Box-Wilson’un dik yokus yontemi dogrusal bir regresyon modelle
aciklanan proseslerin optimizasyonu i¢in kullanilmis ve maksimum miktarda Toplam
Antioksidan Aktivite elde edildigi sartlarda optimizasyon yapilmistir. Optimum sartlari
temsil eden ¢oziim noktasinda deneyler yapilmis ve tahmini cevap degerleri ile
karsilastirilmistir. Bes bagimsiz degisken icin pareto optimal ¢oziim sistemi

kullanilmistir.

Tek yanitli optimizasyon problemlerinin ¢6ziimii i¢in, desirability degerlendirilmistir.
Denklem 5.2’ye gore geometrik ortalama alinarak olusturulan toplu desirability

fonksiyonunu, maksimize eden (x) degisken seviyesi kombinasyonu bulunmustur.

Optimizasyonda desirability caligmalari sonucu, elde edilen ¢6ziim kiimesi asagida
verilmistir. Bagimli cevap degiskenini maksimize edecek, bagimsiz degiskenleri

minimize edecek nokta, optimizasyon i¢in secilmistir.
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Folutions

Number Amplitude [rridiation zamani Metanel Prob Pozisyonu Duty Cycle  T.Antioksidan Akt Desirability
1 ET.ET 5.595 £8.58 372 033 B2.5293 1.000
2z ET.65 2.8 E3.52 182 0.87 TB.2ET1 1.000
3 45.68 1.35 T4 1.50 041 80.213 1.000
4 85.45 25 g8.57 385 0.55 81.2458 1.000
] 3Z.48 6.13 68.35 317 0.58 83.231 1.000
] 4471 173 5144 3182 0.45 78,5551 1.000
T 81.63 7.18 T4.63 169 0.g2 B7.0525 1.000
] 85.11 1478 73.41 1.83 0.31 83,5334 1.000
3 418 f=l £2.84 B4 0.24 82.5387 Low Selected

Optimim kosullar; %46,15 genlik, 5,91 dk. SOD uyg. siiresi, % 63,84 MeOH, 2,54
prob pozisyonu, 0,84 gorev dongiisii ve 12,78 C/K Oram, 30°C sicakhk olarak

belirlenmistir.

Deney dogrulama (experimental verification) cevap ylizey yontemi ile elde edilen deney
sonuclarint dogrulamak ve deneysel degerlerden sapmay1 gorebilmek i¢in yapilan U¢
tekrarlt deney dogrulama sonuglarindan, Toplam Antioksidan Aktivite degeri % 85,939

ve standart sapma degeri 0,034 olarak bulunmustur.

5.4 EtOH/H20 Coziicii Ekstraksiyonu icin Deneysel Tasarim ve Optimizasyon
Calismasi

EtOH/H20 ¢oziicii  karigimi  ile kurutulmus ogiitiilmiis  zeytin - yapraklarindan
polifenollerin ekstraksiyonuna dayali ¢alisma kapsaminda; deney tasarimi metodlari
icinde sisteme etki eden degiskenlerden en Gnemli olanlar1 tespit edilmis ve iiriin
Ozellikleri Uzerinde etkilesimlerinin etkin olup olmadigi belirlenmistir. Cevap yiizey
metodu ile dort farkli degisken yardimi ile tamimlanan yiizeylerin, matematiksel ve
istatistiksel tekniklerin yardimiyla modellemesi yapilmustir. Streglerin optimizasyonunda
sistemin performansini veya iiriin kalitesini belirleyen ii¢ yanitla es zamanl ¢alisilmigtir.
Cevaplar maksimum seviyede tutulurken, sisteme kabul edilebilir degerler ve hedef
degerler girilmistir. Cevap yiizeyi metodundan, deneysel bir ¢alismada sonug {lizerinde
etkin olan ¢ok sayida faktdrle olusan bir tasarimda, istenen 6zellikleri saglayan bolgeyi

ve bu bolgeye ait optimum noktay1 tahmin etmek i¢in yararlanilmistir.
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Deneysel tasarimda, merkezi kompozit tasarim (Box Wilson tasarimi) c¢alisiimistir.
(2%+y1ldiz tasarimi) 4 faktér icin, dondiiriilebilir ve ortogonal tasarim yapilmustir. Eksenel

mesafe 2,00°dir.

Cizelge 5.17 Ug bagimli degisken igin dort faktorlii CCD tasarimda kullanilan bagimsiz
degiskenlerin incelenen etkinlik araligi

Siralama ve Seviyeleri
Faktorler(Bagimsiz Degiskenler) | +2 (+a) | +1 0 -1 -2 (-0)
A: EtOH (v/v) 85 65 45 25 5
B : Sicaklik (C°) 75 60 45 30 15
C : Siire (dk) 100 75 50 25 0
D: Coziicii/Kati Oran1 (mL/g) 42,50 30 17,5 5 0,5

EtOH’lU ekstraktlarda; HPLC ile oleuropein miktar tayini ve spektroskopik olarak Folin—
Ciocalteu yontemi ile GAE ve OLE esdegeri olarak toplam fenol tayini yapilmigtir.
Optimum kosullar1 belirlenmis ekstraktlarda ise toplam antioksidan miktari1 % inhibisyon

olarak DPPH yontemi ile tayin edilmistir.

Bagimli degisken olarak;

y1: Toplam Fenol miktar1 (GAE) mg/g yaprak
y2: Toplam Fenol miktar1 (OLE esd) mg/g yaprak
y3: Oleuropein miktar1 ( HPLC) mg/g yaprak

belirlenmistir.

Deney tasariminda, bagimsiz degiskenlerin bir fonksiyonu olarak yanit1 tanimlayan ikinci
dereceden model gelistirilmistir. Ikinci dereceden kurulan modelin hatalari, sabit
varyansla normal dagilmis olup birbirinden bagimsizdir. Optimizasyon calismasinda
sistemi karakterize eden tiim yanitlar birlikte ele alinmis, ¢ok yanith optimizasyon, ¢ok
amagli pareto bolgeler yardimi ile ¢oziilmiistiir. Deney Sayisi; 2k+25+6 = 2*4 + 24 +6

esitliginden 30 olarak hesaplanmistir (k: bagimsiz degisken sayist).
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Her bir cevap faktorii igin tasarim matrisi ve herbir terimin uyumu varyans analizi
(ANOVA) ile incelenmistir. Olusturulan bu modelin deneysel verileri ne kadar karsiladigt
ise yine varyans analizi (ANOVA) ile belirlenmistir. Bu yontemle herbir faktoriin lineer,
kuadratik ve interaksiyon etkilerinin cevaplar Gzerindeki istatistiksel 6nemlilikleri % 95
giiven seviyesinde Fischer (F testi) uygulanarak verilmistir. Istatistiksel olarak onemli
olmayan etkiler modelden ¢ikarilmistir. Bir model sistemin ger¢ek cevaba uygun olup
olmadigma ve uyum eksikliginden (lack of fit) kaynaklanan hatanin Onemsiz ve
regresyondan kaynaklanan varyasyonun % 95 giiven seviyesinde dnemli olmas1 kosulu
ile karar verilmistir. Uyum eksikligi i¢in F testinin 6nemli oldugu durumda, verilere

uygun olmasi i¢in daha karmasik bir modele ihtiya¢ duyulmus ve model degistirilmistir.

Calismada kullanilan deneysel tasarim noktalari ve cevaplari ¢izelge 5.18’de verilmistir.

Cizelge 5.18 EtOH/H.O ¢oziicii ekstraksiyonu igin kodlanmis ve gergek degerlerle

deneysel tasarim noktalar1 ve sonuglari

Faktorl Faktor2 Faktor3 Faktor4 Cevap1l | Cevap 2 Cevap 3
Std | Run | Blok | A:EtOH | B:Sicaklik C:Siure D:C/K T. Fenol | T. Fenol Oleuropein

%viv °C dakika orant GAE |OLE esd HPLC
1 17 | {1} | 25,0(-1) | 30,0(-1) | 25,0(-1) | 5,00(-1) 8,41 4,53 4,78
2 15 | {1} | 65,0(+1) | 30,0(-1) | 25,0(-1) | 5,00(-1) | 10,12 5,38 5,68
3 12 | {1} | 25,0(-1) | 60,0(+1) | 25,0(-1) | 5,00(-1) 8,03 4,36 4,88
4 6 {1} | 65,0(+1) | 60,0(+1) | 25,0(-1) | 5,0(-1) 14,37 6,12 6,60
5 18 | {1} | 25,0(-1) | 30,0(-1) | 75,0(+1) | 5,0(-1) 9,125 4,15 4,81
6 26 | {1} | 65,0(+1) | 30,0(-1) | 75,0(+1) | 5,0(-1) 11,82 5,99 4,43
7 28 | {1} | 25,0(-1) | 60,0(+1) | 75,0(+1) | 5,0(-1) 8,06 3,05 2,97
8 30 | {1} | 65,0(+1) | 60,0(+1) | 75,0(+1) | 5,0(-1) 16,03 7,81 7,45
9 8 {1} | 25,0(-1) | 30,0(-1) | 25,0(-1) | 30,0(+1) | 15,43 7,65 7,47
10 | 29 | {1} | 65,0(+1) | 30,0(-1) | 25,0(-1) | 30,0(+1) | 19,05 9,24 9,61
11 | 14 | {1} | 25,0(-1) | 60,0(+1) | 25,0(-1) | 30,0(+1) | 17,38 8,55 8,54
12 | 16 | {1} | 65,0(+1) | 60,0(+1) | 25,0(-1) | 30,0(+1) | 19,89 9,57 9,41
13 {1} | 25,0(-1) | 30,0(-1) | 75,0(+1) | 30,0(+1) | 16,64 8,06 8,83
14 {1} | 65,0(+1) | 30,0(-1) | 75,0(+1) | 30,0(+1) | 25,87 | 18,79 18,32
15 | 23 | {1} | 25,0(-1) | 60,0(+1) | 75,0(+1) | 30,0(+1) | 21,02 | 13,23 12,87
16 | 19 | {1} | 65,0(+1) | 60,0(+1) | 75,0(+1) | 30,0(+1) | 29,74 | 20,54 20,09
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Cizelge 5.18 EtOH/H.O ¢oziicii ekstraksiyonu igin kodlanmis ve gercek degerlerle
deneysel tasarim noktalar1 ve sonuglar1 (devam)

17 [ 20 | {1} | 5,0(2) | 450(0) | 50,0(0) | 17,50(0) | 7,94 | 2,69 2,34
18 | 1 | {1} | 85,0(+2) | 45,0(0) | 50,0(0) | 17,50(0) | 14,30 | 6,77 6,34
19 | 11 | {1} | 45,0(00) | 15,0(-2) | 50,0(0) | 17,50(0) | 17,36 | 8,96 8,30
20 | 9 | {1} | 45,0(0) | 75,0(+2) | 50,0(0) | 17,50(0) | 13,95 | 6,28 5,87
21 | 21 | {1} | 45,000) | 45,0(00) | 0,00(-2) | 17,50(0) | 1,96 | 0,19 0,99
22 | 22 [ {1} | 45,0(0) | 45,0(0) | 100(+2) | 17,50(0) | 16,04 | 8,62 7,29
23 | 2 [ {1} | 45,0(0) | 45,0(0) | 50,00) | 50(-1) | 12,68 | 5,51 4,94
24 | 27 | {1} | 45,000) | 45,000) | 50,000) | 42,5(+2) | 23,48 | 12,46 | 11,36
25 | 5 | {1} | 45,000) | 45,0(0) | 50,000) | 17,50(0) | 13,14 | 6,425 | 5,90
26 | 24 | {1} | 45,0(0) | 45,0(0) | 50,0(0) | 17,50(0) | 14,53 | 6,05 4,99
27 | 4 | {1} | 45,000) | 45,000) | 50,00) | 17,50(0) | 14,32 | 5,62 4,96
28 | 13 | {1} | 45,0(0) | 45,0(0) | 50,0(0) | 17,50(0) | 13,76 | 5,19 525
29 | 10 | {1} | 45,0(0) | 45,0(0) | 50,0(0) | 17,50(0) | 13,54 | 6,82 6,30
30 | 25 | {1} | 45,0(0) | 45,0(0) | 50,0(0) | 17,50(0) | 13,20 | 5,92 5,66

Ikinci dereceden model:

y=f(x) = Bo + Xi_, Bixi + X}, Bjixixj + Xi, Bii Xi? +1; seklinde tanimlanmistir.

Burada;

Bo: Regresyon esitliginin sabit terimi

Bi: Dogrusal terimlerin katsayilari

Bij : Etkilesim terimlerinin katsayilari

Bii : Quadratik terimlerinin katsayilari, olarak tanimlanmastir.

5.4.1 Cevap Faktori 1: Toplam Fenol miktar1 (GAE) deneysel tasarim (ANOVA)
sonuclari

Bulunan regresyon katsayilarinin 6nemini bulmak i¢in faktorlerin (degiskenlerin) orta
noktalarinda yapilan bir dizi paralel deneyden yararlanilmis ve F testi ile Fischer’in F
tablo degerlerinden regresyon modelin gegerligi sinanarak her iki test ANOVA istatistigi

cizelge 5.19°da verilmistir.
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Cizelge 5.19 EtOH/H2O ekstraksiyonu Toplam fenol (GAE) cevap faktori icin
tanimlanan kuadretik modelin ANOVA sonuglar1

Kaynak Kareler | Serbestlik | Ortalamanin | F Degeri p-Degeri,
toplanm | derecesi, df karesi P)>F
Model 827,49 14 59,11 7,60 <0,0002 | gecerli
A-EtOH 128,16 1 128,16 16,47 0,0010
B-Sicaklik 5,31 1 5,31 0,68 0,4217
C-Slre 120,59 1 120,59 15,50 0,0013
D-C/K Oran: 354,25 1 354,25 45,53 <0,0001
AB 4,29 1 4,29 0,55 0,4693
AC 13,03 1 13,03 1,67 0,2152
AD 1,82 1 1,82 0,23 0,6359
BC 1,39 1 1,39 0,18 0,6782
BD 1,00 1 1,00 0,13 0,7250
CD 18,88 1 18,88 2,43 0,1402
A2 2,48 1 2,48 0,32 0,5811
B? 19,50 1 19,50 2,51 0,1342
C? 19,12 1 19,12 2,46 0,1378
D? 21,87 1 21,87 2,81 0,1144
Arta Kalan 96,70 15 7,78
Uyum Eksikligi | 55,06 10 8,51 1,21 0,6548 g.degil
Hata 41,64 5 0,33
Diizeltilmis top. | 944,19 29
Onemli Model Terimleri A C,D
R? :0,876 R? adj :0,7610

Tahmin edilen veriler ve deneysel veriler arasindaki uyumu gésteren iliski katsayis1 (R?)
degeri 0,876 olarak elde edilmistir. Elde edilen bu deger, deneysel verilerin yizey
merkezli model ile %87,6 agiklanabilecegini gostermektedir. Bu sonug, elde edilen model
denklemin toplam fenol (GAE) miktar1 icin incelenen bagimsiz degiskenlerin 6l¢iim

araliginda yiiksek dogrulukta uygulanabilirligini agiklamaktadir.

Uyum eksikligi i¢in F testi degeri 0,6548 hesaplanmis ve 6nemli (uygun) (p>0,05)
bulunmamistir. Bu durum; EtOH/H20 ekstraksiyonunda EtOH orani, sicaklik, siire,
¢oziicli’katt oraninin toplam fenol miktarina (GAE) etkilerinin olusturulan model ile iyi

bir sekilde agiklanabilecegini gostermektedir.
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Tasarim kullanilarak 30 tekrar gercgeklestirilmis ve deneysel veriler iizerine ¢oklu
regresyon analizi uygulanmis ve elde edilen regresyon katsayilari kullanilarak, ylizey
merkezli tasarim icin ikinci dereceden model esitlik olusturulmustur. Biitiin
parametrelerin etkisi dikkate alinarak olusturulan, ikinci dereceden model denklemi

asagida verilmistir.

Kodlanmis degerlerle model denklemi;

YT.Fenolicaliikasit=13,98 + 2,31A + 0,47B + 2,24C + 4,35D + 0,52AB + 0,90AC + 0,34AD + 0,30BC
+0,25BD+1,09CD-0,30A%+ 0,84B?-0,83C2 + 1,16D?

Gergek Degerlerle;

Y FenotiGatiik asic= + 16,266 — 8,953A - 0.44B + 0,044C — 0,206D + 1,73.103 AB +1,805.103 AC +
1,73.10°AD + 7,86.10“ BC + 1,33.10° BD + 3,47.10° CD —7,43.10 A2+3,71.10°B’-1.32 10
C%+7,39.10° D

Model denklemi en Onemli model parametrelerine gore yeniden diizenlenmistir.

Diizenlenmis model denklemi:

Kodlanmis degerlerle;
Y1 FenoliGaliik sit= +13,98 + 2,31A + 2,24C + 4,35D

Gergek Degerlerle;
YT.Fenol/Galiik asit= + 16,256 — 8,953 A - 0,206 D

Cevap faktorii 1 Toplam Fenol (GAE)’in maksimizasyonu i¢in artik deger-normal olasilik
grafigi sekil 5.81°de verilmistir. Normal olasilik (dagilim) grafigi; hangi etkilerin
(bagimsiz degisken) ya da etkilesmelerin onemli oldugunu tespit etmek amaci ile

cizilmistir.
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Sekil 5.81 Toplam Fenol (GAE) miktar1 maksimizasyonu i¢in artik deger- normal olasilik
(probability) grafigi

Toplam Fenolik Mad (Gallik A E.D) Box-Cox Plot for Power Transforms
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Sekil 5.82 Box-Cox grafigi

Sekil 5.82’de verilen Box-Cox grafiginde, artiklarin kareleri toplaminin In degeri ile
lambda degerleri grafige gegirilmis ve elde edilen verilere gore A=1,18 bulunmus ve
calismanin cevap degeri i¢in calismanin %95 giiven araliginda yapilmasinin uygun
olduguve ayrica transformasyona (doniisiime) gerek olmadigi anlagilmistir. Deneysel
sonuglarin kuadratik modelden hesaplanan sonuglarla karsilagtirilmas: sekil 5.83’de

verilmistir.
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Hesaplanan sonuglar
o
1
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196 8.91 16.85 22.80 20.74

Deneysel sonuclar

Sekil 5.83 Deneysel sonuglarin kuadratik modelden hesaplanan sonuglarla
karsilastirilmasi
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Parametrelerin etkilesimi ve sonug iizerindeki etkisi ii¢ boyutlu yiizey grafikleri ve
izohips egrileri ile ortaya konulmustur. Model denkleminde EtOH orani, siire ve
¢oziicli/kat1 oraninin en 6nemli parametreler oldugu, belirlenmistir. Diger parametreler
merkezde sabit tutuldugunda, iki faktore ait seviyelerin Toplam fenol (GAE) miktari

tizerine olan etkileri izohips egrileri ve ylizey grafikleri ile gosterilmistir.
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Sekil 5.85 EtOH-siire iki faktorlii modeli igin, kodlanmig degerlerle egrilik iceren ii¢

boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yrrenoicaiikasit=+13,98+2.31A+2.24C
+0.90AC -0.30A2% -0.83C?
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Sekil 5.86 EtOH-¢oziicli/kat1 orani iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik

igeren ii¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Y .renoicaiikasi=+13,98+2.31A
+4.35D+ 0.34AD -0.30A% +1.16D?
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Sekil 5.88 Sicaklik-¢oziicii/kat1 orani iki faktorlii modeli igin, kodlanmis degerlerle
egrilik iceren ii¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Yt renovcalikasit =
+13,98+0.47B +4.35D+0.25BD +0.84B%+1.16D?
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Sekil 5.89 Siire-¢oziicii/kat1 orani iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik

iceren {i¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yrrenoncanikasi=+13,98 +2.24 C
+4.35D +1.09CD -0.83C%+1.16D?
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Sekil 5.84’de verilen izohips egrisi ve li¢ boyutlu yiizey grafigi EtOH-sicaklik arasindaki
etkilesimin anlamli olmadigin1 gostermektedir. Modelde AB (EtOH-sicaklik) i¢in p
degeri 0,4693 hesaplanmis ve anlamli bulunmamistir. EtOH cevap faktoriine artan
oranlarda etki ederken, sicaklik etkisi goriillmemektedir. Sekil 5.85°de verilen izohips
egrisi ve li¢ boyutlu yiizey grafigi EtOH-siire arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini
gostermektedir. Modelde AC (EtOH-siire) i¢in p degeri 0,2152 hesaplanmis ve anlamli
bulunmamistir. EtOH-siire arasindaki yiizey profili bize eyer noktas1 bolgesi olustugunu
gostermektedir. Sekil 5.86°da verilen izohips egrisi ve ii¢ boyutlu yiizey grafigi EtOH-
¢oziicti/kat1 oran1 arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini gostermektedir. Modelde AD
(EtOH-go6ziicii/kat1 orani) igin p degeri 0,6359 hesaplanmis ve anlamli bulunmamustir.
EtOH-¢oziicli/kat1 oran1 arasindaki ylizey profili bize bir plato bolgesi ve maksimum
nokta oldugunu gostermistir. Sekil 5.87° de verilen izohips egrisi ve ili¢ boyutlu yiizey
grafigi sicaklik-siire arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini1 géstermektedir. Modelde
BC (sicaklik-siire) i¢in p degeri 0,6782 hesaplanmis ve anlamli bulunmamistir. Yiizey
profilinde her iki parametreninde etki etmedigi, diisiik bir maksimizasyon etki oldugu
gbzlenmistir. Sekil 5.88’de verilen izohips egrisi ve ii¢ boyutlu yiizey grafigi sicaklik-
coziicii/kat1 oran1 arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini gostermektedir. Modelde BD
(sicaklik- ¢oziicii/kat1 orani) igin p degeri 0,7250 hesaplanmis ve anlamli bulunmamustir.
Yiizey profilinde, sicaklik parametresi etki etrmezken, ¢oziicii/kat1 orani cevap faktoriine
pozitif etki etmektedir ve plato goriintlisi s6z konusudur. Sekil 5.89°da verilen izohips
egrisi ve li¢ boyutlu yiizey grafigi silire-¢oziicli/kat1 oran1 arasindaki etkilesimin anlaml
olmadigini gostermektedir. Modelde CD (siire-¢oziicii/kat1 orani) igin p degeri 0,1402
hesaplanmis ve anlamli bulunmustur. Yiizey profilinde, siire parametresi etkisizken,

cOziicli/kat1 orani cevap faktoriine pozitif etki etmistir. Profil plato goriiniimiindedir.

5.4.2 Cevap Faktort 2:Toplam fenol miktar1 (OLE) deneysel tasarim (ANOVA)
sonuclar

Tasarim matrisi ve toplam fenol (OLE esd) cevap faktorii i¢in sonuglar ve bulunan
regresyon katsayilarinin 6nemini bulmak i¢in faktorlerin (degiskenlerin) orta
noktalarinda yapilan bir dizi paralel deneyden yararlanilmis ve uygulanan F testi ile
Fischer’in F tablo degerlerinden regresyon modelin gegerligi sinanmis ve her iki test

ANOVA istatistigi ¢izelge 5.20°de verilmistir.
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Cizelge 5.20 EtOH/H20O ekstraksiyonunda Toplam fenol (OLE) cevap faktorl igin
tanimlanan kuadretik modelin ANOVA sonuglari

Kaynak Kareler Serbestlik Ortalamanin | F Degeri p-Degeri
toplam derecesi, df | karesi P)>F

Model 453,50 14 32,39 6,96 <0,0003 | gecerli

A-EtOH 60,30 1 60,30 12,95 0,0026

B-Sicaklik 0,69 1 0,69 0,15 0,7053

C-Sure 77,40 1 77,40 16,62 0,0010

D-C/K Orani 157,30 1 157,30 33,79 <0,0001

AB 1,846.10° | 1 1,846 10 3,96610°° 0,9844

AC 23,54 1 23,54 5,06 0,0400

AD 8,18 1 8,18 1,76 0,2047

BC 2,12 1 2,12 0,45 0,5105

BD 2,92 1 2,92 5,57 0,4407

CD 38,96 1 38,96 74,33 0,0112

AZ 7,489.10° | 1 7,489.10°° 4,65 0,9685

B2 15,29 1 15,29 7,51 0,0901

(o 0,12 1 0,12 7,30 0,8771

D? 15,01 1 15,01 94,48 0,0927

Arta Kalan 69,84 15 4,66

UyumEksikligi 59,18 10 6,82 20,56 0,1119 gecerli

degil

Hata 11,66 5 0,33

Diizeltilmis top | 523,33 29

Onemli Model Terimleri A, C, D, AC, CD, B2

R? : 0,867 R2adj: 10,742

Tahmin edilen veriler ve deneysel veriler arasindaki uyumu gésteren iliski katsayis1 (R?)
degeri 0,867 olarak elde edilmistir. Elde edilen bu deger, deneysel verilerin yiizey
merkezli model ile % 86,7 agiklanabilecegini gostermektedir. Bu sonug elde edilen model
denklemin toplam fenol (OLE,mg/g) miktari i¢in incelenen bagimsiz degiskenlerin 6l¢iim

araliginda yiiksek dogrulukta uygulanabilirligini a¢iklamaktadir.

Uyum eksikligi i¢in F testi degeri 0,1119 hesaplanmis ve 6nemli (uygun) (p>0,05)
bulunmamistir. Bu durum; EtOH/H>O ¢6ziicti ekstraksiyonunda EtOH orani, sicaklik,
siire, ¢Ozilicii’kati oraninin, toplam fenol miktarina (OLE esd.) etkilerinin olusturulan

model ile iyi bir sekilde agiklanabilecegini gostermektedir.
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Tasarim kullanilarak 30 deneysel nokta c¢alisilmis ve deneysel veriler izerine ¢oklu
regresyon analizi uygulanmig, elde edilen regresyon katsayilart kullanilarak ylizey
merkezli tasarim i¢in ikinci dereceden model esitlik olusturulmus ve denklem asagida

verilmistir.

Kodlanmis degerlerle;

YT,FenoI/Oleuropein: 6,16 + 1,59A + 0,178 + 1,80C + 2,90D - 0,0llAB + 1,21AC+ 0,72AD +
0,36BC + 0,43BD + 1,56CD + 0,016A%+ 0,74B%— 0,064C? + 0,96 D?

Gergek Degerlerle;

Y1 Fenolioteuropein= 18,789-0,094A-0,371B-0,158C—0,464D-3,581 10°° AB +2,426.10°AC+
286.10 AD+ 9.69.10“BC + 2,28 10BD+4,99.103CD + 4,09.10°A%+ 3,288.10-3B2-1,03.10°3
C’+ 6,13.103 D2

Bu durumda model denklemi, en ©6nemli model parametrelerine gore yeniden
diizenlenmistir. Diizenlenmis model:

Kodlanmis degerlerle;
Y7 Fenolioteuropein= 6,16+ 1,59A +1,80C + 2,90D + 1,21AC + 1,56CD + 0,74B?

Gergek degerlerle;

YT Fenotioteuropein= 18,789 — 0,094A — 0,16C — 0,46D + 2,43 10°AC + 4,99 10°CD + 3,288.10° B2

Cevap faktorii 2 Toplam Fenol (OLE)’in maksimizasyonu i¢in artik deger-normal olasilik

grafigi sekil 5.90° da verilmistir.

I
Ty
m

Normal Olasihk
m

Artik Deger (Internally Studentized Resudials)

Sekil 5.90 Toplam Fenol (OLE) miktar1 maksimizasyonu i¢in artik deger- normal olasilik
(probability) grafigi
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Taplam Fenoiik Mad (Oleuropein E D)

Lambda

Current = 1

e 5
Low Cl =042 Y
High CL =117 1702

Recommend transform

None
(Lambda = 1)

Ln(ResidualSs)

Lambda

Sekil 5.91 Box-Cox grafigi

Sekil 5.91°de verilen Box-Cox grafiginde, artiklarin kareleri toplaminin In’i ile lambda
degerleri grafige gecirilmis elde edilen verilere gore A=0,89 bulunmus ve cevap degeri
icin calismanin % 95 giliven araliginda yapilmasmnin uygun oldugu ve ayrica

transformasyona (doniisiime) gerek olmadigi anlasilmistir.

Deneysel sonuglarin kuadratik modelden hesaplanan sonuglarla karsilastirilmast sekil

5.92°de verilmistir.
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Deneysel sonuglar

Sekil 5.92 Deneysel sonuglarin kuadratik modelden hesaplanan sonuglarla
karsilastirilmasi

Model denkleminde EtOH orani, siire ve ¢oziicii/kati oraninin 6nemli parametreler
oldugu, EtOH-sure, sure-¢oziicii/kat1 oran1 arasindaki iliskinin ve sicakligin karesinin
etkilesiminin Onemli oldugu belirlenmistir. Diger parametreler merkezde sabit
tutuldugunda, iki faktor e ait seviyelerin toplam fenol (OLE) miktar {izerine olan etkisi

tic boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrileri ile gosterilmistir.
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Sekil 5.93 EtOH, sicaklik iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik iceren ii¢

boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Yt renoloteuropein =f(X)= + 6.16+ 1.59A+0.17 B
-0,011AB +0.016A%+0.74B?

1Toplam Fenol(Oleuropein Esd) (mg/g yaprak)
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Sekil 5.94 EtOH-sure iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik igeren ii¢

boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yt renoloteuropein=f(X)=+6.16+1.59A+1.80
C+1,21AC +0.016A2% -0.064C?

50:I:oplam Fenol(Oleuropein Esd) (mg/g yaprak)
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Sekil 5.95 EtOH-¢oziicli/kat1 orani iki faktorlii modeli igin, kodlanmis degerlerle egrilik

igeren ii¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.renoioleuropein =f(X)=+ 6.16+
1.59A +2.90D + 0.72AD +0.016A? +0.96 D?
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1:I:oplam Fenol(Oleuropein Esd) (mg/g yaprak)
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Sekil 5.96 Sicaklik-sure iki faktorlii modeli igin, kodlanmis degerlerle egrilik iceren ii¢

boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.renotoleuropein =f(X)= + 6.16 +0.17B+1.80 C
+0.36BC +0.74B2-0.064C?
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Sekil 5.97 Sicaklik-¢oziicii/kat1 orani iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle

egrilik iceren ii¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Yt renoloteuropein=F(X)=+
6.16 +0.17* B +2.90* D +0.43*B*D+0.74*B2 +0.96 * D?
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Sekil 5.98 Siire-¢oziicii/katt orani iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik

igeren ii¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.renolioteuropein =f(X)=+ 6.16 +1.80C+2.90D
+1.56CD -0.064C? +0.96D?
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Sekil 5.93’de verilen izohips egrisi ve ti¢ boyutlu ylizey grafigi EtOH-sicaklik arasindaki
etkilesimin anlamli olmadigin1 gostermektedir. Modelde AB (EtOH-sicaklik) i¢in p
degeri 0,9844 hesaplanmis ve anlamli bulunmamistir. EtOH ylizey profilinde cevap
faktoriine pozitif etki ederken, sicakligin etkisi anlamsizdir. Sekil 5.94’de verilen izohips
egrisi ve ii¢ boyutlu ylizey grafigi EtOH-siire arasindaki etkilesimin anlamli oldugunu
gostermektedir. Modelde AC (EtOH-siire) igin p degeri 0,0400 hesaplanmis ve anlamli
bulunmustur. Yiizey profili bir plato goriintisiindedir ve EtOH ve sire cevap faktoriine
pozitif etki etmektedir. Sekil 5.95’de verilen izohips egrisi ve ti¢ boyutlu yiizey grafigi
EtOH-¢ozlici/kati orani arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini gostermektedir.
Modelde AD (EtOH-¢oziicii/katr orani) i¢in p degeri 0,2047 hesaplanmis ve anlaml
bulunmamistir.Yiizey profilinde ¢oziicii kati oraninin daha fazla etkin oldugu
goriilmektedir. Sekil 5.96’da verilen izohips egrisi ve li¢ boyutlu ylizey grafigi sicaklik-
stire arasindaki etkilesimin anlamli olmadigin1 gostermektedir. Modelde BC (sicaklik-
siire) i¢cin p degeri 0.5105 hesaplanmis ve anlamli bulunmamistir. Yiizey profilinde
sicaklik ve siire parametresi cevap faktoriine anlamli etki vermemektedir. Sekil 5.97’de
verilen izohips egrisi ve li¢c boyutlu yiizey grafigi sicaklik-¢oziicii/kat1 oran1 arasindaki
etkilesimin anlamli olmadigin1 géstermektedir. Modelde BD (sicaklik-¢oziicii/kat1 orani)
icin p degeri 0,4407 hesaplanmis ve anlamli bulunmamistir. Yiizey profilinde sicaklik
parametresi cevap faktoriine etki etmezken, ¢Oziici/kat1 orani pozitif etki etmektedir.
Sekil 5.98” de verilen izohips egrisi ve ii¢ boyutlu yiizey grafigi siire-¢oziicii/kat1 orani
arasindaki etkilesimin anlamli odugunu gostermektedir. Modelde CD (siire-¢6ziicii/kat1
orani) i¢in p degeri 0,0112 hesaplanmis ve anlamli bulunmustur. Yiizey profilinde siire

ve ¢oziicli/kat1 oran1 cevap faktoriine pozitif etki etmistir.

5.4.3 Cevap Faktorii 3: Oleuropein miktar1 (HPLC) deneysel tasarim (ANOVA)
sonuclari

Tasarim matrisi ve oleuropein (HPLC) cevap faktorii i¢in bulunan regresyon
katsayilarinin 6nemini belirlemek i¢in faktorlerin (degiskenlerin) orta noktalarinda
yapilan bir dizi paralel deneyden yararlanilmis ve uygulanan F testi ile Fischer’in F tablo
degerlerinden regresyon modelin gegerligi sinanmis ve her iki test ANOVA istatistigi

cizelge 5.21°de verilmistir.
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Cizelge 5.21 EtOH/H>O ekstraksiyonunda oleuropein (HPLC) cevap faktori ig
tanimlanan kuadretik modelin ANOVA sonuglar1

Kaynak Kareler Serbestlik | Ortalamamn | F p-Degeri
toplam derecesi,df | karesi Degeri | (P)>F
Model 406,62 14 29,04 5,27 0,0014  gegerli
A-EtOH 49,45 1 49,45 8,97 0,0090
B-Sicaklik 0,67 1 0,67 0,12 0,7322
C-Sure 52,21 1 52,21 9,48 0,0077
D-C/K Oram 146,54 1 146,54 26,60 | 0,0001
AB 0,29 1 0,29 0,053 | 0,8217
AC 14,39 1 14,39 2,61 0,1269
AD 10,56 1 10,56 1,92 0,1865
BC 1,62 1 1,62 0,29 0,5951
BD 1,25 1 1,25 0,23 0,6410
CD 46,84 1 46,84 8,50 0,0106
A? 0,42 1 0,42 0,076 | 0,7864
B? 18,27 1 18,27 3,32 0,0886
C? 0,15 1 0,15 0,027 |0,8722
D? 16,27 1 16,27 2,95 0,1063
Arta Kalan 82,64 15 5,51
Uyum Eksikligi | 81,21 10 8,12 28,25 | 0,0660 g. degil
Hata 1,44 5 0,29
Diizeltilmis top | 489,26 29
Onemli Model Terimleri A, C,D,CD
R 0,8311 R2ag;: 0,6734

Tahmin edilen veriler ve deneysel veriler arasindaki uyumu gésteren iliski katsayist (R?)
degeri 0,8311 olarak elde edilmistir. Elde edilen bu deger, deneysel verilerin yiizey
merkezli model ile % 83,11 agiklanabilecegini gostermektedir. Ayrica, uyum eksikligi
icin F testi degeri 0,0660 hesaplanmis ve 6nemli (uygun) (p>0,05) bulunmamistir. Bu
sonu¢ elde edilen model denklemin oleuropein (HPLC) miktar1 (mg/g yaprak) i¢in EtOH
ile ekstraksiyonda incelenen bagimsiz degiskenlerin (EtOH orani, sicaklik, siire,
¢ozlici/katt oran1) Olgim araliginda yiiksek dogrulukta uygulanabilirligini
acgiklamaktadir.
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Tasarim kullanilarak 30 deneysel ¢aligsma ile elde edilen deneysel veriler tizerine ¢oklu
regresyon analizi uygulanmis ve bulunan regresyon katsayilari kullanilarak ylizey
merkezli tasarim icin ikinci dereceden model esitlik olusturulmustur. Biitiin
parametrelerin etkisi dikkate alinarak olusturulan ikinci dereceden model denklemi

asagida verilmistir.

Kodlanmis degerlerle;

Y oteuropein= 5,65+ 1,44A + 0,17B + 1,47C + 2,79D + 0,13AB + 0,95AC + 0,81AD + 0,32BC +
0,28BD +1,71CD + 0,12A%+ 0,81B?+ 0,073C?+ 1,00D?

Gergek Degerlerle;

Y oteuropein= 20,809-0,127A -0,401B - 0,172C - 0,487D + 4,485.10“AB + 1,896.10° AC + 3,250
10°3AD + 8,498.10“BC + 1,489.10°BD + 5,475.10°CD + 3,064.10° A%+ 3,595.10°B? +
1,163.10°3C? + 6,381.10°D?

Bu durumda model denklemi en o6nemli model parametrelerine gore yeniden
diizenlenmistir. Diizenlenmis model:

Kodlanmis degerlerle;
Y oleuropein= 5,65 + 1,44A + 1,47C + 2,79D + 1,71CD

Gergek degerlerle;

Y oleuropein=20,809 - 0,127 A — 0,172C — 0,487 D + 5,475.10°CD

Cevap faktorii 3, Oleuropein (HPLC) nin maksimizasyonu i¢in hangi etkilerin (bagimsiz
degisken) ya da etkilesmelerin 6nemli olduguna karar vermek amaci ile ¢izilen artik

deger-normal olasilik grafigi sekil 5.99°da verilmistir.

Normal Olasihk

Artik Deger (Internally Studentized Resudials)

Sekil 5.99 Oleuropein (HPLC) maksimizasyonu i¢in artik deger-normal olasilik
(probability) grafigi
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Ln/Residualé

Lambda

Sekil 5.100 Box-Cox grafigi

Sekil 5.100°de verilen Box-Cox grafiginde, artiklarin kareleri toplaminin In’1 ile lambda
degerleri grafige gecirilmis elde edilen verilere goére A=0,60 bulunmus ve cevap degeri
icin calismanin %95 giiven aralifinda yapilmasmin uygun oldugu ve ayrica
transformasyona (doniisiime) gerek olmadigi anlasilmistir. Deneysel sonuglarin,

kuadratik modelden hesaplanan sonuglarla karsilastirilmasi sekil 5.101°de verilmistir.

21.00
20.0898 .
A
0.990348 A m
A~

15.75 —| 7 m

Predicle

m ,//‘
B g ,-D/Eé'

0.00 —f

Hesaplanan sonugclari

Actual
Deneysel sonuclar

Sekil 5.101 Deneysel sonuglarin kuadratik modelden hesaplanan sonuglarla
karsilastirilmasi

Model denkleminde EtOH orani, siire, ¢Oziicii/kati oram1 ve siire-¢Oziicii/kat1 orani
etkilesiminin 6nemli parametreler oldugu belirlenmistir. Diger parametreler merkezde
sabit tutuldugunda, iki faktore ait seviyelerin Oleuropein (HPLC) miktar {izerine olan

etkileri izohips egrileri ve ylizey grafikleri ile asagida gosterilmistir.
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Oleuropen (HPLC)

20.0898 000 Oleuropen (HPLC)
0.990348
10
X1 = A Etanol
X2 = B: Sicaklik
O 85 52.50
Actual Factors i
C: Sure = 50.00 T -
D: G/K Orani = 17.50 ~— 2=
S = i CEEUE
g .. 8 o0 [489748]
s @
5 i}
ol 4
3750
60.00 65.00
52.50 55.00
45.00 45.00
B: Sicaklk 3300 A: Etanol o
30.00 " 25.00 25.00 35.00 45.00 56.00 65.00

Sekil 5.102 EtOH, sicaklik iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik igeren

tic boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Yoieuropein =f(X)= + 5,65+ 1.44A+0.17B
+0.13AB +0.12A2+0.81B?

Oleuropein miktari (mg/g yaprak)

Oleuropein miktari (mg/g yaprak)
C: Siire (dakika)

55 100

a: Etanol (%v/v)

Sekil 5.103 EtOH-siire iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik iceren iig

boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yoweuropein =f(X)= + 5,65+ 1.44A +1,47C
+0.95AC +0.12A? +0.073C?

Oleuropein miktari (mg/g yaprak)
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a: Etanol (%v/v)

Sekil 5.104 EtOH-¢oziicii/kat1 orant iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik

igeren ii¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Yoieuropein =f(X)= + 5,65+ 1.44A
+2.79D + 0.81AD +0.12A? +1.00D?
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Oleuropein miktari (mg/g yaprak)
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Sekil 5.105 Sicaklik-siire iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik igeren (g

boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yoieuropein =f(X)= + 5,65 +0.17B+1,47C
+0.32BC+ +0.81B%+0.073C?

Oleuropein miktari (mg/g yaprak)
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Sekil 5.106 Sicaklik-¢oziicii/kat1 orani iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle
egrilik igeren ii¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Y oleuropein =f(X)= +
5,65 +0.17B +2.79D + 0.28BD +0.81B2 +1.00D?
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Sekil 5.107 Siire-¢oziicli/kat1 orani iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik

igeren ii¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Yt renololeuropein =f(X)= + 5,65
+1,47C +2.79 D +1.71CD +0.073C?+1.00D?
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Sekil 5.102°de verilen izohips egrisi ve li¢ boyutlu yiizey grafigi EtOH-s1caklik arasindaki
etkilesimin anlamli olmadigini gostermektedir. AB (EtOH-sicaklik) i¢in p degeri (0,8217)
hesaplanmis ve anlamli bulunmamustir. Yiizey profilinde EtOH cevap faktoriine anlaml
bir pozitif etki verirken, sicakligin bir etkisi gézlenmemistir. Sekil 5.103’de verilen
izohips egrisi ve li¢ boyutlu ylizey grafigi EtOH-siire arasindaki etkilesimin anlamli
olmadigini gostermektedir. Modelde AC (EtOH-siire) i¢in pdegeri (0,1269) hesaplanmis
ve anlamli bulunmamustir. Yiizey profilinde EtOH ve siire parametresi cevap faktoriine
pozitif etki etmektedir. Kontiir yiizey grafiginden siire parametresinin c¢alisma
kosullarimin uygun olmadigi, daha uzun ekstraksiyon siiresine ihtiya¢ duyuldugu
belirlenmistir. Sekil 5.104’de verilen izohips egrisi ve {i¢ boyutlu yiizey grafigi EtOH-
¢oziicli/kat1 oran1 arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini gostermektedir. Modelde AD
(EtOH-¢oziicii/kat1 orani) i¢in p degeri (0,1865) hesaplanmis ve anlamli bulunmamustir.
Yiizey profilinde ¢oziicii/katt oraninin EtOH’e gore daha anlamli pozitif etki verdigi
goriilmektedir. Yiizey profili bir plato bolgesi olusturmustur. Sekil 5.105°de verilen
izohips egrisi ve li¢ boyutlu yiizey grafigi sicaklik-siire arasindaki etkilesimin anlaml
olmadigim1 gostermektedir. Modelde BC (sicaklik-siire) i¢in p degeri (0,5951)
hesaplanmis ve anlamli bulunmamustir. Yiizey profilinde siire parametresi cevap
faktoriine pozitif etki etmektedir. Sekil 5.106’da verilen izohips egrisi ve ii¢ boyutlu
ylizey grafigi sicaklik-¢oziiclii/kati orani arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini
gostermektedir. Modelde BD (sicaklik-¢oziicii/kati orani) i¢in p degeri (0,6410)
hesaplanmis ve anlamli bulunmamstir. Yiizey profilinde sicaklik parametresi cevap
faktoriine etki etmezken, ¢oziicli/kati oran1 pozitif etki etmektedir. Sekil 5.107°de verilen
izohips egrisi ve ii¢ boyutlu yiizey grafigi sicaklik-¢oziicli/kati orani arasindaki
(interaksiyon etkileri) etkilesimin anlamli oldugunu gdstermektedir. Model denklemi ile
uyumludur. Modelde CD (sure-¢oziicivkati orani) igin p degeri (0,0106) hesaplanmis ve
anlamli bulunmustur. Yiizey profilinde siire parametresi ve ¢oziicii/kati orani cevap
faktoriine pozitif etki etmistir. Yiizey profili bir maksimum plato bdlgesini isaret

etmektedir.
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5.4.4 EtOH/H:20 coziicii ekstraksiyonu icin optimizasyon calismasi

EtOH/H20O ¢oziicti ekstraksiyonun, deneysel tasarim g¢alismalari sonucu ii¢ cevap
faktoriine karsi alinan ANOVA sonuclarinda elde edilen kesinlik sonuglar1 ¢alismanin
yeterli veri ile tamamalandigimi gostermistir. Bu calismada bulunan sinyal giiriilti
oranlart her bir cevap fonksiyonu icin (toplam fenol-GAE; toplam fenol-OLE;
oleuropein-HPLC) siras1 ile 10,858;10,626 ve 8,887 dir. Bu degerler yeterli sinyale isaret
etmektedir. Arastirmanin bu asamasinda, optimizasyon ¢alismalarina gegilmistir.
Optimizasyon kapsaminda; dogrusal programlama yapilmig, dinamik ve kisitlanmis

optimizasyon uygulanarak ¢aligilmistir.

Calismada kullanilan Box-Wilson’un dik yokus yontemi, dogrusal bir regresyon model
ile agiklanan proseslerin optimizasyonu i¢in kullanilmistir. Elde edilen sonuclara gore,
bagimsiz degiskenleri minimize eden, maksimum miktarda toplam fenol (GAE ve OLE
esd.) ve oleuropeinin (HPLC) elde edildigi sartlar gézoniine alinarak optimizasyon
yapilmistir. Optimum sartlar1 temsil eden ¢6ziim noktasinda deneyler yapilmis ve tahmini
cevap degerleri ile karsilastirilmistir. Dort bagimsiz degisken icin, Pareto optimal sistemi
kullanilmigtir. Cok yanitli optimizasyon problemlerinin ¢ozimu igin desirability
degerlendirilmistir. Optimizasyonda desirability ¢aligmalar1 sonucu, elde edilen ¢oziim

kiimesi asagida verilmistir.

Number Etanol Sicaklik Sure /K Orani Toplam FenoToplam FenoOQleuropein mr Desirability
1 25.000 30.000 75.000 S.000 9.124 3.848 4,454 1.000
2 25.000 30.000 75.000 30.000 16.6359 8.365 9.147 1.000
3 45 000 45 000 50.000 17.500 13748 6.003 5510 1.000
4 65.000 30.000 75.000 5.000 11.825 6.258 4742 1.000
5 25.000 30.000 25.000 30.000 15.432 7.345 7157 1.000
6 45.000 45.000 50.000 42.500 23.481 12.485 11.359 1.000
7 55.000 S0.000 75000 S.000 16.028 7.508 7.133 1.000
8 65.000 30.000 25.000 S.000 10,102 5.071 5.366 1.000
= 25.000 &0.000 25.000 S.o000 8.033 4,055 4.563 1.000

10 25.000 &0.000 75.000 30.000 21.021 12.924 12.553 1.000
11 B5.000 30.000 75 000 30.000 25.887 18.489 18.008 1.000
12 25.000 30.000 25.000 5.000 2410 4 822 5.087 1.000
13 65.000 30.000 25.000 30.000 18.050 5.545 9.524 1.000
14 65.000 60.000 25.000 5.000 14375 5.423 6.919 1.000
15 45.000 45.000 100.000 17.500 16.029 8.620 7.292 1.000
16 25.000 &0.000 75000 S.000 8.077 3.356 3.284 1.000
17 25.000 &0.000 25.000 20.000 17.383 8.852 8.851 1.000
18 65.000 &0.000 25.000 30.000 19.893 9.268 9.095 1.000
19 62.500 S8.500 71.250 28.000 26.851 A7 847 A7.528 1.000 Selected
20 45 000 45 000 50.000 5.000 12 884 5.507 4540 1.000

250



Optimim kosullar; 62,50 (v/v) EtOH, 58,50 °C Sicaklik, 71,250 dk Siire, 28 C/K oram

olarak belirlenmistir.

Deney dogrulama (experimental verification) cevap ytizey yontemi ile elde edilen deney
sonuglarint dogrulamak ve deneysel degerlerden sapmay1 gorebilmek icin yapilan U¢
tekrarlt deney dogrulama sonuglarindan, Toplam Fenol (GAE), Toplam Fenol (OLE esd.)
ve Oleuropein miktar1 sirasi ile 26,85 mg/g yaprak, 17,85 mg/g yaprak, 17,53 mg/g
yaprak ve standart sapma degerleri sirasiyla 1,01; 0,72 ve 0,71 olarak bulunmustur.

5.4.5 EtOH/H20 ¢ozicu ekstraksiyonunda ultrasonik banyo ile ses 6tesi dalga etkisi

Ses oOtesi dalganin (ultrasonik dalga) EtOH/H.O ¢oziicii ekstraksiyonuna olan etkisi
incelenmistir. Bu amagla; EtOH/H.0 ¢6ziiciilii ekstraklarin optimal bélgede ve zorlanmis
bolgede yapilan ¢aligmalari; ayn1 zamanda Everest Cleanex 911 model ultrasonik banyo
(220V,50 Hz) ile ses otesi dalga etkisi verilerek incelenmistir. Ses Gtesi dalga etkisi ile

yapilan ¢alismalara ait kosullar ve karsilagtirmalar ¢izelge 5.22°de verilmistir.

Cizelge 5.22 EtOH/H0 ekstraksiyonunda ses 6tesi dalga (ultrasonik banyo) uygulamasi
nin cevap degiskenleri (izerine etkisi

5 989 (G847 |JB4@ |3z ¢
S |c85g |e8§< |L888s |23 |Is
= R [ = = £79 D¢ w £ X
osuller s 2832 |283% |889:k |Eg |if
e L o 5 L WL o 5 e 5 0 5 £ 8'6' o
= FSETIF | FST 8 | 287 F F= |2
©] o o
76,0v/v EtOH/59,5°C | 7,40 |7,71 (3,62 | 3,77 (2,37 | 2,53 | 4,11 4,21 6,8
/79,3 dk. /3,9 C-K oram
62,1 EtOH /71,7 °C/ 10,60 (11,86 |517 | 5,79 |3,40 | 4,36 | 11,87 | 12,18 28

87,1 dk. /5,3 C-K orani

69,5 EtOH /74,8 °C / 596 [6,18 (2,91 | 3,02 (1,12 | 2,30 | 3,74 3,82 |104,7
65,6 dk./3,1 C-K oram

59,8 EtOH /74,8 °C/ 9,77 (10,14 (4,75 | 494 (3,26 | 3,58 | 3,83 3,93 9,9
93,96dk. / 5,2C-K oram

30,3 EtOH / 20,2°C / 15,8 (22,59 |7,42 |10,83 (2,18 | 5,56 |43,36 | 46,05 |155,6
84,4 dk. /15,2 C-K ram

75,2 EtOH /36,4 °C/ 12,0 (17,74 |5,76 | 8,63 |3,73 | 5,09 (47,69 | 49,71 36,6
83,7 dk. /8,6 C-K orani
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Cizelge 5.22 EtOH/H0 ekstraksiyonunda ses 6tesi dalga (ultrasonik banyo) uygulamasi
nin cevap degiskenleri tizerine etkisi (devam)

65EtOH/60°C/75dk. | 8,05 |998 (3,90 | 4,86 |2,83 |3,72 |23,97 | 24,74 | 315
/5C-K orani

65EtOH/60°C/25dk. | 8,20 | 9,64 (3,97 | 4,69 |258 |3,23 |17,58 | 18,14 25
/5C-K orami

65EtOH/30°C/75dk. | 7,49 |8,88 (3,62 | 4,27 (2,45 |2,99 |18,43 | 17,99 | 22,6
/5C-K oram

62,5 EtOH /58,5 °C 26,85 (22,26 |17,6 |15,60 |17,5 | 153 |-21,26 | -11,36 |-12,8
/71,25 dk. / 28 C-K

25EtOH/30°C/75dk. | 6,18 |9,45 (2,96 | 4,60 |1,48 | 259 |52,88 | 55,13 | 74,3
/5 C-K orami

Ses oOtesi dalgaya maruz kalan bitkisel dokularda fiziksel degisimler meydana gelmis ve
ultrasonik dalga etkisiyle hiicre duvarlar1 hasar gérerek doku i¢indeki ekstrakte edilebilir
bilesenlerin ortaya ¢ikmasi kolaylasmistir. Calisma sonuglart da bu anlamda zeytin
yapragindan EtOH/H>O c¢o6zlcisu ile polifenolik maddelerin ekstraksiyonunda, toplam
fenol miktar1 (GAE ve OLE) ag¢isindan anlamli bir fark olmadigini, oleuropein miktari
acisindan anlamli bir fark oldugunu isaret etmektedir (veri ¢ifti t testi, EK2a-c). Toplam
fenol (GAE) miktarinda %52,9 toplam fenol (OLE) miktarinda %55,1 oleuropein (HPLC)
miktarinda % 155,6 oranlarinda artis sozkonsudur. Bu durumun 6zellikle diisiik EtOH ve
yiiksek c¢oziicii/kat1 oraninda olmasi dikkat c¢ekicidir. EtOH orani biraz diisiiriiliip,
¢oziicli/kat1 oran1 belirgin bir sekilde azaltildiginda (25EtOH /5 C-K orani), toplam fenol
(GAE) %52,88, toplam fenol (OLE) %55,13 oranlarinda kalirken, oleuropein (HPLC) ise
%74,3 oranina gerilemistir. Bir bagka dikkat c¢ekici durum ise yiksek EtOH, diisiik
¢oziicii/kat1 oraninda (69,5EtOH/3,1C-K orani), toplam fenol (GAE) miktarinda %3,74
toplam fenol (OLE) miktarinda %3,82 gibi diisiik bir pozitif degisim gozlenirken,
oleuropein (HPLC) miktarinda %104,7 gibi dikkat cekici bir pozitif iyilesmenin
olmasidir. Bu sonug, zeytin yapragindan oleuropeinin ultrasonik banyo ile ses 6tesi dalga
ekstraksiyonu i¢in, diisiik ¢oziicii/kat1 oran1 ¢alisma kosulu igermesi agisindan, avantajli
ve onemlidir. EtOH/H20 ¢oziicii ekstraksiyonunun optimum kosullarinda ultrasonik

banyo ile ses Otesi dalga etkisi cevap degiskenlerini negatif etkilemistir.
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EtOH/H,0 c¢o6zlclu sisteminde ses otesi dalga ile toplam fenol ve oleuropein (HPLC)
miktar1 tizerinde, baz1 kosullar disinda pozitif etki etmesi nedeniyle, optimum nokta
cevresi ve zorlanmis kosullarda toplam antioksidan aktivitenin etkilenip etkilenmeyecegi
ve antioksidan aktivitenin hangi oranda degisecegi belirlenmistir. Bu amagla ayni
kosullarda ses Otesi dalga uygulanmis EtOH-H>O ¢Ozucull ekstraktlarda toplam

antioksidan aktivitesi tayin edilmis ve alinan sonuglar ¢izelge 5.23°de verilmistir.

Cizelge 5.23 Ses oOtesi dalga uygulanmis ve uygulanmamis EtOH/H>O c¢ozicull
ekstraktlarda toplam antioksidan aktivite degisimi

Ses oOtesi dalga Ses oOtesi dalga
Kosullar uygulanmamig uygulanmig
Abs. %Inhibisyon | Abs. %Inhibisyon

76,0 EtOH /59,5 °C /79,3 dk./ 3,9 C-K 0,117 93,02 0,125 92,54
62,5 EtOH /58,5 °C /71,25 dk. / 28 C-K 0,105 93,74 0,139 91,71
69,5 EtOH / 74,8 °C /65,6 dk./ 3,1 C-K 0,154 90,81 0,183 89,08
59,8 EtOH / 74,8 °C /93,9 dk./ 5,2 C-K 0,115 93,14 0,107 93,62
30,3 EtOH / 20,2 °C /84,4 dk. / 15,2 C-K 0,058 96,54 0,057 96,60
75,2 EtOH / 36,4 °C /83,7 dk./ 8,6 C-K 0,072 95,70 0,088 94,75
65 EtOH / 60 °C / 75 dk./ 5 C-K 0,093 94,45 0,099 94,09
65 EtOH / 60 °C / 25 dk./ 5 C-K 0,117 93,02 0,117 93,02
65 EtOH /30 °C/ 75 dk./ 5 C-K 0,126 92,48 0,14 91,65
65 EtOH / 60 °C / 75 dk./ 15 C-K 0,093 94,45 0,075 95,53
25 EtOH /30 °C /75 dk./ 5 C-K 0,085 94,93 0,11 93,44
25 EtOH /60 °C /75 dk./ 5 C-K 0,087 94,81 0,13 92,24
Kontrol (EtOH) 1,676
Oleuropein 55,8

Elde edilen sonuclar; ses 6tesi dalga etkisi verilmesinin EtOH/H.0 ¢6zucili ekstraktlarda
antioksidan aktivitesinde degisime neden olup, bu degisimin % inhibisyonu azaltan

yonde, negatif etkili oldugunu gostermistir (veri ¢ifti t testi, EK2d).

Bu calismalar 1s18inda; sabit frekans ve giigte bile ses Otesi dalganin etkili olmasi,
degistirilebilir frekans ve giicte ses 6tesi dalga uygulamasinin, ekstraksiyonu gelistirecek
yonde bir durum yaratacagl goriisiini dogurmustur. Bu amagcla, zeytin yapragindan
polifenollerin ekstraksiyonu igin yeni bir yontem gelistirilmesi ve optimum kosullariin

belirlenmesi i¢in ultrasonik prob uygulamasina gecilmistir. Ultrasonik prob i¢in yapilan
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deneysel tasarim ve optimizasyon c¢aligsmalar1 kapsaminda, toplam fenol (GAE ve OLE)
ve oleuropein miktari ¢oklu amag fonksiyonu ile bir arada degerlendirilirken, toplam
antioksidan aktivitenin farkli bir amag¢ fonksiyonu kapsaminda degerlendirilerek tek

cevap faktorlii optimizasyon yapilmasina karar verilmistir.

5.5 EtOH/H20 Coziiculu Ultrasonik Prob Ekstraksiyonunda U¢ Amach Deneysel
Tasarim ve Optimizasyon Calismasi

EtOH-H20 c¢oziicii karisiminda ultrasonik prob etkisi ile kurutulmus 6giitilmis zeytin
yapraklarindan polifenollerin ekstraksiyonuna dayali c¢aligma kapsaminda; deney
tasariminda sisteme etki eden degiskenlerden en 6nemli olanlarin tespiti, lirlin 6zellikleri
Uzerinde etkilesimlerinin etkin olup olmadigi belirlenmeye ¢alisilmistir. Deney tasarim
metotlarindan biri olan cevap yiizey metodu ile sistemin optimum yaniti, yani iirliin
ozelliklerini optimuma ulastiracak degiskenlerin degerleri tespit edilmistir. Cevap yiizey
metodu ile bes farkli degisken yardimi ile tanimlanan yiizeylerin, matematiksel ve
istatistiksel tekniklerin yardimi ile modellemesi yapilmaistir. Siireglerin optimizasyonunda

sistemin performansini veya iiriin kalitesini belirleyen ii¢ yanitla es zamanl ¢aligiimistir..

Zeytin yapragindan EtOH-HO ¢6zucull ultrasonik prob ile polifenollerin ekstraksiyonu
icin, bes bagimsiz degiskenin calisma araliklar1 belirlenirken, EtOH-H2O ¢0zicu
optimizasyonuna ait optimum kosullardan yararlanilmistir. EtOH-H20 ¢0ziicl sistemine
ait optimum kosullar; bélim 5.4.4’de 62,50 (v/v) EtOH, 58,50 °C Sicaklik, 71,250 dk
Siire, 28 C/K Oram olarak verilmistir. Ultrasonik banyo etkisinin sonuclar1 dikkate
alindiginda, sicaklik ve coziicli’/katt oraninin yiiksek degerlerde olmasinin, ultrasonik
probla ses otesi dalga uygulamasi ile negatif etkisi olacagi géz oniine alinmistir. Probun
diisiik sicakliklarda da etkin olmasi nedeni ile sicaklik 30 °C’da sabit tutularak, degisken
olarak degerlendirilmemistir. Prob uygulamalarinda en 6nemli etkenin enerji yogunlugu
oldugu bilinmektedir. Bu amagla kontrol edilmesi gereken temel parametreler siire ve gii¢
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ses 6tesi dalganin ¢oziicii/kati oran1 28 (50 mL EtOH/H20
coziicii karisim /1,785 g yaprak)’de sabit tutularak, ¢alisma probun etki ucunun
girebilecegi agiklikta bosluk bulunan agzi kapali cam beherler i¢inde yapilmistir. Bolim

3.2.2’de anlatildig1 gibi, ultrasonik probun dalga yayan yiizeyinin yakinlarinda
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maksimum ultrasonik gii¢ olugsmaktadir. Proba olan uzaklik arttik¢a ultrasonik yogunluk
(etki) azalmaktadir. Bu nedenle prob pozisyonu bir diger degisken olarak seg¢ilmistir.
EtOH’iin ¢alisma aralig1 belirlenirken, bir 6nceki optimizasyon ¢alismasinin verisi orta
nokta olacak sekilde alinmis, maksimizasyonu en iyi olan aralik secilmistir. En temel

kisitlar ise ultrasonik prob cihazindan kaynaklanmaistir.

Deneysel tasarimda, D-optimal tasarim c¢alisildigindan tasarim, belirtilen model
katsayilarinin tahminiyle ilgili varyansi en aza indirecek sekilde dizayn noktalar1 segmek
icin gelistirilmistir. Bir D-optimal tasarim, (X'X)' matrisinin determinantin1 en aza

indirir. Bu durum katsayilar i¢in giiven elipsoidinin hacmini en aza indirecektir.

Bes faktor i¢in, kuadretik modelde kose faktoriyel noktalari, kenarlarin merkezleri,
kisitlanmis diizlemsel agirlik merkezleri, eksenel kontrol karisim noktalari, i¢ noktalar,

tiim agirlik merkezleri hesaplanmis ve 31 noktali tasarim yapilmistir.

Cizelge 5.24 Bes bagimsiz degisken i¢in D-optimal tasarimda kullanilan bagimsiz
degiskenlerin incelenen etkinlik aralig

Siralama ve Seviyeleri
Faktorler (Bagimsiz Degiskenler) +1 -1
A: Genlik (amplitude) 89 32
B : SOD uyg.suresi (dK) (irridation time) | 15 1
C: EtOH % 80 50
D :Prob pozisyonu (cm) 4 1,5
E : Gorev dongiist (duty cycle) 1 0,3

EtOH/H,O ¢Ozuclli ultrasonik prob uygulanmis ekstraktlarda, ilk optimizasyon
calismasinda bagimli degisken olarak;

y1: Toplam Fenol miktari (GAE) mg/g yaprak,
y2: Toplam Fenol miktar1 (OLE esd.) mg/g yaprak,
y3: Oleuropein miktar1 ( HPLC) mg/g yaprak

belirlenmistir.
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5.5.1 EtOH/H20 ¢6zuculu ultrasonik prob ekstraksiyonunda ti¢ amag fonksiyonlu
deneysel tasarim

Calismada kullanilan deneysel tasarim noktalar1 ve cevaplari ¢izelge 5.25°de verilmistir.

Cizelge 5.25 EtOH-H0 ¢oziiculi ultrasonik prob ekstraksiyonunda ti¢ amag fonksiyonlu
deneysel tasarim noktalar1 ve sonuglari

Cevap 1l | Cevap 2 Cevap 3
Fakiorl | c oo | Fakaprs | FaKIOM4 Faktsrs | T-Fenol |T.Fenol | Oleuropein
s | ran | S | BSOD | CiEtOH p(?z-i':;‘;zu EGorev | (GAB) | (OLE HPLC
uyg.siire % donguisii mg/g esd). mg/g yaprak
dk cm % yaprak | mglg
yaprak
1 | 18 |32(-1) |1(1) |50(1) | 15(1) |0650) | 581 | 1,95 0,58
2 | 4 |89(+1) |15(+1) |50(-1) | 1,5(-1) |03(-1) | 532 | 2,05 0,66
3 7 |89(+1) | 1(-1) 50(-1) | 2,75(0) | 1,0(+1) 5,05 1,91 0,61
4 20 | 60,5(0) | 1(-1) 80(+1) | 1,5(-1) | 1,0(+1) 571 1,91 0,55
5 31 | 89(+1) | 1(-1) 65(0) | 1,5(-1) |0,3(-1) 3,71 1,24 0,58
6 | 13 |32(-1) |1(-1) |65(0) |35(+1) |1,0(+1) | 185 | 0,64 0,20
7 | 19 | 32(1) |15(+1) | 50(-1) |35(+1) |03(-1) | 221 | 082 0,27
8 | 3 |32(-1) |15(+1) | 80(+1) | 35(+1) |1,0(+1) | 632 | 2,55 0,90
9 21 | 60,5(0) | 1(-1) 50(-1) | 3,5(+1) |0,3(-1) 3,36 1,06 0,31
10 | 2 |89(+1) | 15(+1) | 80(+1) | 1,5(-1) | L,0(+1) | 17,39 | 7.74 3,16
11 | 11 | 32(-1) | 15(+1) | 80(+1) | 1,5(-1) | 0,3(-1) 4,49 1,63 0,57
12| 28 |32(-1) |1(-1) |80(+1) | 27500) | 03(-1) | 1,70 | 057 0,16
13 | 27 |89(+1) | 1(-1) |80(+1) | 35(+1) | 0,650) | 588 | 1,99 0,60
14 | 26 |32(-1) |8(0) |50(-1) |35(+1) |1,0(+1) | 2,95 | 1,19 0,43
15 | 16 | 89(+1) | 15(+1) | 80(+1) | 35(+1) | 03(-1) | 429 | 1,53 0,46
16 | 5 |60,5(0) | 15(+1) | 65(0) | 2,75(0) | 0,65(0) 3,29 1,36 0,54
17 | 12 | 32(-1) | 8(0) 80(+1) | 3,5(+1) | 0,3(-1) 4,08 1,43 0,43
18 | 14 | 60,5(0) | 15(+1) | 50(-1) | 1,5(-1) | 1,0(+1) 5,09 2,26 0,99
19| 6 |32(-1) |8(0) |50(1) |15(1) |03(1) | 1,98 | 071 0,23
20 | 1 |32(1) |8(0) |80(+1) | 1,5(-1) | LO0(+1) | 2.6 | 1,02 0,34
21 | 30 | 89(+1) | 15(+1) | 50(-1) | 3,5(+1) | L,O(+1) | 9,03 | 3,90 2,63
22 | 25 | 89(+1) |15(+1) | 80(+1) | 1,5(-1) | 0,3(-1) 8,66 3,05 0,92
23 | 23 | 89(+1) | 15(+1) | 50(-1) |3,5(+1) |03(-1) | 2,04 | 073 0,22
24 | 17 | 89(+1) | 15(+1) | 80(+1) | 3,5(+1) | 1,0(+1) | 10,39 | 458 1,76
25 | 8 |605(0) | 1(-1) |650) |2,750) | 0650) | 6,09 | 2,09 0,79
26 | 10 | 605(0) | 1(-1) |50(-1) | 1,5(-1) |03(-1) | 377 | 1,27 0,38
27 | 22 | 32(1) |1-1) |80(+1) | 2,75(0) | 03(-1) | 543 | 1,77 0,51
28 | 15 | 89(+1) | 1(-1) |50(-1) |2,75(0) | 1,0(+1) | 433 | 155 0,54
29 | 24 | 32(1) |8(0) |80(+1) |35(+1) | 03(-1) | 611 | 2,10 0,62
30 | 9 |89(+1) |1(-1) 80(+1) | 3,5(+1) | 0,65(0) 3,75 1,26 0,38
31 | 29 | 32(1) |1(-1) |50(1) |15(-1) |065(0) | 366 | 1,21 0,34
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5.5.1.1 Cevap Faktorii 1:Toplam Fenol miktar1 ( GAE) deneysel tasarim (ANOVA)

sonuc¢lari

Tasarim matrisi , Toplam fenol (GAE) cevap faktorl sonuglari ve uygulanan F testi ile

regresyon modelin gecerliliginin sinandigi Fischer’in F tablo degerlerinin ANOVA

istatistigi, ¢izelge 5.26’da verilmistir.

Cizelge 5.26 EtOH/H20 ¢oziiciisiinde ultrasonik prob ile yapilan li¢ amag fonksiyonlu
deneysel tasarimda Toplam fenol (GAE) cevap faktorii i¢in tanimlanan
kuadretik modelin ANOVA sonugclari

Kaynak Kareler Serbestlik | Ortalamanin F Degeri p-Degeri
toplamu derecesi, df karesi P)>F

Model 262,65 20 13,13 4,94 0,0064 | gecerli
A-Genlik 29,69 1 29,69 11,18 0,0074
B-SOD uyg. stiresi | 7,2 1 7,2 2,71 0,1306
C-EtOH 13,22 1 13,22 4,98 0,0497
D-Prob pozisyonu | 0,63 1 0,63 0,24 0,6362
E-Gérev dongusti | 24,35 1 24,35 9,17 0,0127
AB 20,51 1 20,51 7,72 0,0195
AC 0,57 1 0,57 0,21 0,6537
AD 32,59 1 32,59 12,27 0,0057
AE 38,61 1 38,61 14,53 0,0034
BC 14,66 1 14,66 5,52 0,0407
BD 1,899.10° | 1 1,899.10°% 0,7149.10* | 0,9792
BE 8,2 1 8,2 3,09 0,1094
CDh 4,59 1 4,59 1,73 0,2181
CE 0,57 1 0,57 0,21 0,6541
DE 0,021 1 0,021 7,943.10° | 0,9307
A2 0,4 1 0,4 0,15 0,7065
B? 0,089 1 0,089 0,033 0,8585
C? 2,69 1 2,69 1,01 0,3381
D? 6,6 1 6,6 2,49 0,146
E? 15,89 1 15,89 5,98 0,0345
Arta Kalan 26,57 10 2,66
Uyum Eksikligi 12,71 5 2,54 0,92 0,5366 | g. degil
Hata 13,86 2,77
Diizeltilmis top. 289,21 30

Onemli Model Terimleri

A,C.E,AB, AD, AE, BC, E?

R?: 0.9081

2 .
R Adj -

0.7244
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Tahmin edilen veriler ve deneysel veriler arasindaki uyumu gosteren iliski katsayisi (R?)
degeri 0,9081 olarak elde edilmistir. Elde edilen bu deger, deneysel verilerin yilizey
merkezli model ile % 90,81 agiklanabilecegini gdstermektedir. Bu sonug¢ elde edilen
model denklemin Toplam fenol (GAE) miktar1 i¢in incelenen bagimsiz degiskenlerin

Olciim araliginda yiiksek dogrulukta uygulanabilirligini agiklamaktadir.

Uyum eksikligi i¢in F testi degeri 0,5366 hesaplanmis ve 6nemli (uygun) (p>0.05)
bulunmamistir. Bu durum; MeOH-H;0 ¢6ziiciilii ultrasonik prob ile yapilan ii¢ amag
fonksiyonlu ekstraksiyonda genlik, SOD uyg. siiresi, MeOH, prob pozisyonu ve gorev
dongiisii’in toplam fenol miktarina (GAE) etkilerinin, olusturulan model ile iyi bir sekilde

aciklanabilecegini gostermektedir.

Tasarim kullanilarak 31 deneysel nokta calisilarak deneysel veriler iizerine c¢oklu
regresyon analizi uygulanmis ve elde edilen regresyon katsayilar1 kullanilarak, yilizey
merkezli tasarim i¢in ikinci dereceden model esitlik olusturulmustur. Biitiin
parametrelerin etkisi dikkate alinarak olusturulan, ikinci dereceden model denklemi

asagida verilmistir.

Kodlanmis degerlerle model denklemi;

Y1 Fenol/catiikasi=4,21+1,32A+0,62B+0,79C+ 0,44D + 1,08E + 1,14AB - 0,21AC -2,02AD +1,76AE
+ 0,89BC - 0,014BD + 0,75BE -0,67CD + 0,19CE + 0,050DE + 0,37A2+ 0,18B2+ 1,23C%+
2,95D2-2,88E>

Gergek Degerlerle;

Y1 FenolGaliik asit=23,296+0,018 A-1,063B — 0,621C — 4,347D + 17,881E + 5,708.10°AB — 4,924.10°
“AC - 0,057AD + 0,176AE +8,490.10°BC - 1,565.10°BD + 0,307BE -0,036CD + 0,035CE +
0,113DE + 4,597.10°A%+ 3,755.10°B? +5,462.10-*C?+ 1,887D?-23,508E>

Model denklemi en Onemli model parametrelerine gore yeniden diizenlenmistir.

Diizenlenmis model denklemi:

Kodlanmis degerlerle;
Y1 FenolGaliik asi=4,21+1,32A+0,79C +1,08E+1,14AB-2,02AD+1,76 AE+0,89BC -2,88 E?

Gergek Degerlerle;

YT Fenol/Gallik asit=23,296+0,018A -0,621C +17,881E+5,708.10-3AB -0,057AD+ 0,176AE +
8,490.10°BC -23,508E?
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Cevap faktorii 1 Toplam Fenol (GAE)’in maksimizasyonu i¢in artik deger-normal
olasilik grafigi sekil 5.108’de verilmistir.

Normal Olasilik
[ ]

Artik Deger (Internally Studentized Resudials)

Sekil 5.108 Toplam Fenol miktar1 (GAE) maksimizasyonu i¢in artik deger- normal
olasilik (probability) grafigi

Normal olasilik (dagilim) grafiginden; hangi etkilerin (bagimsiz degisken) ya da

etkilesmelerin 6nemli olduguna karar vermek amaci ile yararlanilmistir.

Box-Cox Plot for Power Transforms

Ln(ResidualS¢

Lambda

Sekil 5.109 Box-Cox grafigi

Sekil 5.109°da verilen Box-Cox grafiginde artiklarin kareleri toplaminin In degeri ile
lambda degerleri grafige gecirilmis ve elde edilen verilere gore A=0,63 bulunmus ve
calismanin cevap degeri i¢in calismanin %95 giiven araliginda yapilmasinin uygun

oldugu anlagilmigtir. Deneysel sonuglarin kuadratik modelden hesaplanan sonuglarla

karsilastirilmasi sekil 5.110°da verilmistir.
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Predicted vs. Actual

18.00 |

p— /

9.50 — ,/

525 | et

»

Predictec

Hesaplanan sonuglari

1.00

T T
138 536 a37 13.38 17.39
Actual

Deneysel sonuglar

Sekil 5.110 Deneysel sonuglarin kuadratik modelden hesaplanan sonuglarla
karsilastirilmasi

Model denkleminde genlik, EtOH ve gorev dongiisii’niin 6nemli parametreler oldugu,
genlik/SOD uyg.siiresi, genlik/prob pozisyonu, genlik/gérev dongiisii, SOD uyg.siiresi
/EtOH arasindaki iliskinin ve gdrev dongiisii’niin karesel etkilesiminin 6nemli oldugu
belirlenmistir. Parametrelerden ii¢ tanesi merkezde sabit tutuldugunda, diger iki faktor
seviyesinin Toplam fenol (GAE) miktari iizerine olan etkileri izohips egrileri ve ylizey
grafikleri ile gosterilmistir.

Toplam Fenol Gallik A. E.D
17.39

15.00

Toplam Fenol Gallik A. E.D.
5

1.7
702971

X1 = A: Amplitude =] st
X2 = B Imidiation zamani |1 et e,
. 665 P 1150
Actual Factors < e e = oET
C: Etanol = 65.00 = s A
D: Prob Pozisyonu=275 & 54 N,
E: Duty Cycle = 0.65 (o] 8 A Ll
5 £ a.00 ENENER [257101]
2 ans k]
£ £
E 29 @
2 450
5
i)
15.00 89.00
60.50 1.00
idiati 14,50 " 46.25 i sa.se
B: Irridiation zamani® \*—/_' N A Amplitude

1.00 3200
A: Amplitude

Sekil 5.111 Genlik-SOD uyg siiresi iki faktorlii modeli igin, kodlanmis degerlerle egrilik

igeren li¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yt renoticatik asit =f(X)= +4.21+1.32
A+0.62 B +1.14 A B- +0.37 A?+0.18 B2

Toplam Fenol Gallik A. E.D Toplam Fenol Gallik A. E.D.
17.39

80.00 —

1.7
X1 = A Amplitude s P,
=A SIS »
X2 = C: Etanol ui By
Rt :
Actual Factors < °° s (o1230]
pRASIATINY -

B: Irridiation zamani = .00 2< 3 =
D' Prob Pozisyonu = 275 g 54 B oo
E: Duty Cycle - 0.65 4] 3

5 & ENGSET

5 42

I.?.’ (5 2acc0]

£ 3 57 50

s

a

=]

S

80.00 — 89 00
72 60 50.00
6500 G0 50 5050

C: Etanol ar.sa 4825 AL Amplitude

5000 32.00

Al Amplitude

Sekil 5.112 Genlik-EtOH iki faktorlti modeli i¢in, kodlanmig degerlerle egrilik igeren iig

boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yt renolcaiiic asic =f(X)=+4.21+1.32 A +0.79
C-0.21 AC +0.37 A2 +1.23C?
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Toplam Fenol Gallik A. E.D. Toplam Fenol Gallik A. E.D.
17.39

I 17

X1 =A: Amplitude -
X2 = D: Prob Pozisyonu a

Actual Factors
B Imidiation zamani = 8.00

C: Efanol = 65.00 E
E: Duty Cycle =0.65

D: Prob Pozisyonu
=

Toplam Fenol Gallik A. E

32.00 4625 60.50 7475 89.00

Sekil 5.113 Genlik/prob pozisyonu iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik

iceren li¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrist, Yr.renovcalic asit =f(X)=+4.21+1.32
A +0.44D -2.02 AD+0.37A?% +2.95D?

Toplam Fenol Gallik A. E.D.

Toplam Fenol Galik A. ED.
17.39

17

X1 =A Amplitude
X2 =E: Duty Cycle

L
hy

Actual Factors 4.925

B Iridiation zamani = 8.00
C: Etanol = 65.00 E
D: Prob Pozisyonu =275

k A. E.D.

3.15

E: Duty Cycle

w
4
o

Toplam Fenol Gall
5
IS

22,00 46.25 50.50 7475 29.00

4625  A: Amplitude

E: Duty Cycle 0.30 ~ 32.00 A: Amplitude

Sekil 5.114 Genlik-gorev dongiisii iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik
iceren ii¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Yt renoncanix asi=f(X) =+4.21+
1.32 A+1.08 E +1.76 AE+0.37 A? -2.88 E?

Toplam Fenol Gallik A. E.D.
I 17.39

1.7
X1 = B: Irridiation zamani
X2 = C: Etanol

Toplam Fenol Gallik A. E.D
—

—_
L 6.21015][6.67564]
576528

e
SERE 7250
AT
Actual Factors
A Amplitude = 6050
D: Prob Pozisyonu = 2.75
E: Duty Cycle = 0.65 65.00

4 08454

C: Etanol

[4 23773
4.3215]

Toplam Fenol Gallik A. E.D.

57.50

1.00 450 8.00 11.50 15.00

.
50.00 71.00

B: Irridiation zamani e .
B: Irridiation zamani

Sekil 5.115 SOD uyg.siiresi-MeOH iki faktorlii modeli igin, kodlanmis degerlerle
egrilik iceren ii¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Yr renoucailik asit
=f(x)=+4.21 +0.62B+0.79 C +0.89B C +0.18 B?+1.23C?
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Toplam Fenol Gallik A. E.D.

Toplam Fenol Galik A ED.
17.39

17

X1 = B Iridiation zamani
X2 = D: Prob Pozisyonu 76
Actual Factors

A: Amplitude = 60.50
C: Etanol = 65.00

E: Duty Cycle = 0.65

65

5.4

D: Prob Pozisyonu
~
2

43

Toplam Fenol Gallik A. E.D.

5 76528

[6.21015]

1.00 8.00 15.00

X 200 4B Irridiation zamani
D: Prob Pozisyonu o i
1.50 ~1.00 B: Irridiation zamani

Sekil 5.116 SOD uyg.siiresi- prob pozisyonu iki faktorlii modeli igin, kodlanmis
degerlerle egrilik igeren ii¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi,
Y1 FenoliGallik asit =F(X)= +4.21 +0.62 B +0.44 DC-0.014B D +0.18 B? +2.95 D?

Toplam Fenol Gallik A. E.D.

Toplam Fenol Gallik A ED.

I1739
17

X1 = B: Irridiation zamani -
X2 = E: Duty Cycle O e1 082
w
Actual Factors <€ 4625 °
A Amplitude = 60.50 - =
C: Etanol = 65.00 = 6
D: Prob Pezisyonu =275 8 315 = ues
= ]
2 1675 o
5 i
=
£ 0z
K] 048
=3 15.00
S

126530

8.00 11.50 15.00
030 1.00 B: Irridiation zamam

E: Duty Cycle
Sekil 5.117 SOD uyg.siiresi-gdrev dongiisii iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle

egrilik igeren ii¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yt renoticati asit =f(x=+4.21
+0.62 B +1.08 E +0.75 B E +0.18B? -2.88E?

Toplam Fenol Gallik A. E.D
I 17.39
17
X1 =C: Etancl .
X2 =D: Prob Pozisyonu O 95

Toplam Fenol Gallik A. E.D.

= 200
Actual Factors <€ 8.125 5
A- Amplitude = 60.50 ~ &
B: Irridiation zamani = 8 00 = '§
E: Duty Cycle = 0.65 & & o
e
- o
2 sar5 T
e fal
£
©
[ 80.00
|9 350 200
6500
) 2.00 5730 C: Etanol 150
D: Prob Pozisyonu 50.00 5750 65.00 7250 000
1.50 5000 C: Etanol

Sekil 5.118 EtOH-prob pozisyonu iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik

iceren ii¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yr renoncaiix asit =f(X)=+4.21 +0.79
C+0.44 D -0.67C D +1.23C?+2.95D?
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Toplam Fenol Gallik A. E.D
17.39

Toplam Fenol Gallik A. E.D.

17

3 08272 3.24559

gy
',,",

R,
a0 .0.0

At
X1 =C: Etanol } R,
X2 = E: Duty Cycle 0O 64
Actual Factors < 4.825

A Amplitude = 60.50
B Irridiation zamani = 8 00
D: Prob Pozisyonu = 2.75

k

E: Duty Cycle

Toplam Fenol Gall

80.00

5750  C: Etanol 50.00 57.50 85.00 7250 80.00

0.48
E: Duty Cycle

030 5000 C: Etanol

Sekil 5.119 EtOH-gorev dongusu iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik

iceren li¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yrrenoucaiik asit =f(X)=+4.21
+0.79 C +1.08 E +0.19C E+ +1.23C?-2.88 E?

Toplam Fenol Gallik A. E.D.
Toplam Fenol Gallik A ED.

I17 39

17

X1 =D: Prob Pozisyonu
X2 = E: Duty Cycle

69

o
Y
IS
&

767

5

%

Actual Factors

A: Amplitude = 60.50

B Irridiation zamani = 8.00
C: Etanol = 65.00

E: Duty Cycle

0.2

Toplam Fenol Gallik A. E.D.

E: Duty Cycle o4s

2.00 1.50 200 250 2.00 350
0.30 "1.50 D: Prob Pozisyonu

D: Prob Pozisyonu

Sekil 5.120 Prob pozisyonu-gorev dongiisii 1ki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis
degerlerle egrilik igeren ii¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi,
Y Fenocatiic asit =F(X)= +2.94 -0.16 D+0.64E+0.50D E +2.66 D°-2.97 E-

Sekil 5.111°de genlik-SOD uyg.siiresi arasindaki etkilesimin anlamli oldugu gorl-
rmektedir. Modelde AB (genlik-SOD uyg.siiresi) i¢in p degeri (0,0195) hesaplanmis ve
anlamli bulunmustur. Genlik ve SOD uyg.siiresinin cevap faktdriine minimum etkisi
goriilmektedir. Sekil 5.112°de verilen izohips egrisi ve li¢ boyutlu yiizey grafigi genlik-
EtOH arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini1 gostermektedir. Modelde AC (genlik-
EtOH) i¢in p degeri (0,6537) hesaplanmig ve anlamli bulunmamistir. Sekil 5.113°de
genlik/prob pozisyonu arasindaki etkilesimin anlamli oldugu goriilmektedir. Modelde
AD (genlik/prob pozisyonu) i¢in p degeri (0,0057) hesaplanmis ve anlamli bulunmus-
tur. Sekil 5.114’de verilen izohips egrisi ve li¢ boyutlu yiizey grafigi genlik-gorev
dongiisii arasindaki etkilesimin anlamli oldugunu gostermektedir. Modelde AE (genlik-

gorev dongiisii) icin p degeri (0,0034) hesaplanmis ve anlamli bulunmustur. Yiizey
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profilinde plato goriintiisii ve maksimizasyon etki goriilmektedir. Sekil 5.115°de SOD
uyg.suresi-EtOH arasindaki etkilesimin anlamli oldugu goriilmektedir. Modelde BC
(SOD uyg.siiresi-EtOH) icin p degeri (0,0407) hesaplanmis ve anlamli bulunmustur.
Yizey profilinde, minimizasyon etki gértilmektedir. Sekil 5.116°da SOD uyg.siiresi-prob
pozisyonu arasindaki etkilesimin anlamli olmadig1 goriilmektedir. Modelde BD (SOD
uyg.slresi-prob pozisyonu) i¢in p degeri (0,9792) hesaplanmis ve anlamli bulunmamustir.
Yiizey profilinde, plato bolge minimizasyon etki gdzlenmistir. Sekil 5.117°de SOD
uyg.slresi-gérev dongiisii arasindaki etkilesimin anlamli olmadigi goriilmektedir.
Modelde BE (SOD uyg.siiresi-gérev dongiisii) i¢in p degeri (0,1094) hesaplanmis ve
anlamli bulunmamustir. Yiizey profilinde, plato bolge maksimizasyon etki gézlenmistir.
Sekil 5.118’de, EtOH-prob pozisyonu etkilesiminde (0,0) noktasindan uzaklastik¢a cevap
degerleri artis gostermektedir. Modelde CD (EtOH-prob pozis yonu) igin p degeri
(0,2181) hesaplanmis ve anlamli bulunmamistir. Yiizey profilinde, minimizasyon etki
gozlenmistir. Sekil 5.119°da, EtOH-gorev dongiisii arasindaki etkilesimde (0,0)
noktasindan uzaklastikca cevap degerleri yone gore artis ya da diislis gostermektedir.
Modelde CE (EtOH-gorev dongiisii) i¢in p degeri (0,6541) hesaplanmis ve anlamli
bulunmamuistir. Sekil 5.120°de verilen izohips egrisi ve {li¢ boyutlu ylizey grafigi prob
pozisyonu-gorev dongiisii arasindaki etkilesiminde (0,0) noktasindan uzaklastik¢a cevap
degerleri yone gore artis yada diisiis gostermektedir. Modelde DE (prob pozisyonu-gorev

dongiisii) icin p degeri (0,9307) hesaplanmis ve anlamli bulunmamastir.

5.5.1.2 Cevap Faktorii 2:Toplam Fenol miktar1 (OLE) deneysel tasarim (ANOVA)
sonuclari

Tasarim matrisi ve toplam fenol (OLE) cevap faktorii icin sonuglar ile birlikte ve

uygulanan F testi ile Fischer’in F tablo degerlerinden, regresyon modelin gegerligi

smanmig ve her iki test ANOVA istatistigi ¢izelge 5.27°de verilmistir.
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Cizelge 5.27 EtOH/H20 ¢oziiciisiinde ultrasonik prob ile yapilan {i¢ amag fonksiyonlu
deneysel tasarimda toplam fenol (OLE) cevap faktorii i¢in tanimlanan
kuadretik modelin ANOVA sonugclari

Kaynak Kareler Serbestlik | Ortalamanin | F Degeri | p-Degeri
toplami derecesi, df karesi P)>F

Model 55,36 20 2,77 7,37 0,0013 gecerli
A-Genlik 5,42 1 5,42 14,43 0,0035
B-SOD uyg.siiresi 2,91 1 2,91 7,74 0,0194
C-EtOH 1,55 1 1,55 4,12 0,0699
D-Prob pozisyonu 0,069 1 0,069 0,18 0,6767
E-Gorev dongisi 6,47 1 6,47 17,24 0,0020
AB 3,75 1 3,75 9,98 0,0102
AC 0,032 1 0,032 0,086 0,7755
AD 5,01 1 5,01 13,35 0,0044
AE 7,79 1 7,79 20,75 0,0010
BC 2,5 1 2,5 6,65 0,0275
BD 0,051 1 0,051 0,13 0,7210
BE 2,55 1 2,55 6,79 0,0262
CD 0,7 1 0,7 1,87 0,2019
CE 0,32 1 0,32 0,86 0,3744
DE 0,018 1 0,018 0,047 0,8333
A? 0,3 1 0,3 0,79 0,3950
B? 0,014 1 0,014 0,037 0,8522
C? 0,15 1 0,15 0,39 0,5450
D? 0,99 1 0,99 2,63 0,1359
E? 1,98 1 1,98 5,28 0,0444

Arta Kalan 3,75 10 0,38

UyumEksikligi 22 5 0,44 1,42 0,3544 g. degil
Hata 1,55 5 0,31
Diizeltilmis top. 59,12 30

Onemli Model Terimleri A, B, E, AB, AD, AE, BC, BE, E?
R? :0.9365 R? Adj :0.8095

Tahmin edilen veriler ve deneysel veriler arasindaki uyumu gosteren iliski katsayis1 (R?)
degeri 0,9365 olarak elde edilmistir. Elde edilen bu deger, deneysel verilerin yiizey
merkezli model ile % 93,65 aciklanabilecegini gdstermektedir. Bu sonug elde edilen
model denklemin toplam fenol (OLE) tayini i¢in incelenen bagimsiz degiskenlerin 6l¢iim

araliginda yiiksek dogrulukta uygulanabilirligini gostermektedir.

Uyum eksikligi i¢in F testi degeri 0,3544 hesaplanmig ve 6nemli (uygun) (p>0.05)
bulunmamistir. Bu durum; EtOH/H20 ¢oziiciilii ultrasonik prob ile yapilan ii¢ amag

fonksiyonlu ekstraksiyonda genlik, SOD uyg. siiresi, EtOH, prob pozisyonu ve gorev
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dongiisti’nin toplam fenol (OLE esd) miktarina etkilerinin, olusturulan model ile iyi bir

sekilde aciklanabilecegini gostermektedir.

Tasarimde 31 deneysel nokta calisilmis ve deneysel veriler iizerine ¢oklu regresyon
analizi uygulanarak elde edilen regresyon katsayilar1 kullanilmis ve yiizey merkezli
tasarim i¢in ikinci dereceden model esitlik olusturulmustur. Biitiin parametrelerin etkisi

dikkate alinarak olusturulan, ikinci dereceden model denklemi asagida verilmistir.

Kodlanmis degerlerle model denklemi;

Y1 Fenolioleuropein=1,94+0,56A+0,40B+0,27C+0,14D+0,55E+0,49AB-0,050AC-0,79AD+0,79AE +
0,37BC-0,071BD+0,42BE-0,26CD+0,4CE-0,045DE+0,32A%+0,072B?+0,29C%+1,14D%1,02E>

Gergek Degerlerle;

Y1 Fenolioleuropein=+7,461-0,030A-0,431B-0,148C-1,517D+4,752E+2,44.10°AB-1,173.10“AC-
0,022AD+0,079AE+3,503.10°BC-8,084.10*BD+0,171BE-0,0139CD+0,027CE-0,103DE
+3,964.10*A%+1,475.10°B?+1,279.10° C?+0,729D%-8,304E?

Model denklemi en 6nemli model parametrelerine gore yeniden diizenlenmistir.
Diizenlenmis model denklemi:

Kodlanmis degerlerle;

Y1 Fenolioteuropein= *+1,54+0,56A+0,40B +0,55 E+0,49AB-0,79A D+0,79AE+0,37BC +0,42BE -
1,02E2

Gergek Degerlerle;

Y1 Fenol/Oleuropein=7,462-0,030A -0,43124B +4,752E +2,44.10°AB -0,022AD +0,079AE + 3,503
.10°BC +0,171BE -8,304E?>

Cevap faktorii 2 Toplam Fenol (OLE)’in maksimizasyonu i¢in artik deger-normal olasilik
grafigi hangi etkilerin (bagimsiz degisken) ya da etkilesmelerin 6nemli olduguna karar

vermek amaci ¢izilmis olup, bununla ilgili grafik sekil 5.5.14’de verilmistir.
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Normal Olasihk
%

Artik Deger (Internally Studentized Resudials)

Sekil 5.121 Toplam Fenol (OLE esd) miktar1 maksimizasyonu i¢in artik deger- normal
olasilik (probability) grafigi

Box-Cox Plot for Power Transforms
Toplam Fenol Oleuropein

Lambda
Current = 1
Best = 0.54
Low CI| =-0.39
HighCl =118 4.87 |

Recommend transform:
None

(Lambda = 1)

3.62

Ln(Residual

1.14 g

Lambda

Sekil 5.122 Box-Cox grafigi

Sekil 5.122 verilen Box-Cox grafiginde, artiklarin kareleri toplamimin In degeri ile
lambda degerleri grafige gecirilmis ve elde edilen verilere gore A=0,54 bulunmus ve
calismanin cevap degeri i¢in calismanin %95 giiven araliginda yapilmasinin uygun

olduguve ayrica transformasyona (doniisiime) gerek olmadigi anlasilmistir.

Deneysel sonuglarin kuadratik modelden hesaplanan sonuglarla karsilastirilmast sekil

5.123de verilmistir.
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T Predicted vs. Actual
oplam Fenol Oleuropein

Color points by value of
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Deneysel sonuglar

Sekil 5.123 Deneysel sonuglarin kuadratik modelden hesaplanan sonuglarla
karsilastirilmasi

Model denkleminde genlik, SOD uyg.siiresi, ve gdrev déngiisii’niin 6nemli parametreler
oldugu, genlik/SOD uyg.siiresi, genlik/prob pozisyonu, genlik/gérev dongiisii, SOD
uyg.siiresi/EtOH, SOD uyg.siiresi/goérevdongiisii arasindaki iliskinin ve gérev dongiisii’in
karesinin etkilesiminin 6nemli oldugu belirlenmistir. Parametrelerden ii¢ tanesi merkezde
sabit tutuldugunda, diger iki faktdr seviyelerinin Toplam fenol (OLE) miktari iizerine

olan etkileri izohips egrileri ve ylizey grafikleri ile gosterilmistir.

Toplam Fenol Oleuropein

774 1500 Toplam Fenol Oleuropein
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Toplam Fenol Oleuropein

B: Irridiation zamani® ™ \ 625 . Amplitude 32.00 46.25 60.50 7475 89.00
100 3200 A: Amplitude

Sekil 5.124 Genlik-SOD uyg siiresi iki faktorlii modeli igin, kodlanmis degerlerle egrilik

iceren {li¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yt renolioleuropein= +1.54+0.56
A+0.40B +0.49AB+0.32A%+0.072 B?
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Toplam Fenol Oleuropein
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Sekil 5.125 Genlik-EtOH iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik igeren iig

boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yr renonoteuropein=F(x)=+1.54+0.56 A +0.27C-
0.050 A C +0.32 A%+0.29 C?
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Sekil 5.126 Genlik-prob pozisyonu iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik

igceren ii¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Yrrenotioteuropein =f(x)= +1.54+0.56
A +0.14D -0.79AD +0.32 A%+1.14D?

Toplam Fenol Oleuropein
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Sekil 5.127 Genlik-gorev dongiisii iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik
igeren {i¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yt renolioleuropein=F(X)=+1.54+0.56
A +0.55E+0.79AE +0.32 A%-1.02E?2
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Sekil 5.128 SOD uyg. siiresi-EtOH iki faktorlii modeli igin, kodlanmis degerlerle

Toplam Fenol Oleuropein
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egrilik iceren li¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.renolioleuropein
=f(x)=+1.54 +0.40 B+0.27C +0.37BC +0.072B?+0.29 C?
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Sekil 5.129 SOD uyg. siiresi - prob pozisyonu iki faktdrlii modeli icin, kodlanmis

Toplam Fenol Oleuropein
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Sekil 5.130

degerlerle egrilik igeren ii¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.renon
oleuropein =f(X) =+1.54 +0.40 B +0.14 D -0.071 BD +0.072 B2 +1.14 D?

Toplam Fenol Oleuropein
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E: Duty Cycle
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E:Duty Cycle % “*8: Irridiation zamani 100 450 8.00 150 15.00
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SOD uyg. siiresi-gorev dongiisii iki faktdrlii modeli icin, kodlanmis
degerlerle egrilik iceren ii¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi,
YT,FenoI/OIeuropein=f(x):+1.54+O.4OB +055E+0428 E+0072 Bz-l.OZEZ
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Sekil 5.131 EtOH- prob pozisyonu iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmig degerlerle egrilik
iceren li¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.renoioleuropein =f(X)= +1.54
+0.27C+0.14D-0.26 CD+0.29C?+1.14D?
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Sekil 5.132 EtOH-gorev dongiisii iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmig degerlerle egrilik
iceren ii¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.renovoleuropein =f(X)=+1.54
+0.27C +0.55E+014CE+0.29 C?-1.02E?
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Sekil 5.133 Prob pozisyonu-gérev dongist  iki faktorli modeli igin, kodlanmis
degerlerle egrilik iceren ii¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi,
YT,FenoI/OIeuropein =f(X):+154+014D+055E'0045D E+114D2'102E2
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Sekil 5.124’de genlik-SOD uyg.siiresi arasindaki etkilesimin anlamli oldugu
goriilmektedir. Modelde AB (genlik-SOD uyg.siiresi) icin p degeri (0,0102) hesaplanmis
ve anlamli bulunmustur. Yiizey profili bir minimum bdélge olusturmaktadir. Sekil 5.125,
genlik-EtOH arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini gostermektedir. Modelde AC
(genlik-EtOH) i¢in p degeri (0,7755) hesaplanmig ve anlamli bulunmamistir. Genlik-
EtOH arasinndaki ylizey profili bize bir minimum boélge olustugunu gostermektedir. Sekil
5.126, genlik/prob pozisyonu arasindaki etkilesimin anlamli oldugunu gostermektedir.
AD (genlik/prob pozisyonu) i¢in p degeri (0,0044) hesaplanmis ve anlamli bulunmustur.
Genlik/prob pozisyonu arasindaki ylizey profili bize minimum bdlge oldugunu
gostermektedir. Sekil 5.127, genlik-gorev dongiisii arasindaki etkilesimin anlamli
oldugunu gostermektedir. Modelde AE (genlik-gorev dongiisii) igin p degeri (0,001)
hesaplanmis ve anlamli bulunmustur. Yizey profilinde plato goriintiisii ve
maksimizasyon etki goriilmektedir. Sekil 5.128, SOD uyg.siiresi-EtOH arasindaki
etkilesimin anlamli oldugunu gostermektedir. Modelde BC (SOD uyg.siiresi-EtOH) icin
p degeri (0,0275) hesaplanmis ve anlamli bulunmustur. Yiizey profilinde, minimizasyon
etki gortilmektedir. Sekil 5.129, SOD uyg.siiresi-prob pozisyonu arasindaki etkilesimin
anlamli olmadigim gdstermektedir. Modelde BD (SOD uyg.siiresi- prob pozisyonu) icin
p degeri (0,721) hesaplanmis ve anlamli bulunmamistir. Yiizey profilinde, plato bolge
minimizasyon etki gozlenmistir. Sekil 5.130, SOD uyg.siiresi -gérev dongiisii arasindaki
etkilesimin anlamli oldugunu gdstermektedir. Modelde BE (SOD uyg.siiresi- gorev
dongiisii) i¢in p degeri (0,0262) hesaplanmis ve anlamli bulunmustur. Yiizey profilinde,
plato bolge maksimizasyon etki gozlenmistir. Sekil 5.131, EtOH-prob pozisyonu
arasindaki etkilesiminde (0,0) noktasindan wuzaklastikca cevap degerleri artig
go6stermektedir. Modelde CD (EtOH- prob pozisyonu) i¢in p degeri (0,2019) hesaplanmig
ve anlamli bulunmamistir. Yiizey profilinde, minimizasyon etki gdzlenmistir. Sekil
5.132, EtOH-gorev dongiisii arasindaki etkilesiminin anlamli olmadigimi gostermektedir.
Modelde CE (EtOH-gorev dongiisii) ig¢in p degeri (0,3744) hesaplanmis ve anlamli
bulunmamustir. Yiizey profilinde, plato bolgesi etki ve maksimizasyon gézlenmistir. Sekil
5.133’de verilen, prob pozisyonu-gorev dongiisii arasindaki etkilesiminde (0,0)
noktasindan uzaklastikca cevap degerleri yone gore artis yada diisiis gostermektedir.
Modelde DE (prob pozisyonu -gorev dongiisii) i¢in p degeri (0,8333) hesaplanmis ve

anlamli bulunmamistir. Yiizey profilinde, eyer noktas1 etki gézlenmistir.
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5.5.1.3 Cevap Faktorii 3: Oleuropein miktar1 (HPLC) deneysel tasarim (ANOVA)
sonuc¢lari

Tasarim matrisi ve oleuropein (HPLC) cevap faktorii i¢in sonuglar ile birlikte uygulanan
F testi ile Fischer’in F tablo degerlerinden regresyon modelin gecerligi sinanmis ve her

iki test ANOVA istatistigi ¢izelge 5.28’ de verilmistir.

Cizelge 5.28 EtOH/H2O ¢oziicii karisiminda ultrasonik prob ile yapilan ii¢ amag
fonksiyonlu deneysel tasarimda oleuropein (HPLC) cevap faktorii i¢in
tanimlanan kuadretik modelin ANOVA sonuglari

Kaynak Kareler Serbestlik | Ortalamanin F p-Degeri
toplamn | derecesi, df karesi Degeri | (P)>F

Model 12,37 20 0,62 7,1 0,0015 | gecerli
A-Genlik 1,43 1 1,43 16,44 0,0023
B-SOD uyg. sresi 0,92 1 0,92 10,57 0,0087
C-EtOH 5,25.10°% 1 5,25.10° 0,06 0,811
D-Prob pozisyonu 0.19 1 0.19 2,17 01711
E-Gorev donguisi 1,73 1 1,73 19,91 0,0012
AB 0,81 1 0,81 9,25 0,0124
AC 0,1 1 0,1 1,14 0,3098
AD 0,51 1 0,51 5,91 0,0354
AE 2,08 1 2,08 23,89 0,0006
BC 0,11 1 0,11 1,3 0,28
BD 7,24.10°3 1 7,24.10°3 0,083 0,779
BE 1,16 1 1,16 13,35 0,0044
CD 0,48 1 0,48 5,53 0,0405
CE 7,187.103 1 7,187.10° | 0,083 0,7798
DE 0,012 1 0,012 0,14 0,7201
A? 0,078 1 0,078 0,89 0,3675
B2 1,71.10° 1 1,71.10°3 0,02 0,8913
c? 0,025 1 0,025 0,28 0,6065
D? 0,57 1 0,57 6,52 0,0287
E? 0,4 1 0,4 4,6 0,0575
Arta Kalan 0,87 10 0,087
UyumEksikligi 0,54 5 0,15 5,68 0,1398 g.degil
Hata 0,33 5 0,026
Diizeltilmis top. 13,25 30
Onemli Model Terimleri A, B, E, AB, AD, AE, BE, CD, D?, E?
R? :0,9342 R? Adj :0,8027

Tahmin edilen veriler ve deneysel veriler arasindaki uyumu gosteren iliski katsayisi (R?)

degeri 0,9342 olarak elde edilmistir. Elde edilen bu deger, deneysel verilerin yiizey
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merkezli model ile %93,42 aciklanabilecegini gostermektedir. Bu sonug elde edilen
model denklemin oleuropein (HPLC) tayini i¢in incelenen bagimsiz degiskenlerin 6l¢iim

araliginda yiiksek dogrulukta uygulanabilirligini agiklamaktadir.

Uyum eksikligi i¢in F testi degeri 0,1398 hesaplanmis ve 6nemli (uygun) (p>0,05)
bulunmamistir. Bu durum; EtOH-H20 ¢o6ziiciilii ultrasonik prob ile yapilan ii¢ amag
fonksiyonlu ekstraksiyonda genlik, SOD uyg. siiresi, EtOH orani, prob pozisyonu ve
gorev dongiisii’in oleuropein (HPLC) miktarina etkilerinin, olusturulan model ile iyi bir

sekilde aciklanabilecegini gostermektedir.

Deneysel tasarimda belirlenen 31 deneysel nokta calisilmis ve deneysel veriler {izerine
coklu regresyon analizi uygulanarak elde edilen regresyon katsayilar1 hesaplanmis, yiizey
merkezli tasarim icin ikinci dereceden model esitlik olusturulmustur. Biitiin
parametrelerin etkisi dikkate almarak olusturulan, ikinci dereceden model denklemi

asagida verilmistir.

Kodlanmis degerlerle model denklemi;

Y oleuropeintipLc)=10,58+0,29A+0,22B+0,016C+0,24D+0,29E+0,23AB-0,088AC-0,25AD+
0,41AE+0,078BC+0,027BD+0,28BE-0,22CD-0,021CE+0,037DE+0,16A?+0,026B2-0,12C?
+0,86D%-0,46E2

Gergek Degerlerle;
Y Fenolioleuropein=-1,101-0,017A-0,177B+0,110C-1,753D+2,296E+1,131.10°AB-2,063.10“AC-
7,139.10°AD+0,041AE+7,474.10“BC+3,056.10°BD+0,116BE-,.012CD-3,988.10°CE+

0,085DE+2,027.10*A%+5,208.10B°-5,229.10*C +0 554D"-3,734E"

Model denklemi en Onemli model parametrelerine gore yeniden diizenlenmistir.
Diizenlenmis model denklemi:

Kodlanmis degerlerle;
Y oteuropeinHpLcy=40,58+0,29A+0,22B +0,29E+0,23AB -0,25AD+0,41AE +0,28BE-0,22CD +
0,86D?

Gergek Degerlerle;

Y1 0leuropeinHpLcy=-1,101-0,017A-0,177B+2,296E+1,131.10°AB-7,139.10°AD+0,041AE +
0,116BE-3,988.10°CE+0,554D?

Cevap faktorii 3: Oleuropein (HPLC)’in maksimizasyonu i¢in artik deger-normal

olasilik grafigi sekil 5.134° de verilmistir.
274



95 ] o
90 - -
a0 -

70

50

30 % -.

10 =
54 m

Normal Olasilik

Artik Deger (Internally Studentized Resudials)

Sekil 5.134 Oleuropein(HPLC) maksimizasyonu igin artik deger-normal olasilik
(probability) grafigi
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Sekil 5.135 Box-Cox grafigi

Sekil 5.135°de verilen Box-Cox grafiginde, artiklarin kareleri toplamimin In degeri ile
lambda degerleri grafige ge¢irilmis ve elde edilen verilere gore A=0,30 bulunmus,
calismanin %95 giiven araliginda yapilmasinin uygun olduguve ayrica transformasyona
(doniistime) gerek olmadigi anlasilmistir. Deneysel sonuglarin kuadratik modelden

hesaplanan sonugclarla karsilastirilmasi sekil 5.136’da verilmistir.
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Sekil 5.136 Deneysel sonuglarin kuadratik modelden hesaplanan sonuglarla
karsilastirilmasi
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Model denkleminde genlik, SOD uyg.siiresi, ve gorev dongiisii’in énemli parametreler
oldugu, genlik/SOD uyg.siiresi, genlik/prob pozisyonu, genlik/gérev dongiisii, SOD
uyg.siiresi/gorev dongiisii, EtOH/prob pozisyonu arasindaki iliskininve gorev dongiisii’in
karesinin etkilesiminin 6nemli oldugu belirlenmistir. Parametrelerden ii¢ tanesi merkezde
sabit tutuldugunda, diger iki faktoriin seviyelerinin oleuropein (HPLC) miktar1 {izerine

olan etkileri izohips egrileri ve ylizey grafikleri ile gosterilmistir.
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Sekil 5.137 Genlik-SOD uyg.siiresi iki faktorlii modeli igin, kodlanmis degerlerle egrilik
iceren ii¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, YowuropsinHpLc=
f(x)=+0.58+0.29A+0.22B +0.23AB +0.16A?+0.026B?

s0.00 HPLC Oleuropein
HPLC Oleurapein :

I 3.15016
0.150024
108
X1= A Amplitude 72.50
X2 = C: Etanol
o o845
Actual Factors 5
B: Imidiation zamani = 8.00 s
D: Prob Pozisyonu = 2.75 g 064 5 oo [0 562437
E: Duty Cycle = 0.65 2 e
[=] o
O 0435
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o
== o023 57.50
80,00
50.00
C: Etanol 4825 A Amplitude 080
#0.00 752,00 A: Amplitude

Sekil 5.138 Genlik-EtOH iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik iceren ii¢
boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, YoieuropeintrLc) =f(x=+0.58+0.29 A +0.016
C -0.088AC +0.16A2-0.12C?

HPLC Oleuropein

HPLC Oleuropein
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X1 = A Amplitude
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D: Prob Pozisyonu
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.
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Sekil 5.139 Genlik/prob pozisyonu iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik
igeren 1ii¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Yoreuropein(HpLC)
=f(x)=+0.58+0.29A +0.24D -0.25AD +0.16A? +0.86D?
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HPLC Oleuropein

HPLC Oleuropein
I 315916 3
0.159924 Pt
E s
X1=A: Amplitude ;’5555222553‘2:3':::: 0.82
X2 = E: Duty Cycle e
o 0925
Actual Factors @ o
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7
I 02
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1.00 89.00
000278296
0.30
E: Duty Cycle %% - A: Amplitude 32.00 46.25 50.50 7475 89.00

A: Amplitude

Sekil 5.140 Genlik-gorev dongiisii iki faktorli modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik
igeren ti¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, YoieuropeinmpLc =f(X)=+0.58+0.29
A +0.29E+0.41AE +0.16A? -0.46E2

HPLC Oleuropein

HPLC Oleuropein 20.00

I3.15916
0.159924

" 0.85
X1 = B: Irridiation zamani 7250
X2 = C: Etanol
o 0685
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A: Amplitude = 60.50 g- E
D:Prob Pozisyonu=275 5 052 2 6500
E: Duty Cycle = 0.65 3 |
e} [$]
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o
I o019 57.50
80.00 15.00
72.50
65.00 500 50.00
C: Etanol 7% +58: Irridiation zamani 00 450 800 s 1800
20.00 100 B: Iridiation zamani

Sekil 5.141 SOD uyg. siiresi-EtOH iki faktorlti modeli icin, kodlanmis degerlerle egrilik
iceren {i¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, YoieuropsintpLc)=f(X)= +0.58 +
0.22 B +0.016 C +0.078B C +0.026 B2-0.12 C?

HPLC Oleuropein

HPLC Oleuropein
Ia 15916
0.159924

X1=B:Imdiation zamani
X2 =D: Prob Pozisyonu

Actual Factors

A Amplitude = 60.50 0 6704620 751283
C: Etanol =65.00

E:Duty Cycle =065

D: Prob Pozisyonu

HPLC Oleuropein

800
= B: Irridiation zamani
= 1.00 450 8.00 11.50 15.00
S 150 100
D: Prob Pozisyonu B: Irridiation zamani

Sekil 5.142 SOD uyg. siiresi-prob pozisyonu iki faktorlii modeli icin, kodlanmis

degerlerle egrilik iceren ii¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi,
YoteuropeinpLc)y=f(X)=+0.58 +0.22 B +0.24D +0.027BD +0.026B2 +0.86D?

277



HPLC Oleuropein

HPLC Oleuropein
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Sekil 5.143 SOD uyg. siiresi-gorev dongiisii iki faktorlii modeli igin, kodlanmis degerlerle
egrilik igeren {li¢ boyutlu yilizey grafigi ve izohips egrisi, YoieuropeinHrLc)
=f(x)=+0.58 +0.22 B +0.29E +0.28BE+0.026B2-0.46 E?

HPLC Oleuropein

HPLC Oleuropein
I3,1591 6
0.159924
X1 = C: Etanol
X2 = D: Prob Pozisyonu
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Sekil 5.144 EtOH- prob pozisyonu iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmig degerlerle egrilik
iceren {i¢c boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, YioleuropeintpLc) =f(X)= +0.58
+0.016C+0.24D -0.22CD -0.12C?+0.86D?

HPLC Oleuropein

HPLC Oleuropein

I 315916
0.159924

X1=C: Etanol

X2 = E: Duty Cycle 0622183

Actual Factors

A Amplitude = 60.50

B! Imidiation zamani = 8.00
D: Prob Pozisyonu = 275
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03592

0.48 [0 278286
0 214106

E: Duty Cycle

HPLC Oleuropein

-0 00278296

0.30
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Sekil 5.145 EtOH-gorev dongusi iki faktorlii modeli igin, kodlanmis degerlerle egrilik
igeren Ui¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yoieuropeinrrrc) =f(X)=+0.58
+0.016C +0.29E -0.021CE -0.12C? -0.46E?
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HPLC Oleuropein

HPLC Oleuropein
IS 15916
0.159924
X1 =D: Prob Pozisyonu
X2 =E: Duty Cycle

Actual Factors

A: Amplitude = 60.50
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Sekil 5.146 Prob pozisyonu-gorev dongiisii iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle
egrilik iceren ii¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Yoeuropein(pLc)
=f(x)=+0.58 +0.24D+0.29E +0.037DE +0.86D?-0.46E?

Sekil 5.137’de verilen izohips egrisi ve ii¢ boyutlu yiizey grafigi genlik-SOD uyg.s(resi
arasmndaki etkilesimin anlamli oldugunu gostermektedir. Modelde AB (genlik-SOD
uyg.siiresi) i¢in p degeri (0,0124) hesaplanmis ve anlamli bulunmustur. Yiizey profilinde
minimum etki goriilmektedir. Sekil 5.138” de genlik-EtOH arasindaki etkilesimin anlaml
olmadig1 goriilmektedir. Modelde AC (genlik-EtOH) i¢in p degeri (0,3098) hesaplanmis
ve anlamli bulunmamistir. Genlik-EtOH arasinndaki yiizey profili bize eyer bolgesi
olustugunu gostermektedir. Sekil 5.139° da genlik/prob pozisyonu arasindaki etkilesimin
anlamli oldugu goriilmektedir. Modelde AD (genlik/prob pozisyonu) i¢in p degeri
(0,0354) hesaplanmis ve anlamli bulunmustur. Genlik/prob pozisyonu arasindaki yiizey
profili bize plato minimum bolge oldugunu gostermektedir. Sekil 5.140, genlik-gorev
dongiisii arasindaki etkilesimin anlamli oldugunu gostermektedir. Modelde AE (genlik-
gorev dongiisii) i¢in p degeri (0,0006) hesaplanmis ve anlamli bulunmustur. Yiizey
profilinde plato gorlntisi ve maksimizasyon etki gorilmektedir. Sekil 5.141” de verilen
izohips egrisi ve ii¢ boyutlu yiizey grafigi SOD uyg.siiresi-EtOH arasindaki etkilesimin
anlamli olmadigin1 géstermektedir. Modelde BC (SOD uyg.siiresi-EtOH) i¢in p degeri
(0,2800) hesaplanmis ve anlamli bulunmamistir. Yiizey profilinde, plato bdlge ve
maksimum etki gortlmektedir. Sekil 5.142, SOD uyg.siiresi-prob pozisyonu arasindaki
etkilesimin anlamli olmadigmi gostermektedir. Modelde BD (SOD uyg.siiresi-prob
pozisyonu) i¢in p degeri (0,779) hesaplanmis ve anlamli bulunmamistir. YUzey
profilinde, plato bdlge minimizasyon etki gdézlenmistir. Sekil 5.143, SOD uyg. siiresi-

gorev dongiisti arasindaki etkilesimin anlamli oldugunu gostermektedir. Modelde BE

279



(SOD uyg.siresi-gérev dongiisii) i¢in p degeri (0,0044) hesaplanmis ve anlamli
bulunmustur. Yiizey profilinde, plato bolge maksimizasyon etki gozlenmistir. Sekil
5.144°de, EtOH-prob pozisyonu arasindaki etkilesim icin, cevap degerlerinin (0,0)
noktasindan uzaklastik¢ca yone gore artis yada diislis gosterdigi belirlenmistir . Modelde
CD (EtOH-prob pozisyonu) i¢in p degeri (0,0405) hesaplanmig ve anlamli bulunmustur.
Yiizey profilinde, eyer bolgesi gozlenmistir. Sekil 5.145” de verilen izohips egrisi ve li¢
boyutlu yiizey grafigi EtOH-gorev dongiisii arasindaki etkilesimde (0,0) noktasindan
uzaklastikca cevap degerlerinin diistiiglinii gostermektedir. Modelde CE (EtOH-gOrev
dongiisii) i¢in p degeri (0,7798) hesaplanmis ve anlamli bulunmamustir. Yiizey profilinde,
maksimum noktas1 gozlenmistir. Sekil 5.146° da prob pozisyonu-gorev dongusi
etkilesiminde cevap degerlerinin (0,0) noktasindan uzaklastikca, yone gore artis ya da
diistis gosterdigi goriilmektedir. Modelde DE (prob pozisyonu-gorev dongisi) icin p
degeri (0,7201) hesaplanmis ve anlamli bulunmamustir. Yiizey profilinde, eyer bdolgesi

gozlenmistir.

5.5.1.4 EtOH/H20 ¢ozucult ultrasonik prob ekstraksiyonda t¢ amag fonksiyonlu
optimizasyon calismasi

EtOH-H20 c¢oziicii sisteminde ultrasonik prob ile ekstraksiyonun, deneysel tasarim
calismalar1 sonucu ii¢ cevap faktoriine karsi alinan ANOVA sonuglarinda, elde edilen
yeterli kesinlik, caligmasinin yeterli veri ile tamamlandigini1 gostermistir. Yeterli kesinlik
(adequate precision), sinyal giiriiltii oran1 ile belirlenir ve bu oranin ise 4° iin {istiinde
olmasi sonuglarin yeterli kesinlikte oldugunu gosterir. Bu g¢alismada bulunan sinyal
glirliltii oranlar1 her bir cevap fonksiyonu i¢in (toplam fenol-GAE; toplam fenol-OLE;
oleuropein) sirast ile 11,374; 13,462 ve 11,777 dir.

Bu asamadan sonra optimizasyon calismalarina gecilmistir. Bu amagla; dogrusal

programlama yapilmis, dinamik ve kisitlanmis optimizasyon uygulanmaistir.

Calismada kullanilan Box-Wilsonun dik yokus yontemi dogrusal bir regresyon modelle
aciklanan proseslerin optimizasyonu i¢in kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore

maksimum miktarda Toplam Fenol (GAE ve OLE esd) ve oleuropeinin (HPLC) elde
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edildigi sartlarda optimizasyon yapilmigtir. Optimum sartlar1 temsil eden c¢oziim
noktasinda deneyler yapilmis ve tahmini cevap degerleri ile karsilagtirilmigtir. 5 bagimsiz

degisken i¢in pareto optimal ¢6ziim sistemi kullanilmistir.

Cok yanitli optimizasyon problemlerinin ¢oziimii i¢in, desirability degerlendirilmistir.
Denklem 5.2°ye gore geometrik ortalama alinarak olusturulan toplu desirability

fonksiyonunu, maksimize eden (x) degisken seviyesi kombinasyonu bulunmustur.

Optimizasyonda, desirability ¢alismalar1 sonucu elde edilen ¢6ziim kiimesi asagida
verilmigtir. Optimizasyon noktasinin se¢iminde, cevap degiskenlerini maksimum yapan

bagimsiz degisken kosullar1 esas alinmistir.

Humber Amplitude Irridiation zamani Etanol Prob Pozisyenu Duty Cycle Toplam Fencl Gallik fToplam Fenol Oleurop HPLC Oleuropein  Desirability
1 214 1.62 §1.32 1.81 0.68 4.28663 1.45179 0.426882 1.000
2 82,00 15.00 £0.00 1.50 0.30 5.25758 1.59289 0.80052 1.000
3 ) 182 stz 288 0.97 45288 1.8541 0.702838 1.000
4 60.50 1.00 80.00 1.50 1.00 5.64054 1.8527% 0 55544 1.000
5 8786 162 8632 181 033 353813 1.35857 0.645562 1.000
8 200 1.00 85.00 150 1.00 2.21835 0.773818 0.231349 1.000
7 200 15.00 50.00 150 0.30 2.40734 0.533164 0.266454 1.000
g 2.0 15.00 20.00 1.80 1.00 5.58682 2.30828 0.729427 1.000
) 60.50 1.00 50.00 3.50 0.30 3.78147 1.20941 0.38851 1.000

10 £8.00 15.00 £0.00 1.50 1.00 188118 L2087 2.52815 1.000 Selected
1 314 1438 T8.68 181 033 3 55538 1.35581 0.502188 1.000
2 314 162 T8.68 288 033 388505 12513 0.350217 1.000
3 £9.00 1.00 £0.00 150 0.65 4.95T5T 1.6553 0.458702 1.000
4 3314 8.62 51.32 i3 0.97 2.56488 0.95063 0.412548 1.000
15 8786 14.38 T8.68 i3 0.32 3.80274 1.21096¢ 0.224725 1.000
8 60.50 15.00 85.00 278 0.85 5.01715 2.00685 0.82548 1.000
7 33,14 882 T8.88 .35 0.33 485254 1.83701 0.51381 1.000
8 8278 1422 51.88 184 0.58 548015 2405 1.10445 1.000
s 200 800 80.00 1.50 1.00 3 21682 1.2585 0.3888T 1.000
20 8780 14.38 51.32 i3 0.97 821139 3.58865 2AT8TT 1.000
2 8780 14.38 78.68 1.81 0.33 8.57505 321118 1.02872 1.000
2 £8.00 15.00 £0.00 1.80 0.30 1.79424 0.59823T7 0.350829 1.000
22 £8.00 15.00 20.00 1.80 1.00 111781 4.93895 2.1087T7 1.000
24 80.50 1.00 85.00 275 0.85 376758 1.21203 0.27383 1.000
28 80.50 1.00 £0.00 1.50 0.30 358282 1.20852 0.218811 1.000

Optimim kosullar; %89 genlik, 15 dk, SOD uyg. siiresi, % 80 EtOH, 1,5 cm prob
pozisyonu, 1 gorev dongiisii ve 28 C/K Orani, 30°C Sicaklik olarak belirlenmistir.

Deney dogrulama (experimental verification) CYY ile elde edilen deney sonuglarini
dogrulamak ve deneysel degerlerden sapmay1 gorebilmek i¢in yapilan deney dogrulama
sonuclarindan, Toplam Fenol (GAE), Toplam Fenol (OLE esd) ve Oleuropein miktari
sirasi ile 16,82 mg/g yaprak, 7,31 mg/g yaprak, 2,93 mg/g yaprak ve standart sapma
degerleri sirasiyla 1,63; 0,61, ve 0,30 olarak bulunmustur.
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5.6 EtOH/H20 Cozucula Ultrasonik Prob Ekstraksiyonunda Toplam Antioksidan
Aktivite Cevap Faktorii icin Deneysel Tasarim ve Optimizasyon Calismasi

EtOH/H20 ¢oziicli sistemine ultrasonik prob etkisi ile kurutulmus 6giitiilmis zeytin
yapraklarindan polifenollerin ekstraksiyonuna dayali ¢calisma kapsaminda; deney tasarimi
metodlarindan sisteme etki eden degiskenlerden en 6nemli olanlarin tespiti, liriin 6zelligi
tizerinde etkilesimlerin etkin olup olmadig1 belirlenmistir. Deney tasarimi metotlarindan
olan cevap yiizey metodu ile sistemin optimum yanitina, yani iiriin 6zelligini optimuma
ulastiracak degiskenlerin degerleri tespit edilmistir. Cevap ylizey metodu ile bes farkl
degisken yardimi ile tanimlanan yiizeylerin, matematiksel ve istatistiksel tekniklerin
yardimi ile modellemesi yapilmustir. Siireglerin  optimizasyonunda  sistemin
performansin1 veya {iirlin kalitesini belirleyen toplam antioksidan aktivite tek yaniti ile

calisilmgtir.

Probun diisiik sicakliklarda da etkin olmasi nedeni ile sicaklik 30 °C’de sabit tutularak,
degisken olarak degerlendirilmemistir. Calisma ¢6ziicii/kat1 orani 28 (50 mL EtOH/H20
cozeltisi/1,785 g yaprak)’de sabit tutularak, probun etki ucunun girebilecegi agiklikta

bosluk bulunan, agz1 kapali cam beherler i¢inde yapilmistir.

Deneysel tasarimda, D-Optimal tasarim caligilmistir. 5 faktor icin, kuadretik modelde
kose faktoriyel noktalari, kenarlarin merkezleri, kisitlanmis diizlemsel agirlik merkezleri,
eksenel kontrol karisim noktalari, i¢c noktalar, tiim agirlik merkezleri hesaplanmis ve 31

noktali tasarim yapilmustir.

Cizelge 5.29 Bes bagimsiz degisken i¢in D-optimal tasarimda kullanilan bagimsiz
degiskenlerin incelenen etkinlik aralig

Siralama ve Seviveleri
Faktorler(Bagimsiz +1 -1
Degiskenler)

A: Genlik 89 32
B : SOD uyg.siiresi (dk) 15 1

C:EtOH % 80 50
D : Prob pozisyonu (cm) 3,5 15
E : Gérev donglsu 1 0,3
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EtOH/H20 ¢o6ziiciilii ultrasonik prob uygulanmis ekstraktlarda, y1: Toplam antioksidan

aktivitesi (% inhibisyon) bagimli degisken olarak belirlenmistir.

Calismada kullanilan deneysel tasarim matrisi ve toplam antioksidan aktivite cevap

faktori i¢in sonuclar ¢izelge 5.30°da verilmistir.

Cizelge 5.30 EtOH/H20 ¢oziiculu ultrasonik prob ekstraksiyonu tek amag fonksiyonlu
deneysel tasarim noktalar1 ve sonuglari

Std Run Faktorl Faktor2 Faktor3 Faktord Faktors Cevap 1
A:Genlik, B: SOD C:EtOH, D:Prob E:Gorev | Antioksidan
% uyg.suresi % pozisyonu, dongisu Aktivite,
dk cm % %

20 1 32(-1) 8(0) 80(+1) 1,5(-1) 1(+1) 70,19
10 2 89(+1) 15(+1) 80(+1) 1,5(-1) 1(+1) 86,93
8 3 32(-1) 15(+1) 80(+1) 3,5(+1) 1(+1) 83,79
2 4 89(+1) 15(+1) 50(-1) 1,5(-1) 0,3(-1) 71,63
16 5 60,5(0) 15(+1) 65(0) 2,75(0) 0,65(0) 86,67
19 6 32(-1) 8(0) 50(-1) 1,5(-1) 0,3(-1) 47,58
3 7 89(+1) 1(-1) 50(-1) 2,75(0) 1(+1) 69,28
25 8 60,5(0) 1(-1) 65(0) 2,75(0) 0,65(0) 42,48
30 9 89(+1) 1(-1) 80(+1) 3,5(+1) 0,65(0) 39,22
26 10 60,5(0) 1(-1) 50(-1) 1,5(-1) 0,3(-1) 34,38
11 11 32(-1) 15(+1) 80(+1) 1,5(-1) 0,3(-1) 61,44
17 12 32(-1) 8(0) 80(+1) 3,5(+1) 0,3(-1) 41,83
6 13 32(-1) 1(-1) 65(0) 3,5(+1) 1(+1) 42,48
18 14 60,5(0) 15(+1) 50(-1) 1,5(-1) 1(+1) 86,01
28 15 89(+1) 1(-1) 50(-1) 2,75(0) 1(+1) 73,21
15 16 89(+1) 15(+1) 80(+1) 3,5(+1) 0,3(-1) 55,29
24 17 89(+1) 15(+1) 80(+1) 3,5(+1) 1(+1) 85,88
1 18 32(-1) 1(-1) 50(-1) 1,5(-1) 0,65(0) 46,41

19 32(-1) 15(+1) 50(-1) 3,5(+1) 0,3(-1) 73,99
4 20 60,5(0) 1(-1) 80(+1) 1,5(-1) 1(+1) 40,26
9 21 60,5(0) 1(-1) 50(-1) 3,5(+1) 0,3(-1) 20,92
27 22 32(-1) 1(-1) 80(+1) 2,75(0) 0,3(-1) 22,62
23 23 89(+1) 15(+1) 50(-1) 3,5(+1) 0,3(-1) 67,19
29 24 32(-1) 8(0) 80(+1) 3,5(+1) 0,3(-1) 45,10
22 25 89(+1) 15(+1) 80(+1) 1,5(-1) 0,3(-1) 56,08
14 26 32(-1) 8(0) 50(-1) 3,5(+1) 1(+1) 86,54
13 27 89(+1) 1(-1) 80(+1) 3,5(+1) 0,65(0) 41,69
12 28 32(-1) 1(-1) 80(+1) 2,75(0) 0,3(-1) 31,38
31 29 32(-1) 1(-1) 50(-1) 1,5(-1) 0,65(0) 26,93
21 30 89(+1) 15(+1) 50(-1) 3,5(+1) 1(+1) 26,93
S5 31 89(+1) 1(-1) 65(0) 1,5(-1) 0,3(-1) 40,14
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Cizelge 5.31 EtOH/H>O ¢oziicii sisteminde ultrasonik prob ile yapilan tek amag
fonksiyonlu deneysel tasarimda, toplam antioksidan aktivite cevap faktoru
icin tanimlanan kuadretik modelin ANOVA sonuglart

Kaynak Kareler Serbestlik | Ortalamanin | F Degeri | p-Degeri
toplam derecesi, df karesi P)>F

Model 12040.69 | 20 602.03 3.62 0.0204 gecerli
A-Genlik 9.58 1 9.58 0.058 0.8151
B-SOD uyg. siiresi | 5802.79 1 5802.79 34.91 0.0001
C-EtOH 57.49 1 57.49 0.35 0.5695
D-Prob pozisyonu | 1505.66 1 1505.66 9.06 0.0131
E-Gorev dongisii | 1794.08 1 1794.08 10.79 0.0082
AB 1044.45 1 1044.45 6.28 0.0311
AC 384.73 1 384.73 2.31 0.1592
AD 124.15 1 124.15 0.75 0.4077
AE 360.01 1 360.01 2.17 0.1719
BC 119.69 1 119.69 0.72 0.416
BD 63.16 1 63.16 0.38 0.5514
BE 67.52 1 67.52 0.41 0.5382
CD 289.75 1 289.75 1.74 0.2162
CE 375.05 1 375.05 2.26 0.164
DE 180.32 1 180.32 1.08 0.3222
A 172.06 1 172.06 1.04 0.333
B? 111.46 1 111.46 0.67 0.432
c 9.37 1 9.37 0.056 0.8172
D? 1514.1 1 1514.1 9.11 0.0129
E? 72.33 1 72.33 0.44 0.5244
Arta Kalan 1662.35 10 166.23
UyumEksikligi 818.13 5 163.63 5.81 0.1381 | g.degil
Hata 844.22 5 128.84
Diizeltilmis top. 13703.04 30
Onemli Model Terimleri B,D,E, AB, D?
R? :0.8787 R? adgj :0.6361

Uygulanan F testi ile Fischer’in F tablo degerlerinden regresyon modelin gegerligi

stnanmis ve her iki test ANOVA istatistigi ¢izelge 5.31°de verilmistir.

Tahmin edilen veriler ve deneysel veriler arasindaki uyumu gosteren iliski katsayisi (R?)
degeri 0,8787 olarak elde edilmistir. Elde edilen bu deger, deneysel verilerin yiizey

merkezli model ile % 87,87 agiklanabilecegini gostermektedir. Bu sonug elde edilen

284



model denklemin toplam antioksidan aktivitenin (%) tayini i¢in incelenen bagimsiz

degiskenlerin dl¢tim araliginda yiiksek dogrulukta uygulanabilirligini agiklamaktadir.

Uyum eksikligi i¢in F testi degeri 0,1381 hesaplanmis ve ¢nemli (uygun) (p>0.05)
bulunmamistir. Bu durum; MeOH-H2O ¢o6ziiciilii ultrasonik prob ile yapilan tek amag
fonksiyonlu ekstraksiyonda genlik, SOD uyg. siiresi, EtOH, prob pozisyonu ve gorev
dongiisii’ niin Toplam antioksidan aktiviteye etkilerinin, olusturulan model ile iyi bir

sekilde aciklanabilecegini gostermektedir.

Tasarim kullanilarak 31 deneysel nokta calisilmis ve deneysel veriler {lizerine ¢oklu
regresyon analizi uygulanarak regresyon katsayilar1 hesaplanmis, yiizey merkezli tasarim
icin ikinci dereceden model esitlik elde edilmistir. Biitiin parametrelerin etkisi dikkate

aliarak olusturulan ikinci dereceden model denklemi asagida verilmistir.

Kodlanmis degerlerle model denklemi;

YT Antioksidanaktivie=*72,24-0,75A+17,73B-1,65C-21,30D+9,23E-8,13AB+5,48AC-3,95AD-5,38
AE+2,55BC-2,50BD-2,16BE+5,29CD+4,78CE-4,58DE+7,75A%-6,51B+2,29C?-44,66D? + 6,14
EZ

Gergek Degerlerle;

YT Antioksidan Aktivie=27,967-1,033A+6,905B -3,773C+137,628D-29,564E-0,0407AB+ 0,0128AC-
0,111AD-0,539AE+0,0243BC-0,285BD-0,881BE+0,282CD+0,911CE-10,48DE+9,547.103A2-
0,133B2-28,583C2-28,583D2 +50,161E2

En 6nemli model parametrelerine gére yeniden diizenlenen model denklem;

Kodlanmis degerlerle;

YT Antioksidan Aktivite=72,24 +17,73B-21,30D+9,23E-8,13AB+6,14E?

Gercek Degerlerle;

Y Antioksidan Aktivite=27,967 +6,905B+137,628D-29,564E-0,041AB+50,161E ? seklindedir.

Cevap faktorii Toplam Antioksidan Aktivite’nin maksimizasyonu i¢in artik deger-

normal olasilik grafigi sekil 5.147 de verilmistir.
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Artik Deger (Internally Studentized Resudials)

Sekil 5.147 Toplam Antioksidan Aktivite maksimizasyonu igin artitk deger- normal
olasilik (probability) grafigi

Box-Cox Plot for Power Transforms
T Antioksidan Akt

10.01
Lambda
Current = 1
Best = 0.77
Low C1 =-059
HighCl =233 936 -

Recommend transform
None

(Lambda = 1)
871

LniResidualt

741 A

Lambda

Sekil 5.148 Box-Cox grafigi

Sekil 5.148’de verilen Box-Cox grafiginde, artiklarin kareleri toplaminin In degeri ile
lambda degerleri grafige gecirilmis ve elde edilen verilere gore A=0,77 bulunmus ve
cevap degeri i¢in ¢alismanin %95 giiven aralifinda yapilmasinin uygun oldugu ve ayrica
transformasyona (doniisiime) gerek olmadigi anlagilmistir. Deneysel sonuglarin kuadratik

modelden hesaplanan sonuglarla karsilastirilmasi sekil 5.149°da verilmistir.

T Antioksidan Akt Predicted vs. Actual

Calor points by value of
T Antioksidan Akt Pl
86.93

2092 7a50 | L

57.00 - -

Predict
5

Jejdnuos ueuejdessH

28.50 - P

Actual

Deneysel sonuglar
Sekil 5.149 Deneysel sonuglarin kuadratik modelden hesaplanan sonuclarla karsilas-
tirilmasi

Model denkleminde SOD uyg. siiresi, prob pozisyonu ve gdrev déngiisii’niin nemli

parametreler oldugu, genlik/SOD uyg.siiresi arasindaki iliskinin ve prob pozisyonu nun
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karesel etkilesiminin dnemli oldugu belirlenmistir. Parametrelerden ii¢ tanesi merkezde
sabit tutuldugunda, diger iki faktor seviyelerinin Toplam antioksidan aktivite iizerine olan

etkileri izohips egrileri ve yiizey grafikleri ile gosterilmistir.

T.Antioksidan Akt.

T Antioksidan Akt
8693 1500

20.92 ST

(60 2056]
X1 = A Amplitude
11.50 CFREFA

X2 = B Iridiation zamani

Actual Factors

C: Etanol = 65.00

D: Prob Pozisyonu = 2.75
E: Duty Cycle = 0.65

T Antioksidan Akt.
B: Irridiation zamani

32.00 50.50
A: Amplitude

Sekil 5.150 Genlik-SOD uyg.siiresi iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik
iceren li¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Yt antioksidan Akiivite=+72.24-0.75
A+17.73B -8.13AB+7.75A%-6.51B?

T Antioksidan Akt
693

T.Antioksidan Akt.

a0.00
2092

X1 = A Amplitude

X2 =C: Etanol
72,50

Actual Factors
B: Irridiation zamani = 8.00 =

D: Prob Pozisyonu = 2.75 g =
E: Duty Cycle = 0.65 5 =]
i 8 eso00
-
s7.50
7250 o /;;5
66.00 = /ﬁw 50,00
C: Etanol 5M » A: Amplitude 3200 se.00
5000  32.00 A: Amplitude

Sekil 5.151 Genlik-EtOH iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik iceren ii¢
boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yrantoksidanakivie=+72.24-0.75A -1.65
C+5.48AC +7.75A%+2.29 C?

T.Antioksidan Akt
86.93 T.Antioksidan Akt.

2092

X1 = A Amplitude

s S
EoBERI

X2 = D' Prob Pozisyonu
; 73 t““‘ﬁ’:’ 3.00
o = R
Actual Factors = TR =
B Irridiation zamani = 8.00 = i RS AU 2
C: Etanol = 65.00 8 o g SRR e =
E: Duty Cycle = 0.65 2 A 8
2 N g ..
o 53 =
= \ =3
£ o 2
P - & 92O B3ly
e 200
3.50 T - — L = 80.00
3.00 —_— 7475
250 o 60.50 150
D: Prob Pozisyonu® ° 4825 A Amplitude 3200 89.00
1.50 ~ 32.00 A: Amplitude

Sekil 5.152 Genlik/prob pozisyonu iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik
igeren Ui boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.antioksidan Akivie=+72.24-0.75
A -21.30D-3.95AD +7.75A%-44.66D?

287



T.Antioksidan Akt
I 86.93

2092
X1 =A Amplitude
X2 = E: Duty Cycle

T.Antioksidan Akt.

91 1169

Actual Factors
B: Irridiation zamani = 8.00
C: Etanol = 65.00
D: Prob Pozisyonu =275 - 2
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e
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T.Antioksidan Akt.
E: Duty Cycle
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68.6467 |

T
32.00 46.25 60.50 7475 §9.00

A: Amplitude

Sekil 5.153 Genlik-gorev dongiisii iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik
iceren ii¢ boyutlu yilizey grafigi ve izohips egrisi, Yrantioksidan Akiivite=+72.24-0.75
A +9.23E-5.38AE+7.75A%+6.14E?

T.Antioksidan Akt. 5000 T.Antioksidan Akt.
I 86.93 _ 508
2092
87
X1 =B Iridiation zamani P eesteoss |
Wirittitass e 7250
X2 =C: Etanol Pt st
: 7575 :"';5"5.’2 e [83.2052]
= b orsorir:
Actual Factors é l:’;;‘;;"l':"""" i s
A Amplitude = 60.50 P P = 707562| [76.3934
- - 2 teis
D: Prob Pezisyonu =2.75 @ 645 g sl 72 ey & . 50.395:
E: Duty Cycle = 0.65 5 "l-m{z,g'z;’ St m e 55 2192] [64.1936 73 79.1054)[82.1425)
S 5325 S & [E86a67] [75062)
: 42
= 57.50
80.00 15.00
72.50 11.50
65.00 8.00 50.00
. 57.50 4. . N Ly H 1.00 450 8.00 11.50 15.00
C: Etanol 5B: Irridiation zamani 8o )
5000~ 1.00 B: Irridiation zamani

Sekil 5.154 SOD uyg. siiresi-EtOH iki faktérli modeli igin, kodlanmis degerlerle egrilik

iceren ii¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Yt antioksidan Akiivite=+72.24 +17.73
B-1.65C+2.55BC-6.51B%+2.29C?

T Antioksidan Akt.
86.93 . .
I T.Antioksidan Akt.
2092 250 —
- ~ 95
X1 =B Imdiation zamani
X2 = D: Prob Pozisyonu oo Z :"‘W‘
w76 St RS S e
Actual Factors é "o"zz'°§::::‘$’:‘::‘:‘s‘s‘s\ % 200
ST SN
A: Amplitude = 60.50 c T :.’:‘ 3‘:‘0‘:‘3‘\}“\ o
C: Etanol = 65.00 g s R 2 =
E: Duty Cycle = 0.65 B =
S 2875 H
= o 250 f
< & £
=2 Bl & \
‘ - a
e
350 15.00 200

 aw V "800
D: Prob Pozisyonu*® “*B: Irridiation zamani

150 71.00 150
1.00 4.50 8.00 11.50 15.00

B: Irridiation zamani

Sekil 5.155 SOD uyg. siiresi- prob pozisyonu iki faktérlii modeli i¢in, kodlanmis
degerlerle egrilik igeren ii¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi,
Y Antioksidan Aktivite="+72.24 +17.73B -21.30 D-2.50BD -6.51 B%-44.66D?

288



T.Antioksidan Akt.
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T.Antioksidan Akt.
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T.Antioksidan Akt.
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Sekil 5.156 SOD uyg. siiresi-gorev dongiisii iki faktorlii modeli igin, kodlanmis degerler
le egrilik iceren ii¢ boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Y antioksidan Axtivie=
+72.24+17.73B +9.23E-2.16BE -6.51B%+6.14E?

T Antioksidan Akt
86.93 T.Antioksidan Akt.
20.92
%
X1=C: Etanol
X2 =D: Prob Pozisyonu SRR
o 125 SRR
g S,
Adual Factors g R R Y 2
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AN N
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2 R £
S 375 S )
E o
= 2 e
3.50 80.00

65.00

57.50 C: Etanol 50.00 57.50 65.00 7250 80.00

D: Prob Pozisyonu?®
150 50.00 C: Etanol

Sekil 5.157 EtOH-prob pozisyonu iki faktorlii modeli icin, kodlanmis degerlerle egrilik
iceren li¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yrantioksidan Akivie="+72.24 -
1.65C-21.30D+5.29CD+2.29C?-44.66D?

T.Antioksidan Akt.
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SRiRRh R,
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" o S SRR,
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R A At A A AR AT,

D: Prob Pozisyonu =2.75

T.Antioksidan Akt.
E: Duty Cycle
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65.00 0.30
T T T 1
57.50 C Etanol 50.00 57.50 65.00 72.50 80.00
030 50.00 C: Etanol

0865

E: Duty Cycle

0.48

Sekil 5.158 EtOH- gorev dongiisii iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik

iceren {i¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yr.antioksidan Aktivie=+72.24 -1.65
C +9.23E+4.78CE +2.29C?+6.14E?
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Sekil 5.159 Prob pozisyonu-gorev donglisii iki faktorlii modeli igin, kodlanmisg
degerlerle egrilik iceren iic boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi,
YT Antioksidan Aktivite="+72.24 -21.30 D+9.23 E-4.58DE -44.66 D?+6.14E?

Sekil 5.150°de verilen izohips egrisi ve ii¢ boyutlu yiizey grafigi genlik-SOD uyg.siresi
arasindaki etkilesimin anlamli oldugunu gostermektedir. Modelde AB (genlik-SOD
uyg.siiresi) i¢in p degeri (0,0311) hesaplanmis ve anlamli bulunmustur. Yiizey profili eyer
bolge oldugunu gostermektedir. Sekil 5.151°de genlik-EtOH arasindaki etkilesimin
anlamli olmadigin1 gostermektedir. Modelde AC (genlik-EtOH) i¢in p degeri (0,1592)
hesaplanmis ve anlamli bulunmamistir. Genlik-EtOH arasinndaki yiizey profili bize
minimizasyon olustugunu gostermektedir. Sekil 5.152°de verilen izohips egrisi ve {i¢
boyutlu yiizey grafigi, genlik-prob pozisyonu arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini
go6stermektedir. Modelde AD (genlik-prob pozisyonu) i¢in p degeri (0,4077) hesaplanmig
ve anlamli bulunmamistir. Genlik-prob pozisyonu arasindaki yiizey profili plato bolge
oldugunu gostermektedir. Sekil 5.153’de verilen izohips egrisi ve lic boyutlu yiizey
grafigi genlik-gorev dongiisii arasindaki etkilesimin anlamli olmadigin1 gostermektedir.
Modelde AE (genlik-gorev dongiisii) ig¢in p degeri (0,1719) hesaplanmig ve anlamli
bulunmamustir. Yiizey profilinde minimizasyon etki goriilmektedir. Sekil 5.154’de
verilen izohips egrisi ve ii¢ boyutlu yiizey grafigi SOD uyg.siiresi-EtOH arasindaki
etkilesimin anlamli olmadigim géstermektedir. Modelde BC (SOD uyg.siiresi-EtOH) igin
p degeri (0,416) hesaplanmis ve anlamli bulunmamistir. Yiizey profilinde, SOD uyg.
suresi, EtOH’e gore daha etkili goriilmektedir. Sekil 5.155, SOD uyg.siiresi-prob
pozisyonu arasindaki etkilesimin anlamli olmadigin1 gdstermektedir. Modelde BD (SOD
uyg.slresi-prob pozisyonu) i¢in p degeri (0,5514) hesaplanmis ve anlamli bulunmamustir.
Yzey profilinde, plato bélge maksimizasyon etki gozlenmistir. Sekil 5.156’da verilen

izohips egrisi ve ii¢ boyutlu yiizey grafigi SOD uyg.siiresi-gorev dongiisii arasindaki
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etkilesimin anlamli olmadigim géstermektedir. Modelde BE (SOD uyg.siiresi-gorev
dongusu) icin p degeri (0,5382) hesaplanmis ve anlamli bulunmamustir. Yiizey profilinde,
maksimum etki gézlenmistir. Sekil 5.157, EtOH-prob pozisyonu arasindaki etkilesimin
anlamli olmadigin1 géstermektedir. Modelde CD (EtOH- prob pozisyonu) i¢in p degeri
(0,2162) hesaplanmig ve anlamli bulunmamustir. Yiizey profilinde, plato maksimizasyon
etkisi gozlenmistir. Sekil 5.158°de verilen izohips egrisi ve li¢ boyutlu yilizey grafigi
EtOH-go6rev dongiisti etkilesiminde, (0,0) noktasindan uzaklastikca cevap degerleri yone
gore artis ya da diisiis gostermektedir. Modelde CE (EtOH-gorev dongiisii) i¢in p degeri
(0,164) hesaplanmis ve anlamli bulunmamistir. Sekil 5.159, prob pozisyonu-gorev
dongiisii arasindaki etkilesimin anlamli olmadigini gostermektedir. Modelde DE (prob
pozisyonu -gorev dongiisii) igin p degeri (0,3222) hesaplanmis ve anlamli bulunmamustir.

Yuzey profilinde, plato bélge maksimum etki gozlenmistir.

EtOH-H20 ¢0ziucu karigiminda ultrasonik prob ile ekstraksiyonun, deneysel tasarim
calismalar1 sonucu tek cevap faktoriine kars1 alinan ANOVA sonuglarindan elde edilen
yeterli kesinlik, c¢alismanin yeterli veri ile tamamlandigini gostermektedir. Yeterli
kesinlik (adequate precision), sinyal giiriiltii oranina gore belirlenmekte olup bu oran

6,412’dir.

Optimizasyon c¢alismalarinda dogrusal programlama yapilmis, dinamik ve kisitlanmig
optimizasyon uygulanmistir. Calismada kullanilan Box-Wilsonun dik yokus yontemi
dogrusal bir regresyon modelle acgiklanan proseslerin optimizasyonu i¢in kullanilmistir.
Toplam antioksidan aktivitenin maksimizasyonu i¢in optimizasyon yapilmistir. Optimum
sartlar1 temsil eden ¢6zliim noktasinda deneyler yapilmis ve tahmini cevap degerleri ile
karsilastirilmistir. 5 bagimsiz degisken icin pareto optimal ¢ozlim sistemi kullanilmistir.
Tek yanitl optimizasyon problemlerinin ¢6ziimii i¢in, desirability degerlendirilmistir.
Geometrik ortalama alinarak olusturulan toplu desirability fonksiyonunu, maksimize

eden (x) degisken seviyesi kombinasyonu bulunmustur.
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Optimizasyonda, desirability calismalari sonucu elde edilen ¢ozim kimesi, asagida
verilmistir. Optimum noktanin belirlenmesinde, cevap degiskeninin maksimum oldugu

kosullar dikkate alinmstir.

Number Amplitude Irridiaticn zamani Etancl Prob Pozisyonu Duty Cycle T.Anticksidan Akt Desirability
1 3439 1.66 86.15 2.80 087 91.6256 1.000
2 8168 9.41 54,30 224 098 29,8962 1.000
2 B2.6T 576 .78 255 058 526954 1.000
4 71.33 14.71 50.70 2.58 035 ET.11% 1.000
5 36,33 531 54.69 .48 055 91.7978 1.000
] 3200 15.00 80.00 350 1.00 53.6223 1.000
7 8T.10 14.45 79.38 il 053 31.5445 1.000
] 3512 13.78 79.46 284 045 87.3423 1.000
] B8.00 14.48 51.96 225 074 87.057 1.000

10 8465 12.89 7E.41 2.51 032 87,3063 1.000
n #5.24 280 .58 281 053 25.5742 1000 Eglectad
12 8435 13.82 75.08 245 038 574384 1.000
13 56 58 14.47 65.85 254 063 ET.0848 1.000

Optimim kosullar; %36,24 genlik, 8,6 dk. SOD uyg. siiresi, % 50,56 EtOH, 2,91 cm
prob pozisyonu, %0,93 gorev dongiisii ve 28 C/K Orani, 30°C sicakhik olarak

belirlenmistir.

Deney dogrulama (experimental verification) CYY ile elde edilen deney sonuclarini
dogrulamak ve deneysel degerlerden sapmay1 gorebilmek i¢in yapilan deney dogrulama
sonuglarindan, Toplam Antioksidan Aktivitesi % 95,57 ve standart sapma 7,89 olarak

bulunmustur.

292



6. ARASTIRMA BULGULARI 11

Bu bolimde zeytin yapragindan fitomolekiillerin ekstraksiyonu sonrast HPLC ile analizi
icin, yeni gelistirilen metoda ait; deney tasarimlari, modelleme asamalari ve 6lgme igletim

sartlarinin optimizasyon ¢alismalar1 sonuglar1 verilmistir.

Kromatografik tekniklerle ¢alisan pek ¢ok analitik laboratuvarinda, en iyi kromatografik
ayirima ulagmak i¢in, ¢esitli deneysel kosullardan olusan kombinasyonlar ile ¢alisilmast,
cok zahmetli bir yoldur. Cesitli isletim parametreleri ile basa ¢ikmak igin, gelencksel
yontem uygulanmakta ve optimum ¢oziim, deneme yanilma yontemi ile bir seferde bir

degiskeni degistirerek elde edilmektedir. Bu durum beraberinde ¢esitli sorunlar olusturur.

Glniimiizde deneye dayali yorumlayici yontemlerin uygulanmasi, kromatografik
optimizasyon islemini sinirli sayida deneme ile yonlendirmek i¢in bir anahtardir. Bununla
birlikte farkli kromatogramlar ile ayirma kalitesinin karsilastirilmasinda, bu yorumlayici
yontemlerin uygulanmasi i¢in bir sayisal yanit elde etmek gerekir. Farkli kemometrik
stratejilerin uygulanmasi ile ayni1 anda birden fazla optimizasyon hedefini degerlendiren

cok amagli optimizasyona, kromatografik cevap fonksiyonu dahil edilebilir.

Son yillarda, spesifik bir kromatogramda ayirma kalitesini iyilestirmek icin, secicilik,
alikonma faktorti, analiz siiresi ve pik sayis1 gibi ayrilma kalitesi kriterleri, ayr1 ayr1 ya da

birlikte, kromatografik cevap fonksiyonu (CRF) ile birlikte kullanilmaktadir.

Literatiirde CRF ile ilgili calismalar arasinda, daha 6nce tanimlanan CRF (Berridge 1982,
Morris vd. 1996, Duarte ve Duarte 2010) tanimu ile ilgili sorunlar1 agmak igin, Jancic-
Stojanovic vd. (2011) bes bilesikli bir karisimin kromatografik analizinde, NCRF olarak

adlandirilan yeni bir CRF denklemi 6nermektedtir.

NCRF asagida tanimlanmaistir;
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(6.1)

Burada;

tr: Kromatogramdaki en son pikin eliisyon zamani,

topt: Optimum analiz zamani,

a ve b: secilen diizeltme katsayilari,

n: pik sayisi,

N: pik giftlerinin sayisi,

0s,1: komsu pikler arasinda pik-¢ukur orani icin Kaiser tanimi kullanilarak, Carle (1972)
tarafindan gelistirilmis, ayirma Kkriterlerinin bir derecesi (Duarte ve Duarte, 2010
tarafindan yayginlastirilmstir.)

dir.

] (6.2)

Burada, Hi, Hs Hv.tri,trs Ve try ifadeleri sekil (6.1)’de tarif edildigi gibi, bitisik iki pikten
kiigiik ve biiyiik piklerin ytikseklikleri, pikler arasindaki ¢ukurlarin yiikseklikleri ve bu

piklerin sirasi ile eliisyon zamanlaridir.

Hs

Hy

— ]
!uR.S

Irv
tey

Sekil 6.1 1D kromatogramin, Carle (1972)’den uyarlanmus, pik ¢iftleri arasinda ayirma
kriteri parametrelerinin sematik gosterimi
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Morris vd (1996) tarafindan gelistirilen ve asagida denklemi verilen CEF (kromatografik
istel fonksiyon), 17 bilesenli fenol karisiminin kapiler gaz kromatografi sistemi ile

ayiriminin optimizasyonu amaci ile kullanilmistir.

CEFz{(TZ:(l g?lfn ‘)2]+1}(1+tt—fj (6.3)

max

Burada;

Ropt: Secilen en iyi ayirma giicil,

Ri: IUPAC kromatografik ayirma giicti 6lcumu (Ettre, 1993),
tmax: Maksimum olarak kabul edilebilir bir sure

dir. Kalan diger parametreler, NCRF taniminda (denklem 6.1) tarif edilmektedir.

Diger bir tanim olan DCRF, Duarte ve Duarte (2010) tarafindan kompleks organik

karisimlarin boyut-eleme kromatografisi ile ayirimin optimizasyonu i¢in gelistirilmistir.

N-1
DCRF =N+Y 6., - f(t)
zl ! (6.4)

N: kromatogramda izlenen piklerin toplam sayisidir, 8s: denklem (6.2)’de verilen ayirim
kriteri derecesidir, f (t): zaman tasarrufu saglayan bir kriterdir ve denklem (6.5)’de

tanimlanmaistir.

(6.5)

f(t):tRL

R,L

Burada;
tr,1:En son pikin eliisyon zamani,

to :Ekstra kolon hacmine karsilik gelen eliisyon zamamn

dir.
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Jancic-Stojanovic vd. (2011) kompleks karisgimlarin kromatografik ayirim isleminin
optimizasyonu icin, onerdikleri yeni CRF fonksiyonunun, diger tanimlara gére 6nemli
Olclide daha iyi oldugunu iddia etmislerdir. NCRF’nin 6zellikle deneyden bagimsiz
olarak, birka¢ kromatografik parametrenin (analizin optimal siiresi ve ayrilacak piklerin
sayis1 gibi) bilinmesi durumunda, basit karigimlarin ayrilmasi ve optimum kosullarinin

bulunmasinda, en uygun tanim oldugu arastirmacilar tarafindan bildirilmektedir.

Tez ¢alismasi kapsaminda; zeytin yapragindan basit fenolik bilesikler, sekoiridoitler ve
flavanoitlerin kromatografik yontem ile ayrilmasi ve tayin edilmesi amaciyla, Avrupa
Farmokope 2005’de (European Pharmacopoeia 2005) onerilen zeytin yapraginin temel
sekoiridoid yapisi oleuropeinin, MeOH ve EtOH ile ekstraksiyonu sonrast HPLC sistemi
ile analizine dayali yonteme alternatif olarak gelistirilecek yeni analiz yonteminin,
yontem kosullarinin ve bunlarin optimizasyon ¢alismalari i¢in, DCRF ve NCRF cevap
degiskenleri olarak kullanilmistir. Avrupa Farmakopisinde kullanilan yontemin en biiyiik
sorunu ODS-4 analitik kolonu kullanildiginda oleuropein ve apigenin-7-glikozit
piklerinin ¢cakismas1 ve birbirinin i¢ine girmesidir. Yeni gelistirilen yontemde 6zellikle
bu iki pikin birbirinden ayrilmasi ve analiz siiresinin miimkiin oldugunca kisaltilmasi

hedeflenmis ve farkli senaryolar olusturulmustur.

6.1 Izokratik Yontem Optimizasyonu

6.1.1 izokratik eliisyon yontemi icin 6n optimizasyon ¢alismasi

Zeytin yapragmin temel bilesenlerinden hidroksitirozol, tirozol, oleuropein, apigenin-7-
glikozit, luteolin-7-glikozit ve luteolinin izokratik ters faz HPLC sisteminde ayrilmasi
icin isletim kosullarinin en optimal noktalar1 belirlenmistir. Bu amagla deneysel tasarim
yapilmis, MeOH (%v/v), asetik asit cozeltisi (%v/v), akis hizi (mL/dk) bagimsiz
degiskenler, NCRF ve DCRF bagimli degisken cevap faktorleri olarak kullanilmigtir. 20
noktali tasarim noktalarinda fotodiyot-array dedektor (DAD) kullanilarak, 280 nm dalga
boyunda kromatogramlar alinmistir. Shimadzu LC Solution yazilim programi ile her bir

kromatogramdan NCRF ve DCRF taniminda kullanilacak verilere ulagilmistir.
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Uc bloklu merkezi birlesik tasarim (CCD) uygulanan cevap yiizey tasariminda, kullanilan

bagimsiz degiskenlerin, incelenen etkinlik araligi ¢izelge 6.1 de ve izokratik eltisyon

yonteminin optimizasyonu i¢in deneysel tasarim noktalar1 ¢izelge 6.2°de verilmistir.

Cizelge 6.1 izokratik eliisyon yonteminin optimizasyon icin, ii¢ faktorlii CCD tasarimda

kullanilan bagimsiz degiskenlerin incelenen etkinlik araligi

Siralama ve Seviyeleri

Faktorler (Bagimsiz | +1,68 +1 0 -1 -1,68
Degiskenler) (+0) (-01)

A : MeOH (v/v) 99,0 80,74 | 52,50 | 24,30 | 5,00
B : Asetik Asit (v/v) 6,00 4,80 3,10 1,30 0,20
C: Akis hiz1 (mL/dk) | 1,75 1,40 1,365 | 1,00 0,80

Cizelge 6.2 izokratik ellisyon yéntem optimizasyonu deneysel tasarim noktalari

Factor 1 Factor 2 Factor 3
Std | Run | Blok A:MeOH, %v/v | B:Asetik Asit, %v/v | C:Akis Hizi, mL/dk
6 |1 [1.Gin 80,74 (+1) 1,30 (-1) 1,75(+1,68)
10 |2 |1.Gin 52,50 (0) 3,10(0) 1,40(+1)
4 |3 |1.GiUn 24,30 (-1) 1,30(-1) 1,00(-1)
9 |4 |1.Gin 52,50 (0) 3,10(0) 1,40(+1)
1 |5 [1.Gin 24,30(-1) 4,80(+1) 1,75(+1,68)
7 |6 |1.Gln 80,74(+1) 4,80(+1) 1,00(-1)
12 |7 |2.Gln 80,74(+1) 4,80(+1) 1,75(+1,68)
11 |8 |2.Giin 80,74(+1) 1,30(-1) 1,00(-1)
8 |9 |2.Gin 24,30(-1) 1,30(-1) 1,75(+1,68)
5 |10 |2.Giun 52,50(0) 3,10(0) 1,40(+1)
3 (11 |2.Gin 24,30(-1) 4,80(+1) 1,00(-1)
2 |12 |2.Gin 52,50(0) 3,10(0) 1,40(+1)
16 |13 |3.Giin 52,50(0) 3,10(0) 0,80(-1,68)
17 |14 |3.Gin 52,50(0) 6,00(+1,68) 1,40(+1)
13 |15 |3.Giin 5,00 (-1,68) 3,10(0) 1,40(+1)
14 116 |3.Gin 52,50(0) 3,10(0) 1,36(0)
19 |17 |3.Gin 99,00(+1,68) 3,10(0) 1,40(+1)
15 |18 |3.Giin 52,50(0) 0,20(-1,68) 1,40(+1)
20 |19 |3.Gin 52,50(0) 3,10(0) 1,75(+1,68)
18 |20 |3.Giin 52,50(0) 3,10(0) 1,40(+1)
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Tasarim noktalarinda elde edilmis kromatogramlardan tespit edilen alti polifenolik
bilesige ait alikonma zamanlari, ¢izelge 6.3’de verilmistir. Deneysel tasarimin herbir
noktasinda, alt1 polifenolik bilesigin standart karigiminin kromatografik olarak ayrilmasi
ile elde edilen (kromatogramlardan hesaplanan) veriler ve bu verilerden hesaplanarak,

denklem 6.2°de tanimlanan s, Gizelge 6.4’de verilmistir.

Tasarim noktalarinin  farkli isletim noktalarinda, bilesenlerin farkli davranis
karakteristikleri incelenmistir. Ayirimi yapilan alt1 polifenolik bilesigin, gozlemlendigi
kosullar Runl1 ve Run20’de saglanmistir. 0s,1 degerleri kullanilarak hesaplanan NCRF

ve DCRF degerleri ¢izelge 6.5°de verilmistir.

Cizelge 6.3 Izokratik eliisyon yontem icin deney tasarimi noktalarinda elde edilmis
kromatogramlardan saglanan, ayirimi yapilan bilesiklerin alikonma

zamanlari
Hidroksi Luteolin- | Apigenin-7-

Run tirozol Tirozol | 7-Glikozit Glikozit Oleuropein Luteolin

1 - - 2,027 - 2,140 2,806
2 2,979 3,370 3,995 - 4,886 9,667
3 6,710 10,501 - - - -
4 3,168 3,594 4,341 - 5,343 10,752
5 3,542 5,221 - - 25,690 29,506
6 - - - - 3,295 3,595
7 - - - - 2,006 2,331
8 - 2,976 3,157 - 3,348 4,221
9 5,720 9,053 - - - -

10 3,177 3,605 4,362 - 5,368 10,792
11 4,386 5,652 12,948 17,538 19,880 55,847
12 3,191 3,621 4,378 - 5,391 10,848
13 3,985 4,334 4,908 - 5,510 8,638
14 2,473 2,270 2,666 - 2,956 4,345
15 9,800 18,03 - - - -

16 3,189 3,618 4,372 - 5,387 10,768
17 - - - 2,158 2,348 -
18 3,240 3,678 4,450 - 5,483 11,064
19 2,249 2,562 3,165 - 3,934 7,987
20 3,692 4,345 6,279 6,887 8,287 19,452
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Cizelge 6.4 izokratik yontem optimizasyonu deney tasarimi noktalarindan elde edilen kromatogramlardan saglanan, 0s; tanimlamasinda
kullanilan veriler ve hesaplanmis 0s degerleri

Run | ts f) to to tf topt | Hv Hs Hi O ®23 O34 Os5 Os6 | *Oup Otop,

1 | 2112 | 2220 |2123 | 0,70 |2,806 |25 | 76000 | 72692 | 166718 0,076 1 1,076
2979 |3370 | 3,211 3000 | 19158 | 29845 | 0,882

2 3370 [3995 |3,740 |00 [9669 |30 gng | 391409 | 277984 0,9975 3,848
3,995 | 4,886 | 4,520 1200 | 14045 | 54674 0,9684 1

3 | 6,710 | 10,501 |- 1,35 | 10,501 | 20 575347 | 912292 | 1 1,000
3,168 | 3594 | 3,420 2150 | 15563 | 23264 | 0,893

4 3594 | 4341 |4020 | 050 | 10,752 |30 450" [ 23264 | 10738 0,972 3,844
4341 | 5343 | 4,939 600 | 10738 | 40846 0,979 1

5 |3542 |5218 4235 | 194 | 29521 |35 | 200 | 25962 | 33768 | 0,993
25,626 | 29,521 | 28,555 2200 | 9777 | 4214 1 | 0,6067 | 2,599

6 |3295 | 3595 |3520 |03l |3595 |15 | 76214 | 348797 | 75000 1 0,4687 | 1,468

7 | 2006 | 2331 |2240 |0,18 |2331 |15 | 10000 | 343673 | 78425 1 0,9345 | 1,935
2,978 3,157 | 2,987 | 180 |4221 |20 | 5200 | 4815 | 110840 0,999 2237
3,157 | 3,348 | 3,158 115400 | 110840 | 312159 0,238 1

9 |5720 | 9,053 |- 1,34 | 31,820 | 40 68486 | 104293 | 1 1 2,000
3177 | 3,605 | 3,456 1500 | 13744 | 20580 | 0,9176

10 3605 [4362 |4,053 | 21> |10,792 |30 450" [ 20580 | 9465 0,968 3,857
4362 | 5368 |4971 750 | 9455 | 36549 0,971 1

11 | 17,538 | 19,880 | 18,443 | 0,34 | 55,847 |65 | 1200 | 4054 | 47942 |1 1 1 0,943 | 1 4.943
3191 | 3,621 | 3487 1800 | 14376 | 21687 | 0,9073

12 /3621 [4378 |4,084 | 168 |10848 |30 355 [ 21687 | 9957 0,9755 3,865
4378 | 5391 | 5,002 500 | 9957 | 38066 0,9817
3,985 | 4334 | 4,160 1000 | 3345 | 8065 | 0,825

13 4334 [4908 |4523 | 0371|8638 |30 [T4000 | 8058 | 100158 0,8958
4,908 | 5510 |5,259 22500 | 100158 | 200316 0,8581 1 3579




00€

Cizelge 6.4 izokratik yontem optimizasyonu deney tasarimi noktalarindan elde edilen kromatogramlardan saglanan, 0s; tanimlamasinda

kullanilan veriler ve hesaplanmis 0s) degerleri (devam)

Run | ts ti ty to te topt | Hy Hs Hi O1.2 023 O34 Os5 | Osp | *Os6 | Orop,
2,270 | 2,473 | 2,325 4000 | 4552 | 49072 | 0,759

14 5473 [ 2,666 | 2,560 0250 | 4574 |15 35000 | 49072 | 125035 0,580 3,068
2,666 | 2,956 | 2,872 44000 | 125035 | 177630 0,729 1

15 (9,80 | 18,03 273 | 18,030 | 75 1 1,000
3,189 | 3,618 | 3,459 1510 | 13789 | 20610 | 0,908

16 3595 [ 4,372 | 4,059 2,10 110,784 1 30 470 | 20610 | 9565 0,981 3,790
4341 | 5387 | 4975 760 | 9504 | 36498 0,901 1

17 | 2,158 | 2,348 | 2,219 0,77 | 2348 |10 | 187500 | 289420 | 311669 0,368 0,368
3241 | 3,679 | 3531 1800 | 12457 | 18791 | 0,892

18 3679 | 4,452 | 4,139 010 | 11,059 |30 400 | 18791 | 8616 0,969 3,839
4,452 | 5,486 | 5,056 500 | 8616 | 32958 0,978 1
2249 | 2562 | 2432 6000 | 43502 | 64906 | 0,893

19 2562 [3,165 | 2,901 021 7982 |15 1950 | 64908 | 30004 0,972 3,835
3,165 | 3,934 | 3,605 2250 | 30004 | 110390 0,970 1

50 | 3,692 | 4,345 | 4,117 0,18 | 19452 | 25 | 200 | 7139 | 10703 | 0,979 4,697
6,279 | 6,887 | 6,720 500 | 4508 | 739 1 0,718* | 1 1

*@4,6: apigenin-7-glikozitin kromatogramda gozlenmedigi durumlarda, oleuropein ile luteolin arasindaki iliskiyi temsil etmektedir.

1.hidroksitirozol 2. tirozol 3.luteolin-7-glikozit 4. apigenin-7-glikozit 5.oleuropein 6.luteolin




Cizelge 6.5’ de verilen NCRF degerleri hesaplanirken, asagida belirtilen kabuller
yapilarak, li¢ farkli senaryo ile esnek NCRF degerleri hesaplanmistir.
Kabuller;

o— 1-5; b— 0-5
a—max; b—min; NCRF—opt
a—max; bl toptkUGUK tr — topt

Senaryo1: o:3; b:0,05 NCRF1
Senaryo 2: w:3; b:3 NCRF2
Senaryo 3: a:1; b:0,5 NCRF3

Cizelge 6.5 izokratik eliisyon yonteminin optimizasyonu deney tasarimi noktalarinda
cevap degiskenlerinin (NCRF, DCRF) degerleri

Std |Run |Block |NCRF1 |[NCRF2 |[NCRF3 DCRF
6 1 1.Gin 6,6 3,5 2,4 6,3
10 |2 1.Gin |40 3,8 2,7 8,9
4 3 1.Giin 53 4,0 3,2 6,0
9 |4 1.Gin |41 2,2 2,2 8,9
1 5 1.Gin 5,4 4,3 3,0 7,7
7 6 1.Giin 6,3 3,3 2,6 6,6
12 |7 2.Gin |58 3,1 2,3 7,0
11 |8 2.Gun 55 2,9 2,4 1,7
8 9 2.Gin |60 4,5 3,2 7,1
5 10 2.Gln 4,0 2,2 2,2 9,1
3 11 [2.Gin |30 2,5 2,3 10,0
2 12 2.Gun 4,0 2,2 2,2 9,0
16 |13 3.Gln 4,3 2,3 2,2 8,6
17 |14 3.Gln 48 2,5 2,3 8,1
13 |15 3.Gln 6,8 3,6 2,7 6,2
14 |16 3.Gln 41 2,2 2,2 8,9
19 |17 3.Gln 7.4 3,9 2,9 54
15 |18 3.Gln 41 2,2 2,2 8,9
20 |19 3.Gln 41 2,4 2,4 8,9
18 [20 [3Gun [33 2,4 2,3 9,7

Her bir cevap faktorii icin tasarim matrisi ve herbir terimin uyumu varyans analizi
(ANOVA) ile incelenmistir. Bu yontemle herbir faktoriin lineer, kuadratik ve

interaksiyon etkilerinin cevaplar Uzerindeki istatistiksel onemlilikleri %95 gliven
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seviyesinde verilmistir. Istatistiksel olarak Onemli olmayan etkiler modelden

cikartlmistir.

Ikinci dereceden model:
y=f(x) = Bo+ Y3_, Bixi + Z§j=1 Bjixixj + Y3, Bii xi? +ri tanimlanmustir.

NCRF i¢in tanimlanan NCRF1, NCRF2 ve NCRF3 cevap degiskenlerinden NCRF2 ve
NCRF3 modellenememistir. Bu yiizden tasarim NCRF1 ve DCRF’ye gore diizenlenmis

tir.

6.1.1.1 Cevap Faktori 1: NCRF1 deneysel tasarnm (ANOVA) sonucglar1 (6n
optimizasyon)

Tasarim matrisi ve NCRF1 cevap faktorii icin sonuglar ¢izelge 6.6’da verilmistir.

Cizelge 6.6 Izokratik ydntem optimizasyonu NCRF1 cevap faktorii icin tanimlanan
kuadretik modelin ANOVA sonuglari

Kaynak Kareler Serbestlik Ortalam F p-Degeri
toplanm derecesi df ani Deger | (P)>F

Model 24,89 9 2,77 6,72 0,0066 gecerli
Blok 0,99 2 0,49
A-MeOH Orani 3,98 1 3,98 9,69 0,0144
B-Asetikasit Oran: | 8,48 10° | 1 8,48 10° | 0,021 | 0,8894
C-Adkis Hizi 0,28 1 0,28 0,67 0,4359
AB 1,01 1 1,01 2,46 0,1553
AC 0,87 1 0,87 2,11 0,1845
BC 0,023 1 0,023 0,056 |0,8184
A? 18,71 1 18,71 45,43 | 0,0001
B? 0,053 1 0,053 0,13 0,7284
C? 0,80 1 0,80 1,95 0,2003
Arta Kalan 24,23 8 0,42
UyumEksikligi 14,10 5 2,81 0,83 0,5877" g.degil
Hata 10,13 3 4,60
Diizeltilmis top, 30,17 19
Onemli Model Terimleri A, A?
R? :0.8832 R2 agi: 0.7519
Pred R? :-0.8335
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Tahmin edilen veriler ve deneysel veriler arasindaki uyumu gosteren iliski katsayisi (R?)
degeri 0.8832 olarak elde edilmistir. Elde edilen bu deger, deneysel verilerin yiizey
merkezli model ile %88.3 a¢iklanabilecegini gostermektedir. Bu sonug elde edilen model
denklemin NCRF1 i¢in incelenen bagimsiz degiskenlerin 6l¢iim araliginda yiiksek
dogrulukta uygulanabilirligini aciklamaktadir. Pred R? degerinin -0.8335 olmas1 deneysel

sonuc¢larimin ortalamasinin modelden daha iyi oldugunu gostermektedir.

Uyum eksikligi degeri 0.5877 hesaplanmis ve 6nemli (uygun) (p>0.05) bulunmamustir.
Bu durum; izokratik yontem optimizasyonunda iki amag fonksiyonlu modelde, MeOH
orani, asetik asit orani ve akis hizi’ nin NCRF1 e etkilerinin, olusturulan model ile iyi bir

sekilde aciklanabilecegini gostermektedir.

Biitlin parametrelerin etkisi dikkate alinarak olusturulan, ikinci dereceden model

denklemi asagida verilmistir.

Kodlanmis degerlerle model denklemi;

NCRF=+3,83+0,83A+0,092B+0,0283C+0,66AB-0,42AC+0,13BC+1,15A2+0,22B%
+0,55C?

Gergek Degerlerle;
NCRF=10,083-0,113A-0,639B-4,915C+7,17.10°AB-0,033AC+0,087BC+1,45.103A?
+0,020B%+2,76C?

Model denklemi en Onemli model parametrelerine gore yeniden diizenlenmistir.

Diizenlenmis model denklemi:

Kodlanmisdegerlerle;

NCRF= 3,83 +0,83A +1,15A2
Gergek Degerlerle;

NCRF= 10,083 -0,113A +1,45.10°3A2

Cevap faktorii | NCRF1’in ¢aligma aralifinda hangi etkilerin (bagimsiz degisken) ya da

etkilegsmelerin 6nemli olduguna karar vermek amaci ile artik deger-normal olasilik grafigi

cizilmis ve sekil 6.2°de verilmistir
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Normal Olasihk
4
IIhI

Artik Deger (Internally Studentized Resudials)
Sekil 6.2 NCRFI ¢alisma aralifinda artik deger- normal olasilik (probability) grafigi

Design-Expert® Software \
NCRF1

Lambda ™
Curent =1 11|

Best=12 \\

LewCl. =

HighCl.= ™7 e

.
Recommend transform: «ec | I
Nene T 1 1 T 1 T
(Lambda =1}

Sekil 6.3 Box-Cox grafigi

Sekil 6.3’de verilen Box-Cox grafiginde, artiklarin kareleri toplaminin In’i ile lambda (X)
degerler1 grafige gecirilmis ve elde edilen verilere gore A=1,00 bulundugundan
calismanin cevap degeri i¢in %95 glven seviyesinde yapilmasinin uygun oldugu ve

ayrica transformasyona (doniisiime) gerek olmadigi anlagilmistir.

Deneysel sonuglarin kuadratik modelden hesaplanan sonuglarla karsilastirilmast sekil

6.4°de verilmistir.

Hesaplanan sonuclar
1
by

Deneysel sonuglar

Sekil 6.4 Deneysel sonuglarin kuadratik modelden hesaplanan sonuglarla karsilas-
tirilmasi
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Model denkleminde MeOH oran1 ve MeOH’iin i¢ etkilesiminin 6nemli oldugu
belirlenmigtir. Parametrelerden bir tanesi merkezde sabit tutuldugunda, diger iki faktor
seviyelerinin NCRF1 iizerine olan etkileri izohips egrileri ve ylizey grafikleri ile

gosterilmistir.
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Sekil 6.5 MeOH orani-Asetik asit iki faktorli modeli igin, kodlanmis degerlerle egrilik iceren ii¢
boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Yncrr1 =f(x)=+ 3.83+0.83A+0.092 B+0.66AB
+1.15A2+0.22B2
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Sekil 6.6 MeOH orani-akis hiz1 iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik iceren ii¢
boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Yncre =f(x) =+3.83 +0.83A +0.0283C -
0.42AC+1.15A%+0.55C?
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Sekil 6.7 Asetik asit orani-akis hiz1 iki faktorlii modeli igin, kodlanmig degerlerle egrilik igeren
¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yncre: =f(x)=+3.83 +0.092 B+0.0283C +0.13B
C +0.22B%+0.55C?
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Sekil 6.5’de MeOH orani-asetik asit orani arasindaki etkilesimi gosteren izdiisiim ve {i¢
boyutlu grafiklerde, yanit yiizeyinin kismen eliptik yapis1 MeOH-asetik asit arasindaki i¢
etkilesimin onemli olabilecegini gostermektedir ancak modelde AB (MeOH orani-asetik asit
orani) icin p degeri 0.1553 hesaplanmis ve anlamli bulunmamistir. MeOH oran1 cevap
faktoriine etki ederken asetik asit oraninin anlamli bir etkisi goriilmemektedir. Sekil 6.6’da
MeOH orani-akis hiz1 arasindaki etkilesimi goriilmektedir. Yanit yiizeyi minimum nokta
vermekte ve Xo (0,0) noktasindan uzaklastik¢a cevap degerleri artmaktadir. Modelde AC
(MeOH orani-akis hiz) igin p degeri 0.1845 hesaplanmis ve anlamli bulunmamugtir. Sekil 6.7’
de asetik asit orani-akis hiz1 arasindaki etkilesimi verilmistir. Modelde BC (asetik asit orani-
akis hiz) igin p degeri 0.8184 hesaplanmis ve anlamli bulunmanmustir. Ug boyutlu yiizey
grafigi minimum nokta vermekte ve xo(0,0) noktasindan uzaklastikga cevap degerleri

artmaktadir. Modelde ikli etkilesimler anlamli bulunmamustir.

6.1.1.2 Cevap Faktori 2: DCRF deneysel tasarim (ANOVA) sonuglar1 (6n
optimizasyon)

Tasarim matrisi ve DCRF cevap faktorii i¢in sonuglar ¢izelge 6.7’de verilmistir.

Cizelge 6.7 Izokratik yontem optimizasyonu DCRF cevap faktdrii igin tanimlanan
kuadretik modelin ANOVA sonuglari

Kaynak Kareler Serbestlik Ortalamanin | F Degeri | p-Degeri
toplanm derecesi, df | karesi (p)>F
Model 27,26 9 3,03 5,67 0,0114 gecerli
Blok 2,77 2 1,39
A-MeOH Oram | 4,41 1 4,41 8,25 0,0208
B-Asetikasit 3,378.10° |1 3,378.10°% 6,32310° | 0,9386
C-Akis Hizi 0,31 1 0,31 0,58 0,4684
AB 3,08 1 3,08 5,77 0,0430
AC 6,812.10°° 1 6,812.10%3 0,013 0,9129
BC 0,51 1 0,51 0,95 0,3572
A? 20,65 1 20,65 38,66 0,0003
B? 0,16 1 0,16 0,30 0,6014
C? 0,84 1 0,84 1,58 0,2446
Arta Kalan 27,43 8 0,78
UyumFEksikligi 15,10 5 3,11 0,85 0,5641" g.degil
Hata 12,33 3 4,60
Diizeltilmis top, | 34,31 19
Onemli Model Terimleri A,AB,A?
R? 0,8645 R g 0,7121
Pred R? -1,116
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(R?) degeri 0,8645 olarak elde edilmistir. Elde edilen bu deger, deneysel verilerin yiizey

merkezli model ile % 86,5 agiklanabilecegini gostermektedir.

Uyum eksikligi i¢in F testi degeri; 0,85 ve p; 0,5641 hesaplanmis ve énemli (uygun)
(p>0.05) bulunmamustir. Bu durum; izokratik ydntem optimizasyonunda iki amag
fonksiyonlu modelde, MeOH orani, asetik asit oran1 ve akis hizi” nin DCRFye etkilerinin,

olusturulan model ile 1yi bir sekilde agiklanabilecegini gostermektedir.

Butun parametrelerin etkisi dikkate alinarak olusturulan, ikinci dereceden model

denklemi asagida verilmistir.

Kodlanmis degerlerle model denklemi;
DCRF=+9.17-0.87A+0.058B-0.30C-1.16AB+0.037AC-0.60BC-1.21A%-0.37B%-0.56C*

Gergek Degerlerle;

DCRF=-2.833+0.181A+1.4995B+8.098C-0.0125AB+2.95.10°AC-0.409BC-1.5210"°
A%-0.0348B2-2.8C?

Model denklemi en 6nemli model parametrelerine gore yeniden diizenlenmistir.

Diizenlenmis model denklemi:

Kodlanmisdegerlerle;
DCRF=+9.17-0.87A -1.16AB -1.21 A?
Gergek Degerlerle;

DCRF=-2.8331+0.1814A -0.0125AB-1.52103A?

Cevap faktorii 2 DCRF’nin ¢alisma aralifinda artik deger-normal olasilik grafigi sekil

6.8’de verilmistir.
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Normal Olasilik
T

Artik Deger (Internally Studentized Resudials)
Sekil 6.8 DCREF calisma araliginda artik deger-normal olasilik (probability) grafigi

Design-Expert® Software
DCRF

Lambda
Current = 1

Best = ) BF & |

LowC.l.=-4
High C.I.=2.88

Recommend transform:
MNone =
[Lambda = 1) T T T T T

Sekil 6.9 Box-Cox grafigi

Sekil 6.9°da verilen Box-Cox grafiginde, artiklarin kareleri toplaminin In’i ile lambda (X)
degerleri grafige gecirilmis ve elde edilen verilere gore A=0,56 bulunmustur. Bu deger
1’ e yakin oldugundan ¢alismanin cevap degeri i¢in % 95 giiven araliginda yapilmasinin

uygun oldugu ve ayrica transformasyona (doniisiime) gerek olmadigi anlagilmistir.

Deneysel sonuglarin kuadratik modelden hesaplanan sonuclarla karsilastirilmasi sekil

6.10° da verilmistir.

Hesaplanan sonugclar

Deneysel sonuglar

Sekil 6.10 Deneysel sonuglarin kuadratik modelden hesaplanan sonuglarla karsilagtiril-
masi
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Model denkleminde MeOH orani, MeOH orani-asetik asit etkilesimi ve MeOH’{in i¢

etkilesiminin 6nemli oldugu belirlenmistir. Parametrelerden bir tanesi merkezde sabit

tutuldugunda, diger iki faktor seviyelerinin DCRF {izerine olan etkileri izohips egrileri ve

yuzey grafikleri ile gosterilmistir.
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Sekil 6.11 MeOH orani-Asetik asit iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik
iceren ii¢c boyutlu ylizey grafigi ve izohips egrisi, Ypcre=f(x)=+9.17-
0.87A+0.058B-1.16AB -1.21A2-0.37B2
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Sekil 6.12 MeOH orani-akis hiz1 iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik
igeren li¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Ypcre=f(x)=+9.17-0.87A-0.30C

+0.037AC -1.21A? -0.56C?
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Sekil 6.13 Asetik asit orani-akis hizi iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle
egrilik iceren ii¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Ypcre= f(X)= +9.17+
0.058B-0.30C- 0.60BC -0.37B2-0.56C?
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Sekil 6.11°de verilen MeOH orani-asetik asit orani arasindaki etkilesimin p degeri 0.0208
hesaplanmis ve anlamli bulunmustur. Cevap yilizeyinde plato bolge etki s6zkonusudur ve
deneysel bolge, calisma araliginin disindadir diyebiliriz. Ancak asetik asit aralig1 i¢in,
ODS-4 kolonun c¢alisma sinirlart kisittir ve bu aralik disina ¢ikilmamistir. Sekil 6.12
MeOH orani-akis hizi arasindaki (interaksiyon etkileri) etkilesimi gostermektedir.
Modelde AC (MeOH orani-akis hizi) i¢in p degeri 0.9129 hesaplanmis ve anlaml
bulunmamustir. Cevap yiizeyinde maksimum veren bir plato bélge sézkonusudur. xo (0,0)
noktasindan uzaklastikca cevap degerleri azalmaktadir. Sekil 6.13°de asetik asit orani-
akis hizi arasindaki (interaksiyon etkileri) etkilesim, modelde p degeri 0.3572
hesaplanmis oldugundan anlamli bulunmamuistir. Cevap yiizeyi, plato bolge vermektedir
ve deneysel bolge ¢alisma aralifinin disindadir diyebiliriz. Ancak, sivi kromatografide
kullanilan analitik pompanin ¢alisma araliginda, kolon basincinin maksimum degeri kisit

olarak alinarak, akis hizi en iyi aralikta tutuldugu i¢in degisiklige gerek duyulmamustir.

[zokratik yontem optimizasyonu, deneysel tasarim ¢alismalar1 sonucu iki cevap faktoriine
kars1 alinan ANOV A sonuglarinda elde edilen yeterli kesinlik sonuglar1 ¢alismanin yeterli
veri ile tamamlandigini goéstermistir. Bu ¢alismada bulunan sinyal giiriiltii oranlar1 her bir

cevap fonksiyonu i¢in (NCRF1 ve DCRF) sirasi ile 8,212 ve 7,349 dur.

Aragtirmanin bu asamasinda, optimizasyon calismalarina gecilmistir. Optimizasyon
kapsaminda; dogrusal programlama yapilmig, dinamik ve c¢alisma araliginda
optimizasyon uygulanarak degerlendirilmistir. Calismada kullanilan Box-Wilsonun dik
yokus yontemi dogrusal bir regresyon modelle agiklanan proseslerin optimizasyonu i¢in
kullanilmistir. Optimum sartlar1 temsil eden ¢6ziim noktasinda deneyler yapilmis ve
tahmini cevap degerleri ile karsilastirnlmistir. Ug bagimsiz degisken i¢in, Pareto optimal
sistemi kullanilmistir. Cok yanith optimizasyon problemlerinin ¢dziimii i¢in desirability
degerlendirilmistir. Optimizasyonda desirability ¢aligmalar1 sonucu, elde edilen ¢6ziim

kiimesi ¢izelge 6.8’ de verilmistir.
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Cizelge 6.8 Cok amagli izokratik yontem optimizasyonu i¢in ¢6zim kiimesi

Cozumler | MeOH | Asetik Akis | NCRF1 | DCRF |Desirability
% (V/IV) | Asit (%) | Hiz

1 24,30 1,3 1,00 4,768 7,089 1

2 80,70 1,3 1,00 5,597 7,525 1

3 24,30 4.8 1,00 3,878 8,918 1 Secildi
4 80,70 4,8 1,00 6,121 6,894 1 Secildi
5) 28,07 1,74 1,52 5,073 6,882 1

6 76,98 1,67 1,52 5,085 7,510 1

7 52,50 4,8 1,38 3,972 9,001 1 Secildi
8 80,74 4.8 1,75 3,895 6,124 1

9 52,5 3,05 1,38 3,546 8,779 1

Optimizasyon sonrasi elde edilen ¢6ziim kiimesinde, tasarim noktalarindan Run11 ve Run

20 calisma kosullar1 da dikkate alinarak, alt1 polifenolik bilesenin ¢izelge 6.3’de verilen

alikonma zamanlari goz Oniline alinmis, ¢6ziim3 temel optimizasyon noktasi olarak

degerlendirilmistir. C6ziim7 optimizasyon orta noktasi ve ¢éziim4 zorlanmis u¢ nokta

olarak alinmistir. Bu ii¢ optimum noktada alinan kromatogramlar, kromatogram 6.1-

6.3’de verilmistir.
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Kromatogram 6.1 Izokratik yontem optimizasyonu, optimum noktalicin kromatogram

krom.kosullar: % 24,30 MeOH; % 4,8 Asetik Asit; Akis hizi: 1,00mL/dk
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Kromatogram 6.2 Izokratik yontem optimizasyonu, optimum nokta2 icin kromatogram
krom.kosullar:%52,50MeOH;%4,8Asetik Asit; Akis hizi: 1,38mL/dk
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Kromatogram 6.3 Izokratik yontem optimizasyonu, optimum nokta3 icin kromatogram
krom.kosullar1:%80,74MeOH;%4,8AsetikAsit; Akis hizi: 1,00mL/dk

6.1.2 izokratik eliisyon yontemi icin ara optimizasyon ¢alismasi

[zokratik yontem optimizasyonunun ikinci adiminda, ilk optimizasyon sonuglarindan

yararlanilmistir. Temel optimum nokta olan noktal i¢in kromatografik kosullar; % 24,30

MeOH; %4,8 asetik asit; 1,00 ml/dk akis hiz1 olarak belirlenmistir. Izokratik yontemin

optimum noktasinin igletim kosullarinin en 6nemli sorununu, analiz siliresinin uzunlugu

olusturmaktadir. Yaklasik 65 dakikalik analiz siiresi, yontemin bu agidan yeniden

degerlendirilmesini gerektirmistir. Analiz siiresi; DCRF cevap faktoriinde, f (t) ile zaman
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tasarrufu saglayan bir kriter {lizerinden degerlendirilmektedir ve denklem 6.5’de
tanimlandig1 sekli ile kullanilmistir. Bununla birlikte NCRF taniminda analiz siiresi,
denklem 6.1° de gosterildigi gibi iistel bir ifade ile tanimlanmuis, b katsayisi ile daha segici
ve esnek bir 6zellik kazandirilmistir. Ayn1 zamanda, olusturulan model denklemlerinden,
NCRF1’in DCRF’ye gore daha iyi bir model istatistigi gelistirdigi goriilmiistiir. Bu
nedenlerle, bu asamadan sonraki ¢aligmalar NCRF1 ile (a:3 b:0.05) degerlendirilmistir.

Oleuropein ve apigenin-7-glikozit arasindaki ayirim, izokratik yontem optimizasyonu
¢oziim noktalarinda incelendiginde, %24.30 MeOH-%75.70asetik asit (%4.8’lik)
cozeltisi iceren mobil fazda her iki pik gozlemlenmis, ancak MeOH orani arttik¢a
apigenin-7-glikozit gézlemlenememistir. Bununla birlikte MeOH’{in artan oranlarinda,
oleuropeinin pik alam1 ve pik yiiksekliginin belirgin sekilde artisi, diisik MeOH
oranlarindaki mobil fazda ¢alismanin oleuropein i¢in yeterli olmadigini gostermektedir.
Ayni spesifik etki luteolin iginde gegerlidir. Bir diger dikkat ¢ceken konu ylksek MeOH

oranlarinda oleuropein-luteolin arasinda yasanan pik ¢akismasi sorunu olmustur.

Olusturulan modelde, kullanilan bagimsiz degiskenlerden sadece MeOH oraninin
etkisinin anlamli bulunmasi; diger degiskenlerin etkilerinin, MeOH degiskeni olmadan
degerlendirilmesi gerektigini, ayn1 zamanda Yyine asetik asit orani ve akis hiz1 agisindan,
caligma araliginin daraltilmasi gerekliligini dogurmustur. Bu amagla yeni bir ara tasarim
yapilarak, asetik asit ve akis hiz1 i¢in en 1yi degerler belirlenmis ve analiz siiresi tasarima
dahil edilmistir. Analiz siiresinin tasarimda bagimsiz degisken olarak belirlenmesi, daha
dar bir optimum analiz siresi belirlemek ve c¢alismanin  gradient kosullarinin
belirlenmesinde, 6n ¢alisma verileri elde etmek i¢in 6nemlidir. Analiz siiresinin en diisiik
caligma noktasi, ¢alisma araliginda ki en diisiik akis hizinda mevcut tim polifenollerin

gorulebilecegi kosuldur.

. Cevap yiizey tasariminda, Box-Behnken indirgenmis (reduced) kuadretik tasarim
modeli uygulanmis ve kullanilan bagimsiz degiskenlerin, incelenen etkinlik aralig:
cizelge 6.9’ da verilmistir.Yapilan yeni tasarimda, deneysel tasarim noktalar1 ¢izelge

6.10’da verilmistir.
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Cizelge 6.9 Izokratik optimizasyon (ara tasarim) (¢ faktorli Box-Behnken tasarimda
kullanilan bagimsiz degiskenlerin incelenen etkinlik araligi

Faktorler(Bagimsiz Degiskenler) +1 -1
A: Analiz siiresi (dk) 35 15
B : Asetik Asit ¢ozeltisi (v/v) 4,80 3,40
C : Akis hiz1 (mL/dk) 1,65 1,20

Cizelge 6.10 Izokratik optimizasyonu ara deneysel tasarim noktalari ve cevap degerleri

Cevapl Cevap2
Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 |NCRF1 DCRF

Std | Run | Blok | A:Analiz siiresi | B:Asetik Asit | C:Akis Hizi

dk %viv ml/dak
5 |1 1.Gin 35,00(+1) 3,40 (-1) 1,65(+1) 2,94 10,09
11 |2 [1.Gin 15,00(-1) 3,40(-1) 1,65(+1) 5,99 7,14
8 [3 [1.Gin 25,00(0) 3,40(-1) 1,65(+1) 4,91 8,16
4 4 |1.Gin 25,00(0) 3,40(-1) 1,65(+1) 3,95 9,13
3 [5 [1.Gin 35,00(+1) 3,40(-1) 1,45(+0,11) | 2,97 10,08
14 |6 [1.Gun 15,00(-1) 3,40(-1) 1,45(+0,11) | 6,82 6,25
9 |7 1.Gin 15,00(-1) 3,40(-1) 1,65(+1) 4,96 8,02
10 (8 1.Gin 25,00(0) 3,40(-1) 1,65(+1) 2,98 10,10
7 (9 [1.Gin 35,00(+1) 3,40(-1) 1,65(+1) 2,98 10,03
15 [10 [1.Gun 35,00(+1) 4,80(+1) 1,45(+0,11) | 3,98 9,09
13 [11 [1.Gun 35,00(+1) 4,80(+1) 1,20(-1) 3,18 9,89
16 [12 [1.Gun | 23,00(-0,20) 4,80(+1) 1,40(-0,11) 3,68 9,42
1 [13 [1.Gun| 22,00(-0,30) 4,80(+1) 1,40(-0,11) 3,66 9,46
6 |14 |1.Gin | 20,00(-0,50) 4,80(+1) 1,40(-0,11) 3,57 9,60
12 [15 [1.Gin 15,00(-1) 4,80(+1) 1,40(-0,11) 3,87 9,37
2 |16 |1.Gin 25,00(0) 4,80(+1) 1,20(-1) 3,88 9,43

Her bir cevap faktorii icin tasarim matrisi ve herbir terimin uyumu varyans analizi

(ANOVA) ile incelenmistir.

314




6.1.2.1 Cevap Faktorii 1: NCRF1 deneysel tasarnm (ANOVA) sonuglar1 (ara
optimizasyon)

Tasarim matrisi ve NCRF1 cevap faktorii icin sonuglar ¢izelge 6.11°de verilmistir.

Cizelge 6.11 Izokratik yéntem optimizasyonu (ara tasarim) NCRF1 cevap faktorii i¢in
tanimlanan 2FI modelin ANOVA sonuglari

Kaynak Kareler df Ortalamanin F p-Degeri
toplami karesi P)>F
Model 16,42 6 2,74 9,43 0,0019 (gegerli)
A-topt siire 5,48 1 5,48 18,88 | 0,0019
B-asetik  asit | 1,85 1 1,85 6,39 0,0323
C-Akis hizi 0,57 1 0,57 1,95 0,1957
AB 4,23 1 4,23 14,59 | 0,0041
AC 0,87 1 0,87 2,99 0,1180
BC 0,31 1 0,31 1,06 | 0,3298
Arta Kalan 2,61 9 0,29
Uyum 0,20 5 0,039 0,065 | 0,9949 gecerli
Eksikligi degil
Hata 2,41 4 0,60
Diizeltilmis 19,03 15
Onemli Model Terimleri A, B,AB
R? :0,8628 RZ g 10,7713

Tahmin edilen veriler ve deneysel veriler arasindaki uyumu gosteren iliski katsayis1 (R?)
degeri 0,8628 olarak elde edilmistir. Uyum eksikligi degeri 0,9949 hesaplanmis ve dnemli
(uygun) (p>0.05) bulunmamustir. Bu durum; Izokratik ydntem ara tasarimin
optimizasyonun da, iki amag fonksiyonlu modelde, analiz siiresi, asetik asit oran1 ve akis
hizi” nin NCRF1’e etkilerinin, olusturulan model ile iyi bir sekilde aciklanabilecegini

gostermektedir.

Biitiin parametrelerin etkisi dikkate alinarak olusturulan model denklemi asagida

verilmistir.
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Kodlanmis degerlerle model denklemi;
NCRF=+4,36-0,95A-0,64B-0,51C+1,07AB+0,78AC+0,38BC
Gergek Degerlerle;

NCRF= +55,74 -1,22A-8,15B -20,75C+0.153AB +0.347AC+2.39BC

Model denklemi en 6nemli model parametrelerine gore yeniden diizenlenmistir.

Diizenlenmis model denklemi:

Kodlanmigsdegerlerle;

NCRF= =+4,36-0,95A-0,64B+1,07AB
Gergek Degerlerle;

NCRF= +55.74 -1.22 A-8.15B+ 0.153AB

Cevap faktorii 1 NCRF1’in ¢alisma araliginda artik deger-normal olasilik grafigi sekil

6.14° de verilmistir.

Normal Olasihk

EXS) o2z

Artik Deger (Internally Studentized Resudials)

Sekil 6.14 NCRFI1 calisma araliginda artik deger- normal olasilik (probability) grafigi

Normal olasilik (dagilim) grafiginden; hangi etkilerin (bagimsiz degisken) ya da

etkilesmelerin 6nemli olduguna karar vermek amaci ile yararlanilmistir.
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Sekil 6.15 Box-Cox grafigi

Sekil 6.15°de verilen Box-Cox grafiginde, artiklarin kareleri toplaminin dogal logaritmast
(In) ile lambda (L) degerleri grafige gecirilmis ve elde edilen verilere gore A=0,28
bulunmus, ¢alismanin cevap degeri igin % 95 araliginda 2F1 modelle yapilmasinin uygun

oldugu ve ayrica transformasyona (dontisiime) gerek olmadigi anlagilmistir.

Deneysel sonuglarin modelden hesaplanan sonuglarla karsilagtirilmasi sekil 6.16° da

verilmistir.

Hesaplanan sonuglar

Deneysel sonuglar

Sekil 6.16 NCRF1 igin deneysel sonuglarin 2FI modelden hesaplanan sonuglarla
karsilastirilmasi

Model denkleminde analiz siiresi, asetik asit oranit ve bu etkilerin ikili etkilesiminin
onemli oldugu belirlenmistir. Parametrelerden bir tanesi merkezde sabit tutuldugunda,
diger iki faktor seviyelerinin NCRF1 iizerine olan etkileri izohips egrileri ve yiizey

grafikleri ile gdsterilmistir.

317



NCRF1

Design-Expert® Software 1

NCRF1 o

I f.82 = s ]
& g
(&) 385 s

2964 z 1

X1=Atoptsire :

X2 =B: asetik asit orani =00

Actual Factor o8

C: akis hizi=142 A toptstre 25.00 sio

20.00

N
15.00 480
B: asetik asit orani A topt sire

Sekil 6.17 Analiz siiresi-Asetik asit iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik
iceren ii¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yncrr1=f(X)=+4,36-0,95A-
0,64B+1,07AB

NCRF1
NCRF1
IE.BE

2.964
X1 =A topt siire
¥2=C: akis hizi

NCRF1

C: akis hizi

Actual Factor
B: agetik asit orani=4.10

25.00

A topt sure

Sekil 6.18 Analiz siiresi-akis hiz1 iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmig degerlerle egrilik
iceren {i¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yncrr =f(X)= +4,36-0,95A -
0,51C +0,78AC

NCRF1

Design-Expent® Software

NCRF1

682
2964

1= asetk asit orani
X2=C: alds hizi

C: akis hizi

NCRF1

Actual Factor
Atoptslre=25.00

B: asetik asit orani
B: asetik asit orani

Sekil 6.19 Asetik asit orani-akis hiz1 iki faktorlii modeli i¢in, kodlanmis degerlerle egrilik
iceren {i¢ boyutlu yiizey grafigi ve izohips egrisi, Yncrri=f(x)=+4,36-0,64B-
0,51C +0,38BC
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Sekil 6.17°de analiz slresi-asetik asit orani arasindaki etkilesimi gdsteren izohips ve (¢
boyutlu grafiklerde, yanit yiizeyinin kismen eliptik yapisi analiz siiresi-asetik asit
arasindaki i¢ etkilesimin 6nemli oldugunu gostermektedir, modelde AB ig¢in p degeri
0,0041 hesaplanmis ve anlamli bulunmustur. Analiz siiresi cevap faktoriine etki
etmezken, asetik asit oraninin anlamli bir etkisi goriilmektedir. Sekil 6.18de analiz
sliresi-akis hiz1 arasindaki (interaksiyon etkileri) etkilesimi gorilmektedir. Yanit yiizeyi
egrilik vermektedir. Modelde AC(analiz suresi-akis hiz) i¢in p degeri 0.1180 hesaplanmis
ve anlamli bulunmamustir. Sekil 6.19’da asetik asit orani-akis hizi arasindaki
(interaksiyon etkileri) etkilesimi verilmistir. Modelde BC (asetik asit orani-akis hiz) i¢in
p degeri 0,3298 hesaplanmis ve anlamli bulunmamustir. Ug boyutlu yiizey grafiginde,

asetik asit belirgin bir etki vermezken, akis hizi cevap degerlerini artirmaktadir.

6.1.2.2 Cevap Faktori 2: DCRF deneysel tasarim sonuglari (ara optimizasyon)

Tasarim matrisi ve DCRF cevap faktoril i¢in sonuglar ¢izelge 6.12° de verilmistir.

Cizelge 6.12 Izokratik yontem optimizasyonu (ara tasarim) DCRF cevap faktorii icin
tanimlanan 2FI modelin ANOVA sonuglari

Kaynak Kareler Serbestlik | Ortalamanmm | F p-Degeri
toplamm derecesidf | karesi (P)>F
Model 16,62 6 2,77 10,03 | 0,0015 | (gecerli)
A-Analiz stiresi | 4,74 1 474 17,16 | 0,0025
B-Asetikasit 2,01 1 2,01 7,29 0,0244
Orani
C-dkis Hizi 0,42 1 0,42 1,52 0,2488
AB 438 1 4,38 15,85 | 0,0032
AC 0,76 1 0,76 2,74 0,1320
BC 0,43 1 0,43 1,56 0,2428
Arta Kalan 2,49 9 0,28
UyumEksikligi | 0,21 5 0,042 0,075 | 0,9930 | gecerli degil)
Hata 2,27 4 0,57
Diizeltilmis top. | 19,11 15
Onemli Model Terimleri | A,B,AB
R? . 0,8699 R? Adj :0,7831
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(R?) degeri 0,8699 olarak elde edilmistir. Elde edilen bu deger, deneysel verilerin yiizey

merkezli model ile % 86,99 agiklanabilecegini gostermektedir.

Uyum eksikligi i¢in F; 10,03 ve p degeri 0,9930 hesaplanmis ve Onemli (p>0.05)
bulunmamustir. Bu durum; Izokratik yontem optimizasyonunda iki amag fonksiyonlu
modelde analiz siiresi, asetik asit oran1 ve akis hizi nin DCRF’ye etkilerinin, olusturulan

model ile iyi bir sekilde agiklanabilecegini gostermektedir.

Biitiin parametrelerin etkisi dikkate alinarak olusturulan, model denklemi asagida

verilmigtir.

Kodlanmis degerlerle model denklemi;
DCRF=+8,73-0,89A+0,66B+0,44 C-1,09AB-0,73AC-0,45BC

Gergek Degerlerle;

DCRF= -44,245+1,189A+8,88B +21,684C-0,156AB-0,324AC-2,835BC

Model denklemi en 6nemli model parametrelerine gére yeniden diizenlenmistir.
Diizenlenmis model denklemi:

Kodlanmisdegerlerle;

DCRF=+8,73-0,89A+0,66B -1,09AB

Gergek Degerlerle;

DCRF= -44,245 +1,189A +8,88B -0,156AB

Cevap faktorii 2 DCRF’nin ¢alisma araliginda artik deger-normal olasilik grafigi sekil
6.20’ de verilmistir.

Normal Olasilik
Oom

T T T T T
8 23

Artik Deger (Internally Studentized Resudials)

Sekil 6.20 DCREF calisma araliginda artik deger-normal olasilik (probability) grafigi
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None
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Lambda

Sekil 6.21 Box-Cox grafigi

Sekil 6.21°de verilen Box-Cox grafiginde, artiklarin kareleri toplaminin dogal logarit-
masi (In) ile lambda (A) degerleri grafige gecirilmis ve elde edilen verilere gore A=2,79
bulunmustur. Bu deger 1 degerinden farkli olmakla beraber diisiik CI ve yiiksek CI
araliginda kaldigindan, y fonksiyonu {izerinde bir kuvvet doniisiimii yapilmasina gerek
olmadigi, ¢aligmanin cevap degeri icin %95 seviyesinde 2F1 modelle yapilmasinin
uygun oldugu anlasilmistir. Deneysel sonuglarin 2FI modelden hesaplanan sonuglarla

karsilastirilmasi sekil 6.22°de verilmistir.

Hesaplanan sonuclar

Deneysel sonuglar

Sekil 6.22 Deneysel sonuglarin 2FI modelden hesaplanan sonuglarla karsilastirilmasi

Model denkleminde analiz siresi, asetik asit orani ve analiz siiresi-asetik asit
etkilesiminin 6nemli oldugu belirlenmistir. Parametrelerden bir tanesi merkezde sabit
tutuldugunda, diger iki faktor seviyelerinin DCREF iizerine olan etkileri izohips egrileri ve

yiizey grafikleri ile gosterilmistir.
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Sekil 6.23” de verilen analiz siiresi-asetik asit orani arasindaki (interaksiyon etkileri)
etkilesimde p degeri 0,0032 hesaplanmis ve anlamli bulunmustur. Yiizey grafigi; her iki
degiskenin yiiksek degerlerinde iki ayr1 bolgede eliptik izdiisimleri oldugunu
gostermektedir. Sekil 6.24°de analiz siiresi-akis hiz1 arasindaki etkilesimi gostermektedir.
Modelde AC (analiz suresi-akis hizi) i¢in p degeri 0,1320 hesaplanmis ve anlaml
bulunmamustir. Sekil 6.25° de asetik asit orani-akis hizi arasindaki (interaksiyon etkileri)

etkilesim, modelde p degeri 0,2428 hesaplanmis oldugundan anlamli bulunmamastir.

Izokratik eliisyon yontem optimizasyonu, deneysel ara tasarim ¢alismalar1 sonucu iki
cevap faktoriine kars1 alinan ANOVA sonuglarinda elde edilen yeterli kesinlik sonuglari
calismanin yeterli veri ile tamamlandigini gostermistir. Bu calismada bulunan sinyal
giiriiltii oranlar1 her bir cevap fonksiyonu i¢in (NCRF1 ve DCRF) sirasi ile 11,160 ve
11,316 dir.

Optimizasyon kapsaminda; dogrusal programlama yapilmis, dinamik ve calisma
araliginda optimizasyon uygulanarak degerlendirilmistir. Calismada kullanilan Box-
Wilsonun dik yokus yontemi dogrusal bir regresyon modelle agiklanan proseslerin
optimizasyonu i¢in kullanilmistir. Optimum sartlar1 temsil eden ¢6ziim noktasinda
deneyler yapilmis ve tahmini cevap degerleri ile karsilastirilmistir. Ug bagimsiz degisken
icin, Pareto optimal sistemi kullanilmistir. Cok yanitli optimizasyon problemlerinin
¢ozlimil i¢in desirability degerlendirilmistir. Optimizasyonda desirability g¢aligmalar

sonucu, elde edilen ¢oziim kiimesi ¢izelge 6.13” de verilmistir.

Cizelge 6.13 Cok amagl izokratik eliisyon yontem optimizasyonu (ara tasarim) igin
¢6zim kimesi

Gozumler | Analiz Asetikasit ¢ozeltisi, | Akis hizi, | Desirability
suresi, dk. % mL/dk.
1 35,00 4,80 1,40 1 Secildi
2 35,00 4,80 1,20 1
3 35,00 3,40 1,45 1
4 35,00 3,40 1,65 1
5 35,00 4,80 1,45 1
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Izokratik eliisyon yéntemin ara tasarimimnin optimizasyonunda, 35 dak. analiz siiresi, %
4,8 asetik asit orani, 1.40 ml/dak akis hiz1 optimum analiz yontemi isletim noktalar1 olarak
secilmistir. Optimum nokta seciminde,NCRF1 cevap degiskenini maksimum yapan 1,2
ve 5. Coziim noktasi i¢inde en iyl kromatogram tekrarlanabilirligini veren nokta
secilmistir. Belirlenen sonuglar izokratik elisyon yontemin ilk tasarimindan elde edilen

optimum calisma noktalar1 ile uyum i¢indedir.

Bu asamada gradient eliisyonun gerekliligine net bir karar verebilmek amaci ile gradient
kosul karar verme kriterleri degerlendirilmistir. Kromatografik calismalarda gradient

calismanin gerekli olduguna;

Al/lG < ]/SA¢ ZOg (kZ/ka)max
yaklagimi ile karar verilir. At: son pik ile ilk pik arasindaki fark, tc; gradient suresi
olmak Uzere

1. At/tc >0,25 gradient
2. At/te <0,25 izokratik ¢alisma kosuludur.

Calisma i¢in At/tc > 0,25 kosulu gecerli oldugundan, bundan sonraki boliimde gradient

yontem optimizasyonu ¢alismalarina gecilmistir.

6.2 Gradient Eliisyon Yonteminde Dogrusal Coziicii Giicii Modeli (Linear Solvent
Strenght Model-LSSM) ve Alikonma Modeli ile Metod Gelistirme Basamaklari
ve Optimizasyon Sonuc¢lari

Ters faz HPLC yontemi ile metod gelistirme, calisilan numuneye uygun olan eliisyon
coziiciilerinde, numunedeki bilesenlerin ayirimiyla baglar. Eger baslangigta izokratik
elusyon calisilirsa, ayirim igin en iyi mobil fazin giicii ile ilgili bir tahmin yapilabilir.
Gradient eliisyonda, en iyi gradient aralifin (baslangi¢ ve bitis %organik ¢oziicii)
belirlenmesi gerekir. Gradient ¢alismanin baslangi¢c asamasindaki optimum % organik
¢oziliciiniin tahmini i¢in farkli prosediirler 6nerilmistir. Bu prosediirlerden en 6nemli olan1
‘de Galan’ yaklagimidir ve arastirmacilar tarafindan en uygun yaklasim olarak
belirlenmistir (Snyder ve Dolan, 1996). Bu yaklasim yaygin olarak kullanilan MeOH,

MeCN ve THF’in izokratik kosullarda en optimum %’sinin tahmini ile baslar, bu
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asamadan sonra MeOH/H»O gradienti ile devam eder. Eger MeCN kullanimi miimkiinse,

gradientin baglangicinda MeOH’den daha ¢ok Onerilmektedir.

MeCN/H20 ¢oziiciileri genellikle diisiik vizkozluktadirlar ve diisik UV (<210nm)’de
dedeksiyona izin verirler. de Galan yaklasimi MeOH/H20O yerine MeCN/HO gradientine
dayal1 baslangi¢ ayirim uygulamalarini igerir. Baslangi¢ asamasindaki dogru tahminler,
gradient adimlarin iyi anlasilabilmesi agisindan ¢ok onemlidir. Calisma bu agidan hem
MeOH hemde MeCN/asetik asit ¢zelti mobil fazlarini igerecek sekilde planlanmistir. Bu
nedenle ¢calismanin baslangi¢ gradient adimlarinda; sekoiridoid, flavanoid ve basit fenolik
maddelerden olusan polifenolik karisimin kromatografik ayirimi i¢in MeOH-asetik asit
cozelti karisimi kullanilmistir. Daha sonra MeCN/asetik asit ¢ozelti mobil faz
calismalarina gecilmistir. Gradient optimizasyonun asamalart bolim 3.6’ da verilen

temeller esas alinarak caligilmistir.

Bu yaklasimda, organik diizenleyicinin (MeOH, MeCN) mobil fazdaki hacimsel oran1 ve
alikonma faktoriiniin logaritmik degeri arasinda lineer olmayan bir iligki oldugu
goriilmektedir (denklem 6.6). Bu denklem ¢esitli dogrusal gradient kosullarda alikonma
zamani tahmini i¢in modifiye edilerek, alikonma modeli ile adapte edilmistir. Bu
yaklasim, su ile giiclii bir organik ¢dziiciinlin birarada kullanildig1 sistem olan dogrusal

¢oziicl gict modelinin de (linear solvent strenght model-LSSM) temelini olusturur.

log k = log kw— S¢ (6.6)

Burada; k: alikonma faktorii, g:organik ¢ozicuniin hacim fraksiyonu (0.01 x %organik
modifiyer aralig1) su i¢in ¢=0, S:bilesenler i¢in bir sabittir (regular ve irregular) ve ters
faz kromatografide S = 0.25 (molekiil agiriigi)¥? dir. Modeli zamanla (t) iliskilendirerek

diizenlersek; ¢ ve d sabit bir deger olmak tizere, % B = ¢ + dt yaklasimu ile

log k= a—bc-bdt = (sbt) - (sbt)z ‘dir.

k ‘y1 kolonun baslangicindan, gradient stresi boyunca, mobil fazda ki organik ¢oziicl

molar fraksiyonunun degisimine gore ifade etmek gerekmektedir. Burada karsimiza
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gradient adimlariin tanimlanmasi gerekliligi ¢ikmaktadir. Ayn1 zamanda denklem 3.60
‘da verilen esitlik yardimi ile tanimlama yapilmis ve alikonma modeli olarak;
Ink(@)= co-C1p+c29? secilmistir. Bu asamadan sonra k ifadesini veren denklemler, t ve A¢

degerlerine gore tanimlanarak ¢alisilmistir.

b: instrinsic (deney dis1 veri) gradient adimlari olarak tanimlandiginda;

b=tedpS/tc

olarak ifade edilir ve tg; gradient stiresi’dir.

to=Vm/ F olarak hesaplanir.

F: akis hizi,

to: kolon 6li zamani,

Vm: 1,875 ml

(C18, 25cm uzunluk, 4,6mm i¢ ¢apli kolon igin) alindiginda; b=VnA¢p S/tcF ‘dir.

Gradient elusyonunda erken elue olan pikler i¢in k* =1/1.5 b olarak tanimlanmistir. S ve
kw kromatogramdan hesaplanmistir ve F, tgve ¢ bagimli degisken olarak kullanilabilecek

parametrelerdir. Hesaplanan log kw ve S degerleri ¢gizelge 6.14° de verilmistir.

Cizelge 6.14 Baslangi¢ gradient adiminda elde edilen log kwve S degerleri

log kw S
1. Hidroksitirozol 2,275 3,10 Regular (Dizenli)
2. Tirozol 2,578 2,94 Regular (Dizenli)
3. Luteolin-7-glikozit 2,919 5,29 Regular (Dizenli)
4. Oleuropein 3,924 5,81 Regular (Dizenli)
5. Apigenin-7-glikozit 3,765 5,20 Irregular (Duzensiz)
6. Luteolin 4,534 4,23 Regular (Dizenli)

Baslangi¢ gradientinde ilk ve son pik arasindaki mobil faz kompozisyonunun dagilimi;

o= ([tR -1 _tD]/tG)A¢+% (6.7)

denklemi ile ifade edilmistir.
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Denklem 6.7°de verilen esitlikte tr ilk veya son pik bandinin alikonma zamani olarak
alimmustir. Gradient ¢aligsmaya, izokratik ¢alismanin iki ayri tasariminin optimum sartlart,
dikkate alinarak baslanmistir. ODS-4 kolonda (250mm*4,6mm,5um) mobil faz
kompozisyonu (MeOH- %4,8’lik asetik asit ¢dzeltisi) %0-100 araliginda olacak sekilde
calisilmigtir. HPLC sisteminde dwell hacmi, Vp =2,75 mL’dir.

Eliisyonda k’nin ve k*/2 degeri, k=10 kosulunda gecerlidir. Eger gradient basamaklar1
yada egimi degistirilmezse denklem(6.8), ¢i ve ¢ degerleri kullanilarak, s6zkonusu

numune i¢in gradient araligini tanimlama icin kullanilabilir.
¢i= 0.018(tr - 2.46) + 0.03 (6.8)

Gradient kosullarda mobil faz organik ¢dziicii fraksiyonu baslangi¢ ve bitiste denklem

(6.9) ve (6.10) ile hesaplanmustir.

@ =0 +((t+t +1,) /1t o (6.9)

. 6.10
g =+t +t,+t)/t ) o (6.10)

Kromatografik ayirimi gelistirirken, izokratik ve 6n gradient calismalar karar amach
kullanilmistir. Secilen gradient adimlar kromatografik caligmanin basinda ve sonunda

zaman bosluklarin1 6nlemek i¢in optimize edilmistir.

Gradient c¢alismanin ilk optimizasyon asamasinda gradient aralii ve analiz siiresi
bagimsiz degiskenler olarak belirlenmistir. Bagimli degisken olarak NCRF1 alinmustir.
Faktoriyel tip, D-optimal (koordinat degisimli) deneysel tasarimda dokuz nokta ile
calisilmistir. D-optimal faktoriyel tasarim kategorik faktorleri kullanan bir tasarimdir ve
genel faktoriyel tasarima alternatif olarak kullanilmaktadir. D-optimal tasarim
belirttigimiz modele dayanan tiim olasit kombinasyonlar i¢in, ideal bir alt kime
sececektir. Bu tasarimda belirtilen model 2FI, 2 faktorlii etkilesim modelidir. Gradient

ellisyonun optimizasyon c¢alismasinda A¢ degerleri, 0.3, 0.4 ve 0.6’ dir. Gradient
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optimizasyon i¢in deneysel tasarim noktalar1 degerleri ve cevap degerleri ¢gizelge 6.15°

de verilmistir.

Cizelge 6.15 Gradient optimizasyonuna ait tasarim noktalar1 ve cevap degerleri

Std | Run | Block 1| %Gradient Araligi | Analiz suresi (dk) | Cevapl NCRF1
8 |1 |Block1 30-70 35 3
7 |2 |Block1 20-80 35 5
6 |3 |Block1 35-65 25 3
4 14 |Block1 20-80 25 4
2 |5 Block 1 30-70 15 2
1 |6 [Block1l 20-80 15 5
3 |7 |Block1l 35-65 15 3
5 |8 |Block1 30-70 25 3
9 |9 |Block1 35-65 35 2

Optimizasyonda; bagimsiz degiskenleri calisma araliginda, NCRF1 cevap degerini
maksimumda tutacak ¢ozlim kiimesi, ¢izelge 6.16’da desirability yaklasimina gore

verilmistir.

Cizelge 6.16 Gradient yontem optimizasyonu icin ¢dzim kimesi

Cozimler | Gardient | Analiz | NCRF1 | Desirability
1 20-80 15 5 1,000 Secildi
2 20-80 35 5 1,000 Secildi
3 20-80 25 4 0,667
4 35-65 15 3 0,333
5 30-70 25 3 0,333

Cevap degerlerine gore katagorik faktorlerin ii¢ boyutlu gosterimi sekil 6.26’da

verilmistir.
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A: Gradient araligi B: Analiz suresi

3585 15

Sekil 6.26 D-optimal fraksiyon tasarim ile katagorik faktorlerin cevap degiskenine gore
degisimi

Olas1 kombinasyonlar i¢inde en iyi ¢dziim alt kiimesinin belirlenmesi sonucu elde edilen
degerlerden, % 20-80 gradient araligi ve 15 ve 35 dk. analiz suresi en iyi ¢ozimler olarak

degerlendirilmistir.

Gradient optimizasyonun, alitkonma modeli ve dogrusal ¢oziicii giicii modeli i¢in
hesaplanan verileri, ¢izelge 6.17°de verilmistir. Bu verilerin hesaplanmasi i¢in ¢aligsma
kosullarina karar verme kriterleri, izokratik ve gradient optimizasyondan elde edilen
optimum kosullara dayanmaktadir. Cizelge 6.17°de verilen tek dogrusal gradient adimla
tanimlanan organik modifiyer A degerleri; 0.25-1.00 araliginda 36 noktada, simiilasyon

calismasina imkan verecek genis bir aralikta tanimlanmistir.
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Cizelge 6.17 MeOH mobil fazli lineer gradient ydntem optimizasyonu icin LSSM modelinde kullanilan, hesaplanmis ve
kromatogramlardan 6l¢iilmiis veriler

Cevap Degiskenleri
Kromatografik metod kosullar1 | Akis hiz1 Organik Ap* Tg* to t ty 0wp | NCRF1 | NCRF2 | NCRF3 | DCRF
F(ml/dk) modifiyer
aralig1

1 | MeOH/Asetikasit ¢oz. (%3,4) 1,65 30-70 0,40 |1,14 1,89 | 2159 |35 5,00 | 2,96 1,85 2,08 10,09
2 | MeOH/Asetikasit ¢oz. (%3,4) 1,65 30-70 0,40 | 2,67 197 | 1461 |15 2,00 | 5,97 577 3,31 7,14
3 | MeOH/Asetikasit ¢0z. (%3,4) 1,65 30-70 0,40 | 1,60 1,38 | 12,38 | 25 3,00 | 491 2,80 2,56 8,16
4 | MeOH/Asetikasit ¢oz. (%3,4) 1,65 20-80 0,60 | 240 183 | 1432 | 25 4,00 | 3,95 2,38 2,34 9,13
5 | MeOH/Asetikasit ¢0z. (%3,4) 1,45 30-70 0,40 | 1,14 1,74 | 23,26 | 35 5,00 | 2,97 1,50 2,12 10,08
6 | MeOH/Asetikasit ¢0z. (%3,4) 1,45 30-70 0,40 | 4,67 1,31 |5,23 15 1,00 | 6,82 3,65 2,93 6,25
7 | MeOH/Asetikasit ¢oz. (%3,4) 1,45 80-20 -0,6 | 4,00 1,95 | 2,61 15 1,00 | 6,71 3,52 2,60 6,75
8 | MeOH/Asetikasit ¢0z. (%3,4) 1,65 30-70 0,40 | 2,67 0,18 | 10,82 |15 3,00 | 4,96 3,44 2,75 8,02
9 | MeOH/Asetikasit ¢0z. (%3,4) 1,65 30-70 0,40 | 1,60 1,81 | 18,15 | 25 5,00 | 2,98 2,07 2,16 10,10
10 | MeOH/Asetikasit ¢oz. (%3,4) 1,65 20-80 0,60 | 1,71 0,90 |22,09 |35 4,99 | 2,98 1,88 2,09 10,08
11 | MeOH/Asetikasit ¢oz. (%3,4) 1,45 35-65 0,30 | 0,75 1,12 | 19,02 | 40 1,26 | 6,62 3,73 3,02 6,32
12 | MeOH/Asetikasit ¢oz. (%3,4) 1,45 15-85 0,70 | 1,75 1,03 | 24,60 | 40 1,68 | 6,25 3,89 3,07 6,72
13 | MeOH/Asetikasit ¢oz. (%3,4) 1,45 25-75 0,50 | 1,67 1,11 | 18,55 | 30 08 | 711 4,45 3,33 5,87
14 | MeOH/Asetikasit ¢oz. (%3,4) 1,45 15-85 0,70 | 2,33 1,11 | 20,00 | 30 1,78 | 6,16 4,03 3,09 6,84
15 | MeOH/Asetikasit ¢oz. (%3,4) 1,45 35-65 0,30 | 1,50 0,10 | 2,03 20 1,10 | 6,53 3,45 2,40 6,15
16 | MeOH/Asetikasit ¢oz. (%3,4) 1,45 15-85 0,70 | 3,50 1,12 | 15,65 | 20 2,50 | 5,47 4,07 2,98 7,57
17 | MeOH/Asetikasit ¢oz. (%3,4) 1,45 25-75 0,70 | 2,50 1,07 | 2,49 20 0,70 | 6,94 3,66 2,55 6,13
18 | MeOH/Asetikasit ¢oz. (%3,4) 1,45 35-65 0,70 | 1,00 0,1 16,96 | 30 2,40 | 5,52 3,31 2,80 7,41
19 | MeOH/Asetikasit ¢oz. (%3,4) 1,45 25-75 0,50 | 1,25 1,01 |39,26 |40 2,85 (5,15 5,01 3,04 7,88
20 | MeOH/Asetikasit ¢0z. (%3,4) 1,45 65-35 -0,30 | 0,75 1,07 | 4,63 40 1,87 | 5,82 3,07 2,26 7,10
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Cizelge 6.17 MeOH mobil fazli lineer gradient yoOntem optimizasyonu i¢in LSSM modelinde kullanilan, hesaplanmis ve
kromatogramlardan olgiilmiis veriler (devam)

Cevap Degiskenleri
Kromatografik metod kosullar1 Akig izt | Organik Ao* | Tg* to tt tg Owp | NCRF1 | NCRF2 | NCRF3 | DCRF
F(ml/dk) | modifiyer T gradienti
araligi
21 | MeOH/Asetikasit ¢oz. (%3,4) 1,45 85-15 -0,70 | 1,75 1,01 | 7,33 40 1,85 | 5,90 3,09 2,42 6,99
22 | MeOH/Asetikasit ¢0z. (%3,4) 1,45 75-25 0,50 | 1,67 1,18 | 3,63 30 1,69 | 6,00 3,16 2,32 7,01
23 | MeOH/Asetikasit ¢0z. (%3,4) 1,45 15-80 0,75 | 2,17 1,10 | 4,46 30 2,31 |5/43 2,85 2,24 7,56
24 | MeOH/Asetikasit ¢0z. (%3,4) 1,45 35-60 0,25 | 1,25 1,12 | 4,80 20 1,96 | 5,83 3,06 2,49 7,19
25 | MeOH/Asetikasit ¢oz. (%3,4) 1,45 15-90 0,75 | 3,75 1,10 | 3,94 20 1,68 | 6,07 3,18 2,48 6,97
26 | MeOH/Asetikasit ¢oz. (%4,8) 1,45 25-75 0,50 | 2,50 1,13 | 3,70 20 1,80 | 5,95 3,12 2,43 7,10
27 | MeOH/Asetikasit ¢oz. (%4,8) 1,45 35-65 0,30 | 1,00 1,05 | 4,63 30 1,93 | 5,80 3,05 2,34 7,17
28 | MeOH/Asetikasit ¢0z. (%4,8) 1,45 25-75 0,50 | 1,25 1,13 | 3,70 40 2,60 | 3,15 2,71 2,20 7,75
29 | MeOH/Asetikasit ¢0z. (%4,8) 1,45 0-100 1,00 | 2,86 250 2916 |35 4,00 | 3,98 3,16 2,55 9,09
30 | MeOH/Asetikasit ¢0z. (%4,8) 1,20 35-100 0,65 | 1,86 2,36 | 27,30 | 35 4,80 | 3,18 2,36 2,59 9,89
31 | MeOH/Asetikasit ¢oz. (%4,8) 1,20 20-100 0,80 | 3,48 2,52 119,32 | 23 4,30 | 3,88 2,95 2,46 9,43
32 | MeOH/Asetikasit ¢oz. (%4,8) 1,20 10-100 0,90 | 4,09 2,11 | 17,89 | 22 4,30 | 3,68 2,85 2,44 9,42
33 | MeOH/Asetikasit ¢oz. (%4,8) 1,40 10-100 0,90 | 4,50 2,14 116,45 | 20 4,32 | 3,66 2,75 2,42 9,46
34 | MeOH/Asetikasit ¢0z. (%4,8) 1,40 25-100 0,75 | 3,75 2,15 | 15779 | 20 431 | 3,76 2,85 2,43 9,45
35 | MeOH/Asetikasit ¢0z. (%4,8) 1,40 0-80 0,80 | 5,33 2,17 110,89 |15 4,40 | 3,57 2,49 2,35 9,60
36 | MeOH/Asetikasit ¢0z. (%4,8) 1,40 0-85 0,85 | 3,40 2,11 | 2458 |25 4,29 | 3,87 3,62 2,56 9,37

A=0,01x(Organik modifiyerin baslangic ve bitis degerleri arasindaki fark)
Tg= (Organik modifiyerin baslangic ve bitis degerleri arasindaki fark)/tg




Calismanin bu agsamasinda ¢izelge 6.16’ da hesaplanan veriler dikkate alinarak, 6ncelikle
%20-80 gradient aralig1 ve 15 dak. analiz siiresi i¢in olas1 gradient adimlar1 lineer ve
basamakli olarak hesaplanmis ve simiilasyonu yapilmistir. Simiilasyon adimlar sekil

6.27° de verilmistir.
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Sekil 6.27 %20-80 gradient aralig1 ve 15 dak. analiz siiresi i¢in olasi lineer ve basamakl
gradient adimlarinin simiilasyon sonuglari

Simiilasyon ¢aligmalar1 icin MATLAB R2015b (Academic) yazilim programi
kullanilmigtir; MATLAB yaziliminda sim syntax dizimi kullanilarak, yapilandirma

setinin nasil olusturulacagi asagida gosterilmistir.
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model = 'vdp’;

load_system(model)

simMode = get_param(model, 'SimulationMode");

set_param(model, 'SimulationMode’, 'rapid")

c¢s = getActiveConfigSet(model);

model_cs = cs.copy;

set_param(model_cs,'AbsTol','le-5',...
‘SaveState','on’,'StateSaveName','xoutNew',...
'SaveOutput','on’,"OutputSaveName','youtNew")

simOut = sim(model, model_cs);

set_param(model, 'SimulationMode', simMode)

Simulasyonu yapilan basamakli gradient ¢alisma adimlart kullanilarak, MeOH ve MeCN
mobil fazli bir dizi kromatografik ¢alisma yapilmistir. Bu ¢aligmalar sonucu elde edilen

kromatogramlardan alinan veriler, c¢izelge 6.18’de gosterilmistir.

Gradient basamaklarinin olas1 kombinasyonlar1 6wp degerini en iyileyecek degerlerden
secilmigtir. Simiilasyonla elde edilen kombinasyonlardan saglanan verilerle, temel
denklemlerin ¢oziimiinden elde edilen veriler bir araya getirilmistir. En iyi lineer gradient
aralig1 ve en iyi gradient adiminin belirlenmesi igin MeOH-sulu asetik asit mobil fazinda
yapilan ¢alismalardan elde edilen degerlerin, MeCN organik modifiyerinde kullanilabilir
oldugu kabul edilmistir.

Son adim optimizasyon ¢aligmasi simiilasyon sonucu elde edilen veriler, ¢izelge 6.14 ve
6.15’de elde edilen kromatografik calisma kosullar1 ile biraraya getirilerek, MeOH’lii
mobil faz igin dokuz c¢alisma noktast ve MeCN igin on nokta segilerek yapilmistir.
Optimizasyon ¢alismasi i¢in Levenberg-Marquardt Algoritmas: (LMA) kullanilmistir.
LMA; problemleri dogrusal olmayan en kiigiik kareler minimizasyonu ile ¢ozer ve
gradient inis ile Gauss-Newton tekrarlamalarinin harmanlanmasit seklinde bir
algoritmadir. MATLAB’da Levenberg-Marquardt Algoritmas:, Yapay Sinir Agmi
(Adaptive Neural Network, ANN) kullanir. Burada denetimsiz 6grenme (unsupervised
learning) kullanilmaktadir. Cikis degerlerinin (cevap degerleri) girilmesine gerek
olmayan, 6grenme siiresince sadece 6rnek giris degerleri verilen algoritmada, 6rnekler
arasindaki iligkiler ile sistemin kendi kendisine 6grenmesi saglanmaktadir. Bu ¢calismada
cikis degerleri vermek yerine, verilen giris degerlerine gore ¢ikisi degerlendirerek

ogrenme saglanmistir (Haykin 1999).
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Cizelge 6.18 MeCN ve MeOH mobil fazli, basamakli gradient yontem optimizasyonu i¢in kromatogramlardan elde edilen ve hesaplanan

veriler
Polifenollerin alikonma zamanlari (tg)
Kromatog- Akis Organik Gradient calisma Hid- Apigenin
rafik metod hizi modifiyer | basamaklari (organik % * : - Luteolin- £y . .
kosullart Fml/dk | araligi modifiyer % sine gore Ag Ty to ts ty | Ouop tir;)okzigl ez 7-glikozit Iik702it Qs | HEsn
verilmistir) g
0-2dak; %0-20 0,20+ 10+
1 MeOH/ 2-10 dak; %20-30 0,10+ 1,25+
Asetikasit | 1,20 | 0-100 | 10-25dak;%30-55 | 0,25+ | 1,67+ 250 | 29,16 | 35 | 4,00 | 584 | 842 14,90 - 23,48 29,16
¢0z. (%4,8) 25-35 dak; %55-100 | 0,45+ 4,5+
1,00 top | 2,86 top
0-75dak; %0-25 | 0,25+ | 3,33+
) MeOH/ 7,5-15dak; %25-35 | 0,10+ | 1,33+
Asetikasit | 1,20 | 0-100 | 15-35dak;%35-65 | 030+ | 1,50+ 2,36 | 27,30 | 40 | 480 | 7,30 | 1052 | 21,78 23,14 23,71 27,30
c62. (%4.8) 35-40 dak; %65-100 | 0,35+ | 2,33+
1,00 top | 2,50 top
0-10dak; %0-40 0,40+ 4,00+
MeOH/ 10-12 dak; %40-45 0,05+ 2,50+
3 o 12-22 dak; %45-100 | 0,55+ 5,50+
AsetlkaSIt 1,20 0-100 22-23 dak: %100- 0,00+ 0+ 2,52 19,32 | 23 | 4,03 6,55 9,63 16,05 16,77 17,08 19,32
¢0z. (%4,8) 100 ) )
23-30 dak; %100-75 | 1,00 top | 4,35 top
0-10dak; %0-35 0,35+ 3,50+
MeOH/ 10-12 dak; %35-50 0,15+ 7,50+
4 S 12-22 dak; %50-90 0,40+ 4,00+
Asetl(!(aSIt 1,40 0-90 22-25 dak: %90-50 ) ) 2,11 17,89 | 22 | 4,03 5,90 8,80 14,91 15,47 15,79 17,89
coz. (%4.8) 25-30 dak; %50-75 | - -
0,90 top | 4,09 top
MeOH/ 0-10 dak; %0-50 0,50+ 5,00+
- - 0, -
> Asetikasit 1,40 0-100 ;g 3(5) gatf 0??801(7)(5) 0.50+ 5,00+ 2,15 15,79 | 20 | 4,32 5,54 7,87 12,50 13,18 13,51 15,79
62. (%4,8) "0 QA FALBE-1S 1 - .
6oz. (%4, 1,00 top | 5,00 top
0-5dak; %20-50 0,30+ 6,00+ 2,17
6 MeOH/ 5-15 dak; %50-0 050+ | 5,00+
Asetlokasn 1,40 20-100 | 15.20 dak: %60-80 . _ 10,89 | 15 | 4,40 3,86 5,09 7,86 8,42 8,77 10,89
¢6z. (%4,8) 0,80 top | 5,33 top




Gee

Cizelge 6.18 MeCN ve MeOH mobil fazli, basamakli gradient yontem optimizasyonu i¢in kromatogramlardan elde edilen ve hesaplanan
veriler (devam)

0-5dak; %15-20 | 0,05+ 1,00+
5-10 dak; %20-25 | 0,05+ 0,50+
. MeOH/ 140 | 15100 | 10-15dak; %25-35 | 0,10+ 2,00+
Asetikasit : i 15-20 dak; %35-50 | 0,15+ 7,50+ 211 | 2458 | 25| 392 | 4,13 | 6,50 19,29 - 21,44 24,58
co2. (%4.8) 20-25 dak; %50-100 | 0,50+ 25,0+
25-30 dak; %100-0 - -
0,85 top | 3,40 top
0-5dak; %15-20 | 0,05+ 1,00+
5-7,5dak; %20-25 | 0,05+ 2,50+
8 MeOH/ 1,40 | 15-100 165-1150ddae|1(k_;(;/21255-:05 gigi 2’88:
S , - - ; Y045~ ) )
ésetlokaSIt 1520 dak. %60-80 | 0.20+ | 4,00+ 214 | 17,76 | 25 | 460 | 4,19 | 6,53 13,65 14,53 14,85 17,76
coz. (%4.8) 20-25 dak; %80-100 | 0,20+ | 4,00+
25-30 dak; %100-15 | - -
0,85 top | 3,40 top
- - 0, -
9 MeCN/ 140 | 20-100 g-isdggi(-ﬁ/%goég 8’28: ggg:
Asetikasit : 15-20 dak. %0-80 > > 1,90 | 6,80 | 15 | 480 | 297 | 3,69 4,46 5,67 5,14 6,80
60z. (%4.8) 0,80 top | 5,33 top
0-5dak; %15-20 | 0,05+ 1,00+
5-10 dak; %20-25 | 0,05+ 0,50+
10 MeCN/ 140 | 15.100 10-15 dak; %25-35 | 0,10+ 2,00+
Asetikasit : i 15-20 dak; %35-50 | 0,15+ | 7,50+ 1,81 | 16,38 | 25 | 498 | 296 | 3,87 7,00 11,71 10,24 16,38
CO7. (%4.8) 20-25 dak; %50-100 | 0,50+ 25,0+
25-30 dak; %100-0 - -
0,85top | 3,40 top
0-5dak; %15-20 | 0,05+ 1,00+
5-7,5dak; %20-25 | 0,05+ 2,50+
11 MeCN/ 1,40 0-100 165-1150dde|1(k;(;/2255-6405 g,ig: g,ggi
o , - -15 dak; %45- ) )
gsenokasut 15-20 dak. %60-80 | 0.20+ | 400+ 1,90 | 1754 | 25 | 492 | 3,17 | 6,61 11,92 14,57 13,75 17,54
¢0z. (%4,8) 20-25 dak; %80-100 | 0,20+ | 4,00+
25-30 dak; %100-15 | - -
0,85top | 3,40 top
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Cizelge 6.18 MeCN ve MeOH mobil fazli, basamakli gradient yontem optimizasyonu i¢in kromatogramlardan elde edilen ve hesaplanan
veriler (devam)

0-2,5dak; % 0-0 0,00 0,00
2,5-5,0dak; %0-10 0,10+ 4,00+
5,0-7,5dak; %10-20 | 0,10+ 4,00+

1| MeCNI 0| gq0 | 7:5-10dak; %20-25 | 0,05+ | 2,00+
Asetikasit | ™ 10-15dak; %25-35 | 0,10+ | 400+ | 195 | 1729 | 25 | 498 | 287 | 697 | 1168 | 1413 | 1329 | 17,29
6oz, (%4,8) 15-20 dak; %35-50 | 0,15+ | 3,00+

20-25 dak; %50-100 | 0,50+ 10,0+
25-30 dak; %100-15 | - -
1,00 top | 4,00 top

0-15dak; %0-15 | 0,15+ | 1,00+
15-30 dak; %15-30 | 0,15+ | 1,00+
13| MECNI o | o100 | 30-45dak; %30-50 | 0,20+ | 1,33+
Asetikasit | 45-60 dak: %50-100 | 0,50+ | 333+ | 1,12 | 3171 |60 | 1,12 | 2,98 | 236 | 2060 | 2454 | 2625 | 3171
¢0z. (%4,8) 60-80 dak; %100-50 | - -
1,00 top | 16,67to

Ag=0,01x(Organik modifiyerin baslangi¢ ve bitis degerleri arasindaki fark)
Tg= (Organik modifiyerin baslangic ve bitis degerleri arasindaki fark)/tg
1.hidroksitirozol 2. tirozol 3.luteolin-7-glikozit 4. apigenin-7-glikozit 5.oleuropein 6.luteolin



MATLAB, Levenberg-Marquardt Algoritmast kullanilarak yapilan optimizasyon
calismasinda kullanilacak olan ondokuz adet giris verisine ait degerler, cizelge 6.19°da

verilmistir.

Cizelge 6.19 Levenberg- Marquardt Algoritmasi optimizasyonu ¢alismasinda
kullanilan veriler

Veri Adi AQLm e
1 VarName2 0.06 15
2 VarName3 0.3 40
3 VarName4 0.7 40
4 VarName5 0.5 30
5 VarName6 0.7 30
6 VarName7 0.3 20
7 VarName8 0.7 20
8 VarName9 0.5 20
9 VarNamel0 0.3 30
10 VarNamell 0.5 40
11 VarNamel2 0.35 40
12 VarNamel3 0.75 40
13 VarNamel4 0.55 30
14 VarNamel5 0.65 30
15 VarNamel6 0.25 20
16 VarNamel7 0.75 20
17 VarNamel8 0.45 20
18 VarNamel9 0.35 30
19 VarName20 0.2 40

MATLAB’da Levenberg-Marquardt Algoritmasi kullanilarak, yapilandirma setinin ve

syntax komutlarinin nasil olusturulacagi asagida verilmistir.

trainlm

Levenberg-Marquardt geri yayilimi

Syntax

net.trainFcn = ‘trainlm'’

[nettr] = train(net,...)

Description

Trainlm; Levenberg-Marquardt optimizasyonuna gore agirlik ve sapma degerlerini giincelleyen
bir ag egitim islevi

net.trainFcn = 'trainlm’ sets the network trainFcn property.

[net,tr] = train(net,...) trains the network with trainim.
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Egitim, asagida verilen trainlm egitim parametrelerine gore yapilmustir.

net.trainParam.epochs 1000 | Maximum number of epochs to train
net.trainParam.goal 0 Performance goal
net.trainParam.max_fail 6 Maximum validation failures
net.trainParam.min_grad le-7 | Minimum performance gradient
net.trainParam.mu 0.001 | Initial mu

net.trainParam.mu_dec 0.1 mu decrease factor
net.trainParam.mu_inc 10 mu increase factor
net.trainParam.mu_max 1e10 | Maximum mu

net.trainParam.show 25 Epochs between displays (NaN for no displays)
net.trainParam.showCommandLine | false | Generate command-line output
net.trainParam.showWindow true | Show training GUI
net.trainParam.time inf Maximum time to train in seconds

trainlm ; newcf,newdtdnn, newff, ve newnarx dahil olmak iizere bir¢ok ag olusturma islevleri
i¢cin 6n tanimli egitim islevidir.

Chromatography

Here a neural network is trained to predict median gradient chr..
[x,t] = gradient_dataset;

net = feedforwardnet(19,'trainlm");

net = train(net,x,t);

y = net(x)

Optimizasyon sonuglar1 ¢izelge 6.20°de verilmistir. En optimum nokta; A¢ degeri 0,5,
gradient ¢alisma siiresi 40 dk olan, ‘VarNamell’ olarak adlandirilmis veridir. Bu

noktanin kromatografik ¢alisma kosullar1 asagida tanimlanmustir.

‘VarNamel 1’ verisine ait gradient ellisyon program kosullari:
Mobil faz A: %4,8 Asetik Asit ¢cozeltisi Akis hizi: 1,4mL/dk
Ae= 0,5 Organik Modifiyer: MeCN

0-15dk. % 100 A- %85A
15-30dk % 85 A-%70A
30-40dk % 70 A- %50A
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Cizelge 6.20 Gradient yontemin Levenberg- Marquardt Algoritmasi ile optimizasyon sonuglari
| MATLAB R2015b - a_

HOME SHORTCUTS

e S

2 =& L » G v Users b m b Documents b MATLAB b gradient_dataset -

urrent Folder

6€E

MName =

£ gradient_datasetxisx

jradient_dataset.xlsx (Microsoft Excel Calisma Sayfasi) v
Norkspace ®
Name « Value Range Std Min Max Median
ans 1 0 0 11 11 1

It 2l eell

E VarMamell [0.3000;30] 29.7000 21.0011 0.3000 30 151500
4 VarNamell [0.5000;40] 39.5000 27.9307 0.5000 40 20,2500
3 VarNamel2 [0.3500;40] 39.6500 28.0368 0.3500 40 201750
3 VarMamel3 [0.7500;40] 39.2500 27.7539 0.7500 40 20.3750
4 VarNamel4 [0.5500;30] 29.4500 208243 0.5500 30 15.2750
- Varlamel5 [0.6500;30] 29.3500 20,7536 0.6500 30 153250
4 VarNamel6 [0.2500;20] 19,7500 13.9654 0.2500 20 101250
3 VarNamel7 [0.7500;20] 19.2500 136118 0.7500 20 10,3750
3 VarMamel8 [0.4500;20] 19.5500 138239 0.4500 20 10.2250
4 VarNamel9 [0.3500;30] 29.6500 209657 0.3500 30 151750
1 Varhamez [0.0600;15] 14.9400 10,5642 0.0600 15 7.5300
4 VarName20 [0.2000;40] 39.8000 281428 0.2000 40 20,1000
JVarName3 [0.3000;40] 39.7000 280721 0.3000 40 201500
3 VarMamed [0.7000;40] 39.2000 27.7893 0.7000 40 20.3500
dVarNames [0.5000;30] 29,5000 20,8597 0.5000 30 15.2500
1 Varhames [0.7000;30] 29.3000 20,7182 0.7000 30 15.3500
dVarName7 [0.3000;20] 19.7000 13.9300 0.3000 20 10,1500
1 Varhames [0.7000;20] 19.3000 13.6472 0.7000 20 10,3500
3 VarNamed [0.5000;20] 19,5000 13,7886 0.5000 20 10,2500

MNew to MATLAB? See resources for Getting Started.

>> answer
Undefined function or

>» 11

11

>» [®,t] = gradient_dataset;

net = feedforwardnet (19,

net = train(net,x,t):
v = net (x)

Undefined function or
'gradient_dataset'.

>» clear all

variable 'answer'.

'trainlm'});

variable

»> uiopen('C:\Users\m\Documents\MATLAB\gradient_dataset’

>> [%,t] = gradient_datasert;

net = feedforwardnet (19,

net = train(net,x,t):
¥ = net (x)

Undefined function or wvariable 'gradient_dataset'.

>x 11

ans =

11

'tra

11m' ) ;

m

o qanj

uiopen('"C:\U=...
=-net = feesdfor...

net = train(n...
¥ = net(x)
20

—vy = net(x)
2x 11

net

—v = net(x)

= answer

=- [x,t] = gradi...
= feedfor...

= train(n...

net (x)

clear all

uwiopen("C:\Us...
=- [x,t] = gradi...
net = feedfor...

net = train(n...

¥ = net(x)

=-net = feedfor...

net = train(n...

=-[x,t] = gradi...
net = feedfor...

train(n...

=- [x,t] = gradi...
net = feedfor...
net = train(n...

—v = net(x) an...

P
Command Window ® | Command History ®

m

1



VarNamell’ verisine ait gradient eliisyon kromatografik kosullarda calisilan standart
karisimin ve Farmakope 5.0 yonteminde belirlenmis MeOH’1ii zeytin yapragi ekstraktinin
kromatogramlari, kromatogram 6.4 ve 6.5’de verilmistir. Avrupa Farmakope 5.0°da
verilen yontem; standart ekstraksiyon yontemi olarak kullanilmis ve bu yonteme gore
MeOH’lii ekstraktlar; 1,009 zeytin yapragi, S0OmL MeOH ile 60°C’de, 30dk stresince
su banyosunda karistirilarak ekstrakte edilmistir. Stiziilen MeOH’lii ekstrakt, saf su ile

1/10 oraninda seyreltilmistir.

ﬂchmwanﬂ:w Poale o | » Chawrwesel o || o | Ch2

ALl Max nlensiy - £72 808
CEdnmanm (1.00) ;I

1254 1.hidroksitirozol 2. tirozol 3.luteolin-7-glikozit
4.0leuropein 5. apigenin-7 glikozit 6.luteolin

100

25 \ ﬁ
| A [ 4 |
-1 1 _d-q,-'-\__(f L A [ o ) =
=
0.0 5o 1o 150 200 20 3d.0 3o e

=11 =

Kromatogram 6.4 Gradient yontem optimizasyonu, optimum noktada standart polifenol
karisim kromatogrami

3| Creomatogam View Pesk «]|+] OChavel o] «jCH2
mAL Sax Nteosty 748770
et 1.hidroksitirozol 2. tirozol
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A
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4
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Kromatogram 6.5 Gradient yontem optimizasyonu, MeOH/H-O ¢oziicull bitki ekstrakt
kromatogrami
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Gradient ellisyon yontem gelistirme basamaklarinin son asamasinda, zeytin yapraklari
ekstraktlarinda mevcut sekoiridoid, flavanoid ve basit fenoliklerden olusan
polifenollerden, hidroksitirozol, tirozol, luteolin-7-glikozit, apigenin-7-glikozit,
oleuropein ve luteolinin kromatografik ayirimi gerceklestirilmistir. On temizleme ve
ekstraksiyon islemi uygulanmaksizin kullanilan bitki ekstraktlari, olduk¢a karmasik bir
matrikse sahiptir. Bu matriks etki gozoniine alindiginda kemometrik yaklagimla
gelistirilen analiz yontemi, s6zkonusu karisimin kromatografik ayirimi i¢in uygundur.
Ayni zamanda kromatografik kosullarin belirlenmesinde kullanilan dogrusal ¢6ziicii giicii
(LSSM) ve alikonma zamani modelleri ile NCRF yaklasiminin, bitki ekstraktlarindan
polifenolik maddelerin kromatografik ayiriminda kullanilabilir oldugu gdsterilmistir. Tez
kapsaminda onerilen analiz yontemi, Avrupa Farmakope5.0, zeytin yapraginin MeOH’1i
ekstraktlarindan oleuropeinin  kromatografik analizi yontemine alternatif olarak
gelistirilmistir. Farmokopi analiz yontemi kullanilarak elde edilen standart karigima ve

zeytin yapragi bitki ekstratina ait kromatogramlar, kromatogram 6.6 ve 6.7’de verilmistir.

B3| Cheomatogeam Wsw Peak «| +| Charnel _«|| v| Ch2
mAL Max intensity : 185, 824
[FEOnednm [ 1.00) |
- 1 hidroksitirozol 2. tirozol 3.loteolin-7-glikozt
e 4.oleuropein 3. apigenin-T glilozit 6 lutzolin
125~ &
100 . “ _
7e] |
i | |
- 2
=] | } | f'll |II5 k,'
VAL | _—
/| NI B B A e =
o 1?.-- I . .
0.0 zs 50 7 10.0 12 rn
Cal ] ]

Kromatogram 6.6 Avrupa Farmakope 5.0 analiz yontemi, standart polifenolik karisim
kromatogrami
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2| Chromatogram Wiew: FPeak | » Channel « | | Ch2

mAU Max Intensity : 1,556,134
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Kromatogram 6.7 Avrupa Farmakope 5.0 analiz yéntemi, MeOH/H>0 ¢ézlcilu bitki
ekstrakt kromatogrami

Kromatografik kosullar ve cevap degiskenleri acisindan, Avrupa Farmakope 5.0 zeytin
yapragi MeOH/H20 c¢oziiculu ekstraktlardan oleuropeinin kromatografik analiz yontemi
ve alternatif olarak gelistirilen analiz yontemi arasinda yapilan karsilastirmalar, ¢izelge
6.21°de gosterilmistir. Biop ve bu degere bagli olarak hesaplanan NCRF kromatografik
fonksiyon degeri, Avrupa Farmakope 5.0 ve alternatif gelistirilen yontem agisindan
karsilastirildiginda, alternatif yonteme ait olan verilerin aralik iginde ve maksimum

degerde oldugu belirlenmistir.

Her iki yontem i¢in; polifenolik maddelerin ayirimi sonrasi elde edilen kromatogramdan

belirlenen alikonma zamanlari, ¢izelge 6.22” de verilmistir.

Avrupa Farmakope 5.0 yontemi standart alinarak hazirlanan MeOH’ lii zeytin yapragi
ekstraktinda, oleuropein miktarin gelistirdigimiz gradient analiz yontemi ve Avrupa
Farmakope 5.0 analiz yontemi kullanilarak belirlenen sonuglart ¢izelge 6.23’de

verilmistir.
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eve

Cizelge 6.21 Avrupa Farmokope 5.0 ve gelistirilen alternatif yonteme ait kromatografik tanimlama ve cevap fonksiyonu degerleri

Yontem Kromatografik | Akis Organik Gradient ¢alisma
metod hiz1 modifiyer | basamaklari (organik % %
kosullart Fml/dak | araligi modifiyer % sine A¢ Tg to tr ty Op | NCRF
gore verilmistir)
Avrupa 0-5dk; %15-60 0,45+ 9+
Farmakope | MeOH/Asetik i 5-12 dk; %60-80 0,20+ 2,86+
5.0 asitooz, @10) | 0| %0 | 1215dk %80-15 | 065+ [2167+ | >0 |10 (1o 280 1 315
yontemi 1,00 top 33,53 top
Gelistiril 0-15dk; %0-15 0,15+ 1,00+
elistirilen - 15-30dk; %15-30 0,15+ 1,00+
. MeCN/Asetik ; ; ' ,
alternatif asitcoz. (9%4.8) 140 0-100 30-40 dk; %30-50 | 0,20+ 2,00+ 2,08 | 31,71 140 480 | 58
ybéntem 0,50 top 4,00 top

Cizelge 6.22 Avrupa Farmokope 5.0 ve gelistirilen alternatif yontem ile ayrilan polifenolik maddelerin alikonma zamanlari

Yontem Hidroksitirozol Tirozol Lutgolm_—?— Oleuropein Aplgemr_\— Luteolin
glikozit 7-glikozit
Geligtirilen alternatif 4,10 7,50 21,01 24,54 26,25 31,71
yontem

Cizelge 6.23 Standart ekstraksiyon yontemi ile hazirlanan zeytin yaprag: ekstraktinda iki analiz yontemi icin cevap degiskeni sonuglari

OLE(HPLC)
mg/1,0 g yaprak
Avrupa Farmakope 5.0 yontemi 7,22+ 0,65

Gelistirilen alternatif yontem 9,96+ 0,78




7. SONUCLAR VE ONERILER
ARASTIRMA BULGULARI | iCiN SONUCLAR

Sekoiridoitlerin 6nemli bir polifenolik grup oldugu ve kemitaksonomik degerlendirmeye
dahil edilmesi gerektigi son yillarda tizerinde durulan bir konudur. Olea europaea
tiirlinde mevcut en 6nemli grup olan sekoiridoitleri olusturan oleuropeositlerin, teshisi ve
tayini kemotaksonomik siniflandirma agisindan 6nemlidir. Calismamizin bu konuda ki

calismalara destek olacagini timit ediyoruz.

Oleuropein bakimindan zengin olan zeytin yapragindan polifenollerin ekstraksiyonu i¢in
cok az yontem ya da tam olarak gelistirilmemis yontemler bulunmaktadir. Yapraklardan
polifenollerin kazanimi i¢in MeOH-EtOH/H20 karisimlar1 veya hekzan gibi ¢oziicilerin
kullanildig1 ¢6zlicl ekstraksiyonu veya Soxhlet ekstraksiyonu gibi yontemlerin yani sira
super-1sitilmig s1v1 ekstraksiyonu, basinglt sivi ekstraksiyonu, mikrodalga veya ses Gtesi
dalga ekstraksiyon yontemleri kullanilabilir. Bu yontemlerin ekstraksiyon siresi, yaprak
miktart ve ¢ozilicl hacmi gibi veya metodolojiden kaynaklanan parametreler agisindan
farkliliklar1 bulunmaktadir. Bu dogrultuda, ekstraksiyon yontemlerinin sanayiye
uygulanabilirligi agisindan, uygun olup olmadiklarinin belirlenmesi 6nemlidir. Bu
kapsamda, ¢alismamizin sanayide uygulanabilen yontem g¢alismalarina ve sanayinin bu

konuda ki sorunlarina 151k tutabilecegini diistiniiyoruz.

Bitki Orneklerinden numune hazirlamak ve uygun bir ekstraksiyon metodu se¢cmek
oldukca zordur. Cunku, birden fazla yontemin bir arada kullanilmasi gerekir. Tez
caligmas1 kapsaminda, kompleks matrisin zorluguna ragmen on islemsiz, basit, hizl,
ekonomik, toksisitesi diisiik ¢Ozlcl ve/veya ¢oziicii karisimlarin kullanildigi ¢6ziicii
ekstraksiyon yontemleri ile birlikte, yeni tekniklerden ses otesi dalga etkili ultrasonik
prob ekstraksiyonu yontemi gelistirilmistir. Her iki ekstraksiyon yonteminde MeOH/H.0
ve EtOH/H20 ¢oziict karigimlart igin, cevap yilizey yontemleri kullanilarak deneysel
tasarim ve varyans analizi yapilmis, desirability ve pareto algoritmalarindan

yararlanilarak ¢esitli bagimsiz degiskenlere karsi gok amagli optimizasyon uygulanmustir.

Calisma kapsaminda yeni gelistirilen ¢oziicii ekstraksiyonu ve ses Otesi dalga
ekstraksiyonuna dayali yontemlerin optimizasyon c¢alismalarindan elde edilen sonuglar

toplu olarak asagida verilmistir.
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Cevap Degiskeni
T. Fenol T.Fenol OLE T.Antioks.
Coziicl ve . (GAE) (OLE) | (HPLC) | Aktivite
Opt. Tipi Optimum Kosullar mg/1,0g | mg/1,0g | mg/10g | %
yaprak yaprak yaprak | Inhibisyon
0, 0
MeOH/ 7/‘1621'521("/1"2)'\;%?2’ 58,3 gcn 2503t | 12,08+ | 522+ | 994,09+
H.0 ,25dk., 12,8 C/K orant ( 2,02 1,01 0,65 0.86
tasarim)
MeOH/ %61,75(v/v)MeOH, 58,3 °C
H O 0 [} [} [l ] 0,

2” | 71,25dk,, 12,8 C/K oran, 50 Hz 2169%' 113%5; 5,9+ 0,83 A’%G%%Gi
tja{;r;lsomk sabit frekans : ‘ :
MeQOH/ %51,32(V/V)|\/|EO|‘.|', %87,85
HO | genlik, 14,38dk. SOD uyg. 1532+ | 7,100+ | 5,185+
¢ozucull siiresi, 3,89cm prob pozisyonu, 152 0650 0450
Ultrasonik | %0,97 gérev donglsu, 12,78 C/K ! ! !

Prob eks. orant,30 °C, (D-optimal tasarim)
MeOH-/ %63,84(v/v) MeOH,%46,15
H20 genlik, 5,91 dk. SOD uyg. siresi o
cozucull 2,54 prob pozisyonu, %0,84 A)%S(’)%A'i
Ultrasonik | gorev dongusu ve 12,78 C/K '
Prob eks. orani, 30°C (D-optimal tasarim)
0, 0
EtOH/ H,0O 7/016223%(1)((Vg/§Et2<H, 58,5(C%D 26,85+ 17,85+ 17,53+ %95,93+
ekst. ,25dk., 28 G/K orant 1,01 0,72 0,71 5,28
Tasarim)
EtOH/H.O P
2" | %662,50(v/V)EIOH, 58,5 C, 2226+ | 1560+ | 1560+ | %91,71%
Ultrasonik 71,25dk, 28 C/K orant , 50 Hz 1,78 1’15 0,82 3,28
banyo sabit frekans
% 80(v/v) EtOH %89 genlik, 15
EtOH/ H,O A L
cozticili d'r‘é:ocgigyghj“[fsl" ’dlr’efl cm 16,82+ 731+ | 2,93+
Ultrasonik | ProP POzISyonu, ¥= g . 1,63 0,61 0,30
Prob eks dongugu ve 28 C/K oram, 30°C
) (D-optimal tasarim)
%50,56(v/v)EtOH,%36,24
Eé(zju.':{jmzo genlik, 8,6 dk. SOD uyg. sresi, %05.57+
EJItrasonik 2,91cm prob pozisyonu, %0,93 °7 ég -
Prob eks gdrev donglsu ve 28 C/K orani, '
' 30°C (D-optimal tasarim)
Avrupa
Farmakope | %100(v/v)MeOH, 60 °C, 30dk., 17,85+ 11,10+ 7,22+ %80,32+
5.0 eks. 50 C/K oran 1,04 0,65 0,65 0,11
yontemi
Zeytin  yapragindan sekoiridoid, flavanoid ve basit fenolik maddelerin

ekstraksiyonunda, toplam fenol (GAE ve OLE), oleuropein miktar1 ve toplam
antioksidan aktivite bagimli degiskenlerine gore yapilan optimizasyon sonuglarinda
en yuksek degerler EtOH/H20 optimizasyonunda elde edilmistir. EtOH/H20O ¢Ozucu
sisteminin zeytin yapragmin polifenoliklerinin ekstraksiyonu i¢in iyi bir ¢oziicii
sistemi oldugu sdylenebilir. Ultrasonik prob ekstraksiyonu sonuglari dikkate

alindiginda, tiim bagimli degiskenlerde belirgin 6l¢iide diisiis s6zkonusudur. Sadece
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EtOH/H.0 ¢oziict ekstraksiyonunda toplam antioksidan aktivite miktarinda anlaml
bir degisiklik gozlenmemistir. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, ultrasonik
prob ile ses Otesi dalga ekstraksiyonunun, zeytin yapragindan polifenollerin
ekstraksiyonu i¢in uygun bir yontem olmadig s6ylenebilir. Ancak ultrasonik banyo
ile verilen ses Otesi dalga etkisi, ekstraksiyonu gelistiren sonuglar vermistir.
Literatirde MeOH’iin, fenoloksidaz gibi enzimleri inhibe ederek bitkisel kaynakli
polifenolik bilesiklerin ylkseltgenmesini onledigi diisiiniilmektedir (Proestos vd.
2006). Bu calismada, MeOH’in ses 6tesi dalga etkisinde, oleuropein cevap degiskeni
icin koruyucu etkisinden bahsedilebilir.

Zeytin yapragindan sekoiridoidlerin ekstraksiyonunda, cevap yuzey yontemi (CCD
tasarim) dort faktoriin i amag fonksiyonu iizerindeki etkilerini, D-optimal tasarim
bes faktoriin, iic amac¢ fonksiyonu flizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla
kullanilmis ve zeytin yapragi ekstraktlarinda kullanilabilir oldugu belirlenmistir.
Zeytin yaprag: ekstraktlar1 glikozit yapida fenolikler bilesikler icermesine ragmen,
optimize ettigimiz ekstraksiyon yontemlerinde birgok c¢aligmada uygulanan
stabilizasyon On islemi gerceklestirilmemistir. Ayni zamanda yapraklardan
polifenollerin ekstraksiyonu oOncesi, asidik veya bazik hidroliz uygulanmamis,
boylelikle oleuropeinin, hidroksitirozol ve elenolik asite doniisiimii engellenmistir.
Bu bakimdan gelistirmeye g¢alistigimiz yontemlerin bir avantaj olusturabilecegini
diisiinmekteyiz.

Literatiirde oleuropein miktari; %9,04-14,32 (Savournin vd. 2001), %1,44-5,20
(Altinyay ve Altun, 2006), 22,6 g/kg yaprak (Japan-Lujan vd. 2006a), 102,11+0,02
mg/100g yaprak (Lee vd. 2009), %80 EtOH, 60 °C kosullarinda 6,84 mg/kg
(Yateem vd. 2014) ve 858,29 ug/g (Sifaoni vd. (2015) degisen degerlerinde
verilmistir. Makris vd. (2007) calismasinda, 2058+92mg GAE/100g kuru yaprak,
Bilek S.E., (2010) c¢alismasinda, %43 EtOH(v/v), 50°C, 15 saat, K/C oran1 7
optimum kosullarinda Memecik cv. tirl zeytin yapraginda toplam fenolik miktarim
(GAE), 4586,3mg GAE/100g kuru yaprak olarak belirlemistir. Talhoui vd. (2014)
calismasinda %80 MeOH c¢ozeltisi ile, 10 dk ultrasonik banyoda ses 6tesi dalga etki
verildiginde zeytin yapraginda toplam fenolik madde miktarini, 52,12-60,64 mg
GAE/kg yaprak bulmustur. Literaturde verilen bu sonuglar, calismalarimizdan elde

ettigimiz sonuglarla uyumludur.
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ARASTIRMA BULGULARI 11 ICIN SONUCLAR

e Kromatografik yontem gelistirme; optimizasyon metodolojisini ve son yillarda
kromatografik kalite degerlendirmesine esas olan kromatografik cevap fonksiyonlari
(CRF'ler) kullanimini gerektirmektedir. Bu amagla kullandigimiz NCRF faktorii
yaklasimi, polifenolik maddelerin ayiriminda ilk defa bu g¢alisma kapsaminda
kullanilmustir.

e Karmagik bir matrikse sahip zeytin yapragi ekstrakti gibi bitki Orneklerinin
polifenolik maddelerinin kromatografik yontem ile ayirimi, ters faz sivi
kromatografinin en zor ¢aligma alanlarindandir. Yontemin pratik avantajlarini ve
calisma prosediirlerini gostermek i¢in, 0rnek olay ve veri seti olarak sekoiridoid,
flavanoid ve basit polifenolik yapilardan hidroksitirozol, tirozol, luteolin-7-
glikozit,oleuropein, apigenin-7-glikozit ve luteolin kullanilmistir.

e Tez kapsaminda, ters faz yiiksek performansh sivi kromatografisi gradient ayirimi
icin yapilan yontem gelistirme ¢alismalarinin RSM ve Levenberg-Marquardt
algoritmas1 kullanarak c¢ok amagli optimizasyona dayanan, ilk gelistirilen
optimizasyon modeli ¢alismasi oldugunu diisiinmekteyiz.

e Zeytin yapragindaki dogal organik maddelerin, dagilimimin belirlenmesi icin
diizenlenen optimal kromatografik ayrim hedefleri, yeni bir kromatografik cevap
fonksiyonu (NCRF) ile sunulmustur. Kullanilan NCRF’nin, asimetrik ve {ist iiste
binmis pikler ile bilinmeyen ¢6zeltilerin karisimlarina uygulanabilir oldugu, ters faz
kromatografide dagilma metodolojisine uygun olarak islevsel oldugu, literatiirde bu
tez ¢alismasi kapsaminda ilk kez gosterilmis olacaktir.

e Bu tez calismasi kapsaminda ilk kez, ¢6ziicli glicii modeli, alikonma zamaninin ve
gradient adimlarinin belirlenmesinde yeni kromatografik cevap fonksiyonu (NCRF)
ile birlikte kullaniimistir.

e Literatlirde dogrusal ¢oziicii giicii modeli (LSSM)’nin dar bir organik modifiyer
araliginda kullanilabilir oldugu vurgulanirken, ¢alismamizda genis bir organik
modifiyer aralifinda kullanilabilir oldugu gosterilmistir. Model, gradient eliisyon
kosullariin band profillerinin deneysel ve simiile edilmis verilerinde, dogrusal ve

dogrusal olmayan kosullarda uygulanmaistir.
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NCRF fonksiyonunun, ayirma ve =zaman terimi tahmini kavramlar1 ile
kromatogramdaki 6nemli zorluklardan iist {iste gelmis veya asimetrik pik
goriiniimleri, ¢ok uzun analiz siiresi gibi durumlarin herbirinin agirlikli etkisini ve
Onemini yansitmakta oldugu ve ayni zamanda dagilma (partitisyon) kromatografisi
icin gelistirilen dogrusal ¢oziicii giicti modeli (LSSM) ve alikonma modeli kavramlari
ile birlikte kullanilarak, bagimli cevap degiskeni olarak degerlendirilebilecegi
gosterilmistir.

Bu ¢alismada, optimizasyon prosesinin temel adimlar1 ve farkli algoritmalar i¢in yeni
baglatma modlarini igeren, yeni araclar (tr, Ap ve 0) sunulmustur.

LSSM modelde; k’ya kars1 t, pH, T ifadeleri icin cebirsel sigmoid fonksiyonuna
dayali ¢6ziimler gerekmektedir (Nikitas ve Pappa-Louisi, 2009a; Fasoula vd. 2015).
Ancak bu modelin temel zayifligi alikonma zamanini veren ifadelerin oldukga
karmasik olmasidir. Alikonma zamani, programlanmis zaman gradient ile belirlenen
durumlarda, basit dogrusal modeller kullanilarak bu zayifligin {istesinden
gelinmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda LSSM modeli dogrusallastiriimis olup k
ifadesini veren denklemler, t ve 4p degerlerine gore tanimlanarak olusturulmustur.
Bu calisma ile birden fazla gradient adimi tanimlanmasina ragmen, modelin
olumsuzluklardan etkilenmedigi goriilmiistiir.

Bu ¢alisma ile ¢ok amagli optimizasyonu igin kullandigimiz yeni gii¢lii kemometrik
araclarla, kromatografi laboratuvart donaniminin ve yazilimimin gelistirilebilecegi
gosterilmeye c¢alisilmigtir. Calismamizin bu anlamda kromatografik yazilimlarin
gelistirilmesine 151k tutacagina inanmaktayiz.

Yaprak orneklerinden, sekoiridoid yapilarin diger basit fenolikler ve flavanoidlerden
ayrilmast i¢in, temel sekoiridoid bilesik olan oleuropeinin analizine yonelik, Avrupa
Farmokopisinde mevcut yonteme alternatif olacak, yeni bir yontem gelistirilmistir.
Yeni gelistirilen yontem, arastirmacinin tecriibesine dayanan ve deneme yanilma
seklinde pek cok analiz denemesini gerektiren klasik kromatografik yontem
gelistirme metodlarindan farkli olarak, bilgisayar destekli, farkli matematiksel
algoritmalarin kullanildigr yeni bir calisma konusudur. Son yillarda gelisen,
kimyanin bilgisayar ile desteklenmesinin 6nemli oldugunu diisiinen arastirmacilar

icin, gelismelere agik  kemometrik caligmalar iginde, kromatografik yontem
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gelistirmeye dayali ¢alismalar olduk¢a azdir. Calismamizin bu anlamda yeni bir

calisma oldugunu ve literatiire biiyiik 6lciide katki saglayacagini diisiinmekteyiz.

ONERILER

Calismamiz kapsaminda bitki materyalinden polifenollerin ekstraksiyonunda, ¢ok
amacl cevap fonksiyonlarina dayali ¢aligmalar i¢in deterministik optimizasyon
cOziimleri Uretilmistir. Bu calismalarin stokastik metodolojiler dikkate alinarak,
ileri algoritmalardan pargacik siirli analizi, siralama (sorting), arama (searching),
yapay sinir aglari, karinca koloni, genetik, 1s1l islem, tavlama benzetim, tabu
arama algoritmalar1 kullanarak ya da bulanik mantik yapay sinir aglari(ANFIS)
gibi giiclii algoritmalarla uygulanabilirliginin denenmesi, bundan sonraki
calismalar i¢in Onerilebilir.

Zeytin yapragi gibi giiclii antioksidan, antibakteriyel, antifungal, antihipertansif,
antiflamatuar, antihipoglisemik vb. 0Ozellik gosteren degerli bir kaynagin,
sanayide katma degeri yliksek bir {irline doniistiiriilmesi 6nemli bir konudur. Bu
amagla calismamizin temel bir zemin olusturdugunu ve ses Otesi prob
ekstraksiyonu gibi yeni bir teknigin kullanilabilirligini gostermesi agisindan
onemini vurgulamakla beraber, farkl ileri ekstraksiyon teknikleri kullanilarak
daha fazla gelistirilebilecegini diistinmekteyiz.

Kromatografi metodolojisinde temel gelismeler kolon karakteristiklerinin
tyilestirilmesi yoniindedir. Bununla beraber ayirma parametrelerinin gelistirilmesi
ve yazilimsal gelismeler, son yillarda gelistirilmesine 6nem verilmis, yeni ¢alisma
konularidir. Tez kapsaminda zeytin yapragindan diger polifenollerin varliginda
sekoiridoidlerin ayrilmasi ve analizine dayali ¢alismamiz kemometrik metodoloji
ile gradient ters faz yontem gelistirme adimlarina 6rnek teskil etmekte ve
kromatografik yazilimin gelistirilmesine katki saglamaktadir. Bu asamadan sonra
bu ¢aligmalar farkli algoritmalarla desteklenebilir ve kromatografik cihazlar i¢in
hazir yazilim haline getirilebilir. Bu tiir yazilimlarin gelistirilebilmesi i¢in, benzer
calismalarin farkli organik molekiil gruplariyla tekrarlanmasi ve veri gruplar

olusturulmasi gerekmektedir.
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EK1

EK2

EKLER

MeOH/H;0 ekstraksiyonunda ultrasonik banyo ile ses otesi dalga
etkisi verilmesi durumunda, toplam fenol (GAE), toplam fenol (OLE),
oleuropein miktar1 (HPLC), toplam antioksidan aktivite cevap

faktorleri icin, t testi sonuclari

EtOH/H,0 ekstraksiyonunda ultrasonik banyo ile ses otesi dalga etkisi
verilmesi durumunda, toplam fenol (GAE), toplam fenol (OLE),
oleuropein miktar1 (HPLC), toplam antioksidan aktivite cevap

faktorleri icin, t testi sonugclari
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EK1

Ek1-a MeOH/H0 ekstraksiyonunda ultrasonik banyo ile ses otesi dalga etkisi verilmesi
durumunda, toplam fenol (GAE) cevap faktorii i¢in iki yontem arasinda anlamli bir fark

olup olmadiginin belirlenmesinde, t testi verileri

Column B Data Set-B
Column A Data Set-A

Paired t test

P value 0.0005
P value summary Fxk
Significantly different (P < 0.05)? Yes
One- or two-tailed P value?  Two-tailed
t, df t=4.834 df=11
Number of pairs 12
How big is the difference?
Mean of differences 1.208
SD of differences 0.866
SEM of differences 0.25
95% confidence interval 0.6581 to 1.759
R squared (partial eta squared) 0.6799

How effective was the pairing?
Correlation coefficient (r) 0.9702

P value (one tailed) <0.0001
P value summary Fkkx
Was the pairing significantly effective? Yes

Ek1-b MeOH/H0 ekstraksiyonunda ultrasonik banyo ile ses 6tesi dalga etkisi verilmesi
durumunda, toplam fenol (OLE) cevap faktorii i¢in iki yontem arasinda anlamli bir fark

olup olmadiginin belirlenmesinde, t testi verileri

Column B Treated
Column A Control
Paired t test
P value 0.0004
P value summary e
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Significantly different (P < 0.05)? Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed

t, df t=4.954 df=11

Number of pairs 12

How big is the difference?

Mean of differences 0.525

SD of differences 0.3671

SEM of differences 0.106

95% confidence interval 0.2917 t0 0.7583

R squared (partial eta squared) 0.6905

How effective was the pairing?
Correlation coefficient (r) 0.9557

P value (one tailed) <0.0001
P value summary Fekkdk
Was the pairing significantly effective? Yes

Ek1-c MeOH/H0 ekstraksiyonunda ultrasonik banyo ile ses 6tesi dalga etkisi verilmesi
durumunda, oleuropein miktar1 (HPLC) cevap faktorii i¢in iki yontem arasinda anlamli

bir fark olup olmadiginin belirlenmesinde, t testi verileri

Column B Treated
Column A Control
Paired t test

P value 0.5981
P value summary ns
Significantly different (P < 0.05)? No
One- or two-tailed P value?  Two-tailed
t, df 1=0.5427 df=11
Number of pairs 12
How big is the difference?
Mean of differences 0.1075
SD of differences 0.6861
SEM of differences 0.1981
95% confidence interval -0.3285 to 0.5435
R squared (partial eta squared) 0.02608

How effective was the pairing?
Correlation coefficient (r) 0.8013
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P value (one tailed) 0.0009
P value summary faleie

Was the pairing significantly effective? Yes

Ek1-d MeOH/H20 ekstraksiyonunda ultrasonik banyo ile ses 6tesi dalga etkisi verilmesi
durumunda, toplam antioksidan aktivite cevap faktorii i¢in iki yontem arasinda anlamli

bir fark olup olmadiginin belirlenmesinde, t testi verileri

Column B Treated
Column A Control
Paired t test

P value 0.0378
P value summary *
Significantly different (P < 0.05)? Yes

One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.36 df=11

Number of pairs 12
How big is the difference?
Mean of differences -0.4625
SD of differences 0.679
SEM of differences 0.196
95% confidence interval -0.8939 to -0.03109
R squared (partial eta squared) 0.336

How effective was the pairing?
Correlation coefficient (r) 0.8555

P value (one tailed) 0.0002
P value summary e
Was the pairing significantly effective? Yes
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EK 2

Ek2-a EtOH/H,0 ekstraksiyonunda ultrasonik banyo ile ses 6tesi dalga etkisi verilmesi
durumunda, toplam fenol (GAE) cevap faktorii i¢in iki yontem arasinda anlamli bir fark

olup olmadiginin belirlenmesinde, t testi verileri

Column B Treated

Column A Control

Paired t test

P value 0.0759

P value summary ns

Significantly different (P < 0.05)? No
One- or two-tailed P value?  Two-tailed

t, df t=1.98 df=10

Number of pairs 11

How big is the difference?

Mean of differences 1.712

SD of differences 2.868

SEM of differences 0.8647

95% confidence interval -0.2148 to 3.638

R squared (partial eta squared) 0.2816
How effective was the pairing?
Correlation coefficient (r) 0.7968

P value (one tailed) 0.0017
P value summary wx
Was the pairing significantly effective? Yes

Ek2-b EtOH/H20 ekstraksiyonunda ultrasonik banyo ile ses 6tesi dalga etkisi verilmesi
durumunda, toplam fenol (OLE) cevap faktorii i¢in iki yontem arasinda anlamli bir fark

olup olmadiginin belirlenmesinde, t testi verileri

Column B Treated

Column A Control
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Paired t test

P value 0.0823
P value summary ns
Significantly different (P < 0.05)? No
One- or two-tailed P value?
Two-tailed
t, df t=1.931 df=10
Number of pairs 11
How big is the difference?
Mean of differences 0.8455
SD of differences 1.452
SEM of differences 0.4379
95% confidence interval -0.1302 to 1.821
R squared (partial eta squared) 0.2716

How effective was the pairing?
Correlation coefficient (r) 0.7675

P value (one tailed) 0.0029
P value summary **
Was the pairing significantly effective? Yes

Ek2-c EtOH/H20 ekstraksiyonunda ultrasonik banyo ile ses 6tesi dalga etkisi verilmesi
durumunda, oleuropein miktar1 (HPLC) cevap faktorii i¢in iki yontem arasinda anlamli

bir fark olup olmadiginin belirlenmesinde, t testi verileri

Column B Treated
Column A Control

Paired t test

P value 0.0388
P value summary *
Significantly different (P < 0.05)? Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.377 df=10
Number of pairs 11
How big is the difference?
Mean of differences 0.8236
SD of differences 1.149

374



SEM of differences 0.3466

95% confidence interval 0.05143 to 1.596

R squared (partial eta squared) 0.3609
How effective was the pairing?

Correlation coefficient (r) 0.8313

P value (one tailed) 0.0008
P value summary falel
Was the pairing significantly effective? Yes

Ek2-d EtOH/H.0 ekstraksiyonunda ultrasonik banyo ile ses 6tesi dalga etkisi verilmesi
durumunda, toplam antioksidan aktivite cevap faktorii i¢in iki yontem arasinda anlamli

bir fark olup olmadiginin belirlenmesinde, t testi verileri

Column B Treated

Column A Control

Paired t test

P value 0.0378
P value summary *
Significantly different (P < 0.05)? Yes
One- or two-tailed P value?  Two-tailed
t, df t=2.36 df=11
Number of pairs 12
How big is the difference?
Mean of differences -0.735
SD of differences 1.079
SEM of differences 0.3115
95% confidence interval -1.421to0 -0.0494
R squared (partial eta squared) 0.3361

How effective was the pairing?
Correlation coefficient (r) 0.8419

P value (one tailed) 0.0003
P value summary il
Was the pairing significantly effective? Yes
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