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OZET

KENEVIR (Cannabis sativa) BITKISINDE BULUNAN MAJOR
KANNABINOIDLERIN TANIMLANMASI VE EKSTRAKSIYON
YONTEMLERININ OPTIiMiZASYONU

Mariem BOUALI
Yiiksek Lisans, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dal
Damisman: Do¢. Dr. Mehmet Fatih Cengiz
Temmuz 2021; 90 sayfa

Son zamanlarda Tirkiye'de endiistriyel olarak kullanimi yasal izinlerle
diizenlenen kenevir bitkisi Cannabaceae familyasina ait olan ve igermis olduklari
kannabinoidler, terpenler ve fenolik bilesikler gibi sekonder metabolitler nedeni ile
ozellikle ilag endustrisinin gozdesi konumuna gelen énemli bir bitkisel materyaldir. Bu
sekonder metabolitlerin 6zellikle antiepileptik ve antikanserojenik etkilerinin yaninda
kanser vakalarinda agrinin giderilmesinde ciddi etkileri olduklari ¢ok sayida bilimsel
aragtirmaya konu olmustur. Bu c¢alismada, kenevir bitkisinde bulunan major
kannabinoidlerin (kannabidivarin, kannabidiolik asit, kannabigerolik asit, kannabigerol,
kannabidiol, delta 9 tetrahidrokanabinol, delta 8 tetrahidrokanabinol kannabikromen ve
tetrahidrokannabinolik asit) miktarsal acidan yiiksek performans sivi kromatografisi
cihazinda analiz edilebilmesine yoOnelik yontemin bazi parametreler agisindan
dogrulanmasi ve kontrollii sartlar altinda yetistirilen kenevir bitkisinde bulunan major
kannabinoidlerin ekstraksiyonu konusunda farkli yontemlerin uygulanarak optimize
edilmesi amaglanmigtir. Ekstraksiyon calismalari kapsaminda dinamik maserasyon,
ultrason destekli ekstraksiyon, zeytinyagi ekstraksiyonu ve slperkritik akiskan
karbondioksit ekstraksiyonu olmak tzere dort farkli ekstraksiyon teknigi denenmis ve her
bir yontem Yanit Yiizey Yontemi deneme tasarimi kullanilarak optimize edilmistir. Elde
edilen bulgulara gore; arastirma kapsamindaki tiim kannabinoidlerin 0,10-250,00 mg/L
arahginda dogrusal olarak (r?=1,00) tanimlanabildigi, kannabinoid tespit smirlarmin
0,07-0,26 mg/L arasinda degistigi ve tekrarlanabilirlik degerinin <%5,50 oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikte, bitkilerden kannabinoidlerin ekstrakte edilebilmesi icin
kullanilan tiim yontemlere ait en uygun degerler tespit edilmis ve sonuglar ¢izelge ve
grafikler halinde sunulmustur. Tez ¢aligmasi kapsaminda Uretilen verilerin son
zamanlarda popiiler hale gelen ve 6zellikle tarim, eczacilik, gida ve kimya sektolerinde
kullanim alan1 giderek artan kannabinoidlerin bitkisel drneklerdeki diizeylerinin ve en
uygun ekstraksiyon kosullarmin belirlenmesine yoOnelik akademik ve endistriyel
diizeydeki ¢aligmalara katkilar saglamasi beklenmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Kenevir, Ekstraksiyon, HPLC, Kannabinoid, Dogrulama.
JURI: Doc. Dr. Mehmet Fatih CENGIZ
Prof. Dr. Miinevver SOKMEN

Prof. Dr. Taner AKAR



ABSTRACT

IDENTIFICATION AND OPTIMIZATION OF EXTRACTION METHODS OF
MAJOR CANNABINOIDS IN CANNABIS (Cannabis sativa)

Mariem BOUALI
MSc Thesis in Agricultural Biotechnology Department
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet Fatih Cengiz
July 2021; 90 pages

Cannabis plant belongs to the family of the Cannabinaceae, and it has recently
been regulated by legal permissions for industrial and medical use in Turkey. It is an
important herbal material that has become a favorite of the pharmaceutical industry,
owing to the secondary metabolites it contains, such as cannabinoids, terpenes, and
phenolic compounds. Many scientific investigations have shown that the aforementioned
secondary metabolites have significant benefits, particularly in the alleviation of
antiepileptic, anticarcinogenic, and cancer pains. The purpose of this research is to
validate some parameters of the method high performance liquid chromatography for
quantitative analysis of the major cannabinoids (cannabidivarin, cannabidiolic acid,
cannabigerolic acid, cannabigerol, cannabidiol, delta 9 tetrahydrocannabinol, delta 8
tetrahydrocannabinol cannabidivarin, cannabidiolic acid) found in cannabis plant and
optimization of the extraction of major cannabinoids in cannabis plant grown under
controlled conditions by applying different methods. Using the Response Surface Method
trial design, four distinct extraction procedures, namely dynamic maceration, ultrasonic
aided extraction, olive oil extraction, and supercritical carbon dioxide extraction of
cannabinoids, were tried inside the scope of the extraction studies. According to the
results, all cannabinoids within the scope of the research can be characterized linearly
(r>=1,00) in the range of 0,10-250,00 mg/L, the cannabinoid detection limits range
between 0,07-0,26 mg/L, and the reproducibility value is 5,50 percent. The best values
for all methods adopted to extract cannabinoids from the plant were calculated and
presented in tables and graphics. The results hopefully help to academic and industry
research to determine cannabinoid levels in herbal samples and the best conditions of
extraction currently in use, particularly in agriculture, pharmaceutical sector, food
industry and chemistry.

KEYWORDS: Cannabinoid, Cannabis, Extraction, HPLC, Validation.
COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. Mehmet Fatih CENGIZ
Prof. Dr. Miinevver SOKMEN

Prof. Dr. Taner AKAR



ONSOZz

Yiiksek lisans ¢alismamin planlanmasinda ve her asamasinda her tiirlii bilgi ve
tecriibesiyle bana yol gosteren ve sabirla destegini higbir zaman esirgemeyen danismanim
Dog. Dr. Mehmet Fatih CENGIZ’e tesekkiirii bir borg bilirim.

Akdeniz Universitesi Tarimsal Biyoteknoloji Béliimii’niin akademik kadrosunda
yer alan biitlin saygi deger hocalarima ve deneysel ¢alismalarim boyunca bana yardimci
olan, teorik ve pratik bilgilerini benimle paylasan arkadaslarim &zellikle Umit
BABACAN’a ayrica Mustafa HAMZA MAWLOOD, Enes GULMEZ ve
laboratuvarimizdaki diger biitliin degerli ¢alisma arkadaslarima tesekkiir ederim.

Bana Turkiye'de Yiksek Lisans egitimimi gergeklestirme firsatt veren, maddi
desteklerinin yaninda her zaman yanimda olan Yurtdis1 Tiirkler ve Akraba Topluluklar
Bagkanligina (YTB)’na ve tez ¢aligmalarimi yliriitebilmem i¢in maddi destek saglayan
Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK)’a tesekkiirii bir borg
bilirim. Ayrica yiiksek lisans boyunca bana kosulsuz maddi ve manevi her tiirlii destegi
saglayan, hep yanimda olan arkadaslarima ve 6zelikle Edris NASERI’ye ayrica tesekkiir
ederim.

Bugune kadar edindigim egitim ve §gretim hayatim boyunca her konuda maddi
ve manevi destek saglayan, beni cesaretlendiren, beni bugiinlere getiren, sevgilerini higbir
zaman esirgemeyen c¢ok degerli aileme ve 6zellikle annem Salwa, babam Lotfi, ablam
Asma, kardesim Wiem ve bitlin kardeslerime sonsuz tesekkiirler.
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AKADEMIK BEYAN

Yiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Kenevir’da bulunan major
kannabinoidlerin tanimlanmasina yonelik HPLC yontem gelistirilmesi” adli bu
calismanin, akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak yazildigini belirtir, bu tez
calismasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagin1 gosterdigimi beyan ederim.

14/07/2021

Mariem BOUALI
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

pL : mikrolitre

dk : dakika

g :gram

Kg : kilogram

L : litre

M : molar

mg : miligram

mL : mililitre

mM : milimolar

n : Ornek sayisi

°C : santigrat

rpm : dakikadaki devir sayis1

sn : saniye

X - ilgilenilen drnek

X : Ornege ait verilerin ortalamast
Kisaltmalar

%RSD : ylizde bagil standart sapma
r? : regresyon Katsayisi

ACN : asetonitril

Cannabis spp : Cannabis tirleri
CBCR : kannabikromen

CBD : kannabidiol

vii



CBDV : kannabidivarin
CBG : kannabigerol
CBN : kannabinol

CH3COOH  : asetik asit

CHCIs : chloroform

ddH20 : ultra saf su

DM : dynamik maserasyon

EtOH : etanol

GC : gaz kromatografisi

HPLC : yiiksek performansl sivi kromatografisi
Is : izomerizasyon

LC . likit kromatografisi

LOD : tespit sinirt

LOQ : Olcim sinir

MAE : mikrodalga destekli ekstraksiyon
MeOH : metanol

MS : kitle spektrometrisi

Ox : oksidasyon

R : korelasyon katsayisi

SD . standart sapma

SFE : stiperkritik akiskan karbondioksit ekstraksyon teknigi
Sig : signifikant degeri

UAE - ultrason destekli ekstraksiyon

A : 1s1tma

A8-THC : delta-8-tetrahidrokannabinol
A9-THC : delta-9-tetrahidrokannabinol

viii
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1. GIRIS
1.1. Kenevir Bitkisi ve Genel Ozellikleri

Yaklagsik olarak 5000 yildir yetistirildigi bilinen kenevir bitkisinin anavatani1 Orta
Kuzeydogu Asya olarak kayitlara gegcmektedir. Ulkemizde yorelere gore kendir, cetene,
kendirik ve kinnap ¢esitli isimlerle anilan (Sahin, G. vd. 2019) bu bitki i¢erigindeki lifler
sayesinde; ip, kumas, kagit Uretiminde ve ayrica tekstil, kozmetik, biyoteknoloji, ila¢ ve
gida endustrilerinde kullanilmakta olup, igeriginde bulunan yararli maddelerin yani1 sira
uyusturucu niteligine sahip bazi1 maddeleri de icermesi nedeni ile toplumumuzda en
tartismali bitkilerden birisi olarak kabul edilmektedir (Attard, Bainier vd. 2018; Cai, Yu
vd. 2019). Diinya ¢apinda ¢ok sayida hasta tarafindan kanser ve AIDS'ten multipl skleroz
ve migrene kadar pekcok hastaligin semptomlarini iyilestirmek igin kullanildigi
bildirilmektedir (Hazekamp 2007; Terasvalli 2020). Bununla birlikte bilesiminde bulunan
kannabinoidler glokom ve sizofreni gibi rahatsizliklarin tedavisinde ve 0Ozellikle
antiepileptik, antikanserojenik ve kanser agrilar1 gibi kemoterapi sirasinda meydana gelen
komplikasyonlarin giderilmesinde de kullanildigi pek c¢ok bilimsel caligmaya konu
olmustur (Guzman 2003; Alexander 2016).

Cannabis, Cannabinaceae familyasina ait bir cins olarak bilinmektedir. Evrimsel
olarak Cannabis, yiiksek lif orani igeren Cannabis sativa L., psikoaktif bilesikleri yiuksek
oranda iceren Cannabis /ndica Lam. ve ara ozelliklere sahip olan Canabis ruderalis
Janisch olmak Uzere ti¢ ana tiire ayrilmis bulunmaktadir. (Brighenti, Pellati vd. 2017
Terésvalli 2020). Bu tiirler arasinda, diisiik seviyelerde psikoaktif bilesen ve ylksek
seviyelerde lif, tohum ve kannabidiol (CBD) Uretebilme potansiyeline sahip olan
Cannabis sativa, yetistirilme kolaylig1, hastalik direnci ve verim gibi etmenlerle tizerinde
stk¢a durulan énemli bir bitki trtdar (Hartsel, Eades vd. 2016). Sekil 1.1°de bu bitkinin
endiistriyel agidan 6nemli boliimleri ve kullanim alanlar1 sunulmaktadir.

Kabuk soyma Kurutma

Kabuk kirma Presleme

’:I:l ﬁi
Kabuk I¢i kisim I¢ tusim ur Flstraiayen
Un Gida maddesi Posa
Yag Gida
Gida maddesi Birincil
maddesi Bira yapimi Kumasg CNB
Bio-yakit Yem —| Hall ilag
KO‘::’:ﬁk Komp&‘)Sl Panel Yiyecek
Plastik — B
Hoyvan icecek
yemeyi Kozmetik

Boya
malzemeleri ikincil

Kimyasal Kagit
hammadde Halat yapimi
Dolgu
malzemesi
Posa
L Uglincal | Balik yemi
Cuval Gubre
Fiber panel Haywvan altiligi

Sekil 1.1. Kenevir bitkisinin endustriyel agidan énemli botimleri ve kullanim alanlary
(BASER ve BOZOGLU 2020)
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Kenevir 2n:20 kromozoma sahip olup tek yillik, genelikle ¢ift evcikli (erkek ve
disinin genellikle ayr1 bir bitki) ¢i¢ek agan bir bitkidir. Disi bireylerde ¢igcek salkimlari
stk demetler halinde ve yesil goriiniimlii olup, gevresel sartlara daha dayaniklidir. Erkek
bitkilerde ise ¢i¢ek salkimlari seyrek, sarimsi, yesilimtirak gorinimli ve disilere gore
daha uzun boylu ancak daha az dayaniklhidir (Tettey 2009). Sekil 1.2.’de Kenevir
bitkisinin morfolojik 6zellikleri sunulmaktadir.

A. Erkek bitkinin giceklenmesi

B. Disi (pistillat) bitkinin ¢igeklenmesi
1. Staminat gicek

2. Ercik (anter ve kisa filament)

3. Ercik

4. Polen taneleri

5. Bract ile Pistillate ¢icek

6. Pistillate ¢icek bract olmadan

7. Yumurtalig1 gosteren Pistillate ¢igek
(uzunlamasina kesit)

8. Bract ile tohum

9. Bract olmadan tohum
10. Tohum (yan goérinim)
11. Tohum (kesit)

12. Tohum (boyuna kesit)

13. Perikarpsiz tohum (soyulmus)

Sekil 1.2. Kenevir bitkisinin morfolojisi (Tettey 2009)

Kenevir bitkisinin govde kisimlart dik olup ekim yonteminin yani sira ¢evresel ve
kalitsal faktorlere bagli olarak 0,20 ila 6 m arasinda degisebilmektedir. Kenevir, iyi
derecede su tutma kapasitesine sahip olup alkali killi ve tinli topraklarda en iyi bir sekilde
yetisebilmektedir (Tettey 2009).
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Sekil 1.3. Proje kapsaminda yetistirilen Kenevir bitkilerinin goriiniisii a) Disi Kenevir
bitkisi; b) Erkek Kenevir bitkisi

Kenevirin igeriginde terpenoidler, sekerler, alkaloitler, stilbenoidler, kinonlar ve
kannabinoidleri barindirmaktadir. Bugiine kadar bilesiminde yaklasik 120°den fazla
kannabinoid olmak tizere 565 kimyasal bilesik tanimlanmistir (Chandra, Lata vd. 2017).
Kenevir biinyesinde bulunan ana kannabinoidler konsantrasyon degerlerine bagl olarak
bes kemotipik nitelikte tanimlanmaktadir:

e Kemotip I, tetrahidrokannabinol (A9-THC) tipi kannabinoidlerin yiiksek oldugu
uyusturucu sinifina dahil olan bitkilerden olusur.

o Kemotip II, uyusturucu madde igeren ve belirli miktarlarda lif barindiran bitkileri
icerir.

o Kemotip III, ¢ok yiiksek miktarlarda lif igerigi ve psikoaktif olmayan molekulleri
icerirken psikoaktif olarak tanimlanan bilesikleri diigiikk miktarlarda bulunduran
bitkilerdir.

e Kemotip IV, sadece kannabinoid olarak kannabigerolik asit (CBGA) iceren
bitkileri ifade eder.

o Kemotip V, neredeyse hi¢ kannabinoid icermeyen ve lif orami ylksek olan
bitkilerden olusur (Pellati, Borgonetti vd. 2018).

Yukarida belirtilen kemotipik smiflandirmaya ilave olarak Kenevir tirleri
bilesimlerindeki kannabinoidlerden CBD, kannabinol (CBN) ve A9-THC’(in oranina
gore de siniflandirilarak medikal ya da endustriyel kullanima sunulmaktadir. Bu amagla,
Uuygun sartlarda tiretilen tiirlerin u¢ kisimlarindan 6rnekler alinarak uygun ortamlarda
belirlenen sicaklik ve nem oranma gore kurutulduktan sonra A9-THC, CBD ve CBN
yoniinden analize alinmaktadir (Tettey 2009; Pellati, Borgonetti vd. 2018). Elde edilen
sonuglara gore, kenevir bitkisi asagida belirtildigi  sekliyle iki grubta
siiflandirilmaktadir:
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e Psikoaktif veya tibbi tiirii: Psikoaktif A9-THC agisindan zengin, "(A9-THC +
CBN]/[CBD])" orani > 1. Tibbi veya uyusturucu amagli kullanilir.

e Lif tiru veya endustriyel kenevir: CBD veya ilgili bilesikler agisindan zengin ve
neredeyse A9-THC icermeyen "([A9-THC + CBN] / [CBD])" nin oram1 < 1”.
Tohumlar1 ve lifleri icin yetistirilirler, genelikle tekstil veya gida amach
kullanilmaktadir (Tettey 2009; Pellati, Borgonetti vd. 2018).

Kenevir bitkisi ¢esitli alanlarda kullanilmasma ragmen en yaygin kullanim
alaniin uyusturucu iiretimi oldugu bildirilmistir. Tiirkiye’de ise en yaygin kullanilan
uyusturucu tiirii esrardir. Bu nedenle kenevir ekimi bir¢ok tilkede kanunlar ile siki bir
sekilde kontrol edilmektedir (BASER ve BOZOGLU 2020).

Avrupa ulkelerinin ¢ogunda, kenevir bitkisini yetistirmek i¢in mevcut yasal {ist
sinir %0,20 oraninda A9-THC ve Amerika’da ise %0,30 oraninda A9-THC olarak kabul
edilmektedir (Terasvalli 2020). Turkiye'de ise kenevir ekimi tamamen devlet kontroli
altindadir. 2313 sayili “uyusturucu maddelerinin murakabesi hakkindaki kanunun” 3.
maddesinde “Miinhasiran esrar yapmak igin kenevir ekilmesi ve her ne sekilde olursa
olsun esrarin ihzar, ithal, ihrag ve satis1 yasaktir” seklinde belirtildigi {izere esrar elde
etmek amactyla kenevir ekimi kesinlikle yasaklanmig olup ayni kanunun 23. maddesinde
ise her ne amagla olursa olsun kenevir ekiminin Tarim ve Koy Isleri Bakanliginin iznine
bagli oldugu belirtilmistir. Ayrica 29 Eyliil 2016 tarihli ve 29842 sayili Resmi Gazete’de
yayinlanan “Kenevir Yetistiriciligi ve Kontrolii Hakkinda Yonetmelik™ yiirtirliikte olup
bu yonetmelikte kenevir iiretimine izin verilen 19 il Sekil 4’te gosterilmistir (BASER ve
BOZOGLU 2020).

Sekil 1.4. Tiirkiye’de izin verilen kenevir ekim alanlar1 (BASER ve BOZOGLU 2020)

llgili yonetmelik hiikiimlerine gore, yukarida belirtilen illerde faaliyet gdsteren
ciftciler kenevir bitkisinden lif, tohum, sap ve benzeri amaglara yonelik yetistiricilik i¢in
Tarim 1l veya lilge Miidiirliikleri’ne gerekli evraklarla basvuru yapabilmekte ve
incelemeler neticesinde kendilerine bir ekim donemi izin verilebilmektedir. Bununla
birlikte bilimsel arastirmaya yonelik kenevir yetistiriciligi yapmak isteyen aratirmacilar
ise yetistiricilik yapacaklar1 ilin en biiylik miilki idare amirligine gerekli belgelerle
miracat etmekte ve uygun bulunmalarina miiteakip kendilerine ii¢ yil miisaade
edilebilmektedir.
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1.2. Kenevir Bitkisinde Bulunan Kannabinoidler

Kenevir diger biitiin bitkilerde oldugu gibi igeriginde; terpenler, fenolik bilesikler,
alkoloidler gibi molekiillerin yan1 sira sadece kenevire 0zgl olan kannabinoidleri
icermektedir. Belirtilen kannabinoidlerin insan saglig1 iizerine olumlu etkileri oldugunun
tespit edilmesinin ardindan tim dinyada akademik ve endustriyel ¢alismalarin odagi
haline geldigi gibi Glkemizde de bu bitkiye olan biiyiik bir ilgi uyanmis ve akabinde bu
konuda bir takim yasal diizenlemeler yapilarak bilimsel arastirmalar yapmak iizere bu
bitkinin kullaniminin 6nii agilmustir.

Kenevir bitkisinde psikoaktif ve non-psikoaktif olmak iizere 100’den fazla
kannabinoid tamimlanmaktadir. Bu aktif maddeler tipik olarak C21 ya da C22 iskeleti
Uzerinde kurulan bilesikler grubuna dahil olarak tanimlanir ve karboksilik asitleri,
analoglar1 ve transformasyon {iriinleri dahil olmak iizere sadece Kkenevirde
bulunmaktadirlar (Pellati, Borgonetti vd. 2018).

Kannabinoidler meroterpenoid sinifina dahil olup kisaca bir alkil resorsinoliin
(benzen-1,3-diol) bir monoterpen Unitesi ile alkilasyonu sonucu ve 6zelikle de bitkinin
disi ¢igek salkimlarinda daha bol olan trikomlar tarafindan iiretiimektedirler (Andre,
Hausman vd. 2016; Pellati, Borgonetti vd. 2018). Bitkide 100’{in tzerinde kannabinoid
tanimlanmasina ragmen Konsantrasyon ve 6nem agisindan 6n plana ¢ikanlar1 A9-THC,
CBD, CBN, kannabikromen (CBCR), kannabigerol (CBG), kannabidiolik asit (CBDA),
kannabidivarin (CBDV) ve tetrahidrokanabivarin (THCV)’dir (Hazekamp 2007; Pisanti,
Malfitano vd. 2017).

Ozellikle medikal kullanim i¢in dnemli olan n&tr kannabinoidler (A9-THC, CBD,
CBG, CBN ve CBCR gibi), kenevir bitkisinde dogal olarak sentezlenememekte olup
bitkide bu kannabinoidlerin asidik formlar1 (THCA, CBDA, CBGA, CBNA ve CBCRA)
sentezlenebilmektedir. Kannabinoid asitler icerisinde bulunan karboksil grubu ¢ok sabit
degildir ve 1s1 veya 1s181n etkisi altinda COz’e doniiserek ortamdan uzaklasir ve
dekarboksilasyon olarak tanimlanan kimyasal bir reaksiyona ugrayarak ilgili notr
kannabinoidlerin olusumuna yol agmaktadir. (De Backer, Debrus vd. 2009).

Dekarboksilasyon reaksiyonu, bir karbon zincirinden bir karbon atomunun
uzaklastirilmasi suretiyle meydana gelmektedir. Kenevir bitkisinde bulunan asidik
formlardaki kannabinoidlerin bu reaksiyon yardimiyla daha faydali notr kannabiodlere
doniistirilmesi  gerekmektedir (Perrotin-Brunel 2011). Kannabinoidlere ait asit
formlarmin dekarboksilasyonu igin birkag yontem bildirilmekle birlikte en basit ve
uygulanabilir mekanizma numunenin 1sitilmasidir. Diger dekarboksilasyon islemlerinde
ise bir takim toksik ¢Ozuculer gerektirmekte olup ekonomiklik ve toksisite agisindan
dezavantajlara sahiptir. Dekarboksilasyon reaksiyon semasi Sekil 1.5’te sunulmaktadir
(Kotra, Lewis vd.. 2018).
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Carbon Dioxide
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Sekil 1.5. Dekarboksilasyon reaksiyon semasi

Ekstraksiyon ve dekarboksilasyon, etilen glikol, izopropanol veya benzer
coziiciilerin bir kombinasyonu ile tek bir adimda yapilabilir. Ayrica, 1sitma veya kimyasal
¢oziicliler kullanilarak ekstraksiyondan o6nce bitkiye bir dekarboksilasyon islemi
uygulanabilir veya ekstraksiyondan sonra elde edilen ekstrakta dekarboksilasyon
gerceklestirilebilmektedir (Kotra, Lewis vd. 2018).

Yapilan deneylerde, A9-THC 'lin 6ncl bilesigi olan tetrahidrokannabinolik asidin
(THCA) aslinda kannabigerolik asitten (CBGA) THCA-sentaz enzimi tarafindan,
oksidosiklizasyon yoluyla olustuguna dair kanitlar sunulmaktadir. CBGA, CBDA-sentaz,
CBCRA-sentaz ve THCA-sentaz tarafindan katalize edilen bir reaksiyonla sirasiyla
CBDA, kannabikromenik asit (CBCRA) ve THCA meydana gelmektedir (Taura,
Morimoto vd. 1996; Fellermeier, Eisenreich vd. 2001; Raharjo, Chang vd. 2004). CBN
THCA'nin bir bozulma drinddur ve THCA'nin oksidasyon yoluyla olustugu
bilinmektedir (Brighenti, Pellati vd. 2017).
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Sekil 1.6. Kenevirde bulunan ana kannabinoidlerin kimyasal yapilar1 (Pellati,
Borgonetti vd. 2018)
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Yukarida verilen bilgiler 1s1831nda akademik ve endiistriyel anlamda 6n plana ¢ikan
kannabinoidler ve temel 6zellikleri asagida basliklar atlinda sunulmaktadir:

1.2.1. Kannabidiol (CBD)

Farmasotik agidan incelendiginde CBD, kenevirde bulunan en degerli bilesik
konumundadir ve ayrica endiistriyel olarak iiretilen kenevirde da baskin olarak bulunan
kannabinoiddir. CBD anti-enflamatuar, analjezik, antioksidan, antimikrobiyal,
noroprotektif (ndron korunmasi) ve antikonviilsan (epilepsi ndbetleri, néropatik agri,
bipolar bozukluk gibi durumlar) 6zellikler sergilemektedir (Appendino, Chianese vd.
2011; Thomas and Elsohly 2015). CBD’iin baz1 fiziksel ve kimyasal 6zellikleri Cizelge
1.1.”de sunulmaktadir.

Cizelge 1.1. CBD’lin baz1 fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (ChemicalBook 2019;
PubChem 2019)

Molekdl formuli C21H300:

Kimyasal isimleri Cannabidiol, (-)-Cannabidiol, (-)-trans-Cannabidiol, CBD
Molekiil agirhig 314,46 g/mol

CAS No 13956-29-1

Erime noktasi 62-63 °C

Kaynama noktast 187-190 °C

Depolama sicakligi 2-8 °C

Yogunluk 1,04

Refraktif indeks degeri 1,54

CBD CBI1 ve CB2 reseptorlerine kayda deger bir afiniteyle baglamamasi nedeni
ile A9-THC'lin aksine psikoaktif bir etki meydana getirmemektedir (Carcieri, Tomasello
vd. 2018). Psikoaktif etkinliginin bulunmamasindan dolay1 CBD; multipl skleroz, artrit,
sizofreni ve kanser gibi ¢esitli patolojik durumlarda ayrica otoimmiin, inflamatuar ve
norodejeneratif hastaliklarda olumlu farmakolojik etkiler gosteren ve glivenle
kullanilabilen en dnemli bilesiklerden biridir. Ozellikle epilepsi hastaliginin tedavisinde
sentetik kimyasallara kars1 alternatif bir etken madde olarak glindeme gelmektedir (Pellati
vd. 2018; Namdar vd. 2018).

CBD’iin yan etkileri konusunda yapilan ¢alismalarda kan basinci, nabiz, viicut
sicakligi, gastrointestinal gecis, psikomotor ve biligsel bozukluklara yol a¢madigi
bununla birlikte hicbir organda his kaybi (katalepsy) etkisi gostermedigi bildirilmektedir
(EIHA 2017). Cesitli ¢alismalara gére CBD insanlarda yiksek dozlarda ve uzun sureler
boyunca iyi diizeyde tolere edilebildigi ve bu nedenle giivenli bir madde oldugu sonucuna
varilmaktadir (Machado Bergamaschi, Helena Costa Queiroz vd. 2011).
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Ote yandan, diger antioksidanlar gibi CBD’{in in vitro ve in vivo ¢alismalarmnda,
ilag metabolizmasi, sitotoksisite ve azalmis reseptor aktivasyonu ile olasi etkilesimleri
ortaya c¢ikarilmistir. Bu bilgiler 1s1ginda 06zellikle CBD klinik uygulamalarda
kullanildiginda insanlarin CBD'l dikkatli bir sekilde kullanmalarinin gerektigi sonucuna
varilmaktadir (Machado Bergamaschi, Helena Costa Queiroz vd. 2011).

CBD’ln bitkide olusmasi CBDA ile iligkilendirilmektedir. CBGA molekiliinden
CBDA-sentaz ile meydana gelen CBDA kenevir bitkisinde major olarak karsimizda ¢ikan
kannabinoidlerinden birisisidir. Bu molekilin belirli sicaklik (105°C’den daha yiiksek)

ve 1s1ga maruz kalmasi durumunda CBD'ye doniistiigii bildirilmistir (Cardenia, Toschi
vd. 2018).

Bitkide CBD’iin prekirsori konumunda olan CBDA’in mide bulantisini
engelledigi ve antimikrobiyal 6zelliklerinin (Brighenti, Pellati vd. 2017) yani sira, hayvan
modellerinde anksiyolitik (kaygi ve korku giderici), antiinflamatuar ve antihiperaljezik
(Agriya asir1 duyarli olma) etkilerine sahip oldugu rapor edilmistir (Anderson, Low vd.
2019). Cocukluk ¢aginda hiperaktivite nedeniyle asir1 haraketli olan ¢ocuklarin
sakinlestirilmesinde geleneksel yontemlerle elde edilen kenevir bitkisinin yagi halen
kullanilmaktadir. Buradan yola ¢ikilarak elde edilen bu yagin igeriginde
fitokannabinoidlerin olmasi ve ozellikle CBDA’in bu yagin iginde major olarak
bulunmasindan dolay1 bilimsel verilerle desteklenmemesine ragmen potansiyel
antisedatif ve antiepileptik etkisinin oldugu ileri siiriilmektedir (Suraev, Lintzeris vd.
2018).

1.2.2. Delta-9-tetrahidrokannabinol (A9-THC)

A9-THC, algi ve duyu durumunda degisiklikler yapan, 6fori ve rahatlama
duygularina neden olan, psikoaktif etkisi yaninda, analjezik (akut ve kronik sendromlarda
agr1 kontrolii saglayan), anti-enflamatuar, istah agic1 ve anti-emetik (kusma sinir
merkezlerini etkileyen) Ozelliklere sahip; ayni1 zamanda ¢ok diisiik dozlarda biligsel
bozukluklardan koruyan bir kannabinoiddir (Aizpurua-Olaizola, Omar vd. 2014). A9-
THC’iin sahip oldugu temel fiziko-kimyasal nitelikler Cizelge 1.2.’de sunulmaktadir.

Cizelge 1.2. A9-THC’ln baz1 fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (ChemicalBook 2019;
PubChem 2019)

Molekdl formuli C21H3002

Dronabinol, TETRAHYDROCANNABINOL, Marinol,
delta9-Tetrahydrocannabinol, delta9-THC, THC

Kimyasal isimleri

Molekiil agirlig 314,50 g/mol
CAS No 1972-08-3
Erime noktasi <25°C

Kaynama noktasi 200 °C
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Cizelge 1.2’nin devami

Depolama sicakligi | 2-8 °C

Yogunluk 1,05
Refra!(tlf indeks 154
degeri

A9-THC memelilerin beyin ve bagisiklik hiicrelerinde bulunan kannabinoid
reseptorleri olan CB1 ve CB2 araciligiyla cesitli terapotik aktivitelere neden olmakta ve
ayrica CB1 reseptoriiyle baglanan A9-THC psikoaktif etkilerin meydana gelmesine yol
acmaktadir (Taura, Sirikantaramas vd. 2007; Carcieri, Tomasello vd. 2018).

A9-THC’iin kronik tiiketimi, biligsel eksiklikler, kaygi, paranoya, kronik psikoz
ve bagimlilik gibi ciddi yan etkilerle iliskilendirilmistir. Ayrica A9-THC bilissel olarak,
insanin zaman araliklar1 ile uzaysal mesafeleri, hafizayr ve uyanikligi ayirt etme
yetenegini altiist ederek zihinsel ¢aligma performansini bozmaktadir. Psisik diizeylerde
A9-THC, baglantisiz diisiinceler, panik reaksiyonlar, algida rahatsiz edici degisiklikler,
sanrilar ve hallisinasyon deneyimleri gibi hos olmayan reaksiyonlara neden
olabilmektedir. Bununla birlikte, A9-THC'lin uzun siireli kullanimina yonelik ruh ve bilis
uzerindeki uzun vadeli etkileri tam olarak aydinlatilamamistir (Carlini 2004).

Kenevir bitkisinde THCA CBGA’ten THCA-sentaz enzimi tarafindan katalizli bir
reaksiyonla sentezlenmektedir. Sicaklik ve UV 15181 gibi fiziksel kosullara maruz
birakilan THCA molekiilii dekarboksilasyona ugrayarak A9-THC’e doniisebilir
(Cardenia, Toschi vd. 2018).

THCA’in medikal olarak tiimor nekroz faktorii alfanin (TNF-a) seviyelerini
azalttig1 ve bu etkiye dolayli yonden bagl olarak antiinflamatuar, antikonvilzan ve
noroprotektif etkilere sahip oldugu bildirilmektedir (Suraev, Lintzeris vd. 2018;
Anderson, Low vd. 2019).

1.2.3. Delta-8-tetrahidrokannabinol (A8-THC)

A8-THC, A9-THC’den izomerizasyon tepkimesiyle elde edilmektedir (De
Backer, Debrus vd. 2009). Kenevirde A8-THC az miktarlarda bulundugu bilinmekte olup
cocuklardaki psikoaktif etkisinin A9-THC’e goOre daha diisiik seviyede oldugu
bilinmektedir. Ancak A9-THC’lin géstermis oldugu uyusturucu etkisinin A8-THC’de de
goriildiigii belirlenmistir (Ashton 2001). A8-THC’Un temel diizeyde bazi fiziksel ve
kimyasal dzellikleri Cizelge 1.3’te sunulmaktadir.
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Cizelge 1.3. A8-THC’ln baz1 fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (ChemicalBook 2019;

PubChem 2019)

Molekil formili C21H3002
A8-THC (CRM); (-)-delta(sup8)-trans-tetrahydrocannabinol;

Kimyasal isimleri (-)-trans-delta(sup8)-tetrahydrocannabinol; delta-8-
tetrahydrocannabinol

Molekiil agirligt 314,46 g/mol

CAS No 5957-75-5

Erime noktast | -----

Kaynama noktasi 200 °C

Depolama sicakligt | —20 °C

Yogunluk 1,05

Refraktlf indeks 154

degeri

1.2.4. Kannabinol (CBN)

CBN, kenevir bitkisinde A9-THC'Un oksidasyonunun sonucu olarak ortaya
¢ikmaktadir. Bu kannabinoid kenevirin fizyolojik olarak inaktif bir bileseni olup
immunosupresif ve antiinflamatuar aktivitelere sahiptir (1zzo, Borrelli vd. 2009). CBNiin
sahip oldugu bazi fizelksek ve kimyasal nitelikler Cizelge 1.4’te sunulmaktadir

Cizelge 1.4. CBN’Un baz1 fiziksel ve kimyasal Ozellikleri (ChemicalBook 2019;

PubChem 2019)

Molekul formili C21H2602

Kimyasal isimleri Cannabinol, Cannabinolo, Cannabinolum, CBN.
Molekiil agirlig 310,43 g/mol

CAS No 521-35-7

Erime noktas1 76-77°C

Kaynama noktasi 185 °C

Depolama sicaklig 2-8 °C

10
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Cizelge 1.4°iin devami

Yogunluk 1,08
Refraktlf indeks 1,49
degeri

1.2.5. Kannabikromen (CBCR)

CBCR genel olarak A9-THC, CBD ve CBG ile birlikte kenevirin dort ana
bileseninden birisi olarak kabul edilir. Kenevirdeki CBCR konsantrasyonu aslinda diger
"major" fitokannabinoidlerden ¢ok daha diistiktiir. Kuru agirlik bazinda ortalama %0,20-
0,30'U araligindadir. Baz1 ¢alismalarda "medikal” tip Kenevirde tespit edilen CBCR’in
CBD'den daha yiiksek diizeyde oldugu, “endustriyel " tipi Kenevirde ise CBD’iin
CBCR’ye gore daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (Turner, Elsohly vd. 1980; Pollastro,
Caprioglio vd. 2018).

CBCR'ln antibakteriyel ve anti-fungal aktivite agisindan diger Onemli
kannabinoidlere gore daha yiksek etkiye sahip oldugu rapor edilmektedir (Pollastro,
Caprioglio vd. 2018). Ayrica bu kannabinoidin analjezik 6zelliklere sahip oldugu ve A9-
THC'ln analjezik etkilerini giiglendirdigi gosterilmistir. Bununla birlikte heksabarbital
(sakinlestirici, uyku verici ve anestezik etkili ilag) kaynakli hipnozun siiresini uzattigi da
belirlenmistir. CBCR tek basina bradikardiyi (kalbin yavas atmasi) indiiklemese de A9-
THC’in neden oldugu bradikardiyi giliglendirmekte olup, CBCR ve A9-THC
kombinasyonunun gii¢li anti-enflamatuar etkilere yol agtigi bildirilmistir (DeLong, Wolf
vd. 2010). CBCR’in fiziksel ve kimyasal baz1 nitelikleri Cizelge 1.5’te sunulmaktadir.

Cizelge 1.5. CBCR’in bazi fiziksel ve kimyasal oOzellikleri (ChemicalBook 2019;
PubChem 2019)

Molekdl formuli C21H3002

CANNABICHROMENE, Cannabichrome,
Pentylcannabichromene

Kimyasal isimleri

Molekiil agirligt 314,50 g/mol
CAS No 26638-43-7
Erime noktast 62-63 °C
Kaynama noktasi 344,8+25 °C
Depolama sicaklig 0-6°C
Yogunluk 1,44

Refraktif indeks degeri —

11
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1.2.6. Kannabigerol (CBG)

CBG, kenevirde bulunan non-psikoaktif bir fitokannabinoid olup bir resorsinol
(benzen-1,3-diol) uriinii olarak bilinmektedir. insan viicutuna faydalari arasinda; istah
artiricilik, analjezik, anti-enflamatuar, antibakteriyel, noroprotektif, antitiméral, anti-
proliferatif, antioksidan ve reseptor agonisti (Agonist hiicre reseptorlerine baglanarak
hlicrede bir tepki olusturan bilesiklerdir) gibi etkiler sayilabilmektedir (Degtyarenko, De
Matos vd. 2007; Russo and Marcu 2017). Ayrica CBG’iin sedef hastaligi ve glokom
tedavisi icin potansiyel etken madde olabilecegi gosterilmistir (Rock, Goodwin vd. 2011).
CBG’iin sahip oldugu bir takim fiziko-kimyasal 6zellikler Cizelge 1.6’da snulmaktadir.

Cizelge 1.6. CBG’Un baz1 fiziksel ve kimyasal Ozellikleri (ChemicalBook 2019;

PubChem 2019)

Molekul formuli

C21H3202

Kimyasal isimleri

Cannabigerol, CBG

Molekil agirlig: 316,50 g/mol
CAS No 25654-31-3
Erime noktasi 49-50 °C
Kaynama noktasi 470,40+40,00°C
Depolama sicakligi | -20°C

Yogunluk 0,98+0,06 g/cm3
Refraktif indeks | ----

degeri

CBG’iin bitkide bulunan asit formu CBGA’tir. Bu madde kenevir bitkisinde tim
karboksilatlanmis formda sentezlenen kannabinoidler i¢in biyosentetik yolun baslangic
noktas1 konumunda olup THCA, CBDA ve CBCRA'nin dogrudan onciisiidiir (De Backer,

Debrus vd. 2009).

12
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1.2.7. Kannabidivarin (CBDV)

Kenevir bitkisinde tespit edilen A9-THC veya CBD’iin fizyolojik aktivitesini
module edebilen 100'den fazla kannabinoidden birisi olan CBDV psikoaktif olmayan bir
kannabinoiddir.

CBDV asidik kosullar altinda delta 9-tetrahidrokannabivarin (A9-THCV)'e
izomerlesir ve bitkide A9-THCV'nin biyosentetik Onciistidiir. Yapilan son calismalar
CBDV’in anti-enflamatuar etkisini ve kemik iliginde bulunan hareketsiz mezenkimal kok
hiicrelerinin uyararak kemik olusumunu ve kirik iyilesmesi iizerindeki yararli etkilerinin
oldugu kanitlanmistir (Deiana, Watanabe vd. 2012). CBDV’in sahip oldugu bir takim
fiziko-kimyasal 6zellikler Cizelge 1.7°de snulmaktadir.

Cizelge 1.7. CBDV’nin baz1 fiziksel ve kimyasal ozellikleri (ChemicalBook 2019;
PubChem 2019)

Molekil formilu C19H2602

Kimyasal isimleri Cannabidivarin, Cannabidivarol, CBDV
Molekiil agirhig 286,41 g/mol

CAS No 24274-48-4

Erime noktasi -—--

Kaynama noktasi 439,40+45 °C

Depolama sicaklign | -70 °C

Yogunluk 1,04+0,06 g/cm3

Refraktif indeks
degeri

1.3. Kannabinoidlerin Ekstraksiyon Yontemleri

Kannabinoidler kenevir bitkisinin ¢igek, yaprak govde ve tohum gibi farkli
kisimlarinda degisik konsantrasyonlarda bulunmakta olup farkli yontemler kullanilarak
bitkisel materyallerden ekstrakte edilebilmektedir (Pellati, Borgonetti vd. 2018).

Herhangi bir tibbi bitki 6rneginden aktif maddelerin elde edilmesi konusundaki
ilk asama ekstraksiyondur ve bu islem Uretilecek maddenin tur ve konsantrasyonu
tizerinde dogrudan ve kritik bir etkiye sahiptir. Teknolojide meydana gelen ilerlemeler
sayesinde detayli, hizli, ekonomik, uygulanabilir ve glvenilir ekstraksiyon yontemleri ile
birlikte kromatografi ve spektrometrik analiz yontemleri gelismis ve boylelikle biyoaktif
bilesiklerin elde edilebilmesi daha kolay hale gelmistir. Ancak gerek ekstraksiyon
gerekse analiz asamasinda uygulanan bu parametreler bitkinin genetik yapisina ve
cevresel etkilere direkt olarak baghidir (Azmir, Zaidul vd. 2013).
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Kenevir bitkisinden yapilacak olan ektraksiyon isleminde yiiksek kannabinoid
verimi elde etmek igin ekstraksiyon tekniginin optimizasyonu en 6nemli adim olarak
kabul edilmektedir. Bunu belirlerken istatistiksel verilerden yararlanarak uygun ¢6ziicu,
¢oziicii orani, sicaklik ve ekstraksiyon siiresi gibi kosullarin belirlenmesi ¢nemlidir.
COzucu secimi genellikle bitki materyalindeki aktif maddelerin polaritesinden etkilenir,
bu durumda kannabinoidlerin polar yapisi nedeniyle metanol (MeOH) ve etanol (EtOH)
gibi alkoller ve daha az polar ¢ozuculeri aseton, MeOH / CHCI3 ve hekzan gibi uygun
olan ¢oziculer tercih edilmektedir (Brighenti, Pellati vd. 2017; Baranauskaite, Marksa
vd. 2020).

Bu kapsamda kenevir bitkisnde bulunan major kannabinoidleri ekstrakte edeilmek
icin kullanilan teknikler ve temel bazi1 6zellikleri asagida basliklar halinde sunulmaktadir.

1.3.1. Dinamik maserasyon (DM)

DM geleneksel bir ekstraksiyon teknigi olup uygun polaritede bir ¢ozilcu
kullanilarak ¢alkalama ya da karigtirma seklinde uygulanmaktadir. Calkalama 6rnegin
yiizey alanindaki difiizyonu artirarak ekstraksiyonu kolaylastirmaktadir. Bu teknik
genellikle ugucu yaglar ve biyoaktif bilesiklerin elde edilmesinde yaygin kullanilan
herhangi bir 6zel ekipman gerektirmemesi nedeniyle ekonomik bir yontemdir. Ancak
uzun sire ve yiiksek miktarda ¢ozici kullanilmasi ve bu ¢ozgenlerin pahali olmalarinin
yaninda toksik ve cevresel etkileri yontemin dezavantajli tarafidir (Azmir, Zaidul vd.
2013). Yontemin uygulanmasinda genel olarak farkli polaritelere sahip etanol, metanol,
hekzan, aseton, asetonitril, diklorometan, su, etil asetat gibi c¢ozlciler laboratuvar
ortaminda manyetik karistirici, rotator ve vorteks gibi ekipmanlarla endistriyel olarak ise
sanayi tipi karigtiricilar kullanilarak gergeklestirilmektedir (Brighenti, Pellati vd. 2017;
Baranauskaite, Marksa vd. 2020).

1.3.2. Ultrason destekli ekstraksiyon teknigi (UAE)

Ultrason, insan isitme duzeyinin duyulabilir ist smirindan daha yiiksek
frekanslara sahip ses dalgalar1 olarak tanimlanmaktadir. UAE, ekstraksiyonu
hizlandirmak ve elde edilecek aktif madde duzeylerinin verimliligini artirmak igin ses
dalgalarinin kullanildig1 bir yontemdir. Bu sayede ekstraksiyon siresi, enerji ve ¢0zic
kullanim1 geleneksel yontemlere gore disiik seviyelere indirilebilmektedir. UAE,
bitkilerden biyoaktif bilesikleri elde etmek i¢in verimli bir ekstraksiyon teknigi olarak
kullanilmaktadir (Tadeo, Sanchez-Brunete vd. 2010).

Genellikle bu yontemde, ornege 20 kHz - 100 MHz arasindaki frekanslarda
akustik titresimler uygulanir. UAE mekanizmasi hiicre duvarmin tahrip olmast ve
difiizyon ile hiicre igeriginin ¢ozlicllye maruz kalmas1 olmak Uzere iki ana fiziksel islemi
icermektedir. Ses dalgasi sikistirma ve genisleme olusturarak ortamdan geger. Bu siireg
kavitasyon olarak adlandirilir. Bu durum kabarcik {iretimi, bliylimesi ve ¢okmesi seklinde
ifade edilir. Bdylece ultrason enerjisi hiicre duvarini pargalar ve bitki matrisinden organik
ve inorganik bilesiklerin ¢oziclye gecisini kolaylastirir (Azmir, Zaidul vd. 2013).
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Etkili ve verimli ekstraksiyon elde etmek i¢in numunenin nem igerigi, 6giitme
derecesi, partikil boyutu ve c¢ozict onemli faktorlerdir. Ek olarak, sonikasyonun
sicakligi, basinci, frekansi ve siiresi, UAE icin belirleyici faktorlerdir (Buyuktuncel
2012).

1.3.3. Zeytinyag ekstraksiyon teknigi

Zeytinyag1 dogal bir ekstraksiyon ¢oziiciisii olmakla birlikte ekonomik, non-
toksik olmasi ve uygulama igin gok 6zel ekipmanlara ihtiya¢ duyulmamasi nedenleriyle
Ozellikle kenevir bitkisinden kannabinoidlerin ekstrakt edilmesinde yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Romano ve Hazekamp 2013).

Zeytinyagi ekstraksiyon teknigi kullanilarak kenevir bitkisinden kannabinoidlerin
elde edilmesinde bitkinin ¢i¢ek, yaprak ve dallarindan kurutularak hazirlanan materyal
farkli oranlarda zeytinyagi igerisine eklenmektedir. Daha sonra yagli ¢ozelti, asit formda
bulunan kannabinoidlerin dekarboksilasyonunu gergeklestirmek igin 100 °C’nin tizerinde
bir su banyosuna yerlestirilmekte ve belirli strelerde bekletilerek filtre edilmektedir.
Materyalde bulunan kannabinoidler bu sekilde zeytinyagi fazina gecmekte ve ilgili faz
gerek direk olarak gerekse bir takim ayristirma islemlerine tabii tutularak
kullanilmaktadir (Deidda, Avohou vd. 2019).

1.3.4. Superkritik akiskan karbondioksit ekstraksiyonu teknigi (SFE)

SFE yoOntemide genellikle yiikksek basing altinda sivilastirilan CO»
kullanilmaktadir. Sivilasan CO: bitki materyalinin sitoplazmasindan ¢6zebilecegi
bilesikleri almakta ve boylelikle geleneksel ¢ozlict ekstraksiyonuna gére daha temiz
oziitler elde edilmesini saglamaktadir.

Temel bir SFE sistemi asagidaki bilesenlerden olugsmaktadir.

e Bir mobil faz rezervuari, genellikle yiiksek basingta depolanmis bir CO» tlpl eya
tanki

e CO2 gazini basinglandirmak i¢in bir pompa,

e Ekstraksiyon tankini igeren 1sitmali bir boliim,

e Tuzak sistemi ve tank i¢indeki yiiksek basinci korumak i¢in bir kontrolor.

CO? rezervuan

Sekil 1.7. SFE sisteminin akis semasi

15



GIRIS M.BOUALI

SFE sisteminde COg, azot oksit, etan, propan, n-pentan, amonyak, floroform,
stlfur hekzafloriir ve su dahil ¢ok ¢esitli ¢oziculer kullanilmaktadir. Karbondioksit, stiper
kritik kosullara kolayca ulasabildigi ve diger sivilara gore agik avantajlara (6rnegin diigiik
toksisite, yanicilik ve maliyet ve yiiksek saflik) sahip oldugu i¢in su anda en ¢ok tercih
edilen ¢ozicudur. Bu avantajli yonlerine ragmen, bu teknigin yiiksek kurulum maliyeti
sistemin kullanimin1 sinirlamaktadir (Zougagh, Valcarcel vd. 2004).

1.4. Kannabinoidlerin Tanimlama Yontemleri

Kenevir bitkisinde bulunan major kannabinoidlerin tir ve duzeylerini tespit
edebilmek icin ¢esitli yontemler kullanilmakta olup bu yontemlerin baslicalar1 yikek
performans sivi kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisi (GC) ve bu kromatografik
enstrimanlara entegre edilen kitle spektrometresi (MS) teknigidir.

Tanimlamada en yaygin kullanilan teknik olan HPLC kannabinoidlerin
izolasyonu sirasinda 1sitma uygulanmadigindan dolay: asidik ve nétr kannabinoidler
arasinda ayrim yapilmasina izin vermekte ve kenevir drneklerinde orijinal kannabinoid
kompozisyonunu degerlendirmek i¢in uygun bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Bununla birlikte diger bir 6nemli yontem olan GC tekniginde ise enjeksiyon portundaki
yiiksek sicaklik nedeni ile sisteme uygulanan kannabinoidler dekarboksile olabilmekte ve
bu nedenle asidik ve noétr kannabinoidlerin arasindaki farkliliklarin tanimlanmasi
giiclesmektedir. GC sisteminin bu dezavantajina ragmen, belirtilen yontem kenevir
bitkilerinde ve biyolojik numunelerde bulunan kannabinoidlerin analizinde hizli ve
yiiksek dogruluk saglamaktadir (Citti, Ciccarella vd. 2016; Zivovinovic, Alder vd. 2018;
Deidda, Avohou vd. 2019).

Kannabinoidlerin kromatografik yontemlerle tanimlanmasinda ultraviyole (UV)
veya diyot dizi dedektorl (DAD)’ne sahip HPLC sistemi veya alev iyonlagsma dedektorii
(FID)’ne sahip GC sistemi kullanilmakla birlikte belirtilen kromatografik sistemlerin
entegre edildigi MS yontemleri de yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. MS yontemleri
kannabinoidlerin ¢ikis zaman1 ve UV spektrum gibi tanimlama kriterlerine ilave olarak
molekdler fragmentasyonun belirlenmesi suretiyle daha kesin bir tanimlama imkan1
sunmaktadir. Sonug olarak, DAD ve UV dedektorli bir HPLC sistemi yiiksek miktarda
kannabinoid igeren bitki materyallerinin analizi i¢in uygun olmakla birlikte MS sistemine
gore daha disiik hassasiyete ve secicilige sahiptir. Ancak MS sistemi ile
karsilastirildiginda daha ekonomik olmasi nedeniyle kannabinoid analizlerinde ¢ogu
laboratuvarda yaygin olarak kullanilagelmektedir (Citti, Ciccarella vd. 2016;
Zivovinovic, Alder vd. 2018; Deidda, Avohou vd. 2019).

1.4.1. HPLC

Kromatografi terimi, bir hareketli faz ve bir sabit faz arasinda analitlerin
adsorpsiyonuna dayanan teknikleri kapsamaktadir. Bunlar genellikle sabit ve hareketli
fazlarin karakterine, sabit fazin sekli ve molekiillerin ayrilma giiclerine gore
siiflandirilirlar (Sun 2008).
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Sekil 1.8. HPLC cihaz1 sematik gosterimi

HPLC teknigi karisimlardaki bilesenlerin ayristirllmasinda, nitelik ve
niceliklerinin belirlenmesinde kullanilan bir analiz teknigidir. Bu teknikte yiiksek basinca
cikabilen bir pompa yardimiyla sistemde bir s1v1 faz (mobil faz) akist saglanmakta ve bu
s1vi faz i¢ine enjekte edilen analitler kromatografik kolona tasinmaktadir. Kolona ulagan
analitler, kolon dolgu maddesi ile ile gesitli sekillerde etkileserek farkli zamanlarda
detektore ulasirlar. Sistemde kullanilan kolon kati bir adsorban maddeyle doludur ve bu
sayede kromatografik ayrim gergeklesmektedir. Sivi kromatografik kolonlarin ¢ogu 5 ila
25 cm boyundadir. Analitik kolonlarin i¢ ¢ap1 genellikle 3-5 mm olup en tipik parcacik
boyutu 3 veya 5 um'dir (Skoog, Holler vd. 2017).

Mobil faz, sisteme bir ¢oziici icersinde uygulanan bilesikleri kolonun igindeki
adsorbana tasir. Sabit faz olarak adlandirilan bu adsorban, normalde i¢inden mobil fazin
strekli olarak aktigi sabit destektir. Mobil ve sabit fazlarda bilesiklerin akisindaki
varyasyon, adsorban madde Uzerinde veya i¢inde bilesiklerin belirli siirelerde tutulmasina
neden olur. Bir bilesigin sabit ve mobil faz arasindaki dagilim katsayisinin bilyiikliigii,
bilesigin kolondaki tutulum siiresini bir diger ifade ile ¢ikis zamanini belirler (Sun 2008).

Sisteme enjekte edilen bilesiklerin tlr ve konsantrasyon profilinin bir kayd: olan
kromatogram, kromatografik bir yontemle elde edilen bilgileri sunan bir gorseldir.
Kromatogram (Sekil 1.7), kolonun sonunda herbir bilesigin konsantrasyonundaki
degisimi zamanin bir fonksiyonu (veya mobil fazin hacmi) olarak tespit eden bir dedektor
tarafindan tretilen sinyallerle olusturulmaktadir. Kromatogramda izole edilmis
bilesiklerin ¢ikis zamanlar1 ve ayrica her bir bilesigin konsantrasyonuna bagl olarak
pikler bulunmakta ve bu pikler bilesik hakkinda ayrintili bilgiler sunmaktadir (Sun 2008).

Cikis zamani veya tutulma suresi (t,-), bir maddenin kromatografik kolon boyunca
hareket etmesi i¢in gegen siiredir. Farkli molekiiller, kolondan gecerken sabit fazda farkli
miktarlarda zaman harcarlar, ancak hepsi hareketli fazda ayni miktarda zaman gegirirler.
Bu siire, kolon 6lii zamani veya bekleme siiresi (t,) olarak adlandirilir. Cikis zamani ile
0lii zaman arasindaki fark olarak olgiilen diizeltilmis ¢ikis zaman (t,.'): t,' = t, - to,
molekdllerin tanimlanmas1 hakkinda daha kesin bilgiler sunmaktadir (Sun 2008).
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Sekil 1.9. Kromatogram 6rnegi

HPLC temel olarak ilag, gida, kozmetik, biyokimya ve cevresel érnekler gibi
verimli, givenilir ve hassas analitik yontemlere ihtiya¢ duyulan bircok farkli alanda da
uygulama alanlari bulan 6nemli bir analitik tekniktir (Sun 2008).

1.5. YoOntem Gelistirme Calismalari

Yontem gelistirme g¢alismalart genellikle validasyon galismalart kapsaminda
gerceklestirilmektedir. Validasyon, analitik sistemin amacina uygunlugunu gosterme
sirecidir. ISO 17025 standardina gore metot validasyonunun tanimi su sekilde
yapilmustir: "Bir metod veya 6l¢iim prosediiriiniin belirlenen amaclara uygunlugunun
objektif olarak test edilip belgelendirilmesidir" (TS EN ISO, 2012a). Ydntemin
dogrulanmasi olarak da ifade edilen validasyonun asagida belirtilen durumlarda
yapilmas1 gerekmektedir.

Analiz i¢in yeni bir yontem gelistirildiginde,

Laboratuvarda bir yontem ilk kez kullanildiginda,

Kullanilan yontemde degisiklik yapildiginda,

Farkl1 bir kisi veya farkli bir cihaz kullanildiginda,

Iki yontem karsilastirildiginda,

Uzun siiredir kullanilmayan bir yontemin tekrar kullanilmas1 durumunda,

Kalite kontrol testleri sonunda veya kullanilan yontemde bir degisiklik
yapildiginda, metodun valide edilmesi gereklidir (Kalra 2011).

Yukarida verilen bilgiler 15181inda validasyon c¢alismalar1 temel olarak belirli bir
test tarafindan kullanilan analitik teknigin amaclanan kullanima uygun olmasini saglamak
icin gerceklestirilmektedir. Metot validasyon sonuglari, analitik sonuglarin gegerliligini,
dogrulugunu ve giivenilirligini degerlendirmek i¢in kullanilmakta olup herhangi bir
basarili analitik teknigin 6nemli bir bileseni konumundadir. (Kalra 2011). Sekil 1.8’de
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kullanilacak prosedlrin turune gore hangi validasyon Kkriterlerinin yapilmasinin
gerektigini gostermektedir (Taverniers, De Loose vd. 2004).

Cizelge 1.8. Metotlara gore validasyon parametreleri (Taverniers, De Loose vd. 2004)

METOT TiPi
Parametre Tanimlama Safhk Tayin
Limit Miktar
Gergeklik - - + T
Kesinlik s - n n
Spesifik + + + ¥
Tespit siir1 (LOD) - + - -
Tayin sinir1 (LOQ) - - + -
Dogrusal/Olgiim Araligt - - + +
Dogrusalik - - + +
Saglamlik + + + +

1.5.1. Dogruluk

Cihaz, ekipman, islem veya Ol¢iim sisteminin kullanildigr laboratuvar
kosullarinda belirlenen amaca uygunlugun kontrol edilerek dogrulanmasidir. Bu
cercevede analitik siirecin degerlendirilmesi, geri kazanim analizi ile yapilabilmektedir.
Dogruluk ¢aligmasi bir analitin bir numuneden ne kadar iyi ekstrakte edilebileceginin ve
analitik bir ekipman kullanilarak analiz edilebileceginin bir 6lgiisiidiir. Geri kazanim
calismalarindan elde edilecek sonuglar ornegin yapi ve bilesimine, 6rnek hazirlama
teknigine ve analitin 6rnekteki konsantrasyonu gibi cesitli parametrelere bagli olarak
degisim gostermektedir (Taverniers, De Loose vd. 2004).

Geri kazanim degerini tespit etmek igin asagida belirtilen ii¢ farkli yontem
kullanilmaktadir:

¢ Bilinen konsantrasyondaki bir 6rnegin analiz edilmesi ve 6l¢iilen deger ile gercek
degerin (referans standartlari) karsilagtirilmasi yapilir. Hesaplamada kullanilan
formdal (1.1)’de gosterilmistir:
Rm:CObs/CCRM (1-1)

C,ps: Bulunan konsantrasyon degeri, C.rp: Referansin konsantrasyon degeri
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e Onceden kullanilan alternatif metodun sonuglariyla yeni bir metottan elde edilen
analiz sonuglarinin karsilagtiritlmas1 yapilir. Hesaplamada kullanilan formil
(1.2)’de gosterilmistir

Ry, = met/Cref (1-2)
Cmet : Metotla bulunan miktar, C..¢ : Referans metotla bulunan miktar

e Ornek matriksine bilinen miktarda analitin eklenerek yapilir. Hesaplamada
kullanilan formdil (1.3)’te gosterilmistir:

Rm: (Cobs'Csamp)/Cspike (13)

Csamp - Ornegin konsantrasyon degeri, Cspike : Eklenmis konsantrasyon degeri
(Taverniers, De Loose vd. 2004).

1.5.2. Kaesinlik

Ortalama degerle ilgili dl¢lim sonuglarinin dagilimini gosterir ve ayni1 kosullar
altinda yapilan bireysel 6l¢iim sonuglarmin yakiliginin bir gostergesidir. Kesinlik
degerini belirlenmek igin tekrarlanabilirlik standart sapma s,., Uretilebilirlik standart
sapmasi Sg Ve ara kesinlik sz; degerleri hesaplanmaktadir (Ellison ve Williams 2012).

o Tekrarlanabilirlik s,, tek bir teknisyen, ekipman veya siire¢ kullanilarak
laboratuvarda kisa bir siire boyunca bulunan degiskenligi ifade eder. s, bir
laboratuvar i¢inde veya laboratuvarlar aras1 bir analizle hesaplanabilir. Standart
sapmay1 Ol¢iim sonucundan bagimsiz ve birimsiz olarak raporlamak igin bagil
standart sapma (%RSD) formul (1.4)’ten yararlanilarak hesaplanmaktadir
(Taverniers, De Loose vd. 2004).

%RSD = (SD/ x)*100 (1.4)
SD : Ornege ait verilerin standart sapma, X : Ornege ait verilerin ortalamasi

e Spesifik bir prosedir igin laboratuvarlar arasi tekrar iretilebilirlik standart
sapmast Sg, ayri laboratuvarlar ayni numuneyi analiz ettiginde elde edilen
heterojenligi gosterir. Tekrar Uretilebilirlik; farkli teknisyen, farkli cihaz veya
farkli laboratuvar veya farkli giinlerde elde edilen sonuglarin %RSD olarak
hesaplanmasidir (Taverniers, De Loose vd. 2004).

Geri kazanim ve RSD degerleri analitin konsantrasyonuna bagli olarak

degerlendirilmektedir. Cizelge 1.10°da analitin konsantrasiyonuna gore geri kazanim ve
%RSD oranlarin aralig1 verilmistir.
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Cizelge 1.5. Analit konsantrasyonuna bagli olarak olmasi gereken geri kazanim oranlari
ve tekrarlanabilirlik kesinligi %RSD (Taverniers, De Loose vd. 2004)

. Analit/Numune - Geri
Analit (%) Birim kazanmim %RSD
Orani
orani (%)

100 1 1000 g/kg 98-102 1,3
10 1071 100 g/kg 98-102 2,8
1 1072 10 g/kg 97-103 2,7
0,1 1073 1 g/kg 95-105 3,7
0,01 107* 100 mg/kg 90-107 53
0,001 107> 10 mg/kg 80-110 7,3
0,0001 107° 1 mg/kg 80-110 11
0,00001 1077 100 pg/kg 80-110 15
0,000001 1078 10 pg/kg 60-115 21

1.5.3. Segicilik

Segicilik bir sistemin s6z konusu analite ne kadar iyi tepki verdigini ifade eder.
Tipik olarak secicilik deneyleri, potansiyel girisim hem bos enjeksiyon hem de analit
ilave edilmis Orneklerin enjeksiyonlarin sonuclart karistirarak potansiyel girisim
etkilerinin incelenmesi suretiyle ger¢eklesmektedir. Amag, analiz edilen analitin matrisin
yaninda dogru bir sekilde olgiiliip oOlciilemeyeceginin belirlenmesidir (Ellison ve
Williams 2012).

1.5.4. Tespit sinir1 (LOD) ve 6l¢iim sinir1 (LOQ)

Analitik bir yontemle dogru bir sekilde Oolgiilebilen en diisiik analit
konsantrasyonu LOD olarak bilinir. Kromatografik 6l¢cimlerde pratik bir kural olarak
LOD’nin orani, hesaplanan standart sapmasinin (SD) veya kalibrasyon egrisinin egimine
(S) oraninin 3 kat1 LOD degeri olarak ifade edilir.

LOQ, bir analitik yontem ile raporlanabilir diizeyde tespit edebilecek en diisiik
degerdir; 6l¢iim limitinin LOD analizi sonucunun 2,5 ila 3 kat1 veya ¢ok diisiik analit
konsantrasyonuna sahip bos numunenin SD degerinin 10 kat1 olarak ifade edilmektedir
(Taverniers, De Loose vd. 2004; Kalra 2011).
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1.5.5. Dogrusalhk

Dogrusallik, ¢esitli konsantrasyonlarda 6l¢iim yapmak i¢in kullanilan yontemin
onemli bir ozelligidir. Saf standartlara ve gercekci Orneklere yanitin dogrusalligi
belirlenebilir. Dogrusallik genellikle 6l¢iilmez ancak incelenerek veya dogrusal olmayan
icin anlamlilik testleri kullanilarak kontrol edilir. Onemli dogrusal olmama durumu,
genellikle dogrusal olmayan kalibrasyon iglevlerinin kullanilmasiyla diizeltilir veya daha
dar bir ¢alisma araligi segilerek ortadan kaldirilabilmektedir (Ellison ve Williams 2012).

Dogrusallik hesaplamasi i¢in bir kalibrasyon grafigi olusturulmalidir. Kalibrasyon
grafigi olusturmanin en iyi yolu, numune cihazda verildikten sonra iiretilen analitik
sinyalin grafigin orta noktasi civarinda bir yerde gorlinmesinin saglanmasidir.
Hazirlanacak standartlarin konsantrasyon araligi en az alt1 olmali ve her standart birim
icin en az U¢ kez sisteme uyglanmasi gerekmektedir. Calisma sonucunda standartlarin
konsantrasyonuna kars1 cihazdan elde edilen sonuglariyla deneysel kalibrasyon grafigi
cizilir, grafikten elde edilen egrinin korelasyon katsayis1 (R?) belirlenir. Ortalama degeri
asagida goOsterilen formil (1.5) ile belirlenmistir. Standart sapmay1 hesaplamak igin
formil (1.6) kullanilmaktadir (Kalra 2011).

X =(x1+ x2+..+ xn)/n (1.5)  SD=vX(X-X)/(n-1) (1.6)
x: Ornege ait verilerin ortalamasi, x: {lgilenilen 6rnek, n: Ornek sayist
SD: Ornege ait verilerin standart sapmasi
1.5.6. Saglamhk

Bircok yontem gelistirme veya dogrulama protokolli, belirli parametrelere
duyarliligin dogrudan arastirtlmasini  gerektirir. Metodun o6lgiim sonuglart {izerine
kalitatif ve Kkantitatif olarak etkisi olacak sapmalar karsisindaki performansi
degerlendirilmesi igin tipik olarak bir veya daha fazla parametre degisikliginin etkisinin
gozlemlendigi bir 6n "saglamlik Olgiisii" kullanilir. Etki onemliyse (saglamlik testinin
dogrulugunun aksine), etkinin 6lgegini belirlemek i¢in daha detayli bir analiz yapilir ve
buna gore izin verilebilir bir caligma siiresi belirlenir. Sonug olarak saglamlik testlerinden
elde edilen veriler, temel parametrelerin etkisi hakkinda fikir verebilmektedir (Ellison ve
Williams 2012).
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2. KAYNAK TARAMASI

Kenevir bitkisinin ¢igek kisimlarindaki biyoaktif bilesiklerin kromatografik
yontemlerle izlenilmesi konulu yapilan ¢alismada UV / DAD, ESI-MS ve MS?
dedektorleri  kullanilarak  bitkideki kannabinoidlerin  tanimlanmasi  ¢alismalari
gerceklestirilmistir. CBDA ve CBD, analiz edilen kenevir Orneklerinde en yiksek
duzeyde bulunan kannabinoidler olarak tespit edilmistir. Yapilan ¢alismada CBD’iin 1,9-
8,6 mg/g ve CBDA’in ise 3,7-36,4 mg/g duzeylerinde degistikleri belirlenmistir.
Calismada oOnerilen yontemin Kkenevir bitkisinde bulunan majér kannabinoidlerin
kapsamli kimyasal analizleri i¢cin uygun oldugu sonucuna varilmigtir (Pellati, Brighenti
vd. 2018).

Cannabis sativa L.

SN oH o A g

S du Il
binoid Flavonoids and related compounds Terpenes

HPLC-UV/DAD HPLC-UV/DAD HS-SPME-GC-FID

I | Y ‘

l

| e &2,

Sekil 2.1. Kenevir bitkisinin gi¢ek kisimlarindaki biyoaktif bilesiklere ait kromatografik
analiz sonuglar1 (Pellati, Brighenti vd. 2018)

Bitkinin farkli kisimlarinda bulunan ¢igeklerindeki kannabinoid duzeyleri ve en
uygun ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin belirlenmesi konusunda yapilan diger bir caligmada ise,
en ylksek kannabinoid miktarlarinin yiiksekten diisiige dogru tst, orta ve alt kisimlarinda
yogunlastig1 bildirilmektedir. Ilgili ¢alismada ayrica CBD ekstraksiyonu konusunda en
uygun ¢ozicunin hekzan oldugu ve numunelerde 0,15 mg/mL dizeyinde CBD tespit
edildigi vurgulanmaktadir (Namdar, Mazuz vd. 2018).

200
100
(4]
up mid low

(a) (b)

Sekil 2.2. Kenevir bitkisinde kannabinoidlerin bulundugu kisimlart a) Kenevir
bitkisindeki ¢igek salkimlarinin pozisyonlari; b) Farkli ayirma yontemleriyle saptanan
toplam kannabinoid miktar1 (beyaz sttunlar: HPLC; siyah sutunlar: GC — MS analiz
sonuglarini géstermektedir) (Namdar, Mazuz vd. 2018)
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Farkli ekstraksiyon metodolojilerinin endiistriyel tip kenevir numunelerinin gigek
kisimlarindaki  psikoaktif olmayan aktif maddelerin ekstrakte edilmesindeki
etkinliklerinin karsilastirildigi bir calismada DM, UAE, mikrodalga destekli ekstraksiyon
(MAE) ve SFE’un yontemleri denenmis ve elde edilen bulgulara gore, CBD’iin
ekstraksiyon verimliligi tizerine en etkili ¢6zucunun etanol, ekstraksiyon yonteminin ise
mikrodalga ekstraksiyon yontemi oldugu bildirilmistir. Calismada ayrica numunelerdeki
ekstrakte edilebilen CBD miktarlarinin 2,5-3,5 mg/g diizeylerinde oldugu rapor edilmistir
(Brighenti, Pellati vd. 2017).
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Sekil 2.3. Kenevir numunelerinin ¢igcek kisimlarinda psikoaktif olmayan aktif maddelerin
ekstrakte ve analiz edilmesinden bazi agsmalar (Brighenti, Pellati vd. 2017)

2019'da Baranauskaite ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada; CBD ve CBG'de
yiiksek bir geri kazanim elde etmek i¢in DM, UAE ve geri akis 1s1s1 ekstraksiyonu (RHE)
yontemleri karsilastirmislardir. Caligmada daha az zaman, enerji ve maliyet gerektirmesi
nedeni ile UAE yonteminin en uygun bir yéntem oldugu sonucuna varilmigtir. Belirtilen
caligmada optimize edilen ekstraksiyon yontemine ait parametrelerin; ¢dziicii olarak
etanol, materyal / ¢oziicii orani 1:10 ve ekstraksiyon suresi ortam sicakliginda 10 dakika
olarak belirlenmistir (Baranauskaite, Marksa vd. 2020).
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Sekil 2.4. Kenevir etanolik 6zitlerinin GC - FID analizi yoluyla elde edilen
kromatogramlari (A - DM), (B- UAE) ve (C - RHE) (Baranauskaite, Marksa vd. 2020)
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Héadener, Konig ve ark. tarafindan A9-THC, THCA, CBD, CBDA ve CBN dahil
olmak Gzere lif ve medikal tip kenevir tirlerinde bulunan ana nétr ve asidik
kannabinoidlerin kantitatif analizi ic¢in basit ve hassas bir HPLC-DAD yoOntemi
gelistirilmistir. Calismada bitki materyali kurutularak homojenize edilmis ve ¢6zicl
olarak metanol / hekzan karisimi kullanilmigtir. Analitler, yiizde 0,1 formik asit igeren su
/ asetonitril kullanilarak gradyanli eliisyon ile C8 kolonunda kromatografik olarak
ayrilarak 210 nm olarak ayarlanan DAD dedektorunde tespit edilmistir. Yontemin dogru,
secici, hassas, giivenilir ve kesin oldugu dogrulanmustir. Lif tlr( kenevir bitkisinde notr
kannabinoidlerin %0,04 - %4, asit kannabinoidlerin ise %0,4 - %20 arasinda degisen
dogrusal araliga sahip oldugu belirtilmistir. Medikal tiri kenevir bitkisin érneklerinde ise
sirasiyla %0,13 ile %13,33 ve %1,33 ile %66,66 dogrusal araliklar tespit edilmistir
(Hadener, Konig vd. 2019).

L

Extraction 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Time (min)

HPLC-DAD
7504

5004

Intensity (mAU)

2504

Sekil 2.5. HPLC-DAD yontemi kullanilarak kenevir bitkisinde bulunan A9-THC, THCA,
CBD, CBDA ve CBN molekiilerin kromatogram: (Hadener, Konig vd. 2019)

Agarwal ve ark 2018'de kenevirden en yiiksek CBD ve CBG verimini elde etmek
icin UAE yontemi kullanarak A9-THC / CBD < 1 dlizeyinde kannabinoid iceren lif tipi
kenevir bitkisinden biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonunu optimize etmislerdir.
Kannabinoid bilesiklerinin CBG ve A9-THC miktarlarinin belirlenmesi ve karsilastirmali
degerlendirmesi, HPLC-DAD-MS / MS teknigi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Ekstraksiyon kosullarinin optimize edilmesi i¢in Yanit Yiizey Yontemi kullanilmis ve bu
metodolojide yanitlarin tahmin edilen degerleri ile modeli dogrulamak i¢in deneysel
degerlerle karsilastirilmistir. Bu ¢alismada %10,86 verimle en uygun UAE kosullari:
zaman : 15 dakika, gic : 130 W ve ¢o6ziici %80 metanol olarak belirlenmistir (Agarwal,
Méathé vd. 2018).
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Sekil 2.6. Kenevirden kannabinoidlerin UAE teknigi ile ekstraksiyonunun RSM ile
optimize edilmesi (Agarwal, Mathé vd. 2018)

De Backer, Debrus ve digerleri tarafindan, kromatografik yeni bir metodoloji
gelistirmek tiizere kenevir bitkisi materyalinde bulunan baslica notr ve asidik
kannabinoidlerin ((CBD), (CBDA), (CBG), (CBGA) ve (CBN)) tanimlanmasi i¢in basit
ve dogru bir HPLC / DAD y6ntemi olusturmustur. Calismada bilesimde bulunan A8-THC
ise sadece niteliksel olarak tanimlanmustir. YOntemin optimize edilmesi igin, 45 farkli
HPLC deney kombinasyonu belirlenmis ve bu kombinasyonlarda yonteme ait bazi
faktorler optimize edilmistir. Elde edilen bulgulara gore, ilgili faktorlerin en uygun
degerleri gradyanin baglangicindaki metanol ytizdesi %40, mobil faz pH degeri 6,3, %95
metanole ulagmak i¢in gradyan siiresi 20 dakika ve eltentin pH degeri 5,19 olarak tespit
edilmistir. Caligma neticesinde ilgili yontem kullanilarak bitkisel materyalde bulunan
sekiz ana kannabinoid 36 dakikalik bir HPLC analiz siresi ile birbirinden saglikli bir
sekilde ayrilarak analiz edilebilmislerdir (De Backer, Debrus vd. 2009).
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Sekil 2.7. Kannabinoidlere ait pikler ve ¢ikis sureleri (internal standart olarak prazepam
kullanilmigtir) (De Backer, Debrus vd. 2009)
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Protti, Brighenti ve ark. tarafindan Onerilen metodolojide ise, kenevir bitkisi
orneklerinde hem psikoaktif hem de psikoaktif olmayan kannabinoid seviyelerini 6lgmek
icin ¢cok kutle spektrometrik bir yontem gelistirilmistir. Calismada bir elektrosprey
iyonizasyon (ESI) kaynagi, ¢coklu reaksiyon izleme (MRM) modunda Gclu dort kutuplu
bir kutle analizori ve ayrica bir DAD dedektorii kullanilmistir. Elde edilen bulgulara gore
yontemin kesinlik degeri tim analitler icin RSD <%6,0 ve dogruluk degeri tum aktif
maddeler i¢in >%92,1 olarak tespit edilmistir (Protti, Brighenti vd. 2019).
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Sekil 2.8. Kenevir drneklerinde kannabinoidlerin LC- DAD-MS/MS yontemiyle analiz
edilmesini gosterir grafik (Protti, Brighenti vd. 2019)

2016’da Citti, Ciccarella ve ark. tarafindan, kenevir bitkisinde bulunan ana
kannabinoidlerin (CBD-A, CBD, CBN, A9-THC ve THC-A) kalitatif ve kantitatif tespiti
icin basit ve hizli bir HPLC-UV yontemi gelistirilmistir. Analitlerin tanimlanmasini ve
safligin1 belirlemek icin ise yliksek ¢6ziiniirliiklii bir kiitle spektrometresi (HPLC-ESI-
QTOF) cihazi kullanilmistir. Bununla birlikte zeytinyagi, etil alkol ve siiper kritik COp,
ekstraksiyon yontemleri denenmis ve elde edilen sonuglar karsilagtirilmistir. Zeytinyagi
kullanilarak gergeklestirlen ekstraksiyon etil alkol ile karsilastirildiginda toplam CBD’iin
ekstraksiyon orant (CBD-A ve CBD miktar1 olarak tanimlanir) zeytinyagi
ekstraksiyonunda daha ylksek olarak bulunmustur. Ayrica kenevir bitkisi bazl
zeytinyag1 ekstraktlerinin, kannabinoid konsantrasyonlarint etil alkolle yapilan
ekstraksiyondan elde edilen ekstraktlere gore daha uzun siire korudugu gosterilmistir
(Citti, Ciccarella vd. 2016).
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Sekil 2.9. Zeytinyagi ve etil alkol ekstraktlarinda terpen ve kannabinoid
konsantrasyonunun yar1 kantitatif analizi (Citti, Ciccarella vd. 2016)
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Mississippi Universitesi arastirmacilar1 ii¢ ayr1 kenevir tiriinde on bir farkli
kannabinoidi (A9-THC, A8-THC, CBG, CBCR, CBD, CBDA, CBL, CBN, THCV,
THCA ve CBGA) tanimlamak icin standart bir HPLC yontemi gelistirmislerdir.
Calismada kannabinoidleri biribirinden ayirt etmek icin bir Luna C18 HPLC kolonu
(150*4,60 mm i.d., 3 um partikiil boyutu) kullanilmistir. HPLC analizinde gradyan
eliisyon programi olusturmak icin mobil faz, (A): su icinde yizde 0,1 (v / v) formik asit
ve (B): asetonitril iginde ytzde 0,1 (v / v) formik asit kullanilmistir. Kannabinoidleri
tanmimlamak i¢in dedektor dalga boyu 220 nm olarak ayarlanmis ve kannabinoidlerin UV
spektrumlart 210 ila 400 nm arasinda toplanmigtir. Birim analiz igin HPLC toplam
calisma suresi 22,2 dakika olarak uygulanmistir. Yontem kesin, hizli ve giivenilir olarak
nitelendirilmis ve gelistirilen yontemin Kkenevir numunelerindeki kannabinoid
diizeylerinin belirlenmesinde standart bir yontem olarak kullanilabilecegi bildirilmistir
(Gul, Gul vd. 2015).

T 1PDA NMul 1

||||

Sekil 2.10. Standart kannabinoid karisiminin temsili kromatogrami (Gul, Gul vd. 2015)

Sunulan bu tez ¢alismasinda kontrollii sartlar altinda yetistirilen kenevir bitkisinde
bulunan major kannabinoidlerin farkli ekstraksiyon yontemleri kullanilarak eksrakte
edilmesi ve HPLC cihazinda analiz edilebilmesine yonelik yontem parametrelerinin en
uygun hale getirilmesi amaclanmistir. Belirtilen amaca ulasilabilmesi i¢in ¢alismalarda
kullanilacak materyal ve kimyasal maddelerin temin edilmesi, kenevir bitkisi
tohumlarinin kontrollii sartlar altinda ekimlerinin gerceklestirilmesi, belirli bir olgunluga
ulasan Kkenevir bitkisin numunelerinden 6rnek alinmasi ve On hazirlik islemleri,
numunelere farkli esktraksiyon islemlerinin uygulanmasi ve herbir parametreye yonelik
en uygun degerlerin belirlenmesi ¢alismalari yiirtitilmiistiir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Kullanilan Bitki Materyali

Denemeler sirasinda kullanilan kenevir bitkisin Ferimon ¢esidi T.C. Tarim ve
Orman Bakanligi Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii Miidirligi’nden temin
edilmistir. Ilgili genotipe ait baz1 dzellikler Cizelge 3.1°de sunulmaktadir.

Cizelge 3.1. Denemelerde kullanilan kenevir bitkisin genotiplerine ait bazi1 6zellikler

Yetisme | Tane Bitki ;;’gh“m tla(:%o ﬁ?ptak' Biyokitle | CBD | A9-THC
Genotip | siresi verimi boyu orant agihE | icerigi verimi 1ger1g1 1ger1g1

(guin) (kg/da) | (cm) (%) ©) (%) (kg/da) (%) (%)
Ferimon | 125 80-100 | 200-250 | 3032 | 16-18 | 3035 | 600-800 | 1-15 | <0,12

Tez galigmalar1 kapsaminda temin edilen tohumlarin kontrollii sartlardaki ekimleri
Antalya ili, Konyaalt1 il¢esi, Pinarbagi Mahallesi, Dumlupinar Bulvari’nda bulunan
Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi, akilli seralarmin 100 m?lik bir b6lmesinde
gerceklestirilmistir. Iklim kosullar1 kontrol altinda tutulan bu sera 24 saat kamera ile kayit
altina alinabilme imkanina sahiptir.

Sekil 3.1. Denemeler kapsaminda kullanilan kenevir tohumlari

Sekil 3.2. Kenevir tohumlar1 kullanilarak tiretilen fideler
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Sekil 3.3. Sera kosullarinda yetistirilen kenevir bitkileri

Ilgili ekimler konusunda yasal bagvurlar 29 Eyliil 2016 tarih ve 29842 sayili Resmi
Gazete’de yaymlanan “Kenevir yetistiriciligi ve kontrolii hakkinda yonetmelik”
hiikiimlerine gére yapilmistir ve T.C. Tarim ve Orman Bakanligi Antalya {1 Miidiirliigi
tarafindan 23.07.2019 tarih ve 32168 sayir numarasi ile verilen izin belgesi
diizenlenmistir.

Uygun sartlarda yetistirilen kenevir bitkisin 6rnekleri toplama olgunluguna
ulastiginda iist 20 cm kismindaki yapraklar ve cicekler hasat edilmis ve etiketlenmis
karton paketlere konularak kurutmaya birkilmistir.

Sekil 3.4. Kenevir bitkisinden numune alma islemleri ve alinan kisimlari

3.2. Kullanilan Materyaller

Tez c¢alismasinda kullanilan materyaller Cizelge 3.2°de, kullanilan alet ve
ekipmanlar Cizelge 3.3’te verilmistir. Ayrica ekstraksiyon deneylerinde, ¢ozeltileri
hazirlamada ve kromatografik analizler sirasinda kullanilan biitiin kimyasallar (etanol,
metanol, diklorometan, aseton, hekzan, asetonitril, asetik asit) analitik saflikta olup
Merck (Darmstadt, Almanya) ve Sigma (Saint Louis, MO, ABD) isimli firmalardan temin
edilmistir.
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Cizelge 3.2. Deneylerde kullanilan materyaller

Materyal

Karbondioksit CO2

0,45 um PTFE siringa ucu filtre

Kagat filtre

10 mI’lik siringa

Mikropipet

Mikropipet uculari

HPLC vialleri

40 mI’lik cam siseler

50 ml’lik beherler

50 mI’lik santrifuj tupleri

Zeytinyagi

Cizelge 3.3. Denemeler kapsaminda kullanilan alet ve ekipmanlar

Materyal

Marka, Model, Sehir, Ulke

HPLC cihaz1

Agilent, 1200 Infinity, Santa Clara, ABD

Ultrasaf su sistemi

MES, MP Minipure, BASIC M UP, Ankara,
Turkiye

Ultrasonik banyo

ISOLAB, 621.06.003, Eschau, Almanya

Ultrasonik prob

SONICS VIBRA, CELL VCX 750, Newtown,
ABD

Hassas terazi

Ohaus Pioneer, PX224/E, Ninikon, Isvicre

Laboratuvar tipi 6giitiicii

IKA, MF10 Basic, Staufen, Almanya

Etiv

Memmert, INE 500, Schwabach, Almanya

Isiticili manyetik karistirict

MTOPS, MS300HS, Giiney Kore

Su banyosu Mikrotest, DT107, Ankara, Turkiye
Stiperkritik akiskan CO2 | SUPEREX, F500 CO; EKSTRAKTOR, Konya,
ekstraktor Turkiye
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Cizelge 3.3’Un devami

Sogutmali ¢alkalamali inkiibator

Mikrotest, MCS-55, Ankara, Turkiye

[zomantle (Heating mantle)

ISOLAB, 608.13.500, Eschau, Almanya

3.3. Deneylerde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

» Belirli oranlarda hazirlanan karisimlarin enjeksiyonu (mix standart):

Kenevir bitkisinde buluna kannabinoidlerin tanimlanmasinda ve ekstraksiyon
islemlerinde analitik standart olarak kullanilan malzemeler ve malzemelerin gesitli
oOzellikleri Cizelge 3.4’te sunulmaktadir.

Cizelge 3.4. Tez kapsaminda kullanilan kannabinoid analitik standartlari

Marka/Bilesen Kisaltma Saﬂl(lé/oo)ranl Korziag?H Es)yon
Cerillant (T-005)
A9-Tetrahydrocannabinol | Ag9.THC 1000
Cerillant (C-045)
Cannabidiol CBD 1000
CAYMAN Chemical (21305)
A8-Tetrahydrocannabinol A8-THC 96,80+0,56 249 3+2.2
A9-Tetrahydrocannabinol A9-THC 96,55+0,56 249 8+2.2
Foranydrocannabinolic THCA | 96,77+0,56 249,9+2,2
Cl
Cannabinol CBN 96,32+0,56 251,442,2
Cannabidiol CBD 99,42+0,56 250,242,2
Cannabidiolic Acid CBDA | 99,45+056 250,042,2
()-Cannabichromene CBCR | 94754057 249,6+2,2
Cannabidivarin CBDV | 99,20+0,56 250,1+2,2
Cannabigerol CBG 99,65:0,56 249,542,2
Cannabigerolic Acid CBGA | 97,31+0,56 250,1+2,2
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> Standartlarin hazirlanmasi:

Cozelti icerisindeki istenilen mg/L’a gore hesaplanarak tartilan kannabinoidin saf
standart: ya da karisik kannabinoid standarti gerekli MeOH igerisinde VORTEX cihazla
karistirarak ¢ozdiiriildi.

» Mobil faz hazirlanmasi:

e Mobil faz A %0,1 (v/v) asetik asit igeren asetonitril: 1 litre asetonitril iginde 1 ml
asetik asit.

e Mobil faz B %0,1 (v/v) asetik asit iceren su: 1 litre ddH20 icinde 1 ml asetik asit.

3.4. Orneklerin Hazirlanmasi

Laboratuvara ulastirilan kenevir bitkisi numuneleri diisik sicaklik uzun siire
kombinasyonunda (35 °C’de 48 saat olarak) etivde kurutulmuslardir. Kurutulan bitki
ornekleri laboratuvar tipi degirmen kullanilarak 6giitiilmiis ve ardindan yine laboratuvar
tipi eleme cihazi kullanilarak pargacik ¢aplari esit biiyiikliikte numuneler elde edilmistir.
Bu islemin ardindan numuneler analiz edilinceye kadar 50 mL santrifiij tiipleri i¢inde
karanlik ortamda oda kosullar1 altinda muhafaza edilmislerdir.

Sekil 3.5. Laboratuvara ulastirilan kenevir numunelerinin 6rnek hazirlama agsamalari

3.5. Orneklerin Dekarboksile Edilmesi

Dekarboksilasyon igslemi bir karbon zincirinden karbon atomunun uzaklastirilarak
karboksilik asitlerin reaksiyonunu ifade etmektedir. Bu islem sirasinda numunlere
sicaklik uygulanarak numunelerde mevcut asit formdaki kannabinoid molekdlleri
yapilarinda bulunan CO2’in uzaklastirilmasiyla bu molekiillerin dekarboksile formu olan
notr kannabinoidlere doniistiiriilmektedir (Kotra vd. 2019).

Belirtilen reaksiyonun meydana gelmesi igin elde edilen kurutulmus ve 6giitiilmiis
kenevir numunlerin kritik sicakliklara isitilmasi ve boylelikle yapida bulunan CO2’in
buharlagtirilmas: gerekmektedir. Bu kapsamda farkli sicaklik ve siire degerlerinde
denemeler gergeklestirilerek numunedeki CBDA azalis1 ve CBD olusumu izlenmis ve
en yuksek verimlilikte CBD elde edilebilmesi igin kritik degerler yanit yiizey yontemi
istatistiksel deneme planlamalarindan yararlanarak belirlenmistir.
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Bu kapsamda hazirlanan numuneler Cizelge 3.5’te belirtilen deneme plam
cercevesinde farkli sicaklik ve siirelerde 1s1l isleme tabi tutulmuslardir.

Cizelge 3.5. Dekarboksilasyon islemine ait deneme plani

DENEME NO Sikcaklik (°C) Suire(dak)
1 95,00 20,00
2 145,00 20,00
3 95,00 60,00
4 145,00 60,00
5 84,64 40,00
6 162,04 40,00
7 120,00 11,72
8 120,00 73,64
9 120,00 40,00
10 120,00 40,00
11 120,00 40,00

12 120,00 40,00
13 120,00 40,00
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Sekil 3.6. Numunelere uygulanan dekarboksilasyon iglemlerine ait bir gorsel
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3.6. Orneklerden Major Kannabinoidlerin Ekstrakte Edilmesi

Belirlenen materyal kullanilarak major kannabinoidlerin ekstrakte edilebilmesi
amaciyla literatiir galismalar1 1518inda asagida belirtilen dOrt farkli ekstraksiyon teknigi
denenmistir:

e Dinamik maserasyon

e Ultrasonik destekli ekstraksiyon

e Zeytinyagi ekstraksiyon

e Superkritik akiskan karbondioksit ekstraksiyonu

Ekstraksyon teknikleri ve sartlar1 karislastirmak igin yanit yiizey yontemi
istatistiksel deneme planlamasindan yararlanilmis ve denemeler sonucunda
kannabinoidlerin konsantrasyonu HPLC sisteminde analiz edilerek ilgili ekstraksiyon
yontemine ait en uygun parametrik degerler tespit edilmistir. Ekstraksiyon ¢aligmalari
kapsaminda uygulanan tekniklere iliskin detaylar asagida basliklar halinde
detaylandirilmistir.

3.6.1. Dinamik maserasyon

Bu teknikte analizler i¢in uygun hale getirilen materyal c¢esitli c¢oziiciiler
kullanilarak Cizelge 3.6’da belirtigi gibi farkli diliisyon orani, sicaklik ve siire
kombinasyonlarinda sicakligi kontrol edilebilir ¢alkalamali inkiibatdr cihazi yardimiyla
muamele edilmislerdir. Siire sonunda uygun sekilde diliie edilerek (400 pl + 600 pl
MeOH) 0,45 um PTFE siringa ucu filtreden gegirilerek HPLC sisteminde kannabinoid
profilleri yoniinden analiz edilmislerdir. Belirtilen amacgla denemeler kapsaminda etanol,
metanol, diklorometan, aseton, n-hekzan ve su ¢oziiciileri kullanilmistir.

Analizler sonucunda en yuksek ekstraksiyon verimliligin tespit edildigi ¢6ziicii
tirii, sicaklik ve siire degerleri belirlenmistir. En uygun ekstraksiyon sartlarinin
olusturulmasinda yanit Yyilzey yontemi istatistiksel deneme planlamalarindan
yararlanilmigtir.

Cizelge 3.6. DM teknigine yOnelik istatistiksel deneme plani

DENEME NO Diliisyon orani (kat) Sicaklik °C Sure (dak)
1 40,00 30,00 20,00
2 40,00 50,00 20,00
3 40,00 30,00 40,00
4 40,00 50,00 40,00
5 60,00 30,00 20,00
6 60,00 50,00 20,00
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Cizelge 3.6’nin devamu
7 60,00 30,00 40,00
8 60,00 50,00 40,00
9 33,18 40,00 30,00
10 50,00 40,00 46,82
11 50,00 23,18 30,00
12 50,00 40,00 13,18
13 50,00 40,00 30,00
14 50,00 40,00 30,00
15 50,00 40,00 30,00
16 50,00 40,00 30,00
17 50,00 40,00 30,00
18 50,00 40,00 30,00
19 50,00 56,82 30,00
20 66,82 40,00 30,00
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Sekil 3.7. DM tekniginin farkli agsamalarina yonelik gorseller

3.6.2. Ultrason destekli ekstraksiyon teknigi

Belirtilen ekstraksiyon tekniginin uygulanmasinda DM tekniginde ekstraksiyon
verimliginde en yiiksek etkiye sahip ¢6zgen olarak belirlenen etanol ¢oziiciisii kullanilmig
ve bu ¢6zgen ortaminda UAE denemeler gergeklestirilmistir.

Denemeler sirasinda ultrasonik banyo ve ultrasonik prob olmak iizere iki farkl: tiirde
uygulama yapilmistir.

3.6.2.1. Ultrasonik banyo ekstraksiyon teknigi

Kullanilan ultrasonik banyoya ait ultrasonik islemci 37 kHz frekansinda ve 160
watt guicundedir. Ultrasonik banyo destekli ekstraksiyon tekniginin optimize edilmesinde
Cizelge 3.7°de belirtigi gibi ekstraksiyon sicakligi ve ekstraksiyon siiresi degerleri
bagimsiz degiskenler olarak incelenmistir. En yuksek verimlilikte kannabidiol
ekstraksiyonunun saglanmasi i¢in belirtilen parametrelere ait en uygun degerlerin
belirlenmesinde yamit ylzey yontemi istatistiksel deneme planlamasindan
yararlanilmistir.
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Cizelge 3.7. Ultrasonik banyo kullanilarak gerceklestirilen UAE i¢in deneme plani

DENEME NO Sikcaklik (°C) Siire (dak)
1 30,00 15,00
2 60,00 15,00
3 30,00 45,00
4 60,00 45,00
5 23,79 30,00
6 70,23 30,00
7 45,00 8,79
8 45,00 55,23
9 45,00 30,00
10 45,00 30,00
11 45,00 30,00
12 45,00 30,00
13 45,00 30,00

Ultrasonik banyo kullanilarak UAE tekniginin uygulanmasi agagidaki islem asamalarini
icermektedir.

Cam siselerde 0,25 gr kenevir bitkisi tartilip tizerine 10 ml EtOH eklenmistir.

10 dakika Cizelge 3.7’de belirtilen sicaklik degerlerinde su banyosunda
bekletilerek termal stabilizasyon saglanmustir.

Cizelge 3.7°de belirtilen farkli sicaklik ve siire kosullarinda numunelere ultrason
uygulamasi yapilmistir.

Islem sonucunda elde edilen ekstrakt kagit filtreden gegerilek sisenin kenarindaki
kalan 6rnege 10 ml EtOH eklenmis ve ayni kagit filtre lizerinden sliztilmesi
saglanmustir.

Elde edilen filtrat 0,45 pum filtreden de gegirilmistir.

Temizlenmis ekstrakttan 400 ul alinip tizerine 600 pl MeOH eklenerek HPLC
vialine alinmis ve analiz edilmistir.
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Sekil 3.8. Ultrasonik banyo kullanilarak gergeklestirilen UAE i¢in islem asamalari

3.6.2.2. Ultrasonik prob ekstraksiyon teknigi

UAE tekniginde kullanilan bir diger yontem olan ultrasonik prob uygulamasinda 23
kHz frekansinda ve en fazla 750 watt gliclinde prob seklinde dizayn edilmis bir
ultrasonikatdr kullanilmigtir. Ultrasonik prob ekstraksiyon tekniginin optimize
edilmesinde Cizelge 3.8’de belirtigi gibi ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon siiresi ve
ultrasonik gii¢ oran1 degerleri bagimsiz degiskenler olarak kabul edilmistir. En ylksek
verimlilikte kannabinoid ekstraksiyonunun saglanmasi i¢in belirtilen parametrelere ait en
uygun degerlerin belirlenmesinde yanit ylzey yontemi istatistiksel deneme
planlamasindan yararlanilmustir.

Cizelge 3.8. Ultrasonik prob kullanilarak gerceklestirilen UAE i¢in deneme plant

DENEME NO | Ultrasonik gii¢c orami1 (%) | Sicakhik (°C) | Sure (saniye)
1 60,00 30,00 60,00
2 90,00 30,00 60,00
3 60,00 60,00 60,00
4 90,00 60,00 60,00
5 60,00 30,00 180,00
6 90,00 30,00 180,00
7 60,00 60,00 180,00
8 90,00 60,00 180,00
9 49,77 45,00 120,00
10 100,23 45,00 120,00
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Cizelge 3.8’in devami
11 75,00 19,77 120,00
12 75,00 70,23 120,00
13 75,00 45,00 19,09
14 75,00 45,00 220,91
15 75,00 45,00 120,00
16 75,00 45,00 120,00
17 75,00 45,00 120,00
18 75,00 45,00 120,00
19 75,00 45,00 120,00
20 75,00 45,00 120,00

Ultrasonik prob kullanilarak UAE tekniginin uygulanmasi asagidaki islem asamalarin

icermektedir.

1 gr kenevir bitkisi Uzerine 40 ml EtOH eklenilerek karistirilmigtir.
10 dakika Cizelge 3.8’de belirtilen sicaklik degerlerinde su banyosunda

bekletilerek termal stabilizasyon saglanmustir.

Cizelge 3.8’de belirtilen farkli ultrasonik gii¢ orani, sicaklik ve siire kosullarinda

numunelere ultrason uygulamasi yapilmistir.

Islem sonucunda elde edilen ekstrakt kagit filtreden gegerilek sisenin kenarindaki
kalan 6rnege 10 ml EtOH eklenmis ve ayni kagit filtre tizerinden stzilmesi

saglanmustir.

Elde edilen filtrat 0,45 pum filtreden de gegirilmistir.
Temizlenmis ekstrakttan 400 ul alinip tizerine 600 pl MeOH eklenerek HPLC
vialine alinmis ve analiz edilmistir.
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Sekil 3.9. Ultrasonik prob kullanilarak gergeklestirilen UAE igin islem agamalari

3.6.3. Zeytinyag ekstraksiyon teknigi

Ektraksiyon islemleri i¢in hazirlanan kenevir bitkisin numunelerindeki CBD aktif
maddesinin zeytinyag1 fazinda ekstraksiyonu Deidda vd. (2019) tarafindan bildirilen
yonteme gore gergeklestirilmistir. ilgili yonteme gore; 2 gram civarinda hazirlanmis
numune ile 3-36 mL zeytinyagi bir beher icersinde manyetik karistirict yardimiyla
karistirllmis ve ardindan farkli sicaklik ve siirelerde bekletilerek filtre edilmistir. Islem
sonucunda zeytinyagi fazina gegen kannabinoidlelerin konsantrasyonu HPLC sisteminde
analiz edilerek belirlenmistir.

llgili yontemin en uygun hale getirilmesinde kullanilmasi planlanan modelleme
caligmasinda bagimsiz degiskenler olarak zeytinyagi diliisyon orani, ekstraksiyon
sicakligi ve siire degerleridir. En uygun parametrik degerlerin belirlenmesinde yanit
yuzey yontemi istatistiksel deneme planlamasindan yararlanilmistir.
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Cizelge 3.9. Zeytinyag ekstraksiyonu i¢in deneme plani
Deneme No Zeytionr)::lgll(l;;lti)isyon Sicaklik (°C) Sure (dakika)
1 5,00 70,00 40,00
2 15,00 70,00 40,00
3 5,00 130,00 40,00
4 15,00 130,00 40,00
5 5,00 70,00 120,00
6 15,00 70,00 120,00
7 5,00 130,00 120,00
8 15,00 130,00 120,00
9 1,59 100,00 80,00
10 18,41 100,00 80,00
11 10,00 49,54 80,00
12 10,00 150,45 80,00
13 10,00 100,00 12,73
14 10,00 100,00 147,27
15 10,00 100,00 80,00
16 10,00 100,00 80,00
17 10,00 100,00 80,00
18 10,00 100,00 80,00
19 10,00 100,00 80,00
20 10,00 100,00 80,00
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Zeytinyagi tekniginin uygulanmasi agsagidaki islem asamalarini igermektedir:

e Cizelge 3.9’da belirtilen oranda zeytinyag: icinde termal bir prob olan balona
konulmus ve 1siticili ve manyetik karistiricili bir balon 1siticisina yerlestirilmistir.
Balon 1siticisinin sicakligi ¢izelgede belirtilen sicaklik degerine ayarlanarak
termal stabilizasyon saglanmistir.

e Hazirlanan zeytinyagi i¢ine 2 gr hazirlanmig kenevir ilave edilmis ve manyetik
karistiricist galistirilarak Cizelge 3.9a belirtilen siire degerleri baslatilmistir.

e Sdre bitince balon 1siticidan alinmig ve ekstrakt bir kagit filtreden gegirilerek bir
erlen i¢inde toplanmistir.

e Elde edilen ekstrakttan 10 pl alinip tizerine 990 pl n-hekzan eklenilmis ve
kannabinoid profilini belirlemek tizere HPLC sisteminde analiz edilmiglerdir.

Sekil 3.10. Zeytinyag1 ekstraksyon tekniginin islemleri

3.6.4. Superkritik akiskan karbondioksit ekstraksiyonu teknigi

Numunelerde mevcut kannabinoid aktif maddelerinin SFE ile ekstrakte edilmesi
calismalar1 baz1 degisiklikler yapilarak (Rovetto ve Aieta 2017) tarafindan bildirilen
yonteme gore gergeklestirilmigtir. Denemeler sirasinda en yiiksek verimlilikte
kannabinoid ekstraksiyonu elde edilebilmesi amaciyla optimizasyon islemlerinde yer
alan degisken parametreler karbondioksit basinci ve ekstrakte ilave edilen EtOH
degiskenleri olarak uygulanmistir. Gergeklestirilen uygulamalarda ekstraksiyon sicakligi
50 °C olarak sabit tutulmustur. Belirtilen teknigin uygulamasinda her bir denemede
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yiiksek miktarda 6rnegin kullanilmasi ve bunun karsiliginda tiim ekstraksiyon ¢aligmalari
i¢in yeterli diizeyde bitkisel materyal bulunmamasi nedeni ile SFE’nin ¢aligmalar1 yanit
yiizey yontemine gore degil sadece birka¢ parametrenin degistirilmesi suretiyle
gerceklestirilebilmistir.

Cizelge 3.10. SFE ¢alismalar1 deneme planlamasi

Arnek Karbondioksit basinci Ekstraksiyon sicakhig EtOH oram
(bar) () (%)
1 300 50 0
2 300 50 0
3 200 50 5
4 200 50 5

Sekil 3.11. SFE cihaz1 ve numunenin ekstraksiyonu sunucu elde edilen ekstrakt

3.7. Orneklerindeki Major Kannabinoid Duzeylerinin Belirlenmesi

Kenevir bitkisin numunelerinde mevcut kannabinoidlerin konsantrasyonlarinin
belirlenmesi baz1 kiigiik degisiklikler yapilarak (Brighenti vd. 2017) tarafindan bildirilen
kromatografik  yonteme gore gerceklestirilmistir.  Onerilen  yonteme  gore
kannabinoidlerin diizeylerinin belirlenmesi i¢in hazirlanan numuneler HPLC cihazinda
olusturulan kalibrasyon araligina diisecek sekilde bir volumetrik flask iginde metanol
kullanilarak seyreltilmistir. Dillisyon sonras1 hazirlanan preparatlar 0,45 um PTFE siringa
ucu filtreden gegirilmis, HPLC vialine alinmis ve Cizelge 3.11°de belirtilen sartlar altinda
analiz edilmistir.
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Cizelge 3.11. HPLC cihazi analitik kosulari

Cihaz Agilent 1200 Series

Dedektor Diode Array Detector (DAD)
Kolon ODS3 Intersil (4,6 x 250 mm) Sum
Akis hizi 1 mL/dak

Kolon sicaklig 30°C

Enjeksiyon hacmi 20 pL

Dalga boyu 210 — 220 nm

Mobil faz (A)%0,1 (v/v) asetik asit iceren asetonitril; (B) %0,1 (v/v)
asetik asit iceren ultra saf su

Mobil faz proflili %65 A, %35 B (izokratik)

Numunelerde kromatografik yontem yardimiyla CBD, A9-THC ve bitkideki
sentez yolaginin sonu olan CBD’den 6nce aciga ¢ikan CBDA, THCA, A8-THC, CBDV,
CBCR, CBG, CBGA ve CBN bilesenleri diizeyleri belirlenmistir. ilgili aktif maddelerin
tespit edilebilmesi amaciyla kromatografik yontem en uygun sekilde modifiye edilmis ve
3.8. boliimde belirtilen “Yontem Dogrulama Calismalar1” kapsaminda valide edilmistir.

3.8. Yontem Dogrulama Calismalari
3.8.1. Dogruluk

Dogruluk testi geri kazanim calismas1 yontemi ile gerceklestirilmistir.
Calismalarda kalibrasyon grafiginin diistik, orta ve yiiksek Ol¢clim noktalarina uygun
gelecek sekilde ti¢ farkli derisim denenmistir. Analitleri igeren standart ¢ozelti geri
kazanim g¢aligma orneklerine eklenmis ve calisma en az 6 paralel 6rnek hazirlanarak
yapilmigtir. Hazirlanan 6rnekler HPLC cihazina ii¢ kez enjekte edilmis ve elde edilen
sonuglardan ortalama, standart sapma, bagil standart sapma ve geri kazanim degerleri
hesaplanmistir. Geri kazanim degeri asagida verilen formdile goére hesaplanmistir
(Taverniers, De Loose vd. 2004).

%geri kazanim = (C1 — C2) / C3 x 100
C1 = Analit eklenmis ornek, C2 = Analit eklenmemis 6rnek, C3 = Eklenen miktar
3.8.2. Kaesinlik

Bu c¢alismalarda ¢ikis zamani kesinligi, standart madde ve Ornek ile yapilan
enjeksiyonlarda elde edilen derisim degerine yonelik tekrarlanabilirlik degerleri
degerlendirilmistir. Calismalardan elde edilen sonuglarin bagil standart sapma degeri
tekrarlanabilirlik kesinligini belirlemek igin kullanmilmistir (Taverniers, De Loose vd.
2004).
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3.8.3. Segcicilik

Secicilik testinin amaci, analiz edilen maddenin (analit) matriksin yaninda dogru
olarak Olciiliip 6l¢iilemediginin belirlenmesidir. Bu amagla HPLC cihazinda bir bos
enjeksiyon, analitleri i¢eren ¢Ozeltilerin enjeksiyonlar1 ve analit ilave edilmis 6rneklerin
enjeksiyonlari gergeklestirilmis ve elde edilen kromatogramlar degerlendirilmistir.

3.8.4. Tespit sinir1 ve él¢iim sinmir1 (LOD ve LOQ)

Bu degerlerin belirlenmesi amaciyla kalibrasyon dogrusunda kullanilan en diisiik
derisimdeki analiz ¢ozeltilerinin HPLC cihazina 10 kez enjeksiyon yapilarak ve elde
edilen pik alanlarinin standart sapmasi hesaplanmistir. Standart sapma degerinin 3 kati
tespit siir1 ve 10 kat1 6lgtim sinir1 olarak belirtilmistir (Taverniers, De Loose vd. 2004).

3.8.5. Dogrusallik

Bu calisma icin en az 6 farkli derisim noktasinda ve li¢ kez cihaza analitlerin
standart c¢oOzeltileri enjekte edilmistir. Elde edilen sonug¢lar HPLC cihazina ait
Chemstation yazilimi ile degerlendirilerek kalibrasyon grafikleri olugturulmustur. Ayni
zamanda elde edilen veriler Minitab istatistik programi ile de degerlendirilerek sonugclar
teyid edilmistir.

3.8.6. Saglamhk

Saglamlik calismasinda analiz metodunun Ol¢lim sonuglart iizerine kalitatif ve
kantitatif olarak etkisi olacak sapmalar karsisindaki performansi degerlendirilmistir. Bu
degerlendirmeler sirasinda analiz metodu farkl sicaklik ve siire degerlerinde testlere tabi
tutularak ol¢iim sonuclar1 lizerine olumsuz etkisi olan bir durum olusup olusmadigi
belirlenmistir. Ayrica hazirlanan ara stok ve ¢alisma standartlar1 farkli giinlerde HPLC
cithazina enjekte edilerek standartlarin zaman i¢indeki bozunma durumlari belirlenmistir.
Belirtilen aktif maddelerden bazilarinin arastirilan numunede tespit edilememesi
durumunda ilgili maddeler i¢in HPLC cihazinda analitik standartlar kullanilarak kesinlik,
secicilik, tespit smir1t ve Ol¢iim smiri, dogrusallik ve saglamlik c¢alismalar
gerceklestirilmistir.

3.9. Istatistiksel Degerlendirme

Calismadan elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmesi i¢in Yanit Yiizey
Yontemi deneme tasarimi kullanilmigtir. Ilgili tasarimin kullanilmasinda MINITAB
istatistiksel paket programindan yararlanilmistir. Tasarimda her bir degisken ii¢ seviyede
incelenmis olup merkez noktada 3 tekrar yapilmistir. Optimizasyon isleminde, ekstrakte
edilen kannabinoidlerin konsantrasyonlar: Uzerindeki belirtilen parametrelerin birinci ve
ikinci dereceden etkileri ve birbirleriyle muhtemel etkilesimleri istatistiksel olarak
incelenmistir. Analizler sonucunda islem parametrelerinin etkili oldugu modeller
kullanilarak bu parametrelerin etkilerini gosterir 3-D yanit yiizeyler olusturulmustur.
Bulgular istatistiksel olarak degerlendirilirken Student’s t-testi yapilmistir. Sonuclar %95
giiven araliginda ve p<0,05 anlamlilik seviyesinde degerlendirilmistir. Ozelliklere ait
tanimlayict gorsellerin olusturulmasinda Minitab 18 ve Microsoft Excell yazilimlarindan
yararlanilmastir.
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4, BULGULAR VE TARTISMA
4.1. HPLC Parametrelerinin Optimizasyonu

HPLC parametrelerinin optimizasyonun caligmalar1 kapsaminda oncelikle temin
edilen analitik standartlar kullanilarak HPLC cihazinda ¢alismada kullanilacak analitik
yontemin gelistirilme calismalar1 gerceklestirilmis olup sonrasinda deneme serasinda
yetistirilen bitki Orneklerinde analizler yapilarak bitkilerde bulunan kannabinoidlerin
tespit edilebilme durumlar1 degerlendirilmistir. Bu g¢ercevede deneme ¢aligmalarina
Cizelge 3.11°’de sunulan analitik sartlar altinda hazirlanan HPLC cihazinda standart
okumalar1 gergeklestirilmis ve analitik standarttaki aktif maddelerin ayrilabilmesi ve en
yiiksek pik cevabi iiretebilmeleri dikkate alinarak HPLC cihazinin mobil faz bilesimi,
kolon akis orani, kolon sicakligi ve dedektor dalga boyu degerleri en uygun hale
getirilmistir.

Belirlenen optimum sartlarda kannabinoidlere ait elde edilen bazi metot
dogrulama bulgular1 Cizelge 4.1’de, kalibrasyon grafikleri Sekil 4.1°de, analitik
standartlarin enjeksiyonundan elde edilen 6rnek bir kromatogram Sekil 4.2°de ve ¢alisma
kapsaminda kannabinoid profilleri incelenen bazi bitki Orneklere ait 6rnek
kromatogramlar Sekil 4.3’te sunulmaktadir.
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Sekil 4.1. Kannabinoidlere ait kalibrasyon grafikleri
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Cizelge 4.1. Kannabinoidlere ait baz1 yontem dogrulama bulgulari
Dogrusal . Cikis
Kannabinoid Kisaltma aralik Kg’élr?l:[ae S%?n r2 | zamam (;O/E) (#]O/E) '?;E))
(mg/L) (dak) 9 9 0
0.51- y = 0,0000 x? +
Kannabidivarin CBDV 25’0 00 0,007123 x + 1,00 6,19 0,15 0,51 3,44
! 0,4899
0.85- y =0,0000 x2 +
Kannabidiolik asit CBDA 25’0 00 0,01549 x + 1,00 8,58 0,26 0,85 2,86
! 0,4085
048. | ¥=00000x*+
Kannabigerolik asit CBGA 25'0 00 0,01453 x + 1,00 9,35 0,14 0,48 2,22
! 0,4865
0.23- y =0,0000 x2 +
Kannabigerol CBG 25'0 00 0,008251 x + 1,00 10,06 0,07 0,23 1,28
! 0,1675
0.10- y =0,0000 x? +
Kannabidiol CBD 25'0 00 0,008534 x + 1,00 10,46 0,03 0,10 0,56
! 0,1583
0.55- y = 0,0000 x? +
Kannabinol CBN 25’0 00 0,01171 x - 1,00 16,59 0,16 0,55 3,24
! 0,0531
i y = 0,0000 x? +
Delta 9 . A9-THC 0,63 0,008033 x - 1,00 21,24 0,19 0,63 3,76
Tetrahidrokannabinol 250,00
0,0332
i y =0,0000 x2 +
De"af? . A8-THC 0,59 0,008983 x - 1,00 22,34 0,18 0,59 3,54
Tetrahidrokannabinol 250,00
0,0262
1.09- y =0,0000 x2 +
Kannabikromen CBCRA 25’0 00 0,01783 x + 1,00 29,75 0,33 1,09 5,50
! 0,0159
. - ) y = 0,000001 x?
Z;ttrah'dmkab'”o"k THCA 2%3’500 +001629x+ | 1,00 | 3020 | 025 | 085 | 373
! 0,7539
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Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlarda kannabinoid iceren standartlara ait kromatogramlar
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Sekil 4.3. Kenevir bitkisi 6rneklerinden elde edilen bazt HPLC kromatogramlari
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Bu kapsaminda elde edilen bulgulara gore kenevir bitkisinde bulunan
kannabinoidlerin belirlenen kosullar altinda Bagil (relatif) Standart Sapmalar
RSD<%5,50, LOD<0,33 mg/L ve LOQ<1,09 mg/L diizeylerinde tanimlanabildigi tespit
edilmistir. Bununla birlikte standart madde ile gergeklestirilen geri kazanim ¢alismasinda
diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyon degerlerinde >%95 degerinin iizerinde geri kazanim
degeri elde edilmesine ragmen bitki drneklerine spayk edilmek suretiyle elde edilen geri
kazanim degeri ¢alismasi analitik standart miktarinin diisiik miktarda olmasi nedeni ile
gerceklestirilememistir. Kullanilan analitik standartta her bir kannabinoid aktif maddesi
icin konsantrasyon degeri 250,00 mg/L’dir. Deneysel ¢alismalarda kullanilan kenevir
bitkisin numunesi miktar1 0,25 gramdir. Gergeklestirilen ekstraksiyon ¢alismasi
sonucunda HPLC cihazina enjekte edilen ¢ozeltideki seyreltme katsayis1 200 kat olarak
uygulanmaktadir. LOQ seviyesinde (incelenen kannabinoidler i¢in en yiiksek LOQ degeri
1,09 mg/L’dir) bir sinyal elde edebilmek i¢in hi¢bir kannabinoid icermeyen numunede
ekstraksiyon islemleri baslangicindaki konsantrasyonun 218,00 mg/L.  olmasi
gerekmektedir. Belirtilen konsantrasyonun numunede ayarlanabilmesi igin ise anastok
kannabinoid ¢ozeltisinden 218 pL alinmasi gerekmektedir. En az 3 tekrar yapilmasi
gereken bu calisma i¢in ise toplamda sadece LOQ diizeyindeki bir geri kazanim igin
kannabinoid igermeyen kenevir bitkisin numunesinde kullanilmak tizere 654 pL anastok
kannabinoid standartina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bununla birlikte belirtilen diizey sadece
LOQ diizeyindeki bir geri kazanim i¢in gerekmektedir. Bunun haricinde de orta ve yiiksek
konsantrasyonlar i¢in daha yiiksek miktarlarda kannabinoid standartina ihtiyag
duyulmaktadir. Mevcut analitik standartimizin toplamda 1000 pL olmasi ve kannabinoid
icermeyen bitkisel bir materyal bulunmamasi nedenleri ile ilgili geri kazanim ¢aligmalari
analitik standart kullanilarak gergeklestirilebilmistir.

Ayrica ¢alismalarda kullanilan tiim analitik standartlar icin r> = 1 olarak tespit
edilmis ve belirtilen konsantrasyon araliklarinda metodun dogrusal oldugu sonucuna
vartlmistir. Bununla birlikte kesinlik ¢alismalar1 kapsaminda gergeklestirilen analizlerde
ayni konsantrasyondaki analitik standartin LOQ diizeyindeki konsantrasyonlar: 6 kez
enjeksiyonu yapilmis ve elde edilen pik alani biiyiikliikleri ve ¢ikis zamanmi kaymalari
degerlendirilmistir. Pik alan1 kesinlik degeri i¢in %RSD degerleri CBDV, CBDA, CBGA,
CBG, CBD, CBN, A9-THC, A8-THC, CBCR ve THCA igin sirasiyla %3,44, %4,95,
%2,86, %1,41, %0,61, %3,14, %3,69, %3,49, %5,54 ve %5,54 olarak tespit edilmistir.
Buna ilave olarak ilgili kannabinoidlere ait ¢ikis zamani kaymasi Onemsiz diizeyde
bulunmustur.

Secicilik kapsaminda gergeklestirlen c¢alismalarda ise analitik standartin
¢oziindiirildiigii ¢oziicii olan MeOH sisteme enjekte edilmis ve ardindan analitik standart
iceren MeOH enjekte edilmistir. Gergeklestirlen karsilastirma c¢aligmasinda analitik
standart icermeyen MeOH enjeksiyonunda hicbir pik gozlemlenemezken, analitik
standart igeren ¢ozucude ilgili kannabinoidlere ait tiim pikler gbzlemlenmistir.

4.2. Dekarboksilasyon Kosullarinin Optimizasyonu

Dekarboksilasyon kosullarinin optimizasyonu ¢ergevesinde gergeklestirilen
uygulamalardan elde edilen CBDA ve CBD verilerine ait yanit yuzey grafikleri Sekil
4.4°de ve bu grafiklere gére uygulanmasi gereken en uygun sicaklik ve siire degerleri
Cizelge 4.2°de sunulmaktadir.
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Sekil 4.4. Dekarboksilasyon islemi sonucunda numunelerdeki CBD ve CBDA degisimine
ait yanit yuzey grafikleri

Cizelge 4.2. Yanit ylizey yontemine gore belirlenen en uygun dekarboksilasyon ¢alisma

kosullar1
Hedef Sicakhk Sire Konsantrasyon
(mg/kg)
En fazla CBD 142,50 59,25 3147,99
En az CBDA 160,48 49,87 0,00

En uygun uygulama kosullar1 verilen dekarboksilasyon igsleminin uygulanmasi
sounucu numunedeki kannabinoid profilinin degisimi Sekil 4.5’te gosterilmektedir.
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Sekil 4.5. Kenevir bitkisi 6rnegin dekarboksilasyon oncesi ve sonrasi kannabinoid
degisimi (n=10)

Elde edilen bulgulara gore dekarboksilasyon isleminin bitkide bulunan asit
formdaki kannabinoidleri aktif formdaki kannabinoidlere doniistiirdiigli sonucuna

varilmstir.
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4.3. Kannabinoid Ekstraksiyon Kosullarinin Optimizasyonu
4.3.1. Dinamik maserasyon teknigi

Yanit Yiizey Yontemi deneme tasariminin ve MINITAB kullanilarak kenevir
bitkisinden kannabinoidlerin ekstraksiyon kosullarinin optimizasyonu icgin denemeler
sonucunda elde edilen yanit yuzey grafikleri etanol i¢in Sekil 4.6, aseton i¢in Sekil 4.7,
n-hekzan icin Sekil 4.8, asetonitril i¢cin Sekil 4.9, ve metanol i¢in Sekil 4.10’da
sunulmaktadir.

Etanol 77
A
CBD 4800 CED 5100 /2‘%"’:’%&?‘%..
4400 4950 e
60 2 L
4000 4800 20 40
Sicakhk *C Siire (dak)
40 20
Sivkan
Sabit degerler
Sivi/kata 50
5250
<000 Sicaklik °C 40
CBD .
4750 Sure (dak) 30
4500 20 40
20 20 Siire (dak)

Sekil 4.6. Etanol ¢oziiciisti kullanilarak gergeklestirilen ekstraksiyon igin yanit yiizey
grafikleri
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Sekil 4.7. Aseton ¢oziiclisii kullanilarak gerceklestirilen ekstraksiyon i¢in yanit ylzey
grafikleri

n-Hegzan
5200 6500
CBD 5000 CED 6000
4300 60 5500
4600 5000 30
Sicakhk °C a0 Siire (dak)
40 50 &
Srinvkat
Sabit degerler
Swvikatt 30
Sicaklik °C 40
0 Stire (dak) 30
Siire (dak)

Sekil 4.8. n-hekzan ¢oziiciisii kullanilarak gergeklestirilen ekstraksiyon igin yanit ylizey
grafikleri
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Asetonitril
4300
4750
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Sekil 4.9. Asetonitril ¢oziiciisii kullanilarak gerceklestirilen ekstraksiyon igin yanit yuzey
grafikleri

Metanol
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CBD 5300 CED 5800
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5400
0 gcaklik o 5400
40 5 5 20
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5000 Sivi/kat 50
CBD 5900 Sicaklik °C 40
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5700
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20

Sekil 4.10. Metanol ¢oziiciisii kullanilarak gerceklestirilen ekstraksiyon i¢in yanit ylzey
grafikleri

55



BULGULAR VE TARTISMA M.BOUALI

DM ekstraksiyonu ¢aligsmalarinda elde edilen yanit yiizey grafikleri gergevesinde
belirlenen en uygun kosullar Cizelge 4.3’te cozeltilerin ekstrakte edilebilen CBD
verimleri {izerine olan karsilastirma grafigi Sekil 4.11’de sunulmaktadir.

Cizelge 4.3. Farkli ¢6ziiciiler kullanilarak maximum CBD ekstraksiyonu i¢in en uygun
sartlar

Sivi/kat1 oram1 | Sicakhik (°C) Sure (dak.) (rr?gE;Eg)

Etanol 48,81 49,34 46,82 5304,53
Metanol 66,82 23,18 46,82 6379,64
Aseton 33,18 23,18 46,82 6843,98
Asetonitril 46,09 56,82 46,82 5020,38
n-Hekzan 56,97 43,57 46,82 6327,15

d

Aseton  Asetonirdl  Etmol  Metmol O-Hekzan  sg
Ciic

Sekil 4.11. Ekstrakte edilebilen CBD konsantrasyonu iizerine farkli ¢oziiciilerin etkileri

Sekil 4.11°de sunulan grafige gére numunelerde bulinan CBD’iin en ylksek
verimlilikte ekstrakte edilmesinde istatistiksel olarak aseton ve metanol’n en etkili
olarak bulundugu tespit edilmistir (p<0,05). Bununla birlikte etanol ve n-hekzan’in
etkinlikleri arasinda istatiksel ag¢idan fark bulunmazken asetonitril en diisiik etkiye sahip
olan ¢oziicii olarak belirlenmistir. Coziicii olarak kullanilan suyun ise CBD ekstraksiyonu
izerine hicbir etkisinin olmadig1 sonucuna varilmistir. Grafiste sunulan ¢oziiciilerin
etkinlikleri degerlendirildiginde en yiiksek etkiye sahip oldugu belirlenen asetonun
yuksek maliyeti metanollin ise toksik 6zellikleri nedenleri ile CBD ekstraksiyonunda
etanoliin gerek maliyet gerekse non-toksik ozelliklerinden dolay1r uygun bir ¢6ziicii
oldugu sonucuna varilmigtir. Bununla birlikte tez kapsaminda incelenen diger
kannabinoidlerden CBDA, CBG, CBGA, CBN, A9-THC ve CBDV izerine ¢oziictlerin
etkinliklerini gosteren grafikler sirasiyla Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15,
Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de sunulmaktadir.
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Sekil 4.12. Ekstrakte edilebilen CBDA konsantrasyonu iizerine farkli ¢oziiciilerin etkileri
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Sekil 4.13. Ekstrakte edilebilen CBG konsantrasyonu tizerine farkli ¢oziiciilerin etkileri
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Sekil 4.14. Ekstrakte edilebilen CBGA konsantrasyonu tizerine farkli ¢oziiciilerin etkileri
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Sekil 4.15. Ekstrakte edilebilen CBN konsantrasyonu iizerine farkli ¢oziiciilerin etkileri
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Sekil 4.16. Ekstrakte edilebilen A9-THC konsantrasyonu iizerine farkli ¢oziiciilerin
etkileri
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Sekil 4.17. Ekstrakte edilebilen CBDV konsantrasyonu iizerine farkli ¢6ziictilerin etkileri
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DM ekstraksiyonu teknigi kullanilarak gerceklestirilen denemelerde ilgili
cozlculer herbir kannabinoidin ekstraksiyonunda farkli etkiler gostermektedir. Bu
kapsamda ekstrakte edilebilen kannabinoidler tizerine en etkili ¢ozuciler CBD, CBG ve
A9-THC icin metanol ve aseton; CBDA ve CBDV icin metanol; CBGA igin aseton ve
CBN icin ise n-hekzan olarak tespit edilmistir. Sekil 4.11°de sunulan grafige gore
numunelerde bulinan CBD’iin en yiksek verimlilikte ekstrakte edilmesinde istatistiksel
olarak aseton ve metanol’iin en etkili olarak bulundugu tespit edilmistir (p<0,05).
Bununla birlikte etanol ve n-hekzan’in etkinlikleri arasinda istatiksel agidan fark
bulunmazken asetonitril en diisiik etkiye sahip olan ¢6ziicli olarak belirlenmistir. Coziicii
olarak kullanilan suyun ise CBD ekstraksiyonu {iizerine higbir etkisinin olmadigi
sonucuna varilmistir. Benzer durum CBGA ve CBN haricindeki diger tiim kannabinoidler
icin de gecerlidir. Grafikte sunulan ¢oziiciilerin etkinlikleri degerlendirildiginde en
yiiksek etkiye sahip oldugu belirlenen asetonun yiiksek maliyeti metanoliin ise toksik
oOzellikleri nedenleri ile CBD ekstraksiyonunda etanolin gerek maliyet gerekse non-
toksik ozelliklerinden dolay1 uygun bir ¢oziicli oldugu sonucuna varilmistir. Elde edilen
bu bulgu cercevesinde bir sonraki agsama olan UAE teknigi denemelerinde ¢6ziicii olarak
etanol kullanilmasina karar verilmistir.

4.3.2. Ultrason destekli ekstraksiyon (UAE) teknigi
4.3.2.1. Ultrasonik banyo ekstraksiyon teknigi

Ultrasonik banyo ekstraksiyonun kosullarinin optimizasyonu CBD, A9-THC ve
CBG’Un konsantrasyonlar1 tizerine gergeklestirilmistir. En yuksek verimlilikte
kannabinoid ekstraksiyonunun saglanmasi igin belirtilen parametrelere ait en uygun
degerlerin  belirlenmesinde yine yamit Yyilizey yOntemi istatistiksel deneme
planlamalarindan yararlanilmistir. Uygulanan deneme plani soncunda elde edilen yanit
yuzey grafikleri Sekil 4.18’de ve en yiiksek verimlilikte CBD, CBG ve A9-THC
ekstraksiyonu i¢in uygulanmasi gereken parametrik degerler Cizelge 4.4°te
sunulmaktadir.
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Sekil 4.18. Ultrasonik banyo kullanilarak gergeklestirilen ekstraksiyon igin yanit yizey

grafigi

Cizelge 4.4. Ultrasonik banyo kullanilarak maximum kannabinoid ekstraksiyonu igin

sartlar
Kannabinoid Sicaklik (°C) Sdre (dak.) Konsantrasyon (mg/kg)
CBD 70,23 55,23 6884,34
CBG 70,23 55,23 438,29
A9-THC 70,23 55,23 461,94

Cizelge 4.4.’te sunulan verilere gore calisma kapsaminda izelenen tiim
kannabinoidlerin (CBD, CBG ve A9-THC) en yiiksek verimlilikte ekstraksiyonu igin
sicaklik 70,23 °C ve siire degeri 55,23 dakika olarak uygulanmasi gerekmektedir.

4.3.2.2. Ultrasonik prob ekstraksiyon teknigi

Ultrasonik prob ekstraksiyon kosullarinin optimizasyonu bitkisel numunede
bulunan CBD konsantrasyonu Uzerine gergeklestirilmistir. Yanit ylzey yontemi
tasariminin ve MINITAB kullanilarak elde edilen grafikler Sekil 4.19°da ve en yiiksek
verimlilikte CBD ekstraksiyonu igin uygulanmasi gereken parametrik degerler Cizelge

4.5’te sunulmaktadir.
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Sekil 4.19. Ultrasonik prob ekstraksiyonun kosullarinin 3-D yanit yiizey plani

Cizelge 4.5. Ultrasonik prob ekstraksiyon teknikte maximum CBD verimi igin sartlar

Ultrasom(l\;vsguq orant | g caklik (°O) Sire (saniye) CBD (mg/kg)
750 (%100) 70,23 220,91 3620,47

Cizelge 4.5.te sunulan verilere gore CBD’iin en yiksek verimlilikte
ekstraksiyonu igin ultrasonik gii¢ 750 watt (%100 oraninda), sicaklik 70,23 °C ve siire
degeri 220,91 saniye olarak uygulanmasi gerekmektedir.

4.3.3. Zeytinyag: ektraksiyon teknigi

Zeytinyag ekstraksiyon kosullarinin optimizasyonu bitkisel numunede bulunan
CBD konsantrasyonu iizerine gergeklestirilmistir. Denemeler cercevesinde elde edilen
yanit yiizey grafikleri Sekil 4.20’de ve en uygun parametrik degerler Cizelge 4.6’da
sunulmaktadir.
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Sekil 4.20. Zeytinyag ekstraksiyonun kosullarinin 3-D yanit yiizey plani

Cizelge 4.6. Zeytinyag1 ekstraksyon teknikte maximum CBD verimi i¢in sartlar

Zeytinyagi/ornek oram Sicaklik (°C) Sire (dak.) CBD (mg/kg)

9,75 150,45 12,73 3057,27

Cizelge 4.6.’ta sunulan verilere gore CBD’lin en yiiksek verimlilikte
ekstraksiyonu igin Zeytinyag1/6rnek orani 9,75, sicaklik 150,45 °C ve siire degeri 12,73
dakika olarak uygulanmasi gerekmektedir.

4.3.4. Superkritik akiskan karbondioksit ekstraksiyonu (SFE) teknigi

Kenevir bitkisinin numunelerde bulunan kannabinoidlerin SFE kullanilarak
ekstrakte edilmesinde teknigin bilyiik hacimlerde 6rnek miktari (birim analiz i¢in 50 gram
kurutulmus numuneye ihtiya¢ bulunmakta olup arastirma seramizin iiretim kapasitesi
itibar ile karsilanamamistir) gerektirmesi nedeni ile literatiir tarama ¢alismalarindan,
cihaz kurulumu sirasinda gerceklestirilen 6n denemelerden ve cihazin tedarikgisi
firmanin ongoriileri dogrultusunda Cizelge 4.7°de belirtilen kosullar altinda 4 tekrarli
calismalar gerceklestirilmis ve ¢aligmalardan elde edilen bulgular Cizelge 4.8’de ve Sekil
4.21°de sunulmustur.
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Cizelge 4.7. Uygulanan SFE kosullari

Sisteme Elde edilen Atik
Basin¢ | Sicakhk | Etanol . .
o o konulan ekstrakt miktar: miktar:
(bar) (°C) (%)
hammadde (gr) (gr) (gr)
300 50 0 50,00+0,10 0,92+0,12 47,75+1,87
Cizelge 4.8. SFE’un sonucu kannabinoid profilindeki degisim
Verim Atik Sistemsel
Kannabinoid Hammadde (mg/kg) Ekstrakt (mg/kg) Atik (mg/kg) (%)* kaybi kayip
0 (Yo)** (Yo)***
CBDV 216,74+69,50 3252,15+195,13 <LOQ 2761 | 000 72,39
CBDA 677,14+208,67 1634,3498,06 514,18+2825 | 444 | 7593 19,62
CBGA 98,55+12,76 1556,96:493,42 <LOQ 2907 | 000 70,93
CBG 432,41+19,70 11614,00+696,84 61,83+6,32 4942 | 14,30 36,28
CBD 7783,89+328,03 238869,53+14332,17 | 39333+6469 | 5647 | 505 38,48
CBN 254,18+12,13 9947,88+596,87 <LOQ 7201 | 000 27,99
A8-THC 391,64+7,12 12681,87+760,91 <LOQ 59,58 | 0,00 40,42
A9-THC <LOQ <LOQ <LOQ 0,00 0,00 0,00
CBCR <LOQ <LOQ <LOQ 0,00 0,00 0,00
THCA 4119,51+390,86 124803,07+7488,18 | 1507,80+142,61 | 5574 | 36,60 7,65
Toplam 12461,47+180,92 362955,17+21,777,31 | 2253,97+89,33 | 5359 | 18,09 28,32
kannabinoid e D T ' ' '

*Elde edilen %verimin hesaplamasinda hammaddede bulunan kannabinoidin tamaminin ekstrakte gecmis
olmast %100 olarak kabul edilmis ve ekstraktte tespit edilen kannabinoidin miktar1 gdz Oniinde
bulundurularak %verim hesaplanmustir.

%Verim = (Ekstraktte tespit edilen kannabinoid (mg) / Hammaddede tespit edilen kannabinoid (mg)) x 100
** Atik kaybinin %olarak hesaplanmasinda ise ekstraksiyon iglemi sonrasinda elde edilen atik materyalde
(kiispe) kannabinoid analizleri gergeklestirilmis ve bulunan deger lizerinden %atik kaybi degeri ifade

edilmistir.

%Atik kayb1 = (Atikta tespit edilen kannabinoid (mg) / Hammaddede tespit edilen kannabinoid (mg)) x
100

***Sistemsel kaybin %olarak belirlenmesinde asagidaki esitlik kullanilmistir:

%Sistemsel kayip = %100 — (%Verim + %Atik kayb1)
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Sekil 4.21. SFE calismasi sonucu elde edilen ve incelenen hammadde, ekstrakt ve atik
maddelerde kannabinoid dagilimini gosteren grafik
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5. SONUCLAR

Tez kapsamindaki ¢alismalarin ilk asamasinda kannabinoidlerin analitik
standartlar1 kullanilarak HPLC cihazinda yOntem parametrelerinin en uygun hale
getirilmesi i¢in galismalar gergeklestirilmis ve sonucunda en uygun parametrelere gore
kullanilan yontem dogrulanmistir. Elde edilen bulgulara gore; arastirma kapsamindaki
tum kannabinoidlerin  0,10-250,00 mg/L arahiginda dogrusal olarak (r?=1,00)
tanimlanabildigi ve geri kazanim degerinin >%95 oldugu belirlenmistir. Tespit sinir1
LOD en diisik CBD icin 0,03 mg/L ve en yiksek CBCRA icin 0,33 mg/L arasinda
degistigi belirlenmistir. Tayin sinirinin ise CBD igin 0,10 mg/L ve i¢in CBCR igin 1,09
mg/L arasinda degistigi saptanmustir. Tekrarlanabilirlik ¢alismasinda %RSD degerinin
%0,56 ile %5,50 arasinda oldugu bulunmustur. Bununla birlikte yontemin segici, kesin
ve saglam oldugu ve belirlenen bu verilere dayanarak bu yéntemin 6rneklerden beklenen
konsantrasyon seviyeleri i¢in dogrusal, geri kazanim degerleri, tespit ve tespit limitleri
icin yeterli ve tekrarlanabilir oldugu ve analizleri yapmaya uygun oldugu sonucuna

varilmigtir.

Kullanilacak analitik yontemin dogrulanmasini ardindan kontrollii sartlar altinda
yetistirilen kenevir bitkilerinden 6rnekler alinarak kurutma, 6glitme ve eleme gibi 6n
hazirlik islemleri yapilmis ve daha sonra numunelerde bulunan asit formdaki
kannabinoidlerin  dekarboksile  edilerek  n6tr  formdaki  kannabinodilere
dontistiiriilebilmesi ¢alismalari yiriitilmistir. Bu ¢er¢evede Ornekler farkli sicaklik ve
stirelerde dekarboksilasyon islemi uygulanarak dekarboksile edilmis ve uygulanan
deneme plam1 verilerine dayanarak en uygun sicaklik ve siire kombinasyonu
belirlenmistir. Sonu¢ olarak dekarboksilasyon kosullarin1 optimize etmek (izere
gerceklestirlen caligmalarda en uygun sartlarin 142,50 °C ve 59,25 dakika olarak
belirlenmistir.

Orneklerdeki asit formdaki kannabinoidler optimum dekarboksilasyon normlarma
tabii tutularak notr kannabinodilere doniistiiriilmiis ve ardindan bu kannabinodilerin en
yuksek verimlilikte esktaksiyonu igin literatiirde 6n plana ¢ikan ekstraksiyon yontemleri
denenmistir. Bu ¢ergevede farkli parametrik degerlerde dinamik maserasyon, ultrason
destekli ekstraksiyon, zeytinyagi ekstraksiyonu ve siiperkritik akiskan CO- ekstraksiyonu
denemeleri yanit yiizey yontemi istatiksel deneme plani kullanilarak gergeklestirilmis ve
elde edilen veriler (zerinden en uygun parametrik deger kombinasyonlari
olusturulmustur.

Dinamik maserasiyon teknigin kosullarinin optimizasiyonu konusunda CBD’iin
en yuksek verimi metanol ve aseton ¢Ozucusl kullanilarak elde edilmistir. Bununla
birlikte etanoliin ise istatistiksel olarak metanol ve asetona gore daha diisiikk bir
¢oziiciiliige sahip olmasina ragmen CBD ekstraksiyonu tzerine etkili bir ¢oziicii oldugu
belirlenmistir. Sunulan ¢oziiciilerin etkinlikleri degerlendirildiginde en yiiksek etkiye
sahip oldugu belirlenen asetonun yiiksek maliyeti metanoliin ise toksik ozellikleri
nedenleri ile dezavantajlara sahip oldugu ve bunun karsiliginda CBD ekstraksiyonunda
etanoliin gerek maliyet gerekse non-toksik Ozelliklerinden dolayr uygun bir ¢oziicii
olabilecegi diisiiniilmiistiir. CBD ekstraksiyonunda etanol kullanilmasi durumunda en
uygun sartlar olarak 48, 81 sivi/kati orani1 49,34 °C’sicaklik ve 46,82 dakika ekstraksiyon
siiresi olarak belirlenmistir.
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Ultrason destekli ekstraksiyon galismalarinda ultrasonik banyo ve ultrasonik prob
olmak tzere iki farkli teknik etanol ¢oziiciisti kullanilarak denenmistir. Tekniklere ait her
bir parametre yanit yilizey yontemi kullanilarak en uygun hale getirilmistir. Bu ¢cegevede
ultrasonik banyo icin sicaklik ve siire degerleri sirasiyla 70,23 °C’ve 55,22 dakika olarak
ve ultrasonik prob denemesinde ise ultrasonik giig, sicaklik ve siire degerleri sirasiyla 750
waat, 70,23 °C’ve 220,91 saniye olarak belirlenmistir.

Zeytinyag1 ekstraksiyon denemelerinde ise yanit ylzey yontemine gére CBD
ekstraksiyonu i¢in en uygun sartlar zeytinyagi/ornek orani i¢in 9,74, sicaklik igin 150,45
°C ve ekstraksiyon siiresi degeri igin 12,72 dakika olarak tespit edilmistir. Bu teknikte
kimyasal ve ayrica kompleks ekipmanlar kullanilamamasi nedenleriyle uygun bir yéntem
oldugu sOylenebilmektedir.

SFE denemeleri kapsaminda fazla miktarda bitkisel materyal kullanilmasi
gerektigi igin literatiirde on plana ¢ikan ve cihazin kurulumu sirasinda yapilan 6n
denemelere gore 300 bar basing, 50 °C ekstraktor sicakligi ve 240 dakika ekstraksiyon
stiresi degeri uygulanmig ve elde edilen ekstraktte, ekstraksiyon sonucu atik materyalde
ve baslangi¢ materyalinde kannabinoid profili analizleri gergeklestirlmistir. Elde edilen
veriler yardimiyla ylzde verim, ylzde atik kaybi ve yiizde sistemsel kayip degerleri
hesaplanmistir.  Sonu¢ olarak sisteme konulan bitkisel materyalde bulunan
kannabinoidlerden CBD’iin %56,47 verimle ekstrakte edilebildigi ve bunun karsiliginda
atik materyalde tespit edilen CBD konsantrasyonuna istinaden %5,05 oraninda bir atik
kaybr oldugu ve %38,48 oraninda ise sistemsel bir kayip meydana geldigi sonucuna
vartlmistir. Sistemsel kaybin kaynagi olarak sistemi olusturan hatlarda kalan ekstrakt,
aciga ¢cikan CBD’iin tamaminin ekstrakte alinamayip buharlasan CO3 ile birlikte ortama
verilmesi gibi etmenlerin rol oyanayabilecegi disiiniilmektedir. SFE sisteminde elde
edilen ekstraksiyon sonucunda elde edilen 6ziitte yiiksek oranda kannabinoid bulunmasi,
ilave evaporasyon ve konsantre etme c¢alismalarina ihtiyag duyulmamasi, diger
yontemlere gore daha az veya neredeyse hig toksik kimyasal tiiketilmemesi ve daha fazla
doga dostu bir yontem olmasindan dolayr tercih edilen bir yoéntem olarak
oOnerilebilmektedir.

Kenevir bitkisinde bulunan kannabinoidlerin ekstraksiyonu kapsaminda
gerceklestirlen c¢alismalarda her bir ekstraksiyon yontemi icin farkli diizeylerde
kannabinoid igeren bitkisel materyaller kullanilmigtir. Bunun nedeni olarak herbir yontem
icin fazla miktarda bitkisel materyale ihtiya¢ duyulmasi ve dekarboksilasyon isleminin
kiiciik miktarlarda yapilabilmesi olarak gosterilebilir. Bu nedenle herbir ekstraksiyon
yontemi ayni1 materyal kullanilmas1 nedeni ile kendi i¢inde dogru sonuglar dogururken,
farkli yontemlerin birbirleriyle karsilagtirilmasi igin daha buyiik miktarlarda dekarboksile
edilmis materyale ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda tiretilen verilerin son zamanlarda popiiler hale gelen
ve Ozellikle tarim, eczacilik, gida ve kimya sektdlerinde kullanim alani giderek artan
kannabinoidlerin  bitkisel 0Orneklerdeki dizeylerinin ve en uygun ekstraksiyon
kosullarinin belirlenmesine yonelik akademik ve endiistriyel diizeydeki caligmalara
katkilar saglamasi beklenmektedir.
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