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1. GiRIS Tulay COBAN

1. GIRIS

Ucucu yaglar (esandlar); esas itibariyle terpenlerden olusmus karisimlardir.
Genellikle sivi olup, kuvvetli kokulu ve ugucu maddelerdir. Suda ¢oziinmez, organik
¢Ozlculerde kolaylikla ¢ozinurler. Ugucu yaglar ya bitkinin belirli organlarinda
(6rnegin; tag yaprak, yaprak, meyve, kabuk, meyve sapi, odunsu doku gibi) ya da
bitkinin tim organlarinda bulunabilir. Ayrica bazen organlarin belirli dokularinda da
bulunabilirler. Ugucu yaglar bitkilerin bulundugu familyalara gore salgi tlylinde,
salg1 ceplerinde, salgi kanallarinda ve salgi hiicrelerinde bulunmaktadir (Url 1)

Ucucu yaglar parfimeri ve kozmetik sanayinin 6nemli bir maddesidir. Ayni
zamanda sabun, deterjan, dis macunu Uretiminde 6nemli bir yer almaktadir. Ugucu
yaglar fizyolojik etkileri nedeniyle terapide kullamldig: gibi tatlar1 ve kokular1 giizel
oldugundan baharat olarakta kullamlmaktadir (Ceylan,1997). Butun bunlarin yaninda
ucucu yaglarin ilag endustrisindeki yeri gittikce artmaktadir; ¢linkli analjezik (agri
dindiren), antiseptik (mikroplarin Gremesini 6nleyen), antifungal (mantara karsi),
antiviral  (virislin  tesirini  6nleyen), bakterist (bakterilere karsi), sedatif
(sakinlestirici), stimulan (uyarici), antioksidan (serbest radikallerin olumsuz etkilerini
giderici) gibi etkileri vardir. Bu 0Ozellikler ugucu yag turtne gore degisiklik
gostermektedir; fakat hepsinin ortak yam genel olarak antibiyotik, dezenfekte edici,
bagisiklik sistemini guclendirici etkileridir (Url 2)

Tarkiye bitkisel cesitliligi yoninden oldukca dikkate deger ve zengin bir
floraya sahiptir. Bu zenginliklerin basinda; ¢ fitocografik bolgenin kesistigi bolgede
bulunmasi, Glney Avrupa ile Glney Bat1 Asya floralar1 arasinda kopri olmasi, pek
¢ok cins seksiyonun orijin ve farklilasim merkezlerinin Anadolu olusu, muhtemelen
ekolojik ve fitocografik faklhilasma ile ilgili olarak tur endemizminin yiksek olusu
gelmektedir (Url 1)

Ucucu yaglar yeryizinde bir ¢ok bitkide bulunmaktadir ve 100'den fazla
degisik madde icermektedir. Calismamizda ticari olarak ugucu yaglart en gok
kullanilan bitkilerden olan turuncgillerden ; portakal ve mandalinamn hem kabuklar1
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hem de yapraklari, son yillarda dinyada artan bir ilgiyle Uzerinde calisilan
siperkritik akigkanlar ekstraksiyon teknigi ile ugucu yag kompozisyonunun
belirlenmesi icin kullamldi. Amacimiz her bir bitkinin kabuk ve yapraklarindaki
ucucu yaglar: su buhar1 destilasiyonu ve sub-kritik su ile ekstrakste ederek drneklerin
bilesenlerini kiyaslamaktur.

1.1 Ugucu Yaglarin Ozellikleri

Genellikle oda sicakliginda sividirlar; ancak gul yagi, anason yagi gibi sivi
olmayan bazi ugucu yaglar da vardir;ayrica ugucudurlar ve buharlastiklarinda geride
herhangi bir kalint1 birakmazlar. Fiziksel 6zellikleri yoniinden ugucu yaglar birbirine
genellikle benzerler. Genel olarak kirilmaindeksleri yiksek ve lipofil ¢oziculerde iyi
¢ozuniirler. Ornegin petrol eteri, kloroform, benzol, eter, etanol iyi c¢oziicilerdir.
Ucucu yaglar genel olarak renksiz veya agik sar1 rengindedir; ancak bazi bitkilerde
kahverengi, yesil, mavi gibi renlerde de olabilir.

1.2.Ucgucu Yaglarin Simiflandiriimas

Ugucu yaglart degisik Ozelliklerine gore gruplara ayirmak mumkandur.
Bunlar kimyasal bilesimleri, aromatik 6zellikleri, farmakolojik ve terapik etkileri goz
Onlnde tutularak, terpenik maddeler, aromatik maddeler, diiz zincirli hidrokarbonlar,
azot ve kukurt tasiyan bilesikler olmak tzere dort grupta incelenebilir. Terpenlerin
oksitlenmesi ile meydana gelen oksijenli tirevlier ucucu yagin kendine 6zgu
kokusunu, tadin ve terapik Ozelliklerini verirler. Ugucu yaglarda asil 6nemli olan
bilesikler oksitlenmis turevlerdir (Ceylan,1997).
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1.2.1. Terpenler

Kimyasal anlamda terpenler, yapisi ¢esitli fakat belli sayida Sekil 1.1.’de
verildigi gibi izopren birimlerine sahip olan bir molekiller grubu olarak tammmlanir.
Izopren birimine gore; monoterpen, seskuiterpen, diterpen, ve triterpenler olarak dort
grup altinda toplanirlar. Bu tarum, temel molekiler iskelette izoprene sayilarina
dayanan terpenlerin rasyonel bir sekilde siniflandirilmasint saglar. Cizelge 1.1.'de

terpenlerin simiflandirilmast verilmistir.

CH;

N
H,C

CH,

lsoprene

Sekil 1.1. izopren molekull

C sayist 10 olanlar monoterpenlerdir. Bunlarda kendi arasinda etken maddelerine
gore 3 e ayrilir:
Asiklik monoterpenler: Osimen, sitral, sitronel, gerinol gibi maddeler.
Monosiklik monoterpenler:Terpinen, menton, kiiminal gibi maddeler.
Bisiklik monoterpenler: Sabinen, tujon, kamfen gibi maddeler.
Monoterpenlerden ayr1 karbon sayisi 15 olan seskuiterpenler; karbon sayisi 20 olan
diterpenler ve karbon sayisi 30 olan triterpenler de vardr.
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Cizelge 1.1. Terpenlerin siniflandiriimasi ve bazi monoterpen, seskuiterpen ve
triterpen molekdalleri.

Monoterpenler izopren sayisi: 2 C atomu sayisi: 10
CH,OH
Q 8\/ s~ CHO
| | | CH,OH
N |
Mirsen Limonen Nerol Geranol Sitral
o_, Ao
OH | CHO -~
Kampor

Mentol Sitronella a- Pinen
Seskuiterpenler izopren sayisi: 3 C atomu sayisi: 15

OH

) AOUNG G NRTe e
I |
CHZ0H Selinen Patgoulol (parfiim)
Farnesol Bisabolen Kadinen
X~ COOH
OH Absisik asit (fitohormon)

O
Triterpenler izopren sayisi: 6 C atomu sayisi: 30

J A A

X X X \/\/Y

Squalen =7 %7 Kolestrin (zar bileseni))
\H H

OH

OH OH

@B Eib
FYE . N T h
/@Q) - Ostradiol (hormon) xb - esteron (hormon)
H —H H

O

OH
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1.3. Ugucu Yaglarin Ekstraksiyonu

Farkli ekstraksiyon yontemleri kullanilarak bitkilerden ¢esitli ugucu yag elde
edilebilir. En yaygin yontemler buhar destilasyonu ile ¢dziici ekstraksiyonudur.
Kuru veya taze sebzelerden organik cozictler kullanilarak derisik ekstraktlar elde
edilebilir. En yaygin kullanilan ¢ozictu hekzandir. Hekzan sebzelerdeki biittin
lipofilik bilesikleri ¢ozebilecek dizeydedir. Bu iki yontemin dezavantaji dusik
verim, uzun ekstraksiyon zamani ve toksik ¢oziict kalintilaridir. Bu ylzden alternatif
ekstraksiyon yontemleri arastirmalart stiperkritik ve subkritik akiskan kosullar
altinda gergeklestirilen iki etkili yontemi gelistirmistir. Ugucu yag bilesenlerinin
yuksek basingli sivilar veya stperkritik sivilarla ekstraksiyonu (SKE) son yillarda,
Ozellikle gida, farmokoloji ve kozmetik endistrisinde ¢ok ilgi geken bir yontem

olmustur.
1.4. Superkritik Akiskan Nedir?

Bir madde icin kritik sicaklik; basin¢ ne olursa olsun o sicakligin Ustinde
maddenin sivi olarak bulunamayacagi sicakliktir. Maddenin kritik sicakligindaki
buhar basinci da “kritik basing”tir. Sekil 1.2'de su icin U¢lu diyagram verilmistir.
Sekilde gorulen kritik nokta da kritik sicaklik ve basincin kesistigi nokta olarak ifade
edilir. Stperkritik akiskan ise hem sicakligi hem de basinci kritik noktanin Gzerinde
olan maddeler icin kullamlan bir terimdir. Superkritik akiskanlarin yogunluklari,
vizkoziteleri ve diger 6zellikleri gaz ve sivi hallerindeki 6zellikleri arasinda yer alr.
Cizelge 2.1.'de slperkritik akiskan esktraksiyonunda yaygin olarak kulamlan bazi
bilesiklerin 6zellikleri verilmistir.
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Kritik nokta
218 F -

—_—

KATI

0,00608|- ---------

BASINC atm

0,0098 100 374
SICAKLIK°C ——>

Seil.1.2. Su icin tclu diyagram

Cizelge 1. 2. Yaygin olarak kullamlan bazi bilesiklerin fizikokimyasal 6zellikleri

Cozuci Sicaklik (Ty,K) Basing (Py,, atm) Hacim(Vy;, m3/kmol)
Argon 151 48 0,0749
Karbon dioksit 30,4 72,9 0,0943
Etan 305,5 44,2 0,1480
Etanol 516 63 0,1673
Hekzan 507,9 29,9 0,3677
Metanol 513,2 78,5 0,1180
Su 647,3 218 0,0568

1.5. Stperkritik Akiskan Ekstraksiyonu

Superkritik sivi ekstraksiyonu ile ¢oziicinin yogunlugu degistirilerek ¢cozme
guicll ve ¢ozmede segicilik gibi cok dnemli iki sonug ortaya gikmaktadir. Stperkritik
sivilar, bir sivimn yogunluguna ve ¢dzme gucline sahipken bir gaz gibi difiizyon
etkisine sahiptir. Bu 0zellikleri sayesinde kat1 matrikse kolayca girerek ¢bzme etkisi
gosterebilmektedir. Cozme giict akiskanmin yogunlugu ile artar. Y Uksek yogunluga
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sahip akiskanlar yiksek sicaklikta hazirlanabilir ve boylece organik bilesikleri
Oonemli olclide ¢ozer. Basincin dustrilmesiyle de akiskamn ¢oziinmus bilesenlerden
kolayca ayrilmasi saglanmus olur. Calisma sicakligi, diger klasik yontemlerden daha
dusuktir ve sicakliga hassas organik bilesiklerin bozulmadan kazanilmasi mumkin
olur. Bu yontemle cok yuksek kalitede yag elde etmek mumkundir; ayrica diger
yontemlerde karsilasilan bilesen kaybi, toksk c¢ozicllerin ekstrakta kalmasi gibi
Onemli sorunlarin da Oniine gegilmesine olanak saglamaktadir. Superkritik CO,
ekstraksiyonun yan sira, son yillarda “stiper 1sitilmis su” diye tammlanan sub-kritik
su ile (SbKS) ekstraksiyon da alternatif bir yontem olarak ileri slrilmeye
baglanmustir. SbKS ile ekstraksiyon, 100-374 °C arasinda bir sicaklikta ve akiskan
formu olusturmak Uzere segilmis bir basingta calisilarak gergeklestirilmektedir. Bu
yontemle ucucu bilesenlerin kaybi ve bozunmalarinin 6niine gecilebilmektedir.
Ayrica basit, ucuz ve cevre Kirliligi olusturmayan Ozellikleri de avantajlar
arasindadir. SbKS'yun ugucu yag ekstraksiyonunda c¢ozicti olarak kullanmlmas:
oldukca yeni ve gelecek vaat eden bir yontem olarak degerlendirilmektedir (Basile ve
ark.,1998). Ayrica hem geleneksel ekstraksiyon yontemleri hem de stiperkritik CO,
eksrtaksiyonu yontemlerine karsi gecerli ve anahtar rol oynayacak bir yontem olarak
da degerlendirilmektedir. Bunlarin yam sira ugucu olmayan yaglarin da ¢ozucu
ekstraksiyonu ile geri kazanilmasi mimkindir. Bu yontemle oleoresin diye anilan
bir aromatik recine elde edilir ve normal ucucu yaglardan daha konsantredir ve gida
endustrisinde ¢ok genis bir kullamm alan: vardir.

Calismamizda turuncgillere ait olan mandalina ve portakalin kabuk ve
yapraklarindan subuhar1 destilasyonu ve subkritik su ekstraksiyonu ile ugucu yaglari
elde edip, ugucu yag bilesenlerini ve kullamlan ekstraksiyon yontemlerini
kiyaslamay1 amagladik.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1.1. Stperkritik Karbondioksit (SKCO,) ile Yapilan Calismalar

Portakal kabuklarindaki ugucu yaglarin Superkritik CO; ile ekstrakte edildigi
bir calismada; 293-323 K sicaklik ve 8-28 Mpa basing araliklarinda calisarak,
kosullarin etkisi ve ugucu yaglarin yapisimt incelenmiglerdir. En fazla ugucu yag
verimini 12,5 Mpa ve 308 K den elde etmislerdir. Bu kosullarda ucucu yaglarin
%99,5'ten fazlasinin limonen oldugunu bulmuslardir. Linalol’ in maksimum elde
edilme kosullari 80 bar ve 35°C olarak belirlenmistir. Hizli ekstraksiyonun
gerceklesmesi icin partikil boyutunun 2 mm’den kicik olmasimin uygun oldugunu
saptamuglardir (Mirave ark., 1999).

Bergamont (citrus bergamia Risso) meyvesinin kabuklariyla birlikte
SKCO; ile ekstrakte edildigi bir arastirmada, ¢calisma kosullari, 8,000 kpa basing ve
40°C sicaklik; 9.000 kpa basing ve 50°C sicaklik; 10.000 kpa basing ve 60 °C
sicaklik olarak kullanilmistir. En iyi sonuglarin 9.000 kpa basinc ve 50 °C sicaklikta
elde edildigini gormuslerdir. Ayrica bitki bilesenlerinden biri olan bergaptene’ nin
¢OzUnUrligunin sicakliktan etkilendigini belirtmislerdir. Bunlarin yaninda bitkinin
kurulugunun  stiperkritik  karbondioksit ekstraksiyonuna olan  etkisini  de
incelemislerdir (Poiana ve ark., 1999).

Eucalpytus bitkisiyle hidrodestilaston ve Superkritik akiskan ekstraksiyon
kosullarinda calismiglardir. Superkritk sivi ekstraktinin daha yiksek antioksidant
aktivite gosterdigini belirlemislerdir (Fadel ve ark., 1999).

15 farkli mandalina ¢esidine ait kabuk ve yaprak olmak Uizere 58 mandalina
orneginin GS-GC/MS, NMR ile kimyasal bilesimleri arastirilmistir. Mandalina
kabugunda en fazla bulunan U¢ bilesenin limonen, gterpinen ve linal asetat;
mandalina yapraginda ise en fazla bulunan tg bilesenin sabinen, g-terpinen / linalol
ve metil N-Metil antranilat oldugunu belirlemislerdir (Lota ve ark., 2001).

Bir baska calismada; 4 farkl: limon kokulu bitkinin yapraklarinin su buhari
destilasyonunun ve slperkritik CO, ekstraksiyonunu calismiglardir. Kullanmilan
bitkiler; lemon balm, lemon eucalyptus, lemon gergamot ve lemongrass tir.
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Ekstraksiyon sirasinda g farkli basing (13,790; 27,580; 41,370 kpa) ve iki
farkli sicaklik (40 ve 60°C ) kullanilmustir. Her bitki icin uygun ekstraksiyon
kosullarinin  farkli oldugunu belirlemiglerdir ve CO, hacminin ekstraksiyon
Uzerindeki etkisini de incelemislerdir; fakat lemon eucalyptus bitkisi uygun cevap
vermediginden atlanmustir. Diger Ug bitki i¢in en uygun ekstraksiyon hacminin 200
ml ve yukarist oldugunu belirlemislerdir. Bu calismada ayrica partiktl boyutunun
ekstraksiyon verimi Uzerindeki etkisini incelenmislerdir. Partikil ylzey alamnin
arttirilmast  beklenildigi gibi ekstraksiyon drinini arttirmadigir aksine azalttigi
gorulmistur. Bu sonug ilgilenilen bilesiklerin asir1 ugucu olmasindan dolay: 6gitme
sirasinda atmosfere karigmis olabilecegine baglanmustir. Her bir bitki yapragindaki
ucucu yag bilesenlerini de saptamislardir. Bilesenler asagida belirtilmistir; Lemon
balm: sitronel, neral, karyoflen oksit; Lemon bergamont: timol, timol metilester ve a-
terpinen, Lemon eucalyptus: sitronel, neral, karyoflen, karyoflen oksit; Lemon grass:
neral, geranal ve karyoflen (Rozzi ve ark., 2001).

Limonun yapraktaki ve kabuktaki ucucu yaglarint ¢alismislardir. Clevenger
aleti kullamp hidrodestilasyon ekstraksiyonu sonucunda 35 bilesen belirlemislerdir.
Y apraktaki ugucu yag bilesenlerini; limonen, b-pinen ,mirsen, neral, geraniol,,neril
asetat ve b-karyoflen olarak belirlemislerdir. Kabuktaki ugucu yag bilesenlerni ise;
terpinen, b-pinen, mirsen, neral, geranial olarak bulmuslardir (Papadopoulou ve ark.,
2002).

Zataria Multiflora Boiss bitkisindeki ugucu yaglari buhar destilasyonu ve
superkritik CO, ile calismislardir. SKCOyE'da bu bitki igin en uygun kosullarin
basincin 30,4 Mpa, sicakligin 55°C, dinamik ekstraksiyon siresinin ise 20 dk
oldugunu bulmuglardir. Kosullarin degistirilmesiyle bilesen dagilimlarinin oldukga
degistigini belirlemislerdir. Ornegin SKCO,E' daki temel ugucu yaglarin; timol (%
14.2-67.6), -terpinen (%0.1-19.5) ve p-simen (%3.6-12.0 )oldugunu belirlemislerdir.
Hidrodestilasyon yontemiyle elde edilen ucgucu yaglarin temel bilesenleri ayni
olmasina ragmen % dagilimlarin farklilik gosterdigini saptamislardir. Bunlar; timol
(% 44.6), A-terpinen ( %21.5), p-simen (%13.7 )" dir (Yaman ve ark., 2003).
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Menth pulegium bitkisinden ugucu yaglarin elde edilmesinde stiperkritik CO,
ekstraksyonu ve su buhar1 destilasyonu yontemleri karsilastirilmustir. Stperkritik
CO:; ile bitkiye 9 farkli ¢calisma kosulu uygulamislardir En uygun sicakligin T=35 °C
basincin P=100 atm ve dinamik zamamin 10 dk olduguinu saptamislardir. Bu
kosullarda temel bilesenler pulegon (%50.0), menton (%30.3) olarak bulunmustur.
Clevenger aygitiyla yapilan su buhar1 destilasyonuda aym maddeler temel bilesen
olarak ekstrakte edilmekle birlikte oramin farkli oldugunu belirtmislerdir. Pulegon
(%37,8), menton (%20,3); ayrica limonen bileseni su buhar1 destilasiyonundaki
ekstraksyonunda kalint1 diizeyinde iken siperkritik CO, ekstraksyonunda % 14,6
olarak bulunmustur. Subuhar1 destilasiyonunda elde edilen bilesen sayisi 22 iken,
SKCO,'de 9 farkli yontemde 4-12 arasinda bilesen sayisi elde etmislerdir (Aghel ve
ark., 2004).

2.2. Subkritik Suile Yapilan Cahismalar

Defne yapraklariyla sub-kritik su, sub-kritik diklorometan ve hidrodestilasyon

yontemlerini ¢calismiglar ve iki sonuca varmislardir.

a) Ucucu yag miktasr1 SKSE’ da en fazladir.

b) SKSE’da oksitlenmis bilesikler subkritik diklorometan ekstraktina gére daha fazla
iken terpen bilesikleri daha azdir ( Fernandez ve ark., 2000).

Ayala ve ak. (2001). Defne yapraklarinin subkritik su ve su buhart
destilasyonu Uzerinde calismislardir. Sub-kritik su ekstraksiyonu yontemiyle elde
edilen ugucu yaglar icin en uygun sicakligin 125 °C ve basincin 2 Mpa oldugunu
belirtmiglerdir. Bunun yamnda SbKS ekstraksyonunun hidrodestilasiyon
ekstraksiyonun’dan daha hizli ve daha verimli oldugunu, SbKS ekstraksiyonunda
parametrelerin - degistirilmesiyle elde edilen drtnlerin  yonlendirilebilecegini
belirtmiglerdir.

Bu yontemler disinda saturegja rechinger jamzad bitkisinin gigeklerindeki
ucucu yaglart subuhari, hidrodestilasyon, buhar yontemi olmak Uzere U¢ farkli
destilasyon yontemiyle calismiglardir. Cigekler 2 devrede toplanmistir. Tomurcuk
halleri 1.evre iken, tam acrmus halleri 2. evredir. Cigek tomurcuklarindan 54 bileseni
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hidrodestilasyonla elde etmislerdir. Temel bilesenleri carvacrol (% 56.19), p- Ssmen
(% 14) ve a-thujone (%4.7) olarak belirlemislerdir. Olgunlasmis gigeklerden 3 farklt
ekstraksiyon yonteminden elde edilen ugucu yaglarin temel bileseninin carvecrol
oldugunu saptamuglardir. Carvacrol’in % dagilimi; hidrodestilasyon ( % 86.6 ),
subuhari ( % 89.3 ), buhar destilasyonu ( % 84 ) olarak belirlenmistir. Bu 3 yontem
kiyaslandiginda ugucu yag miktarinin en fazla hidrodegtilasyonla en az miktarin ise
buhar destilasyonuyla elde edildigini belirtmislerdir (Sefidkon ve ark., 2007).

Lavandula stoechas bitkisiyle yapilan diger bir calismada hidrodestilason,
subkritik su ekstraksiyonu ve ultrasonik banyo ekstraksiyon yontemleri
kullanilmigtir. Calisma sonunda asagidaki sonuglar: elde etmislerdir.

Subkriti su eksytaksiyonunda: 124 bilesen saptanmustir. Goreceli bolluklari
en fazla olan bilesenler; kamfor (% 29,64 ), fencon (% 26.93), sineol (% 4.38), 3-
karen-10-al ( % 3.16)

Hidrodestilasyonda: 94 bilesen saptanmustir. Goreceli bolluklar: en fazla olan
bilesenler; fencon (% 32.03), kamfor (% 14.71), metil asetat (% 11.70), 1,8-sineol
(%7.67)

Ultrasonik banyo ekstraksiyonunda; 65 bilesene rastlanmistir. Kamfor (%
41.09), fencon (% 34.23), metil asetat (% 4.97), 1,8-sineol (% 3.06)

Bu calismada monoterpen ve seskuiterpenlerin en fazla hidrodestilasyonda, agir
moleklllt oksijenli bilesillerin ise en fazla subkritik su ekstraksiyonunda elde
edilebildigi saptanmustir (Giray ve ark., 2008).

11
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2.3. Subuhari ile Yapilan Cahsmalar

Isparta ilinden toplanan yayla kekigile clevenger aygiti ile subuhari
destilasyon calismasi yapilmustir. Orkler tomurcuklama sonu,cgeklenme bas: devresi,
tam ciceklenme devresi, cieklenme sonu devresi ve tohum olgunlastirma devresi
olmak Uzere bes farkli donemde toplama yapilmistir. Calisma sonunda yayla
kekiginde yiksek ugucu yag verimi icin cigceklenme bas1 veya en geg tam gigeklenme
donemleri, yuksek ucucu yag kalitesi icin ise ciceklenme sonu beklenmelidir
sonucuna varmiglardir (Baydar ve ark. 2005).

12
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

CGalismada iki farkli turunggilin kabuk ve yapraklari kullanilmistir. Portakal
meyve kabugu (PK), portakal yapragi (PY), mandalina meyve kabugu (MK) ve
mandalina yaprag: (MY), Adana ilinin Seyhan bélgesinden toplanmistir. Orneklerin
toplanmasi ekim ayinda ve sabah 6.30-7.00 arasinda gerceklestirilmistir.

Ornekler yikamip oda sartlarinda kurutulmustur. Sub-kritik su ekstraksiyonu
icin her bir madde gerekli miktarda mikserde 6gutilmistir. Hazirlanan ornekler
kullanilincaya kadar derin dondurucuda saklanmustir.

3.1.2. Kimyasal Maddeler

Aseton (CH3COCHz)—Merck) Yikama islemlerinde kullanil mistur.

Diklorometan (CH2Cl,)«(Merck) MK , MY , PK ve PY orneklerinin subuhar1
destilasyonu ve sub-kritik su ekstraksiyonundan sonra ugucu yaglarin GC-MS
analizleri igin hazirlanmasinda kullamlmstir.

n-Hekzan (CH3(CH2)4CH3)<(Merck) Hazirlanan ugucu yaglar icin ¢ozicl
olarak kullanilmustir.

3.2. Metod

3.2.1. Subuhar Destilasyonu ile Ekstraksiyon

Clevenger aygit1 kullanilarak subuhar1 destilasyonu 3 saat gergeklestirilmistir.
Ortalama her bir deneyde 100 g drnek kullamlmustir. 3 saat sonunda toplanan
sutugucu yag karisimi diklorometan ile sivi-sivi ekstraksiyonu ile ayrilmistir. Ugucu
yag Uzerinde kalmis olabilecek suyun uzaklastiriimas: amaciyla 6rnege bir miktar
N&SO;, ilave edilmistir. En son da ¢oziicl basingl azot gazi altinda uzaklastirilip
ugucu yag miktar1 belirlenmistir.

13
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3.2.2. Sub-kritik Su Ekstraksiyonu
3.2.2.1. 100 °C Sicakhiktaki Ekstraksiyonu

2 g turuncgil 6rnegi, 100 °C de 60 bar basingta 30 dakika stireyle su ile statik
olarak ekstrakte edildikten sonra, ekstrakt renksiz oluncaya kadar (=~ 20 dakika )
dinamik ekstraksiyonla madde ayirma hunisine toplanmistir. Ekstrakt icindeki ugucu
yaglar 5 ml hekzan ile 3-4 kez ¢oziici ekstraksiyonu ile alinmistir. Cozlicl azot gazi
ile uzaklastirilip ugucu yag miktar: belirlenmistir.

3.2.2.2. 125 °C ve 150 °C Sicakhiklarindaki Ekstraksiyonu

2 g MY 6rnegi, 125 °C ve 150 °C de 60 bar basingta 30 dakika slireyle suyla
statik olarak ekstrakte edilmistir, her iki sicaklikta ekstrakt renksiz oluncaya kadar (=~
20 dakika) dinamik ekstraksiyonla madde ayirma hunisine toplanmistir. Ardindan
ekstrakt icindeki ucucu yaglar 5ml hekzan ile 3-4 kez ¢Oziicli ekstraksiyonu ile
alinmigtir. Coziicl azot gazi ile uzaklastirilip ugucu yag miktar: belirlenmistir.

3.2.2.3. Kinetik Calisma

PK’nun 100 °C de 60 bar basing altinda kinetik calismasi yapilmistir. Sistem
calistirildiktan 5 dakika sonra vana acilarak 5 dakika boyunca madde ayirma
hunisinde toplanmistir. Sistem tekrar baslatilarak 10. dakika 6rnegi baska bir ayirma
hunisinde toplanmistir. Y ukaridaki islemler sirastyla 15, 20 ve 25. dakika ornekleri
toplanana kadar tekrar edilmistir. Daha sonra ekstrakt icindeki ugucu yaglar 5ml
diklorometan kulanilarak 3-4 defa ¢oziicl ekstraksiyonu ile alinmustir.

3.2.2.4. GC-M S Analizleri

Ototrnekleme sistemli Finnigan-trace markali GS-MS cihazi kullanmilarak
kantitatif ve kalitatif islemler yorttalmuastdr. 1ul’lik 6rnek 50 split oraninda enjekte
edilmistir. Kromotografik ayirma islemlerinde Zebran ZB-5 marka kapiler kolon
kullanmlmistir. Analizde dakikada 1 ml akis hizi ile tasiyici gaz olarak helyum

14
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kullamlmgtir. Kolon sicaklhigi 3 dakikalik artiglarla 50 °C'den 240 °C'ye
proglanmustir. (Ornek miktart 2 mi'dir.) Enjeksiyon port sicakligi 250 °C'dir.
Uygulanan iyonlasma voltaji1 70 eV, kitle m/z araligi 41-400 am.u’dir. Ayrilmis
bilesenler GC-MS'teki uluslar arasi standartlar ve teknolojiye uygun olarak kitle
spektral kitUphane bilgisiyle eslestirilerek tanmmlanmistir; Kantitatif belirleme, pik-
alan integrasyonuna dayanilarak yapilmistur.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1 Mandalina ile Yapilan Calismalar

4.1.1. Mandalina Kabugunun Su Buhari Destilasyonu ve Subkritik Su ile
Ekstraksiyonu

Mandalina kabugundan hidrodestilasyon ve sub-kritik su ekstraksiyonu ile
elde edilen ugucu yaglarin GC kromatogramlar: sekil 4.1'de verilmistir. GC-MS
analiz sonuglar1 ise gizelge 4.1'de verilmistir. Cizelge hazirlamirken goreceli bollugu
%0.10'den az olanlara yer verilmemistir. Sekil 4.1. ve gizelge 4.1. incelendiginde,
her iki yontemle elde edilen ugucu yaglarin hem nitelik hem de nicelik olarak
birbirinden oldukca farkli oldugu gorilmektedir. GC/MS analiz sonuclarim gore;
mandalina kabugundan, su buhari1 destilasyonu ile 31 bilesenin geri kazamlmasi
mumktin olurken, sub-kritik su ile elde edilen ugucu yagda 33 bilesen belirlenmis ve
bu bilesenlerin tamam tammlanmustir.

Her iki ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ugucu yaglarda, temel bilesen,
goreceli bolluklar: farkli olmakla birlikte sirasiyla subkritik su ekstraksiyonu ve SBD
icin sirastyla %88.6 ve %71.9 limonen olarak belirlenmistir. Ancak limonen
disindaki bilesenlerinin farkli oldugu gorilmistir. Su buhar1 destilasiyonu ile elde
edilen ugucu yagin c¢cok onemli bir kismini olusturan limonen (%71.9) disinda
goreceli bolluklart %0.1 den blyik olan bilesenler icinde sadece f—mirsen (%1.6), a-
sinensal (%0.4), sabinen (%0.2) ve b-pinen (%0.1) olarak belirlenmistir. Sub-kritik
su ekstraksiyonu ile elde edilen ucucu yagda limonen disinda goreceli bolluklar
fazla olan bilesenler ise; linalol (%7.4), B-fencil alkol (%2.1), 1-fenil etanol (%2.3),
B-sinensal (%2.0) olarak bulunmustur. Limonen, bir baska calismada 15 farkl
mandalinanin yaprak ve kabuklarinin SBD ile elde edilen ugucu yaglarinda da en
fazla bulunan bilesen (%89.1-95.5) olarak belirlenmistir (Lota ve ark.,2001). Anilan
calismada, bizim calismamizda oldugu gibi, sabinen (0.3-4.0%) ve mirsen (1.4-
2.0%) goreceli bolluklar1 en fazla olan diger bilesenler olarak belirlenmistir. a-

Pinen, b-fellandren, b-pinen, (E)-b-osimen , D-3-karen ve -terpinen ise, iz -%0.6
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arinda belirlenmistir. Literattrde yer alan bir baska calismada 15 farkl: cinse ait 58
mandalina SKCO, ekstraksiyonu ile elde edilen ugucu yagda limonen en fazla
bulunan bilesen olarak belirlenmistir (Lota ve ark. 2001). Y ukarda belirtildigi gibi;
SbKSE yontemi ile elde edilen ugucu yaglarda bir monoterpen olan limonen ana
bilesen olmakla birlikte SOKSE yonteminin, ugucu yag kalitesi agisindan énemli olan
oksijenli bilesikleri ekstrakte etmek icin cok daha iyi bir yontem oldugu
anlagilmaktadir. SBD yontemi ile hazirlanan ugucu yagin %90.0’nun monoterpen
hidrokarbonlardan olustugu gorulurken, SbKSE ile monoterpenlerin (%74.5) yan
sira 6nemli miktarda (%12.5), ugucu yaglarin kalitesi agisindan ¢ok 6nemli olan
oksijenli bilesiklerin elde edildigi belirlenmistir. SbKSE ile hazirlanan mandalina
kabugu ucucu yaginda monoterpen oksijenli bilesiklerin yam sira, oktanal, dekanal
ve 1-fenil etanol gibi alifatik aldehit, alkol ve esterlere de rastlanmistir. Cizelge 4.1.
den de gorilecegi gibi SPKSE yontemi ile elde edilen ugucu yagin oksijenli
fraksiyonlarin yam sira a- ve b-siensal gibi oksijenli seskuiterpen bilesiklerinin
ekstraksiyonu iginde SbKSE yonteminin daha iyi oldugu gorulmektedir. SBD ile
hazirlanan ugucu yagin ise, goreceli miktar: %0.1'den az oldugu icin gizelge 4.1.'de
yer amayan a-humulen, d-kadinen, aromadendren, trans-karyofilen gibi
seskuiterpenleri icerdigi belirlenmistir.

TUm bu sonuglara dayanarak; SbKSE yonteminin, mandalina kabugundan
ucucu yag ekstraksiyonu isleminde, ucucu yag kalitesi agisindan ¢ok daha iyi
oldugunu sdylemek mumkinddr. Benzer sonuclar rezene ve kekik ile (Jimenez-
Carmona ve ark., 1999; Ozel ve ark.,2003) yapilan calismada da belirtilmistir; ayrica
bu sonucglar laboratuarimizda Lavandula stoechas bitkisi ile yapilan calisma
sonuclart ile de uyumludur (Giray ve ark.,2008).
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Cizelge 4.1. Mandalina kabugundan SBD ve SbKSE yontemleri ile elde edilen ugucu
yaglarin kimyasal kompozisyonu

Bilesik Goreceli Bolluk(%)
SBD SbKSE
Monoterpen hidrokarbonlar 90.0 74.5
B-pinen 0.1 0.3
Sabinen 0.2 0.4
b-mirsen 1.6 0.9
Limonen 88.6 71.9
Bisiklo(5,10)oktan,8-(1-metiletiliden ) - 1.0
Oksijenli monoterpenler 0.3 12.5
Linalol 0.2 7.4
Trans-p-mentha-2,8- dienol - 11
Cis-limonen oksit iz -
Cis-p-ment-2,8-diol - 0.2
Sitronella iz
4- terpinol 0.1 0.6
Terpendiol |l - iz
b-fengil alkol iz 2.1
8-hidroksi linalool - iz
p-menta-6,8-dien-2-on - 0.3
p-menta-1,8-dien-3 on - 0.8
Sekuiterpenler 0.4 24
a-sinensal iz 0.4
B-sinensal 0.4 2.0
Alifatik alkoller 2.8
1-fenil etanol - 2.3
(E)- 2-oktadeken-1-ol - 0.5
Alifatik aldehitler 0.1 0.3
Dekanal 0.1 -
oktanal iz 0.3
Esterler - 0.9
2-furan metanol tetrahidro, asetat - 0.6
Asetik asit siklohekziliden etil ester - 0.3

4.1.2. Mandalina Yapraginin Su Buhari Destilasyonu ve Subkritik Su ile
Ekstraksiyonu

Mandalinayapragimn 100°C de SbKSE ve SBD ile hazirlanan ugucu yaglarin
GC-MS analizi sirasinda elde edilen gaz kromatogramlar: sekil 4.2'de verilmistir.
GC-MS kromatogramlarinda belirlenen bilesenlerin kimyasal kompozisyonlar1 ise
gizelge 4.2.’de verilmistir. Cizelge hazirlanirken goreceli bolluklart %0.1 den az
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olanlara yer verilmemistir. Kiyaslama yapilmasi gereken durumlardaise bu miktarlar
“iz"olarak tanimlanmustir. GC-MS analizleri subkritik su ile elde edilen ugucu yagin
55, subuhar1 destilasyonu ile elde edilen ucucu yagin ise 37 bilesen icerdigini
gosermistir. Her iki ucucu yagda en fazla rastlanan bilesen; linalol olarak
belirlenmistir. SBD ile hazirlanan ugucu yag da linalol %21.8 olarak, subkritik su
ekstraktinda ise %20.3 olarak belirlenmistir. Bu iki ekstraksiyon yonteminde elde
edilen ucucu yaglarin bilesen sayilarimin yam siratemel bilesenlerin de oldukca farkli
oldugu goérulmusttr. Mandalina yapragindan subuhar1 destilasyonu ile elde edilen
ucucu yagda linalol’ den ayr1 goreceli bolluklar: fazla olan diger bilesenler; sabinen,
limonen, p-sinensal, f-pinen, a-sinensal, p—farnesen, A-3-karen, p-simen, cis-
ocimen, 4-terpinol’dir. SbKSE yontemi ile hazirlanan ucucu yagda bulunan diger
bilesenler ise; p-simen, B-terpinen, epoksi linalool, trans- ve cis-sabinen hidrat,
terpendiol 11, 3,7-oktadien-2,6-diol olarak belirlenmistir. Cizelge 4.2."den SBD ile
elde edilen ugucu yagin yaklasik olarak yarisim monoterpenlerin (%47.1)
olusturdugu gorilmektedir.

RT: 19.86 - 74.02

27.66 NL:
35.65 1.32E7
90— TIC MS
myhd

1005

80 26.22

30.35

.3

Relative Abundance
B wu
it

i

68.22

i

69.74

57.99
L 39.49 41A59 44A.55 4503 5130 5656 | | 61;64 654-04 . ][ 74.01

35.56 NL:
7.31E6

TIC MS
My100

5

2277 31.66
; A

£.8.3.85.8.5

29.19
42.26 4822

3.

32.93

bl

4148

A

35.89 4477

32.49 5058 5295 5696 5884 5100 gesn OO
:

72.91

i

12093 25.09

At I i n
L L L O s e I O O
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Time (min)

Sekil 4.2. Mandalina yapragimin SBD ve SbKSE yontemleri ile hazirlanan ugucu
yaglarinin gaz kromatogramlari
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Cizelge 4.2. Mandalina yapragindan SBD ve SbK SE ekstraksiyonu yontemleri ile
hazirlanan ugucu yaglarinin GC-MS analiz sonuclar

Monoterpen hidrokarbonlar  47.1 1.1
Fellandren Iz -
Sabinen 21.0 -
B-pinen 0.7

B — mirsen 1.0 -
A- 3- karen 4.0 -
Limonen 18.1

cis- osimen 1.8 -

B —terpinen 0.5 1.1
Oksijenli monoterpenler 25.1 39.0
3,7-dimetil-okta-1,7-dien-3,6- 0.6
diol

Bisiklo[3.1.0]hekzan-2-ol 0.5

Epoksi linalol-trans 0.3 2.3
Epoksi linalol-cis 0.6 24
Linalol 21.8 20.3
1,5,7-oktatrien-3-ol-3,7-dimetil - 1.1
Cis-sabinen hidrat - 1.2
Sitronella 0.6

4-terpinol 1.4
izopulegol - 1.0
Terpendiol Il - 10.2
Seskuiterpenler 13.9
trans-karyoflen 1.7

B —farnesen 2.2

Farnesol 04

Serden 0.3

Karyoflen oksit 0.8
a-sinensal 6.2
B-sinensal 2.3

Alifatik alkoller 0.1 10.8
2,3-dimetil-1-butanol - 0.7
(E)-5-metil-2-metilen-2- - 0.1
hekzen-1 ol

1-hekzanol - 0.5
1-btanol,2-etil - 0.3
Oktan,1- etoksi - 0.2
1,2-siklopentan-diol-trans - 0.1
1-Siklopenten-4-ol - 0.1
1,3-heptadecan-1-ol 0.1
3,7-oktadien-2,6-diol-2,6- iz 8.8
dimetil

Alifatik aldehit ve ketonlar 2.9 4.1
Metil 1zopropenil keton - 0.2
6-metil-5-hepten-3-on 25
2.,4,4-trimetil-okta-1-hekzen 0.3
p-simen 2.9 1.1
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Cizelge 4.2.(devami)Mandalina yapragindan SBD ve SbKSE ekstraksiyonu
yontemleri ile hazirlanan ugucu yaglarinin GC-MS analiz sonuglar

Esterler 0.3 0.2

4-hekzanoik asit,6-hidroksi-4- 0.2
metil-metil ester

10,13-oktadekanoik asit, metil 0.1
ester
Arakhidonik asit metil ester 0.2

4.1.3. MK veMY Ekstraktlarimin Kiyadanmas

Mandalina kabugunun ve Mandalina yapraginin SBD ile hazirlanan ugucu
yaglarinin GC-MS analizleri sonuclar: incelendiginde kabuk ve yapraktaki bilesen
sayilarinin MK icin 31, MY icinse 37 oldugu bulunmustur. Ayrica, her iki materyalin
temel bilesenlerinin de birbirinden farkli oldugu gorilmustar. Bir onceki bolimde
verildigi gibi; MK’min temel bileseni bir monoterpen olan limonen (%88.6) iken,
MY’'nin temel bileseni oksijenli monoterpenlerden olan linalol (%21.8) olarak
bulunmustur. MY’ dan her iki yontemle hazirlanan ugucu yaglarin temel bileseninin
bir oksijenli monoterpen bilesigi olmasi, mandalina yapraginin ugucu yaglarin
kalitesini  belirleyen  oksijenli  hidrokarbonlarca daha zengin  oldugunu
gostermektedir. 100°C de SbKSE ile MK ve MY’ ndan hazirlanan ugucu yaglarin
GC-MS analiz sonuclari, her iki ugucu yagin bilesen sayisi ve kimyasal kompozisyon
bakimindan oldukga farkli oldugunu gostermistir. Mandalina kabugunun bilesen
sayisi 33 iken mandalina yapragindan izole edilen bilesen sayist 55 olarak
bulunmustur. Bunun yaminda kabuk ve yapragin SbKSE ile elde edilen ugucu
yaglarinda goreceli olarak en ¢ok bulunan bilesen de farkli bulunmustur. MK’ nun
temel bileseni limonen (%71.9) iken, MY’ nin temel bileseni linalol (%20.3) olarak
belirlenmistir.

Sekil 4.3. de her iki materyalden, her iki ekstraksiyon yontemi ile belirlenen
terpen ve oksijenli bilesiklerin bir kiyaslanmasi verilmistir. Buradan, yapragin
kabuktan daha fazla oksijenli bilesikler icerdigi anlasilmaktadr.

Sekil 4.4. de ise her iki materyalden, SBD ve SbKSE ile 100°C elde edilen
ucucu yaglardaki limonen ve linalol miktarlarinin bir kiyaslanmas: verilmistir. Sekil
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4.4. incelendiginde SBD ile mandalina kabugundan, limonenin daha cok ekstrakte
edilebildigi anlasilmaktadir. Kabukta SbKSE' nun etkisi ile biraz daha fazla oksijenli
bilesiklerin elde edilebilecegi sekilden gorilmektedir. MY’ dan ise SbKSE ile hemen
hemen sadece linalol’ un ekstrakte edildigi anlasilmaktadir.

100R
=10
a1
TG
a0
203
403
30
2%

1%

MK-SBD Mk-Shis h-SED M -Shks

|lLimu:unen B Liralool |

Sekil 4.3. Her iki ekstraksiyon yontemi ile mandalina kabugu ve mandalina
yapragindan elde edilen terpen ve oksijenli bilesiklerin kiyaslanmasi.
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Sekil 4.4. Her iki ekstraksiyon yonteminin Mandalina kabugu ve mandalina
yapragindan limonen ve linalol ekstraksiyonu tizerindeki etkisi

4.2 Portakal ile Yapilan Calismalar

4.2.1. Portakal Kabugunun Su Buhari Destilasyonu ve Subkritik Su ile
Ekstraksiyonu

Portakaldan elde edilen ucucu yaglarin ¢ok genis bir kullanim alant olmasina
ragmen, portakal meyvesi ve kabugundan ugucu yaglarin ekstraksiyonuna iliskin ¢ok
az sayida calisma literatiirde yer almistir (Berna ve ark., 2000; Caccioni ve ark.,
1998). Alman farmakopilere gore portakal kabugunda ucucu yag miktar1 % 0.6-2.2
araliginda degismekle beraber %1 den az olmamalidir. Ayrica limonen % 90
civarinda olmalidir (Plant Drug Analysis). Az sayida ¢alisma yer almasimn nedeni,
muhtemelen geleneksel yontemlerin, her ne kadar segcimli bir ekstraksiyon
gerceklesmese de, ekonomik ve cabuk olmalarimin yeterli kabul edilmesidir.
Superkritik ekstraksiyon ise; bu yaglarin kotllesmesine neden olan terpen
fraksiyonlarin elimine edilmesini saglayan bir yontem olarak dikkat cekmektedir.
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Cizelge 4.3'de portakal kabugundan SBD ve SbKSE yontemleri ile
hazirlanan ugucu yaglarda GC-MS analizleri sonunda belirlenen bilesenler
verilmistir. Cizelgede bilesenler ZB5 kolondan ayrilma zamanlarina gore
sralanmislar ve degerlendirmeyi kolaylastirmak igin kimyasal simflama yapilarak
dizenlenmistir. Goreceli miktar1 %0.10'dan daha az olan bilesenlere yer
verilmemistir. GC-MS analiz sonuclar1 SBD ile elde edilen ugucu yagin 104, SbkSE
ile hazirlanan ugucu yagin ise 54 bilesen igerdigini gostermistir.

Cizelge 4.3 incelendiginde portakal kabugundan iki farkli yontemle elde
edilen ugucu yaglarin kantitatif ve kalitatif olarak birbirinden farkli oldugu
gorilmektedir. Ancak her iki yontemle elde edilen yaglardan portaka kabugunda
oksijenli bilesiklerin, monoterpen ve seskuiterpenlere kiyasla daha az oldugu
anlasilmaktadir. Bir dnemli fark ise, beklenilenin aksine SbKSE ile hazirlanan ugucu
yagin yarisindan fazlasi limonen iken (%69.7), SBD ile elde edilen yagda limonen
miktar: sadece % 4.2 olarak belirlenmistir. Bunun yan sira, gizelge 4.3 den, SbKSE
yontemi ile elde edilen ucucu yagda alifatik alkol ve aldehitlere daha fazla
rastlanmirken, SBD ile elde edilen yagda esterlerin fazla oldugu gortlmektedir. SBD
yontemi ile hazirlanan ugucu yagin temel bileseni b-elemen (%11.5) olarak
belirlenmistir. Bunun disinda goreceli bolluklar: en fazla olan bilesenler ise b-pinen
(20.7), sitronella (7.0), linalool (%6.6), B-sinensal (% 5.7), verbenon (%5.4), trans-
karyofilen (%4.1) ve sitronellol asetat (3.0) olarak belirlenmistir.

Subkritiksu ekstraksiyon yontemi ile hazirlanan ugucu yagda limonen disinda
belirlenen, goreceli bolluklar: en fazla olan diger bilesenler; linalol (%6.0), B-elemen
(%1.2), b- mirsen (%1.4), b-fengon (%1.4), sinensal (% 1.7), oktanal (%1.4) olarak
belirlenmistir.

Mira ve ark. (1999)'nin portakal kabuklarindan SKCO, kosullarinda
hazirladiklart ugucu yagin %99.5 limonen igerdigi belirlenmistir. Halbuki bizim
arastirmamizda limonen ana bilesen (%69.0) olmakla beraber bunun yam sira linalol
ve diger oksijenli bilesenlere oldukga 6nemli oranlarda rastlanmistir. Ancak bu
farkliliklar kullamlan ekstraksiyon yontemlerinin farkli olmasimin yamsira galisilan
orneklerin alindigi cografyalarin farkli olmasi ile de agiklanabilmektedir, ¢unki
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bitkilerin yetistigi toprak, hava, su kosullari, 6rnekleme zamanlari gibi parametreler

ucucu yag komposizyonlarinda farkliliklara neden olabilmektedir.
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Cizelge 4. 3. Portakal kabugundan su buhar1 destilasiyonu ve subkritik su
ekstraksiyon yontemleri ile hazirlanan ugucu yaglarinin kimyasal

komposizyonu

Bilesik Goreceli bolluk (% )
SBD SbKSE

Monoterpen Hidrokarbonlar 38.1 72.1
fellandren 0.2
a-pinen 0.7 0.3
Sabinen 0.3
B- pinen 10.7
Bisiklo(3.1.1)heptan,6,6-dimetil-2- 3.4
metilen
B —mirsen 2.5 1.4
A-3-karen 5.7
1-phellandrene 0.3
Bisikolo(4.1.10)hept-2-ene,3,7,7- 0.2 0.17
trimetil
Limonen 4.2 69.7
Cis-osimen 0.4
B-osimen 0.25
3-okten-5-yne-2,7-dimetil 5.7
Bisiklo(3.1.0)-hex-2-ene,2-metil,5- 1.4
(1-metil etil)
t-terpinen 1.4
p-mentha-1,4(8)-dien 0.3
B-terpinolene 1.0
Oksijenli Monoterpenler 26.0 14.0
Cis-sabinen hidrat 0.6
Fencgon
Linalol 6.6 5.9
Terpen-1-ol 0.2
Sitronella 6.9 0.6
Bisiklo(3.1.1)hept-3-en-2-0l,,4,6,6- 0.1
trimetil
4-terpinol 3.2 0.7
B-fensil alkol 0.6 1.7
(Z-E)farnesol c15h260 veya nerol 0.4
veya geranil vinil eter c12h200
bisiklo(5,10)oktan,8-(1-metil 2.5 0.4
Etiliden)
(2)-sitral 2.1 1.1
Geraniol 0.7 0.4
(E)-sitral 2.2 1.7
p-mentha-1,8-dien-3-one 2.2 0.3
p-mentha-1(7),8(10)dien-3-ol 0.2
p-ment-2-ene-1,4-diepoksi 0.3
Seskuiterpenler 25.2 3.2
B-elemene 115 1.2
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Cizel 4.3.(devami) Portakal kabugundan su buhar1 destilasiyonu ve subkritik su
ekstraksiyon yontemleri ile hazirlanan ugucu yaglarimn kimyasal
kompozisyonu

Trans —karyoflen 15 0.8
a-karyoflen 0.6
Eudesma-4(14),11-dien 1.0
Cedrene 0.3
Cis-z-a-bisabolene epoksi 0.3
2-siklopenten-1-one,4-hidroksi  3- 0.4
metil-2-(2-propenil)

B-sinensal 3.0 4.0
a-sinensal 1.1
Limonen-6-ol-pivalete 1.2
Digerleri 0.6 5.2
Metil 13 C oktadekatrieoate 0.2
2-dodecen-4-yne 0.8
Syringaldehyde 0.1 1.0
2,6,10-dodekatrien-1-ol 3,7,11- 0.2
trimetil

Siklohekzan-etenil-1-metil-2,4- 2.5
bis(1-metil etenil)

Safflower 0.5
a-selinen 0.4

Nootlatane 0.1
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Gareceli bolluk 5%
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Sekil 4.5. Her iki ekstraksiyon yontemi ile portakal kabugundan elde edilen terpen
ve oksijenli bilesiklerin kiyaslanmasi.

4.2.2. Portakal Yapraginin Su Buhar Destilasyonu ve Subkritik Su ile
Ekstraksiyonu

PY’min 100°C'de SbKSE ve SBD ile hazirlanan ucucu yaglarinin GC-MS
analizi sonucunda her iki yontemle elde edilen ucucu yaglarin bilesen sayilarinin
aym ve 71 oldugu gorulmistir. Bilesenlerin tamami tammlanabilmistir. GC-MS
analizi ile belirlenen bilesenlerin kimyasal kompozisyonlar: ise cizelge 4.4.de
verilmistir. Cizelge hazirlamrken goéreceli bolluklart %0.1 den daha az olanlara yer
verilmemistir. Kiyaslama yapilmasi gereken durumlarinda ise bu miktarlar “iz” olarak
tammlanmustir. Bu iki ekstraksiyon yonteminde bilesen sayisi ayni olmakla beraber,
SbKSE yontemi ile elde edilen yagin bilesenlerinin konsantrasyonlar1 daha fazladir.
Her iki yontemle elde edilen ugucu yaglarin ana bileseni limonen olarak
belirlenmistir (SBD ile %36.7 ve SbKSE ile %37.5). SbKSE yontemi ile hazirlanan
ucucu yagda linalol ikinci en bol bulunan bilesen olarak belirlenirken
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(%15.3) bunu 1-fenil etanol (%9.0), b-sinensal (%4.0), (E)-sitral (%3.1), (2)-stral
(2.3) sitronelle (%1.9) ve 4-terpineol (%2.8) takip etmistir. SBD ile elde edilen ugucu
yagda ise limonen’ den sonra goreceli bolluklar: fazla olan bilesenler; linalol (%9.2),
sabinen (%5.0), b- elemen (%4.4) b-mirsen (%4.1), 4-terpinol (%2.1), (E )-stral
(%3.0), (2)-stral (%3.0) olarak belirlenmistir. Bu sonuglar bir kez daha SbKSE
yontemi ile oksijenli monoterpen bilesiklerinin daha fazla geri kazanilabildigini
gogtermistir. Oysa SBD ile daha ¢cok monoterpenler geri kazamlmistir. Sekil 4.6."da
PY’dan SBD ve SbKSE yontemleri ile hazirlanmis ugucu yaglarin kimyasal dagilimi
verilmistir. Sekilden gorulecegi Uzere, portakal yapragimin monoterpen ve oksijenli
bilesenlerinin geri kazanilmasinda SbKSE yonteminin ¢ok daha etkin oldugu
anlasiimaktadir. Bunun yamnda temel bilesenlerinde oldukca farkli oldugu

gordlmistar.
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Cizelge 4.4. Portakal yapragindan SBD ve SbKSE yontemleri ile hazirlanan ugucu
yaglarimn kKimyasal kompozisyonu

Bilesik Gorecel bolluk(%)
SBD SbKSE
Monoterpenler 50.2 40.2
Sabinen 5.0 0.8
B-mirsen 4.1 0.6
B- osimen 2.0 0.2
cis-osimen iz
Di-limonen 36.7 37.5
Trans osimen 04
a-pinen 0.1
Oksijenli Terpenler 23.1 33.1
Epoxy-linalol cis iz
Linalol L 9.2 15.3
Bisiklo[3.1.1]hept-3-en-2-0l-(4,6,6- 0.4
trimetil)
Epoxy-linalol cis iz
Bisiklo[3.1.1]hept-3-en-2-0l-(4,6,6- 0.4
trimetil)
Kamfor 0.8
Sitronella 2.7 1.9
4-terpinol 21 2.8
1,5-oktadien-3,7-diol,3,7-dimetil 0.7
B-fencil alkol 2.2 21
(2)-sitral 2.7 2.3
(E)-citral 3.0 3.1
D-verbonene 0.3
p-ment-2-ene,1,4-epidioxy 0.1
Verbenone 0.6
Cis-2,6-dimetil-2,6-oktadien 1.0
(2)-a- farnesen 0.1 0.6
Loliolide 0.8
Limonen oksit Il 1.0
Aldehit ve Ketonlar 6.8 2.3
n-hekzanal 0.3
Oktanal 5.2 1.0
Dekanal 1.5
Syringaldehyde 0.1 1.0
Alkoller 10.0
1-fenil etanol 9.0
(E )-2-oktadeken-1-ol 0.6
Bisiklo(3.1.1)heptan,6,6-dimetil-2- 0.2
metilen
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Cizelge 4.4. (Devami) Portakal yapragindan SBD ve SbKSE yontemleri
ile hazirlanan ugucu yaglarinin kimyasal kompozisyonu

7-oksabisiklo(4,10)heptan, 1-metil- 0.2
4(2-methyloxiranyl

Ester ve Asitler 2.0 2.2
Sityronel asetat 1.2

Merylacetat 0.4
Nerolidyl asetat 0.3
3-hidroksi-4-methoksi mandelik 0.8
asit

Pentadisiklik asit 0.2
2,4,6-trimetil mandelik asit 0.2 0.5
Metil geraniat 0.1

Geranial asetat 0.5
Seskuiterpenler 10.0 8.6
B- elemene 4.4

Trans —karyoflen 15 0.8
a-karyoflen 0.6
Eudesma-4(14),11-dien 1.0
Cedrene 0.3
Cis-z-a-bisabolene epoksi 0.3
2-siklopenten-1-one,4-hidroksi  3- 0.4
metil-2-(2-propenil)

B-sinensal 3.0 4.0
a-sinensal 1.1
Limonen-6-ol-pivalete 1.2
Digerleri 0.6 5.2
Metil 13 C oktadekatrieoate 0.2
2-dodecen-4-yne 0.8
Syringaldehyde 0.1 1.0
2,6,10-dodekatrien-1-ol 3,7,11- 0.2
trimetil

Siklohekzan-etenil-1-metil-2,4- 2.5
bis(1-metil etenil)

Safflower 0.5
a-selinen 0.4

Nootlatane 0.1
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Sekil 4.6. Her iki ekstraksiyon yontemi ile Portakal yapragindan elde edilen
monoterpen, oksijenli bilesikler ve seskuiterpenlerin kiyaslanmasi.

4.2.3. PK ve PY Ekstraktlarinin Kiyasanmas

PK’nun ve PY’'nin SBD ile hazirlanan ucucu yaglarimin GC-MS analizleri
sonuclar: incelendiginde kabuk ve yapraktaki bilesen sayilart PK icin 104, PY icinse
71 oldugu bulunmustur; ayrica, her iki materyalin temel bilesenlerinin de birbirinden
farkli oldugu gorilmusttr. Bir 6nceki bolumde verildigi gibi; PK’nun temel bileseni
bir seskuiterpen olan b-elemen (%11.5) iken, PY’nin temel bileseni bir monoterpen
olan limonen (%36.3) olarak bulunmustur. PK’undan ve de PY’dan SBD ile
hazirlanan ucgucu yaglarin temel bileseninin oksijensiz hidrokarbonlar olmasi; bu
bitkinin turuncgillere ait bir baska bitki olan mandalinadan oldukc¢a farkli ugucu
bilesenlere sahip oldugunu gostermektedir.
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100°C de SbKSE ile PK ve PY’'ndan hazirlanan ugucu yaglarin GC-MS
analiz sonuglari, her iki ugucu yagin bilesen sayisi ve kimyasal kompozisyon
bakimindan oldukca farkl: oldugunu gostermistir. Portakal kabugunun bilesen sayisi
54 iken portakal yapragindan izole edilen bilesen sayist 71 olarak bulunmustur.
Bunun yaninda kabuk ve yapragin, SbKSE ile elde edilen ugucu yaglarinda en ¢ok
bulunan bilesen ayni olmakla beraber, géreceli bolluklar: farkli bulunmustur. PK’nun
temel bileseni limonen (%69.7) iken, PY'nin temel bileseni limonen (%37.5) olarak
belirlenmistir.

Sekil 4.7."de her iki materyalden, her iki ekstraksiyon yontemi ile belirlenen
terpen ve oksijenli bilesiklerin bir kiyaslanmasi verilmistir. Buradan, portakalin hem
yaprak hem de kabugunun oksijensiz hidrokarbonlarca zengin oldugu; 0Ozellikle
PK’nun 6nemli oranda seskuiterpenler icerdigi de anlasiimaktadir; ayrica 100°C ve
60 atm de yapilan Subkritik su ekstraksiyon kosullarinda, daha dnceki elde edilen
sonuclar dogrultusunda, tahminlerimizin aksine PK ve PY’dan oksijenli bilesenlerin
SBD ile elde edilenden daha az oldugu belirlenmistir.
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Goreceli Bolluk %

PK-SBD PY-SBD PK-SbKSE PY-SbKSE

‘l Monoterpenler 3 Oksijenli monoterpenler B Seskuiterpenler ‘

Sekil 4.7. Her iki ekstraksiyon yontemi ile Portaka kabugu ve Portakal
yapragindan elde edilen monoterpen oksijenli bilesikler ve
seskuiterpenlerin kiyaslanmasi.
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4.3. Sicakhgin ve Ekstraksiyon Siresinin Sub-Kritik Su Ekstraksiyonu Verimi
ve Uriin Kompozisyonu Uzerine Etkis

Superkritik akigkanlarla yapilan ekstraksiyon calismalarimin en  6nemli
ozelligi; calisma sicakligi ve basincinda yapilacak degisiklerle stiperkiritik akiskanin
fizikokimyasal 6zelliklerinde meydana gelen olagantsti degisikliklerdir. Stperkrtik
su ekstraksiyonu ile bitkilerden ucucu yag elde edilmesine iliskin literatiirde yer alan
calismalarin sayisi oldukca azdir. Ancak mevcut olan calismalardan, asiri 1sitilmis su
ile yapilan calismalarda elde edilen ucucu yagin Ozellikleri Uzerinde basingtan ¢ok
sicaklikta yapilan degisikliklerin etkili oldugu anlasiimaktacir (Ozel ve ark., 2003).
Bu nedenle biz de her iki bitkinin en ¢ok bilesen sayisina sahip olan kisimlar: olan
MY’ inda sicakligin ve PK orneginde ise statik ekstraksiyon slrelerinin ugucu yag
kompozisyonu Uzerine olan etkilerini de arastirdik.

4.3.1. MY’ nin Ugucu Yag K ompozisyonun Sicakhkla Degisimi

Sekil 4.8.de MY’ndan 100, 125 ve 150°C’de SbKSE ile hazirlanan ugucu
yaglarin GC kromatogramlar: verilmistir. Kromatogramlardan da gorulecegi gibi
sicakliga bagli olarak elde edilen ucucu yagin kimyasal kompozisyonu, kalitatif ve
kantitatif olarak farklidir. GC-MS analiz sonuclart 100°C’'de 66, 125°C'de 60 ve
150°C’ de 57 tane bilesenin ekstrakte edildigini gostermistir. Bu bilesenlerin hemen
hemen tamami tamumlanmistir. Cizelge 4.4.’de ise elde edilen ugucu yaglarda
belirlenen bilesenler icinde, ZB5 kolondan ayrilis sirasina gére dizenlenmis
sralamast verilmistir. Sicakligin artmasiyla beraber ekstrakte edilebilen bilesen
sayisi azalmakla birlikte, bazi bilesenlerin sadece 100°C de ekstrakte olurken bazi
bilesenlerin ise goreceli miktarlariin sicakligin artmasiyla arttigi gdzlenmistir.
Ozellikle ugucu yagin kalitesini belirleyen oksijenli monoterpen bilesiklerinin
goreceli miktarlar: sicakligin 100°C den 125°C ve 150°C artmasiyla 6nemli miktarda

artmistir ve sirasiyla %61.4; %78.2 ve %86.0 olarak bulunmustur. Ancak bunun yan
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sira sicakliga bagli olarak dizenli kantitatif degisikliler gbzlenememistir. Buna bagli
olarak, her Uc¢ sicaklikta elde edilen ugucu yagin temel bilesenleri birbirinden farkl
bulunmustur. 100°C de elde edilen ugucu yagin temel bileseni linalol (% 21.5);
125°C de 4-terpineol (%39.2) olarak belirlenirken 150°C’ de linalol (%39.9) en ¢ok
bulunan bilesen olarak belirlenmistir. Cizelge 4.5.den gorulecegi gibi dustik molekil
agirhgina sahip alkoller 100°C'de yapilan ekstraksiyonda daha fazla elde
edilebilmistir. Ote yandan seskuiterpenlerin ekstraksiyonun 100°C’ den daha yiiksek
sicakliklarda gergeklestigi tespit edilmistir.
Cizelge 4.5.de verilen sonuglar toparlandiginda, sicakligin bilesenler
Uzerindeki etkilerini asagidaki gibi degerlendirmek mumkundur. Buna gore;
i) bazi bilesenlerin ekstraksiyonunda sicakligin anlamli bir etkisi
gbzlenmemistir; mesela g-fencil akol
i) baz1 bilesenler sadece 100°C de ekstrakte edilmistir; mesela diusik
molekil agirlikli alifatik aldehit ve alkoller gibi
i) bazi bilesikler 100°C den daha yuksek sicakliklarda ekstrakte
olmuslardir; mesela 4-terpineol, geraniol, nerol ve b-sinensal gibi.
iv) Baz1 bilesenlerin ise konsantrasyonu sicaklikla birlikte artmustir;
meselalinalol, 1-fenil etanol
V) Baz1 bilesenlerin ise konsantrasyonu sicaklikla birlikte azalmustir;
mesela Terpendiol 11, 1,7-Oktadien-3-ol
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Sekil 4.8. Mandalina yapragindan 100, 125 ve 150 °C de SkSE ile hazirlanan ugucu
yaglarin GC kromatogramlar1.
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Cizelge 4.5. Mandalina Y apragindan 100, 125 ve 150 °C de SbKSE ile hazirlanan
ucucu yaglarinin kimyasal kompozisyonu. Bilesenler ZB5 kolondan

Goreceli Bolluk %

Bilegenler
100°C 125°C 150°C

Monoterpenler 0.4
limonen 0.3
B-pinen 0.1
Oksijenli monoterpenler 61.6 78.5 85.9
Epoxy linalol 4.6 0.2
Fenchone 0.4
Linalol L 215 30.4 39.9
1-terpineol 0.5
1-terpenol 0.7
1-oktyn-3-ol-4-etil 0.4
1- terpinol 0.5
1-terpineol veya 2-siklohexan-1-ol,1-metil-4-(1- 0.7
metil etil),cis
Kamfor 0.3
Isopulegol 1.0
2-1sopropylidine-5-methylhex-4-enal  ¢10h160 0.2 0.3
veya 2,6-dimetil-3,5,7-oktariene-2-ol, c10h160
4-terpinol 4.0
Epoksi linalol 0.3
4-terpineol 39.2 37.3
3,7-oktadien-2,6-diol,2,6-dimetil 8.8
B-fencil alkol 5.2 3.8 4.1
p-ment-1-en-3-ol,cis 0.1
7-oksabisiklo(4.1.10)heptan,1-metil-4-(2- 1.7
methyloxiranyl)
p-ment-1-en-3-ol,trans 0.2 0.4
Lilak alkol A 0.3
Nerol 0.9 0.6
1,7-oktadien-3-ol,2,6-dimetil 0.4 0.2 0.2
Geraniol 1.0 1.2
terpendiol Il 10.2 0.3 0.3
3,7-dimetil-okta-1,7-dien-3,6-diol 0.1
Lilak alkol 0.3
isoascaridole veya saflower 0.7
Siklohekzanol,2-(2-hidroksi-2-propil)-5-metil 0.2 0.1
Etil linalol 0.9 0.2
8-hidroksilinalol 0.5
2-dekan-2-ol 0.1
Keton,metil-2,2,3-trimetil siklopentil 0.1
Oxabicylo(4.10)heptane,methyl-4-(2- 0.3
methyloxiranyl)
Limonen oksit 2 0.2

0.5 0.5

Seskuiterpenler
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Cizelge 4.5. (devami)Mandalina Y apragindan 100, 125 ve 150 °C de SbKSE ile
hazirlanan ugucu yaglarinin kimyasal kompozisyonu. Bilesenler ZB5
kolondan ayrilis sirasina gore verilmistir.

a-sinensal 0.2 0.2
Limonen-6-ol-pivalete 0.3 0.3
Alifatik Alkoller 2.7 14 5.8
2,3-cimetil-1-butanol 0.7
(E)-5-metil-2-metilen-2-hekzen-1 ol 0.1
Octane,1- etoksi 0.2
1-hekzanol 0.5
1-bitanol,2-etil 0.3
1,2-siklopentan-diol-trans 0.1
1-Siklopenten-4-ol 0.1
3,7-dimetil-okta-1,7-dien-3,6-diol 0.6
1-fenil etanol 14 5.8
Siklohekzanol,3,3,5-trimetil 0.1
Benzen metanol,2,5-dimetoksi 0.1
Alifatik aldehit-ketonlar 4.3
Metil 1zopropenil keton 0.2
5-hepten-2-one,6-metil 2.5
6-etoksi-6-metil-2-siklohezanone 11
Oktanal-7-hidroksi-,3,7-dimetil 0.3
Izononelal 0.2
Esterler veasitler 0.3 0.3
4-hekzamoik asit,6-hidroksi-4-mtil ester 0.2
Palmitik asit 0.1
Lurik asit 0.2 0.1

40



4. BULGULAR VE TARTISMALAR Tulay COBAN

4.4. Statik Ekstraksiyon Siiresinin PK’nun Ugucu Y ag Bilesenleri Uzerine
Etkis

20 dk dan daha az siirelerde oksijenli bilesenler daha fazlaiken, siire uzayinca
limonen artmakta. Bu nedenle ideal siire 15-20 dk statik ekstraksiyon olmali. Sekil
4.9'da limonen, linalol ve 1-fenil etanol’ Un statik ekstraksiyon siiresine gore goreceli
bolluklar: verilmistir. Tabloda gérildigi gibi 20 dk’dan daha az siirelerde oksijenli

bilesenler daha fazla iken, stire uzayinca limonen artmaktadir. Bu nedenle ideal siire
15-20 dk. statik ekstraksiyon olmali.

goreceli bolluk %

./‘”\‘\./ﬂ\

0 5 10 15 20 25 30 35
zaman (dk)
‘—Q—Limonen —@— Linalool 1-fenil etanol ‘

Sekil.4.9. Limonen, linalol ve 1-fenil etanol’ tin statik ekstraksiyon siiresine gére
goreceli bolluklar1 verimi
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5.SONUCLAR ve ONERILER

Mandalina ve portakal kabuk ve yapraklarinin su buhar1 destilasyonu ve sub-
kritik su ile ekstraksiyonu ile elde edilen ucucu yaglarin bilesenleri GC-MS ile
belirlenmistir.

Mandalina kabugunun su buhar1 destilasyonu ile ekstraksiyonu sonucu elde
edilen ucucu yagda 30 bilesen belirlenirken sub-kritik su ekstraksiyonu ile 33 bilesen
belirlenmistir. Her iki ekstraksiyon sonucu temel bilesen goreceli bolluklar: farkli
olmasina ragmen (SBD,%88.0; SbKS,%71.9) limonen olarak belirlenmistir. SBD
yontemi ile elde edilen ugucu yagin %90.0'n1 monoterpen hidrokarbonlarindan
olustugu gozlenirken, SbKSE ile elde edilen ugucu yagin %74.5' G monoterpen, %
1251 ise ucucu yag kalitesi agisindan cok ©Onemli oksijenli bilesiklerden
olusmaktadir. Sonug olarak mandalina kabugunda, SbKSE yonteminin ugucu yag
kalitesi agisindan daha etkin oldugu gozlenmistir.

Mandalina yapraginin su buhar1 destilasyonu ile ekstraksiyonu sonucu elde
edilen ucucu yagda 37 bilesen belirlenirken sub-kritik su ekstraksiyonuyla 55 bilesen
belirlenmistir. Her iki ekstraksiyon sonucu temel bilesen goreceli bolluklar: farkli
olmasina ragmen(SBD %21.8; SbKS 9%20.3) linalol olarak belirlenmistir. SBD
yontemi ile elde edilen ugucu yagin yaklasik yarisim monoterpenler (%47.1)
olusturmustur.

Mandalina kabugu ve yapraginda ilk goze carpan farklilik temel bilesenlerde
gozlenmistir. iki ekstraksiyon yontemiyle belirlenen bilesenlerden oksijenli bilesik
icerigi yaprakta daha fazladir.

Portakal kabugunun su buhari destilasyonu ile ekstraksiyonu sonucu elde
edilen ucucu yagda 104 bilesen belirlenirken sub-kritik su ekstraksiyonuyla 54
bilesen belirlenmistir, ayrica oksijenli bilesenlerin, monoterpen ve seskuiterpenlere
gore daha az oldugu gdzlenmistir. SbKSE ile hazirlanan ugucu yagin %69.7 sini
limonen olustururken SBD’nunda %4.2 limonen ve temel bilesen ise %11.5 -5
elemen olarak belirlenmistir. SBD yontemiyle daha fazla sayida monoterpen.
bilesiklerine rastlanmustir
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Portakal yapraginda her iki yontemle de 71 bilesen belirlenmistir. Oksijenli
monoterpen bilesikler SBD yontemine gore SbKSE ile daha fazla geri kazanilmistir.
Y apilan galismada, iki farkl: turucgilden ugucu bilesenlerinin elde edilmesinde, sub-
kitik su ekstraksiyonu 6zellikle ugucu yag kalitesi agisindan énemli olan oksijenli
monoterpen bilesiklerinin secimli olarak ekstrakte edilmelerinde ve en yaygin
kullanmilan yontem olan su buhar1 destilasyondan ¢ok daha kisa stirede (50 dk: 30 dk
statik+20 dk dinamik) gerceklesebiliyor olmasi nedeniyle, bitkilerden ugucu yag
hazirlanmasinda, gevreci alternatif bir yontem olarak kolaylikla 6nerilebilir; ancak
100°C ve 60 atm de yapilan SbKSE kosullarinda, diger bitkilerle elde edilen
sonuglarin aksine PK ve PY’dan oksijenli bilesenler SBD ile elde edilenden daha az
olmustur. Bu nedenle, calismamizda ve literatiirde yer alan kisithi sayidaki calisma
sonuclarina dayanarak, oksijenli bilesenlerin daha fazla olabilecegi sub-kritik su

ekstraksiyonu ¢alisma kosullarimn arastirilmas: gereklidir.
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