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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

DEFNE (LAURUS NOBILiS) YAPRAGI YAGININ FRAKSiYONLU
EKSTRAKSIYONU VE DESTILASYONU ICIN ETKIN METODLAR
GELISTIRILMESI. EKSTRAKTLARIN GIDA KORUYUCU
OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI.

Hakan CELIK

Gaziosmanpasa Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali
Danigman: Prof. Dr. Osman CAKMAK

Bu c¢alismada, defne yapragi yaginin ¢ikarilmasi igin yeni metotlar gelistirildi. Defne
yapragi su c¢oziiciisii ortaminda farkli sicakliklarda fraksiyonlu ekstraksiyona tabi
tutuldu. Siire ve sicaklik yaninda ¢oziicii miktar1 ve tiirli degistirilerek ekstraksiyon
verimi ve sartlar1 belirlenmeye c¢alisildi. Ekstraktlarin katkisiz salgalar iizerinde
bozulmaya karsi koruyucu etkileri incelendi.

Defne yapragi yagmm 100 °C’nin iizerinde basing altinda ekstraksiyonlarmin
gerceklestirilmesi i¢in 0zel bir diizenek tasarlandi. Bu diizenek bir basingli su
ekstraksiyon sistemi olup 150 °C sicaklik ve 5 bar basing degerlerine kadar
ekstraksiyonu miimkiin kilmaktadir. Bu diizenek ayrica 100 °C den 150 °C ye kadar
yiiksek basing altinda fraksiyonlu destilasyona da (su buhari distilasyonu) imkan
vermektedir.

Defne yapragindan yag ekstraksiyonu hem normal sartlar altinda hem de yiiksek
basingta ve sicaklikta, iki ayr1 ortamda gergeklestirildi. 50 gram defne yaprag: iizerinden
yapilan deneyde; 25 °C (oda sartlar1) (1. Fraksiyon, 4 g; % 8), 25 °C -65 °C (2.
fraksiyon, 4.93 g, % 9), 65 °C -100 °C (3. fraksiyon, 0.795 g, % 1.5) ii¢ fraksiyon
toplandi. 100 gram defne yapraginin basingli ekstraksiyonu 25 °C-110 °C (1. fraksiyon,
19,6 g; %20) ve 110 -125 °C (2. Fraksiyon, 2.26 gram %2.3) ve 125-150 °C, (3.
fraksiyon, 2.32 gram % 2.3) araliklarinda olmak iizere ii¢ fraksiyon toplandi.

Normal ugucu yag destilasyonu ile ucucu yag elde edildikten sonra (25-100 °C 1.
fraksiyon), yiiksek basing ekstraksiyon sisteminde 25-120 °C’de (2. Fraksiyon) ve 120-
145 °C’de (3. fraksiyon) ugucu yag destilatlari elde edildi. Her ti¢ fraksiyon triinlerinin

GC-Mass incelemesi yapildi. Uriin incelemeleri her ti¢ fraksiyonda da tiriin dagilimini
ve oranlarini oldukca farkli gosterdi.



Calismanin ikinci boliimiinde, suyu uzaklastirilmis ekstraklar, koruyucu ve kimyasal
madde katilmamis sal¢ga numunelerine (Olca Salga fabrikasi, Niksar) kiitlece % 0.2, 0.3,
0.4, 0.5, 0.6, 0.7 ve 0.8 oranlarinda tatbik edildi. En etkili koruma % 0.5 orani
kullanildiginda elde edilmektedir. Bu sonuglara gore, oda sicakliginda ve 65 °C de elde
edilen ekstraklarda gida koruma 6zellikleri goriilmezken, 100 °C ve iizeri esktraklarin
etkili koruma giicli goriilmektedir. Numunenin, petri kabinda havaya ve 1s1ga maruz
ortamda 39 giin boyunca bozulmadan kaldigi goriilmektedir. Bu siire zarfinda
numunede renk, tat ve goriintii de herhangi bir degisiklik gozlenmemektedir. Bu
sonuglara gore, numunelerin sadece antibakteriyel ve antifungal degil, ayn1 zamanda
antioksidan etki gosterdigi, 1sik ortaminda oksitlenmeye karst bozulmayr oOnledigi
anlasilmaktadir.

Yiiksek sicaklik ektraksiyonu, gida koruyucu ozelligindeki molekiillerin daha g¢ok
miktarda eckstrakta geg¢mesini saglamaktadir. Ekstraktaki bozulmayi Onleyici
molekiillerin daha biiyiik ve polar yapida oldugu anlasilmistir.

Yiiksek sicaklikta (150 °C) su ile elde edilen defne esktrakti metanol ile tekrar ekstrakte
edildi. Bu ekstraktan ayrilan ve nispeten saf oldugu gozlenen materyal yiiksek oranda
nem g¢ekme Ozelligi gostermektedir. Bu materyal ortamda ki nemden etkilenerek
kendiliginden kati halden sivi hale ge¢mektedir. Bu doniisiim esnasinda materyalin
karakteristik kirmizi rengi kaybolmaktadir.

2010, 65 sayfa
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ABSTRACT

Master Thesis

DEVELOPMENT OF EFFICIENT METHODS FOR FRACTIONAL
EXTRACTION AND DESTILATION OF DAPHNE LEAVES OIL.
INVESTIGATION OF FOOD CONSERVATION EFFECT OF THE EXTRACTS

Hakan CELIK
Gaziosmanpasa University
Graduate School of Natural and Applied Sciences Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Osman CAKMAK

In this study, new methods were developed in extraction of daphne leaves oil. At
different temperatures daphne leaves in water were treated with fractional extraction.
Extraction yield and conditions were tried to determined changing of time, temperature
also solvent amount and solvent type. Protective effect of these extracts on tomato paste
againts spoilage were examined.

A special system was designed for performing of extractions of daphne leaves at above
100°C and under pressure. This designed extraction system enable to extraction up to
5 bar pressure and at150°C. Furthermore, the system allows for fractional destillations
from 100 °C t0150 °C under high pressure in the same way.

The extraction of daphne leaves was performed with two different conditions, both in
standart and at high temperature under high pressure conditions. In the experiment, 50 g
of daphne leaves was used and three fractions were obtained: At 25°C (first fraction, 4
g; 8%), between 25°C-65°C (second fraction, 4.93 g; 9%) and between 65°C-100°C
(third fraction, 0.795 g; 1.5%). Three fractions, (First fraction between 25°C-110°C,
20.5 g 20.5%; second fraction between110°C-125°C, 2.26 g; 2.3% and third fraction
between 125°C-150°C, 2.32 g, 2.3%) were obtained from the high pressure extraction
with 100 g daphne leaves. Food conversation properties and effect time of protecting
were determined with applying the fractions to tomato paste.

Essential oil was obtained with normal essential oil destillation system (first fraction at
25-100 °C). Then, essential oil destilates were obtained with high pressure extraction
system at 25°C-120°C (second fraction) and 120°C-145°C (third fraction). GC-Mass
studies of the three fractions were carried out. The GC-Mass studies showed that
product distribution of each three fractions were different.

In the second part of the study, dry exctracts were applied to additive-free tomato paste
in the rates of 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7 and 0.8% (Olca Salga in Niksar). The most
effective results were obtained in the case of 0.5%. According to these results, In the
extracts obtained at room temperature didn’t show any preservation effect. Wherus



the materials extracted above 65 °C had conservation effect. It was seen that the
samples didn’t spoil in petri cape at air and light media in 39 days.

According to this results, the samples not only showed antibacterial, antifungal but also
antioxidant effects and prevented their corruption against light. During this time, change
of color, taste, and appearance of samples weren’t observed.

High temperature extraction under pressure has provided much more amount of
molecules which have the characteristic of food preservation go to extract. It was seen
that the responsible molecules in the extracts for food preservation are bigger and polar
ones.

Daphnia extract obtained with water at high temperature (150° C) were reextracted
with methanol. Almost an pure material was isolated, which has the ability of high
moisture absorption. These material dissolved spontaneously with humidity in media,
changing its colour.

2010, 66 pages

Keywords: Daphne leaves, extraction, high pressure solvent extraction, food

conservation.



TESEKKUR

Yaptigim bu caligmada gerek deneysel ¢alismalarin planlanmasinda olsun ve gerekse
calismalar boyunca gerekli bilgi, fikir ve literatiir temini konusunda her tiirlii destegi
saglayan, tez yaziminda siirekli yardimlarmi gordiigiim degerli hocam sayin Prof. Dr.

Osman CAKMAK’a,

Defne yaprag: materyali temininde bize yarimei olan Ozdrog Ucucu Yag isletmesinin
(Hatay Dértyol) sahibi ilker Ozdemir’e. Katkisiz sal¢a temini i¢in Olca Salca Fabrikasi

(Tokat-Niksar) genel miidiirii Kimya Miihendisi Hiiseyin Esen’e,

Defne yapragi konusunda tecriibelerini ve bilgilerini bizimle paylagan Kahramanmaras
Siitgii imam Universitesi Orman Miihendisligi boliimii 6gretim iiyesi Prof. Dr. Hakki

ALMA’ ya,

Yiiksek lisans ¢alismalarim esnasinda bana destek olan Ars. Gor. Dr. Kiymet AKAR ve
Ars. Gor. Alper BICER’e, ekstraktlarin ve ugucu yaglarin analiz ve olciimlerinde
yardime1 olan Uzman Hiiseyin AKSIT’e, Gaziosmanpasa Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltes1 Kimya Boliimiiniin diger elemanlarina, beni bu duruma getiren, hayatim

boyunca maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen aileme,

Saygi ve siikranlarimi1 sunmay1 bir borg bilirim.

Hakan CELIK
Arahk,2010



ICINDEKILER

Sayfa

OZET ittt i
ABSTRACT ...ttt ettt ettt ettt s te s e e bt e st e st e Rt et e eee Rt e beeReen e e teeneenaenReeneeneeereenreas iii
TESEKKIUR ...ttt ettt sttt sttt st sttt sttt et et et et et ea s s e s e s e s s et s et en et et es e Y
(00 1D 21 15 25 2 TP Vi
SIMGE ve KISALTMALAR DIZINI......cocoviiiiiiiminiiiinisessisnssissssisee s iX
SEKILLER DIZINI. ..ottt sttt es st X
CIZELGELER (TABLOLAR) DIZINT ....cooviiiiiiiiicecce et Xi
2. LITERATUR OZETLERI ........oooiiiiiiiiiiiiess s 3
2.1. Gida Katkt Maddeleri........ccocueiiiiiiiiiiieeiiesiee sttt sttt st nne e 3
2.1.1. Katki Maddelerinin Smiflandirtlmast ........c.oocvviiiiiieiioniniin e 3
2.1.2. Yonetmelige Gore Sayilarla Gida Katki Maddeleri..........occoooeiiiiiiinienicniiccee 4
2.2. Laurus noDilis Linn (DETNE) ..o 6
2.2.1. Defne Ekstraktlarmin Sitotoksik Etkilerinin Incelenmesi:..........c.cccoovvrvererivevericerenennns 7
2.2.2. Defne Bitkisin Ugucu Yaginin Antifungal ve Antibakteriyel Etkileri:..............ccccoeneee. 7
2.3.Tezin AMACI V& ONEIMI ......cucvviviiieecceee ettt sa ettt en e ae s 9
3. MATERYAL Ve YONTEM..........cccooviiiieieteieeeeieieeeeses s s ess et sessesass s 10
3.1, Kullanilan Materyaller .........coecviiiiieiiiieie ettt nnesne s 10
3.1.1. Arag Ve MalZEMEIET ......veivieiiie ittt st nrae s 10
3.1.2. Basigli Ekstraksiyon SiStemi........cccccviiieeriiieiinine e 10
3.1.3. Basinglh Coziicii Ekstraksiyonu (BSE).......ccooioiiiiiiiiiiieee e 11
3.1.4. Destilasyon (DamItima) : .......cooceeorerieiiininienieseee e sre e sre s 12
3.1.5. Destilasyonda yiiksek s1cakligin etkiSi..........coovveiririeiininieiiiece e 13
3.1.6. Diizenegin Tasarlanmmast .........cccovieereriieenineeesese e 14
3.L7.TeKNIiK CINAZIAT.........coieiiiii s 18
3.2. Uygun Ekstraksiyon Sartlarinin Belirlenmesi ve Optimum Ekstrakt Verimi ...................... 19
4. BULGULAR ...ttt sttt e st e te e e s be e s e e besneestesteeeesteeseentenneas 20
4.1. 65 °C de Ekstraksiyon Yolu ile Kuru Madde - C6ziicii Oraninin Belirlenmesi .................. 20
4.1.1. Kuru madde / Coziicli Oraninin Belirlenmesi: ..........coccooiieiiiiiiiiiiiienecec e 20

Vi



4.1.2. Sicakligin Defne Yapragi Ekstrakt Verimine EtKisi ......cccccovvvviiiiniiiinineee 22

4.1.3. Organik Coziicii ile Ekstraksiyon (COZc SECIMI) ...cvcvvvrverceerirceeiieeieieeeieseee s 23
4.1.5. Partikiil BUyTKITST ...vooveveieiiiiii s 25
4.1.6. Ekstraksiyon Siiresinin Verime EtKisi .......cc.ccooiiiiiniiiiesece e 25
4.2. Basingli Sicak Su EKStrakSiyOonU.......cccoicieiiiiiiiiiiieie et 26
4.2.1.Tip B Ekstraksiyon Sisteminin Tasarimi ve Calisma Prensibi..........ccccoceniiniiiiiinennne. 26
4.2.2. Basingh Ekstraksiyon Sisteminin GUvenlik Testi........c.ccooeririniiininiiniieenecenees 28
4.2.4. 150 °C sicaklik ve 5 bar da Basingl1 Sicak Su Ekstraksiyonu ..........cccoccoeenviinieninne 29
4.2.5. Ekstraktlarin Bozunma Siirelerinin Degerlendirilmesi ..........ccccvvviieenicnieninieiee, 30
4.2.7. Yiiksek Sicaklikta ve Basingta EKStrakSiyon ..........cccocveiieiiiiiiiiiiiience e 31
4.2.8.25°C -110 °C Sicaklig1 Araliginda EKStrakSiyon..........ccoccevvrieeiineeinninieneseeee e 32
4.2.10. 110 °C -125 °C Sicaklikta EKStraksiyon: ........cccevouiiirieiieiiiniisiieieesiee e 35
4.2.11. 125 °C -150 °C Sicaklik Araliginda EKStraksiyon .........cccccvevvriiiniieneenee e 35
4.3. Normal Ekstraksiyon Yontemi ile Ekstraksiyon (Oda Kosullarinda) ............c.cccooeviennenne. 35
4.3.1. 25 °C de EKStraKSIYOMN ...c.ceiuiiieeriiiiieie sttt s 35
4.3.2.25 °C — 65 °C Sicaklik Araliginda EKstrakSiyon .........c.ccoceviveeiiinieiinineneneee e 35
4.3.3. 65 °C -100 °C Sicaklik Araliginda EKStrakSiyon ...........ccoccevvieeiineeiinineneneee e 35
4.3.4.25 °C -100 °C sicaklik Araliginda EKStrakSiyon..........ccccevervreeiineeienineeneseesee e 35
4.4, Destilasyon UTHNIETT .........ccvvuivevieieeiiresiscseseeses ettt 36
4.4.1. 25°C -120 °C deki DeStilasyon ........cocueeeiiirieiiiiinieni s 36
4.4.2. 120 °C ve 145 °C’de Destilasyon ..........ccecerieiiiiniieniiniesee s ees 36
4.4.3. 100 °C Kaynama Noktasinda Basit Destilasyon ............ccocceviiveiinininincnensc e 37
4.5. Ekstraktlarin Gida Koruyuct OZelligi ........ccovvreveiireiierireiiieieieee e, 41
4.5.1. Salga Uzerinde DENemMEIET ...........c.cvoveueveverireeceeieeieseeeeete e es s st es st ses s 41
4.5.2. Yiiksek Sicaklik Ekstraktlarinin Gida Koruyucu OzelliKIeri ..........c.occvevieirriererirrcnnnnne, 44
4.5.3. BUIGUIATIN OZEti .v.vvivviiiveiicie ettt 44
5. TARTISMA Ve SONUGQ ......ocoiiiiiiiiiiiiee et 47
KAYNAKLAR .ttt bbb bbbt bbb bt n e 49
ERLER ... et 51

vii



Ek 1. Tim salcalar kiiflendiginde resimleri (43. GUN).....c.cocvvriveeiienienee e 51

Ek 1. Defne ekstrakti ile muamele edilen salgalarin 43. giindeki resimleri. .........ccccvevevenennne 55
Ek 2.100 °C Elde Edilen Destilatin Kimyasal KOMpPOZiSyonu ...........cccevvverieiieniienienieniennns 56
Ek 3. 120 °C Elde Edilen Destilatin Kimyasal Kompozisyonu............cccccvuvvivenineninniecicnenneas 60
Ek 4. 120 °C -145 °C Elde Edilen Destilatin Kimyasal KOmpoziSyonu............cccceeverereeniennns 63
OZGECMIS .ottt et en ettt n sttt et s s st sesans 66

viii



SIMGE ve KISALTMALAR DIiZINi

Simgeler
ul

Hg

MPa

€

Ppm

Kisaltmalar
GMP

QS

EC

NOAEL

ADI
BSE
NMR
K.N

Aciklama
Litrenin milyonda biri
Gramin milyonda biri
Bir basing birimi
Dielektirk sabiti

Milyonda bir kistm (Nmr spekturumu i¢in 6l¢ii birimi)

Aciklama

Good manufacturing processes (lyi iiretim islemleri)
Quantum satis (Maksimum doz belirtilmemistir)

Avrupa Birligi

No Observed Adverse Effect Level

(Denekler i¢in hi¢bir olumsuz etkinin goriilmedigi diizey)
Acceptable Daily Intake (Giinliik alinabilinecek miktar)
Basingli Coziicii Ekstraksiyonu

Niikleer Manyetik Rezonans

Kaynama Noktas1



SEKILLER DiZINi

Sayfa
Sekil 3. 1. Basit Destilasyon SISTEMI ......eevveiieiieriiiiieiee e 13
Sekil 3. 2. Sabinanhidratasetat’da meydana gelen termal degradasyon (Rowe, 1989)............... 13
Sekil 3. 3. Basingli Ekstraksiyon DUZENEG ......ccverveiiiiiiieiieiie it 14
Sekil 3. 4. Basingli ekstraksiyon diizenegi farkli agilardan resimleri ...........ccoooevieiiieieenicninns 16
Sekil 3. 5. Kullanilan teknik cThazlar..........coooiiiiiiiiiiiiii e 19
Sekil 4. 1. Kuru madde \ ¢6ziicii oranin degisimi ile ekstraksiyon miktarinin artist.................21
Sekil 4. 2. Tip A ve Tip B ekstraksiyon SiStemleri ..........cocveiviririieniniiie e 26
Sekil 4. 3. Yapilan basingli ekstraksiyon SIStEIMI .........eervereeierireeriesesie e e 27
Sekil 4. 4. Yapilan giivenlik testinde basingli ekstraksiyon sisteminde sicaklik 150 °C’ye ve
basing 5 bara kadar gIKIIMAKLAAIT ......ccuviiiiiiiiie i 28
Sekil 4. 5. 150°C Defne Ekstraktlars (SUII)........ooivveiiiiiiiieiiic e 29
Sekil 4. 6. Sulu ekstraklarda, oda kosullarinda olugan kiif-gOKelti ..........ccevvveiiiiiiiiiniiiiininns 31
Sekil 4. 7. Nem ¢ekici materyalin iKi Nali..........cccccoooviiiiiiiiiiiii e 32
Sekil 4. 8. Defne sulu ekstraktindan metanol fazina gegebilen nem cekici materyalin 1H-NMR
Spektrumu (D20, 400 IMHZ) ......ocuoiiieieieese e 33
Sekil 4. 9. Defne sulu ekstraktindan metanol fazina gegebilen nem ¢ekici materyalin 13C-NMR
spektrumu (D20, 100 IMHZ) .....ocvoiiieie ettt st sre et be e sresraerenre s 34
Sekil 4. 11. 120 °C elde edilen destilatin Ge-MS SPEKETUMU .......ovvviiiiiiiiiciccie e 38
Sekil 4. 10. 100 °C elde edilen destilatin Ge-MS SPEKITUMU ........ccviiiiirierieieieieese e 38
Sekil 4. 12. 120 °C — 145 °C elde edilen destilatin Ge-Ms SPeKtrumu ........cccovvvvenviiicicnens 39

Sekil 4. 13. Elde edilen yiiksek sicaklik destilatlarinin Ge-Ms spektrumlari. En {istte yer alan
spektrum 100 oC (Kesim A); 2. spektrum 120 oC (Kesim B); en alttaki spektrum 120-145
oC sicakliklardaki (Kesim C) ugucu yaglara tekabiil etmektedir............ccovvvviiiiiinienninninnnns 39
Sekil 4. 14. Salcalara defne ekstrakt: tatbikinden 43 giin sonraki durumlari. Numunelerin her
biri farkli goriintiiler olusturmaktadir............coooiiiiiiiiiie e 43


file:///C:/Documents%20and%20Settings/king/Desktop/hakan%20tez%202010%20master/tez%20birleştirilmiş%20SON.docx%23_Toc279695688

CIZELGELER (TABLOLAR) DiZiNi

Sayfa
Tablo 2. 1. Katki Maddeleri ........cceviiiiiiiiiiiiie ettt bbb e s 3
Tablo 2. 2. Laurus nobilis ugucu yaginin antimikrobiyal aktiviteleri ...........cccoveriiniiniiiiienenne 8
Tablo 4. 1. Defne Yapraginin 65 °C Sicaklikta Su ile Ekstraksiyonu.................c.oooveinen, 20
Tablo 4. 2. Defne Yapraginin 65 °C de Ileri Ekstraksiyonu..................ccooovueiiieiinneinnn.. 21
Tablo 4. 3. Tablo 4.1. ve Tablo 4.2.’de yer alan deneylerin birlestirilmis sonuglart .................. 22
Tablo 4. 4. Defne yapragi posalarinin 100 °C ileri ekstrakSiyonu ..........ccoovrverinenieiiesienenneas 22
Tablo 4. 5. Defne posalarinin organik ¢oziiciiler ile ekstraksiyonu ..........cccoceveeiiiiiieninniinninens 23
Tablo 4. 6. Tanecik boyutunun ekstrakiyona etkisi ...........c.ccoceieiiiiiiiniecies e 25
Tablo 4. 7. Ekstraksiyon Verimine Stirenin EtKiSi.........ccccoviiiiiiiiiiiiiicic e 25
Tablo 4. 8. BSE ile elde edilen ekstraktin ¢Ozintrliik teStIeri .........ccevvvvviiiiiiiiiiiisee e 30
Tablo 4. 9. Yiiksek sicaklik destilatlarinin Gc-Mass spektrumlarindaki bazi temel pikler ve
N oy 1380 00 1 A PP TRR 40
Tablo 4. 10. Elde edilen ektraktlar ve salga numunelerine tatbiki ............ccoveeviiiiiiieniinniennns 41
Tablo 4. 11. Kiiflenme siireleri ve petri kaplart numaralari ...........ccccvvveieeniiieeninenenecenees 42
Tablo 4. 12. Yiisek Sicaklilk Uriinlerinin Salcada Gida Koruyucu EtKisi........c.ccccervververennnne. 44

Xi



1.GIRIS

Gidalarin bozulmasini dnlemek icin gidalara hastalik yapicit mikro organizmalara karsi
koruyucu maddeler katilmaktadir. Mikroplarin gida ortaminda hayatiyetini devam
ettirmesi bir veya daha fazla faktére bagli olmaktadir (Horace, 1982). Mikroplarin
gidalarda gelisimi, gidalara uygun maddeler katilarak (zayif organik asitler, hidrojen

peroksitler, selatlar, organik biyomolekiiller) kontrol altina alinabilmektedir. Giiglii

antimikrobiyal etkiye sahip bitki ekstraklart gida koruyucu olarak kullanilabilir.

Kimyasal antimikrobiyal koruyucularin kontrolsiiz kullanimi klasik antimikrobiyal
maddelere gore ¢ok daha dayanikli mikroplarin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. Bu
yiizden, mikroplarin canliligini kontrol etmek gittik¢e zorlasmaktadir. Son 50 yildir
kimyasal antimikrobiyallerin artan kullanim1 ekolojik dengenin bozulmasina ve

patojenik mikroplarin ¢ok daha dayanikli hale gelmesine yol agmistir (Levy, 1997).

Bir yandan gidalarin bozulmadan kalmasi ve uzun 6miirlii olmas i¢in kimyasal ve gida
katki maddeleri katilirken, diger yandan da bunlarin sagliga olumsuz ciddi etkilerinden
dolay1 baska ¢oziimler aranmaktadir. Bedin ve arkadaglarinin (1999) ¢alismalar1 ve daha
bir¢ok caligma bu katki maddelerinin insanlar i¢in zehirli olabilecegini gostermektedir.
Gidalarin hem raf Omriiniin uzun olmasint hem de gidalardan gegen hastaliklarin
riskinin az olmasi i¢in alternatif careler aranmaktadir. Konunun 6nemini kavrayan
iilkeler, kimyasal koruyucular yerine dogal koruyuculara yonelmektedir. Bu amacla
ciddi baski mekanizmalar1 olusturmaktadirlar. Bu baskilar sonucunda, dogal gida
koruyucu teknolojilerinde gelistirilmesi yoOniinde arastirmalarda ciddi artiglar

gbzlenmektedir.

Tim bu ger¢ekler yeni dogal antimikrobiyal ajanlarin kesfedilmesine olan ilgiyi
artirmustir (Sagdig ve ark, 2003). Lanciotti ve ark. (2004) antimikrobiyal 6zellikli dogal
riinlerin gida korumasma da bakteriyel ve mantar biiylimeyi Onlemede -etkili

olabilecegine dikkat ¢ekmektedir.

Bitkilerce sentezlenen kompleks yapili bir ¢ok molekiil antimikrobiyal 6zelliktedirler.
Antimikrobiyal Ozellikler sergileyen sekonder metabolitler arasinda alkoloidler,
flavonoidler, izoflavonoidler, taninler, kumarinler, glikozidler, terpenler, fenolik

bilesikler sayabiliriz (Simoes ve ark., 1999).



Bitki 6ziitlerinde bulunan molekiillerin antimikrobiyal, antioksidan, antifungal 6zellikler
sergilemesi bunlarin gida koruyucu olarak kullanilabilecegi fikrini her gegen giin

giiclendirmekte ve dogal gida koruyuculara olan ilgi artmaktadir.

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda tibbi aromatik bitkilerle baharatlarin maya, mantar
ve bakterilerin gelisimini engelledigini gostermektedir (Shelef, 1983). Baharatlarin
antimikrobiyal aktiviteleri g¢esitlilik gostermekte, baharat ve bitkinin tiirline, test besi

yerine ve mikroorganizmalarin tiiriine bagli olarak degismektedir (Giese, 1994).



2.LITERATUR OZETLERI

2.1. Gida Katki Maddeleri

Tek basma gida olarak tiiketilmeyen veya gida ham veya yardimci maddesi olarak
kullanilmayan, tek basina besleyici degeri olan veya olmayan, segilen teknoloji geregi
kullanilan iglem veya imalat sirasinda kalint1 ve tiirevleri mamul maddede bulunabilen,
gidanin iretilmesi, tasnifi, islenmesi, hazirlanmasi, ambalajlanmasi, tasinmasi,
depolanmasi sirasinda gida maddesinin koku, tat, goriiniis, yap1 ve diger niteliklerini
korumak, diizeltmek veya istenmeyen degisikliklere engel olmak amaciyla

kullanilmasina izin verilen maddelerdir (Boyacioglu, 2003).

Gida katki maddelerini tanimlamak ve herhangi bir karisgikliga yol agmamak igin
kullanilan Avrupa Birligi’nin (EC) simgesi olarak E harfi ve {i¢ rakamli sayidan ibaret
kodlardir. Avrupa Birligi tarafindan her katki maddesi igin belirlenir. Dogal veya
sentetik olsun gida maddelerinde kullanilan ve katki maddesi olarak tanimlanan tiim

kimyasallar bu kodlama sisteminin igindedir (Boyacioglu, 2003).

2.1.1. Katki Maddelerinin Siniflandirilmasi

Tablo 2. 1. Katki Maddeleri

1.Koruyucular 9.Stabilizerler 17. Asitligi 24 Jellestiriciler
Diizenleyiciler

2.Antioksidanlar 10.Emiilgatorler 18.Aroma Arttiricilar 25.Kabarticilar

3.Renklendiriciler 11.Metal Baglayicilar 19.Emiilsifiye Edici 26.K1vam Arttiricilar
tuzlar

4.Tatlandiricilar 12.Tastyic1 Solventler 20.Hacim Arttiricilar 27.Kopiik olusturucular

5. Asitler 13.Keklesmeyi 21.1tici gazlar 28.Kopiiklenmeyi

Onleyiciler onleyiciler

6.Tastyicilar 14 .Modifiye Nisastalar 22.Nem tutucular 29.Paketleme Gazlari

7.Parlaticilar 15.Sertlestiriciler 23.Stabilizorler 30.Tastyicilar

8.Topaklanmay1 16.Un Islem Maddeleri

Onleyiciler

Baz1 katki maddelerinin kullanim miktar1 insan sagligi {izerinde olumsuz etki
olusturabilecegi i¢in siirlandirilmistir. Katki maddelerinin bazilar1 ise kullanim miktari

tespiti yiiksek teknoloji gerektirdigi i¢in miktar (Good Manufacturing Processes=GMP)



olarak tanimlanmaktadir. Boyle katki maddelerinin ambalajlarindaki maksimum
kullanim miktar1 bolimiinde (maksimum doz) QUANTUM SATIS (herhangi bir
maksimum seviyenin belirtilmedigini gosterir) ifadesi yer alir. Bununla beraber; bir
katki maddesi 6zgiin bir gida maddesinde QS maksimum miktari ile izin verilirken ayni
katk1 maddesi farkli bir gidada miktar1 sinirlandirilmis olabilir. Ornek; alfatokoferol
(E307) rafine zeytinyaginda maksimum 200 mg/l maksimum dozuna sahip iken,
emiilsifiye edilmemis hayvansal ve bitkisel kat1 ve sivi yaglarda QS diizeyinde izin

verilir. (Boyacioglu, 2003).

2.1.2. Yonetmelige Gore Sayilarla Gida Katki Maddeleri

Cok fonksiyonlu gida katki maddeleri, koruyucular, tatlandiricilar, antioksidanlar,
renklendiriciler, tatlandiricilar ve tasiyici solventler toplamda 400°e yaklasan sayidadir.
Bunlarin ¢esitli gida maddelerinde maksimum dozlar1 QS diizeyde %17-20 oranindadir.
Ayrica gida aroma maddeleri sinifinda; yapay aroma maddeleri yaklasik 400 ve dogala

6zdes aroma maddeleri ise yaklasik 1800 adettir.

Bir maddenin gida katki maddesi olarak kullanilabilmesi i¢in Oncelikle toksisitesi
belirlenmelidir. Bir katki maddesinin toksisitesi; kanser, dogum kusurlari, sinir sistemi
ya da diger organlar ilizerinde olumsuz etkileri laboratuar hayvanlari iizerinde deneylerle
arastiritlir.  Bu c¢alismalar; kisa (akut) ve uzun (kronik) stireli testleri icerir. Yapilan
testler ¢cok ¢esitli olup, fetus testlerini, norotoksisiste testlerini, en az iki jenerasyon
takip edilerek yapilan testleri de igerir. Kanser hari¢ uzun siireli etkiler i¢in laboratuar
hayvanlar1 higbir olumsuz etkinin goriilmedigi (NOAEL :No Observed Adverse Effect
Level) diizeyini tayin etmek i¢in test hayvanlar1 farkli dozlara maruz birakilir. Bu diizey
giivenlik faktorii ile (100) garpilarak giinliik alinabilecek miktar (ADI=Acceptable Daily
Intake) belirlenir. Eger insan iizerinde bir veri mevcut degilse, ayrica bireylerin
duyarhilik farkliliklarini dikkate alacak x10 faktorii de kullanilabilir (toplam faktor
1000). ADI degeri bir bireyin viicut agirlig1 esas alinarak tiim yasami boyunca bir saglik

riski olmaksizin tiikketebilecegi katki maddesi miktarinin tahminidir.

Herhangi bir kimyasal maddenin saglik iizerine olumsuz etkisi direkt olarak kullanilan

miktara baghdir. Ornegin bir kimyasalin bireyde olusturacagi olumsuz etki doz ile



birlikte artar. Ancak kanser yapicilar i¢in teorik olarak tek bir molekiiliin timdor

olusturabilecegi dikkate alindiginda dozun artisinin bu olasilig1 da artiracagi dogaldir.

Bununla beraber ADI degerlerinin asilmasi durumunda mutlaka olumsuz saglik etkileri
cikacak anlaminda degildir. Zira bu degerin hesaplanmasinda kullanilan belirsizlik
faktorleri oldukga genistir (100-1000). Baz1 katkilar i¢in ADI degeri tanimlanmamastir,
¢linkii higbir olumsuz etki s6z konusu degildir (Boyacioglu, 2003).

WHO ve FAO’nun ortak komitesi Joint Expert Committee in Food Additives and
Contaminants (JECFA) maksimum kullanma diizeylerine karar verir, tiim toksikolojik
calismalar1 degerlendirir, ADI degerlerinin giivenli olup olmadigini inceler. Boylece,
gida katkilarmin iiriinde bulunabilecegi miktarlar belirlenir. Ulkemizde ise Avrupa
Birligi standartlar1 esas alinarak mevzuatimiz uyarlanmaktadir. Tiirkiye’de bu tiir
toksikolojik calismalar pek ¢ok diger iilkede oldugu gibi yapilmamakta olup, kullanma
miktarlar ve liriinlerin tanimlari i¢in uluslar arasi standartlar uygulanmaktadir. Tarim ve
K&y Isleri Bakanligi’na ait Katki ve Kontaminant Laboratuarlarinda gesitli sikliklarda

tirtinlerin katki maddeleri icerikleri incelenmektedir. (Boyacioglu, 2003).

Ulkemizde katki maddeleri iiretilmemekte ve ithal edilmektedir. Bu nedenle ithalatci
firmalar bu irilinleri lilkemize getirirken gerekli analizleri yaptirtmak zorundadir ve

iretici sertifikalarini da beraberinde sunmak durumundadir. (Boyacioglu, 2003).

GMP, bir katki maddesinin istenen teknolojik etkiyi olusturacak iyi tiretim kosullar

altinda gerekli miktardir. Genel olarak quantum satis (QS) miktarinda kullanilirlar.

Gida katki maddelerinin olumsuz etkileri duyarlilik veya intolerans olarak adlandirilir.
Aslinda bu olumsuz reaksiyonlar, protein olmayan yapilar1 da icerdigi ve bir antijen
antikor reaksiyonu olmadigi i¢in tipik gida alerjisi (yumurta, balik, yer fistig1 gibi)
reaksiyonlarindan farklidir.  Ornegin asttm ve bas agris1 sikayetleri bilinmeyen
mekanizmalardan &tiirli olabilecegi gibi psikomatik kaynakli da olabilir (Boyacioglu,

2003)



2.2. Laurus nobilis Linn (Defne)

Laurus nobilis, yorede defne olarak isimlendirilir. 10 m kadar boylanabilen, herdem
yesil, sar1 ¢igekli, dioik bir aga¢ olan Laurus nobilis’in kurutulan yapraklari baharat
olarak kullanilir. Yapraklar 5-10 cm uzunlukta ve 2-5 cm genislikte, derimsi, sert,
kenarlar1 dalgali ve kisa saplidir. Sarmmsi yesil renkli, 6zel kokulu ve baharati
lezzetlidir. Terletici, antiseptik ve midevi etkilere sahiptir (Baytop, 1984). Defnenin
yapraklarinda bitkiye 6zel kokusunu veren esansiyel yaglar ve %50 oraninda cineol
bulunur. Ayrica eigenol ve B ve a pinenler, phellandren, linalool, geraniol, asetil

eigenol, metil eugenol ile terpineol ihtiva etmektedir (Baytop, 1991; Laurel, 1998.).

Defne ile ilgili yapilan ¢alismalar genellikle ugucu yaglar, ugucu yaglarin
antimikrobiyal 6zellikleri ve ekstraktlardan molekiil izolasyonu iizerine yogunlasildig:

goriilmektedir. Fakat endiistiriyel 6neme sahip ¢alismalara pek fazla rastlanmaktadir.

Baharat olarak tiiketilen Laurus nobilis linn ve Zingiber officinale roscoe bitki ugucu
Yaglarinin  Antimikrobiyal ~Aktiviteleri ve Antibiyotiklere In-Vitro Etkilerinin
Belirlenmesi adli ¢alismalarinda Toroglu ve ark. (2006) ticari olarak mevcut ve halk
arasinda baharat olarak tiiketilen Laurus nobilis Linn (Defne) ve Zingiber officinale
Roscoe (Zencefil) ugucu yaglarinin antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri in-vitro
olarak disk difiizyon metoduna gore bir dizi ¢alismalar yapmiglardir. Bu ¢aligmalarda su
bakteriler iizerine tes ¢aligmalar1 yapilmistir: Micrococcus luteus LA 2971, Bacillus
megaterium NRS, Bacillus brevis FMC 3, Enterococcus faecalis ATCC 15753,
Pseudomonas pyocyaneus DC 127, Mycobacterium smegmatis CCM 2067, Escherichia
coli DM, Aeromonas hydrophila ATCC 7966, Yersinia enterocolitica AU 19,
Staphylococcus aureus Cowan 1, Streptococcus faecalis DC 74, bakterileri ile

Saccharomyces cerevisiae WET 136 ve Kluvyeromyces fragilis DC 98.

Ayrica bu bitki ugucu yaglarinin Gentamicin (10pg), Cephalothin (30pg), Ceftriaxone
(10pg) antibiyotiklerle beraber kullanildiginda meydana gelen etkileri in-vitro olarak

arastirilmastir.



Calisma sonucunda bitki ugucu yaglarmin adi gecen test mikroorganizmalari tizerine
farkli degerde antibakteriyel ve antifungal aktivitelere sahip oldugu tespit edilmistir.
Ayrica denenen test bakterileri lizerine bitki ucucu yaglarinin ii¢ farkli antibiyotik ajana

in-vitro etkilesimleri farklilik gostermistir.

2.2.1. Defne Ekstraktlarimn Sitotoksik Etkilerinin incelenmesi:

Bir ekstraktin gida koruyucu katki maddesi olarak degerlendirilebilmesi i¢in sitotoksik
acidan incelenmesi gereklidir. Defne ekstraktlarinin hiicreler i¢in zehir karakteri tagiyan
(sitotoksik) madde miktarlar1 Kivgak ve ark. (2002) tarafindan incelemis hekzan
ekstraktinin sitotoksik etkisinin bulundugu fakat su ve etanol ekstraktlarinda boyle bir

etkinin bulunmadig1 ortaya konmustur.

2.2.2. Defne Bitkisin Ucucu Yaginin Antifungal ve Antibakteriyel Etkileri:

Toroglu ve ark. 2006 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada laurus Nobilis’in ugucu yaginin 0.5 pl
ve ul’de, denenen tiim test bakterilerine ve fungilere karsi inhibisyon zonu
olusturmadigini fakat 2 pl’de, bakterilerden Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomanas pyococyaneus, Yersinia enterocolitica, Aeromonas Hydrophila,
Enterococus faecalis’e ve fungilerden saccharomyes cerevisiae, Kluvyeromyces
fragilis’e kars1 inhibisyon zonu olusturdugu belirlenmistir (Tablo 2). Erdogrul (1999)
ise, yapmis oldugu bir calismada Laurus nobilis’in farkli ¢oziicii (aseton, alkol,
kloroform ve etil asetat) ekstraktlarinin ¢esitli mikroorganizmalara karst antimikrobiyal
etkisini belirlemistir. Yine ayni sekilde, O’gara ve ark.,(2000); Alzoreky ve Nakahara,
(2003) ise Laurus nobilis’in ugucu yaglarmin L. Monocylogenes ve diger patojenlere
kars1 bakterisidal aktivitesini tespit etmislerdir. Bu durum Toroglu ve arkadaslarinin
yapmis oldugu bu c¢alismayr desteklemektedir. Aksine, Zaika, (1988) ise laurus
nobilis’in antimikrobiyal etkisinin ¢ok gliglii olmadigin1 fakat Clostridium botulinium
bakterisine karsi, etkisinin oldugunu belirtmistir. Bonjar ve ark., (2004) yapmis
olduklar1 caligmada, Laurus nobilsi’in metanol ekstraktinin antimikrobiyal etkisinin
olmadigint belirtmiglerdir. Bu farkli antimikrobiyal etkinin bdlge ve iklim

degisikliklerinden kaynaklanabilecegine dikkat ¢ekmislerdir (Erdogru, 1999).



Tablo 2. 2. Laurus nobilis ugucu yaginin antimikrobiyal aktiviteleri

Mikroorganizmalar Inhibisyon Zonlar1 (mm) Etki

BUY SAD UAOG UAO

2ul GCFN GCF GCF GCF
Escherichia coli 8 25(125(38|nt |33/33(46(32|25|40|a |a |a
Mirococcus luteus - 26|16 |8 |nt |26|16|8 (36|21 |16|s [s |s
Staphylococcus aureus 7 30179 |nt | 37|24 |16 |35 |25 |17 |a |s |s
Mycobacterium simegmatis - 25128 |10 |nt | 25|18 (10|29 |22 |17 |s |s |S
Pseudomonas pyocyaneus 12 26 |16 |9 |(nt |38|28|21|31|21|16|a |a |a
Yersina enterolitica 8 251149 |nt 3322|1731 |21|15|a |a |a
Aeoromonas hydrophila 8 25118 (11 |nt |33 |26(19|31|22|17|a |a |a
Enterococcus faecalis 8 24 13620 |nt | 324428 |28|40|18|a |a |a
Bacillus megaterium - 24 115|9 |nt [24]15]|9 | 28|19 |14 |s |s |s
Streptococcus faecalis - 25|17 |10 |nt [25]17]10|30| 18|13 |s |s |s
Bacilkus brevies - 2311510 |nt |23 |15|10|30|20|14|s |s |s
Saccharomyces cerevisiae 10 nt |nt|nt |18 |nt [nt |nt|nt|nt|nt|nt|nt]|nt
Klyveromyces Fragilis 20 nt |nt |nt |18 (nt [nt |nt|nt|nt|nt|nt|nt]|nt

BUY': Bitki ugucu yagin olusturdugu inhibisyon zonu

SAD: Standart antibiyotik diskinin olusturdugu inhibisyon zonu

UAOG: Ugucu yag ve standart antibiyotik diskinin birlikte kullanildiginda olusan inhibisyon zonu
UAO: Ugucu yag ve standart antibyotik diskinin birlikte kullanildiginda olusan inhibisyon zonu
G: Gentamicin, C:Cephalotin, F: Ceftraxone, N: Nystatin,

s: Sinerjik etki, e: additive etki, a: Antagonistik etki, nt: test edilmedi.

Toroglu ve ark., (2006) yilinda yaptiklar ¢calismada ;Laurus nobilis ‘in ugucu yagini 0.5
ul ve 1 ul’de etkisi goziikmedigi igin antibiyotik disklerine 2 ul olarak uygulanmiglar ve
bu ucucu yagin Gentamicin antibiyotik diskine uygulandiginda Micrococcus luteus,
Mycobacterium smegmatis, Bacillus megaterium, Streptococcus faecalis, Bacillus
brevis’de inhibisyon zonu arttigini1 (sinerjik etki), diger bakterilerde inhibisyon zonu
distiiglinii. (Antagonistik etki). Cephalotin ve ceftraxone antibiyotik disklerine
uygulandiginda Micrococcus luteus, Staphylococcus aurenus, Mycobacterium
simegmatis, Bacillus megaterium, Streptococcus faecalis, Bacillus brevis’de inhibisyon
zonunun arttdin1 (Sinerjik etki). Diger bakterilerde inhibisyon zonu diistiigiinii rapor

ettiler (Antagonistik etki).

Sonug olarak Larus nobilis ugucu yagmin bakteri ve fungiler lizerinde antimikrobiyal

etkisinin mevcut oldugu, bu etkinin tiim bakteri tiirleri i¢in gegerli olmadigi Toroglu ve



ark., (2006) tarafindan belirtilmistir. Bu tez kapsaminda ise defne bitkisinin ekstraktinin
endiistriyel oneme sahip bazi {irlinlerde meydana gelen fungus olusumuna karsi
etkilerinin incelenmesi gerceklestirilecektir. Fakat elde edilecek ekstraktlar bilinen
standart metodlar ile degil daha gelismis ve daha yliksek verim ile ekstrak eldesine

olanak saglayan diizenekle gerceklestirilecektir.

2.3.Tezin Amaci ve Onemi

Bu tezin genel amaci Oncelikle iilkemizde iiretilen bazi gidalarin (salga) mayalanma,
kiiflenme, oksitlenme ve bakteriye bagli bozunmalara karsi defne bitki esktraktinin
koruyucu olarak kullanilip, kullanilamayacagi arastirilmistir. Ayrica, gida koruyucu
ozellikleri arastirilan defne bitki ekstraktinin daha etkin ve yiiksek verimle eldesi i¢in

yeni bir diizenek-sistem yapilmistir.

Gidalarin raf Omiirlerini uzatmak i¢in kullanilan sentetik gida koruyu kimyasallarin
giiniimiizde insan sagligi {izerindeki olumsuz etkilerinin ortaya konmasiyla, dogal
kokenli gida koruyucularin 6nemi giin gectikge artmaktadir. Kimyasal antimikrobiyal
koruyucularin kontrolsiiz kullanimi klasik antimikrobiyal maddelere ¢ok daha dayanikli
mikroplarin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur. Bu yiizden mikroplarin canliligini kontrol
etmek gittikge zorlagmaktadir. Son 50 yildir kimyasal antimikrobiyallerin artan
kullanim1 ekolojik dengenin bozulmasina ve patojenik mikroplarin ¢ok daha dayanikli

hale gelmesine yol agmistir (Levy, 1997).

Bir yandan gidalarin bozulmadan kalmasi ve uzun omiirlii olmasi i¢in kimyasal gida
katki maddeleri katilirken, diger yandan da bunlarin saglhiga olumsuz ciddi etkilerinden
dolay1 bagka ¢oziimler aranmaktadir. Bedin ve arkadaglarinin (1999) calismalar1 ve daha
bir¢ok caligma bu katki maddelerinin insanlar i¢in zehirli olabilecegini gostermektedir.
Gidalarin hem raf Omriiniin uzun olmasint hem de gidalardan gecgen hastaliklarin
riskinin az olmas1 i¢in alternatif careler aranmaktadir. Konunun 6nemini kavrayan
iilkeler, kimyasal koruyucular yerine dogal koruyuculara yonelmektedir. Bu tez
cercevesinde yapilan deneyler ile tilkemizde bolca bulunan dogal bir koruyucu 6zelligi
olan defne bitkisinin gida koruyucu olarak kullanilabilirligi arastirilmaktadir. Bu

gelismekte olan durum tezin 6nemini agiklamaktadir.



3. MATERYAL ve YONTEM

Tez projesi kapsaminda gergeklestirilen ¢alismalarin ¢ogu, Gaziosmanpasa Universitesi
Kimya Bolimii Arastirma Laboratuvarlarinda ve Yalova Atatiirk Bahge Kiiltiirleri

Merkez Arastirma Enstitiisiinde gergeklestirilmistir.

3.1. Kullanilan Materyaller

3.1.1. Arac¢ ve Malzemeler

Manyetik karigtirici, doner buharlastirici, degisik cam malzemeler, basingh
ekstraktraktor, siizge¢ kagitlar1 kullamldi. Defne bitkisi Ozdrog ugucu yag fabrikasindan
(Dortyol-Hatay) temin edilmistir. Salga katkisiz olarak Tokat OLCA sal¢a fabrikasindan

temin edilmistir.

3.1.2. Basinch Ekstraksiyon Sistemi

Sistem 0.5 mm krom-nikel paslanmaz celikten argon kaynag ile Istanbul da Imes
sanayi sitesinde yaptirilmigtir. Sistemin dayaniklilik testi uzaktan kontrol sistemi ile

giivenli bir ortamda gergeklestirilmis ve deney icin gerekli olan degerlere ¢ikilmistir.

Yiiksek sicaklikta ve basingta su ekstraksiyonlarinda bitkilerdeki yag muhtevalarinin
tamamina yakini suya gegcirilebilir. Bitkideki organik muhtevanin suya gecis miktari
bitkiden bitkiye farklilik gostermektedir. Ciinkii yiliksek sicakliklarda ve basing
ortaminda su organik ¢oziicii gibi davranmaktadir. Ayn1 zamanda yiiksek sicaklik da

dokulara niifuz kabiliyeti de artmaktadir.

Kuru temizleme islemi (buhar temizleme) 160 °C civarinda buharla yapilmaktadir. Bu
sicakliklarda giysilerde yaglarin kolayca ¢dziilmesi, bitki hiicre ve liflerindeki yaglarin

kolayca bitkiden transfer edilecegini gdstermektedir.
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3.1.3. Basin¢h Coziicii Ekstraksiyonu (BSE)

BSE, mevcut ekstraksiyon tekniklerinden olan Sokslet, maserasyon ve perkolasyona
alternatif olarak gelistirilen ve bu yoOntemlere nazaran ekstraksiyon siiresi, ¢Oziicii
tilkketimi, ekstraksiyon verimi ve tekrarlanabilirlik agisindan daha avantajli bir kati-sivi
ekstraksiyon teknigidir (Kaufman ve ark, 2002 ). Coziiciilerin kritik noktalarinin altinda

yiiksek basing ve yliksek sicaklikta, ekstraksiyon islemi gergeklestirilir.

Bu teknik, ¢oziicii olarak su kullanildig1 zaman degisik adlarla anilmaktadir: Subkritik
su ekstraksiyonu, sicak su ekstraksiyonu, basingli sicak su ekstraksiyonu, yiiksek

sicaklikta su ekstraksiyonu, siiper 1sitilmis su ekstraksiyonu gibi.

BSE tekniginin geleneksel c¢oziicii ekstraksiyon tekniklerine istiinliikleri vardir.
Uygulanan basing sayesinde ¢Oziiciiniin kaynama noktast sicakligt iizerinde de sivi
kalabilmektedir. Bu da ve yiiksek sicakliklarda ekstraksiyona miisaade etmektedir.
Yiiksek sicaklik ve basing ile saglanan bu sartlar ¢oziiniirlik ve ekstraksiyon
desorpsiyon kinetigi  ylikselmektedir. Su diisiik sicaklikta fitokimyasallarin
ekstraksiyonu i¢in yetersiz olmasina ragmen artan sicakliklarda daha etkili olmaktadir.
Bu teknik ile 3-20 dakikada 3,3-20,3 MPa basing ve 40-200 °C sicaklikta kapali bir
ortamda analitin ekstraksiyonu gerceklestirilebilmektedir (Howard ve ark., 2003).

Su yapisal Ozellikleri, yiiksek hidrojen baglh yapisi, molekiill agirligindan
beklenmeyecek diizeyde yiiksek kaynama noktasina sahip olusu, yiiksek dielektrik
sabiti ve polaritesi ile 6zel bir ¢oziiclidiir. Yiiksek basing ve sicaklik altinda suyun
fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinde oOzellikle de dielektrik sabitinde (g) c¢arpici
degisiklikler meydana gelmektedir. Sicaklik artisi ile hidrojen baglar zayiflar, difiizyon
orani artar, yiizey gerilimi ve viskozite azalir. Eger yeterli basing saglanirsa suyun sivi
hali, kritik nokta olan 374 °C ve 218 bara kadar devam eder (Smit, 2002). Dielektrik
sabiti ¢oziicii polaritesinin Ol¢iisii olup ¢oziicii-¢ozlinen etkilesimlerinde anahtar bir
parametredir. Suyun yiiksek sicaklik ve ilimli basing kosullar1 altinda dielektrik sabiti
onemli Olciide azalmaktadir. Oda sicakligt ve atmosfer basinci kosullarinda suyun
dielektrik sabiti € = 78 dir. 300 °C ve 23 Mpa basingta bu deger € = 21 olur. Dielektrik
sabiti 25 °C ve atmosfer basincinda etanol igin € =24, aseton i¢in € =20.7 ve metanol

igin € =23 diir. Bunun anlami, yiiksek basing ve sicaklik kosullarinda suyun polaritesi



12

ciddi sekilde diismektedir ve ekstraksiyon isleminde etanol, aseton, metanol gibi
davranabilmektedir. Bu sayede su orta polar-diisiik polar bilesenlerin ekstraksiyonu

isleminde organik ¢oziiciiler yerine kullanilabilir.

3.1.4. Destilasyon (Damitma) :

Damitma, iki veya daha fazla bilesen igeren bir karistmin isitilip, buhar ve sivi faz
olusturmak suretiyle daha ugucu bilesence zengin karigimlarin elde edilmesini saglayan
ayirma islemidir. Distilasyon islemi sirasinda, buhar faz daha ucucu olan A bileseni
tarafindan zenginlesirken, siv1 faz ise kaynama sicakligi daha yiiksek olan B bilesenince

zenginlesir. Fakat % 100 “A” iceren bir buhar faz elde edilemez.

Diger bir tanimlamayla tiim bilesenlerinin ugucu olmak zorunda oldugu, yiiksek
oranlarda ayirmaya izin veren bir gesit ayirma prosesidir. iki veya daha fazla bilesenli
stv1 karigimlarinin 1sitilip buhar ve sivi faz olusturulmasi suretiyle, daha ugucu bilesence

zengin karisimlarin elde edilmesine denir.

Distilasyonun gergeklestirilebilmesi i¢in temel sart, denge durumuna erigmis buhar-sivi
sisteminde, buhar fazin sivi fazdan farkli bilesime sahip olmasidir. Buhar ve siv1 faz

bilesimleri ayni olursa, distilasyonda yeterli bir ayirma ger¢eklesmez.

Damitma, 6zellikle organik bilesiklerin saflastirilmasi ve ayrilmasinda en ¢ok kullanilan
yontemlerden biridir. Kaynama noktasinda bulunan bir siviya daha fazla 1s1 verilirse
stvinin sicakligi artmaz, verilen 1s1 sivinin buhar haline doniigmesini saglar. Sicaklik,
sivinin tamamen buhar halinde uzaklasmasina kadar sabit kalir. Bu yontemle buhar

basinglar farkli olan sivilar birbirinden ayrilabilir (Anonim, 2010).

Cesitli parametreler goz Oniine alinarak distilasyon cesitlerinin siiflandirilmasi
miimkiindiir. Bu tez cercevesinde paremetlerden sicaklik ve basing degistirilerek

destilasyon tirlinlerindeki degisim gozlenmistir.
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Sekil 3. 1. Basit Destilasyon Sistemi

3.1.5. Destilasyonda Yiiksek Sicakhigin Etkisi

Deneysel islemler sirasinda genellikle yiiksek sicaklik destilatlari ile galigilmustir.
Cikilan yiiksek sicakligin baz1 ugucu bilesikleri iizerindeki etkisi bilinmektedir.
Sicakligin etkisi ile molekiiller iizerinde termal reaksiyonlar vuku bulabilmektedir. Bu

rekaksiyonlara artifak olusumu hidroliz ve izomerizasyon olaylar1 6rnek verilebilir.

Bu reaksiyonlara oOrnek olarak Sabinanhidratasetat’da meydana gelen termal

degradasyon verilebilir.

A

ciz-Sabinanhidratasetat Terpinen-4-al  G-Terpinen ¥ -Terpinen Terpinolen

Sekil 3. 2. Sabinanhidratasetat’da meydana gelen termal degradasyon (Rowe, 1989).

Fakat bu iirlinlerdeki doniistimlerin olumlu veya olumsuz bir doniisiim olup olmadig1

kullanilacag alana gore degerlendirilmelidir.
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3.1.6. Diizenegin Tasarlanmasi

Yiiksek Basing¢ ve Sicaklikta Ekstraksiyon Diizenegi

Bu calisma cercevesinde tasarlanan ekstraksiyon iinitesi esasen 2 ana kisimdan
meydana gelmektedir. 5 bara dayanikli, kapal sistemde yaklasik 150 °C sicakliga suyun

1sitilabilecegi kisimla yogunlastirict kisimdan olugsmaktadir.

I.  Ekstraksiyon iinitesi: Ezilmis, 6giitiilmiis materyalin sicak buharla ekstraksiyona

tabi tutuldugu haznedir.

ii.  Yogunlastirict (esanjor): Sicak destilat ve su buharmin sogutularak

yogunlagtirildigr boliimdiir.

BASINCLI EKSTRAKSiYON DUZENEGI

Sekil 3. 3. Basingli Ekstraksiyon Diizenegi
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Sistemin Boliimleri:
1. Termometre

2. Manometre

3- Ayarli emniyet ventili

4. Yiikleme kapagi

5. Esanjor baglant1 noktasi

6. Ani basing tahliye vanasi

7. Alt tahliye vanas1 (Ekstrakt vanasi)
8. Isitic1

9. Esanjor

10. Buhar termometresi

11. Sogutma suyu ¢ikisi metre

1. Termometre: 250 °C kadar yiiksek basing¢ altinda calisabilen kinli tip termometre
secilmistir.

2. Manometre: 25 bara kadar 6l¢iim yapabilen. Yiiksek sicakliklarda 6lgiim yapabilecek
mebrana sahip manometre kullanilmistir.

3. Ayarli emniyet ventili: 1 bardan 12 bara kadar istenilen basingta sistem giivenligini
saglayacak tiirde ECA firmasinin iiretmis oldugu emniyet ventili kullanilmistir. Bu
sayede Yiiksek basinglarda olusabilecek risk faktorii en aza indirgenmis ayni zamanda
sabit basing altinda gelen ugucu bilesenlerin toplanmasina olanak saglanmaistir.

4. Yikleme kapagi: Yiikleme kapaginin ¢ap1 5 ing olarak rahatlikla meteryal doldurulup
bosatilamaya miisait sekilde dis actirilarak yapilmistir.

5. Esanjor baglanti noktasi: Yiiksek basing altinda risk olusturmayacak sekilde bir
bicimde madde transferine miisade edilebilen kiiresel vanalar kullanildi. Tiim kaynaklar
argon kaynagi ile yapilmustir.

6. Ani basing tahliye vanasi: Kazanda asir1 bir basing olusturdugu durumlarda kazan i¢
basincini dengelemek amaci ile kolay ulasabilinen bir vana konuldu.

7. Alt tahliye vanasi (Ekstrakt vanasi): Deneysel islemeler gerceklesirken yiiksek
sicaklik ve basingta ekstraktlar1 kazandan almaya miisaade eden yiiksek hassasiyetli
kiiresel vana kullanildi.

8. Isitici: Giivenli bir sekilde calismaya miisaade edecek uzunlukta sistemden

uzaklagtirilan alev siddetinin ayarina miisaade eden 1sitma sistemi olusturuldu.
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9. Esanjor: Sistemi daha fonksiyonel hale getirmek icin sisteme eklenmistir. Yaklasik 2
metre uzunlugunda etkin sogutma yapabilecek fiziki yapiya sahip krom nikel
paslanmazdan ¢ift cidarli olarak yapildi. Destilatlarin deney islemi sirasinda
yogunlastirildig: diizenektir.

10. Buhar termometresi: Yiiksek basing altindan ¢ikan molekiillerin atmosfer basinci ile

karsilastiklardr andaki sicakligin1 6lgmeye yarayan hassas bir termometre kullanildi.

Sekil 3. 4. Basingli ekstraksiyon diizenegi farkli agilardan resimleri

Bu sistem tamamen kendi tasarimlarimiza dayanarak yapilmistir. Sistemde yer alan

malzemeler cesitli firmalardan tedarik edilmistir. Istanbul/Dudullu’da bulunan Imes
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sanayisindeki kazan imalati yapilan yerde imal edilmistir. Alet yaklasik 20 litre hacimli
olup 0.5 mm krom nikel paslanmaz c¢elikten biikiim teknolojisi kullanilarak insa
edilmistir. Materyal yiikleme kapagi yaklasik 15 cm ¢apindadir. Sistemin isitmasi tiip
gaz ile gerceklestirilmektedir. Diizenegin giivenlik testi yapildiktan sonra (5 bar)
sistemle deney yapilmaya baslanmistir. Bilindigi gibi su yaklasik 1 barda (1 atm) 100
°C kaynamaktadir. Bu sistem ile 5 bar 150 °C’ ye kadar ¢alismistir.

Ayarli emniyet ventili gliven i¢inde calisilmasint ve ugucu destilatlarin sabit basing
altinda yogunlastirilmasini1 saglamaktadir. Sisteme ekli olan buhar termometresi ise
esanjore girmeden 6nce ucucu bilesenlerin sicakligin1 gostermektedir. Bu da farkhi
sicakliklarda destilatlart ayirmamiza olanak saglamaktadir. Ani basing tahliye vanasi ise
kazandaki deney esnasinda acil durum aninda kontrollii olarak kazan i¢ basincini
ayarlamamiza olanak saglamaktadir. Esanjor ise buhar fazindaki molekiileri tekrar

yogunlastirmamiza yarayan bir ekipmandir.

Bu diizenegin en onemli 6zelligi sicakligi basinci ayni anda ayarlayabilme imkani
sunmasidir. Ornegin gerekli ayarlamalar1 yaparak 100 °C’den 150 °C’ye kadar istenilen
sicaklikta ekstraksiyon yapma imkani miimkiin olmaktadir. Ciinkii emniyet ventili ve
wsitict siddeti kontrolii ile basinct ve sicakligi ayarlama imkani vardir. Bu sistemin en
onemli sagladig1 imkan soziinii ettigimiz her sicaklik araliginda ugucu yaglar1 almaya
miisaade etmesidir. Ugucu yaglar normal olarak 1 atmosferde basing altinda ve
100°C’de toplanmaktadir. Bu cihazla ise 150 °C ye kadar her sicaklikta bu imkan
saglanabilir. Boylece fraksiyon fraksiyon daha agir (kaynama noktalar yiiksek) tiriinleri
toplama imkani1 dogmaktadir. Boylece hem daha yiiksek sicaklikta destilat ve ayni

zamanda daha yliksek verimle ekstrakt eldesi miimkiin olmaktadir.

Boylece ugucu yaglar1 aldiktan sonra ugucu olmayan kisim ise drnegin 150 °C yiiksek
sicaklikta daha yiiksek bir verimde toplama sansi olmaktadir. Ugucu olmayan ekstrak

kismi alt tahliye vanasindan alinabilmektedir.
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Kullanilan Cihazlar

Bulundugu Yer

Markasi

Cihazlarin Fograflari

Manyetik karistirici

Gaziosmanpasa
Universitesi, Kimya
bolimi

Heidoph MR 3001

Déner
buharlastirici

Gaziosmanpasa
Universitesi, Kimya
bolima

Heidoph Laborota
4002-efficient

'H-NMR (400 MHz)

Gaziosmanpasa
Universitesi, Kimya
bolima

Bruker 400 MHz
Spektrometre

3C-NMR (100 MHz)

Gaziosmanpasa
Universitesi, Kimya
bolimi

Bruker 400 MHz
Spektrometre

Gaziosmanpasa
Universitesi, Kimya
bolimi

Jasco 430 FT/IR
Spektrometre
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GC-Mass Gaziosmanpasa Perkin Elmer
Universitesi, Kimya
bélumi Clarus 500
Gas
Choromatography
Ceker ocak Gaziosmanpasa

Universitesi, Kimya
bolimi

Sekil 3. 5. Kullanilan teknik cihazlar

3.2. Uygun Ekstraksiyon Sartlarimin Belirlenmesi ve Optimum Ekstrakt Verimi

flgili literatiirler de defne yapragmin ekstraksiyon sartlarmin etraflica, yani degisik
sartlarda incelenmedigi dikkat ¢ekmektedir. Ornegin, M. Elmastas ve arkadaslar
(2006) kiitlece 1:20 oraninda destile su kullanarak 50 dakikalik manyetik karistiricilt bir
ekstraksiyon islemi gergeklestirmislerdir. Favzi ve ark. (2009) ise 1:5 oraninda sogukta
destile su ile 24 saatte ekstraksiyon islemini gerceklestirmisler. Bu ekstraksiyon
kosularindaki farkliliklar g6z Oniinde bulundurularak, ilk olarak ekstraksiyonun

optimizasyonu yapilmasina karar verilmistir.

Ekstraksiyon i¢in en uygun sartlarin belirlenmesi i¢in yapilan 6n deney ¢aligmalarinda
asagida yer alan faktorlerin ekstraksiyonu etkiledigi goriilmiistiir.
. Kuru madde/Cdziicli orani

Il.  Sicaklik

.  Coziicii cinsi

IV.  Tanecik/pargacik biiytikliigii

V. Siire
Bu ¢aligmada tiim bu parametrelerde degisiklikler yapilarak en iyi ekstrak veriminin

elde edildigi sartlar belirlenmeye c¢aligildi.



4 BULGULAR
4.1. 65 °C de Ekstraksiyon Yolu ile Kuru Madde - Céziicii Oraninin Belirlenmesi

4.1.1. Kuru madde / Coziicii Oranimin Belirlenmesi:

Deneylerde ekstraksiyonu etkileyen faktorlerden sadece birisi degistirilerek, ¢6ziicliniin
ekstraksiyon verimi iizerine etkisi belirlenilmeye calisild Ilk olarak uygun ¢oziicii- kuru
madde oranini belirlenmesi i¢in, sicaklik sabit tutularak c¢oziicii miktar1 artirildi.
Boylece maksimum ekstrakt miktarinin hangi ¢6ziicii miktarinda elde edilebilecegi

belirlendi.

Isitma islemi, su banyosunda (65 °C) 500 ml lik balonlarda gergeklestirildi (Tip A).
Her bir balon numaralandirildi. Her balona 1,5 mm ¢apl elekte 6giitiilmiis kuru defne
yapragi (laurus nobilis L.) (50 gr) konularak 2’ser saat siire ile 1sitildi. Elde edilen sulu
ekstraklar adi siizge¢ kagidindan siiziildii. Coziicli olarak kullanilan su diisiik basingta

(doner buharlastiricida, 30 °C) uzaklastirildi.

Diger sartlar ayn1 kalmak kaydiyla ¢oziicii miktar1 artirildi (Tablo 4.1.). Tablodan da
goriildiigli gibi en fazla ekstrakt verimi 1:8 oraninda elde edildi. En biiyiik artis 600 ml
su ile yapilan denemede goriildii. Bu durum, ekstraksiyon veriminin ¢dzlicli miktarina

ne kadar bagli oldugunu gostermektedir.

Tablo 4. 1. Defne Yapraginin 65 °C Sicaklikta Su ile Ekstraksiyonu

Deney No Ekstraksiyon Coziicii Elde edilen | Ekstraksiyon Partikiil Defne
sicakhi (st) ekstraklar siiresi biyiikligi yapragi
ve miktari
miktar1 miktarlar
1.1. 65°C 200 6.002 gr 2 Saat x< 1.5mm | 50 gr
1.2. 65°C 300 6.521 gr 2 Saat x< 1.5mm | 50 gr
1.3. 65°C 400 6,980 gr 2 Saat x< 1.5mm | 50 gr
1.4. 65°C 600 8,729 gr 2 Saat x< 1.5mm | 50 gr
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Sekil 4. 1. Kuru madde \ ¢6ziicii oranin degisimi ile ekstraksiyon miktarinin artist

4.1.2.Defne Yapragi Posasinin ileri Ekstraksiyonu

Defne ekstrak posalarinda ekstrak kalabilecegi diislincesi ile dort deney posalarinin her
birine 100’er ml saf su ilave edildi (Tablo 4.2.). Ayn1 diizenekte (Tip A) ekstraksiyon
islemi ayn1 sicaklikta (65 °C) ve ayni siirede (2 saat) devam edildi.

Tablo 4. 2. Defne Yapragmin 65 °C de Ileri Ekstraksiyonu

Deney | Ekstraksiyon Coziicti Elde edilen | Ekstraksiyon | Siire Partikiil

No sicakhig (su) miktar1 ekstraklar ve sicaklig biiytikligi
miktarlari

2.1. 65°C 100 ml 2.018 gr 65 °C 2 Saat X<1.5 mm

2.2. 65°C 100 ml 1.706 gr 65 °C 2 Saat X<1.5 mm

2.3. 65°C 100 ml 1.407 gr 65 °C 2 Saat X<1.5 mm

2.4. 65°C 100 ml 0.203 gr 65 °C 2 Saat X<1.5 mm

Tablo 4.1. ve Tablo 4.2.deki sonuglar karsilastirildiginda, bir uyum goriilmektedir.
2.4.deney balonunun ekstrakt miktarinin diisiikliigii, ¢6ziicii - kuru madde orani i¢in
yeterli bir miktara ulasildigini gdstermektedir. Iki ayr1 deneme sonucunun tek bir
tabloda (Tablo 4.3.) gosterildigi sonuca baktigimizda, deney no 2.4. ile en iyi verime
ulasildig1 soylenebilir. Bu deneyde ekstrakt verimi kuru defne yapragi esas alindiginda

% 18 dir.
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Tablo 4. 3. Tablo 4.1. ve Tablo 4.2.”de yer alan deneylerin birlestirilmis sonuglart

Islem no Toplam  ¢6ziicii | Kuru madde / | Toplam Defne yapragi | Sicaklik
(toplam) miktar1 ¢oziicii oram | ekstrakt miktar1
(W/W) miktari
31(1.1+21) | 300ml 1/6 8.03 gr 50 gr 65 °C
(200mlI+100ml)
3.2(1.2+2.2) | 400 ml 1/8 8,227 gr 50gr 65 °C
(300mI+100ml)
3.3(1.3+2.3) | 500 ml 1/10 8.387 gr 50gr 65 °C
(400 mI+100 ml)
34 (1.4+2.4) | 700 ml 1/14 8.932 gr 50gr 65 °C
(600 mI+100 ml)

Tablo 4.3.’de goriildiigii gibi 4. balondaki ekstrakt miktar1 0,2 gr dir. Bu ¢ok az bir
miktara tekabiil etmektedir. Bu sonu¢ 14/1 yada 15/1 oraninda kuru madde ¢oziicii

oraninin en uygun deger oldugunu gostermektedir.

4.1.2. Sicakhigin Defne Yapragi Ekstrakt Verimine Etkisi

Bu calismada, bir dnceki deney serisinden kalan defne posalari, ekstraksiyon sicakligi

artirtlarak 100 °C’da tekrar ileri ekstraksiyona (3. Ekstraksiyon) tabi tutuldu.

Posalar tizerine 200 er ml saf su ilave edildi. Materyal 100 °C’de geri sogutucu altinda
birer saat siire ile 1sitild1 sonra muhteva oda sicakligina sogutuldu ve siiziildii. Posalar
ayrildi. Su doner buharlastiricida uzaklastirildi. Deney sonuglari tabloda (Tablo4.4.)

verilmistir.

Tablo 4. 4. Defne yapragi posalarmin 100 °C ileri ekstraksiyonu

Deney no Partikiil Elde edilen Sicaklik Siire Partikiil
biyikligi ekstraklar ve biiyiikligi
X) miktarlart

4.1. x<1.5 mm 0.90 gr 100°C 1 Saat x< 1.5 mm

4.2. x<1.5 mm 0.8gr 100°C 1 Saat x< 1.5 mm

4.3. x<1.5 mm 0.795 gr 100°C 1 Saat X< 1.5 mm

4.4, x<1.5 mm 0.630 gr 100°C 1 Saat X< 1.5 mm
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Sicakligin 65°C dan 100°C ‘ye ¢ikarilmasi ile ekstrak miktarinda artig saglanmakta,
ekstraksiyon veriminde ¢Ozilicii miktar1 kadar, sicakligin da 6nemli bir etken oldugu

anlasilmaktadir.

4.1.3. Organik Céziicii Ile Ekstraksiyon (Coziicii Se¢imi)

Su ile 3. ekstraksiyonu yapilan posalar lizerine organik ¢O6ziicliniin ekstraksiyon
verimine etkisi incelendi. Bilindigi gibi su ile daha c¢ok polar karakterli molekiiller
ekstrakte olmaktadir. Organik ¢oziiciilerde ise apolar karakterli maddelerde ekstrakte
edilebilmektedir. Kalan posalarda organik ¢oziicii ile daha fazla madde ekstrakte edilip
edilemeyecegini denemek icin posalara asagidaki organik ¢oziiciiler ile ekstrakiyona

tabi tutuldu.

1. Tablo 4.4.’deki deney 4.1. posasina 100 ml destile hekzan ilave edildi. (e= 1.9)
(K.N: 69 °C)

2. Tablo 4.4.°deki deney 4.2. posasina 100 ml kloroform ilave edildi. (e= 4.8) (KN:
61,7 °C)

3. Tablo 4.4.°deki deney 4.3. posasina 100 ml THF ilave edildi (e= 7.6) (K.N: 67 °C)

4. Tablo 4.4.°deki deney 4.4. posasina 100 ml diklormetan ilave edildi. (e= 8,9) (K.N :
39.8°C),

Bu dort deney diizenegi geri sogutucu altinda 1’er saat 1sitildi. Isitilmayr miiteakip, sivi

kisim siiziilerek ayrildi. Coziicli déner buharlastiricida buharlastirildi. Elde edilen

ekstrak miktarlar1 Tablo 4.5.’de verilmistir.

Tablo 4. 5. Defne posalarinin organik ¢oziiciiler ile ekstraksiyonu

Deney No Ekstraksiyon Coziici ve miktart Elde edilen ekstrakt Siire
sicaklig1 miktarlari
5.1. 69 °C 100ml 0.5001 gr 1 Saat
Hekzan
5.2. 61.7 °C 100ml Kloroform 1.000 gr 1 Saat
5.3. 67°C 100 ml THF 0.702 gr 1 Saat
5.4. 39.8°C 100 ml Diklor metan 0,537 gr 1 Saat
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Tablodaki verileri degerlendirdigimizde su ile organik ¢oziiciideki ekstraksiyonlari
karsilastirdigimizda, onemli farklilik bulunmamaktadir. Bu sonuglara gére suyun uygun
bir ekstraksiyon ¢Oziiclisii oldugu anlasilmaktadir. Hekzan ekstrakti koyu renkli ve
katranims1 bir goriintii olusturuyor ve buda gorsel olarak uygulama alanlarini
daraltmaktadir. Bunlarin yani1 sira Kivgak ve ark (2002) yilinda yaptiklari ¢alismada
defne bitkisinin yapraklarinin su hekzan ve etanol ekstraktlarinin sitotoksitesini artemya
canlilar lizerinde incelemisler ve hekzan ekstraktinin stoksisite etkisinin bulundugunu
fakat su ve etanol ekstraktlarinin bir sitotoksite etkisinin bulunmadigini rapor ettiler.
Coziiciiniin apolar karakteri artik¢a elde edilen ekstrakt rengi koyulagsmakta ve buda
uygulama alanlarin1 kisitlamaktadir. Bunlarla birlikte uygulanan ¢6ziiciilerin tam olarak
bertaraf  edilememesi  halinde  dogurabilecegi  tehlikelerde  goz  Oniinde
bulunduruldugunda c¢oziicli olarak suyun 6nemi artmaktadir. Bu ylizden deneylerde

ileriki asamalarda sadece ¢oziicli olarak su kullanilmistir.

4.1.4. Su ile elde edilen ekstraktlarin organik coziiciilerdeki c¢oziiniirliiklerinin

incelenmesi

Su da elde edilen ekstraklarin (100 °C) organik ¢6ziiciilerdeki ¢oziiniirliikleri incelendi.
Ug ¢oziiciide denemeler yapildi.

Hekzan (dielektrik sabiti e= 1.9)

Kloroform (dielektrik sabiti e= 4.8)

Aseton (dielektrik sabiti e= 20.7)

Denemeler sonucunda asetonda ¢ok az bir ¢oziinme gerceklestigi goriildii. Digerlerinde
¢oziinme Yok denecek kadar az wvuku buldu. Ekstraklar organik c¢oziiciilerde
¢oziinmemis kiirecikler halinde alt fazda karismamis vaziyette kalarak faz
olusturmaktadir. Bu sonuglar ekstrak muhtevasinin yiiksek polar karakteri ile uyum

saglamaktadir.



25

4.1.5. Partikiil Biiyiikliigii

Deneyler pargacik biytikliikleri birbirinden farkli 0.2 mm 0.5 mm ve dogrudan yaprak

halindeki numuneler tizerinden gergeklestirildi.

Tablo 4. 6. Tanecik boyutunun ekstrakiyona etkisi

Balon Meteryal Boyutu Elde edilen Ekstraksiyon | Siire Coziicii (su)
Numarasi (Defne Yapragr) ekstrakt miktar1 | Sicakligi
6.1. 0,2 mm elekte 9,21 gr 100 °C 3 Saat 750 mi

ogiitiilmiis numune

6.2. 0,5 mm elekte 9,30 gr 100 °C 3 Saat 750 ml

ogiitiilmiis numune

6.3. Ogiitiilmemis numune | 9,18 gr 100 °C 3 Saat 750 ml

Her bir deneyde 50 gram kuru defne yapragi numunesi balona alindi. Uzerine 750 ml
saf su ilave edildi. 3 saat geri sogutucu altinda 1sitildi. Posa adi siizge¢ kagidindan
stizildii. Su doner buharlastiricida uzaklastirildi. Tartimlar karsilagtirildi. Elde edilen
sonuclarin birbirine oldukca yakin degerler tasimasi tanecik biylikliigiiniin ekstrakt

miktarina énemli bir etkisinin olmadigini géstermektedir.

4.1.6. Ekstraksiyon Siiresinin Verime Etkisi

4 ayr1 balona 50 gram defne yapragi numunelerinden ve 750’ser ml saf su ilave edildi.
Geri sogutucu altinda kaynatildi. Denemeler farkli siirelerde tekrarlanarak, siirenin
etkisi arastirildi. Daha sonra ¢oziiciileri doner buharlastiricida uzaklastirildi. Elde edilen

ekstrakt miktarlar1 asagida verilmistir.

Tablo 4. 7. Ekstraksiyon Verimine Siirenin Etkisi

Deney No | Kaynatma Siiresi Ekstrakt Ekstraksiyon Coziicii (su) Defne

Miktari Sicaklig1 miktari yapragi

miktar1
7.1 1 Saat 6.73 gram 100 °C 750 ml 509
7.2. 2 Saat 8.34 gram 100 °C 750 ml 50¢
7.3. 3 Saat 9.20 gram 100 °C 750 ml 50¢
7.4. 4 Saat 9.24 gram 100 °C 750 ml 50¢
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Elde edilen sonuglara gore siirenin ekstraksiyon verimine Onemli bir etkide
bulundugunu goéstermektedir. 50 gram numune 750 ml su ortaminda 3.0 veya 3.5 saatlik

siirenin maksimum verim i¢in yeterli oldugu anlasilmaktadir.

4.2. Basingh Sicak Su Ekstraksiyonu

Elde edilen veriler 1s18inda sicakligin artmasi ile reaksiyon veriminin arttifindan farkl
molekiiller de ¢6ziicli fazina gegebilecektir. Tip A ekstraksiyon sistemi ile belirlenen
parametreler tasarlanan Tip B sistemine (basingli sicak su ekstraksiyon sistemi)

uygulandiginda verimin daha ¢ok artacagi beklenmektedir.

Tip A: Ekstraksiyon Diizenegi Tip B: Basingli Su Ekstraksiyonu Diizenegi

Sekil 4. 2. Tip A ve Tip B ekstraksiyon sistemleri

4.2.1.Tip B Ekstraksiyon Sisteminin Tasarimi ve Calisma Prensibi

Yapilan calismalar 1s1ginda sicakligin artmasi ile reaksiyon veriminin artacagi ve
dolayis1 ile farkli molekiillerin de ekstrakte edilebilecegi daha yiiksek sicakliklarda
ekstraksiyon yapabilecek bir diizenek tasarlandi. Diizenek 1sinin homojen dagilmasini
saglayan silindir seklinde ve krom nikel paslanmaz celikten ve argon kaynagi
teknolojisi kullanilarak 0,5 mm sag¢tan imal edildi. Bunun yani sira diizenegin deneysel

islemlerde ¢ok islevli hala getirebilmesi i¢in esanjor sistemi ilave edildi.
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Diizenek temel olarak asagidaki pargalardan olusmaktadir:

Sistemin temel pargalari
1- Termometre
2-Manometre

3-Ayarli emniyet ventili
4-Yikleme kapagi
5-Esanjor baglanti noktasi
6-Ani basing tahliye vanasi
7-Alt tahliye vanasi

8- Isitic

9-Esanjor

10-Buhar termometresi

11-Sogutma suyu ¢ikis1

Sekil 4. 3. Yapilan basingli ekstraksiyon sistemi

Termometre: Yiiksek basing altinda 6l¢iim yapabilen kinli termometre kullanildi.
Manometre: Yiiksek sicaklikta 6l¢iim yapabilecek nitelikli manometre kullanildi.

Ayarh emniyet ventili: Istenildigi takdirde sabit basing altinda destilasyon iiriinlerini
toplamak yada ekstraksiyon islemleri esnasinda giivenli bir sekilde ¢alismak igin 1 den

12 bara kadar ayarlanabilen bir emniyet ventili kullanildi.

Yiikleme kapa@ : El ile numune meteryallerin rahat¢a yiiklenip bosaltilabilinecegi 5
in¢ boyutunda basinca dayanakl bir kapak monte edildi.

Esanjor baglanti noktasi: Ekstraksiyon iiriinleri yam1 sira yiiksek sicakliklarda
destilasyon iiriinlerinin toplanmasini saglayan ve gaz akisinin siddetinin ayarlayan ¢ikis

noktasi.

6-Ani basing tahliye vanasi: Tehlike aninda kazan i¢ basincin1 dengelemektedir.
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7-Alt tahliye vanasi: Sulu ekstraktin rahatca alinabilinecegi bir vana sistemidir.
8- Isiticr: Isitma giicii yiiksek uzaktan kontrol edilebilir bir alevli 1sitict diizenegidir.

9-Esanjor: Destilasyon iriinlerini yogunlagtirmak amaci ile krom nikel paslanmaz
celikten 1.5 m boyunda serbest akis ergonomisine sahip fiziki yapida ¢ift cidarlt sivi
sogutmali bir esenjor sistemidir. Boylelikli sistem hem ekstraksiyon hem de destilasyon

yapabilmektedir..

10-Buhar termometresi: Esanjore giren buharin sicakligini 6lgmede kullanilmaktadir.

4.2.2. Basin¢h Ekstraksiyon Sisteminin Giivenlik Testi

Sistem etrafi perde betonla 6riilmiis giivenlik 6nlemleri alinmig bir mekana yerlestirildi.
Ayr1 bir odada bulunan tiip gaz uzun bir hortum vasitas1 ile diizenege baglandi.
Diizenegin kontrolii bilgisayar kamera sistemi iizerinden izlenerek alevin siddeti

ayarlandi.

—

Sekil 4. 4. Yapilan giivenlik testinde basingh ekstraksiyon sisteminde sicaklik 150 °C’ye ve
basing 5 bara kadar ¢gikilmaktadir

4.2.3. Deney

100 gram defne yapragi ekstraktor sisteme kondu iizerine 1/15 oranini saglayacak
sekilde su (1500 ml) ilave edildi. Diizenek, 150 °C dereceye kadar 1sitildi. Termometre,
150 °C yi gosterirken, basing gostergesi i¢ basinci 5 bar olarak gozlendi. Bu sicaklikta
30 dakika beklendikten sonra, ekstrakt sicak olarak reaktorden alt tahliye vanasindan
dikkatli bir sekilde yavas yavas alind1 (Dikkat: Basing ve tazyikli ekstrak). Sulu ekstrakt
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sicak halde adi siizge¢ kagidindan siiziildii. Elde edilen ektrakt kendi halinde oda
sicakligina sogumaya basladiginda hizli bir ¢okelti olusumu gozlendi. Cokme isleminin
tamamlanmasi i¢in +5 °C’de 2 giin bekletildi (Sekil 4.5.). Cokelti, adi siizgeg
kagidindan siiziilerek ayrildi (2.5 gr). Ekstraktan ¢oziicii (Su) uzaklastirildiginda
yagimsi bir s1vi elde edildi (22.5 gr). Ekstrak verimi toplamda kiitlece %25 bulundu. Bu
degerin normal ekstraksiyon yontemine gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu
duruma gore sicaklik ekstraksiyon verimi miktarini artirmaktadir. 150 °C’de daha

yiiksek verim elde edilmektedir.

Siiziilmeden once olusan ¢okelek Stiziildiikten sonra olusan ¢okelek

Sekil 4. 5.150°C Defne Ekstraktlar (sulu)

4.2.4. 150 °C Sicaklik ve 5 bar da Basing¢h Sicak Su Ekstraksiyonu

Daha fazla miktarda ve daha uzun bir siirede gerceklesen bir deneme yapilarak siirenin

ve miktarin ekstaksiyon verimine etkisi aragtirildi.

200 gr kuru defne yapragi 3 litre suda 150 °C’de saf su ile 1 saat 1sitildi. Ekstrak
dikkatle tahliye vanasindan bosaltildi (3 litre). Ekstrak numunesinden bir litre ekstrakin
¢oziiclisli doner buharlastiricida uzaklastirildi. 17 gram ekstrak elde edildi. Kalan kismi1
gida tizerine koruyucu etki incelemelerinde kullanildi. Bu sonuca gore toplam verim
17x3=51 gr. (% 25) olacaktir.

Tip A sistemi (100 °C,1 bar) ile 100 gram yapraktan yaklasik 18 gram ekstrak elde

edildigine gore verim % 18 dir.
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Basingli ekstraksiyon ile (150°C, 5 bar) ile 100 gram yapraktan 25 gram {iriin elde

edildigine gore kiitlece verim %25 olmaktadir.

Normal ekstraksiyon (100 °C,1 bar), ve basincli ekstraksiyon (150 °C 5 bar) ile elde
edilen tirtinler fiziksel goriiniis agisindan farklilik géstermektedir. Basingl ekstraksiyon
da elde edilen ekstraklar daha koyu renkli ve daha viskoz bir yapiya sahiptir. Bu durum
daha yiiksek yapili molekiillerin ekstrakta gegmesi ile izah edilebilir. 150° C’de elde
edilen ekstrak iiriiniin yaygin olarak kullanilan ¢oziiciilerde ¢oziiniirliikleri incelendi.
Ekstraklarin metanolde ve asetonda bile ¢ok az miktarda ¢éziinmeleri yapida yiiksek

molekiil agirliginda ve polar karakterde molekiiller bulundugunu gostermektedir.

Tablo 4. 8. BSE ile elde edilen ekstraktin ¢oziiniirliik testleri

Kullanilan ¢oziiciiler ve Coziinme durumu | Cozciilerin | Coziicii Ekstrakt | Sicaklik
katolog numaralar1 dielektirk | miktar miktar
sabitleri
Hekzan (J.T. Baker 9304) Coziinme yok 1,9 10ml 0.1g 25°C
Kloroform (Merck 2431) Coziinme yok 4.8 10mli 0.1g 25°C
Etil Asetat ( Merck 954068) Coziinme yok 6,0 10ml 0.1g 25°C
Dietil Eter (J.T. Baker 81.06) | Coziinme yok 4,3 10ml 0.1g 25°C
Petrol Eteri (J.T Baker 8115) Coziinme yok 2,1 10mli 0.1g 25°C
Su (Saf Su) Coziintirliik iyi 78 10mli 0.19 25°C
Metanol (Merck 1,06008) Coztinme az (zor) | 32.7 10ml 0.1g 25°C
Aseton (Merck 1,00013) Cok az bir 20,3 10mli 0.1g 25°C
¢Oziinme var

4.2.5. Ekstraktlarin Bozunma Siirelerinin Degerlendirilmesi

Elde edilen sulu ekstraklar uzun siire 20 giin (25 °C) oda kosularinda giines 15181 altinda
agz1 acik bir sekilde bekletildiklerinde bazilarinda bir miktar siyah c¢ozelti
gozlenmektedir (Sekil 4.7.). Halbuki suyu tamamen uzaklastirilan ekstraktlar da kif-
cokelti olusumu gozlenmemektedir. Burada olusanin kiif mantar1 m1 ya da baska bir
sekilde 6zellikle ekstraksiyonda ¢dziicliye gegen boyar madde tiirii polimerik maddeler

mi oldugu konusunda heniiz bir karara varilamada.
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4.2.6. Elde Edilen Ekstraktlari Sicakhk ile Kiif yada Cékelek Olusturma iliskisi:

25 °C -65 °C araliginda toplanan ekstraktan 0.05 gram madde alinarak {izerine 10 ml su
ilave edildi.

25 °C -100 °C araliginda toplanan ekstraktan 0.05 gram madde alindi ve tizerine 10 ml
su ilave edildi.

25 °C -150 °C araliginda toplanan ekstraktan 0.05 gram madde alindi ayni sekilde

tizerine 10 ml su ilave edildi.

Bu tli¢ denemede numuneler ayni ortamda (oda kosullarinda) agz1 agik sekilde birakildi.
20 giin sonunda numunelerin her biri birer miktar ¢6kelek olusturdular. Olusan ¢okelek
miktarlarmin biiyiikliigiine gore numune kaplarinin siralamasi su sekildedir: 25 °C -150
°C € 25°C-100°C < 25°C -65°C

25 °C -150 °C lik esktraktin sulu formunda yok denecek kadar az kiif-¢okelti

olusmustur.

25 0C-65 0C

Sekil 4. 6. Sulu ekstraklarda, oda kosullarinda olusan kiif-¢okelti

Elde edilen ekstaktlarin sulu formda bir miktar kiif — c¢okelti olusturduguna gore,
ekstraktlarin  sulu haliyle gidalarin  korunmasinda uygun bir katki maddesi

olamayacagini soyleyebiliriz.

4.2.7. Yiiksek Sicaklikta ve Basingta Ekstraksiyon

Ekstraklarin incelenmesi, degisik sicaklik araliklarinda farkli molekiilleri ihtiva eden

ekstraklarin elde edildigini gostermektedir.
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4.2.8. 25 °C -110 °C Sicakhg Arahginda Ekstraksiyon

100 gram defne (kuru) 1500 ml saf su kullanilarak 110 °C de bir saat siire ile
ekstraksiyona tabi tutuldu. Adi siizge¢ kagidindan siiziilen ekstraklar buzdolabinda (+4
°C) muhafaza edildi. Ekstraktin 500 ml’lik kisminin suyu doner buharlastiricida
uzaklastirildi. Kopiik kivaminda sarimtirak renkte bir ham ekstre olustu (9.8 gr).

Coziicii denemeleri: Ham ekstrenin metanolde (10 ml) bir bir kismi ¢oziildii. Renkli
cokelek ekstrenin 6nemli bir boliimiiniin ¢oziicii fazina gectigi goriildii. Coziilen kisim
(kirmiz1 renkli) ve coziilmeyen sari kristaller siiziilerek birbirinden ayrildi. Renkli
kisimin ¢oziiclisii uguruldugunda temiz kristaller olustu (3.5 gr). Kristallin verimi kuru

yaprak numunesi esas alindiginda kiitliice %7 dir.

Geride kalan 500 mI’lik sulu ekstrakdanda su uzaklastirildi. Kuru ekstrak, bu defa kuru-
susuz metanol ile muamele edildi. Muhteva bu defa koyu kirmizi renge doniistil.
Ortamda su varliginda kirmizi renk sarimtirak olmaktadir. Coziicii (metanol)
ucurulduktan sonra, 3.5 gr iiriin elde edildi. Suyun ortamdan tamamen uzaklastiginin bir
delili, iirliiniin renginin degismesi ve kristal hale doniismesidir. Elde edilen iiriin, agik
havaya maruz birakildiginda havadaki nem ile hizli bir sekilde reaksiyon/doniisiim

vermekte, madde s1v1 hale doniismekte ve sarimtirak renkte gériinmektedir (Sekil 4.8.).

(3) Nemi uzaklastirilmis nem cekici kati | () Numunenin havadan kendi halinde nem

materyal aldiktan sonraki hali (2 giin)

Sekil 4. 7. Nem ¢ekici materyalin iki hali
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Nem ¢ekici materyalin (3.5 gram) azot atmosferi altinda tutularak havadan nem almasi
onlendi. 'H NMR spektrumu i¢in numune aseton dg ile ¢oziilmeye ¢alisildi. Coziinme
olmadi. Madde D,0O da ¢oziilerek 400 MHz NMR spektrumu kaydedildi (Sekil 4.8.).
Metanol ile ¢oziicii fazina gecen maddenin tek bir madde (molekiilden) oldugu
diistiniilse de safsizliklar bulundugu anlasilmaktadir. Yapinin muhtemelen polihidroksi
yapisinda oldugu diisiiniilmektedir. Yapinin aydinlatilmasi ig¢in ileri c¢alismalar
yapilmasi ve daha saf {iriin(ler)in elde edilmesi gerekmektedir. Metanol ekstraksiyonu
ile ayrilabilen bu molekiil(ler)in havadan nem alarak defne yapraklarinin uzun siire yesil

kalmasini (kurumamasini) saglayan materyal oldugunu tahmin etmekteyiz.
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Sekil 4. 8. Defne sulu ekstraktindan metanol fazina gegebilen nem ¢ekici materyalin 1H-NMR
spektrumu (D20, 400 MH2z)
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Sekil 4. 9. Defne sulu ekstraktindan metanol fazina gegebilen nem ¢ekici materyalin 13C-NMR
spektrumu (D20, 100 MHz)

4.2.9. Nem Cekici Materyalin Nem Tutma Kapasitesi

Bu amagla 0,598 gram nem c¢eken materyal petri kabi {izerine ince tabaka halinde
yayildi. Belli araliklarla tartildi. 3 dakika i¢inde 15 mg, 24 saat sonra ise 120 mg nem
absorbe ettigi goriildii. Bu duruma gore iriin 24 saat i¢inde kiitlesinin yaklagik %25’i

kadar nem absorplamaktadir.

Yapilan ayr1 denemelerde daha genis ve ince ylizey olusturuldugunda absorplama isinin

daha kisa siirede gerceklestigi dikkat ¢ekmektedir.

Metanol ekstrakti tiriniiniin su ile hizli etkileserek renk degisimi gostermesi, kati halden
stvi hale doniismesi ile yapisal bir degisim gosterdigi diisiiniilebilir. Uriiniin su
absorblamasina 1518in etkisinin olup olmadigi ayrica arastirilmasi gereken bir konudur.
Genel gozlemlere gore, defne bitkisi yapraklart vasitasi ile giindiiz suyu almakta ve
geceleyin koke birakmaktadir. Defne yapraklarinin gazete kagidina sarili vaziyette iken,

gazete kagidinin karanlikta 1slanmasi bu gozleme destek vermektedir.
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4.2.10. 110 °C -125 °C Sicaklikta Ekstraksiyon:

25°C -110 °C arasi ekstrak alindiktan sonra kalan posaya 750 ml saf su ilave edildi. Tip
B de 30 dakika ekstrakte edildi. Daha sonra sulu ekstrak adi siizge¢ kagidindan siiziildii.
Elde edilen ekstraktin suyu uzaklastirildi. Uriin verimi 2.260 gramdr.

4.2.11. 125 °C -150 °C Sicaklik Arahginda Ekstraksiyon

110 °C -125 °C derece sicaklik araliginda ekstrakte edilen posaya 750 ml saf su ilave
edildi. Elde edilen ekstrak adi siizge¢ kagidinda siiziildii. Coziicti doner buharlastiricida

uzaklastirildi. 2,320 gram {iriin elde edildi.
4.3. Normal Ekstraksiyon Yontemi ile Ekstraksiyon (Oda Kosullarinda)

4.3.1. 25 °C de Ekstraksiyon

50 gr defne 25 °C de (3x250ml) saf su ile ayirma hunisi ile ekstrakte edildi. Su
uzaklagtirildi (4 gram ekstrak).

4.3.2. 25 °C - 65 °C Sicaklik Arahginda Ekstraksiyon

50 gr. defne yapragi (3x250ml) saf su ile 65 °C de 3 saat bekletildi. Olusan sulu
ekstrak adi siizge¢ kagidindan siiziildii. Suyu doner buharlastiricida uzaklastirildi. (6,91

gram ekstrak).

4.3.3. 65 °C -100 °C Sicakhik Arahginda Ekstraksiyon

65 °C de ekstrakt1 alinan posaya 200 ml saf su ilave edildi. 100 °C de 1 saat kaynatildi.
Sulu ekstrak siiziildii, suyu uzaklastirildi (1,92 gram ekstrak).

4.3.4. 25 °C -100 °C sicakhik Arahiginda Ekstraksiyon

50 gram defne yapragi 750 ml saf suda 3 saat kaynatildi.. Olusan sulu ekstrakt siiziildii
ve suyu uzaklastirildi. (9,14 gram ekstrak).
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4.4, Destilasyon Uriinleri

Bu ¢alismada yiiksek basingli ekstraksiyon sisteminde (Tip B) ugucu yag 6zelligindeki
destilasyon iirlinleri elde edildi. Deneyde sicakligin artmasi ile destilasyon iirlinlerinin
kimyasal bilesenlerinin yapilar1 ve oranlarindaki degisim Gaz kromotografisi- kiitle

(Gc-Ms) spektrum incelemeleri ile ortaya konmustur.

Defne yapragi ugucu yagi, normal kosullarda su buhari destilasyon, neo clevenger,
soksalet gibi metodlarla elde edilmektedir. Ancak bu sistemlerde elde edilen ugucu
yaglar 100 °C sicaklikta elde edilen iiriinlerdir. Basingli sistemde daha ytliksek molekiil
agirligina sahip molekiillerin ayrilmasit miimkiin olacaktir. Diger taraftan, sicaklik
artikca ugucu bilesenler kimyasal yapilarinda bozunmalar ve donisiimler olabilir.
(Rowe ve arkadaglar1 1989).

4.4.1. 25°C -120 °C deki Destilasyon

100 gr Defne yapragi (kuru) 2250 ml su ile birlikte 120 °C de sistem (Tip B) kontrolli
olarak 1sitildi. Basing 2 barda sabit tutulmaya calisildi. Esenjorde yogunlastirilan ugucu
bilesenler sulu destilat olarak (1 It) toplandi. Elde edilen destilat emiilsiyondan dolay1
bulanik goriiniimdedir. Ugucu yag ¢6ziicli ¢oziicii ekstraksiyon metodu ile su fazindan
alinmasi saglandi. Bu amagla sulu kisim (20mlx14) dietil eter ile ekstrakte edildi. Eter

1sitilarak uguruldu ve 222 mg yag elde edildi.

4.4.2. 120 °C ve 145 °C’de Destilasyon

Birinci fraksiyon alindiktan sonra (120 °C) diizenegin sicakligi artirilarak 145 °C ye
yiikseltildi (4 bar basing) ve 2. iriin fraksiyonu toplandi. (500 ml). Su igersinde
emiilsiye olan yaglar dietil eter (20mlx2) ¢oziictisii kullanilarak, ¢oziici- ¢oziicii
ekstraksiyonu metodu ile ekstrakte edildi. Eter destilasyon yontemi ile ugurulduktan

sonra 47 mg yag elde edildi.

100 gram defneden toplam da 222 mg + 47 mg= 269 mg ugucu yag elde edilmistir (%
0.27) Defne ugucu yagi elde edilen fabrikalarindan alinan bilgiye gore genel ugucu yag

verimi; kiitlece % 0.5 dir (Ozdrog ugucu yag fabrikasi, Dértyol-Hatay).
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Verimin diisiik ¢ikmasi, deney hatalarindan bagka defne yapraginin uzun siire beklemis
(cok kuru) ve ugucu yaglarinin yapraktan ugarak ayrilmasina atfedilebilir. Bunun i¢in

deney taze defne (2 giinliik) ile tekrarlandi.

150 gr taze defne yaprag ile 3 It saf su 145 °C’de destile edildi. 2 litre bulanik destilat
esenjorden toplandi. Dietileter ile ekstrakte edildi (20mIx8). Dietileter uzaklastirildi.
680 mg (% 0.45) ugucu yag elde edildi. Verimin bilinen % 0.5’lik degerinden ¢ok az
diisiik ¢ikmasinin nedeni kazan igersindeki suyun yeterli olmamasindan ya da eterin

uzaklastirilmasi esnasinda ug¢ucu yag kayiplarinin meydana gelmis olabilir.

Burada o6nemli olanin sicaklik farkindan dolayr kimyasal molekiil dagiliminda
farkliligin olup olmadigidir. GC — Mass incelemeleri, 100 °C de normal sartlarda elde
edilen ugucu yag kompozisyonun, 145 °C’de basingh sistemde elde edilen ugucu yag
kompozisyonundan 6nemli Ol¢lide farklilik ortaya koydugunu gostermektedir (Sekil
4.13.).

4.4.3. 100 °C Kaynama Noktasinda Basit Destilasyon

50 gr defne yapragi 500 ml su ile destile edildi. Ugucu yag su iistiinde faz olusturdu. 0.3
ml (0,24 gr, % 0.5) ugucu yag elde edildi.
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Destilatlarin Ge-ms Spektrumlar:
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Sekil 4. 11. 120 °C elde edilen destilatin Ge-Ms spektrumu
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, 15-Feb-2010 + 01:18:35
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Sekil 4. 12. 120 °C — 145 °C elde edilen destilatin Ge-Ms spektrumu
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Sekil 4. 13. Elde edilen yiiksek sicaklik destilatlarinin Ge-Ms spektrumlari. En istte yer alan
spektrum 100 oC (Kesim A); 2. spektrum 120 oC (Kesim B); en alttaki spektrum 120-145
oC sicakliklardaki (Kesim C) ugucu yaglara tekabiil etmektedir.

Sekil 4.13. de ti¢ degisik sartta elde edilen ugucu yaglara tekabiil etmektedir ve her ii¢
spektrumun da birbirinden farkli oldugu goriilmektedir. Ozellikle 145 °C de elde edilen
spektrumun diger ikisine benzemedigi ve oldukg¢a farkli bir iirlin dagilimi ortaya
koydugu goriilmektedir. Buna gore fraksiyonlu yiiksek sicaklik destilasyon yontemi ile
defneden farkli molekiil araligindaki molekiilleri izole etme imkani dogmaktadir.

Destilatlarin kimyasal kompozisyonundaki farklilik ekler boliimde verilerde mevcuttur.
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4.4 4. Destilatlardaki Temel Gc-Mass Verileri

Tablo 4. 9. Yiiksek sicaklik destilatlarinin Ge-Mass spektrumlarindaki bazi temel pikler ve
karsilastirmasi

Bilesik | Bilesik ismi 100°C 120°C 120°C - 145°C
no
1 Eucalyptol % 35,12 % 31,76 % 3,588
2 1,6-Octadien-3-0l,3,7 dimethyl- % 1,857 % 2,978 % 0,7470
3 3-Cyclohexene-1-methanol, % 3,778 % 10,63 % 4,075
a,a4-trimethyl
4 Eugenol % 0,6257 % 5,906 % 3,460
5 Caryophyllene oxide % 0,44 % 1,046 % 1,414
6 Azuleno[4,5-b]furan-2(3H)-one, | ---- % 0,987 % 3,922
3a,4,6a,7,8,9, 9a,9b-octahydro-6
methyl-3,9 bis(methylene)-
[3aS-(3aa,6aa,9aa,9b4)]-
7 Tricyclo[3.2.1.0(2,4)]octane, 8- | ---- % 1,679 % 6,638
methylene-,(14,2a,4a,54a)-

Tabloya bakildiginda Eucalyptol bilesiginin derisimi 100°C den yukaridaki
sicakliklarda azalmaktadir. Bu molekiiliin 120°C - 145°C arasinda elde edilen destilat

da ise derisimi 10 kat daha az goriilmektedir.

Tabloyu inceledigimizde 2, 3 ve 4 no’lu bilesiklerin derisimi 120 °C ye kadar
artmaktadir. 120 °C lik destilatlar toplandiktan sonra da 120°C- 145 °C vye ileri
destilasyon yapildiginda elde edilen destilattaki yiizde derisimleri ise diismektedir.
Ciinkii muhtevadaki s6z konusu 2, 3 ve 4 numarali bilesiklerin 6nemli kism1 120 °C’de

alinmustir.

5 no’lu (Caryophyllene oxide) bilesigin yiizde bilesimi sicaklikla artmakta ve diisiik
sicaklikla yiiksek sicaklik {iiriinlerinin gecis bilesigini olusturmaktadir. Yani bu
bilesikten sonraki zamanda Gce-Mass spektrumunda elde edilen bilesikler mukayese
edildiginde sicaklikla daha biiylik molekiil kiitleli molekiillerin yiizde derisimleri

artmaya baglamaktadir.

6 ve 7 no’lu molekiillerin durumu incelendiginde ise yiiksek sicakligin etkisi ile 100 °C

de elde edilen iiriinlerden farkli olarak yeni {iriinlerin geldigi géziikmektedir.
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4.5. Ekstraktlarim Gida Koruyucu Ozelligi

Bu asamada, defne yapragindan elde edilen ekstraklarin salga iizerindeki koruyucu

etkisi (antifungal ve mayalanama 6nleyici) 6zelliklerine bakildi.

Bir ekstraktin gida koruyucu olabilmesi i¢in ilk &nce bazi parametreleri tasimasi
gerekir. Bu ozelikler basta renk ve kokudur. Elde edilen ekstraklar renk ve koku
acisindan sal¢ada kullanilmasini engel teskil edecek bir durum s6z konusu degildir. Bu
calismada, daha bilimsel anlam tasiyan disk difiizyon yontemi ile yapilan
antimikrobiyal testler degil gorsel miisahadeleye dayanan denemelerdir. Bu amagla
kolayca bozulan ve bozuldugunu goérsel olarak gosteren salga gida Ornegi olarak
secilmigtir. Tokat domates yetistiriciliginde Tiirkiye’de onemli bir merkezdir. Ayni
sekilde tilkenin kaliteli sal¢alarinin tiretildigi  fabrikalar da Tokat’ta bulunmaktadir.

Olca Salca fabrikas1 bunlardan birisidir.

4.5.1. Sal¢a Uzerinde Denemeler

Bu calismada kullanilan katkisiz salca, Niksar’da faliyet gosteren OLCA salca
fabrikasindan temin edildi. Deney ¢alismalarinin gergeklestirmesi i¢in petri kaplari
numaralandirildi. Her bir petri kabina 75’er gram katkisiz sal¢ca konuldu. Tablo
4.10.'da belirtilen oranlarda ekstraktlar 10’ar ml suda seyreltilerek petri

kaplarindaki salca numuneleri lizerine ilave edildi.

Tablo 4. 10. Elde edilen ektraktlar ve salga numunelerine tatbiki

Ekstraktin Yiizde ekstrak / Petri kab1 | Elde edilen Coziici
Deney numaras1 | salga (w/w) orani | numarast | sicaklik

Yok (Referans) | %0.0 0 - -

1.1 %0.2 1 25°C-65°C | Su

1.1 %0.5 2 25°C-65°C | Su

1.1 %0.7 3 25°C-65°C | Su

5.1. %0.5 4 69 °C Hekzan
2.1. %0.5 5 65 °C Su

1.1. %0.8 6 25°C-65°C | Su
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Tablo 4.10.’un devami

4.1. %0.4 7 65 °C - Su
100°C
5.2. %0.5 8 61.7 °C Kloroform
5.3. %0.5 9 67 °C Thf
5.4. %0.3 10 39°C Diklormetan
Defne tozu %0.5 11 - -
ile(1.5 mm)
Tablo 4. 11. Kiiflenme siireleri ve petri kaplart numaralari
Petri kab1 numarasi Kiiflenme zamani (giin) Kiif/kiiflerin rengi
0 9 Beyaz- mavi
1 9 Siyah-mavi
3 9 Siyah-mavi
11 9 Beyazkiif en fazla
6 10 Mavi
5 10 Mavi
2 10 Beyaz-mavi-siyah
10 30 Mavi
9 33 Az mavi- az beyaz
8 35 Mavi beyaz az
7 37 Az mavi beyaz spotlar
4 41 Cok az mavi spotlar
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Sekil 4. 14. Salcalara defne ekstrakt: tatbikinden 43 giin sonraki durumlari. Numunelerin her
biri farkli goriintiiler olusturmaktadir.

Ekstrak madde eklenmeyen referans sal¢a 9 giin sonra kiiflenmeye baglamigtir. 65°C’de
alman 1, 2, 3, 5 ve 6 numarali ekstraktlarin koruyucu etkisinin bulunmadigi
goriilmistir. 100 °C’de defne yapragindan suyla elde edilen ekstraktin koruyucu
etkisinin daha yiiksek ve etkin oldugu goriilmiistir (39 giin). Hekzanla  elde edilen

eskstrakla 41 giin i¢inde salga numunesi i¢inde bir bozulma gériilmemistir.

Hekzanla elde edilen ekstraktin koruyucu etkisi, 100 °C de su ile elde edilen ekstraktin
koruyucu etkisi (bozunma siiresi, giin olarak) bir birine yakindir. Kivgak ve ark.(2002),
hekzan ile elde edilen ekstraktlarin toksisite etkisinin bulundugunu fakat su ekstraktinin

boyle bir etkisinin bulunmadigini Kivgak ve ark. (2002) belirtmektedir.
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4.5.2. Yiiksek Sicaklik Ekstraktlarmin Gida Koruyucu Ozellikleri

Her bir petri kabina 75’er gram katkisiz sal¢a konuldu. 25°C-110°C, 110°C-125°C,
125°C-150°C lik ekstraktlar1 kiitlece % 0,5’lik derisimde olacak sekilde 10 ml destile
su ile seyreltildi ve petri kaplarinda salca numuneleri ile birlestirildi. Salgalarda ilk

kiiflenme goziiktiigl glinler asagidaki tabloda yer almaktadir.

Tablo 4. 12. Yiisek Sicaklilk Uriinlerinin Salgada Gida Koruyucu Etkisi

Ekstraktin elde edildigi Kiiflenme zamani Kiiftin rengi
sicaklik

25°C-110°C 39. giin Mavi - Beyaz
110 °C- 125 °C 40. giin Mavi - Beyaz
125 °C- 150 °C 40. giin Mavi - Beyaz

Defne yapragindan elde edilen ekstrak yiiksek sicaklik ekstrak tiriinlerinin agik havada
ve oda sicakligi sartlarinda ortalama 40 giin civarinda bir koruma etkisi oldugu deneyler

sonucu bulunmustur.
4.5.3. Bulgularin Ozeti

Bu ¢alismada, defne yapraginda bulunan kimyasal maddelerin ekstraksiyon verimine

sicaklik, siire, partikiil biyiikliigli ve ¢oziicli segciminin etkileri incelenmistir.

Bu amagla defne yapragi degisik sartlarda fraksiyonlu ekstraksiyon islemine tabi
tutulmustur. Fraksiyonlarin degisik iriin terkibi ve dagiliminda oldugunu gerek
¢Oziiniirliikleri ve gerekse salca iizerindeki farkli etkilerinden anlasilmaktadir. Bu
calisma, aym1 zamanda, defnede su c¢oziiciisii kullanilarak, sicaklik ve siireye bagh
olarak, fraksiyonlu olarak ekstraklarin ayrilabildigini ortaya koymaktadir. Ayrica 150
°C de yapilan (5 bar basing) su ekstraksiyonundan elde edilen ekstrakt, 2. defa metanol
coziiciisii yardimi ile ekstrakte edildiginde, bitkide su g¢ekici Ozelligi gosteren
molekiil(ler) elde edilmistir (Sekil 4.9.). Elde edilen mataryel daha ileri saflastirma ve
yap1 analizi ¢alismalarini gerektirmektedir. Bu g¢alisma bu konuda ileride yapilacak

caligmalar i¢in Oncii calisma niteligindedir

Diger yandan, franksiyonlar katkisiz sal¢a iizerinde mantara karsi gida koruyucu

ozelligi incelenmistir.
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100 °C de ve 100 °C’ nin iizerindeki sartlardan elde edilen ekstraklarda iyi derecede
gida koruyucu etkileri gozlenmektedir. 65 °C ve altinda (oda sicakligl) elde edilen
ekstraklarin ise gida koruyucu ozelliginin zayif oldugu gortlmistiir. Gida koruyucu
ozelligi tasiyan etkili ekstrakt 65 °C de su ekstraksiyonu yapildiktan sonra, posa

uzerinden devam edilerek alinan ekstrak kisimlardir.

Sonuglart su sekilde 6zetleyebiliriz:

1. Sicaklik, ekstraksiyon firiin verimine dogrudan etkili olmaktadir. Elde edilen
sonuglara bakildiginda sicaklik ile elde edilen iiriin verimi arasinda dogru bir oranti

mevuttur. Bu sebeple sicakligin artmasi ile daha fazla ekstrakt elde edilmektedir.

2. Siire, ekstrak verimine etki eden 6nemli bir parametre olmaktadir. Ekstrakiyon islemi
esnasinda siire kullanilan metoda gore degismekle birlikte, normal ekstraksiyon
isleminde 3 saatlik siire bitki dokusundaki {irlinlerin ¢oziicli fazina gegmesi i¢in yeterli

olmaktadir.

3. Defne yapragi yaginin ekstraksiyonunda suyun en uygun ¢oziicii oldugu sdylenebilir.
Suyun etkili ekstraksiyon islemi yaninda kolay temini, yan etkisinin olmamasi onu ideal

¢Oziicii seviyesine ¢ikarmaktadir.

4. Yiiksek sicaklik ekstraksiyon isleminde (100°C {izerinde) ekstrak miktarinda yaklagik
% 40 lik bir artis meydana gelmektedir. Yiiksek sicakligin 6zellikle daha biiyiik ve polar
molekiillerin daha etkili bir sekilde sulu faza ge¢mesini sagladigi anlasilmaktadir.

Yiiksek sicaklik ekstraksiyonunda verim artmaktadir.

5. Gelistirdigimiz “yiiksek sicaklikta basingl ekstraksiyon” sistemi, 100 °C ile 150 °C
sicaklik araliginda kontrollii olarak ugucu yaglarin franksiyonlu olarak toplanmasina
imkan vermektedir. 100 °C iizerinde degisik sicakliklarda ugucu yag fraksiyonlar
toplanmig ve bu iiriinlerin kimyasal kompozisyonu GC —Mass incelemeleri yapilmistir.
Fraksiyon o6nemli oOlgiide farkli driinleri gostermektedir (Ek2,Ek3,Ek4). Spektrum

incelemeleri, fraksiyonlarda {iriin farklilig1 géstermektedir.

6. Partikiil biliylikligiiniin, ekstraksiyon iglemi esnasinda verimi hissedilir 6l¢iide

etkilemedigi goriilmiistiir.
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Bu c¢alismalar, ileriki agamalarda yapilacak mikrobiyolojik testler i¢in 6n c¢alisma
niteligindedir. Mikrobiyolojik testlerle genis c¢alismalar yapilmasi uygun olacaktir.
Gidalarda bozunmalara neden olan test kiifleri bir kag ¢esit kiiflerle sinirli degildir.
Birden fazla kiif ¢esidi bu bozunmalara neden olabilmektedir. (Byssochlamys fulva
basta olmak tizere Botrtis cinerea, Alternaria alternata, Mucar circinelloides, Rhizophus
stolonifer, Fusarium sp. salga icin bilinen baslica test kiifleridir). Gida sanayinde
uygulanabilir olabilmesi igin tiim test kiiflerinde tek, tek ve Tiirk gida kodeksinin 6n
gordiigii farkli konsantrasyonlar da denenmesi gerekmekte bu da birbirine parelel
binlerce maliyetli deneyi gerektirmektedir. Bu tez g¢ercevesinde elde edilen veriler,

ilerde yapilacak olan kapsamli mikrobiyolojik ¢aligmalara 151k tutmaktadir.



5.TARTISMA ve SONUC

Yapilan literatiir taramalar1 defne ekstraksiyonu i¢in optimum sartlarin belirlenmedigi
anlasilmaktadir. Bu sebeple, ilk olarak defne ekstraksiyonunu etkileyen parametreler

incelenmis ve bu paremetrelerin ekstraksiyon verimi ile iligkisi ortaya konmustur.

Elde edilen sonuclara gore, sicaklik artisi ile ekstraksiyon verimi artmakta, ekstraksiyon
isleminin basit yontemlerle 3 saat icinde tamamlandigi, suyun ekstraksiyon islemi icin

uygun bir ¢oziicli oldugu goriilmiistiir.

65 °C sicakligin altinda elde edilen ekstraktlarin koruyucu bir etkisi bulunmadigi,
100°C ve sonraki sicakliklarda elde edilen ekstraktlarin, salcada daha etkili gida

koruyucu 6zelligi gdzlenmistir.

Ekstraksiyon islemleri esnasinda sicakligin 100 °C den 150 °C ¢ikarilmasi ile % 40°lik

bir verim artig1 saglanabilmektedir. Bu miktar 6nemli bir verim artisini ifade etmektedir.

Bazi salga fabrikalarinda koruyucu olarak kimyasal bir madde olan sodyum benzoat
kullanilmaktadir. Bu maddenin sagliga zararli oldugu ve bazi iilkelerde kullaniminin
yasaklandig1 bilinmektedir. Es deger diger koruyucu kimyasal maddelerin de zararli yan

etkileri tartisilmaktadir. Bu yiizden her alanda dogala doniis git gide artmaktadir.

Bir maliyet hesab1 yapildiginda sodyum benzoat yerine defne ekstrakti kullandigimizda
daha hesapl1 bir tablo ortaya ¢ikmaktadir.

Sodyum benzoat 1 kg (15 tl) Salgaya % 0.2 konulur. Boylece bir ton salga i¢in 2 kg
sodyum benzoat gerekmektedir. Bir ton salganin koruma maliyeti 30 tl ye tekabiil

etmektedir ( www.hammadeler.com).

100 °C iizerinde yapilan ekstraksiyonda verim kiitlece % 25 oldugunda gore 1 kg defne
ekstrakti icin ise 4 kg defne yapragina ihtiyag vardir ( Ozdrog ugucu yaglar1 Hatay ,3 tl).
Enerji ve isleme maliyeti yaklasik 4 tl alinabilir. Denemelerimiz salgaya % 0.5 olacak
sekilde ekstrak katilmasinin koruyucu olarak yeterli olacagin1 gdstermektedir. 1 ton icin
5 kg defne ekstraktina ihtiya¢ vardir (yaklasik 20 tl). Bu maliyet hesabina gore defne

ekstrakt1 kullanicak tireticilere ayri bir kiilfet getirmemektedir.
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Bu maliyetler goz 6niine alindiginda, defne ekstraktinin salgada gida koruyucu olarak

uygunlugu agikg¢a goriilmektedir.

Yiiksek sicaklik destilatlarinin - Gc-Mass — spektrumunun  (Tablo 4.9.) geneline
bakildiginda, sicakligin etkisi ile elde edilen destilatlarin derisimi, igerigindeki
bilesenlerin cinsi ve miktarinin biiyiik olgiide degistigi goriilmektedir. Bu degisimden
faydalanarak etken bilesiklerin yiiksek derisimlerde eldesi igin etkili bir metot
olabilecegi goriilmektedir. Bunun yan1 sira yeni ugucu bilesiklerin bitkisel

muhtevalardan izole edilebilecegi sdylenebilir.
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Ek 1. Tiim salc¢alar kiiflendiginde resimleri (43. Giin)
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Ek 2.100 °C Elde Edilen Destilatin Kimyasal Kompozisyonu
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1-Fomrendl-2 2-dirne thod 3-trams (3-methyibng-
2-eryl)-f- methyrlidene- ol ohex ane
2-Cyrhpenter 1-one, 2-hordoey3, 4 dizeethiyk

936.0
936.0
893.0
8930
893.0
7.0

7.0
7.0
176.0
176.0
176.0
477.0
477.0

477.0

5230

5230
5230
3470
3470
3470
673.0
673.0

673.0

491.0

345.0

345.0
345.0

2290

840.0
840.0
o020
B02.0
o020
8350

8350
8350
8380
8380
8380
5330
5330

5330

8250

8250
8250
8430
8430
8430
8370
5370

8370

8170

917

917
917

5290

3.440
3.440
1666
1. i
1666
1112

1112
1112
1414
1414
1414
0.7854
0.7854

0.7854

1185

1185
1185
2,830
2,830
2,830
1319
1.319

1319

0.7359

0.6905

0.6905
0.6905

06828
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21

22

2

24

25

26

N

28

2303

23641

2388

2410

24309

24517

24671

24925

Diinory] pht balate
Bis{H-benzyldithivcabarnatohp ktinwa IT)
2-Ethedfrrmamilick

D Whnrose, O (phenmethylioxine, 2345,
f-pentabenmat e

DGlngoss, C4 phertrosthodoxie, 2,345 6-
Jentabe renae

Benmicanid, 3-flooxo-, 2-oxo-2-phetylethor]
pster

1H-2Berzoxacywbtetradec el WEH)-dione,
34,559 10-Yexabydo 3-methyl- 5,14 16-
tris[(trirethylsiidong] -, B5-(3RF 5BF LIE]-
Cit razmic TS
Pentarattonylivigtr pnethpd silylidbineraolyh
denn

Sodiu perchirate

Sodiuy perchirate

1H-2Berenracyebteratee m-1 AH)- dione,

3455910 texabydo -J-etherl-5,14 16
ts [ rethyladonsd -, B3R SRF LIE] -

1H-2Berenzacyebteratee m-1, (3H)- dione,
34.55,910-Yexabydo 3-methyl- 5,14 16-
tris[{rirethylaidong] -, B5-(3RF SR* LIE]-
Cit razmie triThis
Pentacattonytristrmethsilyladbineraolyh
denmn

1H-2 Bergnxaryrbteradee i1, 3H)- done,
3458 9 10-texabordn S-methyl-5 14 16-
tris[{triretbodsilyon] -, (3503 B* 3R 11E] -
Cit razmie triThs

Pentarattonylirigtrinethd silylidbineraolyh
denmn

1 3a-hrlenedirosthan] 123 324,78 Ba-
octatyrto- |- [3-byrdieryr-3{hyrhoee et o) 3
penteny]-2 5-dimethyd, [1R-[141(Z), 24324
Bad]]-

8-C4-d 2 0E)p-

Conrnarcd] gluopmanosyl-2-{(R)-2-
boyehane o - Ttnethioer S ret byl chromnone
Fanra-3 16 -dien-18{or 193l

Trizyelo3 2.1 D(24]octae, & meth e
(132543 53)-

Laulenofé5-H fwan 2 3H) -ame, 460,735,
SaPbasthyrho-Gamethyd 3.3

bis{ ethy e)-, (3530 fiad Ded D) -

2290

101.0
101.0
53.00

83.00

8300

3550

355.0
355.0

710.0
710.0
710.0

3480

3480
3480

470

3470
3470

3780

3780

3810
3810

3810

5290

5400
8400
Bar.0

887.0

ge7.0

048.0

8400
8400

038.0
038.0
5eg8.0

048.0

048.0
548.0

8400

548.0
548.0

863.0

B63.0

523.0
523.0

828.0

06328

07437
07437
1.524

1.324

1.324

4104

2106
2106

1.531
1.531
1.531

1377

1377
1377

1,408

1.493
1.493

4131

4131

6. 633
6. 633

6. 638
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