TC
KAFKAS UNiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
KiMYA ANA BiLiM DALI

PiSTACIiA TURLERININ SUPERKRITiK AKISKAN EKSTRAKSiYONU
VE YAG ASITLERININ GC-MS iLE TAYIiNi

Mahir GUNDOGDU
YUKSEK LiSANS TEZi

Danisman

Yard. Doc. Dr. Fikret AKDENIZ

HAZIiRAN 2007
KARS



ONSOZ

Bu calisma Kafkas Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim
dalinda yiiksek lisans tezi olarak hazirlanmstir.

Calismada Pistasia tiirlerinin siiperkritik akiskan ekstraksiyonu ve yag
asitlerinin GC-MS ile tayini arastirilmistir.

Tez calismam boyunca bana her tiirlii destegi saglayan, calismamin her
asamasinda yakin ilgisini esirgemeyen, bilgi ve Onerileri ile beni her konuda
yonlendiren danigsman hocam, Saymn Yard. Dog. Dr. Fikret AKDENIZ e, ve tezin
hazirlanmasi siirecinde yine katkilarini esirgemeyen Saym Prof. Dr. Ismail
CAKMAK ve Sayin Dog¢. Dr. Sabri ULUKANLI'ya ayrica Firat YILDIZ’a en icten
tesekkiirlerimi sunarim.

Her zaman destegini ve yardimlarinm aldigim aileme sonsuz tesekkiirlerimi

sunarim.

Kars-2007 Mahir GUNDOGDU



T.C. Kafkas Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dali
Yiiksek Lisans oOgrencisi Mahir GUNDOGDU’nun yiiksek lisans tezi olarak
hazirladig1 “Pistasia tiirlerinin siiperkritik akiskan ekstraksiyonu ve yag asitlerinin
GC-MS ile tayini” adli bu calisma yapilan tez savunmasi sinavi sonunda jiiri
tarafindan Lisansiistii  Egitim  YOnetmeligi uyarinca degerlendirilerek oy

...................... ile kabul edilmistir.

....... /......12007

Adi-Soyadi imza
Baskan ... i,
Uye e e,
Uye e e,
Uye e e,

Bu tezin kabulii, Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu’nun ...../...../2007
tarihve ............. [oveiiiiinn Sayili karart ile onaylanmustir.

Prof. Dr. Vahit ALISOGLU
Enstitii Miidiirii



ICINDEKILER

ICINDEKILER I
OZET I
ABSTRACT v
SEKILLER DIZINi VI
CIiZELGELER DIiZiNi VII
RESIMLER DiZiNi VIII
1. GIRIS 1
2. GENEL BILGILER 3
2.1. Yagl Tohumlu Bitkilerin Diinyadaki Durumu 3
2.2. Yagl Tohumlu Bitkilerin Tiirkiye’deki Durumu 5
2.3. Siiperkritik Akigkanlarla Ekstraksiyon 7
2.3.1. Siiperkritik akiskanlarin tanimi ve 6zellikleri 7
2.3.2. Siiperkritik akiskanlarin avantajlari 11

2.4. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu Teknigi, Uygulamasi ve ilgili 13
2.4.1. Akiskan materyaller ve diizenleyiciler (modifiyerler) 14
2.4.2. Numune hazirlama 17
2.4.3. Ekstraksiyon sartlari 19
2.4.4. Ekstrakt toplama metodlar1 22
2.4.5. On-line fraksiyonlama ve kromatografik metodlarla birlestirme 23

2.5. Siiperkritik Akigkan Ekstraksiyonunun Uygulandigi Farkli 25
Calisma Alanlan 25
2.5.1. Fosil yakitlar 25
2.5.2. Cevresel numuneler 25
2.5.3. Dogal iirtinler ve ilaglar 26
2.5.4. Kat1 ve siv1 yaglar 26
2.5.5. Tat ve koku verici maddeler 28

3. DENEYSEL KISIM 29
3.1. Materyal ve Metod 29
3.1.1. Numune hazirlanmasi 29
3.1.2. Orijinal odun analizleri 29
3.1.2.1. Lignin ve seliiloz tayinleri 29
3.1.2.2. Nem, kiil, ugcucu madde ve sabit karbon tayinleri 29
3.1.2.4. Numunenin ve bittim yaginin st 1s1 degeri 30



3.1.3. Geleneksel yontemle bittim yaginin ekstraksiyonu
3.1.3.1. Yagin serbest yag asidi ylizdesi

3.1.4. Soxhlet ekstraksiyonu

3.1.5. Suiperkritik akigkan ve subkritik ¢oziicii ekstraksiyonlar

3.1.6. Ekstraktlarin GC-MS analizine hazirlanmasi ve analizi

4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Orijinal Odun Analizlerinden Elde Edilen Bulgular

4.2. Geleneksel Yontemle Bittim Yagi Ekstraksiyonu Deneylerinden Elde

Edilen Bulgular

4.3. Soxhlet Ekstraksiyonu Deneylerinden Elde Edilen Bulgular

4.4. Stiperkritik ve Subkritik Ekstraksiyonlardan Elde Edilen Bulgular
4.4.1 Sicakligin ekstraksiyon verimine etkisi
4.4.2. Ekstraksiyon siiresinin ekstraksiyon verimine etkisi

4.5. GC-MS Analizi Bulgular

5. SONUC ve ONERILER

6. KAYNAKLAR
EKLER

7. OZGECMI$S

II

30
30
31
31
33

35

35
35
35
36
37
38
41
44

45
49
56
62



OZET

Bu cahsmada, Tiirkiye’nin 6zellikle Dogu ve Giiney Dogu Anadolu
Bolgelerinde dogal olarak yetisen yabani bir yagh tohum bitkisi olan Pistacia
(bittim) tiirlerinin tohumlarindan geleneksel metodlar, soxhlet metodu ile
siiperkritik akiskan ve subkritik ¢oziicii ekstraksiyonu yoluyla yag ekstrakte
edildi. Kullamilan ekstraksiyon tekniklerinin verimi ve etkililikleri
karsilastirildi. Cahsmada coziicii olarak n-hekzan, aseton ve metanol
kullanildi. Elde edilen yag, metil esterlerine cevrilerek GC-MS analizine tabi

tutuldu. Boylelikle bittim tohumu yagimin yag asidi icerigi belirlendi.

Soxhlet ekstraksiyonlarinda en yiiksek verim n-hekzan ile yapilan
deneylerden elde edildi (% 50,4). Bunu % 47,6 ile aseton ve % 21,5 ile

metanol ile yapilan ekstraksiyonlar izledi.

Siiperkritik ve subkritik ekstraksiyon deneylerinde en yiiksek verim
yiizdelerine siiperkritik aseton ve n-hekzan deneylerinde ulasildi (sirasiyla %
50,5 ve % 49,8). Bu degerleri siiperkritik metanol ekstraksiyonu % 22,0 ile
takip etti. Bu sonuclara gore n-hekzan ve aseton’un yag ekstraksiyonu icin
metanol’e gore daha wuygun coziiciiler olduklar1 bulundu. Subkritik
ekstraksiyonlarin da geleneksel metodlara gore daha etkili oldugu goriildii.
Sicaklik ve ekstraksiyon siiresinin genel olarak verimi artirdigi bulundu. En

uygun ekstraksiyon siiresinin 30 dakika oldugu tespit edildi.

GC-MS analizleri de, bittim yagimin % 67,25 oleik asit, % 16,13
palmitik asit, % 13,23 linoleik asit ve % 3,39 stearik asit icerdigini ortaya
koydu. Bittim yag1 % 80,48 oraninda doymamus yag asitlerinden, % 19,52
oraninda doymus yag asitlerinden olusmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Pistacia tiirleri tohumlari, geleneksel
ekstraksiyon, soxhlet ekstraksiyonu, siiperkritik akiskan ekstraksiyon,
subkritik ekstraksiyon, GC-MS analizi
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ABSTRACT

Supercritical fluid extraction of Pistacia species and determination of

fatty acid content by GC-MS analysis

In this study, Pistacia (bittim) species’ seeds, a kind of wild oilseed
plant that naturally grown in Turkey’s Eastern and South-Eastern Regions,
was subjet to extraction by using conventional, Soxhlet and supercritical
fluid extraction techniques, and their extraction yields and efficiencies were
compared. n-Hexane, acetone and methanol were used as extraction solvents.
QOil obtained from Pistacia seeds was transesterified to its fatty acid methyl
esters and then introduced into the GC-MS system. Thus, fatty acid content

of the oil was determined.

In Soxhlet extractions, maximum extraction yield was obtained from
n-hexane extractions with 50,4 % yield. This value followed by acetone and
methanol extractions, with the value of 47,6 % and 21,5 %, respectively. In
supercritical and subcritical extractions, maximum yield values were
obtained in acetone and n-hexane extractions (50,5 % and 49,8 %,
respectively). Supercritical methanol extraction yield was only 22,0 %. It was
found out that, n-hexane and acetone were more suitable solvents than
methanol to achieve oil extractions from oil seeds. It was also found that
subcritical extractions were more effective than conventional techniques. In
general, when extraction temperature and time increased, extraction yields

also increased. Optimum extraction time was determined as 30 min.

GC-MS analyses showed that, extracted oil was consist of 67,25 %
oleic acid, 16,13 % palmitic acid, 13,23 % linoleic acid and 3,39 % stearic
acid. Thus, oil was also consist of 80,48 % unsaturated, 19,52 % saturated

fatty acids.

v



Key Words: Pistacia species’ seeds, conventional extraction, Soxhlet

extraction, supercritical extraction, subcritical extraction, GC-MS analysis
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1. GIRIS

Bitkisel yaglarin etkili, verimli bir sekilde tiretimi ve kullanilmalar1 hem
gelismis hem de gelismekte olan iilkeler agisindan onem arz etmektedir. Bitkisel
yag tiretiminde genellikle yenilebilir olan zeytinyagi, aygicegi yagi, misir yagi,
soya yag1 vs. gibi tiirlere agirlik verilse de, bunlarin haricinde kalan ve genelde
isimleri fazla bilinmeyen pek cok degisik yag bitkileri veya daha dogru bir
deyimle bitkisel yag kaynaklari bulmak miimkiindiir. Ornegin, iiziim cekirdekleri
sarap endiistrisindeki kat1 atiklarinin yaklagik % 15’ini olusturur. Bu atik
genellikle ya yakilir ya da hayvan giibresi olarak kullanilir. Oysa yaklasik % 85-
90 doymamis yag asidi orani, liziim ¢ekirdegi yagini yiiksek kaliteli bir besinsel
yag veya gida katki maddesi yapmaktadir. Giinliik diyette alinacak boyle bir yag,
trombozis’in Onlenmesi, kardiovaskiiler hastaliklarin giderilmesi, kandaki
kolesterol seviyesinin azaltilmasi, kan damarlarinin genislemesi ve otonomik
sinirlerin diizenlenmesi ag¢isindan etkili Ozellikler sergilemektedir (1). Diger
yandan kauguk tohumu yagi gibi bitkisel yaglardan transesterifikasyon islemiyle
iiretilen ester tiirii yakitlar (biyodizel) gittikge dizel yakitlara uygun bir alternatif
haline gelmektedirler (2). Ciinkii bitkisel kaynakli yaglar yenilenebilirdirler, yerel
olarak iretilebilirler ve cevre dostudurlar. Pratik olarak kiikiirt igermezler,
depolama giicliikleri yoktur ve miikkemmel yaglama 6zellikleri vardir. Bundan da
Otesi, bitkisel yag {iiretimi yapilan bitki ve agaclar, yandiklarinda atmosfere
verdiklerinden daha fazla miktarda karbondioksidi fotosentezleri sirasinda
atmosferden alirlar. Yani diger bir deyimle, bitkisel yag kokenli yakit kullanimu,
giincel problemlerimizden biri olan “kiiresel 1stnma” olayma sebep olan sera
gazlarmin en onemlisi sayilan karbondioksit’in atmosferdeki konsantrasyonunun
artisgina ekstra bir katki getirmez, tam tersi azaltabilir. Ulke icinde dizel yakit
yerine bitkisel kaynakli yakit tiikketimi, bu iirlinlere bagh dis 6demeler dengesini
ana petrol ihracatgisi iilkeler icin bile olumlu yonde etkileyecektir. Bu tiir projeler
ozellikle gelismekte olan iilkeleri belli Olgiilerde rahatlatabilecektir. Bitkisel
yaglarin cesitli avantajlar arasinda belki en onemlilerinden birisi, uzun vadede

petrol kokenli yakitlarin yerine kullanilabilme potansiyelleridir (2).



Yukarida verilen yag kaynaklarina pek cok ilaveler yapilabilir. Her iilke
kendi iklim kosullarina uygun nitelikte yag bitkilerini belirleyip yetistirebilir.
Ornegin kanola (kolza), aspir, hashas, pamuk tohumu (¢igit), yer fistig1 ve susam
bu grup icinde degerlendirilebilecek bir ¢ok bitki tiiriinden sadece birkacidir.
Bunlardan 6zellikle kanola bitkisi diinyada gittik¢e artan bir olciide ilgi gdormekte
ve Amerika Birlesik Devletleri’nden Hindistan’a kadar pek cok iilkede onemli

miktarlarda yetistirilmektedir (3).

Tiirkiye, hemen her ¢esit bitkiye uygun iklim kosullarina sahip olmakla
birlikte yag bitkisi iiretiminde genellikle ay¢igegi, pamuk, soya, zeytin, misir ilk
siralar1 almaktadir. Bunlar1 ¢ok daha az iiretim degerleriyle hashas, kanola ve
palm yag takip etmektedir (3). Oysa iilkemizde bunlara ilave olarak yerel olarak
iretilip kullanilan baska yag kaynag bitkiler de vardir. Akdeniz ve Giineydogu
Anadolu Bolgelerinde dogal olarak yetisen ve yagi ¢ikarilip cesitli amaglarla
kullanilan yabani fistik tiirleri (Pistacia) bunlardan biridir. Yoresel isimlerinden
birisi “Bittim” ya da “Buttum” olan bu bitkilerin tohumlarin1 y6re halki ¢esitli
maksatlarla kullanmaktadir. Ozellikle bu tohumlardan cikarilan yagdan iiretilen
sabunlar piyasada “Bittim” sabunu olarak bilinmekte ve kozmetikte

kullanilmaktadir (4, 5).

Yagh tohum cekirdeklerinden yagin ¢ikarilmasi i¢in kullanilan geleneksel
metodlar, tim materyalin kesikli calisan bir hidrolik preste preslenmesi ya da
ogiitiiliip 1sitildiktan sonra g¢ekirdeklerin vida tipi preslerden gegirilmesinden
ibarettir. Fakat her ikisi de ekonomik degildir (6). Giiniimiizde bu teknikler biiyiik
Olciide, cekirdeklerin veya tohumlarin doner degirmenlerde tamamen kirildiktan
ve 1sitildiktan sonra bir ¢oziicli yardimiyla (genellikle hekzan) ekstraksiyonlar
seklinde uygulanan teknikle yer degistirmis durumdadirlar. Daha sonra elde edilen
bu ham yag notralize edilir, aktif karbon ve kil kullanilarak rengi giderilir ve
nihayetinde de vakum altinda kokusu giderilir. Bu ekstraksiyon metodunun verimi
yiiksektir ancak ekstraksiyon basamaginin tamamlanmasi i¢in uzun zaman (birkag

saat) gerektirmektedir (1).



Son yillarda yagli tohum cekirdeklerinden yag ekstraksiyonu i¢in organik
¢oziicii kullanmayan alternatif metodlar onerilmektedir. Ornegin sicak su
ekstraksiyonu (7) ve siiperkritik akiskan ekstraksiyonu (SAE) gibi (8-10). Sicak
su ekstraksiyonu yontemi, giivenlik ve fiyatlar agisindan sorunsuzdur fakat cok
etkisizdir, ayrica deemiilsifikasyon, buharlagtirma vs. gibi basamaklar gerektirir.
Diger yandan geleneksel ¢oziicii ekstraksiyonu teknigi ile karsilastirildiginda SAE
da benzer verim ve yag kalitesi ortaya koymaktadir. Bundan da &tesi, distilasyon
yoluyla ¢oziicii uzaklastirilmasi, arkasindan uygulanan yag rafinasyonu gibi islem
basamaklar1 da ortadan kaldirilmis olur (10). Bu yontemin en biiylik dezavantaji
ise yiiksek toplama ve isletme maliyetleridir. Bu nedenle yine son yillarda ilgi
gormeye baslayan siiper-isitilmis ¢oziicii ekstraksiyonu da bu maksatla

uygulanabilen tekniklerden biridir (1).

Bu tez calismasinin amaci, giiney ve giineydogu bolgelerimizde yore
halkinin  ozellikle sabun yapiminda c¢okc¢a kullandigi Pistacia tiirlerinin
tohumlarindan yagin, siiperkritik ve subkritik (¢Oziiciiniin kritik sicakliginin
altindaki sicakliklarda yapilan uygulamalar i¢in kullanilir) n-hekzan, aseton ve
metanol ekstraksiyonlar ile ¢ikarilmasi ve bu tekniklerin geleneksel ekstraksiyon

yontemlerine uygun alternatifler oldugunu ortaya koymaktir.

2. GENEL BILGILER

2.1. Yagh Tohumlu Bitkilerin Diinyadaki Durumu

Diinyada yagh tohumlu bitkiler tariminda; soya fasulyesi, yerfistigi,
aycicegi, kolza (kolza), misir, zeytin, susam, palmiye tohumu, yag keteni, aspir,
hindistan cevizi ve hintyag1 bitkileri anlagimaktadir. Cizelge 2.1.’de yagh

tohumlu bitkilerin diinya ekilis, tiretim ve verim degerleri verilmistir.



Cizelge 2.1. Diinya yagli tohumlu bitkilerin ekilis, iiretim ve verim degerleri (3).

Yag Bitkileri 2000 2001 2002 2003
Ekilis (1000 ha) 20960 17656 19536 22333
Aycicegi Uretim (1000 ton) 26313 20348 24173 27740
Verim (kg/da) 125,5 115,3 123,7 124,2
Ekilis (1000 Ha) 74372 76834 78842 83696
Soya Uretim (1000 ton) 161413 176794 180729 189234
Verim (kg/da) 217,0 230,1 2292 226,1
Ekilis (1000ha) 31939 34587 30725 32168
Pamuk Uretim (1000 ton) 53022 60674 52875 56097
Verim (kg/da) 166,0 1754 172,1 174,4
Ekilis (1000 ha) 24090 24041 24105 26463
Yer Fistin ~ Uretim (1000 ton) 34984 36083 33303 35658
Verim (kg/da) 1452 150,1 138,2 134,8
Ekilis (1000 ha) 7293 7468 6771 6566
Susam Uretim (1000 ton) 2883 3184 2966 2943
Verim (kg/da) 39,5 42,6 43,8 44,8
Ekilis (1000 ha) 25823 22553 22485 22944
Kolza Uretim (1000 ton) 39511 35925 34044 36146
Verim (kg/da) 153,0 159,3 151,4 157,5
Ekilis (1000 ha) 882 871 757 743
Aspir Uretim (1000 ton) 673 594 572 648
Verim (kg/da) 76,3 68,2 75,6 87,2

Cizelge 2.1°den de goriilecegi iizere, diinya yagli tohumlu bitkilerin iiretiminde
189,2 milyon ton ile soya fasulyesi ilk sirada yer alirken, ¢igit 56,1 milyon ton ile
2., kolza 36,2 milyon ton ile 3., yerfistig1 35,6 milyon ton ve aycicegi 27,7 milyon
ton ile 4 ve 5. siralarda yer almaktadir. 2000-2003 yillar1 arasinda diinyada son
dort yil igerisinde soyanin ekim alanmi yaklasik 10 milyon ha, iiretimi 30 milyon
ton artmistir. Ayrica, aygigegi ve yerfistiginda 2 milyon ha’lik bir artis

gerceklesmistir. Bununla birlikte kolzanin ekim alaninda 3 milyon ha azalmayla




yaklagik 3 milyon ton’luk iiretim azalmasi olmustur. Ekim alam1 bakimindan ise
ilk siray1 soya fasulyesi almakta olup, bunu sirasi ile pamuk (¢igit), yerfistigi,
kolza, aycicegi ve susam izlemektedir. Soya fasulyesinin ekim alaninda ve
iiretiminde periyodik olarak yildan yila artis gosterdigi gozlenmektedir. Ayrica

susam veriminde de diizenli bir artis s6z konusudur (3).

2.2. Yagh Tohumlu Bitkilerin Tiirkiye’deki Durumu

TUIK verilerine gore 1999 yilindan itibaren, yagli tohumlu bitkilere
ayrilan alan, toplam ekim alani i¢cerisinde azalmaktadir. 1999 yilinda 1505 milyon
ha olan yagli tohumlu bitkiler ekim alami, 2000 yilinda 1319 milyon ha’a
diigmiistiir. 2001 ve 2002 yillarinda ise sirasiyla 1335 milyon ha ve 1429 milyon
ha ekim alam ile artig gostermesine ragmen, 2003 yilinda 1373 milyon ha’a
gerilemistir. Bu azalma kolza ve hashas disindaki diger tiim yagli tohumlarda
belirgin olarak gozlenmistir. Ozellikle son ii¢ y1lda kolza ekim alaninda periyodik

bir artis gdzlenmektedir (3).

Yagh tohum iiretim degerlerinin verildigi Cizelge 2.2."ye baktigimizda,
1999 yilinda toplam yagli tohum tiretimi 2298 bin ton iken, 2000 yilinda 2253 bin
tona ulagmistir. Fakat 2001 yilinda 2170 bin ton dretimi ile bir gerileme
gozlenmektedir. Bunun nedeni olarak aycice§i ve yerfisuginmin hem ekim
alanindaki hem de verimdeki azalis gosterilebilir. Uretim 2002 yilinda 2515 bin
ton’a ve 2003 yilinda ise 2359 bin ton’a ulasmustir. Uretimdeki bu artisin nedeni
ozellikle aycicegi, soya ve ¢igitteki verim artisina bagli olarak meydana geldigi

gozlenmistir.



Cizelge 2.2. Tiirkiye yagh tohumlu bitkilerin ekilis, tiretim ve verim degerleri (3).

Uriin 1999 2000 2001 2002 2003
Ekilis (ha) 595000 542000 51000 550000 545000
Aycicegi Uretim (ton) 950000 800000 650000 850000 800000
Verim (kg/da) 159,7 147,6 127,5 154,5 146,8
Ekilis (ha) 719294 654177 684665 721077 629610
Palfflk Uretim (ton) 1157583 1295066 1353888 1457122 1307920
(Cigi) Verim (kg/da) 160,9 198,0 197,7 202,1 207,7
Ekilis (ha) 24000 15000 17000 25500 27000
Soya Uretim (ton) 66000 44500 50000 75000 85000
Verim (kg/da) 275,0 296,7 294,1 294,1 314,8
Ekilis (ha) 87194 27555 45836 50741 97121
Hashas Uretim (ton) 31332 11564 21436 19000 52000
Verim (kg/da) 35,9 42,0 46,8 37,4 53,6
Ekilis (ha) 28000 28300 27000 33000 28000
Yerfistign Uretim (ton) 75000 78000 72000 90000 85000
Verim (kg/da) 267,9 275,6 266,7 272,7 303,6
Ekilis (ha) 51000 50900 50000 48000 44000
Susam Uretim (ton) 28000 23800 23000 22000 22000
Verim (kg/da) 54,9 46,8 46,0 45,8 50,0
Ekilis (ha) 187 82 290 550 2800
Kolza Uretim (ton) 330 187 650 1500 6500
Verim (kg/da) 176,5 228.0 224,1 272,7 232,1
Ekilis (ha) 50 30 35 40 250
Aspir Uretim (ton) 50 18 25 25 170
Verim (kg/da) 100,0 60,0 71,4 62,5 68,0
TOPLAM “Ekilis (ha) 1505646 1319247 1335816 1429818 1376991
Uretim (ton) 2308577 2253448 2171314 2514827 2358780

Elde edilen iiriin veriminin yiiksek olmasi kadar, bu iiriiniin en kisa
zamanda ekonomik, verimli ve etkili bir sekilde islenmesi de biiyilk 6nem
tasimakta, bu nedenle de diinyada yagli tohumlu bitkilerden yagin ¢ikarilmasina
yonelik pek cok arastirma ve gelistirme faaliyetleri gerceklestirilmektedir.
Bunlardan en c¢ok ilgi gorenlerden bir tanesi de siiperkritik akigkanlarla yag

ekstraksiyonu yontemidir (8-10).



2.3. Siiperkritik Akiskanlarla Ekstraksiyon

Son yillarda, gerek bir numune hazirlama teknigi olarak ve gerekse de bir
termal doniisiim teknigi olarak stiperkritik akiskan ekstraksiyonu'na (SAE) karsi
artan bir ilgi gdzlenmektedir. Siiperkritik gazlarla ekstraksiyon iizerine ilk kantitatif
gozlemler 1880'de Hannay tarafindan (11), siiperkritik gazlarda cesitli inorganik
tuzlarn ¢oziinurliigi arastirilirken gerceklestirilmistir. 1959'da ABD'de Elgin ve
Weinstock sikistirilmis gazlarla organik bilesiklerin dehidrasyonu i¢in bir metod

onermislerdir (12).

2.3.1. Siiperkritik akiskanlarin tanim ve o6zellikleri

Stiperkritik akiskan, sicakligi ve basinci kendi kritik basincinin iistiinde
olan, gaza benzeyen, icinde bulundugu kabi1 doldurup onun seklini alan,
bastirilabilen (sikistirilabilen) bir akiskan olarak tanimlanmaktadir (13).
Siiperkritik akigkan bir sivi degildir, fakat siviya benzer bir yogunluga (0,1-1

g/ml) ve ¢oziicii giiciine sahiptir.

Kritik sicaklik, bu sicakligin yukarisinda gaz halindeki her hangi bir
maddenin basincint artirmak suretiyle sivilastirilmasinin miimkiin olmadigi
sicakliktir. Kritik basing ise kritik sicakliktaki bir gazin sivilagtirilmasi icin
gereken basingtir (13). Agiklayici bir 6rnek olarak CO, in faz diyagrami Sekil
2.1." de verilmistir. Kritik sicaklik ve basing degerlerinin yukarisinda kalan bolge

"siiperkritik bolge" olarak tanimlanir.



BASINC(Bar)
A
Stiperkritik
Akiskan
Cpl. Bolgesi

Pe(72.8)

Yogunlagma
Hati W~ |
t Buhar

] % Basinci
KATI ¢ Hatts
Stbliimlesme
Hatt1
e 216.4 (304.2) Te, SICAKLIK(K)

Sekil 2.1. CO2’e ait basing-sicaklik diyagrami. Pc: Kritik Basing (bar); Tc:
Kritik Sicaklik (Kelvin); Cp: Kritik Nokta; Tp: Uglii Nokta (Bu

noktada madde kati, siv1 ve gaz karigimdir).

Maddelerin fiziksel hali, basing ve sicakliga baglidir. Ornegin, su 100 °C'de
760 mmHg basincinda gaz haline ge¢cmeye baslar ancak oda sicakliginda aynm
basing altinda sividir. Basing ve sicakliga bagli olarak bir maddenin degisik fazlar
Sekil 2.1.'de goriildiigii gibi ii¢lii nokta (T,) ad1 verilen noktada madde kati, siv1 ve
gaz halinde bulunur. Buhar basinci egrisi iizerinde madde sivi ve gaz halinde
bulunur. Buhar basmci egrisi, kritik basing ve kritik sicaklikla belirlenmis
"Siiperkritik Bolgede" sona erer. Bu bolgede madde siv1 ve gaz 6zelliklerini tasir.
Dolayisiyla kritik noktanin iizerinde basit bir kimyasal madde ya da bilesik ne
sivi ne de gaz olarak kabul edilmeyip yalmizca “akiskan” olarak kabul edilir.
Sicakligin yiikselmesi ve kritik sicakliga yaklasilmasi ile birlikte sivi yiizey
egrisinde yayilma ve dagilma olmakta (Resim 2.1b,c), kritik sicaklifin iizerinde
ise yalmzca bir akiskan fazi olusmaktadir (Resim 2.1d). Doygun siv1 ile doygun
buharin tiim fiziksel 6zelliklerinin de ayni1 oldugu konuma kritik nokta ad1 verilir.

Kritik noktada tiimiiyle ortadan kalkan si1vi faz yalnizca iiclii nokta ile kritik nokta



sicakliklar1 arasinda bulunmaktadir. Kritik noktadaki sicakliga "kritik sicaklik
(Te)", bu sicakliga karsilik gelen basing degerine "kritik basing (P.)", molar
hacmine "kritik hacim (Mc)" ve yogunluguna da "kritik yogunluk (d;)" adi verilir.
Kritik sicaklik noktasinda ve iizerinde ayirma yiizeysiz (faz aynm yiizeyi ya da

meniskiis) tek sabit bir akiskan faz ortaya cikar (14).

Kapali bir kapta bulunan sivi karbon dioksitin sicaklik etkisiyle nasil

siiperkritik akiskana doniistiigii Resim 2.1.’de (a, b, ¢, d) goriilmektedir (15).

Resim 2.1(a) Resim 2.1(b)

Resim 2.1(c) Resim 2.1(d)
Resim 2.1. S1v1 CO;’nin sicaklik etkisiyle faz doniistimii:

(a) Kapali kapta bulunan sivi CO;’nin olusturdugu faz ayrnim cizgisi
(meniskiis) acik¢a goriilmektedir; (b) sicaklik arttikca meniskiis kaybolmaya yiiz
tutmaktadir; (c) Daha yiiksek sicakliklara ¢ikildiginda gaz ile sivi yogunluklari
gittikce birbirine yaklagmaktadir (d) Nihayet kritik sicakliga ulasildiginda



meniskiis tamamen ortadan kalkar ve ortamda tek bir faz kalir: siiperkritik
akiskan (CO,) Siiperkritik akiskanlar, gazlara benzer kiitle transferi 6zelliklerine
ve s1vilara benzer ¢oziicii 6zelliklerine sahiptirler. Yiiksek giriskenlik kabiliyetleri
onlara kat1 yapilarina derinlemesine etki etme yetenegi kazandirir ve sivilara
benzer yogunluklar1 da istenen maddeleri numune yapisindan ¢oziip almalarina
imkan tanir. Yogunluklar gazlarin yogunluklarinin 100-1000 kati civarindadir.
Siiperkritik sivilar sikistirilabilirler ve basinglarindaki kiiciik bir degisiklik
yogunluklarinda ve bilesenleri ¢6zme kabiliyetlerinde belirgin bir degismeye
sebep olur. Hemen hemen bir ylizey gerilimine sahip olmadiklarindan dolay:
kiigiikk gozenekli materyallere de kolayca etki edebilirler. Ek olarak, oldukga

diisiik viskoziteleri de istenilen akis 6zelliklerini saglar (13).
Stiperkritik akiskan ekstraksiyonu ¢oziiciisii olarak Onerilen maddelerin

sayist oldukca sinirhidir. Siklikla bu amacgla kullanilan maddelerden bazilari

Cizelge 2.1' de verilmistir (16):

Cizelge 2.1. Siiperkritik akiskan olarak kullanilan bazi ¢oziiciilerin 6zellikleri

Kritik Kritik Molekiil Kritik Dipol Kritik
Sicakhk Basing Agirhg Hacim  Moment Yogunluk

Akiskan (°C) (atm) (g/mol) (cm’/mol) (debye) (g/ml)
Metan (CH,) -82,4 46,6 16,4 99,2 0,0 0,160
Etan (C,Hy) 32,4 49,5 30,07 148,3 0,0 0,204
Propan (C;Hg) 96,8 43,1 44,09 203,0 0,0 0,219
n-Biitan (C4H,() 155,2 38,5 58,12 255,0 0,0 0,225
n-Pentan (CsH,) 196,6 34,1 72,15 304,0 0,0 0,230
n-Hekzan ((C4H4) 234,4 30,5 86,18 370,0 0,0 0,230
Aseton (CH;-CO-CHj3) 235,1 47,6 58,08 209,0 2,9 0,242
Metanol (CH;OH) 240,1 82,0 32,04 118,0 1,7 0,246
Etanol (CH;CH,OH) 243,2 62,2 46,07 167,1 1,7 0,275
Karbon dioksit (CO,) 31,1 74,8 44,01 93,9 0,0 0,472
Amonyak (NH3) 132,4 115,0 17,03 72,5 1,5 0,211
Nitroz oksit (N,O) 36,6 73,4 44,01 97,4 0,2 0,445
Su (H,0) 374,4 224,1 18,02 57,1 1,8 0,281
Kloroform (CHCl;) 263,4 54,4 119,38 238.9 1,1 0,525
Benzen (CgHg) 562,2 49,5 78,11 259 0,0 0,298
Siklohekzan (CgH () 560,5 43,9 82,15 - 0,6 0,265

Kritik sicakligi CO,'in kritik sicakligindan biiyiik olan ¢oziiciiler, 6rnegin
toluen, piridin, su, komiir ve yakit isleme endiistrisinde uygulama imkani

bulmustur (17). Dolayisiyla bu coziiciilerle ekstraksiyon 500-700 K arasi
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sicakliklarda gerceklestirilebilmektedir. Bu sicaklik araliginda yiiksek molekiil
agirlikli materyallerin 1limh pirolizi gergeklesir. Siiperkritik ortam ayn1 zamanda
kondenzasyon ve polimerizasyon reaksiyonlarim onleyecek bir seyreltici gibi

davranir.

2.3.2. Siiperkritik akigkanlarin avantajlari

Hawthorne, numunelerin  ekstraksiyonunda  siiperkritik  akigkan

kullanilmasinin sebeplerini sdyle siralamaktadir (18):

“Stiperkritik sivilar bazen "siiper coziiciiler" olarak kabul edilmelerine
ragmen c¢oziiciiliik gilicleri siv1 ¢oziiciilerinkiyle karsilastirildiginda bunun dogru
bir yaklagim tarzi olmadigi goriiliir. Siiperkritik akiskanlarin ¢oziicii giicleri
sadece yogunluklart artirildiginda sivilarinkine yaklasir. Cogunlukla bir organik
bilesigin sivi ¢oziiciilerdeki maksimum ¢oziintirliigii, stiperkritik akiskanlarda
oldugundan daha yiiksektir. Siiperkritik akiskanlarin ¢oziicii giicii bakimindan sivi
coziiciillere karsi bir istiinliigli olmamasina ragmen, sahip olduklar diger
karakteristik ©zellikleri onlar analitik ekstraksiyon igin olduk¢a cazip hale
getirmektedir.

- Siiperkritik akiskanlarla ekstraksiyon hizhidir. Kiitle transferi
sinirlamalar bir ekstraksiyonda hiz1 tayin etmektedir. Siiperkritik akigkanlar, sivi
coziiciilere nazaran bir derece daha yiiksek ¢oziinen diffiizivitesine (10™* 'e karst
107 cmz/s) ve bir derece daha diisiik bir viskoziteye ( 10 e kars1 107 Ns/mz)
sahip olduklarindan dolayr ¢ok daha iyi kiitle transfer karakteristiklerine
sahiptirler. Kantitatif siiperkritik akigkan ekstraksiyonlar1 genellikle10-60 dk da
tamamlanirlar, oysa sivi ekstraksiyon siireleri bir ka¢ saatten bir ka¢ giine kadar
degisebilmektedir.

- Bir siiperkritik akiskanin ¢6ziicii kuvveti kolaylikla kontrol edilebilir.
Bir stvinin ¢oziicii kuvveti, reaksiyon sartlari ne olursa olsun esasen sabittir, fakat
bir siiperkritik akiskanin ¢oziicii giicii, ekstraksiyon icin kullanilan sicaklik ve
basing degerlerine baghdir. Bu durum, ekstraksiyon basincini degistirerek (daha

dar bir kapsam i¢in sicakligi) ekstraksiyonu 6zel bir bilesik sinif1 i¢cin optimize
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edebilmemize imkan verir. Bu karakteristik, farkli basin¢larda tek bir numunenin
ekstraksiyonu biciminde gerceklestirilen sinif se¢meli ekstraksiyonlara da imkan
verir.

- Bir cok siiperkritik akiskan oda sartlarinda gaz halindedir. Sivi
coziicli ekstraktlari, eser organik maddelerin tayininden &nce bir konsantrasyon
basamagina ihtiya¢ duyarlar, ki bu basamak ek zaman gerektirir ve daha yiiksek
ucuculuga sahip maddelerin kaybina sebep olabilir. Bunun tersine, siiperkritik
akiskanlar oda sartlarinda ¢ogunlukla gaz olduklarindan, ekstraksiyondan sonraki
konsantre edilme basamaklar1 biiyilk Olciide basitlestirilmis ve siiperkritik
ekstraksiyon basamaginin bir sonra gelen kromatografik calisma ortami ile
dogrudan birlestirilmesi kolaylagmistir.

- Siiperkritik akigkanlar ilave pratik avantajlara sahiptirler. Cogu nispeten
inert, saf, toksik olmayan ve ucuza temin edilebilecek maddelerdir. CO, ve N,O
gibi akigkanlar nispeten diisiik kritik sicakliklara (sirasiyla 31°C ve 36°C) sahip
olduklarindan, siiperkritik akigskan ekstraksiyonu, sicakliga karsi duyarh
maddelerin ekstraksiyonu icin diisiik sicakliklarda da gerceklestirilebilmektedir.
Ayrica sivi atik ¢Oziiciilerin  olusumu ve laboratuvar personelinin toksik

coziiciilerle temasi azaltilmis ya da tamamen 6nlenmis olur.”

Bunlara ilave olarak siiperkritik akigkan ekstraksiyonu tekniginin sahip
oldugu bir takim avantajlarda s6z konusudur. SAE genellikle diisiik sicakliklarda
gerceklestirilir ve bu nedenle sicakliga duyarh bilesikleri ¢alismak i¢in uygun bir
teknik olabilir. Ayrica bu sekilde yeni dogal bilesiklerin kesfine de gidilebilir.
Ormnegin, SAE’u ginger bitkisini ekstrakte etmek icin kullanildiginda hidroliz,
oksidasyon, bozunma ve yeniden diizenlenme gibi istenmeyen reaksiyonlar etkili
bir sekilde onlenmis olur. Bu yiizden klasik hidrodistilasyonda ortaya ¢ikan kalite
degerlendirilmesindeki giicliikkler SAE’da bertaraf edilmis olur (19). Sivi-kati
ekstraksiyonlarinda genellikle 20-100 g’lik numune miktarlariyla calisilirken,
SAE’da 0,5-0,15 g gibi ¢ok az miktarda numune gerekir. Sadece 1,5g taze bitki
numunelerinden 100’den fazla ugucu ve yar1 ucucu bilesigin ekstrakte

edilebilecegi ve gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) ile tayin
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edilebilecegi, kullanilan numune miktarinin, bunlarin 80’den fazlasinin tam bir
miktar tayinin yapilabilmesi icin gerekli miktarlarda oldugu rapor edilmektedir
(20). SAE’nda cevreye zararli organik c¢oziicii ya hi¢ kullanmilmaz ya da ¢ok az
kullanir. Bir SAE metodu, tipik sivi-kati ekstraksiyon metodu onlarca ya da
yiizlerce mililitre organik c¢oziicii gerektiriyorken, ya birka¢ ml organik ¢oziicii
gerektirir ya da hi¢c gerektirmez (21). SAE degisik oOlceklerdeki sistemlere
uygulanabilirdir. Ornegin, analitik olgekten (1 gramdan az madde miktarlarindan
birka¢ grama kadar) preparatif dlgege (birkac yiiz g kadar numune) (22), pilot
tesis Olgegine (kilolarca numune) (23) ve endiistriyel dlcege kadar (yiiz kilolarca

veya tonlarca ham madde) (24) degisik boyutlarda uygulama imkan1 bulmaktadir.

Yukarida acgiklanan avantajlarina ilave olarak SAE’nun geleneksel
ekstraksiyon metotlarina gore bir diger avantaji da, ekstraksiyon islemleri ve
mekanizmasina ait daha fazla bilgi saglayabilmesidir. Herhangi bir arastirmaci
boyle bir bilgiyi ekstraksiyon etkiligini kantitatif olarak gormek ve
degerlendirmek ve daha sonrada islemi buna gore optimize etmek icin

kullanilabilir (25).

2.4. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu Teknigi, Uygulamas: ve ilgili

Parametreler

Stiperkritik akiskan ekstraksiyonu (SAE) yapisi itibariyle basit bir
islemdir. Siiperkritik akiskan deney numunesini iceren yiiksek basingli, termostatl
kaba pompalama sistemiyle aktarilir ve ekstraksiyon hiicresinden cikan analit
iceren akiskan uygun bir analit toplama cihazinda biriktirilir. Ancak teknigin

uygulaniginda dikkat edilmesi gereken bazi hususlar sirasiyla asagida verilmistir.
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2.4.1. Akiskan materyaller ve diizenleyiciler (modifiyerler)

Stiperkritik akiskan olarak calisilan tiim gaz ve sivilar igerisinde COs,
diisiik kritik sabitleri (Tc= 31,1°C ; Pc= 72,88 atm ), zehirli olmamasi, yanici
olmamasi, yliksek saflikta ve diisiik maliyetle elde edilebilmesi nedeniyle SAE
icin en yaygin sekilde kullanilan akiskan olarak goze c¢arpmaktadir. Siiperkritik
CO; bir taraftan sahip oldugu biiyiikk kuadropol momenti nedeniyle alkoller,
esterler, aldehitler ve ketonlar gibi orta derecede polar bazi bilesikleri ¢ozebiliyor
iken Obiir taraftan Ornegin hidrokarbonlar gibi polar olmayan bilesiklerin

ekstraksiyonu i¢in de iyi ¢oziicli 6zelliklerine sahiptir (25).

Polar bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in polar siiperkritik akiskan materyaller
dikkate alinir. Bitki numunelerinden polar bilesiklerin SAE i¢in basarili bir
sekilde  kullanilmakta olan bdyle iki materyalden biri  Freon-22
(klorodiflorometan) (26) ve digeri nitr6z oksit (N,O) tir (27). Birincisi serbest
karboksilik asitlerin ve steroidlerin ekstraksiyonu icin kullanilmis iken ikincisi
taxol’tin ekstraksiyonu ic¢in kullanilmistir. Bununla birlikte bu ikisinin
uygulamalan giivenlik ve cevresel hassasiyet dikkate alindiginda sahip olduklari
istenmeyen Ozellikler sebebiyle kisitlanmaktadir. N,O patlamalara, Freon-22 ise
iist atmosfer katmanlarinda ozonda bozulmalara sebep oldugu igin artik ticari

olarak kullanilmamaktadirlar.

Polar bilesiklerin etkili ekstraksiyonlar icin siiperkritik ve siiper-isitilmig
su kullanilan calismalar da mevcut olmakla birlikte, suyun sicakliga duyarh
bilesiklerin ekstraksiyonlar1 i¢in uygun olmamasi, ekstraksiyon kabiin igindeki
oksijenin tamamen bosaltilmamasi halinde yiiksek sicaklikta korozif etki yapmast,
dolayistyla ekstraksiyon kabina, iinitesine zarar vermesi nedeniyle pek tercih

edilmemektedir (28).
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Yukarida  aciklanan  sebeplerden  dolayi,  siiperkritik  akigkan
ekstraksiyonlarinda dogrudan polar bir ¢oziicii kullanmak yerine, apolar bir
coziiciiye (ki son zamanlarda CO, c¢ok kullanilmaktadir) belli molar oranlarda
polar bir ¢o6ziicii ilave etmek suretiyle ¢oziiciiniin polaritesinde bir artis saglama
yaoluna gidilmistir. Coziiciiniin polaritesini degistirmek amaciyla kullanilan bu
katki coziiciilerine “diizenleyici” ya da cok bilinen adiyla “modifiyer” denir. Her
hangi bir arastirmaci bir modifiyer secerek ya da daha basitinden bir modifiyerin
molar oranim1 degistirmek suretiyle akiskanlarin o6zelliklerini kontrol edebilir.
Genellikle kiiciik bir miktar sivi modifiyer ilavesi ekstraksiyon etkinligini
artirabilir ve sonugta da ekstraksiyon zamanim azaltabilir. Ornegin, aromatik
bitkilerden esansiyel yaglar ekstrakte etmek icin 2,5 ml’lik bir SAE hiicresinde
500mg lik numuneye sadece 0,5ml CH,Cl, ilave etmek, ekstraksiyon etkililigi 4
saatlik bir hidrodistilasyondan elde edilenle egdegerde kalmak suretiyle

ekstraksiyon zamanini 90 dakikadan 30 dakikaya diisiiriilebilir (29).

En azindan 17 modifiyer, dogal {iriinlerin siiperkrtik akigkan
ekstraksiyonlarinda kullanilmistir (30). Tiim modifiyerler iginde, etkili bir polar
modifiyer olmasi ve CO; ile % 20’ye kadar kansabilir 6zellikte olmasi nedeniyle
metanol en yaygin kullanilan materyallerden biridir. Yiiksek yiizdelerdeki
metanol’iin, ¢oOziinen ile bitki yapilarn arasindaki bagi kopartabilecegine
inanilmaktaktadir (31). Metanol kadar polar olmasa da etanol, diisiik toksisitesi
nedeniyle dogal iiriinlerin SAE’da daha iyi bir se¢cim olabilir. Cesitli caligmalarda
etanol, bitkilerden degisik organik bilesiklerin SAE’nda modifiyer olarak
basariyla uygulanmistir (27, 32). Ornegin, bitkisel materyallerden linuroon’un
SAE’da etanol daha etkili bir modifiyer iken diuron’un SAE’da metanol daha

etkili bir modifiyer islevi gébrmektedir (32).

Modifiyerlerin tiplerini ve oranlarimi degistirmek suretiyle bir arastirmaci
farkli ekstraksiyon sonuclari elde edebilir. Ornegin, bir calismada limon otunun

SAE’nda basamakli bir iglem gerceklestirildi (33). Ekstraksiyon once % 10 ve
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30’luk hekzan ile arkasindan % 10 ve 20’lik aseton ile ve nihayetinde de % 10’luk
metanol ile gerceklestirildi. Sonugta, % 10 hekzan-modifiyeli CO, ile yapilan
ekstraksiyon sonucunun, buhar ekstraksiyonundan elde edilenle benzer oldugu ; %
30 hekzan ile yapilan ekstraksiyon sonucunun, hekzan ile yapilan Soxhlet
ekstraksiyonunun sonucu ile benzerlikler tasidigi goriilmiistiir. Aseton modifiyeli
COy’nin ilave bilesikler ekstrakte edilebilecegi ve % 10 metanol modifiyeli

CO2’nin ise secici olmadig: ortaya konmustur.

Bir s1vi modifiyeri SAE sistemine baglamak i¢in ii¢ yontem vardir; ikinci
bir pompa kullanmak, bir tiipte onceden karistirllmis akigskanlar kullanmak ve
dogrudan baglama. Diger iki metod ile karsilastirildiginda dogrudan baglama yani
stvi modifiyeri ekstraksiyon hiicresine dogrudan ilave etme metodu en basit ve en
ekonomik yoldur. Bu yontem ayni zamanda daha az mekanik ve tekrar
iiretilebilirlik problemi ortaya ¢ikarir (34, 35). Bununla birlikte dogrudan baglama
metodu kullanilirsa, arastirmacinin  her iki akiskamin siiperkritik halde
bulundugundan emin olmasi gerekir (30). Dogrudan hiicreye baglama metodunun
bir diger problemi de, dinamik ekstraksiyon basamaginin daha en baglarinda
modifiyerlerin ¢ogunun ekstraksiyon hiicresinin disina sizmasidir. Bu durum
biiyiik ol¢iide tam olmayan sonuglar ortaya koyacaktir ve ekstraksiyonlarin
tekrarlanmasini gerektirecektir (36).

Sivi  bir modifiyer kullanildiginda, ¢oziiciiniin  numune yapisini
degistirmesine miisaade edebileceginden dolay1 statik bir ekstraksiyon genellikle
gereklidir. Numunenin yapisina ve ¢oziinen konsantrasyonuna bagl olarak, uygun
bir statik ekstraksiyon zamam bir durumdan diger duruma degisir. Ornegin
misirdan P-karoten ekstrakte etmek igin, 20 dakikalik bir statik ekstraksiyon
gereklidir. Ancak ayn1 ekstraksiyon yesil yaprakl bitkilerde gerceklestirilirse, 10
dakikadan az bir zaman gerecektir ve bu siire yeterlidir (36). Bununla birlikte
bitkisel dokulardan yag asitlerinin ve sterollerin SAE’da 5-10 dakikalik statik
ekstraksiyon, ekstraksiyonda bir artisa sebep olmamistir [26]. Benzer olarak, A ve
B michellaminlerinin ekstraksiyonu i¢in metanol modifiyeli CO, kullanildiginda 5

dk’dan 60 dk’ya kadar bir statik periyot ekstraksiyonunda her hangi bir artig
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meydana getirmedi (37). Bu durumun, bdyle bir ekstraksiyonun kinetik olarak
stirdiiriilmediginin bir gostergesi olduguna inanilmistir. Sonug olarak ta bir statik

ekstraksiyon basamagi gerekmeyecektir.

Modifiyer kullanmanin bir dezavantaji zayif segicilige yol agmasidir.
Ornegin klorofiller ve mumsu materyaller gibi daha yiiksek safsizlik olusturan
bilesikler, istenen bilesiklerle ekstrakte edilebilirler (34). Gercekte modifiyerler,
biitiin SAE islemlerinde gerekli ve yardimei degildirler. Ashraf-Khorassani ve
arkadaglar1 (38), kava koklerinden kava laktonlarini ekstrakte etmek i¢in saf CO,
kullandilar. Verim, bir sivi-kati ekstraksiyon metodu kullanilarak elde edilen
degerin % 90’indan biiyiik iken, % 15 etanol’iin ilavesi her hangi bir verim

artisina yol agmamustir.

2.4.2. Numune hazirlama

Dogal iiriinlerin SAE’da, eger istenen bilesikler ugucu veya kararsiz ise
taze bitki materyalleri siklikla kullanirlar. Taze bir numune ekstrakte edildigi
zaman, icerdigi yiiksek nem, buz olusumuna bagh olarak sinirlayicinin (vana veya
musluk) blokajlanmasi gibi mekanik giicliikklere sebep olabilir. Bu tiir
problemlerden sakinmak i¢in basit ama etkili bir yol numuneyi susuz Na,SOy ile
kangtirmaktir. Susuz NaSOs; 1- siiperkritik akiskanlarla numuneler arasinda
daha iyi bir temas saglayabilmesi 2- bos hacim etkilerini azaltabilmesi ve 3- nemi
etkili bir sekilde tutabilmesi nedeniyle SAE sonuglarmi iyilestirebilir (39).
Bununla birlikte diger arastirmacilar, taze numunelerin SAE’da nemin tutulmasi
icin silika jelin daha iyi bir se¢enek olduguna inanmaktadirlar (40). Taze ginger
numunelerinin ekstraksiyonu i¢in SAE hiicresine yiiklenmeden Once kaba fakat
kiigiik graniile selit (30-60 mesh) ile karistirildiginda iyilesmis SAE sonuglart da
gozlenmistir (19).
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Su, siiperkritik CO, de sadece % 0,3 oraninda ¢oziiniir olmasina ragmen
ekstraksiyonda 6nemli bir rol oynayabilir (41). Eger ekstraksiyon kabinda fazlalik
su kalmis ise, suda coziiniirliigii yitkksek olan ¢oziinenler su fazina ge¢meye
meyilli olabilirler ve bu yiizden de SAE geri kazanimu diisiik diizeylerde kalabilir
(42). Tablet halinde bir cift atomlu toprak (diatomaceous earth) materyali olan
Hydromatrix, SAE de suyu absorplamak icin kullanilabilecek diger bir kurutma
maddesidir (39).

Bazen, kuru bitkiler SAE icin tercih edilirler. Bir bitkisel metaryal i¢in
kurutma islemleri verimi ve ekstraktlarin kalitesini etkileyebilir. Ibdfez ve
arkadaglar1 (43), rosemary i¢in ii¢ farkli kurutma yoOntemi arastirdilar: 1-
dondurarak kurutma; 2- 45 °C’de sabit tartima gelinceye kadar firinda-kurutma ve
3- sabit tartima gelinceye kadar 35 °C’de vakumlu doner buharlastirici ile
kurutma. Rosemary esansiyel yaglarinin en yiiksek miktarma numunenin
dondurularak kurutuldugu metodda ulagildi. Bunu 45 °C’de firinda kurutma ve
vakumlu doner buharlastirici metodlart izledi. Bununla birlikte, antioksidan
aktiviteleri acisindan, ortam sicakliginda ve hava akiminin oldugu bir yerde

kurutmak daha iyi sonuglar ortaya koymustur.

Tatmin edici bir SAE islemi icin numune parcacigr boyutu kritik bir
faktordiir. Biiylik parcaciklar, islem difiizyon-kontrolli olabilecegi igin
ekstraksiyonun uzun siirmesine neden olurlar (44). Giizel bir 6rnek basil
yapraklarinin SAE’sidir. Numune pargacik boyutu 0,55 mm iken, tatmin edici bir
esktraksiyon icin 5 saatlik siire yeteri kadar uzun degildir. Eger numuneler 0,17
mm’lik parcacik boyutuna kadar 6giitiiliirse tam bir ekstraksiyon icin 2 saat yeterli
olmaktadir (23). Gergekte, numuneyi toz haline getirmek ekstraksiyonu
hizlandirlabilir ve etkililigi artirabilir fakat aym zamanda da diizgiin bir akig
saglama islemlerinde bir takim giiclitkklere sebep olur. Akis hizi probleminin
istesinden gelmenin bir etkili yolu numuneyi kiiresel cam veya deniz kumu gibi
diger inert maddelerle birlikte paketlemektir. Bu inert parcaciklar numuneyi, kati,

gecirgen olmayan bir tabakaya preslenmekten kurtarir ve bdylece numune
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yataginin istenilen gecirgenlige sahip olmasi saglanir. SAE hiicresinin girig
kismmin sonuna yerlestirilmis bir metal filtre de diizgiin bir akis hizi
saglanmasina yardimci olacaktir ve akigkan akisinin pargalanmasini onleyecektir

(45).

2.4.3. Ekstraksiyon sartlari

Basarili bir SAE icin, deneylerden o©nce c¢esitli faktorler dikkate
alinmalidir. Bu faktérler, numune tipini, numune hazirlama metodunu, akiskan
tipini, modifier se¢imini, akigkan besleme metodunu ve basing, sicaklik, akis hizi

ve ekstraksiyon siiresinden ibaret ekstraksiyon kosullarini icerir.

Bitkisel ekstraksiyonlarm ¢ogu hallerinde, ¢oziinenin matriks yapisinin
disina dogru difiizyonu genellikle sinirlayic1 basamaktir (44). Bir bilesigin
numune yapisindan difiizyon hiz1 asagidaki {i¢ faktérden etkilenebilir; 1- Matriks
cikislarinin siiperkritik akigkan molekiilleri tarafindan tikanmasindan, (bu durum
matriksin ¢oziinenler acisindan cazibesini azaltir), 2- coziinenlerin siiperkritik
akiskanda ¢oziinmesinden (bu, dogrudan akigkan yogunlugu ile iliskilidir), ve 3-
ozellikle yiiksek kaynama noktali ¢éziinenlerin uguculugunu etkileyebilen sicaklik

etkilerinden (32, 39).

Hedeflenen bilesigin siiperkritik akiskandaki coziiniirliigii, ekstraksion
etkililigini belirleyen ana bir faktordiir. Coziiniirlik iki faktoriin toplamiyla
kontrol edilir; sicakligin bir fonksiyonu olan maddenin uguculugu ve akiskan
yogunlugunun bir fonksiyonu olan siiperkritik akiskanin ¢oziicli etkisi (30).
Hidroksil gruplar1 gibi polar fonksiyon guruplarinin sayist c¢oziinenlerin
ucuculugunu etkileyebilir ve bdylece onlarin siiperkiritik CO, ile ekstrakte
edilebilirliklerini tayin eder. Ornegin, Stahl ve arkadaslar1 (46), iic hidroksil
gurubu iceren steroidler’i 300 bar’in altinda ekstrakte etmede basarili olurlarken,

dort hidroksil gurubu veya ii¢c hidroksil bir karboksil gurubu veya bir fenolik
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hidroksil ve iki baska hidroksil gurubu iceren steroidleri ekstrakte etmede ayni

basariy1 gosteremediler.

Weathers ve arkadaslar1 (42) paprika’dan B-karotenin SAE’nunda,
basincin 338 bar’dan 250 bar’a inmesiyle akiskan yogunlugunun diismesine bagl
olarak ekstraksiyon etkililiginin biiyiik olgiide azaldigim1 gozlediler. Bununla
birlikte, Choi ve arkadaslari, Schisandra chinensis’ten elde edilen schisandrol A,
schisandrol B, schisandrin A, schisandrin B ve schisandrol C gibi lignanlarin
SAE’da, eger reaksiyon zamam yeteri kadar uzun ise (6rnegin 30 dak / 100 mg
bitki meteryali) siiperkritik CO,’in sicaklik (40-80 °C) ve basing (135-340 bar)
degerlerinin, hedeflenen lignanlarin ekstraksiyon verimleri lizerine fark edilebilir
bir etkisinin olmadigin1 ortaya koydular. Fakat ekstraksiyon zamam 6 dk

oldugunda, arta basingla birlikte lignanlarin verimi bityiik 6l¢iide artmistir (47).

Genel olarak, ekstraksiyonlarda hedeflenen bilesiklere diger bilesik
gruplariin karigmamasi istenir. Bunun i¢in en uygun ekstraksiyon noktasi, ayn
zamanda diger bilesiklerin ekstraksiyonlarinin en aza indirildigi nokta olan,
istenen bilesiklerin ekstraksiyon akiskaninda ¢o6ziindiigii noktanin hemen iistii
veya civart olan bolgedir. Bir SAE prosesi i¢in iyi bir segicilik degeri ortaya
koymada akiskan yogunlugunun dikkatli kontrolii 6nemlidir. Ornegin
archangelica off. Hoffm.”in meyvelerinden esansiyel yag asitlerinin SAE’da,
optimum sicaklikta (60 °C), CO, yogunlugu 0,3 g/ml seviyesinde tutuldugunda,
istenenlerin haricinde hicbir bilesigin ekstrakte edilmedigi goriilmiistiir (48). Eger
ucucu bilesikler ekstrakte edilecekse, 80 g/ml’den daha yiiksege kadar artan CO,
yogunlugu bu bilesikler icin daha diisitk bir verim ortaya koyacak ve onemli
miktarlarda trigliserid materyalininde birlikte ekstrakte olmasina sebep olacaktir.
Bu da ekstrakt kalitesini diisiirecek ve tikanma problerini ortaya ¢ikaracaktir (19,
49). 40 °C ve 80 atm’nin, bir diterpenoid olan geranil geraniol’iin, triterpenoid
olan limonoid sedrelon’un ekstrakte olmasina imkan vermeden SAE’nu igin
uygun oldugu da rapor edilmistir (50). Rosemary, marjoram ve basil yapraklarinin
esansiyel yaglarinin SAE’nu i¢in optimum sartlar 40-50 °C ve 80-100 bar araligi
olarak tespit edilmistir (23).
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Akigskan  yogunlugunu  kontrol etmek  suretiyle, ekstraktlarin
fonksiyonlanmas1 da gereklestirilebilir. Ornegin, antioksidan aktif bilesikler olan
karnosik  asit, karnosol, epirosemanol ve isorosemanol’iin  rosemary
yapraklarindan iki basamakli bir SAE’nu, oleoresin’i farkli antioksidan aktiviteli
ve esansiyel yag bilesenli iki fraksiyona ayirabilir (43). Bu calismanin ilk
basamagi 40 °C’de ve 100 bar basingta, ikinci basamagi ise 60 °C ve 400 bar
basingta gergeklestirilmistir. Her iki basamakta da 6nce 5 dk’lik statik ve hemen

arkasindan 30 dk’lik dinamik ekstraksiyonlar uygulanmstir.

Ekstraksiyon  sonuclarinin  degerlendirilmesi ve  ekstraksiyonlarin
optimizasyonu i¢in SAE islemlerinde i¢ standartlar da kullanilmaktadir (19, 51).
Fakat, dogal olan ve ortama disarida ilave edilmis bilesikler matriks yapisina
farkli ilgi gosterdiklerinden dolayr bu metot tartismalidir. Dogal bilesikler
genellikle tiim bitki yapisina dagilmis olarak bulunurken, disardan ilave edilen
standartlar sadece yiizey kisimlarda toplanmis gibi goriinmektedir. Bu yiizden
disaridan ilave edilen bilesiklerin yiiksek oranda geri kazanimi, tam anlamiyla
dogal bilesiklerin de yiiksek oranda geri kazanildigr anlamina gelmez ve SAE

metodunun diger metotlarla karsilastirnilmasina ihtiya¢ duyulabilir (34).

Organik materyallerdeki yiiksek nem igeriklerine bagli olarak bitki
numunelerinin SAE’larinda tikanma ¢ok sik karsilagilan bir mekanik problemdir.
Susuz Na,SOy4 ve silika jel ekstraktlardan nemi absorplamak icin etkili kurutucu
maddelerdendir. Sinirlayiciy1 (vana veya musluk) uygun bir sicakliga kadar
1sitmak, ekstrakte edilmis bilesiklerin birikiminden sakinmak anlaminda tikanma
problemlerini ortadan kaldirabilecek diger bir etkili yontemdir (34). Hali hazirda
kullanilan daha etkili bir yol ise, organik bilesiklerin ¢oziiniirliigiinii arttirmak i¢in
yiiksek konsantrasyonda bir sivi modifiyer (diizenleyici) kullanilmaktadir. Bu
sekilde etkili bir bigimde toplama kaplarina aktarilabilirler (52). Ornegin,

taksanlarin Taxus baccata’dan SAE’da, metanol konsantrasyonu % 5’ten daha
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yiiksek oldugunda, sinirlayicilar (elekler olabilir) vaksimsi materyaller tarafindan

kolaylikla tikanmamaktadir (52).

Fazla kullanilmayan bir teknik de, yerinde transesterifikasyon ve sicakliga
dayanikli bilesiklerin ekstraksiyonudur (53). SAE’nu isleminin statik periyodu
boyunca yerinde transesterifikasyon uygulanmamasi durumunda, analitik GC
kosullart altinda termal izomerizasyona uygulanabilecek bilesikler miktar tayinini

tamamiyla giic duruma sokarlar.

2.4.4. Ekstrakt toplama metodlar:

Dogal iiriinlerin SAE’da yaygin olarak kullanilan bir metot, ekstrakti
CH,Cl, (34) veya etil asetat gibi (39) siv1 bir ¢oziicii i¢inde tutulmaktir. Sogutma
sartlar1 altinda bir akiskanin genlesmesi siiresince, farkli biriktirme ¢oziiciileri
farkli biriktirme etkileri ortaya koymuslardir. Ornegin toplama kab1 -8 °C’ye
sogutuldugunda CH,Cl, ve aseton, metanol ve n-hekzan’a gore ugucu bilesikler
acisindan yine daha yiiksek geri kazanim degerleri ortaya koymaktadir (35).
Metanol-buz (-15 °C) veya aseton-kuru buz (-60 °C) i¢inde tutma ile
kiyaslandiginda, ugucu bilesikleri sivi azot icinde tutmak en etkili yol olarak
bulunmustur (51). Tutucu ¢oziicii sivisinin derinligi de toplama sonuglarini
etkileyebilir. Dar bir toplama kabinda bulunan ayn1 miktar ¢oziicii genis bir kapta

bulunandan ¢ok daha etkilidir (35).

Kat1 ortamda tutmak, ekstrakt toplamak i¢in kullanilan diger bir yaygin
yoldur. Oktadesilsilika (ODS) tuzaklar1 15 °C’de hoplardan (bir gesit tirmanici
bitki) esansiyel yaglari ve aci kisimlart biriktirmek icin kullanilmakta, SAE’den
sonra ise geri kalan ucucu bilesikler geri kazamim igin aseto-nitrilden
gegirilmektedir (54). Diisiik sicaklikta (15 °C) bir ODS kati tuzagi iizerinde
biriktirilmis ugucu bilesiklerin hemen ardindan daha yiiksek bir sicaklikta (45 °C)
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bir organik ¢oziicii ile yikanip alinmasinin da etkili oldugu bulunmustur (20). Kati
ortamda tutmanin bir avantaji, se¢ici yikama ile birlestirilmis sec¢ici tuzaklama
yoluyla segiciligin daha ileri diizeylere taginabilmesidir. Ornegin, polar bilesikler
bir silika-jel kolonda tutulabilirler ve daha sonra uygun bir ¢oziicii yardimiyla
yikanip alinabilirler (51). Ancak, kati tuzaklama metodunun bir takim
dezavantajlar1 da vardir. Ornegin uygun sekilde secilmeyen bir sivi modifiyer,
istenen bilesiklerin kat1 tutucudan modifiyer ile yikanip alinmasi neticesinde
Oonemli kayiplara neden olabilir. Yikama isleminin diizgiin se¢ilmemis ¢oziiciilerle

yapilmasi istenmeyen reaksiyonlara da sebep olabilir (36).

Ucuculugu yiiksek bilesikler i¢in off-line SAE-GC birlesik sistemi iyi bir
alternatif yoldur. Ibinez ve arkadagslar1 (43) 6zel bir numune toplama yontemi
onerdiler. Burada bir cam baglanti adaptorlii Perkin-Elmer programh
buharlastiricisini (PTV, 100 x Imm i.d.), sivi CO, kullanarak -25 °C’ye kadar
sogutulabilen bir sogutma ceketiyle ¢evrili paslanmaz celikten bir muhafaza icine
yerlestirdiler. Cam baglanti her iki ucundan cam yiinii ile doldurulmus ve bu
ikisinin arasinda da yiiksek oranda uguculugu olan bilesiklerin toplanmasi
amaciyla absorbant olarak GasChrom 220 (80/100mesh) kullamilmistir.
Ekstraksiyondan sonra, baglant1 kismint GC enjektoriine yerlestirdiler. Sicakligin
yiikselmesiyle birlikte desorpsiyon meydana gelmis ve yiiksek oranda uguculugu

olan bilesikler icin 6nemli oranda yiiksek geri kazanim degerleri elde edilmistir.

2.4.5. On-line fraksiyonlama ve kromatografik metodlarla birlestirme

On-line fraksiyonlama SAE’nun diger bir avantajidir. SAE sartlarinin
manipiilasyonu ile, ekstrakte edilen bilesiklerin iki ya da daha fazla gruba
ayrilmas1 miimkiindiir. Ornegin Blanch ve grubu (55), Thymus mastichina L. nin
SAE’nda az ve orta derecede ugucu fraksiyonlarin elde edilmesinde iki on-line
ayirma kabi (sicaklik ve basing sirasiyla 50 °C, 150 bar ve 25 °C, 50 bar olarak

ayarlandi) ve ugucu bilesiklerin toplanmasi i¢in de adsorbent olarak 22,5 mg’lik
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Tenax TA plakanin kullamildigi cam tipi bir PTV kullandilar. Birinci ve ikinci
fraksiyonlar ¢oziicii yikamasiyla geri kazaniliyorken, cam baglantida tutulan
ticlincii fraksiyon analiz i¢in dogrudan bir GC’ne gonderildi. Tutulan materyalin
desorpsiyonu ve Kkapiler kolon’a transferi enjektor sicakliimin 350 °C’ye
yiikseltilmesiyle saglandi. Bu prosediir 6zellikle kompleks numunelerin analizinde

faydalidir ve ucucu bilesiklerin kayb1 minimize edilebilir.

SAE’nun bir kromatografik metod ile on-line birlestirilmesi ugucu
bilesiklerin analizi i¢in uygun bir kromatografik metoddur. Smith ve arkadaslar
(51), ugucu bilesiklerin tutulabilmesi igin kriyojenik odaklama (< -10 °C)
gerektigini buldular. Yani ucucu bilesikler diisiik bir sicaklikta biriktirilip
zenginlestirilirler ve daha sonra sicakligin yiikseltilmesi ile buharlastirilirlar. On-
line SAE-GC (Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu-Gaz Kromatografisi)
birlestirilmis teknigine ilaveten, SAE-SFC (Stiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu-
Stiperkritik  Akiskan  Kromatografisi), SAE-FTIR (Siiperkritik Akigkan
Ekstraksiyonu-Fourier Transform Infrared Spektroskopisi) ve SAE-MS
(Suiperkritik  Akiskan Ekstraksiyonu-Kiitle Spektroskopisi) nin de iginde

bulundugu diger bazi on-line birlestirilmis teknikler de rapor edilmistir (30).

Ramsey ve arkadaglar1 (56), hedeflenen bilesiklerin analizi i¢in yiiksek
dereceli bir tamimlama ortaya koymak agisindan UV/VIS diode array tayin iinitesi
ile birlesmis bir on-line birlesik SAE-LC-MS (Siiperkritik Akigskan ekstraksiyonu-
Sivi  Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi) sistemi rapor ettiler. On-line
birlestirme icin yiiksek basingli bir yonlendirici valf kullandilar ve ilaclari ppb

diizeylerinde basarili bir sekilde tayin ettiler.

On-line birlestirme teknikleri, ucucu bilesikler i¢in etkililik ve otomasyona
elveriglilik gibi acgilardan degerini ortaya koymasina ragmen maalesef bazi
dezavantajlart da igermektedir. Bunlar 1- numune boyutu sinirh olabilir; 2-
kromatografik sistem yiiksek oranda tutulan bilegenler nedeniyle kirlenmis
olabilir. 3- homojen olmayan numunelerde analiz edilen kiiciik miktarlar

numunenin tamamini temsil etmeyebilir; 4- bir off-line (ayrik) sistemde analiz
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basamagi ekstraksiyona bagli olmadigindan (51), SAE i¢in optimum sartlar

tespit etmek, ayarlamak daha kolaydir.

2.5. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonunun Uygulandigi Farkh

Calisma Alanlar:

SAK (Siiperkritik akigkan kromatografisi) esas olarak diisilk ucucu
ozellikli, termal olarak kararli ve/veya HPLC teknigi ile ayrilamayan bilesiklerin
tayini i¢in alternatif bir metot olarak gelismistir. SAE ise daha genis bir numune
yelpazesine uygulanmistir.Bu uygulama alanlarindan en Onemlileri asagida

Ozetlenmistir.

2.5.1. Fosil yakitlar

Komiir ve komiir tiirevli numuneler ¢ogunlukla SAE’na tabi tutulmustur.
Langas PAH’larin komiirden izole edilmesi icin, ardisik analizlerde acik tiiplii
GC/MS kullanarak, statik ve dinamik SAE uygulamistir (57). Hem statik hem de
dinamik modlarin uygun oldugu goriilmekle beraber, dinamik ekstraksiyonlarin
daha hizli ve daha yiiksek verim sagladigi goézlemlenmistir. Mauldin, karbonize
baca kiiliinden pirenlerin ¢ikarilmasi amaciyla, metanollii Soxhlet ekstraksiyonu,
toluenli sonikasyon (6n asamada asitle muamele ederek ve etmeden ), kesikli
toluen ekstraksiyonu ve SAE kullanmigs ve bu metodlarin etkililiklerini
kargilagtirmistir (58). Hem CO, hem de izobiitan SAE’lar1 sonikasyon ve Soxhlet

metotlariyla elde edilenlere benzer geri kazanimlar saglamiglardir.

2.5.2. Cevresel numuneler

Cevresel ana materyallerin her biri, ( toprak ve ¢okeltisi, hava ve su )
cogunlukla toprak ve ¢okelti numunelerine 6nem verilerek siiperkritik akiskanlarla

ekstrakte edilmistir. Burk, kum ve topraktan cesitli bilesik siniflarina ait organik
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maddeleri eser miktarlarda ekstrakte ederek, bu sonuglari  Soxhlet
ekstraksiyonundan elde edilen sonuglarla karsilagtirdi (59). Dooley ve arkadaslari,
DDT ve PCB’lerle kirlenmis yiizeysel toprak numunelerini % 5 modifiyer (toluen,
aseton, metanol, asetik asit ve dietilamin) iceren siiperkritik karbon dioksit ile 313
K sicaklik ve 101 bar basincta ekstrakte ettiler (60). Kullanilan modifiyerlerin
cogu saf COy’e gore ekstraksiyon oranlarim bityiik olgiilerde artirmakla birlikte,
metanol numunelerden uzaklastirilan toplam DDT miktarlarin1 = %50-80
oranlarindan % 95’e ¢ikarmis ve DDT ile PCB’lerin ekstraksiyon hizlarini iistel
olarak bir derece artirmistir. Metanol’lin, hidrojen bagi yapabilme yeteneginin,
topraktaki organik materyalle (humik asitler, fulvik asitler, polisakkaritler) daha
iyi etkilesim kurmasina sebep oldugu, bu nedenle de muhtemelen en iyi ¢oziicii

oldugu ifade edilmistir.

2.5.3. Dogal iiriinler ve ilaclar

SAE’nin diger bir biiyiiyen uygulama alanmi da dogal iiriinlerin ve ilaclarin
ekstraksiyonudur. Randolph biyoteknoloji alaninda SAE nin kullanilmasiyla,
siiper kritik akigskan kullanmanin avantaj ve dezavantajlarim yeniden gozden
gecirmis ve siiper kritik akiskanlarin kullanilmas icin diizenek tasarimi hakkinda
fikir vermistir (61). King hem SAE hem de acik tiiplii SAK uygulamalarin1 dogal
iriinlere iizerinde denedi (62). Tek tohum parcalar1 ve tek canli bocekler gibi

kiiciik numuneler, dogrudan bilestirilmis SAE/SAK ile analiz edilebilmistir.

2.5.4. Kat1 ve siv1 yaglar

Kati ve sivi yaglarin tohumlardan, gida maddelerinden ve diger
maddelerden ekstraksiyonu, hem endiistriyel hem de analitik 6l¢cek bazinda ¢ok iyi
yapilmaktadir. Wells trigliseritlerin ekstraksiyonu ig¢in siiperkritik propani

kullanirken (63), Sakaki mantar yaglarinin SAE i¢in CO,, N,O, CHF;, ve SFg yi
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karsilastirdi. 60 °C’de ve 24,5 MPa’da ‘mortieralla romanniana angulispora’ dan
elde edilen ekstaktlara ait yag coziiniirliklerinin N,O’de % 2,3; CO,’de % 0,48;
CHFs’de % 0,0099 ve SFs’da % 0,0012 oldugunu gozlemlemistir (64). Bu yaglar
icin 40-80 °C’de ve 15,7 ve 29,4 MPa araliginda N,O siirekli olarak CO, den daha
biiyiik ¢oziicli giic gostermistir. Serbest yag asitlerinin ve digliseritlerin,
trigliseritler ve sterol esterlerinden cok daha kolay ekstrakte edildigi tespit
edilmistir. Tilly, bitkisel yaglardan trigliseritleri ekstrakte etmek i¢in siiperkritik
CO; kullandi (65). Trigliseritlerin ¢6ziiniirliigiiniin hem ¢6ziicli yogunluguna hem
de coziinenin ucuculuguna bagl oldugu bulunmus ve degisik molekiil agirlikli

trigliseritler i¢in minimal se¢icilik degerleri gdzlenmistir.

SAE kullanarak numunelere ait yag bilesimlerinin karakterizasyonu bir ¢ok
caligmada yapilmigtir. Favati, y-linolenik asidi geri kazanmak i¢in aksam c¢uha
cicegi yagini ekstrakte etti (66). Goncalves ve calisma grubu ise zeytinyaglarindan
asidin giderilmesi icin SAE kullamimin1 kesfetti (67). Degisik sartlar altinda elde
edilen siiper kritik CO,’deki triolein, zeytin kabugu yagi ve serbest yag asitlerinin
cOziiniirlugli; SAE’nun zeytinyagindan serbest yag asitlerini gidermede

kullanilabilecegini gostermistir.

Rossi ve calisma grubu, toz haline getirilmis yumurta sarilarindan
kolesterol ve okside olmus tiirevlerini uzaklastirarak, SAE’nun gidalarin besinsel
kalitesini gelistirmek amaciyla ham maddelerden veya termal islem sirasinda
olugmus tiirevlerden potansiyel olarak tehlikeli igeriklerin elimine edilmesi igin
kullanilabilecegi savini ortaya koymuslardir (68). Bu grup ekstraksiyon kinetigini
hem CO; ile hem de metanol modifiyeli CO, ile inceledi. Bazi okside olmusg
tiirevlerin olusumu ve ekstraksiyonu tartisitlmistir. Ong ve calisma grubu hem
yumurta sarisindan hem de kan serumundan kolesterol ekstrakte etmislerdir.

Sonuglart Soxhlet ekstraksiyonu ile elde edilenlerle karsilastirmislardir (69).
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2.5.5. Tat ve koku verici maddeler

SAE’nun uygulandig: diger bir alan ise tat ve koku verici maddelerdir. Tat
ve parfiim endiistrisi icin dogal ham maddelerin ekstraksiyonu Pellerin tarafindan
gozden gecirilmistir (70). Nykanen ve calisma grubu, tat verici bilesiklerin
‘Angelica archangelica’ kok yaglarmdan izolasyonunda SAE metoduyla buhar
destilasyonunu karsilastirdilar (71). 40 °C’de CO, kullanarak monoterpenoidlerin
maksimum verimi 100 bar basingda saglanirken, ucucularin en yiiksek toplam
veriminin 200 bar basin¢gda oldugu bulunmustur. Miles ve Quimby sogan,
sarmisak ve c¢in sarmisagindaki siilfiir bilesiklerini tespit etmek icin dogrudan
birlestirilmis bir SAE/GC atomik emisyon dedektor sistemini kulandilar (72).

Hem tat bilesiklerini hem de siilfiir iceren pestisitleri Olctiiler.

Ondarza ve Sanchez bir Meksika baharati olan ‘Origanum vulgare’
yapraklart ve ‘Pimpinalle anisum’ tohumlarinin ekstraksiyonu igin buhar
destilasyonu ile CO, SAE’nunu karsilastirdilar (73). Her iki baharat icin de SAE
ile elde edilmis maddenin buhar damitma iiriiniine gore daha iyi bir aromayla
sonu¢landigini tespit ettiler. SAE ile elde edilen yaglarin esas olarak oksijenli
hidrokarbonlardan olugtugunu ve dogal aromalar1 maskeleyecek veya

azaltabilecek monoterpenlerden yoksun oldugunu buldular.
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3. DENEYSEL KISIM

3.1. Materyal ve Metod

3.1.1. Numune hazirlanmasi

Calismada kullanilan ‘bittim tohumlari® Siirt yoresindeki ticari satis
noktalarindan elde edildi. Tohumlar 105+5 °C’de 48 saat siire ile kurutulduktan
sonra bir degirmen yardimi ile yaklasik 0,3 mm parcacik biiyiikliigiine kadar
ogiitiildiiler ve kullanilana kadar bir desikator i¢inde saklandilar.

3.1.2. Orijinal odun analizleri

Ekstraksiyon deneylerine baglamadan 6nce lignoseliillozik materyallere
uygulanabilen bazi analizler bitttm tohumu numunesine de uygulanmistir. Bu
analizler ve ilgili standartlar agagida verilmistir.

3.1.2.1. Lignin ve seliiloz tayinleri

Bittim numunelerinin lignin ve seliiloz tayinleri sirastyla ASTM D1106-96

(74) ve Kurschner-Hoffner nitrik asit metoduna gore (75) yapildi.

3.1.2.2. Nem, kiil, ucucu madde ve sabit karbon tayinleri

Numunenin nem, kiil, ucucu madde tayinleri sirasiyla ASTM E871-82,
ASTM D1102-84, ASTM E872-82 standartlarina gore yapildi (76-78). Sabit

karbon yiizdesi ise nem, kiill ve ucucu madde yiizdeleri toplaminin 100’den

cikarilmastyla fark olarak bulundu.
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3.1.2.3. Ekstraktif madde tayini

Numunenin etanol-toluen ¢oziiniirliigii ASTM D1107-96 standardina gore

hesaplandi (79).

3.1.2.4. Numunenin ve bittim yagimn iist 1s1 degeri

Bitttm numunesinin iist 1s1 degeri ASTM E711-87 standardina gore (80),
yaginin iist 151 degeri ise ASTM D240-02 standardina gore (81) hesaplandi.

3.1.3. Geleneksel yontemle bittim yagimin ekstraksiyonu

Yukaridaki sekilde hazirlanan bittim tohumu numunesinin yorede ev
iiretimlerinde kullanilan geleneksel metodla yagi cikartildi. Bunun i¢in numune
genis bir kaba alind1 ve iizerine yeteri kadar sicak saf su ilave edildi. Elektrikli bir
1sitict ile 1sitilan karisim siirekli olarak karistirildi ve yogunluk farkindan dolayi
yiizeye c¢ikan yag ayr bir biriktirme kabina alindi. Bu isleme artik gozle
goriilebilir bir seviyede yag elde edilemeyinceye kadar devam edildi. Ayn bir
kaba alinan yag igerigindeki tortulardan arindirilmak iizere kaba filtre kagidindan
stiziildii. Daha sonra bir ayirma hunisine alinarak igerigindeki suyun ayrilmasi

saglandi. Elde edilen yag susuz Na,SO; ile kurutuldu ve verimi hesaplandi.

3.1.3.1. Yagin serbest yag asidi yiizdesi

Geleneksel yontemle elde edilen yagin serbest yag asidi yiizdesi
hesaplandi. Yag asitlerinin gliserin esteri olarak tarif edilen dogal yaglarin hemen
hemen hepsi az veya ¢ok serbest yag asitlerini ve bunlarla birlikte bir miktar da
oksitlenmis yag asitlerini ve regine asidini igerirler. Bunlarin toplamina “serbest
yag asitleri” ad1 verilir. Yag endiistrisinde yagin “asit derecesi” denilen ve yag
kalitesinin birimlerinden biri olan bu deger, yag asitleri biitiiniiniin miktarindan

baska bir sey degildir (82).
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Bunun i¢in bittim yagindan yaklasik 10 g yag numunesi mg hassasiyetle
tartilarak bir erlene alind1. Uzerine 100-150 ml kadar etil eter-etanol (1:1) karisimi
ilave edilerek coziildii. Etil eter-etanol karisimi daha 6nceden 0,0891 N alkollii
KOH c¢ozeltisine karsi fenolftalein varliginda nétrallestirildi. Elde edilen nihai
cozelti 0,0891 N alkollii KOH ile ortama % 1’lik alkollii fenolftalein ilave
edilerek titre edildi. Doniim noktasindaki KOH sarfiyati kaydedildi. Serbest yag

asidi yiizdesi oleik asit cinsinden

Serbest yag asidi yiizdesi = %.0,282.100

esitliginden hesaplandi. Burada V: 0,0891 N alkolliit KOH sarfiyatini1 (ml),
M: yag numunesinin kiitlesidir (Oleik asidin 1 meg’1 0,282 g’dir).

3.1.4. Soxhlet ekstraksiyonu

Bittim tohumlarinin toplam yag igerigini bulmak i¢in Soxhlet
ekstraksiyonu uygulandi. Bu amagla, muhtemel yapismalardan sakinmak icin 10 g
kum (organik icerigi uzaklastirmak icin Onceden dietil eterle yikanmuis,
kurutulmus ve elenmis) ile 5 g numune karigtirilarak ekstraksiyon kartusuna
yerlestirildi ve 100 ml n-hekzan (Merck) kullanilarak 9 saat siire ile ekstrakte
edildi (yaklasik 54 sifon). Ekstraksiyon iic kez tekrarlandi ve sonuglarin
ortalamasi alindi. Elde edilen ekstraktlar bir doner buharlastiricida konsantre

edilerek susuz Na,SOy ilave etmek suretiyle kurutuldular.
3.1.5. Siiperkritik akiskan ve subkritik c¢oziicii ekstraksiyonlar:

Ekstraksiyonlar i¢in ¢oziicii olarak n-hekzan, aseton ve metanol se¢ildi.
Her ii¢ ¢oziicli de Merck kalitesinde kullanildi. Ekstraksiyonlar, 75+1ml hacminde
316 no paslanmaz ¢elikten el yapimi bir otoklavda gergeklestirildi. Kullanilan el
yapimu otoklavin teknik resmi sekil 3.1.’de verilmistir. Ekstraksiyon ortaminin

sicakligr bir termocift yardimiyla kontrol edildi.

31



wur S€

wu 001

EE 0t

T

m.

\
BN
WL

///////

//////////////////////

ki a
30 mm is - ‘

Y

15

Mi2 35x1.5

min

teknik resmi

eylerinde kullanilan otoklavin

Sekil 3.1. Siiperkritik akiskan den

32



Soxhlet ekstraksiyonlarinda oldugu gibi bu ekstraksiyonlarda da tiim
parametreler i¢in gerceklestirilen deneyler ii¢ kez tekrarlanarak sonuglar bunlarin
ortalamasi olarak verildi. Siiperkritik ve subkritik ekstraksiyon deneylerinde 1 g
numune 10 ml ¢6ziicii ile karistirilarak otoklava konuldu ve otoklav icindeki hava
azot ile degistirildi. Otoklav bir silindirik firina yerlestirilmek suretiyle istenilen
sicaklikta 6nceden belirlenen siireler boyunca 1sitildi. n-Hekzan’1n kritik sicakligi
234,4 °C, asetonun kritik sicakligi 235,1 °C ve metanol’iin kritik sicakligi 240, 1
°C oldugu igin siiperkritik ekstraksiyon deneyleri bu sicakligin iistiinde, subkritik
ekstraksiyon (sicak hekzan ve siiper 1sitilmis hekzan) deneyleri ise bu sicakligin
altinda belirlenen sicakliklarda gerceklestirildi. Elde edilen siiperkritik ve
subkritik n-hekzan, aseton ve metanol ekstraktlar1 soxhlet ekstraksiyonunda
anlatildigir sekilde konsantre edilerek kurutuldu ve ekstraksiyon verimleri

hesaplanda.

3.1.6. Ekstraktlarin GC-MS analizine hazirlanmasi ve analizi

Soxhlette n-hekzan ekstraksiyonu ile elde edilen yagin yag asidi igerigini
belirlemek icin ekstraktin GC-MS analizi gerceklestirildi. Ekstraktlar GC-MS
analizine gonderilmeden once, igeriklerindeki yag asitleri (ki genellikle gliseridler
halindedirler) yag asidi metil esterlerine (YAME) cevrilmek suretiyle
tirevlendirildi. Yag asidi metil esterleri, yagin sodyum metilat ile
transesterifikasyonundan elde edildi (1). Bu amagcla, 1 ml sodyum metilat’in
metanoldeki ¢ozeltisi ile 2 ml ekstrakt karistirilldi ve 5 dakika boyunca bir
calkalayicida kuvvetli bir sekilde ¢alkalandi. Ardindan yine 5 dk siire ile 4000
devir/dk’da santrifiijlenerek fazlar birbirinden ayrildi. Ustteki ester fazi alinarak

kurutuldu ve GC-MS analizleri i¢in saklandi.

YAME’nin GC-MS analizleri, Agilent 5973 network model bir cihazda
gergeklestirildi. Transesterifikasyondan elde edilen yag asidi metil esterleri 1/10
oraninda seyreltildi ve bu cozeltiden alinan 1,0 pl hacmindeki miktar splitless

modda ¢aligtirilan cihaza enjekte edildi. Sicaklik, dakikada 3 °C’lik bir artis hiz1
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ile 60 dk’da 60 °C’den 240 °C’ye ¢ikarildi. Tastyic1 gaz helyum’un akis hiz1 1,3
ml/dk, enjektor sicakligi 250 °C ve MS sicakligi 230 °C idi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Orijinal Odun Analizlerinden Elde Edilen Bulgular

Numunenin lignin, seliiloz, nem, kiil, u¢ucu madde, sabit karbon,

ekstraktif madde ve iist 1s1 degerleri yiizde olarak ¢izelge 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Orijinal odun analizlerinden elde edilen bulgular

Analiz Sonug¢

Lignin* 28,7
Seliiloz* 17,4
Nem*#* 2,1

Kiil* 3,1

Ucucu madde* 88,3
Sabit karbon*(fark olarak) 6,5

Ekstraktif madde* 49,8
Ust 1s1 degeri (Numune icin)(MJ/kg) 28,0
Ust 1s1 degeri (Yag icin)(MJ/kg) 38,4

*Tam kuru numune iizerinden yiizde
**Qrijinal numune iizerinden yiizde

Cizelge 4.1’e bakildiginda ilk goze carpan degerler ugucu madde ve
ekstraktif madde degerlerinin yiiksekligidir. Ancak numunenin normal bir odunsu
yapt olmayip, bir yaglhh tohum numunesi oldugu dikkate alinirsa bu yiiksek
degerlerin normal oldugu kabul edilmelidir. Ayrica yagin iist 1s1 degeri de orijinal
numunenin iist 1s1 degerinden daha yiiksektir. Bu da normal olmakla birlikte
orijinal numunenin iist 1s1 degerinin normal bir lignoseliilozik materyale (ki
genellikle 15,0-18,0 MJ/kg civarlarinda bir deger sergilerler) oranla oldukca
yilksek olmasi gozden kagirilmamalidir. Bu degerin yiiksek olmasinda

muhtemelen numunenin zengin yag ve ucucu madde icerigi rol oynamaktadir.

4.2. Geleneksel Yontemle Bittim Yagi Ekstraksiyonu Deneylerinden Elde
Edilen Bulgular

Her seyden 6nce bu yontemle yapilan yag ekstraksiyonunun tekrarlanabilir

sonuglar ortaya koymadigini belirtmek gerekir. Bu yontemde ekstraksiyon verimi

35



ekstraksiyonu gerceklestiren kisinin yetenegine ve sabrina biiyiik ol¢iide baglidir.
Ayrica ¢ok zaman ve enerji tiiketen bir yontem oldugu da bir gercektir. En iyi
ekstraksiyon verimleri % 15-20 civarinda elde edilebilmistir. Bu da oldukg¢a diisiik

verimle ¢alisildigin1 géstermektedir.

Elde edilen ham yagin serbest yag asidi igerigi % 2,81 olarak bulunmustur.
Bu deger diger baz1 yag bitkilerinden elde edilen ham yaglarin serbest yag asidi
icerikleriyle karsilastirildiginda diisiik bir deger olarak kabul edilebilir. Ornegin
aynit deger ham kauguk tohumu yaginda % 17 (2), ham jatropha yaginda ise %
14’tiir (83).

4.3. Soxhlet Ekstraksiyonu Deneylerinden Elde Edilen Bulgular
Numunenin c¢oziicii olarak n-hekzan, aseton ve metanol kullanilarak

gergeklestirilen soxhlet ekstraksiyonlarindan elde edilen degerler cizelge 4.2’de

verilmistir.

Cizelge 4.2. Soxhlet ekstraksiyonlarindan elde edilen verim yiizdeleri

Ekstraksiyon % Verim*
Soxhlet (n-hekzan, 9 saat-54 sifon) 50,4
Soxhlet (aseton, 9 saat-54 sifon) 47,6
Soxhlet (metanol, 9 saat-54 sifon) 21,5

*Tam kuru orijinal numune iizerinden yiizde

Cizelge 4.2’ye bakildiginda ayni sartlar altinda en yiikksek verimin n-
hekzan ile elde edildigi goriilmektedir. Polar olmayan bir ¢oziicii oldugu i¢in bu
sonucun normal oldugu sdylenebilir. Aseton ekstraksiyonundan da oldukca
yiiksek bir deger elde edilmistir. Bu da asetonun ¢ok diisiikk polariteye sahip
olmasiyla aciklanabilir. Metanol ekstraksiyonundan elde edilen verim degerinin n-
hekzan ve aseton’a oranla cok daha diisiikk bir deger ortaya koymas: da aymi
gerekcelerle izah edilebilir. Metanol’iin diger iki ¢oziiciiye oranla nispeten yiiksek

olan polaritesi, ekstraksiyon veriminin diisiik olmasinda baslica rol oynamuistir.
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4.4. Siiperkritik ve Subkritik Ekstraksiyonlardan Elde Edilen Bulgular

Stiperkritik ve subkritik ekstraksiyon deneylerinden elde edilen verim

yiizdeleri toplu olarak cizelge 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.3. Siiperkritik ve subkritik n-hekzan, aseton ve metanol
ekstraksiyonlarindan elde edilen verim yiizdeleri (tam kuru numune
izerinden yiizde)

Coziicii
Sicakhik n-Hekzan Aseton Metanol
(°C) 100 200 300 40’ 100 200 300 40 100 200 300 40
65 (70)* - - 28,4 - - - 43,0 - - - 18,2 -
110 (115)* - - 39,2 - - - 47,7 - - - 18,4
155 (160)* - - 44.5 - - - 48,4 - - - 19,4
200 (205)* 47,6 - 47,6 - - 18,9

245 (250)* 34,3 420 49,8 46,6 457 446 505 50,0 14,7 168 22,0 19,8

‘Dk olarak ekstraksiyon siiresi
* Parantez icindeki sicaklik degerleri metanol icin gecerlidir

Cizelge 4.3 e bakildiginda ekstraksiyonlarin 30 dk ve 245 °C (Metanol i¢in
250 °C) degerleri temel alinarak gergeklestirildigi goriilmektedir. Bunun igin
oncelikle her ¢oziicliniin kritik sicakliginin iizerinde bir sicaklik secilmis (ki bu
deger n-hekzan ve aseton i¢in 245 °C ve metanol i¢in de 250 °C’dir) ve dort farkli
ekstraksiyon siiresi boyunca (10, 20, 30 ve 40 dk) -ekstraksiyonlar
gerceklestirilmistir. Bu deneylerden elde edilen en yiiksek verim degerinin elde
edildigi siire sabit tutularak (ki bu deger de her ii¢ ¢oziicii i¢in 30 dk’lik siiredir)
farkli sicakliklarda, sicakligin ekstraksiyona etkisini incelemek amaciyla esit
aralikli bes farkli sicaklikta deneyler tekrar edilmistir. Bu degerler n-hekzan ve
aseton icin 65, 110, 155, 200, 245 °C ve metanol i¢in ise bu degerlerin 5 °C iizeri
olan 70, 115, 160, 205 ve 250 °C’dir. Metanol igin sicakligin daha yiiksek
secilmesinin sebebi bu ¢oziiciiniin kritik sicakliginin 240,1 °C olup n-hekzan ve
asetonun kritik sicaklik degerlerinden (sirasiyla 234,4 ve 235,1 °C) yaklasik 5 °C

daha yiiksek olmasidir.
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Cizelge 4.3’e gore, en yiiksek ekstraksiyon verimlerine 30 dk’lik
ekstraksiyon siiresi ve 245 °C (metanol i¢in 250 °C)’lik ekstraksiyon sicakligi
degerlerinde ulasildi. Ayrica elde edilen bu en yiiksek ekstraksiyon degerleri
soxhlet degerleri ile karsilastirnldiginda sunlar soylenebilir. Siiperkritik
ekstraksiyon sonuglar1 soxhlet sonuglarina oldukg¢a yakin hatta aseton ve metanol
coOziiciilerinde az da olsa daha iyi sonucglar ortaya koymuslardir. n-Hekzan
deneylerinde soxhlet ekstraksiyonundan % 50,4’lik bir deger elde edilirken, ayni
coziici ile gerceklestirilen siiperkritik ekstraksiyondan % 49,8 degeri elde
edilmistir. Aseton ve metanolle yapilan soxhlet deneylerinden sirasiyla % 47,6 ve
% 21, 5 degerleri elde edilirken bu ¢oziiciilerle yapilan siiperkritik ekstraksiyon
deneylerinden sirasiyla % 50,5 ve % 22,0 degerleri elde edilmistir. Ancak
stiperkritik ekstraksiyon deneylerindeki baz1 sonuglarin soxhletten daha yiiksek
cikmasinda, asir1 yliksek basing ve sicakligin numune yapisini pargalamasi (termal
kraking) sonucu diisiik molekiil agirlikli baz1 bilesiklerin olusumu ve bunlarin da
numunedeki yag ile birlikte ekstrakte olabilmesi etkisinin rol oynayabilecegi
unutulmamalidir. Ancak yine de bu etkinin sinirli oldugu diisiiniilmektedir. Bu
acidan bakildiginda hemen hemen ayni ekstraksiyon verimlerine soxhlette 9 saat
gibi uzun bir siire sonunda ulasilirken, bu degere siiperkritik ekstraksiyonlarda
sadece 30 dakika gibi cok kisa bir siire sonunda ulasilmaktadir. Buradan da
siiperkritik ekstraksiyonun cok daha az zaman ve kimyasal c¢oziicii tiikettigi

sonucu cikarilabilir.

Cizelge 4.3’teki degerlerden cizilen sicaklik-% verim ve zaman-% verim
grafikleri sicakligin ve zamanin ekstraksiyon verimini nasil etkiledigi sorusunu
cevaplamaya yardimci olabilir.

4.4.1 Sicakhigin ekstraksiyon verimine etkisi

Sicakligin ekstraksiyon verimlerine etkisini incelemek amaciyla ii¢ farkli

¢Oziicii icin ¢izilen sicaklik-% verim grafikleri asagidadir.
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Sekil 4.3. Metanol i¢in sicakliga karsilik ekstraksiyon verimi grafigi (t = 30 dk)

Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3’e bakildiginda en yiiksek ekstraksiyon verimlerine n-
hekzan ve aseton igin 245 °C’de, metanol i¢in ise 250 °C’de ulasilmigtir. Yani
diger bir deyimle coziiciilerin kritik sicakliklarmin iizerinde gerceklestirilen
ekstraksiyonlar en yiiksek verim degerlerini ortaya koymuslardir. n-Hekzan,
aseton ve metanol icin bu verim degerleri sirasiyla % 49,8; % 50,5 ve % 22,0 dur.
Metanol ekstraksiyonlarinin maksimum degeri dahi n-hekzan ve aseton
ekstraksiyonlarinin minimum degerlerinden daha diisiiktiir (n-hekzanda bu deger
% 28,4 iken asetonda % 43’tiir). Bu da n-hekzan ve aseton’un metanole gore ¢cok
daha diisiik olan polarlig ile aciklanabilir. Bu ylizden yag ekstraksiyonlar1 i¢in n-
hekzan ve aseton’un daha kullamish coziiciiler oldugu sdylenebilir. Aseton ve
metanol icin ¢izilen grafiklerdeki diisiis gosteren bolgeler haricinde genel olarak
sicakligin ekstraksiyon verimini artirdigi soylenebilir. Diisiis gosteren bu
bolgelerin  reaksiyon ortami  sartlarindaki anlik bazi1  degismelerden
kaynalanabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak bunlarin arastirilmasi ayri bir calisma

konusu teskil etmektedir. N-Hekzan ile gerceklestirilen ekstraksiyonlardan elde
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edilen verilerin daha diizenli bir artis gosterdikleri ortadadir. Bu acgidan
bakildiginda yag ekstraksiyonlar: i¢in n-hekzan diger coziiciilere oranla daha
uygun bir ¢oziiclidiir denilebilir. Bu durum soxhlet degerlerinden de goriilebilir.
Tam ekstraksiyon degerleri olarak kabul edilen soxhlet ekstraksiyon degerlerine
bakildiginda, en yiiksek verim n-hekzan ile gerceklestirilen ekstraksiyonlarda elde

edilmistir: % 50,4. Bunu sirasiyla aseton (% 47,6) ve metanol (% 21,5) izlemistir.

Kritik sicakliklarin altinda gergeklestirilen subkritik ekstraksiyonlardan da
oldukca yiiksek degerler elde edilmistir. Ornegin subkritik n-hekzan
ekstraksiyonunda, 155 °C’de ve 30 dk’da maksimum degerin (soxhlet degerinin
maksimum deger oldugu kabul edilerek) % 88,3’ii ekstrakte edilebilmis iken, 65
°C sicaklik ve 30 dk siirede subkritik aseton ekstraksiyonunda maksimum degerin
% 90,3’ii; 115 °C sicaklik ve 30 dk siirede subkritik metanol ekstraksiyonunda ise
maksimum degerin % 85,6’s1 ekstrakte edilebilmistir. Bu da kritik sicakligin
altinda  gerceklestirilen  ekstraksiyonlarin da  geleneksel  ekstraksiyon
metodlarindan ¢ok daha verimli olabilecegini ortaya koymaktadir. Isletme
maliyeti ve teknolojisi daha pahali olan siiperkritik akiskan ekstraksiyonu
sistemlerine alternatif olarak, daha diisiik sicakliklarda ¢alisilabilen ve ¢ok daha
diisik isletme giderlerine sahip subkritik ve sicak-¢oziicli ekstraksiyonlari

sistemleri diinyada da giderek artan bir ilgi gormektedirler (1).

4.4.2. Ekstraksiyon siiresinin ekstraksiyon verimine etkisi

Ekstraksiyon siiresinin ekstraksiyon verimine etkisini 6lcmek amaciyla, en
yiiksek verimin elde edildigi sicaklikta (n-hekzan ve aseton igin 245 °C, metanol
icin 250 °C), ekstraksiyon siiresi olarak 10, 20, 30 ve 40 dk segilerek deneyler
tekrar edildi. Elde edilen sonuglardan ¢izilen grafikler sekil 4.4, sekil 4.5 ve sekil

4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6. Metanol i¢in ekstraksiyon siiresine karsilik ekstraksiyon verimi grafigi
(T =250 °C)

Bu grafiklere bakildiginda en yiiksek verim yiizdelerinin 30 dk’lik
ekstraksiyonlardan elde edildigi rahatlikla goriilebilmektedir. n-Hekzan ile yapilan
soxhlet ekstraksiyonundan elde edilen verimin % 98,8’i sadece 30 dk’da
stiperkritik n-hekzan ekstraksiyonu ile elde edilebilmistir. Aseton ve metanolde bu
degerler % 100’diir. Ekstraksiyon zamami arttikca verimde meydana gelen hafif
diisis zaman ve sicakligin ortak etkisiyle aciklanabilir. Uzun siireli
ekstraksiyonlarda ekstraksiyonun sonlarina dogru trigliseridlerden serbest yag
asidi olusumunun (hidroliz) gerceklestigi iyi bilinmektedir (10). Bu serbest asitler
sodyum metilat ile esterlestirilemezler, sadece transesterifikasyon olustururlar. Bu

nedenle de kantitatif tayinleri yapilamaz (84).
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4.5. GC-MS Analizi Bulgular:

Boliim 3.1.6’da anlatildig: sekilde elde edilen yag asidi metil esterlerinin
(YAME) GC-MS ile analizinden elde edilen sonuglara gore yagin kompozisyonu
Cizelge 4.4.te verilmistir. GC-MS analizine ait orijinal veriler Ek-1 de

sunulmustur.

Cizelge 4.4. Bittim yaginin yag asidi bilesim yiizdesi (toplam yag asitleri metil
esterleri iizerinden)

Yag Asidi (C sayisi:cift bag sayisi) %
Palmitik (16:0) 16,13
Stearik (18:0) 3,39
Palmitoleik (16:1) -
Oleik (18:1) 67,25
Linoleik (18:2) 13,23

Linolenik (18:3) -

Cizelge 4.4’ten de goriildiigii gibi ‘bittim tohumu’ yagi en fazla sirasiyla
oleik asit (% 67,25), palmitik asit (% 16,13), linoleik asit (% 13,23) ve az
miktarda da stearik asit (% 3,39) icermektedir. Yine goriilecegi lizere yag
asitlerinin biiyiik bir kism1 doymamis yag asitlerinden (% 80,48) olusmaktadir. %
19,52°1ik kisim ise doymus yag asitlerinden olugmaktadir. Bu durum bittim
tohumu yagini, nispeten diisiik serbest yag asidi oram1 da dikkate alindiginda

onemli bir besinsel yag kategorisine sokabilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, iilkemizin o6zellikle Giineydogu Anadolu ve Akdeniz

bolgelerinde dogal olarak yetisen ve bolge halki tarafindan cesitli maksatlarla

kullanilan pistacia (bittim) tiirlerinin tohumlarindan geleneksel yontemler ve

soxhlet ekstraksiyonunun yani sira, siiperkritik akiskan ve subkritik akiskan

ekstraksiyonu gibi yeni ve modern yontemlerle yag ekstraksiyonu gerceklestirildi.

Elde edilen ekstraksiyon verimleri sicaklik ve ekstraksiyon siireleri agisindan

karsilastirildi. Ayrica eski ve yeni yontemlerin de bir karsilastirmasi yapildi. Elde

edilen yagin yag asidi icerigi GC-MS birlesik analiz metodu kullanilarak analiz

edildi.

Bu calismadan elde edilen sonuclar su sekilde siralanabilir:

1-

Ekstraksiyona tabi tutulan materyal yiiksek ekstraktif madde ve
ucucu madde icerigine sahiptir. Bu degerler sirasiya % 49,8 ve %
88,3’tiir. Bu nedenle de {iist 1s1 degeri diger lignoseliilozik
maddelerden daha yiiksektir (28 MJ/kg).

Geleneksel ekstraksiyon metodunun verimi oldukca diisiik (%15-20)
diizeyde ve deney sonuglarinin tekrarlanabilirligi zayiftir.

Elde edilen yagin serbest yag asidi yiizdesi (% 2,81) cok yiiksek bir
deger degildir.

Yapilan soxhlet ekstraksiyonlarinda en yiiksek verim n-hekzan ile
elde edilmistir (% 50,4). Bunu sirasiyla aseton (% 47,6) ve metanol
izlemistir (% 21,5).

Siiperkritik ve subkritik ekstraksiyonlarda en yiiksek verim, 245 °C
ve 30 dakika siirede siiperkritik aseton ekstraksiyonundan elde
edilmistir (% 50,5). Bunu aymi sicaklik ve siirede siiperkritik n-
hekzan ekstraksiyonu (% 49,8) ve 250 °C ve 30 dakika siirede

stiperkritik metanol ekstraksiyonu (% 22,0) izlemektedir.
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11-

12-

Hem soxhlet hem de siiperkritik ve subkritik ekstraksiyon
sonuglarina bakildiginda, yagli tohumlardan yag ekstraksiyonu icin
metanol’iin ¢ok da uygun bir ¢oziicli olmadigr sdylenebilir.

Yapilan deneylerde siiperkritik ekstraksiyonlar icin en uygun
ekstraksiyon siiresinin 30 dakika oldugu tespit edilmistir. Bu da
literatiirdeki verilerle uyumludur (18).

Stiperkritik ekstraksiyonlar soxhlet’e gore cok daha az numune ve
¢oziicii ile calisilabilmesine imkan tamrlar. Ornegin soxhlet
deneylerinde 15-20 g diizeylerinde numune, 150-200 ml civarinda
coziicii  kullamilmas1  gerekmisken, bu degerler siiperkritik
ekstraksiyon deneylerinde 1-2 g numune ve 10 ml kadar ¢oziicii
seklindedir. Bu durum da literatiir bilgileri ile uyumlu olup (20), bu
durum siiperkritik ekstraksiyona c¢evresel problemler ve atik
sorunlart dikkate alindiginda geleneksel metodlara gore onemli bir
avantaj saglamaktadir.

Siiperkritik ekstraksiyonlar soxhlet ve geleneksel metodlara gore ¢cok
hizlidir. Ornegin yapilan deneylerde ayni ekstraksiyon verimlerine
soxhlette 9 saatte ulasilirken bu siire siiperkritik ekstraksiyonlarda 30
dakikaya diismektedir. Bu bilgi de literatiirle uyum halindedir (18).
Sicakligin  yilikselmesi  ekstraksiyon  verimlerini  genelde
artirmaktadir.  Sicakligin  yilikselmesiyle beraber ekstraksiyon
verimlerinde en diizenli artis n-hekzan ile yapilan ekstraksiyonlarda
elde edilmistir.

n-Hekzan, siiperkritik ekstraksiyonlarda ortaya koydugu kararl
verim degerleri ve soxhlet ekstraksiyonunda sergiledigi iistiin
performansi nedeniyle, yagli tohumlardan yag ekstrakte etmede
aseton ve metanol’e gore daha uygun bir ¢oziicii secenegidir.
Coziciilerin kritik sicakliklarinin altinda gerceklestirilen subkritik
ekstraksiyonlar da oldukca dikkate deger sonuglar ortaya
koymuslardir. Ornegin n-hekzan deneylerinde 155 °C’de ve 30 dk’da
maksimum degerin (soxhlet degeri) % 88,3’ii; aseton deneylerinde

65 °C’de ve 30 dk’da maksimum degerin % 90,3’ii ve metanol
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deneylerinde de 115 °C’de ve 30 dk’da maksimum degerin % 85,6’s1
ekstrakte edilebilmistir. Dikkat edilirse bu degerler kullanilan
coziiciilerin kritik sicakliklarinin oldukg¢a altinda olan degerlerdir. Bu
da az bir verim kaybiyla beraber, ekstraksiyonlar i¢in ¢ok daha az
enerji harcamas1 anlamina gelmektedir.

13- GC-MS analizlerinde bittim tohumu yaginin en fazla oleik asit (%
67,25) icerdigi, bunu sirasiyla palmitik asit (% 16,13), linoleik asit
(% 13,23) ve stearik asit’in (% 3,39) gittikce azalan yilizdelerle
izledigi belirlenmistir. Yag, % 80,48 oraninda doymamis yag
asitlerinden, % 19,52 oraninda da doymus yag asitlerinden
olugmaktadir. Bu durum bitttm yagin1 besinsel acidan Onemli
kilmaktadir. Ancak bu degerlerin kullanilan bittim numunesindeki
bittim cinsi karisim oranlarindan, hasat mevsiminden ve numunelerin
toplandigi bolgenin genel iklim sartlarindan etkilenebilecegi
unutulmamalidir. Ciinkii bu ¢alismada kullanilan bittim tohumlari
tek bir tiire ait degil, birkac tiiriin karistmi halinde elde edilmistir.
Bittim tohumu tiirlerinin ayr1 ayr1 konu edildigi benzer calismalar
yapilabilirse her bir tiire ait yag asidi igerigi, hasat mevsimi ve genel
iklim ve yetisme sartlar1 gibi parametreler kontrol edilerek tayin

edilebilir.

Sonug olarak, siiperkritik ekstraksiyon teknigi, ekstraksiyonun ¢ok daha
kisa zamanda tamamlanabilmesi, ¢ok az coziicii sarfedilmesi ve spektroskopik
analiz teknikleriyle birlestirilebilmesi ve bunlara ilaveten diger boliimlerde
anlatilan bir ¢cok avantajlar1 sayesinde geleneksel ekstraksiyon teknikleri tizerine

biiyiik bir avantaja sahiptir denebilir.

Ne var ki, siiperkritik ekstraksiyon sistemleri heniiz kiiciik olcekli
endiistriyel kuruluslar acisindan yeterince basit olmayip, kurulum ve calistirma
masraflart da istenilen diizeyde degildir. Bu anlamda bu tiir isletmeler icin
subkritik ekstraksiyon teknikleri, o©zellikle de siiper 1sitilmis n-hekzan

ekstraksiyonu (n-hekzan’in kaynama noktasinin iizerine kadar isitildigi ancak
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basing diizenlemesiyle hala sivi halde kaldigi ekstraksiyon) teknikleri
onerilmektedir (1). Bu ¢alismada gerceklestirilen subkritik n-hekzan ve aseton
deneylerinin imit verici sonuglarindan yola cikilarak, Giiney Dogu Anadolu
Bolgemizde ‘bittim’ tohumu yagindan sabun yapimi ile ugrasan iireticiler igin,
geleneksel tekniklerden cok daha verimli ve uygulamasi da basit olan siiper-
1sitilmis hekzan ve sicak hekzan ekstraksiyon sistemlerinin iyi birer alternatif

teknik olarak degerlendirilebilecegi soylenebilir.
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Bittim Tohumu Yagimin GC-MS Analizinden Elde Edilen Kromatogramlar
ve Kiitiiphane Taramas: Sonuclari
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