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ENZIMATIK EKSTRAKSIYON YONTEMI iLE PAMUK YAGI ELDESI
OZET

Diinyada yilda 3,8 - 4,3 milyon ton arasinda pamuk yagi iiretilmektedir. Tiirkiye
yilda 130.000-150.000 ton pamuk yag: iiretimi ile diinya siralamasinda 6. sirada yer
almaktadir. Pamuk tohumlart % 30 - 40 oraninda yag igerir. Bu yag % 13 - 44 oleik
ve % 33 - 58 linoleik asit icerdigi icin, oleik-linoleik asid grubu bitkisel yag sinifinda
yer alir. En 6nemli doymus yag asidi ise % 17 - 20 oranindaki palmitik asittir. Pamuk
yag1 rafine sivi yag olarak tiiketilir, gida ve kimya sanayinde margarin ve sabun
tiretiminde kullanilir. Pamuk yag1 dizel yakit1 olarak da degerlendirilebilir.

Pamuk tohumlarindan hekzan ekstraksiyonu veya presleme ve hekzan ekstraksiyonu
ile yag elde edilmektedir. Hekzan ortaminda calismak emniyet, ¢evre kirliligi
acisindan siki  tedbirlerin alinmasimi  gerektirdiginden hekzan ekstraksiyon
tinitelerinin yatirim ve isletme maliyetleri yiiksektir. Son yillarda, tohum yaglarinin
ekstraksiyonu i¢in alternatif yontemlere yonelme oldugu, enzim ve ylizey aktif
madde katkili ekstraksiyon yontemleri {lizerine yapilmis caligmalarin hizla arttigi
gozlenmektedir.

Bu calismada, yiiksek verimle pamuk yag eldesi i¢in, pamuk tohumlarina sulu
enzimatik ekstraksiyon uygulanmistir. Bu amacla, tohumlarin ekstraksiyonu su ile
yapilmis ve suya hiicre ¢eperlerini degrade edebilecek enzimler (proteaz, seliilaz ve
pektinaz enzimleri) ilave edilmistir. Yag verimine reaksiyon parametrelerinin (pH,
enzim cinsi ve miktari, tanecik boyutu ve siirenin) etkisi incelenmis ve reaksiyon
parametreleri optimize edilmistir.

Enzimatik ekstraksiyonlar, P1 (0,6 mm’den kiigiik tane boyutlarindaki) tohum
fraksiyonu ile, 1:7 tohum:tampon ¢6zelti oraninda, pH 4-8 araliginda, 0,25 - 1,25
mL/g enzim miktarlarinda ve 4 - 24 saatlik siirede gergeklestirilmistir. Proteaz olarak
Alcalase 2.5L, seliilaz olarak Celluclast 1.5L ve pektinaz olarak Pectinex Ultra Clear
ticari enzimleri kullanilmistir. Bu ¢alismada ayrica sulu ekstraksiyon ortamina bir
anyonik yiizey aktif madde katilmis ve bu katkinin yag verimine olan etkisi de
incelenmistir.

Pektinaz sulu enzimatik prosesde en etkili enzim olmustur. pH 5’de, 0,75 mL/g
pektinaz miktarinda 24 saat enzimatik islem uygulandiginda, kiispede kalan yag
miktarinin tespiti ile tohum yagmin % 91’inin hiicrelerden sulu ortama ge¢cmis
oldugunu belirlenmistir. Buna karsilik sulu ekstraksiyon ortamindan % 65,2 verimle
yag elde edilebilmektedir. Stabil yag-su emiilsiyonunun kirilamamasi nedeniyle bu
kay1ip olusmaktadir.

Pamuk tohumlarindan konvansiyonel c¢oziicii ekstraksiyonu ve enzimatik sulu
ekstraksiyon yontemi ile elde edilmis yaglar mukayese edilmistir. Yag asitleri
bilesimleri arasinda istatiksel olarak 6nemli fark olmadigi belirlenmistir.
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PRODUCTION OF COTTONSEED OIL BY ENZYMATIC EXTRACTION
METHOD

SUMMARY

World annual cottonseed oil production is around 3.8 — 4.3 million tons. Turkey,
with the annual production of 130.000 - 150.000 tons of crude cottonseed oil, ranks
sixth in total production of the world. Cottonseeds contain 30 — 40 % oil. This oil,
consisting 13 - 44 % oleic and 33 - 58 % linoleic acids is typical of the oleic-linoleic
acid group vegetable oils. The major saturated fatty acid in seed oil is palmitic acid
with a proportion of 17-20 %. Cottonseed oil is used as edible oil and in the
production of margarine and soap in the food and chemical industries. Additionally it
can also be evaluated as biodiesel.

Cottonseed oil is typically produced from seeds by either hexane extraction or a
combination of mechanical pressing and hexane extraction. Because of the safety and
environmental issues associated with the use of hexane, the construction and
operational costs of hexane extraction facilities are high. In recent years, it was
observed that numerious studies have been directed towards the alternative methods
for oilseed extraction, including aqueous, enzyme-, and surfactant-assisted extraction
methods.

In this study, to produce cottonseed oil with a high vyield, aqueous enzymatic
extraction was applied to cottonseeds. For this purpose, protease, cellulase and
pectinase enzymes which could degrade the cell walls of seeds were dissolved in
water. The effects of reaction parameters (pH, type and amount of enzymes, particle
size and time) on the oil yield were investigated and optimized.

Enzymatic extractions were conducted with P1 seed fraction, particle size < 0.6 mm
taking a seed-to-buffer solution ratio of 1.7, between pH 4 to 8, using 0.25 — 1.25
mL/g enzyme amounts for 4 — 24 h at 50 °C. Alcalase 2.5L, Celluclast 1.5L and
Pectinex Ultra Clear commercial enzymes were used as protease, cellulase and
pectinase enzymes, respectively. Finally an anionic surfactant was added to aqueous
extraction medium and its effect on the oil yield was also investigated.

Pectinase was quite effective in aqueous enzymatic process. When the enzymatic
process conducted with 0.75 mL/g of pectinase at pH 5 for 24 h, the residual oil
amount of the meal revealed that 91 % of oil released from the seeds. However 65.2
% of total oil in the seeds was collected from extraction medium due to the formation
of a stable oil-in-water emulsion.

The oils extracted from cottonseeds by conventional solvent extraction and aqueous
enzymatic extraction were compared. No significant variation was observed in their
fatty acid compositions.
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1. GIRIS VE AMAC

Yagh tohumlar, enerjinin biiyiik bir kisminin yag seklinde depolandigi ekinlerdir.
Bazi yaglh tohumlar, yer fistig1 ve aycigek gibi dogrudan yiyecek olarak tiiketilebilir;
fakat digerleri spesifik olarak yag ve kiispe eldesi i¢in islenir. Siirekli artan diinya
niifusu ve ylikselen yasam standartlarina bagli olarak yagli tohumlarin tiretimi hizl
bir sekilde artmistir. Ayrica, teknolojik gelismeler iiretim kalitesi ve ¢esitlilikte daha
yiiksek iiretim seviyeleri ve gelismelere neden olmustur. Yagin kullanimina bagh
olarak yagl tohumlar yemeklik bitkisel yag ve yenmeyen yag igeren tohumlar olarak
siniflandirilabilir. Pamuk yag1 her iki durum i¢in kullanilabilir. Pamuk tohumu diger
yagli tohumlara; 6rnegin ayc¢icegi tohumuna benzer bir yapisi vardir ve sabit bir dig
govde ile ¢evrili yag igeren ¢ekirdekten olusur. Pamuk yagi lezzeti nedeniyle salat
yag1, mayonez ve benzer iriinlerde kullanilabilir. Pamuk ¢ekirdeginden elde edilen
pamuk yag1, margarin ve rafine siv1 yag olarak gida endiistrisinde kullanilmaktadir.
Pamuk yagi, yemeklik yag, sabun ve kimya sanayinde kullanilmasinin yaninda dizel

yakiti olarak da degerlendirilebilir.

Bitkisel yaglar genellikle mekanik presleme ve sonrasinda organik ¢oziicii
ekstraksiyonuyla elde edilir; ya da alternatif olarak yalniz ¢oziicii ekstraksiyonuyla
elde edilir. En yaygin kullanilan ¢oziicti n-hekzandir, ayrica kloroform-metanol
karisimi da kullanilabilir. Genellikle n-hekzan kullanimi yiiksek verime neden
olmakla birlikte diisiik protein kalitesi, yiiksek yatirim ve enerji gereksinimleri gibi
dezavantajlar1 da vardir. Ayrica n-hekzan, ekstraksiyon ve geri kazanilmasi iglemleri
sirasinda atmosfere yayilabilir ve diger kirleticilerle etkilesime girerek gevreyi

olumsuz yonde etkileyebilecek ozon ve fotokimyasal oksidanlar meydana getirebilir.

n-Hekzan kullanimima bagli sorunlar1 ¢ozebilmek i¢in, yenilebilir protein ve iyi
kalitede yag meydana getirebilecek sulu ve enzim katkili ekstraksiyon prosesleri
incelenmistir. Sulu ektraksiyon prosesi yiizdiirme yontemiyle geleneksel olarak
bircok gelismekte olan iilkelerde kullanilmistir. Yag ekstraksiyon verimini arttirmak,

yan iirlinleri azaltmak ve daha hafif proses kosullarinda ekstraksiyonu ele almak i¢in,



baz1 enzimler, 6zellikle karbohidraz ve proteolitik enzimler, ekstraksiyon isleminde

ilave edilmistir.

Yiiksek spesifite ve diisiik proses sicakligi nedeniyle siviyag endiistrisinde enzimatik
sulu prosesi kullaniligh bir yontemdir. Coziicii ekstraksiyonu yontemiyle
karsilastirildiginda enzimatik proses daha hafif kosullarda, 6érnegin diistik sicaklikta
daha yiliksek kalitede yag ve proteince zengin kiispe meydana gelir. Ancak bu
prosesin bazi smirlamalar1 vardir, baslicalari; yag ekstraksiyonunda diisiik verim,

demiilsifikasyona neden olma, enzim maliyetleri ve sulu atik islemleri.

Enzimatik sulu ekstraksiyon (ESE) birgok yagli tohum ve meyveden yag ekstrakte
etmeye uygun bir sekilde uygulanmistir. Bu teknoloji deneme bazinda hindistan
cevizi yagi, kolza yag1 ve zeytinyaginin ekstraktesinde basarili bir sekilde
gelistirilmistir. Yagin ekstraktesi i¢in enzimlerle islem goren diger yag igeren dnemli
tohumlar; kavun ¢ekirdegi, kanola, kakao yagi, Jatropha curcas tohumu, kayisi
cekirdegi, pamuk tohumu, bugday, soya, piring kepegi, aycicek cekirdegi ve
yerfistig1.

Enzimatik sulu ekstraksiyon prosesi yag eldesinde ve yag iceren maddelerden diger
bilesenlerin eldesinde, 6zellikle ¢evre ve giivenlik faktorleri goz oniine alindiginda
onemli bir avantaj olabilmektedir. Birgok arastirmaci c¢esitli yagl tohumlardan ve
meyvelerden yagin ekstraktesi i¢in sulu prosesin gida safligindaki enzimlerle
uygulamasini bildirmistir. Esas itibariyle, enzim katkili sulu ekstraksiyon prosesini
kullanarak ekstraksiyon verimini arttirmak miimkiindiir. Elde edilen yagmn
kalitesinin, Ozellikle renk ve serbest yag asidi igerigine gore cok iyi oldugu
bildirilmistir. Ancak, deneme bazli arastirmalar ele alinarak ekstraksiyon ve ayirma
asamalar1 hakkinda prosesin ticari potansiyeli degerlendirilmelidir. Ayrica, yagin
eldesi asamalarmi kolaylastirmak ve prosesi ticari olarak daha cazip hale

getirebilmek i¢in arastirmalarin stirdiiriilmesi gereklidir.

Bu giine kadar pamuk yaginin enzimatik sulu ekstraksiyonuyla eldesi hakkinda ¢ok
fazla calisma ve arastirma yapilmamistir. Bu sebeple pamuk tohumundan ESE
yontemiyle ne kadar yag elde edilebilecegi ve ¢evre dostu ve ekonomik bir yontemle
kaliteli yag tiretimi hedeflenmistir. Bu ¢alismada pamuk tohumlarindan sulu ortamda

yiiksek verimle yag eldesi hedeflenmistir.



Bu amagla tohumlarin ekstraksiyonu su ile yapilmis ve suya hiicre ceperlerini
degrade edebilecek enzimler (proteaz, seliilaz ve pektinaz enzimleri) ilave edilmistir.
Ekstraksiyon verimine reaksiyon parametrelerinin (pH, enzim cinsi ve miktari,
tanecik boyutu ve siirenin) etkisi incelenmis ve reaksiyon parametreleri optimize

edilmistir.






2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1 Pamuk ve Pamuk Uretimi Hakkinda Bilgi

Pamuk, Malvales takimindan, Malvaceae familyasindan, Gossypium cinsinden bir
bitkidir. Kiiltiir pamuklar1 Herbacea ve Hirsuta olmak {izere iki grup altinda
incelenir. Eski diinya pamuklar1 adi verilen, Herbacea grubunda G. Arboreum L. ve
G. Herbaceum L. olmak iizere iki tiir bulunmaktadir. Yeni diinya pamuklari adi
verilen Hirsuta grubunda ise G. Hirsutum L., G. Barbadense L. ve G. Tomentosum L.
tirleri bulunur [1]. Pamugun anavatani konusunda tam bir kesinlik bulunmamakla
birlikte Asya, Amerika ve Afrika’nin sicak bolgelerinden Diinyaya yayildigi tahmin

edilmektedir.

Sekil 2.1: Pamuk bitkisi

Arkeolojik kanitlar gerek Hindistan gerek Giiney Amerika'da birbirinden bagimsiz
olarak 6000 ila 7000 yil 6nce pamugun degisik tiirlerinin tarimmin yapildigr ve
giyimde kullanildigin1 gostermektedir. Eski diinyaya pamuk Hindistan'daki Harappa
uygarligindan gelmistir. Mezopotamya'dan da Eski Misir'a gegmistir.

Pamugun Arapca'daki ismi olan kutun (‘al kutun') Ingilizce'ye cotton, ispanyolca'ya
algodon olarak gegmistir [2]. Pamuk igin Tirkiye'de yerel olarak dreticilerin
kullandig1 'pambuk’,'bambuk' adinin da, bugiin kuzey Suriye'de yer alan Manbij
sehrinin (Hierapolis Bambyce veya Bambyke) baska dillerdeki degisik sdylenisinden
geldigi muhtemeldir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Hindistan
http://tr.wikipedia.org/wiki/G%C3%BCney_Amerika
http://tr.wikipedia.org/wiki/Harappa
http://tr.wikipedia.org/wiki/Mezopotamya
http://tr.wikipedia.org/wiki/Eski_M%C4%B1s%C4%B1r
http://tr.wikipedia.org/wiki/Arap%C3%A7a
http://tr.wikipedia.org/wiki/Suriye

Tiirkiye’de M.O. 330 yilina dek geriye giden uzun bir tarihgesi olmasina karsin asil
gelismesini 11. yiizyillda Selguklu Tirkleri, 14. Yiizyillda Osmanli Tirkleri
zamaninda olmustur. Tiirkiye Cumbhuriyetin ilanindan sonra ise pamuk tarimina

biiyiik 6nem verilmistir [3].

Pamuk bitkisi kok, sap, yaprak, ¢icek ve tohumdan olusmaktadir. Tiir ve varyetesine
gore 60 - 120 cm, agag halinde olanlar ise 5 - 6 m boylanabilir. Pamuk 30 - 100 cm
derine, 50 - 80 cm yanlarina uzanan kazik koke sahiptir. Toprak yiizeyinin 8 - 10 cm
altinda ilk yan kokler meydana gelir Bunlar yatay olarak biiyiirler. Yan koklerin
sayilar1 3 - 4 tanedir. Her biri tekrar dallanarak etrafa yayilir. Epidermis hiicrelerinin
disa dogru uzamasi ile sayisiz emici tilyler meydana gelir. Genel olarak kok toprakta
dik olarak ya da bir siire sonra zigzag cizerek devam eder. Uygun kosullarda kok

uzunlugu 1,5 m’ye kadar ulasabilir.

Afrika’da, ¢cok yillik agag¢ seklinde olan pamuk ¢esitleri de vardir. Pamuk govdeleri
dik, dallanmis ve cok tiiyliidiir. Yapraklar uzun sapli, parcali ve tabani kalp
seklindedir. Cicekler sapli ve yapraklarin koltugunda tek tek bulunur. Disg ¢anak
yapraklar ii¢ pargali, ta¢ yapraklari ise bes serbest parcalidir. Meyve, olgunlukta
acilan veya kapali kalan, 3 - 5 gozlii bir kapsiildiir. Bu kapsiile koza da denir. Her
gbzde siyahimsi renkli, oval sekilli ve tizeri uzun, sik ve beyaz renkli tiiylerle ortiilu
5 - 10 tohum bulunur. Pamuk tohumu, etrafindaki bu tiiy veya liflerle beraber "kiitlii®

adim alir.

Pamuk, alivyonlu ve kuvvetli topraklar1 sever. Derin siiriilmiis ve iyi giibrelenmis
topraklara ekilir. Ekim; sicak bolgelerde subat, soguk bdlgelerde mart-nisan
aylarinda yapilir. Agustos ve eyliilde hasat edilir. Pamuk i¢in en biiyiik tehlike

yagmurlardir. Yagmurlar, verimin ve kalitenin diismesine sebep olur [4].

2.1.1 Pamuk tarimm

Pamuk bitkisi her tiirlii toprakta yetisebilen bir bitki olmakla birlikte, yiiksek verim
ve kaliteye ulagabilmek i¢in topragin derin profilli ve aliiviyal olmas1 gerekir. Derin,
kumlu-killi su tutma yetenegi yliksek gegirgenligi, islenmesi ve sulanmasi kolay

topraklar pamuk tarimi i¢in ideal topraklardir [5].

Pamuk tariminda en 6nemli iklim faktorlerinin basinda sicaklik, giin 15181, yagis ve
oransal nem gelmektedir. Yillik ortalama sicakligin 19 °C, yaz aylar1 sicakligi ise 25

°C olmas gerekir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/K%C3%B6k
http://tr.wikipedia.org/wiki/Yaprak
http://tr.wikipedia.org/wiki/%C3%87i%C3%A7ek
http://tr.wikipedia.org/wiki/Tohum
http://tr.wikipedia.org/wiki/Varyete
http://tr.wikipedia.org/wiki/A%C4%9Fa%C3%A7
http://tr.wikipedia.org/wiki/Epidermis
http://tr.wikipedia.org/wiki/Afrika
http://tr.wikipedia.org/wiki/Meyve
http://tr.wikipedia.org/wiki/Al%C3%BCvyon
http://tr.wikipedia.org/wiki/G%C3%BCbre

Sicaklik tarak olusmasindan once 20 °C, ¢igeklenme doneminde 25 °C, kozalarin
gelisme doneminde ise 30 - 32 °C olmalidir. Hasat doneminde kozalarin iyi

acilabilmesi i¢in sicakligin azalmasi (15 °C’ye kadar) istenir [7].

Tarlanin pamuk ekimine hazirlanmasi siirecinde ilk yapilacak islemler tarla temizligi
ve toprak alt1 islemesidir. Uzun yillar pamuk yetistirilen topraklarda zamanla pulluk
altt ya da taban tasi denilen sert bir tabaka olusur. Bu tabaka bitki koklerinin
gelismesine engel olacagi igin kirilmasi gerekir. Bu is i¢in Subsoiler adi verilen
aletler kullanilir. Bu aletle topragin iist yapisi bozulmadan toprak 90 cm derinlige
kadar islenir. Bu iglemi sonbahar ve kis siiriimleri ile tohum yataginin hazirlanmasi
islemleri izler [5]. Eger pamuktan sonra yeniden pamuk ekilecekse sonbahar
aylarinda saplar kesilip toprak 20 - 25 c¢cm derinliginde siiriilmelidir. Tarla otlu ve
toprak tavi da uygun ise kis aylarinda siiriim isleminin tekrarlanmasi yararlidir. Eger
tahildan sonra pamuk ekilecekse hasadin ardindan toprak tavli iken hemen
stirilmelidir. Pamuk tariminda son siirim tohum yatagini hazirlamak i¢in yapilan
ilkbahar siiriimiidiir. Bu siiriimde 15 cm derinlik genellikle yeterlidir. Yiiksek verim
ve kaliteli iiriin elde etmek i¢in genetik saflifi yiliksek tohum kullanimi ¢ok

onemlidir.

Pamugun ekim zamani iklim kosullarina gore belirlenir. Ekim i¢in toprak
sicakliginin 15 °C’nin {istiinde olmasi gereklidir. Bolgelere gore ve yildan yila ekim
zamani degisiklik gostermekle birlikte, Cukurova Bolgesinde 25 Mart - 30 Nisan,
Ege Bolgesinde ve Antalya yoresinde 15 Nisan - 15 Mayis tarihleri genellikle en
uygun ekim zamanidir. Ekim islemi elle serpme seklinde ya da mibzerle siraya
yapilir. Ekim derinligi toprak kosullarina bagli olmakla birlikte genellikle 3 - 4
cm’dir. Tohumun ¢imlenmesi normal kosullarda 5 ila 10 giin icinde gergeklesir.
Erken ¢imlenme saglamak icin tohum ekimden birka¢ saat Once islatilmalidir.

Yetersiz ¢imlenme goriilmesi durumunda hemen ikinci bir ekim yapilmasi Onerilir
[6].

Pamuk yetistiriciliginde bakim isleri seyreltme, capalama ve ug¢ almadir. Bitkinin iyi
gelismesini ve ¢abuk olgunlagmasini saglamak i¢in seyreltme isleminin yapilmasi
gerekir. Bitkiler heniiz 4 yaprakli iken (yaklasik 10 cm) 5 - 6 cm ara ile hafif bir
seyreltme (tekleme) yapilir. Genellikle ilk seyreltme ilk ¢apa, ikinci (tam) seyreltme

ise ikinci ¢apa ile birlikte yapilmalidir.



Ekimden sonra goriilen yabanci otlarin elle veya kazayag: ile g¢apalanarak yok

edilmesi gerekir. Capalama sayisi tarladaki yabanci ot durumuna gore degisir.

Kozalar agmaya basladiktan sonra bitkinin tepesinden 10 - 15 cm kisminin
kirilmasina ug alma igslemi denir. Bu islem geg¢ ekilmis veya fazla sulanmis tarlalarda

uygulanir. Vegetatif gelismesi normal olan bitkilerde u¢ almaya gerek yoktur [7].

Pamuk bitkisinin su ihtiyact 400 ila 600 mm’dir. Pamuk yetistirilen iilkelerde
(bolgelerde) yillik yagis miktar1 genellikle yetersiz oldugundan, pamuk bitkisinin iyi
gelismesi icin gereken su miktar1 sulama yoluyla verilmelidir. Sulama pamuk
tiretiminde verimi etkileyen faktorlerin baginda gelir. Sulama zamani1 ve verilecek su
miktar1 bitkinin su istegi belirtilerine ve topraktaki nem durumuna bakarak saptanir.
Sulama aralig1 ve sulama sayisi, yetistirilen pamuk ¢esidine, toprak 6zelliklerine,
taban suyu yiiksekligine, yagis miktar1 ve dagilimina, vegetasyon donemindeki
sicaklik ve havanin bagil nemine baglh olarak degisir. Ulkemizde yetistirilen
cesitlerin orta biinyeli topraklarda ve normal iklim kosullarinda genellikle 15 - 20
giin araliklarla 4 - 5 kez sulanmas1 uygundur. Sulama yontemi olarak salma sulama,

alttan sizdirma ve yagmurlama sulama yontemleri kullanilabilir [7].

Yiiksek bagil nem ve sicaklik, hastalik ve zararlilarin ortaya ¢ikmasi i¢in uygun bir
ortam olusturur. Bu nedenle Cukurova da 4 - 5 kez ilaglama yapmak zorunlulugu

ortaya ¢ikar [8].

Pamuk tariminda kullanilacak giibre miktari, iklim ve toprak kosullarinin yani sira,
sulamaya, pamuk c¢esidine gore degisir. Her seyden once kullanilacak giibre ¢esidin

ve miktarmin belirlenmesinde toprak analizleri mutlaka yaptirilmalidir [8].

Kozalarin olgunlagmasi ile pamuk hasadina baslanir. Hasat tarihi iklim kosullarina,
ekim tarihine ve sulama kosullarma gore degisir. Bolgede hasat Agustos sonlarinda

baslayip Kasim bagina kadar devam eder.

Pamuk hasadi1 2 - 3 kez elle toplanarak yapilmasina ragmen is giicii sikintisi, hasadin
elle yapilmasin1i ekonomik olmaktan ¢ikarmistir. Dolayisiyla pamuk hasadinda
mekanizasyona gecis kagmilmazdir. Son yillarda makine ile hasada ait birgok

calisma ve uygulama yapilmaktadir [8].



2.1.2 Diinya’da ve Tiirkiye’de pamuk iiretimi ve gelisimi

Pamuk bitkisi, yaygin ve zorunlu kullanim alaniyla insanlik acisindan, yarattigi
katma deger ve istthdam olanaklariyla da iiretici iilkeler acisindan biiyiik ekonomik

Oneme sahiptir.

Artan niifus, dogal elyafa olan ilginin giderek artmasi ve yasam standardinin

yiikselmesi, pamuk bitkisine olan talebi de arttirmaktadir [9].

Pamuk, Diinya iizerinde ¢esitli cografi bolgelerde yetistirilmektedir. Bu bdlgelerin
basinda Asya kitas1 gelmekte, bu kitay1 Amerika ve Afrika kitalar1 izlemektedir.
Pamuk iiretiminde onde gelen 6 iilke sirasiyla, Cin, ABD, Hindistan, Pakistan,
Brezilya ve Tiirkiye’dir. Bu iilkeler Diinya’daki pamugun % 75’ini tiretmektedir
[10].

Gilintimiizde, Tiirkiye, pamuk ekim alani yoniinden Diinya’da yedinci; birim alandan
elde edilen lif pamuk verimi yoniinden dordiincii; pamuk iiretim miktar1 yoniinden
altinct; pamuk tiiketimi yoniinden altinci; pamuk ithalat yoniinden dordiincii tilke
konumundadir [11]. Cizelge 2.1 ’den, Tiirkiye’nin pamuk {iretim miktar1 yoniinden

altinct; tiiketim yoniinden dordiincii lilke konumunda oldugu gortilmektedir.

Cizelge 2.1: Diinya pamuk iiretim ve tilketim degerleri (2004 - 2011 / 1000 ton) [12]

10/11

Ulke 04/05 | 05/06 | 06/07 | 07/08 08/09 09/10 Agustos

Temmuz | Temmuz | .2 .. ..

ongoru

Uretim | Cin 6750 | 6423 | 7729 | 8057 7796 7077 7186
Amerika 5062 | 5201 | 4700 | 4183 2840 2654 4035
Hindistan 4137 | 4148 | 4746 | 5357 4900 5117 5662

Pakistan 2425 | 2213 | 2155 1938 1960 2134 2069

Brezilya 1285 1023 1524 1557 1198 1274 1524

Tiirkiye 904 773 849 675 457 381 501

Diger 4896 | 4634 | 3709 | 4482 4134 3607 4468

Toplam 25459 | 24415 | 25412 | 26249 23285 22244 25445
Tiiketim | Cin 8382 | 9798 | 10866 | 11324 9854 10561 10888
Hindistan 3222 | 3636 | 4006 | 3985 3865 4246 4442

Pakistan 2286 | 2504 | 2722 | 2700 2504 2450 2526

Tiirkiye 1546 1502 1589 1350 1067 1263 1307
Amerika 1457 1278 1077 1004 773 740 740

Brezilya 925 958 980 1002 915 958 1002

Diger 4048 | 3791 | 3769 | 5500 5050 5415 5416

Toplam 21866 | 23467 | 25029 | 26865 24028 25633 26321




Tiirkiye’de, son 70 yila iliskin pamuk ekim alani ve iiretimindeki gelismeler, Sekil

2.2 ’de verilmistir [13,14].
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Sekil 2.2: Tiirkiye’de yillara gore pamuk ekim alani ve iiretimi

Sekil 2.2 *den, tiretimin, 6zellikle 1945°li yillardan sonra hizli bir yiikselise gegtigi;
bu yiikselisin, 1990 - 2000’li yillar arasinda yaklasik 800.000 ton ile 900.000 ton
arasinda degisim gosterdigi; 2000°1i yillarda 900.000 tonun istiine ¢iktigi; 2003
yilinda ise bir azalisin oldugu dikkati ¢gekmektedir. Pamuk ekim alanlarinda onemli
bir artis olmamasina karsin son yillardaki pamuk {iretim artisi, birim alandan elde

edilen verim yliksekliginden ileri gelmektedir.

Bolgelere ve yillara gére pamuk ekim alani degisimi, Sekil 2.3 te verilmistir [13,15].
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Sekil 2.3: Tiirkiye’de bolgelere gore pamuk ekim alani
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Sekil 2.3’ten, pamuk ekim alanlarinin, 1960’11 yillardan sonra, Cukurova bolgesinde
stirekli bir diistis gosterdigi (400.000 hektardan 130.000 hektara); GAP bolgesinde,
Ozellikle 80’11 yillardan, 2000°1i yillara kadar hizli bir artis trendi (80.000 hektardan
330.000 hektara) icinde oldugu; Ege bolgesinde, yillara gore 200.000 - 260.000
hektar arasinda degisim gosterdigi; Antalya bolgesinde ise, yine, dzellikle 90’1
yillardan sonra siirekli bir azalig (30.000 hektardan 8.000 hektara) egilimi i¢inde
oldugu dikkati ¢cekmektedir.

Tirkiye’de pamuk tiretimi, genelde, Ege, Antalya, Cukurova ve Giineydogu Anadolu
bolgelerimizde yogunlagmistir. Gilineydogu Anadolu Bolgesi, yaklasik 300.000
hektardan fazla ekim alani ve 400.000 tondan fazla lif iiretimi ile, son yillarda,
Tiirkiye’nin en énemli pamuk iiretim bolgesi konumuna gelmistir. Ulke iiretiminin

yaklasik % 50°si bu bolgeden karsilanmaktadir.

Tiirkiye'de yetistirilen pamuklarin tamami orta lifli pamuklar olup birgok cesidi
kullanilmaktadir. Yaygin olanlari; Stoneville 453, Carolina Quin, Cukurova 1518,
Sayar 314, Nazilli 84, Nazilli 87, Maras/Ersan 92, Ege 7913 Carmen, Flora, Celia,
Candia, Julia, Beyaz Altin 119, BA308, Diamond ¢esididir [16].

Tirkiye’de, oldukga giiclii bir pamuk tiretimi yapilanmasi olmasina karsin, bu giicli
yapiy1 olumsuz yonde etkileyebilen bir¢ok sorunlar bulunmaktadir. Pamuk iiretimini
olumsuz yonde etkileyebilen ve ¢oziimlenmesi gereken bu sorunlar, politikalara
iliskin sorunlar; pamuk tarimindaki {iretim masraflarinin yiiksek olmasi; pamuk
tariminda, ¢esit, tohumluk ve iiretim teknigi konularindaki sorunlar; pamuk hasadi,
hasat sonrasi (¢irgirlama) ve yabanct madde sorunlari; pamuk standardizasyon
sistemindeki sorunlar; pamuk {iretim ve isleme teknigi konusundaki egitim
yetersizligi; pamuk ile ilgili kesimler arasindaki iletisim ve isbirligi yetersizligi
olarak 6zetlenebilir. Daha giiglii bir pamuk iiretimi i¢in bu sorunlarin ¢éziimlenmesi

zorunludur [17].

2.1.3 Pamugun kullamim alanlar

Endiistri bitkileri icinde lif ve yag bitkilerinin her ikisine de giren pamuk, bir¢ok
sanayinin temel hammaddesini karsilayan onemli bir bitkidir. Lifi ile tekstil
sanayinin, ¢ekirdeginden elde edilen pamuk yagi ile bitkisel yag sanayinin, kapgik ve
kiispesi ile yem sanayinin, ayrica lifleri ile de seliilloz sanayinin hammaddesini tegkil

etmektedir [18].
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Asagidaki sekilde pamugun kullanim alanlar1 gériilmektedir.
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Sekil 2.4: Pamugun kullanim alanlari
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2.2 Pamuk Yag ve Uretim Degerleri Hakkinda Bilgi

2.2.1 Pamuk yagi

Pamuk yagi; karakteristik tadi ve kokusu olan, olduk¢a koyu renkli (kirmizi-
kahverengi) bir yagdir. Pamuk tohumlarindan sikma yoluyla elde edilir. Yerli pamuk
tohumlarinda % 30 - 40 arasinda yag bulunur. Ulkemizde pamuk yagi genellikle

margarin hammaddesi kat1 yag tiretiminde kullanilmaktadir [19].

Pamuk yagi, yiiksek sicakliga duyarli bir renk maddesi olan gossipolii icermektedir.
Yiiksek sicakliklarda ise gossipol, koyu renkli tirlinlere doniiserek, acik renkli pamuk
yag1 lretimini gl¢lestirmektedir. Kimyasal rafinasyonda ise alkali nétralizasyonu
sirasinda bazik ortamda ¢6zlinen gossipol, olugan sabun ile yagdan uzaklastirilmakta,

deodorizasyon islemi sirasinda sorun yasanmasi boylece dnlenmektedir.

Yag orani tiir, ¢esit ve lokasyonlara gore (kabuklu olarak) havli tohumlarda % 17 -
24, havsiz tohumlarda % 20 - 30; i¢ olarak ise % 33 - 42 arasinda degismektedir [20].
Tohumun protein igerigi ise; tiir, ¢esit ve gevre kosullarina gore kabuklu olarak % 20
- 40, i¢ olarak % 40 - 50 arasinda degisebilmektedir. Tohum embriyosunda ortalama
% 38 yag ve % 39 protein bulunmaktadir [21]. Pamuk, yag tiretimi yoniinden soya
fasulyesi, palm, kolza ve aygigeginden sonra besinci sirada, protein kaynagi olarak

ise, soya fasulyesinden sonra ikinci sirada yer almaktadir.

Yan {riin olarak yaginin degerlendirildigi pamuk c¢ekirdeginin ve kiispesinin

kompozisyonu Cizelge 2.2 *de verilmistir [22].

Cizelge 2.2: Pamuk ¢ekirdeginin ve kiispesinin kompozisyonu [22]

Bilesenler Kabuklu ¢ekirdek Kabuksuz ¢ekirdek
Nem (%) 9,9 6,9
Yag (%) 17 — 26 33-42
Protein (N x 6,25) (%) 19,4 30,3
Ham Lif (%) 22,6 4,8
Kiil (%) 4,7 6,9
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Pamuk yag1 % 13 - 44 oleik ve % 33 - 58 linoleik asit icerdigi i¢in oleik-linoleik asit
grubu yaglar arasinda yer almaktadir. En 6nemli doymus yag asidi ise % 17 - 29
oranindaki palmitik asittir. Pamuk ¢ekirdegi yagmin bazi karakteristik ozellikleri
Cizelge 2.3 ’te, yag asidi ve trigliserid kompozisyonlar1 Cizelge 2.4 ’te verilmistir
[23,24].

Cizelge 2.3: Pamuk yaginin bazi karakteristik dzellikleri [23]

Analizler Degerler
Bagil yogunluk 20 °C 0,918 - 0,926
Ozgﬁl agirlik, 20 °C 0,9147 —0,9320
Kirilma indisi, 25 °C 1,4636 — 1,4698
Ucucu madde, 105 °C’de, %, en ¢ok 0,2
Coziinmeyen safsizliklar, % , en ¢ok 0,05
Iyot say1si 100 - 123
Serbest yag asitleri, % , en ¢ok 0,3
Asit sayis1i, mg KOH/g, en ¢cok 0,6
Peroksit sayisi, miliesdeger O,/kg, en ¢cok 10
Lovibond sar1 renk degeri (5 ¥4”) 30-35
Lovibond kirmizi renk degeri (5 /4”) 4,0-10,7
Sabunlagma sayist 189 - 198
Sabunlagsmayan madde miktar1, % 05-15
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Cizelge 2.4: Pamuk ¢ekirdegi yaginin yag asidi ve trigliseridi kompozisyonlar1 [24]

Yag Asitleri Bilesim (%)
Laurik (12:0) 0,2
Miristik (14:0) 05-20
Palmitik (16:0) 17 -29
Palmitoleik (16:1) 05-15
Stearik (18:0) 1,0-4,0
Oleik (18:1) 13 - 44
Linoleik (18:2) 33 -58
Linolenik (18:3) 01-21
Arasidik (20:0) <05
Behenik (22:0) <0,5
Erusik (22:1) 0,3
Lignoserik (24:0) <05
Gliseridler (% Mol)
SLL 22,5
LLL 13,0
SLS 12,4
SOL 9,4

SLO 8,4

LOL 6,5

OLL 6,4
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S: doymus yag asidi, O: oleik asit, L: linoleik asit




Bitkisel kaynakli yaglarin sabunlagsmayan maddeleri arasinda yer alan en Onemli
bilesen, antioksidan etkisi nedeniyle tokoferollerdir. Ham pamuk yagi dogal
tokoferollerce oldukca zengin bir yagdir. Ancak dogal tokoferoller rafinasyon islemi
sirasinda tahrip olduklar1 i¢in ham pamuk yaginin, rafine pamuk yag: ile
karsilastirildiginda oksidasyon stabilitesi daha yiiksektir. Ham pamuk yag1 toplam %
0.110 oraninda tokoferol icerirken, rafine pamuk yagi % 0.087 - 0.095 oraninda
tokoferol icermektedir. Ham pamuk yagindaki toplam tokoferollerin % 0.076’ s1 a-
tokoferol, % 0.034° i ise y- tokoferoldiir. 300 mg/kg oraninda a- tokoferol igeren
rafine pamuk yagmin 97 °C sicakliktaki indiiksiyon periyodu 3 saat olarak

belirtilmektedir.

Yagin sabunlasmayan bilesenlerinden sterollerin ham pamuk yagindaki miktar1 0.574
mg/100 mg yag olarak belirtilmektedir. Bu miktar rafinasyon islemi ile 0.397 mg/100

mg yag degerine disiirilmektedir. Sterollerin, % 93 iinii - sitosterol, % 4’ {inii

5
campesterol, % 2’ sini A — avenasterol, % 1’ ini stigmasterol olusturmaktadir.

Pamuk yaginin viskozitesinin sicaklikla degisiminin ifade edildigi, 20 - 75 °C
arasindaki sicakliklarda kullanilabilen ve Ilicali tarafindan tiiretilen Arrhenius esitligi
asagida verilmistir [25]:

-4 3300/T

n=8,7x10 e

2.2.2 Diinya’da ve Tiirkiye’de pamuk yag iiretimi

Diinya pamuk yag iiretiminde rol oynayan en biiyiik dort iilke, 2008/09 (hasat yil1)
doneminde, Cin (% 32), Hindistan (% 24), Amerika (% 8) ve Tiirkiye (% 3)’dir.

Pamuk yaginin ticareti daha c¢ok tek noktada toplanmistir. Tek basina, Amerika
diinya pamuk yag1 ithalatinin % 45°ten fazlasini karsilamaktadir. Amerika’dan sonra

ikinci en biiytik ithalater iilke diinya ithalatinin % 5 - % 6’sin1 karsilayan Cin’dir.

Cizelge 2.5 ’te diinyada bitkisel yag iiretim miktarlart verilmistir. Miktar agisindan

pamuk yag1 besinci siradadir.
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Cizelge 2.5: Diinya’da bitkisel yag iiretim miktarlar1 (milyon metrik ton)

E;:gl';i' 2004/05 2005/06 2006/07 2007/08
Palm 33,5 36,0 37,4 41,3
Soya 32,6 34,6 36,3 37,5
Kolza 15,7 17,2 17,1 18,2

Aygicek 9,2 10,6 10,6 9,9

Pamuk 4,8 4.6 4.9 5,0

Yer fistig1 51 5,0 45 4.8
Palm i¢i 4,2 4.4 45 49
Hicne‘f/iis'ztf‘” 3.4 35 33 35

Zeytinyagi 3,0 2,7 29 2,8
Toplam 111,5 118,6 121,5 127,9

Cizelge 2.6 ’da bazi rafine yaglarin Tirkiye'deki iiretim miktarlar1 verilmistir.
Cizelge 2.6 'da goriildiigii gibi iilkemizde, 2001 yilinda rafine yag iiretimi agisindan
aycicegi 389881 ton, ¢igit 38302 ton ve zeytin 36919 ton'dur.

Cizelge 2.6: Tiirkiye’de bazi rafine yaglarin tiretim durumlar [26]

Rafine yaglar (ton)
Yillar

Aycicek Pamuk Zeytin
1997 517181 20546 25159
1998 469964 27522 31353
1999 371832 27294 33384
2000 434963 35560 20407
2001 389881 38302 36919

Tiirkiye'nin bitkisel yag tliketimi kisi basma milli gelirimize bagli olarak yillar
icerisinde dalgalanmalar gostermektedir. Cizelge 2.7 'de Tiirkiye'nin rafine sivi yag

ve kisi basina yillik bitkisel yag tiiketimi verilmistir.
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Cizelge 2.7: Tirkiye’de kisi basina bitkisel yag tiiketimi [27]

Rafine sivi
yag 1999 2000 2001 2002
(kg/kisi/yiiz.)
Aycicegi 7,2 9,1 8,7 8,0
Soya 0,1 0,2 0,4 0,3
Pamuk 0,2 0,5 0,4 0,4
Misirdzu 0,8 1,2 1,3 1,2
Kolza 0,1 0,4 0,6 0,5
Zeytin 1,3 1,2 11 1,2
Toplam sivi 9,7 12,6 12,5 11,6
yag

Tiirkiye'nin pamuk yagi ihracatindaki durumu Cizelge 2.8 'de verilmistir.

Cizelge 2.8: Yillara gore Tiirkiye pamuk yagi ihracati [28]

Bitkisel yag (ton)
Yillar | Ham pamuk Rafine Ambalajh Toplam
yagi pamuk yag1 | pamuk yag | pamuk yag:
1997 1227 6519 2125 9871
1998 831 15570 369 16770
1999 77 4200 42 4319
2000 0 4144 1 4145
2001 3 2709 71 2783
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2.3 Bitkisel Yag Eldesi ve Rafinasyonu

2.3.1 On islemler

Yagli tohumlardan yag eldesine baslamadan Once tohumlar bazi 6n islemlerden
gecirilir. Genel olarak tohumlarin temizlenmesi, tohumun yapisal farkliligindan
dolay1 uygulanmasi gereken bir kisim iglemler ve uygulanacak yag alma yonteminin

gerektirdigi hazirliklar 6n islemleri teskil eder.

Sekil 2.5: Magnetik ayirici (soldaki) ve ¢op sensorii.

On islemleri; temizleme, pamuk tohumu icin linterleme, tohumun nemlendirilmesi,
kabuk kirma ve ayirma, pulcuk haline getirme ve kavurma olarak sayabiliriz.
Insanlar tarafindan cesitli sekillerde tiiketilen bitkisel kaynakli biitiin gidalarmn
islenmesinde uygulanan asamalardan ilki genellikle hammaddenin temizlenmesidir.
Hammadde ¢ogu zaman farkli oranlarda tas, toprak, kum, metal parcalari, bitkisel

kalintilar vb. yabanc1 maddeler igerir.

Sekil 2.6: Tas ayiric

Yaglh tohumlardaki yabanci maddeler, irilik, sekil, yogunluk ve miknatislik

Ozelliklerinden yararlanarak calisan sistemler kullanilarak uzaklastirilmaktadir.
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Elekler, triyorler, pnomatik (havali) ayiricilar, miknatis sistemi, linterleme
makinalar1 (pamuk tohumunu liflerinden ayirmada), fircalama makinalar1 yagh

tohumlarin temizlenmesinde kullanilan baslica sistemlerdir. Asagida bu sistemlerin
tohumun hangi 6zelliginden yola ¢ikilarak olusturuldugu agiklanmistir [29].
Elekler: irilik esasina gore ayirma.

Triyorler: Sekil farkindan faydalanarak ayirma.

Pnomatik ayiricilar: Yogunluk farkindan yola ¢ikilarak ayirma.

Miknatis sistemi: Yagl tohumlar iginde bulunmasi muhtemel olan ve tesislerde yer
alan makinalara zarar verme olasiligi bulunan metal pargalarini miknatislik

ozelliginden yola ¢ikarak ayirma.

Sekil 2.7: Kabuk ayirma makinesi (soldaki) ve elek tiirleri.
Yagh tohumlarin nemlendirilmesi

Yagl tohumlarda kabuk kirma ve ayirma, pulcuklandirma, kavurma gibi islemlerin
daha kolay uygulanabilmesi i¢in tohumun nem oranmin % 16-18 olmasi

gerekmektedir. Bu nedenle yagli tohumlarin istenen nem derecesine getirilebilmeleri
icin agagida belirtildigi sekilde nemlendirilmeleri gerekmektedir [29].

* Tohuma verilen su, homojen bir dagilim saplamak icin piiskiirtme seklinde

verilmelidir.

* Tohumun suyla temas siiresi miimkiin oldugunca uzun tutulmalidir. Eger yiginda

zedelenmis tohum miktar yiiksek degilse bu siire 3 - 4 giin olabilir.

* Nemlendirmeden sonra tohumun yiizeyinde su kalmamalidir.

* Nemlendirilmis tohumlar ¢abuk bozulacagi i¢in hemen yaga islenmelidir.
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Kabuk kirma ve ayirma

Sekil 2.8: Kabuk kirma makinesi

Kabuk % 1 yag icermesi, protein igeriginin ise ¢ok diislik olmasi nedeniyle tohumdan
uzaklagtirllmas1 gerekmektedir. Kabugun tohumla uzun siire temas halinde
bulunmasi, presleme sirasinda kabuk tarafindan emilen yagin geri kazanilamamasi
nedeniyle yag kaybina, ¢ozgen ekstraksiyonu sirasinda kabugun renk, tat ve koku
maddeleri de ¢ozlindiigiinden yagin kalitesinin bozulmasina, presleme sirasinda pres
kapasitesinin diismesine neden oldugundan kabuk kirma ve ayirma islemi 6nem arz

etmektedir.

Yabancit maddelerden ayrilip temizlenen tohumlar 6zel kiricilarda santrifiij ¢arpma
yontemiyle kirilirlar. Silindirik sabit bir govde i¢inde dakikada 600-650 devirle
donen paletlerden olusan bir tambur iistten gelen tohumlari cidara savurarak ¢arptirir.
Silindirik govdenin i¢i setlerle ve centiklerle kaplidir. Kirma islemi cidar ile
tamburun mesafesi ayarlanarak yapilir. Carpama sonucu tohumlarin bir kismi biitiin,
bir kismi pargalanmis halde kabuklarindan ayrilir. Pamuk tohumu, aygicegi ve
yerfistig1 gibi esnek kabuklarla kapli yagli tohumlarin kabuklarinin soyulmasinda bar

ve disk kabuk soyucular kullanilir.

Keten tohumu, kolza ve susam gibi ¢ok kii¢cliik hacimli yagli tohumlarda kabuk
soyma islemi ¢ok zor oldugundan uygulanmaz. Kabuk soyma makinalar1 her yagl

tohumun 6zelligine gére diizenlenmistir [30].

I¢ (badem) ve kabuk bir elekten gegirilerek pargalanmis, ufalanmis olanlar ayrilir. iri
kabuklar hava akimiyla emilir. Kabuklarm tamaminin alinmasi istenmez. Ornegin
ayciceginde % 70 kabuk kalmasi istenir. Ciinkii presleme isleminde kabuklar

yardimei olur.
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Sekil 2.9: Kabuk kirma valsi ve iinitesi

Ayrilan kabuklar yan {iriin olarak satilir. Burada belirtilmesi gereken bir husus,
kabuklarin presleme sirasinda olumlu katkisinin oldugunu ifade etmis oldugu halde,
kabuklarin presleme kapasitesini diigiirdiigiinii ileri siirmiistiir. Kabuklarin fiziksel
ozelliklerinin farkliliklar1 dikkate alindiginda her iki goriisiin de farkli tohumlar i¢in

dogrulugu saptanabilir.

Tohum i¢inin (bademin) ezilmesi

Pulcuklandirma islemiyle yagi hapseden hiicre ve dokular, parcalanarak yagin
kendiliginden disar1 akist saglanir. Pulcuklandirma islemiyle hem hiicre icindeki
yagin disartya sizma alani genisletilmis, hem de yag ¢ikisina karsi tohum yapisinin
gosterdigi direng azaltilmis olmaktadir. Ozellikle ¢dzgen ekstraksiyonunda ¢ézgenin

ice difiizyonu kolaylagmakta, bu da ekstraksiyon hizini artirmaktadir [29].

Tohumlarmm kavrulmasi

Yagl tohumlarin yag verimlerini artirmak ve kiispenin daha iyi degerlendirilmesini
saglamak i¢in kavrulmasi gerekir. Sicaklik uygulanarak yagin viskozitesi azaltilip,
akiciligi artinlir. Hiicre proteinleri koagiile edilerek, hiicre zarlarma gevreklik

verilerek yagin hiicreden kolayca ¢ikmasi saglanir.

Tohumdaki su oran1 % 7 — 8 den % 4 - 4,5 ’e diisiiriiliir. Kavurma islemi kii¢iik
isletmelerde dogrudan atesle 1sitilan tek kathh tavalarda, biiylik ve modern
isletmelerde ise 4-5 katli tavalarda yapilmaktadir. Tavalara alinan tohum once 15 -
20 dakika 1sitilir ve iizerine su buhari veya sicak su piiskiirtiiliip nemi % 16 - 18’ e
cikartilir. Tohum sicakligi 80-90 °C’ ye cikartilarak kavurma islemine gegilir. 20 - 30
dakika kavrulan tohumun proteinleri koagiile edilmistir. Daha sonra 110 - 115 °C

sicaklikta nem orani1 % 4 - 4,5 ’e diislirtiliir, pres veya ekstraktore sevk edilir [31].
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Sekil 2.10: Dort asamali pisirme tanki.
2.3.2 Mekanik presleme yontemi ile bitkisel yag iiretimi

Mekanik presleme islemi; kati-sivi faz ayirim ydntemi olarak tanimlanabilir.
Genellikle yag oram1 % 20 ’den daha yiiksek olan yagli tohumlarin ham yaga
islenmesinde mekanik presleme yontemi kullanilabilmektedir. Mekanik presleme
islemi sonucu esas iiriin olarak ham yag, yan iiriin olarak yagi alinmis kiispe elde

edilmektedir.
Mekanik presleme isleminde kesikli ¢alisan hidrolik presler, siirekli vidali presler ve

doner presler kullanilabilir [25].

Sekil 2.11: Filtre pres (soldaki) ve helezon pres (sagdaki).
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2.3.3 Coziicii ekstraksiyonu yontemi ile bitkisel yag iiretimi

Coziicii ekstraksiyonun temeli yagin i¢inde ¢ziindiigli bir organik ¢oziicii ile yagh
tohumu muamele edip yagin tohuma geg¢mesi saglanir. Sonra ¢oziicli siiziilerek
ayrilip, ugurulur ve geriye ham yag kalir. Pres yontemine gore tistlinliigi kiispede en
fazla % 1 oraninda yag kalir ve ¢ogunlukla % 0,5 civarinda bulunmaktadir. Bu
yontemle yag elde etme oOzellikle yag miktart diisiik olan soya ve ¢igit gibi yagh
tohumlarda kullanilmaktadir. Yag ¢oziicii olarak bir¢ok organik madde kullanilmakla
birlikte giiniimiizde Tiirkiye ve diinyada en yaygin kullanilan kaynama noktas1 64 -

68 °C olan hekzandir [25].

2.3.4 Bitkisel yag rafinasyonu

Rafinasyon islemini kisaca berrak ve normal tatta yag elde etmek i¢cin ham yagda
bulunan ve istenmeyen tiim maddelerin yagdan uzaklastirilmasi olarak
tanimlayabiliriz.

Ham yaglar ne kadar 6zenli ve temiz elde edilirse edilsin mutlaka rafine edilmelidir.
Ciinkii tliketici agik renkli, kokusuz, serbest yag asidi bulunmayan ve berrak yag
satin almak ister. Rafine edilmeden tiiketilen tek bitkisel yag, iyi kalite zeytinlerden
elde edilen zeytinyagidir. Fakat kotii vasifta olan zeytinyaglari da rafine edilir.
Tiirkiye’nin kirsal kesiminde aygigegi, susam, hashas vb. gibi hammaddelerden elde
edilen yaglar yerel halk tarafindan rafine edilmeden tiiketilir. Miisilaj giderme, asit
giderme, agartma, koku giderme ve vinterizasyon rafinasyon isleminin asamalaridir

[32].

2.4 Enzimatik Sulu Ekstraksiyon Y ontemi

Yagl tohumlardan yag c¢ikarmada organik ¢oziiclilerin kullanilmasi giivenlik
acisindan tehlike yarattigindan, ¢oziicli olarak su kullanimi denenmis, ancak, diisiik
yag verimi nedeniyle ilk denemeler basarisizlikla sonuglanmistir. Buna ragmen
cevresel acidan daha temiz bir yontem oldugundan, sulu ekstraksiyona ilgi devam
etmistir. Diger bir neden olarak su kullaniminin diger yenilenebilir ¢oziiciilere (alkol
ve sliperkritik akigkanlar) gore en ekonomik ekstrakt ¢oziiclisii olarak toksik
¢oziiciilerin yerini almasidir [33]. Sulu ekstraksiyon (SE), yangin ve patlama riski de
icermediginden soguk presleme ve ¢oziicii ekstraksiyonu yontemlerinden daha

avantajhdir.
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Islem daha giivenli ¢alisma olanag sunmasi, daha diisiik ilk yatirim masrafi
gerektirmesi ve farkli tohumlarla ¢alisilabilmesi agisindan daha esnek bir ¢oziimdiir.
Iliml1 isletme kosullari, rafine edilmeyi gerektirmeyen yag eldesini ve zehirsiz gida
{iretimini olanakli kilar. Ote yandan, sulu ekstraksiyonda ¢ziicii ekstraksiyona gore

verim diisiikligii gibi bir sorun s6z konusudur.

Bitkilerin hiicre duvarlariin egzojen (dissal) enzimlerle yikilmasi hiicre ig¢erisindeki
komponentlerin daha kolay salinimina olanak saglamaktadir. Bitki hiicreleri kofullar
igerisinde yag barmdirirlar, boylece bu yagin ekstraksiyon verimi hiicre duvarina
etkiyen karbohidrazlarin ve proteazlarin hidrolitik miidahalesi ile artirilabilir Enzim
destekli sulu ekstraksiyon ifadesi de buradan gelir, 6zetle, 6giitiilmiis tohuma enzimle
miidahale ederek hiicre duvari yikimi saglanir ki, bu sayede, su ile ekstraksiyon

islemi kolaylasir [34].

Pamuk ¢ekirdeklerine uygulanabilecek enzimatik sulu ekstraksiyonun sematik

gosterimi asagidaki gibidir:

Pamuk Cekirdegi

A 4

Enzim ilavesi

A 4

Ekstraksiyon

\ 4

Kaynama > Ayirma
A 4 A 4 A 4
Yag faz1 veya Sulu faz Kati faz
Emiilsiyon
A 4
Yag eldesi
A 4
Rafinasyon

Sekil 2.12: Pamuk tohumunun enzimatik sulu yag ekstraksiyonu blok diyagrami.
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ESE’de bir¢ok faktoér verim ve iirlin kalitesini etkiliyor. Enzimin gdrevini yapmasi
icin, ekstraksiyon kosullart enzimin tavsiye edilen kullanimina uygun olmas1 gerekir.
Bir¢ok arastirmaci tarafindan rapor edilen ekstraksiyonu etkileyen baslica faktorler;
enzim bilesimi ve konsantrasyonu, yagh c¢ekirdegin boyutu, kati-sivi orani,
inkiibasyon sicakligi, tampon ¢ozelti pH’1, calkalama hiz1 ve inkiibasyon zamani
[35].

Ekstraksiyon sonrasi yagi ayirabilmek i¢in, birgok ¢alismada santrifiij kullanilmasi
gerekliligi ortaya c¢ikmustir. Genellikle ckstraksiyon sonrasi karigimlar 1519 ile
16,000 g arasinda santrifiij edildiginde dort faza ayrilir: yag, krema, sulu ve kat1 faz
tabakalari. Yagin ayrilmasi i¢in ekstraksiyon karisimina sicak su ilave edilerek sicak
suda yagi yiizdirme de yapilabilir. Bu yontemde emiilsiyon tabakasi {ist yiizeye
cikar, oradan almir ve hafifce kaynatilarak emiilsiyon kirilir. Ve son olarak yag

tabakasi1 dekante edilir [35].

Emiilsifiyon giderme ve iriin eldesi asamalar1 esas itibariyle sulu ve enzimatik
ekstraksiyonun gergeklestirilebilirligini belirler. Ekstraksiyon sirasinda emiilsiyon
olusursa, yagi c¢ikarmak icin emiilsiyon kirilmalidir. Onceden bahsettigimiz iizere
emiilsiyon kirilmasi birgok yontemle yapilabilir. Yagdaki emiilsiyonlar n-hekzan ile
ekstraksiyon yapilarak da ayrilabilir. Ayrica dondurma ve eritme yapilarak da
emiilsiyon kirilabilir. Esas itibariyle, emiilsiyondaki yag kiirecikleri birleserek daha

biiyiik damlaciklar olustururlar ve bdylece santrifiijde ayrilmasi daha kolay olur [35].

Bir¢ok arastirmada enzimatik sulu ekstraksiyonla elde edilen yagin c¢ok Kkaliteli
oldugu ortaya konmustur. Denemeler ESE ile edilen yagin renginin c¢oziici
ekstraksiyonu ile edilen ham yagin renginden daha ag¢ik oldugunu gostermistir.
Ornegin hindistan cevizinden elde edilen yag yeterince berraktir, bu nedenle daha
fazla rafinasyona gerek yoktur. Bir arastirmada enzimatik ekstraksiyonla elde edilen
musir yagindaki serbest yag asidi, peroksit ve diger oksidasyon iiriinleri n-hekzan

ekstraksiyonu ile edilen yag ile ayn1 deger araliginda oldugu goriilmiistiir [35].

Enzimatik ekstraksiyonla diisiik fosfatid igerikli, olduk¢a kararli ve ayrica daha
diisiik seviyede renkli madde igeren iriinler elde edilebilmektedir. Bu nedenle
saflagtirma i¢in daha az agartma topragma ihtiya¢ duyulmaktadir. Christensen,
enzimatik ekstraksiyon prosesiyle elde edilen zeytinyaginin depolama stabilitesinin

geleneksel stkma yontemine gore oldukga iyi oldugunu belirtmistir [35].
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Enzimatik sulu ekstraksiyon ve ¢oziicii ekstraksiyon proseslerinin ¢oziicii kullanimi,
maliyet, yag verimi, iirlin ve g¢evreye olan etkisi acisindan bircok avantaj ve
dezavantajlar1 vardir. Yagmn ckstraksiyonunda sulu enzimatik prosesinin
uygulanmasinin geleneksel ¢oziicii ekstraksiyona kiyasla avantajlari ¢evre dostu
olmasi ve hava kirletici olarak ucucu organik bilesikler vermemesidir. Coziicii
tiketimi ortadan kalkar ve yatirim maliyeti ile enerji gereksiniminin diigmesi
saglanabilir. Ayrica bu yontem yagli tohumlardan ayni anda yag ve protein eldesine

olanak saglayabilir.

Geleneksel ekstraksiyon yontemi kullanildiginda glukosinolat, tanin, sinapin ve fitik
asidi yagin i¢inde kalir. ESE’de bu istenmeyen maddeler yagin i¢inde oldukga diisiik
bulunur. ESE prosesinde miisilaj giderme (degumming) islemine olan gereksinim de
azalmistir ve bu proses ile bazi toksin maddeleri ve besleyici olmayan bilesimlerin

yagdan uzaklastirilmasini da saglanabilir [36].

Diger yandan, yoOntemin baslica dezavantajlar1 diisiik yag verimi, yag eldesi
kademelerinin daha komplike olmasi ve 6nemli miktarda atiksu liretmesi’dir. Atiksu
ve enerji tiiketimini azaltmak i¢in, ekstraksiyonda kullanilan su geri kazanilabilir ve
tekrar kullanilabilir hale getirilmesi yapilmalidir. Suyun sirkiilasyonu ile enzimin
geri kazanilmasi da enzimin maliyetini azaltabilir. Ancak enzimin geri kazanilmasi
ve tekrar kullanilabilmesi icin proses sirasinda enzim aktivitesinin énemli oranda
azalmamis olmas1 gerekir. Bir diger dezavantaj da uzun proses zamanina ihtiyag

duyulmasidir [35,36].

Enzim katkili sulu ekstraksiyonun ekonomikliginin incelendigi bir ¢alismada ¢oziicii
ekstraksiyonu tesislerine gore bu prosesin kurulum maliyeti daha yiiksek
bulunmustur. Bu ¢alismaya gore eger piyasa degeri yiiksek bir yag eldesi s6z konusu
ise, enzimatik ekstraksiyon prosesi geleneksel olan yontemle kolaylikla rekabet
edebilir ve eger immobilize enzimler ile ¢alisilabilirse enzim maliyeti oldukca
diistiriilebilir [37].
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2.5 Literatiirde Enzimatik Sulu Ekstraksiyon Uzerine Yapilmis Calismalar

Literatiirde enzimatik ekstraksiyon ile ¢esitli enzimlerin kullanilarak bir¢ok bitki ve

yagli tohumlarindan yagin eldesi lizerine ¢calismalar bulunmaktadir.

Nyam [38] bir arastirmasinda Kalahari kavunu c¢ekirdeklerinin enzimatik sulu
ekstraksiyonunda Flavourzyme 1000L ve Notraz 0,8L enzimlerini ayr1 ayri
kullanmigtir. Ekstrakte edilen yaglarin erime noktalarmin -18,7 °C ile -17,5 °C
arasinda oldugunu ve ¢oziicii ekstraksiyonu ve enzimatik sulu ekstraksiyonu ile elde
edilen yaglarin erime noktalar1 arasinda 6énemli bir fark olmadigini gdzlemlemistir.
Enzim ekstraksiyonu ile elde edilen yagin rengi ¢oziicli ekstraksiyonuyla elde edilen
yaga gore daha hafif ve daha sar1 renkte oldugu saptanmistir. Bu yagin fenolik asit
degerinin ¢6ziicii ekstraksiyonu ile elde edilen yag ile yakin degerde oldugunu da

tespit etmistir.

Ghodsvali ve arkadaslar1 [39] ti¢ ayr1 zeytin cinsi ile yag ekstraksiyonunda Pectinex
Ultra SP-L ve Pectinex 1,6021 enzimlerinin naturel zeytinyagi 6zelliklerine (renk,
bulaniklik, yagin toplam polifenol degeri, asitlik, peroksit ve iyot degerine) olan

etkilerini izlemistir. Olumlu sonuglar elde etmistir.

Dominguez ve ¢alisma arkadaslar1 [36] soya yaginin ekstraksiyonunda, enzim-yagl
tohum orani, soya-su orani, inkiibasyon zamaninin da yagin verimi lizerine onemli
bir etkisinin oldugu ve en uygun zaman araliinin 6 saat oldugu gorilmistiir.
Tanecik boyutunun < 1 mm’den kiiglik oldugunda enzimin hiicre duvarina
erismesinin daha iyi oldugu i¢in daha yiliksek yag verimi elde edilmistir. Seliilaz ve
hemiseliilaz’dan olusan karisimin kullaniminda en yiiksek verim olarak % 44’lere

erigilebilecegi ortaya konmustur.

Rosenthal ve calisma arkadaslar1 [37] yag ve protein ekstraksiyonu verimlerini daha
da ilerleterek soya verimini Proteaz (Alkalaz) enzimini kullanarak sirasiyla % 58 ve
% 67’ye c¢ikarmistir. Elde edilen bu verimler seliilaz, hemiseliilaz ve pektinaz

enzimleri ayr1 ayr1 kullanildiklarinda elde edilen verimlerden daha yiiksek ¢ikmustir.

Tano-Debrah ve calisma arkadaslari [40] proteaz ve seliilaz ile hemiseliilaz’dan
olusan karsim hazirlayarak Shea ¢ekirdeginden yag ekstrakte etmeyi denediginde yag
veriminin % 72’ye ¢iktigin1 ve ¢ikan sonucu enzimsiz ekstraksiyon ile elde edilen

yag verimiyle (% 48) karsilastirmistir.
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Optimum kosullarin; enzim konsantrasyonunun % 1, tohum-su oraninin 1:2 ve
inkiibasyon sicakliginin 30 °C (4 saat i¢in) oldugunu vurgulamigtir. Seyreltme orant
da, tohum-su orani, enzimatik proses i¢in Onemlidir ¢ilinkii enzimin davranisini,

enzimin diflizyonunu ve hidroliz iiriinlerini etkilemektedir.

Hanmoungjai ve ¢alisma arkadaslari [41] enzimatik sulu proses ile elde edilen ham
pirin¢ kepeginin serbest yag asidi degerinin ¢oziicii ekstraksiyonuyla elde edilen ham
yaga gore oldukc¢a diisik oldugunu ortaya koymustur. Bu nedenle rafinaj
asamalarinda disiik miktarlarda notrlestirme etkisi  gereklidir. Ayrica, enzim
ekstraktesiyle elde edilen piring kepegi yagindaki baslica yag asitlerinin bilesimleri

¢oziict ekstraktesiyle elde edilen yag ile yakin degerdedirler.

Hanmoungjai ve c¢alisma arkadaslari [41,42] ticari enzimler kullanarak piring
kepegindeki yag ve protein ekstraksiyonunu incelemistir. Ticari proteaz (alkalaz)
enzimi kullanarak elde edilen yag veriminin diger enzimlere oranla daha yiiksek
ciktig1 goriilmiistiir. Optimum kosullar; enzim konsantrasyonunun % 1 (Alkalaz), pH

9,0 ve inkiibasyon sicaklig1 50 °C (1 saat igin).

Jiang ve calisma arkadaglar1 [43] Alcalase 2.4L enzimi kullanarak yer fistiginin yag

ve protein hidrolizat ekstraksiyonunu incelemistir.

Optimum proses kosullari: Hidroliz sicakligi 60 °C, pH 9,5, tohum-su oranmi 1:5
(ag/hac), alkalin ekstraksiyon zamani 90 dak., enzim miktart % 1,5 (ag/ag) ve
hidroliz zaman1 5 saat. Bu kosullar altinda, serbest yag ve protein hidrolizat verimleri
sirasiyla, % 79,32 ve % 71,38’dir. As1398 enzimi kullanildiginda toplam serbest yag
ve protein hidrolizat verimleri sirasiyla, % 91,98 ve % 88,21°den daha fazla oldugu

gorilmiistiir.

Caetano ve ¢alisma arkadaslar1 [44] aycigek yaginin ekstraksiyonunda termoplastik
cekme (ekstriizyon) ve enzimatik sulu ekstraksiyonunun kombinasyonu yag verimini
arttirdigindan séz etmistir. Ekstriizyon ve enzim inkiibasyon parametreleri ticari
enzimler (Vizkoenzim ve Alkalaz) kullanan yiizey yoOntemine karsilik
olusturulmustur. Proses i¢in segilen kosullar: 70 °C, 4 saat, ekstriizyon doniis hizi
180 rpm, seyreltme orani 1:5 ve enzim miktart % 0,3 (ag/ag). Ekstriizyon proses
verimini yaklasik % 54 arttirmistir, ve yagin sulu ekstraksiyonunda laboratuvar

enzimleri ticari enzimlere gore daha etkili olmustur. Enzimatik sulu ekstraksiyonda
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maksimum yag verimi E122 - V2000 ve ticari enzimlerle sirasiyla, % 82 ve %
70°dir.

Latif ve galisma arkadaslar1 [45] kanola yagi ve proteinin sulu ekstraksiyonuna etki
eden ¢esitli enzimleri incelemistir. Sulu ekstraksiyon sirsasinda yag ve protein
eldesine olan etkisi icin test edilen enzimler Protex 7L, Multifect Pectinex FE,
Multifect CX 13L ve Natuzim. Enzim ekstrakteli kanola yag oran1 % 22,2 - % 26,0
arasinda ¢ikmistir ve enzimsiz ekstraksiyona (% 16,48) gore oldukga farkli ¢ikmustir.

Yagin sulu ekstrasyonu sirasinda normalde biiyiik miktarlarda protein (% 3,5 - %
5,9) igeren tohum, sulu ve krema fazina ekstrakte edilir. Enzimli veya enzimsiz
olarak geleneksel ¢oziicii ekstrasyonu ve sulu ekstrasyonu ile ekstrakte edilen kanola
yaginin fizikokimyasal Ozellikleri karsilastirilmigtir. Serbest yag asidi igerigi,
peroksit degeri, renk ve tokoferol (alfa, gama ve delta) konsantrasyonlarinda 6nemli
farkliliklar gézlemlenmis. Ancak, iyod degeri, sapma endeksi (40 °C), yogunluk (24
°C), saponifikasyon degeri ve yag asidi bilesimlerinde Onemli bir degisiklik
goriilmemistir. Enzim ekstraksiyonlu yagin kalitesi ¢oziicli ekstraksiyonlu yagin
kalitesinden daha iyidir. Enzimler yagin ekstraksiyonunu arttirirken, yagin verimi

¢oOziicii ekstraksiyonuna gore daha az ¢ikmistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Kullanilan Hammaddeler

Bu ¢alismada kullanilan pamuk ¢ekirdekleri Kahramanmaras Tarimsal Arastirma
Enstitiisi  Midirligi’nden Mart 2010 tarihinde temin edilmistir. Pamuk
tohumlarindan enzimatik ekstraksiyon deneylerinde proteaz olarak Alcalase 2.5L
Type-DX, seliilaz olarak Celluclast 1.5L ve pektinaz olarak Pectinex Ultra Clear
ticari enzimleri kullanilmistir. Bu enzimler Novozymes A/S (Bagsvaerd, Denmark)

firmasindan hediye edilmistir.

Alcalase 2.5L Type-DX Bacillus licheniformis mikroorganizmalarindan elde edilmis
proteazdir ve proteolitik aktivitesi 2,5 AU/g (Anson Units/gram)’dir. Enzimin
optimum sicaklik araligi 55 - 70 °C ve optimum pH aralig1 4 - 8’dir. Celluclast 1,5L
Trichoderma reesei mikroorganizmalarindan elde edilen ve selulolitik aktivitesi 700
EGU/g (Endo-Glucanase Units/gram) olan seliilaz’dir. Enzimin optimum sicaklik
aralig1 50 - 60 °C ve optimum pH aralig1 4,5 - 6,0’dir [46,47]. Pectinex Ultra Clear
ise Aspergillus niger mikroorganizmalarindan elde edilmistir ve poligalakturonaz,
pektinesteraz ve pektin transeliminaz’dan ibaret pektinaz enzimleri karisimidir. Bu
enzimin aktivitesi 7900 PGNU/mL (Poligalakturonaz/mL)’dir. Enzimin optimum pH
aralig1 3,5 - 6,0 olup optimum sicaklik 50 °C dir [48].

Yagin ekstraksiyonunda yiizey aktif madde olarak Texapon N70 kullanilmistir ve bu
kimyasal Cognis Kimya A.S.(Istanbul, Tiirkiye) firmasindan hediye edilmistir.
Texapon N70 standart anyonik bir yiizey aktif maddesidir ve bir¢ok uygulamada
kopiik yapici, nemlendirici madde, yiizey aktif maddesi ve ¢oziicii olarak

kullanilmaktadir [49].

Fosfat tampon c¢ozeltileri potasyumdihidrojen fosfat (KH,PO,) (1/15mol/L) stok
cozeltisi ile disodyum hidrojen fosfat (NayHPO,4) (1/15mol/L) stok ¢ozeltisinin

karisimi ile hazirlanmastir.

Deneylerde kullanilan ¢oziiciiler ve diger kimyasal maddeler Merck firmasindan

temin edilmistir.
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3.2 Yontemler

3.2.1 Pamuk tohumlarimmin 6giitiilmesi ve karakterizasyonu

Pamuk cekirdekleri, pamuk lifleriyle kapli olduklarindan 6nce temizlenmis, kirilmis
ve icerdigi tohumlar 6zenle toplanmistir. 50 adet tohum kullanilarak tohumlarin

ortalama agirligi, boyutlar1 ve kabuk miktarlar1 saptanmistir.

Tohumlara homojenizasyon, ultrasonikasyon [50], mekanik islemler (ekstriizyon ve
rendeleme) [51, 52], sicak su banyosunda inkiibasyon (hidrotermal 6n islem) [53] ve
105 °C’de firinda kurutma gibi 6n islemler uygulanmamistir. Tohumlar kahve
degirmeninde Ogiitiilmiis, eleklerden elenmis ve tane biiytlkliigiine gore iki gruba
ayrilmistir. Tane boyutlar1 0,6 mm’den daha ufak taneleri iceren fraksiyon P1 ve
0,6 - 1,0 mm arahiginda olan fraksiyon ise P2 olarak adlandirilmigtir. Her iKi

fraksiyonun nemi ve yag icerikleri AOCS standartlarina gore belirlenmistir [54].

Tohumlarin nem igerikleri 105 °C’de etiivde 1sitma sonucu olusan agirlik kaybindan

faydalanilarak hesaplanmistir.

Pamuk tohum fraksiyonlarmin yag igeriklerinin saptanmasinda kullanilan Soxhlet
diizenegi Sekil 3.1 *deki gibidir.

- Yogunlastuic

— Soxhlect

T —Kartus

~ Isitier
. (mantolu isifict, su banyosu...)

Sekil 3.1: Soxhlet diizenegi [55]
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Yag igeriklerin belirlenmesi i¢in, 10 gram P1 veya P2 fraksiyonu Soxhlet cihazinin
ekstraktor boliimiine kartus iginde yerlestirilmis ve 4 saat boyunca hekzan ile
ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon sonrasi hekzan ¢ozeltisi darasi belli balona alinmis
ve doner buharlastiricida (Laborata 4000-efficient Heidolph, USA) 85 °C’de hekzan
evapore edilmistir. Islem sonucunda balon tekrar tartilmis ve elde edilen yag miktar:

tizerinden her iki tohum fraksiyonunun yag icerikleri hesaplanmistir.

3.2.2 Pamuk yagi érneklerinin yag asitleri bilesimlerinin belirlenmesi

P1 ve P2 diye adlandirdigimiz farkli tane biiytikliigiindeki tohum fraksiyonlarindan
direkt hekzan ile ekstrakte edilerek elde edilmis pamuk yaglart (PY1 ve PY2) ile
enzimatik sulu ekstraksiyon yontemine gore elde edilmis bir pamuk yag1 drneginin
(EPY) yag asitleri bilesimleri HP 5890 II gaz kromatografisi cihazi (Hewlett
Packard, Waldron, Almanya) ile saptanmustir.

Omneklerin yag asidi bilesimlerinin belirlenmesi icin 6nce yaglar BFs/Metanol
esterifikasyonu prosediiriine gore yag asitleri metil esterlerine doniistiiriilmiistiir [54].
Gaz kromatografisi cihazinda HP-INNOWAX kapiler kolon [30 m x 0,32 mm x 0,5
um film kalinliginda polietilen glikol (PEG)] kullanilmis olup bu kolon Teknokroma
(Barselona, Ispanya) firmas: iiriiniidiir. Cihazda alev iyonlasma dedektorii ile analiz
edilmistir. Dedektor sicakligi 280 °C ve enjektor sicakligi da 250 °C’dir. Firin
sicakligr 5 dakika boyunca 150 °C’de sabit tutulmus ve sicaklik 10 dakika siiresince
150 °C’den 275 °C’ye cikarilmustir. Tastyict gaz olarak 1,6 mL dak™ akis hiziyla
oksijensiz azot kullanilmistir. Hidrojen ve havanin akis hizlar sirasiyla, 33 ve 460
mL dak™dir. 0,7 uL hacmindeki numune enjektdr ignesiyle ayirma orani 1:88 olan
ayirma modunda enjekte edilmistir. Kromatogramda goriilen piklerin tanimlanmasi,
piklere ait alikonma zamanlarmin ayni kosullarda analiz edilen standart metil
esterleri karistminin alikonma zamanlariyla karsilastirilmas: ile yapilmistir. Pik

alanlarinin entegrasyonu ile yag asitlerinin ytizde bilesimleri hesaplanmustir.
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3.2.3 Pamuk tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag eldesi ve

ekstraksiyon veriminin hesaplanmasi

Pamuk tohumlarinindan (P1 / P2 fraksiyonlarindan) sulu ekstraksiyon yontemi ile
yag eldesinde pH, siire, ¢Oziicii cinsi, enzim cinsi (proteaz, seliilaz ve pektinaz) ve
miktarinin etkileri incelenmistir. Calismamizda kullandigimiz c¢alisma prosediirii
Moreau ve arkadaglarinin [56] uyguladiklar1 yontemin modifiye edilmis seklidir. 4 g
pamuk tohumu (P1/P2 fraksiyonu) 6rnekleri 50 mL’lik polikarbonat falkon santrifiij
tiplerine konulmus ve 30 mL pH’1 belirli fosfat tampon ¢ozelti ilave edilmistir.
Falkon tiiplerine gereken miktarda enzim katildiktan sonra, tiipler orbital
calkalayicitya (Edmund Biihler, KS-15, Germany) yatay olarak yerlestirilmistir.
Calkalama islemine 200 rpm hizinda 50 °C’de belirli siire devam edilmistir.
Calkalama sonras1 tiipler 95 °C’lik sicak su banyosunda 15 dakika bekletilmis ve

bdylece enzimlerin inaktive olmasi saglanmistir.

Falkon tiipleri daha sonra santrifiij cihazina (Universal 32, Hettich Zentrifugen,
Germany) yerlestirilmis ve 4000 rpm’de 1 saat boyunca santrifiij edilmistir [57,58].
Santrifiijlenen karigim tiip igerisinde dort faza ayrilmistir. En lstte yag fazi, daha
sonra kremams1 goriiniimdeki yag-su emiilsiyon fazi, berrak olmayan sulu faz ve en
dipte ise kiispe diye adlandirilan kati faz yer almistir. Enzimatik ekstraksiyon
denemelerinde en biiylik zorluk, enzimatik reaksiyonlar sonucu agiga ¢ikan hidroliz
tiriinleri  (protein, seliiloz, hemiseliiloz, pentanoz makromolekiillerinin hidroliz
iriinleri) ile sulu ortama gegen yag molekiilleri arasinda olusan bazi kimyasal baglar
sonucu emiilsiyon olusumudur. Dolayisiyla reaksiyon ortamindan yagin tamaminin
yiizeyde toplanmasi engellenmektedir [59]. Bu nedenden dolay1 ekstraksiyon

verimlerinin hesaplanmasinda asagida agiklanan iki farkli yontem uygulanmigtir.

Coziicii vasitasiyla sivi fazlardan geri kazanilan yag iizerinden yag veriminin
(Vs) hesaplanmasi: Santrifiij tiiplinde siralanan yag fazi, kremsi faz ve sulu faz
dikkatli bir sekilde igerisinde ¢oziicii [(50 mL hekzan ve 50 mL su) veya (100 mL
kloroform:metanol, 2:1 karisimi)] bulunan ayirma hunisine aktarilir. Olusan karigim
calkalanir ve fazlara ayrilmasi beklenir. Sulu faz1 ve ¢oziicii faz1 olmak tizere iki faza
ayrilan karisimdan sulu faz1 bagka bir ayirma hunisine aktarilir ve ayni islemler 2 - 3
defa tekrarlanir. Coziicii fazi (hekzan veya kloroform-metanol karisimi) darasi
bilinen balona nakledilir ve balon doner buharlastiriciya yerlestirilir. 80-85 °C’de

¢oziicti evapore edilir.
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Balonda kalan yag miktari iizerinden Vs hesaplanir:
Vs (%) = (Ys/ Yp) x 100 (3.1)

Burada, Ys = Sivi fazlardan ¢oziici ile geri kazanilan yag miktari, gram;
Yp = Isleme tabi tutulan tohumlarin igerdigi baslangic yag miktari,

gram’dir.

Kiispede kalan yag iizerinden yag veriminin (V) hesaplanmasi: Santrifiijleme
sonucu tiipte kalan kiispe, kat1 faz, siizge¢ kagidi iizerine nakledilir ve 105 °C’de
kurutulur. Siizgeg kagidi ve kiispe birlikte 250 mL’lik behere yerlestirilir. Uzerine
15 mL/g madde olacak sekilde hekzan konulur. Beher igerigi manyetik karistiricida
800 rpm’de 1,5 saat karistirilir. Boylece kiispede kalan yag hekzan ile ekstrakte
edilmis olur. Hekzanl ¢6zelti daha sonra siizge¢ kagidindan siiziiliirek darasi belirli
balona alinir. Siizge¢ kagidi lizerinde kalan kiispe partikiilleri birka¢ defa 15 mL
hekzan ile yikanir. Yikama c¢ozeltileri de balon igerisinde toplanir. Balon doner
buharlastiriciya yerlestirilir. 80 - 85 °C’de hekzan evapore edilir. Balonda kalan yag

miktar1 tizerinden Vi hesaplanir [60]:
Vi (%) = [(Yb = Yi)/ Y] x 100 (3.2)

Burada, Y} = Isleme tabi tutulan tohumlarin igerdigi baslangi¢ yag miktari, gram;

Y = Kiispede kalan yag miktari, gram’dir.

3.2.4 Pamuk tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag eldesine yiizey

aktif madde katkisinin etkisi

Calismamizin bu boliimiinde, sulu ekstraksiyon ile yag eldesinde en yiiksek yag
verimin gergeklestirildigi ¢alisma kosullarinda, iki ayr1 ekstraksiyon deneyi daha
yapilmistir. 1. deney serisinde sulu ortama enzime ilaveten ylizey aktif madde de
katilmistir. 2. deney serisinde ise enzim olmaksizin ayni kosullarda sadece yiizey
aktif madde ile ekstraksiyon deneyi yliriitiilmiistiir. Yiizey aktif maddesi olarak

standart anyonik Texapon N70 kullanilmistir.

Yiizey aktif madde katkili sulu ekstraksiyon denemelerinde de Bolim 3.2.3 ’de

aciklanan ¢aligma prosediiriine ve verim hesaplama esitliklerine aynen uyulmustur.

35



3.2.5 Pamuk tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon ile elde edilmis yagin

karakterizasyonu

Bu son boliimde ise enzimatik sulu ekstraksiyon ile en yiiksek verimin saglandigi
kosullarda olarak elde edilmis pamuk yaginin asit degeri ve yag asitlerinin bilesimi
belirlenmistir. Asit degeri AOCS standard yontemine goére saptanmistir. Yag
asitlerinin bilesimleri ise Boliim 3.2.2’de agiklanan ¢alisma prosediirii uygulanarak

belirlenmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Calismamizin amact pamuk tohumlarindan enzimatik ekstraksiyon yontemi ile
miimkiin oldugu kadar yiiksek verimle yag elde etmektir. Once pamuk tohumlart
ogiitiilmiis ve tane biiyiikliiklerine gére P1 (< 0,6 mm) ve P2 (0,6 - 1,0 mm) olmak
tizere iki fraksiyona ayrilmistir. Her iki fraksiyondan elde edilen yaglarin yag asitleri
bilesimleri belirlenmis ve Soxhlet cihazinda hekzan ile % yag icerikleri tayin
edilmistir. Bu % yag degerleri ekstraksiyon denemelerinde % 100 ekstraksiyon
verimi olarak kabul edilmistir. Enzimatik ekstraksiyon parametrelerinin (pH’1n,
slirenin, ¢oziicii cinsi, enzim cinsi ve miktarinin) ekstraksiyon verimine olan etkileri

sistematik olarak incelenmistir. Elde edilen sonuglar asagida verilmistir.

4.1 Pamuk Tohumunun Karakterizasyonu

Deneylerimizde kullanilan pamuk tohumlar: ortalama 8,8 mm uzunlugunda ve 100
adetinin ortalama agirligi 10,6 gramdir. P1 ve P2 pamuk tohumu fraksiyonlarinin

nem ve yag yiizdeleri Cizelge 4.1 *de gosterilmistir.

Cizelge 4.1: P1 ve P2 pamuk tohumu fraksiyonlarinin nem ve yag igerikleri

P1 P2
Tohum boyutu (mm) <0,6 0,6-1,0
Nem miktar1 (% ag/ag) 6,7+0,1 6,4+0,1

Yag miktar1 (% ag/ag) 32,6+0,1 34,9+0,1 27,5+0,7 29,4+0,7
(nemli) (kuru) (nemli) (kuru)

Kullanilan pamuk tohumlar1 ortalama % 30 yag icermektedir. Bu deger literatiirdeki
sonuglara uymaktadir. Yag miktar1 ve diger oOzellikler pamuk ¢esidi, iklim,
olgunlagma asamasi, cekirdeklerin hasat zamani ve ekstraksiyon kosullar1 gibi

etkenlere bagli olarak farkliliklar gosterebilir [46].
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4.2 Pamuk Tohumu Yaginin Yag Asitleri Bilesimi

P1 ve P2 tohum fraksiyonlarindan hekzan ile ektrakte edilen yaglarin yag asitleri
bilesimleri, yag ornekleri metil esterlerine dontistiirtildiikten sonra gaz kromatografi
cihazi ile Bolim 3.2 ’de agiklanan prosediire gére belirlenmistir. Cizelge 4.2 ’de

bilesim degerleri verilmistir.

Cizelge 4.2: P1 ve P2 tohum fraksiyonlar1 yaglarinin yag asitleri bilesimleri

Yag asitleri bilesimi (%)
Yag asitleri

P1 P2
Miristik asit (14:0) 0,8 0,8
Palmitik asit (16:0) 25,5 25,6
Palmitoleik asit (16:1) 0,6 0,6
Stearik asit (18:0) 2,5 2,6
Oleik asit (18:1) 18,1 18,1
Linoleik asit (18:2) 52,5 52,2

P1 ve P2 fraksiyonlarinin yag asitleri bilesimleri agisindan hi¢ fark gostermedigi
Cizelge 4.2 ’den anlasilmaktadir. Pamuk yagimin esansiyel yag asidi olan linoleik
asitce zengin oldugu ve % 25 gibi yliksek oranda palmitik asit igerdigi

goriilmektedir.

4.3 Pamuk Tohumlarindan Enzimatik Sulu Ekstraksiyonla Yag Eldesine pH,
Siire, Enzim Cinsi ve Miktari ile Yiizey Aktif Madde Etkisi

Bu calismada pamuk tohumlarindan seliilaz, proteaz ve pektinaz enzimleri varliginda
sulu ekstraksiyon yontemi ile yag eldesinde, yagin verimine ekstraksiyon
parametrelerinden siire, tanecik boyutu, pH, enzim cinsi ve miktar ile yiizey aktif

madde katkisinin etkileri incelenmistir.

Sicaklik enzimatik islemlerin maliyetini etkileyebilen 6nemli bir faktordiir. Aspir
tohumlarindan enzimatik ekstraksiyon ile yag eldesinde ayni enzimler kullanilmis ve
sicakligin yag verimi lizerine etkisi incelenmistir [58]. En yiiksek yag verimleri 50

°C inkiibasyon sicakliginda elde edilmistir.
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Daha yiiksek sicakliklarda (60 °C) yag veriminde azalma goriilmiistiir. Jovanovic ve
arkadaglar1 [57] ile Sharma ve arkadaslar1 [61] bunun nedenini enzimlerin sicaklik
etkisi ile inaktive olmaya baslamasi ile agiklamislardir. Aspir yagi eldesi tizerinde
yiiriitiilmiis s6zkonusu olan ayn1 ¢alismada ekstraksiyon esnasinda ¢alkalama hizinin
yag verimine olan etkileri de incelenmis ve optimum c¢alkalama hizinin 200 rpm
oldugu tespit edilmistir [58]. Ayrica Sharma ve arkadaslar1 kendi ¢aligmalarinda, 200
rpm den daha diisiikk hizlarin yag eldesinde azalmalara yol agtigin1 ve yiiksek
calkalama hizlarinin da yagin emiilsifiye olmasimi arttirdigimi goézlemislerdir. Bu
verilerden hareketle deneylerimizde reaksiyon sicakligi 50 °C ve ¢alkalama hizi 200

rpm olarak se¢ilmistir.

4.3.1 Pamuk tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag eldesinde, yag

verimine tane boyutlariin etkisi

Ekstraksiyon deneylerinde yag verimine tane boyutlarinin etkisini incelemek
amaciyla, once P1 tohum fraksiyonu proteaz enzimi varliginda pH 4 - 6 araliginda 4 -
8 saat reaksiyona tabi tutulmustur. 0,25 mL/g tohum enzim miktan ile yiritilen
ekstraksiyon deneyleri sonunda, siv1 fazlardan yagin geri kazanilmasi hekzan vasitasi

ile saglanmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.3 *de verilmistir.

Cizelge 4.3: P1 tohum fraksiyonunun proteaz enzimi ile enzimatik sulu
ekstraksiyonunda, yag verimine pH ve siirenin etkisi (enzim miktari:
0,25 mL/g; ¢oziicli: hekzan)

Siire Yag verimi (% Vs)

(saat) pH 4 pH 5 pH 6
4 14,1 13,3 134
6 12,1 15,8 16,5
8 12,7 15,1 154

Cizelge 4.3 ’ten P1 fraksiyonu ile en yiiksek verim degerlerinin pH 5 ve pH 6’da 6
saatlik reaksiyon sonunda alindig1 goriilmektedir. pH 6’da yag verimi 6 saatte % 16,5
degerine yiikselmektedir. 8 saatte ise verim degerleri biraz azalmaktadir. Bu

denemeden sonra deneyler 6 saatte pHS ve pH6’da yapilmistir.
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P2 tohum fraksiyonu ile de pH 5 ve pH 6’da 6 saat ekstraksiyon deneyleri
gerceklestirilmistir. P1 ve P2 fraksiyonlarma ait verim degerleri mukayeseli olarak

Cizelge 4.4 de gosterilmistir.

Cizelge 4.4: P1 ve P2 tohum fraksiyonlarinin proteaz enzimi ile enzimatik sulu
ekstraksiyonunda, yag verimine pH ve siirenin etkisi (enzim miktart:
0,25 mL/g; siire: 6 saat; ¢oziicii: hekzan; 50 °C)

P1 P2
Yag miktar: Yag verimi Yag miktari Yag verimi
pH (%) (% Vs) (%) (% Vs)
5 5,2+0,1 15,8 2,5+0,1 9,0
6 5,4+0,6 16,5 2,45+0,1 9,0

Yukaridaki ¢izelgeden anlasilacagi gibi, her pH degerinde partikiil boyutlar1 kiigiik
(< 0,6 mm) P1 fraksiyonu ile elde edilmis verim degerleri daha biiyiik partikiil
boyutlarina sahip tohumlarla (P2) elde edilenlerden daha yiiksektir. Bu beklenen
sonugtur. Partikiil boyutunun kiiglilmesi enzim substrat temas yiizeyini arttirmakta ve
enzim hiicre duvarlarindan daha iyi gegis yapmaktadir [27]. Buna karsilik Santamaria
ve arkadaglarinin findik ile yiiriittiikleri bir ¢aligmada, en yiiksek ekstraksiyon
verimine 0,4 — 0,6 mm ¢apindaki tohumlarmin kullanimi ile ulagildigi beyan
edilmektedir [59]. Elde ettigimiz sonuglara gore, bizim ¢aligmalarimizin devaminda

P1 (< 0,6 mm) tohum fraksiyonunun kullanilmasina karar verilmistir.

P1 ve P2 fraksiyonlari ile ayn1 kosullarda seliilaz enzimi ile yiiriitiilmiis ekstraksiyon
denemelerinde, her pH degerinde (pH 5 ve pH 6°da) % 1 ’in istiinde yag verimleri

elde edilememistir.
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4.3.2 Pamuk tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag eldesinde, yag

verimine ¢oziicii cinsinin ve enzim miktariin etkisi

Bilindigi tizere kloroform-metanol (2:1, hacim/hacim) karisimi yiiksek nem igerikli
preparatlardan apolar bilesiklerin eldesinde tercih edilen ¢oziicii karisimidir [62].
Literatiirde benzer c¢alismalarda ¢oziicli olarak hekzan disinda kloroform-metanol
(2:1) karistmi denenmistir [62]. Calismalarimizin ikinci boliimiinde, yag verimi
tizerine ¢Oziicli ve enzim miktarinin etkisini gorebilmek igin, 6nce proteaz enzimi ile
enzimatik reaksiyonlara baslanmis ve reaksiyonlar paralel iki seri halinde
yuriitiilmiistir. Reaksiyonlarin bir serisinde yag miktarinin saptanmasinda hekzan,
diger seri reaksiyonlarda ise ¢Oziici olarak kloroform-metanol karigimi
kullanilmistir. Bu deneylerde ayni zamanda enzim miktarinin verim tizerine etkisi de
incelendiginden, pHS ve pH6’da enzim miktarlar1 0,25 - 1,25 mL/g araliginda

degistirilmistir. Her iKi seriye ait sonuglar Cizelge 4.5 ’te birlikte verilmistir.

Cizelge 4.5: P1 tohum fraksiyonunun proteaz enzimi ile enzimatik sulu

ekstraksiyonunda, yag verimine pH, ¢0ziicii cinsi ve enzim miktarinin
etkisi (6 saat; 50 °C)

Yag verimi (% Vs)
Enzim OH 5 OH 6
(mL/g)
Hekzan | Kloroform+metanol | Hekzan | Kloroform+metanol
0,25 15,8 27,1 16,5 32,2
0,50 7,4 39,2 10,4 47,9
0,75 10,4 41,6 10,0 38,9
1,00 8,3 32,7 6,4 32,6
1,25 6,2 34,9 5,6 31,3

Kloroform-metanol (2:1) ¢oziiciisii kullanarak elde edilen yag miktarlarinin hekzanla
elde edilmis olanlara gore 3,4 — 4,0 kat daha yiiksek oldugu Cizelge 4.5 ’den
anlasilmaktadir. pH6 da 0,50 mL/g enzim miktarinda gergeklestirilmis enzimatik
reaksiyonda, kloroform-metanol ¢oziicii karigimi ile % 48 yag verimine ulasilmistir.

Bu kosullarda tohumlarin igerdigi yagin pratik olarak yarisi sulu faza ge¢mistir.
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Kloroform-metanol karigimi ile daha yiiksek yag verimleri elde edildiginden

calismamizin devaminda bu ¢6ziicii sistemi ile ¢alisilmistir.

Seliilaz ve pektinaz enzimleri ile de ayn1 kosullarda enzimatik ekstraksiyon deneyleri
yiritilmistir. pH 5 ve pH 6 ’da, enzim miktarlar1 0,25 - 1,25 mL/g arasinda
degistirilerek 6 saat seliilaz ve pektinaz enzimleri kullanilarak ayr1 ayr1 reaksiyonlar

gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7 ’de verilmistir.

Cizelge 4.6: P1 tohum fraksiyonunun seliilaz enzimi ile enzimatik sulu
ekstraksiyonunda, yag verimine pH ve enzim miktarinin etkisi (6 saat;
50 °C, ¢oziicti: kloroform-metanol)

Yag verimi (% Vs)
PH 1 025 mLig | 050mL/g | 0.75mL/g | 1,00mL/g | 1,25 mL/g
5 7.2 7,0 7.1 6,7 3.9
6 7.0 7.2 9,2 6,8 0,8

Cizelge 4.7: P1 tohum fraksiyonunun pektinaz enzimi ile enzimatik sulu
ekstraksiyonunda, yag verimine pH ve enzim miktarinin etkisi (6 saat;
50 °C, ¢o6ziicti: kloroform-metanol)

Yag verimi (% Vs)
PH | 025 mL/g | 0,50 mLig | 0.75mL/g | 1,00 mL/g | 1,25 mL/g
5 7.4 15,3 222 20,2 12,3
6 6,8 12,2 15,9 85 6,3

Cizelge 4.6 ve 4.7 *den enzim miktarindaki artigin belli bir degere kadar agiga ¢ikan
yag miktarin1 arttirdigi, belli bir degerden sonra ise yag miktarinda disiisiin
oldugunu gostermektedir. Enzim maliyeti prosesin ekonomikligi agisindan 6nemli bir
girdidir. Her enzim i¢in optimum enzim miktarini belirlemek icin Cizelge 4.5, 4.6 ve
4.7 *de verilmis degerlerden pHS ve pH6 igin Sekil 4.1 ve 4.2 ‘de gosterilen egriler
cizilmistir. Bu egrilerin degerlendirilmesi ile optimum enzim miktarlari, proteaz igin
pH6 ’da 0,5 mL/g, seliilaz i¢in pH6 ’da 0,75 mL/g ve pektinaz i¢in pH5 ’de 0,75

mL/g olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.1: Pamuk tohumlarmin proteaz, seliilaz ve pektinaz enzimleri ile enzimatik
sulu ekstraksiyonunda, yag verimine enzim miktarlarinin etkisi (pH 5; 6
saat; 50 °C; ¢oziicti: kloroform-metanol)
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Sekil 4.2: Pamuk tohumlariin proteaz, seliilaz ve pektinaz enzimleri ile enzimatik
sulu ekstraksiyonunda, yag verimine enzim miktarlarinin etkisi (pH 6; 6
saat; 50 °C; ¢oziicii: kloroform-metanol)
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4.3.3 Pamuk tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag eldesinde, genis

pH araliginda yag veriminin degisimi

Optimum enzim degerlerinin belirlenmesi pHS ve pH6 da yliriitiilmiis ¢alismalarin
sonuglara gore yapilmistir. Bu se¢imlerin dogrulugu i¢in daha genis pH araliginda
reaksiyonlar gerceklestirilmistir. Bu reaksiyonlarda gram tohum basina 0,5 mL
proteaz ve 0,75 mL seliilaz ve pektinaz kullanilmistir. Cizelge 4.8 *de elde edilen

sonuglar gosterilmistir.

Cizelge 4.8: P1 tohum fraksiyonunun proteaz, seliilaz ve pektinaz enzimi ile
enzimatik sulu ekstraksiyonlarinda, yag verimine pH etkisi (6 saat; 50
°C; 0,5 mL/g proteaz; 0,75 mL/g seliilaz; 0,75 mL/g pektinaz)

Yag verimi (% Vs)
Proteaz Seliilaz Pektinaz
pH (0,5 mL/g) (0,75 mL/g) (0,75 mL/g)
4 35,3 6,8 16,1
5 39,2 7,1 22,2
6 47,9 9,2 15,9
7 14,2 - -
8 14,9 ; ]

pH 7 ve pH 8 ’de seliilaz ve pektinaz enzimleri ile saglikli sonuglar alinamamustir.
Proteaz enziminin de bu pH degerlerinde ¢ok az aktivite gosterdigi Cizelge 4.8 ’den
anlasilmaktadir. Sekil 4.3 ’ten de her enzim i¢in optimum pH degerleri daha net
olarak goriilmektedir. Proteaz ve seliilaz enzimleri i¢in optimum pH 6 iken pektinaz

enzimi i¢in pH 5 optimum olmaktadir.
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Sekil 4.3: Pamuk tohumlarinin proteaz, seliilaz ve pektinaz enzimleri ile enzimatik
sulu ekstraksiyonunda, yag verimine pH etkisi (6 saat; 50 °C; ¢oziicli:
kloroform-metanol; 0,5 mL/g proteaz; 0,75 mL/g seliilaz; 0,75 mL/g
pektinaz)

4.3.4 Pamuk tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag eldesinde, siire

artisinin yag verimine etkisi

Bu béliimde yiiriittiigiimiiz deneylerde reaksiyon siliresinin artisinin verime olan
etkisi incelenmeye alinmistir. Her {i¢ enzim i¢in ekstraksiyonlar ayr1 ayr1 15, 18 ve
24 saat yiiriitiilmiistiir. Enzimler i¢in bu agamaya kadar belirlenmis en iyi kosullarda
reaksiyonlar gergeklestirilmistir. Proteaz ile pH6’da 0,5 mL/g enzim miktarinda,
seliilaz ile pH6 ’da 0,75 mL/g enzim miktarinda ve pektinaz ile pH5 ’te 0,75 mL/g

enzim miktarinda ¢alisilmistir.

Calismamizin bu boliimiinde, proteaz ve seliillaz enzimleri ile elde edilen sonuglarda
zaman uzadik¢a Vs verim degerlerininde diisme oldugu goézlenmistir. Bu verim
diistislerinin  gergcegi yansitmadigi, proteaz ve seliillaz enzimlerinin hiicre
komponentleri ile gergeklestirdigi reaksiyonlar sonucu ag¢ifa ¢ikan hidroliz
tirtinlerinin konsantrasyonunun artmasi ile alakali oldugu goriisine varilmistir.
Biiyiik bir olasilikla artan hidroliz {riinleri yag molekiillerinin emiilsiyonunu
arttirmakta, dolayistyla sivi fazlardan yagin ¢oziici ile geri kazanilmasim
engellemektedir. Bu goriistimiizii de ispatlamak ve de gercek verim degerlerini
bulabilmek i¢in deneylerimizde kiispede kalan yag {izerinden de verim degerleri (V)

hesaplanmustir.
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Cizelge 4.9 ‘da proteaz enzimi ile yiiriitiilmiis deneylere ait sonuglar goriilmektedir. 6
saatlik reaksiyon sonucunda dahi yag veriminin % 70 ’lere erismis oldugu
anlasilmaktadir. Bu kosulda dahi sivi fazda olmasi gereken yagin ancak % 67 ’si
kloroform-metanol ile ekstrakte edilebilmistir. Siire uzadik¢a hiicrelerden sivi1 faza
gecen yag miktart artmaktadir. 24 saatte Vg yag verimi % 85 ’lere erisirken

¢ozeltiden hesaplanmis yag verimi ise gittikge azalarak % 29 ’lara diigmiistiir.

Cizelge 4.9: P1 tohum fraksiyonunun proteaz ile enzimatik sulu ekstraksiyonunda,
yag verimine siire etkisi (50 °C; pH6; 0,5 mL/g)

Siire (saat) Yag verimi (% Vs) Yag verimi (% Vi)
6 47,9 71,2
15 36,9 84,5
18 30,6 83,9
24 28,8 84,8

Cizelge 4.10 ‘da selillaz enzimi ile yiiriitiilmiis ekstraksiyon reaksiyonlarina ait
sonuclar verilmistir. Stv1 fazlardan hesaplanmis yag verim degerlerinin en fazla 18
saatte % 13 olmustur. Kiispede kalan yag iizerinden hesaplanmis Vk verim degerleri
ise 6 saatte en yiiksek % 67 degerine ulagsmistir. Siirenin artigi ile Vg degerlerinde de
azalma gorilmektedir. 24 saatte Vk % 29 degerine diismiistiir. Bu azalma yine
seliilaz hidroliz triinlerinin kiispeden hekzan ile yag ekstraksiyonunun engellemis

olmasi ile agiklanabilir.

Cizelge 4.10: P1 tohum fraksiyonunun seliilaz ile enzimatik sulu ekstraksiyonunda,
yag verimine siire etkisi (50 °C; pH6; 0,75 mL/g)

Siire (saat) Yag verimi (% Vs) Yag verimi (% Vi)
6 9,2 67,2
15 8,0 52,4
18 13,0 46,0
24 2,5 29,1
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Cizelge 4.11: P1 tohum fraksiyonunun pektinaz ile enzimatik sulu
ekstraksiyonunda, yag verimine siire etkisi (50 °C; pHS5; 0,75 mL/g)

Siire (saat) Yag verimi (% Vs) Yag verimi (% V)
6 22,2 44,9
15 57,4 92,7
18 58,0 90,4
24 65,2 91,0

Pektinaz enzimi ile yiiriitiilmiis deneylerimizin sonuglari Cizelge 4.11 ’de verilmistir.
Reaksiyon siiresi arttikca her iki hesaplama yontemine gore belirledigimiz verim
degerleri de artmaktadir. 24 saat sonunda Vs ve Vi verim degerleri sirasiyla % 65 ve
% 91 “dir. Cozeltiye gegen yagin % 72 ’si ancak sivi fazlardan geri kazanilmistir. Bu

miktarin yiikseltilmesi i¢in ortama yiizey aktif madde katilmasi diistintilm{istiir.

Calisilan her {i¢ enzim i¢in Vs ve Vi verim degerleri siire ile degisim egrileri

strastyla Sekil 4.4 ve Sekil 4.5 ‘te gosterilmistir.
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Sekil 4.4: Pamuk tohumlarinin proteaz, seliilaz ve pektinaz enzimleri ile enzimatik
sulu ekstraksiyonunda, (Vs) yag verimine siirenin etkisi (50 °C; ¢oziicii:
kloroform-metanol; 0,5 mL/g proteaz; 0,75 mL/g seliilaz; 0,75 mL/g
pektinaz)
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Sekil 4.5: Pamuk tohumlarinin proteaz, seliilaz ve pektinaz enzimleri ile enzimatik
sulu ekstraksiyonunda, (V) yag verimine siirenin etkisi (50 °C; 0,5 mL/g
proteaz; 0,75 mL/g seliilaz; 0,75 mL/g pektinaz)

Sonug olarak pektinaz enzimi ile en iyi verim degerleri 24 saatte alinmustir.

4.3.5 Pamuk tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag eldesinde,

yiizey aktif madde katkisinin yag verimine etkisi

Enzimatik sulu ekstraksiyona yiizey aktif maddesi katkisiyla yag veriminin degisimi,
simdiye kadar en iyi sonuglarin alindig1 pektinaz enzimi varliginda incelenmistir.
Pektinaz enzimi ile 0,75 mL/g miktarinda, pH5, 1:7 tohum-su oran1 ve 24 saat
calkalama siiresinde 50 °C ‘de ve 200 rpm c¢alkalama hizinda deneyler
yiriitiilmiistiir. Bu kosullarda sadece Texapon N70, sadece enzim ve texapon+enzim

kullanilarak ii¢ seri deney gergeklestirilmistir.

Yerfistigi yaginin igerisinde % 0,15 yiizey aktif maddesi ve % 6 NaCl bulunan
¢oOzelti ve kanola yaginin % 0,35 yiizey aktif maddesi ve % 5 NaCl igerikli ¢ozelti ile
ekstraksiyonunda 25 °C’de % 93 — 95 ekstraksiyon verimine ulagilmistir [63,64]. Bu
verilerden hareketle ¢alismalarimizda, % 0,3 ylizey aktif madde ve % 6 NaCl iceren

tampon ¢ozeltiler kullanilmistir.
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Elde edilen deney sonuglari topluca Cizelge 4.12°de gosterilmistir.

Cizelge 4.12: P1 tohum fraksiyonunun pektinaz, Texapon ve pektinaz-Texapon
karisimi ile enzimatik sulu ekstraksiyonunda yag veriminin degisimi
(50 °C; pH5; 0,75 mL/g enzim; % 0,3 Texapon; % 6 NaCl)

Yag verimi (% V) Yag verimi (% Vi)
Pektinaz 65,2 91,0
Texapon 24,6 92,6
Pektinaz+Texapon 39,1 95,0

Sonuclara gore tek bir konsantrasyonda calistigimiz yiizey aktif madde ilave ile Vg
verim degeri pektinaz ile elde edilenden daha yiiksek cikmistir. Pektinaz ile birlikte
bu yag verim degeri % 95 ’i bulmustur. Ancak ylizey aktif madde ilavesinin yagin
cozelti lizerinde toplanmasini biiylik dl¢iide engelledigi deneysel gozlemlerimizde
saptanmigtir. Cozeltiden kloroform-metanol ile yagin geri kazanilmasi da yar1 yariya
azalmigtir. Vs veriminin de arttirilmasi i¢in farkli ylizey aktif maddeler ile

caligilabilir.

4.4 Enzimatik Sulu Ekstraksiyon ile Elde Edilen Pamuk Yaginin
Karakterizasyonu

Enzimatik sulu ekstraksiyon ve Soxhlet yontemine gore elde edilen pamuk yaglarinin
asit degerleri sirasiyla, 0,51 ve 0,46 mg KOH/g yag olarak bulunmustur. Enzimatik
ekstraksiyon ile elde edilen yagin asit degeri bir miktar daha yiiksektir. Bu sonug
Latif ve arkadaslar1 [45] ve Jovanovic ve arkadaslarinin [57] bulgular1 ile uyum

saglamistir.

Her iki yag orneginin yag asitleri bilesimleri saptanmistir. Sonuglar Cizelge 4.13 ’te
verilmistir. Bu ¢izelge incelendiginde pratik olarak yag asit bilesimlerinde fark

olmadig1 anlasilmaktadir.
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Cizelge 4.13: Enzimatik sulu ekstraksiyon ve Soxhlet yontemine gore elde edilmis
pamuk yag1 6rneklerinin yag asitleri bilesimleri

Yag asitleri bilesimi (%)
Yag asitleri Soxhlet Enzimatik sulu
ekstraksiyonu ekstraksiyon

Miristik asit (14:0) 0,8 0,8
Palmitik asit (16:0) 25,5 25,9
Palmitoleik asit (16:1) 0,6 0,6
Stearik asit (18:0) 2,5 3,0
Oleik asit (18:1) 18,1 18,3
Linoleik asit (18:2) 52,5 51,4
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5. VARGILAR VE ONERILER

Bu calismanin amaci ekonomik olarak uygun ve c¢evre dostu iyi kalitede yag elde
etmektir. Bu amagla pamuk tohumunun enzimatik sulu ekstraksiyonu uygulanmis ve
en iyi yag verimi i¢in deneysel degiskenlerin en uygun degerleri belirlenmistir. Bu
calismada ticari enzimlerden proteaz, seliilaz ve pektinaz kullanilarak ekstrakte
edilen yag miktarina olan etkisi incelenmistir. Optimum ¢alisma kosullari
bulunduktan sonra kat1 fazdan ekstraksiyon ve sulu yiizey aktif maddeli ekstraksiyon
yontemleriyle yag verimleri incelenmistir. Sokslet ekstraksiyonu ve enzimatik sulu
ekstraksiyon yontemleriyle ekstrakte edilen pamuk yaginin fizikokimyasal 6zellikleri
analiz edilmistir ve asitlik degeri ve serbest yag asidi bilesimleri degerleri
bakimindan karsilastinlmistir. Iki yontemin bu o6zelliklere belirgin bir etkisinin

olmadig1 goriilmiistiir.

Optimum sonuglar agisindan, kloroform-metanol ¢6ziiciisii varhiginda 0,75 mL/g
pektinaz enzimi kullanarak pH5’te ve 24 saat calkalama siiresinde enzimatik sulu
ekstraksiyon yontemiyle en yiiksek yag miktar1 ve yag verimi sirasiyla % 21,3
(ag/ag) ve % 65,2 (ag/ag) bulunmustur. Kati fazdan ekstraksiyon yontemiyle en
yiiksek yag verimi % 91 (ag/ag); sulu yiizey aktif maddeli ekstraksiyon yontemiyle
ise en yiiksek yag verimi % 95 (ag/ag) bulunmustur. Ekstrakte edilen yag miktarina
en Onemli etkiyi inkiibasyon siiresi gdstermistir, bunu takiben enzim miktar1 ve

tampon ¢ozelti pH’1 gdstermistir.

fleriki arastirmalar acisindan, farkli enzimlerin etkisinin arastirilmasi (viskozim gibi
enzimlerin hazirlanmasi ya da hiicre duvarini parcalayan enzimler ve fosfolipazlarin
kullanilmasi) ve On islem asamalar1 (rendeleme, ekstriizyon ve hidrotermal ©6n
islemler) enzimatik islemlerden O6nce yag miktarmi arttirabileceginden dolay:
uygulanabilir. De-emiilsifikasyon ve yag eldesi asamalari esas olarak sulu enzimatik
ekstraksiyonun  uygulanabilirligini  gostermektedir.  Ekstraksiyon  sirasinda
emiilsiyonlar olusmussa, yagi alabilmek i¢in emiilsiyon kirilmalidir. Emiilsiyonlar n-
hekzanli ekstraksiyonla ayirma, dondurma ve 1sitma gibi g¢esitli yOontemlerle
kirtlabilmektedir. Bununla birlikte yag eldesi i¢in yeni de-emiilsifikasyon yontemleri
gelistirilebilir.
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Enzim katkili sulu ekstraksiyon prosesi yag i¢ceren maddelerden yagin ekstraktesinde
bir avantaj olabilmektedir, Ozellikle de ¢evre ve gilivenlik agisindan gozoniine
alindiginda. Cevre dostu bu proseste iyi iiriin eldesi, ¢evreye zararli ¢oziiciilerin
kullanilmasmin gerek olmadigini gostermektedir. Elde edilen yagmn kalitesi de
¢oziicii ekstraksiyonundakine benzer oldugu goriilmiistiir. Ancak, ekstraksiyon ve
ayirma islemleri agisindan prosesin ticari potansiyelini degerlendirmek i¢in pilot tesis
arastirmalart yapilmalidir. Sonug¢ olarak, yag eldesi asamalarim1 kolaylastirmak ve
prosesi ticari olarak daha cazip hale getirebilmek i¢in ¢esitli arastirmalar gereklidir.
Su anda, enzim maliyeti ve diisilk yag miktarlar1 bu teknolojiyi benimsemeye engel
olusturabilecek baslica sebeplerdir. Ticari enzimlerin maliyeti ve temin edilebilirligi
baslica bir sorun olusturdugunda, mikroorganizmalardan segilen c¢esitli enzimler
iceren ham enzim karisimlart kullanilabilir. Bununla birlikte artan ¢evresel sorunlarin
enzimler icin daha verimli alt akim proses teknolojisinin gelismesiyle baglantili

olmasi, gelecekte yag ekstraksiyonu i¢in uygulanabilir bir teknoloji yapacaktir.

Enzimatik sulu ekstraksiyona alternatif olarak sulu yiizey aktif maddeli ekstraksiyon
yonteminde elde edilen sonuglar gdstermistir ki enzimatik ekstraksiyona alternatif
olabilir. Ayrica enzim maliyetleri acisindan bakildiginda da yiizey aktif maddesi
oldukca avantajli olabilecek konumdadir. Ancak yagin kalitesine olan etkisi ve

endiistride uygulanabilirligi daha detayli olarak arastirilmas: gerekmektedir.
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