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UZUM CEKIRDEKLERINDEN ENZIM DESTEKLI SULU EKSTRAKSIYON
YONTEMI iLE YAG ELDESI

OZET

Uziim cekirdegi (Vitis vinifera L), gida sanayii, eczacilik, kozmetik ve medikal
alanlarda, yapisinda bulunan antioksidan ve yag asitleri igerikleri sebebiyle son
yillarda dikkat ¢eken bir tohum haline gelmistir. Diinya Uzim Uretimi 65 milyon ton
civarinda olup Tirkiye 3,9 milyon ton ile diinya siralamasinda 6. sirada yer
almaktadir. Ulkemizde iiziim &zellikle Akdeniz ve Ege bolgelerinde yaygin olarak
yetistirilmektedir. Uziimiin dértte birlik kismimi olusturan cekirdegi % 10 — 12
oraninda yag icermektedir. Meyve suyu ve sarap sanayiinin yan {riini olan
cekirdeklerden elde edilen bu yag linoleik (%65-70) ve oleik (%15-25) asitlerce
zengindir. Ayrica liziim ¢ekirdegi yagi zengin antioksidan (monomerik flavan-3-ol,
fenolik asitler ve oligomerik proantosiyanidinler) igerigi ile de sagliga yararl yaglar
sinifina dahil edilmektedir. Uziim ¢ekirdeginin deri, kolojen baglar, damarlar, kan
dolagim1 ve kalp iizerinde koruyucu etkilere sahip oldugu ortaya konulmustur.

Bitkisel tohum ve cekirdeklerden endustriyel olarak  presleme ve ¢ozici
ekstraksiyonu ile yag elde edilmektedir. Coziicii olarak genellikle hekzan kullanilir.
Coziicii ortaminda ¢alismak emniyet, ¢evre kirliligi acisindan siki tedbirlerin
alimmasin gerektirir ve yagda kalan ¢oziicli bakiyesinin kontrol dis1 kalmasi da insan
sagligin1 olumsuz yonde etkiliyebilir. Bu nedenle son yillarda sulu ekstraksiyon ile
yag eldesi lizerinde yapilmis ¢alismalarin sayisi hizla artmaktadir.

Bu calismada, iiziim ¢ekirdeklerinden sulu ortamda yiiksek verimle yag eldesi
hedeflenmistir. Cekirdekler, icerisinde hiicre ¢eperlerini degrade edebilecek enzimler
(proteaz ve seliilaz enzimleri) bulunan, su ile ekstrakte edilmistir. Yag verimine
reaksiyon parametrelerinin (pH, enzim cinsi ve miktari, tanecik boyutu ve surenin)
etkisi incelenmis ve reaksiyon parametreleri optimize edilmistir.

Ekstraksiyonlar, UC1 (0,6 mm den kiiciik) ve UC2 (0,6-1,0 mm) tane boyutlarindaki
fraksiyonlar ile 50°C sicaklikta, 1:7 cekirdek:tampon ¢ozelti oraninda, pH 4-6
araliginda, 0,25-1,25 mL/g enzim miktarlarinda 4-24 saat siirede yapilmistir.
Proteaz olarak Alcalase 2.5L ve selllaz olarak Celluclast 1.5L ticari enzimleri
kullanilmigtir. Calismamizda proteaz ile pH 6’da 0,5 mL/g enzim miktarinda 6
saatte % 26,1 verimle, selllaz ile ise pH 5’de 0,5 mL/g enzim miktarinda 15 saatte
% 26,2 verimle yag ekstrakte edilebilmistir. Kiispede kalan yag miktar1 iizerinden
yapilan hesaplamalara gore, proteaz ile pH6 da 24 saatte % 75,4 verimle ve seliilaz
ile pH 5 de 6 saatte %62 verimle yagin ekstrakte edilmis oldugu da belirlenmistir.

Sonug olarak, proteaz katkili sulu ekstraksiyon ile liziim cekirdeklerinden %75
verimle yag elde edilebilmektedir. Bu yag ile ¢ekirdeklerden direkt hekzan ile elde
edilmis yag arasinda, asit degeri ve yag asitleri bilesimleri agisindan bir fark
olmadig1 da saptanmustir.
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PRODUCTION OF OIL FROM GRAPE SEEDS USING ENZYME-ASSISTED
AQUEOUS EXTRACTION METHOD

SUMMARY

Grape seed (Vitis vinifera L), has been a seed gained a lot of attraction in food
industry, pharmacy, cosmetic and medical applications because of its rich content by
means of antioxidants and fatty acids. While total grape production in the world is
65 billion tons per year, Turkey is holding the 6.th place with 3.9 billion tons. In our
country grape is produced mostly in Mediterranean and Aegean regions. The seed
part of the grape that occupies the % of the volume includes fat by ratio of 10-12%.
This fat that is produced by the seeds which are the byproducts of fruit juice and
wine industry, contains 65-70% linoleic and 15-25% oleic acids. In addition to this,
grape seed oil is very good for health because of its the high antioxidant contents
(monomeric flavan-3-ol , phenolic acids and oligomeric proanthocyanidins). It s a
proven fact that grape seed has protective effects on skin, collagen fibers, vessels,
blood circulation and heart functions.

Today industrially way of extracting fat from plant germ and seeds are mostly done
by using pressure and solvent extraction methods. Mostly hexane is used as a
solvent. Working with solvents requires very high standard of precautions and small
amount of remaining solvent in the fat content may have harmful effects on human
health. Because of these reasons, the number of studies about extraction in aqueous
environment is increasing every other year.

In this study, aim is to gain oil in aqueous environment with high yields. Seeds were
extracted in aqueous environment using enzymes (protease and cellulase) to be able
to degrade the cell wall. The effect of reaction parameters (pH, enzyme type and
amount, particle size and time) for the oil yield was examined and reaction
parameters were optimized.

Extraction experiments were carried out by using UC1 (smaller than 0,6 mm) and
UC2 (0,6-1,0 mm) fractions at 50 °C, 1:7 seed:buffer solution ratio, pH 4-6 intervals
using 0,25-1,25 mL/g enzymes for 4-24 hours. Alcalase 2.5L and Celluclast 1.5L
used as commercial Protease and Cellulase sources. In our study using protease (0,5
mL/g enzyme ratio) at pH 6 for 6 hours resulted %26,1 and cellulase (0,5 mL/g
enzyme ratio) at pH 5 for 15 hours resulted %26,2 oil yields. By experimenting and
calculating the oil amount remained in pulp gives also %75,4 yield for protease at ph
6 for 24 hours and %62 for cellulase at pH 5 for 6 hours.

As a result of using protease assisted aqueous extraction, oil can be extracted at %75
yield from grape seeds. And also it is confirmed that there is no difference in acid
values and fatty acid distributions between oils gained with using hexane and
enzyme.
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1. GIRIS VE AMAC

Uzum (Vitis vinifera L.) 2006 yilinda 69 milyon tonluk iiretim hacmiyle diinya
tizerinde iretilen en yaygin mahsullerden biridir (Url-3, 20010). Toplam dretilen
miktarin yaklasik %80 i sarap yapiminda kullanilirken hasat siiresinin ilk birkag
haftas1 boyunca 10 milyonlarca ton iiziim posasi ortaya ¢ikmaktadir. Uziim cekirdegi
bu posanin kuru agirlik bazinda %38-52 lik 6nemli bir kismin1 olusturur (Schriber ve
dig., 2002). Cekirdekler % 8-15 civarinda yag icerir. Bu yag gida sanayinde,
eczacilikta, kozmetik ve medikal alanlarda olduk¢a fazla kullanilmaya baslanmistir.
Sarap iiretimi ve ticaretinin fazla oldugu iilkelerde, Italya, Fransa ve Ispanya’da,
tiziim c¢ekirdeginin degisik alanlarda kullanilmasi ekonomik agidan Onem
tagimaktadir Bu degerli yagin tiretimi olan talep Avrupa’nin diger bircok Ulkesinde

de 6nemli bir derecede artmaktadir (Kamel ve dig., 1985).

Uzliim ¢ekirdegi yaginin kalitesi 6zellikle doymamis yag igeriginin yiiksekliginden
(yaklasik %90) ileri gelmektedir. Ozellikle linoleik (C18:2) ve oleik (C18:1) yag
asitlerinin yaninda linolenik (C18:3) ve palmitoleik (C16:1) yag asitleri de
igermektedir (Bail, 2008). Ayrica, bilesimin yaklasik %10 unu olusturan doymus yag
asitleri olarak palmitik (16:0) ve stearik (18:0) asitler bulunmaktadir.

Bitkisel tohum ve cekirdeklerinden endiistriyel olarak yenebilir 6zellikte yag elde
etme islemi i¢in n-hekzan ile ekstraksiyon hala en ¢ok kullanilan yontemdir. Fakat bu
organik ¢oziicii genelde secici olmadigi i¢in ve ugucu olmayan pigmentlerle mumsu
maddeleri simiiltane olarak ortamdan uzaklastirarak yagin viskoz, koyu goriinimlii
bir renge doniismesine neden olmakta ve de daha sonra uzaklasmayan ¢oziicii yaglar
tizerinde biyolojik kirlilige neden olmaktadir. Bu durum daha ileri rafinasyon
proseslerini zorunlu kilar ki, bu da yagin ticari gelecegi agisindan bazi sikintilara yol
acabilir (Fiori, 2007). Coziicii ortaminda ¢alisilmak emniyet, ¢cevre kirliligi agisindan
sik1 tedbirlerin alinmasin1 gerektirir ve yagda kalan ¢oziicli bakiyesinin kontrol dig1

kalmasi da insan sagligint olumsuz yonde etkileyebilir.



Diger bir yontem olan stiperkritik siv1 ekstraksiyonu ise yiiksek verimine ve nispeten
daha tehlikesiz olmasina ragmen ¢ok yenidir ve de ilk kurulum sirasinda ciddi

yatirim maliyetleri gerektirmektedir (Beckman, 2004).

Bu nedenlerle, cesitli tohum ve ¢ekirdeklerden, iiziim yagi ve benzer 6zellikte yiiksek
saglik ozelligi tasiyan yaglarin eldesinde giiniimiizde ilgi daha ¢ok, sulu ortamda
gerceklesen genellikle karbohidraz ve proteolitik tipi enzimlerin kullanimiyla daha
diisiik sicakliklarda ve yiiksek secicilikte gergeklesen ekstraksiyon prensibine

dayanan enzimatik ekstraksiyon islemine dogru yogunlagmaktadir.

Bu calismanin ana amaci, sarap ve meyve suyu sanayiinin yan irlinli olan iizim
cekirdeklerinden, insan saglhigi acisindan degerli yag asitleri bilesimine sahip
cekirdek yagini enzimatik ekstraksiyon yontemi ile elde etmektir. Bu amagla {iziim
cekirdeklerinin seliilaz ve proteaz enzimlerini iceren sulu ¢ozeltiler ile ekstraksiyonu
yapilacak ve ekstraksiyon verimine, enzim cinsi ve miktari, pH, siire gibi

parametrelerin etkileri incelenecektir.



2. LITERATUR CALISMASI

2.1. Uziim ve Uziim Uretimi Hakkinda Bilgi

Uziim, Vitis tiiriiniin gok yillik gegici asmalarinda yetisen ve diinya iizerinde en fazla
¢esidi olan bitkilerden biri olan,yaklasik 15.000 gesit, bir meyve tiiriidiir. Bu ¢esitlilik
tizim bitkisinin dogada varligin1 devam ettirebilmek i¢in iklim bakimindan g¢ok
secici olmadigindan ve ortam sartlarina iyi derecede uyum gosterebilen genetik

yapisindan kaynaklanmaktadir.

Dunya Uzerinde iiziim yetistiriciligi i¢cin en uygun iklim kosullarindan birisine sahip
olan Tirkiye, mor iizimiin diinyada ilk defa evcillestirildigi iilke olup, iizlim
konusunda koklii bir gegmise sahiptir. Diinyada iiziim iiretimi yaklagik 75000 km?
alanda gergeklestirilmekte olup, tretilen {riinlerin yaklasik %71°1 sarap yapiminda,
%27 si taze meyva olarak, %2 si ise kuru meyve olarak tiiketilmektedir. Uretim
miktar1 yillara gore degismekle birlikte yaklasik 65-70 milyon ton civarlarinda
gerceklesmektedir.

Cizelge 2.1 : 2009 yilinda Diinya’da iziim tretimi

Ulke Uretim (ton)
Italya 8,519,418
Cin 6,787,081
Amerika Birlesik Devletleri 6,384,090
Fransa 6,044,900
Ispanya 5,995,300
Turkiye 3,612,781
Iran 3,000,000
Arjantina 2,900,000
Sili 2,350,000
Hindistan 1,677,110




Sekil 2.1 de gosterildigi gibi bu liretimin yariya yakin kismi, %44, Avrupa kitasinda
gerceklesmektedir (Url-6, 2010). Tiirkiye, {iziim {iretiminde Italya, Cin, ABD, Fransa
ve Ispanya’dan sonra diinya siralamasinda 6.sirada yer almaktadir (FAOSTAT,
2007). Uzim genel olarak Ege ve Akdeniz bolgelerinde yetismekle birlikte bir
miktar Giineydogu Anadolu Boélgesinde de iiretimi yapilmaktadir. Ege Bolgesinde
cekirdeksiz kuru Uzim, Akdeniz Bolgesinde ilk turfanda, Orta Anadolu ve
Glineydogu Anadolu Boélgesinde saraplik, siralik, sofralik, ¢ekirdekli kurutmalik
liziim yetistiriciligi yoniinden gelisme gostermektedir. Kaynaklara gore degismekle
birlikte {ilkemizde iiretilen iziimlerin yaklasik %30 u taze sofralik, %37’si
kurutmalik, %30’u pekmez, pestil, sucuk, sira ve %3’ de saraplik olarak
degerlendirilmektedir (Url-5, 2010).

Tiirkiye’de sarap {lretiminde kullanilan itiziimlerin suyu sikildiktan sonra geri
kalanlar, %15-25 kadarlik {iziim posasi olup, %50’si kabuk, %251 ¢ekirdek ve %251
liziim ¢opiidiir (Cinkilig, 2008).
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Sekil 2.1 : Kitalara gore Diinya {liziim liretimi

2.2 Uziim Cekirdekleri ve Yagimin Karakteristik Ozellikleri ile Saghk Etkileri

Uziim ¢ekirdekleri tiire ve iklime gére degismekle birlikte ortalama olarak %14-17
oraninda yag i¢ermektedirler. Bu yagin en dikkat ¢ekici 6zelliklerinden biri linoleik
asit gibi (%72-76) doymamis yag asitleri oraninda olduk¢a zengin olmasindan
kaynaklanmaktadir. Aspir yaginda %70-72, aygekirdeginde %60-62 ise linolenik asit
bulunmaktadir (Ghisalberti, 2001). Cizelge 2.2 de lziim ¢ekirdegi yagmin sahip
oldugu yag asidi bilesenleri (Dalmolin ve dig., 2010), Cizelge 2.3 de aminoasit



bilesimi, Cizelge 2.4 de kimyasal bilesimi ve Cizelge 2.5 de de sahip oldugu

karakteristik 6zellikler gosterilmistir (Kamel ve Dawson, 1985).

Cizelge 2.2 : Uziim gekirdeginin yag asidi bilesenleri

Yag asidi

Kullanilan adi Gergek adi Cyy 100w 100x

Lauirik Dodekanoik Cio |0,03 0,04

Miristik Tetradekanoik Cuo |0,11 0,13

Palmitik Hekzadekanoik Cwo | 8,14 8,84

Palmitoleik Cis-9- Ci1 | 0,16 0,18
Hekzadekanoik

Margarik Heptadekanoik Ci70 | 0,07 0,07

Margaroleik cis-9-Heptadek-9- | Cy71 | 0,03 0,03
enoik

Stearik Oktadekanoik Ciso | 4,05 3,97

Oleik cis-9-Oktadekanoik | Cg1 | 15,12 14,92

Linoleik cis-9, cis-12- Cigo | 71,20 70,79
Oktadekanoik

Linolenik Butiin-cis-9,12,15 Cigz | 0,57 0,57
oktadekanoik

Arakhidik Eikosanoik Ca0 |0,22 0,2

Gadoleik cis-9-Eikosanoik Cxo1 |0,17 0,15

Behenik Dokosanoik Caxo 0,08 0,07

Lignokerik Tetrakosanoik Coo | 0,05 0,04




Cizelge 2.3 : Uziim ¢ekirdeginin amino asit bilesimi

Gram aminoasit/ 16 g N

Aminoasit Uziim ¢ekirdegi

Esansiyel

Lizin 2,57
Histidin 1,51
Fenilalanin 2,80
Leusin 5,95
Izoleusin 3,03
Tireonin 2,80
Metionin 1,05
Valin 4,20
Arginin 7,24
Esansiyel olmayan

Aspartik 3,50
Serin 3,85
Glutamik 20,5
Prolin 2,45
Glisin 8,29
Alanin 4,08
Sistein 1,05
Tirozin 1,28




Cizelge 2.4 : Uzim cekirdeginin kimyasal bilesimi

Kuru maddece agirlik yiizdesi

Ham protein 8,2

Ham protein (gekirdek)

Ham yag 14

Ham yag (cekirdek)

Toplam kul 2,2
Ham fiber 38,6
Karbohidrat 37,0
Yuzde nem 43,1
Enerji, Kcal/g 3,1

Cizelge 2.5 : Uziim ¢ekirdegi yaginin karakteristik dzellikleri

Rekraktif indeks 1,4741
Spesifik agirlik, 25/25°C 0,904
Iyot degeri 132
Sabunlagma degeri 194
Sabunlagmayan madde, % 0,93
Hidroksil degeri 16
Asit degeri 1,59
Serbest yag asidi

% oleik asit 0,78
Ester numarasi 192




Yiiksek degerli yag asitleri agisindan son derece zengin olmasinin yaninda iiziim
cekirdegi yag1 galik asit, katesin, epikatesin gibi fenolik bilesiklerle birlikte yine
diger ¢ekirdek yaglarina gore binlerce kat daha fazla oligomerik proantosiyanozid
gibi tanninler igermektedir ki bu durum liziim ¢ekirdegi yagini peroksidasyona karsi
son derece dayanikli hale getirmektedir. Prosiyanidinler sahip oldugu radyokoruyucu
etkiler, kataraktin 6nlenmesi, antihiperglimek etki, antioksidan enzim sistemlerinin
duzenlenmesi, insiilin hassasiyetinin azalmasi ve hipertrigliseridemya gibi
problemleri Onlemesi yoniinden olduk¢a Onemli oldugu cesitli ¢alismalarla

kanitlanmistir (Thorsten ve dig., 2009).

Bilimsel arastirmalar gostermistir ki yagin igerisinde bulunan, fenol ¢esidi
proantosiyanidinler E vitamininden 20 kat, C vitamininden de 50 kat daha fazla
antioksidan ozellige sahiptir. Buna ek olarak, yapilan genis aragtirmalar sonucu iizlim
ekstraktinin derinin esneklesmesini ve elastiklesmesini saglamak, kolojen baglari
guclendirmek gibi birgok olumlu etkisinin oldugu goriilmistiir. Yapilan diger
bilimsel ¢aligmalar da, proantosiyanidinler viicudu gilinese karsi korudugunu, arter,
toplar ve kilcal damarlarin yapisim1 gliclendirerek kan dolasimini sagladigini, gérme
duyusunu gelistirdigini, kalp dokularinin esnekligini arttirdigini ortaya koymustur
(Shi ve dig., 2004).

Yine yapilan ¢aligmalar gostermistir ki, liziim c¢ekirdegi yagi diisikk yogunluklu
lipoproteinlerin ~ oksidasyonuna  karst  dayamklilhik, trombosisi  Onleme,
kardiyovaskuler rahatsizliklarin 6nlenmesi, kan serumunda kolestroliin azaltilmasi,
kan damarlarinin genislemesi ve otonomik sinirlerin diizenlenmesi gibi son derece
onemli tibbi 6zelliklere sahiptir. Bu nedenlerden dolay1 {iziim ¢ekirdegi yag, yetiskin
olmayanlar , yetiskinler ve de yashlar icin olduk¢a 6nemli bir besin iksiri olarak
degerlendirilebilir. Bu biyoaktif bilesenlerin disinda iiziim ¢ekirdegi ayrica 6nemli
miktarda E vitamini icermektedir (78 mg/100 mg) ki E vitamini lipoprotein kolestrol
(LDLC) oksidayonuna karsi 6nleyici 6zelliklerde olup damar tikanikligini 6nlemede
de 6nemli islevler yerine getirmektedir. Bu durumun E vitamininin 3-hidroksi-3-
metilglutaril-CoA rediiktazin1 baskilamast ve LDL reseptorlerini apregiile

etmesinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir (Chao ve dig., 1999).

Uziim ¢ekirdeginde bulunan énemli E vitamini bilesikleri (tokoferoller), Cizelge 2.6

da gosterilmistir.



E vitamini bugilin kozmetiklerde de sikca kullanilan bir koruyucu madde olup, iiziim
cekirdegi yaginin raf omrilnii ve stabilitesini de Onemli Olgiide arttirmaktadir

(Minhajuddin ve dig., 2005).

Cizelge 2.6 : Uziim ¢ekirdeginde bulunan énemli E vitamini bilesikleri

Tokoferol ve tokotrienol ierik/ (mg. 100g™)
FAO/WHO
a-Tokoferol 1,60-3,80
y-Tokoferol ND-7,30
a-Tokotrienol 1,80-10,70
y-Tokotrienol 11,50-20,50

Ayni zamanda liziim ¢ekirdegi yagi Cig, yag asidinin poziyonel ve konfigurasyonel
izomerik karisimi olan konjiige linoleik asit (CLA), iiretiminde de kullanilabilir. Bu
alanda yapilan bir¢ok calisma gostermistir ki CLA deneysel modellerde meme,
kolon, mide ve deri kanserlerinin dnlenmesinde son derece dnemli bir ajandir. Bu
durum lenfosit ve makrofaj aktivitelerinin 1iyi bir sekilde diizenlenmesinde 6nemli
bir rol oynamasindan kaynaklanmatadir. Uziim cekirdegi bu bakimlardan da yine

Oonemli bir potansiyeli biinyesinde bulundurmaktadir (Ghisalberti, 2001).

2.3 Bitkisel Yag Elde Etme Yontemleri

Endiistride yagli tohumlardan veya diger bitkisel tohum/cekirdeklerden yag elde
edilmesinde, on islemleri takiben, genellikle soguk presleme ve/veya c¢oziici
ekstraksiyonu yontemleri kullanilir. Alternatif ekstraksiyon yoOntemleri arasinda
stiperkritik akigkan ile ekstraksiyon yontemini ve oOzellikle sulu enzimatik
ekstraksiyon yontemini gérmekteyiz. Asagidaki bolimlerde bu yontemler (izerinde

kisa agiklamalar verilmistir.

2.3.1 Tohum/¢ekirdeklere uygulanan onislemler

Hammaddenin  Temizlenmesi:  Ekstraksiyonda kullanilacak hammaddenin
hazirlanmasi sirasinda genellikle birtakim kabuklarin ve c¢oplerin ¢ekirdekten
ayiklanmasi gerekmektedir. Bu amagcla etkili bir ¢ekirdek temizligi saglamak icin
giniimuzde  kiglk-orta-bliyitk ~ oOlgeklerde pek ¢ok teknolojik  yaklagim

bulunmaktadir. Bu yaklasimlar ardarda siralanmis c¢esitli boyutlarda kumas




dokularindan olusan goriintiileme aygitlarindan (Clothier) komkako havalandirma
pervanesi milleri (Clipper Office Tester) ve spiral ayiricilara kadar genis bir ¢esitlilik

gostermektedir.

Kurutma: Nemli cekirdekler daha diisik yag verimi vermekle birlikte ekipmana
zarar da verebilirler. Nem ayrica, ¢ekirdekte kiif sporlar1 bulundugu i¢in kiiflenmeye
de zemin hazirlar. Genel bir kural olarak c¢ekirdeklerin tohumlar depolama ve
ekstraksiyon islemleri sirasinda ortalama 10% seviyelerinden daha fazla nem

icermemelidir.

Isitma: Isinmis ¢ekirdekler daha az eforla daha fazla yag verirler. Yag ekstraksiyonu
icin optimum sicaklik araligi 37-70 OC arasinda degismektedir. Kiiclik caplardaki
iiretim igin firinda veya 1siticida 1sitmak ya da solar giines kurutucularda konsantre
glines 1s181yla 1sitmak yeterli iken, daha biyuk caplarda Gretim icin depolama
boliimii ile yag ¢ekirdegi presleme arasindaki hazneye yerlestirilen 1sitict ekipmani

daha iyi sonug¢ vermektedir (Kurki ve dig., 2008).

2.3.2 Soguk presleme yontemi

Bu yontemde yagli dokudan presleme (basing uygulama) ile yag cikarilir. Bazi
durumlarda, 6rnegin zeytin yaginda, birden fazla basing uygulanir. Ilk preslemede az
verimle fakat en iyi kalitede yag elde edilir. Sicak presleme ile daha iyi verim alinirsa
da, bu sirada istenmeyen miisilaj, renk, koku ve tat veren yabanci maddeler ve
serbest yag asitleri yaga karigirlar. Presleme ile tiim yagi ayirmak zordur. Klspede

onemli miktarda yag kalabilir.

Presleme i¢in Once c¢ekirdek igleri ezmek, Oglitmek veya silindirler arasindan
gecirmek suretiyle preslemeye en uygun lapa haline getirilirler ve kurutulurlar.
Kurutma islemi 6zel kurutucularda buharla isitarak yapilir. Nem derecesi nadir
hallerde yiizde 20 kadar yiiksek bir degerde tutulsa da genellikle ylizde 3-5 arasinda
birakilir. Isil islemi uygulanip uygulanmadigina gore sicak veya soguk presleme
uygulanir. Soguk presleme yonteminde ezilmis madde dogrudan dogruya basilir ki
bu sekilde en iyi kalitede zeytin yagi ve hint yagi elde edilir. Fakat genellikle
uygulanan sicak presleme yontemidir. Bunun icin 1sitilmis madde prese gonderilir.
Presler agik sandik veya kapali kafes tipindedir. Kapali kafes tipi sonsuz vida
seklindeki presleme makineleri (ekspeller) bulunmadan 6nce daha ¢ok sandik pres

makineleri kullaniliyordu. Bunlar, diisey makineleri olup bir dizi yatay delikli
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levhalart igerirler. Is1 islemine bagli tutulmus ezilmis madde kil torbalar igerisinde
olarak 6nce 1liml basingla kalip haline getirildikten sonra makineye yerlestirilir. 150-
300 atmosfer basing altinda yag torbadan disariya sizdirilir. Ham yag, makinenin
yanlarindan dipteki tekneye akar ve buradan, siizmeden Once durulma tankinda
toplanir. Burada yag uzun zaman birakilmakla berraklastirilir, bu sirada tiirli eslik

maddeleri ¢oker, veya basingl slizgecten gegirilir.

Torba pahaliya mal oldugundan simdi daha ziyade elekli pres makineleri tercih
edilmektedir. Isil islem goren yagli madde kiispesinde % 7 kadar yag kalir. Onceden
1s1l iglem gormiis tohumlar ile calisilirsa kiispede kalan yag % 4-6 olur. Kispe

protein ve karbonhidratca zengindir, hayvan yemi olarak kullanilir.

Ekspeller presi bir kafes basing makinesidir, kapali tip veya siirekli tipte olabilir.
Cok yerde ekspeller hidrolik preslerin yerini almistir. Ekspeller temel olarak bir
silindirik gévde icinde, sonsuz bir vida bigiminde donen eksenden ibarettir, kiyma
makinesine benzer. Isitilmis ve kurutulmus yagli madde bas taraftan govdeye
sokularak gittik¢e artan basinca tabi tutulur, gévdenin yanindan yag akar, sonundan
kiispe ¢ikar. Pres buhar kilifi ile 1sitilabilir. Kiispe ikince kez 6giitiiliip yeniden pres
edilebilir veya hidrolik preste sikilabilir. Siirekli presler masrafsizsalar da daha
bulanik ve hidrolik prese gore diisiik verimle yag ¢ikarirlar, bununla birlikte

tohumlardan yag ¢ikarmak i¢in genellikle kullanilan budur (Kurki ve dig., 2008).

2.3.3 CoOzicu ekstraksiyonu yontemi

Cozicu ekstraksiyonu endustride, biyolojik, anorganik ve organik maddelerin
tiretiminde yaygin olarak kullanilan bir yontem olup bir kati-sivi ekstraksiyonu
islemidir. Giinlik yasamda ¢ay ve kahve yapimi verilebilecek en giizel 6rnek iken,
seker pancarindan seker, yagli tohumlardan yag elde edilmesi endiistriyel kati-sivi

ekstraksiyonuna ornektir (Gulbaran, 1981).

Bu yontem Fransiz E. DEISS’in 1855 de Marsilya’da zeytinden karbon siilfiir ile yag
ekstraksiyonu ile baglamistir. Coziicii ile ekstraksiyonda, yagli doku dnce peletler
haline getirilir ve ¢dziicli igerisinde 1limli bir sekilde karistirilir, ¢ozelti aktarilir,
yerine yeni ¢ozlcl konur. Coziicii ekstraksiyonu, ¢ok bilesenli bir katidan istenilen
bilesenin bir ¢dziicii ile ¢oziilerek ayrilmasidir. Kati i¢cinde difiizyon yavas oldugu
icin dengeye ulagsmasi zor olan bir siirectir. Kati-sivi ekstraksiyonuna ii¢ ana faktor

etki eder: Bunlardan ilki ¢oziicii ile madde temasidir. Coziinmesi istenen madde kati
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yuizeyinde ise ¢Ozucu ile ekstrakte edilmesi kolaydir, ancak, yagli tohumlarda oldugu
gibi ¢ozlinmesi istenen madde katinin iginde ise, katinin bir 6n islemden gegirilerek
parcactk boyutu kiigiiltiiliir. Boylece kati-¢oziicli temas yiizeyi artirilarak

ekstraksiyon verimi yikseltilir.

Ekstraksiyon isleminde kullanilacak ¢oziicii istenen maddeyi ¢ozebilecek yapida
olmalidir. Coziicli miktar1 ise inert katinin miktarina gore belirlenir. Ayrica ¢oziicii
¢Oziinen maddeden kolayca ayrilabilen yapida olmalidir, bu nedenle diisiik kaynama
noktasina sahip c¢oziiciilerin kullanilmasi tercih edilir.  Genellikle kullanilan
¢oziicliler petrol eteri, benzen, trikloretilen gibi klorlandirilmis hidrokarbonlar,
etilmetil keton, siklohekzan, karbon siilfiir ve diinyada en yaygin olarak kullanilan

hekzandir.

Ekstraksiyona etki eden diger parametre ise sicakliktir. Yiiksek sicakliklarda
caligmak difiizyon hizin1 artirip islemi g¢abuklastirir, bunun yaninda, ¢ok yiiksek
sicaklikta bazi bilesenlerin yapisinda bozulmalar olusabilir veya istenmeyen

bilesikler de ¢oziinebilir.

Ekstraksiyon sonrasi yagdan ve kiispeden ¢dziicliniin tamamiyla uzaklastirilmasi
yapilir. Kiispe proteince zengindir, sigirlara yem olarak verilir. Coziicii ekstraksiyonu
diistik yag ytizdeli tohumlardan yagin ¢ikarilmasinda uygulanan tek yontemdir. % 30
dan daha fazla iceren hammaddelerden ise yag eldesinde 6nce madde preslenir, yag
yuzdesi 8-10 diisiirildiikten sonra ¢Oziicli ile ekstraksiyona tabi tutulur. Yagh
maddelerde ekstraksiyon sonrasi kiispede kalan yag % 0,5-2 olmaktadir (Url-4,
2010).

2.3.4 Siiperkritik akiskan ekstraksiyonu yontemi

Son yillarda, stiperkritik akiskan ekstraksiyonu (SC) alternatif bir yontem olarak
dikkat cekmektedir. SC, distilasyon, Soxhlet, sivi ekstraksiyonu ve presleme gibi
diger yontemler ile basarilamayan istlinliikleri saglayan yeni bir yontemdir. Bu
yontemde ¢oziicii tilketimi ve basamak sayis1 azalmakta, analiz siiresi kisalmaktadir.
Coziict tiketimi hacminin azaltilmasi sadece yiiksek fiyatlardan kaginmak agisindan
degil, cevreye verilme problemi bakimindan da oénemlidir. Siiperkritik akiskanlarin
onemli 0Ozelligi ¢6zme giiclinlin, yogunluktaki degismeler yolu ile kontrol
edilebilmesidir. Farkli polarite ve molekiil boyutlu bilesikler tek bir siiperkritik
akiskan kullanimu ile ekstrakte edilebilmektedir. Ayrica SC akiskan hizi, siiperkritik
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akiskanda molekiillerin difiizyon katsayilar1 bir sivi ortamindakinden daha fazla
olmasi nedeni ile yiiksektir. Bu yontem kolaylikla otomatiklestirilebilmekte ve
kromotografik ve spektrofotometrik tekniklerle birlestirilebilmektedir (Meguro ve
dig., 2000).

Bir maddenin, basing-sicaklik faz diyagraminda gaz-sivi denge egrisi ileriye dogru
hareket edilecek olursa, sicaklik ve basinci artar. Isil genlesmeler nedeniyle, sivinin
yogunlugu azalirken; basincin artmasindan dolayr gazin yogunlugu artmaya baslar.
Giderek iki fazin yogunluklari birbirine yaklagir, gaz ve sivi arasindaki farklar
kaybolur ve egri bir kritik noktaya gelir. Bu noktada madde artik “akigkan™ olarak
adlandirilabilir. Béylece, maddenin sicakligi kritik sicakliginin (T¢), basinci ise kritik
basincinin (P¢) Uzerine ¢ikartildiginda kati, sivi ve gaz fazlarindan daha farkli, yeni
bir bolge ortaya cikar ve bu bolgedeki akiskan “stiperkritik akiskan (SC)” olarak
tanimlanir. ilk kez 1879 ‘da Royal Society seminerlerinde (Londra) Hannay ve
Hogart tarafindan, bir katimin yiiksek basingtaki gazda ¢ozlindiigli, basing
diisiiriiliince katinin ¢oktiigli aciklanmistir. Bir ka¢ yil sonra Eduard Buchner
(1907°de biyokimya alaninda Nobel 6diili almistir), uzun siiren bir ¢alismanin
ardindan bir model bilesik olarak naftalinin SC-CO; i¢indeki ¢Oziiniirliigi 6l¢mistiir
(Froning, 1990).

Siiperkritik akiskan ekstraksiyon sisteminin gsematik gosterimi Sekil 2.2°de
verilmistir. Sistemdeki sivi akiskan Once bir pompa ile istenilen basing degerine
ayarlanir. Buradan bir 1sitictya gonderilen akiskan istenilen sicaklik degerine 1sitilir.
Boylece siiperkritik sicaklik ve basing degerlerine getirilmis olan akigskan sicakligi
sabit tutulan bir ekstraktore gonderilir. Ekstraktorde bulunan madde ile temas
sonucu, siiper kritik akigkanda ¢ozlinen karigim bir ayiriciya alinir ve basinci
disiiriiliir. Basmcinin diisiiriilmesi sirasinda ¢6zme giiciinii kaybeden akiskan
tiriinden ayrilir. Ayricidan alinan siiper kritik gazinin geri kazanimi icin bir
sogutucuda sicakligi diisiirilmektedir. Sogutucundan ¢ikan sivi akigkan tekrar
sisteme beslenmek {izere sivi CO, tiipiinden alinan akimla karigtirilir. Elde edilen

irlin yada triinler ayiricinin altindan toplanir (Yen ve dig., 1998).
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Sekil 2.2 : Siiperkritik akigkan ekstraksiyon sistemi

Super kritik ekstraksiyon sisteminde kullanilan CO; nin zehirsiz olup yanici
olmamasi, ucuz temin edilmesi, kimyasallara ve radyoaktif maddelere kars1 kararli
olmasi, polar olmayan ve orta polar organik bilesikler i¢in yiiksek ¢cozme giicii
goOstermesi, ekstrakte olan tirlerin kazaniminin CO; in gazlastirilmasini igeren basit
bir islemle gerceklestirilmesi, sistemden kolaylikla ayrilip ve geride atik

birakmamasi, kritik sicaklik ve basincinin diisiik olmasi gibi avantajlar1 vardir.

Stiperkritik  akigkanlarla ayirma islemlerinin  yiiksek basingta (>80 atm)
gerceklesmesinden dolayr yiiksek yatirim maliyeti ve yiiksek enerji gereksinimi gibi
birka¢ dezavantaji vardir. Son derece 6nemli oldugu halde ihmal edilen diger bir
dezavantaji ise, en ¢ok kullanilan COj tir. Saf CO, tuplerinin igeriginde bile varolan
%1-2’1ik oksijenin, antioksidanlar gibi oksijene hassas bilesikler ile tepkimeye girip

az miktarda da olsa bozunmalarina neden olmaktadir (Yamagucci, 1986).

2.3.5 Enzimatik sulu ekstraksiyon yontemi

Yagli tohumlardan yag elde edilmesinde bugiin en yaygin olarak kullanilan yontem
¢oziicli ekstraksiyonudur. Tipik ¢oziicii olarak genelde hekzan kullanilmasina ve
¢Oziiciiniin ¢ok biiyiik miktarinin ugurularak geri kazanilmasina ragmen giivenlik ve
cevreyle ilgili endiseler hala devam etmektedir. Cevre Koruma Ajansi (EPA) da
yagl cekirdeklerin ekstraksiyonunda ¢oziicli emisyonunu Onemli bir ekolojik
kirletici olarak duyurmus ve bu konuda baglayici diizenlemeleri devreye koymaya

calismaktadir (EPA, 2001).
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Organik cozlciilerin kullanilmas1 giivenlik agisindan sorun yarattigindan, ¢oziici
olarak su kullanimi denenmis, ancak ilk denemeler diisiik yag verimi nedeniyle
basarisizlikla sonug¢lanmistir. Buna ragmen bu konu {izerindeki c¢aligmalar devam
etmektedir. Enzimatik sulu ekstraksiyonu yagin su i¢inde ¢oziinmezligine dayanan
giivenli bir islemdir. Bu yontemde yag ekstrakte edilebildigi gibi protein de ekstrakte
edilebilmektedir. Ekstraksiyon mekanizmasinin esasi hiicre duvarimin yikilmasi ile
protein ve yagin acgiga ¢ikmasi oldugundan bunlarin ekstraksiyonu es zamanli olarak
gerceklesir. Ekstraksiyonunu etkileyen degiskenler (enzim bilesimi, ortam pH’1,
partikiil biiytikliigii, sicaklik, ¢alkalama hizi, siire ve kati-sivi orani) yag ve protein
ekstraksiyon verimlerini belirlemektedir. Selulaz, hemiselllaz, pektinaz gibi
enzimler kotiledon hiicre duvarlarini yikarken, proteaz ise yagli membran yiizeylerini
bozunmaya ugratmaktadir. Proteolitik enzimler yag bilesenlerinin etrafin1 saran
lifofilik proteinler olan oleozinleri hidrolize etmekte, bdylece oleozinlerin yiizey

aktiviteleri azalmakta ve yag ayrimi gerceklesmektedir (Moura, 2008).

Sulu ekstraksiyon, yangin ve patlama riski de igermediginden soguk presleme ve
¢oziicii ekstraksiyonu yontemlerinden daha avantajlidir. Islem, daha giivenli ¢alisma
olanagi sunmasi, daha diisiik ilk yatirnm masrafi gerektirmesi ve farkli tohumlarla
calisilabilmesi agisindan daha esnek bir ¢oziimdiir. Ilimli isletme kosullari, rafine
edilmeyi gerektirmeyen yag eldesini ve zehirsiz gida iiretimini olanakli kilar (Latif,
2009). Ote yandan, sulu ekstraksiyonun veriminin ¢oziicli ekstraksiyona gore daha
diisilk olmasi ¢oziim bekleyen bir sorundur. Ekstraksiyon verimi hiicre duvarini
degrade eden karbohidrazlarin ve proteazlarin hidrolitik etkisi ile artirilabilir
(Ramadan, 2009). Enzim destekli sulu ekstraksiyon ifadesi de buradan gelir. Uziim
cekirdeklerinden enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag eldesi kademelerinin sematik

gosterimi Sekil 2.3 de gosterildigi gibidir.

Enzimatik sulu ekstraksiyonda izlenen adimlar genelde yag elde edilecek maddenin
ogitiilmesi (1slak veya kuru), ufalanmis malzemenin sulu ¢ozeltide karistirilmast,
enzimle inkiibasyonu, siv1 ve likit fazlarin santrifiijle veya filtrasyonla birbirlerinden

ayrilmasi ve sivi fazdan yagin elde edilmesidir.
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Sekil 2.3 : Uziim ¢ekirdegi i¢in enzimatik sulu ekstraksiyon islemi

Yagi elde edilmek istenen maddenin kimyasal kompozisyonuna bagli olarak baz1 ek
islemlerde gerekebilmektedir. Ornegin musir 6zii yag ekstraksiyonunda enzimle
inkiibasyon basamagindan 6nce misir tohumlarinda dogal olarak bulunan lipazi
inaktive etmek icin 1s1 uygulanmaktadir (Bocevska, 1993). Kanola yaginda ise
enzimatik inkibasyon oncesinde cekirdekler ekstraksiyon sirasinda nitril ve
izotiosiyanid gibi toksik bilesikleri ortaya ¢ikaran mirozinaz enzimini inaktive etmek
amaciyla, 1sitilmaktadir. Boylece bu risk ortadan kaldirilmis olunur (Zhang ve dig.,
2007).

Enzimatik sulu ekstraksiyonda hiicre duvarlarmin yikimi ile agiga c¢ikan yag
ekstraksiyon ortaminda genellikle {i¢ faz halinde dagilmis olur. Serbest yag fazi,

emiilsiye olmus yag ve krema tabakasindaki yag fazlari. Soya fasulyesinin enzimatik
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ekstraksiyonunda bu 3 formun 3 i de ayr1 ayr1 olusurken; misir 6zii, kanola ve
hindistan cevizi islemlerinde emdiilsifiye ve serbest yag fazlari, aygicedi yagi
eldesinde ise sadece emiilsifiye yag faz1 gozlenmistir. Bu fazlara dagilmis yaglarin
ayr1 miktarlarinin tespiti neredeyse imkansizdir. Bu nedenlerden dolayr sonug olarak
yag ekstraksiyonu veriminde sivi faza gegen toplam yag miktar1 {izerinden

hesaplamalar yapilir (Rosenthal, 1996).

Enzimatik sulu ekstraksiyon ve hekzan ekstraksiyonu ile elde edilen yaglarin serbest
yag asidi, peroksit ve diger oksidasyon degerleri agisindan fark olmadigi da

gozlemlenmistir (Dunford, 2004).

2.4 Enzimler Hakkinda Genel Bilgi

Canlilar1 olusturan biyomolekiiller, kinetik yonden oldukg¢a kararli olduklarindan
reaksiyon vermeleri zordur. Biyolojik katalizorler olarak tanimlanan enzimler, canl
organizmalarda kimyasal reaksiyonlari hizlandirarak hi¢bir yan iiriin olmasina firsat
vermeden %100 liik bir iirlin verimi saglarlar. Protein yapisinda olan enzimler,
proteinlerin en biiylik ve en Ozellesmis grubu olarak nitelendirilirler. Enzimlerin
katalizor Ozelliklerinin yani sira hiicrelerin DNA’larindan bilgi aktarilmasinda rol

alma gibi 6nemli gorevleri vardir (Solomon ve dig., 2002).

Birbirinden farkli islevleri olan enzimler, uluslararasi enzim komisyonu tarafindan,
katalizledikleri reaksiyon tiplerine ve reaksiyon mekanizmalarina gére 6 ana grupta
smiflandirilmistir.  Bunlar oksidorediktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar,

1izomerazlar ve ligazlardir.

Sulu ekstraksiyon prosesinde kullanilan enzimler, peptid ve glikozid baglarinin bir
H,O molekiiliiniin katilmasiyla hidrolizini katalizleyen hidrolaz enzimleridir.

Gergeklestirdikleri reaksiyonlar asagidaki gibidir (Keha ve Kiifrevioglu, 2004).
E+S+H,O&® ES=>E+P

Sekil 2.4 de goriildiigli gibi enzimlerin reaksiyonlar1 hizlandirma etkisi, reaksiyonun
gerceklesmesi igin gerekli aktivasyon enerjisini diisiirmelerinden ileri gelir (Url-1,
2010). Sonunda bir degisiklige ugramadan eksi formlarina geri donerler (Solomon ve

dig., 2002).
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Sekil 2.4: Bir kimyasal reaksiyonun enzim ile katalizlenmis ve katalizlenmemis
halleri icin enerji diyagrami
Bu avantajli katalizorlerin aktivitesine substrat konsantrasyonu, enzim miktari, pH,
sicaklik, iyonik siddet, kofaktor konsantrasyonu, inhibitor ve aktivator
konsantrasyonlar1 gibi faktorler etki eder. Enzimler, bu faktorlerin farkli degerlerinde
en yiiksek verimle calisabilirler, diger bir deyisle, her biri i¢in optimum degerler
farklidir (Keha ve Kiifrevioglu, 2004). Bu calismada kullanilacak enzimler igin

optimum degerler, enzimlerin diger 6zellikleri agiklanirken verilecektir.

2.4.1 Seliilaz enzimi

Selulaz enzimi, selilozu hidroliz etmede kullanilan, genis capta mantar ve
bakterilerden elde edilen bir enzimdir. Endiistride yaygin olarak kullanilan bu enzim,
biyoteknolojik enzimler arasinda 6nemli bir yere sahiptir. Seliilaz enzimleri yaygin
olarak alkol Gretiminde, deterjan sanayiinde, tekstil ve kagit endiistrisinde, sebze ve
meyve sularinin berraklastirilmasinda, bira mayalanmasinda ve sarap iiretimi gibi

sektorlerde kullanilmaktadir (Ozsahin, 2006).

Yapilan arastirmalar seliilaz enzimlerinin ¢alisma sartlarini; asidik olanlar igin 45-
55°C ve pH 4,5-5,5; notral olanlar igin 50-60°C ve pH 6-8 optimum olarak
belirlenmistir (Aslan ve Korlii, 2009).

2.4.2 Proteaz enzimi

Proteaz enzimi, dogal hayatta bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal kalintilarin
dekompozisyonunda 6nemli rol oynayarak besin dongisiinii saglamakta ve bitkilerin
besinleri alabilmelerini saglamaktadir. Proteazlar, endiistriyel pazarda oldukga biiyiik

bir yere sahiptirler. Ozellikle son dénemde deterjan sektériinde, proteaz enzimi
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sayesinde onemli gelismeler olmaktadir. Bunun yaninda proteaz enzimleri, deri, et,
siit, ilag, bira, fotograf, organik sentezlerde ve atiklarin muamelesinde de

kullanilmaktadir (Ozsahin, 2006).

Bu enzim iizerine yapilan c¢alismalar, proteaz enziminin aktif olarak pH 4 ile 9
aralifinda, sicaklik olarak ise 10 — 70° C arasinda ¢alistigini gostermistir (Parlak ve

dig., 2008).

2.4.3 Pektinaz enzimi

Bitki hiicre duvarinda, bitki dokularmin biitiinliiglinii saglayan pektin maddesinin
par¢alanmasin1  saglayan enzimdir. Endistride 06zellikle, meyve sularmin
berraklastirilmasi ve konsantre edilmesinde, saraplarin berraklastirilmasinda ve keten

icin selliloz liflerinin hazirlanmasinda kullanilmaktadir.

Bir ¢ok c¢esidi bulunan pektinaz enziminin optimum c¢aligma sartlari yapilan
arastirmalar ve deneyler sonucu pH 3 ve 30°C olarak tespit edilmistir (Kaymak ve

AksoOz, 2005).

2.4.4 HemiselUlaz enzimi

Hemiselulaz, anaerobik funguslar gibi bitkiler tarafindan bitki biyokiitlesini
parcalamak igin iretilen bir ¢esit enzimdir (Yildiz, 2008). Hemiseliilaz grubu
enzimler, ayristirdiklar: substrata gore isimlendirilirler; 6rnegin, ksilan ayrigtiranlar
ksilanaz, mannan ayristiranlar mannaz gibi (Haktanir ve Arcak, 1997). Hemiseliilaz,
ekmek, biskiivi, kek ve diger firin iiriinlerinin kalitesini gelistirmek amaci ile son
yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Erem ve Certel, 2006). Bunun yaninda,
blylk miktarlarda tretilmeleri nedeniyle, nisbeten daha ekonomik olan, hemiseliilaz

tiirii enzimler, kagit endiistrisinde 6zellikle tercih edilmektedir.

Bu enzim iizerine yapilan ¢alismalar, hemiseliilaz i¢in ortam pH’1nin 4-7 araliginda
olmasi gerektigini, sicakligin ise optimum 50°C olarak secilmesini dnermektedir
(Y1lgor, 2010).

2.5 Literatiirde Enzimatik Sulu Ekstraksiyon Uzerine Yapilmis Calismalar

Yagin tohumlardan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag, protein ve antioksidan

maddelerin eldesi iizerine bir¢ok ¢calisma yapilmistir.
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Yagli tohum olarak Afrika, Arabistan, glineybati Asya ve Avustralya’da yetistirilen
kalahari kavununun kullanildig1 bir ¢alismada Nyam ve ¢alisma arkadaslari, kavun
cekirdeklerinden petrol eteri ve sulu enzimatik yontemi ile yag elde etmislerdir. Bu
caligmada iki farkli enzim Flavourizm 1000 L ve Notraz 0.8 L kullanilmistir. Yapilan
deneyler sonucunda goriilmiistiir ki bu yaglarin serbest yag asidi, peroksit, iyot ve
sabunlasma degerleri birbirine ¢ok yakin degerlerdedir. Yaglarin erime noktalari
arasinda yine 6nemli bir fark goriilmemektedir. Enzimle ekstrakte edilen yag daha
acik sar1 renkte, ¢oziicii kullanilarak elde edilen yag daha koyu renkli olmustur

(Nyam ve dig., 2009).

Soya fasulyesinden enzimatik ekstraksiyon yardimiyla protein ve yag elde etmeyi
amaglayan bir ¢alismada, Moura ve arkadaslar1 Protex 6 L ve Protex 7 L ticari
proteaz enzimlerinin protein ve yag verimi iizerindeki etkilerini incelenmistir. Hem
protein hem de yagin krema, serbest yag ve emiilsifiye faz olmak iizere 3 farkli
fraksiyonda dagilim yaptigini gozlemistir. 0.5% Protex 6 L kullanilarak elde edilen
yag ve protein verimleri sirasiyla 96% ve 85% olarak hesaplanmistir. Calismada
emiilsiyonu kirmak i¢in ¢esitli enzimatik ve pH uygulamalari denenmistir. pH 4.5 da

2.5% Protex 6 L kullanildiginda emiilsiyon kirilabilmistir (Moura ve dig., 2008).

Man ve c¢alisma arkadaslan tarafindan yiiriitillen bir ¢alismada, hindistan cevizi
yagmin cesitli enzimlerle ekstraksiyonu incelenmis, seliilaz, poligalakturonaz,
proteaz ve a-amilaz enzimlerinin degisik konsantrasyonlarda, degisik pH (4-8) ve
sicakliklarda (40°, 50°, 60°%) yag verimi iizerindeki etkileri dlgiilmiistiir. Seliilaz, o-
amilaz, poligalakturonaz ve proteaz enzimlerinin %1 ilavesi ile pH 7 ve 60°C de
isleme tabi tutulunca en yiiksek ekstraksiyon verimi elde edilmistir (73.8%). Elde
edilen yaglarin 6zellikleri ve rengi arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir (Man ve

dig., 1996).

Zhang ve calisma arkadaslari, enzimatik elde edilmis kanola yagi ve protein
hidrolizatlarinin yag ve protein verimlerini arttirmak amaciyla bir c¢alismada,
enzimatik reaksiyon sonrasi kati bakiyeye ve sulu faza gesitli yikama ve emiilsiyon
kirma islemleri uygulamiglardir. Toplam yag ve protein hidrolizat verimleri sirasiyla
88-90% ve 94-97% olarak bulunmustur. Protein geri kazanimi 66.7% olup proteinler
ham kanola peptidleri bakimindan da 47.04% den 73.51% ye zenginlesmislerdir
(Zhang ve dig., 2007).
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Misir 6ziinden misir yagini eldesi igin Moreau ve ekibi, muisir Oziini cesitli
enzimlerle 4 saat 50 °C ve 16 saat 65 °C da reaksiyona tabi tutmuslardir. Misir 6zii
orneklerinden 3 farkl ticari seliilaz kullanarak yaklasik 80% yag verimleri ile yag
elde edilmistir. Dort kati madde kullanildiginda ise verim 90%’a yiikselmistir. Enzim
kullanilmadan sadece sulu ekstraksiyon yontemiyle ise verimin 37% oldugu
goriilmiistiir. Benzer sekilde, hekzanla ekstrakte edilmis misir 6zii yagiyla enzimatik
sulu ekstraksiyon kullanilarak elde edilmis yagin ayni 6zelliklerde oldugu sonucuna

varilmigtir (Moreau ve dig., 2004).

Aygigeginden enzimatik yag ekstraksiyonu caligmasi Latif ve Anwar tarafindan
gerceklestirilmistir. Enzimatik prosesin aycigek yagi tlizerine etkisinin arastirildigi bu
calismada, Protex 7L, Alkalaz 2.4L, Viskozim L, Natuzim ve Kemzim olmak iizere 5
farkli enzim kullanilmistir. En yiiksek yag verimine (tohumdaki toplam yagin %
87.25’1) Viskozim ile ulasilmig, bunun yaninda, Protex 7L’nin sulu fazda en yiiksek
seviyede protein eldesi sagladigi belirlenmistir. Bu sonuca 45°C sicaklikta, 120
rpm’de 2 saatlik reaksiyonun ardindan 15 dakikalik santrifiijleme (7000 rpm, 30°C)

sonunda varilmistir (Latif ve Anwar, 2009).

Ramadan ve Moersel tarafindan yapilan benzer bir calismada, yer kirazi
(goldenberry) cekirdekleri kullanilmistir. Optimum su:enzim:substrat oran1 4:0,02:1
olarak se¢ilmistir. Bu kosullarda enzim igermeyen kontrol prosesinde %3 yag verimi
aliirken, en 1yi sonucu saglayan, seliilazin kullanildig1 proseste %42’lik verime

ulagilmistir (Ramadan ve Moursel, 2009).

Soto ve arkadaslarinin yaptigi diger bir arastirmada, hodan (borage) tohumundan
enzim destekli soguk presleme islemi ile yag ekstraksiyon islemi gergeklestirilmistir.
Hodan tohumu polifenol ve tokoferol (E vitamini) icerigi yiiksek bir tohumdur. Bu
calismada hodan tohumlarindan soguk presleme yontemi ile yag ¢ikarilmis ve yagsiz
posasindan da metanol ekstraksiyonu ile igerdigi polifenoller elde edilmistir. Bu
calismada ayrica soguk preslemeden once yapilan enzimatik islemin elde edilen yag
oranini ii¢ misli arttirdigr belirlenmistir. Kosullar (sicaklik 45°C, nem %20, %25
enzim miktar1 ve Olivex:Celluclast, 1:1 karisimi) optimize edilmistir (Soto ve dig.,

2008).

Literatiirde iiziim ¢ekirdeginden yag eldesinde enzimatik islemlerin denendigi iki

calisma bulunmaktadir. Tobar ve arkadaslarinin Sili sarap endiistrisinin atiklarinin
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degerlendirilmesi lizerine yaptiklari birinci ¢alismada, enzimatik 6n islemin soguk
presleme ile yag eldesi verimine ve kiispeden antioksidan kazanilmasina olan etkisi
arastirllmisgtir. Bu arastirmada iiziim ¢ekirdeklerin Ultrazyme ve Celluclast
enzimlerinin 3:1 oraninda karigimi ile 45 °C’da 9 saat islem gormesinin soguk
presleme islemi verimini %59.4 oraninda arttirdigr belirlenmistir (Tobar ve dig.,

2005).

Passos ve c¢alisma arkadaslar tarafindan vyiiriitilen ikinci calismada, iizlim
cekirdeklerinin sulu ekstraksiyonunda ilk olarak selilaz, pektinaz, proteaz ve
hemiseliilaz enzimlerinin optimum ¢alisma kosullar1 belirlenmistir. Ik olarak
optimum pH degerleri pektinaz, 3,5; seliilaz, 5; hemiseliilaz, 4-6; ve proteaz, 7,6
olarak bulunmustur. ikinci olarak ekstraksiyona sicakligin etkisi incelenmistir. 30°C
ve 40°C’de benzer sonuglar elde edilmesine ragmen, 50°C bu deney i¢in oldukca
diisiik sonuglar vermistir ve sonug olarak 30-40°C aras1 uygun bir aralik olarak kabul
edilmistir. Bir sonraki agamada siirenin etkisi gdzlemlenmistir ve bunun i¢in 8, 16,
24, 48 ve 120 saatlik deneyler yapilmistir. En iyi sonu¢ 120 saatin sonunda
alinmasina ragmen, bu siirenin normal sartlar i¢in ¢ok uzun olmasindan dolay1r 24
saat optimum kabul edilmistir. Passos ve arkadaslar1 denemelerde iki farkli enzim
karisimi ile ¢aligmalarini siirdiirmiisler ve neticede nispeten diisiik konsantrasyonda
enzim karisimina karar vermislerdir. Son olarak, bu c¢alismada partikiil
blytikligliniin verim iizerine olan etkileri incelenmistir. Her ne kadar sonuglar
kiglk boyutlu cekirdeklerle calismanin daha avantajli oldugunu gosterse de,
endiistriyel boyutta yapilan caligmalarda bu kadar kiiclik boyutlar kullanimi tercih
edilmeyeceginden, boyutlar1 1,0 — 1,4 mm araliginda olan ¢ekirdek fraksiyonu ile
son denemeleri yapmuslardir. Sonu¢ olarak, 0zim ¢ekirdeginden enzimatik yag
ekstraksiyonu 30-40°C sicaklik araliginda 24 saatte gergeklestirilmistir. Ortam pH’1
4 olarak se¢ilmis; enzimler, seliilaz: 29, proteaz: 1191, pektinaz: 569 ve ksilanaz: 21
Ul/g ¢ekirdek olacak sekilde kokteyl olarak kullanilmigtir. Reaksiyon sonunda ¢ozelti
sivi azot ile dondurularak kurutulmus ve yapisindaki su/nem bu sekilde alinmistir.
Calisma sonucu ekstraksiyon verimi, enzimatik muamele yapilmamis tohumlara gore
% 106’lik bir artig gostererek %13.7 ¢ikmistir. Orijinal yag icerigi %15,5 olan bu
tohum fraksiyonundan %88 verimle yag elde edilebilmistir (Passos ve dig., 2009).

Bu ¢alismamizda, Haskdy-Sarkdy, Tekirdag yoresinde yetistirilmis Fransiz kokenli

Gamay cinsi liziimlerden toplanmis ¢ekirdekler ile enzimatik sulu ekstraksiyon
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deneyleri yiiriitiilmiistiir. Kimya Miihendisligi Béliimiinde Tiintas ve Ozsoy’un
Bitirme Odevi ¢alismasinda ayni1 tohumlar ile 6n ¢alismalar yapilmistir. Calismada
en iyi sonuclar Alcalase 1.2L proteaz enzimi ile 1,25 mL/g enzim miktarinda, pH4 de
18 saat sonunda ulasilan %10,2 lik yag verimidir (Tiintas ve Ozsoy, 2010). Bu

tezimizde sistematik olarak reaksiyon parametrelerinin etkileri incelenecektir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Kullanilan Hammaddeler

Deneylerde kullanilan iiziim g¢ekirdekleri Fransiz kokenli Gamay cinsi iiziimlerden
elde edilmis olup bu {ziimlerin yetistigi yore Haskoy-Sarkdy, Tekirdag’ dir.
Uziimlerin bag bozum tarihi 10 Ekim 2009, mekanik ezilme ve depolanma tarihi 12
Ekim 2009’dur. Cekirdekler 28 — 29 Ekim’de ayiklandiktan sonra, 30 Ekim — 2

Kasim 2009 tarihleri arasinda kurutulmustur.

Enzimatik ekstraksiyon deneylerinde proteaz olarak Alcalase 2,5L ve selulaz olarak
ise Celluclast 1,5L enzimleri kullamilmis olup 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 araligi 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’dur.

Fosfat tampon cozeltileri potasyumdihidrojen fosfat (KH,PQO4) (1/15mol/L) stok
cozeltisi ile disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,4) (1/15mol/L) stok ¢ozeltisinin

karisimi ile hazirlanmistir.

Deneylerde kullanilan ¢oziiciiler ve diger kimyasal maddeler Merck firmasindan

temin edilmistir.

3.2 Yontemler

3.2.1 Uziim cekirdeklerinin dgiitiilmesi ve yag iceriklerinin saptanmasi

Kurutulmus {iziim c¢ekirdekleri ilk olarak kahve degirmeninde &giitiilmistiir.
Ogiitiilmiis taneler daha sonra eleklerden elenmis ve tane biiyiikliigiine gére iki gruba

ayrilmistir. Tane boyutlar1 0,6 mm den daha ufak taneleri iceren fraksiyon UC1 ve
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0,6-1,0 mm araliginda olan fraksiyon UCZ ve olarak adlandirilmistir. Her iki

fraksiyonun Soxhlet cihazinda yag icerikleri belirlenmistir.

Genellikle yag igeren bitkisel tohum ve ¢ekirdekleri gibi maddelerin yag igeriklerinin

saptanmasinda kullanilan Soxhlet diizenegi Sekil 3.1° deki gibidir (Url-2, 2010).

- Yogunlastne

|} Soxhlet

Kartus

~ Isiher
(mantolu isihiet, su banyosu...)

Sekil 3.1: Soxhlet Diizenegi

Soxhlet diizeneginde yag icerigi belirlenecek olan madde belli bir tane biiyiikliigiine
getirildikten sonra, 10 gram UC1 veya UC2 fraksiyonu, Soxhlet cihazinin ekstraktor
boliimiine kartus i¢inde yerlestirilmis ve 4 saat boyunca hekzan ile ekstrakte
edilmistir. Coziicii kartus igerisindeki katt madde ile temas eder ve yagi ¢ozer.
Kartusun bulundugu haznede biriken ¢dziicii sifonlama ile agagidaki balona dolar. Bu
islem genellikle 4 saat devam eder. Ekstraksiyon sonrasi hekzan ¢6zeltisi darasi belli
balona alinmis ve doner buharlastirict (Laborata 4000-efficient Heidolph, USA) 85
°C’de hekzan evapore edilmistir. Islem sonucunda balon tekrar tartilmis ve elde

edilen yag miktar1 izerinden her iki fraksiyonun yag icerikleri hesaplanmustir.

3.2.2 Uziim ¢ekirdek yaginin yag asitleri bilesiminin belirlenmesi

Uziim ¢ekirdek yaginin yag asitleri bilesimini belirlemek i¢in 6nce, UC1 ve UC2
fraksiyonlarindan elde edilmis Uzlm ¢ekirdegi yaglarinin BF3 ile metanolli ortamda

metil esterleri hazirlanmistir. Daha sonra bu yag asitleri metil esterlerinin bilesimi
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Hewlett-Packard 5890 Il (Hewlett-Packard, Waldron/Almanya) gaz kromatografi
cihazi ile saptanmistir. Uygulanan kromatografik analiz kosullar1 Cizelge 3.1° de

verilmistir.

Cizelge 3.1: Gaz kromatografisi analiz kosullart

Dedektor tipi FID®
Dedektor sicakligi, °C 280
Injeksiyon sicakligi, °C 250
Gaz hizlar1 (mL/dak)
Azot 1,6
Hidrojen 33
Hava 460
Dagitma orani 88:1
Firin sicakligt 150 °C (5 dak)
150-275 (5 °C /dak )
275 °C (10 dak)
Kolon tipi Kapiler kolon
HP-INNOWAX®

@ Alev iyonizasyon dedektorii
@ 30 mx0.32 mm, 0.5pm film kalinhiginda polietilen glikol (PEG)

Kromatogramlarda elde edilen piklerin tanimlanmasinda 16:0, 16:1, 18:0, 18:1, 18:2,
18:3, 20:0 ve 20:1 yag asitleri metil esterlerini igeren standard bir karisim (Sigma-
Aldrich)’in ayni cihaz ve kosullarda yapilan analizinden elde edilmis kromatogram

kullanilmastir.

3.2.3 Uzum gekirdeklerinden enzimatik ekstraksiyon ile yag eldesi

Belli tane biiyiikliigiindeki {iziim ¢ekirdekleri fraksiyonlarindan (UC1/0C2)
enzimatik ekstraksiyon ile yag eldesine pH, sicaklik, siire, enzim cinsi ve miktarinin
etkileri incelenmistir. Ekstraksiyon denemelerinde uygulanan prosediir Moreau ve
arkadaslarinin kullandiklar1 ¢alisma kosullarin modifiye edilmis seklidir (Moreau ve
dig., 2004). Ekstraksiyonlarda pH degerleri belirli  fosfat tampon c¢ozeltileri

kullanilmistir.
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UC1 fraksiyonu ile calisildiginda 4 g 6rnek 50 mL’lik polikarbonat falkon santrifij
tiiplerine konulmus ve iizerine 30 mL pH’1 belirli fosfat tampon c¢ozelti ilave

edilmistir.

UC2 fraksiyonu ile ¢alisma durumunda ise 8 gram 6rnek 100 mL’lik cam balona
tartilmis ve iizerine 60 mL tampon ¢dzeltisi konulmustur. Bu karisim homojenizator
(Heidolph  SilentCrusher M  tip, Heidolph Instruments GmbH&Co.,
Schwabach/Almanya)’de 14000 rpm de 1’er dakika homojenize edilmistir. Boylece
hiicre ¢eperlerinin homojen parcalanmast ve tampon ¢ozelti ile 1slanmasi

saglanmistir.

Falkon tlplerine/balonlara daha sonra  gereken miktarda enzim katilmis ve
tipler/balonlar  orbital c¢alkalayicitya (Edmund Biihler, KS-15, Germany)
yerlestirilmistir. Calkalama islemine 200 rpm hizinda 50 °C’de belirli siire devam
edilmistir. Calkalama sonrasi tiipler/balonlar 95 °C’lik sicak su banyosunda 15

dakika bekletilmis ve boylece enzimlerin inaktive olmasi saglanmistir.

Falkon tiipleri ile calisildiginda tiipler direkt olarak, balonlar ile ¢alisildiginda ise
balon muhtevasit once iki falkon tiipine bolinmiis ve sonra bu tiipler santrifiij
cihazina (Universal 32, Hettich Zentrifugen, Germany) yerlestirilmistir. Tiipler 4000
rpm’de 1 saat boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiijjlenen karisim tiip igerisinde dort
faza ayrilmigtir. En {stte yag fazi, daha sonra kremamsi goriinlimdeki yag-su
emiilsiyon fazi, berrak olmayan sulu faz ve en dipte ise kiispe diye adlandirilan kati
faz yer almistir. Enzimatik ekstraksiyon denemelerinde en biiyiik zorluk, enzimatik
reaksiyonlar sonucu ac¢iga c¢ikan hidroliz iirlinleri (protein, seliiloz, hemiseliiloz,
pentanoz makromolekiillerinin hidroliz {irlinleri) ile sulu ortama gecen yag
molekiilleri arasinda olusan bazi kimyasal baglar sonucu emiilsiyon olusumudur.
Dolayisiyle reaksiyon ortamindan yagin tamaminin yiizeyde toplanmasi bu nedenle
engellenmektedir. Bundan dolayi ekstraksiyon verimlerinin hesaplanmasinda asagida

aciklanan iki farkli yontem uygulanmistir.

Coziicii vasitasiyla sivi fazlardan geri kazamilan yag iizerinden yag veriminin
(Vs) hesaplanmasi: Santrifiij tiipiinde siralanan yag fazi, kremsi faz ve sulu faz
dikkatli bir sekilde icerisinde ¢oziicii [(50 mL hekzan ve 50 mL su) veya (100 mL

kloroform:metanol, 2:1 karisimi)] bulunan ayirma hunisine aktarilmistir. Ayirma
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hunisindeki karisim calkalanmis ve fazlara ayrilmasi beklenir. Sulu ve ¢oziicii faz1
olmak iizere iki faza ayrilan karisimdan sulu faz bagka bir ayirma hunisine aktarilmis
ve ayni islemler 2-3 defa tekrarlanmistir. Coziicii fazi (hekzan veya kloroform)
darasi bilinen balona nakledilmis ve balon doner buharlastiriciya yerlestirilmistir.
80-85 °C’de ¢oziiclinlin evapore edilmesinden sonra balonda kalan yag miktari

tartilmis ve agsagidaki esitlige gore Ve yag verim degeri hesaplanmistir:
Vs (%) = (Ys/Yp) x 100 (3.1)

Burada, Ys = Sivi fazlardan ¢oziicii ile geri kazanilan yag miktar1, gram; Yy = Isleme

tabi tutulan tohumlarin i¢erdigi baslangi¢ yag miktari, gram’dir.

Kiispede kalan yag iizerinden yag veriminin (V) hesaplanmasi: Santrifiijleme
sonucu tlipte kalan kiispe, kat1 faz, siizge¢ kagidi lizerine nakledilmis ve 105 °C’de
kurutulmustur. Daha sonra siizge¢ kagidi ve kiispe birlikte 250 mL’lik behere
yerlestirilmis ve lizerine 15 mL/g madde olacak sekilde hekzan konulmustur. Beher
icerigi manyetik karistiricida 800 rpm’de 1,5 saat karistirilarak kiispede kalan yagin
hekzana gegmesi saglanmistir. Hekzanli ¢ozelti daha sonra siizge¢ kagidindan darasi
belirli balona siiziilmiistiir. Siizge¢ kagidi {izerinde kalan kiispe partikiilleri birkag
defa 15 mL hekzan ile yikanmis ve yikama g¢ozeltileri de balona ilave edilmistir.
Balon doner buharlastiriciya yerlestirilmistir. 80-85 °C’de hekzanin evaporasyonu
saglanmigtir. Balon tekrar tartilmistir. Asagidaki esitlige gore Vi yag verim degeri

hesaplanmistir:
Vi (%) = [(Yb - Yk)/ Yb] x 100 (32)

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

= Kuspede kalan yag miktari, gram’dir.

3.2.4 Uzum cekirdeklerinden enzimatik sulu ekstraksiyon ile en yiiksek verimle
elde edilmis yagin karakterizasyonu

Bu son boliimde ise enzimatik sulu ekstraksiyon ile en yiiksek verimin saglandigi
kosullarda olarak elde edilmis liziim ¢ekirdek yagmin asit degeri ve yag asitlerinin
bilesimi belirlenmistir. Asit degeri AOCS standard yontemine gore saptanmistir. Yag
asitlerinin bilesimleri ise Boliim 3.2.2 de agiklanan ¢aligma prosediirii uygulanarak

belirlenmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Caligmamizin amact iziim c¢ekirdeklerinden enzimatik ekstraksiyon yoOntemi ile
miimkiin oldugu kadar yiiksek verimle yag elde etmektir. Once soxhlet cihazinda
hekzan ile {iziim ¢ekirdeklerinin icerdigi yag miktar1 tayin edilmistir. Bu deger %100
ekstraksiyon verimi olarak kabul edilmistir. Daha sonra enzimatik kosullarda,
proteaz ve seliilaz enzimleri katkisiyla, ekstraksiyonlar yapilmis ve pH’in, siirenin,
enzim cinsi ve miktarinin ekstraksiyon verimine olan etkileri incelenmistir. Elde

edilen sonuglar asagida verilmistir.

4.1. Uziim Cekirdeklerinin Yag Icerikleri ve Cekirdek Yagimin Yag Asitleri
Bilesimi

UC1 ve UC2 fraksiyonlarmin yag igerikleri soxhlet cihaz1 ile sirastyla % 21,1 ve

%9,3 olarak saptanmistir. Her iki fraksiyondan elde edilen yaglarin metil esterleri

hazirlanmis (FAME) ve Bolim 3.2.2 de agiklanan analiz prosediriine gore gaz

kromatografisi ile yag asitleri bilesimleri belirlenmistir. Her iki fraksiyonun yag

asitleri bilesimleri arasinda fark bulunmamustir. Uziim ¢ekirdegi yagimin yag asitleri

bilesimi Cizelge 4.1 de gosterilmistir.

Cizelge 4.1: Uziim gekirdegi yag yag asitleri bilesimi

Yag Asidi Yag Asidi Bilesimi (%)
Palmitik asit (16 : 0) 8,3
Palmitoleik asit (16 : 1) 0,2
Stearik asit (18 : 0) 4,6
Oleik asit (18 : 1) 18,8
Linoleik asit (18 : 2) 68,6
Linolenik asit (18 : 3) 0,4

Uziim ¢ekirdekleri yaginin esansiyel yaglardan biri olan linoleik asitce zengin oldugu

gorulmektedir.
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4.2 UC1 Fraksiyonunun Enzimatik Ekstraksiyonuna pH, Enzim Cinsi ve
Miktarimin ile Coziicii Etkisi

Calismamizin ilk asamasinda, 0,6 mm den kiiciik boyutlardaki taneleri iceren (UC1)
fraksiyonu ile sulu ekstraksiyon deneylerine baslanmistir. Yapilan ilk denemelerde
ekstraksiyon sonrast yag molekiillerinin ¢ok az miktarinin tabaka halinde yiizeyde
toplandig1 buna karsilik emiilsiyon halinde kremams: tabakada ve sulu fazda daha
fazla yag molekiillerinin bulundugu gozlenmistir. Sulu ekstraksiyon sonucunda yag
veriminin hesaplanabilmesi i¢in hiicrelerden agiga ¢ikan yag miktarinin bilinmesi
gereklidir. Yag miktariin belirlenebilmesi i¢in de sivi fazlardan (yag fazi, kremamsi

faz ve sulu fazdan) yagin ¢oziicii ile ekstraksiyonu zorunlu hale gelmistir.

4.2.1 UC1 fraksiyonundan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag eldesinde, yag
verimine ¢ozucu etkisi

Yag miktarinin belirlenebilmesi i¢in  sivi fazlardan yagin  ¢oziicii ile geri
kazanilmasinda, c¢oziicii olarak hekzan veya kloroform/metanol karigtminindan
hangisinin kullanilmas1 gerektigine karar vermek ig¢in birinci seri enzimatik sulu
ekstraksiyon denemeleri yapilmistir. 4 gram tohum, 30 mL fosfat tampon ¢ozeltisi
(pH 4, pH 5 ve pH 6) ve gram tohum basina 1,25 mL enzim (seliilaz ve proteaz)
katilim1 ile hazirlanan karigimlar ayri ayr1 50 °C da 6 saat reaksiyona tabi
tutulmustur. Her reaksiyon 4 kez tekrarlanmis ve 4 reaksiyon iirlinlinlin ikisinin
(%Vs) verim hesaplamasi hekzan tizerinden diger ikisinin (%Vs) verim hesabi ise
kloroform:metanol (2:1, hacim:hacim) karisimi lizerinden yapilmistir.  Seliilaz ve

proteaz enzimleri ile elde edilen sonuclar Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3 de verilmistir.

Cizelge 4.2:  UC1 fraksiyonunun seliilaz enzimi destekli sulu ekstraksiyonda, yag
verimine pH ve ¢6zlcu cinsinin etkisi (sure: 6 saat, enzim miktari:
1,25 mL/tohum)

Yag verimi (%Vs)
Cozicu cinsi pH 4 pH5 pH 6
Hekzan 1.4 1,7 1,2
Kloroform:metanol 43 7,4 5,3
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Cizelge 4.3: UC1 fraksiyonunun proteaz enzimi destekli sulu ekstraksiyonda, yag
verimine pH ve ¢ozlicu cinsinin etkisi (sure: 6 saat, enzim miktari:
1,25 mL/tohum)

Yag verimi (%Vs)
CO0zicu cinsi pH 4 pH5 pH 6
Hekzan 2,6 2,2 2,1
Kloroform:metanol 6,2 5,9 7,7

Cizelge 4.2 ve 4.3’den goriildiigli lizere kremams: ve sulu fazlardan yagin geri
kazanilmasinda kloroform:metanol ¢oziicli karisimi hekzana gore daha iyl netice
vermistir. Verim degerleri 2,5-4,5 kat daha yliksek bulunmustur. Bu ¢izelgelerde yer
alan verilerden yag verimine proteaz enzimin etkisinin seliilaz enziminden daha fazla
oldugu anlagilmaktadir. Ayrica her enzim i¢in ortam pH’1nin verime etkisi oldugu da
gbzlenmistir. Bu sonuglardan bundan sonraki deneylerde kloroform:metanol karigimi

kullanilarak yag verimlerinin bulunmasina karar verilmistir.

4.2.2 UC1 fraksiyonundan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag eldesinde, yag
verimine enzim miktarinin etkisi

Selulaz ve proteaz enzimleri ile daha yiiksek yag verimlerine erismek amaciyla
enzim miktarinin etkisi incelenmeye alinmistir. Bu amagcla, 3 gram tohum, 30 mL
fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 4, pH 5 ve pH 6) ve gram basina 0,25 mL, 0,50 mL, 1,0
mL ve 1,25 mL enzim (selilaz ve proteaz) kullanimi ile 50 °C da 6 saat ayr1 ayri
reaksiyona tabi tutulmustur. Cizelge 4.4 ve 4.5 de seliilaz ve proteaz enzimi katkili

sulu ekstraksiyon islemlerinin sonuglar1 goriilmektedir.

Cizelge 4.4 incelendiginde, pH 4 de enzim miktarinin pratik olarak etkisi olmadigi,
pHS de yag verimlerinin enzim miktar ile %7,8 e kadar yiikseldigi ve daha sonra
biraz diisiis gosterdigi anlasilmaktadir. pH 6 da ise 0,5mL/g enzim miktar ile %7,1
gibi degere ulasildig1 ve enzim miktarinin artist ile verim degerlerinin diisiise gectigi
goriilmektedir. Seliilaz enzimi i¢in en uygun pH 5 dir ve 1,0 mL/g enzim miktar1 en

1yl sonug gostermistir.
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Cizelge 4.4: UCI fraksiyonunun seliilaz enzimi destekli sulu ekstraksiyonda, yag
verimine pH ve enzim miktarinin etkisi (slire: 6 saat, ¢OzUucU:
kloroform:metanol)

Enzim miktar1 Yag verimi (%Vs)

(g tohum)™* pH 4 pH 5 pH 6
0,25 mL 4,0 4,6 3,2
0,5mL 4.4 59 7,1
1,0 mL 4,5 7,8 5,9
1,25 mL 4,3 7,4 53

Cizelge 4.5: UC1 fraksiyonunun proteaz enzimi destekli sulu ekstraksiyonda, yag
verimine pH ve enzim miktarinin etkisi (siire: 6 saat, ¢Ozicu:
kloroform:metanol)

Enzim miktar1 Yag verimi (%Vs)

(g tohum)™ pH 4 pH 5 pH 6
0,25 mL 59 5,0 7,1
0,5mL 6,5 53 10,4
1,0 mL 6,8 6,4 7,9
1,25 mL 6,2 59 7,7

Cizelge 4.5’den proteaz enziminin pH 5 de en diisiik verim degerleri verdigi, bu
enzim ile pH 4 ve Ozellikle pH 6 da izafi olarak yiliksek verim elde edilebilecegi
goriilmektedir. pH 5 de digerlerine gore diisiik verim degerleri eldesi proteinlerin
izoelektrik noktalarinin genellikle pH 4,5-5 arasinda olmasi ile alakali olabilir.
Proteaz enziminin reaksiyon lriinii olan protein hidrolizatlarinin ve amino asitlerin
bu pH da sulu ortamda daha diisiik ¢Oziiniirliik gostermesi ve kismen ¢okmesi
yaglarin ¢oziicii ile geri kazaniminda negatif etki yapmis olabilir. pH 4 de en yliksek
yag verimi 1,0 mL/g enzim miktari ile alinirken, pH 6 da ise verimin 0,5 mL/g enzim
miktarinda %10.,4 gibi degere yiikseldigi goriilmektedir. Proteaz enzimi i¢in pH6 da
0,5 mL/g enzim miktari ile calismak daha uygundur.

Selulaz ve proteaz katkili enzimatik ekstraksiyon sonuglarmin  genel
degerlendirilmesini yaptigimizda, 6 satlik bir siirede UC1 fraksiyonu ile
calisildiginda verim degerlerinin en fazla %10,4 e erisebildigi goriilmektedir.
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4.2.3 UC1 fraksiyonundan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag eldesinde, yag
verimine surenin etkisi

Kimya Miihendisligi Boliimiinde yiiriitiilmiis ve Mayis 2010 da tamamlanmis bitirme
ddevinde ayni iiziim cekirdekleri fraksiyonu (UC1) ve aym proteaz enzimi ile ayni
calisma prosediiriinde ¢alisilmistir (Tiintas ve Ozsoy, 2010). Cizelge 4.6 da bu

caligmada daha uzun reaksiyon siirelerinde elde edilmis sonuglar verilmistir.

Cizelge 4.6: UC1 fraksiyonunun proteaz enzimi destekli sulu ekstraksiyonda, yag
verimine sire etkisi (pH 4, ¢c6zucu: kloroform:metanol, enzim miktari:

0,625 mL/g)
Yag verimi (%Vs)
6 saat 12 saat 18 saat 24 saat
6,6 7,1 10,2 6,7

Cizelge 4.6’dan reaksiyon siiresinin 3 kat1 arttirilmasinin dahi yag verimini ¢ok fazla
yiikseltmedigi goriilmektedir. Proteaz enzimi 18 saatlik stirede ekstraksiyon verimini
%10,2 e yiikseltmistir. 24 saatlik ¢alismada ise verim %6,7’ye diismiistiir. Stire
uzadikca proteaz enzimi hiicreden ortama daha fazla protein fraksiyonlari ve amino
asitlerini hidroliz eder. Olusan bu hidroliz {iriinleri sulu ortamdan yagin

ekstraksiyonunu engellemis olabilir.

Bu nedenle UC1 fraksiyonu ile daha yiiksek yag verimlerine ulasmanin pratik olarak
zor oldugu anlasilmaktadir. Bu nedenle bu ufak tane boyutlarindaki fraksiyon ile
daha fazla deney yapilmamistir. Bundan sonraki ¢alismalarimizda UC2 fraksiyonu

kullanilmistir.

4.3 UC2 Orneklerinin Enzimatik Ekstraksiyonuna, Homojenizator, pH, Enzim
Cinsi ve Miktar ile Siirenin Etkisi

Bu boliimde dnce, UC2 fraksiyonunun daha biiyiik tane boyutlarinda olmas: nedeni
ile ekstraksiyon oncesi homojenizator kullanmanin yag verimine etkisi incelenmistir.
Daha sonra her enzim i¢in en uygun miktar, pH ve siire tespiti amaciyla deneylere

devam edilmistir.
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4.3.1 UGC2 fraksiyonundan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag eldesinde, yag
verimine homojenizatorun etkisi

Bu bolimde UC2 fraksiyonunun ekstraksiyon o6ncesi homojenizatérde tampon
¢Ozelti igerisinde homojenize edilmesinin yag verimine olan etkisi aragtirilmistir. Bu
amagcla her iki enzim ile pH 4°de, 0,5 mL/g ve 1,0 mL/g enzim miktarlarinda 6 saat
sirede 2 seri ekstraksiyon denemeleri yiiriitiilmistir. Bir seri ekstraksiyon
deneylerinde homojenizator kullanilmistir. Homojenizatorlii ve homojenizatorsiiz
geteeklestirilmis deneylerimize ayrica iki yonteme gore (Vs ve Vi) yag verimleri
hesaplanmistir. Bu reaksiyonlara ait sonuclar Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8 ‘de

gosterilmistir.

Cizelge 4.7: UC2 fraksiyonunun proteaz enzimi destekli sulu ekstraksiyonda, yag
verimine homojenizator etkisi (pH 4, ¢ozicl: kloroform:metanol,
enzim miktar1: 0, 5 mL/g ve 1,0 mL/g)

0,5 mL/g cekirdek 1,0 mL/g gekirdek

Verim (%Vs) | Verim (%Vy) | Verim (%Vs) | Verim (%Vy)

Homojenizatorll 22,6 73,8 23,5 75,1

Homojenizatorsiiz 25,0 63,8 25,8 66,0

Cizelge 4.8: UC2 fraksiyonunun seliilaz enzimi destekli sulu ekstraksiyonda, yag
verimine homojenizator etkisi (pH 4, cozicl: kloroform:metanol,
enzim miktart: 0, 5 mL/g ve 1,0 mL/g)

0,5 mL/g cekirdek 1,0 mL/g cekirdek

Verim (%Vs) | Verim (%Vy) | Verim (%Vs) | Verim (%Vy)

Homojenizatorll 9,3 50,6 9,7 52,5

Homojenizatorsiiz 9,8 40,1 10,1 43,2

Her iki enzim ile ve her enzim miktarinda yiiriitiilmiis deneylerde benzer sonuglar
elde edilmistir. Homojenizatér kullanimi ile sivi fazlardan geri kazanilan yag
miktarlarinda bir miktar diisme oldugu gézlenmektedir. Buna karsilik homojenizator
kullanildiginda Vi degerlerindeki ylikselme bize ekstraksiyon ortamina daha fazla
yagin gectigini gostermektedir. Tane boyutlarinda azalma enzimlerin hiicre
komponentleri arasindaki temas yiizeyinin biiyiimesine sebep olmakta ve enzimatik

reaksiyon daha da ilerlemektedir. Hiicre disina ¢ikan yag miktar1 dolayisiyle
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artmaktadir. Vi degerlerinin artist bu sekilde agiklanabilir. Hidroliz Grtnlerinin
cozeltide g¢ogalmasi, muhtemelen bu iriinler ile yag molekiilleri arasinda bazi
baglarin olusumu, yag molekiillerinin ¢6ziicii ile ¢ozeltiden ekstraksiyonunu

engellemis olabilir. Dolayisiyle V verim degerleri daha az bulunmaktadir.

Bu deneylerde ayrica enzim miktarinin bir misli artisinin yag verimlerini ¢ok fazla
artirmadigr da goézlenmistir. Enzim maliyetini diisiik tutmak amaciyla, bundan
sonraki deneylerimizde her iki enzim i¢in, 0,5 mL/g ¢ekirdek miktarlarinda ve

homojenizator kullanilmasina karar verilmistir.

4.3.2 UC2 fraksiyonundan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag eldesinde, yag
verimine pH ve stirenin etkisi

Calismamizin bu son boliimiinde, 0,5 mL/g enzim miktar1 kullanilarak proteaz
enzimi ile pH 4, pH 5 ve pH 6’da, seliilaz enzimi ile pH 4 ve pH 5’de 6, 15 ve 24
saat sulu ekstraksiyon deneyleri gergeklestirilmistir. Bu deneylerde yine Vs ve Vi
verim degerleri saptanmis ve sonuglar mukayese edilmistir. Bu kosullarda proteaz ve
seliilaz enzimleri ile elde edilen sulu ekstraksiyon verim sonuglari Cizelge 4.9 ve

Cizelge 4.10 da verilmistir.

Cizelge 4.9: UC2 fraksiyonunun proteaz enzimi destekli sulu ekstraksiyonda, yag
verimine pH ve sre etkisi (¢6zlci:kloroform:metanol, enzim miktart:

0, 5mL/qg)
pH 4 pH 5 pH 6
Stire(saat) Verim Verim Verim Verim Verim Verim
(%Vs) (%Vi) (%Vs) (%Vi) (%Vs) (%Vi)
6 22,6 73,8 18,7 79,0 26,1 75,4
15 10,2 65,4 8,1 72,2 11,3 62,8
24 19,8 69,1 16,2 76,7 20,4 70,4

Cizelge 4.9 dan proteaz enzimi ile yine pH 5 de en diisiik yag verimleri elde
edilmigtir. Bu diisiik degerler iiziim ¢ekirdegi proteinlerinin izoelektrik noktasi ile

alakali olmalidir. En iyi V; yag verimi %26,2 olarak pH6 da 6 saatte elde edilmistir.
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Cizelge 4.10: UC2 fraksiyonunun seliilaz enzimi destekli sulu ekstraksiyonda, yag
verimine pH ve sire etkisi (¢6ztci:kloroform:metanol, enzim miktari:

0, 5 mL/g)
pH 4 pHS5 pH 6
Sdre . . . . ] ]
t Verim Verim Verim Verim Verim Verim
(a0 vy | evi) | 6V | Vi) | (V) | (Vi)
6 9,7 52,5 14,3 55,6 10,2 55,0
15 20,3 59,6 26,2 62,0 23,3 59,5
24 12,1 55,2 17,2 58,1 14,8 56,3

Cizelge 4.10°dan seltilaz enzimi ile pH 5 de yine pH 4 ve pH6’ya gore daha ylksek

yag verimleri elde edilmistir. pH 5 de ise 15 saatlik siirede %26,2 yag verime

ulasilabilmistir.

4.4 Enzimatik Sulu Ekstraksiyon ile Elde Edilen Uziim Cekirdegi Yagimin
Karakterizasyonu

Enzimatik sulu ekstraksiyon ve Soxhlet yontemine gére elde edilen {iziim ¢ekirdegi

yaglarinin asit degerleri 1,50 ve 1,56 mg KOH/g yag, kirilma indisleri ise 1,4745 ve

1,4746 olarak bulunmustur.
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5. VARGILAR VE ONERILER

Bu caligmanin amaci, insan sagligi i¢in 6nem teskil eden degerli yag asidi bilesimine
sahip liziim ¢ekirdeginden enzimatik yontem ile yag ekstraksiyonudur. Bu baglamda,
enzimatik ekstraksiyona etki eden parametreler incelenerek islemin ekonomikligi ve

verimliligi artirllmaya ¢aligilmistir.

Giliniimiize kadar yapilmig arastirmalarda genel olarak enzimatik ekstraksiyona
enzim cinsi, enzim miktari, ¢alisilan pH araligi, partikiil boyutu, sicaklik, reaksiyon
siiresi gibi parametrelerin etki ettigi goriilmiistiir. Bu saptamadan yola c¢ikarak,
paralel olarak gerceklestirilen deneysel ¢alismalarda sellilaz ve proteaz cinsi enzimler
ile 5 farkli parametrenin etkisi incelemeye alinmis, ¢alisma sicakligr olarak her iki
enzim icin de uygun deger olan 50°C secilmistir. Tiim deneylerde sabit tutulan diger
bir parametre homojenizasyon siresidir ve bu islem 1’er dakika olarak

uygulanmastir.

Literatirde bu tiir calismalarda genel olarak hekzan kullamldigi i¢in UCI
fraksiyonuna yapilan deneyler 6nce hekzanla gerceklestirilmis daha sonra denenen
Kloroform-metanol 2:1 ¢oziiclisiiniin ¢ok daha iyi sonuglar verdigi goriilerek
deneylere bu ¢ozlcu sistemiyle devam edilmistir.  Daha sonrasinda UCI
fraksiyonunda enzim miktar1 ve pH etkisi simiiltane olarak incelenmis ve bu amacla
her iki enzim icin 0,25 mL/g, 0,5 mL/g, 1 mL/g ve 1,25 mL/g ¢ekirdek miktarlariyla
calisildiginda proteaz igin pH 6 da optimum enzim miktarinin 0,5 mL/ g tohum
oldugu belirlenmistir. Siire 4 katina ¢ikarilsa dahi (24 saat) UC1 fraksiyonuyla yag
veriminin ¢ok fazla olmadigi gériilmiis ve bdylece UC2 fraksiyonuyla deneylere
devam edilmistir. Hem seliilaz hem de proteaz i¢in 0,5 mL/g ve 1mL/g gekirdek ile
yapilan deneylerde homojenizatér kullanilmast durumunda Vs degerlerinde bir
azalma goriilmiis, fakat V\ degerlerindeki yiikselme bize ekstraksiyon ortamina daha
fazla yagin gectigini gostermistir. Ayrica enzim miktarinda bir misli artisa ragmen
yag verimlerini ¢ok fazla artirmadigi da gézlenmistir. Enzim maliyetini diigiik tutmak
amactyla, daha sonraki deneylerimizde her iki enzim i¢in, 0,5 mL/g c¢ekirdek
miktarlarinda ve homojenizatdr kullanilmasina karar verilmistir. Son olarak UC2

tanecik boyutunda pH ve siirenin etkisini gézlemlemek icin pH 4, pH 5 ve pH 6’da

39



6-15-24 saatlik siirelerle proteaz ve seliilaz i¢in ekstraskyion yapilmis ve proteaz i¢in
pH 6’da 6 saat ile ve seliilaz enzimi i¢in pH 5’de 15 saat ile %26,1 ve %26,2 ile en

yuksek verim degerlerine ulagilmistir.

Bundan sonra yapilacak ¢aligmalarda, farkli seliilaz ve proteaz enzimleri yaninda
enzimatik ekstraksiyon isleminin veriminin artirilmasi i¢in bitki dokularinin
biitlinligiinii korumasini saglayan pektin maddesini pargalayan pektinaz ve bitki
biyokutlesini parcalayan hemiseliilaz gibi enzimlerin etkisi ayr1 ayr1 ve de kokteyl
biciminde aragtirllmalidir. Ayrica kloroform-metanol ¢oziiciisii gibi daha farkl
(tercihen zararsiz) ¢oziicii sistemleriyle calisilmasi durumunda da yag verimleri
incelenebilir. Ayrica kahve ¢ekirdegi ogiitiiciisiiyle 6gilitme ve de eleme adimlarinda
meydana gelen hatirisayilir diizeydeki yag miktar1 kaybinin da Oniine gegmek
amaciyla tanecikleri falkon tiipiiniin i¢inde 6giitecek ¢ok ince capli mikroblenderlar

distiniilebilir
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