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KABAK CEKIiRDEGINDEN ENZIMATIK SULU EKSTRAKSiYON iLE
YAG ELDESI VE YANIT YUZEY YONTEMIYLE OPTiMiZASYONU

OZET

Kabak ¢ekirdegi (Cucurbita pepo L.), sicak iklimlerde ve nemli bolgelerde yetisen
iilkemizde de genis cografyada vyetistiriciligi yapilan tiirlerdendir. Ozellikle,
tohumlarindaki %40-60 yag orami ile onemli bitkisel yag kaynaklar1 arasindadir.
Icerdigi yiiksek yag asitlerinin %73-80 civarimi, doymamis yag asitlerinden olan
linoleik ve oleik asit olusturmaktadir. Kabak ¢ekirdegi yapisinda bulunan zengin yag
asitleri, antioksidan maddeler ve E vitamini ile gida, ilag, kozmetik endiistrisinde ve
medikal alanlarda son yillarda ilgi ¢eken bir bitkisel tohum haline gelmistir.

Bu calismanin amaci, bitkisel tohumlardan yiiksek kalitede ve verimde yag
ekstraksiyonunda, geleneksel olarak kullanilan ¢6ziicli ekstraksiyonu ydntemine
alternatif olabilecek bir yontem gelistirilmesi ve ekstraksiyon islemine etki eden
parametrelerin optimizasyonudur. Ekstraksiyon yontemi olarak enzimatik sulu
ekstraksiyon secilmis olup, hiicre duvarini degrade etmek icin proteaz enzimi
eklenmistir. Deneylerde icerisinde %46,43 oraninda yag iceren Nevsehir menseili
kabuksuz kabak cekirdegi tohumlar1 kullanilmistir. Proteaz olarak Alcalase 2.5L ticari
enzimi kullanilmistir. Enzimatik ekstraksiyonlar, 0,6-1 mm tohum fraksiyonu ile, 1:7
tohum:tampon ¢dzelti oraninda, pH 4-8 araliginda, 0,25-1,50 mL/g enzim miktarlarinda,
4-36 saatlik siirede ve 40-70°C sicakliklarda gergeklestirilmistir. Optimizasyon Oncesi
deneyler yapilarak, proteaz enzimi i¢in pH, enzim miktari, siire ve sicaklik agisindan
yiiksek ekstraksiyon verimi saglayacak calisma araliklari belirlenmistir. On deneyler
sonucunda, pH parametresinin calisilan aralikta, verim degerlerinde ¢ok az etki yaptigi
goriilmiis ve degisken bir parametre olarak se¢ilmemesine karar verilmistir.

Deneysel tasarimin ilk kisminda, Plackett-Burman yontemiyle {i¢ degiskenli (enzim
miktar1, siire, sicaklik), iki seviyeli (-1, +1) ve iki tekrarli deneysel tasarim matrisine
gore 16 adet deney yapilmistir. Seviyelerin sec¢imi, birinci kisimdaki deney sonuglarina
gore yapilmis olup, diisiik ve yiiksek seviyeler sirasiyla; enzim miktart i¢in 0,5-1,0 mL/g
tohum, siire i¢in 18-30 saat ve sicaklik i¢in 45-55°C olarak belirlenmistir. Deney
sonuglarinin programa girilmesiyle lineer yaklasim denklem modelinin katsayilart
sirastyla; 0,6537, 1,7625 ve 0,6238 olarak elde edilmistir. Bu degerlere gore, ileri
asamadaki merkezi bilesik deneysel tasariminda merkez noktanin (0), ii¢c parametre i¢in
de yiiksek seviyeli degerlerinin secilmesine karar verilmistir.

Deneysel tasarimin ikinci kisminda, distan ¢gemberlenmis merkezi bilesik kiibik tasarim
yoluyla tli¢ degiskenli (enzim miktari, siire, sicaklik), bes seviyeli (-1,68, -1, 0, +1,
+1,68) ve iki tekrarli deneysel tasarim matrisine gore 34 adet deney yapilmis ve Yanit
Yiizey Yontemi’yle kabak cekirdeginden enzimatik sulu ekstraksiyonla yag eldesinde
etkisi oldugu diistiniilen parametrelerin optimizasyonu gergeklestirilmistir. Bu seviyeler
sirasiyla; enzim miktar1 igin 0,58 mL/g tohum, 0,75 mL/g tohum, 1 mL/g tohum, 1,25
mL/g tohum, 1,42 mL/g tohum,; siire i¢in 19,92 saat, 24 saat, 30 saat, 36 saat, 40,08 saat
ve sicaklik i¢in 46,6°C, 50°C, 55°C, 60°C ve 63,4°C olarak belirlenmistir. Elde edilen
istatistiki sonuglara gore; her {i¢ faktoriin de ekstraksiyon veriminde etkin olduklar
goriilmektedir. Sonug katsayilarina gore ekstraksiyon veriminde sirasiyla, sicaklik
(lineer), sicaklik (kuadratik), enzim miktar1 (lineer), siire (lineer) ve siire (kuadratik)
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etkili parametreler olarak bulunmustur. Parametreler aras1 etkilesimler
gozlenmemistir. Yanit yiizey grafikleri incelendiginde temel(lineer) etkilerin
yanittaki etkileri daha belirgin bigimde goriilmiistiir. Kontrol edilebilir faktorlerin
optimal degerleri enzim miktar1 0,72 mL/g tohum, siire 35,56 h ve sicaklik 49,7°C olarak
bulunmustur. Optimum noktada yapilan deney sonucu %54,56 olarak bulunmus olup
modelden tahminlenen degere oldukc¢a yakindir.
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AQUEOUS ENZYMATIC EXTRACTION OF OIL FROM PUMPKIN SEEDS
AND OPTIMIZATION BY RESPONSE SURFACE METHODOLOGY

SUMMARY

Lipids are one of the most important sources of energy because of being among
essential substances as carbonhydrates and proteins that have vital value and play
important role in human nutrition and necessary for human body. They have healthy
effects on body in terms of having characteristics of high nutritional value with high
fatty acids for cell structure, low saturated fat, dissolving soluble vitamins in oil such
as A, D, E K.

Oil seeds used and cultivated widely at oil production in our country are sunflower,
corn, olive, canola, peanuts, nuts, soy and cotton. Due to the rapid increase in the
demand for vegetable oil and the failure to meet this demand at the national level, it
is needed to find out alternative sources of the production of vegetable oil from
oilseeds and alternative methods to achieve the most effective way of it. Pumpkin
seeds with approximately 40-60% fat content are one of the alternative sources of
oilseeds to meet the needs of our country.

The genus Cucurbita belonging to Cucurbits (Cucurbitaceae) family of plant has
some species as Cucurbita pepo, Cucurbita maxima and Cucurbita moschata. In our
country, the seeds of Cucurbita pepo L. species are often used in common to obtain
the edible vegetable oil as well as snack. This plant grows widely in tropical,
subtropical and temperate regions over the world and are cultivated in many areas of
the world. Pumpkin production in the world is almost 25 million tons per year and
China, India and Russia are the countries of making most production. Turkey ranks
12th among the world countries with the amount of 388.785 tonnes of production. In
our country, the leading areas of cultivating pumpkin seeds are Kayseri, Nevsehir,
Aksaray, Konya and Edirne, respectively.

Pumpkin seeds, in addition to the consumption as snack, are excellent sources for
human health due to rich in fat, protein, mineral and amino acid content. It is known
that pumpkin seed contains 35-40% of oil, 37% carbohydrates, 35-40% protein ratio,
as well as macro and micro elements Ca, K, P, Mg, Fe, Zn and vitamins in it.

The pumpkin seed oil has an important place among other vegetable oils because it
contains the linoleic and linolenic acids, two very important unsaturated fatty acid
that must be taken in food, and have the positive effects on human health with
beneficial ingredient. In particular, it is an important source of two of the essential
fatty acids for the body, ®-3 and ®-6.

When the oil composition is analyzed, it has high unsaturated fatty acid content with
the rate of 73-80% including basically linoleic, oleic, palmitic and stearic acids.
Also, it is one of the richest oil including Vitamin E with biological antioxidant
properties. Due to the described features, these oils have potential usage areas not
only in the food industry but also in the pharmaceutical and cosmetics industries.
Especially, thanks to double bonds in the unsaturated fatty acids having tendency to
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react facilely, it is important for the development of numerous functional
pharmaceutical products.

To obtain oil from oil seeds, the most common methods in the world are mechanical
pressing, solvent extraction or the combination of pressing and solvent extraction.
The most commonly used solvent in the solvent extraction is n-hexane. Generally,
the use of hexane provides high efficiency but low protein quality, and leads to high
investment costs and energy requirements for the refinery. Also hexane has the
negative environmental effects of being emitted to the atmosphere and reacting with
other pollutants during extraction, solvent recovery and refinery processes. For these
reasons, aqueous and enzyme additive aqueous extraction method has been
developed as an environmentally friendly alternative method to extract oil from the
oilseeds in safe operating conditions with high-yield edible quality oil and protein.

In the aqueous extraction process, certain enzymes are added to the extraction
medium to get oil from seeds to provide high extraction efficiency at the same time
reduce side products of it and provide better process conditions for extraction.
Compared with solvent extraction method, enzymatic processes allow obtain higher
quality oil and the fat and protein-rich cake at a lower temperature. It is reported that
the quality of the resulting oil is better, especially in terms of colour and free fatty
acid content of it. However, this process has some limitations, mainly for; lower
yields of oil extraction, enzyme costs, causing emulsification, and struggling with the
aqueous waste.

Many researchers have done a lot of work on aqueous enzymatic oil extraction from
oil seeds and fruits in order to obtain oil and different compounds and they have
found that the yield value could be obtained the same or close the results of the
solvent extraction processes. However, laboratory scale researches are needed to
continue further researches to provide optimum conditions for extraction and
separation stages of the process in order to take it to bring commercially more
attractive.

Optimization is an essential tool in food engineering for the efficiency of the
processing operations and high acceptability of the processes yield. In other wods, it
is the simultaneous application of the independent variables considered have effects
on the results and the interaction with each other. It is intended to make the most
efficient contribution to the results of the independent variables in the process design
by applying together with the numerical analysis and engineering in computer
software. The biggest advantage of the experimental design is the minimization of
the experimental waste of time and the reduction of material consumption and the
industrial workforce.

The response surface methodology is a statistical technique including optimization.
The parameters affecting the process are called as independent variables while the
responses are designated as dependent variables. Optimum regions are derived by
superimposition of the contour plots or using desirability function or non-linear
programming approaches. Response Surface Methodology (RSM) has been also
widely used in many food processing application.

The aim of this study is the investigation of a method as an alternative to
conventional solvent extraction.method with high oil yield and quality and the
optimization of the parameters that affect the extraction process. For this purpose,
enzymatic aqueous extraction method is selected, and the protease enzymes are
added to degrade the cell wall of the plant seeds. Nevsehir origin unhulled pumpkin
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seeds containing 46,43% lipids are used in the experiments. Commercial enzymes of
Alcalase 2.5L were supplied Novozymes Co. used as protease.

Alcalase 2.5L is a serine protease enzyme obtained from Bacillus licheniformis
microorganisms. It has a high proteolitic activity of 2,5 AU/g (Anson Units/gram).
The optimum conditions for enzyme activity are at the temperature between 55-70°C
and pH 4-8 interval depending upon the substrate type.

Enzymatic extraction experiments were carried with 0.6 to 1 mm grain fraction of
seeds and 1:7 seed: buffer ratio. The experiments with the use of Alcalase 2.5L
protease ezyme are conducted at interval of 40-70°C temparature, pH 4-8, 0,25-1,0
mL/g seed enzyme amount, 4-36 hours duration. Thus, the interval of the optimum
conditions in respect to pH, enzyme amount, time and temparature for the enzyme of
protease were determined.

By performed pre-experiments before the experimental design, it is intended to
determine the interval of high oil yield in terms of pH, enzyme amount, time and
temperature for protease enzymes. In preliminary experiments, it is seen that the pH
parameter was found to have very little effect on yield and it has been decided not to
select as a variable parameter in this study.

Agueous enzymatic extraction conditions to maximize oil yield from pumpkin seeds
were optimized using two statistical experimental designs; Plackett-Burman and
Circumscribed Central Composite Cubic Design.

In the first part of the experimental design, it is made 16 experiments based on
Plackett-Burman experimental design matrix with three variables (enzyme amount,
duration, temperature), two levels (-1, +1) and two replicates. Selection of the low
and high levels is performed according to experimental results in the first part of the
study. These values are 0,5-1,0 mL/g seed enzyme amount, 18-30 hours, 45-55°C
temperature, respectively. After entering the results of the experiments proposed by
the Plackett-Burman design, the model equation was obtained according to the linear
approximation. The equation coefficients and also the effects of the independent
variables are obtained as 0.6537, 1.7625 and 0.6238, respectively Thus, three critical
factor -amount of enzyme, incubation temperature, incubation time- for oil extraction
were pre-evaluated by the Plackett-Burman design using low and high levels of the
three variables. High amount of enzyme, high incubation temperature and
incubation time significantly influenced parameters.

According to these coefficient values, it was decided that the high-level values for
the three parameters in Plackett-Burman must be selected as the center point (0) in
the advanced stages of the central composite experimental design.

A central composite design (CCD) and response surface plots are used to optimize
the proved significant factors and to obtain maximum oil yield. In the second part of
the experimental design, it is made 34 experiments based on circumscribed centered
composite cubic experimental design matrix with three variables (enzyme amount,
time, temperature), five levels (-1.68, -1, 0, +1, +1.68) and two replicates. These
levels of three parameters, respectively; 0,58 mL/g seed, 0,75 mL/g seed, 1 mL/g
seed, 1,25 mL/g seed, 1,42 mL/g seed enzyme amount; 19,92 h, 24 h, 30 h, 36 h,
40,08 h time; 46,6°C, 50°C, 55°C, 60°C and 63,4°C temperature. After entering
these experiments’ results to the computer software, by using Response Surface
Methodology, it was found that all of three parameters are effective for the aqueous
enzymatic extraction process of oil from pumpkin seeds. According to the results the
linear effect of temperature, the quadratic effect of temperature, the linear effect of
enzyme amount, the linear effect of time and the quadratic effect of time were found
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effective parameters, respectively. Interactions between parameters were not
observed. In response surface plots, the basic (linear) effects of the response effect
was seen more clearly.

The optimal amount of enzyme is 0.72 ml/g seed, time is 35.56 h and temperature is
49,7°C. Finally, one more experiment is done at the optimum point and the result was
found very close to the value estimated from the model as 54,56%.
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1. GIRIS

Yaglar, insan viicudu i¢in gerekli olan enerjinin en énemli kaynaklarindan biri olup,
karbonhidratlar ve proteinler gibi insanlarin beslenmesinde énemli yer tutan temel
besin maddeleri arasinda yer almaktadir. Ozellikle doymus yag oranlarmnin diisiik
olmasi, hiicre yapist i¢in gerekli olan serbest yag asitlerini igermesi ve insan
viicudunda A, D, E, K gibi yagda eriyen vitaminleri ¢dzmesi gibi Ozellikleriyle
bitkisel yaglar, insan sagligina katkilar1 ve yiiksek besin degerine sahip olmalari

bakimindan ayr1 bir yere sahiptir.

Ulkemizde bitkisel yag iiretimde yaygin olarak kullanilan yagl tohumlar aycicegi,
mistr, zeytin, kanola, yerfistigi, findik, soya ve pamuktur. Bitkisel yaglara olan
talebin hizla artmasi ve ulusal diizeyde bu talebin karsilanamamasindan dolay1
bitkisel yag tiretimi i¢in alternatif yagli tohum kaynaklarina yonelme ve tohumdaki
yagin en etkin sekilde eldesi i¢in alternatif yontemlere gereksinim duyulmaktadir.
Kabak cekirdegi tohumu, yaklasik olarak % 40-60 yag icerigiyle iilkemizdeki
ithtiyac1 karsilayabilecek alternatif yagli tohum kaynaklarindan biridir.

Kabakgiller (Cucurbitaceae) familyasinin Cucurbita cinsine dahil olan kabak bitkisi,
sakizkabag1 (Cucurbita pepo), helvact kabagi (Cucurbita maxima) ve balbakabagi
(Cucurbita moschata) cesitlerine sahiptir. Ulkemizde yemeklik ve gerezlik kullanimi
yaygin olan kabak bitkisi tohumlarindan bitkisel yag elde etmek amaciyla ¢ogunlukla

Cucurbita pepo L. tiiriine ait olanlar kullanilir.

Diinyada kabak iiretimi yillik ortalama 25 milyon ton olup, tiretimin en ¢ok yapildigi
tilkeler sirastyla Cin, Hindistan ve Rusya’dir. Tiirkiye, liretim miktar1 bakimindan
388.785 ton ile diinya iilkeleri arasinda 12. sirada yer almaktadir. Ulkemizde gerezlik
kabak yetistiriciliginin en ¢ok yapildig: iller, Kayseri, Nevsehir, Aksaray, Konya ve
Edirne’dir.

Kabak ¢ekirdegi, kuruyemis olarak tiiketiminin yaninda, zengin yag, protein, mineral
madde ve aminoasit i¢erigi nedeniyle, insan saglig1 acisindan ayr1 bir oneme sahiptir.
Kabak tohumlarinin %35-40 oraninda yag, %37 oraninda karbonhidrat, % 35-40

oraninda protein i¢erdigi, ayrica makro ve mikro elementlerden Ca, K, P, Mg, Fe, Zn
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yoniinden zengin oldugu bilinmektedir. Kabak ¢ekirdegi yagi ise, gidalarla mutlaka
alinmasi gereken linoleik ve linolenik isimli iki ¢ok 6nemli doymamis yag asidini
igermesi ve bunun disinda sahip oldugu yararh bilesenlerle insan sagligi lizerindeki
olumlu etkileri sebebiyle bitkisel yaglar icerisinde énemli bir yere sahiptir. Ozellikle
viicut icin temel yag asitlerinden olan ®-3 ve ®-6 ‘nin 6nemli bir kaynagini
olusturur. Yag bilesimi incelendiginde, linoleik, oleik, palmitik ve stearik asit basta
olmak iizere %73-80 oraninda yiiksek doymamis yag asiti icerigine sahiptir. Ayrica
igerigindeki yiiksek miktarda biyolojik antioksidan 6zellikli E vitamini (a-tokoferol)
ile E vitaminince en zengin yaglardandir. Belirtilen 6zelliklerinden dolay1 bu yaglar
sadece gida sektoriinde degil ayn1 zamanda farmasotik ve kozmetik endiistrilerinde
de potansiyel kullanim alanina sahiptir. Doymamis yag asitlerindeki ¢ift baglar kolay
tepkimeye girme egiliminde olmalari, farmasotik amacgli ¢ok sayida fonksiyonel

tiriinlerin gelistirilmesi agisindan 6nemlidir.

Yaglh tohumlardan yag eldesinde mekanik presleme, ¢oziicii ekstraksiyonu ya da
bunlarin  birlestirildigi ~ Onpresleme-¢oziici  ekstraksiyonu  tekniklerinden
yararlanilmaktadir. Coziicii ekstraksiyonunda en yaygm kullanilan ¢oziicii n-
hekzandir. Genellikle hekzan kullanimi yiiksek ekstraksiyon verimi saglamakla
birlikte diisiik protein kalitesi ve rafinasyon i¢in yiiksek yatirrm maliyeti ve enerji
gereksinimine neden olmaktadir. Ayrica hekzan, ekstraksiyon ve c¢oziicii geri
kazanim islemleri sirasinda atmosfere yayilma ve diger kirleticilerle etkilesime
girerek cevreye olumsuz olabilecek etkilere sahiptir. Bu gibi sebeplerden dolayz,
yagli tohumlardan yag eldesinde alternatif olarak cevre dostu, giivenli isleteme
kosullarinda, yenilebilir protein ve yiliksek verimde kaliteli yag eldesi saglayan sulu

ve enzim katkili sulu ekstraksiyon yontemleri gelistirilmistir.

Sulu ektraksiyon prosesinde yag ekstraksiyon verimini arttirmak, yan iirlinleri
azaltmak ve daha hafif proses kosullarinda ekstraksiyon ig¢in, bazi enzimler,
ekstraksiyon isleminde ilave edilmistir. Coziicii ekstraksiyonu yOntemiyle
karsilastirildiginda enzimatik proseste daha diisiik sicaklikta daha yiiksek kalitede
yag ve proteince zengin kiispe eldesine imkan saglamaktadir. Elde edilen yagin
kalitesinin, 6zellikle renk ve serbest yag asidi igerigi agisindan da daha iyi oldugu
saptanmistir. Ancak bu prosesin bazi smirlamalar1 vardir, baglicalar; yag
ekstraksiyonunda diisiik verim, demiilsifikasyona neden olma, enzim maliyetleri ve

sulu atik iglemleri. Bir¢cok arastirmaci, yagl tohum ve meyvelerden enzimatik sulu



ekstraksiyon yoluyla yag ve farkli bilesenlerin eldesi amaciyla bir¢cok c¢alisma
yapilmis ve ¢Oziicii ekstraksiyonunda elde edilen verim degerlerine es ya da yakin
sonuglar almabilmistir. Ancak, labarotuvar Olgeginde arastirmalar ele alinarak
ekstraksiyon ve ayirma agamalar1 hakkinda prosesin ticari olarak daha cazip hala
getirebilmek i¢in arastirmalarin  optimum kosullarin  saglanmasi  yoniinde

stirdiiriilmesi gereklidir.

Optimizasyon, fiziksel veya endiistriyel bir prosesin belirlenen sonuglar
dogrultusunda, bagimsiz degiskenlerin bir—birleriyle olan etkilesimleri ve bu
bagimsiz degis—kenlerin sonuca olan etkileri de goz Oniin—de bulundurularak bir
araya getirilip uygulanma—si1 islemidir. Bilgisayar yazilimlarin—da matematigin,
sayisal analizin ve miihendisligin birarada uygulandigr bu tekniklerle, proses
tasariminda bagimsiz degiskenlerin sonuca olan katkisinin en verimli hale getirilmesi
amaglanmaktadir. Deney tasariminin en biiyiikk avantaji, deneysel zaman kaybini,
malzeme tiiketimini ve endiistriyel capta ig gliciinii azaltarak zaman kaybini énemli

Ol¢iide minimize etmesidir.

Bu ¢aligmada, endiistriyel olarak degerlendirmek amaciyla yiiksek linoleik ve oleik
asit igeren kabuksuz kabak ¢ekirdeginden geleneksel yag elde yontemlerine alternatif
olarak enzimatik sulu ekstraksiyon yontemiyle yag eldesi ve yiiksek verimle yag
eldesi icin ekstraksiyon kosullarinin optimizasyonu hedeflenmistir. Ekstraksiyon
parametreleri olarak inkiibasyon siiresi, sicaklifi ve ortama ilave edilen enzim
miktarinin secildigi 6n deneylerle yapilan calismalarda, tasarimda kullanilacak
seviyelerin incelemesi yapilmistir. Daha sonra Plackett-Burman deneysel tasarim
yoluyla, 6n optimizasyon yapilmis ve ileri deneysel tasarim noktalar1 daha hassas
olarak belirlenmesi hedeflenmistir. Son olarak, kabak c¢ekirdeginden enzimatik sulu
ekstraksiyon yontemiyle yag eldesinde etkiye sahip oldugu diisiiniilen parametreler
Yamt Yiizey Yontemi kullanilarak ileri deneysel tasarimla optimize edilmis ve

yiiksek ekstraksiyon verimi saglayan kosullar bulunmustur.






2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1 Kabak Bitkisi ve Uretimi

Kabakgiller (Cucurbitaceae) kavun, karpuz, hiyar ve kabak gibi diinyada
yetistiriciligi yaygin olan sebzeleri i¢ine alan dnemli bir ailedir [1]. Cucurbitaceae
familyasi iginde 118 cins ve 825 tiir bulundugu bildirilmektedir [2]. Bu familyada yer
alan Cucurbita cinsi bitkiler alemi i¢inde morfolojik olarak en ¢ok ¢esitlilik gosteren
cinslerden biridir [3]. Bu familyadaki sebzelerin yetistiriciligi, ekolojik kosullarin

uygunlugu nedeniyle Tiirkiye’de de yaygin olarak yapilir [1].

2.1.1 Kabak bitkisi ve 6zellikleri

Cucurbitaceae familyasina ait olan kabak bitkisi, meyvesi yenen sebzeler grubunda
yer almaktadir. Meyveleri insan beslenmesinde, gida ve kozmetik sanayinde,
tohumlar1 ise ¢erezlik olarak kullanilabilmektedir [4,5]. Cucurbita cinsi i¢inde en
fazla kiiltiirti yapilan tiirler Cucurbita pepo L. (sakiz kabagi), Cucurbita maxima
Duch. (kestane kabagi) ve Cucurbita moschata Pour. (bal kabagi)’dur. Bu tiirlerin

tohumlar1 cerezlik olarak kullanilmakta birlikte en fazla yetistiriciligi yapilan

cerezlik kabak tiirii Cucurbita pepo L.’dur [6]. Ulkemizde yetistirilmekte olan
cekirdeklik kabak tiirleri Sekil 2.1°de gortilmektedir [5].

Sekil 2.1 : Ulkemizde yetistirilen ¢ekirdeklik kabaklar.



Kabaklar yazlik, kiglik ve siis kabaklar1 olarak siniflandirilmaktadir. Yazlik kabaklar
grubunda Sakiz, Girit, Su ve Asma kabagi yer almaktadir. Cerezlik veya ¢ekirdek
kabaklar1 genelde Cucurbita pepo L. botanik sinifinda yer alan yazlik kabak
grubunda yer almaktadir. Kislik kabaklar ise Bal, Kestane ve diger iri kabaklardan
olugmaktadir. Siis kabaklar1 dis iilkelerden ithal edilmis olan Mis ve Parmak kabagi
gibi ¢esitlerdir. Bu simiflandirmaya ek olarak kabaklar, botanik ozellikleri g6z

oniinde bulundurularak farkli sekillerde de siralandirilmaktadir [7].

Ulkemizde yetistirilmekte olan cerezlik tiiketim amacli ¢ekirdek kabaklari,
cogunlukla Cucurbita pepo L. tiiriinden olup, az miktarda da Cucurbita moschata
tiriinden olan bal kabagi tohumlart da kullanilmaktadir. Cekirdek kabaklarinda
meyve hasadi, tohumlarin irilesip olgunlagsmasi i¢in tam olgunluk doneminde

yapilmaktadir. Ulkemizde kabak hasat dénemi agustos sonu ve eyliil aylaridir [5].

Gliniimiizde tiiketilen kabaklarin ¢ogu Amerikan orijinli oldugu ve tohumlarinin
giiniimiizden 10.000 yi1l 6nce Oaxaca (Meksika)’daki Guila Naquits yerlileri
tarafindan yetistirildigi, hatta en eski bilinen misir ve fasulye tiirlerinden 4000 yil
daha once bu bolgede bulundugu arkeolojik kazilarla tespit edilmistir [8].
Meksika’nin yiiksek yerleri ve Orta Amerika’nin kuzeyi Cucurbita pepo L.’nun
anavatani olarak bilinmektedir [9]. Kabak ilk kiiltire alindiginda zehirli ve aci
meyveleri i¢in degil, daha ¢ok besleyici ve daha az aci olan tohumlar1 i¢in
yetistirilmistir [10,11]. Gegmiste Amerikan yerli halklar1 arasinda kabak g¢ekirdegi
hem tibbi amagli hem de besin maddesi olarak yaygin sekilde kullanilmistir. Giliney
Amerika’da kullaniminin 14-16. yilizyillarda Aztek Uygarligi’na kadar uzandigi
bilinmektedir [12]. Kabak, diger iilkelere 16. ylizyilda deniz yoluyla tasginmis ve daha
sonra Oonemli bir sebze tiirii haline gelmistir [10]. Kabagin ronesans doneminde
Avrupa’da bilindigi, botanikgiler tarafindan tanimlandigi, bah¢ivanlik kitaplarinda
anlatildigi, hatta sanata konu olarak Roma’da bulunan Villa Farnesina’nin tavan ve
duvarlaria 1515-1518 yillar1 arasinda kabaga ait figiirlerin yapildigr belirlenmistir
[13,14]. Dogu Avrupa ve Akdeniz Bolgesi’nde (6zellikle Yunanistan’da) ascilik
alaninda, Hindistan ve Asya’nin farkli alanlarinda ise tibbi amaclarla kullanildig:
anlatilir. Cekirdek kabagi tohumlarinin iilkemize Yunanistan’dan geldigi, Trakya
Bolgesi’nde iiretiminin yayginlastigi ve bu yorede cerezlik kabak yetistiriciliginin

yaklasik 30-35 sene dncesine dayandigi tahmin edilmektedir [12].



Cerezlik ve sanayide kullanilan kabaklar, kabukluluk durumuna goére kabuklu, zar
gibi ince kabuklu ve kabuksuz olarak 3 gruba ayrilmaktadir. C. pepo L. tiiri,
normalde sert ve kalin bir tohum yapis1 gosterirken, Cucurbita pepo styriaca tiiriine
ait kabuksuz kabak ¢ekirdegi tohumlar1 bunun mutant bir formu olup odunlagsmamais
yapt gosterir. Bu durum 1880’lerde Avusturya-Macaristan bolgesinde kabuklu kabak
cekirdegi tiiriinde olusan bir mutasyonla meydana gelmistir [15]. Ulkemizde kabak
cekirdegi denilince akla ¢ekirdekleri kabuklu olan kabaklar gelmektedir. Cekirdek
kabaklart meyve sekli ve renkleri yoniinden farklilik gostermektedir. Cerez olarak
kullanim1 yaygindir [16]. 1977 yilinda kabuksuz tohuma sahip kabaklar iizerinde
yapilan genetik ve yetistirme calismalar1 sonucunda c¢erezlik ¢ekirdek endiistrisini
destekleyici bir yiliksek tohumlu {iriin 1rk1 gelistirme tesebbiislerine baglanmistir [17].
Kabuksuz kabak cekirdegi tohumlari ¢erez olarak kullanildig: gibi, sanayide yag elde
etmede, ekmek ve pasta sanayi ile ila¢ endiistrisinde (bagirsak parazitlerine karsi)
kullanilmaktadir. Yagi, salatalarda ve sebze yagi olarak tiiketilebilmektedir. Yagi
koyu yesil renkte oldugu i¢in, yemeklerde kullanimi yaygin degildir. Tohumlari
protein, yag, E vitamini yoniinden zengindir. Bu gruba giren kabaklarin meyveleri
turuncu, koyu yesil, sar1 ¢izgili, ¢ekirdekleri kabuksuz veya zar gibi kabukludur. I¢
koyu yesil renklidir. Kabuklu ve kabuksuz tohumlarin ara formu olan zar gibi ince
kabuklu tohumlarin ise kullanim1 yaygin degildir [16]. Ulkemizde daha ¢ok kabuklu
tipler cerezlik olarak kullanilmakta ise de, sanayide kabuksuz tipler tercih

edilmektedir [5].

2.1.2 Diinya’da ve Tiirkiye’de kabak iiretimi

Diinyada ve tilkemizde degisik amaglarla tiretilen ve gesitli tiirleri olan kabakta, 2013
yil1 verilerine gore, diinya ekim alani yaklasik 1.8 milyon ha, iiretim ise yaklasik 25
milyon tondur [18]. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Birligi’den alinan bilgilere
gore 2007-2013 yillar1 arasinda en fazla tiretimin oldugu iilkelere ait kabak tiretim
miktarlar1 Cizelge 2.1°de verilmistir. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Birligi’nin
verilerinde sadece c¢erezlik kabak iiretim degerlerini iceren istatistiksel bir
degerlendirme mevcut olmayip, farkli tiirde kabaklar1 da iceren iiretim degerleri
birlikte sunulmaktadir. Buna gore, diinyada kabak iiretim degerleri yil bazinda
tilkelere gore degisen bir seyir gosterse de toplam iiretim degerleri yoOniiyle artis

gostermektedir.



Diinyada kabak tiretiminin en ¢ok yapildigi iilkeler sirasiyla Cin, Hindistan ve
Rusya’dir. Cin, yaklasik 7 milyon tonluk iiretimiyle toplam iiretimin % 30’una
yakinini gergeklestirir. Tirkiye, iiretim miktar1 bakimindan 388.785 ton kabak
iiretimi ile Cin, Hindistan, Rusya, iran, Amerika Birlesik Devletleri, Ukrayna,

Meksika, Misir, ispanya, italya ve Kiiba’dan sonra 12. sirada yer almaktadir [18].

Cizelge 2.1 : Ulkelerin yillara gére kabak iiretim miktarlar1 (1.000 ton) [18].

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

Cin 6.250 6.300 6.450 6.665 6.905 7.000 7.100
Hindistan  3.905 4.071 4.023 4.456 4.696 4.900 4.900
Rusya 1.030 954 1.123 989 1.176 1.081 1.128

ran 707 591 675 733 951 965 897
Amerika 804 787 750 793 814 895 797
Ukrayna 525 533 560 517 627 588 611
Meksika 517 486 577 522 525 565 545

Masir 725 652 625 658 634 560 543
Ispanya 374 290 310 367 393 514 533
italya 532 519 509 508 539 520 530
Kiiba 456 422 413 347 340 361 412
Tiirkiye 338 379 412 430 411 396 389
Banglades 275 316 340 352 354 349 375

Ulkemizde kabak cekirdekleri uzun yillardir gerez olarak kullanilmalarina ragmen,
besin degeri ve saglik agisindan Oneminin anlasilmasiyla, tiiketimi giin gectikge
arttigindan tretim alani ve miktarinda da son yillarda 6nemli artislar meydana
gelmistir. Istatistiki verilere gore Tiirkiye nin toplam sebze iiretimi 24 milyon ton
civarinda olup, bunun 8 milyon ton kadarin1 kabakgiller (balkabagi, kabak(sakiz),
kabak(cerezlik), hiyar, kavun, karpuz vs.) olusturmaktadir [19]. Kabakgiller bu
tretim miktar1 ile Tirkiye sebze iiretiminin % 33’inii olusturmaktadir. Kabak
cekirdegi iiretimi ulusal istatistiklerimize 2004 yilindan itibaren girmistir. 2005-2014
yillar1 arasinda sakiz, g¢erezlik ve balkabag tiirlerinin {iretim miktarlar1 Cizelge
2.2’de verilmistir. Sekil 2.2°de de goriildiigii lizere toplam tiretim, yillar i¢inde artis
gostererek 2005 yilinda 379.500 tondan, 2014 yilinda 429.861 tona yiikselmistir.
Ayn1 donem verilerinde c¢erezlik kabak iiretiminde de benzer sekilde artis

goriilmektedir.



Cizelge 2.2 : Tiirkiye’nin yillara gére bazi tiir kabak {liretim miktarlar1 [19].

Kabak

Yillar Kabak (Sakiz) Balkabag (Cerezlik) Toplam
2005 294.000 74.000 11.500 379.500
2006 288.336 76.632 17.286 382.254
2007 267.142 70.740 31.262 369.144
2008 279.451 80.915 18.340 378.706
2009 307.419 82.552 21.971 411.942
2010 314.340 89.368 26.694 430.402
2011 317.705 93.099 32.396 443.200
2012 302.374 93.612 32.144 428.130
2013 293.709 95.076 35.586 424,371
2014 299.858 93.672 36.331 429.861
Tiirkiye Kabak Uretimi
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Sekil 2.2 : Yillara gore Tiirkiye kabak iiretim degerleri [19].

Bu tiir kabaklarin iilkemizde ekim alan1 ve tiretim degerleri Cizelge 2.3’te verilmistir.



Cizelge 2.3 : Tiirkiye’de ekilen baz1 kabak tiirleri, ekili alan ve tiretim degerleri

[19].
Uriin ad1 Ekilen Alan(da) Uretim(Ton)
Kabak (Sakiz) 92.242 299.858
Balkabag 40.816 93.672
Kabak (Cerezlik) 552.648 36.331
Toplam 685.706 429.861

Buna gore ekili alan icerisinde en biiyiik pay, ¢erezlik kabak i¢in ayrilmistir. Bunun
baslica sebebi, cerezlik kabak yetistiriciliginin yemeklik kabak tarimina goére bazi
avantajlarinin olmasidir. Bunlar; sulamanin sik yapilmasia gerek olmamasi veya
tamamen kirag kosullarda da ¢erezlik kabak tariminin yapilabilmesi, ekim ndbeti i¢in
uygun bir tiir olabilmesi, hasat kolayligi, kiiltiirel islemlerin biiyiik oranda makine ile
yapilabilmesi, hastalik ve zararlilar agisindan fazla sikintiya yol agmamasi gibi
nedenler sayilabilir. Ozellikle i¢ bolgelerimizde yemeklik kabak yetistiriciliginin
ekonomik olmamasi, c¢erezlik kabakta depolama ve pazarlamada sikintiyla
karsilasilmamasi, kirag kosullarda da gerezlik kabak tariminin yayginlagmasinin ana

nedenleri arasindadir [20].

Tiirkiye cerezlik kabak yetistiriciligine dair bolgelere ait veriler Cizelge 2.4’te
verilmistir. Buna gore iiretimin, yaygin olarak Orta Anadolu’da gerceklestigi, Bati
Anadolu ve Dogu Marmara’y1 da kapsayacak sekilde iilke cografyasna dagildig

gozlenmektedir.
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Cizelge 2.4 : Bolgelere gore gerezlik kabak tiretimi [19].

Ekilen Alan(Dekar) Uretim(Ton)

BOLGE
Kuzeydogu Anadolu 260 29
Ortadogu Anadolu 17 2
Giineydogu Anadolu 10 -
Bati Marmara 10.917 952
Ege 2.457 295
Dogu Marmara 23.653 2.504
Bati1 Anadolu 28.682 3.192
Akdeniz 220 40
Orta Anadolu 485.932 29.269
Bat1 Karadeniz 500 48
552.648 36.331

degerleri [19].

Ulkemizde cerezlik kabak yetistiriciliginin en ¢ok yapildig1 illerle ekim alanlar1 ve
tiretim miktarlar Cizelge 2.5’te verilmistir. Buna gore, lilkemizde gergeklestirilen
cerezlik kabak tiretiminin biiyiik bir boliimii 13.761 ton ile Kayseri ve 11.810 ton ile
Nevsehir illerinde gerceklestirilmektedir. Bu illeri 3.216 ton ile Aksaray, 1.642 ton
ile Konya ve 1.175 ton ile Eskisehir illeri izlemektedir. Kayseri, yaklasik 14.000

tonluk iiretimiyle toplam tiretimin % 38’ine yakinini gerceklestirir.

Cizelge 2.5 : Tiirkiye’de baslica ¢erezlik kabak yetistiren iller, ekili alan ve liretim

iller Ekili Alan (da)  Uretim (ton)
Kayseri 246.557 13.761
Nevsehir 160.614 11.810
Aksaray 38.870 3.216
Konya 12.965 1.642
Eskisehir 11.300 1.175

2.2 Kabak Cekirdegi ve Yag1 Hakkinda Bilgi

2.2.1 Kabak cekirdeginin karakteristik 6zellikleri

Kabak c¢ekirdegi tohumlar1 bir¢ok mineral, vitamin ve antioksidani biinyesinde

bulunduran 6nemli bir besin kaynagidir. Giiniimiizde yapilan arastirmalarda kabak
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cekirdeginin doymamis yag asitleri (% 35-47), protein (% 33-36), karbonhidrat (%
37) yoniinden zengin oldugu kadar, mineral maddeler (Ca, K, P, Mg, Fe ve Zn) ve
Ozellikle E vitamini yoniinden zengin oldugu ortaya ¢ikarilmistir [12,21,22]. Ayrica
B vitaminleri yoniinden zengin olup, riboflavin, tiamin ve niacin igermektedir [23].
Kabak c¢ekirdeginin tiiriine ve yetistirildigi cografyaya bagli olarak yag icerigi %35-
50, protein igerigi %?25-40, karbonhidrat igerigi %25, kiil miktar1 %5 ve ham lif
miktart %2 civarindadir [24, 25, 26]. Cizelge 2.6’da kabak ¢ekirdeginin bilesimi
gosterilmistir. Kiil iginde % 0.03 potasyum, % 0.02 kalsiyum, % 0.1 magnezyum, %
0.01 fosfor bulunmaktadir. Yag oran1 meyvede olduk¢a azdir ve % 04 - 1
civarindadir [27].

Cizelge 2.6 : Kabak cekirdegi kiispesinin bilesimi.

Bilesim Ortalama Deger (%)
Su 5,0-6,0
Protein 25,0-40,0
Yag 35,0-50,0
Karbonhidrat 25,0
Ham lifler 2,0
Kil 50

Kabak meyvelerinden tohumu ¢ikarilinca geriye kalan kabuk yaklasik %2,7
mineraller, %1 ham yag, %38 selilloz ve ham lif, %4,3 protein, %53 lignin ve
karbonhidrat icermektedir [28]. 100 g yenebilir kabak ¢ekirdeginde (610 kkal) enerji,
(10 g) karbonhidrat,(30 g) protein, (50 g) yag igerir [29].

Kabaklarda bol miktarda A, B ve C vitamini bulunur. Nitekim 100 gr kabakta 1000 -
16000 1.U. A vitamini, 0.16 - 0.18 mg B1, 0.2- 0.3 mg B2, 2.0 - 5.0 mg Niacin, 28 -
75 mg C vitamini vardir [27].

Cizelge 2.7°de kabak cekirdeginin mineral madde icerikleri incelendiginde kabak
cekirdeginin giinlilk 50-100 g tiiketilmesinin viicudun mineral madde ihtiyacini

karsilamada etkili olabilecegi anlagilmaktadir.
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Cizelge 2.7 : Kabak ¢ekirdeginin mineral madde bilesimi [21].

Mineral madde Ortalama Deger (g/100 Q)

Fosfor 0,8-1,3
Potasyum 0,5-1
Magnezyum 0,5-0,6
Cinko 0,005-0,009
Demir 0,006-0,01

Kabak ¢ekirdegi, igerdigi besin dgeleri bakimimdan Mg, Mn ve P i¢in ¢ok iyi; Fe,

Cu, protein, tekli doymamis yag ve ¢inko agisindan ise 1yi bir kaynaktir.

2.2.2 Kabak cekirdegi yaginin karakteristik ozellikleri

Kabak c¢ekirdeklerinden c¢ikarilan yagin bilesimi incelendiginde doymamis yag
asitlerinden Oleik ve Linoleik asit acisindan zenginken, doymamis yag asitlerinin
(Palmitik ve Sitrik asit) daha diisiik diizeyde oldugu goriilmektedir. Bitkisel veya
hayvansal iirlinlerden elde edilen yagin kalitesinin iyi oldugundan sz edilebilmesi
icin Linoleik asit ve E vitaminin (tokoferol) yiiksek olmas1 gerekmektedir. 100 g yas
kabak cekirdegindeki E vitamini miktar1 3,8-4,5 mg civarindadir [21].

Dogal ve saglikli olan kabak ¢ekirdegi yagi, kabak tohumlarindan iiretilir. Yesilimsi
kahverengi renkli, vitaminler ve 6zellikle E vitamini yoniinden zengindir. Tekli ve
coklu doymamis yag orani yiiksek, doymus yag orani ise diisiiktiir [30]. Kabak
cekirdegi yag1 yenilebilir yaglardandir; gii¢lii karakteristik bir tadi ve kendine 6zgii
kokusu vardir. Zengin yag asitleri igerigi ve insan organizmasina yararli ¢esitli kiiglik
bilesenlere sahip olmasindan dolay: yiiksek besin degerli yag grubuna girer. Uzun raf
omriine sahip, hizli yag bozunmalar1 olmayan ve yiiksek oksidatif stabilitesi bulunan
endiistriyel alanda ve insan beslenmesinde etkin bi¢gimde kullanilabilecek bir
triindiir. Kabak cekirdegi yagimnin bazi karakteristik o6zellikleri Cizelge 2.8’de

verilmistir.
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Cizelge 2.8 : Kabak (Cucurbita pepo ve Cucurbita maxima) tohumlarindan elde
edilen ham yaglarin fizikokimyasal &zellikleri [31].

Ozellik Degerler
Renk Yesilimsi kahverengi
Oda sicakligindaki durumu S1v1
Yogunluk (25°C) 0,9182 + 0,0018 g/cm?
Kirilma indeksi (40°C) 1,4660 + 0,0017
Dinamik viskozite (21°C) 72+ 0,58 mPa.s
Asit degeri 0,78 £ 0,02 mg KOH/g
Serbest yag asidi (Oleik asit) %0,97 +0,075
Peroksit degeri 9,20 + 0,59 meq O2/kg oil
Iyot miktari 107 £ 0,58 g 12/100 g
Sabunlasma degeri 201 + 3,72 mg KOH/g
Sabunlagsmayan madde %1,22 +0,12

Kabak tohumlarindaki yag oranit %40-60 arasinda degismektedir. Bu yagin %98-
99’unu yag asitleri olusturur. Baskin yag asitleri; doymamis yag asitlerinden Linoleik
asit ve Oleik asit, doymus yag asitlerinden Palmitik asit ve Stearik asittir. Yag asiti
bilesimi bitkinin yetistigi bolge, varyete, iklim, olgunluk durumu gibi c¢esitli
faktorlere gore degismektedir [32]. Kabak ¢ekirdegi yaginin degisik bilesenlerde yag

asitleri vardir. Bunlar Cizelge 2.9°da ayrintili olarak gosterilmektedir.
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Cizelge 2.9 : Kabak ¢ekirdegi yaginin yag asitleri kompozisyonu [31].

Yag Asidi Degerler
Miristik asit (C14:0) %0,09-0,27
Palmitik asit (C16:0) %12,6-18,4

Palmitoleik asit (C16:1) %0,12-0,52
Stearik asit (C18:0) %5,1-8,5
Oleik asit (C18:1) %17,0-39,5
Linoleik asit (C18:2) %18,1-62,8
Linolenik asit (C18:3) %0,34-0,82
Aragidik asit (C20:0) 900,26-1,12
Gadoleik asit (C20:1) %0-0,17
Behenik asit (C22:0) %0,12-0,58

Kabak c¢ekirdegi yagi % 78’e kadar doymamis yag asitleri igermektedir. Doymamis
yag asitlerinin de % 40-57’si linoleik asitten olusmaktadir. Yagda bulunan linoleik

asitte vitamin E’nin en 6nemli kaynagidir [33].

Omega-3 (w-3) ve omega-6 (w-6) yag asitleri insan viicudu tarafindan
Sentezlenemeyen ve disardan alinmasi gereken yag asitleridir. Esansiyel yag asitleri
denilen bu bilesikler vucut metabolizmasinda saglik acisindan ¢ok Onemli
fonksiyonlar1 vardir. Omega-3 yag asitlerinin kaynagimi alfa-linolenik asit (ALA)
olusturur. Buna karsilik omega-6 yag asitleri kaynagini linoleik asitten (LA) alir.
Omega-3 yag asitlerinin kaynagimi balik, kabak cekirdegi, keten tohumu ve ceviz
olustururken, omega-6 yag asitlerinin kaynagin1 misirozii yagi, aygicegi yagi, pamuk

Ve soya yagi olusturmaktadir [34].

2.2.3 Kabak cekirdegi ve yaginin kullanim alanlar ve saghk iizerine etkileri

Kabuksuz ¢ekirdek kabagi, Balkan, Ortadogu ve Orta Avrupa iilkelerinde daha ¢ok
cerezlik olarak tretilmektedir. Amerika’da yiiksek kaliteli bitkisel yag kaynagi
olarak, ¢erezlik olarak ve sandvi¢ sosu yapiminda potansiyel bir besin olarak
kullaniimaktadir. Yiiksek protein ve enerji kaynagi olmasindan dolayr Slovenya,

Avusturya ve Macaristan gibi gelismekte olan {ilkelerde konsantre besin kaynagi
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olarak tiiketimi olduk¢a yaygindir [17]. Bu iilkelerde ayrica kabak gekirdegi yagi,
nitelikli bir salata yagi olarak yiiksek fiyatlarla satilmaktadir. Tiirkiye’de ¢ekirdek
kabag: tiretimi fazladir ve yurt disina ¢erez ve yag sanayinde kullanilmak iizere

ihracat1 yapilir.

Kabak ¢ekirdegi proteininin biyolojik degeri yiiksek oldugu i¢in basta ekmek, salam,
sosis olmak iizere pek c¢ok gida irlinlerine katki maddesi olarak
degerlendirilmektedir. Cerezlik kabak ¢ekirdeklerinde kalite unsurlar lezzet ile temel

beslenme unsurlar1 olan yag ve protein 6zellikleri de 6nemlidir [35].

Kabak c¢ekirdegi bir sanayi hammaddesidir. Yaginin yaninda ¢ekirdekleri ekmek,
pasta sos, sekerleme olarak gida endiistrisinde, ila¢, kozmetik endiistrisinde, hayvan
beslenmesinde  kullanilabildigi  gibi  tohumlar1 siis esyast olarak da
degerlendirilebilmektedir. Ulkemizde kabuksuz ve kabuklu kabak gekirdeklerinden
yag cikarilmaktadir. Ancak miktar1 konusunda veri bulunmamaktadir. Ayni sekilde
kozmetik ve ila¢ endiistrisinde kullanilan miktarlarla ilgili bir bilgi bulunmamaktadir

[16].

Kabak tohumlar1 ayrica ¢orba ve tiirlii basta olmak tizere diger yemeklerde tat verici
cesni olarak kullanilmaktadir [36, 37]. Kabak tohumu mayonez, Fransiz sosu ve

margarin yapiminda da kullanim alan1 bulmaktadir [38].

Ogiitiilmiis veya kabuksuz kabak tohumlar1 ekmek yapiminda [39] ve ayrica yag
c¢ikarildiktan sonra kiispe olarak hayvan beslenmesinde kullanim alani bulmaktadir
[40]. Kabak tohumu yagi ise daha ¢ok Avusturya, Macaristan ve Slovenya’da
salatalarda kullanilmaktadir [41]. Son zamanlarda kozmetik sanayinde de kullanilan
kabak c¢ekirdegi yagi, icerdigi E vitamini ve diger mineral maddeler ile cilt
problemlerine iyi gelmektedir. Kabak c¢ekirdegi yagi ayrica mum yapiminda da

kullanim alani1 bulmaktadir.

Kabak ¢ekirdeklerinde sadece zeytin ve kili¢ baliginda bulunan kolesterol diistiriicti
bir hidrakarbon olan Squalene’in kabak ¢ekirdeklerinde de bulundugu
bildirilmektedir [21].

Kabak tohumlarmin sahip oldugu protein kolayca hazmedilebilmekte ve aminoasit
dengesinin iyi olmasindan dolayr 2-5 yas arasindaki c¢ocuklarin beslenmesinde

kullanilabilmektedir. Zengin bir yag kaynagi olmasi nedeniyle kabak tohumlarindan
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elde edilen yag, gida sanayinin yaninda ilag ve kozmetik sanayinde de

kullanilmaktadir [42].

Kabak c¢ekirdegi, kuruyemis olarak tiiketiminin yani sira, sahip oldugu yag, protein,
mineral maddeler ve aminoasitler yoniinden de zengin olup, insan saglig1 agisindan
ayrt bir dneme sahiptir. Halk arasinda barsak parazitini gidermede etkili oldugu
bilinen kabak tohumlarinin %35-40 oraninda yag, %37 oraninda karbonhidrat, %35-
40 oraninda protein igerdigi, ayrica Ca, K, P, Mg, Fe ve Zn yOniinden de zengin
oldugu bilinmektedir. Kabak tohumlar1 B vitaminleri yoniinden zengin olup, ayrica
da riboflavin, tiamin ve niacin i¢cermektedir [23]. Kavrulmus kabak c¢ekirdekleri,
salata, corba ve cesitli et yemeklerine lezzet arttirici olarak katilmakta ve sos

yapiminda da kullanilmaktadir.

Kabagin hazminin kolay oldugu ve bu bakimdan mide rahatsizligi olanlara
onerildigi; ayrica bobrek tasi ve kum diistirmede kullanildigi, lapa halinde kulak
agrisina iyi geldigi icerdikleri “piperazin” maddesi nedeniyle bagirsak parazitlerine
karsi oldiriicii  6zelligi bulundugu; bagirsaklardaki kil kurdu ve tenyanin
diigiiriilmesinde, eskiden kabak ¢ekirdekleri kullanildig: bildirilmektedir [27]. Ayrica
ABD’nde Buffalo Devlet Universitesi'nde yapilan bir ¢aliymada kabaktaki
fitosterollerin, prostat kanseri hiicrelerinin gelismesini engellediginin gozlendigi de
bildirilmistir [43]. Idrar yollar1 ve idrar kesesi sikayetlerine pozitif etkisi kanitlanan
kabuksuz kabak cekirdeginin kollesterol diisiiriici oldugu da tip literatiiriine
girmistir.

Kabak cekirdegi, biinyesinde bol miktarda lif barindirmaktadir. Lifli besinlerin kan
sekerinin daha dengeli yilikselmesini sagladigi, kabizlik ve bazi kanser tiirlerinin
Onlenmesinde yararli oldugu saptanmustir. Kabak ¢ekirdegi igerisinde yiiksek oranda
bulunan K vitamini kanin pihtilagmasi i¢in gerekli olan protrombinin yapiminda
gorevlidir. Ayrica K vitamini osteoporoz ve damar sertligi (ateroskleroz) tedavisinde
kullanilmaktadir [44]. Kabak ¢ekirdeginde 6nemli miktarda bulunan potasyum, viicut
icin hayati olan minerallerden birisidir. Hiicre i¢ci ve disindaki sivi ve mineral
dengesine yardim eder. Kan basincinin diizenlenmesini saglar. Sinir iletiminin ve
uyarilarinin iletimine yardim eder, kaslarin kasilmasinda gorev alir. Kabak
cekirdeginde bulunan c¢inkonun osteoporoz hastaliginin tedavisinde kullanildigi,

selenyumun ise prostat ve akciger kanseri riskini diisiirdiigii belirtilmektedir [45].
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Kabak c¢ekirdegi uzun yillardan beri Kuzey Amerika ve Meksika’da bagirsak
kurtlarin1 diisiirmede, kalp hastaliklarinin tedavisinde ve yaniklarin giderilmesinde
geleneksel olarak kullanilmaktadir [46]. Kabak c¢ekirdeginin mesane tasini
distirmede etkili oldugu saptanmistir [47]. Kabak tohumlarinda yiiksek oranda
bulunan fenolikler kandaki seker miktarini azaltarak seker hastaliginin tedavisinde

kullanilmaktadir [48].

Kabak tohumlarinda bulunan E vitamini, kalp krizi riskini ylizde 40 oraninda
azaltmaktadir. E vitaminin bunun disinda, aspirin gibi kani sulandirici etkisi olup,
kanin pthtilasmasini 6nledigi, damar sertligi ve tikanikligini giderdigi bilinmektedir.
E vitamini gii¢lii bir antioksidan olarak kanser, katarakt olusumunu ve bagisiklik
sisteminin yaglanmasin1 Onlemektedir [49]. Ayrica, serbest radikal yakalayict
ozelliginden dolayr antioksidan olarak deriyi UV 1s18mnin hasarlarina karsi
korumaktadir. Ayni zamanda antienflamatuar etkiye sahip olup, derinin nemini

artirmakta, kirigikliklart azaltarak yaslanmay1 geciktirmektedir [50].

Cucurbitaceae tiirlerinin tohumlarinin  besleyici degerini arastirmak iizere
Kamerunda degisik iklim Ozelliklerine sahip alanlarda yapilan ¢aligmalarda;
tohumlarin besin degerlerinin iklim farkliliklarindan etkilenmedigi belirlemislerdir.
Cucurbitaceaea tohumlarinin % 28-40 arasinda protein igerdigi, diger yagli tohumlar
gibi yiiksek oranda lipid seviyesine sahip oldugu bundan dolay1 protein ve yag
kaynagi olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir [51].

100 g yenebilir kabak c¢ekirdeginde (610 kkal) enerji, (10 g) karbonhidrat,(30 g)
protein, (50 g) yag igerir ve giinliik olarak Onerilen miktarlarda tiiketilmelidir. 8,8 g
toplam posada 1,8 g suda c¢oziniir posa ve 7,0 g suda c¢dzlinemeyen posa
bulundurarak tokluk hissi olusturur ve diyet iirlinlerinin bileseninde bulunur.
Coziiniir posa igeriginden dolayr kan sekerini diizenleyip kolesterol seviyesini

diisiiriir ve kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 koruyucu 6zellik saglar [29].

2.3 Bitkisel Yag Eldesi

Endiistride yagli tohumlardan veya diger bitkisel tohum/¢ekirdeklerden yag elde
edilmesinde, On islemleri takiben, genellikle soguk presleme ve/veya c¢oziici
ekstraksiyonu yontemleri kullanilir. Alternatif ekstraksiyon yontemleri olarak

stiperkritik akiskan ile ekstraksiyon ve sulu enzimatik ekstraksiyon yontemleri
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tizerinde calismalar yapilmaktadir. Asagidaki boliimlerde bu yontemler hakkinda

detayli bilgi verilmistir.

2.3.1 On islemler

Hammaddenin Temizlenmesi: Yagh tohum disindaki her tiirlii tohum, sap, tas,
toprak ve metal gibi maddeler yabanci maddeler, makinelere zarar verilmemesi igin,
mutlaka temizlenmelidir. Elekler, triyorler, pndmatik (havali) ayiricilar, miknatis
sistemi, linterleme makinalar1 (pamuk tohumunu liflerinden ayirmada), firgalama
makinalar1 yagli tohumlarin temizlenmesinde kullanilan baslica sistemlerdir [52].
Elekler: irilik esasina gore; triyorler: sekil farkina gore; pnomatik ayiricilar:
yogunluk farkina gore; miknatis sistemi: metal pargalarini miknatislik 6zelligine gore

ayirma islemlerinde kullanilir.

Kurutma: Nemli ¢ekirdekler daha diisiik ekstraksiyon verimi vermekle birlikte
ekipmana zarar da verebilirler. Nem ayrica, ¢ekirdekte kiif sporlart bulundugu igin
kiiflenmeye de zemin hazirlar. Genel bir kural olarak c¢ekirdeklerin tohumlar
depolama ve ekstraksiyon islemleri sirasinda ortalama 10% seviyelerinden daha fazla

nem icermemelidir [53].

Yagh tohumlarin nemlendirilmesi: Yagli tohumlarda kabuk kirma ve ayirma,
pulcuklandirma, kavurma gibi islemlerin daha kolay uygulanabilmesi i¢in tohumun
nem oraninin % 16-18 olmas1 gerekmektedir. Bu nedenle yagli tohumlarin istenen
nem derecesine getirilebilmeleri icin asagida belirtildigi sekilde nemlendirilmeleri

gerekmektedir [54].

* Tohuma verilen su, homojen bir dagilim saplamak ic¢in piiskiirtme seklinde

verilmelidir.

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

zedelenmis tohum miktar1 yliksek degilse bu siire 3 - 4 giin olabilir.
* Nemlendirmeden sonra tohumun yiizeyinde su kalmamalidir.
* Nemlendirilmis tohumlar ¢abuk bozulacagi i¢in hemen yaga islenmelidir.

Kabuk Kirma ve Ayirma: Yagh tohumlardan kabuklarin uzaklastiriimas: kirma ve
ayirma olmak tizere iki kademede yapilan bir islemdir. Bu islemin en temel amaci,
elde edilecek yagda kalite ve kantite kaybini Onlemektir. Kabuklar, 6zellikle dis

yiizeyleri i¢ dane ile temas ederse, i¢ taneden kabuga yagin migrasyonu s0z
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konusudur. Yaklasik kabuklarda %1 yag bulunur. Tonlarca tohumun islendigi ve

¢eside gore tohumlardaki kabugun %20-40 arasinda degistigi diisiiniiliirse bu yolla
yag kaybi hi¢ de kiiclimsenemeyecek miktarlardadir [55].

Yagli tohumlarda kabuk ayirmay1 gerektiren bir baska neden ise, kabuklarin yagda
¢Oziinme niteligi gosteren ve yagin goriiniis, renk, tat ve kokusunu bozan maddeler
icermesi ve kabuklarin kirilip uzaklastirlmamasi halinde bu maddelerin yaga
gecerek kalitesini diisiirdiigii gibi, ham yagin rafinasyonunu da zorlastirmasidir.

Bunun disinda kabuklarin uzaklastirilmasi kiispe kalitesi i¢in de 6nemlidir.

Ogiitme: Yagl tohumlarda yag zerrecikleri hiicre sitoplazmasi i¢inde oldugundan,
bunlar1 digar1 almak i¢in tohum i¢inin miimkiin oldukea kiigiik parcalara inceltilmesi,
ezilmesi gerckmektedir. Bunun igin genellikle disli valsler kullanilir. Eger yagh
tohumlarda yag, ekstraksiyon yontemi ile alinacaksa yagli tohumlar pulcuklar haline
getirilir. Bu mekanik proses ile boyut kiigiiltiilmesi de yapilir ve partikiillerin ylizey
alan1 genisletilmis olunur. Olusan yeni sekil ve yiizey alan1 yag ¢ikist i¢in kiitle
transferi igin yolun kisalmasmm saglar. Ozelllikle ¢oziicii ekstraksiyonunda

¢oziicliniin i¢e diflizyonu kolaylagmakta ve ekstraksiyon hizini arttirmaktadir [55].

Tohumlarin kavrulmasi: Yaglhh tohum ve meyvelerde hiicre icindeki yag
molekiillerini hiicre disina almak ve akict bir hale getirebilmek icin, ezilmis veya
par¢alanmis tohumlarin kavrulmasi gerekir. Kavurma islemi ile hiicre duvarinda
yeralan proteinler denatiire olur ve hiicre ic¢indeki yag molekiillerinin disariya
cikmast kolaylasir. Ayrica sicaklik etkisiyle yag molekiilleri kiimecikler ve
zerrecikler haline gelerek(koagiile edilerek) kolayca hiicre disina cikar. Sicaklikla
yagin vizkositesi azalir ve akisi kolaylasir. Yagli tohumdaki su uzaklastigindan
¢oziicii yag1 kolayca ¢ozebilir. Yagh tohumdaki lipaz enzimi sicaklikla etkisini
yitirir, yagin parcalanmasi da onlenir. Bunlarin disinda fosfatid ve benzeri maddeler
sicakligin etkisiyle ¢oziiclide ¢oziinmez hale geger. Kiifler ve bakteriler kavurma

islemi ile oldiirtliir. [56].

Kavurma islemi ile tohumdaki su orant % 7-8’den % 4-4,5’e diistiriiliir. Kavurma
islemi kiigiik isletmelerde dogrudan atesle isitilan tek katli tavalarda, biiyiik ve
modern isletmelerde ise 4-5 kath tavalarda yapilmaktadir. Tavalara alinan tohum
once 15-20 dakika 1sitilir ve lizerine su buhar1 veya sicak su piiskiirtiiliip nemi % 16-

18’e ¢ikartilir. Tohum sicakligr 80-90 °C’ ye ¢ikartilarak kavurma islemine gegilir.

20



20-30 dakika kavrulan tohumun proteinleri koagiile edilmistir. Daha sonra 110-115

°C sicaklikta nem oran1 % 4-4,5’e diisiiriiliir, pres veya ekstraktore sevk edilir [55].

2.3.2 Soguk/Mekanik presleme

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 karisirlar. Presleme ile tiim yag1 ayirmak zordur. Kiispede

onemli miktarda yag kalabilir.

Presleme icin 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 ylizde 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 1
evhalar igerirler. Is1 islemine bagl tutulmus ezilmis madde kil torbalar icerisinde
olarak once 1limli 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 tiirlii eslik

maddeleri ¢oker, veya basingh siizgecten gegirilir.

Torba pahaliya mal oldugundan simdi daha ziyade elekli pres makineleri tercih
edilmektedir. Isil islem goren yagli madde kiispesinde % 7 kadar yag kalir. Onceden
151l iglem gormiis tohumlar ile calisilirsa kiispede kalan yag % 4-6 olur. Kiispe

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
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govde iginde, sonsuz bir vida bi¢iminde donen eksenden ibarettir, kiyma makinesine
benzer. Isitilmis ve kurutulmus yagli madde bas taraftan gévdeye sokularak gittikge
artan basinca tabi tutulur, gévdenin yanindan yag akar, sonundan kiispe ¢ikar. Pres
buhar kilifi ile 1sitilabilir. Kiispe ikince kez o6gitiiliip yeniden pres edilebilir veya
hidrolik preste sikilabilir. Siirekli presler masrafsizsalar da daha bulanik ve hidrolik
prese gore dislik verimle yag cikarirlar, bununla birlikte tohumlardan yag ¢ikarmak

i¢cin genellikle kullanilan budur [53].

Mekanik presleme islemi; kati-sivi faz ayirim yontemi olarak tanimlanabilir.
Genellikle yag orant % 20 ’den daha yiiksek olan yagli tohumlarin ham yaga
islenmesinde mekanik presleme yontemi kullanilabilmektedir. Mekanik presleme
islemi sonucu esas iriin olarak ham yag, yan {iriin olarak yagi alinmis kiispe elde
edilmektedir. Mekanik presleme isleminde kesikli calisan hidrolik presler, siirekli

vidal1 presler ve doner presler kullanilabilir [56].

Bitkisel kaynaklardan yaglarin hi¢bir kimyasal kullanmaksizin geri kazanim
stireglerinden biri soguk presleme yontemidir. Bu yontemde presleme islemi sonunda
geriye kalan kati atik icindeki yag miktar1 yaklasik olarak kiitlece %10-15
civarindadir [57]. Bu miktar ekonomik agidan degeri ve kitlig1 olan tiriinlerde iiriiniin
atik i¢inden geri kazanimini zorunlu hale getirmektedir. Soguk presleme yontemi ile
elde edilen yag yiiksek saflikta olmasina karsin elde edilen iirlin verimi diisiik

olmaktadir.

2.3.3 Siiperkritik ekstraksiyon

Son yillarda, siiperkritik akigkan ekstraksiyonu (SC) alternatif bir yontem olarak
dikkat cekmektedir. SC, distilasyon, Soxhlet, sivi ekstraksiyonu ve presleme gibi
diger yontemler ile basarilamayan istiinliikleri saglayan yeni bir yontemdir. Bu
yontemde ¢oziicii tiikketimi ve basamak sayisi azalmakta, analiz siiresi kisalmaktadir.
Coziicii tilkketimi hacminin azaltilmasi sadece yiiksek fiyatlardan ka¢inmak agisindan
degil, cevreye verilme problemi bakimindan da 6nemlidir. Siiperkritik akigkanlarin
onemli oOzelligi ¢6zme giiclinlin, yogunluktaki degismeler yolu ile kontrol
edilebilmesidir. Farkli polarite ve molekiil boyutlu bilesikler tek bir siiperkritik
akiskan kullanimi ile ekstrakte edilebilmektedir. Ayrica SC akiskan hizi, stiperkritik

akiskanda molekiillerin difiizyon katsayilar1 bir sivi ortamindakinden daha fazla
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olmast nedeni ile yiliksektir. Bu yontem kolaylikla otomatiklestirilebilmekte ve

kromotografik ve spektrofotometrik tekniklerle birlestirilebilmektedir [58].

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 dolay1 gazin yogunlugu artmaya baglar.
Giderek iki fazin yogunluklari birbirine yaklasir, gaz ve sivi arasindaki farklar
kaybolur ve egri bir kritik noktaya gelir. Bu noktada madde artik “akiskan” olarak
adlandirilabilir. Boylece, maddenin sicakligi kritik sicakliginin (T¢), basinci ise kritik
basincinin (P¢) tizerine ¢ikartildiginda kati, sivi ve gaz fazlarindan daha farkli, yeni
bir bolge ortaya ¢ikar ve bu bolgedeki akigkan “siiperkritik akiskan (SC)” olarak
tanimlanir. Ik kez 1879°da Royal Society seminerlerinde (Londra) Hannay ve
Hogart tarafindan, bir katinin yiiksek basingtaki gazda ¢oziindiigli, basing
disiiriiliince katinin ¢oktiigii agiklanmistir. Bir kag¢ yil sonra Eduard Buchner
(1907°de biyokimya alaninda Nobel 6diilii almistir), uzun siiren bir g¢alismanin
ardindan bir model bilesik olarak naftalinin SC-CO; i¢indeki ¢6ziiniirliigi 6lgmiistiir
[59].

Stiperkritik akigkan ekstraksiyon sisteminde, sivi akigkan dnce bir pompa ile istenilen
basing degerine ayarlanir. Buradan bir 1siticiya gonderilen akiskan istenilen sicaklik
degerine 1sitilir. Boylece siiperkritik sicaklik ve basing degerlerine getirilmis olan
akigkan sicakligi sabit tutulan bir ekstraktore gonderilir. Ekstraktérde bulunan madde
ile temas sonucu, siliper kritik akiskanda ¢oziinen karisim bir ayiriciya alinir ve
basinci diistiriiliir. Basincinin diisiiriilmesi sirasinda ¢ézme giiciinii kaybeden akigkan
triinden ayrilir. Ayricidan alinan stiper kritik gazmmin geri kazanimi igin bir
sogutucuda sicakligi diisiirilmektedir. Sogutucundan ¢ikan sivi akigkan tekrar
sisteme beslenmek tizere sivi COq tiipiinden alinan akimla karistirilir. Elde edilen
irlin ya da driinler ayiricinin altindan toplanir [60]. Siiper kritik ekstraksiyon
sisteminde kullanilan CO2 nin zehirsiz olup yanict olmamasi, ucuz temin edilmesi,
kimyasallara ve radyoaktif maddelere kars1 kararli olmasi, polar olmayan ve orta
polar organik bilesikler i¢in yiiksek ¢6zme giicli gostermesi, ekstrakte olan tiirlerin
kazaniminin CO2 in gazlastirilmasin1 igeren basit bir islemle gergeklestirilmesi,
sistemden kolaylikla ayrilip ve geride atik birakmamasi, kritik sicaklik ve basincinin

diisiik olmasi gibi avantajlar1 vardir.
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Stiperkritik  akigkanlarla ayirma islemlerinin yiiksek basingta (>80 atm)
gerceklesmesinden dolayi yiiksek yatirim maliyeti ve yiiksek enerji gereksinimi gibi
birka¢ dezavantaji vardir. Son derece onemli oldugu halde ihmal edilen diger bir
dezavantaji ise, en ¢ok kullanilan CO2’tir. Saf CO. tiiplerinin igeriginde bile varolan
%1-2!lik oksijenin, antioksidanlar gibi oksijene hassas bilesikler ile tepkimeye girip

az miktarda da olsa bozunmalaria neden olmaktadir [61].

2.3.4 Coziicii ekstraksiyonu

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

ekstraksiyonuna 6rnektir [62].

Bu yontem Fransiz E. DEISS’in 1855 de Marsilya’da zeytinden karbon siilfiir ile yag
ekstraksiyonu ile baslamistir. Coziicli ile ekstraksiyonda, yagli doku dnce peletler
haline getirilir ve ¢oziicli icerisinde 1limli bir sekilde karistirilir, ¢cozelti aktarilir,
yerine yeni ¢oziicli konur. Coziicli ekstraksiyonu, ¢ok bilesenli bir katidan istenilen
bilesenin bir ¢oziicii ile ¢oziilerek ayrilmasidir. Kati i¢inde difiizyon yavas oldugu
icin dengeye ulagsmasi zor olan bir stiregtir. Kati-s1v1 ekstraksiyonuna ii¢ ana faktor
etki eder: Bunlardan ilki ¢6ziicii ile madde temasidir. Coziinmesi istenen madde kati
yiizeyinde ise ¢oziicii ile ekstrakte edilmesi kolaydir, ancak, yagl tohumlarda oldugu
gibi ¢ozlinmesi istenen madde katinin i¢inde ise, katinin bir 6n islemden gecirilerek
parcacik boyutu kiciiltiliir. Boylece kati-¢oziicli temas ylizeyi artirilarak

ekstraksiyon verimi yiikseltilir.

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 ¢oziiciilerin kullanilmasi tercih edilir. Genellikle kullanilan ¢oziiciiler
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

calisgmak difiizyon hizimi artirip islemi c¢abuklagtirir, bunun yaninda, ¢ok yiiksek
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sicaklikta bazi bilesenlerin yapisinda bozulmalar olusabilir veya istenmeyen

bilesikler de ¢6ziinebilir [63].

Ekstraksiyon sonrasi yagdan ve kiispeden ¢0Oziicliniin tamamiyla uzaklastirilmasi
yapilir. Kiispe proteince zengindir, sigirlara yem olarak verilir. Coziicii ekstraksiyonu
diisiik yag yiizdeli tohumlardan yagin ¢ikarilmasinda uygulanan tek yontemdir. % 30
dan daha fazla igeren hammaddelerden ise yag eldesinde dnce madde preslenir, yag
ylizdesi 8-10 dustiriildiikten sonra ¢oziicli ile ekstraksiyona tabi tutulur. Yagh

maddelerde ekstraksiyon sonrasi kiispede kalan yag % 0,5-2 olmaktadir [64].

Ulkemizde yag iiretiminin biiyiik bir kism1 geleneksel ¢oziicii ekstraksiyonu ile
gerceklestirilmekte olup, bu islemlerde genellikle hekzan kullanilan en yaygin
¢oziiciidiir. Son yillarda, hekzanin toksik etki gdsterdigi saptanmis, 6zellikle bazi
Avrupa Birligi iilkeleri, Kanada ve ABD’de yasaklanmistir. Hekzan insan sagligi ve
¢evre acisindan biiyiik riskler i¢erir bunun yaninda maliyeti de yiliksek bir ¢oziictidiir.
Biitiin bu olumsuzluklara karsin iilkemizde hekzan ile yagli tohumlardaki yagin
ekstraksiyon yontemi ile geri kazanimi devam etmektedir. Ayrica bu yontemde
¢Oziiclinlin Uiriinden uzaklastirilmast i¢in birgok ayirma ve saflastirma basamagi
kullanildigindan, isletme maliyetleri acisindan iiretilen yagin maliyetini de
arttirmaktadir. Yapilan ¢ok sayidaki ayirma islemlerine karsin iiriinden ¢6ziicli tam

olarak uzaklastirillamamaktadir [65].

Cozict ekstraksiyonunda, ¢oziicii ¢oziinen maddeden kolayca ayrilabilen yapida
olmalidir, bu nedenle diisiik kaynama noktasina sahip ¢oziiciilerin kullanilmasi tercih
edilir. Yiksek sicakliklarda calismak difiizyon hizini artirip islemi g¢abuklastirir,
bunun yaninda, ¢ok yiiksek sicaklikta bazi bilesenlerin Solventle ekstraksiyonda
genel olarak belli bir tane biiyiikliigiine 6giitiilmiis tohumlar organik bir ¢oziicii ile
temas ettirilir, yagin c¢oziiciiye gecmesi saglanir. Daha sonra misella denilen
¢Ozeltiden ¢Oziicii ugurulur ve geriye ham yag kalir. Pres yontemine gore Ustiinligi
kiispede en fazla % 1 oraninda yag kalmasidir. Cogunlukla kalan yag miktar1 % 0,5
civarinda bulunmaktadir. Bu yontem 6zellikle yag miktar: diisiik olan aygicek, soya
ve ¢igit gibi yagh tohumlarda kullanilmaktadir. Sistemde bir¢cok organik madde
¢oziicii olarak kullanilabilir ancak Tirkiye ve Diinyada en yaygin kullanilan

kaynama noktas1 64-68°C olan hekzandir [66, 67].
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2.3.5 Rafinasyon islemleri

Rafinasyonun amaci berrak, agik renkli, kokusuz, serbest asit degeri belli bir
seviyede olan bir yag elde etmektir [56]. Ham yaglar ne kadar 6zenli ve temiz elde
edilirse edilsin mutlaka rafine edilmelidir. Ciinkii tiiketici 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 zeytinyaglar1 da rafine edilir. Tiirkiye’nin kirsal kesiminde aycicegi,
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 agamalaridir.

Rafinasyon giiniimiizde kimyasal ve fiziksel olmak tizere iki sekilde uygulanabilir;
ayrica her islem basamagini kesikli veya siirekli olarak uygulamak miimkiindiir.
Ulkemizdeki yag fabrikalarinda rafinasyon isleminin temel basamaklarmin tiimii

stirekli, tiimii kesikli veya bir kismi kesikli olarak uygulanabilmektedir [55].

Ham yaglarda bulunan ve kullanimlar1 sirasinda sorunlara neden olan istenmeyen
maddeler bir dizi islem sonunda ham yaglardan uzaklastirilirlar. Rafinasyon olarak
isimlendirilen bu islemler baslica kimyasal ve fiziksel rafinasyon olarak iki ana

baslik altinda toplanir [68].

Kimyasal rafinasyon yonteminde ise ham yaga uygulanan islemler asagida

siralanmastir:

Zamks1 maddelerin giderilmesi (degumming) : ham yag genellikle su ile muamele
edilir ve pihtilasan fosfatidlerin bir kismi santrifiijlemeyle ayrilir. Bu islem soya

yagina uygulandiginda ayrilan pihtilar lesitin ismi altinda emiilgator olarak kullanilir.

Serbest yag asitlerinin giderilmesi (nétralizasyon) : Yagda bulunan serbest yag
asitleri bir alkali ile, genellikle sodyum hidroksit ¢6zeltisi ile reaksiyona sokulur ve
serbest yag asitleri sabun olusturarak yagdan ayrilir. Yag su ile yikanarak alkali ve

sabun giderilir. Yonteme ismini veren bu kimyasal reaksiyondur.

Renk veren maddelerin giderilmesi (bleaching) : Yag, agartma topragi ismi
verilen bir kil minerali ile muamele edilir ve agartma topragina adsorplanan

pigmentler siiziilerek yagdan ayrilir.
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Koku veren maddelerin giderilmesi (deodorizasyon) : Yag en son olarak vakum
altinda ve yiiksek sicaklikta distile edilerek kotii koku veren aldehit, keton benzeri

oksidasyon tiriinii u¢ucu maddeler giderilir.
Fizksel rafinasyon yonteminde ise sirasiyla asagidaki islemler uygulanir:

Zamks1 maddelerin giderilmesi (degumming) : Yaga, sirasiyla su ve fosforik asit

ile ileri derecede bir fosfolipid giderilmesi uygulanir.

Renk veren maddelerin giderilmesi (bleaching) : Agartma toprag ile renk veren

maddeler giderilir.

Distilasyonla serbest yag asitleri ve koku veren maddelerin giderilmesi : Tiim
prosesin fiziksel rafinasyon olarak isimlendirilmesi, serbest yag asitlerinin fiziksel
bir ayirma yontemi olan distilasyon ile giderilmesinden kaynaklanir. Bu islemde yag
asitleri ve koku veren maddeler vakum altinda ve yliksek sicaklikta su buhari

kullanarak distile edilirler.

2.4 Enzimatik Sulu Ekstraksiyon

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

calismaktadir [69].

Organik c¢oziiciilerin kullanilmasi giivenlik agisindan sorun yarattigindan, ¢oziicli
olarak su kullanimi denenmis, ancak ilk denemeler diisiik ekstraksiyon verimi
nedeniyle basarisizlikla sonuglanmistir. Buna ragmen bu konu iizerindeki ¢alismalar
devam etmektedir. Cevresel agidan daha temiz bir yontem oldugundan, sulu
ekstraksiyona ilgi devam etmistir. Ote yandan, sulu ekstraksiyonun verimi ¢dziicii
ekstraksiyona gore cok diisiiktiir. Bu Onemli soruna ¢are olarak enzim katkil

ekstraksiyon yontemleri gelistirilmektedir.

Segilen enzimin aktivitesi ¢alisilacak tohum veya meyveye 6zgii 6zellikte olmalidir.

Ornegin yapisinda onemli miktada seliiloz ve hemiseliilloz barindiran tohumlar
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seliilaz ve hemiseliilaz enzimleri ile muamele edilmelidir. Tohumlara 6n islem olarak
hiicre duvarin1 par¢calamaya yonelik uygun enzimlerle enzimatik islem uygulamak,
solventle ekstraksiyonu mekanik ve sulu ortam ekstraksiyonlarinda ekstraksiyon
verimini ve yagmn Kkalitesini arttirmaktadir [70,71]. Enzimler tek baslarina
kullanildiklart gibi karigim halinde de kullanilabilirler. Karisim halindeki enzimlerin

kullanimui ile genel olarak yiiksek ekstraksiyon verimlerine ulagilmistir [70].

Sulu ekstraksiyon (SE), yangin ve patlama riski de icermediginden soguk presleme
ve ¢Ozlcii ekstraksiyonu yontemlerinden daha avantajlidir. Daha giivenli ¢alisma
olanagi sunmasi, daha diistik ilk yatirnrm 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.

Enzimatik sulu ekstraksiyonu yagin su i¢inde ¢oziinmezligine dayanan gilivenli bir
islemdir. Bu yontemde yag ekstrakte edilebildigi gibi protein de ekstrakte
edilebilmektedir. Ekstraksiyon mekanizmasinin esasi hiicre duvariin yikilmasi ile
protein ve yagin agiga ¢ikmasi oldugundan bunlarin ekstraksiyonu es zamanl olarak
gerceklesir. Ekstraksiyonunu etkileyen degiskenler (enzim bilesimi, ortam pH’1,
partikiil biiyiikliigii, sicaklik, calkalama hizi, siire ve kati-siv1 orani) yag ve protein
ekstraksiyon verimlerini belirlemektedir. Seliilaz, hemiseliilaz, pektinaz gibi
enzimler kotiledon hiicre duvarlarini yikarken, proteaz ise yagli membran ylizeylerini
bozunmaya ugratmaktadir. Proteolitik enzimler yag bilesenlerinin etrafin1 saran
lifofilik proteinler olan oleozinleri hidrolize etmekte, bdylece oleozinlerin ylizey

aktiviteleri azalmakta ve yag ayrimi gergeklesmektedir [72].

Pekcok bitkinin hiicre duvar1 temel olarak pektik bilesenler, seliiloz, hemiseliiloz ve
ligninden meydana gelmektedir ve kofullar igerisinde yag barindirirlar [73]. Yagin
ekstraksiyon verimi hiicre duvarina etkiyen karbohidrazlarin ve proteazlarin
hidrolitik miidahalesi ile artirilabilir [72]. Enzim destekli sulu ekstraksiyon veya
enzimatik sulu ekstraksiyon ifadesi de buradan gelir, 6zetle, 6gltiilmiis tohumlar
enzimler ile isleme tabi tutulur, hiicre duvarlarmin ve bazi lifli maddelerin
parcalanmasi saglanir. Yaglarin etrafim1 ¢evreleyen lipofilik proteinlerin de etkinligi
kirilir ve yag serbest hale gelir. Bu sayede yagin su ile ekstraksiyon islemi kolaylasir.
Proteolitik enzimlerin kullanimi Hindistancevizi yagi, kolza yag1 ve zeytinyagi
eldesinde pilot Olgekte basarili sonuglar alinmigtir. Bunlarin yanisira, kavun

cekirdegi, aycicegi ¢ekirdegi, kanola, pamuk tohumu, bugday, soya, yerfistigi, tiziim
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cekirdegi ve kabak cekirdegi gibi yag iceren tohumlarda enzimatik ekstraksiyon
caligmalart yapilmistir [70,71,74].

Ekstraksiyon sonrasi yagi ayirabilmek i¢in, birgok calismada santrifiij kullanilmasi
gerekliligi ortaya c¢ikmistir. Genellikle ekstraksiyon sonrasi karigimlar 1519 ile
16,000 g arasinda santrifiij edildiginde dort faza ayrilir: yag, krema, sulu ve kat1 faz
tabakalar1. Yagin ayrilmasi icin ekstraksiyon karigimina sicak su ilave edilerek sicak
suda yag1 yiizdirme de yapilabilir. Bu yontemde emiilsiyon tabakasi iist ylizeye
cikar, oradan alinir ve hafifce kaynatilarak emiilsiyon kirilir. Ve son olarak yag
tabakasi dekante edilir. De-emiilsifikasyon ve iirlin eldesi asamalari, esas itibariyle
sulu ve enzimatik ekstraksiyonun gerceklestirilebilirligini belirler. Emiilsiyondaki
yag kiirecikleri birleserek daha biiylik damlaciklar olustururlarsa santrifiijde yagin

ayrilmasi daha kolay olur [70].

Bu fazlara dagilmis yaglarin ayri miktarlarinin tespiti neredeyse imkansizdir. Bu
nedenlerden dolay1 sonug olarak yag ekstraksiyonu veriminde sivi faza gegen toplam

yag miktar1 lizerinden hesaplamalar yapilir [75].

Proses ¢ogu yagli tohumdan ayn1 anda yag ve protein eldesine ve iyi kalitede yag
tretimine olanak saglar. Enzimatik sulu ekstraksiyon ve hekzan ekstraksiyonu ile
elde edilen yaglarin serbest yag asidi, peroksit ve diger oksidasyon degerleri
acisindan fark olmadigi da gozlemlenmistir Bunun yanisira enzimatik olarak elde
edilen yagin renginin daha ag¢ik ve sarimsi oldugu tespit edilmistir. Ayrica enzimatik
ekstraksiyon ile yagdaki fosfolipidler ve suda ¢oziilen gamlar yagdan
uzaklagmaktadir [76]. Ozellikle yagin tokoferol miktar: daha yiiksek bulunmaktadir.
Fenolik bilesiklerin oran1 daha yiiksek oldugu i¢in yaglar daha yiiksek antioksidan
aktivite gostermektedir [77]. Enzimatik ekstraksiyonda, diisiik fosfatid icerigine
ragmen oldukga kararli ve ayrica daha diisiik seviyede renkli madde igermektedir. Bu
nedenle saflastirma icin daha az agartma topragina ihtiya¢ duyulmaktadir. Enzimatik
ekstraksiyon prosesiyle elde edilen zeytinyaginin depolama stabilitesinin geleneksel

stkma yontemine gore oldukga iyi oldugunu belirtmistir [70].

Enzimlerin gida sanayinde kullanilmasi, yiiksek verimlilikte {irlin {retimi,
istenmeyen yan iirlinlerin azaltilmasi ve pek ¢ok iiretim maliyetini arttiran islem
basamagini ortadan kaldirmak gibi avantajlar sunmaktadir. Enzimatik sulu

ekstraksiyon yontemi oOzellikle yiiksek spesifite gosterdigi ve diisiik sicaklik
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kosullarinda uygulandig1 i¢in gida sanayi i¢in daha da O6nemli bir hal almaktadir.
Prosesin ¢evre dostu olmasi ve ortama havayi kirlecek ugucu organik bilesikler

vermemesi onemli avantajlarindan biridir.

Sulu enzimatik ekstraksiyon yonteminin baslica dezavantajlar1 diisiik ekstraksiyon
verimi, yiilksek sermaye gerektirmesi, uzun inkiibasyon zamanina gereksinim
duyulmasi ve 6nemli miktarda atiksu iiretmesidir. Piyasa degeri yiiksek bir yag s6z
konusu ise, enzimatik ekstraksiyon prosesi geleneksel olan yontemle kolaylikla
rekabet edebilir. Organizmadan elde edilen enzimler karisimlar halinde elde edilip
kullanilirsa ve immobilize (yeniden kullanilabilir) formdaki enzimler tercih edilirse,
enzimin geri doniistiirilmesi maliyeti oldukca diistiriilebilir [77]. Atiksu ve enerji
tilketimini azaltmak icin, ekstraksiyonda kullanilan su geri kazanilabilir ve tekrar
kullanilabilir. Dahasi, suyun sirkiilasyonu ile enzimin geri kazanilmasi enzimin

maliyetini azaltabilir [70,78].

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

ayrilmasi ve s1vi fazdan yagin elde edilmesidir.

2.4.1 Enzimler hakkinda genel bilgi

Canlilar1 olusturan biyomolekiiller, kinetik yonden olduk¢a kararli olduklarindan
reaksiyon vermeleri zordur. Biyolojik katalizorler olarak tanimlanan enzimler, canli
organizmalarda kimyasal reaksiyonlari hizlandirarak higbir yan iiriin olmasina firsat
vermeden %100 lik bir {irlin verimi saglarlar. Protein yapisinda olan bu enzimler,
proteinlerin en biiyilk ve en Ozellesmis grubu olarak nitelendirilirler. Enzimlerin
katalizor 6zelliklerinin yam sira hiicrelerin DNA’larindan bilgi aktarilmasinda rol alma

gibi 6nemli gorevleri de vardir [79].

Birbirinden farkli islevleri olan enzimler, uluslararasi enzim komisyonu tarafindan,
katalizledikleri reaksiyon tiplerine ve reaksiyon mekanizmalarina gore 6 ana grupta
siniflandirilmigtir.  Bunlar  oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar,
izomerazlar ve ligazlardir. Kabak ¢ekirdegi tohumundan enzimatik yag ekstraksiyonu

deneylerinde hidrolaz sinifi enzimler kullanilmistir [80].

Enzimlerin reaksiyonlart hizlandirma etkisi, reaksiyonun gerceklesmesi i¢in gerekli

aktivasyon enerjisini diisiirmelerinden ileri gelir. Reaktanlarla daha diisiikk enerjili bir
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gecis kompleksi olusturan katalizorler, reaksiyon sonunda bir degisiklige ugramadan

eksi formlarina geri donerler [81].

Katalizorlerin aktivitesine substrat konsantrasyonu, enzim miktari, pH, sicaklik, iyonik
siddet, kofaktor konsantrasyonu, inhibitér ve aktivatdr konsantrasyonlar1 gibi faktorler
etki eder. Enzimler, bu faktorlerin farkli degerlerinde en yiiksek verimle ¢alisabilirler,

diger bir deyisle, her biri i¢in optimum degerler farklidir [80].

Proteaz enzimi: Proteaz enzimi, dogal hayatta bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal
kalintilarin dekompozisyonunda 6énemli rol oynayarak besin dongiisiinii saglamakta ve
bitkilerin besinleri alabilmelerini saglamaktadir. Proteazlar, endiistriyel pazarda oldukg¢a
biiyiik bir yere sahiptirler. Ozellikle son donemde deterjan sektdriinde, proteaz enzimi
sayesinde onemli gelismeler olmaktadir. Bunun yaninda proteaz enzimleri, deri, et, siit,
ilag, bira, fotograf, organik sentezlerde ve atiklarin muamelesinde de kullanilmaktadir
[82]. Bu enzim {lizerine yapilan c¢alismalar, proteaz enziminin aktif olarak pH 4 ile 9

araliginda, sicaklik olarak ise 10 — 70° C arasinda ¢alistigini gostermistir [83].

2.5 Deneysel Tasarim ve Optimizasyon

Optimizasyon, prosesin belirlenen hedefler (yanitlar) dogrultusunda, bagimsiz
degiskenlerin birbirleriyle olan etkilesimleri ve bu bagimsiz degiskenlerin hedefe
(yanita) olan etkilerinin bir arada uygulanmasi islemidir. Proseslerin
optimizasyonunda genellikle sistemin performansini veya iiriiniin kalite kriterlerini
belirleyen ¢ok sayida yanitla es zamanl olarak ¢alisilir. Bu yanitlarin bazilarmin
maksimum seviyede tutulmasi, bazilarinin minimum seviyede tutulmasi, bazilarinin
da kabul edilebilir degerler veya hedef deger almasi istenir Herhangi bir
optimizasyon prosediirii, genellikle hedef fonksiyonu adi verilen Onceden
tanimlanmis kriterleri maksimize veya minimize etmek igin karar (bagimsiz)
degiskenleri belirlenen kosullarda degistirilmesini icerir [84]. Optimizasyon proses
tasarimlarin1 verimli hale getirmek (liretimi ve kaliteyi iyilestirmek ve maliyeti

minimize etmek) i¢in kullanilmaktadir [85].

Bagimsiz degisken sayisinin fazla oldugu prosesler i¢in bir bagimsiz degiskeni
degistirip digerlerini sabit tutmak ¢ok sayida deney yapilmasina neden olmaktadir.
Ayrica, bu tiir bir calismada bagimsiz degiskenlerin etkilesim etkilerini incelemek
miimkiin degildir. Bu acidan bakildiginda, istatistiksel deney ya da proses tasarimlari

daha az deney sayisiyla daha dogru sonuglar elde edilmesini saglamaktadir. Ayrica,
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verilerin ekstrapolasyonu ve grafiklenebilmesi sayesinde deney tasarimui ile iirin ve

prosesin optimizasyonu miimkiindiir [86].

2.5.1 Yamit yiizey deney tasarimlari

Yanit yilizey yontemi (Response Surface Methodology), “Denemelerin Optimum
Kosullara Ulagmasi” ismi ile 1951 yilinda Box and Wilson tarafindan gelistirilmis ve
tammlanmustir. {lk olarak kimya endiistrisine uygulanmistir. Bu ydntem, Myers ve
Montgomery tarafindan “proseslerin gelistirilmesi ve optimizasyonu i¢in gerekli is-
tatistiksel ve matematiksel tekniklerin birlikte kullanildigi bir yontem” olarak

tanimlamistir [87].

Yanit yiizey yonteminde, yanit ve bagimsiz degisken arasindaki fonksiyonun mate-
matiksel formu genellikle bilinmediginden tahminlenmesi gerekmektedir. Bu
yontem, yanit degiskeni optimize etmek istatistik ve matematige dayali teknikler
kullanir. Bu teknikler tekli regresyon, coklu regresyon ve varyans analizini
icermektedir. Sistemin yaniti, bagimsiz degiskenin bir lineer fonksiyonu olarak iyi
bir uyum veriyorsa, birinci dereceden polinomiyal denklem, model olarak
kullanilabilir. Eger sistemin yanit ylizeyinde bir egrilik varsa, ikinci dereceden
polinomiyal denklemler gibi daha yiiksek dereceli polinomiyal denklemler
kullanilmalidir. Birinci dereceden polinomiyal modeller gergek yanit yiizeyindeki
egriligi tahminlemede yetersiz kalmaktadir. ikinci dereceden polinomiyal modeller,
katsayr degerlerini karmasik hesaplamalar olmadan en Kkiiciik kareler ydntemi
kullanilarak tahminlemesi ve optimum noktayr matematiksel olarak kolayca
belirlemesi nedeniyle yanit yiizey yonteminde yaygin olarak kullanilmaktadir [88,

89].

Yanit ylizey yoOntemi, proses degiskenlerinin deneysel uzaymni aragtirmak igin
deneysel stratejileri, sistemin yaniti ve iizerinde etkili olan bagimsiz degiskenler
arasindaki iligskiyi belirlemek icin kullanilan empirik modelleme tekniklerini ve
proses degiskenlerinin sistemin yanitinda arzu edilen etkiyi gosterdigi seviyelerinin
bulunmasi i¢in kullanilan optimizasyon tekniklerini icermektedir. Genel olarak yanit
yiizey yoOntemi eleme denemeleri, bolge arastirmasi ve islemin veya {riiniin
optimizasyonu adimlarindan olugmaktadir. Eleme denemeleri, daha az sayida ve
daha verimli deneme yapilmasina olanak saglamaktadir. Ikinci asama olan bolge

arastirmasinda amag, eleme denemeleri ile belirlenen bagimsiz degiskenlerin
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sistemin yanitinda olusturduklar1 degerlerin, optimum noktaya yakin sonuglar verip
vermedigini belirlemektir. Yanit ylizey yonteminin ii¢lincii agsamasi, islem optimum
noktaya yaklasildiginda baslar. Gergek yanit fonksiyonu optimum nokta etrafinda
onemli bir egrilik gostermektedir. Bu egriligin tahminlenmesinde lineer olmayan
modeller, genellikle ikinci dereceden polinomiyal modeller, iissel modeller veya
eksponensiyel modeller kullanilir. Uygun bir model elde edildikten sonra, bu model

optimum noktanin arastirilmasinda kullanilir [90].

2.5.1.1 Varyans analizi (ANOVA)

Varyans analizi 6zellikle ¢ok parametreli ve ¢cok seviyeli modellerde kullanilan bir
analizdir ve deney sonuglarinin tamaminin toplu olarak yorumlanmasini saglar.
Kisaca ANOVA olarak da bilinen varyans analizi, istatiksel tekniklerin genel
toplamidir; nicel dl¢limleri kapsayan deneysel verilerin analizi ve elde edilen model

hakkinda karar vermek i¢in gelistirilmis bir tekniktir [91].

Varyans analizlerinden elde edilen Onem seviyesi (anlamlilik diizeyi), testler
sonucunda verilen kararin dogrululugunun ne kadar olasilikla giivenli oldugunu
belirler. Genellikle a ile gosterilen bu ihtimal, cogu zaman 6rneklerin alinmasindan
once tayin edilir. Boylece, elde edilen sonuglarin yapilan se¢cimden etkilenmemesi

saglanmis olur. Uygulamada daha ¢ok 0,05 ve 0,01 6nem seviyeleri kullanilir [92].

Bir hipotez testinde ornegin 0,05 (veya %5) Onem seviyesi esas alindiginda,
hipotezin kabul edilebilecegi halde reddedilme olasilig1 yiizde 5 civarindadir. Yani
test sonunda verilen kararin dogrululugu % 95 giivenli bulunabilir. Bu halde hipotezi
%S5 oOnem seviyesinde reddedildiginden bahsedilir. Bunun anlami, hata yapma

olasiligiin %S5 oldugudur [93].

2.5.1.2 Lineer regresyon analizi

Cok yaygin olarak kullanilan lineer regresyon analizi, bagimli degisken (yanit) ile bir
veya daha fazla bagimsiz degisken arasindaki iliskiyi fonksiyonel olarak inceleyen
istatistiksel bir tekniktir. Model parametrelerinin tahmin edilmesinde kullanilir.
Polinomiyal modeller gibi lineer olan herhangi bir model, olusturdugu yanit yiizeyin
sekli ne olursa olsun lineer regresyon modelidir. Coklu lineer regresyon modelinde,

regresyon katsayilar1 en kiiciik kareler yontemi kullanilarak tahmin edilir. En kii¢iik
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kareler yonteminin uygulandigi, yanit yiizeyin belirlenmesinde kullanilan ikinci

dereceden polinomiyal denklem Esitlik 2.1°de gosterilmistir.

k k
_ 2
Vi = Bo+ D2 BXi+ D D BXi X+ 2 BiX +e (2.1)

i=1 i<j i=1
Bu denklemde Y tepki, Bo ortalama etki, Bi, Bij, Pii ise sirasiyla degiskenlerin lineer, ikili

ve kuadratik etkilesimleri icin belirlenen katsayilardir. Xi ve Xj de bagimsiz

degiskenlerdir [87, 94].

Yapilan deneylerle elde edilen veriler, regresyon analizi sonucunda matematiksel bir
formiil seklinde ifade edilir. Tahminlenecek model katsayilari(f), tekli, ikili, ti¢lii ya
da daha fazla sayidaki etkilesimler hakkinda bilgi verir. Bu denklemin iligkiyi ne
derece agikladiginin ve bu denklemi kullanarak yapilacak tahminlerin ne derece has-
sas olacaginin arastirilmasi gerekmektedir. Yapilan varsayimlardan biri olan, secilen
modelin matematiksel formunun uygun oldugu, dolayisiyla gercek ortalama yaniti
temsil edebildigi de test edilmelidir. Bu amagla, varyasyon katsayisinin (C.V)
hesaplanmas1, regresyon katsayisinin (R?) ve diizeltilmis regresyon katsayisinin
hesaplanmasi (R%gj), model uygunsuzlugunun test edilmesi (lack of fit testi) ve

kalint1 analizi gibi farkl test yontemleri uygulanabilir [90].

Literatiirde, deney sayisinin azaltilmasi ve daha kullamishi veri elde edilmesini
saglayabilecek cok sayida deney tasarimi tanimlanmistir. Bir deney tasariminda
amag¢ eger ¢ok sayida degiskeni “etkili” ve “etkisiz” seklinde smiflandirmak ise
Plackett-Burman gibi birinci dereceden tasarimlar tercih edilebilir. Ancak amag, bir
cevap degiskeninin matematiksel olarak etki diizeyini belirlemek veya bir prosesi
optimize etmek i¢in Merkezi Bilesik veya Box-Behnken tasarimi gibi ikinci

dereceden modellerin tercih edilmesi gereklidir [95, 96].

Ikinci dereceden terimler igeren bu modeller, bagimsiz degiskenler ile ¢ikt: degeri
arasinda dogrusal yaklasimin o6tesinde bir baglant1 ifade etmektedirler. Elde edilen
sonuglar yanit yiizey ve izdiisim (contour) grafikleri ile gosterilerek
yorumlanabilmektedir (Sekil 2.3). Tim bu tasarimlar ile optimizasyon igin
gerceklestirilmesi gereken deneylerin kosullar1 ve deney sayilari belirlenmis olur

[87].
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Sekil 2.3: iki parametrenin yanit yiizey ve izdiisiim grafigi [97].
2.5.2 Plackett-Burman deney tasarimi

Plackett-Burman deney tasarimi bagimsiz degiskenlerin anlamlilik derecelerine goére
elenmesini saglayan etkili ve sik kullanilan bir deney tasarimidir. Bu tasarimda
toplam deney sayis1 dordiin kat1 olmakla birlikte ikinin kuvveti olmayan bir sayidir
(or; 12, 20, 28, ...) ve incelenen maksimum faktor sayist toplam deney sayisindan bir
azdir (11, 19, 27, ...). Faktorlerin iki seviyede incelendigi bu tasarimda, pozitif
degerler faktorlerin yiiksek diizeyini, negatif degerler ise faktorlerin diisiik
diizeylerini gostermektedir. Sadece faktorlerin ana etkileri degerlendirildiginde
Plackett-Burman deney tasarimi son derece etkin bir yaklagimdir. Ancak ana etkenler
ile iki faktor etkilesmelerinin etkisi iist liste gegtiginden iki faktor etkilesmelerinin
ihmal edilmesi gerekmektedir. Dolayisiyla bu tasarim genellikle faktorlerin
etkili/etkisiz seklinde siniflandirildigir baslangi¢ asamalarindaki calismalarda tercih
edilmektedir. Bu caligmay1 takiben belirlenen kritik faktorler daha ileri deney
tasarimlarina dahil edilir. Plackett-Burman tasarimi “doygun” bir tasarim olarak
nitelendirilir ¢linkii tiim serbestlik dereceleri ana etkiler tarafindan kullanilmaktadir

[96].

Iki diizeyli tam faktdriyel tasarimlarda gok sayida faktdr s6z konusu oldugunda
deney sayisi son derece fazladir (2X ; k faktor sayisidir). Dolaysiyla, k sayida
faktoriin k + 1 sayida deney ile incelenebildigi Plackett-Burman gibi iki diizeyli
kismi faktoriyel tasarimlar kullanigh olabilmektedir [98]. Bu tasarimda denenen

diizeylerden elde edilen veriler 1s18inda her bir faktor icin deney tasariminda
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denenmeyen farkli diizeyler de Onerilebilmekte ayrica sonuca katkisi olan kritik
faktor ve diizeyler de belirlenebilmektedir. Deney tasariminin en biiyiik avantaji,
deneysel zaman kaybini, malzeme tiiketimini ve endiistriyel capta is giiclinii
azaltarak zaman kaybini Oonemli Ol¢iide minimize etmesidir. Yapilan dogrulama
deneyleri kabul edilebilir giiven araliklar1 ile sistemin kendi igindeki tutarligini ve
giivenilirligini de test etmektedir [96]. Ug bagimsiz degiskenin (X1, X2 X3) 6nerilen
diizeyde dogrulama deneyleriyle (el-e4) birlikte yer aldigi 6rnek bir tasarim matrisi

Cizelge 2.10°da gosterilmistir.

Cizelge 2.10 : Ug faktorlii ve sekiz deneyli bir Plackett-Burman tasarim matrisi.

Deney
No X1 X2 X3 el e2 e3 ed
1 -1 1 1 1 -1 1 -1
2 1 -1 -1 1 1 1 -1
3 -1 -1 1 1 1 -1 1
4 -1 1 -1 -1 1 1 1
5 1 1 -1 1 -1 -1 1
6 1 1 1 -1 1 -1 -1
7 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
8 1 -1 1 -1 -1 1 1

Plackett-Burman deney tasarimi, Hadamard matrisleri temel alinarak diizenlenmistir

ve veriler birinci dereceden polinomiyal model ile agiklanir (Estilik 2.2) [96]:

Y :/80+Z/8ixi (22)

Burada, Y cevap degiskenini, Xi faktorleri, fo sabiti ve fi faktorlerin katsayilarini
gostermektedir [99].

Iki diizeyli deney tasarimlarinda bagimsiz degiskenlerin diizeylerini belirlemek ¢ok
onemli bir noktadir. Eger diisiik ve yiiksek diizey arasindaki aralik ¢ok dar ise aslinda
anlamli bir faktor anlamsiz olarak degerlendirilebilir veya tam tersi bir durumda, iki
diizey arasindaki aralik ¢ok genis ise normal sartlar altinda anlamsiz bir faktor

anlamli olarak degerlendirilebilir ve diger faktorlerin etkilerini maskeleyebilir [100].
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2.5.3 Merkezi bilesik deney tasarim

Uc faktorlii merkezi bilesik deney tasarimlarinda yanit yiizeyin alacagi sekil, kiip
icerisinde farkli noktalarda deney yapilarak belirlenmeye calisilir. So6zii gecen
tasarim noktalari, ii¢ boyutlu uzayda bir kiipiin koselerinde veya eksenleri lizerinde

bulunur (Sekil 2.4).

=t
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Sekil 2.4 : Merkezi bilesik deney tasariminda ti¢ degiskenli bir sistem i¢in deney
noktalar1 [101].

Bu yontem uygulanirken cesitli deneysel noktalar kullanilmaktadir. Bu deneysel
noktalar, kiip noktalar (cube points), yildiz noktalar (star points-axial) ve merkez
noktalar1 (center points) olmak iizere ii¢ ¢esittir. Kiip noktalari(koseler) i¢in kodlanan
bagimsiz degisken degerleri £1°dir. Yildiz noktalar(kiipin dis1) i¢in kodlanan
bagimsiz degisken degerleri +a’dir. Burada, “k” bagimsiz degisken sayisi olmak

=24 olarak tanimhidir. Diger nokta grubu ise koordinatlar1 her zaman (0, 0,

lizere, o
0) olan ve kiip merkezinde yeralan merkez noktalaridir. Merkezi bilesik deney
tasarrminda, deneyin faktoriyel kismi 2% tasarim noktasi, yildiz kismi 2k tasarim
noktas1 ve merkezde tekrarlanan merkez noktalarin toplami merkezi bilesik tasarim

igin tasarim noktalarini vermektedir [102].

Merkezi bilesik deney tasarimlari, yildiz noktalarin konumuna gore siirlandirilmas,
disindan gemberlenmis ve yiizey merkezli olmak iizere ii¢ tiire ayrilirlar. (Sekil 2.5).
Ug faktorlii bir tasarimda yildiz noktalar, kiipiin yan yiizeylerinin merkezlerinde ise
(| o |=1) bu tasarim yiizey merkezli tasarim (CCF), kiipiin merkezinden | o [>1 mesafe

uzaklikta ise disindan ¢emberlenmis merkezi tasarim (CCC), | a |=1 ancak kiip kose
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noktalar1 1’den kiiglikse sinirlandirilmis merkezi tasarim (CCI) olarak adlandirilir
[103].

-1 +1
- ~— ",
ccc A *
. -
!
-
CCF
L 3 L ]
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—

Sekil 2.5 : Merkezi bilesik deney tasarim 6rnekleri [103].

Tasarimda kullanilan deneme noktalar1 kendine 6zel dneme sahiptir. Faktoriyel
noktalar ile etkilesimli terimlerin tahmine katkis1 belirlenirken, y1ldiz noktalar ikinci
dereceli terimlerin tahmini i¢in bilgi saglar. Merkez noktalar1 hatanin tanimlanmasi
icin gerekli olup, deneysel hatalarin bagimsizligimi saglayacagi icin oldukca

onemlidir. [102].

Merkezi bilesik deney tasariminda ii¢ faktorlii bir sistem igin (k=3); 2% faktoriyel
noktalar olmak iizere 23=8 tasarim noktasi, y1ldiz noktalar 2k olmak iizere 2x3=6
tasarim noktas1 icermektedir. £a olarak kodlanan yildiz noktalar ise a =2%* olmak
tizere 1.68’dir Merkez noktada yapilan deneyler ise en az iki defa deney yapilmasi

suretiyle istenilen sayida yapilabilir.

Cizelge 2’de bu tez calismasinda kullanilan ii¢ faktorlii (X1, X2 ve X3) bes seviyeli (-
1,68, -1, 0, +1, +1,68) sistem i¢in disindan ¢emberlenmis merkezi bilesik deney

tasarimi noktalarinin matrisi verilmektedir.
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Cizelge 2.11 : Ug faktorlii bir sistem igin Disindan Cemberlenmis Merkezi Bilesik
Deney Tasarim Noktalari.

Deney No X1 X2 X3
1 -1 -1 1
2 1 -1 -1
3 1 1 1
4 -1 1 1
5 -1 1 -1
6 -1 -1 -1
7 1 -1 1
8 1 1 -1
9 -1,68 0 0
10 0 -1,68 0
11 0 0 -1,68
12 0 0 1,68
13 0 1,68 0
14 1,68 0 0
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0

Bu calismada ilk asamada, Plackett-Burman deneysel tasarim yoluyla eleme
denemeleri ve bolge arastirmasi yapilarak bagimsiz degiskenlerin (faktor) diizeyleri
belirlenmistir. Daha sonra bu degerler, daha ileri seviye deney tasarim yontemi olan
distan cemberlenmis merkezi bilesik deney tasariminda kullanilarak, kabak ¢ekirdegi
tohumlarindan yag eldesinde etkili oldugu diisiiniilen parametrelerin (sicaklik, siire,

enzim miktar1) optimizasyonu gerceklestirilmistir.

2.6 Literatiirde Enzimatik Sulu Ekstraksiyon Uzerine Yapilmis Calismalar

Literatiirde enzimatik sulu ekstraksiyon ile enzim ya da enzim karisimlar
kullanilarak ¢esitli bitki ve yagl tohumlardan yag eldesi iizerine bircok g¢alisma
bulunmaktadir. Dominguez ve dig. (1993), soya yaginin enzimatik ekstraksiyonunda

inkiibasyon zamaninin ekstraksiyon veriminde énemli etkisi oldugunu ve en uygun
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stirenin 6 saat oldugunu belirlemistir. Ayrica enzim-yagli tohum oranmin ve nem
oraninin da ekstraksiyon veriminde onemli etkilerinin oldugunu vurgulamistir.
Tanecik boyutunun kiiciik (<Imm) olmasini, enzimin hiicre duvarina daha kolay
erisebilmesi agisindan ekstraksiyon verimini arttirici bir etken oldugunu belirtmistir.
Islem sirasinda %350-70 nem orani (soya-su orani 1:1-1:2) maksimum ekstraksiyon
verimini saglamistir. Selillaz ve hemiseliilaz karisimi kullanilmasi verimi %44’lere

kadar ¢ikarmastir [77].

Tano-Debrah ve dig. (1994), Shea ¢ekirdeklerini proteaz, seliilaz ve hemiseliilazdan
olusmus enzim karigimi ile isleme tabi tutmustur. Enzimsiz ekstraksiyonda
ekstraksiyon verimi %48 iken enzimli ekstraksiyonda verim %72’ye kadar ¢ikmuistir.
Prosesin optimum kosullar1, %1 enzim konsantrasyonu, 1:2 tohum-su orani, 4 saat ve

30°C inkiibasyon sicakligi olarak belirlenmistir [104].

Rosenthal ve dig. (2001), soya tohumarindan yag ve protein eldesinde, proteaz
(Alkalaz) enziminin yag ve protein ekstraksiyon verimini nasil etkiledigini
aragtirmistir. Alkalaz enzimiyle protein verimi %66,2, yag verimi de %58,7 olarak
belirlenmistir. Seliilaz, hemiseliilaz ve pektinazla karsilastirildiginda, proteaz ile daha
yiiksek ekstraksiyon verimlerine ulasilabilecegi saptanmistir. Ayrica bu ¢alismada,
soyadan sulu ortamda enzimatik ekstraksiyon isleminde elde edilen yag miktari
tizerine etkisi olan parametreler ve enzim aktivitesinin rolii incelenmistir.
Optimizasyonu igeren istatiksel bir yontem olan tepki yiizey yontemi (RSM)
kullanilmistir. Bu yontemle kullanilan proteaz ve seliilaz gibi iki farkli enzim ile
beraber enzim konsantrasyonu, hidroliz siiresi, partikiil biiytikligii ve kati-sivi
oraninin ekstraksiyon verimi {izerine etkileri incelenmistir. Proses parametreleri ile
ekstraksiyon verimi arasinda iyi bir korelasyon oldugunu, ekstraksiyon veriminin
genel olarak 6nceden 1s1l islem gérmiis biiyiik partikiil boyutlarindaki fraksiyonlarda
artis gosterdigi tespit edilmistir [105].

Caetano ve dig.(2002) aycicek yaginin ekstraksiyonunda, tohumlara ekstriizyon ve
enzimatik sulu ekstraksiyon iglemlerinin birlikte uygulanmasi ile verimin 6nemli
derecede arttigini saptamislardir. Ekstriizyon ve enzim inkiibasyon parametreleri
ticari enzimler (Vizkoenzim ve Alkalaz) kullanan yiizey yOntemine karsilik
olusturulmustur. Proses kosullar1 70 °C, 4 saat, ekstriizyon doniis hizi 180 rpm,
seyreltme orami 1:5 ve enzim miktart %0,3 (hac/ag) seklinde belirlenmistir.

Ekstriizyon, proses verimini yaklasitk %54 arttirmistir, ve yagin sulu
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ekstraksiyonunda laboratuvar enzimleri ticari enzimlere gore daha etkili olmustur.
Enzimatik sulu ekstraksiyonda maksimum ekstraksiyon verimi E122 - V2000 ve

ticari enzimlerle sirasiyla, % 82 ve % 70°dir [106].

Sharma ve dig. (2002), Jatropha curcas L. tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon
ve ultrasonikasyon uygulamasini birlikte kullanarak yag ekstrakte etmistir.
Ultrasonikasyonun ekstraksiyondan Once ©n iglem olarak yapilmasi yararl
bulunmustur. 10 dakikalik ve pH 9’da yapilan ultrasonikasyonla sulu ekstraksiyon
verimi %67 olarak tespit edilmistir. pH 9’da 5 dakika ultrasonikasyon sonrasinda
alkali proteaz (Protezyme) enzimi ile muamele edildiginde ekstraksiyon verimi
%74’e ¢cikmistir. Ayrica ultrasonikasyon igleminin proses zamanini 18 saatten 6 saate

diisiirdiigii de tespit edilmistir [70].

Hanmoungjai ve dig.(2001) piring kepeginden sulu enzimatik ekstraksiyon yontemi
ile yag eldesinde, tepki yiizey yontemi ile reaksiyon parametrelerini optimize
etmistir. . Ticari proteaz (alkalaz) enzimi kullanarak elde edilen ekstraksiyon
veriminin diger enzimlere oranla daha yiiksek ¢iktig1 goriilmiistiir. Optimum
kosullar: % 1 enzim konsantrasyonu, pH 9, 50 °C inkiibasyon sicaklig1 ve siire 1 saat
olarak belirlenmistir. En yiiksek %79 verim degerine ulasilmistir. EKstraksiyon
verimi {lizerine enzim miktar: etkisinin yiiksek, inkiibasyon siiresinin ve sicakliginin
pek bir etkisi olmadig tespit edilmistir. Enzimatik ekstraksiyon ile elde edilen ham
pirin¢ kepeginin serbest yag asidi degerinin ¢oziicii ekstraksiyonuyla elde edilen ham
yaga gore olduke¢a diisiik bulunmustur. Bu nedenle rafinasyonda asit giderilmesi
safhasinda yag kaybi1 daha az olacagi Ongoriilmiistiir. Karsilastirilmasi yapilan

yaglarin yag asitleri bilesimlerinde fark bulunmadig1 da saptanmistir [107, 108].

Moreau ve dig.(2004) misir 6ziinden misir yagini eldesi amaciyla misir 6ziinii gesitli
enzimlerle 4 saat 50 °C ve 16 saat 65 °C da reaksiyona tabi tutmuslardir. Misir 6zii
orneklerinden 3 farkli ticari seliilaz kullanarak yaklasik %80 ekstraksiyon verimleri
ile yag elde edilmistir. Dort katt 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 aym 6zelliklerde oldugu sonucuna

vartlmistir [109].
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Latif ve dig.(2008) kanola tohumlarindan kanola yagi ve proteinin sulu
ekstraksiyonunda Protex 7L, Multifect Pectinex FE, Multifect CX 13L ve Natuzim
enzimlerini kullanmig ve etkilerini incelemistir. Enzim kullanilmadan %16,48 yag
elde edilirken enzim katkis1 ile verim % 22,2 - % 26,0 degerlerine ulagmustir.
Geleneksel ¢oziicii ekstrasyonu ve enzimatik sulu ekstrasyon ile elde edilen kanola
yaglarimin fizikokimyasal 6zellikleri karsilastirilmistir. Enzimatik yontemle elde
edilen yagin serbest yag asidi igerigi, peroksit degeri, renk ve tokoferol (alfa, gama
ve delta) konsantrasyonlarinda farkliliklar gozlemlenmistir. Ancak, iyod degeri,
kirilma indisi, yogunluk, saponifikasyon degeri ve yag asidi bilesimlerinde 6nemli

bir degisiklik goriilmemistir [110].

Jiang ve dig.(2009) Alcalase 2,4L enzimi kullanarak yer fistiginin yag ve protein
ekstraksiyonunu iizerinde inceleme yapmislardir. Optimum proses kosullari: 60 °C,
pH 9,5, tohum-su orani 1:5 (ag/hac), enzim miktar1 % 1,5 (ag/ag) ve inkiibasyon
stiresi 5 saat olarak tespit edilmistir. Bu kosullar altinda, yag ve protein hidrolizatlar

ekstraksiyon verimleri sirasiyla, % 79,32 ve % 71,38 olmustur [111].

Nyam ve dig.(2009), yagli tohum olarak Afrika, Arabistan, glineybati Asya ve
Avustralya’da yetistirilen kalahari kavununun kullanildig1r bir g¢alismada, kavun
cekirdeklerinden petrol eteri ve sulu enzimatik yontemi ile yag elde etmislerdir. Bu
calismada iki farkli enzim Flavourizm 1000 L ve Nétraz 0.8 L kullanilmistir. Yapilan
deneyler sonucunda goriilmiistiir ki bu yaglarin serbest yag asidi, peroksit, iyot ve
sabunlagsma 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 [74].

Literatiirde kabak c¢ekirdeginden yag eldesinde enzimatik sulu ekstraksiyonun
denendigi bir calisma bulunmaktadir. Jiao ve dig.(2014) tarafindan yapilan bu
caligmada balkabagi tohumlarindan mikrodalga destekli sulu enzimatik yag
ekstraksiyonu denenmis; yagin fizikokimyasal 6zellikleri, yag asidi bilesenleri ve
antioksidan  aktiviteleri degerlendirilmistir.  Seliilaz, pektinaz ve proteaz
enzimlerinden olusan enzim karigiminin ekstraksiyon veriminde en yiiksek degerlere
ulastigi gozlemlenmistir. %1,4 enzim (ag/ag) konsantrasyonu, 44°C sicaklik, 66
dakika siire ve 419 W radyasyon miktarinda en yiiksek ekstraksiyon verimine
ulagilmistir (%64,17). Geleneksel Soxhlet ekstraksiyonuyla elde edilen yag ile

enzimatik sulu ekstraksiyonla elde edilen yagin arasinda fizikokimyasal ozellikler
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acisindan fark goriilmemis olup, enzimatik yontemle elde edilen yagin oksidasyon
stabilitesi daha yiiksek cikmistir. Yine bu yagin linoleik asit igerigi (%57,33),
Soxhlet ekstraksiyonu ile elde edilen yagdan (%53,72) daha yiiksektir. Ayrica
antioksidan aktivitesinin de daha giiclii oldugu gosterilmistir [112].

Bu ¢aligmada, Nevsehir bolgesinde yetistirilen mutant bir form olan kabuksuz kabak
¢ekirdegi tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag eldesi ve ekstraksiyon

parametrelerinin yiizey yanit yontemi ile optimizasyonu gergeklestirilmistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Kullanilan Hammaddeler

Bu ¢alismada kullanilan kabuksuz kabak ¢ekirdegi tohumlar1 (Cucurbita pepo L. var.
Styriaca) Nevsehir ilinde yetistirilmis, Eyliil 2014 tarihinde Istanbul Misir

Carsisi’ndan temin edilmistir. Tohumlar buzdolabinda +4°C’de muhafaza edilmistir.

Kabak ¢ekirdegi tohumlarindan enzimatik ekstraksiyon ile yag eldesi deneylerinde
proteaz olarak, market ad1 Alcalase 2.5L FG olan ticari enzimi kullanilmistir. Bu
enzimler sivi olarak Novozymes A/S (Bagsvaerd, Denmark) firmasindan temin

edilmistir.

Alcalase 2,5L Type-DX enzimi; Bacillus licheniformis mikroorganizmalarindan elde
edilen 6zgiil olmayan serin tipi bir proteazdir. Proteolitik aktivitesi 2,5 AU/gr (Anson
Units/gram) olan yiiksek aktiviteye sahip bir enzimdir. Enzimin aktif oldugu

optimum kosullar; sicaklik 55-70°C ve substrat tipine bagli olarak pH 4-8 araligidir.

Stok ¢ozeltileri, potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) ve disodyum hidrojen fosfat
(Na2HPOs) kimyasallart ile 1/15 mol/L olacak sekilde ayri ayr1 hazirlanmigtir. Bu
stok cozeltileri belirli oranlarda karistirillarak farkli pH’larda fosfat tampon ¢ozeltileri

olusturulmustur.

Calismalar sirasinda enzimler ve elenmis tohumlar buzdolabinda saklanmistir. Enzim
aktivitelerinin bozulmamasi i¢in enzimler tiiplere inkiibasyondan hemen once
eklenmistir. Kullanilan kimyasallar Merck Chemical Co. tarafindan temin edilen
yiiksek saflik degerinde ve analitik kullanim amagh reaktiflerdendir. Ayrica tiim

deneylerde distile su kullanilmistir.
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3.2 Yontemler

3.2.1 Kabak cekirdegi tohumlarinin 6giitiillmesi ve karakterizasyonu

Tohumlara homojenizasyon, ultrasonikasyon, ekstriizyon, rendeleme, sicak su
banyosunda inkiibasyon (hidrotermal 6n islem) ve 105°C’de firinda kurutma gibi 6n

islemler uygulanmamustir.

Tohumlar kahve degirmeninde Ogiitiildiikten sonra eleklerden gegirilmis ve tane
boyutu 0,6-1,0 mm olan fraksiyonlar deneylerde kullanilmistir. Kabak c¢ekirdegi
tohumlarmin yag icerikleri AOCS standartlarina gore belirlenmistir [113].

Tohum fraksiyonlarinin yag igeriklerinin saptanmasinda kullanilan Soxhlet diizenegi

Sekil 3.1°deki gibidir.

Yogunlastna

= [sther
o (mantolu ssitrc, su banyosu..,

Sekil 3.1 : Soxhlet diizenegi [114].

Tane boyutu 0,6-1,0 mm olan fraksiyonlarda Soxhlet diizenegi ile yag igerigine
bakilmis ve deneylerde bu boyutlardaki tohumlarla calisilmistir. Yapilan tiim
deneyler paralel olarak yiiriitiilmiis olup en az iki kez tekrarlanmigtir. Bulunan
ekstraksiyon verim degerleri iki sonucun ortalamasi alinarak hesaplanmistir.
Degerleri yakin ¢ikmayan paralel deneyler bir daha tekrarlanmistir. Deneylerde 6lcti

birimleri, 6l¢iilen her bir maddenin bulundugu fiziksel hale gore belirlenmistir.
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Konsantrasyonu % olarak belirtilen madde eger kat1 haldeyse agirlikca ‘gram’, sivi

haldeyse hacimce ‘ml’ cinsinden 6l¢iilmiistiir.

Tohumun yag igeriginin belirlenmesi i¢in 13 gr 6giitiilmiis tohum Soxhlet cihazinin
ekstraktor boliimiine kartus icinde yerlestirilmis ve ilk sifon zamanindan sonra 6 saat
boyunca hekzan ile ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon bittikten sonra iginde yag
bulunan hekzan ¢ozeltisi darasi belli balona alinmis ve hekzan doner buharlastiricida
(Laborata 4000-efficient Heidolph, USA) 95°C’de ugurulmustur. Islem sonucunda
balon tekrar tartilmis ve aradaki dl¢iim farkindan, elde edilen yag miktar1 {izerinden

tohumun yag igerigi hesaplanmistir.

3.2.2 Kabak cekirdegi yaginin yag asitleri bilesimlerinin belirlenmesi

Soxhlet ekstraksiyonu ile elde edilen kabak ¢ekirdegi yaginin yag asidi bilesimlerini
saptayabilmek icin yag asitleri oncelikle BF3 ile metanollii ortamda 1s1l islem ile
metil esterleri haline doniistiriilmistiir. Daha sonra bu metil esterlerinin yag asidi
bilesimi Hewlett-Packard 5890 Il (Hewlett-Packard, Waldron/Almanya) gaz
kromatografi cihazi ile belirlenmistir. Kromatografik analiz kosullar1 Cizelge 3.1 de

verilmistir.

0,8 uL hacmindeki numune enjektor ignesiyle dagitma orani 1:88 olan ayirma
modunda enjekte edilmistir. Kromatogramlarda yer alan piklerin tanimlanmasinda,
standart yag asitlerinin metil esterlerinin aynmi cihaz ve kosullarda yapilan

analizlerinden elde edilmis kromatogramlar kullanilmustir.
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Cizelge 3.1 : Gaz kromatografisi analiz kosullari.

Dedektor tipi FIDW
Dedektor sicakhg, °C 280
Injeksiyon sicakhigi, °C 250
Gaz hizlan (mL/dak)
Azot 1,6
Hidrojen 33
Hava 460
Dagitma orani 88:1
Firin sicakh@ 150°C (5 dKk)
150-275°C (5°C/dk )
275°C (10 dak)
Kolon tipi Kapiler kolon

HP-INNOWAX®

@ Alev iyonizasyon dedektorii
@ 30 m x 0,32 mm, 0,5um film kalinliginda polietilen glikol (PEG)

3.2.3 Kabak cekirdegi tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag eldesi

ve ekstraksiyon veriminin hesaplanmasi

Bu aragtirmada, yiiksek miktarda linoleik ve oleik asit igeren kabak c¢ekirdegi
tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon yontemi ile yag eldesinde enzim miktari,
stire ve sicakligin ekstraksiyon verimine etkisi incelenmistir. Ekstraksiyon
deneylerinde kullanilan ¢aligma prosediirii Moreu ve arkadaglarinin uyguladiklar

yontemin modifiye edilmis halidir [109].

Deneylerde 4 gr kabak c¢ekirdegi tohumu, 250 mL’lik dibi diiz balonlara
konulmustur. Balonlara tohum:tampon ¢ozelti oran1 1:7 (ag/hac) olacak sekilde
(yaklasik 30 mL) pH=5 degerindeki fosfat tampon ¢ozeltisi ilave edilmistir. Her bir
balona daha sonra belli miktarda proteaz enzimi eklenmis ve balonlar galkalayicili su
banyosuna yerlestirilmistir. Balonlarin 200 rpm hizinda, belirlenen siire boyunca

belirlenen sicakliklarda su banyosunda inkiibasyonu saglanmistir.

Calkalama islemi bittikten sonra balonlar 90°C’de sicak su banyosunda 15 dakika
isleme tabi tutularak enzimler inaktivasyonu saglanmistir. Daha sonra balondaki

karigim santrifiij edilmek tizere 50 ml’lik polikarbonat falkon tiiplerine konulmustur.
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Tiipler santrifiij cihazina (Universal 32, Hettich Zentrifugen, Germany) dengeli

sekilde yerlestirilmis ve 4000 rpm’de 1 saat boyunca santrifiij edilmistir.

Santrifiijlenen karisimlarda 4 faz gézlenmistir. Fazlar yukaridan asag: siralandiginda;
en listte serbest yag fazi, altinda kremams1 yag-su emiilsiyon fazi, ardindan berrak
olmayan sulu faz ve en dipte ise kiispe olarak isimlendirilen kati faz bulunmaktadir

(Sekil 3.2).

Sekil 3.2 : Enzimatik ekstraksiyon sonrasi fazlar.

Enzimatik sulu ekstraksiyon denemelerinde karsilagilan en biiyiik zorluk; enzimatik
reaksiyonlar sonucu ortaya cikan hidroliz iiriinleri (protein, seliiloz, hemiseliiloz,
pektin gibi molekiillerin hidroliz iiriinleri) ile sulu ortama gegen yag molekiilleri
arasinda emiilsiyon olusmasidir. Dolayisiyla yagin tamaminin serbest halde yiizeyde
toplanmas1 giiclesmektedir. Olusan emiilsiyon yag kaybina neden olmaktadir ve
kirtlmas1 kolay degildir. Bu nedenle bu c¢alismada ekstraksiyon verimi asagida

aciklanan yonteme gore belirlenmistir.

Coziicii vasitasiyla sivi fazlardan geri kazanilan yag iizerinden yag veriminin
(Vs) hesaplanmasi: Bu metotta ¢oziicli kullanimi sadece tayin amaghdir ve yag
kayb1 ile verimin diismemesi icindir. Santrifiij tiiplinde en altta yer alan kat1 kisim
hari¢ diger 3 faz, igerisinde ¢oziiclii (50 mL hekzan) bulunan 1. ayirma hunisine
aktarilir. Tiipte yag kalmasii onlemek amaciyla 10 mL hekzan ile tiipte yikama
yapilir ve yikama ¢6zeltisi de 1. ayirma hunisine eklenir. Bir miktar c¢alkalandiktan

sonra fazlarin ayrilmasi beklenir. Olusan fazlar altta sulu faz ve iistte hekzan fazidir.
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Sulu faz 1. ayirma hunisinden beher araciligiyla alinarak igerisinde 50 mL hekzan
bulunan 2. ayirma hunisine aktarilir. Karisim iyice c¢alkalanir, fazlarin ayrilmasi
beklenir. Alttaki sivi faz behere alinir, iistteki hekzan fazi tekrar 1. ayirma hunisine
aktarilir. 2. ayirma hunisine tekrar hekzan (50 mL) ekleyerek sulu fazin hekzan ile
ekstraksiyonu ayni sekilde 2-3 defa daha tekrarlanir. 1. ayirma hunisinde toplanan
hekzan fazlar1 yaklasik 100 mL distile su ile yikanir. Alta inen su fazi ayirma
hunisinden ayr1 bir behere alindiktan sonra kalan hekzan fazina sodyum siilfat tuzu
(NazSO4) eklenerek sabunsu yapilar katilastirilir. Daha sonra bu hekzan fazi darasi
belli balona alinir. Balon doner buharlastirictya yerlestirilir. Hekzanin
buharlastirilma islemi atmosfere agik olarak 90-95°C’de yapilir. Balon igerisinde
kalan az miktarda hekzani ugurmak icin sistem atmosfere kapatilarak vakum
uygulanir. Islemler sonunda balonda kalan yag miktar: tartilarak asagidaki formiille

Vs verimi hesaplanir.
Vs (%) = (Ys/Yb) x 100 (3.1)

Ys = Siv1 fazlardan ¢oziicii ile geri kazanilan yag miktari, gram;

Yb = Kullanilan tohumlarin i¢erdigi baslangi¢ yag miktari, gram.

3.2.4 Deneysel tasarimda kullanilacak degiskenlerin ve degisken seviye

degerlerinin belirlenmesi

Enzimatik olarak yagli tohumlardan yag eldesinde, reaksiyon parametrelerinin
(degiskenlerin) {iriin bilesimi {izerine olan etkilerinin incelenmesi ve optimum
kosullarin belirlenmesi amaciyla deneysel tasarimdan yararlanilmistir. Bu amagla ilk
olarak Plakett- Burman deneysel tasarim yontemi kullanilmis, etkilerin iki seviyeli
(-1, +1) 6n calismasi yapilmistir. Daha sonra bolim 2.5.3’te agiklandigi gibi 3
degiskenli ve 5 seviyeli distan cemberlenmis merkezi bilesik kiip tasarimima uygun

olarak ekstraksiyon deneylerinin tasarimi yapilmistir.

Literatiir verilerine gore, enzimatik sulu ekstraksiyon yontemiyle yag eldesinde, pH,
enzim miktar1, inkiibasyon siiresi ve inkiibasyon sicakligi onemli degiskenlerdir
[104-112]. Optimizasyon igin parametrelerin ve parametre etki araliklarinin segimi
onemli olup, sadece ekstraksiyon sistemine gore degil ekonomiklik ve
uygulanabilirlik faktorleri de dikkate alinarak secim yapilmalidir. Genellikle uzun
ekstraksiyon siirelerinde ve yiiksek enzim miktarlarinda yiiksek ekstraksiyon verimi

elde edilir, ancak ekonomiklik ve uygulanabilirlik agisindan kisa zamanda ve daha az
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miktarda enzimle ¢aligmak tercih sebebidir. Yiiksek sicaklikta ¢alismak ekstraksiyon
hizint arttirsa da sicakligin yiikseltilmesi enzimlerin yarilanma siiresini kisalttig1 i¢in
optimum degerin tespiti  gereklidir. Benzer sekilde, yliksek substrat
konsantrasyonlarinda {iriinlerin denge verimlerinde artislar saglanabilir, buna karsilik

bu yiiksek konsantrasyonlar enzimleri inhibe edebilir.

Bu c¢alismada degiskenler olarak enzim miktari, inkiibasyon siiresi ve sicakligi
secilmistir. Kullanilan enzim i¢in pH taramasi da yapilmis olup uygun degerin 5

olduguna karar verilmis ve degisken bir parametre olarak incelenmemistir.

Plakett-Burman deneysel tasarimindan once, yapilan 6n ¢alismalar dogrultusunda,
bagimsiz degisken olarak secilen parametrelerden biri olan enzim miktarinin seviye
degerleri, 0,5-1 mL/g tohum araliginda secilmistir. Tasarimda kullanilan bir diger
parametre, siirenin seviye degerleri ise 18-30 saat araliginda secilmistir. Ugiincii
parametre olan sicakligin seviye degerleri ise 45-55°C araliginda segilmistir.
Optimizasyon ¢aligmalarinda incelenen parametrelerin seviyelerinin belirlenmesinde

bu degerler dikkate alinmistir.

3.2.5 Deneysel tasarim ve reaksiyon kosullarimin optimizasyonu

Reaksiyon kosullarinin 6n optimizasyonu Plackett-Burman’a gore yapilmistir. On
optimizasyon deneyleri ile 3 degiskenli ve 2 seviyeli tasarima uygun olarak, paralel
deneyleri de icerecek sekilde 16 adet enzimatik sulu ekstraksiyon deneyi
yiriitilmiistiir. Sonuglarin istatiksel analizi “R  3.1.2” programu kullanilarak
yapilmistir. Deneysel sonuglara regresyon analizi, istatiksel olarak onem derecesi
analizi uygulanmis, daha ileri asamadaki deneysel tasarimda kiipiin merkez (0)

noktasi belirlenmeye caligilmistir.

Daha ileri deneysel tasarimda, reaksiyon kosullarinin optimizasyonu Yanit Yiizey
Yontemi’ne gore yapilmistir. Bu amacla, 3 degiskenli ve 5 seviyeli distan
cemberlenmis merkezi bilesik kiip tasarimina uygun olarak, paraleller deneyleri de
igerecek sekilde 34 adet enzimatik sulu ekstraksiyon deneyi yliriitiilmiistiir. Deneysel
sonuclara yine regresyon analizi, istatiksel olarak 6nem derecesi analizi uygulanmis,
yanit ylizey (Response surface) ve izdiigiim (Contour plot) grafiklerinin ¢izimi ayn

program vasitasiyla yapilmistir.
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Bagimsiz degiskenlerle bagimli degiskenler arasindaki iliskiye bagl olarak, lineer ve
kuadratik modellerde etkilerinin tahminleri ve katsayilar1 programdan elde edilmistir.

Secilen bu modelin uygunlugu varyans analizi sonuglari ile degerlendirilmistir.

99 Gy

Optimum reaksiyon kosullar1 (Kritik degerler), “enzim miktar1”, “inkiibasyon siiresi”
ve “inkiibasyon sicakligi” terimleri kullanilarak, Yanit Yiizey YOntemi’nden
tahminlenen bu esitlik ile elde edilmistir. Programin verdigi optimum kosullarda
enzimatik sulu ekstraksiyon deneyi gerceklestirilip programin 6ngordiigi

ekstraksiyon verimi bulunmustur.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Literatiir arastirmast boliimiinde agiklandigi iizere kabak cekirdegi yaginin insan
sagligina yararli bircok 6zelligi bulunmaktadir. Bu ¢alismanin amaci kabak ¢ekirdegi
tohumlarindan yiiksek verimle yag elde etmektir. Bu amagla kabak c¢ekirdegi
tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon yoluyla yag eldesine yonelik deneyler
yapilmis; enzim miktari, inkiibasyon siiresi ve inkiibasyon sicakliginin ekstraksiyona
etkileri incelenmis ve maksimum yag eldesini saglayacak araliklarin tayini
yapilmistir. Elde edilen sonuglar “R 3.1.2” programina girilerek Placett-Burman ve
Merkezi Bilesik deney tasarimlariyla optimum reaksiyon kosullari belirlenmistir.
Daha sonra optimum kosulda enzimatik sulu ekstraksiyon deneyi yapilmistir.

Asagidaki boliimlerde bu ¢aligmalar ve caligmalara ait sonuglar verilmistir.

4.1 Kabak Cekirdegi Tohumlarimin ve Yagimin Karakterizasyonu

0,6-1,0 mm tane biiyiikliigiindeki 6giitiilmiis kabuksuz kabak ¢ekirdegi tohumlarinin
yag icerigi, Soxhlet ekstraktorii kullanilarak standart ¢alisma yontemine gore %46,43
olarak belirlenmistir. Bu deger literatiirde kabak cekirdegi tohumlariyla yapilan
caligmalarda verilen degerler ile uyum gostermektedir. Tohumlarin icerdigi yag
miktar1 ve diger ozellikler kabak cekirdegi tiirii, iklim kosullari, ¢ekirdeklerin hasat

zamani ve ekstraksiyon kosullar1 gibi etkenlere bagl olarak farkliliklar gosterebilir.

4.2 Kabak Cekirdegi Tohumu Yaginin Yag Asitleri Bilesimi

Deneylerde kullanilan kabak c¢ekirdegi tohumlarmin yag asidi bilesimleri Bolim
3.2°de anlatilan yonteme gore gaz kromotografi cihazi kullanimiyla bulunmustur.
Cizelge 4.1’de kabak cekirdeginden elde edilen yagin yag asidi bilesenleri
gosterilmektedir. Sonuglar incelendiginde, kullanilan kabak c¢ekirdegi yagi doymamis
yag asitlerinden olan linoleik asitce zengindir ve bilesimin %46’sin1 olusturur.
Yiiksek miktarda bulunan diger yag asidi ise yaklasik %34 icerikle oleik asittir. Bu

iki doymamis yag asidi, yag asitleri bilesenlerinin %80’ini olusturmaktadirlar. Ayrica
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doymus yag asitlerinden palmitik asit ve stearik asit de kabak c¢ekirdegi yaginda

bulunan diger 6nemli yag asitlerindendir.

Cizelge 4.1 : Kabak ¢ekirdegi tohumu yaginin yag asitleri bilesimi.

Yag Asitleri Bilesimi

Yag Asitleri (%)
Miristik asit (C14:0) %0,12
Palmitik asit (C16:0) %12,9

Palmitoleik asit (C16:1) %0,32
Stearik asit (C18:0) %5,1
Oleik asit (C18:1) %33,8
Linoleik asit (C18:2) %46,03
Linolenik asit (C18:3) %0,54
Arasidik asit (C20:0) %0,78
Gadoleik asit (C20:1) %0,06
Behenik asit (C22:0) %0,35

4.3 Kabak Cekirdegi Tohumlarindan Enzimatik Sulu Ekstraksiyon ile Yag

Eldesinde Ekstraksiyon Verimine Ekstraksiyon Parametrelerinin Etkisi

Bu calismanin ilk boliimiinde, proteaz enzimi katkili sulu ekstraksiyon yontemi ile
kabak cekirdegi tohumlarindan yag eldesi iizerine calisilmistir. Yag ekstraksiyon
verimine pH, enzim miktari, inkiibasyon siiresi Ve inkiibasyon sicakligi
degiskenlerinin etkileri incelenmis ve deneysel tasarim agamasinda kullanilacak olan

ve yiiksek degerleri saglayan araliklarin tespiti yapilmstir.

Literatiirde benzer ¢alismalarda birgok ticari enzim i¢in 1:7 tohum:tampon ¢ozeltisi
oraninin ekstraksiyon deneyleri icin uygun bir calisma kosulu oldugunu
bildirmislerdir [109]. Bu nedenle, Ekstraksiyon deneyleri, (1:7) tohum(ag):tampon
cozelti(hac) oraninda gerceklestirilmistir. Enzimatik ekstraksiyon caligmalari,

proteaz enzimi i¢in optimum kosullar1 belirlemek amaciyla 40-70°C inkiibasyon
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sicakligl, 4-36 saat inkiibasyon siiresi, pH 4-8 tampon c¢ozeltisi ve 0,25-1,50 mL

enzim/g tohum miktar araliklarinda yiirttiilmiistiir.

4.3.1 Kabak ¢ekirdegi tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag

eldesinde pH arahgmmin ekstraksiyon verimine etkisi

Deneylerde ilk olarak proteaz enziminin yiiksek ekstraksiyon verimi saglayan pH
araligini belirlemek amaglanmistir. Bu amacla pH 4-8 degerlerinde, 0,5 mL/g tohum
enzim miktarinda, 50°C inkiibasyon sicakliginda 6 saat siireli ekstraksiyon deneyleri
gerceklestirilmistir. Cizelge 4.2°de ekstraksiyon verim degerlerinin pH ile degisimi
gosterilmektedir.

Cizelge 4.2 : Kabak c¢ekirdegi tohumlarinin proteaz enzimi ile enzimatik sulu

ekstraksiyonunda, ekstraksiyon verimine pH etkisi (50°C, 6 saat
inkiibasyon siiresi, 0,50 mL enzim/g tohum).

Tampon ¢ozeltisi pH degeri Ekstraksiyon verimi (%Vs)

4 38,56
5 39,50
6 39,09
7 35,24
8 29,69

Cizelge 4.2°deki verilere gore, pH 4-8 araliginda ekstraksiyon verimi %29,69-39,50
arasinda degismektedir. Farkli pH araliklarinin ekstraksiyon verimine etkileri
arasinda birtakim farkliliklar goriinmektedir. Sekil 4.1°de proteaz enzimi ile 6 saat
stiren ekstraksiyon siiresinde meydana gelen ekstraksiyon verimlerinin pH ile

degisimi grafiksel olarak ifade edilmistir.
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Sekil 4.1 : Kabak ¢ekirdegi tohumlarinin proteaz ile enzimatik sulu
ekstraksiyonunda, ekstraksiyon verimine pH etkisi (50°C, 6 saat,
0,50 mL enzim/g tohum).

Sekilde gorildiigii tizere, pH 4, pH 5 ve pH 6°daki verim degerleri birbirine ¢ok
yakindir. pH 4’te verim %38,56 iken pH 6’da %39,09°dur. Ancak pH 5’te bu iki
degerden daha yiiksek olarak verim % 39,50 degerine ulasilmistir. EKstraksiyon
veriminde, pH 6’dan itibaren hizli bir diisiis gézlenmistir. Buna gére pH degerinin,
optimizasyon i¢in degisken bir parametre olarak secilmemesine karar verilmistir.
Sonraki asamalarda, diger parametrelerin ekstraksiyon verimine olan etkisi

incelenirken tampon ¢ozelti degerinin pH 5’te olmasina karar verilmistir.

4.3.2 Kabak cekirdegi tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag

eldesinde enzim miktarimin ekstraksiyon verimine etkisi

Calismanin bu kisminda proteaz enziminin yiiksek aktivite gdsterdigi enzim
miktarinin aralifin1 belirlemek hedeflenmistir. Bir onceki ¢alismadan elde edilen
sonuca gore, ekstraksiyon verimlerinin enzim miktari ile degisimi pH 5 degeri igin
incelenmis, 50°C inkiibasyon sicakliginda 6 saat siireli ekstraksiyon deneyleri
yapilmustir. Elde edilen sonucglar Cizelge 4.3’te verilmistir. Sekil 4.2°de ise pH

ekstraksiyon veriminin enzim miktar1 ile degisim grafigi gosterilmistir.
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Cizelge 4.3 : Kabak c¢ekirdegi tohumlarimin proteaz enzimi ile enzimatik sulu
ekstraksiyonunda, ekstraksiyon verimine enzim miktarimin etkisi (pH
5, 50°C, 6 saat inkiibasyon siiresi).

Enzim miktari Ekstraksiyon Verimi
(mL/g tohum) (%Vs)

0,25 35,46

0,50 39,51

0,75 45,31

1,00 44,36

1,50 43,38

Sekil 4.2’ye bakildiginda, gram tohum basma enzim miktar1 0,25 mL degerinden
0,50 mL degerine yiikseldiginde pH ortaminda verim degerinin arttii, 0,75 mL
degerine kadar da artmaya devam ettigi goriilmistiir. 0,75 mL’den 1,0 mL’ye
yiikseldiginde ise az miktar diisiis goriilse de 0,50 mL ve 0,75 mL degerlerine gore
oldukga yiiksektir. 1,0 mL’den 1,50 mL’ye yiikseldiginde ise ekstraksiyon
verimindeki diistis devam etmektedir. Ayrica sonuglara goére, 0,25 mL -0,75 mL
araligindaki artisin 0,75 mL-1,50 mL araligindaki disiisten daha hizli oldugu

sOyenebilir.

Enzim Miktan Etkisi

Yag Verimi (%Vs)
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Sekil 4.2 : Kabak ¢ekirdegi tohumunun proteaz ile enzimatik sulu ekstraksiyonunda,
ekstraksiyon verimine enzim miktarmnin etkisi (pH 5, 50°C, 6 saat).

Bu sonuglara gore, pH 5’te en yiiksek verim 0,75 mL/g tohum enzim miktarinda
%45,31 olarak Olc¢lilmiistiir. Sonraki agamada siire artigiyla enzim aktivitesini daha
uzun siire saglayilp, yag salmimimi artirarak daha yiliksek verimde sonuglarin

alinabilecegi diisiiniilmiistiir.

4.3.3 Kabak cekirdegi tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag

eldesinde ekstraksiyon siiresinin ekstraksiyon verimine etkisi

Calismanin bu asamasinda, proteaz enziminin aktivite gosterdigi optimum silirenin
araligimi belirlemek hedeflenmistir. Bu amacla, proteaz enzimi ile ekstraksiyon
deneyleri pH 5’te, 0,75 mL/g tohum enzim miktarinda, 4, 6, 18, 24, 30, 36 saatlik
stirelerde, 50 °C sicaklikta yiiriitiilmiistiir. Ekstraksiyon veriminde siire faktorii ile

elde edilen sonuglar Cizelge 4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.4 : Kabak c¢ekirdegi tohumlarinin proteaz enzimi ile enzimatik sulu
ekstraksiyonunda, ekstraksiyon verimine siirenin etkisi (pH 5, 50°C,
0,75 mL enzim/g tohum).

Ekstraksiyon Verimi
Siire (saat)

(%Vs)
4 36,56
6 45,31
18 51,67
24 52,67
30 56,41
36 54,76

pH 5 ortaminda calisildiginda, ilk 6 saatlik calismalara kiyasla silire arttikca
ekstraksiyon veriminin arttif1, siire azaldiginda ise verimin de azaldid
gozlemlenmistir. Ekstraksiyon siiresinin 4 saat’e distiriilmesiyle verim de %36,56
degerine diismistiir. 0,75 mL/g tohum enzim miktarinda 18 saat sonunda %51,67
verim elde edilirken, siirenin 24 saate uzatilmasi ile verimde ¢ok az miktar artig olup
%52,67 degerine ulasmistir. Siirenin 30 saate c¢ikarilmasi, 18-24 saat araligindaki
artisa kiyasla ¢ok daha fazla olup %56,41 verim degerini saglamistir. Calismada,
yiiksek ekstraksiyon verimini saglayan siire araliginin tayini amaclandigi igin ileri

stirelerde de g¢alisma yapilmasinin gerekliligine karar verilmistir. Bu amagla, 36
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saat’lik calisma yapilmis ve %54,76 degeriyle ekstraksiyon veriminde 30 saaat’e

gore diislis gozlenmistir. Bu sonuglar grafiksel olarak Sekil 4.3’te gosterilmistir.

Siire EtKkisi
80
70
60
50
40
30
20
10

Yag Verimi (%Vs)

0 4 3 12 16 20 24 28 32 36 40
Siire (saat)

Sekil 4.3 : Kabak ¢ekirdegi tohumunun proteaz ile enzimatik sulu ekstraksiyonunda,
ekstraksiyon verimine siirenin etkisi (50°C, pH 5, 0,75 mL/g tohum enzim

miktart).

Buna gore, 18-24 saat araliginda ekstraksiyon veriminin neredeyse sabit oldugu
gozlenmistir. Proteaz enzimi ile pH 5’te, 0,75 mL/g tohum enzim miktari ile yapilan

caligmaya gore, en yiiksek deger 30 saatlik ¢alisma sonucunda %56,41 olarak elde

edilmistir.

4.3.4 Kabak cekirdegi tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag

eldesinde inkiibasyon sicakhiginin ekstraksiyon verimine etkisi

Deneysel calismanin bu kisminda, proteaz enziminin yliksek ekstraksiyon verimi
saglayan sicaklik araligini belirlemek amacglanmistir. Bu amagla pH 5 degerinde,
0,75 mL/g tohum enzim miktarinda, 6 saat inkiibasyon siiresinde degisen inkiibasyon
sicakliklarinda ekstraksiyon deneyleri gerceklestirilmistir. Cizelge 4.5’te bu

kosullarda, ekstraksiyon verim degerlerinin sicaklik ile degisimi gosterilmektedir.
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Cizelge 4.5 : Kabak ¢ekirdegi tohumlarinin proteaz enzimi ile enzimatik sulu
ekstraksiyonunda, ekstraksiyon verimine sicakligin etkisi (pH 5,
0,75 mL enzim/g tohum, 6 saat inkiibasyon siiresi).

Inkiibasyon Sicaklig Ekstraksiyon Verimi
O (%Vs)
40 29,00
50 45,31
60 41,64
70 28,00

Elde edilen sonuglara gore, pH 5, 0,75 mL enzim/g tohum, 6 saat inkiibasyon
siresinde  50°C’den daha diisiik ve yiiksek sicakliklarda verimin azaldigi
goriilmektedir. En yiiksek verim %45,31 ile 50°C’de elde edilmis olup, bu deger
40°C’de %29, 60°C’de ise %41,64 olarak bulunmustur. Proteaz enzimi ile 6 saat
stiren ekstraksiyon siiresinde meydana gelen ekstraksiyon verimlerinin sicaklik ile

degisimi grafiksel olarak Sekil 4.4°te daha net olarak goriilmektedir.

Sicaklik Etkisi
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Sekil 4.4 : Kabak ¢ekirdegi tohumunun proteaz ile enzimatik sulu ekstraksiyonunda,
ekstraksiyon verimine sicaklik etkisi (pH 5, 0,75 mL enzim /g tohum,6
saat).

Bu kosullardaki ekstraksiyon igleminde sicaklik, 40-50°C araliginda verimi artirici
50-70°C araliginda ise azaltici etkiye sahip olmustur. Ancak Sekil 4.4’ten de
goriildiigli iizere, 40-50°C araliginda artisin, 50-60°C araliginda azalmaya gore

verim iizerindeki ylizde olarak etkisi daha biiytiktiir.

4.4 Plackett- Burman Deneysel Tasarim Yoluyla Ekstraksiyon Parametrelerinin

Optimizasyonu

Ekstraksiyon parametrelerinin  (bagimsiz  degiskenlerin)  kabak  c¢ekirdegi
tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyonuna etkileri 6n optimizasyon caligsmasi
olarak Plackett-Burman ile incelenmistir. Bu ¢alismada, R programinin 3 degiskenli,
2 seviyeli, 2 tekrarli deneysel tasarim icin tanimladigr 16 6zel tasarim noktasin
iceren deney matrisi kullanilmistir. Seviyelerin secimi, Bolim 4.3’te yapilmis
deneylerin sonuglari dikkate alinarak yapilmistir. On optimizasyon igin deneylerin
tasariminda secilen degiskenler ve onlarin belirlenen seviye degerleri Cizelge 4.6’da
verilmistir. 3 degiskenli ve 2 seviyeli deney tasariminin noktalar1 (tekrar noktalari

haric), kodlar1 ve degerleri ile Cizelge 4.7’ de gosterilmistir.

Cizelge 4.6 : 3 degiskenli, 2 seviyeli Plackett-Burman deney tasariminda kullanilan
bagimsiz degiskenler ve bu degiskenler i¢in kodlanan seviyeler.

Diisiik Seviye Yiiksek Seviye

Degiskenler Birim Kod
(-1) (+1)
Enzim Miktar1 mL/g tohum X3 0,5 1
Siire saat X2 18 30
Sicaklik °C X3 45 55
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Cizelge 4.7 : Plackett-Burman deney tasarimindaki tasarim noktalart.

Enzim . .
Inkiibasyon siiresi Inkiibasyon sicakhgi
Deney miktar
(saat) (°O)
No (mL/g tohum)
Kod Deger Kod Deger Kod Deger

1 -1 0,5 1 30 1 55

2 -1 0,5 -1 18 1 55

3 -1 0,5 1 30 -1 45

4 -1 0,5 -1 18 -1 45

5 1 1 -1 18 -1 45

6 1 1 1 30 -1 45

7 1 1 1 30 1 55

8 1 1 -1 18 1 95

Cizelge 4.7°de belirlenen kosullarda 3 degiskenli, 2 seviyeli, 2 tekrarli olarak
yiriitiilen 16 enzimatik sulu ekstraksiyon deneyinin sonunda elde edilen ekstraksiyon
verimleri Cizelge 4.8 ve Cizelge 4.9°da gruplar halinde verilmistir. Deney sonuglari,
tekrarli deneylerin ortalamasi seklinde ifade edilmistir. Deneyler Bolim 3.2.3’te

belirtilen yontemle pH 5 degerinde gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.8 : Kabak ¢ekirdegi tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon yoluyla
elde edilen ekstraksiyon verimleri (Enzim Miktari: 0,5 mL/g tohum)
(Deney No:1-4 Sonuglart).

Ekstraksiyon Verimi (%Vs)

18 saat, Deney 4 45,10
Sicaklik, 45°C

30 saat, Deney 3 49,56

18 saat, Deney 2 48,53
Sicaklik, 55°C

30 saat, Deney 1 51,62
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Cizelge 4.9 : Kabak ¢ekirdegi tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon yoluyla
elde edilen ekstraksiyon verimleri (Enzim Miktar:: 1 mL/g tohum)
(Deney No: 5-8 Sonuglari).

Ekstraksiyon Verimi (%Vs)

18 saat, Deney 5 48,06
Sicakhik, 45°C

30 saat, Deney 6 52,21

18 saat, Deney 8 48,69
Sicaklik, 55°C

30 saat, Deney 7 51,58

4.4.1 Plackett- Burman deneysel tasarim yoluyla ekstraksiyon parametrelerinin

etkilerinin istatiksel acidan degerlendirilmesi

Cizelge 4.7°de belirtilen bagimsiz degisken degerlerine karsilik elde edilen yanit
degerleri “R 3.1.2” programina girilerek istatiksel analizi yapilmistir. 3 degisken ve
2 seviye degerli elde edilen yanitlarin degerlendirilmesinde Boliim 2.5.2°de anlatilan
ve 1. dereceden lineer yaklasim modeli olan 2.2 no’lu esitlikten yararlanilmistir.
Bagimsiz degiskenlerle bagimli degiskenler arasindaki iliskiye bagli olarak, lineer
modelle etkilerinin tahminleri ve katsayilart programdan elde edilmistir. Bu degerler

Cizelge 4.10°da gosterilmistir.

Cizelge 4.10 : Bagimsiz degiskenler ile bagimli degisken arasindaki iliskiye bagh
olarak lineer modelle etkilerin tahminleri ve katsayilari.

) Standart
Etki t degeri p degeri
Hata
Ortalama/Kesisim 49,4788 0,2480 199,548 0,0000
Lineer
X1 0,6537 0,2480 2,637 0,0217
X2 1,7625 0,2480 7,108 0,0000
X3 0,6238 0,2480 2,516 0,0271

Analiz sonuglar incelendiginde segilen parametrelerin ekstraksiyon veriminde etkili
oldugu goriilmektedir. p degerlerinin 0,01°den diisiik olmas1 katsayilarin %99 giiven

araliginda anlamhi oldugunu gostermektedir. Bu durum olusturulan model
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denkleminin katsayilarinin istatistiki olarak %99 dogru oldugunu gosterir. Siire
parametresinin sicaklik ve enzim miktarma gore lineer yaklasimda daha etkin oldugu
sOylenebilir. Ancak kabak cekirdegi tohumlarindan enzimatik ekstraksiyon yoluyla
yag eldesi i¢in olusturulan model denklemin korelasyon katsayisi (R?) 0,8417 olarak
bulunmustur. Bu degerin 1’den uzak olmasi bu parametreler i¢in lineer yaklasimdan
ziyade 2.dereceden polinomiyal modelin daha dogru sonug¢ verecegini
gostermektedir. Boliim 2.5°te de belirtildigi gibi, bu ¢alismada Plackett- Burman 6n
optimizasyonuyla segilen parametrelerin seviye degerlerinin ileri deneysel tasarimda
secilecek merkez noktanin(0) belirlenmesi amaciyla kullanilmasi  uygun
bulunmustur. Bagimsiz degiskenlerin etki degerlerinin(katsayilarinin) pozitif ya da
negatif olma durumu bu se¢imi belirlemistir. Cizelge 4.10’daki sonuglara gore tiim
etkilerin katsayilar1 pozitif olup +1 seviye degerlerinin merkezi bilesik deney

tasariminda merkez(0) noktasi olarak kullanilmasina karar verilmistir.

4.5 Yamt Yiizey Yontemi ile Deneysel Tasarim ve Reaksiyon Parametrelerinin

Optimizasyonu

Ekstraksiyon  parametrelerinin  (bagimsiz  degiskenlerin)  kabak  ¢ekirdegi
tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyonuna etkileri optimizasyon ¢aligsmasi olarak
Yanit Yiizey Yontemi (RSM) ile incelenmistir. Distan ¢gemberlenmis merkezi bilesik
deney tasarimini esas alan bu kisimda, R programinin 3 degiskenli, 5 seviyeli, 2
tekrarli deneysel tasarim i¢in tanimladigi 17 6zel tasarim noktasini iceren deney
matrisi kullanilmistir. Merkez noktanin secimi, Bolim 4.4’te yapilmis Plackett
Burman deneylerinin sonuglar1 dikkate alinarak yapilmistir. Optimizasyon igin
deneylerin tasariminda segilen degiskenler ve seviye degerleri Cizelge 4.11°de
verilmistir. 3 degiskenli ve 5 seviyeli deney tasariminin noktalar: (tekrar noktalari
hari¢), kodlar1 ve degerleri ile Cizelge 4.12°de gosterilmistir. Merkez noktada 3
tekrar deney yapilmistir.
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Cizelge 4.11 : 3 degiskenli, 5 seviyeli merkezi bilesik deney tasariminda kullanilan
bagimsiz degiskenler ve bu degiskenler i¢in kodlanan seviyeler.

Yildiz  Diisiik Orta Yiiksek Yildiz

Degiskenler Birim Kod Nokta Seviye Seviye  Seviye Nokta
(-1,68)  (-1) (0) (+1) (+1,68)
Enzim mL/g
0,58 0,75 1 1,25 1,42
Miktari tohum
Siire saat 19,92 24 30 36 40,08
Sicakhik °C 46,6 50 55 60 63,4

Cizelge 4.12 :

Distan ¢emberlenmis merkezi bilesik deney tasarimindaki tasarim

noktalari.
Enzim .
) Inkiibasyon sicakhigi
Deney miktar Inkiibasyon siiresi (saat) 0)
No (mL/g tohum)
Kod Deger | Kod Deger Kod Deger
1 -1 0,75 -1 24 1 60
2 -1 0,75 1 36 1 60
3 -1 0,75 1 36 1 50
4 -1 0,75 -1 24 -1 50
5 1 1,25 -1 24 -1 50
6 1 1,25 1 36 1 60
7 1 1,25 -1 24 1 60
8 1 1,25 1 36 -1 50
9 -1,68 0,58 0 30 0 55
10 +1,68 142 0 30 0 55
11 0 1 -1,68 19,92 0 55
12 0 1 +1,68 40,08 0 55
13 0 1 0 30 -1,68 46,6
14 0 1 0 30 +1,68 63,4
15 0 1 0 30 0 55
16 0 1 0 30 0 55
17 0 1 0 30 0 55
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Cizelge 4.12°de belirlenen kosullarda 3 degiskenli, 5 seviyeli, 2 tekrarli olarak

yiiriitiilen 34 enzimatik sulu ekstraksiyon deneyinin sonunda elde edilen ekstraksiyon

verimleri Cizelge 4.13-16’da gruplar halinde verilmistir. Deney sonuglari, tekrarh

deneylerin ortalamasi seklinde ifade edilmistir. Deneyler Bolim 3.2.3°te belirtilen

yontemle pH 5 degerinde gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.13 : Kabak ¢ekirdegi tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon yoluyla
elde edilen ekstraksiyon verimleri (Enzim Miktari: 0,75 mL/g

tohum) (Deney No:1-4 Sonuglart).

24 saat, Deney 4
Sicaklik, 50°C
36 saat, Deney 3

24 saat, Deney 1
Sicaklik, 60°C

36 saat, Deney 2

Ekstraksiyon Verimi
(%Vs)

52,67
54,76

45,84
47,89

Cizelge 4.14 : Kabak ¢ekirdegi tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon yoluyla
elde edilen ekstraksiyon verimleri (Enzim Miktari: 1,25 mL/g

tohum) (Deney No: 5-8 Sonuglari).

Ekstraksiyon Verimi (%Vs)

24 saat, Deney 5
Sicakhk, 50°C
36 saat, Deney 8

24 saat, Deney 7
Sicakhik, 60°C
36 saat, Deney 6

49,74
52,22
42,96

43,77
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Cizelge 4.15 : Kabak ¢ekirdegi tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon yoluyla
elde edilen ekstraksiyon verimleri (Sicaklik 55 °C) (Deney No: 9-12

Sonuglar).
Ekstraksiyon Verimi

(%Vs)
Enzim Miktari, 1 mL/g 19,92 saat, Deney 11 48,77
tohum 40,08 saat, Deney 12 52,10

Enzim Miktari, 0,58 mL/g
30 saat, Deney 9 51,68

tohum

Enzim Miktar, 1,42 mL/g

30 saat, Deney 10 50,86

tohum

Cizelge 4.16 : Kabak ¢ekirdegi tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon yoluyla
elde edilen ekstraksiyon verimleri (Enzim Miktari: 1,0 mL/g tohum,
Siire: 30 saat) (Deney No: 13-17 Sonuglari).

Ekstraksiyon Verimi (%Vs)

Sicaklik, 46,6 °C  Deney 13 50,89
Sicaklik, 63,4 °C  Deney 14 47,10
Deney 15 50,99

Sicakhk, 55°C
Deney 16 52,17
Deney 17 51,58

Cizelge 4.17°de tiim deneylerden elde edilen sonuglar ve programin 6nerdigi model
denklemden tahmin edilen degerler birlikte gosterilmistir.
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Cizelge 4.17 : Distan c¢emberlenmis merkezi bilesik deney tasarimina gore
y g
yiiriitiilmiis deneylerden elde edilen yanitlar.

Enzim Yanit (% Verim)
Deney  miktan Inkiibasyon Inkiibasyon .
No (mL/g siiresi (saat) sicakhigi (°C) | Gozlenen Tah-mln
tohum) Edilen
1 0,75 24 60 45,84 47,17
2 0,75 36 60 47,89 49,08
3 0,75 36 50 54,76 54,25
4 0,75 24 50 52,67 52,34
5 1,25 24 50 49,74 50,31
6 1,25 36 60 43,77 47,05
7 1,25 24 60 42,69 45,14
8 1,25 36 50 52,22 52,22
9 0,58 30 55 51,68 53,31
10 1,42 30 55 50,86 49,91
11 1 19,92 55 48,77 48,03
12 1 40,08 55 52,10 51,23
13 1 30 46,6 50,89 52,53
14 1 30 63,4 47,10 43,84
15 1 30 55 50,99 51,61
16 1 30 55 52,17 51,61
17 1 30 55 51,58 51,61

4.5.1 Merkezi Bilesik deneysel tasarim yoluyla ekstraksiyon parametrelerinin

etkilerinin istatiksel acidan degerlendirilmesi

Bagimsiz degisken degerlerine karsilik elde edilen yanmit degerleri “R 3.1.2”
programina girilerek istatiksel analizi yapilmistir. 3 degisken ve 5 seviye degerli elde
edilen yanitlarin degerlendirilmesinde Bolim 2.5.1°de anlatilan ve 2. dereceden
coklu lineer yaklasim modelini iceren 2.1 no’lu esitlikten yararlanilmistir. Bu esitlikte
y yanit degerlerini olustururken, fo ortalama etki, fi lineer, fij ikili etkilesim ve pi ise
kuadratik etkilesim katsayilarimi gostermektedir. Bagimsiz degiskenlerle bagimli

degiskenler arasindaki iliskiye bagli olarak, lineer, kuadratik ve ikili etkilesimli
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modellerde etkilerin katsayilar1 programdan elde edilmistir. Bu degerler Cizelge

4.18’de, varyans analizi sonuglari ise Cizelge 4.19°da gosterilmistir.

Cizelge 4.18 : Bagimsiz degiskenler ile bagimli degiskenler arasindaki iliskiye bagl
olarak lineer, kuadratik ve ikili etkilesimli modellerde etkilerin

katsayilart.
Standart
Katsay1 tdegeri p degeri
Hata
Ortalama/Kesisim 51,616 0,38135 135,3487 0,0000
Lineer
X1 -1,014 0,2922 -3,4703  0,0014
X2 0,955 0,2922 3,2684  0,0024
Xs -2,586 0,2922 -8,8520  0,0000
Kuadratik
X1 -0,407 0,2747 -1,4830  0,1472
X22 -0,702 0,2747 -2,5567  0,0152
X33 -1,212 0,2747 -4,4107  0,0000
Etkilesim
X12 -0,106 0,3817 -0,2784  0,7824
X13 -0,191 0,3817 -0,5011  0,6195
X23 -0,215 0,3817 -0,5633  0,5769
R? 0,94
X1= Enzim Miktar1 (mL/g tohum)
X,= Siire (saat) Xas= Sicaklik*Sicaklik
Xs= Sicaklik (°C) X12= Enzim Miktar1*Siire
X11= Enzim Miktar1*Enzim Miktar1 X13= Enzim Miktari*Sicaklik
Xoo= Siire*Siire Xo3= Siire*Sicaklik

Cizelge 4.18’deki sonuclar incelendiginde p degerine gore yapilan kiyaslamada;
ekstraksiyon veriminde siire, enzim miktar1 ve sicakligin lineer etkileri ile siire ve
sicakligin kuadratik etkilerinin %99 giiven araliginda anlamlidir. Bu durum, bu
katsayilarla olusturulan model denkleminin katsayilarimin istatistiki olarak %99
dogru oldugunu gosterir. Elde edilen katsayilara gore; ekstraksiyon veriminde
strastyla sicaklik (lineer), sicaklik (kuadratik), enzim miktar1 (lineer), siire (lineer) ve
siire (kuadratik) etkili parametreler olarak bulunmustur. ikili etkilesimlerin yag eldesi
iselminde p<0,01 diizeyinde etkisi olmadig1 goriilmiistiir.. Bagimsiz degiskenlerin

kodlanan degerlerine gore elde edilen 2.dereceden model denklem Esitlik 4.1°de,
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gercek degerlerin (orjinal birimlerle) yerine konulmasiyla elde edilen model denklem

Esitlik 4.2°de gosterilmistir.

% Verim = 51,616 - 1,014*X1’ + 0,955* X2’ - 2,587* X3’ — 0,702* (X2')? - 1,212*
(Xs')? (4.1)

% Verim = -84,848 — 4,056*X1 + 1,331* Xz + 4,815* X3 — 0,019% (X2)? — 0,0485*
(X3)? (4.2)

Cizelge 4.19 : Varyans analizi sonuglari.

Kareler  Serbestlik Kareler
] F degeri p degeri
Toplanm Derecesi Ortalamasi
Lineer 235,581 3 78,527 33,6946  0,0000
Kuadratik 62,802 3 20,934 8,9824  0,0001
Etkilesim 1,505 3 0,502 0,2153  0,8850
Hata 79,239 34 2,331

Kabak c¢ekirdeginden enzimatik sulu ekstraksiyon i¢in olusturulmus model
denklemin korelasyon katsayis1 0,94 olarak bulunmustur. Korelasyon katsayisinin 1’e
yakin olmasi model denklemin uygunlugunu gostermektedir. Varyans analizi
sonuglarinda deneysel degerler ve tahmin edilen degerler arasindaki kalanlar toplami
2,331 olarak bulunmustur. Kalanlarin toplami, bu degerlerin arasindaki farklarin
toplamini olusturmakta ve secilen modelin dogru bir model oldugunun gdstergesidir. Bu

toplamin sifir ya da sifira yakin bir deger olmasi1 gerekmektedir.

Olusturulan yanit yiizey modelinde enzim mikari, siire ve sicaklik olmak iizere 3
farkli bagimsiz degisken i¢in gozlenen minimum ve maksimum degerler ile kritik
degerler Cizelge 4.20°de gosterilmektedir. Sirasiyla kod degerler olarak (-1,12 0,927
-1,061) noktasina karsilik gelen nokta optimum nokta olarak bulunmustur. Bu
noktalarin gergek birimleriyle karsilig1 enzim miktari i¢in 0,72 mL/g tohum, siire igin

35,56 saat ve sicaklik i¢in 49,7 °C noktasidir.
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Cizelge 4.20 : Bagimsiz degiskenlerin kritik degerleri.

o Gozlenen Kritik Gozlenen
Degiskenler Birim
minimum deger deger maksimum deger

Enzim mL/g
0,58 0,72 1,42

Miktar tohum
Siire saat 19,92 35,56 40,08
Sicakhik °C 46,6 49,7 63,4

Yanit ylizey yontemine gore elde edilen optimum noktanin yanit degeri %54,41
olarak bulunmustur. Optimum noktada gergeklestirilen deney sonucu %54,56 olarak

bulunmus olup model degerine yakindir.

Deneylerde gozlenen ve model denklemden yararlanilarak elde edilen (tahmini) yanit
degerler arasindaki iliski Sekil 4.5’te gosterilmistir. Deneylerde elde edilen

sonuclarin modelden elde edilen sonuglara olduk¢a yakin oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.5 : Gozlenen degerlere karsilik tahmin edilen degerler arasindaki iliski.

4.5.2 Yamit Yiizey ve izdiisiim Grafiklerinin Yorumlanmasi

Kabak ¢ekirdeginden enzimatik sulu ekstraksiyon veriminin, enzim miktari, siire ve
sicakliga gore degisimini gosteren izdiisim grafikleri (Contour Plot) ve yanit yiizey
grafikleri (Response Surface) Sekil 4.6.a — Sekil 4.8.a ve Sekil 4.6.b — Sekil 4.8.b’de

goriilmektedir. Ekstraksiyon veriminin, enzim miktari, siire ve sicakliga gore degisimini
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aciklayan grafiklerden, literatiirde maksimum tepki olarak tanimlanan izdiisiim grafikleri
elde edilmistir. U¢ degiskenin oldugu grafiklerde merkez noktanin degeri sabit tutulup
diger iki parametrenin ekstraksiyon verimi {izerine etkisi ii¢ boyutlu olarak
goriilmektedir. Izdiisiim grafiklerinde goriildiigii gibi elde edilen yanit degerlerine ait
egriler bir diizlem tizerinde gosterilir. Bagimsiz degiskenlerin seviyeleri, bu diizleme ait
koordinatlarda gosterilmektedir. Her bir izdiisim egrisi, bagimsiz degiskenlere ait
seviyelerin bir birlesimi olarak ifade edilen bir diizlemle yiizey arasindaki yiiksekligi

temsil eden 6zel bir degere sahiptir.

Kabak ¢ekirdeginden enzimatik sulu ekstraksiyon veriminin, enzim miktar1 ve sicakliga
gore degisimini gosteren izdiisim grafigi Sekil 4.6.a’da, yanit yiizey grafigi Sekil
4.6.b’de goriilmektedir. Sekil 4.6.a incelendiginde ekstraksiyon veriminin en Yiiksek
olacagi enzim miktar1 araliginin 0,6-0,9 mL/g tohum ve sicaklik araliginin da 48-52 °C
oldugu goriilmektedir. Ayrica, sicakligin artan degerlerinin enzim miktarinin degisimine
kiyasla ekstraksiyon veriminde daha biiylik disiislere yol agtigi, dolayisiyla sicaklik

parametresinin daha etkili bir parametre oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.6.a : Ekstraksiyon veriminin, sicaklik ve enzim miktar1 ile degisimini
gosteren izdligiim grafigi.
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Sekil 4.6.b: Ekstraksiyon veriminin, sicaklik ve enzim miktar1 ile degisimini
gosteren yanit ylizey grafigi.

Kabak cekirdeginden enzimatik sulu ekstraksiyon veriminin, enzim miktar1 ve siireye

gore degisimini gosteren izdiisim ve yanit ylizey grafigi Sekil 4.7.a ve Sekil 4.7.b’de

goriilmektedir. Sekiller incelendiginde, ekstraksiyon veriminin en yiiksek olacagi enzim

miktar1 aralifinin 0,6-0,8 mL/g tohum ve siire araligmin da 32-36 saat oldugu

goriilmektedir. ikili etkiler diisiiniildiigiinde, enzim miktarnin degisiminin siireye

kiyasla ekstraksiyon veriminde daha etkin bir parametre oldugu soylenebilir.
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Sekil 4.7.a : Ekstraksiyon veriminin, siire ve enzim miktari ile degisimini gosteren
izdiistim grafigi.

Sekil 4.7.b: Ekstraksiyon veriminin, siire ve enzim miktari ile degisimini gosteren
yanit yiizey grafigi.
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Kabak cekirdeginden enzimatik sulu ekstraksiyon veriminin, siire ve sicaklia gore
degisimini gosteren izdiisiim grafigi Sekil 4.8.a’da, yanit yiizey grafigi Sekil 4.8.b’de
goriilmektedir. Sicakligin ve siirenin etkisi beraber degerlendirildiginde sicakligin

55°C*den yiiksek degerleri i¢in ekstraksiyon veriminde diisiisler gézlenmektedir.
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Sekil 4.8.a : Ekstraksiyon veriminin, sicaklik ve siire ile degisimini gdsteren
izdiistim grafigi.

Ayrica, Cizelge 4.18’de gosterilen lineer etki katsayilariyla uyumlu olarak, ekstraksiyon

veriminde sicakligin siireye gore daha etkin bir parametre oldugu anlagilmaktadir. Buna

gore, sicakligin 48-50°C, siirenin ise 33-36 saat araligndaki degerleri i¢in ekstraksiyon

veriminin maksimum yanit verdigi goriillmektedir.
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Sekil 4.8.b: Ekstraksiyon veriminin, sicaklik ve siire ile degisimini gosteren yanit
yiizey grafigi.
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5. VARGILAR VE ONERILER

Bu calismada, yiiksek yag ve faydali yag asiti i¢erigiyle insan beslenmesinde 6nemli
bir yer tutan kabak cekirdegi tohumlarindan ¢evre dostu, ekonomik, insan sagligina
zarar vermeyen bir yontem kullanarak yenebilir kalitede ve yiiksek verimde yag
ekstraksiyonu amaglanmistir. Bu amagla, enzimatik sulu ekstraksiyon yotemiyle yag
eldesinde ekstraksiyona etki eden parametrelerin iki deneysel tasarim yoOntemi
(Plackett-Burman tasarim, Merkezi Bilesik tasarim) kullanilarak istatiksel olarak
optimizasyonu yapilmistir. Ulke cografyasinda gerezlik ve yaghk kullanim amagh

yaygin olarak tarimi yapilan bu tohumlar, Nevsehir bolgesinden temin edilmistir.

Calismanin ilk kisminda, tohumlarin yag igerigi, AOCS standartlarina gore Soxhlet
aparatinda 6 saat boyunca hegzanla paralel olarak yiiriitilen ekstraksiyon deneyi
sonunda %46,43 olarak bulunmustur. Soxhlet ekstraksiyonu ile elde edilen kabak
cekirdegi yaginin yag asidi bilesimi gaz kromatografi cihazi ile belirlenmis ve

yiiksek oranda (~%80) oleik ve linoleik asit igerdigi goriilmiistiir.

Bu calismanin ikinci kisminda ise, kabak g¢ekirdegi tohumlarindan enzimatik sulu
ekstraksiyon yontemi ile yag eldesi lizerinde calisilmis ve deneysel tasarim Oncesi
parametrelerin 6n c¢alismasi yapilmistir. Proteaz enzimi kullanilarak gergeklestirilen
sulu ekstraksiyon deneylerinde, yag ekstraksiyon verimine pH, enzim miktari, siire
ve sicaklik parametrelerinin etkileri incelenmis, en yiiksek verimle yag eldesi
saglayan araliklar belirlenmistir. Dort parametre ile yapilan deneylerde, pH harig
diger {li¢ parametrenin secilen araliklarda yag eldesi iizerine etkisi olduguna ve pH
parametresinin deneysel tasarimda bagimsiz degisken olarak secilmemesine karar
verilmistir. pH ¢alismalarinda pH 4, pH 5 ve pH 6’da elde edilen sonuglarin birbirine
cok yakin ¢iktigi, en yiiksek verimin %39,50 ile pH 5 degerinde elde edildigi
goriilmiistiir. Buna gore, kabak cekirdegi tohumlar ile Alcalase 2.5L kullanilarak
yapilan 6nceki ¢alismalar da g6z 6niinde bulundurularak optimum pH degeri 5 olarak
belirlenmistir. Diger li¢ parametre (enzim miktari, siire, sicaklik) i¢in maksimum
ekstraksiyon verimi saglayan araliklar sirasiyla; enzim miktart i¢in 0,5-1,0 mL/g

tohum, siire i¢in 18-30 saat ve sicaklik i¢in 45-55°C olarak belirlenmistir.
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Calismanin tigiincii kisminda, Plackett-Burman deneysel tasarim yontemi ile enzim
miktar1, siire, sicaklik gibi faktorlerin ekstraksiyon verimi fiizerindeki etkileri
incelenmis ve ileri deneysel tasarimda merkez noktanin daha hassas bir sekilde
tespiti amaglanmistir. Deney matrisinin olusturulmasi ve sonuglarin istatiksel analizi
“R 3.1.2” programi kullanilarak yapilmigtir. Programin Onerdigi, ti¢ degiskenli
(enzim miktari, siire, sicaklik), iki seviyeli (-1, +1) ve iki tekrarli deneysel tasarim
matrisine gore 16 adet deney yapilmistir. Calismanin ikinci boliimiindeki deney
sonuglaria gore diistik ve yiiksek seviyeler (-1, +1) sirastyla; enzim miktari i¢in 0,5-
1,0 mL/g tohum, siire i¢in 18-30 saat ve sicaklik icin 45-55°C olarak sec¢ilmistir.
Yapilan seri deneylerin sonuglarinin programa girilmesiyle 1.dereceden lineer
denklem modelinin katsayilar1 sirasiyla; 0,6537, 1,7625 ve 0,6238 olarak
bulunmustur. p degerinin 0.05’ten diisiik olmasi s6z konusu degiskenlerin deneyde
anlamli(etkili) oldugunu ve siire parametresinin linecer yaklagimda diger
parametrelere kiyasla en fazla etkiye sahip oldugunu gostermistir. Elde edilen
katsayilarin pozitif olmasi, enzim miktari, siire ve sicaklik parametrelerinin yiiksek
seviyeli degerlerinin, ileri asamadaki merkezi bilesik deneysel tasariminda merkez

nokta (0) olarak sec¢ilmesinin daha uygun olacagini géstermistir.

Bu c¢alismanin dordiincii, deneysel tasarimin ise ikinci kisminda, distan
cemberlenmis merkezi bilesik kiibik tasarima gore deney matrisi olusturulmus ve
Yanit Yiizey YoOntemi uygulanarak elde edilen sonuglarin istatiksel ve grafiksel
degerlendirmesi yapilmistir. Bu amagla, program tarafindan onerilen, lic degiskenli
(enzim miktar, siire, sicaklik), bes seviyeli (-1,68, -1, 0, +1, +1,68) ve iki tekrarl
deneysel tasarim matrisine gore 34 adet deney yapilmistir. Merkez noktanin seg¢imi
calismanin bir 6nceki kisminda Plackett-Burman tasarimiyla belirlenmistir. Buna
gore tiim seviyelerin degerleri sirasiyla; enzim miktar i¢in 0,58 mL/g tohum, 0,75
mL/g tohum, 1 mL/g tohum, 1,25 mL/g tohum, 1,42 mL/g tohum; siire i¢in 19,92
saat, 24 saat, 30 saat, 36 saat, 40,08 saat ve sicaklik i¢in 46,6°C, 50°C, 55°C, 60°C ve
63,4°C olarak se¢lmistir. Bu asamada, program tarafindan Onerilen 34 deneyin
tamamlanmasiyla tiim sonuglar programa girilmis ve bu parametrelerin ekstraksiyona
etkilerinin istatistiki ve grafiksel incelemesi yapilmistir. Elde edilen istatistiki
sonuglara gore; her ti¢ faktoriin de ekstraksiyon veriminde etkin olduklar
goriilmektedir. Sonug katsayilarina gore ekstraksiyon veriminde sirasiyla, sicaklik

(lineer), sicaklik (kuadratik), enzim miktar1 (lineer), siire (lineer) ve siire (kuadratik)
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etkili parametreler olarak bulunmustur. Parametreler arast etkilesimler
incelendiginde herhangi bir etkilesim gozlenmemistir. Yanit yiizey grafikleri
incelendiginde temel(lineer) etkilerin yanittaki etkileri daha belirgin bigimde
gorilmistiir. Genel olarak inceleme sonucunda enzim miktar1 ya da sicaklik
arttiginda ekstraksiyon veriminin diistiigii, siire arttiginda ise ekstraksiyon veriminin
arttigi  sOylenebilir. Varyans analizinden yararlanilarak, parameterelerin etki
katsayilarini igeren ikinci dereceden model denklem olusturulmus ve gozlenen ve
tahmin edilen degerler arasindaki farka gore korelasyon katsayisi 0,94, kalanlar
toplam1 2,331 olarak bulunmustur. Bu degerler etkin bir tasarimin yapildigini

gostermektedir.

“R 3.1.2” programi kullanilark kontrol edilebilir faktorlerin optimal degerleri enzim
miktart 0,72 mL/g tohum, siire 35,56 h ve sicaklik 49,7°C olarak bulunmustur.
Optimum noktada yapilan deney sonucu %54,56 olarak bulunmus olup modelden

tahminlenen degere (%54,41) oldukga yakindir.

Ayrica kabak c¢ekirdeginden enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag eldesinde,
parameterelerin iki asamali deneysel tasariminin optimum noktay1 belirlemede tek
asamali Plackett-Burman sonuclarina gore daha dogru sonug verdigi ve sistemin
l.dereceden bir modelden ziyade 2.dereceden polinomiyal modelle agiklanabildigi
goriilmistiir. Bu durum, Bas ve Boyaci (2007)’nin ikinci dereceden polinomiyal
modellerin gergcek yanit yiizeyindeki egriligi tahminlemede daha etkili oldugu

sonucuyla uyusmaktadir.

Sonug olarak, deneylerin uzun, zahmetli ve maliyetli oldugu ortamlarda deneysel
tasarim ile optimum sayida deney ile sistem analizi gergeklestirilebilmis ve minimum

maliyet ile gereksiz deneylerden sistem arindirilarak analizler tamamlanmuistir.

Bu caligmanin ileriye yonelik uygulamalari icin, hiicre duvarini ve lipofilik protein
yapilarimi yikabilecek farkl: tiir enzim ya da enzim kokteylleri kulanilabilir. Ayrica
yag salmimini artiracak presleme, 1s1l ya da ultrasonik Onislemlerlerin sonrasinda
enzimatik sulu ekstraksiyon uygulamasinin etkinligi arastirilmalidir. Hidrolitik
enzimatik islem sirasinda olugsan emiilsiyonun 1sitma, dondurma gibi farklh
yontemlerle giderilip giderilemeyecegi incelenmelidir. Ek olarak enzimsiz ve tohum

mikatr1 artirilarak yapilacak ¢alismalarin sonuglar1 da degerlendirilebilir.
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Bu prosesi ticari a¢idan daha cazip bir hale getirebilmek i¢in enerji ve enzim
maliyetlerini diisiirmek i¢in atiksu geri kazanimi ve enzim immobilizasyonu {izerine
caligmalar yapilmalidir. Yagin yaninda protein eldesini saglandig1 ve atiklarini yem

ya da giibre sanayiinde degerlendirildigi bir prosesin optimizasyonu yapilmalidir.
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