ISTANBUL TEKNIiK UNIiVERSITESI * FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

KABAK CEKIiRDEGINDEN ENZIMATIK SULU EKSTRAKSiIYON iLE YAG
ELDESI VE YUZEY AKTiF MADDE KULLANIMININ YAG VERIMINE
ETKISi

YUKSEK LiSANS TEZIi

GoOzde Nur DALKIRAN

Molekiiler Biyoloji-Genetik ve Biyoteknoloji Anabilim Dah

Molekiiler Biyoloji-Genetik ve Biyoteknoloji Program

HAZIRAN 2014






ISTANBUL TEKNIiK UNIiVERSITESI * FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

KABAK CEKIiRDEGINDEN ENZIMATIK SULU EKSTRAKSiIYON iLE YAG
ELDESI VE YUZEY AKTiF MADDE KULLANIMININ YAG VERIMINE
ETKIiSi

YUKSEK LiSANS TEZI

GoOzde Nur DALKIRAN
(521091116)

Molekiiler Biyoloji-Genetik ve Biyoteknoloji Anabilim Dah

Molekiiler Biyoloji-Genetik ve Biyoteknoloji Program

Tez Danmismani: Prof. Dr. Giildem USTUN

HAZIRAN 2014






ITU, Fen Bilimleri Enstitiisii’'niin 521091116 numarali Yiiksek Lisans Ogrencisi
Gozde Nur DALKIRAN, ilgili yonetmeliklerin belirledigi gerekli tim sartlari
yerine getirdikten sonra hazirladigit “KABAK CEKIRDEGINDEN ENZIMATIK
SULU EKSTRAKSIYON iLE YAG ELDESIi VE YUZEY AKTIiF MADDE
KULLANIMININ YAG VERIMINE ETKIiSi” baslikli tezini asagida imzalari
olan jliri 6niinde basar1 ile sunmustur.

Tez Damismani:  Prof. Dr. Giildem USTUN ..,
Istanbul Teknik Universitesi

Jiiri Uyeleri : Prof. Dr. Ayten KARATAS = e
Istanbul Teknik Universitesi

Prof. Dr. Hale GURBUZ oo,
stanbul Teknik Universitesi

Teslim Tarihi : 2 Mayis 2014
Savunma Tarihi: 5 Haziran 2014






ONSOZ

Tez caligmam siiresince bilgi ve tecriibeleriyle bana yol gosteren, her tiirli manevi
destegini, anlayisin1 ve zamanini esirgemeden bana yardimci olan ¢ok degerli danisman
hocam Sayin Prof. Dr. Giildem USTUN’e en derin tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvar ¢alismalarimda bana yol gosteren ve yardimci olan, deneyimlerini bana
aktaran Saym hocam Prof. Dr. Melek TUTER’e, tez calismalarim sirasinda bana
destek veren sevgili arkadasim Kimya Miihendisi Ay¢a ELMAS’a tesekkiirlerimi
iletmek isterim.

Tiim yagamim ve egitim hayatim boyunca maddi ve manevi desteklerini higbir
zaman benden esirgemeyen, her animda yanimda olan sevgili aileme ¢ok tesekkiir
ederim.

Haziran 2014 Gozde Nur DALKIRAN
(Molekiiler Biyolog ve Genetikgi)



Vi



ICINDEKILER

Sayfa
ONSOZ.......ooiii v
ICINDEKILER .........oooviiiiieeeeeeeeeee ettt vii
KISALTMALAR .o IX
CIZELGE LISTESI ........ooviiieeceeeeeeeeeeeee e, Xi
SEKIL LISTEST ......cooviiiiiiiiieee ettt xiii
OZET ..ottt XV
SUMMARY et Xvii
T €] 1 23 1RO 1
2. LITERATUR ARASTIRMASI .......cocooviiiiiiiieeeeee et 3
2.1 Kabak ve Kabak Cekirdegi Uretimi Hakkinda Bilgi ...........cccocovevereireriicrernnns 3
2.1.1 Kabak tariml......c.ccceiiiiiiiiiiiii i 6
2.1.2 Diinya’da ve Tiirkiye’de kabak Gretimi ............ccooviviiieniniinieiece e, 8
2.1.3 Kabak c¢ekirdeginin kullanim alanlar1 ve saglik etkileri ............ccccceeeneee. 11
2.2 Kabak Cekirdegi Yagi Hakkinda Bilgi ........cccccooviiiiiiiiiiiiiiccec 14
2.2.1 Kabak ¢eKirdeZl Yag1 ......cccicveiiieiiieiie et 14
2.2.2 Kabak ¢ekirdegi yagi kullanim alanlart ..........coccoooveviiiiiiciiiiiiccee 16
2.3 Bitkisel Yag Eldesi ve Rafinasyonu..........c.ccooviiiiiiieiiiiiic e 17
2.3.1 ONISIEMIET ... 17
2.3.2 Mekanik presleme yontemiyle ham yagin Gretimi.........coccoovvveiiiiinninene 20
2.3.3 Solvent (¢oziicii) ekstraksiyonu yontemiyle ham yagin liretimi............... 21
2.3.4 Bitkisel yag rafinasyonul.........cccccccviieiiiiiiiiiiiiie 21
2.4 Enzimatik Sulu Ekstraksiyon YONtemi .......ccccccovvviiieniiniicne e 24
2.5 Literatiirde Enzimatik Sulu Ekstraksiyon Uzerine Yapilmis Caligmalar-......... 27
3. DENEYSEL CALISMALAR.........cccoiiiiiiiiiiiit e 31
3.1 Kullanilan Hammaddeler .............cccooviiiiiiiiiiiiiiice e, 31
3.2 YONIEMIET ... 32
3.2.1 Kabak ¢ekirdegi tohumlarinin 6giitiilmesi ve karakterizasyonu............... 32
3.2.2 Kabak c¢ekirdegi yaginin yag asitleri bilesimlerinin belirlenmesi............. 33
3.2.3 Kabak ¢ekirdegi tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag eldesi
ve ekstraksiyon veriminin hesaplanmast ..........c.ccoovvviiiiniiininincee, 34
3.2.4 Kabak ¢ekirdegi tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag
eldesine yiizey aktif madde katkisinin etkisi...........ccoccvvriiieiiiiniiieninnnn 36
3.2.5 Kabak ¢ekirdegi tohumlarindan sulu ekstraksiyon ile yag eldesine tohum
miktart artirmminin etkisi......ccoooveviiiiiiiii s 37
4. SONUCLAR VE TARTISMA ..ottt 39
4.1 Kabak Cekirdegi Tohumlarinin ve Yagmin Karakterizasyonu..............c.cc..... 39
4.2 Kabak Cekirdegi Tohumu Yagimin Yag Asitleri Bilesimi ..........ccccccvvvvvrnnnne. 39
4.3 Kabak Cekirdegi Tohumlarindan Enzimatik Sulu Ekstraksiyon ile Yag
Eldesinde Yag Verimine Ekstraksiyon Parametrelerinin Etkisi............c.......... 40
4.3.1 Kabak ¢ekirdegi tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag
eldesinde pH araliginin yag verimine etkisi ..........cccoeviviriveniniiieninene 41
4.3.2 Kabak ¢ekirdegi tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag
eldesinde enzim miktarinin yag verimine etkisi..........cccovvvvveviiveniiinniinens 42

vii



4.3.3 Kabak ¢ekirdegi tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag

eldesinde siire artiginin yag verimine etkisi.........c.ccovvvevirieeniiicnieneennennn 44
4.3.4 Kabak ¢ekirdegi tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag
eldesinde yiizey aktif madde ve tuz katkisinin yag verimine etkisi........... 45
4.4 Kabak Cekirdegi Tohumlarindan Sulu Ekstraksiyon ile Yag Eldesinde Yag

Verimine Tohum Miktart Artiriminin EtKisi ..., 49

5. SONUC VE ONERILER .........cccooiiiiiieieeeeeeeeee s 51
KAYNAKLAR . ...ttt st e ntesreesbeeneeaneenreas 55
OZGECMIS ...ttt 61

viii



KISALTMALAR

Vk . Enzimatik Yag Verimi (Kat1 bakiye tizerinden)
Vs - Enzimatik Yag Verimi (Sivi1 fraksiyonlar lizerinden)






CIZELGE LISTESI

Cizelge 2.1 :
Cizelge 2.2 :
Cizelge 2.3 :
Cizelge 2.4 :
Cizelge 2.5:
Cizelge 2.6 :
Cizelge 2.7 :
Cizelge 3.1 :
Cizelge 4.1 :
Cizelge 4.2 :
Cizelge 4.3 :
Cizelge 4.4 :
Cizelge 4.5 :

Cizelge 4.6 :

Cizelge 4.7 :

Cizelge 4.8 :

Cizelge 4.9 :

Sayfa
Diinyada kabak ¢ekirdegi ekim alani, iiretim ve verim durumu.......... 9
Ulkelerin yillara gore kabak cekirdegi iiretimi (1.000 ton).................... 9
Tiirkiye’de yillara gore kabak tiirlerinin tiretimi (ton) ..........cccceevvennee. 10
Kabak ¢ekirdegi kiispesinin bilegimi.........ccocoverveeriiiiieiiienienieeseee 12
Kabak (Cucurbita pepo subsp. pepo var. Styriaca) tohumlarindan elde
edilen yaglarin fizikokimyasal 6zellikleri ..........ccccooiiiiiiiiiiicine, 14
Kabak ¢ekirdegi yaginin bazi besin degerleri ..........ceovrviiviiinnennnn, 15
Kabak ¢ekirdegi yaginin yag asitleri kompozisyonu ..........cccocceeveennee. 16
Gaz kromatografisi analiz kogullart ...........cccoceviieiiiiiiccee, 34
Kabak ¢ekirdegi tohumu yaginin yag asitleri bilesimi.............cc.co..... 40
Kabak c¢ekirdegi tohumlarinin proteaz enzimi ile enzimatik sulu
ekstraksiyonunda, yag verimine pH etkisi ........cccocoveiiiiiiniiiiiciee, 41
Kabak ¢ekirdegi tohumlarinin proteaz enzimi ile enzimatik sulu
ekstraksiyonunda, yag verimine enzim miktarinin etkiSi..................... 43
Kabak ¢ekirdegi tohumlarinin proteaz enzimi ile enzimatik sulu
ekstraksiyonunda, yag verimine stirenin etkisi.........c.ccovvveriverieernnnnnn. 44
Kabak ¢ekirdegi tohumlarinin tuz ve gesitli yiizey aktif madde katkili
sulu ekstraksiyonunda, yag verimlerinin degigimi...........cccccvevvrnnennenn, 46

Kabak cekirdegi tohumlariin yiizey aktif madde katkili sulu
ekstraksiyonunda, tuz konsantrasyonunun artisiyla yag verimlerinin
AEBISTIMT .t e et e e e e s bre e 47
Kabak ¢ekirdegi tohumlarinin yiizey aktif madde katkili sulu
ekstraksiyonunda, Triton X-100 konsantrasyonuyla yag verimlerinin

4 [S1 54 ] 11 0 AP PPV PPOPR 48
Kabak ¢ekirdegi tohumlarinin enzim, tuz ve yiizey aktif madde
karigimlart ile sulu ekstraksiyonunda, dH,O ve pH 5 tampon ¢ozeltisi
ortaminda yag verimlerinin degiSimi ..........cccoeverrivieiiieesiiiesiiee s 49
Kabak ¢ekirdegi tohumlarindan tohum miktar artirimi ile yag
ekstraksiyonunda, farkli yontemlerin yag verimine etkisi ................... 50

Xi



Xii



SEKIL LiSTESI

Sekil 2.1 :
Sekil 3.1 :
Sekil 4.1 :
Sekil 4.2 :

Sekil 4.3 :

Sayfa
Tiirkiye’de yillara gore kabak ¢ekirdegi ekim alant............cccccvvviivennnn. 11
SoXhlet AUZENETT ....vvvivvieiiiieiiie e 33
Kabak ¢ekirdegi tohumunun proteaz ile enzimatik sulu ekstraksiyonunda,
yag verimine PH etKiSi .......cooiiiiiiiiiiiii 42
Kabak ¢ekirdegi tohumunun proteaz ile enzimatik sulu ekstraksiyonunda,
yag verimine enzim miktarinin etkisi.........cccoerveiiiiniiniie e 43
Kabak ¢ekirdegi tohumunun proteaz ile enzimatik sulu ekstraksiyonunda,
yag verimine SUIe €tKISI .....cvvrireieniiiiisis s 45

Xiii



Xiv



KABAK CEKIiRDEGINDEN ENZIMATIK SULU EKSTRAKSiYON iLE
YAG ELDESI VE YUZEY AKTiF MADDE KULLANIMININ YAG
VERIMINE ETKISI

OZET

Cucurbitaceae familyasinin yaygin tiirlerinden biri olan kabak ¢ekirdegi (Cucurbita
pepo L.), sicak iklimlerde ve nemli bolgelerde yetismektedir. Kabak tohumlarindaki
yag orant %40-60 arasinda degismekte ve bu yagin %98-99’unu yag asitleri
olusturmaktadir. Bunlarin %80 civari doymamis yag asitlerinden olan linoleik ve
oleik asitten olusmaktadir. Kabak c¢ekirdegi gida, ilag, kozmetik endiistrisinde ve
medikal alanlarda, yapisinda bulunan antioksidan maddeler, bol miktarda E vitamini
ve zengin yag asiti igerigi ile son yillarda ilgi ¢eken bir bitkisel tohum haline
gelmistir.

Bu calismanin amaci, bitkisel tohumlardan yag ekstraksiyonunda geleneksel olarak
kullanilan ¢oziicti ekstraksiyonu yontemine alternatif olabilecek, yiiksek kalitede ve
verimde yag elde edilebilecek bir yontem gelistirilmesidir. Deneylerde igerisinde
%44,1 oraninda yag iceren Ukrayna orijinli kabuksuz kabak gekirdegi tohumlari
kullanilmistir. Alternatif ekstraksiyon yontemi olarak enzimatik sulu ekstraksiyon
secilmis olup, hiicre duvarini degrade etmek i¢in proteaz enzimi eklenmistir. Proteaz
enzimi i¢in pH, enzim miktar1 ve siire agisindan optimum c¢alisma kosullari
belirlenmistir. Sulu ekstraksiyonda, yag verimi lizerine tuz-ylizey aktif madde ve
yiizey aktif madde-enzim kombinasyonlarinin etkisi de incelenmistir. Yiizey aktif
madde katkisinda optimum kosullar1 belirlemek amaciyla farkli konsantrasyonlarda
tuz ve yiizey aktif madde kullanilmistir. Daha sonra tohum miktar1 artirilarak
denemeler yapilmis ve yag verimi degisimleri incelenmistir. Bu kisimda dogrudan
pipetle ¢ekme, dekantasyon ve hekzanla ekstraksiyon yontemleri karsilastirilarak yag
verimine etkileri arastirilmistir.

Enzimatik sulu ekstraksiyonda 0,6-1,0 mm tane boyutundaki kabak c¢ekirdegi
fraksiyonuyla calisilmistir. Alcalase 2.5L proteaz enzimi kullanilan deneyler 1:7
tohum:tampon ¢6zeltisi oraninda, pH 5-8 araliginda, gram tohum basima 0,25-1,0 mL
enzim miktar1 ile, 50°C’de, 6-24 saatlik siirelerde gerceklestirilmistir. Alcalase 2.5L
enzimi ile belirlenen optimum kosullarda, daha sonra 100 mL sulu ¢ozeltiye agirlikca
%5°1ik (5 gr) NaCl ve hacimce %1’lik (1 mL) yiizey aktif madde eklenmistir.
Kullanilan yiizey aktif maddeler non-iyonik Triton X-100, Tween 60 ve Tween 80,
anyonik Labsa 101 ve Texapon N 70, katyonik Stepantex DC90’dur.

Kabak ¢ekirdegi tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon yontemi ile yag
eldesinde proteaz ile 50°C’de optimum kosullar; pH 5°te, 0,75 mL/gr tohum enzim
miktarinda, 24 saat olarak tayin edilmistir. Kabak ¢ekirdegi yagi ekstraksiyon verimi,
bu kosullarda sulu ortamdan geri kazanilan yag miktar iizerinden %57,2 olarak
belirlenmistir. Sulu ortama katilan yiizey aktif maddelerden ise, Triton X-100 ile
daha yiiksek verim elde edilmis ve deneylere artirilan tuz miktar1 (agirlik¢a %5-20)
ve farkli Triton X-100 konsantrasyonlar: (hacimce %0,5-2) ile devam edilmistir.
Maksimum deger %1 Triton X-100 - %15 NaCl kullanildiginda %56,5’tir.
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Enzimatik sulu ckstraksiyon ve yiizey aktif madde katkili sulu ekstraksiyon
asamalarinda ulasilan optimum kosullar, daha sonra enzimle beraber yiizey aktif
madde kullaniminda uygulanmistir. Ayr1 ayri pH 5 fosfat tampon ¢ozeltisi ve distile
su varliginda, tuz, enzim ve yiizey aktif madde kombinasyonlar test edilmistir. En
yiiksek verime %61,4 ile dH,0 - %15 NaCl - %1 Triton X-100 - 0,75 mL/gr tohum
proteaz enzimi kombinasyonunda ulagilmigtir. pH 5 tampon ¢ozeltisi kullanilarak
ayni kombinasyon ile yakin degerlere (%60,2) ulasilmistir. Boylece yiizey aktif
madde katkisinin yag eldesindeki olumlu etkisi belirgin sekilde goriilmektedir.

Yag verimine etkisini gézlemlemek amaciyla tohum miktar1 artirilarak ¢aligmalar
denenmistir. Bu amagla, 3 katt miktarda (12 gr) kabak c¢ekirdegi tohumlari
kullanilarak 3 farkli yontem denenmistir. Yag ekstraksiyonu igin, onceki
denemelerde verimin %58,7 oldugu gozlemlenen, endiistriyel anlamda yiiksek
maliyetli proteaz enzimini icermeyen pH 5 - %15 NaCl - %1 Triton X-100
kombinasyonu sec¢ilmistir. Dogrudan pipetle ¢ekme yoOntemi, dekantasyon ve
hekzanla ekstraksiyon yontemleri ile yag verimi belirlenmistir. Hekzanla
ekstraksiyon yontemi ile %60,4’¢ yiikselen bir verim artis1 gézlenmis olup, tohum
miktarini artirarak ¢alismanin endiistriyel boyutlarda iiretim agisindan bir potansiyel
olabilecegi diisliniilmektedir.
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ENZYMATIC AQUEOUS EXTRACTION OF OIL FROM PUMPKIN SEEDS
AND EFFECT OF SURFACTANTS ON THE OIL YIELD

SUMMARY

In human nutrition, lipids are essential substances like carbohydrates and proteins
that have vital roles in health. Vegetable oils obtained from oil seeds have A, D, E
and K vitamins that dissove in oil and these vitamins have healthy effects on body.
Vegatable oils also maintain rich fatty acid content and free fatty acids that are
required for energy and cell integrity.

High amount of energy is stored in the oil seeds because of their high lipid content.
While some oil seeds are consumed as food, the others are cultivated for oil
production and pulp obtainment for animal feed. The production of oil seed crops has
been increased depending upon non-stop growing world population and unhindered
life standards. Moreover, technological developments has brought higher production
levels and improvements with increasing quality and variety.

The climate and ground features of our country is convenient for many commodity
agriculture. Most cultivated oil seed crops in Turkey include soybean, canola,
peanut, cotton, olive, pumpkin, corn and sunflower.

Cucurbitaceae family has cultivated plants of the genus Cucurbita that belong to
Cucurbita pepo, Cucurbita maxima and Cucurbita moschata species. Pumpkin
(Cucurbita pepo L.), a very common member of the Cucurbitaceae family, grows
widely in tropical, subtropical and temperate regions over the world. Thus, its seeds
are cultured in many places of the world. China, India, Russia and United States of
America, respectively are the countries where most of the production of pumpkin
seeds is carried out. The regions of intensive cultivation in our country are Central
Anatolia, Thrace and Marmara Regions. The most considerable areas where pumpkin
seeds are produced are Nevsehir, Adapazari, Kayseri, Edirne and Aksaray.

Pumpkin seeds are excellent sources of both oil and proteins. According to the
variety and geographical cultivation condition of the pumpkin, it contains about
%35-50 lipid, 25-40% protein, 25% carbohydrate, dietary fiber, vitamins and
minerals in its seeds. Recently, pumpkin seed oil has gained attention as a potential
nutraceutical with its broad range of health benefits. In our country, the pumpkin
crop seeds that are used for extracting oil mostly belongs to the Cucurbita pepo L.
species. 98-99% of the pumpkin seed oil comprise of fatty acids. About 80% of these
are unsaturated fatty acids linoleic acid and oleic acid. Lately, due to its high
qualified oil, pumpkin seeds became attractive in food, pharmaceutical, cosmetic
industries and medical areas by its strong antioxidant activities, high vitamin E
content and rich fatty acids ingredients. Hulls of the pumpkin seeds are innoxious, so
they can be used in pulp production with its high protein content for animal feed.

Pumpkin seed oil have significant nutritive values and benefits for health. It is an
edible oil with greenish brown color and strong smell and taste characteristics.
Today, it is commonly used in Austria and Slovenia as export commodity and also in
daily nutrition as salad oil. It provides the intake of both Omega 3 and Omega 6
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essential fatty acids together that are needed for brain functionality and hormone
metabolism. The oil is rich with regard to vitamin E, sterols and mineral elements.
Tocopherols in vitamin E are good sources of antioxidants, therefore strengthen the
ligaments and muscles of the organism. Also, phytosterols in the oil lower the
cholesterol levels of the body. Various minerals in the oil enables it to be utilized in
skin treatments by their anti-inflammatory effects and roles in enzyme activities.

Vegetable oils are mostly extracted from seeds by conventional methods such as
mechanical pressing and solvent extraction. Generally n-hexane is used as solvent
and high oil production yield is obtained. Although there is an advantage of good oil
yield for the use of hexane, there occur low oil quality, high investment and
management costs, and high energy requirement problems for its usage. Besides,
organic solvent hexane is a toxic substance and has explosive property, it releases
hazardous volatile materials to the atmosphere. Even though this traditional process
for the extraction of oil is economically suitable, there are draw-backs like damage to
the body and environment and quality loss of finished products which cause to
search for new techniques. Thus, due to environmental safety regulations and public
health risks associated with the use of hexane, alternative methods which are safe,
environment-friendly, provide edible protein and qualified, highly efficient oil have
been developed by researchers.

Aqueous extraction method is carried out at lower temperatures with respect to
solvent-based extraction method and more qualified oil can be obtained by it.
However, due to low oil efficiency, enzymes are added to the extraction medium to
increase the yield and to minimize byproducts. Enzymatic aqueous extraction makes
use of enzymes to degrade the cell walls with water acting like a solvent. This
enables much easier oil release and refining of the oil. Aim is not only to separate
cellular or fluid lipids from other constituents, proteins, polysaccharides and
macromolecules, but also to preserve these lipids for further analyses. The
preservation of proteins also permits the pulp to be rich in proteins. Removing the
non-lipid molecules without losing some lipids is a complete challenge. By means of
enzymes, these difficulties are tried to be reduced. Although cost of enzymatic
extraction process is estimated to be much more than hexane extraction, this situation
may be overcome by recycling of the enzymes and using immobilized enzymes to
decrease enzyme cost. If the oil to be extracted has high market value, again
investment cost could be compensated. Enzymatic extraction can also be supported
by ultrasonication for increasing the oil efficieny. Therefore, aqueous and enzyme-
assisted aqueous extraction substitute the use of solvents and lead to obtain oil with
high efficiency, so there is no more need for organic solvents in extraction process.

The aim of this study is the investigation of a method intended for elimination of
toxic effects, attainment of high oil yield and quality and diminished economical
issues which is an alternative to conventional solvent extraction. Ukraine origin
unhulled pumpkin seeds comprising 44,1% lipids are used in the experiments.
Agueous enzymatic extraction is selected as alternative extraction method and
protease enzyme is used for degrading cell walls. Optimum conditions in respect to
pH, enzyme amount and time for the enzyme of protease are determined. In aqueous
extraction, effects of both salt-surfactant and surfactant-enzyme combinations on oil
yield are examined. In the case of surfactant contribution, different concentrations of
salt and surfactants are tried for exploring optimum conditions. Afterwards, scale-up
trials are made to evaluate the pumpkin seed for industrial manufacture. Direct
pipetting, decantation and extraction with hexane methods are compared for their
contribution to the oil efficiency.
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In aqueous enzymatic extraction, pumpkin seed fraction of 0,6 mm — 1,0 mm is
worked with. The experiments with the use of Alcalase 2.5L protease ezyme are
conducted at 50°C, pH 5-8 interval, with 1:7 seed:buffer solution ratio and 0,25-1,0
mL/g seed enzyme amount, during 6-24 hours. After the determination of optimum
conditions for Alcalase 2.5L enzyme, 5% NaCl by weight (5 g) and 1% surfactant by
volume (1 mL) are added to 100 mL of aqueous solution. Surfactants used in the
experiments are non-ionic Triton X-100, Tween 60 and Tween 80, anionic Labsa 101
and Texapon N 70, and cationic Stepantex DC90.

Alcalase 2.5L Type-DX 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.

Labsa 101 is an anionic surfactant with Lineer Alkyl Benzene Sulphonic Acid
chemical structure and is used in detergent industries. Texapon N 70 is also anionic
and shows sodium lauryl ether sulphate property. Due to its good foaming feature, it
iIs one of the basic surfactants in cosmetic cleansings especially in soaps and
shampoos. Triton X-100 is a non-ionic detergent and possesses the hydrophilic
polyethylene oxide chain. It can show effective performance in broad temperature
ranges. Stepantex DC90 is a cationic surfactant ve has cleaning properties.
Quaternary ammonium salt Stepantex DC90 is widely used in industrial fields.
Tween 60 is a non-ionic surfactant and displays detergent activities. Tween 80 is also
non-ionic and is utilized in food industries, more actively in ice-creams. Polysorbate
class members Tween 60 and Tween 80 are used as emulgators that are active in
emulsion stabilization. They are also used in cosmetic areas for solubilizing essential
oils into water-based products.

Suitable conditions at 50°C for pumpkin seed oil extraction by aqueous enzymatic
extraction method with protease enzyme are defined as pH 5, enzyme amount of 0,75
mL/g seed and duration of 24 hours. The extraction yield of pumpkin seed oil at
these conditions is determined as 57,2% over oil amount recovered from aqueous
medium. In surfactant based aqueous extraction, Triton X-100 has the highest yield
among other surfactants. Thus the experiments are continued with the increases in
salt amount (5-20% by weight) and different Triton X-100 concentrations (0,5-2% by
volume). Maximum yield value when 1% Triton X-100 — 15% NaCl used is 56,5%.

Optimum conditions that are achieved during enzymatic aqueous extraction and
surfactant-based aqueous extraction, are later applied in the case of usage of both
enzyme and surfactant together. In the presence of pH 5 phosphate buffer solution
and distilled water separately, salt, enzyme and surfactant combinations are tested.
Maximum efficiency is acquired with 61,4% value at dH,O — 15% NaCl — 1% Triton
X-100 — 0,75 mL/g seed protease enzyme combination. By the use of same
combination at pH 5 buffer solution, a close value is reached with 60,2% oil yield.
Hence, positive effect of surfactant contribution on oil extraction is clearly seen.

With the purpose of determining the effect on oil yield, scale-up trials are performed.
For this purpose, three different techniques are tried with the usage of 3-fold amount
(12 g) of pumpkin seeds. For oil extraction, pH 5 — 15% NaCl — 1% Triton X-100
combination which has oil yield of 58,7% on previous experiments and doesn’t
include high costly industrial protease enzyme is chosen. Oil efficiency is determined
by direct pipetting, decantation and extraction with hexane methods. By means of
extraction with hexane, there is a yield increase to 60,4% which demonstrates the
potential of the large scale trials to be utilized at industrial applications for
production in the future.
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1. GIRIS

Insan beslenmesinde temel besinler olarak protein ve karbonhidratlarla birlikte yaglar
da ¢ok biiyiik 6neme sahiptir. Besin olarak tiiketilen yaglarin iginde yagda eriyen A,
D, E ve K vitaminleri yer almaktadir. Sagliksal acidan &nem teskil eden bu
vitaminlerin alim1 viicut i¢in son derece gereklidir. Ayrica bitkisel yaglar yag asidi
icerigi acisindan zengin olup hiicre yapisi ve enerji i¢in gerekli olan serbest yag

asitlerini barindirmaktadirlar.

Ulkemizin iklim ve toprak kosullar1 birgok yag hammaddesi tarimima elverislidir.
Tohumlarindan yag elde edilen bitkiler i¢inde en ¢ok tarimi yapilanlar soya, kanola,

yer fistigi, pamuk, zeytin, kabak, misir ve aygigegidir.

Kabakagiller (Cucurbitaceae) familyasinin Cucurbita cinsine dahil olan kabak bitkisi,
sakizkabag1 (Cucurbita pepo), helvact kabagi (Cucurbita maxima) ve balbakabagi
(Cucurbita moschata) cesitlerine sahiptir. Kabak bitkisinin g¢ekirdeginde tiire bagl
olarak %35-50 oraninda yag, %25-40 oraninda protein, %25 oraninda karbonhidrat,
diyet lifi, vitaminler ve mineral maddeler bulunur. Ulkemizde bitkisel yag elde etmek
amaciyla tohumlar1 kullanilan kabak bitkisi ¢ogunlukla Cucurbita pepo L. tiiriine
aittir.

Diinyada kabak ¢ekirdegi iiretiminin en fazla yapildigi yerler arasinda sirasiyla Cin,
Hindistan, Rusya ve Amerika Birlesik Devletleri yer almaktadir. Ulkemizde en
yogun olarak ekiminin yapildig: alanlar ise I¢ Anadolu Bélgesi, Trakya ve Marmara
Bolgesi’dir. Tiirkiye’de en onemli cekirdeklik kabak tiretim merkezleri Nevsehir,
Adapazari, Kayseri, Edirne ve Aksaray’dir.

Kabak bitkisi yemeklik ve cerezlik olarak ikiye ayrilmaktadir. Bitkisel yag olarak
kullanilan kabak g¢ekirdegi yag1 cogunlukla ¢erezlik kabaklardan elde edilmektedir.
Yag asidi kompozisyonu incelendiginde; doymamis yag asitlerinden olan linoleik
asit ve oleik asit bakimindan oldukga zengin olan kabak cekirdegi yagi (%80 civar)
onemli besinsel degere sahiptir. Kabak c¢ekirdegindeki yagmn saglik agisindan
faydalar1 oldukga fazladir. Beyin fonksiyonu agisindan gerekli olan Omega 3 ve

Omega 6 esansiyel yag asitlerini beraber almay1 saglar. Yaglar E vitamini, steroller
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ve madensel elementler acisindan zengindir. Kabak c¢ekirdegi icerdigi yliksek yag
orani ile yalnizca gida degil, ayn1 zamanda ila¢ ve kozmetik endiistrilerinde de
hammadde olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Kabak ¢ekirdeginin kabuk kismi1
kiispe ecldesinde Onemli yer tutar; zararsiz oldugu i¢in hayvan yemi olarak

kullanilmaktadir.

Bitkisel yaglarin iiretiminde mekanik presleme ve solvent ekstraksiyonu gibi
geleneksel yontemler kullanilabilmektedir. Coziicii ekstraksiyonunda ¢éziicti olarak
genellikle n-hekzan kullanilir. Bunun kullanimi yiiksek verim eldesi avantajina
ragmen diisik yag Kalitesi, yliksek yatirnm ve isletme maliyeti, yiiksek enerji
gereksinimleri gibi dezavantajlara da sahiptir. Ayrica organik bir ¢oziicii olan n-
hekzan toksik bir maddedir ve patlama 6zelligine sahiptir, atmosfere zehirli ugucu
madde salinimi yapar. Bu yiizden alternatif olarak ¢evre dostu, giivenli, yenilebilir
protein ve yiiksek verimde kaliteli yag eldesi saglayan sulu ve enzim katkili sulu

ekstraksiyon yontemleri gelistirilmistir.

Sulu ekstraksiyon yontemi, solvent bazli ekstraksiyona gore daha diisiik sicaklikta
gergeklesir ve daha yiiksek kalitede yag elde edilir. Fakat yag verimi yiiksek
olmadig1 icin yag ekstraksiyon verimini arttirmak ve yan iirlinleri azaltmak amaciyla
ortama enzim ilave edilerek bu sorun asilmaya c¢alisilmaktadir. Enzimatik sulu

ekstraksiyon prosesi ¢evre ve giivenlik agisindan da 6nemli avantaj saglamaktadir.

Bu ¢alismada, endiistriyel olarak degerlendirmek amaciyla yiiksek linoleik ve oleik
asit igeren kabuksuz kabak g¢ekirdeginden enzimatik sulu ekstraksiyon yontemiyle
yag eldesi hedeflenmistir. Bu amagla tohumlarin hiicre duvarini degrade edip yag
salinimini kolaylastiran proteaz enzimi sulu ekstraksiyon ortamina ilave edilmis, pH,
enzim miktar1 ve siire parametrelerinin ekstraksiyon verimine etkileri
degerlendirilmistir. Enzimlerin maliyeti ve ticari agidan erisilebilirligi zor oldugu
icin farkli bir yontem olarak yiizey aktif madde katkisinin yag verimine etkisi
incelenmistir. Enzimatik ekstraksiyon ile belirlenen optimum kosullar esas alinarak,
sulu ortama belirli konsantrasyonlarda tuz ve yiizey aktif madde eklenerek yag
verimine bakilmigtir. Ayrica enzim ve ylizey aktif maddenin beraber kullaniminin da
yag eldesine etkisi gézlemlenmistir. Daha sonra tohum miktar1 artirilarak yag
verimine etkisini incelemek amaglanmistir. Bu amagla dogrudan pipetle ¢ekme,
dekantasyon ve hekzanla ekstraksiyon yontemleri karsilastirilarak yag verimi

degisimleri arastirilmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1 Kabak ve Kabak Cekirdegi Uretimi Hakkinda Bilgi

Kabak bitkisi salatalik, kavun, acur ve karpuzla birlikte 119 cins ve 825 tiirden
olusan Kabakgiller, Latince adiyla (Cucurbitaceae) familyasina ait alt tiirleri
olustururlar [1]. Kabak bitkisinin diinyada ekildigi alanlar tropikal ve subtropikal
cografyalardir [2]. Kiiltiiri yapilan kabak bitkilerinde kromozom sayis1 2n=40’tir [3].
Cucurbita cinsine dahil tek senelik kiiltiir bitkisi olan kabaklar, sakizkabagi
(Cucurbita pepo), helvaci kabagi (Cucurbita maxima) ve balbakabagi (Cucurbita
moschata) c¢esitlerine sahiptir. Cucurbitaceae familyasina ait olan kabak tiirlerinin
biiyiik ogunlugu iilkemizde iiretilmektedir. Ulkemizde yetistirilmekte olan ¢ekirdek
kabaklari, ¢ogunlukla Cucurbita pepo L. tiiriine dahildir, az miktarda da Cucurbita

moschata tiiriine ait bal kabagi tohumlari kullanilmaktadir [4].

Kabaklar yazlik, kislik ve siis kabaklar1 olarak siniflandirilmaktadir. Yazlik kabaklar
grubunda Sakiz, Girit, Su ve Asma kabag1 yer almaktadir. Cerezlik veya cekirdek
kabaklar1 genelde Cucurbita pepo L. botanik sinifinda yer alan yazlik kabak
grubunda yer almaktadir. Kislik kabaklar ise Bal, Kestane ve diger iri kabaklardan
olusmaktadir. Stis kabaklar1 dis iilkelerden ithal edilmis olan Mis ve Parmak kabagi
gibi ¢esitlerdir. Bu simiflandirmaya ek olarak kabaklar, botanik ozellikleri goz
onilinde bulundurularak farkli sekillerde de siralandirilmaktadir [5]. Yazlik ve kislik
kabaklar yemeklik olarak kullanilmalarinin yani sira iyice olgunlasan tohumlar1
cikarilarak c¢erezlik olarak da yaygin olarak tiiketilmektedir. Yemeklik kabak
yetistiriciliginin tarim zorluklarindan dolay1 c¢ekirdeklik veya cerezlik kabak
yetistiriciligi ¢iftciler i¢in daha avantajli goriilmektedir ve iyi bir gelir kaynagidir.
Cok cesitli tiirlerinin olmasi sebebiyle yemeklik olarak yapildigi zaman sebze, tath

olarak tiiketildigi zaman da meyve olarak nitelendirilmektedir [6].

C. maxima (Helvaci kabagi, Kestane kabagi) tiirliniin meyveleri iri ve kiire sekline
yakin, kabugun {izeri dilimli veya diiz, kabuk dis1 sert ve meyve eti sari-turuncu

renklidir. Ulkemizde yaygin olarak yetistirilmektedir. Cogunlukla tatl yapilarak



yenilir. C. moschata (Bal kabagi) tiiriiniin meyveleri kalin ve silindir seklinde,
kabugun tizeri genelde diiz, etli kisim ve kabugu turuncu renklidir. Anadolu’da az
miktarda yetistirilir. Meyve etinin kuru madde miktar1 fazla oldugundan genelde
tath, corba ve yemek yapiminda kullanilir. Fazla iri tohumlu olmayanlari ¢ekirdeklik
olarak kullanilabilir. C. pepo L. (Sakiz kabagi) tiiriiniin meyveleri uzun tombulca ve
etli kistm beyazimsi renklidir. Anadolu’da bol miktarda yetistirilir, yemeklik ve
cerezlik olarak kullanilir. Yazlik kabak gurubunun gerezlik veya ¢ekirdek kabaklar
Cucurbita pepo L. botanik sinifi i¢inde yer almaktadir [7]. C. pepo L. tiirii, normalde
sert ve kalin bir tohum yapisi gosterirken, Cucurbita pepo styriaca tiiriine ait
kabuksuz kabak c¢ekirdegi tohumlart bunun mutant bir formu olup odunlasmamis
yap1 gosterir. Bu durum 1880’lerde Avusturya-Macaristan bolgesinde kabuklu kabak
cekirdegi tiirinde olusan bir mutasyonla meydana gelmistir [8]. Kabuksuz
tohumlarda da biitiin doku tabakalari {iiretilmekte; fakat ikincil dis epidermis,
hypodermis ve sclenchyma tabakalar1 kalinliginda azalma olmaktadir. Kabuksuz
tohumlar kurutuldugu zaman, distaki bu dokular ¢oker ve ince kabukluluk 6zelligi

ortaya cikar.

Kabagin tarihine bakildiginda, Milat’tan en az 10 bin sene Oncesinden beri
bilinmektedir. Yunanca kokenli ‘pepon’ sozcligiinden gelen kelimeyi, Fransizlar
‘pompon’, Ingilizler de ‘pumpion’ olarak c¢evirmislerdir. Amerikan kolonileri ile
glinimiiz modern hali ‘pumpkin’e doniismistiir [9]. Kabaklarin orijinleri hakkinda
cesitli gorisler vardir. Kimi arastiriciya gore ana yurdunun Kuzey Amerika oldugu
sanilmaktadir. Baz1 arastirmacilar ise birtakim kabak tiirlerinin anavataninin Asya
oldugunu o6ne siirmektedirler. Bu arastiricilar Cucurbita pego L., ile Cucurbita
moshata Poir’in orijinin Amerika, Cucurbita maxima Duch’in ise Asya kokenli
oldugunu belirtmektedirler. Amerika kokene sahip bu iki kabagin yabani formlarina
Texas ve Florida bolgesinde rastlandigim ve M.O. 2000-1500 yillarindan beri de
Amerika’da yetistirilmeye baslandigin1 bildirmektedirler [7, 5]. Birtakim tarihgiler
tarafindan da anavataninin Orta Amerika, ve Milat’tan 6dnce 7000 ile 5500 yillarina
ait kabaklarin da Meksika kokenli oldugu, buradan Kuzey ve Giliney Amerika'ya;
Amerika kitasinin kesfinden sonra da Avrupa'ya yayildig ileri siiriilmektedir. Hatta
arkeolojik kanitlar Milat’tan 14 bin yil 6nce Orta Amerika ve Meksika’da kabak

tariminin yapildigini gostermektedir [10].



Gegmiste Amerikan yerli halklar1 arasinda kabak c¢ekirdegi hem tibbi amagli hem de
besin maddesi olarak yaygin sekilde kullanilmistir. Giiney Amerika’da kullaniminin
14-16" yiizyillarda Aztek Uygarligi’na kadar uzandigi bilinmektedir. Dogu Avrupa
ve Akdeniz Bolgesi’nde (6zellikle Yunanistan’da) as¢ilik alaninda, Hindistan ve
Asya’nin farkli alanlarinda ise tibbi amagclarla kullanildig: anlatilir. Cekirdek kabagi
tohumlarinin iilkemize Yunanistan’dan geldigi, Trakya Bdlgesi’nde iiretiminin
yayginlastifi ve bu yorede cerezlik kabak yetistiriciliginin yaklasik 30-35 sene

oncesine dayandigi tahmin edilmektedir [11].

Kabaklarin botanik 6zelliklerine bakildiginda, dis goriintisleri genel olarak 18-20 mm
uzunluk ve 8-12 mm genislikte, beyaz ve sert kabuklu, oval bigimli tanelerdir. Geng
doénemde bir kazik kok etrafinda 4-5 adet, oldukea yiizeysel olarak gelisen yan kokler
bulunur. Yan kokler zamanla daha hazli biiyiiyerek kokte sagaklanmig bir goriintii
olustururlar. Koklerin %60-70’1 topragin yaklasik 30 cm derinligindedir ve yanlara
genigleyerek 1-1,5 metreye kadar gider. Kose kesitli siliriingen bir yapiya sahip
govdelerinin ¢aplart 50-100 cm olup toplu bir bitki goriiniimiindedir. Otsu bir
govdeye sahip olmasina ragmen kuvvetlidir; izerinde tiiyler, sert dikenler ve bitkinin
tutunmasina yarayan siiliikkleri bulunur. Govde rengi ilk olarak yesil, daha sonra agik
yesil veya kahverengiye doner. Bal ve kestane kabaklarinda gévde topragin iizerine
yayilir ve kollar1 2-3 m, hatta 5-6 m’ye kadar uzanabilir. Oldukga biiyiik yapraklara
sahip kabak bitkisinin yaprak sekilleri oval, kalp ve besgen olabilir. Yapraklarin alt
ve Ust ylizeylerinde iri, kaba ve diken gibi tiiyler bulunur ve yapraklar uzun bir sap
ile gévdeye baglanirlar [12]. Disi ve erkek cicek olmak iizere iki ¢esit gicekleri
vardir. Erkek cicekler kiimeler halinde bulunur ve disilere gore 1-2 hafta 6nce olusup
acarlar. Cigekler yaprak koltuklarindan tek veya 3-4 tane bir arada olarak gelisirler.
Cigek yapraklar (¢anak ve tag yapraklar) tiiylerle kaphidir ve dipte birlesik olarak, ug
kisimda ise sivri ve bes pargalidir. Tag yapraklar perdelidir ve rengi a¢ik saridan
koyu sariya kadar degisirken, ¢anak yapraklar ise yesil renktedir. Tohum sekli
yoniinden ¢ok farkliliklar olmamasina ragmen meyve sekli acisindan énemli farklar
goriilmektedir [13]. Ortalama meyve agirligi 5-60 kg arasinda degisiklik gosterir.
Sakiz kabaklarinda meyveler uzun, oval ve dip kismi siskindir. Meyvelerin kimi taze
olarak tiiketilecegi, kimi ise olgunlasip tohumluk tiiketilecegi i¢in irilik ve renkleri
farklidir. Sakiz kabaginda meyve rengi beyaz, sari, turuncu ve koyu yesildir. Diger

bir tiir olan balkabagi degisken meyve formlari i¢cinde uzun silindirik, yuvarlak veya



basik yuvarlak olabilmektedir. Epey iri meyveleri olup agirligi 5-25 kg arasinda
degisebilir. Meyve rengi sari, turuncu ve sari-turuncudur. Kestane kabagi ise,
yuvarlak ve basik yuvarlak sekle sahip, kursuni beyaz kabuklu, sar1 ve sari-turuncu
etlidir. Meyveleri 10-30 kg hatta bazen 50-60 kg gelebilmektedir. Tohum 6zellikleri
bakimindan da tiirler arasi farkliliklar gozlenmektedir. Sari-beyaz renkte bir kabuk
icinde bulunan kabak cekirdekleri yasst ve koyu yesil renktedir. Yazlik kabaklarin
¢ekirdekleri, iri olan kislik kabak ¢ekirdeklerine gore daha kiigiik ve narindir. Kabak
tohumlar tiirlerine goére renk ve dane agirligi bakimindan gesitlilik gostermektedir.
Sakiz ve girit kabag1 gibi yazlik kabaklarin rengi beyaz ve bin dane agirliklar1 200-
400 gramdir (1 kg’da 2500-5000 adet tohum bulunur). Kestane kabagi tohumlarimnin
bin dane agirlig1 450-500 gramdir. Balkabaklarinin tohumlari yuvarlaga yakin sekilli,
kursuni ve beyaz renkli, ve bin dane agirligir 400-600 gramdir (1 kg’da 2000-2500
adet tohum bulunur) [14, 12].

2.1.1 Kabak tarmm

Ulkemizde son yillarda yemeklik yazlik kabak yetistiriciliginden gok cekirdeklik
kabak yetistiriciligi daha avantajli goriinmektedir. Ekonomik olarak iretim
maliyetinin iklimsel kisitlamalar olmadigindan daha az olmasi, kira¢ topraklarda da
yetisebilmesi, taze tiiketim zorunlulugu olmamasi ve uzun siire depolanabilmesi ve
dayanikliligin getirdigi pazar avantaji sayesinde ¢ekirdeklik kabak iiretimi ¢iftciye
cazip gelmektedir. Cogunlukla Cucurbita pepo L. tiiriiniin tohumlari
kullanilmaktadir [4].

Ik yetistirildigi zamanlarda ¢ekirdek kabaklarmin sadece sulu ve nemli kosullarda
verimli olabilecegi diisiiniilmiisse de, sonradan c¢orak kosullarda da pozitif sonuglar
verdigi ve ekim nobeti ile nadas alanlarini azaltarak iireticiye iyi bir gelir kaynagi
oldugu goriilmiistiir. Kabaklar sert iklimlerden hoslanmazlar ¢abuk zarar goriirler;
sicaklik -2,-3°C’ye diistiiglinde donarak oliirler. Bu yiizden gelisme donemlerinde
1liman, mahsule yatma donemlerinde de ¢ok asir1 olmayan sicak g¢evre kosullarini
severler. Ilkbahar ve sonbahar doénemleri arasinda uygun sartlarda iyi mahsul
verirler. Ulkemizde kabak bitkisinin pek cok tiirii, zengin iklim o6zelliklerimiz
sayesinde problemsiz bir sekilde iiretilebilmektedir [15]. Kabak 1siktan hoslanir,
15181n azalmasi durumunda disi ¢igek olusumu ve meyve verimi diiser. Vejetasyon

devresi yazlik kabaklarda 100 civari, kisliklarda 180-200 giindiir. Uzun siireli



kuraklikta diizenli sulama yapilmalidir, mantari hastaliklart 6nlemek icin asir1

nemden de kaginilmalidir [12].

Kabak bitkisi her tiirlii toprakta yetisse de, fazla agir ve kumlu topraklardan ¢ok
hoslanmaz. Optimum toprak, derin, ge¢irgen, humus orani fazla, iyi drene edilmis
gevsek yapili, organik ve mineral besin maddesi zengin, orta agir topraktir. Toprak
pH’1 6-6,5 arasinda olmalidir [16]. Alternatif olarak, embriyonel kokiin biiyiimesi
icin gerekli olan zengin besin degeri olmayan topraklarda da, eger siingerimsi tif
yapida taslara sahip bir toprak ise, taslardaki gozenekler ile su tutma orami artar ve

susuz yaz aylarinda dahi biiyiime gosterir [15].

Kabak tohumlar1 normal siiresinde ¢gimlenmek i¢in %98 oraninda kirlenmemis olmali
ve %90 civarinda ¢imlenme oranina sahip olmalidir. Tohumlar 10-12°C’de
¢imlenmeye baslar, tohumlarinin ¢imlenme ve siirlim vermesi i¢in gerekli optimum
toprak sicakligi ise 20-25°C’dir. Ekim zamani toprak sicakliginin 10°C’nin altina
diismesi durumunda, sicaklik dalgalanmalarindan dolay1r tohumlarin ¢imlenme
stireleri oldukca uzar. Normal kosullarda 4-8 giin i¢inde tohumlar ¢imlenir ve
¢imlendirme denemeleri karanlik atmosferde gergeklestirilmelidir. Kabak tohumlari

cimlenme karakteristiklerini 5-10 yila kadar korumaktadirlar [7].

Ekilecek tohumluklar tam olarak hasat olgunluguna ulasmis kabaklardan elde
edilmis, iri, diizgiin ve parlak olmalidir. Cekirdek i¢i bos, kirik, catlak, zayif ve

kiictiik olmamalidir.
Cekirdek kabagi yetistiriciligi 6 asamadan olusur.

Toprak hazirlama asamasinda; ekim yapilacak toprak sonbaharda pullukla derince
siiriiliir, bdylece kis aylarindan daha cok istifade edilmesi saglanir. Ilkbaharda ekim
olmadan once, su kaybini 6nlemek igin diskaro ve kazayag ile islenmesi gerekir.
Sonra birkag giin beklenerek toprak havalandirilir, daha sonra tirmik ¢ekilerek tohum

yatagi hazirligi tamamlanmais olur.

Giibreleme kisminda; sonbaharda dekar basina 3-4 ton (ton/da) hesabiyla iyi yanmis
ahir giibresi kabak ekimi yapilacak tarlaya esit miktarlarda sagilir. Temel giibreleme,
ilkbaharda ekim zamanindan 1-2 hafta once 50kg/da hesabiyla (15.15.15)’lik
kompoze giibrelerden biri ile yapilir. Toprakta meyvenin istenilen biiyiiklige
erismesi i¢in yeterli besin maddeleri bulunmalidir; kompoze giibrelerde tohumun

ihtiyact olan azot, potasyum, fosfor gibi maddeler bulunmaktadir. Giibreleme ayni
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zamanda toprak sicakliginin daha hizli artmasini saglayarak bitkinin erken ¢ikigina
olanak saglar. Ust giibrelemede ise, ikinci capadan once 10 kg/da hesabiyla

Amonyum Nitrat veya Ure giibrelerinden biri ocaklar etrafina serpilir.

Ekim ve dikim asamasinda; ekim el ile veya makine ile yapilabilir. Genellikle ocak
usulii ekim yapilir. Cukurlar 5-10 cm’lik agilir, her ocaga 2-3 adet tohum 3-4 cm
derinlige birakilir. Dekara 0,5-0,6 kg ilaglanmig tohum atilir. Mayis ay1 i¢inde don
tehlikesi gectikten sonra toprak sicakligi 10-12°C’yi buldugunda ekim ve dikim
yapilir. Sulu sartlarda sira arasi mesafe 80-100 cm ve sira iizeri mesafe 40-50 cm,

kirag kosullarda sira aras1 150-200 cm ve sira tizeri 80-100 cm olarak ekilir.

Capalama isleminde; tohumlar c¢imlenip c¢ikiglarii tamamlayip 2-3 yaprakl
olduklarinda ilk ¢apa yapilir. Toprak kabartilarak havalandirilir, nem orani korunmus
ve yabanci otlar kontrol altina alinmis olur. Daha sonra 2-3 hafta aralar ile ¢apa
yapilmasi bitkinin gelismesinde ve yabanci ot miicadelesinde dnemlidir. Ik ¢apadan
sonra her ocaktaki en gii¢lii tohum birakilmak suretiyle seyreltme yapilir, diger

tohumlar koparilir. Kabaklar toprak yilizeyine ¢ikinca elle ot alma yapilir.

Sulama islemi; ilk meyveler ¢ikincaya kadar yapilmaz. Kuraklik durumunda ise
capalamadan sonra yapilmalhdir. Ilk meyve goriildiikten sonra, vejetasyon siiresi
boyunca 15-20 giin arayla 4-5 kez damlama sulama yapilmas: gerekir. Hasattan bir

ay Once sulama kesilir.

Olgunluk ve hasat asamasi; sonbaharda soguklar baglamadan 6nce yapilir. Yapraklar
tamamen solup meyve saplar1 kuruduktan ve kahverengilestikten sonra olgunlastigi
anlagilir, parlaklagsmis olan meyveler koparilir. Fazla bekletilmeden meyvelerin
igindeki tohumlar ¢ikarilmaya baslanir; bu islem elle olabilse de makinelerle daha
yaygindir. Ayiklanan tohumlar yikanir, yapigkan kisim temizlenir ve Kurutulurak
kullanima hazir hale gelir. Kurutulan cekirdekler nemsiz ambarlarda depolanir.

Cekirdegi alinan kabaklar da kaba yem olarak kullanilir [16, 17, 18].

2.1.2 Diinya’da ve Tiirkiye’de kabak iiretimi

Son yillarda kabak cekirdegi yagi tiiketimi artisiyla beraber kabak tariminda da
artiglar goriilmiistir. Diinyadaki kabak iiretimi, ekim alan1 ve verim ile ilgili
2000/01-2012/13 donemine ait istatistiksel bilgiler Cizelge 2.1°de verilmistir.
Verilere gore, Diinya’da 2000/01’den beri kabak tiretim miktar1 yilda 17,80-24,62

milyon ton araliginda degismektedir ve ortalama iiretim yilda 21,2 milyon tondur.
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Yillara gore ekim alani arttiginda iiretim degerlerinde de artis goriilmiistiir. Buna
bagl olarak da verim yiikselmektedir. Ancak diinyada sadece ¢erezlik kabak tiretim

degerleri hakkinda istatistiksel bir degerlendirme hentliz mevcut degildir.

Cizelge 2.1 : Diinyada kabak ¢ekirdegi ekim alani, iiretim ve verim durumu [19].

Yillar Ek_im Alan F“Jretim Verim
(milyon ha) (milyon ton) (ton/ha)
2000 1,45 17,80 12,27
2001 1,48 18,19 12,29
2002 151 18,99 12,57
2003 1,66 20,49 12,34
2004 1,64 20,67 12,60
2005 1,60 20,37 12,73
2006 1,59 21,01 13,21
2007 1,61 21,55 13,38
2008 1,62 21,85 13,49
2009 1,77 22,44 12,68
2010 1,73 23,06 13,33
2011 1,77 24,27 13,71
2012 1,79 24,62 13,75

Cizelge 2.2°de ise lilkelerin yillara gore kabak tiretimi verilmistir.

Cizelge 2.2 : Ulkelerin yillara gre kabak gekirdegi iiretimi (1.000 ton) [20].

ULKELER 2007 2008 2009 2010 2011 2012
Cin 6.250 6.300 6.450 6.665 6.905 7.000
Hindistan 3.905 4.071 4.023 4.456 4.696 4.900
Rusya 1.030 954 1.123 989 1.176 1.080
ABD 804 787 750 793 814 900
[ran 707 591 675 733 951 965
Misir 725 652 625 658 634 560
Meksika 517 486 S77 522 525 565
Italya 532 519 510 508 539 520
Ispanya 373 290 310 367 393 503




Gilintimiizde en biiyilik kabak ve kabak cekirdegi iiretimi Cin’de yapilmaktadir. Sonra
sirastyla Hindistan, Rusya ve Amerika Birlesik Devletleri gelmektedir. Diinyadaki

kabak tiretiminin %41’ini Cin, %28’ini Hindistan ve %7’sini Rusya karsilamaktadir.

Ulkemizde yemeklik yazlik kabak, son yillarda ortii altinda yapilan yetistiricilik
sayesinde ki donemi de dahil olmak izere bitin yil boyunca
tiretilebilmektedir. Cizelge 2.3’de Tiirkiye’de yillara gore kabak ¢esitlerinin iiretim
degerleri gosterilmektedir. Yillik toplam kabak iiretimimiz 400-500 bin ton
civarindadir; bunun yaklasik 400 bin tonunu yazlik kabaklar olusturmaktadir.
Diinyada kabak {iiretiminde 10. sirada olan iilkemizde; daha karli olmasi, daha az su
ve giibre gerektirmesi ve diisiikk isgiicii gereksinimi nedeniyle gekirdeklik kabak
yetistiriciligi hizla artis gostermektedir. Yilda 35 bin ton civarinda gergeklestirilen
iiretim potansiyeli nedeniyle de 6zellikle son yillarda kabak ¢ekirdeginin i¢ ve dis
ticaretteki payr da artmistir. 2004 yili itibariyle, cerezlik kabak iiretimi ile ilgili

istatistiksel veriler toplam iiretim degerlendirmesine girmistir.

Cizelge 2.3 : Tiirkiye’de yillara gore kabak tiirlerinin tiretimi (ton) [21].

Yillar Kabak (Sakiz) Balkabag Kabak (Cerezlik)
2000 260.000 72.000 -
2001 305.000 80.000 -
2002 280.000 65.000 -
2003 295.000 73.000 -
2004 292.000 72.000 10.500
2005 294.000 74.000 11.500
2006 288.336 76.632 17.286
2007 267.142 70.740 31.262
2008 279.451 80.915 18.340
2009 307.419 82.552 21.971
2010 314.340 89.368 26.694
2011 317.705 93.099 32.396
2012 302.374 93.612 32.144
2013 293.709 95.076 35.586
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Tiirkiye’de en 6nemli ¢ekirdeklik kabak iiretim yerleri Nevsehir, Adapazari, Kayseri,
Edirne, Aksaray, Konya, Karaman, Kirklareli ve Tekirdag’dir [22]. Yogun olarak
yetistirilen alanlar I¢ Anadolu Bolgesi, Trakya ve Marmara Bolgesi’dir. Yemeklik
yazlik kabaklar ise en fazla Akdeniz, Ege ve Marmara Bolgeleri’nde, kislik kabaklar

ise Marmara, i¢ Anadolu ve Karadeniz Bolgeleri’nde yetistirilmektedir.

Ulkemiz kabak cekirdegi ekim alanlar1 son yillarda iklim kosullarma ve uygulanan
fiyat politikalarina bagli olarak ortalama 22.000 ha’dir. Sekil 2.1’de yillara gore

degisen kabak ¢ekirdegi ekim alanlar1 gosterilmektedir.
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Sekil 2.1: Tiirkiye’de yillara gore kabak ¢ekirdegi ekim alani [23].
2.1.3 Kabak cekirdeginin kullanim alanlar1 ve saghk etkileri

Kabak tohumlari iilkemizde, Akdeniz ve Ortadogu iilkelerinde kavrularak kuruyemis
olarak yaygin bi¢imde tiiketilmektedir. Yemeklik ve g¢erezlik olarak insan

beslenmesinde kullanilmasinin yani sira, hayvan yemi olarak da kullanilmaktadir.

Kabak ¢ekirdegi hem lezzetli, hem de yag, protein, doymamis yag asitleri, diyet lifi,
vitamin ve mineral maddeler bakimindan olduk¢a zengin oldugundan degerli bir
besin kaynagidir. Tohumlar yiiksek kaliteli bitkisel yag kaynagi olarak
degerlendirilmektedir. Icerdigi yiiksek yag oram1 sayesinde sadece gida degil,
kozmetik ve ilag endiistrilerinde de hammadde olarak kullanimi olduk¢a yaygindir
[4]. Kabak c¢ekirdeginin tiiriine ve yetistirildigi cografyaya bagl olarak yag igerigi
%35-50, protein icerigi %25-40, karbonhidrat icerigi %25, kiil miktar1 %5 ve ham lif
miktart %2 civarindadir [24, 25, 26]. Yag: ¢ikarildiktan sonra geriye kalan protein
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unu, igerdigi yiiksek protein miktari (yaklasik %61) dolayisiyla potansiyel yem katki
maddesi olarak kullanilabilir [27]. Kabak meyvelerinden tohumu ¢ikarilinca geriye
kalan kabuk yaklasik %2,7 mineraller, %1 ham yag, %38 seliiloz ve ham lif, %4,3
protein, %53 lignin ve karbonhidrat igermektedir [28]. Kabak c¢ekirdeginin ig
kisminda rezin, sabit yag (%40-50), steroller ve etkili madde olarak kukurbitin amino
asiti bulunmaktadir. Bu amino asitin miktar1 %0,5-2 arasinda degisir. Cizelge 2.4’te

kabak ¢ekirdeginin kimyasal yapisi ortalama degerleri verilmistir [29].

Cizelge 2.4 : Kabak ¢ekirdegi kiispesinin bilegimi.

Bilesim Ortalama Deger (%)
Su 5,0
Protein 28,5
Yag 42,0
Karbonhidrat 25,0
Ham lifler 2,0
Kiil 5,0

Kabak ¢ekirdegi kuruyemis olarak tiiketilmesine ek olarak insan sagligi agisindan da
onemli bir yere sahiptir ve farmasotik endiistrisinde 6zel ilgi gdrmektedir. Icerisinde
bol miktarda lif bulunmaktadir; boylece kolay sindirilebilmekte ve bagirsaklarin
calismasini hizlandirmaktadir. Viicutta su tutma 6zelligi sayesinde viicudu temizler
ve tokluk hissi uyandirir. Hasta ve yash kisilerin, ayn1 zamanda bagirsaklarinda

hazim problemleri ¢eken kisilerin de tercih etmesi gereken bir yiyecektir.

100 gram kabak cekirdegi tiiketildiginde 559 kcal enerji agiga ¢ikararak viicuda bol
direng saglar. Kabak cekirdegi potasyum, fosfor, kalsiyum, magnezyum, sodyum,
demir, ¢inko gibi madensel elementler bakimindan zengindir ve kabugunda da demir
bulunur. A, E, K ve B kompleks vitaminlerini bol miktarda biinyesinde barindirir
[30]. Yiiksek ¢inko igerigi ile kadin ve erkek verimliligi agisindan 6nem teskil eder.
Ayrica, ¢inko diyeti ve osteoporoz arasinda bir korelasyon oldugu gozlenmis ve
kemik yogunlugunun iyilestirilmesine yol actigi goriilmiistiir [31]. Igerdigi yiiksek
orandaki K vitamini kanin pithtilasmasi i¢in gerekli olan protrombin yapiminda rol
alir ve damar sertligi (ateroskleroz) tedavisinde kullanilir [32]. Kabak c¢ekirdegi,
protein yapitagi olan amino asit icerigi acisindan, ozellikle de insan viicudunda

tiretilmeyen esansiyel amino asitler (metiyonin, fenilalaniin, triptofan... v.b.)
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bakimindan ¢ok zengindir. Yaginda bulunan zengin doymamis yag asitleri, 6zellikle
de linoleik ve oleik asitler ile kan basincinit diizenler. Omega 3 ve omega 6
bilesenleri ile de beyin fonksiyonlarini diizenlemeye, Sinirleri yatistirmaya yardimci
olur. Bu bilesenler ayn1 zamanda hormon dengesi ve cilt sagliginda etkin oldugundan

bu 6zelligi ile kozmetik sanayisinde dneme sahiptir.

Kabagin olgun ve taze gekirdekleri zehirli madde igermediklerinden her giin belirli
miktarda tiiketilerek tenya ve diger bagirsak parazitlerini yok edici amagcla
kullanilmaktadir. Igerdigi ‘piperazin’ maddesi ile bagirsak kurtlarini diisiiriicii
ozelligi oldugu ve eskiden bu amagla ¢cogu kez kullanildigi belirtilmektedir [33].
Kabuksuz kabak ¢ekirdegi idrar yollari, bobrek sikayetlerine ve mesane iltihabina da
iyi gelmektedir.

Kabak c¢ekirdekleri bitki sterolleri (fitosteroller) bakimindan zengin oldugundan
serum kolesterol diisiirlicii etkisi son zamanlarda ilgi ¢ekmektedir [34, 35]. Ayni
zamanda kansere yakalanma riskini azaltici etkisi ile basta akciger kanseri olmak
lizere, mide, yemek borusu, mesane (idrar torbasi), girtlak ve prostat kanserlerine
kars1 tiiketilmesi Onerilmektedir [36]. Kabak tohumlarindaki proteinlerin melanom
tiremesini engelledigi yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir [37]. Biinyesindeki
fitosteroller prostat biiylimesini yavaslatarak prostat kanseri hiicrelerinin gelismesini

engeller ve igerigindeki yag bilesenleri de prostat hiicre gogalmasinin tetiklenmesini
engeller [38, 39].

Kabak c¢ekirdegi icerdigi yiiksek orandaki E vitamini (tokoferol) sayesinde bag
dokusunun ve kaslarin giiglenmesine neden olur [40]. E vitamini igerisinde bulunan
alfa tokoferoller 6nemli bir antioksidandir. Kabak tohumlari, antioksidanlarca zengin
oldugundan giinde 77-88 gram kabak tohumu tiiketmek giinlilk alfa ve gama
tokoferol ihtiyaclarimi saglamak igin yeterlidir ve saglik icin ¢ok faydalidir [41].
Icerdigi arjinin aminoasiti ve C vitamini ile nitrik oksit sentezini artirarak kalp damar
sagligin yiiksek tutar. Kalp krizi riskini azaltir, ayn1 zamanda damarlarin esnekligini

arttirmaya yardimei olur.

Balkabaginin cekirdegi ¢ikarilmamis turuncu meyve hali, basta Amerika Birlesik
Devletleri ve Kanada olmak {izere diger birgok Batili iilkelerde yemek ve eglence
sektoriinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Dekoratif amagla Cadilar Bayrami’nda ve

turta&tatli yapimi amaciyla Siikran Giinti'nde servis edilen ve sik tiiketilen bir
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tiriindiir. Kabak ¢ekirdegi ayrica pasta, firincilik, ¢ikolata ve sekerleme endiistrisinde
kullanilmaktadir. Corba yapiminda tat verici ¢esni olarak ve margarin yapiminda da

kabak tohumlarindan faydalanilmaktadir.

2.2 Kabak Cekirdegi Yag Hakkinda Bilgi

2.2.1 Kabak cekirdegi yag

Dogal ve saglikli olan kabak ¢ekirdegi yagi, kabak tohumlarindan iiretilir. Yesilimsi
kahverengi renkli, vitaminler ve 6zellikle E vitamini (tokoferol) yoniinden zengindir.
Tekli ve ¢oklu doymamis yag orani yiikksek, doymus yag orani ise diistiktiir [30].
Kabak ¢ekirdegi yaginin bazi karakteristik 6zellikleri Cizelge 2.5’te verilmistir.

Cizelge 2.5 : Kabak (Cucurbita pepo subsp. pepo var. Styriaca) tohumlarindan elde

edilen yaglarin fizikokimyasal 6zellikleri [29].

Ozellik

Degerler

Renk
Oda sicakligindaki durumu
Is1 degeri
Ozgiil agirlik (30°C)
Kirilma indeksi (30°C)
Dinamik viskozite (30°C)

Asit degeri

Serbest yag asidi (Oleik asit)

Peroksit degeri
Iyot miktar
Sabunlagma degeri

Sabunlasmayan madde

Yesilimsi kahverengi
S1v1
40,4 + 0,68 MJ/kg
0,9151 + 0,0002 g/cm?
1,4662 + 0,0001
93,66 + 0,48 cP
0,78 £ 0,02 mg KOH/g
%0,39 £0,01
10,85 + 0,62 meq O./kg oil
104,36 + 0,04 g 1,/100 g
190,69 + 1,40 mg KOH/g

%5,73 £ 0,82




Kabak ¢ekirdegi yag yenilebilir yaglardandir; giiclii karakteristik bir tadi ve kendine
0zgi kokusu vardir. Zengin yag asitleri i¢erigi ve insan organizmasina yararli ¢esitli
kiiciik bilesenlere sahip olmasindan dolay1 yiiksek besin degerli yag grubuna girer.
Uzun raf 6mriine sahip, hizli yag bozunmalar1 olmayan ve yiiksek oksidatif stabilitesi
bulunan endiistriyel alanda ve insan beslenmesinde etkin bicimde kullanilabilecek

potansiyel bir iirlindiir.

Kabak ¢ekirdegi yaginin bazi besinsel degerleri Cizelge 2.6’da gosterilmektedir.

Cizelge 2.6 : Kabak ¢ekirdegi yaginin bazi besin degerleri [42].

Besinsel enerji 2,339 kJ (559 kcal)
Total Yag 100 g
Doymus yag asidi 18 ¢
Mono-doymamis yag asidi 26,6 9
Coklu-doymamis yag asidi 53,3¢
a-tocopherol 2,7-7,5mg
d-tocopherol 3,53-110,97 mg
y-tocopherol 7,49-49,28 mg
K vitamini 7,3 ug

Kabak tohumlarindaki yag orani %40-60 arasinda degismektedir. Bu yagin %98-
99’unu yag asitleri olusturur. Baskin yag asitleri; doymamis yag asitlerinden Linoleik
asit (%60,8’e kadar) ve Oleik asit (%46,9’a kadar), doymus yag asitlerinden Palmitik
asit (%14,5’e kadar) ve Stearik asittir (%7,4’e kadar). Total yag asiti iceriginin
yaklagik %98’ini bu 4 yag kapsar, bunlarin %80 civari doymamis yaglardan olusur.
Mono-doymamis yag asidinin ¢oklu-doymamis yag asidine oran1 0,60-0,75
arasindadir [43, 44]. Yag asiti bilesimi bitkinin yetistigi bolge, varyete, iklim,
olgunluk durumu gibi ¢esitli faktorlere gore degismektedir [43]. Kabak ¢ekirdegi
yaginin degisik bilesenlerde yag asitleri vardir. Bunlar Cizelge 2.7°de ayrintili olarak
gosterilmektedir.
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Cizelge 2.7 : Kabak ¢ekirdegi yaginin yag asitleri kompozisyonu [42].

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) %0,26-1,12
Gadoleik asit (C20:1) %0-0,17
Behenik asit (C22:0) %0,12-0,58

2.2.2 Kabak cekirdegi yag1 kullanim alanlar

Kabak ¢ekirdegi, icerdigi kaliteli yaglardan ve doymamis yag asitlerinden dolay:
yaglik tohum se¢imi agisindan iyi bir tercihtir. Buna karsin, tohumlarinda yiiksek
miktarda protein olusu, tiim esansiyel aminoasitleri igermesi ve karbonhidrat
saglamasindan dolay1 elde edilen yag verimi pek yiiksek olmamaktadir. Fakat tim

besin degerlerini icermesi sayesinde iyi bir enerji kaynagidir.

Kabak cekirdegi yagi giinlimiizde Avusturya ve Slovenya’da onemli bir ihracat
hammaddesidir ve ciddi ekonomik degere sahiptir. Avusturya’nin geleneksel
yiyeceklerinden biri olarak Avrupa Birligi tarafindan korunmaktadir [45]. Kabak
cekirdegi yaginin tiretim verileri istatistiksel olarak bulunmamaktadir. Yayinlanan bir
rapora gore, Avusturya’da 2003 yilinda 1,5 milyon litre kabak ¢ekirdegi yagi tiretimi
olmustur [46]. Baz1 Gilineydogu Avrupa iilkelerinde, 6zellikle Avusturya, Slovenya,
Hirvatistan ve Macaristan’da, uzun zamandir salata yagi olarak, Afrika ve Orta

Dogu’daki bazi iilkelerde ise yemeklik yag olarak kullanilmaktadir [47].
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Kabak tohumlarindaki yaglar, beyin islevi ve hormon metabolizmasi igin gerekli olan
Omega 3 ve Omega 6 esansiyel yag asitlerini birlikte almayi saglar. Yaglar E
vitamini, steroller, omega 6 ve omega 9 agisindan zengin oldugundan, kozmetik
sanayisinde kremlerde ve cilt tedavisinde kullanilmaktadir. I¢erdigi zengin cinko
elementinin pek cok enzim aktivitesinde rol almasi ve diger minerallerin de
antienflamatuar Gzelligi sayesinde ayni zamanda yanik tedavisinde, akne
problemlerinde, yaslanmay1 geciktirici kremlerde ve masaj yagi olarak kullanim

alan1 mevcuttur [11].

Kabak ¢ekirdegi yag asiti metil esterleri, Yunanistan’da diisiik maliyetli biyodizel
tiretmek icin alternatif hammadde olarak kullanim amacgli denenmis ve olumlu
sonuclar almmustir. Uretilen biyodizelin &lgiilen tiim o6zellikleri su anki kalite
gerekliliklerini karsilamig, fakat bu iretime biiyiik 6l¢ekte ulasilabilmesinin zor

oldugu belirtilmistir [48].

2.3 Bitkisel Yag Eldesi ve Rafinasyonu

Bitkisel yag {iretimi amaciyla kullanilan yaglik tohumlardaki mevcut yag miktari,
yetistirilmeleri sirasinda kullanilan giibreleme, sulama, hastalik ve yabanci madde
miicadelesi, bakimi gibi tarimsal yontemlere, tohumlarin sahip olduklar1 botanik
ozelliklere ve iklim sartlarmna gore degisiklikler gostermektedir. Ayni sekilde,
tohumdaki yag ¢ikarildiktan sonra yan iiriin olarak elde edilen kiispe miktar1 da bu
faktorlerle farkliliklar gosterebilir. Bitkisel tohumlardan yag eldesinde, 6n islemleri
takiben, genellikle mekanik presleme veya solvent (coziicii) ekstraksiyonu

yontemiyle ham yagin iiretimi gergeklestirilir.

2.3.1 On islemler

Yagl tohumlardan yag eldesine baslamadan 6nce tohumlar birtakim 6n islemlerden
gecirilir. On islemleri genel olarak; tohumlarin temizlenmesi, tohumun yapisal
farkliligindan dolay1 uygulanmasi gereken bazi islemler ve uygulanacak yag alma

yonteminin gerektirdigi hazirliklar olusturmaktadir.

On islemler; tohumlarm temizlenmesi, pamuk tohumu igin linterleme, tohumlarin
nemlendirilmesi, kabuk kirma ve ayirma, pulcuk haline getirme ve kavurma olarak

sayilabilir.
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Tohumlarin temizlenmesi; insanlarin tiiketimi amaciyla bitkisel kaynakli gidalarin
islenmesinde ilk asamadir. Hammadde ¢ogu zaman degisik oranlarda tas, toprak, sap,
kum ve metal pargalari, bitkisel kalintilar vb. yabanci maddeler icerir. Ham yaglar
rafine edilerek tiiketime sunulsalar bile, ham yagin verim ve kalitesini korumak,
rafinasyonu sirasinda olusacak kayiplari minimuma indirmek ve makinelere zarar

vermemek agisindan hammaddenin yaga islenmeden 6nce temizlenmesi gerekir [49].

Yagli tohumlardaki yabanci maddeler, etkili bir termizlik saglamak i¢in irilik, sekil,
yogunluk ve miknatislik 6zelliklerinden faydalanarak calisan sistemler kullanilarak
uzaklagtirllmaktadir. Kiiglik, orta, biiylik dlgeklerde pek c¢ok teknolojik yaklagim
bulunmaktadir. Temizlemede kullanilan baslica sistemler; elekler, triyorler, pnomatik
(havali) ayiricilar, miknatis sistemi, linterleme makineleri (pamuk tohumunu
liflerden ayirmak igin) ve firgalama makineleridir [50, 51]. Elekler; irilik esasina
gore ayirma, triyorler; sekil farkliliklar1 baz alinarak ayirma, pnomatik ayiricilar;
yogunluk farkindan faydalanarak ayirma, miknatis sistemi; yagli tohumlar iginde
bulunmasi muhtemel olan ve tesislerde yer alan makinelere zarar verme olasiligi

bulunan metal parcalarin1 miknatislik 6zelliginden yola ¢ikarak ayirmada kullanilir.

Tohumlarin nemlendirilmesi; kabuk kirma ve ayirma, pulcuklandirma, kavurma gibi
diger 6n islemlerin daha kolay uygulanabilmesi i¢in 6nemlidir. Tohumun nem
oraninin %16-18 aras1 olmasi gerekmektedir. Bu sebeple yagli tohumlarin istenilen
nem derecesine getirilebilmeleri i¢in su sekilde nemlendirilmeleri gerekmektedir
[50]:

e Homojen bir dagilim saglamak i¢in tohuma verilen su piiskiirtme seklinde

olmalidir.

e Tohumun suyla temas siiresi miimkiin oldugunca uzun tutulmahdir. Eger

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

Nem miktar1 dogru ayarlanmadig: takdirde fazla nem ekipmanlara zarar verebilir ve

tohumlarin kiiflenmesine zemin hazirlar.

Kabuk kirma ve ayirma; yaghh tohumlardan kabuklarin uzaklastirilmasinda

uygulanan iki kademeli islemdir. Kabugun, %1 yag icermesi ve protein igeriginin ise
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¢ok diisiik olmasi nedeniyle tohumdan uzaklastirilmas: gerekir. Aksi takdirde
kabugun dis yiizeyleri i¢ dane ile uzun siire temas eder ve i¢ daneden kabuga yag
migrasyonu olur. Presleme esnasinda kabuk tarafindan emilen bu yagin geri
kazanilamamasi nedeniyle yag kaybima ve pres kapasitesinin diismesine, ¢oziicii
ekstraksiyonu sirasinda kabugun renk, tat ve koku maddeleri de ¢6ziindiiglinden
yagin kalitesinin bozulmasina Ve rafinasyonunun zorlasmasina neden oldugundan
kabuk kirma ve ayirma islemi onem teskil etmektedir. Bu sayede kalite ve verim
kaybinin azalmasi saglanir. Tonlarca tohumun islendigi ve ¢eside gore tohumlardaki
kabugun %20-40 arasinda degistigi disiiniiliirse, bu yag kaybinin ne kadar énemli
oldugu goriilmektedir [49]. Ayrica kiispe kalitesi i¢in de kabuklarin uzaklastirilmasi

gereklidir.

Yabanci maddelerden arindirilip temizlenen tohumlar santrifiij carpma yontemi
kullanilarak 6zel kiricilar ile kirilirlar. Setlerle ve gentiklerle kapli, silindirik sabit bir
govde iginde dakikada 600-650 devirle donen paletlerden olusan bir tambur
bulunmaktadir. Tambur istten gelen tohumlari cidara savurarak carptirir. Kirma
islemi cidar ile tamburun mesafesi ayarlanarak yapilir. Carpma neticesinde
tohumlarin bir kismi biitiin, bir kismi1 pargalanmig halde kabuklarindan ayrilir. Kabuk
soyma makineleri yagli tohumlarin 6zelligine gore diizenlenmistir. Pamuk, kabak
cekirdegi, aycicegi ve yerfistigi gibi esnek kabuklarla kapli yagli tohumlarin
kabuklarinin soyulmasinda bar ve disk kabuk soyucular kullanilir. Keten tohumu,
kolza ve susam gibi ¢ok kii¢iik hacimli yagli tohumlarda ise kabuk soyma igslemi ¢ok

zor oldugundan uygulanmaz [51].

Kirillan kabuklarin i¢ danelerden (badem) ayrilmasi igin karisim diiz elekten
gecirilerek parcalanmig, ufalanmis i¢ ve kabuklar ayrilir. Elegin orta kismina
yerlestirilmis sistemle de iri kabuklar hava akimiyla emilir. Ufalanmis iglerin bir
ksimi1 kabukla siiriiklenerek kayiplara neden olur; bu da isletme randimanini diisiiriir.
Bu nedenle ikisinin birbirine karismamasina 6zen gosterilmesi gerekir [51]. Genelde
kabuklarin tamaminin alinmasi istenmez. Presleme isleminde kabuklar yardimci olur
ve ayrilan kabuklar yan {riin olarak satilir. Kimi zaman ise kabuk presleme
kapasitesi diistiriir ve olumsuz etki yaratir. Bu nedenle farkli tohumlarin farkli kabuk

Ozellikleri dikkate alindiginda her iki goriis de dogru sayilabilmektedir.

Tohum i¢inin (badem) ezilmesi asamasinda; yagi hapseden hiicre ve dokular

pargalanarak yagin kendiliginden disar1 akisi saglanir. Yagli tohumlarda yag
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zerrecikleri hiicre sitoplazmasi i¢cinde oldugundan, disar1 ¢ikabilmeleri i¢in tohum iginin
miimkiin oldugunca kiigiik pargalara ezilmesi gerekmektedir. Pulcuklandirma islemiyle
hem boyut kiigtiltiilmesi yapilmis ve hiicre igindeki yag partikiillerinin digartya sizma
alan1 genisletilmis, hem de yag cikisina karsi tohum yapisinin gosterdigi direng
azaltilmis olur. Ozellikle ¢oziicii ekstraksiyonunda ¢oziiciiniin ice difiizyonu

kolaylagsmakta, boylece ekstraksiyon hizi da artmaktadir [50].

Tohumlarin kavrulmasi islemi; yagli tohumlarin yag verimlerini artirmak ve
kiispenin daha iyi degerlendirilmesini saglamak i¢in gereklidir. Kavurma isleminde
sicakligin etkisiyle yagin viskozitesi azaltilip, akiciligi artirilir. Hiicre duvarinda yer
alan proteinler 1siyla denatiire olup sonra agregasyonlari gerceklesince, hiicre
icindeki yag molekiillerinin hiicreden kolayca ¢ikmasi saglanir. Kiifler ve bakteriler
de kavurma islemiyle oldiiriilmiis olur. Sicakligin etkisiyle ezilen tohum esneklik

kazanir ve preslemenin etkinligi arttirilir [52].

Tohumdaki su oran1 %7-8’den %4-4,5’a dustriiliir. Kavurma islemi kiigiik tesislerde
dogrudan atesle 1sitilan tek kath tavalarda, biiyilk ve modern isletmelerde ise 4-5
katli tavalarda yapilmaktadir. Tavalarin i¢indeki tohum 6nce 15-20 dakika 1sitilir ve
lizerine su buhar1 veya sicak su piiskiirtiillerek nemi %16-18’e ¢ikartilir. Tohum
sicakligr 80-90°C’ ye ¢ikarilarak kavurma islemine gegilir; 20-30 dakika kavrulan
tohumun proteinleri koagiile edilmis olur. Daha sonra 110-115°C sicaklikta nem

orani % 4-4,5” a distriilir, pres veya ekstraktore sevk edilir [53].

2.3.2 Mekanik presleme yontemiyle ham yagn iiretimi

Mekanik presleme islemi; basing uygulayarak kati-sivi faz ayirim ydntemi olarak
ifade edilebilir. Presleme yontemi, 1s1l islem uygulanma durumuna gére soguk ve sicak
presleme olmak tizere ikiye ayrilmaktadir. Genellikle yag oran1 %20’den daha diisiik
olan yaglh tohumlarin ham yaga islenmesinde mekanik presleme yontemi
kullanilabilmektedir. Presle ¢ikarilan yaglarin yemeklik kaliteleri ekstraksiyonla elde
edilene gore daha yiiksek olmakla birlikte verimi diistiktiir; kiispede %2,5-6 oraninda
yag kalir. Halbuki ekstraksiyon yontemi ile kiispede kalan yag %0,5’e¢ kadar

distiriilmektedir.

Tohumun sertligi arttik¢a yagi ¢ikarmak i¢in gereken basing artar ve fazla 1s1 agiga cikar.
Soguk preslemede disaridan bir 1s1 aktarimi s6z konusu degildir. Ezilmis madde

dogrudan dogruya basilir ve bu yontemle en iyi kalitede zeytin yagi ve hint yag1 elde
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edilir. Sicak preslemede verim daha yiiksek olsa da, istenmeyen yabanci maddeler ve
serbest yag asitleri yaga karismaktadir. Fakat genellikle 1sitilmis maddenin prese

gonderildigi sicak presleme metodu kullanilir [54].

Mekanik presleme islemi sonucu esas iiriin olarak ham yag, yan {iriin olarak yagi
alinmis kiispe elde edilmektedir. Mekanik presleme isleminde kesikli ¢alisan hidrolik

presler, siirekli vidali presler ve doner presler kullanilabilir [50, 52].

2.3.3 Solvent (¢oziicii) ekstraksiyonu yontemiyle ham yagin iiretimi

Solvent ekstraksiyonunun temeli, yagin i¢inde ¢6ziindiigi bir organik ¢oziicii ile
yagli tohuma islemler uygulayip yagin ¢oziiciiye gegmesini saglamaktir. Genel olarak
belli bir tane biiyiikliigiine 6giitiilmiis tohumlar organik bir ¢o6ziicli ile temas ettirilir,
yagin ¢oziiciiye gecmesi saglanir. Sonra ¢oziicii siizlilerek ayrilip ugurulur ve geriye
ham yag kalir. Pres yontemine gore iistiinliigli; kiispede en fazla %1 oraninda yag
kalir ve cogunlukla %0,5 civarinda olmaktadir. Bu yontemi kullanarak yag elde etme

Ozelikle yag miktar1 diisiik olan soya ve ¢igit gibi yagli tohumlarda kullanilmaktadir.

Solvent ekstraksiyonu yonteminde c¢oziicii, ¢oziinen maddeden kolayca ayrilabilen
yapida olmalidir; bu nedenle diisiik kaynama noktasina sahip ve kaynama sicakligi
araligi dar olan ¢oziiclilerin kullanilmasi tercih edilir. Birgok organik madde yag
¢oziiclisti olarak kullanilmakla birlikte giiniimiizde Tiirkiye’de ve diinyada en yaygin

olarak kullanilan ¢oziicii, kaynama noktas1 64-68°C olan hekzandir [52].

2.3.4 Bitkisel yag rafinasyonu

Rafinasyon islemi, berrak ve yenilebilir tatta yag elde etmek i¢in ham yagda bulunan
ve istenmeyen tiim maddelerin yagdan uzaklastirilmasi olarak tanimlanabilir. Ham
yaglar ne kadar 0zenli ve temiz elde edilirse edilsin mutlaka rafine edilmelidir.
Cinki tiiketici acik renkli, berrak, kokusuz ve serbest asit degeri belli bir seviyede
olan yag satin almak ister. Rafine edilmeden tiiketilen tek bitkisel yag, iyi kalite
zeytinlerden elde edilen zeytin yagidir. Asit degeri 3’lin iistii olan kot vasifli zeytin
yaglart da rafine edilir. Bunlara ragmen, Tiirkiye’nin bazi kirsal kesimlerinde
aycicegi, susam, haghas vb. hammaddelerden elde edilen yaglar yerel halk tarafindan
rafine edilmeden tiiketilebilmektedir. Miisilaj giderme, asit giderme, agartma, koku

giderme ve vinterizasyon islemleri bitkisel yag rafinasyonunun asamalaridir [49].
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Miisilaj giderme (degumming) isleminde; hidroklorik asit ve fosforik asit kullanilir.
Fosfatitlerce zengin olan (%1-2,5) yaglik tohumlarda miisilaj giderme rafinasyonda
kayiplar olmamasi agisindan onemlidir. Tiirkiye’de bugiin en ¢ok, sodyum kloriir
veya pirofosfatin %40-65’lik ¢ozeltisi kullanilir. Bu ¢ozeltiden ham yaga %2-3
oraninda eklenir ve yag karistirllarak 40-50°C’ye kadar 1sitilir. Islem sonunda ¢oken
sulu tabaka (hidrolasyon ¢amuru) santrifiijlenerek yagdan ayrilir. Yapiskan maddeler
bir elektrolit araciligiyla pihtilagtirilirken, fosfatidler gibi diger zamks1 maddeler su
ve sicaklik yardimiyla hidrotasyon sonucu ¢oktiriiliir. Bu esnada yagin ig¢indeki
mineral maddeler ve bazi yabanci maddeler de ¢oken bu maddelerle birlikte yagdan

uzaklastirilir. Miisilaj maddeleri lesitin eldesinde kullanilmaktadir [55].

Yag sanayisinde asitlik giderme (nétralizasyon) islemi; yaygin bi¢imde serbest
asitlerin bazlarla notralizasyonu olarak uygulanmaktadir. Kuru ve yas olarak
yapilmaktadir. Yagdaki serbest yag asitleri sodyum hidroksit (NaOH) ile muamele
edilince, yagda erimeyen sabun meydana gelerek ¢oker. Asit karakterde olan diger
bazi maddeler ile sabun tarafindan absorbe edilen bir¢ok madde de beraberinde
coker. Bu proses icin kontinii veya diskontinii yontemler kullanilabilir ve
kullanilacak baz miktar1 bir 6n deneme ile kararlastirilabilir. Ayrica fiziksel
noétralizasyon olarak adlandirilan, serbest yag asitlerinin yiiksek derecede vakumda
damitilarak yagdan ayrilmasi islemi de uygulanmaktadir. Diskontinii sistemlerde
genellikle 10-12 ton agirliginda, 1sitict buhar helezonlari, karistirma paletleri ve baz
¢oOzeltisi piiskiirten sistemlerle donatilmis nétralize kazanlar kullanilir. Kullanilacak
NaOH miktari, serbest asitligin 7°de 1’1 olarak hesaplanir. Fakat bazin bir kisminin
notr yag ile reaksiyona girme ihtimalinden dolay1 hesaplanan miktarin %10 fazlasi

kullanilir.

Asit giderme kayiplari, yabanci maddelerin cins ve miktarlarina, serbest yag asitleri
miktara gore farklilik gosterir. Fosfatidlerin az olmasi kaybi azaltir. Kakao, palm,
kara ve deniz hayvanlar1 yaglarinda serbest yag asitlerinin 1,5 kat1, pamuk ve soyada
3 kati, asiditesi diisiik yaglarda ise serbest yag asitlerinin 5-10 kat1 yag kaybolur.
Yemeklik, kizartmalik, margarin yapilacak yaglarda asitlik giderilmezse serbest yag

asitleri duman ¢ikararak yanar [55].

Yag endiistrisinde agartma (renk giderme, bleaching) isleminde; ham yagin dogal
yapisinda igerdigi ve tohumun yaga islenmesi sirasinda olusan renk maddeleri

uzaklagtirilir. Bu amacla Tonsil, Bentonit gibi ¢esitli isimlerle satilan ve sanayide
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“agartma topragi” genel adi ile bilinen adsorbant maddeler kullanilir. Agartma
topraginin ne kadar kullanilacagi yagin rengine, topragin aktivitesine bagl olarak
degisir. Son zamanlarda agartma amaciyla, stlfiirik veya hidroklorik asitle muamele
edilip aktif hale getirilen diger topraklar da kullanilmaktadir. Ayrica o6zellikle
kirmizi, mavi ve yesil renklerin adsorbsiyonunda aktif komiir kullanilmaktadir. Aktif

komiir, pahali olusu ve fazla yag emmesi sebebiyle tek basina kullanilmaz.

Agartma islemi kontinii (kesintisiz) olarak yapilabildigi gibi tilkemizde de kullanilan
diskontinii sistemle de yapilabilmektedir. 25-30 tonluk kazanlar kullanilir ve
iclerinde 1s1tic1 serpantin ve karistirict bulunur. Yagin sicakligr 70-80°C’ye ¢ikarilir,
toprak konulur, sonra sicaklik 90-100°C’ye ¢ikarilir. Topragin ilave edilmesi
esnasinda kazanlardaki karistiricilar ¢aligtirilarak bir siispansiyon elde edilir. Isitma
tamamlandiktan sonra 15-20 dakika daha karistirmaya devam edilir. Daha sonra yag,
presli filtrelerden gegirilerek siiziiliir. Bu asamada yag kaybi en fazla eklenen toprak
miktart kadar olmaktadir. Siizme isleminden sonra kazana Once basingli hava
verilerek serbest yaglar, sonra basingli buhar verilerek de topragin adsorbe ettigi
yaglar alinir. Bu islemler sirasinda oksidasyonu 6nlemek amaciyla vakum da yapilir

[55].

Koku giderme (deodorizasyon) asamasmin amact; istenmeyen tat ve koku
maddelerinin yagdan uzaklastirilmasidir. Koku alma islemi, yagin tat ve kokusunu
bozan bazi ugucu maddeleri, su buhari ile yagdan ayirmak seklinde tanimlanabilir.
Koku alma; kurutma ve gazlari ugurma, 1sitma, koku alma, sogutma, bosaltma
islemlerinden olusur. Yaglarda koku alma islemi kontinii ve diskontinii olarak
yapilir; ilkemizde daha ¢ok diskontinii yontem uygulanmaktadir. Kokusu giderilecek
yag kazana alinir. Kazana alttan buhar verilerek sicaklik, 3-5 mm’lik vakumda 180-
240°C’ye ¢ikarilir. Bu yolla ayn1 zamanda yag karistirilmis olur, yagda istenmeyen
koku maddeleri buharla birlikte uzaklastirilmis olur. Kokusu giderilmis yag yiiksek
vakum altinda 100°C’ye sogutulur, sonra plakali sogutuculara gonderilerek sicaklik
30-50°C’ye diigiiriiliir. Oksidasyonu dnlemek amaciyla da, 1 kg yaga 50 mg sitrik asit

¢Ozeltisi verilmelidir.

Vinterizasyon (soguklatma) yemeklik yaglara uygulanan bir islemdir. Yaglarin
icinde bulunan doymus trigliseritlerin; 6zellikle de stearinlerin, 8-10°C’de donarak
yag1 bulandirmalarina engel olmak amaciyla yapilir. Bu islem genellikle aycicegi,

cigit ve musirozii gibi yaglara uygulanir. Rafinasyonu biten yag kristalizatorlere
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sevkedilir ve istenilen kristalizasyon sicakligina kadar (0-10°C civar1) sogutulur.
Boylece yaglarda bulunan ve yiiksek sicaklikta eriyen trigliseritler (genelde
stearinler) ile vakslar (mumlar) ayrilir. Boylelikle yagmn oda sicakliginda
Kristallesmeler sonucu bulanmasi Onlenmis olur. Ayirma isleminden sonra yag
sogutulmus filtrelerden gegirilerek berrak kisim alinir. Vinterizasyonun basarilt
olabilmesi i¢in yagin mutlaka diger rafinasyon asamalarindan ge¢mis olmasi
lazimdir. Aksi takdirde ortamdaki serbest asitlik, yapiskan maddeler ve renk

maddeleri kristalizasyonu zorlastirir [55].

2.4 Enzimatik Sulu Ekstraksiyon Y ontemi

Yaglik tohumlardan yag eldesinde giiniimiizde en yaygin kullanilan yontem ¢oziicii
ekstraksiyonu yontemidir. Kullanilan ¢6ziiciiniin ¢ok bilyiik ¢ogunlugu ugurularak
geri kazanilmasina ragmen, giivenlik ve g¢evresel kirlilikle ilgili endiseler devam
etmektedir. Organik c¢oziiciilerin kullanilmas: giivenlik agisindan sorun teskil
ettiginden ¢oziicii olarak su kullanimi denenmis, ancak ilk denemeler diisiik yag
verimi dolayisiyla basarisizlikla sonuglanmistir. Buna ragmen ¢evresel agidan daha
giivenilir bir yontem oldugu i¢in sulu ekstraksiyon caligmalarina devam
edilmektedir. Aynm1 zamanda diger yenilenebilir ¢6ziiciilere (alkol ve siiperkritik
akigkanlar) gore su kullanimi, en ekonomik olarak toksik ¢oziictilerin yerine iyi bir
alternatiftir [56, 57]. Ayrica sulu ekstraksiyon yontemiyle yag ekstrakte edilebildigi
gibi protein de ekstrakte edilebilmektedir. Yangin ve patlama tehlikesi de
icermediginden mekanik presleme ve geleneksel ¢oziicii ekstraksiyonu yontemlerine

gore avantajli gériinmektedir.

Bitkilerin hiicre duvar1 temel olarak pektik bilesenler, seliiloz, hemiseliiloz ve
ligninden olugmaktadir ve kofullari icerisinde yag barindirirlar [58]. Enzimler hiicre
duvarini pargalayarak hiicre zarinin yag gecirgenligini artirir ve yag cikigini saglarlar.
Bu durum hiicre igerisindeki komponentlerin daha kolay salinimina imkan
saglamaktadir. Boylece yagin ekstraksiyon verimi, hiicre duvarina etkiyen enzimlerin
hidrolitik miidahalesi ile artirilabilir [59]. Ogiitiilmiis tohuma enzimle miidahale
ederek hiicre duvari yikimi ve bazi lifli maddelerin par¢alanmasi saglanir. Bu sayede
su ile ekstraksiyon islemi kolaylasir. Proteaz, amilaz, seliillaz, hemiseliillaz ve
pektinaz gibi enzimler bitkisel yag ekstraksiyonunda etkin sekilde kullanilabilirler.

Enzimler ayr ayri isleme tabi tutulabilecegi gibi, enzim karigimlart da yag verimini
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ve protein alimini artirmak igin kullanilabilirler. Proteolitik enzimler yag
bilesenlerini ¢evreleyen lipofilik proteinler olan oleozinleri hidrolize etmekte,

boylece oleozinlerin yiizey aktiviteleri azalmakta ve yag ayrimi gergeklesmektedir
[58, 60].

Enzimatik sulu ekstraksiyon prosesinde yag verimi ve iiriin kalitesine bir¢ok faktor
etki eder. Enzimin islevini ger¢eklestirmesi i¢in, ekstraksiyon kosullarinin enzimin
tavsiye edilen kullanimina uygun olmasi gerekir. Bir¢cok arastirmaci tarafindan
bildirilen  ekstraksiyonu etkileyen baslica faktorler; enzim bilesimi ve
konsantrasyonu, yagli partikiil boyutu, tampon c¢ozelti pH’1, kati-sivi orant,

calkalama hizi, sicaklik ve inkiibasyon zamanidir [61].

Enzimatik sulu ekstraksiyonda izlenen adimlar genelde yag elde edilecek tohumun
ogiitiilmesi, sulu tampon ¢ozeltisiyle karistirilmasi, enzimle inkiibasyonu, kati ve sivi
fazlarin santrifiijle birbirlerinden ayrilmast ve sivi fazdan yagin elde edilmesidir.
Ekstraksiyon sonrast c¢ikan yagi alabilmek i¢in birgok arastirmada santrifiij
kullanilmas: gerektigi belirtilmistir. Genelde ekstraksiyon sonrasinda karigimlar
santrifiij edilince yag, krema, sulu ve kat1 faz tabakalar1 olmak {izere toplam dort faza
ayrilirlar. Karsilagilan en biiyiik zorluklardan birisi olusan emiilsiyonun yag verimini
diistirmesidir.  Emiilsiyon  giderme, sulu ve enzimatik ekstraksiyonun
uygulanabilirligini belirler. Bu yiizden ekstraksiyon sirasinda emiilsiyon olusursa,
yag1t aywrmak i¢in emiilsiyon kirilmalidir. Emiilsiyonlar n-hekzan yardimiyla
ekstrakte edilebilecegi gibi, dondurma-eritme gibi yontemlerle de kirilabilir [61].
Yagin ayrilmast i¢in ekstraksiyon karisimina sicak su eklenerek sicak suda yag
yiizdiiriilebilir. Bu islemde emiilsiyon tabakasi iist ylizeye ¢ikar, oradan alinir ve
biraz kaynatilarak emiilsiyon kirilir, son olarak yag tabakasi dekante edilir. Islemin
temeli, emiilsiyondaki yag kiireciklerinin birleserek daha biiyilk damlaciklar

olusturmasina ve bdylece santrifiijde kolay ayrilmasina dayanir [61].

Enzimatik sulu ekstraksiyon ve solvent bazli ekstraksiyon proseslerinin ¢oziicli
kullanimi, ekonomik maliyet, iiriin kalitesi, yag verimi, liriin ve ¢evreye olan etkileri
acisindan birgok avantaj ve dezavantajlart vardir. Sulu enzimatik ekstraksiyon;
¢oziicii ekstraksiyonu yerine Kkullanilan c¢evresel agidan zararsiz bir prosestir,
dolayisiyla ¢evre dostudur. Yanicilik ve patlayicilik gibi glivenlik sorunlar1 yoktur,
hava Kirletici olarak atmosfere ugucu organik bilesik salinimi yapmaz [62]. Farkli

tohumlarla ¢alisilabilmesi a¢isindan esnek bir ¢éziimdiir. Iliml1 isletme kosullart kimi
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zaman rafine edilmeyi gerektirmeyen yag eldesini ve zehirsiz gida iretimini
miimkiin kilar [57]. Coziicii ekstraksiyonunun yiiksek ilk yatirim maliyeti vardir;
sulu ekstraksiyon ile islem maliyeti ve enerji gereksiniminin diismesi saglanabilir.
Ayrica bu yontem yagl tohumlardan ayni anda yag ve protein elde edilmesine imkan

saglamaktadir.

Enzimatik sulu ekstraksiyonla elde edilen yagmn Kkalitesinin yiiksek oldugu
arastirmalarda ortaya konmustur. Denemeler enzimatik sulu ekstraksiyon ile edilen
ham yagin renginin endiistriyel yontem olan ¢oziicii ekstraksiyonu ile edilen yagin
renginden daha agik oldugunu gostermistir [63]. Baska bir aragtirmada enzimatik
sulu ekstraksiyon ve hekzan ekstraksiyonu ile elde edilen yaglarin arasinda serbest
yag asidi, peroksit ve diger oksidasyon degerleri acisindan fark olmadigi da
gozlemlenmistir [61]. Enzimatik ekstraksiyon ile diigiikk fosfatid icerikli, oldukga
kararli ve daha diisiik seviyede renkli madde iceren iiriinler elde edilebilmektedir. Bu
sayede saflastirma i¢in daha az agartma topragina ihtiya¢ duyulmaktadir. Geleneksel
¢oziicii ekstraksiyonu yonteminde glukosinolat, tanin, sinapin ve fitik asit gibi
maddeler yagin iginde kalir. Enzimatik sulu ekstraksiyonda ise bu istenmeyen
maddeler yagin i¢inde oldukga diisiik bulunur. Bu proses ile bazi1 toksin maddelerin
ve besleyici olmayan bilesimlerin yagdan uzaklastirilmasi saglanabilir. Detoksisiteye

gerek kalmadan yiiksek kalitede yag ¢ikar [64].

Diger yandan, enzimatik sulu ekstraksiyon yonteminin baslica dezavantajlart diisiik
yag verimi, onemli miktarda atiksu iiretmesi, yag eldesi asamalarinin daha komplike
olmasi, yaglari alabilmek i¢in gerekli olan uzun proses siireleri ve ticari olarak
enzimlerin bulunabilme zorlugudur. Diisiik verim sorununa ¢are olarak enzim katkili
sulu ekstraksiyon yontemleri gelistirilmektedir. Daha once bahsedildigi gibi,
ekstraksiyon verimi hiicre duvarinmi degrade eden enzimlerin hidrolitik etkisi ile
artirtlabilmektedir [58]. Atiksu olusumunu ve enerji tiiketimini azaltmak igin,
ekstraksiyonda kullanilan su geri kazanilabilir ve tekrar kullanilabilir duruma
getirilmelidir. Suyun sirkiilasyonu sayesinde enzimin geri kazanilmasi da enzim
maliyetini azaltabilir. Ancak enzimin geri kazanilmasi ve tekrar kullanilabilmesi i¢in
islem esnasinda enzim aktivitesinin onemli oranda azalmamis olmasi gerekir [61,

64].

Enzimatik sulu ekstraksiyon metodunun ekonomikliginin incelendigi bir ¢aligmada

¢oziict ekstraksiyonu tesislerine gore bu prosesin tesis kurulum maliyeti daha yiiksek
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bulunmustur. Ancak bu ¢alisma, eger piyasa degeri yiiksek bir yag eldesi soz konusu
ise enzimatik ekstraksiyon prosesinin, endiistriyel olan ¢oziicii yontemiyle kolaylikla
rekabet edebilecegini ve eger immobilize enzimler ile ¢alisilirsa enzim maliyetinin

oldukga diisiiriilebilecegini ifade etmektedir [65].

2.5 Literatiirde Enzimatik Sulu Ekstraksiyon Uzerine Yapilmis Cahsmalar

Literatiirde enzimatik sulu ekstraksiyon metodu ile g¢esitli enzimler kullanarak farkli
bitkilerden ve yagli tohumlardan yag eldesi iizerine yapilmis bir¢ok arastirma

bulunmaktadir.

Hou ve arkadaglari, calismalarinda susam yaginin sulu ekstraksiyonunda hidrolitik
enzimlerin kullaniminin verimi artirici etkisini gostermislerdir. Optimum proses
kosullaria pH 7’de, 50°C’de, 80 rpm’de, 3 saat ¢alkalamayla ulasilmistir. 6.000 U/g
seliilaz, 400 U/g tripsin ve 250 U/g papain enzim kompleksi kullanildiginda verim
%87,58’¢ ulagmistir [66].

Rosenthal ve arkadaslari, soya tohumlarindan yag ve protein eldesinde proteaz
(Alkalaz) enzimi kullaniminin verimi nasil etkiledigini sorgulamistir. Alkalaz
enzimiyle protein verimi %66,2, yag verimi ise %58,7 olarak bildirilmistir. Seliilaz,
hemiseliilaz ve pektinazla karsilastirildiginda, proteazin daha yiiksek verim sagladigi

gorilmistiir [65].

Latif ve Anwar, enzimatik ekstraksiyonun aygigek yagi verimine etkilerini
inceledikleri calismada Protex 7L, Alcalase 2.4L, Viscozyme L, Natuzyme ve
Kemyzme enzimlerini kullanmislardir. Enzimsiz sulu ekstraksiyonda elde edilen
verim %18,3 iken, enzim destekli sulu ekstraksiyonda ulasilan yag verimi %26,6 ile
%39,7 arasinda degismistir. En yiliksek verime ise %45,5 ile ¢oziicii ekstraksiyonuyla
ulagilmistir. Enzimatik sulu ekstraksiyon ile elde edilen en yiiksek verim %39,7 ile
Viscozyme L ile olurken, en diisiik enzimatik ekstraksiyon verimi ise %20,63 ile
Alcalase 2.4L ile olmustur. Protex 7L %4,3 ile en yiiksek protein verimini

gostermistir [57].

Jiang ve arkadaslari, ¢alismalarinda yerfistigindan enzimatik ekstraksiyonla yag ve
protein eldesini incelemistir. Alcalase 2.4L enzimi ile optimum proses kosullari,
hidroliz sicaklig1 60°C, pH 5, tohum-su orani 1:5 (ag/hacim), enzim miktar1 %1,5

(ag/ag) ve hidroliz zaman1 5 saat olarak tespit edilmistir. Bu kosullar altinda yag ve
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protein hidrolizat verimleri sirasiyla %79,32 ve %71,38 olarak belirlenmistir.
AS1398 enzimi kullanildiginda verimler sirastyla %91,98 ve %88,21°e yiikselmistir
[67].

Nyam bir arastirmasinda, Kalahari kavun ¢ekirdegi yagmin fizikokimyasal
Ozelliklerini ¢Oziici ekstraksiyonu ve sulu enzimatik ekstraksiyon sonuglarini
kiyaslayarak incelemistir. Flavourzyme 1000L ve Nétraz 0,8L enzimlerini kullanmustir.
Bu enzimler ile sirasiyla %71,6 ve %68,6 yag verimi elde etmistir. Tohumlardan sulu
enzimatik yontemle ve petrol eteri ¢oziiciisiiyle ekstrakte edilmis yaglarin bilesimleri ve
ozellikleri arasinda belirgin fark bulunmadig: ifade edilmistir. Ekstrakte edilen yaglarin
erime noktalar1 -18,7 °C ve -17,5 °C arasinda olup yakin degerlerde oldugu ve ayni
zamanda fenolik asit degerlerinin de yakin oldugu goézlemlenmistir. Enzimatik sulu
ekstraksiyonla elde edilen yagin renginin, ¢oziicii ekstraksiyonu metodu elde edilen

yaga gore renginin daha agik sar1 oldugu saptanmistir [68].

Latif ve arkadaslar1 bagka bir ¢alismada, kanola yag1 ve proteinlerinin enzimatik sulu
ekstraksiyonunu aragtirmislardir. Protex 7L, Multifect Pectinex FE, Multifect CX13L
ve Natuzyme enzimleri kullanilarak yapilan sulu ekstraksiyon sonucu yag verimi
%22,2 ile %26 arasinda bulunmustur. Enzimsiz sulu ekstraksiyonda ise bu deger
%16,48°dir. Ayrica geleneksel ¢oziicii ekstrasyonu ve enzimatik sulu ekstrasyon ile
elde edilen kanola yaglariin fizikokimyasal 6zellikleri karsilastirilmistir. Enzimatik
yontemle elde edilen yagin serbest yag asidi igerigi, peroksit degeri, renk ve
tokoferol (alfa, gama ve delta) konsantrasyonlarinda farkliliklar olmakla birlikte iyod
degeri, kirilma indisi, yogunluk, saponifikasyon degeri ve yag asidi bilesimlerinde
onemli bir degisiklik goriilmemistir. Enzim bazli yagin kalitesinin ¢dziicii bazl

yagdan daha iyi oldugu saptanmistir [69].

Dominguez ve arkadaslari, enzimatik ekstraksiyonda inkiibasyon zamaninin yag
veriminde Oneminin biiyiik oldugunu ve soya yagi i¢in en uygun siirenin 6 saat
oldugunu belirlemislerdir. Ayrica enzim-yagli tohum orani1 ve nem miktarinin da yag
veriminde etkili oldugunu vurgulamislardir. Tanecik boyutunun 1 mm’den kiigiik
olmasi, enzimin hiicre duvarina daha rahat ulasmasi agisindan yag verimini arttiric
bir etken olarak bildirilmistir. Calisma sirasinda %50-70 nem orani (soya-su orant
1:1-1:2) maksimum yag verimine ulastirmistir. Seliilaz ve hemiseliilaz enzim

karisim1 kullanimi verimi %44’e kadar artirmistir [64].
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Chabrand ve Glatz, endopeptidaz enzim destekli ekstraksiyon ile elde edilen soya
yagmin sadece kiigiikk bir kisminin serbest yag olusuna ve biiyiikk ¢ogunlugunun
krema tabakasinda emiilsiyon olusturmasina yonelik emiilsiyon kirma caligmalari
yapmuslardir. Proteaz ve fosfolipaz ekleme ve pH 4,5’te asidifikasyon saglama
seklinde demiilsifikasyon miidahaleleri ile emiilgatorleri hedef alarak krema
tabakasini serbest yaga ¢evirmeyi amaglamislardir. Sonuglara gore; asidifikasyon
yontemi yag verimini %?2’den %83’e cikarmistir. 2-asamali alkalik endopeptidaz
enzimli demiilsifikasyon prosesi yag eldesini %95’e yiikseltmistir. pH 4,5°te
lipofosfolipaz ile muamele sonrasinda emiilsiyonun tamamen serbest yaga dontistiigii

gozlenmistir [70].

Caetano ve ¢alisma arkadaslari, aygigek yagi eldesinde enzimatik sulu ekstraksiyon
ve termoplastik cekme (ekstriizyon) uygulamasinin birlikte kullaniminin yag
verimini arttirdigini belirtmiglerdir. Ekstraksiyon prosesi igin segilen kosullar: 70°C,
4 saat, ekstriizyon doniis hiz1 180 rpm, seyreltme orani 1:5 ve enzim miktar1 %0,3
(ag/ag)’tlir. Ekstriizyon miidahalesi yag verimini yaklagik %354 arttirmistir ve
laboratuvar enzimlerinin kullanimi ticari enzimlere gore daha etkili olmustur.
Enzimatik sulu ekstraksiyonda erisilen maksimum yag verimi, E122-V2000

laboratuvar enzimi ile %82 ve ticari enzim ile ise %70’tir [71].

Shah ve galisma arkadaslari, Jatropha curcas L. agacinin tohumlarindan enzimatik
sulu ekstraksiyon ve ultrasonikasyon yontemini kombine ederek yag ekstrakte
etmiglerdir. Ekstraksiyondan 6nce 6n islem olarak 10 dakika, pH 9’da yapilan
ultrasonikasyonla sulu ekstraksiyon verimi %67 olarak bulunmustur. pH 9’da 5
dakika ultrasonikasyon uygulanip ardindan alkali proteaz (Protizyme) enzimiyle
muamele neticesinde ekstraksiyon verimi %74’e ¢ikmistir. Ayrica ultrasonikasyon

uygulamasinin proses zamanini 18 saatten 6 saate diislirdiigii gozlemlenmistir [72].

Literatiirde kabak c¢ekirdeginden yag eldesinde enzimatik sulu ekstraksiyonun
denendigi bir ¢alisma bulunmaktadir. Jiao ve arkadaslari tarafindan yapilan bu
calismada balkabagi tohumlarindan mikrodalga destekli sulu enzimatik yag
ekstraksiyonu denenmis; yagin fizikokimyasal ozellikleri, yag asidi bilesenleri ve
antioksidan  aktiviteleri  degerlendirilmistir.  Seliilaz, pektinaz ve proteaz
enzimlerinden olusan enzim kokteylinin yag ¢ikarmada en etkili oldugu
gozlemlenmistir. %1,4 enzim (ag/ag) konsantrasyonu, 44°C sicaklik, 66 dakika siire

ve 419 W radyasyon miktarinda en yiiksek yag verimine ulasilmistir (%64,17).
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Geleneksel Soxhlet ekstraksiyonuyla elde edilen yag ile enzimatik sulu
ekstraksiyonla elde edilen yagin arasinda fizikokimyasal ozellikler agisindan fark
goriilmemis olup, ikinci yagin oksidasyon stabilitesi daha yiiksek ¢ikmustir. Yine bu
yagin linoleik asit icerigi (%57,33), Soxhlet ekstraksiyonu ile elde edilen yagdan
(%53,72) daha yiiksektir. Ayrica antioksidan aktivitesinin de daha gii¢lii oldugu
gosterilmistir [73].

Bu calismada ise, Ukrayna’da yetistirilen mutant bir form olan kabuksuz kabak
cekirdegi tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag eldesi ve yiizey aktif

madde kullaniminin verime etkisi incelenmektedir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Kullanilan Hammaddeler

Bu calismada Ukrayna’da yetistirilmis, Istanbul Emindnii Misir Carsisi’ndan temin
edilen, 2012 hasat donemine ait kabuksuz kabak ¢ekirdegi (Cucurbita pepo L. var.
Styriaca) tohumlart kullanilmigtir. Tohumlar buzdolabi kosullarinda +4°C’de

muhafaza edilmistir.

Kabak ¢ekirdegi tohumlarindan enzimatik ekstraksiyon ile yag eldesi deneylerinde
proteaz olarak Alcalase 2.5L Type-DX 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.

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,;) ve disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,)
kimyasallar1 ile ayr1 ayr1 1/15 mol/L stok c¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu stok
cozeltileri belirli oranlarda karigtirilarak farkli pH’larda fosfat tampon ¢ozeltileri

olusturulmustur.

Yapilan sulu ekstraksiyonlarda, yiizey aktif maddeleri olarak Triton X-100, Labsa
101, Tween 60, Tween 80, Stepantex DC90 ve Texapon N 70 kullanilmistir. Jel
kivamindaki bu ylizey aktif maddeler Cognis Deutschland GmbH & Co. firmasi
tarafindan tedarik edilmistir. Labsa 101 Lineer Alkil Benzen Siilfonik Asit kimyasal
yapisinda anyonik bir yiizey aktif maddedir ve deterjan sanayiinde kullanilmaktadir.
Texapon N 70 maddesi de anyoniktir ve sodyum loril eter siilfat 6zelligi gosterir. yi
kopiirme karakteristiginden dolay1r kozmetik temizleyicilerde 6zellikle sabun ve
sampuanlarda temel ylizey aktif maddelerden biri olarak kullanilmaktadir. Triton X-
100 non-iyonik bir deterjan olup hidrofilik polietilen oksit zincirine sahiptir. Genis
sicaklik araliklarinda etkili performans gosterebilmektedir. Stepantex DC90 ise

katyonik bir yiizey aktif maddedir ve temizleyici Ozellige sahiptir. Dordiinciil
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amonyum tuzu olan Stepantex DC90 endiistriyel alanlarda kullanilmaktadir. Tween
60, bir ¢esit non-iyonik yiizey aktif maddesi olup deterjan 6zelligi gosterir. Tween 80
de non-iyoniktir ve gida sektoriinde Ozellikle dondurmada aktif olarak
kullanilmaktadir. Polisorbat sinifinda olan Tween 60 ve Tween 80, emiilgator gorevi
goriip emiilsiyon stabilizasyonunda etkindirler. Kozmetik sektoriinde esansiyel

yaglar1 su-bazli iirlinlere ¢ozlindiirmekte kullanilmaktadirlar.

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 edilmis
olup bu reaktifler en yiiksek saflik degerindedir ve analitik kullanim amaglidir. Tuz

olarak iyotlu sofra tuzu (NaCl) ve ayrica tiim deneylerde distile su kullanilmigtir.

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 uygulanmamastir.

Tohumlar kahve degirmeninde Ogiitiildiikten sonra eleklerden gegirilmis ve tane
boyutu 0,6-1,0 mm olan fraksiyonlar deneylerde kullanilmistir. Kabak c¢ekirdegi

tohumlariin yag icerikleri AOCS standartlarina gore belirlenmistir [74].

Tohum fraksiyonlarinin yag iceriklerinin saptanmasinda kullanilan Soxhlet diizenegi
Sekil 3.1°deki gibidir. Tane boyutu 0,6-1,0 mm olan fraksiyonlarda Soxhlet diizenegi
ile yag icerigine bakilmis ve deneylerde bu boyutlardaki tohumlarla ¢alisilmstir.
Yapilan tiim deneyler paralel olarak yiiriitiilmiis olup ikiser kez tekrarlanmistir.
Bulunan yag verim degerleri iki sonucun ortalamasi alinarak hesaplanmistir.
Degerleri yakin ¢ikmayan paralel deneyler bir daha tekrarlanmistir. Deneylerde dl¢ii
birimleri, Ol¢iilen her bir maddenin bulundugu fiziksel hale gore belirlenmistir.
Konsantrasyonu % olarak belirtilen madde eger kat1 haldeyse agirlikca ‘gram’, sivi

haldeyse hacimce ‘ml’ cinsinden 6lgiiliir.

Tohumun yag iceriginin belirlenmesi i¢in 18 gr 6giitiilmiis tohum Soxhlet cihazinin

ekstraktor boliimiine kartus i¢inde yerlestirilmis ve ilk sifon zamanindan sonra 6 saat
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-~ Yogunlastuic

|} Soxhlet

T~ Kartus

~ Isihen
(mantolu sitict, su banyosu...)

Sekil 3.1 : Soxhlet diizenegi [75].

boyunca hekzan ile ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon bittikten sonra iginde yag
bulunan hekzan ¢ozeltisi darasi belli balona alinmis ve hekzan déner buharlastiricida
(Laborata 4000-efficient Heidolph, USA) 95°C’de ugurulmustur. Islem sonucunda
balon tekrar tartilmis ve aradaki 6l¢iim farkindan, elde edilen yag miktari iizerinden

tohumun yag icerigi hesaplanmigtir.

3.2.2 Kabak cekirdegi yaginin yag asitleri bilesimlerinin belirlenmesi

Soxhlet ekstraksiyonu ile elde edilen kabak g¢ekirdegi yaginin yag asidi bilesimlerini
saptayabilmek icin yag asitleri 6ncelikle BF3 ile metanollii ortamda 1s1l igslem ile
metil esterleri haline doniistiirilmistiir. Daha sonra bu metil esterlerinin yag asidi
bilesimi Hewlett-Packard 5890 Il (Hewlett-Packard, Waldron/Almanya) gaz
kromatografi cihazi ile belirlenmistir. Uygulanan kromatografik analiz kosullar

Cizelge 3.1’ de verilmistir.

0,8 uL hacmindeki numune enjektor ignesiyle dagitma orani 1:88 olan ayirma
modunda enjekte edilmistir. Kromatogramda olusan yag pikleri, piklerin alikonma
zamanlar1 ve ayni kosullarda analiz edilen standart metil esterlerinin alikonma

zamanlarinin karsilagtirilmasiyla belirlenmistir.
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Cizelge 3.1 : Gaz kromatografisi analiz kosullari.

Dedektor tipi FID®
Dedektor sicakligi, °C 280
Injeksiyon sicaklig1, °C 250
Gaz hizlar (mL/dak)
Azot 1,6
Hidrojen 33
Hava 460
Dagitma orani 88:1
Firmn sicakligi 150°C (5 dk)

150-275°C (5°C/dK )

275°C (10 dak)

Kolon tipi Kapiler kolon

HP-INNOWAX®

W Alev iyonizasyon dedektdrii
@ 30 m x 0,32 mm, 0,5um film kalinhgnda polietilen glikol (PEG)

3.2.3 Kabak cekirdegi tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag eldesi

ve ekstraksiyon veriminin hesaplanmasi

Bu arastirmada, yiiksek miktarda linoleik ve oleik asit iceren kabak cekirdegi
tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon yontemi ile yag eldesinde pH, siire ve
enzim miktarinin yag verimine etkisi incelenmistir. Ekstraksiyon deneylerinde
kullanilan ¢alisma prosediirii Moreu ve arkadaslarinin uyguladiklar1 yontemin

modifiye edilmis halidir [76].

Deneylerde 4 gr kabak cekirdegi tohumu, 50 mL’lik polikarbonat falkon santrifiij
tiplerine konulmustur. Tiplere tohum:tampon ¢ozelti orant 1:7 (ag/hac) olacak
sekilde (yaklasik 30 mL) istenilen pH degerindeki fosfat tampon ¢ozeltisi ilave

edilmistir. Her bir tlipe daha sonra belli miktarda proteaz enzimi eklenmis ve tiipler
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calkalayicili su banyosuna beher i¢inde yerlestirilmistir. Tiiplerin 50°C’de, 200 rpm

hizinda, belirlenen siire boyunca ¢alkalanarak inkiibasyonu saglanmaistir.

Calkalama islemi bittikten sonra tlipler 90°C’de sicak su banyosunda 15 dk
bekletilerek enzimler inaktif hale getirilmistir. Sonra tiipler santrifiij cihazina
(Universal 32, Hettich Zentrifugen, Germany) dengeli sekilde yerlestirilmis ve 4000

rpm’de 1 saat boyunca santrifiij edilmistir.

Santrifiijlenen karisimlarda 4 faz gozlenmistir. Fazlar yukaridan asag: siralandiginda;
en Ustte serbest yag fazi, altinda kremamsi yag-su emiilsiyon fazi, ardindan berrak

olmayan sulu faz ve en dipte ise kiispe olarak isimlendirilen kat1 faz bulunmaktadir.

Enzimatik sulu ekstraksiyon denemelerinde karsilasilan en biiyiik zorluk; enzimatik
reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikan hidroliz {rlinleri (protein, selilloz, hemiseliiloz,
pektin gibi molekiillerin hidroliz iiriinleri) ile sulu ortama gecen yag molekiilleri
arasinda emiilsiyon olusmasidir. Dolayisiyla yagin tamaminin serbest halde yiizeyde
toplanmasit giiclesmektedir. Olusan emiilsiyon yag kaybina neden olmaktadir ve
kirtlmasi kolay degildir. Bu nedenle bu ¢alismada yag verimi asagida agiklanan

yonteme gore belirlenmistir.

Coziicii vasitasiyla sivi fazlardan geri kazamlan yag iizerinden yag veriminin
(Vs) hesaplanmasi: Bu metotta ¢6ziicli kullanimi sadece tayin amacglhidir ve yag
kaybr ile verimin diismemesi i¢indir. Santrifiij tiipiindeki kat1 kisim hari¢ diger 3 faz,
igerisinde ¢oziicii (50 mL hekzan) bulunan 1. ayirma hunisine aktarilir. Tiipte yag
kalmasimi Onlemek amaciyla 10 mL hekzan ile tiipte yikama yapilir ve yikama
coOzeltisi de 1. ayirma hunisine eklenir. Bir miktar c¢alkalandiktan sonra fazlarin
ayrilmasi beklenir. Olusan fazlar altta sulu faz ve iistte hekzan fazidir. Sulu faz 1.
ayirma hunisinden beher aracilifiyla alinarak icerisinde 50 mL hekzan bulunan 2.
ayirma hunisine aktarilir. Karigim iyice calkalanir, fazlarin ayrilmas: beklenir.
Alttaki s1vi faz behere alinir, tistteki hekzan fazi tekrar 1. ayirma hunisine aktarilir. 2.
ayirma hunisine tekrar hekzan ekleyerek sulu fazin hekzan ile ekstraksiyonu ayni
sekilde 2-3 defa daha tekrarlanir. 1. aywrma hunisinde toplanan hekzan fazlan
yaklagik 100 mL distile su ile yikanir; alta inen su fazi ayirma hunisinden ayr1 bir
behere alindiktan sonra kalan hekzan fazina sodyum siilfat tuzu (Na,SO,4) eklenerek
sabunsu yapilar katilastirilir. Daha sonra bu hekzan fazi darasi belli balona alinir.

Balon doner buharlastiriciya yerlestirilir. Hekzanin buharlastirilma islemi atmosfere
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acik 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/Yp) x 100 (3.1)

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

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

3.2.4 Kabak ¢ekirdegi tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag

eldesine yiizey aktif madde katkisinin etkisi

Solvent ekstraksiyonunda yaygin olarak kullanilan hekzan; toksisitesi giiglii, ¢evre
kirliligi yaratan, patlama tehlikesi olan giivenli olmayan bir ¢oziiclidiir. Enzimatik
sulu ekstraksiyon yonteminde gerekli olan enzimlerin de maliyetli olmasi ve zor
bulunabilmesinden dolayr yag eldesinde alternatif bir yontem ihtiyacit ortaya
cikmigtir. Gelistirilen yontemlerden biri de yiizey aktif madde katkili sulu
ekstraksiyon yontemidir. Bu proseste, farkli konsantrasyonlarda yiizey aktif madde

ve tuz igeren sulu ¢ozeltiler ile ekstraksiyonlar yiriitiilmektedir.

Calismanin bu bolimiinde, Labsa 101, Triton X-100, Tween 60, Tween 80,
Stepantex DC90 ve Texapon N 70 yiizey aktif maddeleri ile sulu ekstraksiyon
denemeleri yapilmistir. Enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag eldesinde en yiiksek yag
veriminin gerceklestirildigi ¢calisma kosullar1 esas alinarak iki seri ekstraksiyon daha
yapilmustir. Birinci seride deneyler ¢esitli oranlarda yiizey aktif madde ve tuz igceren
sulu ¢ozeltiler ile yiiritiilmiistiir. Yiizey aktif madde ve tuz ylizdesinin verime olan
etkileri degerlendirilmistir. Ikinci seri ekstraksiyonda ise ayr1 ayr1 su ve belirlenen
pH’taki tampon ¢dzeltisi varliginda enzim ve yiizey aktif maddenin birlikte kullanimi
denenmistir. Her iki ekstraksiyon sonucunun birbirleri iizerine olan etkileri de

incelenmistir.

Yiizey aktif madde eklenerek yapilan sulu ekstraksiyon denemelerinde Bolim
3.2.3’te aciklanan calisma prosediiriine ve verim hesaplama esitliklerine aynen

uyulmustur.
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3.2.5 Kabak cekirdegi tohumlarindan sulu ekstraksiyon ile yag eldesine tohum

miktar1 artirnminin etkisi

Calismanin son asamasinda agirlik olarak 3 kat1 miktarda (12 gr) tohum kullanarak
falkon tiipler yerine balonlarda denemeler yapilmis, tohum miktar1 artirrminin yag

verimine etkileri incelenmistir.

Tohum miktarinin artirildign calismada 3 ayr1 ydntem uygulanmigstir. Onceki
denemelerde verimin yiiksek oldugu gbzlemlenen bir kombinasyon segilip, daha
yiiksek tohum miktar1 kullanilarak yag verimine etkisi test edilmistir. Birinci yontem
olan dogrudan pipetle ¢ekmede, tohumlar belirlenen kosulda balon igerisinde inkiibe
edildikten sonra falkon tiiplere ayrilarak santrifiij edilir. Bos beher ve iginde bos
Pasteur pipetin darasi alinir. Her bir falkon tiiplin yiizeyinde biriken yaglh tabaka
Pasteur pipet aracilifiyla dogrudan cekilerek behere aktarilir; pipette yag kalma
ihtimaline karsin beher ve igindeki pipet birlikte tartilir. Daras1 ¢ikarilip yag verimi

hesaplanir.

Ikinci metot olan dekantasyonda, tohumlar aym sekilde balonda inkiibe edildikten
sonra yine falkonlara ayrilip santrifiij edilir. Daras1 alinmig bir behere falkonlarin
yiizeyindeki yaglar dogrudan dekante edilerek dokiiliir. Darasi ¢ikarilip beherde

kalan yag miktar1 dlgiilerek verim hesaplanir.

Ugiincii islem olan hekzanla ekstraksiyonda, yine tohumlar balona konularak ayni
kosullarda inkiibasyonu saglanir ve santrifiij edilir. Devaminda Bolim 3.2.3’te
aciklanan sulu ekstraksiyon prosediirii uygulanir. Prosediirden tek farki, ekstraksiyon
asamasinda tiim falkonlardaki sivi fazlarin tek bir ayirma hunisinde toplanmasidir.
Basglangi¢ hekzan miktar1 tohum miktariyla orantili olarak artirilarak ekstraksiyon
islemi uygulanir. Daras1 alinmis balondaki hekzan ugurularak balonda kalan bakiye

yag tizerinden verim belirlenir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 Kabak Cekirdegi Tohumlarinin ve Yaginin Karakterizasyonu

0,6-1,0 mm tane biiytikliigiindeki 6gitiilmiis kabuksuz kabak g¢ekirdegi tohumlarinin
yag igerigi, Soxhlet ekstraktorii kullanilarak standart ¢aligma yontemine gore %44,1
olarak belirlenmistir. Bu deger literatiirde kabak cekirdegi tohumlartyla yapilan
calismalarda verilen degerler ile uyum gostermektedir. Tohumlarin igerdigi yag
miktar1 ve diger 6zellikler kabak c¢ekirdegi tiirii, iklim kosullari, ¢ekirdeklerin hasat

zamani ve ekstraksiyon kosullar gibi etkenlere bagli olarak farkliliklar gosterebilir.

4.2 Kabak Cekirdegi Tohumu Yaginin Yag Asitleri Bilesimi

Deneylerde kullanilan kabak gekirdegi tohumlarinin yag asidi bilesimleri Bolim
3.2’de anlatilan yonteme gore gaz kromotografi cihazi kullanimiyla bulunmustur.
Cizelge 4.1’de kabak ¢ekirdeginden elde edilen yagin yag asidi bilesenleri
gosterilmektedir. Sonuglara bakildiginda, kullanilan kabak g¢ekirdegi yagi doymamis
yag asitlerinden olan linoleik asit¢e zengindir ve bilesimin %46’sim1 kapsar. Fazla
miktarda bulunan diger yag asidi ise yaklasik %34 igerigiyle oleik asittir. Bu iKi
doymamis yag asidi, yag asitleri bilesenlerinin %80’ini kapsamaktadirlar. Ayrica
doymus yag asitlerinden palmitik asit ve stearik asit de kabak g¢ekirdegi yaginda

diger baskin ve 6nemli yag asitleridir.
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Cizelge 4.1 : Kabak ¢ekirdegi tohumu yaginin yag asitleri bilesimi.

Yag Asitleri Yag Asitleri Bilesimi (%)
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 Yag Verimine Ekstraksiyon Parametrelerinin Etkisi

Bu ¢alismanin ilk boéliimiinde, proteaz enzimi katkili sulu ekstraksiyon yontemi ile
kabak cekirdegi tohumlarindan yag eldesi ilizerine calisgilmistir. Yag ekstraksiyon
verimine pH, enzim miktar1 ve inkiibasyon siiresi degiskenlerinin etkileri
incelenmistir. Tkinci boliimde ise ekstraksiyon ortamina katilan tuz ve yiizey aktif

maddenin yag verimine olan etkileri aragtirilmistir.

Literatiirde benzer caligmalarda inkiibasyon sicakligi saptanmasinda 30, 40, 50 ve
60°C’de deneyler yapilmistir. Yapilan bu deneylerde en yiiksek yag verimi 50°C
civarindaki inkiibasyon sicakliginda elde edilmistir. Daha yiiksek sicakliklarda
(60°C) yag veriminde azalma goriilmiistiir. Jovanovic ve arkadaslari [77] ile Sharma
ve arkadaslar1 [78] bu durumun enzimlerin sicaklik artinca inaktive olmasindan
kaynaklanabilecegini ifade etmislerdir. Aymi sekilde Moreau ve arkadaglar1 da
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calismalarinda bir¢ok ticari enzim i¢in 50°C’nin optimum ¢alisma sicaklig
oldugunu, ayrica 1:7 tohum:tampon ¢dzeltisi oraninin ekstraksiyon deneyleri igin

uygun bir ¢alisma kosulu oldugunu bildirmislerdir [75].

Ekstraksiyon deneylerinde, 1:7 (ag/hac) tohum:tampon ¢o6zelti oraninda calisilmis,
enzimatik ekstraksiyon galigmalari proteaz enzimi i¢in optimum kosullart belirlemek
amaciyla 50°C’de, 6-24 saat inkiibasyon siiresinde, pH 5-8 araliklarindaki tampon
¢ozeltisi ile ve gram tohum basina 0,25-1,0 mL enzim miktar1 kullanilarak

yuritilmistir.

4.3.1 Kabak cekirdegi tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag

eldesinde pH araliginin yag verimine etkisi

Deneylerde ilk olarak proteaz enziminin aktivite gosterdigi optimum pH degerini
belirlemek amaglanmistir. Bu amagla pH 5-8 degerlerinde, 0,5 mL/g tohum enzim
miktarinda, 6 saat siireli ekstraksiyon deneyleri gergeklestirilmistir. Cizelge 4.2°de

ekstraksiyon verim degerlerinin pH ile degisimi gosterilmektedir.

Cizelge 4.2 : Kabak c¢ekirdegi tohumlarinin proteaz enzimi ile enzimatik sulu
ekstraksiyonunda, yag verimine pH etkisi (50°C, 6 saat inkiibasyon
stiresi, 0,50 mL enzim/g tohum).

Tampon cozeltisi pH degeri Yag verimi (%Vs)
5 37,5
6 38,1
7 29,4
8 25,2

Cizelge 4.2°de verilen verilere gore, pH 5-8 aralifinda yag verimi %25,2-38,1
arasinda degigmektedir. Farkli pH araliklarinin yag verimine etkileri arasinda
birtakim farkliliklar goriinmektedir. Sekil 4.1°de proteaz enzimi ile 6 saat siiren
ekstraksiyon siirecinde meydana gelen yag verimlerinin pH ile degisimi daha net

olarak goriilmektedir.
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Sekil 4.1 : Kabak ¢ekirdegi tohumunun proteaz ile enzimatik sulu ekstraksiyonunda,
yag verimine pH etkisi (50°C, 6 saat, 0,50 mL enzim/g tohum).
Gortildiigii iizere, pH 5 ve pH 6’daki verim degerleri birbirine ¢cok yakindir. pH 5’te
verim %37,5 iken pH 6’da %38,1’°dir. Fakat pH 7’de hizli bir diisiis gozlenmistir.
Bundan sonraki asamada enzim miktariin ekstraksiyon verimine olan etkisi

incelenirken hem pH 5’te hem de pH 6’da deneme yapilmasina karar verilmistir.

4.3.2 Kabak cekirdegi tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag

eldesinde enzim miktarinin yag verimine etkisi

Calismanin bu kisminda proteaz enziminin aktivite gosterdigi optimum enzim
miktarini belirlemek hedeflenmistir. pH 5 ve pH 6 verim degerleri 0,5 mL/g tohum
enzim miktarinda birbirine yakin ¢iktigi igin, ekstraksiyon verimlerinin enzim
miktart ile degisimi her iki pH degeri i¢in de incelenmis ve elde edilen sonuglar
Cizelge 4.3’te verilmistir. Sekil 4.2°de ise pH 5 ve pH 6’da yag veriminin enzim

miktari ile degisim grafigi gdosterilmistir.

Sekil 4.2’ye bakildiginda, gram tohum basma enzim miktar1 0,25 mL degerinden
0,50 mL degerine yiikseldiginde her iki pH ortaminda verim degerinin arttig1, 0,75
mL degerine kadar da artmaya devam ettigi goriilmiistiir. 0,50 mL’de iki pH da ¢ok
yakin degerlere ulasmis olsa da, miktar arttik¢a elde edilen degerler pH 5°te daha
yiikksek goriinmektedir. 0,75 mL’den 1,0 mL’ye yiikseldiginde ise pH 5’te diisiis
gortliip pH 6’da yiikselme olmasina ragmen pH 5’teki deger hala daha yiiksektir. pH

5’te en yiiksek ekstraksiyon verimi 0,75 mL/g tohum enzim miktar1 ile %44,1 iken
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Cizelge 4.3 : Kabak c¢ekirdegi tohumlarmin proteaz enzimi ile enzimatik sulu
ekstraksiyonunda, yag verimine enzim miktarinin etkisi (50°C, 6 saat
inkiibasyon siiresi).

Enzim miktari Yag Verimi (%Vs)
(mL/g tohum) pH 5 pH 6
0,25 35,5 32,5
0,50 37,5 38,1
0,75 441 38,6
1,00 434 421
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Sekil 4.2 : Kabak ¢ekirdegi tohumunun proteaz ile enzimatik sulu ekstraksiyonunda,
yag verimine enzim miktarinin etkisi (50°C, 6 saat).

pH 6’da en yiiksek verim 1,0 mL/g tohum enzim miktarinda %42,1 olarak
Olciilmiistiir. Bu verilerden pH 5’te daha iyi sonuglar alinabilecegi anlasilmistir.
Bundan sonra siire artisiyla enzim aktivitesini daha uzun siire saglayip yag salinimini
artirarak daha yiiksek verim elde edilebilecegi diisiincesiyle, daha uzun siirelerde

ekstraksiyon yapilmasina karar verilmistir.
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4.3.3 Kabak cekirdegi tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag

eldesinde siire artisinin yag verimine etkisi

Deneylerin bu asamasinda proteaz enzimi ile pH 5’te, 0,75 mL/g tohum enzim
miktarinda, 6, 18, 24 saatlik siirclerde ekstraksiyonlar yiiriitilmustiir. Ekstraksiyonda

yag veriminde siire faktori ile elde edilen sonuglar Cizelge 4.4°te verilmistir.

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

Siire (saat) Yag Verimi (%Vs)
6 441
18 50,3
24 57,2

pH 5 ortaminda calisildiginda, siire arttikca ekstraksiyon veriminin de arttig
gozlemlenmistir. 0,75 mL/g tohum enzim miktarinda 18 saat sonunda %50,3 verim
elde edilirken, siirenin 24 saate uzatilmasi ile verim %57,2 degerine ulagsmistir. Siire

ile beraber verim artis1 Sekil 4.3°te daha iyi anlagilmaktadir.
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Sekil 4.3 : Kabak ¢ekirdegi tohumunun proteaz ile enzimatik sulu ekstraksiyonunda,
yag verimine siire etkisi (50°C, pH 5, 0,75 mL/g tohum enzim miktar1).
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Sonug olarak, proteaz enzimi ile pH 5°te, 0,75 mL/g tohum enzim miktar ile 24

saatlik bir ekstraksiyon sonucunda %57,2 verim ile yag elde edilebilmistir.

4.3.4 Kabak cekirdegi tohumlarindan enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag

eldesinde yiizey aktif madde ve tuz katkisinin yag verimine etkisi

Calismanin ikinci kisminda, ekstraksiyon ortamina yiizey aktif madde ve tuz
eklenmesinin ekstraksiyon verimi {izerine olan etkileri incelenmistir. Enzimatik sulu
ekstraksiyon deneylerinde wulasilan optimum kosullar yilizey aktif madde
kullaniminda da uygulanmistir. Enzimatik ekstraksiyonda oldugu gibi, santrifiij
asamasini takiben sulu fazlar hekzan ile ekstrakte edilmis ve %Vs yag verimleri

hesaplanmustir.

Yiizey aktif maddeler olarak Labsa 101, Tween 60, Tween 80, Triton X-100,
Stepantex DC90 ve Texapon N 70 kullanilmustir. ilk kistmda, kullanilan yiizey aktif
madde konsantrasyonu hacimce %21 ve tuz konsantrasyonu agirlikga %5 olarak
alinarak enzimsiz, sulu ortamda ckstraksiyon deneyleri yiiriitilmistiir. Sonuglar

Cizelge 4.5’te gosterilmektedir.

Cizelge 4.5 : Kabak cekirdegi tohumlarinin tuz ve gesitli yiizey aktif madde katkili
sulu ekstraksiyonunda, yag verimlerinin degisimi (50°C, 24 saat, %1
yiizey aktif madde, %5 NaCl).

Ekstraksiyon Ortamm Yag Verimi (%Vs)
Triton X-100 + NaCl 41,2
Labsa 101 + NaCl 40,1
Tween 80 + NaCl 38,2
Tween 60 + NaCl 36,3
Stepantex DC90 + NaCl 33,6
Texapon N 70 + NaCl 24,8

Sonuglara bakildiginda, en yiiksek verim Triton X-100 ile %41,2 olarak
belirlenmistir. Bu degeri, Labsa 101 %40,1 ve Tween 80 %38,2 yag verimi ile takip

etmektedir. Degerler birbirlerine ¢ok yakin oldugu i¢in, tuz konsantrasyonunun
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belirlendigi islemde 3 yiizey aktif madde birlikte test edilmistir. Bu amagla Triton X-
100, Labsa 101 ve Tween 80 konsantrasyonlari %1 olarak sabit tutularak tuz

konsantrasyonu artirilmistir. Elde edilen degerler Cizelge 4.6’da verilmektedir.

Cizelge 4.6 : Kabak cekirdegi tohumlarmin yiizey aktif madde katkili sulu
ekstraksiyonunda, tuz konsantrasyonunun artisiyla yag verimlerinin
degisimi (50°C, 24 saat, %] yiizey aktif madde).

Ekstraksiyon Ortamn  NaCl Konsantrasyonu (%6) Yag Verimi (%Vs)

10 46,2

Tween 80 15 487
20 49,8

10 43,1

Labsa 101 15 39,2
20 40,2

10 45,4

Triton X-100 15 56,5
20 54,7

Gorildigi gibi, tuz konsantrasyonundaki artis Tween 80 igeren ortamdaki yag
veriminde onemli bir degisim yaratmamistir; yag verimi %46,2 ile %49,8 arasinda
degismektedir. Ulasilan en yiiksek verim %49,8’dir. Labsa 101°de %10 tuz
miktarindan itibaren artan tuz konsantrasyonuyla diisiisler gézlenmistir. En yiiksek
yag verimine %10 NaCl konsantrasyonunda %43,1 ile ulagilmistir. Triton X-100’e
bakildiginda ise, tuz arttirildikga verimde onemli bir artis gézlenmistir. %15 NaCl
katkisi ile elde edilen %56,5 sulu ekstraksiyon verimi, neredeyse proteaz katkisi ile
elde edilen verim olan %57,2’ye yaklasmistir. BOylece deneylere Triton X-100

yiizey aktif maddesi ile devam edilmesine karar verilmistir.

Yiizey aktif madde katkili sulu ekstraksiyonda optimum kosullar belirlenirken son

olarak tuz konsantrasyonu sabit tutularak farkli konsantrasyonlarda Triton X-100
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miktarlarinin yag verimine etkisi incelenmistir. Ulagilan verimler Cizelge 4.7°de

belirtilmektedir.

Cizelge 4.7 : Kabak cekirdegi tohumlarinin yiizey aktif madde katkili sulu
ekstraksiyonunda,  Triton  X-100  konsantrasyonuyla  yag
verimlerinin degisimi (50°C, 24 saat, %15 NaCl).

Triton X-100 Konsantrasyonu (%) Yag Verimi (%Vs)
0,5 54,1
1,0 56,5
15 43,5
2,0 38,6

Sonuglar incelendiginde, %1 Triton X-100 ile %56,5 verim elde ederek maksimum
degere ulagilmig ve yiizey aktif madde miktarinin artisiyla yag veriminde hizli bir
diisiis gozlenmistir. Yiizey aktif madde katkili sulu ekstraksiyon deneylerinde sonug
olarak, %15 NaCl kullanarak %1 Triton X-100 miktarinda 24 saatte %56,5 verime
ulagilmistir. Deneylerin devaminda, enzim ve yilizey aktif maddenin birlikte
kullaniminin yag verimine etkisini 6lgmek amaciyla %15 NaCl konsantrasyonu, %1
Triton X-100, 0,75 mL/g tohum proteaz miktarlar1 baz alinarak, enzimli ve enzimsiz
olarak, ayr1 ayr1 pH 5 tampon ¢6zeltisi ve distile su varliginda 24 saatlik ekstraksiyon

deneyleri yiiriitiilmiistiir. Sonuglar Cizelge 4.8’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.8’deki sonuglara gore; distile su igeren ekstraksiyon ortaminda, tuz
olmadan sadece Triton X-100 kullanildiginda verimin %29,3 ile ¢ok diisiik oldugu
gorilmistiir. Yiizey aktif maddelerin tuz varliginda daha iyi calistig1 diisiiniiliince bu
beklenen bir sonugtur. Ciinkii ortamdaki tuz miktarinin azalmasi ile yiiklii bas
gruplar1 arasindaki itmenin ve dolayisiyla misel olusturmak i¢in gerekli enerjinin
artmasi yiizey geriliminde artmaya neden olmaktadir. Proteaz+tuz kombinasyonunun
yag verimi ile sadece proteaz kullanilarak elde edilen yag verimi kiyaslandiginda
onemli bir fark goriilmemistir. Triton X-100’tin NaCl veya proteaz ile kullanimi
sirastyla %56,5 ve %56,8 degerleri ile neredeyse ayni verime ulastirmigtir. Distile su
ortamindaki en yiiksek degere ise, Triton X-100 - NaCl ortamina proteaz ilavesi ile

erisilerek verim %56,5’ten %61,4’°¢ yiikselmistir.

47



Cizelge 4.8 : Kabak ¢ekirdegi tohumlarimin enzim, tuz ve yiizey aktif madde
karisimlart ile sulu ekstraksiyonunda, dH,O ve pH 5 tampon
¢Ozeltisi ortaminda yag verimlerinin degisimi (50°C, 24 saat, pH 5,
0,75 mL proteaz/g tohum, %1 Triton X-100, %15 NacCl).

Yag Verimi (%Vs)
Ekstraksiyon Ortamm
dH,0 pH 5
Proteaz 53,7 57,2
Proteaz + NaCl 51,2 52,4
Triton X-100 29,3 43,6
Triton X-100 + NaCl 56,5 58,7
Triton X-100 + Proteaz 56,8 56,1
Triton X-100 + Proteaz + NaCl 61,4 60,2

pH 5 tampon ¢ozeltisi iceren ekstraksiyon ortaminda, tuz olmaksizin sadece Triton
X-100 kullaniminda %43,6’lik bir verime ulasilmistir. Bu degerin su ile ulasilan
verimden (%29,3) fazla olmasinin sebebi igerigindeki fosfat ¢ozeltileridir. Proteaz
enzimi tuz ile kullanildiginda tipkr su ortaminda oldugu gibi yag veriminde diisiis
gozlenmistir. Bu sonuglardan, ortamda tuz olunca proteaz aktivitesinde disiis
gozlendigi soylenebilir. pH 5 ortaminda Triton X-100 ile NaCl beraber
kullanildiginda 9%58,7’lik verime ulasilmistir. Bu deger hem distile su ortamindaki
Triton X-100 ve NaCl kullanilarak elde edilen verimden (%56,5) daha yiiksek, hem
de enzimatik sulu ekstraksiyon ile pH 5 ortaminda proteaz enzimi kullanimiyla elde
edilen verimden (%57,2) daha yiiksektir. Boylece sadece tuz ve yiizey aktif madde
katkilartyla enzimatik sulu ekstraksiyon deneylerinden daha yiiksek verime
ulasilabilecegi gosterilmistir. pH 5 tampon ¢ozeltisi ortamindaki en yliksek degere
ise, Triton X-100 - NaCl ortamina proteaz ilavesi ile ulagilarak verim %58,7’den

%60,2’ye ylikselmistir.

Sonug olarak, en yliksek sonuclar distile su ortaminda Triton X-100, tuz ve proteaz
enziminin birlikte kullanimi ile %61,4 yag verimine ulasilarak elde edilmistir. pH 5

fosfat tampon c¢ozeltisi varliginda da aym1 kombinasyon ile yakin degerlere
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ulagilmistir  (%60,2). Boylece yiizey aktif madde ve enzim ayni zamanda

kullanildiginda en yiiksek verimlere ulagildigi goriilmiistiir.

4.4 Kabak Cekirdegi Tohumlarindan Sulu Ekstraksiyon ile Yag Eldesinde Yag

Verimine Tohum Miktar1 Artirimimin EtKisi

Calismanin son kisminda, yag verimine etkisini belirlemek amaciyla tohum
miktarinin artirildigl ¢alismalar yapilmistir. Boylece gelecekte pilot tesis Oncesi
caligma Onerileri gelistirilmesine katkida bulunmus olunacaktir. Yag ekstraksiyonu
uygulamak i¢in, onceki ¢alismalarda hem yiiksek verim elde edilen (%58,7), hem de
yiiksek maliyete sahip enzimlerin kullanilmadigi pH 5 ¢ozeltisi - %15 NaCl - %1
Triton X-100 kombinasyonu segilerek yag verimleri incelenmistir. Dogrudan pipetle
¢ekme, dekantasyon ve hekzanla ekstraksiyon yontemleri ile belirlenen yag verimleri

Cizelge 4.9°da gosterilmektedir.

Cizelge 4.9 : Kabak cekirdegi tohumlarindan tohum miktar1 artirimi ile yag
ekstraksiyonunda, farkli yontemlerin yag verimine etkisi.

Uygulanan Yontem Yag Verimi (%Vs)
Dogrudan pipetle ¢ekme 41,3
Dekantasyon 24,5
Hekzanla ekstraksiyon 60,4

Sonuglara bakildiginda, pipetle cekme ve dekantasyon metotlarinda pek 1yi verimler
almamamistir. Dogrudan pipetle cekmede verimin diisiik olmasi normaldir; ¢linkii
hem falkonun yiizeyinde hala birtakim yaglar kalmakta, hem de Pasteur pipetin i¢ine
sadece yag degil bir miktar sivi faz da karigsabilmektedir. Dekantasyon yonteminde
de verim diisiik olabilmektedir; sivi fazda hala alinamayan yaglar kalabilmektedir.
En tutarli sonuglara hekzanla ekstraksiyon ile ulasilmis olup, verimin %58,7’den
%60,4’e ¢iktig1 gozlenmistir. Verimdeki yiikselis heniiz az olarak goriinse de, daha
bliylik miktarlarda ¢alisilirsa kayiplar daha az olabilir, daha yiiksek verimler elde
edilebilir. Boylelikle tohum miktarinin artirilmasi ile potansiyel bir durumun séz
konusu olabilecegi ve kabak c¢ekirdeginden enzim kullanmaksizin sadece tuz ve
yiizey aktif madde katkisi ile sulu ekstraksiyon yapilarak yiiksek verimde yag elde

edilebilecegi diisiiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu caligmanin amaci; insan saghigi i¢in faydali yag asidi bilesimine sahip kabak
¢ekirdeginden yag ekstraksiyonudur. Cevre dostu, ekonomik, insan sagligina zarar
vermeyen bir yontem Kkullanarak yiiksek verimde Kkaliteli yag eclde etmek
amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, kabak ¢ekirdegi tohumlarindan enzim, tuz-
yiizey aktif madde ve tuz-enzim-yiizey aktif madde katkilar1 ile sulu ekstraksiyon
yontemi uygulanarak yag c¢ikarilmistir. Enzimatik sulu ekstraksiyonda, yag
ekstraksiyon verimine pH, enzim miktar1 ve siire parametrelerinin etkileri
incelenmis, en yiiksek verimle yag eldesi kosullar1 belirlenmistir. Daha sonra tohum

miktar1 artirilip birtakim ¢aligmalar denenerek yag verimine etkisi incelenmistir.

Deneylerin ilk boliimiinde, enzimatik sulu ekstraksiyon yontemiyle proteaz enzimi
kullantminin yag verimine etkisi incelenmistir. Ulasilan optimum pH, enzim miktar1
ve siire sirasiyla 5, 0,75 mL/gr tohum ve 24 saat olarak belirlenmistir. Bu sartlar

altinda elde edilen verim %57,2’dir.

Calismanin devaminda, sulu ekstraksiyon ortamina Labsa 101, Tween 60, Tween 80,
Triton X-100, Stepantex DC90 ve Texapon N 70 yiizey aktif maddeleri eklenerek
yag verimindeki etkileri arastirilmigtir. Agirlikga %5 NaCl ve hacimce %1 yiizey
aktif madde igeren sulu ¢ozeltiler ile yapilan ekstraksiyonlar sonucunda en yiiksek
verim Triton X-100 ile elde edilmistir. Daha sonra ekstraksiyon verimine farkli
konsantrasyonlardaki Triton X-100 ve tuz miktarlarinin etkileri test edilmistir. Triton
X-100 ilavesi %0,5-2 oraninda ve NaCl katkist da %5-20 arasinda uygulanmustir.
dH,0, %15 NaCl tuzu ve %1 Triton X-100 katkili ekstraksiyon ¢ozeltisi ile %56,5

verim elde edilmistir.

Enzimatik sulu ekstraksiyon ve yiizey aktif madde katkili sulu ekstraksiyon
deneylerinde ulasilan optimum kosullarda, enzim ve tuz-ylizey aktif maddenin
birlikte kullanimi1 ayri1 ayr1 hem distile su hem de pH 5 tampon ¢o6zeltisi varliginda
yiritilmistir. En yiikksek verime %61,4 ile dH,0, %15 NaCl, %1 Triton X-100,
0,75 mL/g tohum proteaz enzim kombinasyonu ile ulasiimistir. Ayni1 kombinasyonun

pH 5 tampon ¢ozeltisi ile yag verimi de %60,2 ile yaklasik bir degerdedir.
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Elde edilen sonuglar, enzim kullanmaksizin sadece tuz-yilizey aktif madde katkili
sulu ekstraksiyon ile de enzimatik ekstraksiyon ile ulasilan verime ulasilabilecegini
gostermektedir. Hatta %15 NaCl - %1 Triton X-100’{in distile su yerine pH 5 tampon
¢oOzeltisi ile beraber kullanimi enzimatik ekstraksiyondan daha iyi sonu¢ vermistir
(%58,7). Enzim ile birlikte tuz-yiizey aktif madde kullanimi ise dogrudan yag

Verimini arttirict etki gostermistir.

En son asamada, endiistriyel olarak degerlendirme amaciyla tohum miktarinin
artirlldigi bir ¢alisma yapilmis ve yag verimleri incelenmistir. Yag ekstraksiyonu icin
hem yag veriminin yiiksek oldugu (%58,7), hem de yiiksek maliyete sahip enzimlerin
kullanilmadigi pH 5 ¢ozeltisi - %15 NaCl - %1 Triton X-100 kombinasyonu
secilerek bu calisma kosullar1 uygulanmistir. Dogrudan pipetle ¢ekme, dekantasyon
ve hekzanla ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen yag verimleri karsilastirilmistir.
Dogrudan pipetle cekmede verim diisiiktiir; ¢linkii hem santrifiij tlipliniin yiizeyinde
hala alimamayan yaglar kalmakta, hem de pipetin icine sadece yag degil bir miktar
stvi faz da karisabilmektedir. Ayni sekilde dekantasyonda da verim diisiik
olabilmekte; dekantasyon isleminden sonra sivi fazin yiizeyinde hala istenen yaglar
kalabilmektedir. Bu iki metotta da deneylerde kullanilan santriflij cihazi yetersiz
kaldigindan, her ne kadar balon i¢inde inkiibasyonlari saglanmis olsa da devaminda
tekrar 50 mL’lik falkon tiiplere boliinerek ayr1 ayri santrifiij edilmektedirler. Biiyiik
sanayi tipi santrifiijlerde ayr1 tiiplere boliinmeden santrifiij edilerek kayiplarin
azaltilmas1 miimkiindiir. Beklenildigi tizere ilk iki metot tutarli sonuglar vermese de,
hekzanla ekstraksiyon ile bu verimin %58,7’den %60,4’e ¢iktig1 gorilmistiir. Bu
noktada kiigiik bir verim artis1 gozlenmis olsa da, daha fazla tohum miktariyla
caligilirsa potansiyel bir durumun séz konusu olabilecegi ve kabak cekirdeginden
enzim kullanmaksizin sadece tuz ve yiizey aktif madde katkisi ile sulu ekstraksiyon
yapilarak yiiksek verimde yag elde edilebilecegi 6n goriilmektedir. Ekstraksiyon
deneylerinde aslinda tane boyutu kiiciildiik¢e yag verimi artar, fakat endiistriyel
olarak degerlendirmek amaglandigi icin enerji gereksinimlerini diisiirmek amaciyla

belirli boyutlardaki tohumlarin kullanilmas1 gerekmektedir.

lleriye yonelik ¢alismalarda yag salmimii artirmak icin farkli enzimler denenerek
hiicre duvarin1 daha iyi degrade edebilecek olanlar veya enzim kokteylleri
kullanilabilir. Daha ucuz ve kolay iiretilebilen mikroorganizmalardan elde edilecek

cesitli enzimler ve enzim karigimlart denenebilir. Rendeleme, ekstriizyon, hidrotermal
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islem gibi ¢esitli 6n islemler uygulanarak yag verimi artirilabilir. Eger ekstraksiyon
sirasinda  emiilsiyon olusursa, yagi alabilmek i¢in emiilsiyon kirilmalidir.
Emiilsiyonu ortadan kaldirabilmek icin ¢esitli yontemler bulunmaktadir. Hekzanh
ekstraksiyonla ayirma, 1sitma, dondurma, asidifikasyon, sofra tuzu ekleme, sodyum
stilfat filtrasyonu, buzda ultrasonik banyo emiilsiyon kirma yontemlerinden
bazilaridir. Ayrica, yag verimini maksimuma ¢ikarmak icin yeni yontemler

gelistirilebilir.

Enzimatik ve yiizey aktif madde katkili sulu ekstraksiyon yontemleri ¢evre, insan
saglig1 ve giivenlik agisindan 6nem arz etmektedir. Bu sayede zararli ¢oziiciilerin
kullanim1 ortadan kalkmaktadir. Yag eldesi asamalarim1 kolaylastirmak, prosesi
endiistriyel agidan daha cazip hale getirmek ve ticari potansiyelini degerlendirebilmek
icin pilot tesis arastirmalar1 yapilmalidir. Bu ¢alismada, tohum miktarini artirarak bir
deneme yapilmis olup bu yontemlerin gelistirilmesi gerekmektedir. Enzim maliyeti ve
disik yag eldesi enzimatik ekstraksiyon teknolojisini benimsemeye engel
olusturabilecek baslica sebeplerdir. Enzim iretim siireglerinde ilerleme oldukga
maliyetinin dismesi ve temin edilebilirligi arttikga uygulanabilir bir teknoloji haline

gelmesi beklenmektedir.

Enzim maliyetleri agisindan bakildiginda yiizey aktif madde kullanimi oldukc¢a
avantajli olabilecek konumdadir. Farkli yiizey aktif maddelerin kullanimiyla daha
yiiksek verimler elde edilebilir. Ancak yiizey aktif maddenin yagin kalitesine olan
etkisinin ve endiistride uygulanabilirliginin daha detayli olarak arastirilmasi

gerekmektedir.
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