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HAM PAMUK YAGINDAN ENZIMATIK YONTEMLE FOSFOLiPiDLERIN
GIDERILMESI

OZET

Presleme ve ¢oziicii ekstraksiyonu ile elde edilen ham yaglar, yapiskan madde (gum)
olarak bilinen fosfolipidleri, regineleri, iz metalleri igerirler. Kimyasal ve fiziksel
rafinasyonun ilk kademesini olusturan yapiskan maddelerin  giderilmesi
(degumming) islemi, cesitli yontemlerle yagdan bu maddelerin uzaklastirilmasidir.
Emiilgator yapidaki fosfolipidlerin uzaklastirilmasiyla, asitlik giderme asamasinda
yag kaybi Onlenir ve atitk su miktar1 diiger. Ayrica iz metaller ile oksidatif
reaksiyonlarin olugmasi ve yiiksek sicaklikta gerceklestirilen koku giderme
asamasinda yag renginin koyulasmasi onlenir. Basarili bir fiziksel rafinasyon igin,
ham yagin fosfor igeriginin 10 ppm’in altina diismesi gereklidir. Sanayide oldukca
yaygin olarak uygulanan hidratasyon ve asidik ¢ozeltilerle muamele seklinde
uygulanan yontemlerle diisiik fosfolipid i¢eren yaglardaki fosfor miktari istenen
seviyeye diistiriilebilmektedir. Ancak son yillarda fosfolipid miktari ¢ok yiiksek olan
kolza, piring kepegi, soya gibi yaglardan fiziksel yontemle fosfolipid giderilmesinde
enzimatik yontemler lizerine g¢alismalar hiz kazanmistir. Bu amagla gelistirilen
yontemde, fosfolipidlerin  fosfolipaz enzimi yardimiyla suda ¢Oziinebilen
fosfolipidler haline getirilip, santrifiij ile yagdan uzaklastirilmasi amaglanmaktadir.
Bu yontem daha az atik su ve daha az yag kaybina neden oldugundan daha ekonomik
yontem olarak 6nerilmektedir.

Bu ¢aligmada, %1-2,5 gibi yiiksek miktarda fosfolipid igeren ham pamuk yagindaki
fosfolipidlerin Thermomyces lanuginosus/Fusarium oxysporum’den elde edilmis
Lecitase® Ultra A1 enzimi yardimiyla uzaklastirilmasinda, karistirma hizinin, enzim,
su ve asit miktarlarinin, sicakligin ve pH’in etkisi incelenmis ve uygun kosullar
belirlenmistir.

Fosfor icerigi baslangicta 845,6 ppm olan ham pamuk yagindan fosfolipidlerin
uzaklastirilmas1 amaciyla; asidik, tiim reaktanlarin ayni ¢calisma sicakliginda ortama
ilave edildigi enzimatik ve EnzyMax® yontemleri kullanilmistir. Calismada once
asidik ve enzimatik yontemle fosfolipid giderilmesi karsilastirilmis ve enzimatik
yontemle fosfolipid giderilmesi yonteminin daha etkin oldugu goriilmistiir. 3 saatlik
fosfolipid giderilmesi isleminde asidik yontemle elde edilen iiriiniin fosfor igerigi
357,4 ppm iken enzimatik yontemle bu deger 149,9 ppm olarak bulunmustur.

Enzimatik yontemle fosfolipid giderilmesi iizerine karistirma hizinin etkisi
incelenmis ve en uygun karigtirma hizinin 1400 rpm oldugu belirlenmistir. 500 rpm
ve 1400 rpm karistirma hizlarinda gergeklestirilen deneylerde, 3 saat sonunda alinan
yag Orneklerinin fosfor igerikleri sirasiyla 149,9 ppm ve 128,2 ppm olarak
belirlenmistir.

Tim reaktanlarin ayni calisma sicaklifinda ortama ilave edildigi enzimatik ve
EnzyMax® yontemlerini karsilastirmak amaci ile 1400 rpm karigtirma hizinda ve 2
mL enzim miktar1 ile deneyler gergeklestirilmistir. 3 saat sonunda elde edilen
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yaglarin fosfor icerikleri 89 ppm olarak bulunmustur. Hem uygulama kolayligi hem
de ekonomik olmasi agisindan tiim reaktanlarin ayni ¢alisma sicakliginda ham yaga
ilave edildigi yontem olan enzimatik yontem en uygun yontem olarak segilmistir. En
diisiik fosfor icerigi 8,1 ppm olarak, 75 gram pamuk yagi i¢in, 8 mL enzim, 6 mL su,
0,9 mL sitrik asit miktarlarinda, 50°C’de ve pH 5,5’te, 2 saat siireyle yiiriitiilen
calismada elde edilmistir.
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REMOVAL OF PHOSPHOLIPIDS FROM CRUDE COTTONSEED OIL BY
ENZYMATIC METHOD

SUMMARY

Crude oils obtained by pressing and solvent extraction contain a number of
impurities such as free fatty acids, mono and di-acylglycerols, phospholipids, resins,
trace metals, tocopherols, sterols, hydrocarbons, ketones, pigments, odors and other
minor compounds. Most of these have unfavorable effects on the flavor, odor,
appearance and shelf life of the oil. The purpose of vegetable oil refining is to
remove undesirable impurities with the least possible damage to the triaclyglycerols,
natural antioxidants and vitamins.

In industrial practice, there are two major alternative processing methods known as
chemical and physical refining. In chemical refining, almost all free fatty acids, most
of the phospholipids and other impurities are removed during neutralization by
treatment with an alkali solution such as sodium hydroxide, potassium hydroxide,
sodium bicarbonate. The oil is subsequently bleached and deodorized. The physical
refining generally consists of a degumming step followed by bleaching and steam
striping for the purpose of fatty acids and deodorization. Chemical refining of
vegetable oils is an important method and generally practiced in the oil refining
process. However, the physical refining has advantage such as higher oil yield,
reduction of chemicals and water, considerable reduction in the environmental
impact.

In the degumming step which is the first step of both chemical and physical refining,
phospholipids, trace metals, resins known as gums are removed from the oil. The
removal of phospholipids is essential for several reasons. Phospholipids are excellent
emulsifiers and therefore increase refining losses. Also, they are connected to trace
metals, which cause to reduce oxidative stability of oil and they can cause color
inversion and fixation in deodorized oils. Depending on their structure, some
phospholipids are soluble in the water, while others are insoluble in the water. In the
water degumming, only hydratable phospholipids can be removed by water phase
after centrifugation. In acid degumming, nonhydratable phospholipids which are
converted to hydratable types with acid are removed. Oils degumming process plays
a critical role in the physical refining of edible oil. A prerequisite for the successful
process of physical refining is to reduce the phosphorus content to less than 10 ppm.
Degumming processes like as water degumming and acid degumming for some oils
that have high quantities of nonhyratble phospoholipids cannot always achieve the
low phosphorus contents for physical refining. Super degumming, total degumming
and ultrafiltration process designed for physical refining are rarely used in oil plants
because of their unreliability and operation costs.

Enzymatic oil degumming is a suitable process for reducing the phosphorus content
of vegetable oils below 10 ppm for physical refining. It was first introduced in the
1990s by the German Lurgi and R6hm companies as the “EnzyMax® Process”. In
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this process, a phospholipase is used to convert the nonhydratable phospholipids into
their hydratable form which were then removed by centrifugation. Compared with
the conventional degumming processes, enzymatic degumming has many
advantages. In addition to the reduction in the amounts of acid and base used and
wastewater generated during the refining process, an enhancement in oil yields and
reduction in operation costs can be observed.

Cottonseed oil is obtained from the seeds of the cotton plant. The oil is a by-product
of cotton production and as such its availability is dependent upon the supply and
demand for the cotton fiber surrounding the oilseed. Its fatty acid profile is typical of
the oleic-linoleic group of vegetable oils, since those two acids comprise almost 75%
of the total fatty acids. Palmitic acid (21.4-26.4%) is a major saturated fatty acid in
cottonseed oil. Crude cottonseed oil contains many kinds of nonglyceride materials
which contribute to the strong, characteristic flavor and dark reddish-brown color of
the oil such as phospholipids, gossypol, tocopherols, sterols, resins, etc. Crude
cottonseed oil contains 1-2.5% phospholipids but the color of the lecithin is too dark
for human consumption. Gossypol, one of the most important nonglyceride materials
in the cottonseed oil, is a pigment which is toxic and antioxidant. Almost all of these
compounds are removed during the refining process. Annual production of
cottonseed oil was 5,000,000 tons in the world and 144,000 tons in Turkey in 2010.
Cottonseed oil was the 2" in Turkey ranking after sunflower oil. Almost 100% of
cottonseed oil is produced from local seeds. 13.8% of Turkey’s 2010 cottonseed oil
production was consumed as liquid oil, 17.8% was used in the preparation of
margarines, 63.2% was used in the production of soap, paint and feed and 5.5% was
exported. Cottonseed oil was the 5™ after sunflower, canola, corn and soybean oils in
liquid oil consumption of Turkey.

In this study, enzymatic degumming process was applied to remove phospholipids
from crude cottonseed oil that contains high level (1-2.5%) phospholipids by using
microbial Lecitase® Ultra A1 from Thermomyces lanuginosus/Fusarium oxysporum.
The effects of important determining factors on the residual phosphorus
concentration of cottonseed oil, such as stirring rate, amounts of enzyme, water and
acid, temperature and pH were investigated and suitable operating conditions that
minimize residual phosphorus were found.

To remove the phospholipids from crude cottonseed oil which’s initial phosphorus
content was 845.6 ppm, acidic degumming, enzymatic degumming that all reactants
were added at reaction temperature and EnzyMax® processes were applied. The
reactions were continued for 3 hours and the samples were taken for phosphorus
content measurement at certain intervals. Phosphorus contents of crude oil and
degummed oils were determined by standard AOCS method Ca 12-55. This method
determines phosphorus or the equivalent phosphatide content of oil by ashing the
sample in the presence of magnesium oxide, followed by measurement of
phosphorus as a blue phosphomolybdic acid complex at 830 nm with
spectrophotometer.

In this study firstly, acid degumming and enzymatic degumming process that all
reactants were added at reaction temperature were compared. After the acid
treatment at 80°C, the phosphorus content in the oil was reduced from 845.6 ppm to
357.3 ppm whereas it was reduced to 149.9 ppm by enzymatic degumming process
in 3 hours. Acid degumming process could not achieve low phosphorus content for
cottonseed oil. So it was observed that enzymatic degumming was more effective
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than acid degumming. Then, the effect of stirring rate on enzymatic degumming
process was investigated and suitable stirring rate was found as 1400 rpm. The
phosphorus contents of cottonseed oils which are obtained from trials performed in
500 rpm and 1400 rpm were found 149.9 ppm and 128.2 ppm, respectively.

In order to find suitable enzymatic degumming method for cottonseed oil, enzymatic
degumming that all reactants were added at reaction temperature and EnzyMax®
processes were compared. In Enzymax® process, after pre-acid treatment at 80°C in
20 minutes, the temperature of the oil was reduced to reaction temperature and
NaOH for adjusting pH, water and enzyme were added. In the other enzymatic
degumming process, enzyme and other reactants were added in the same time at
reaction temperature. In both processes by 2 mL of enzyme amount and 1400 rpm of
stirring rate, the phosphorus contents of the cottonseed oils were measured as about
89 ppm after 3 hours. Basing on these results, enzymatic process that all reactants
were added at reaction temperature was chosen as convenient enzymatic degumming
process. Because there was no significant difference between two processes and
enzymatic degumming process that all reactants were added at reaction temperature
was easier to apply and also more economical than EnzyMax® process.

At the next stage of this study, to reduce the phosphorus content of cottonseed oil to
less than 10 ppm, effects of the amounts of enzyme, water and acid, temperature and
pH on the enzymatic degumming were investigated. To determine appropriate
amount, experiments were carried out by using 6, 8 and 10 mL of enzymes amounts
in the conditions which specified by literature (50°C, 1.5 mL water/75 g oil and 0.1
mL citric acid/75 g oil). The residual phosphorus content in the degummed oil
decreased with increasing enzyme amount. After 3 hours of reaction, phosphorus
levels of cottonseed oils with 8 mL and 10 mL of enzyme amounts, were almost the
same, 37.1 ppm and 36.9 ppm, respectively. Therefore 8 mL of enzyme amount was
chosen as appropriate enzyme amount. The level of water was chosen as second
parameter investigated. To obtain suitable level of water, degumming experiments
were carried out by 1.5, 3, 6 and 8 mL of water quantities. Results showed the
negative effect of added water on residual phosphorus in the oil. This can be
attributed to hydrolase nature of the used enzyme and direct contribution of water in
the hydrolysis of phospholipids. When the level of water was increased to 8 mL from
6 mL, the residual phosphorus content in the oil did not significantly change at the
end of 3 hours application, so convenient level of water was chosen as 6 mL. To
analyze the effect of level of acid on direct enzymatic degumming, the trials were
performed with 0.1, 0.3, 0.6 and 0.9 mL of levels of acid. By using 0.9 mL acid, the
phosphorus content of cottonseed oil was reduced to 8.7 ppm in 1 hour and 8.1 ppm
in 2 hours. Therefore the convenient acid amount was chosen as 0.9 mL. To observe
the effect of temperature on the enzymatic degumming process, the trials were
carried out at temperatures of 30, 50 and 60°C. Whereas the phosphorus content of
oil increased at 30°C, it did not significantly change at 60°C, so suitable temperature
was chosen as 50°C. This can be related to kinetics of enzyme activity. Lastly, to
investigate the effect of pH on enzymatic degumming process, experiments were
carried out at different values of pH (4, 4.5 and 5). For adjustment of pH, citric acid
quantity was kept constant and NaOH volume was changed. The lowest phosphorus
content of cottonseed oil was supplied at pH 5.5 and the suitable pH was chosen as
5.5.
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Consequently, for crude cottonseed oil the proper operating conditions that supplied
the lowest phosphorus content were found as enzyme amount of 8 mL / 75 g oll,
added water of 6 mL / 75 g oil, added acid of 0.9 mL / 75 g oil, temperature of 50°C
and pH of 5.5. At these conditions, the phosphorus content of cottonseed oil was
reduced to 8.7 ppm in 1 hour and 8.1 ppm in 2 hours from 845.6 ppm by enzymatic
degumming process.
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1. GIRIS VE AMAC

Presleme ve ¢oziicli ekstraksiyonu ile elde edilen ham yaglar; fosfolipidler, serbest
yag asitleri, steroller, hidrokarbonlar, regineler, renk, tat ve koku maddeleri gibi
degisik miktarlarda yag dis1 safsizliklar igerirler. Yagin kalitesini (tat, koku, goriintii)
ve depolanmasimi olumsuz etkileyen bu maddelerin uzaklastirilmasi i¢in ham

yaglarin rafine edilmesi gereklidir [1,2].

Yaglarda rafinasyon islemi kimyasal rafinasyon ve fiziksel rafinasyon olmak iizere
iki yontemle yapilabilmektedir. Kimyasal rafinasyonda yapiskan maddelerin
giderilmesi, asitlik giderme, renk agma ve koku giderme kademeleri yer alirken;
fiziksel rafinasyonun ilk kademesini yapiskan maddelerin giderilmesi, ikinci
kademesini ise renk agma islemi olusturmakta, son kademede ise asitlik giderme ve
koku giderme iglemleri tek kademede ve buhar distilasyonu ile gergeklestirilmektedir
[1].

Yapiskan maddelerin giderilmesi asamasinda, yagda 9%0,05-3,0 miktarlarinda
bulunan fosfolipidler, regineler, iz metaller degisik yontemlerle yagdan uzaklastirilir.
Emiilgator yapidaki fosfolipidlerin uzaklastirilmasiyla, asitlik giderme agamasinda
yag kaybi Onlenir ve atik su miktar1 diiser. Ayrica iz metaller ile oksidatif
reaksiyonlarin olusmasi ve yiiksek sicaklikta gerceklestirilen koku giderme
asamasinda yag renginin koyulagsmasi onlenir. Basarili bir fiziksel rafinasyon igin,
ham yagin fosfor iceriginin 10 ppm’in altina diismesi istenir. Bu sebeple yapiskan
madde giderme asamast Onem tasimaktadir. Sanayide oldukca yaygin olarak
uygulanan hidratasyon ve asidik yontem gibi proseslerin, yiiksek fosfolipid igeren
yaglar icin kullanildiginda yagdaki fosfor miktarmni fiziksel rafinasyon igin istenen
seviyeye diigiremedigi goriilmiis ve bu amacla enzim katkili yontemler
gelistirilmistir. Tk olarak, 1992 yilinda Alman Lurgi ve Rhm sirketleri tarafindan
“EnzyMax® Process” adiyla gelistirilen bu yontemde, fosfolipidler fosfolipaz enzimi
yardimiyla suda c¢oziinebilen fosfolipidler haline getirilip, santrifiij ile yagdan

uzaklastirilmistir [1,2,3].



Pamuk yagi, pamuk tohumlarindan elde edilen %1-2,5 gibi yiiksek miktarda
fosfolipid igeren bir yagdir [4]. Bu calismada, ham pamuk yagindan farkl
yontemlerle fosfolipidlerin uzaklastirilmas1 amaclanmistir. Bu amagla, asidik ve
enzimatik yontemler karsilastirilarak en uygun yontem belirlenmis ve belirlenen
uygun yontem {lizerine etki edebilecegi diisliniilen karigtirma hizi, enzim, su ve asit

miktarlari, sicaklik ve pH gibi parametreler incelenmistir.



2. TEORIK CALISMA

2.1 Yaglar ve Genel Ozellikleri

Yaglar, suda ¢oziinmeyip bir¢ok organik ¢oziiciide (etil eter, petrol eteri, hekzan,
kloroform, karbon siilfiir, karbon tetrakloriir) ¢ozilinen, yiiksek viskoziteli, sudan
daha diisikk yogunluga sahip, oda sicakliginda kat1 veya sivi halde bulunabilen
maddelerdir. Yaglarin temel kimyasal bileseni, {i¢ degerli bir alkol olan gliserin ile
farkli uzunluktaki yag asitlerinin esterlesmesi sonucu olusan triagilgliserollerdir
(TAG). TAG’lerin olusum reaksiyonu Sekil 2.1°de gosterilmistir. Yemeklik yag

olarak kullanilan yaglarin %98-99’u saf triagilgliserollerden meydana gelmistir [5].

CH:-OH R;-COOH CH:-00CE;

| esterlesme |

CH-OH + R;-COOH *» (CH-OOCER:; + 3H:;0
CH-OH R;-COOH  hdroliz CH,-OOCR:

Gliserin Yag Asitleri Triacilgliserol Su

(Ry, Ry, R3= Radikaller, bir yag asidindeki aktif grup disinda kalan tiim zincirleri gosterir.)
Sekil 2.1 : Triagilgliserol olusum reaksiyonu [5].

Bir triagilgliserolde gliserine bagli yag asitleri tek tip ise, bu TAG basit
triagilgliserol, iki veya ii¢ cesit yag asidinden olusmus ise karma triagilgliseroldiir.
Ornegin, sadece stearik asitden olusan TAG, basit tristearin; sirasiyla stearik asit,

palmitik asit ve oleik asitten olusan ise stearopalmitolein olarak adlandirilir [6].

Bir gliserin molekiiliine iki yag asidi baglanmigsa diacilgliserol, yalnizca bir tane yag
asidi baglanmigsa monoagilgliserol adi verilir. Mono ve diagilgliseroller gida
tirtinlerinde emiilgatdr olarak kullanilirlar. Eger yaglarda bulunan bir yag asidi,
gliserin veya bagka bir molekiile bagl degilse serbest yag asidi olarak adlandirilir.
Ham yaglarin serbest yag asidi degeri yliksektir. Rafinasyon sonrasinda bu deger

%0,05’1n altina distiriliir [6].



Dogada ylizlerce yag asidi tanimlanmistir, ancak en fazla 25-50 tanesi onemlidir.
Kat1 ve sivi yaglarda en ¢ok rastlanan yag asitleri biitirik (4:0), laurik (12:0), palmitik
(16:0), stearik (18:0), oleik (18:1), linoleik (18:2) ve linolenik (18:3) asitleridir.
Yaglarin karakteristik ozellikleri, icerdikleri yag asitlerinin cinsine, yapisina, zincir
uzunluguna, icerdikleri ¢ift bag sayisina, sirasina ve karbon atomlarinin pozisyonuna
gore degigsmektedir. Yag asitleri icerdikleri ¢ift bag sayisina gore li¢ gruba ayrilirlar:
doymus yag asitleri, tekli doymamis yag asitleri ve ¢oklu doymamis yag asitleri.
Doymus yag asitleri ¢ift bag igermezler ve oda sicakliginda genellikle katidir. Tekli
doymamis yag asitleri tek c¢ift bag icerirken, ¢oklu doymamis yag asitleri iki veya
daha fazla ¢ift bag icerirler. Doymamis yag asitleri oda sicakliginda genellikle
stvidir. Coklu doymamis yag asitleri de, zincirin metil ucuna en yakin ¢ift bagin

sirasina gore de omega 3, omega 6 ve omega 9 olarak siniflandirilirlar [6,7].

Yaglar elde edildikleri kaynaga gore bitkisel ve hayvansal yag kaynakli olmak iizere
iki gruba ayrilirlar. Hayvansal yag kaynaklari; kara hayvanlarinin i¢ yaglari, deniz
hayvanlarindan elde edilen yaglar ve kara hayvanlarinin siitiinden elde edilen yaglar
olmak tizere siniflandirilirlar. Bitkisel yaglar ise, ya bitkilerin tohumlarindan (pamuk,
aygcicegi, susam, kolza, palm ¢ekirdegi, soya fasulyesi) ya da meyvelerinden (zeytin,
badem, findik, palm meyvesi) elde edilir. Bitkisel yaglarin yag asidi kompozisyonu,
bitkinin genetik c¢esitliligi, yetistirildigi mevsim, iklim sartlari, toprak tipi gibi
kosullara bagli olarak degismektedir [5,8].

Yaglar kullanim amacina gore ise yenebilen yaglar ve endiistriyel yaglar olmak iizere
siniflandirilirlar. Temel besin maddelerinden olan yaglar, yiiksek enerji saglamalari,
icerdikleri temel yag asitleri, vitaminler gibi yararli bilesenler nedeniyle insan
beslenmesi agisindan oldukg¢a 6nemli bir yere sahiptir. Endiistriyel yaglar ise, erusik
asit, konjuge yag asitleri veya toksinler gibi insan viicuduna zararli bilesikler
icermeleri nedeni ile yemeklik yag olarak kullanilamayan, farkli endiistri alanlarinda
hammadde olarak degerlendirilen yaglardir. Hint yagi, keten tohumu yagi, tung yagi

gibi yaglar endiistriyel yaglara 6rnek olarak verilebilir [8].

Yaglarda triagilgliserollerden baska 9%0,5-2 oraninda degisen miktarlarda
monoagilgliseroller, diagilgliseroller, fosfolipidler, serebrositler, steroller, serbest yag
asitleri, yagda eriyen vitaminler (A, D, E ve K), renk ve koku maddeleri gibi
maddeler bulunur. Biitin bu madde gruplart i¢in, kimyada lipid terimi
kullanilmaktadir [5].



Bitkilerdeki hiicre membranlarinin anahtar bileseni olan fosfolipidler, cogu yagda
bulunur. Emiilgator yapidaki fosfolipidler yagin kalitesine ve verimine olumsuz etki
yaptiklarindan dolay1 rafinasyonun yapiskan madde giderme asamasinda yagdan
uzaklagtirilir. Degerli bir yan {iriin olan fosfolipidler, basta gida olmak iizere bir¢ok
endistriyel proseste kullanilmaktadir. Ham yaglar %0,02-3,5 oraninda fosfolipid
igerirler [4,9,10].

Steroller steran halkas1 iceren alkoller olup, kismen serbest kismense esterlesmis
steroller halinde hem bitkisel hem de hayvansal yaglarda bulunurlar. Genel olarak
fitosteroller olarak adlandirilan bitkisel sterollerin biiyiikk ¢ogunlugunu sitosterol
olustururken, hayvansal yaglarda bulunan en Onemli sterol ise kolestroldiir.
Sterollerin, 6zellikle sitosterollerin, margarinlere katildiginda hem serum kolestrol

hem de diisiik yogunluklu lipoprotein seviyesini diisiirdiigii goriilmiistiir [4,5,9].

Tokoller ise, bitkisel yaglarda bulunan alfa (a), beta (B), gama (5) ve delta (y) olmak
tizere 4’er adet izomeri olan tokoferol ve tokotrienol’den olusan dogal
antioksidanlardir. Bu antioksidanlar, hidroperoksi ve diger serbest radikalleri
stabilize ederek yagin dogal yapisinin oksidatif yolla par¢alanmasina ve bozulmasina
engel olurlar. Tohum yaglar1 zengin tokoferol kaynagidir. Tokotrienoller ise agirlikli

olarak palm yaginda ve arpa, piring kepegi yagi gibi tahil yaglarinda bulunur [5,9].

Yaglarda bulunan pigmentler, yaga renk veren maddelerdir. Yaga sar1 ve kirmizi
renk veren karoten, yesil renk veren klorofil, kahverengi renk veren parcalanmis
protein ve karbonhidratlar, pamuk yagina kirmizi-kahverengi renk veren gossipol

tanimlanmis renk verici maddelere 6rnek olarak verilebilir [9].

Yaga kendine has tat ve koku veren maddeler ise, dogal maddeler ve teknolojik
islemler veya oksidatif bozulmalar sonucu olusan tat ve koku maddeleri olmak iizere
iki grup altinda incelenir. Dogal tat ve koku maddeleri polietilenik yapida
hidrokarbonlardir. Oksidatif reaksiyonlar sonucu olusan aldehit, keton, alkol gibi

maddeler ise yagin dogal aromasini bozan tat ve koku maddeleridir [5].

Yagin kalitesine ve insan sagligina zararli olan ayrica rafinasyon prosesinin
etkinligini azaltan iz metaller ise, yetisme doneminde ve yagin elde edilmesi
sirasinda bitkiye ve yaga karigir. Bakir, demir, mangan, nikel gibi iz metaller yagin

oksidatif stabilizitesini azaltirken, kalsiyum, sodyum ve magnezyum gibi iz metaller



ise asitlik giderme, yapiskan madde giderme, renk ag¢ma, hidrojenasyon gibi

proseslerin verimini azaltir [9].

2.1.1 Pamuk bitkisi ve pamuk cekirdegi

Sicak iklimlerde, suyun bol bulundugu alanlarda verimli bir sekilde yetisen pamuk,
Malvales takimindan, Malvaceae (ebeglimeciler) familyasindan, Gossypium
cinsinden bir bitkidir. Sekil 2.2’de pamuk bitkisi goriilmektedir. Diinyada en yaygin
olarak Gossypium hirsutum (diinya lif tiretiminin %90°1) ve G. barbadense (diinya lif
tiretiminin %8’1) tiirleri yetistirilir. Tiirkiye’de tarimi yapilan pamuklarin hepsi, G.

hirsutum tiirtine ait pamuk ¢esitleridir [8,11,12,13].

Sekil 2.2 : Pamuk bitkisi.

Pamugun anavatan1 konusunda tam bir kesinlik bulunmamakla birlikte Asya,
Amerika ve Afrika’nin sicak bolgelerinden diinyaya yayildigi tahmin edilmektedir.
Arkeolojik kanitlar gerek Hindistan gerek Giiney Amerika'da birbirinden bagimsiz
olarak 6000 ila 7000 yil 6nce pamugun degisik tiirlerinin tariminin yapildigini ve
giyimde kullanildigin1 géstermektedir [11].

Pamuk {iriinii, kiiresel veya oval bir kapsiildiir ve olgunluk déneminde kendiliginden
acilarak, tohumlar1 kaplayan lifler disar1 sarkar. Her bir kapsiilde 40-45 adet, 8-12
mm uzunlugunda, yumurta seklinde, ince, sert kabuklu, lifli, kahverengi-siyah
renkleri arasinda tohum bulunur. Pamuk tohumu (¢igit), etrafindaki tiiy veya liflerle
beraber ‘kiitli’ adin1 alir. Tohumlar; %40 lif ve %60 tohumdan olusan kiitliiniin
hasad1 sirasinda, liflerle birlikte kapsiilden aliir. Kiitliiniin  lifleri  ¢irgir
makinelerinde alindiktan sonra, ele gecen tohumlar ilizerinde %6-8 oraninda lint

denilen kisa lifler bulunur. Pamuk tohumu %210-15 lint, %35-40 kabuk ve %50-55 i¢
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cekirdekten olusur. Sekil 2.3’te pamuk tohumu ve i¢ cekirdegi goriilmektedir
[8,11,12,14].

Sekil 2.3 : Pamuk tohumu ve i¢ ¢ekirdegi.

Cizelge 2.1°de goriildiigii gibi kabuklu halde tohum %17-26, i¢ halinde ise %33-42
arasinda yag i¢ermektedir [1]. Ayrica pamuk tohumu zengin vitamin ve mineral
kaynagidir. Tohumlar diigiik miktarda sodyum, yiiksek miktarda potasyum ve fosfor
icerir. Fosforun biiyiik bir kismu fitik asit seklinde bulunur [12]. Pamuk ¢ekirdeginin

mineral ve vitamin igerigi Cizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.1 : Pamuk ¢ekirdeginin kompozisyonu [1].

Bilesenler (%) Kabuklu ¢ekirdek Kabuksuz cekirdek

Nem 9,9 6,9
Yag 17 - 26 33-42
Protein 19,4 30,3
Ham Lif 22,6 48
Kiil 47 6,9

Cizelge 2.2 : Pamuk cekirdeginin mineral ve vitamin icerigi [12].

Mineraller (%) Vitaminler Mg/g

Kalsiyum 0,18 p-karoten 0,22
Fosfor 0,55 Tiyamin 19,5
Sodyum 0,14 Riboflavin 2,3
Potasyum 0,97 Niyasin 16,0
Magnezyum 0,33 Pantotenik asit 11,0
Biyotin 9,8
Folik asit 0,29
Inositol 3,8
Kolin 3,0
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2.1.2 Pamuk yag ve bilesimi

Pamuk yagi, G. hirsutum (Amerika) veya G. barbadense (Misir) tohumlarindan elde
edilen, karakteristik tadi ve kokusu olan, olduk¢a koyu renkli (kirmizi-kahverengi)
bir yagdir. Pamuk bitkisi bir lif bitkisi oldugundan, tarimi yag tiretimi i¢in yapilmaz.
Pamuk c¢ekirdegi, kiitlii pamuktan elde edilen bir yan {iriindiir. Bu nedenle iiretimi,

pamuk iiretimi ile yakindan ilgilidir [13].

Pamuk yag1, pamuk tohumlarindan ya mekanik presleme ile ya ¢oziicii ekstraksiyonu
ile ya da ikisinin kombinasyonu ile elde edilir. Kabuksuz ¢ekirdeklerin mekanik
preslenmesi ile kiispede kalan yag miktar1 9%33-42’den %3-4’c¢ diiserken,
ekstraksiyonla %1-2’lere diiser. Iki yontemin kombinasyonunda ise, ilk olarak
cekirdekler ortalama basing altinda pres edilerek yag oran1 9%18-20’lere
diistiriildiikten sonra kalan kiispe ¢oziicii ile muamele edilerek yag orani %]1’in altina

diistiriiliir [15].

Pamuk yagmin karakteristik 6zellikleri; pamugun cinsine, yetistigi cografi bolgeye,
toprak sartlarina, iklime, giibreye, ¢ekirdeklerin toplanmasi ve hasat sonrasi
depolama gibi sartlara baglidir. Genel olarak ¢ekirdek gelisimi sirasinda yiiksek
sicakliklar doymus yag asidi gelisimini etkiler. Ilik ve nemli kosullarda yetisen
pamuklarda serbest yag asitleri ve kirmizi renk daha yiiksektir. Ayrica toplanirken
cekirdeklerin zarar gérmesi de serbest yag icerigini yiikselterek daha koyu renge
sebep olur [9,16].

Pamuk yaginin yag asidi ve triagilgliserol bilesimi Cizelge 2.3’te verilmistir. %14,7-
21,7 oleik asit ve %46,7-58,2 linoleik asit igerigi ile oleik-lineoleik grubu yaglar
arasinda yer alan pamuk yaginin en dnemli doymus yag asidi ise %21,4-26,4 gibi
yiiksek miktarda bulunan palmitik asittir. Pamuk yag1 ayrica %0,5’e kadar Malvalik
(18-1) ve Sterkiilik (19-1) asit igerir. Yag asidi zincirinin merkezinde bulunan
siklopropan halkadan dolayr bu asitler siklopropanoid asit olarak da
adlandirilmaktadir. Bu asitlerin reaktanlarla meydana getirdikleri renk reaksiyonlar
pamuk yagini ayirt etmekte kullanilmaktadir. Siklopropanoid asit iceren yiyeceklerle
beslenen tavuklarda yumurta tretiminin diistiigli, sicanlarda ise kanserojen etki
gosterdigi, biiylimenin ve cinsel gelismenin azaldigi goriilmiistiir. Ayrica

kizartmalarda siklopropanoid asidin okside olmasi rengi ve tadi etkilemektedir, bu



asitlerin miktarlart  koku gidermeden

distiriilmektedir [9].

Cizelge 2.3 : Pamuk yaginin yag asidi ve triagilgliserol bilesimi [9].

sonra

%0,5°ten

%0,04’lere

Yag asitleri Miktar (%agirhk)
Miristik (14:0) 0,6-1,0
Palmitik (16:0) 21,4-26,4
Palmitoleik (16:1) 0-1,2
Stearik (18:0) 2,1-3,3
Oleik (18:1) 14,7-21,7
Linoleik (18:2) 46,7-58,2
Linolenik (18:3) 0-1,0
Arasidik (20:0) 0,2-0,5
Gadoleik (20:1) 0-0,1
Behenik (22:0) 0-0,6
Erusik (22:1) 0-0,3
Lignoserik (24:0) 0-0,1
Triacilgliserol Bilesimi

SSS 0-0,1
SSuU 14,0
SUu 50,0 - 58,0
Uuu 28,0 - 36,0

S: Doymus yag asidi, U: Doymamig yag asidi

kadar

Pamuk yagmin bazi karakteristik ozellikleri Cizelge 2.4’te goriilmektedir. Pamuk

yag1 kendine has agir kokusuna ve koyu kirmizi-kahverengi rengine de etki eden az

miktarda gliserit olmayan molekiiller de igerir. Sabunlasmayan madde olarak da

adlandirilan bu molekiiler; gossipol, fosfolipidler, tokoferoller, steroller, re¢ineler,

karbonhidratlar ve kimi pigmentlerdir [9,16].

Cizelge 2.4 : Pamuk yaginin bazi karakteristik 6zellikleri [9].

Analizler Degerler

Ozgiil agirlik, 25/25 °C 0,916 — 0,918
Kirilma indisi, 25 °C 1,468 - 1,472
Iyot sayisi 98 — 118
Sabunlagma Sayis1 189 — 198
Sabunlagsmayan madde (%) <15
Erime noktas1 (°C) 10-16

Bitkisel kaynakli yaglarin sabunlagsmayan maddeleri arasinda yer alan en Onemli

bilesenler, antioksidan etkisi nedeniyle tokoferollerdir. Ham pamuk yagi dogal



tokoferollerce oldukg¢a zengin bir yagdir. Ancak dogal tokoferoller rafinasyon iglemi
sirasinda tahrip olduklar1 i¢in ham pamuk yaginin, rafine pamuk yag ile
karsilastirildiginda oksidasyon stabilitesi daha yiiksektir. Ham pamuk yagi toplam
%0,110 oraninda tokoferol icerirken, rafine pamuk yagi %0,086-0,095 oraninda
tokoferol igermektedir. Yaglarin sabunlagsmayan bilesenlerinden bir digeri olan
sterollerin ham pamuk yagindaki miktar1 ise 0,574 mg/100 mg yag olarak
belirtilmektedir. Bu miktar rafinasyon islemi ile 0,397 mg/ 100 mg yag degerine
distiriilmektedir [1].

Rengi esmer saridan koyu kirmiziya degisen pamuk yagi, toksik etkide ve polifenolik
yapida gossipol denen antioksidan 6zellikte bir pigment igerir. Pamuk tohumundaki
gozeneklerde bulunan gossipolun biiyiik bir kismi, yag ekstrakte edildiginde proteine
baglanirken, kiiglik bir kismi da yaga karisarak koyu kirmizi-kahverengi rengi
olusturur. Bu ise rafinasyon sirasinda 6zellikle asitlik giderme ve agartmadan sonra
uzaklagtirilarak; ¢oziicii ekstraksiyonu ile elde edilen yaglarda %0,05-0,42"den,
presleme ile elde edilmis yaglarda ise %0,25-0,47°den, giivenli seviyelere (<1 ppm)
diistiriilmektedir. Rafine yagdaki sarimsi amber rengi bu kalan gossipolden
kaynaklanmaktadir. Erkeklerde kisirliga yol actigi bilinen gossipol, dogum kontrol
ajan1 olarak kullanilmaktadir [7,14,16].

Ham pamuk yagi %1-2,5 aras1 fosfolipid igerir. Fakat pamuk lesitininin oldukg¢a

koyu olan rengi, tikketimini olumsuz etkilemektedir [4,12].

Serbest yag asit degeri, yagin kalitesini belirleyen énemli bir parametredir. Ozellikle
yagin tad1 ve kokusu iizerinde olumsuz etki yapar. Uygun iklim kosullarinda yetigmis
pamuk tohumundan elde edilen pamuk yaginin asit degeri %1°den daha azdir ancak
olumsuz iklim kosullarinda yetisen tohumlardan elde edilen yagin asit degeri %5’in
de tizerine ¢ikabilmektedir. Cok nemli ve kotii depolama kosullarinda ise bu deger

%15-25 araliginda degismektedir [16].

2.1.3 Pamuk yaginin Tiirkiye’deki ve diinyadaki durumu

2010 y1l1 verilerine gore, diinya toplam yagli tohumlar tiretimi yaklasik 441 milyon
tondur. Diinya yaglh tohum firetimi Cizelge 2.5’te gosterilmistir. Soya tohumu 256
milyon tonluk tretimle ilk sirada gelmektedir. 2006-2010 yillar1 arasinda 40-45
milyon ton degerlerinde iiretilen pamuk tohumu ise, 2010 yilinda tiretilen 44 milyon

tonla diinya yaglh tohumlar tiretiminde %210’1uk bir paya sahiptir [17].
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Cizelge 2.5 : Diinya yagl tohum iiretimi (milyon ton) [17].

Yillar 2006 2007 2008 2009 2010*
Soya tohumu 240 220 212 248 256
Kolza tohumu 50 50 58 58 58
Pamuk tohumu 45 453 40 40 44
Aycicegi tohumu 30 30,2 33 31 30
Diger tohumlar 35 40 48 46 53
TOPLAM 400 385,5 391 423 441
Kaynak: USDA Subat 2011 Raporu * Tahmin

Cizelge 2.6’daki diinya bitkisel ham yag iiretimi degerlerine baktigimizda ise, toplam

145 milyon ton ham yag tiretilen 2010 yilinda 47 milyon tonla palm yagi ilk sirada

yer almaktadir. Pamuk yagi ise yaklasik 5 milyon ton iiretimle palm, soya, kolza ve

aycicegi yagindan sonra gelmektedir [17]. Cizelge 2.7’de diinya pamuk ekim alanlari

goriilmektedir.

Cizelge 2.6 : Diinya bitkisel ham yag {iretimi (milyon ton) [17].

Yillar 2006 2007 2008 2009 2010*
Palm yagi 39 42 45 46 47
Soya yagi 36 40 36 42 41

Kolza yag: 18 19 21 21 23
Aycicegi yagi 11 10 12 11 11
Pamuk yagi 5 5 5 5 5
Diger yaglar 16 15 19 17 18
TOPLAM 124 130 138 142 145
Kaynak: USDA Subat 2011 Raporu * Tahmin

Cizelge 2.7 : Diinya pamuk ekim alanlar1 (bin ha) [18].

Ulkeler 2005/06 2006/07 2007/08 2008/09* 2009/10** 2010/11**
Hindistan 8.677 9.144 9.439 9.373 10.120 10.575
Cin 5.698 6.199 6.317 6.317 5.419 5.527
ABD 5.586 5.152 4.245 3.063 3.112 3.863
Pakistan 3.100 3.075 3.055 2.850 3.110 3.265
Ozbekistan 1.432 1.432 1.450 1.391 1.317 1.330
Brezilya 856 1.097 1.077 840 836 961
Tiirkmenistan 600 600 642 674 607 667
Burkina Faso 646 716 407 466 420 462
Arjantin 305 400 304 285 430 452
Zimbabve 320 400 308 375 340 391
Tanzanya 245 409 450 400 348 366
Tiirkiye 600 630 500 365 280 364
Myanmar 284 310 310 310 310 310
Diger 5.988 5.126 4.332 3.947 3.644 4.147
DUNYA 34.337 34.690 32.836 30.656 30.293 32.680
Kaynak: ICAC - (*) Tahmin, (**) Projeksiyon
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Pamuk tarim1 yogun olarak Orta ve Giiney Amerika’da, Asya ve Afrika kitalarinda,
Ortadogu’da ve Tiirkiye’de yapilmaktadir. Cizelge 2.7°de goriildiigii gibi, diinyada
2010-2011 verilerine gore toplam 32.680.000 ha alanda pamuk ekimi yapilmistir.
Pamuk tiretim alanlarinin en genis oldugu iilke Hindistan’dir. Ardindan sirasiyla Cin,
ABD, Pakistan, Ozbekistan ve Brezilya gelmektedir. Ortalama degerlere gore pamuk
ekim alani yoniinden diinyada 8. sirada olan Tiirkiye, 2009/10 sezonunda 280 bin
hektarla 13. siraya gerilerken, 2010/11 sezonunda ise 364 bin hektarla 12. sirada yer
almistir [13,18].

Ulkemizde pamuk Ege, Cukurova, Antalya ve Giineydogu Anadolu Bélgesi’nde
yetistirilmektedir. ilk ii¢ bolgede pamuk tarrminin gegmisi oldukca eskidir. Son
yillarda Giineydogu Anadolu Bolgesinde GAP projesi ile sulanan alanlarin artmasi
sonucunda, bu bdlge Tiirkiye’nin en Onemli pamuk iiretim bolgesi konumuna

gelmistir [18]. Cizelge 2.8’de Tiirkiye yagli tohumlar tiretimi goriillmektedir.

Cizelge 2.8 : Tiirkiye yagli tohumlar tiretimi (bin ton) [17].

Yillar 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
Pamuk tohumu 1350 1300 1300 1400 1300 1200 850 1150
Aycigegi tohumu 660 760 930 950 700 900 800 1000

Soya fasulyesi 85 50 45 35 36 34 39 55
Kolza (kanola) 7 5 2 5 28 82 112 110
TOPLAM 2102 2115 2277 2390 2064 2216 1801 2315

Cizelge 2.8’deki iilkemizdeki yagli tohum iiretimine baktigimizda 2010 yilinda
toplam 2.315.000 ton yagli tohum {iretildigini gormekteyiz. Pamuk 1.150.000 tonla
ilk sirada yer almaktadir. Ulkemizde bitkisel yag iiretiminde ise aygicegi icerdigi
yiiksek yag orani nedeniyle ilk sirada yer almakta, onu kolza ve pamuk yag: takip
etmektedir. Sekil 2.4’te lilkemizde 2010 yilinda yerli ve ithal tohumlar karsiliginda
elde edilen ham yag miktarlar1 goriilmektedir. Aycicegi yagi iiretiminde yerli yagh
tohum payr %59, kolza yagi iiretiminde %26 iken, bu oran ham pamuk yag:
tiretiminde hemen hemen %100 seviyelerine yiikselmektedir. 2010 yil1 verilerine
gore lilkemizde yaklagik 1.150.000 ton pamuk cekirdeginden 144.000 ton pamuk
yag1 elde edilmis, 5.000 ton pamuk yagi ise disaridan ithal edilmistir. Bu yagin
20.000 tonu s1v1 yag olarak, 25.000 tonu margarin yapiminda, 91.000 tonu ise diger
(yem, boya ve sabun yapiminda) alanlarda kullanilmistir. 8.000 ton pamuk yagi ise
disartya ihrag edilmistir [17,19].
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Sekil 2.4 : 2010 yil1 Tiirkiye bitkisel ham yag tiretimi (bin ton) [19].

Sekil 2.5°te Tiirkiye’deki siv1 yag tiiketimi goriilmektedir. Goriildiigii gibi lilkemizde
2010 yilinda tiiketilen toplam 952 bin ton sivi yagin %2.1’ini 20 bin tonla pamuk

yag1 olusturmaktadir.

2007
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2009 ¥ Pamuk yagi
B Soya yag1
B Aycicegi yagt
2010
766
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Tiirkiye s1v1 yag tiiketimi (bin ton)

Sekil 2.5 : Tirkiye siv1 yag tiiketimi (bin ton) [17].
2.1.4 Pamuk yaginin kullanim alanlar:

Pamuk bitkisi, yaygin ve zorunlu kullanim alanlariyla insanlik agisindan, yarattig
katma deger ve istthdam olanaklariyla da iiretici iilkeler acisindan biiyiik ekonomik
oneme sahip bir tiriindiir. Pamuk islenmesi agisindan ¢ir¢ir sanayisinin, lifi ile tekstil

sanayisinin, ¢ekirdegi ile yag ve yem sanayisinin, linteri ile de kagit sanayisinin
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hammaddesi durumundadir. Petrole alternatif olarak pamugun c¢ekirdeginden elde
edilen yag, giderek artan miktarda biyodizel iiretiminde de hammadde olarak
kullanilmaktadir. Bu sebeplerin yaninda niifus artisi ve yasam standardinin

yiikselmesi, pamuk bitkisine olan talebi de arttirmaktadir [18].

Pamuk yag: yiiksek linoleik-oleik asit igerigi ile margarin yapiminda, firmncilik yagi,
kizartma ve salata yag1 olarak kullanilmaktadir. Ulkemizde iiretilen pamuk yag: ise,
onemli 6l¢lide margarin tiretiminde ham yag olarak kullanilmaktadir. Pamuk yaginin
sivi yag olarak tiikketimi sadece Cukurova ve Bati Karadeniz’de bdlgesel olarak,
giderek azalan miktarlarda devam etmektedir. Rafine pamuk yagi, kizartma amaciyla
kullanildiginda diger yaglara gore daha Kkaliteli sonu¢ verdiginden dolayi,

lokantacilar tarafindan tercih edilmektedir [20].

Pamuk yagi gida disinda sabun, gres yagi, siilfonlu yag, ilag, koruyucu kaplama,
lastik yapiminda, daha az miktarda ise deri, tekstil, baski miirekkebi, parlatici,

sentetik plastik ve re¢ine yapiminda da kullanilmaktadir [16].

2.2 Bitkisel Yag Rafinasyonu

Presleme ve ¢oziicii ekstraksiyonu ile elde edilen ham yaglar, degisik miktarlarda
yag dist safsizliklar igerirler. Bu maddeler; serbest yag asitleri, mono- ve
diagilgliseroller, fosfolipidler, steroller, tokoferoller, hidrokarbonlar, regineler, renk
maddeleri (klorofil, ksantofil, karoten, gossipol), iz metaller, ugucu aldehit ve
ketonlar, tat ve koku maddeleridir. Ham yaglardaki bu maddelerin miktari, yagin
kaynagina, cografi kdkenine, mevsime ve ekstraksiyon prosesine gore degisir. Ayni
zamanda bu maddeler yagin besinsel, fonksiyonel ve duyusal 6zelliklerine de etki

etmektedirler [1,4,9].

Rafinasyon islemindeki amag, yagmn kalitesini olumsuz etkileyen yag disi
safsizliklarin, yagin triagilgliserol yapisina ve tokoferollere en az zarar verecek
sekilde yagdan uzaklastirilarak, yaga tiiketilebilir 6zellik kazandirmaktir. Istenmeyen
bu bilegenler, ileriki proses asamalarinda ortaya cikarak, yagin kararmasina,
bulaniklagsmasina, kopiirmesine, ¢okmesine neden olabilir ve yagin rengini, tadini,
kokusunu ve raf omriinii olumsuz etkileyebilirler. Ayrica rafinasyon proseslerinde

uzaklagtirilan kimi safsizliklar degerli yan iirlinlerdir ve geri doniistiiriilerek baska
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alanlarda kullanilabilirler [1,7,9]. Cizelge 2.9’da her rafinasyon basamaginda yagdan

ayrilan maddeler gosterilmistir.

Cizelge 2.9 : Rafinasyon basamaklar1 ve yagdan ayrilan maddeler [5].

Basamaklar Ayrilan maddeler
1. Yapiskan maddelerin Fosfolipidler, sekerler, regineler, proteinli bilesikler,
giderilmesi iz metaller

2. Asitlik giderme Serbest yag asitleri, renk maddeleri, vitaminler ve

soapstock
3. Renk agma Renk maddeleri, vitaminler ve antioksidanlar
4. Koku giderme Aldehitler, ketonlar, yag alkolleri, siilfiir bilesikleri
5. Vinterizasyon Stearinler ve mumsu maddeler

Yaglarda rafinasyon iglemi kimyasal rafinasyon ve fiziksel rafinasyon olmak {izere
iki yontemle yapilabilmektedir. Kimyasal rafinasyonda yapiskan maddelerin
giderilmesi (degumming), asitlik giderme (noétralizasyon), renk a¢ma ve koku
giderme (deoderizasyon) kademeleri yer almaktadir. Fiziksel rafinasyonun birinci
kademesini yapiskan maddelerin giderilmesi, ikinci kademesini ise renk agma islemi
olusturmakta, son kademede ise asitlik giderme ve koku giderme islemleri tek
kademede ve buhar distilasyonu ile gerceklestirilmektedir. Sekil 2.6’da fiziksel ve

kimyasal rafinasyonun asamalari gosterilmistir. [1].

Kimvasal Rafinasvon Fiziksel Rafnasyon
r Ham Yag 1
Yap1skar_l Yapiskan
]ﬂadd_elern% Maddelerin
(iderilmest Giderilmesi
Asitlik Giderme

Fenk A¢ma

Fenk Acma
Koku Giderme /

Asitik Giderme

Koku Giderme _— Rafine Vag J

Sekil 2.6 : Kimyasal ve fiziksel rafinasyon basamaklari [4].
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2.2.1 Kimyasal rafinasyon

Konvansiyonel rafinasyon olarak da tanimlanan kimyasal rafinasyonun ilk
kademesini olusturan yapiskan maddelerin giderilmesi isleminde fosfolipidlerin
yagdan uzaklastirilmasi i¢in su ve zayif asit ¢ozeltileri (fosforik asit, sitrik asit vb.)
kullanilmaktadir. Kimyasal rafinasyonun en Onemli asamasi asitlik gidermedir
(notralizasyon). Bu asamada serbest yag asitleri, sodyum hidroksit, potasyum
hidroksit, sodyum bikarbonat gibi alkali g¢ozeltilerle sabunlastirilir; olusan sabun
dekantasyon veya santrififjle yagdan uzaklastirilir. Gergeklesen sabunlasma

reaksiyonu denklem 2.1’de verilmistir [1,4,21].

R-COOH + NaOH —_—_, R-COONa + H;0O (2.1)
Serbest yag asidi Alkali Sabun Su

Asitlik giderme asamasinda serbest yag asitleri ile birlikte asidik karakterde olan
baska maddeler, fosfolipidler, par¢alanmis karbonhidrat ve protein {iriinleri,
sterollerin, agir metallerin ve pigmentlerin biiyiikk bir kismi da yagdan ayrilir.
Sorunsuz bir asitlik giderme asamasi i¢cin ham yagm fosfor igerigi 250 ppm’i
asmamalidir. Bu sebeple asitlik gidermeden once yapiskan maddeler uzaklastirilir.
Asitlik giderme isleminde, dnce ham yag optimum proses sicakligina sitilir. Soya,
kolza, aycicegi gibi bir¢cok yag i¢in bu sicaklik yaklagik 90°C’dir. Ancak daha hassas
yaglar i¢in, 6rnegin pamuk ve piring kepegi yagi, renk degisimlerinden korumak i¢in
65°C’nin iizerine 1sitilmamalidir. Yagin cinsine ve serbest yag icerigine gére NaOH
konsantrasyonu %8 ile 24 arasinda degismektedir. Daha yiiksek serbest yag
icerigine sahip yaglar i¢cin daha konsantre NaOH kullaniimaktadir. Kimyasal
rafinasyon sonrasinda yagdaki serbest yag igerigi %0,1’in, fosfolipid icerigi ise 10
ppm’in altina disiiriiliir. Asitligi giderilmis yag iz miktarda da olsa sabun kalintisi
icerir. Bu sebeple ilk dnce notr yag 90°C sicakliktaki su ile yikanip, ardindan 70-
80°C sicaklikta 50-70 mmHg basingta kurutulur [1,4,5].

Kimyasal rafinasyonun {i¢iincli asamasi renk agmadir. Bu asamada ham yaglarda
dogal olarak bulunan (alfa ve beta karoten, ksantofil, klorofil) veya diger tepkimeler
sonucu olusan renk maddeleri adsorbsiyonla yagdan uzaklastirilir. Renk agma
isleminde kullanilan adsorbantlar, dogal agartma topraklari, aktiflestirilmis agartma
topraklar1 ve aktif komiir olmak {izere lic grup altinda toplanirlar. En 6nemli

adsorban maddesi, agartma topragi olarak adlandirilan diatome topragi veya fuller
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topragi yani kildir (hidrate olmus aliminyum silikat). Genellikle agik renkli kat1 ve
stvi yaglarin renklerini agmada kullanilan dogal topraklar, giiniimiizde siilfirik veya
hidroklorik asitle muamele edilerek iyon degistirme 0Ozellikleri arttirilmaktadir.
Ozellikle yesil, kirmiz1 ve mavi renklerin alinmasinda etkili olan aktif karbon ise,
pahali olmasi ve fazla yag emmesi nedeniyle cogunlukla dogal agartma topragina
karistirtlarak kullanilir (10-20 kisim dogal agartma topragina 1 kisim aktif karbon).
Renk a¢gma islemi ile yagda iz miktarda kalmis fosfolipidler, nétralizasyon artig

sabunlar, metaller ve okside olmus maddeler de yagdan uzaklastirilir [1,5].

Kimyasal rafinasyonun son asamasinit olusturan koku giderme (deoderizasyon)
islemi, yaga istenmeyen tat ve koku veren ugucu yapidaki bilesiklerin, yiiksek
sicaklik (200-260°C) ve diisiik basing altinda su buhariin da siiriikleyici etkisi ile
yagdan uzaklastirilmasidir. Koku giderme islemi sirasinda yagdan uzaklastirilan
maddeler sabunlasan maddeler (serbest yag asitleri, kismi gliseritler, metilik esterler,
mumsu maddeler), sabunlagsmayan maddeler (parafinik hidrokarbonlar, olefinik ve
poliolefinik maddeler, steroller, triterpenik alkoller, tokoferoller) ve oksidatif
tepkimeler sonucu olusan iiriinler (aldehitler, ketonlar, peroksitler) olmak iizere {i¢
grup altinda incelenir. Koku alma isleminden sonra yagdaki serbest yag asidi miktari

%0.015-0.030’a kadar diisiirtliir [1,5].

Rafinasyon isleminden sonra O6zellikle aygigegi, pamuk ve misirdzii gibi yaglara
soguklatma (vinterizasyon) islemi uygulanir. Bu islemin uygulanmasindaki amac,
yaglarda bulunan doymus trigliseritlerin 6zellikle stearinlerin 8-10°C’de donarak
yagt bulandirmasini 6nlemektir. Bu amacla, yag kristalizatore alinip, kristalizasyon
sicakligina kadar (0-10°C) sogutulur. Kristallesen kisim sivi yagdan ayrilmaya
baslayinca, sogutulmus yag soguk filtrelerden gecirilerek berrak kismi ayrilir.
Bulaniklik yapan stearinler ve vakslar filtrede tutulur. Bazi isletmelerde
vinterizasyon asamasi, renk agma ve koku giderme asamalar1 arasinda yer
almaktadir. Boylece renk agma ve vinterizasyon islemi sirasinda yaga gegebilecek

koku, koku giderme agamasinda giderilir. [5].

2.2.2 Fiziksel rafinasyon

Kimyasal rafinasyonda serbest yag asitleri, NaOH gibi alkali ¢6zeltisiyle sabuna
doniistiiriilerek uzaklastirilmaktadir. Ozellikle yiiksek asitli yaglarda olusan bu

madde emiilgator gorevi yaparak rafinasyon kaybinin artmasina sebep olmaktadir.
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Ayrica notralizasyon sicakligina, siiresine ve baz ¢ozeltisinin konsantrasyonuna bagl
olarak notr yaglar da sabunlagmaktadir. Fiziksel rafinasyonda ise bunun oniine
gecebilmek icin ayr1 bir notralizasyon islemi yapilmamakta, asitlik giderme ve koku
giderme islemleri ayn1 kademede su buhar distilasyonu ile gerceklestirilmektedir.
Bu islem 1 mbar basingta, 250°C sicaklikta 40-50 kg/ton yag oraninda su buhari
kullanilarak yapilir. Coklu doymamis yag asitleri iceren ve yiiksek fosfolipidli yaglar
i¢in, yapiskan maddeleri giderme ve renk agma asamalar1 da oldukc¢a dikkat edilmesi
gereken asamalardir. Ozellikle yapiskan maddeleri giderme basamaginin daha etkili
olmasi i¢in birgok yontem gelistirilmistir. Bu konu bir sonraki baslikta daha detayl

olarak incelenecektir [5,22].

Fiziksel rafinasyon, yiiksek yag verimi, daha az kimyasal (fosforik asit, siilfirik asit,
kostik soda vb) ve su kullanimi, daha ekonomik olmasi, daha az atik su ortaya
cikararak c¢evreye daha az zarar vermesi gibi bir¢ok onemli avantaji yiiziinden
kimyasal rafinasyona tercih edilmektedir. Diger taraftan fiziksel rafinasyon hassas
bir proses oldugundan tiim ham yaglar i¢in uygun degildir. Diisiik kalitedeki yaglar,
yani daha c¢ok miktarda ve gesitte safsizlik iceren yaglar alkali ¢ozeltisiyle daha
kolay temizlenirler. Ayrica, kimyasal rafinasyonda yagdaki renk maddelerinin bir
kismi nétralizasyon sirasinda olusan sabunun siiriikleyici etkisi nedeniyle yagdan
uzaklastirillirken, fiziksel rafinasyonda bu asama buhar distilasyonundan 6nce
uygulandigr icin gerekli agartma topragi miktar1 daha yiiksek olmaktadir. Hangi
rafinasyon yonteminin uygun oldugunun belirlenmesi, ham yagin kalitesine, serbest

yag asidi degerine, bolgesel ¢evre kanunlarina baglhidir [1,4].

2.3 Yapiskan Maddelerin Giderilmesi

Ham yaglar, yapiskan madde (gum) olarak bilinen fosfolipidleri, regineleri, iz
metalleri igerirler. Kimyasal ve fiziksel rafinasyonun ilk kademesini olusturan
yapiskan maddelerin giderilmesi (degumming) islemi, ¢esitli yontemlerle yagdan bu

maddelerin uzaklastirilmasidir [1].

Yapigkan maddelerin yagdan giderilmesinin nedenleri su sekilde siralanabilir
[1,10,23]:

= Emiilgator yapidaki fosfolipidler ozellikle asitlik giderme asamasinda yag

kaybinin artmasina neden olurlar.
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» Yapiskan maddelerin giderilmesi ve yag kaybinin azalmasi ile rafinasyon

sirasinda olusan atik su miktar1 da azalir.

= Yapiskan maddeler 6zellikle yiiksek sicaklikta gerceklestirilen koku giderme
asamasinda koyu renkli maddeler olusturarak yagin renginin koyulagsmasina

neden olurlar.

» iz metaller ile prooksidan yapida bilesik olusturarak oksidatif reaksiyonlari

hizlandirirlar, boylece yagin tadin1 ve rengini olumsuz etkilerler.

= Nem cekici fosfolipidler havanin nemiyle hidrate olup ¢camurumsu bir hal
alarak depolama ve nakliyat sirasinda problem olustururlar. Bu sebeple
presleme veya ektraksiyonla yag elde edilmesinden hemen sonra yapiskan

madde giderme islemi yapilmalidir.

» Yapiskan maddelerin giderilmesi sonucu elde edilen lesitin gibi bazi
fosfolipidler gida, tekstil, kozmetik ve boya sanayinde yaygin olarak

kullanilmaktadirlar.

Yapigkan maddelerin 6nemli bir kismini fosfolipidler olusturmaktadir. Ham yaglarin

fosfolipid igerikleri, tohum tiirlerine, hatta aymi tiirtin farkli gesitlerine gore bile

degisebilmektedir. Fosfatid olarak da adlandirilan bu maddelerin bazi ham

yaglardaki miktarlari Cizelge 2.10°da verilmistir. Yagin fosfolipid igerigini

belirlemek icin ilk dnce yagdaki fosfor miktari analiz edilir, sonra bu deger, fosforun

fosfolipidler igerisindeki agirlik¢a oranindan tiiretilen yaklagik 25-30 gibi bir faktorle

carpilarak fosfolipid miktarina dontstiiriiliir [4,10].

Cizelge 2.10 : Bazi ham yaglarin fosfolipid icerikleri [4].

Yaglar Fosfolipid (%) Fosfor (ppm)
Kolza yagi 0,5-3,5 200-1400
Soya yagi 1,0-3,0 400-1200
Pamuk yagi 1,0-2,5 400-1000
Misir yagi 0,7-2,0 250-800
Aycicegi yagi 0,5-1,3 200-500
Aspir yagi 0,4-0,6 150-250
Yer fistig1 yagi 0,3-0,7 100-300
Palm yag 0,03-0,1 15-30
Hindistan cevizi yag 0,02-0,05 10-20

Carelli ve arkadaslarinin gergeklestirdikleri bir ¢alismada, yaglardaki fosfor miktarini

fosfolipid miktarina doniistiirmek igin kullanilan deneysel ve teorik donilisiim
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faktorleri karsilastirtlmistir. Bunun i¢in ham ve yapiskan maddeleri giderilmis
aycicegi yaglarinin fosfor igerigi ve fosfolipid bilesimi Ol¢iilmiis ve ortalama teorik
doniistim faktorleri sirasiyla, 24,7 ve 23,0 olarak bulunmustur. Yapiskan maddeleri
giderilmis yaglar i¢in bulunan deneysel doniisiim faktori, teorik deger ile iyl uyum
gosterirken, ham yaglarda 6nemli 6lglide teorik degerin altinda kalmistir. Bu farkin,
fosfolipid disindaki safsizliklardan kaynaklanan fosfordan ve kromatografik analizle
saptanamayan mindr fosfolipidlerden kaynaklanabilecegi belirtilmistir. Ayrica
calismada, ekstrakte edilmis yaglarda presleme ile elde edilmis yaglara kiyasla daha

yiiksek miktarda fosfolipid bulundugu belirtilmistir [24].

Fosfolipidlerin genel kimyasal yapisi Sekil 2.7°de gosterilmistir. Gliserin
molekiiliiniin 1 ve 2. pozisyonundaki hidroksil grubu biri doymus digeri doymamis
iki yag asidi ile esterlesirken, 3. pozisyonundaki hidroksil grubu ise fosfolipidin

tiirtine gore degisen bir grupla (X) birlesmis olan H3PO, ile esterlesmistir [25].

\ THS
\
C—~R H Ho |@
! HO—C —C —N—CHg
HyC—O
&
/O—GH o kolin CHg
- 1]
Ro— Gy H,C—0—P—0—X Hy Hg
O | o HO—C —C —NH;
o®
etanolamin
OH ol
K=kolin (fosfatidil kolin)
H=etanolamin (fosfatidil etanolamin)
K=inositol (fosfatidil inositol)
X=H (fosfatidik asit) 0 OH
/ OH

mositol

Sekil 2.7 : Fosfolipidin genel kimyasal yapisi ve bazi 6nemli fosfolipidler [26].

Ham bitkisel yaglarda en yaygin olarak bulunan fosfolipidler, fosfatidil kolin (PC),
fosfatidil etanolamin (PE), fosfatidik asit (PA), fosfatidil inositol (PI) ve fosfatidil
serindir (PS) [4].

Yapiskan madde giderme prosesi ile yagdan uzaklastirilan fosfolipidler, geri

doniistiiriilerek, gida ve diger endiistriyel proseslerde emiilgatér ajan1 olarak
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kullanilmaktadir. Giiniimiizde sadece soya yagindan elde edilen fosfolipidler ticari
olarak islenmektedir. {lk olarak yumurta sarisinda kesfedilen fosfatidil kolinin ticari
ismi olan ‘lesitin’ terimi soya yagmndan elde edilen tim fosfolipidler igin

kullanilmaktadir [10].

Ham yaglardaki fosfolipidler hidrate olabilenler (HP) ve hidrate olamayanlar (NHP)
olmak tizere smiflandirilirlar. Fosfatidil kolin (PC), fosfatidil inositol (PI) ve
fosfatidil etanolamin (PE) olduk¢a yiiksek hidrate olma 6zelligine sahiptirler. Hidrate
olamayan fosfolipidler ise fosfatidil etanolamin (PE) ve fosfatidik asit (PA)’in
kalsiyum ve magnezyum tuzlaridir. Yaglarda hidrate olamayan fosfolipidlerin
igerigi, yetisme ve depolama sartlarinin etkiledigi tohumun kalitesine ve ekstraksiyon

kosullarina gore degisebilmektedir [10].

2.3.1 Hidratasyon yontemiyle yapiskan maddelerin giderilmesi

Hidrate olabilen fosfolipidlerin ham yagdan uzaklastirilmasinda hidratasyon yontemi
kullanilmaktadir. Bu yontemde ¢oziicii ekstraksiyonu veya presleme ile elde edilen
ham yag, 70-80°C’ye 1sitilip hacimce %1-3 oraninda su ile karistirilir. Kesikli
sistemlerde 30-60 dakika, siirekli sistemlerde ise 10-15 dakika karistirmali tankta
bekledikten sonra biinyelerine su alarak topaklanan yapiskan maddeler santrifiijleme
islemi ile yagdan ayrilirlar. Eger siirekli sistemlerde yiiksek hizda bir karistiric
kullanilirsa bu siire 1 dakika veya daha altina inebilir. Hidrate olabilen
safsizliklarindan ayrilan yag ise kurutucuya gonderilir [1,10]. Hidratasyon

yontemiyle yagdan yapiskan maddeleri giderme prosesi Sekil 2.8’de gdsterilmistir.

Hamyag [smer Isthict

Sekil 2.8 : Hidratasyon yontemi ile yapiskan maddelerin yagdan giderilmesi [27].
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Hidratasyon yonteminde eklenen su miktar1 ve sicaklik 6nemli parametrelerdir. Az
su kullanimi, koyu renkli, yogun yapiskan madde ve bulanik bir yag olusmasina
neden olurken, fazla su kullaniminda ise hidrolizden dolay1 yag kaybi artar. Diger
taraftan, yiiksek sicakliklarda fosfolipidlerin ¢oziiniirliigiiniin artmasindan dolay1
islem yavaslarken, diisiik sicakliklarda fosfolipidlerin viskozitesi artacagindan

ayrilma zorlasacaktir [23].

Hidratasyon yontemi hidrate olabilen fosfolipidleri uzaklastirmak igin kolay ve hizl
bir yontemdir. Asidik yontem lesitinin kararmasina neden oldugu i¢in, 6zellikle soya
yagindan lesitin elde edebilmek i¢in bu yontem uygulanmaktadir. Ancak
hidratlanamayan fosfolipidler, o6zelikle fosfatidik asitin ve lizofosfatidik asitin
kalsiyum ve magnezyum tuzlari, gliserofosfatlar ve inorganik fosfatlar suda
coziinemediklerinden yagda kalarak bu yontemle ayrilamazlar. Hidratasyon yontemi
ile ham yagn tipi ve kalitesine, i¢erdigi hidrate olamayan fosfolipid igerigine gore,

yagdaki fosfor miktar1 80-200 ppm seviyelerine diiser [22,23,24,28].

2.3.2 Asidik yontemle yapiskan maddelerin giderilmesi

Asidik yontemle yapiskan madde giderme prosesinde, hidrate olamayan maddelerin
hidrate hale getirilerek yagdan uzaklastirilmas1 amaglanmaktadir. Asidik yontem, asit
ve suyun birlikte kullanilmasiyla, hidratasyon yonteminin bir ¢esidi olarak da kabul
edilebilir. Bu yontemle, kalsiyum ve magnezyum tuzlar1 halinde bulunan fosfatidik
asit ve fosfatidil etanolamin gibi hidratlanmayan fosfolipidler, hidratlanabilir hale
getirilirler. Kullanilan asit ile fosfatidik asit ve fosfatidil etanolaminde bulunan iki
degerlikli kalsiyum ve magnezyum iyonlar1 serbest hale gecerek sulu faz ile yagdan
ayrilirlar. Bunun i¢in gidalarda kullanilabilir, iki degerlikli metal iyonlar ile
baglanabilen ve yeteri kadar giiglii asitler olan fosforik asit ve sitrik asit
kullanilmaktadir. Fosforik asit ham yagin fosfor igerigini arttirabildigi i¢cin daha

pahali olmasina karsin sitrik asit daha ¢ok tercih edilmektedir [29,30].

Baz1 asidik yontem proseslerinde ise, asit uygulanarak serbest kalan fosfolipidleri
suda ¢oziinen sodyum tuzlarina doniistiirmek i¢in NaOH ¢ozeltisi eklenir. Boylece

yagin fosfor icerigi daha da azaltilir [4].

Sitrik asit ve fosforik asitten baska, PA’1n iki degerlikli metal iyonlariyla daha giiglii
baglanarak, hidrate olabilir hale getiren etilen diamin tetra asedik asit (EDTA) de

yapiskan madde giderme proseslerinde kullanilmaktadir [26].
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Asidik yontem ile yagdan yapigkan maddeleri giderme prosesi Sekil 2.9°da
gosterilmigtir. 60-80°C sicakliga 1sitilan ham yaga %85°lik fosforik asit veya
%45°lik sitrik asit ¢ozeltisinden genellikle yagin agirlikca %0.01-0.4’ii oraninda
ilave edilir. Yag, asit ¢ozeltisi ile 5000 devir/dak gibi yiiksek bir hizda 1 dakikadan
daha kisa bir siire karigtirilir. Su ilave edilerek 30 dakika tankta bekletilen yag,
santrifiijlenerek, hidrate olmayan yapiskan maddelerinden ayrilir [1,27].

Bekleme tank

Kanstiner

Yapiskan maddeler

Sekil 2.9 : Asidik yontem ile yapiskan maddelerin yagdan giderilmesi [27].

Bu prosesle elde edilen yag icindeki fosfor miktari, ham yagdaki hidratlanmayan
fosfolipidlerin miktarina baghdir. Aygcicegi gibi diisik hidratlanmayan fosfolipid
iceren yaglarda 5-30 ppm aras1 fosfor kalirken, daha yiiksek miktarda i¢eren yaglarda
30 ppm’den daha yiiksek miktarda fosfor kalir [10].

2.3.3 Enzimatik yontemle yapiskan maddelerin giderilmesi

Son yillarda biyoteknolojik gelismelerin artmasina paralel olarak yag sanayisinde de
enzimlerin kullamldigi ¢aligmalar giderek yaygimlagmaktadir. Ozellikle fiziksel
rafinasyon i¢in gecerli olan ve enzimatik degumming olarak adlandirilan yontemde
yapiskan maddelerin giderilmesi i¢in fosfolipaz enzimlerinden yararlanilmaktadir.
Bu yontemde fosfolipidler fosfolipaz enzimi yardimiyla suda ¢oziinebilen

fosfolipidler haline getirilip, santrifiij ile yagdan uzaklastiritlmaktadir. [21].

Ham yagdaki yapiskan maddeleri uzaklastirmak i¢in hidratasyon, asidik,
superdegumming, total degumming, ultrafiltrasyon prosesi gibi bir¢ok yoOntem
gelistirilmistir. Sanayide yaygin olarak kullanilan hidratasyon ve asidik yontemlerle

yiksek  fosfolipid igeren yaglardaki fosfor miktar1 istenen seviyeye
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diisiirilememektedir. Superdegumming ve total degumming prosesleri ise her tiirli
yaga uygulama gilvenirligi olmadigindan dolay1 sanayide nadir olarak
kullanilmaktadir. Yeni bir metot olan ultrafiltrasyon prosesi ise pahali bir yontemdir.
Ancak 1992 yilindan beri gelistirilmekte olan enzimatik yontemde ise, bitkisel
yaglarin fosfor igerigi 10 ppm’in altina, kimi yaglarda ise 5 ppm’in altina kadar

diistirilebilmektedir [3, 31].

Enzimatik yolla yapiskan maddeleri giderme prosesi ilk olarak 1992 yilinda fiziksel
rafinasyona uygun olarak, Alman Lurgi ve R6hm sirketleri tarafindan “EnzyMax®

Process” adiyla gelistirilmistir [2].

Enzimatik yontemlerin Onciisii olan EnzyMax® prosesi 3 6nemli adimdan olusur

[32]:

» Enzim reaksiyonu igin optimum sartlarin ayarlanmasi (optimum sicaklik ve
tampon ¢ozeltiyle optimum pH ayarlamasi)
= Enzim ¢0zeltisinin eklenmesi ve enzim reaksiyonunun gergeklesmesi

» Yapiskan maddelerin yagdan ayrilmasi

EnzyMax® yontemi ile yapiskan madde giderme prosesi Sekil 2.10°da

gorilmektedir.

Su

Lecitase® Ultra

. Sitrik asit NaOH
Ham yag

Sulu faz
Santrifijj
Bekleme @ \D (
tank1 a
Bekleme tank1 Yag

Sekil 2.10 : EnzyMax yontemi ile yapiskan maddeleri yagdan giderme prosesi [33].
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Sekil 2.10°da da goriildiigii gibi EnzyMax® yontemi ile yapiskan maddeleri giderme
prosesinde ilk asama, ham yaga 70-80°C sicaklikta sitrik asit ¢ozeltisi eklenmesidir.
Sitrik asit ve yag, karistirict ile dagitilarak, reaksiyonun tamamlanmasi i¢in 15-30
dakika bekleme tankinda bekletilir. Sitrik asit metal iyonlarim1 yakalayarak,
enzimlerin  fosfolipidlere  ulasmasim1  kolaylagtirir.  Enzim  reaksiyonunun
gerceklesmesi icin gerekli sicakliga 1sitilan yaga, pH ayarlamasi i¢in uygun miktarda
NaOH ilave edilir. Bu miktar her mol sitrik aside karsilik 1,5-2 mol NaOH olacak
sekildedir. Enzim, yagin kalitesine gore degismekle birlikte yag miktarmin yaklasik
%1-3’1 kadar suyla birlikte, yaga ilave edilir. Yagda ¢oziinen fosfolipid ve suda
¢ozlinen enzim arasindaki reaksiyon, yag-su ara fazinda meydana gelir ve
fosfolipidler suda ¢oziinen fosfolipidlere doniistiiriiliir. Bu sebeple gerekli yiiksek
yiizey alanini saglamak, tiim bilesenler arasinda emiilsiyon olusturmak i¢in yiiksek
pargalayicili karigtirict kullanilir. Enzim reaksiyonun tamamlanmasi ig¢in bekleme
tankinda 3-6 saat bekletilen yag-su karisimi son asamada santrifiije gonderilir, yag ve

sulu faz birbirinden ayrilir [32,33].

Enzimatik yontemin diger yontemlere gore tercih edilmesindeki baslica sebepler

sunlardir [24,34]:

» Ham yagdaki fosfor seviyesini 0-5 ppm seviyelerine diisiirerek, oOzellikle
fiziksel rafinasyon islemine tabi tutulacak yaglar i¢in en uygun yontemdir.

* Daha az asit, baz ve su kullanimiyla diger yontemlere gore daha ekonomiktir.

= Mevcut yontemlere gére daha yiiksek yag verimi saglar.

= Enzimler yiiksek se¢icidirler ve reaksiyon i¢in kiiclik miktarda enzimler yeterli
olabilmektedir.

= Her tiir yaga uygulanabilir, daha kalitesiz yaglarda bile diisiik fosfor ve demir
icerigi saglanabilir.

= Basit bir yontemdir ve mevcut rafinelere uyarlanabilir.

» Yag asitlerine ve yararli bilesiklere daha az zarar verir.

» Diisiik fosfor saglamasiyla, renk agma ve mum giderme asamalarinin daha

etkili olmasi saglanir.

Enzimatik yontem yukarida saydigimiz bircok avantaji nedeniyle, fiziksel
rafinasyonun yapiskan maddeleri giderme asamasinda son yillarda tercih edilen ve

tizerinde ¢ok fazla calismanin yapildig: bir yontemdir.
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Enzimatik yapiskan madde giderme proseslerinde kullanilan fosfolipazlar,
fosfolipidlerin ester baglarini hidroliz edebilen, hidrolitik enzimlerin bir smifidir.
Sekil 2.11°de goriildiigii gibi, fosfolipazlar (PL), fosfolipidin etki ettikleri bolgesine
gore, fosfolipaz A1, A2, B, C ve D olarak siniflandirilirlar [31].

PLB P PLA,;
PLA, ----- 1 n ¥
i :.‘l (‘j[[2 03.'J C R,
R, ﬁ"r ‘CH
0 CH, 0 ‘\T +0 X
P o
PLC------ : t o pLD

Sekil 2.11 : Fosfolipazlarin ¢alisma mekanizmasi [31].

Ornegin, fosfolipaz Al enzimi, fosfolipidin gliserin kismmin 1. poziyonundaki
hidroksil grup ile yag asidi arasindaki ester baginin hidrolizini katalizleyip, bir yag
asidi molekiilii ¢ikararak fosfolipidi suda ¢oziinen lizofosfolipide doniistiiriir. Bu

reaksiyon Sekil 2.12°de gosterilmistir.

H,C—O0—OC—R, H,C—OH

H—C—0—0C—R, , g o FosflpzAl _ H_C—0—0C—R; ;+HOOC_R,

9 |9
H,C—O0—P—0—X H,C—O0—P—0—X
| |
OH OH
Fosfolipid Su Lizofosfolipid Yag asidi

Sekil 2.12 : Fosfolipidin enzimatik hidrolizi [34,35].

Enzimatik yolla yapiskan maddeleri giderme yonteminde kullanilan baglica enzimler
fosfolipaz A1l (Lecitase® Novo ve Ultra), fosfolipaz A2 (Lecitase® 10L, Rohalase
MPL, LysoMax®), fosfolipaz C (Purifine®) enzimleridir [36].

EnzyMax® prosesinde ilk kullanilan enzim domuz pankreasindan elde edilen

fosfolipaz A2 (Lecitase® 10L) enzimidir. Ancak enzim kaynaginin sinirli olmasi,
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optimum pH degerinin yiiksek olmasi, kofaktér olarak kalsiyum iyonlarinin
gerekmesi, dini olarak helal/koser kabul edilmemesi gibi nedenlerle yerini
mikrobiyal enzimlere birakmustir. Fusarium oxysporum’den elde edilen Lecitase®
Novo ve Thermomyces lanuginosus/F. oxysporum’den elde edilen Lecitase® Ultra

sirastyla EnzyMax® prosesinde kullanilan mikrobiyal enzimlerdir [26].

Fosfolipaz Al ve A2’ye alternatif olarak gelistirilen bir diger enzim ise,
Diversa/Verenium sirketi tarafindan Purifine® adi ile 2007 yilinda piyasaya siiriilen
fosfolipaz C (PLC) enzimidir. PLC, fosfatidilkolin ve fosfatidil etanolamindeki
fosfat-gliserin baginin hidrolizini katalizleyerek, yagda ¢oziinen diagilgliserol ve
suda ¢oziinen kolin ve etanolaminin fosfat esterlerine doniistiiriir. PLAL ve A2
enzimlerinin fosfolipidleri hidrolizi sonucu olusan serbest yag asitleri ileriki
rafinasyon basamaklarinda o6zellikle koku giderme asamasinda kaybolurken,
diagilgliseroller yagda kalarak yag verimini arttirir. PLC’nin dezavantaji ise, tim
fosfolipidler tizerinde etkili olmayip, yalniz fosfatidil kolin ve fosfatidil etanolamin
tizerinde etkili olmasi, fosfatidil inositol, fosfatidik asit ve onun suda ¢oziinmeyen
tuzlarmin hidrolizini katalizlememesidir. Bu sebeple, bu enzim fiziksel rafinasyona
tabi tutulabilecek kadar diisiik miktarda fosfor ve metal iceren yag elde etmek i¢in
yeterli degildir. Bunu agmanin bir yolu ise iki enzimi birlikte kullanarak, enzimlerin
performansini arttirmaktir. Dayton’un bu konuda yaptig1 bir ¢alismasinda PLA1 ve
PLC’yi birlikte kullanarak ham yagin fosfor igerigini 500 ppm’den 2 ppm’e
distiriirken, tek basina PLA1 kullanildiginda %97,4 olan yag verimini de %98,3’e
yiikseltmistir [36,37,38,39].

Bitkisel yaglardan yapiskan maddelerin uzaklastirilmasinda kullanilan bir diger
enzim ise, Danisco A/S tarafindan LysoMax® adi ile iiretilen, PLA2 aktiviteli lipid
acil transferaz (LAT) enzimidir. Bu enzim fosfolipid molekiiliiniin 2. pozisyonundaki
bir yag asidinin, yagda bulunan serbest sterol veya stanole transferini katalizler. Eger
ortamda yeterli miktarda serbest sterol veya stanol yoksa serbest yag asitleri olusur.
PLA1 ve PLA2 enziminde oldugu gibi, LAT enzimi de yagda bulunan biitiin
fosfolipidlere etki eder ve onlari lizofosfolipidlere doniistiiriir. Boylece diisiik fosfor
icerigi saglanirken, yag kaybi da azalir. Ayrica serbest yag asitlerinin sterollere
tutunarak yagda kalmasiyla, daha yliksek yag verimi saglanirken koku giderme

asamasinda serbest sterollerin kaybi da azaltilir [37,38].
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2.3.3.1 Literatiirde enzimatik yontemle fosfolipidlerin giderilmesi iizerine

yapilmis calismalar

Enzimatik yontemle fosfolipidlerin giderilmesi iizerine yapilan ¢alismalar genellikle,
yeni enzimlerin gelistirilmesi ve yagdaki fosfor icerigini azaltmak i¢in optimum

proses sartlarinin bulunmasi {izerine yogunlagsmistir [40].

Clausen’in 2001°de yaptig1 ¢alismada Lecitase® Novo ve Lecitase® 10L enzimleri
varliginda kolza yagindan yapiskan maddelerin giderilmesi tizerine deneyler
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada, fosfolipaz Al tipi olan Lecitase® Novo enziminin
optimum c¢alisgma pH’min 5 oldugu, optimum sicakliginin da 40-45°C araliginda
oldugu bulunmustur. Yapilan deneyler mikrobiyal Lecitase® Novo’nun domuz
pankreasindan elde edilen Lecitase® 10L ve diger fosfolipazlardan daha etkili
oldugunu, daha az suda, daha diisiik pH ve sicakliklarda c¢alisabildigini gostermistir.
Calismada ayrica HPLC (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi) ile yapilan
analizlerde Lecitase® Novo’nun daha ¢ok yag fazindaki fosfolipidleri hidrolizledigi

goriiliirken, Lecitase® 10L’nin sulu fazdaki fosfolipidleri tercih ettigi belirtilmistir
[2].

Roy ve arkadaslar1 2002 yilinda Lecitase® Novo enzimi varlifinda, ham ve 6n
hidratasyon yontemi uygulanmis piring kepegi yaglarindan fosfolipidlerin
giderilmesi {izerine ¢alismalar gergeklestirmislerdir. 4 saat siiren fosfolipid giderme
isleminden sonra yaglara agartma topragi ile renk agma iglemi uygulanmigtir. Ham
yagdaki (403 ppm) ve 6n hidratasyon yontemi uygulanmis yagdaki (60 ppm) fosfor
degerleri, sirasiyla 16 ve 15 ppm’e diismiistiir. Renk agma isleminden sonra ise

fosfor seviyesi her iki yagda da yaklasik 2 ppm civarinda bulunmustur [41].

Yang ve arkadaslar1 tarafindan 2006 yilinda yapilan bir ¢alismada ise yeni bir
mikrobiyal enzim olan Lecitase® Ultra’nin fosfolipid giderimi iizerine etkisi
incelenmigstir. Asidik ortamda olduk¢a aktif olan Lecitase® Ultra en yiiksek
aktiviteyi pH 5’te gostermistir. Hem fosfolipidlere hem de triagilgliserollere etki
gosteren enzimin, sicaklik 40°C’nin altinda iken lipaz aktivitesinin, 40°C’nin
tizerinde iken fosfolipaz aktivitesinin baskin oldugu goriilmiistiir. 50°C sicaklikta
kolza ve soya yaglarina uygulanan enzimatik yapiskan madde giderme islemiyle
igerdikleri fosfor miktarlar1 5 saat sonunda sirasiyla 123,1 ve 150,4 ppm’den, 8 ve 6

ppm’e diismiistiir [32].
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Yang ve arkadaglar1 tarafindan ayni yil yapilan diger bir ¢caligmada ise kolza yagina
Lecitase® Ultra enzimi kullanilarak yapiskan madde giderme islemi uygulanmistir.
Yapigkan madde giderme prosesinde etkili olan enzim miktari, sicaklik ve pH gibi
parametrelerin optimizasyonu tepki yiizey yontemi kullanilarak yapilmistir. En
uygun enzim miktar1 39,6 mg/kg, sicaklik 48,3°C, pH ise 4,9 olarak bulunmus, bu
kosullar altinda, kolza yaginin fosfor miktarinin 3,1 mg/kg’a diisebilecegi
hesaplanmistir. Bu tahmini degeri dogrulamak icin, ayni1 kosullar altinda
gergeklestirilen deney sonucunda da elde edilen kolza yaginin fosfor igerigi 3,3
mg/kg elde edilmistir. Ayrica ¢alismada, yapiskan madde gidermede pH’in 6nemli
bir etken oldugu, 4,6-5,1 pH araliginda kolza yaginin fosfor miktarmin fiziksel

rafinasyon i¢in istenen 10 mg/kg’in altina inebilecegi belirtilmistir [42].

Jahani ve arkadaglar1 tarafindan 2007 yilinda yapilan bir ¢alismada ise tepki yilizey
yontemi kullanilarak, piring kepegi yagi icin enzimatik yapigkan madde giderme
prosesinin optimizasyonu yapilmistir. Optimum c¢aligma sartlarint bulmak ig¢in
reaksiyon siiresi, enzim miktari, eklenen su miktar1 ve sicaklifin prosese etkisi
incelenmistir. Yapilan hesaplama sonunda optimum reaksiyon siiresi 4,07 saat,
enzim miktar1 50 mg/kg, eklenen su miktart 1,5 mL/100 g, sicaklik ise 49,2°C olarak
bulunmustur. Bu optimum kosullarda piring kepegi yaginin fosfor miktar1 8,86
mg/kg, serbest yag asidi degeri ise oleik asit cinsinden 2,01 g/100 g olarak
hesaplanmustir [43].

Yang ve arkadaslar1 2008 yilinda yiiriittiikleri bir diger calismada, mikrobiyal
fosfolipaz A1l enzimi varliginda, giinliik 400 ton kapasitesi olan soya yag1 rafinasyon
prosesi i¢in uygun kosullari belirlemislerdir. Tank icerisindeki ham soya yagi once
30 dakika sitrik asit ile karistirnlmigtir. Bu asamada yagin fosfor igerigi 121,5
mg/kg’dan 61,2 mg/kg’a diigmiistiir. Daha sonra uygun miktarda enzim ilave
edilmistir. 4,8-5,1 pH araliginda 6 saat siiren enzimatik reaksiyondan sonra yagin
fosfor icerigi 10 mg/kg’in altina inmistir. Bu deger renk agma isleminden sonra 3
mg/kg seviyelerine, koku giderme isleminden sonra ise 1-2 mg/kg seviyelerine
diismiistiir. Diger taraftan santrifiijle yag ve yapiskan maddeler kolayca birbirinden
ayrilmis ve yag kaybi asidik yonteme gore oldukg¢a azalmistir. Asidik yontemde elde
edilen yapigkan maddeler kirmizi-siyah renginde ve viskoz bir yapida iken,
enzimatik yontemde elde edilen yapiskan maddelerin agik sar1 renkte ve iyi kalitede

oldugu gorilmiistiir. Ayrica c¢aligmada, elde edilen yapiskan madde fazindaki
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fosfolipid bilesikleri Elektrosprey Iyonizasyon Kiitle Spektrometresi ile analiz
edilmis, elde edilen fosfolipidlerin %54,3’linlin lizofosfolipid, %45,7’sinin ise
gliserofosfolipidden olustugu goriilmiistiir. Gliserofosfolipidlerin daha hidrofilik
yapida olmasinin, yag ve su fazinin kolayca ayrilmasmi ve yag kaybinin daha az
olmasmi sagladigi, bu sebeple basarili bir yapiskan madde giderme prosesinin

gliserofosfolipid iiretimi ile yakindan ilgili oldugu ¢alismada belirtilmistir [40].

Sheelu ve arkadaslar1 tarafindan 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada, jelatin hidrojel
icinde immobilize edilmis Lecitase (fosfolipaz Al) enziminin, piring kepegi
yagindan yapiskan maddelerin giderilmesi iizerine etkisi incelenmistir. Serbest
enzimin aktif oldugu pH aralig1 6,5-8 iken, immobilize edilmis enzimin optimum
pH’1 7,5 olarak bulunmustur. Serbest halde iken optimum sicaklik araligi 37°C iken
bu degerin immobilize enzimde 50°C’ye yiikseldigi belirlenmistir. Bioreaktdrde
piring kepegi yagina uygulanan yapiskan madde giderme islemi sonunda, immobilize
enzim, aktivitesini kaybetmeden 6 kez geri doniisiimlii olarak kullanilmis ve her
seferinde yagin fosfor igerigi 400 ppm’den 2 saat sonunda 50-70 ppm araligina
indirilebilmistir. Renk a¢gma isleminden sonra ise fosfor miktar1 5 ppm’in altina
disiiriilmustiir. Ekonomik olarak bakildiginda, immobilizasyon isleminin maliyetli
olarak goriildiigii ancak enzimin tekrar kullanilabilir olmasinin bu maliyeti telafi
ettigi, ayrica daha etkili reaktdr tasarimi ve proses kontrolii ile, toplam proses
sliresinin azalabilecegi ve boylece bu yontemin daha ekonomik olacag: ¢aligmada

belirtilmistir [44].

Sarode ve arkadaglari 2011 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, 3. jenerasyon olan
fosfolipaz A1l (Lecitase® Ultra) enzimini, farkli kalitedeki ham pirin¢ kepegi
yaglarindan yapiskan madde giderme isleminde kullanmislardir. Onceden
hidratasyon yontemi uygulanmis piring kepegi yagina yapiskan madde giderme
islemi uygulandiginda, 5 saat sonunda fosfor miktar1 8,9 mg/kg seviyelerine
diiserken, Onceden asidik yontem uygulanmis piring kepegi yagma ayni islem
uygulandiginda ise, fazla gelen asit fosfolipaz enzimini inhibite ettiginden, fosfor
miktar1 31 mg/kg’da kalmistir. Calismada ayrica, enzimatik yapiskan madde giderme
islemi ¢oziicii fazinda da gergeklestirilmistir. Coziicii ekstraksiyonu sonunda elde
edilen ¢oziicii-yag karisgimi direkt olarak yapiskan madde giderme islemine tabi
tutuldugunda yag kayb1 azalacak, verim artacaktir. Hekzan ve petrol eterinin ¢oziicii

olarak kullanildig1 ¢alismalarda, diisiik su seviyelerinde (%2) nonpolar ¢oziicii ile su
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faz1 arasinda yeterli temas kurulamadigindan fosfolipid miktarinda bir azalma
goriilmemistir. Su seviyesi %20’ye arttirildiginda fosfor miktar1 71 mg/kg’a diismiis
ancak yag fazinda gerceklestirilen yapiskan madde giderme isleminin performansina

ulagilamamustir [45].

Jiang ve arkadaslar1 2011 yilinda yaptiklar: ¢alismada, bir bitkisel yag fabrikasinin
yakinindaki topraktan ayrigtirillmig Pseudomonas fluorescent BIT-18’den elde edilen
fosfolipaz B’nin (PLB) farkli yaglardaki yapiskan madde giderme islemindeki
etkisini arastirmislardir. PLB, fosfolipazdaki her iki a¢il grubunun hidrolizini
katalizleyerek, lizofosfolipidlerden daha hidrofilik ve santrifiijle daha kolay bir
sekilde ayrilabilen fosfogliseratlari olusturur. 40°C’de yapilan deneyler sonucunda
ham soya, kolza ve yerfistig1 yaglarinin fosfor icerikleri 4 saat sonunda 10 mg/kg’in,
5 saat sonunda ise 5 mg/kg’in altina inmistir. Calismada ayrica PLB enziminin lipaz
aktivite gostermedigi ve bu sebeple serbest yag asitlerinin olusumunun sadece

fosfolipidlerin hidrolizinden kaynaklandigi belirtilmistir [31].

Jiang ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptiklari bagka bir ¢alismada ise Pseudomonas
fluorescens BIT-18’den elde edilen PLB enzimi varliginda soya yagi i¢in enzimatik
yapiskan madde giderme isleminin optimizasyonu yapilmistir. En uygun sicaklik, pH
ve PLB miktar1 gibi parametrelerin bulunmas: i¢in merkezi birlesik tasarim ve
regresyon analizi ile birlestirilmis tepki yilizey yontemi kullanilmistir. Yapilan
deneyler sonucunda bulunan optimum sicaklik degeri 40°C, pH degeri 4,7, PLB
miktar1 ise 500 U/kg bulunmus, bu optimum kosullar uygulandiginda kalan fosfor
igeriginin ise 5,3 mg/kg olacagi hesaplanmistir. Ayn1 optimum kosullar altinda soya
yagina yapiskan madde giderme islemi uygulanmis ve fosfor seviyesi 4,9 mg/kg

bulunarak, tahmin edilen degerle uyumlu oldugu gdsterilmistir [3].

Yapilan literatiir aragtirmalar1 sonucunda ham pamuk yagindan enzimatik yontemle

fosfolipid giderilmesi {izerine yapilmis bir ¢alismaya rastlanilmamustir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu ¢alismada, ham pamuk yagindan farkli yontemlerle fosfolipidlerin giderilmesi
amaciyla deneyler gergeklestirilmis, en uygun yontem ve en uygun reaksiyon

parametreleri belirlenmistir.

3.1 Kullanilan Malzemeler

Caligmada kullanilan ham pamuk yagi Emeksizler Nebati Yag San. Tic. Ltd. Sirketi
(Adana), Lecitase® Ultra Al enzimi Novozymes A/S (Bagsvaerd, Danimarka),
coziiciiler ve diger kimyasal maddeler ise Merck (Darmstadt, Almanya), Sigma
Aldrich (Taufkirchen, Almanya) ve Riedel-de Haen (Seelze, Almanya) firmalarindan
temin edilmistir. Kullanilan tiim kimyasal maddeler analitik safliktadir. Lecitase®
Ultra Al enzimi, Aspergillus oryzae adli mantarin fermantasyonu ile iretilen
Thermomyces lanuginosus/Fusarium oxysporum’den tiretilmis olup aktivitesi 10
KLU/g olarak bildirilmistir. Kahverengi ve sivi haldedir [46].

3.2 Kullanilan Yontemler

3.2.1 Pamuk yaginin yag asidi bilesiminin belirlenmesi

Deneysel ¢alismada kullanilan ham pamuk yaginin yag asidi bilesimi, kapiler gaz
kromatografi (GC) cihaz1 ile belirlenmistir. Bu amagla, AOCS (American Oil
Chemists’ Society) Ce 2.66 metoduna gore ham pamuk yagimin metil esterleri
hazirlanmis ve Hewlett-Packard 5890 Seri Il (Hewlett-Packard, Waldron, Almanya)

gaz kromatografi cihazi yardimiyla bilesimi belirlenmistir [47].

Kromatogramlarda olusan pikler, piklere ait alikonma zamanlarinin ayni cihaz ve
kosullarda analiz edilen standart yag asitlerinin metil ester karistminin alikonma
zamanlar ile karsilastirilmasiyla, tespit edilmistir. Her yag asidine ait pik alaninin,
toplam pik alanina bagil yilizdesinden, pamuk yagmin yag asidi bilesimi
hesaplanmistir. Uygulanan kromatografik analiz kosullar1  Cizelge 3.1°de

gosterilmistir.
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Cizelge 3.1 : Gaz kromatografisi analiz kosullari.

Dedektor Tipi FIDW
Dedektor Sicakligr (°C) 280
Injeksiyon Sicakligi (°C) 250
Gaz Hizlar1 (mL/dak)
Azot 1,6
Hidrojen 33
Hava 460
Dagitma Oran 88:1
Firin Sicakligt 150 °C (5 dak)
150-275 °C (5 °C/dak)
275 °C (10 dak)
Kolon Tipi Kapiler kolon
TRB-5 ht®

(1) Alev iyonizasyon dedektorii
(2) 30m x 0,25mm, 0,1 pm film kalinhiginda %5 difenil ve %95 dimetil polisiloksan

3.2.2 Ham pamuk yagindan fosfolipidlerin giderilmesi
3.2.2.1 Asidik yontemle fosfolipidlerin giderilmesi

Ham pamuk yagindan fosfolipidlerin uzaklastirilmasi amaciyla once asidik yontem
ile deneyler gergeklestirilmistir. Bu amagla, 250 mL’lik dibi diiz bir balon igerisine
75 gram ham pamuk yag: tartilmis; balon, sicaklik ve karistirict hizi kontrol edilen
manyetik karigtiricili 1sitict iizerine yerlestirilmis su banyosuna konulmustur. Sekil

3.1’de uygulanan asidik yontemin akim semasi goriilmektedir.

Ham vag

80°C've 1sitma
Sitrilc asit
—-
Karistrma
500 mpm-5> dak
Su
—-
K Numune alma
arigtma ,
300 mpm

Sekil 3.1 : Asidik yontemle fosfolipid gideriminin akim semasi.
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Reaksiyon sicakligi 80°C’de sabitlenerek, balonun i¢ine yagin %0,3’ii oraninda sitrik
asit ¢ozeltisi (45 gram/100 mL) eklenmistir. 500 rpm karistirma hizinda 5 dakika
karistirildiktan sonra reaksiyon balonuna yagin %?2’si oraninda su eklenmis, ayni
karistirma hizinda reaksiyon devam ettirilmistir. Belirli zaman araliklarinda,
reaksiyon balonundan 5’er mL numuneler santrifiij tiipiine alinmis, 4000 rpm’de 1
saat slireyle santrifiij edildikten sonra ayrilan iist faz analiz i¢in ayr1 bir deney tiipiine

alinmustir.
3.2.2.2 Enzimatik yontemle fosfolipidlerin giderilmesi

Ham pamuk yagindan fosfolipidlerin uzaklastirilmasi amaciyla, Lecitase® Ultra Al
enzimi yardimiyla deneyler gergeklestirilmistir. Bu amacgla yapilan literatiir
arastirmalart1 sonucunda, enzimatik olarak fosfolipidlerin uzaklastirilmasinda
uygulanmis iki yontemle karsilasilmistir. Bu calismada bu iki yontem de uygulanip

karsilagtirilarak en uygun yontem belirlenmistir.

Ham pamuk yagindan enzim kullanimiyla fosfolipidlerin uzaklastirilmasi amaciyla
kullanilan yontemlerden ilki, Carelli ve arkadaslarinin uyguladiklari, enzim ve diger
tiim reaktanlarin ayni ¢aligma sicakliginda ilave edildigi yontemdir [24]. Sekil 3.2°de

uygulanan enzimatik yontemin akim semasi verilmistir.

Ham vag
Cahsma sicakhgma
1sitma
Sitrik asit Enzim
NaOH Kanigtirma Su
500-1400 rpm
Numune alma

Sekil 3.2 : Enzimatik yontemle fosfolipid gideriminin akim semasi.
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Bu amagla, 250 mL’lik dibi diiz bir balon igerisine 75 gram ham pamuk yagi
tartilmis, balon sicaklik ve karistirict hizi kontrol edilen manyetik karistiricilt 1sitict
lizerine yerlestirilmis su banyosuna konulmustur. Yagin sicakligi, c¢alisma
sicakliginda sabitlenerek, i¢ine sirasiyla sitrik asit ¢ozeltisi (45 g/100 mL), pH’1m
ayarlamak i¢in uygun miktarda NaOH c¢ozeltisi (4 g/100 mL), enzim ve su
konulmustur. Karigtirma hizi tiim reaksiyon boyunca sabit tutularak, reaksiyon 3 saat
devam ettirilmis ve belirli zaman araliklarinda santrifiij tiiplerine 5’er mL numuneler
alinmistir. Numuneler, enzimi inaktif etmek i¢cin 90°C’deki su banyosunda 10 dakika
tutulmus, enzim ve fosfolipidleri iceren su fazini, yag fazindan ayirmak igin 4000
rpm’de 1 saat siireyle santrifiij edilmistir. Faz ayrimindan sonra iist yag fazi ayri bir

tiipe alinmustir.
3.2.2.3 EnzyMax® yontemi ile fosfolipidlerin giderilmesi

Enzimatik yolla yagdaki fosfolipidleri uzaklagtirmak amaciyla ilk gelistirilen yontem
Alman Lurgi firmas: tarafindan gelistirilen EnzyMax® yontemidir. Caligmada ham
pamuk yagindan fosfolipidleri enzimatik olarak uzaklagtirmak amaciyla EnzyMax®
yontemine gore de deneyler yliriitiilmiistiir. Sekil 3.3’de uygulanan EnzyMax®

yonteminin akim semasi verilmistir.

Ham vag

80°C've 1sitma

Sitrikc asit

Karnstuama
1400 rpm-20 dak

30°C've sogutma
NaOH Enzim

Kanstrma Su
1400 rpm

MNumune alma

Sekil 3.3 : EnzyMax® yontemi ile fosfolipid giderimi akim semasi.
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Bu amagla, 75 gram ham pamuk yagi 250 mL’lik dibi diiz bir balon i¢ine tartilip,
sicaklik ve karistirict hizi kontrol edilen manyetik karistiricili 1sitict {izerine
yerlestirilmis 80°C’deki su banyosuna konulmustur. Reaksiyon balonuna literatiir
degerleri temel alinarak yagin kiitlece %0,15’1 oraninda sitrik asit c¢ozeltisi (45
gram/100 mL) eklenmis, reaksiyon 1400 rpm’de 20 dakika devam ettirilmistir.
Reaksiyon sicakligi, istenen caligma sicakligina (50°C) diisiiriilerek reaksiyon
karistmina pH’1 ayarlamak i¢in uygun miktarda NaOH (4 gram/100 mL), uygun
miktarda enzim ve yagin kiitlece %2’si oraninda su ilave edilmistir. Karistirma hizi
1400 rpm’de sabit tutularak reaksiyon 3 saat siire ile devam ettirilmistir. Belirli
zaman araliklarinda alinan numuneler, enzimi inaktif etmek i¢in 90°C’deki su
banyosunda 10 dakika tutulup, 4000 rpm’de 1 saat siireyle santrifiij edilmis, st yag

faz1 ayr1 bir deney tilipline alinmustir.

pH belirleme: Enzimle yiiriitiillen ¢alismalarda ortamin pH’mi belirlemek igin 25
mL reaksiyon karisimi santrifiij tiipiine alinnig, lizerine 25 mL distile su ilave
edilmistir. 4000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmis, faz ayrimi gerceklestikten sonra
iist faz atilarak, alttaki su fazinin pH’1, pH metre ile l¢iilmistiir. Denklem 3.1°de
verildigi gibi Olclilen degerden seyreltme faktorii ¢ikarilarak, reaksiyonun gergek

pH’1 bulunmustur. Seyreltme faktorii pamuk yagi i¢in 0,5 olarak bulunmustur [43].

pngrgek = pHél(;ﬁlen -05 (31)

3.2.3 Pamuk yaginin fosfor iceriginin belirlenmesi

Deneysel calismada kullanilan ham pamuk yaginin ve reaksiyon iiriinlerinin fosfor
icerikleri AOCS Ca 12-55 metoduna gore belirlenmistir. Bu metot, numunelerin
magnezyum oksit varlifinda yakilmasi ve mavi fosfomolibdik kompleks haline
getirilen fosforun spektrofotometrik olarak Ol¢iilmesine dayanir. Olusan ¢ozeltinin
mavi rengi, yagin icerdigi fosfor miktariyla orantili olarak degismektedir. Bu amagla,
yiiksek 1s1ya dayanikli kroze igerisinde, 0,1 gram magnezyum oksit bek alevinde 5-
10 dakika 1sitildiktan sonra igine 0,5-2 gram yag eklenmis, yag komiir haline gelene
kadar bek alevinde yakildiktan sonra, muffle firinda 875°C’de 2 saat yakilarak beyaz
kiil haline getirilmistir. Kiilin fosfor igerigini belirlemek icin AOCS Ca 12-55
metoduna gore hazirlanan ¢ozelti  kiivete alinarak, Jenway 6700 model
spektrofotmetre’de, en yliksek pikin goézlemlendigi 830 nm’de absorbans degeri

okunmustur. Okunan absorbans degerine karsilik gelen fosfor miktarini1 bulabilmek
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icin Oncelikle standart ¢ozeltiler hazirlanip ayn1 metoda gore ayni dalga boyunda
absorbanslar1 okunmugstur. Her standardin mg olarak igerdigi fosfor miktarina karsi
absorbans grafigi ¢izilerek, kalibrasyon egrisi olusturulmustur [48]. Sekil 3.4’te
standart ¢Ozeltilerin  absorbanslarina  gére olusturulan kalibrasyon egrisi

goriilmektedir.

1,2 -

y = 13,523x - 0,0007
R2=1

1 4

o o o
BN (o)) oo
1 1 1

Absorbans

o
N
1

0

0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

-0,2
mg P/50 mL

Sekil 3.4 : Yaglarin fosfor icerigini belirlemek i¢in kullanilan kalibrasyon egrisi.

Yagin ve sahit numunenin absorbanslarina karsilik kalibrasyon egrisinden fosfor
miktarlar1 bulunmus, denklem 3.2’deki denkleme gore, yag numunesinin fosfor

miktart mg/kg (ppm) olarak hesaplanmistir:

Fosfor miktari, mg/kg= (A-B)*10%/M (3.2
A = Yag numunesinin fosfor miktari, mg,
B = Sahit numunenin fosfor miktari, mg,

M = Yag numunesinin agirhigi, g.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 Ham Pamuk Yaginin Karakterizasyonu

Deneysel calismada 6nce ham pamuk yaginin yag asidi bilesimi ve fosfor icerigi
belirlenmistir. Gaz kromatografi cihazi ile AOCS Ce 2.66 metoduna gore analiz

edilen ham pamuk yaginin yag asidi bilesimi Cizelge 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1 : Ham pamuk yaginin yag asidi bilesimi.

Yag asidi Bilesimi (% agirhk)
Miristik asit (14:0) 0,82
Palmitik asit (16:0) 24,41
Palmitoleik asit (16:1) 0,59
Stearik asit (18:0) 3,01
Oleik asit (18:1) 18,13
Linoleik asit (18:2) 52,08
Linolenik asit (18:3) 0,35
Arasidik asit (20:0) 0,43
Gadoleik asit (20:1) 0,18

Cizelge 4.1°den de goriildiigii gibi ham pamuk yag1 yiiksek miktarda linoleik asit
(%52,08), oleik asit (%18,13) ve palmitik asit (%24,41) igerir. AOCS Ca 12-55
metoduna gore yapilan analiz sonucunda ham pamuk yagmin fosfor igerigi ise
845,58 ppm olarak bulunmustur. Deneysel ¢alismada kullanilan ham pamuk yaginin
yag asidi bilesimi ve fosfor igerigi, literatiirde verilen degerlerle uyumluluk

gostermektedir.

4.2 Asidik Yontemle Ham Pamuk Yagindan Fosfolipidlerin Giderilmesi

Ham pamuk yagindan fosfolipidleri uzaklastirmak amaciyla yapilan deneysel
calismalarda oOnce asidik yontem uygulanmistir. 80°C’de yagin kiitlece %0,3
oraninda sitrik asit ilavesiyle baslatilan reaksiyon ortamindan belirli zaman

araliklarinda alinan yag numunelerinin fosfor icerikleri Cizelge 4.2’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2 : Ham pamuk yagindan asidik yontemle fosfolipid giderilmesinde, yagin
fosfor igeriginin zamana gore degisimi (Karistirma hizi: 500 rpm, Asit
miktari: 0,2 mL, Su miktar1: 1,5 mL, Reaksiyon sicakligi: 80°C).

Zaman (dakika) Fosfor Miktar1 (ppm)
0 845,58
10 284,16
30 221,00
60 214,80
120 265,88
180 357,35

Cizelge 4.2°de gorildiigii gibi 10. dakikada pamuk yagiin fosfor igerigi, 845,58
ppm’den 284,16 ppm’e diismiistiir. En diislik degere 1 saat sonunda (214,80 ppm)
ulagilmis ancak 1 saatten sonra fosfor miktarinda tekrar artma goriilmiistiir. Bunun
islem sirasinda ortam pH’min diismesi ve bu nedenle hidrate olamayan fosfatidik
asidin yeniden olusmasi ile ortamin fosfor igeriginin artmasindan kaynaklanabilecegi
diistiniilmiistiir [26]. Sitrik asit yontemi ile pamuk yaginin fosfor igerigi yemeklik

yaglar icin istenen degerin oldukga iistiinde kalmistir.

4.3 Enzimatik Yontem ile Ham Pamuk Yagindan Fosfolipidlerin Giderilmesi

Calismada ham pamuk yagindan fosfolipidleri gidermek amaciyla asidik yontemden
sonra enzim ve diger reaktanlarin ayni c¢alisma sicakliginda sirasiyla katildig:
enzimatik yontemle deneyler yiiriitiilmiistiir. 0,5 mL enzim kullanilarak 500 rpm
karistirma hizinda enzimatik deneyler baslatilmistir. Sicaklik, asit miktari, su miktari
gibi parametreler ise daha once yapilmis ¢alismalara uygun olarak se¢ilmistir [42].
Belirli zaman araliklarinda alinan numunelerin fosfor igerikleri Cizelge 4.3°te

verilmistir.

Cizelge 4.3: Ham pamuk yagindan enzimatik yontemle fosfolipid giderilmesinde
yagin fosfor igeriginin zamana gore degisimi (Karigtirma hizi: 500 rpm,
Enzim miktari: 0,5 mL, Su miktari: 1,5 mL, Asit miktari: 0,1 mL,
Reaksiyon sicakligi: 50°C, pH:5,5).

Zaman (dakika) Fosfor Miktar: (ppm)

0 845,58
10 176,48
30 159,89
60 158,70

120 155,44
180 149,92
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3 saat siirdiiriilen enzimatik yontemle, ham pamuk yaginin fosfor icerigi, 10 dakika
icinde 845,58 ppm’den 176,48 ppm’e diismiis, sonra yavas azalislarla 149,92 ppm’e
ulagmistir. Asidik ve enzimatik yontemler sonucunda elde edilen pamuk yaglarinin

fosfor icerikleri Sekil 4.1°de karsilastirilmistir.
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Sekil 4.1 : Ham pamuk yagindan fosfolipid giderilmesinde kullanilan asidik ve
enzimatik yOntemlerin zamana bagli olarak fosfor igeriklerini
karsilastirilmasi.

Sekil 4.1°de de goriildiigli gibi asidik yontemle 1 saat sonunda elde edilen pamuk
yagindaki fosfor miktar1 214,80 ppm’e ulasirken, enzimatik yontemde 158,70 ppm’e
diismiistiir ve asidik yontemde oldugu gibi zamanla artis gozlemlenmemis, 3 saat
sonunda 149,92 ppm’e ulasilmistir. Enzimatik yontem ile daha diisiik fosfor icerigi
elde edildiginden, enzimatik yontemin asidik yonteme gdre daha uygun bir yontem
oldugu soylenebilir. Enzimatik yontemle yapilan ¢aligmalarda pamuk yaginin fosfor
icerigi olmas1 gereken smir degerin (10 ppm) oldukca iizerinde ¢iktigindan islem

parametrelerinin fosfor miktari lizerine etkileri incelenmeye baslanmistir.

4.4 Ham Pamuk Yagindan Enzimatik Yontemle Fosfolipidlerin Giderilmesine

Karistirma Hizinin EtKisi

Asidik yonteme gore daha iyi sonu¢ veren enzimatik yontemde, fosfor miktari
istenen seviyelere inmemistir. Bu nedenle yapilan literatiir arastirmalarina

dayanilarak karistirma hizinin da yaglardan fosfolipidlerin uzaklastirilmasinda etkili
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olabilecegi diisiiniilerek, ayn1 kosullar altinda karistirma hizi arttirilarak deneyler
gerceklestirilmigtir. 500 rpm ve 1400 rpm karistirma hizlarinda 0,5 mL enzim
kullanilarak yiiriitiilen ¢alismalardan elde edilen sonuglar Cizelge 4.4’te ve Ek-
A.1de Sekil A.1°de verilmistir.

Cizelge 4.4 : Ham pamuk yagindan enzimatik yontemle fosfolipid giderilmesine
karistirma hizinin etkisi (Enzim miktart: 0,5 mL, Su miktari: 1,5 mL,
Asit miktar1: 0,1 mL, Reaksiyon sicakligi: 50°C, pH:5,5).

Zaman (dakika) Fosfor Miktar1 (ppm)
500 rpm 1400 rpm
0 845,58 845,58
10 176,48 157,12
30 159,89 155,91
60 158,70 151,81
120 155,44 136,57
180 149,92 128,19

Karigtirma hiz1 500 rpm’den 1400 rpm’e ¢ikartildiginda ilk 10 dakika sonunda elde
edilen pamuk yaginin igerdigi fosfor miktart 500 rpm’e gore yaklasik 20 ppm’lik bir
azali saglayarak, 176,48 ppm’den 157,12 ppm’e diigmiistiir. Ayn1 sekilde 500 rpm
karistirma hizinda 3 saat sonunda 149,92 ppm olan fosfor igerigi, 1400 rpm
karistirma hizinda 128,19 ppm’e diismiistiir. Karigtirma hizinin artmasi reaksiyon
boyunca enzim igeren sulu fazin yag faz i¢cinde yayilmasini arttirmistir. Boylece
fosfolipidlerle enzim arasindaki temas artarak daha diistik fosfor igerigi saglanmigtir
[36]. Bu sebeple bundan sonraki caligmalar 1400 rpm karistirma hiziyla devam

ettirilmistir.

4.5 Ham Pamuk Yagimdan Fosfolipidlerin Giderilmesinde Kullanilacak Uygun

Enzimatik Yontemin Belirlenmesi

Ham pamuk yagindan enzimatik olarak fosfolipidlerin giderilmesi amaciyla
gergeklestirilen ¢alismalarda, farkli enzimatik yontemlerin etkisini gérmek amaciyla
deneyler yapilmistir. Enzimin etkisini daha i1yi gozlemleyebilmek ve daha diisiik
fosfor icerigi saglayabilmek i¢in enzim miktar1 2 mL’ye c¢ikarilmistir. Tim
reaktanlarin ayn1 caligma sicakliginda eklendigi enzimatik ve EnzyMax®
yontemleriyle yiiriitilen bu calismalardan elde edilen sonuglar Cizelge 4.5’te

verilmistir.
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Cizelge 4.5 : Farkli enzimatik yontemler sonucu elde edilen pamuk yaglarinin fosfor
iceriklerinin zamanla degisimi (Karistirma hizi: 1400 rpm, Enzim
miktari: 2 mL, Su miktar:: 1,5 mL, Asit miktari: 0,1 mL, Reaksiyon
sicakligi: 50°C, pH:5,5).

Zaman Fosfor Miktar: (ppm)

(dakika) Enzimatik yontem EnzyMax®
0 845,58 845,58
10 163,38 145,52
30 143,33 126,66
60 113,45 110,34
120 99,79 94,07
180 89,24 89,95

Ham pamuk yagindan fosfolipidlerin giderilmesi amaciyla uygulanan enzimatik ve
EnzyMax® yontemlerinden elde edilen sonuglar karsilagtirildiginda, ilk yarim saatlik
stirede EnzyMax® yonteminin daha diisik fosfor icerigi sagladigi gorilmistiir.
EnzyMax® yonteminde asitle 20 dakikalik 6n uygulama yapildigindan bu beklenen
bir durumdur. Ancak 1 saat sonunda iki yontem arasinda ¢ok onemli farkliliklar
goriilmemis ve 3 saat sonunda iki yontemde de yagin fosfor igerigi 89 ppm’e
diismistiir. Sekil 4.2°de enzimatik ve EnzyMax® yontemleri karsilagtirilmistir. Elde
edilen bu sonuglara dayanilarak, biitlin reaktanlarin ayn sicaklikta prosese eklendigi
enzimatik yontem, hem daha basit, hem de enerji ve zaman bakimindan daha
ekonomik oldugundan, uygun yontem olarak secilmistir. Calismanin bundan sonraki
asamasinda ham pamuk yaginin fosfor igerigini 10 ppm’in altina diisiirebilmek
amaciyla, sirastyla enzim, su, sitrik asit miktarlari, sicaklik ve pH gibi parametrelerin

fosfor igerigine etkileri incelenmistir.
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Sekil 4.2 : Farkli enzimatik yontemlerle ham pamuk yagindan fosfolipid giderilmesi
sirasinda fosfor miktarinin zamanla degisimi.
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4.6 Ham Pamuk Yagindan Enzimatik Yontemle Fosfolipidlerin Giderilmesine
Enzim Miktarimin EtKkisi

Ham pamuk yagindan enzimatik yontemle fosfolipidlerin giderilmesine enzim
miktariin etkisini gérmek amaciyla deneyler yapilmistir. Bu amagla, daha onceki
deneylerde 1,5 mL su ve 2 mL enzim miktar1 ile oldukga yiiksek fosfor igerikleri elde
edildiginden ve yapilan birkag 6n deneme ile elde edilen fosfor iceriklerinin ¢ok
yiiksek olmasindan dolay1r su miktar1 3 mL almarak farkli enzim miktarlarinda
deneyler gergeklestirilmistir. 6, 8 ve 10 mL enzim miktarlarinda gerceklestirilen
calismalardan elde edilen sonuglar Cizelge 4.6’da ve Ek-A.1’de Sekil A.2°de

verilmigtir.

Cizelge 4.6 : Farkli enzim miktarlarinda gergeklestirilen enzimatik yontem sonucu
elde edilen pamuk yaglarinin fosfor igeriklerinin zamanla degisimi
(Karigtirma hizi: 1400 rpm, Su miktari: 3 mL, Asit miktari: 0,1 mL,
Reaksiyon sicakligi: 50°C, pH: 5,5).

Zamgn Fosfor Miktar1 (ppm)

(dakika) 6 mL 8 mL 10 mL
0 845,58 845,58 845,58
10 124,31 97,68 72,72
30 65,99 59,48 44,06
60 43,50 39,91 42,19
120 45,66 40,92 39,63
180 43,20 37,13 36,92

Cizelge 4.6 incelendiginde, enzim miktar arttik¢a yagdaki fosfor miktariin diistigii
goriilmektedir. 3 saatlik enzimatik uygulama sonucunda 6 mL enzim kullanildiginda
43,20 ppm fosfor igeren pamuk yagi elde edilirken, 8 mL enzim kullanildiginda
37,13 ppm, 10 mL enzim kullanildiginda ise 36,92 ppm fosfor igeren pamuk yaglari
elde edilmistir. En diisiik fosfor i¢erigi 10 mL enzim kullanildiginda elde edilmistir.
Ancak enzimler pahali katalizorler oldugundan ve 8§ mL ve 10 mL enzim
kullanildiginda elde edilen yaglarin fosfor igerikleri birbirine yakin oldugundan
bundan sonraki deneylerde uygun enzim miktar1 8 mL olarak alinmistir. Farkli enzim
miktarlarina gore 3 saatlik enzimatik uygulama sonucunda elde edilen yaglarin fosfor

igerikleri Sekil 4.3’te gosterilmistir.
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verilmistir.

Sekil 4.3 : Farkli enzim miktarlarina gére ham pamuk yaginin fosfor igeriginin

4.7 Ham Pamuk Yagindan Enzimatik Yontemle Fosfolipidlerin Giderilmesine

Ham pamuk yagindan enzimatik yontemle fosfolipidlerin giderilmesi amaciyla
gerceklestirilen caligmalarda, su miktarinin etkisini gérmek amaciyla deneyler
yiirlitiilmiistlir. 8§ mL enzim miktarinda, 1.5, 3, 6 ve 8 mL su miktarlarinda yiiriitiilen

caligmalardan elde edilen sonuglar EK A.1’de Sekil A.3’de ve Cizelge 4.7°de

Cizelge 4.7 : Farkli su miktarlarinda gergeklestirilen enzimatik yontem sonucu elde

edilen pamuk yaglarinin fosfor igeriklerinin zamanla degisimi
(Karigtirma hizi: 1400 rpm, Enzim miktari: 8 mL, Asit miktart: 0,1
mL, Reaksiyon sicakligi: 50°C, pH:5,5).

Zaman Fosfor Miktar1 (ppm)

(dakika) 15mL 3mL 6 mL 8 mL
0 845,58 845,58 845,58 845,58
10 132,85 97,68 98,00 103,62
30 75,25 59,48 62,29 58,19
60 61,72 39,91 39,78 39,29
120 61,20 40,92 32,03 32,98
180 52,72 37,13 29,89 27,44
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Cizelge 4.7’ den goriildiigii gibi pamuk yaginin fosfor igerigi, su miktarinin artisi ile
ters orantili olarak diigsmiistiir. Bunun nedeni fosfolipaz enziminin hidrolitik yapida

olmasi ve fosfolipidlerin hidrolizine suyun direkt olarak katilmasidir [43]. Ayrica



hidrate olabilen fosfolipidler yagdan su ile uzaklastirildigindan, su miktarinin artmasi
ile daha ¢ok hidrate olabilen fosfolipid yagdan giderilebilmistir. 3 saat sonunda 1,5
mL su ile pamuk yaginda kalan fosfor miktar1 52,72 ppm iken, su miktar1 6 mL’ye
cikartildiginda bu deger 29,89 ppm’e diismiistiir. Su miktar1 8 mL’ye arttirildiginda
ise, kalan fosfor miktarlarinda 6nemli bir degisiklik gézlemlenmediginden en uygun
su miktari 6 mL olarak secilmistir. 6 mL su miktar1 yagin %8’ine karsilik
gelmektedir. Bu sonug literatiirde daha 6nce bulunmus degerlere gore daha yiiksek
elde edilmistir. Bu yagin fosfor igeriginin ¢ok yiiksek olmasindan ve yapisindan
kaynaklaniyor olabilir. Farkli su miktarlarina goére 3 saatlik enzimatik uygulama

sonucunda elde edilen yaglarin fosfor igerikleri Sekil 4.4°te verilmistir.
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Sekil 4.4 : Farkli su miktarlarina gére ham pamuk yaginin fosfor igeriginin degisimi
(Enzimatik yontem siiresi: 3 saat).

4.8 Ham Pamuk Yagindan Enzimatik Yontemle Fosfolipidlerin Giderilmesine
Asit Miktarmin Etkisi

Ham pamuk yagindan enzimatik yontemle fosfolipidlerin giderilmesi amaciyla
yapilan caligsmalarda literatiirde 6nerilen 0,1 mL (yagin kiitlece %0,15°1) sitrik asit
kullanilarak deneyler yapilmistir. Ancak 8 mL enzim, 6 mL su ile yapilan ¢alismada
elde edilen fosfor miktar1 (29,89 ppm), yemeklik yag i¢in istenen degerin {istiinde
kalmistir. Isleme asit miktarmin da etkisi olabilecegi diisiiniilerek, asit miktar1 0.3,
0.6 ve 0.9 mL olarak degistirilerek deneyler gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar
EK A.1°de Sekil A.4’te ve Cizelge 4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.8 : Farkli asit miktarlarinda gergeklestirilen enzimatik yontem sonucu elde
edilen pamuk yaglarinin fosfor iceriklerinin zamanla degisimi
(Karistirma hizi: 1400 rpm, Enzim miktari: 8 mL, Su miktari: 6 mL,
Reaksiyon sicakligi: 50°C, pH:5,5)

Zaman Fosfor Miktar1 (ppm)

(dakika) 0,1 mL 0,3 mL 0,6 mL 0,9 mL
0 845,58 845,58 845,58 845,58
10 98,00 75,99 42,05 27,05
30 62,29 43,11 19,36 10,45
60 39,78 29,22 16,76 8,69
120 32,03 28,24 18,17 8,16
180 29,89 25,26 16,73 10,54

Cizelge 4.8’den goriildiigii gibi pamuk yaginda kalan fosfor miktar: sitrik asit miktari

artig1 ile ters orantili olarak diismiistiir. 2. saat sonunda 0,1 mL sitrik asitle 32.03 ppm

olan fosfor miktari, asit degeri 0,9 mL’ye yiikseltildiginde 8,16 ppm’e diismiistiir. 3.

saatte kiigiik bir yiikselme gostermistir. Sitrik asitteki artis yagdan daha fazla hidrate

olamayan fosfolipidlerin Ca ve Mg tuzlarinin uzaklastirilmasini saglayarak onlarin

sulu faza gecirmesine sebep olmustur [26]. Farkli asit miktarlarina gore 2 saatlik

enzimatik uygulama sonucunda elde edilen yaglarin fosfor igerikleri Sekil 4.5’te

verilmistir.
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Sekil 4.5 : Farkli asit miktarlarina gére ham pamuk yaginin fosfor igeriginin degisimi
(Enzimatik yontem siiresi: 2 saat).
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4.9 Ham Pamuk Yagindan Enzimatik Yontemle Fosfolipidlerin Giderilmesine
Sicakhigin Etkisi

Proses sicakligi enzimatik islemin maliyetini etkileyen Onemli parametrelerden
biridirr, Ham pamuk yagindan enzimatik yontemle fosfolipidlerin giderilmesi
amaciyla gerceklestirilen deneylerde, en uygun sicaklik degerini bulmak amaciyla
30, 50 ve 60°C sicakliklarda deneyler yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alismalardan elde edilen
sonuglar EK A.1°de Sekil A.5’de ve Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9 : Farklh sicakliklarda gerceklestirilen enzimatik yontem sonucu elde
edilen pamuk yaglarinin fosfor iceriklerinin zamanla degisimi
(Karistirma hizt: 1400 rpm, Enzim miktari: 8 mL, Su miktari: 6 mL,
Asit miktari: 0,9 mL, pH:5,5).

Zaman Fosfor Miktar1 (ppm)

(dakika) 30°C 50°C 60°C
0 845,58 845,58 845,58
10 27,15 27,05 23,88
30 15,52 10,45 14,28
60 16,26 8,69 9,70
120 25,18 8,16 8,45
180 32,62 10,54 9,94

Cizelge 4.9°dan goriildiigi gibi sicaklik 30°C’ye diistiigiinde, pamuk yagindaki
fosfor miktarinda 50°C’ye gore artma meydana gelmistir. Bunun nedeni Yang ve
arkadaglarinin bu konuda yaptiklar ¢aligmada da agikladig: gibi, Lecitase Ultra® Al
enzimi hem fosfolipaz hem de lipaz aktivitesi gosteren bir enzimdir. Sicaklik
40°C’nin {istiinde iken fosfolipaz aktivitesi baskin iken, sicaklik 40°C’nin altina
indiginde lipaz aktivitesi artarken, fosfolipaz aktivitesi diismektedir. En yliksek
aktiviteyi 50°C’de gostermektedir [32]. Ayrica sicakligin diigmesi ile reaktan
molekiillerinin kinetik enerjilerinin diismesi, bdylece ¢arpisma olasiliklarinin azalip
reaksiyon hizinin diismesine de neden olabilmektedir [35]. Calismada sicaklik
60°C’ye yiikseltildiginde enzim yapisinin bozulmasindan dolay1, fosfor miktarinda 1.
ve 2. saatlerde ¢ok az bir miktarda artis goriilmiis, ancak literatiirdeki degerler kadar
farkliliklar goriilmemistir. 50°C ve 60°C sicaklilarda 2 saat sonunda elde edilen
sonuglar hemen hemen ayni oldugundan enzimatik yontem i¢in uygun sicaklik daha
ekonomik olmasindan dolay1r 50°C olarak alinmistir. Literatiire bakildiginda ayni
enzim i¢in Yang ve arkadaslarinin [42] kolza yag: lizerinde yaptiklari optimizasyon

calismasinda optimum sicaklik 48,3°C, Jahani ve arkadaslarinin [43] piring kepegi
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yag1 tlizerinde yaptiklart ¢calismada ise optimum sicaklik 49,2°C olarak bulunmustur.
Farkli sicaklik degerlerine gore 2 saatlik enzimatik uygulama sonucunda elde edilen

yaglarin fosfor igerikleri Sekil 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6 : Farkli sicaklik degerlerine gére ham pamuk yaginin fosfor igeriginin
degisimi (Enzimatik yontem siiresi: 2 saat).

4.10 Ham Pamuk Yagindan Enzimatik Yontemle Fosfolipidlerin Giderilmesine
pH’mn Etkisi

Ham pamuk yagindan enzimatik yontemle fosfolipidlerin giderilmesi amaciyla
gerceklestirilen ¢alismada, pH’ 1n etkisini gdrmek amaciyla deneyler yiiriitiilmiistiir.
Bu amacla, sitrik asit degeri sabit tutulup, NaOH miktar1 degistirilerek 4,5, 5 ve 5,5
pH degerlerinde yapilan calismalardan elde edilen sonuclar EK A.1°de Sekil A.6°da

ve Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10 : Farkli pH degerlerinde gergeklestirilen enzimatik yontem sonucu elde
edilen pamuk yaglarinin fosfor igeriklerinin zamanla degisimi
(Karigtirma hizi: 1400 rpm, Enzim miktari: 8 mL, Su miktari: 6 mL,
Asit miktari: 0,9 mL, Reaksiyon Sicakligi: 50°C).

Zaman Fosfor Miktar1 (ppm)

(dakika) 4,5 5 5,5
0 845,58 845,58 845,58
10 19,06 16,07 27,05
30 18,80 14,46 10,45
60 19,94 14,42 8,69
120 21,40 15,13 8,16
180 21,54 18,89 10,54
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Calismada kullanilan Lecitase Ultra® A1l enzimi asidik ortamda aktivite gosteren bir
enzimdir [32]. Cizelge 4.10’dan goriildiigii gibi pamuk yagi i¢in bu enzim en yiiksek
aktiviteyi pH 5,5’te gdstermistir. Literatiirde de aymi enzimle yapilan fosfolipid
giderilmesi ¢alismalarina bakildiginda, Yang ve arkadaslarmin [32] kolza ve soya
yagi iizerinde yaptiklari ¢alismada en diisiik fosfor igerigi pH 5°te elde edilirken,
Sadeghi’nin [35] soya yagi iizerinde yaptigi ¢alismada en diisiik fosfor igerigi pH
4,6’da elde edilmistir. Farkli pH degerlerine gore 2 saatlik enzimatik uygulama
sonucunda elde edilen yaglarin fosfor igerikleri EK A.1’de Sekil A.7’de

gosterilmistir.
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5. VARGILAR VE ONERILER

Ham yagdaki yapiskan maddeleri wuzaklastirmak i¢in hidratasyon, asidik,
superdegumming, total degumming, ultrafiltrasyon prosesi gibi bir¢ok yoOntem
gelistirilmistir. Sanayide en yaygin olarak uygulanan hidratasyon ve asidik yontem,
yagdaki fosfor miktarin1 bazi yaglarda istenen fosfor seviyesine diisiirememektedir.
Superdegumming ve total degumming prosesleri ise her tiirlii yaga uygun
olmamasindan dolay1 sanayide nadir olarak kullanilirken, yeni bir metot olan
ultrafiltrasyon prosesi ise pahali ve gelismekte olan bir yontem oldugundan tercih
edilmemektedir. Enzimatik yontemle fosfolipidlerin giderilmesinde ise bitkisel
yaglarin fosfor igerigi 10 ppm’in altina, kimi yaglarda ise 5 ppm’in altina kadar
diisiiriilebildiginden 6zellikle fiziksel rafinasyon islemine tabi tutulacak yaglar icin
oldukca uygun bir yontemdir. Ayrica, diger yontemlere gore daha az asit, baz ve su
kullanimiyla daha ekonomiktir ve daha yiiksek kalitede ve yiiksek verimde yag elde
edilir.

Bu ¢aligmada, oldukga yiiksek miktarda fosfolipid igeren ham pamuk yagindan farkli
yontemlerle bu tir maddelerin uzaklastirilmasinda etkin olan uygun yontem
arastirllmis ve daha sonra belirlenen uygun yontem {lzerine etki edebilecegi
diisiiniilen karigtirma hizi, enzim, su ve asit miktarlari, sicaklik ve pH gibi

parametreler incelenmistir.

Baslangigta fosfor igerigi 845,58 ppm olan ham pamuk yaginin, asidik yontemle
fosfor igerigi en diisiik 1 saat sonunda 214,80 ppm olarak bulunmus, 3 saat sonunda
ise artis gostererek 357,35 ppm’e ulasmistir. Enzimatik yontemde ise ham pamuk
yaginin fosfor igerigi 3 saat sonunda 149,92 ppm olarak elde edilmistir. Daha sonra
karigtirma hizinin bu yontem iizerine etkisi incelenmis ve en uygun karistirma hizi
1400 rpm olarak belirlenmistir. Literatiir arastirmalarina gore tiim reaktanlarin ayn
calisma sicakliginda ilave edildigi enzimatik yontem ve EnzyMax® yontemleri
karsilastirilmistir. Bu amagla 1400 rpm karigtirma hizinda ve 2 mL enzim miktarinda
caligmalar yapilmis ve 3 saat sonunda elde edilen yaglarin fosfor igerikleri 89 ppm

olarak bulunmustur. Bu nedenle hem uygulama kolayligi hem de ekonomik olmasi
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bakimindan uygun yontem olarak tiim reaktanlarin ayni calisma sicaklifinda ilave
edildigi enzimatik yontem secilmistir. Enzimatik yontemle en diisiik fosfor igerigi
(8,16 ppm) 75 gram yag i¢in, 8 mL enzim, 6 mL su, 0,9 mL sitrik asit miktarlarinda,
50°C sicaklik ve pH 5,5°te elde edilmistir.

Pamuk yag1 daha once de belirtildigi gibi fenolik yapida zehirli bir bilesik olan
gossipol icermektedir. Pamuk tohumundaki gozeneklerde bulunan gossipolun biiyiik
bir kismi, yag ekstrakte edildiginde tohumdaki proteine baglanirken, kiigiik bir kismi1
da yaga karnisir. Yagda kalan gossipolun biiyiikk bir kismi ise giiniimiizde
ndtralizasyon asamasinda alkali uygulamasiyla uzaklastirilmaktadir. Bu calismada
yagin gossipol igerigi belirlenmemistir. Bundan sonraki calismalarda, kullanilan
pamuk yagimin gossipol igerigi belirlenerek, enzimatik yapiskan madde giderme
yonteminin pamuk yagindaki gossipol igerigine etkisi {izerine arastirmalar

yapilabilir.

Pamuk yaginin fosfor igerigi oldukea yiiksek oldugundan, 6n hidratasyon yontemi
uygulanarak enzimin yilikii hafifletilebilir. Farkli enzim cesitleri veya enzim
karisimlart ile calismalar gergeklestirilerek reaksiyona etki eden parametreler

optimize edilebilir.
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EKLER

EK A.1 : Deneysel sonug grafikleri
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Sekil A.1 : Farkli karistirma hizlarinda enzimatik yontemle ham pamuk yagindan
fosfolipid giderilmesi sirasinda fosfor miktarinin zamanla degisimi.
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Sekil A.2 : Farkli enzim miktarlarinda enzimatik yontemle ham pamuk yagindan
fosfolipid giderilmesi sirasinda fosfor miktarinin zamanla degisimi.
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Sekil A.3 : Farkli su miktarlarinda enzimatik yontemle ham pamuk yagindan
fosfolipid giderilmesi sirasinda fosfor miktarinin zamanla degisimi.

120
100
E g0
=
g ——=0,1mL
2 60
'g ——0,3 mL
S —=06mL
< 40 0,9 mL

i
1

0 50 100 150 200
Zaman (dakika)

Sekil A.4 : Farkli asit miktarlarinda enzimatik yontemle ham pamuk yagindan
fosfolipid giderilmesi sirasinda fosfor miktarinin zamanla degisimi.
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Sekil A.5 : Farkli sicaklik degerlerinde enzimatik yontemle ham pamuk yagindan
fosfolipid giderilmesi sirasinda fosfor miktarinin zamanla degisimi.
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Sekil A.6 : Farkli pH degerlerinde enzimatik yontemle ham pamuk yagindan
fosfolipid giderilmesi sirasinda fosfor miktarinin zamanla degisimi.
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Sekil A.7 : Farkli pH degerlerine gére ham pamuk yaginin fosfor igeriginin degisimi
(Enzimatik yontem siiresi: 2 saat).
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