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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

BiTKiSEL YAG DEODORIZE DiSTILATINDAKI E VITAMINiNiN KARAKTERiZASYONU VE
YARI-PREPARATIF HPLC iLE GERi KAZANIMI

Huriye CAKIR TAS
Selcuk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Prof.Dr.Hiiseyin KARA
2019, 72 Sayfa

Jiiri
Prof.Dr. Hiiseyin KARA
Dog¢. Dr. Mustafa TOPKAFA

Dr. Ogr. Uyesi Fatih DURMAZ

Bu tez calismasinda; yari-preparatif HPLC teknigi kullanilarak, herhangi bir 6n isleme tabii
tutulmayan deodorize distilatinda bulunan tokoferol ve tokotrienoller ayrilmaya ve GC-MS sistemi ile bu
maddeler karakterize edilmeye ¢alisilmustir.

Tokol tayini baz alarak gergeklestirilen deneyler; ilk asama deodorize distilatlardaki tokoferol ve
tokotrienol varligin1 belirlemek ve birbirinden ayirtetmek igin analitk HPLC ile optimizasyon
caligmalari, ikinci asama belirlenen tokoferol ve tokotrienol fraksiyonlarini toplamak igin yar1 preparatif
HPLC analizleri ve son asama da toplanan bu fraksiyonlar1 karakterize etmek i¢in gaz kromatografisi
kiitle spektroskopi (GC-MS) analizleri olmak tizere 3 asama da gergeklestirilmistir.

Analizler; Agilent 1200 yiiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC-FLD-DAD) ve Agilent
7890N-5975C gaz kromatografisi kiitle spektroskopi (GC-MS) cihazlar ile gergeklestirilmis olup,
deneylerde Reprosil-Pur 120 CN, sabit faz1 Silicycle CN 120 A 10 um olan laboratuvarda hazirlanan
kolon ve HP-5MS (30 m x 0.25 mm; 0.25 pm) kolonlar1 kullanilmustir.

Deneylerden elde edilen sonuglardan, misir yagi deodorize distilatinda yapilan incelemede
sabunlagtirma iglemi yapmadan %1,54 a-tok, %0,21 B ve Y tok, %0,13 3-tok olmak {izere %1,88 toplam
tokoferol igerdigi goriilmiistiir. Yari-preparatif HPLC teknigi ile toplanan 6 fraksiyon igerikleri GC-MS
ile analiz edildiginde, Frk-1 ve Frk-2 gesitli yag asitleri ve esterlerini, Frk-3 a-tok ve a-tokotrienol, Frk-4
B-tok ve 8- tok, Frk-5 B ve & tokotrienol ve Frk-6 ise 8-tok ve sterol gesitleri igerdigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Deodorizasyon, deodorize distilat, tokoferol, tokotrienol, yari-preparatif
HPLC
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MS THESIS

CHARACTERIZATION OF VITAMIN E IN DEODORIZER DISTILLATE OF VEGETABLE
OIL AND ITS RECOVERY BY SEMI-PREPARATIVE HPLC

Huriye CAKIR TAS

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF SELCUK
UNIVERSITY

THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE
IN CHEMISTRY
Advisor: Prof.Dr. Hiiseyin KARA
Year, 72 Pages
Jury
Prof.Dr. Hiiseyin KARA
Dog¢. Dr. Mustafa TOPKAFA

Dr. Ogr. Uy. Fatih DURMAZ

In this thesis study; using semi-preparative HPLC technique, tocopherol and tocotrienols in the
deodorized distillate which were not subjected to any pretreatment, were separated and characterized by
GC-MS system.

In experiments carried out based on the determination of tocol three stages were performed; the
first stage is optimization analysis by analytical HPLC to determine the presence of tocopherol and
tocotrienol in deodorized distillates, the second stage is semi-preparative HPLC analysis to collect the
determined tocopherol and tocotrienol fractions, and the final stage is gas chromatography mass
spectroscopy (GC-MS) analysis to characterize these fractions collected.

In this thesis; semi-preparative HPLC analysis was performed using Agilent 1200 high
performance liquid chromatography (HPLC-FLD-DAD) and Agilent 7890N-5975C gas chromatography
mass spectroscopy (GC-MS) devices.In addition, Reprosil-Pur 120 CN (250x4.6; 5um), the stationary
phase Silicycle CN 120 A 10 um laboratory column and HP-5MS (30 m x 0.25 mm; 0.25 um) columns
were used in the experiments.

According to the results obtained from the experiments, corn oil deodorized distillate showed
that 1.54% a-toc, 0.21% P and Y toc, and 0.13% 3-toc without to saponification, 1.88% total tocopherol.
When the contents of 6 fractions collected by semi-preparative HPLC technique were analyzed by GC-
MS, Frk-1 and Frk-2 are various fatty acids and esters, Frk-3 a-toc and a tocotrienol, Frk-4 B-toc and 6-
toc, Frk-5 B and & tocotrienol and Frk-6 8-toc and sterol varieties were found to contain.

Keywords: Deodorization, deodorizer distillate, tocopherol, tocotrienol, semi-preparative HPLC
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

a: alfa

B: beta

y: gama

o: delta

ppm: per permit million (milyonda bir)
pm: mikro metre

nm: nanometre

Rs: ayirma gicu

Kisaltmalar

FFA: Serbest Yag Asidi

HPLC: Ylksek Performansli Sivi Kromatografisi
GC-MS: Gaz Kromatografisi Kiitle Spektrometresi
FLD: Floresas Dedektor

DAD: Diyod Array Dedektor

Prep: Preparatif

DD: Deodorize Distilat

Tok: Tokoferol

MeOH: Metanol

HAc: Asetik Asit

TEA: Tri Etil Amin

Tokol: Tokoferol ve Tokotrienol

T: Tokoferol

T3: Tokotrienol

Frk: Fraksiyon

10
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1. GIRIS

Bitkisel kat1 ve sivi yaglar; genellikle tiiketilmeden oOnce cesitli saflastirma
basamaklarini iceren bazi endiistriyel islemlere tabi tutulurlar. Rafinasyon olarak
isimlendirilen bu islemler biitiinii; ham yagda bulunan safsizliklarin, yagin tabii
Ozelligini bozmadan, yapisin1 degistirmeden yagdan uzaklastirilmasiyla, yaga

tiiketilebilir 6zellikler kazandirmak amaci ile uygulanmaktadir (Topkafa, 2013).

Yaglarda rafinasyon islemi, kimyasal ve fiziksel olmak {iizere iki yontemle
yapilmaktadir. Kimyasal rafinasyonda; fosfopilidlerin giderilmesi (degumming), asitlik
giderme (noétralizasyon), renk agma ve metalleri uzaklastirma (agartma), mumsu
maddelerin  uzaklastirllmas:  (kislandirma-vinterizasyon) ve  koku giderme
(deodorizasyon) asamalar1 yer alirken, fiziksel rafinasyonda; degumming, agartma ve
vinterizasyon basamaklarinin ardindan nétralizasyon ve deodorizasyon islemleri yapilir

(Dumont ve Narine, 2007).

Rafinasyonu olusturan bu kademelerin hemen hemen hepsinde, 6zellikle de
notralizasyon ve deodorizasyon basamaklarinda dnemli miktarda yan tirtinler (soapstock
ve deodorize distilatlar) olusmaktadir (Mendes ve ark., 2005). Soapstock; bitkisel ham
yaglarin rafinasyonunda, serbest yag asitlerinin kostik ile ndétralizasyonu ve yikama
sonrasinda ayrnistirtlan yan rlin, deodorize distilatlar ise; yag rafinasyonu
deodorizasyon basamagindan elde edilen ve notr yag dahil olmak iizere, serbest yag
asitleri, tokoferoller, steroller, skualen gibi bir¢ok biyoaktif bilesigi biinyesinde tasiyan
olduk¢a degerli ve karmasik bir yan {irlin olarak bilinmektedir (Ghosh ve
Bhattacharyya, 1996; Igbal ve ark., 2005; Verhé ve ark., 2006).

Rafinasyonun en 6nemli ve son basamagi olan deodorizasyon kademesi; yiiksek
sicaklik (220-300°C) ve diisiik basingta (1-8 mm Hg) gerceklestirilen bir destilasyon
prosesidir. Bu proseste; yaga istenmeyen tat, asitlik, renk ve koku veren: serbest yag
asitleri, metilik esterler, mumsu maddeler, olefinik ve poliolefinik maddeler, aldehitler,
ketonlar, peroksitler gibi birgok madde yagdan uzaklastirilmaktadir (De Greyt ve ark.,
1999). Bu maddeler yiiksek sicakliklarda diisiik buhar basincina sahiptirler. Bu nedenle

deodorizasyon kademesinde; yliksek sicaklik ve diisiik basing altinda g¢alisilarak bu
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maddelerin buhar basinglarini distile edilebilecekleri basinca yaklastirilmaya caligilir.
Ayrica; islem sirasinda yaga direk buhar gonderilerek, buharin siiriikleyici etkisi ile bu
maddelerin yagdan daha kolay uzaklastirilmalar1 saglanmaya calisilir (Hrastar ve ark.,
2011). Ancak yagn kalitesini etkileyen ve i¢cinde bulunmasini istedigimiz bazi1 maddeler
(tokoferol, squalen, sterol vb.) de yiiksek sicakliga maruz kaldigi icin yagdan
uzaklastirilmak istenen maddelerle birlikte uzaklasarak distilata ge¢mektedir. Bu

asamada deodorize distilatlar bizim i¢in dnem kazanir.

Deodorizasyon prosesinin, yagda istenmeyen bu maddelerin
uzaklastirllmasindaki etkinligi; (i) uzaklastirilmasi istenen bilesenlerin buhar basinglari,
(i) yagin buharla karigsma derecesi, (iii) uygulama sirasindaki mutlak basing, (iv)
bilesiklerin buhar basinglarin1 kontrol altinda tutan sicakligin derecesi, (v) mutlak
basing ve sicaklik arasindaki iliskiyi dengeleyen deodorizasyon zamani ve (vi) islemde
kullanilan deodorizere bagl olarak degismektedir (Zehnder ve McMichael, 1967). Bu
nedenle; bir deodorizasyon prosesinden maksimum verim alabilmek, ancak belirtilen bu
parametre degerlerinin optimizasyonuna yonelik iyilestirme ¢alismalarinin yapilmasi ile

mumkindiir.

Diger sanayi sektorlerinde oldugu gibi, gliniimiiz yag sanayisinde de maliyet ve
irlin kaybinin en az oldugu tliretim yontemleri gelistirilmeye calisilmaktadir. Fakat buna
ragmen; yag sanayi sektoriinde yagin islenmesi esnasinda bir¢ok asamada 6nemli kayip
meydana gelmektedir. Rafinasyon prosesinin en Onemli kayiplarindan biri;
deodorizasyon prosesi sirasinda meydana gelen ve deodorize distilati olarak
isimlendirilen biyoaktif bilesenleri kaybidir (Martins ve ark., 2006; Gunawan ve Ju,
2009; Akgiin, 2011; El-Mallah ve ark., 2011; Yan ve ark., 2012). Deodorizasyon
prosesinin iyilestirilmesi ile bir miktar azaltilabilecek bu kayiplarin oniine tam olarak
gecmek maalesef miimkiin degildir. Bu sebeple; deodorizasyon basamaginin yan iiriinii
olarak nitelendirilen deodorize distilatlarinin etkin bi¢gimde degerlendirilmesi

gerekmektedir.

Rafine yagin %1 ini teskil eden deodorize distilatlarda ~%11 gibi oldukca fazla
miktarda bulunan tokoferol /tokotrienollerin geri kazanimi konusu, 6zellikle son on bes

yilda arastirmacilar tarafindan tizerinde olduk¢a durulan bir konu haline gelmistir.
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Tokollerin distilatlardan geri kazaniminda siklikla uygulanan teknikler; molekiiler

distilasyon, stiperkritik akiskan ekstraksiyonu, ve enzimatik reaksiyon'dur.
1.1. Yagin Tanim Ve Onemi

Yaglar, karbonhidratlar ve proteinler gibi insan viicudu i¢in yasamsal degeri olan
ve insanlarin beslenmesinde Onemli yer tutan temel ihtiyag maddelerinden biridir.
Ozellikle doymus yag oranlarinin diisiik olmasi, hiicre yapisi igin gerekli olan serbest
yag asitlerini icermesi ve insan viicudunda A,D,E,K gibi yagda eriyen vitaminleri
cozmesi gibi Ozellikleri ile bitkisel yaglar, insan sagligina katkilar1 ve yiiksek besin

degerine sahip olmalar1 bakimindan ayr1 bir yere sahiptir (Gadoth, 2008).

Yaglar; insanlarin saglikli beslenmesi, ¢ocuklarin biiyiimesi, yaslanma,
fizyolojik tiim faaliyetlerin normal gelismesi, hastaliklardan korunma ve tedavilerin

basarili olmasi gibi hayati konularda en 6nemli unsurlarin basinda gelir.

Insan beslenmesinde ve fizyolojik ihtiyaglarin karsilanmasinda yasamsal énem
tasiyan ve temel gida maddeleri arasinda ilk siralarda yer alan yaglar, yag asitleri ile
gliserinin esterlesmesi sonucu olusurlar. Sekil 1.1 de oleik, linoleik ve linolenik asitten
olusan bir trigliseridin yapis1 goriilmektedir. Tiim gercek yaglarin bilesiminde yag

asitleri bulunur. Bu bakimdan yaglarin fiziksel ve kimyasal o6zelliklerini,

bilesimlerindeki yag asitleri belirler (Baydar, 2000).

\,'*/ _.;_.\/. Linolenik Asit_

»-e
™ 4/

Sekil 1.1Yagin Kimyasal Yapist
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1.2. Yagin Kimyasal Kompozisyonu

Gida olarak kullanilan kati ve sivi yaglarin agirhigimin % 95°ten fazlasim
trigliseridler olusturur. Diger % 5’lik kism1 da mindr bilesikler olarak adlandirilan mono
ve digliseridler, serbest yag asitleri, fosfatidler, steroller, yag asitleri, yagda ¢oziinen

vitaminler ve diger maddeler bulunur.

Trigliseridler, gliserol ve {i¢ yag asidinin esterlesmesi ile olusmustur.
Trigliseridler yapilarindaki yag asitlerinin kompozisyonuna gore ikiye ayrilirlar.
Trigliseridin yapisindaki yag asitlerinin {igii de aynmi ise “basit trigliserid” olarak
isimlendirilir. Eger iki veya ii¢ farkli yag asidinden olusuyorsa bu tip trigliseridlere

“karigik trigliserid” denir.

Mono ve digliseridler yag asitleri ile gliseroliin olusturdugu mono ve
dioesterlerdir. Mono ve digliseridlerin fosfolipitleri kivam arttiric1 (emiilsifler) olarak
onem arz eden bilesiklerdir. Bu amagla gidalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Mono
ve digliseridler, gliserol ile trigliseridlerin reaksiyon ortaminda yag asidi degisimi
yoluyla veya gliserol ile yag asitlerinin esterifikasyonu ile ticari 6lgekte tliretilmektedir.
Sindirim sisteminde trigliseridlerin normal pargalanmasi ile mono ve digliseridler
meydana gelmektedir. Hayvansal ve bitkisel yaglarda ise ¢ok az miktarlarda dogal

olarak olusurlar.

Yag asitleri, yag icerisinde gliserol ile esterlesmemis halde bulunan
bilesiklerdir. Rafine edilmemis bazi yaglarda serbest yag asitleri normalden birkag kat
daha fazla bulunabilir. Bu yag asitlerinin seviyesi rafinasyon isleminde (nétralizasyon
kademesinde) azaltilir. Gida olarak kullanilan rafine kat1 ve siv1 yaglar genellikle ¢ok az

diizeyde serbest yag asidi icerirler.

Fosfatidler yapilarinda gilserole ilaveten, yag asitleri, fosforik asit ve azot
iceren bilesiklerdir. Yemeklik yaglarda genel olarak bulunan fosfatid, lesitin ve

sefalindir.

Steroller, steroid alkoller olarak da tarif edilirler. Steroller, steroid iskeletine
ilaveten 8-10 karbonlu bir yan zincir ve bir alkol grubu iceren bilesiklerdir. Yaglarda

serbest halde, yag asidi esterleri olarak ve glukozidler olarak bulunurlar ve bir¢ok kati
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ve sivl yagin sabunlagsmayan maddelerinin biiyiik bir kismini teskil ederler. Bitkisel

steroller bir biitiin olarak fitosteroller olarak bilinen bir karisimdan ibarettir.

Bazi bitkisel s1v1 yaglarda yag asitleri ile yag alkollerinin esterleri olan mumlar
(vakslar) ¢ok az miktarda bulunur. Ancak bazi morina yaglarinda ¢ok daha fazla mum

igerigine rastlanmustir.

Tokoferoller ve tokotrienoller, pek ¢ok bitkisel yagda dogal olarak bulunan
onemli izobilesenlerdir. Bunlar bitkisel yaglarin oksidatif stabiliteleri yoniinden
yardimc1 olan baslica tabii antioksidanlar olarak kabul edilmektedir. Ayrica yagda

¢oOziinen vitamin E’nin kaynagidirlar.

Beslenmede kullanilan gida maddeleri arasinda bitkisel yaglarin 6zel bir yeri ve
onemi bulunmaktadir. Doymus yag oranlarinin diisiik olmasi, hiicre yapisi i¢in gerekli
olan serbest yag asitlerini icermesi ve insan viicudunda A,D,E.K gibi yagda eriyen
vitaminleri ¢ézmesi gibi Ozellikleri ile bitkisel yaglar; insan sagligina katkilar1 ve
yiiksek besin degerine sahip olmalari bakimindan diyetin 6nemli yap1 taslari olarak
kabul edilmektedir. Yetiskin bir insanin giinliik aktiviteleri i¢in 2000-2400 kaloriye
ithtiya¢c duydugu, dengeli ve saglikli beslenmenin geregi olarak alinmasi gereken bu

miktari 650- 750 kalorilik kisminin da yaglardan karsilandigi bilinmektedir.

Yaglar genel olarak;
e Hiicrelerin yapitasi olmasi ve hiicrenin yar1 gegirgenligini saglamasi,
e Enerji bakimindan en konsantre kaynak olmasi,
e Yagda ¢oziinen vitaminler (ADEK) i¢in tasiyici1 gorevi gérmesi,
e Esansiyel (elzem) nitelige sahip ¢esitli yag asitlerini igermesi,
e Isitma araci ve gidalarin korunmasi amaciyla kullanilmasi,
e Viicut 1s1sinin ayarlanmast,

¢ Enerji depolariin olusturulmasi ve
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e (idalara lezzet katmalar1 gibi  Ozellikleri bakimindan insan

beslenmesinde biiylik 6nem tagimaktadir.
1.3. E Vitamini

Yagda ¢oziinen 6 hidroksi kroman bilesiklerinin genel ismi olan E vitamini,
metabolizmada antioksidan olarak gorev yapmaktadir. Bu antioksidan gurubu 4

tokoferol ve 4 tokotrienol yapiy1 kapsamaktadir (Bilber, 2010).

Tokoferoller ve tokotrienoller (tokol'); pek cok bitkisel yagda dogal

olarak bulunan 6nemli izo-bilesenlerdir ve dogal kaynakli antioksidanlar i¢cinde en
genis kullanim alanina sahip olanlaridir. Bitki dokularinda genis olarak yayilmis
monofenolik ve lipofilik bilesikler olan tokollerin, kesfedildikleri zamandan bu
yana olduk¢a o©nemli fizyolojik aktiviteler sergiledikleri kaydedilmistir.
Kardiyovaskiiler hastaliklarin, bazi kanserler tiirlerinin ve bir¢ok kronik hastaligin
riskini azaltmada oldukga etkin olan vitamin E aktivitesine sahip sekiz farkli tokol

mevcuttur ve bunlarin biiyiik bir kismu farkli yemeklik yaglarda yer almaktadir.

Tokoller bir kroman halkas1 igerirler ve yapilarinda bulunan metil
gruplarinin sayisi ve pozisyonuna gore a-, B-, y- ve o- seklinde siniflandirilirlar. o
izomeri 5,7,8-trimetil; B izomeri 5,8-dimetil; y izomeri 7,8-dimetil ve & izomeri de
ana bilesigin 8-metil tiirevidir. Tokoferollerde doymus (bir fitil zinciri),
tokotrienollerde ise doymamus (3', 7' ve 11' pozisyonlarinda ¢ift bag iceren) bir yan
zincir bulunmaktadir (Sekil 1.2).

! Yagh tohumlar ve yemeklik yaglarin minér bilesenlerinden olan tokoferol ve tokotrienollerin ikisine birden tokol
ad verilir.



http://tr.wikipedia.org/wiki/Tohum
http://tr.wikipedia.org/wiki/Ya%C4%9F
http://tr.wikipedia.org/wiki/Tokoferol
http://tr.wikipedia.org/wiki/Tokotrienol
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Kromanol halkasi Phytyl kuyruk
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R, |R: Bilesen
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H |CH, y

H H 8

Tokotrienoller

Sekil 1.2 Tokollerin kimyasal yapist

Tokoller icerisinde E vitamini aktivitesine gore en aktif bilesen a-tokoferoldiir.
Diger tokoferollerin aktivitesi; S-tokoferol: %15-40, y-tokoferol: %1-20 ve J-tokoferol:
%15-30 arasinda, tokotrienollerin aktivitesi ise; a-tokotrienol: %1, S-tokotrienol: %15-
30, y-tokotrienol: %1-5 ve o-tokotrienol: %1 dir. Ayrica; dogal a-tokoferoliin (2R, 4R,
8R-tokoferol) E vitamini aktivitesi, sentetik hep rasem (all-rac-) a-tokoferolden %30
daha yiiksektir (Marks, 1988).

Tokollerin antioksidan aktiviteleri kimyasal yapilarina ve konsantrasyonlarina
bagl olarak degismektedir. Dogal kaynakli antioksidanlar i¢inde en genis kullanim
alanina sahip olan tokoferoller; saf halde berrak, viskoz, sarimsi, hemen hemen hig
kokusuz yag formunda olup, siiksinat, palmitat gibi kristalize tiirevler verebilmektedir.
Genel olarak tokoferollerin antioksidan aktiviteleri 6- > y- > - > a- sirasina gore azalir.
Bitkisel yaglarda olduk¢a yaygin bulunan bu bilesikler; hayvansal kaynakli gida
tirlinlerinde ¢ok az bulunmakta ya da hi¢ bulunmamaktadirlar. Bu sebeple; hayvansal
kaynakli triinlerin antioksidan aktivitelerini artirmada sentetik tokoferoller yaygin
bicimde kullanilmaktadir. Bitkisel kaynakli sivi yaglar ve gida iiriinleri ise; etkin
oksidatif stabilite icin yeterli tokoferol icerigine sahip olduklarindan, bu {iriinler
rafinasyon gibi 1s1l islemlerden gegirilmedigi siirece tokoferol ilavesine gerek
kalmamaktadir. Bu bilesenler; yagin kalitesini koruma, raf omriinii uzatma, rengini
iyilestirme, yagin besin degerini koruma, hazirlanan gidalarin yapisini ve pisme

ozelligini gelistirme gibi bir¢ok 6nemli fonksiyona sahiptirler.
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Pinng  Palm Misir  Zeyuin Fisuk Aygigefii Aspir Kanola  Soya
kepefii  yaf yaft yafn  yaln yafu yadi yaft yagt
vain

Sekil 1.3: Bazi bitkisel yaglardaki tokoferol ve tokotrienol igerikleri

1.4. Yaglarin Siniflandirilmasi

Temel olarak dogal yaglar, bir gliserin molekiiliiniin, li¢ yag asidi molekiilii ile

birleserek olusturdugu trigliserid olarak adlandirilan yapilardir. Dogal yaglar; elde

edildikleri kaynaga, yag asidi igeriklerine (Sekil.1.2), iyot sayilarina ve yag asit

kompozisyonlarina gore farkl sekillerde siniflandirilarak incelenmektedir.

Elde edildikleri kaynaklara gore

» Hayvansal yaglar
» Bitkisel yaglar
» Balik yaglar

Yag asit iceriklerine gore

»  Doymus yaglar

»  Doymamis yaglar (Tekli Doymamis ve Coklu Doymamis Yaglar)

»  Trans yaglar

Yag asit kompozisyonlarna gore

Iyot sayilarina gore

» Kuruyan yaglar

» Siit yag1 grubu »  Deniz hayvanlar1 yagi grubu
» Laurik asit grubu » Oleik Linoleik asit grubu

» Linolenik asit grubu » Erusik asit grubu

» Konjuge asit grubu » Hidroksi Asit grubu

» Hayvansal yag grubu

» Kurumayan yaglar

» Yari kuruyan yaglar
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1.5. Yaglarin Rafinasyonu

Yagli tohumlar ve meyvelereden, kabuk ayirma, kirma, presleme, ¢oziici

ekstraksiyonu ve ayirma metotlariyla ayrilan yaglara ham yag denir.
Ham yag i¢inde bulunan yabanci maddelerin miktar1 ve cinsi;
e Bitki yetistirma kosullarina,
e Toprak yapisina ve iklim sartlarina,
e Depolama sartlarina,
e Tohuma uygulanan islemlere,
¢ Yag alma esnasindaki parametrelere bagli olarak degismektedir.

Yaglarin, insanlarin kullanimina sunulabilmeleri yani; yagin tiikketime uygun
ozellikler kazanmasi i¢in ham yagda bulunan safsizliklarin dikkatli bir sekilde
uzaklastirilmalar1 gerekmektedir, bu ise; yaglarin rafine edilmesi ile miimkiindiir.
Rafinasyon igleminin esasini; yagin tabii Ozelligini bozmadan ve yapisini
degistirmeden, tiiketime engel olan safsizliklarin uzaklastirilmasi teskil eder (Arslan,
2009). Rafinasyonun verimli olabilmesi igin, asir1 1sitmadan kaginmak, depolamay1
uygun kosullarda yapmak, hava ile temasi en aza indirmek, uygun oranlarda ve hizda
karistirma yapmak, rafinasyon esnasinda sicaklik, siire, basing ve yardimci madde
miktarlarini 1y1 ayarlamak gereklidir. Bunun i¢in karigtirma, 1sitma-sogutma, aktarma,
siizme, kristallendirme ve destilasyon gibi rafinasyon islemlerinin otomasyonlu siirekli

sistemlerde yapilmas1 daha uygundur.

Rafinasyon prosesi yaglarin kalitesini ve ekonomik performanslarin1 belirleyen
en onemli etkendir. Zayif rafinasyon prosesleri ile elde edilmis yaglarin kalitelerini
arttirmak i¢in ilave prosesler uygulanmasi gerekmekte ve bu da ilave maliyetler

gerektirmektedir.

Ham yaglar ne kadar 6zenli ve temiz elde edilirse edilsin mutlaka rafinasyon
islemine tabii tutulmalidir. Rafine edilmeden tiiketilen tek bitkisel yag, iyi kalite

zeytinlerden elde edilen zeytinyagidir. Fakat kotli vasifta olan zeytinyaglar da rafine
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edilir. Tirkiye’nin kirsal kesiminde aycicegi, susam, hashas vb. gibi hammaddelerden

elde edilen yaglarin yerel halk tarafindan rafine edilmeden de tiiketildigi bilinmektedir.

Rafinasyon prosesi yaklasik olarak 30-35 saat siiren kompleks bir iglemdir.
Yaglarda rafinasyon islemi kimyasal, fiziksel ve enzimatik olmak iizere 3 yontemle
yapilmaktadir:  Kimyasal rafinasyonda; degumming, noétralizasyon, agartma,
vinterizasyon ve deoderizasyon kademeleri yer alirken, fiziksel rafinasyonda ise
degumming, agartma ve vinterizasyonu ile notralizasyon ve deoderizasyon islemlerinin
tek kademede buhar destilasyonu ile deoderizasyon iglemleri yapilmaktadir(Ayyildiz,
2010).

Yag Rafinasyonu

Kimyasal Fiziksel Enzimatik
Degumming Degumming Enzim
U U
Notralizasyon Agartma
J U
Agartma Vinterizasyon
U U
Vinterizasyon Deoderizasyon / Notralizasyon
U

Deoderizasyon
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HAM YAG
Enzimatik
Fiziksel Kimyasal Rafinasyon
Rafinasyon Rafinasvon
Gamlarin Ham
Gam Giderme Degum | —> | |esitin
. ming kurutulmasi
Degumming
Alkali Soap stock
.. ﬁ
On waks Nétralizasyon par¢alama
giderme
On Waks giderme
Agartma . .
Agartma |_, Waks giderme Waks
Waks <
giderme h
Asit giderme Deoderizasyon
/Deoderizasyon
I Serbest Yag
> Asidi(FFA)

Sekil 1.4 Yag Rafinasyon Semast

v

RAFINE YAG
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1.5.1.Degumming ( Gum Giderme)

Yag rafinasyon basamaklarinin ilk kademesidir. Bu kademede, ham yagda
bulunan fosfolipidler, proteinler, tutkal benzeri maddeler, nisasta ve metaller yagdan
uzaklastirilirlar(Topkafa, 2013). Bu maddeler susuz yapilari nedeniyle ham yagda
¢Oziinen maddelerdir fakat hidratlandiklart zaman yagda  ¢Oziniirliikleri
kaybolmaktadir. Hidratlanabilen fosfolipidler bu sekilde ham yagdan uzaklastirilirken,

hidratlanamayan fosfolipidler ise asitle muamele edilerek yagdan uzaklastirilirlar.

Ulkemizde yetisen aycicedi, soya, keten vb. gibi yagl tohumlar fosfatitlerce
zengindirler (%1-2,5). Eger bu tir yaghi tohumlardan elde edilen ham yaglarda
degumming islemi gerceklestirilmezse rafinasyonda kayiplar olacaktir. Bu islem, ham
yaga %1.8-2.2 oraninda yumusak su/asit ilavesi ile yagin karistirilarak 60-65 °C’ye
kadar 1sitilmasiyla yapilir. Islem sonunda ¢oken sulu tabaka (hidrotasyon g¢amuru)

santriflij islemi ile yagdan ayrilir (Arslan, 2009).

Degumming islemi sonunda elde edilen yagin, vakum altinda kurutulmasiyla
degummed yag elde edilir ve yan {irlin olarak ortaya c¢ikan sulu gam ise lesitin

iiretiminde ve soya yemine ilave edilerek degerlendirilmektedir.

Bu kademe diger rafinasyon basamaklarinin da verimli sonuglanabilmesi igin
oldukca 6nemlidir. Eger gumlar iyi bir sekilde uzaklastirilmazlar ise emiisiyona neden
olmalarindan o6tiirii noétralizasyon kademesinde yag kaybinin artmasina, agartma
kademesinde agartma topragmin gozeneklerinin tikanmasi sonucu fazla miktarda
kullanimina, deoderizasyon kademesinde yiiksek sicakliklarda bozunma iiriinleri olan

kalici renklerin olusmasina neden olurlar (Topkafa, 2013).

Degumming kademesinde;

Uzaklastirillan maddeler: Olusan maddeler:
Fosfatitler Fosforik asit esteri
Proteinler Serbest Yag Asidi
Nisasta Fosfatidik asit

Metaller...
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1.5.2.Notralizasyon (Asitlik Giderme)

Rafinasyondaki ikinci asama olan bu kademe, ham yagda bulunan serbest yag
asitlerinin bazlarla nétralizasyonunu igerir. Asitlik giderme (ndtralizasyon) islemi;
serbest yag asitlerinin (FFA), NaOH ile sabunlagtirilmasi sonucu olusan sodyum
sabunlarinin  (soapstok) su ile yikanarak uzaklastirlmasidir. Yikama sonucu

uzaklastirilan bu iirline soapstok ismi verilmektedir.

Notralizasyon isleminde; 1s1 degistiriciler ile 1sitilan yag, mikser kullanilarak
stokiyometrik oranda alkali ile karigtirilmakta ve olusan soapstok nétr yagdan yiiksek
devirli santrifiij seperatorler yardimi ile ayrilmaktadir. Notr yagin biinyesinde kalan

sabun ise ikinci bir seperatorde suyla yikama yoluyla yagdan uzaklastirilir.

Notralizasyon isleminde kullanilacak NaOH miktar1 serbest asitlik miktarina
gore hesaplanmaktadir. Fakat ilave edilen bazin bir kismi nétr yag ile de reaksiyona
girebileceginden NaOH i¢in hesaplanan miktarin genellikle %10 daha fazlasi kullanilir.
Bu kademede meydana gelecek nétr yag kayiplari; yabanci maddelerin cins ve
miktarlaria ve serbest yag asitlerinin miktarina gore degismektedir. Yabanci maddeler
icerisinde fosfatidler ayri bir 6nem tasirlar ve fosfatidler ne kadar az olursa yag
kayiplar1 da o denli azalacaktir. Meydana gelecek yag kayiplari; kakao, palm, kara ve
deniz hayvanlarinin yaglarinda serbest yag asitlerinin yaklasik 1,5 kati, pamuk ve soya

yaginda serbest 3 kati, asiditesi diisiik olan yaglarda ise serbest yag asitlerinin 5-10 kat1
kadardir.

Nétralizasyon islemi icin ham yag 80-95°C ye 1sitilir. Isitilan yaga FFA degerine
gore sivi kostik (NaOH) ilavesi yapilarak karigtirilir. Karigim iginde olusan sabunlar

seperatdrler vasitasiyla yagdan ayrilirlar.

Notralizasyon kademesinde;

Uzaklastirilan maddeler: Olusan maddeler:
Serbest Yag Asitleri Sabun

Fosforik Asit Monogliserid
Fosfolipid Digliserid

Renk Pigmentleri Su

Metaller
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1.5.3.Agartma

Rafinasyonun {igiincti kademesi olan agartma; agir metaller basta olmak tizere;
ham yagin dogal olarak igerdigi renk verici pigmentlerinin ve yaga renk veren diger
cesitli maddelerin, bu basamaktan Onceki islemlerde yeterince uzaklastirilamamis
fosfolipidler, oksidasyon iiriinleri, iz metalleri, sabun kalintilar1 gibi maddelerin
uzaklastirllmasini igermektedir. Agartma islemi; yagin oksidasyon kararliligini azaltan
ve tadin1 bozan bu maddelerin uygun bir adsorban madde lizerinde tutulmasi ve islem
tamamlandiktan sonra kullanilan adsorbanlarin filtrasyon yardimi ile yagdan

uzaklastirilmasini esas alir.

Yaglarin renkleri icerdikleri ve kendilerine 6zgii renk veren lipokromlardan
kaynaklanmaktadir. Bitkisel kaynakli yaglarda bulunan en yaygin dogal renk maddeleri
alfa ve beta karoten, ksantofil ve klorofildir. Ancak uygun olmayan sicaklik, nem ve
oksijen gibi sartlar altinda depolanan ve diisiik kaliteli ham maddelerden elde edilen
yaglar, dogal renk maddeleri yaninda oksidatif tepkimeler sonucu olusan ve yaga koyu

renk veren bilesenleri de icerirler.

Agartma isleminde adsorban madde olarak genellikle yiizey aktivasyonu yiiksek
topraklar kullanilmaktadir. Bentonit gibi sanayide “agartma topragi” genel adi ile
bilinen adsorban 6zellikteki topraklarin yani sira; son yillarda tabii killerin H,SO,4 veya
HCI ile muamele edilip yiiksek sicakliga isitilmasiyla aktif hale getirilen asit aktive
topraklar da yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir. Agartma topraklarnin yiizey
alanlar1 100-400 m?/g arasinda degismektedir. Bu topraklardan kiigiik tanecik boyutuna
sahip olanlar, slizme zorluguna ve yiiksek oranda yag kayiplarina sebep olmalari
nedeniyle pek tercih edilmemektedirler. Agartma Kademesi'nde kullanilacak topragin

cinsi, yagda bulunan yabanci maddelerin 6zelligine gore belirlenir.

Agartma islemi siirekli veya kesikli calisan sistemlerde yapilabilir. Agartma
isleminde; gumlar1 uzaklastirilmis ve waks miktar1 belli bir seviyeye indirilmis notr yag
on 1sitma islemi ile yaklagik 65°C’ye 1sitilir ve yagin % 0,3-3 oraninda olacak sekilde
agartma topragi ilave edilir. Daha sonra 1s1 degistiriciler vasitasiyla yag yiiksek

sicakliga 1sitilir, bu islem esnasinda siirekli bir karistirma islemi uygulanarak homojen
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bir yag-agartma topragi siispansiyonu elde edilir. Yapilan ¢esitli aragtirmalarda agartma
topragi ile yagin temas siiresi (karistirma+dinlendirme) optimum 30-60 dk olarak tespit

edilmistir.

Yiiksek sicakliklarda (95-110°C) yapilan agartma isleminde, yag: oksidasyondan
korumak gerekmektedir. Bu nedenle agartma islemi vakum altinda (yaklagik 50 mmHg
basin¢g uygulanarak) yani oksijensiz bir ortamda gerceklestirilmektedir. Isitma islemi
tamamlandiktan sonra karigtirmaya devam edilerek dinlendirme islemi uygulanir, daha
sonra yag presli filtrelerden gegirilerek siiziiliir. Agartma isleminde yag kaybi en fazla

katilan toprak miktar1 kadar olmaktadir.

Ayrica, agartma isleminin yaglarin tat stabilitesini (kararliligini) artirici bir

etkiye de sahip oldugu, yapilan pek ¢ok calismada belirtilmistir.

Agartma kademesi;

Uzaklastirilan maddeler: Olusan maddeler:

Renkli maddeler Trans yag asidi

Fosfatidler Ketonlar ve aldehitler
Hidroperoksitler Konjuge dimer ve polimerler
Metaller Polar maddeler

Sabun FFA

Fosforik asit

1.5.4.Vinterizasyon

Rafinasyondaki dordiincii kademe olan vinterizasyon; yagin kademeli
sogutulmas1 ile olusan kristallerin siiziilerek yagdan uzaklastirilmasidir. Yaglarda
bulunan mumlarin(waks) ve stearinlerin, diisiik sicakliklarda donarak yaga bulanik renk

vermelerini 6nlemek amaciyla yapilir.
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Baz1 yaglar yagin raf dmriinii azaltan ve rengini matlastiran yag harici bilesenler
igerirler. Bu bilesenler wakslar (uzun zincirli yag alkolleri), stearinler ve erime noktasi

yiiksek olan gliserid harici maddelerden olusurlar.

Vinterizasyonda kristallenmeyi baslatmak ve siizmeyi iyilestirmek i¢in vinterize
topragi kullanilmakta ve bu toprak daha sonra slizme islemi ile yagdan ayrilmaktadir.
Vinterize topragini yagdan ayirdiktan sonra yag sogutularak filtrelenir ve berrak kisim
almir. Vinterizasyon isleminin basarili olabilmesi i¢in ortamdaki serbest asitlik,
yapiskan maddeler ve renk maddeleri gibi kristal olusumunu giiglestiren maddelerin,

diger rafinasyon asamalarinda tamamen giderilmesi gerekmektedir.

Vinterizasyon kademesinde;

Uzaklastirilan maddeler: Olusan maddeler:
Stearin Perlit

Vakslar Kati pargaciklar
Parafin

1.5.5.Deodorizasyon

Rafinasyon isleminin son kademesi olan bu islemin amaci yaga istenmeyen
koku, tat-aroma, asitlik ve renk veren maddelerin uzaklastirilmasidir. Deodorizasyon
islemi sirasinda yagdan uzaklastirilan maddeler; sabunlasan maddeler (serbest yag
asitleri, kismi gliseridler, metilik esterler, mumsu maddeler), sabunlagmayan maddeler
(parafinik hidrokarbonlar, olefinik ve poliolefinik maddeler, steroller, triterpenik
alkoller) ve oksidatif tepkimeler sonucu olusan iiriinler (aldehitler, ketonlar, peroksitler)

olmak {izere ii¢ grup altinda toplanir.

Yaga istenmeyen tat ve koku veren maddeler trigliserid molekiiliindeki yag asidi
zincirlerine zayif Van der Waals kuvvetleri ile baglidir. Bu maddeler yiiksek
sicakliklarda diisiik buhar basincina sahiptirler. Bu nedenle yiiksek sicaklik (220-300°C)
ve diislik basing (1-8 mm Hg) altinda ¢alisarak bu maddelerin buhar basing¢larini destile

edilebilecekleri basinca yaklagtirmak miimkiindiir. Ayrica, yaga direk buhar enjekte
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ederek buharin siiriikleyici etkisi ile bu maddelerin yagdan daha kolay uzaklastirilmalar
miimkiin olmaktadir. Kokusu giderilmis yag yiiksek vakum altinda 6n sogutma islemine
tabi tutulur, daha sonra da plakali sogutuculara gonderilerek sicaklik 30-35 °C’ye
sogutulur. Buharin yiiksek verimle kullanilmasi, sicak yagin atmosferik oksidasyondan
korunmas: ve hidroliz sonucu serbest yag asitlerinin olusumunun &nlenmesi i¢in

deodorizasyon islemi; vakum altinda gergeklestirilir.

Genellikle  deodorizasyon islemi 220-300°C arasindaki  sicakliklarda
yapilmaktadir. Ancak yiiksek sicaklik doymamis yag asitlerinde izomerizasyona neden
olmakta ve 6zellikle 240°C’den yiiksek sicakliklarda ¢alisildiginda izomer yap1 olusumu
ve dogal antioksidanlar olan tokoferollerin kayb1 hizlanmaktadir. Deodorizasyon yalniz
bir buharla destilasyon islemi degildir. Istenmeyen koku ve aroma verici bilesiklerin
uzaklastirilmasi igine ilave olarak bir takim kimyasal reaksiyonlar da gerceklesir ki

bunlar deodorize yagin stabilitesini (kararliligini) ve kalitesini etkilemektedir.

Deodorizasyon kademesinde;

Uzaklastirilan maddeler: Olusan maddeler: Kayiplar:
Serbest yag asitleri Trans yag asitleri Tokoferoller
Karatenoidler Konjuge dimer-polimerler Skualen
Aldehitler ve ketonlar Hidrokarbonlar Vitaminler
Pestisitler Steroller

1.6. Deodorize Distilati

Yiiksek sicaklik ve vakum altinda gerceklestirilen deodorizasyon islemi
sirasinda; yagin tiirii ve 0zelligine, proses sartlarina ve deodorizere bagli olarak 6nemli
kayiplar meydana gelmekte ve dnemli oranda yan iriinler olusmaktadir. Rafine yagin
agirlikca %1 ini teskil eden ve tamami “deodorize distilatr” olarak adlandirilan bu
trtinler; giiniimiizde sadece hayvan yemi ve sabun sanayinde ham madde olarak
kullanilmaktadir.  Deodorize distilatlarda ki {irlinlerin antioksidan ve vitamin
igeriklerinin ¢ok yiiksek olduklar1 g6z onilinde bulunduruldugunda; bu degerli yan

iriinlin uygun amagclar i¢in degerlendirilemedigi goriilmektedir. Deodorizasyon
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prosesinin iyilestirilmesi ile bir miktar azaltilabilecek bu kayiplarin 6niine tam olarak
gecmek maalesef miimkiin degildir. Bu sebeple; deodorizasyon basamaginin yan {iriinii
olarak nitelendirilen deodorize distilatlarinin etkin bi¢imde degerlendirilmesi

gerekmektedir(Naz ve ark., 2012).

Rafine yagin agirlik¢a %1 ini teskil eden deodorize distilatlar sabunlastirildiktan
sonra; notr yag dahil olmak {lizere serbest yag asitleri (% 40), steroller (% 6),
tokoferoller ve tokotrienoller (E vitamini, % 11), vitaminler (% 9) ve squalene (% 2)
gibi bircok biyoaktif bileseni biinyesinde bulunduran degerli bir yan iiriindiir (Verhé ve
ark., 2006). Gida ve ilag sektoriinde oldukga fazla 6neme sahip olan bu biyoaktif
bilesenler sebebiyle, deodorize distilatlarin degeri yillar gectikge daha da Onem
kazanmistir. Tlk zamanlar, medikal amaglar igin baslangi¢ materyali ya da ara iiriin
olarak kullanilan fitosteroller sebebiyle, deodorize distilatlar sterol igerikleri igin
satilmig (Martins ve ark., 2006), son zamanlarda bagirsak kolesterol adsorpsiyonunu
inhibe etmedeki potansiyelleri ve serum diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)
kapasitelerini diigiirmeleri sebebiyle margarin gibi fonksiyonel gidalarin iiretimi i¢in

degerlendirilmeye baslamistir.(Akgiin, 2011; Yan ve ark., 2012).
1.7. Yan-Preparatif HPLC

Ekonomik degeri yiiksek maddelerin ayrilmasi ve saflastirilmasi amaciyla
biyokimya ve ilag sanayi basta olmak iizere pek c¢ok sektdrde yaygin bigimde
kullanilmakta olan Preparatif Kromatografi teknigi; kromatografik uygulamalarin temel
cikis noktasini temsil eden ve analitik kromatografinin gelismesine 151k tutan, ilag,

organik ve biyokimya gibi bir¢ok sektdrde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.

Preparatif HPLC teknigi, analiz sirasinda kullanilan akis hizi, kolon uzunlugu,
dolgu maddesi partikiil biiyiikliigii, kolon cap1 gibi faktorler bakimindan; analitik HPLC
teknigine gore ¢ok daha genis bir skalaya sahiptir (Tablo 1.1).
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Tablo 1.1 Analitik HPLC ve Preparatif HPLC igin Olgek Karsilastirmas:

Analitik HPLC  Preparatif HPLC

Akis hza <5 mL/dk <100 mL/dk
Kolon uzunlugu 2-30 cm 25-100cm
Dolgu maddesi partikiil 1.7-10 um 15-100 um
Kolon cap1 1-8 mm 50-100 mm
Numune miktari 0.01-10 mg 50-1000 mg

Preparatif HPLC teknigi; uygulama amacina ve saflastirilacak tiiriin miktarina
gore farkli sekillerde isimlendirilmekte (yari-preparatif, preparatif, pilot, proses) ve bu
tekniklerde kullanilan kolon ebati, kolon uzunlugu gibi deneysel faktorlerin 6zellikleri

degisiklik arz etmektedir. Belirtilen teknikler arasindaki farkliliklar, Tablo 1.2°de

Ozetlenmistir.
Tablo 1.2 HPLC Skala Birimleri
SKALA Kolon i apr Uriin miktar Tipik kolon Amag
(mm) uzunlugu (mm)
Analitik 4.6 1-40 mg 250 Biyolojik malzemeler i¢in aktivite testleri
Yan-Prep  10-30 100 mg -3g 250 Referans bilesikler igin
Prep 50-100 5-10g 250-1000 Laboratuvar sentezlerindeki ara iiriinler igin
Pilot 100-300 209 -5kg 300-1000 Tlag gelistirme calismalari igin
Proses >300 kg-ton 500-1000 Biiytik skaladaki iiretimler i¢in

Analitik HPLC cihazindaki parcalarla oldukca benzerlik gosteren preparatif
HPLC cihazinda; hareketli fazlarin yer aldigi bir ¢dziicii haznesi, hareketli fazin ve
enjekte edilen numunenin sistem i¢indeki akisini kontrol eden ve 6000 p.s.i. basincin
izerine cikabilecek Ozellikte olan bir pompa sistemi, numunelerin istenilen miktarda
sisteme gonderilmesinde kullanilacak 20-30 mL’lik hacim kapasitesine sahip bir

numune valfi, ayirma islemlerinin gergeklestirilecegi cam veya paslanmaz ¢elikten
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yapilmig bir preparatif kolon, preparatif skalada yapilan ayirmayi izlemede kullanilacak,
cok fazla hassasiyete sahip olmasi gerekmeyen bir dedektér ve son olarak da
saflagtirilmasi istenen tiirlerin, kolondan ayrildiktan sonra toplanmasinda kullanilacak

bir fraksiyon toplayici bulunmaktadir (Sekil 1.5.).

Numune vialleri

Manipulattr
Hareketli Fazlar (HF)

Enjektdr

Ydénlendirme valfi

Pompa (A icin)

Dedektér
Preparatif HPLC kolonu

Pompa (B icin) " Fraksiyon taplayic

Atik Fraksiyon vialleri
Degazdr ——

Guard kolon

= Sivi sirkiilasyonu Valf

Yiiksek basin¢ pompasi

Sekil 1.5 Preparatif HPLC sematik gosterimi

Preparatif HPLC teknigi 1ile maddelerin ayrilmasinda/saflastirilmasinda
kullanilacak uygun modun se¢imi; ayrilacak/saflastirilacak maddelerin 6zelligine gore
degisiklik arz etmektedir. Ornegin; polar 6zellikteki maddelerin ayrilmasinda normal
faz kolonlar tercih edilirken, apolar ozellikteki maddelerin ayrilmasinda ters faz
kolonlar tercih edilmektedir. Preparatif skalada yiiriitiillecek ayrim/saflagtirmada
uygulanacak metodun ve elde edilen ¢iktinin optimizasyonu ile, preparatif skalada
maksimum geri kazanim saglayabilmek amaciyla gergeklestirilecek oOlgeklendirme

islemi 2 de yiiriitiilecek ayrimlar agisindan oldukga biiylik 6neme sahiptir.

Olgeklendirme islemi; preparatif skalada gerceklestirilen ayrim/saflastirmalarda maksimum geri kazanim
saglayabilmek amaciyla; analitik kromatografi sartlarindan tespit edilen uygun parametre degerlerinin orantili
bir sekilde artirilmasi ile preparatif skalada kullanilacak parametre degerlerinin tespit edilmesidir.




32

Yari-preparatif HPLC kolonlarini ticari olarak alabildigimiz gibi kendimizde

doldurabiliriz.

1.8. Kolon Doldurma Prosesi

Doldurma igin 6ncelikle kolon dolgu materyali bir kap i¢inde emiilsiyona uygun
bir ¢oziicii ile bulamac haline getirilir. Bulamag iyice karistirilmali ki kolon tiiptinde
sikistirma esnasinda homojen bir kolon yatagi olusturulabilsin. Bulamag, hazirlandigt
kapta c¢okmesine firsat verilmeden kolon tiipiine derhal doldurulur. Daha sonra
sikistirilmaya baslanir. Sikistirma esnasinda fazla ¢oziicii kolon c¢ikisindan ¢ikar. Bir
slire sonra istenilen doldurma basincina (15000 psi) ulasilir ve sikistirma iglemi

tamamlanir.

Sekil 1.6 Kolon Doldurma Sistemi
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1.9. Kemometrik Tasarimla Optimizasyon

En basit anlami ile optimizasyon eldeki kisith kaynaklari en optimum bigimde
kullanmak olarak tanimlanabilir. Diger bir degisle optimizasyon “en iyi amag kriterinin
en iyi degerini veren kisitlardaki degiskenlerin degerini bulmaktir”. Bu tanimlardan yola
cikarak yapacagimiz ¢alismalarda en az sayida deneyle en fazla sayida dogru bilgi elde

etmek i¢in optimizasyon yontemini kullanmamiz bize fayda saglayacaktir.

Gilinlimiizde bilgisayar, yazilim, istatistik ve uygulamali matematik alanlarinda
ki gelismeler, kimya alaninda, 6zellikle de analitik kimya da kompleks sistemlerin
¢Oziimii i¢cin kemometri adi verilen yeni bir disiplinin dogusuna neden olmustur.
Kemometri, istatistik ve matematik ile birlikte bilgisayar kullanarak kimyasal verilerin
islenmesini kapsayan bir kimya disiplinidir. Kemometri, kimyasal analizlerde, kimyasal
verilerden gercek bilginin ekstrksiyonunu veya sakli bilgilerin ortaya ¢ikarilmasina

olanak taniyan gii¢lii bir aragtir.

Kemometrik yontemlerin en biyiik kullanicisi analitik kimyacilar olmakla
birlikte, laboratuvar ve analiz calismast yapan komsu branglarda da kullanildig:
gozlenmektedir. Kemometrinin farkli branglar ile iliskileri asagida ki sekilde

gosterilmistir (Ding, 2007).

Marematk
Istatistk -
Organik Kimya ™
Biyolog we
Tip
Proframlama KEMOMETRI Anahtik Kimya Sanayl :5- Uygulama
mwe Ell':ia[_'lj ma alanlan
Mthendishk F]EZHCIL-CI‘:‘.}"& J

Sekil 1.7. Kemometrinin iliskili oldugu branslar
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Deneysel calismanin etkin bir sekilde yapilabilmesi i¢in deneyleri planlarken
bilimsel yaklasimin kullanilmasi da gerekmektedir. Istatistiksel deney tasarimi ile
analiz edilebilecek uygun verilerin toplanmasini saglayacak deneylerin planlanmasi ve
bu deneylerden gecerli sonuglar ¢ikarilabilmesi amaglanmaktadir. Burada asil amag, en
az sayida deneyle ¢ok fazla sayida dogru bilgi elde etmektir. Yonlendirilmis deney
tekniklerinin yayginlik kazanmasindan sonra asagida siralanan ydntemler ortaya

cikmustir;
1) Her defasinda bir faktorii degistirerek deney yapma,
2) Klasik istatistiksel deney tasarimi,
a) Tam faktoriyel deney tasarimi,
b) Kesirli (kismi) faktoriyel deney tasarimi,
3) Taguchi deney tasarimi
Kismi Faktoriyel Deney Tasarimi

Eger ¢ok sayida parametre ayni anda incelenecekse, tam faktoriyel tasarim ile
yapilmas1 miimkiin olmayacak kadar fazla sayida deney yapmak gerekebilir. Ornegin,
incelenecek parametre sayisi 11 ve her bir parametrenin seviyesi 3almirsa (3'), yani
177147 adet deney yapmak gereklidir. Bu deney tasariminda, asil etkiler hesaplanirken
baz1 bilesik etkilerin ihmal edilmesi séz konusu olabilir. Incelenen probleme bagl
olarak {li¢ veya daha fazla seviyeli faktoriyel tasarim da kullanilabilir. Bir miktar bilgi
kayb1 olsa da, deneysel maliyetlerden saglanan tasarruf miktar1 ihmal edilemeyecek
diizeylere ulastig1 icin, genellikle, kesirli faktoriyel tasarim tam faktoriyel tasarima
tercih edilmektedir. Ayrica kesirli faktoriyel tasarim kullanilarak, olay: etkileyen dnemli
parametreler belirlendikten sonra, istenirse, tam faktoriyel tasarim kullanilarak énemli

olan parametrelerin daha ayrintili analizleri yapilabilir(Havuz, 2007).
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Bitkisel Yag Deodorize Distilatlarinda Yapilan Calismalar

(Batistella ve ark., 2002); bitkisel yaglardan (6zellikle soya yagi deodorize
distilatindan) E vitaminin geri kazanimi ic¢in iki tiir (diisen film ve santrifiigal)
molekiiler destilasyon prosesinin etkinligini incelemisler ve molekiiler distilatorlerin
performansin1 etkileyen besleme akis hizi, siire, proses sicakligi gibi faktorlerin

sonugclar {izerine etkilerini arastirmislardir.

(Zhou ve ark., 2009); yag rafinasyonunun son asamasi olan deodorizasyon
asamasindaki deodorize destilatlardan, molekiiler distilasyon iceren bir proses ile
tokoferolleri saflagtirmaya ¢alismislardir. Proses sirasinda, varligi tokoferollerin
saflastirilmasini engelleyen serbest yag asitleri (FFAs) metanolle esterlestirilerek
ortamdan uzaklastirllmig, esterlesmeyi etkileyen bircok faktor detayli bir sekilde
incelenmistir. Plackett—Burman ve merkezi kompozit tasarim modeli ile optimize edilen
reaksiyon kosullari igin optimal degerler soyledir: su igerigi %21,05 - lipaz 115,45 U g
— sicaklik 28,95 °C — dort asamada 1 molar oranda metanol ve FFA ilavesi (4:1).
Uygulanan 18 saatlik bu siire¢ sonunda; asit sayisinda (AV) %93 {izerinde bir azalma
oldugu, bunun yani sira tokoferol miktarinda onemli bir kaybin olmadigi tespit

edilmistir (Verleyen ve ark., 2001)

(Watanabe ve ark., 2004); oncelikli olarak soya yagi deodorize distilatindan
tokoferol ve sterolleri kisa yollu destilasyon metodu ile geri kazanmaya calismislar ve
konsantre tokoferol/sterol deodorize distilatint (SODDTSC) elde etmislerdir. Elde
edilen SODDTSC, tokoferol ve sterol yaninda FFA, MAG, DAG ve tanimlanmayan
hidrokarbonlar1 ihtiva ettigi i¢in Candida rugosa lipazi ile muamele edilerek; steroller
FA steril esterlerine, acilgliseroller FFA lara ve FFA lar FAME 'lere doniistiiriilmiistiir.
Reaksiyon iki agamadan olusmaktadir: SODDTSC, %20 su ve 200 U g'1 C. Rugosa
lipaz1 ile 30 °C’'de karistirilmas1 ve reaksiyon karigimina 16 s sonra, 1 mol FFA'ya 2
mol MeOH eklenmesi. Islem boyunca tokoferol miktar1 degismeden kalmus, reaksiyon

trtinleri (FA steril esterleri ve FAME) kisa yollu destilasyon ile uzaklastirilarak,
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tokoferol ve sterol iceren fraksiyon lipazla tekrar muamele edilmistir. Distilasyon
prosesi sonunda saflastirilan tokoferol yiizdesi %76,4 (geri kazanim: %89,6), sterol
yiizdesi ise FA steril esterleri cinsinden %97,2 4 (geri kazanim: %86,3) olarak tespit

edilmistir.

(Ibanez ve ark., 2000); iki fazli bir zeytinyag: iiretim sisteminden elde edilen
yari-kat1 kalintilar i¢indeki tokoferollerin geri kazanimi i¢in siiperkritik akiskan
kromatografisi teknigini kullanmiglardir. Pilot sistemde stiperkritik CO; ile
ekstraksiyonu igeren prosediir sonunda, birbirini izleyen iki fraksiyon elde edilmistir.
Yiiksek yogunlukta calisildiginda 1. separatorden trigliseritleri, wakslar1 ve sterolleri
iceren fraksiyon elde edilmis, 1. separatdrde diisiik yogunlukta calisildiginda ise, 2.

separatorden a-, -, ve y- tokoferollerin geri kazanimi basarilabilmistir.

(Mendes ve ark., 2002); gidalarda 6nemli bir katki maddesi ve antioksidan
olarak kullanilan tokoferoller a¢isindan olduk¢a zengin olan soya yagi deodorize
distilatlarindan, cesitli sicaklik (40, 60 and 80 °C )ve basinglarda (90 and 170 bar)
uyguladiklart stiperkritik CO, ekstraksiyonu ile tokoferolleri (E vitamini) geri
kazanmaya caligmislardir.  Arastirmacilar, diisiik sicaklik ve basingta daha fazla
verimlilik elde ettikleri teknik ve ekonomik bu proses sonunda, en az %40'lik bir oranla

tokoferolleri konsantre etmeyi basarmiglardir.

(Quancheng ve ark., 2004); kimyasal olarak modifiye edilmis keten tohumu yag1
deodorize distilatindan (RDD), 3 farkli ¢oziicii sisteminin (methanol, ethanol, and
mixed ethanol) her biri i¢in 3 farkl diizeyde (2%, 4%, and 6%) calistiklar1 iki asamali
bir stiperkritik CO; ekstraksiyon metodu kullanarak, tokoferolleri ekstrakte etmislerdir.
Stiperkritik CO, (SC-CO,)ekstraksiyonu; 120 bar altinda FAME karisiminin ekstrakte
edilmesi ve 250 bar altinda tokoferollerin konsantre edilmesi olmak iizere iki basamakta

gergeklestirilmistir.

(Fang ve ark., 2007); soya yag1 rafinasyon prosesinde bir yan iiriin olan ve dogal
tokoferoller ve steroller gibi degerli bilesenler acisindan zengin olan deodorize

distilatlardan, siiperkritik CO; ile tokorerollerin ayrilmasi i¢in 2,4 m yiiksekliginde, 20
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mm i¢ ¢apinda ve 750 mL toplam hacmi olan bir fraksiyonlama kolonu kullanilarak yar1

stirekli karsit akimli bir proses gelistirmislerdir.

(Giiclii-Ustiindag ve Temelli, 2007); kanola yag1 deodorize distilatindaki sterol
ve tokoferol gibi biyoaktif bilesenlerin geri kazanimi igin siiperkritik CO, ekstraksiyon
metodunu kullanmislar ve basing (20-25 mPa) sicaklik (70-100 °C) gibi proses
sartlarinin  Griin ekstraksiyonu ve ayirma verimliligi tizerine etkisini incelemeye

calismislardir.

(Yun ve ark., 2010); soya yagi deodorize distilatindan tokoferol ve biyodizelin
ayn1 anda eldesi igin siiperkritik CO, ekstraksiyonu (SC-CO;) yontemi uygulamislardir.
Arastirmacilarin gergeklestiridigi on islemler arasinda; katyon iyon degistirici bir regine
etkisiyle esterifikasyon, sterollerin giderilmesi i¢in soguk ortamda kristallestirme ve
ardindan uygulanan alkali transesterifikasyon prosediirleri yer almaktadir. On islemler
sonunda; serbest yag asitleri (FFA) ve deodorize distilatlardaki trigliseritlerin (TGs)
metil esterleri olan biyodizelin doniisiim oran1 %96, tokoferollerin doniisim orani ise

%94 iin lizerinde bulunmustur.

(Shimada ve ark., 2000); soya yag1 deodorize distilatindan tokoferollerin yiiksek
verimde saflastirilmasini lipaz enzimleri kullanarak molekiiler destilasyon yontemiyle

gerceklestirmislerdir. Sonucta yaklasik %90 verimle tokoferol elde etmislerdir.

(Torres ve ark., 2007); soya yag1 deodorize distilatini, baslica sterol esterlerini,
tokoferolleri ve FAME’leri igeren bir iirlin karisimi olacak sekilde enzimatik olarak
modifiye etmislerdir. Ik olarak SODD oleik asitle karistirilarak erime noktas1 65-70
C’den 30-35 C’ye diisliriilmiistiir. Etil esterifikasyonu ile sterol esterifikasyonunu
ayirmak amaciyla iki asamali enzimatik islem kullanilmistir. Ik enzimatik adimda, 5
saatlik kisa bir zaman peryodunda orijinal sterollerin %90 dan daha fazlasinin etkin bir
bicimde doniistiiriilmesine izin verildi. Ikinci enzimatik adimda ise, 3saatten daha az bir
zamanda FFA’nin %95’ inden daha fazlas1 doniistiiriilmiistiir.Elde edilen final iirlinii
sterol esterler, tokoferoller ve FAEE’in siiper kritik akigkan ekstraksiyonu ile

saflastirilmasi i¢in baslangi¢c materyali olarak kullanilmak tizere tasarlanmstir.
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(Wan ve ark., 2008); soya yagi distilatindan tokoferollerin ayrilmasini diisiik
basingli kolon kromatografisinde preparatif olarak g¢alismislardir. Ayirmalar sonucu
topladiklar1 tokoferollerin verimini; fraksiyonlar1 ince tabaka kromatografisinde

yiirliterek belirlemeye c¢alismiglardir.
Calismanin Amaci

Yenilebilir yaglardan elde edilen distilatlardaki tokoferol & tokotrienollerin geri
kazanimmi icin oldukc¢a zahmetli ve masrafli metotlar kullanilmaktadir. Distilatlardaki
tokoferol ve tokotrienollerin geri kazanimi i¢in simdiye kadar sadece bir yerde
kullanilan preparatif HPLC tekniginde (Wan ve ark., 2008), ayirmalar sonucu
topladiklar1 tokoferollerin verimini direk olarak bir dedektorle degilde fraksiyonlart ince
tabaka kromatografisinde yiiriiterek belirlemeye calismislardir. Bu da caligmay1 gerek
zaman agisindan gerekse mali agidan olduk¢a zahmetli kilmaktadir. Bitkisel yag
deodorize distilat1 iizerinde modern ve yeni preparatif HPLC sistemleriyle yari-
preparatif bir skalada tek seferde gerceklestirilmesi diisliniilen bu tez g¢alismasinin,
tokollerin geri kazanimi ve saflastirilmasi igin etkili ve verimli bir alternatif metot

olmas: diistiniilmeltedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Kullanilan Kimyasallar, Cihazlar ve Kolonlar

Analizlerde kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler; kullanim 6zelliklerine
gore kromatografik saflikta olup; Sigma-Aldrich ve BDH Chemicals firmalarindan
temin edilmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1 Deneylerde Kullanilan Kimyasal ve Standart Maddeler

Kimyasal Maddeler

Analitik HPLC Hekzan : Isopropanol
Yari-Preperatif HPLC Hekzan : Isopropanol
GC-MS Hekzan

Standart Maddeler

¢ Alfa- tokoferol
e Beta- tokoferol
e Gama- tokoferol
¢ Delta- tokoferol
e Mix tokol

Cesitli bitkisel yag ve deodorize distilatlari {izerinde yapilan tokoferol analizleri;
HPLC-FLD-DAD sisteminde gergeklestirilmistir. Sistemden toplanan tokoferol
fraksiyonlar1 GC-MS cihazinda Toplam Kiitle Modunda karakterize edilmistir.

Deneysel ¢alismalarda kullanilan cihaz, marka ve modelleri Tablo 3.2"de verilmistir.
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Tablo 3.2 Deneylerde Kullanilan Analiz Sistemleri ve Kolonlar

Cihaz Marka
e HPLC FLD ve DAD Dedektor Agilent 1260 Series
Sistemleri
e GC-MS 7890N-5975C
¢ Kolon Doldurma Sistemi LabAlliance (18000 psi )
Kolonlar
» Analitik HPLC Sistemi i¢in; ReprOSiI—Pur 120 CN (250x4,6; 5].111’1)

Silicycle CN 120A 10 um (250x10)
= Yar preperatif HPLC Sistemi i¢in; (Laboratuvar Yapim)

= GC-MS Sistemi icin; HP-5ms (30 mx 0.25 mm; 0.25 pm)

3.2. Standart Maddelerin ve Yag Numunelerin Hazirlanmasi

Analizlerde kullanilan standart, yag ve distilat numuneleri asagida verilen

tabloya gore hazirlanmigtir.

Tablo 3.3. Deneylerde kullanilan numune ve standartlarin hazirlanigi

Numunelerin Hazirlanmasi

Analitik HPLC 1 g numune/10 mL Hekzan:lsopropanol (99.25:0.75)

Yari-Preperatif HPLC 1 g numune/10 mL Hekzan:lsopropanol (99.25:0.75)

GC-MS Yari-prep HPLC’den toplanmis olan fraksiyonlar
(0,5 mL)

Standartlarin Hazirlanmasi Coziicii

Analitik HPLC Hekzan:lsopropanol (99.25:0.75)

Yari-Preperatif HPLC Hekzan:lsopropanol (99.25:0.75)

Yiiksek tokol igerigi esas alinarak yapilacak analizler i¢in bu ¢alismada; palm

yag1, soya, aycicek, misir yagi ve bunlarin deodorize distilat numuneleri kullanilmistir.
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Yag numuneleri; Helvacizade Gida ilag Kimya San. ve Tic. A.S. ve Mersin Aves A.S.

Yemeklik Bitkisel Yag Rafinasyon tesislerinden temin edilmistir.
3.3. Tokol (Tokoferol & Tokotrienol) Analizleri

Yari-preparatif HPLC teknigi kullanilarak, herhangi bir 6n islem
gerektirmeksizin, direk numune enjeksiyonu ile deodorize distilatlarda bulunan
tokoferol ve tokotrienollerin ayrilmasi ve geri kazanilmasi amaciyla yiiriitiilmeye

baslanan tez ¢alismamizda deneyler;

= Analitik HPLC Analizleri
» Yar1 Preparatif HPLC Analizleri
» GC-MS Analizleri

olmak iizere 3 asamada gerceklestirilmistir.
3.3.1. Analitik HPLC Analizleri
3.3.1.1 Kemometrik Tasarimla Optimizasyon Deneyleri

Distilatlarda tokoferol ve tokotrienollerin ayrilmasi iizerine uygun hareketli ve
sabit faz se¢iminden sonra, sicaklik, hareketli faz kompozisyonu (% Hekzan) ve akis
hiz1 parametreleri esas alinarak 3 faktor 5 seviyeli bir deneysel tasarim (Tablo 3.4) ile
optimizasyon deneyleri (Tablo 3.5) 3 tekrarh olarak gergeklestirilmistir.

Tablo3.4. 3 Faktor 5 Seviyeli Deneysel Parametreler
-2 -1 0 1 2

(% Hekzan) 97.00 97.72 98.45 99.18 99.90
Sicaklik (°C) 15.0 22.5 30.0 37.5 45.0

Akis Hizi

0.25 0.56 0.88 1.19 1.50
(mL/dk)




Tablo 3.5 Deneysel Tasarim Modeli ve Analiz Sartlari

Deney No | % Hekzan Sicaklik (°C) Akis Hizi (mL/dk)

) 0 0 0

98.45 30.0 0.88
, 0 2 2

98.45 15.0 0.25
5 2 2 2

97.00 15.0 150
. 2 2 1

97.00 45.0 0.56
; 2 K] 2

99.90 225 1.50
] 1 2 0

97.72 45.0 0.56
: 2 0 K}

99.90 30.0 0.56
. 0 1 1

98.45 225 0.56
. 1 1 1

97.72 225 1.19
1 1 2

o 97.72 375 1.50
1 2 1

11 99.18 45.0 1.19
2 1 0

e 99.90 375 0.88
1 0 2

13 99.18 30.0 1.50
0 2 2

14 98.45 45.0 1.50
2 2 2

15 99.90 45.0 0.25
2 2 1

16 99.90 15.0 1.19
2 1 2

17 97.00 375 0.25
1 2 0

18 99.18 15.0 0.88
2 0 1

19 97.00 30.0 1.19
0 1 1

20 98.45 375 1.19
1 1 1

21 99.18 375 0.56
1 1 2

22 99.18 225 0.25
1 2 0

23 97.72 15.0 0.56
2 1 0

24 97.00 225 0.88
K] 0 2

25 97.72 30.0 0.25
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3.3.1.2. Standart Tokol Analizleri

Distilatlarda ayrilan lipit tiirlerinin yerlerini tespit etmek amaciyla cesitli

standartlarin gerekli metot sartlarinda analizleri yapilmistir.

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan standart tokoferol karisimlari, karsilastirma
amach olarak distilat analizlerinde kullanilmistir. Standart karisimlar; 10, 20, 30, 40 ve
50 ppm konsantrasyonlarinda Hekzan:Isopropanol (%99.25:0.75) ¢oziiciisiinde

hazirlanmastir.
3.3.1.3. Deodorize Distilat Analizleri

Kemometrik tasarim sonrasi bulunan optimum metot sartlarinda, bitkisel yag
rafine tesislerinden temin edilen deodorize distilat numuneleri, HPLC-FLD-DAD

sisteminde tokol igerikleri bakimindan incelenmistir.
3.3.2. Yan Preparatif HPLC Analizleri
3.3.2.1.0ptimizasyon Deneyleri

Analitik HPLC ile kemometrik tasarim kullanilarak tespit edilen optimum metot
dogrultusunda, yari-preparatif HPLC sistemine Ol¢eklendirme amagli, yeni optimum
parametreleri bulmak i¢in deodorize distilat numunesinde bazi denemeler yapilmistir.

Denemelerde kullanilan parametreler asagidaki tabloda verilmistir. (Tablo 3.6)

Tablo 3.6 Deodorize Distilat numunesinde yapikan optimizasyon deney parametreleri

o Numune
Hareketli Faz Sicaklik Akis Hiza Enjeksiyon Dedektir Miktari
(%Hekzan:Isopropanol) (°C) (mL/dk) (uL) (g DD/0 ML
Céziicii)
0.88
1 1
10 FLD
99.18:0.82 15 15 2
100 DAD
2 3

3
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3.3.2.2. Standart Tokol Analizleri

Yari-preparatif HPLC sisteminde gergeklestirilen dedodorize — distilat
analizlerinde tokoferol&tokotrienoller tiirlerinin ¢ikis yerlerini tespit etmek amaciyla

tokol karisimi (a, B, y, 6-tokoferol ve tokotrienol) asagida verilen deney sartlarinda

analiz edilmistir.

Hareketli Faz Sicakhk Akis Hizi Enjeksiyon
9 o
(%Hekzan:lsopropanol) (°C) (mL/dk) (uL)
99.18:0.82 15 2 10

3.3.2.3. Deodorize Distilatindan Fraksiyon Toplanma Islemi

Yari-preparatif HPLC sisteminde ayrimi gerceklestirilen deodorize distilat

numunesinin tiim fraksiyonlar1 manuel olarak asagidaki metot sartlarinda 10 defa

toplanmistir.
Hareketli Faz Sicakhk Akis Hizi Enjeksiyon Numune Miktan
(%Hekzan:isopropanol) (°c) (mL/dk) (ut) (e DD/10mL
Coziicii)
99.18:0.82 15 2 100 1

3.3.3. GC-MS Analizleri

Yari-preparatif HPLC sisteminde toplanan her bir fraksiyon numunesi gerekli
islemler sonrast GC-MS sisteminde karakterizasyon amagh analiz edilmistir. Toplanan
fraksiyon numunelerinin ¢oziiciileri 1s1l islem yapilmaksizin vakum altinda tamamen

uzaklastinllmistir. Coziiclisii uzaklastirilan numuneler, 2 mL hekzan ile tekrar ¢oziilerek

GC-MS sistemine verilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. Tokol (Tokoferol & Tokotrienol) Analizleri

Yari-preparatif HPLC teknigi kullanilarak, herhangi bir 06n islem
gerektirmeksizin, direk numune enjeksiyonu ile deodorize distilatlarda bulunan
tokoferol ve tokotrienollerin ayrilmasi ve geri kazanilmasi amaciyla yiiriitiilmeye

baslanan tez ¢alismamizda deneyler;

= Analitik HPLC Analizleri
» Yar1 Preparatif HPLC Analizleri
= GC-MS Analizleri

olmak {izere 3 asamada gergeklestirilmistir.
4.1.1. Analitik HPLC Analizleri
4.1.1.1. Kemometrik Tasarimla Optimizasyon Deneyleri

Distilatlarda tokoferol ve tokotrienollerin ayrilmasi iizerine uygun hareketli ve
sabit faz se¢iminden sonra, sicaklik, hareketli faz kompozisyonu (% Hekzan) ve akis
hiz1 parametreleri esas alinarak 3 faktor 5 seviyeli bir deneysel tasarim (Tablo 3.4) ile

optimizasyon deneyleri (Tablo 3.5) 3 tekrarh olarak gergeklestirilmistir.

Cevap degeri olarak kullanilan ayirma giicii (Rs) verileri ile MATLAB
programinda 3-B yiizey grafikleri cizilerek degerlendirmeler yapilmistir. Tablo.3.4’de
yer alan deneyler sirayla gerceklestirilmis, elde edilen kromatogramlardaki serbest yag
asitleri ile a-tokoferol pikleri arasindaki ayirma giicii (Rs) degerleri hesaplanmistir. Bu
degerler cevap degeri olarak alinarak MATLAB programi ile 3-D yiizey grafikleri
olusturulmus ve elde edilen grafikler Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3’de verilmistir. Grafikler
tizerinde kirmizi renk yogunlugu olan bolgeler optimum degerleri; mavi renk
yogunlugu olan bdlgeler ise istenilmeyen deneysel parametreleri temsil etmektedir.
Kirmizi renk yogunlugunun fazla oldugu 3-D yiizey grafikleri, optimum deneysel
parametrelere karar verme agisindan daha dogru bir yaklasim gostermektedir. Ayrica

grafiklerde ice ya da disar1 dogru ayn1 yonde biikiilme gdsteren ve cevap degeri yliksek
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olan grafikler, optimizasyon ¢alismalarinda dogru parametrelere karar verilirken tercih

edilmektedir.



Tablo 4.1 Deneysel Tasarim Modeli ve Analiz Sartlar

Deney No | % Hekzan Sicaklik (°C) Akis Hizi (mL/dk) Cevap Degeri (Rs)
! 98(.)45 38.0 o.%s 516
2 98(.)45 1;32.0 0?55 568
3 97%0 1;32.0 1.%0 2.10
4 97%0 45?.0 ofée 321
S 99?90 2-21.5 1.%0 107
6 97-.172 45?.0 o.%e 3.46
! 99,90 oo o 043
8 s ol 055 538
o T2 s ¥ 253
10 0772 =y Te 2.1
1 GoTe 0 116 .
12 99,90 275 088 0.04
13 99%18 38.0 1.25;0 4.51
14 98945 452.0 1.?30 2.22
15 99?90 452.0 o?gs 0.01
16 99?90 1;32.0 116 3.0
17 97?)0 275 o?gs 514
18 T 1-52.0 o.%s 6.22
19 97_%0 38.0 110 3.6
20 o645 275 116 4.64
21 09,15 275 056 4.88
22 09,15 225 025 6.04
23 0772 150 056 3.94
24 97-530 2-21.5 o.%s 3.84
25 97-.172 38.0 0755 5.08




Akis Hizi

35

40 02

45

Sicaklik

Sekil 4.1. Sicaklik-Akis Hizi optimum grafigi

Sekil 4.2: % Hekzan-Akis Hizi optimum grafigi

48
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45

Sicaklik
15 ' %Hekzan

Sekil 4.3: % Hekzan-Sicaklik optimum grafigi
Cevap degerleri (Tablo 4.1) ve 3-D grafikleri incelendiginde; hareketli faz
kompozisyonu % Hekzan igin 99.18, akis hiz1 i¢in 0.88 mL/dk ve sicakhk i¢in 15 °C
degerlerinin optimum deger oldugu gozlenmistir. Deneysel tasarim analiz sartlar
tablosuna (Tablo 4.1) bakildiginda bu degerlerin 18 numarali metot parametrelerine
tekabiil ettigini gérmekteyiz. Bundan sonraki yapilan deneylerde 18 numarali metot

kullanilmistir.

18 numarali metot parametreleri:

%Hekzan 1 99.18
Akis Hizi :0.88 mL/dk
Sicaklik :15°C

4.1.1.2. Standart Tokol Analizleri

Distilatlarda ayrilan lipit tiirlerinin yerlerini tespit etmek amaciyla cesitli

standartlarin optimum metot sartlarinda analizleri yapilmistir.
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~0Ooooo

FLDLA Beh B3 (Q5PAVIMXTOKCRERLD)
FLDLA B2, B30 (1RVIMXTCKCFERLD)
FLDLA Be2h B30 (5ARVIMXTOKCRERCLD)
FLDLA 5255, B30 (10FAVIMX TOKCFEROLD)
FLDLA Be2Sh, B30 (DPAVMXTOKCREROLD)
FLDLA B2, B30 (3 PAVIMX TOKCFEROLD)

a-tokoferol

B + Ytokoferol

T

S-tokoferol

Sekil 4.4 Farkli konsantrasyonlarda ki standart karisim tokoferol numunelerinin HPLC-FLD

kromatogramlari
Kolon : Reprosil-Pur 120 CN (250x4,6; 5um)
Hareketli Faz : %99.18 Hekzan-%0.82 Isopropanol
Akis Hizi :0.88 mL/dk
Sicaklik :15°C
Dedektor - FLD (295-330 nm)

Alfa tok, FLD1 A
[ ] Area=376735896"Amt-39.058184

Area {/Rel. Res%(1): 0.000

Correlation: 0990912

[
0 10

|
20 Amount[ng/ull

Sekil 4.5 Alfa Tokoferol Kalibrasyon Egrisi
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| | beta&gama, FLD1 A
[ ] Area=951924172*Amt-134 28645
Area JRel Res%(1): 0.000 N
2500 3
2000
1500 =
1000
500 -
= Correlation: 0.99137
0 10 20 Amountlng/ul

Sekil 4.6 Beta&Gama Tokoferol Kalibrasyon Egrisi

delta tok, FLD1 A
[ ] Area =79 0115482*Amt -26 360304
Area JRel Res%(1): 44 041
2000 -
1500 -
1000 3
500 -
0] Correlation: 099975
T T T T | T T T T | T T T T | T
0 10 20 Amount[ng/ ull

Sekil 4.7 Delta Tokoferol Kalibrasyon Egrisi

Sekil 4.4’de c¢esitli  konsantrasyonlarda hazirlanan standart tokoferol
karigimlarinin HPLC-FLD kromatogramlar1 verilmistir. Karisim konsantrasyonlar1 0.5
ppm’den baglayip 30 ppm’ e kadar ¢ikmaktadir. Karigim standart analizi tekli standart
tokoferollerle karsilagtirildiginda hangi pikin hangi tokoferole ait oldugu bulunmaktadir.
Tokoferollere ait kalibrasyon egrileri Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de verilmistir.



4.1.1.3. Deodorize Distilat Analizleri

52

Kemometrik tasarim sonrasi bulunan optimum metot sartlarinda bitkisel yag

rafinasyon tesislerinden temin edilen deodorize distilat numuneleri HPLC-FLD-DAD

sistemlerinde tokol igerikleri bakimindan incelenmistir (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9). Bu

analizler dogrultusunda hangi bitkisel yag ve hangi firmanin {riinleriyle calisilacagi

belirlenmistir.
18]
A firmasi Aygicek Yagi DD
104 ©° B firmasi Aygicek Yagi DD
o
GS
1204 Aé Kolon : Reprosil-Pur 120 CN (250x4,6; 5um)
- Hareketli Faz : %99.18 Hekzan-%0.82 isopropanol
o] g Akis Hizi : 0.88 mL/dk
Sicakhk :15°C
o] Dedektér : FLD (295-330 nm)
a),
m,
Z),
0,
T s T 0 15 5 ws »

Sekil 4.8 ki farkli firmadan alman aycicek yag1 deodorize distilat (DD) numunelerinin HPLC-FLD

kromatogramlari
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w
] ° Kanola Yagi DD
o Aycicek Yagi DD
140 ‘e Misir Yagi DD
f‘g Kolon : Reprosil-Pur 120 CN (250x4,6; 5um)
120 3 Hareketli Faz : %99.18 Hekzan-%0.82 isopropanol
Akis Hizi :0.88 mL/dk
o] Sicaklik :15°C
Dedektér : FLD (295-330 nm)
Numune miktari  :0.5 g DD/100 mL ¢6zticl
o Enjeksiyon :5uL
5 | -
© | 3 | e
0 H -8 [ _g
\ 1 »
| | ©
21 L @ |
J! A NS
O,

Sekil 4.9 Ayni firmadan alian gesitli bitkisel yag deodorize distilat (DD) numunelerinin HPLC-FLD

kromatogramlari

Tablo 4.2. Bitkisel Yag Deodorize Distilatlarina ait tokoferol miktarlar

a-tok(%) B veY-tok (%) 6-tok (%) Toplam (%)
Aycicek Yagi DD 1,65 0,07 - 1,72
Kanola Yagi DD 0,29 0,45 0,05 0,78
Misir Yagi DD 1,54 0,21 0,13 1,88

Sekil 4.8’de iki farkli aycicek yagi deodorize distilat numunelerinin optimum

sonu¢ olarak bulunan 18 numarali metoda gére HPLC-FLD sisteminde yapilmis

kromatogramlar1 verilmistir. Sekil 4.9’da ayni firmanin aygigek, misir ve kanola yagi

deodorize distilat numunelerinin yine 18 numarali metoda gore yapilmis HPLC-FLD

kromatogramlar1 verilmistir. Kromatogramlardan da gorildigl lizere muswr yagi

deodorize distilannin diger yaglara gore miktarca daha fazla tokoferol igerdigi

saptanmuistir.
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AD1 A Be2%6, B33 (FCSTERDATAPALVER 20130821 16588 50CCRNDSTILLATEQSGAD)

Norm
0] ) M Kolon : Reprosil-Pur 120 CN (250x4,6; 5um)
- Hareketli Faz : %99.18 Hekzan-%0.82 isopropanol
0] Akis Hizi :0.88 mL/dk
Sicakhk :15°C
100-| Dedektor : FLD (295-330 nm)
Numune miktari : 0.5 g DD/10 mL ¢6zicu
80 Enjeksiyon :5uL
60
20
-~
o]
0 5 0 15 D 5 ) 5 o

Sekil 4.10 Misir Yagi1 Deodorize Distilatt HPLC-FLD Kromatogrami

[ ] ADIABe26 Enr330 (FOCSTERDATAPAMER 20130821 1658 S0CCRNDSTILLATEOSGAD)
[] ADIA Be26 Eve330 (FOSTERDATAPALVER 2013.03-20 16-33- VXED TADOSFRVIER18BD)

a-tokoferol
B ve Y -tokoferol
6 -tokoferol

T
2

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4 6 8 10 © 14

Sekil 4.11 Misir

yag1 deodorize distilati ve standarta ait tokoferol analiz sonuglar1 (Analitik
kolon ve Metot-18)

Sekil 4.9 kromatogrami iizerinde yapilan hesaplamalara gore (Tablo 4.2) misir

yag1 deodorize distilatinda toplam % 1,88 tokoferol oldugu tespit edilmistir.
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4.1.2. Yan Preparatif HPLC Analizleri
4.1.2.1. Optimizasyon Deneyleri

Analitik HPLC analizleri i¢in yapilan kemometrik tasarim sonucunda tespit
edilen optimum metot dogrultusunda, yari-preparatif HPLC sistemine Ol¢eklendirme
amagli, yeni optimum parametreyi bulmak igin deodorize distilat numunesinde bazi
optimizasyon denemeleri yapilmistir. Denemelerde kullanilan parametreler asagidaki

tabloda verilmistir.

Tablo 4.3: Yari-Preparatif kolon i¢in optimizasyon parametreleri

N Numune
Hareketli Faz Sicaklik  Akis Hizn  Enjeksiyon Miktar
5 Dedektor
(%Hekzan:Isopropanol) (°C) (mL/dk) (uL) (g DD/10 mL
Coziicii)
0.88
10 0.5
1
50 FLD 1
99.18:0.82 15 15
75 DAD 2
2
100 3

3
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W
5 ] Kolon: Reprosil-Pur 120 CN (250x4,6; 5um)
o] J ‘\ Hareketli Faz: %99.18 Hekzan-%0.82 isopropanol
| Akis Hizi: 2 mL/dk
] A\ \ Sicaklik: 15°C
_ | / \ Dedektdr:  FLD (295-330 nm)
[ Numune: 0.5 g DD/10 mL ¢oziicl

]‘ / |\
15 \\ \‘\
/‘\ 100 pL Enjeksiyon

100+ QJ \ ‘\\\
/| \\ E—) 75 il Enjeksiyon

50 uL Enjeksiyon

Sekil 4.11 Farkli enjeksiyonlarda Deodorize Distilat analizleri
Sekil 4.11 “de verilen 6rnek kromatogramda oldugu gibi numune miktar1 ve akis
hiz1 ig¢inde bir takim optimizasyon denemeleri yapilmistir.
Yari-preparatif HPLC sisteminde gercgeklestirilen dedodorize distilat

analizlerinde tokoferol&tokotrienoller tiirlerinin ¢ikis yerlerini tespit etmek amaciyla

tokol karisimi (a, B, y, 6-tokoferol ve tokotrienol) asagida verilen deney sartlarinda

analiz edilmistir (sekil 4.12).

Hareketli Faz Sicakhik Akis Hizx Enjeksiyon
(%Hekzan:isopropanol) ©C) (mL/dk) (uL)

99.18:0.82 15 2 100
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1 FLOT A, Ex=295, Em=330 (ORULDAN GE. MIPREFARATIVE CN GOLUM 150114 201&01-15 12218 T TOCOL A 153 )
[ “FLO1 A, Ex=265, Em=330 {OKULDAMN SE.. E CH COUUMWME TOT- 18 AMALZLERR1S1213_STANDARTLARMETOE 100 PRM 2 0 —
] “FLD1 A, Ex=295, Em=130 {OKUL DM | COLUMIME TOT: 18 ANALIZLE ERA191213_S TANDARTLARS-TOC_ 100 PPM 3.0} ()
[ “FuD1 A Ex=295 Erm=330 {OKULL H COU TOT+ 8 ANALZLERR 18 1213_STANDAR TLARIG-TOL_50 FPM 3.0 : s c
] “FLO1 A Ex=295, Em=330 {OHUL Dl COLUMYWIE TOT- 18 ANALZLERN 91 213_STANDARTLARID: TOC_TOS PPM 3.0) E bty
o, " —
2 s
160 - — o )
P| — o x o
© Q I =) e
c o [} +—
s o @ . o
D (<] D ~ 1
140 y— — 4= 7=}
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Sekil 4.12 Standart karisim tokol numunesi ve tekli standart tokoferol kromatogramlari birlesimi

Sekil 4.12 ‘de goriilen kromatogramlar standart karigim tokol analizi iizerine

tekli standart tokoferol analizlerinin birlestirilmis kromatogramlaridir.

Bu denemeler sonucunda yari-preparatif HPLC sisteminde fraksiyon

toplayabilmek i¢in optimum metot olarak bulunan parametrelerin analizi sekil 4.13 ‘de

gosterilmistir.
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ALD1 A Be296, Emr330 (CKULDANGELEN V16042014 2014-04-16 14-28-16MSRCDLD)

Sekil 4.13 Yari-preparatif Sistemde Optimum Deodorize Distilat Analizi

Hareketli Faz Sicakhik Akis Hizi Enjeksiyon Numune Miktar

(%% Hekzan:Isopropanol) (°C) (mL/dk) (uL) (2 DD/10 mL Céziicii)

99.18:0.82 15 2 100 1

Misir Yagi DD
Mix Tokol Standarti

Sekil 4.14 Misir yag1 deodorize distilat kromatogramu {izerinde tokol yerleri
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4.1.2.2. Deodorize Distilatindan Fraksiyon Toplanma islemi

Yari-preparatif HPLC sisteminde ayrimi gerceklestirilen deodorize distilat
numunesinin tim fraksiyonlart manuel olarak asagidaki metot sartlarinda 10 defa

toplanmustir.

Numune Miktari

Hareketli Faz Sicakhik Akis Hizi Enjeksiyon
(%%Hekzan:isopropanol) °C) (mL/dKk) (uL) (9 DD/10 mL
Coziicii)
99.18:0.82 15 2 100 1
AD1 A B2 Env330 (QKULDANGH.BN V6042014 2014-04-16 14-28-1BMSRIDI.D)
v Frk-1 Frk-2 Frk-3 Frk-4 Frk-5 Frk-6
o [ ]
®| | |
15] | “w‘ | / |
L | \ |
104 | | | | |
|V Fol | |
] \“ \ / \ ‘\ “‘ |
90 ““‘ J | “ \// “‘\ /\J ‘\\
| | \J
=] / N
L
" " £ f 5 : "

Sekil 4.15 Deodorize distilat numunesinin fraksiyon toplama kromatogrami

Sekil 4.15’de verilen kromatogramdaki pikler isaretlenen yerlere gére manuel

olarak toplanmistir. Bu analiz 10 defa tekrarlanarak fraksiyonlar biriktirilmistir.
Biriktirilen fraksiyon numuneleri Frk-1, Frk-2, Frk-3, Frk-4, Frk-5 ve Frk-6 olarak
numaralandirilmistir. Daha sonra numuneler karakterizasyon igin GC-MS sisteminde

analiz edilmek lizere muamele edilmistir.
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4.1.3. GC-MS Analizleri

Yari-preparatif HPLC sisteminde toplanan her bir fraksiyon numunesi gerekli
islemler sonrast GC-MS sisteminde karakterizasyon amacli analiz edilmistir. Analiz

raporuna gore toplanan fraksiyon numunelerinin igerikleri sdyledir;

» Frk-1 numunesinde gesitli yag asitleri ve esterleri tespit edilmistir.

TIC:29042014-1.D\data.ms
5.5e+08

5e+08

5.5e+08

Linoleik asit

4.5e+08 5e+08

Oleic asit eicosyl ester

4.5e+08

4e+08

pentacosene
Docosanoic asit metil ester

4e+08

tricosane

3.5e+08 3.5e+08
3e+08

3e+08 25e+08

2e+08
2.5e+08

1.5e+08

2e+08 1e+08

5e+07

1.5e+08 1520 1540 1560 1580 1600 1620 1640 1660 168
l1e+08
5e+07 /M

16.00 18.00 20,00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00
Sekil 4.16 Fraksiyon 1’e ait GC-MS kromatogrami
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» Frk-2 numunesinde ise yine yag asidi ve esterleri yanisira squalen tespit

edilmistir.
=
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2e+08 X D 2
O B =
e} a [J]
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8e+08 @ 2 =
€ I Q =
= ()
7e+08 % 1<
2e+08 =
N 6e+08 = %
1.9e+08 Q0
5e+08 Q %
1.8e+08 3 c
4e+08 ]
1.7e+08 8
— 3e+08 o
1.6e+08 - @] o
S = fa
1.5e+08 -_— [t
S o
S 1e+08
1.4e+08 o jv4
w o le+08
1.3e+08 ¥
3 9e+07
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8e+07
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9e+07 A
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76407 4e+07
6e+07 3e+07
5e+07 15720 15040 1560 15180
4e+07
3e+07
e e s e B B e a2 — T
16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00

Sekil 4.17 Fraksiyon 2’e ait GC-MS kromatogrami1

Sekil 4.17°de ki Frk-2’ye ait kromatogramda, bir sonraki fraksiyonda gelecek olan a-
tokoferol maddesi, fraksiyon toplama esnasinda ki girisimlerden dolay1 bir miktar

izlenmistir.



» Frk-3 numunesinde a-tokoferol ve a-tokotrienol tespit edilmistir.

TIC:29042014-3.D\data.ms
1.9e+08

1.8e+08
1.7e+08
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1.5e+08
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Sekil 4.18 Fraksiyon 3’e ait GC-MS kromatogrami



» Frk-4 numunesinde g-tokoferol ve Y -tokoferol maddeleri tespit edilmistir.

2.6e+08
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2.2e+08

2e+08

1.8e+08

1.6e+08

1.4e+08

1.2e+08

1e+08

8e+07

6e+07

4e+07

2e+07

TIC: 29042014-4.D\data.ms
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L e o L A e s e L A s e B e N A s s B
16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00

Sekil 4.19 Fraksiyon 4’e ait GC-MS kromatogrami1
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» Frk-5 numunesinde B ve Y -tokotrienol, Y -sitosterol ve compesterol maddeleri
tespit edilmistir.

Ge+ur

TIC:30042014-6.D\data.ms

5.5e+07

1.8e+08

5e+07

1.7e+08

4.5e+07

1.6e+08

4e+07

1.5e+08
1.4e+08 3.5e+07
1.3e+08 sexor

1.2e+08 28er07

B ve Y-tokotrienol
Y-sitosterol

1.1e+08 zexor

compesterol

1e+08 1.5e+07

9e+07 ses07

8e+07

20550 2100 2150 22000 22550 2300 2350 24000 2450 2500 2550

7e+07
6e+07
5e+07
4e+07
3e+07 \/M
2e+07

le+07

“““‘“““‘\“““““‘,“ L B e e e e e s s p
16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 _026.00 28.00 30.00 32.00 34.00

Sekil 4.20 Fraksiyon 5’e ait GC-MS kromatogrami
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» Frk-6 numunesinde ise d-tokoferol ve sterol cgesitleri igerdigi gozlenmistir.

Chrinosterol, B —ergosterol, stigmasterol, Y -sitosterol, Fucosterol maddeleri

tespit edilmistir.
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Sekil 4.21 Fraksiyon 6’ya ait GC-MS kromatogrami

T
34.00
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» Tokoferol ve Tokotrienol standartlarina ait GC-MS kromatogrami asagida Sekil 4.22°de verilmistir.

bundance TIC: Beta-T3-2.0Mdata.ms
TIC: Alpha-T-2.Dhdata.ms [¥]
TIC: Gama-T8.Ddata.ms [7]
160000 TIC: Sigma-T 3-4 Ddata s [7]
TIC: Tocol-mix-2|0%datp.ms [F
140000
120000
1000004
200004
BO000-
400004
200004 B
s “' L 3 ',’--.;+,-;i:-.4i--.._:r.'s.--.l"-!-'r-a-':n-«-w-fi:'lﬂ-»hmm:*‘:mﬂ:..- TR et R
ime-- n II'II'I 1 7II'II'I 1 dII'II'I 1 RII'II'I 1 HII'II'I 2N Iﬂl'l 2 II'II'I 24 II'II'I 2R II'IFI 2R II'II'I ?I'III'II'I .’-i?II'II'I .’-idlﬂl'l

Sekil 4.22 Tokoferol ve Tokotrienol Standartlarina ait GC-MS Kromatogramlari
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bitkisel yag sektoriindeki en 6nemli ve tam olarak dnlenmesi miimkiin olmayan
kayiplarin baginda deodorizasyon prosesi sirasinda meydana gelen biyoaktif bilesenler
gelmektedir. Deodorizasyon prosesinin iyilestirilmesi ile bir miktar azaltilabilecek bu
kayiplarin Oniine tam olarak ge¢gmek maalesef miimkiin degildir. Bu sebeple;
deodorizasyon basamaginin yan iriinii olarak nitelendirilen deodorize distilatlarinin

etkin bicimde degerlendirilmesi gerekmektedir.

Tokoferoller, antioksidan bakimindan degerli dogal antioksidanlardir. Dogal E
vitamini a, B, y, ve o tokoferol ve bunlarin tokotrienollerinden olusan bir yapidir. E
vitamininin bu sekiz bileseninin her biri farkli antioksidan ve biyolojik aktivitelere

sahiptir.

Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda deodorize distilatlardaki degerli biyoaktif
bilesiklerin ayrimi ve geri kazanimi Klasik metotlarla yapilmaya g¢alisilmis ve sonugta

cok kiiciik miktarlarda elde edilen tiirler herhangi bir degerlendirilmeye alinamamastir.

Bu ¢alismada; deodorize distilatlarda bulunan degerli biyoaktif bilesiklerden
olan tokoferol ve tokotrienollerin ayrimi ve geri kazanimi, modern bir yontem olan yari-
preparatif HPLC kullanilarak numune higbir 6n isleme tabi tutulmadan saglanmistir. 3

asamal1 bir yol izlenmistir.

Ik asamada yaglarda tokoferol ve tokotrienolleri ayirabilecek uygun metot
bulmak i¢in analitik HPLC sisteminde siyano (CN) kolon ile bazi 6n ¢alismalar
yapilmistir. Bu 6n ¢alismalar 1518inda uygun kromatografik sartlarin belirlenmesi i¢in
kemometrik tasarimli optimizasyon deneyleri yapilmistir. Optimum ayrim i¢in bulunan
parametre ile ayni zamanda literatiire yeni bir analittk metot kazandirilmiya
calistlmigtir.  Optimum metot lizerinde, temin edilen ¢esitli deodorize distilat
numunelerini analiz ederek bundan sonraki deneyler igin tokol bakimindan zengin olani

segmeye calistik.

Ikinci asamada ise analitik HPLC sistemi igin bulunan optimum metot yari-
preparatif HPLC sistemi i¢in uyarlanmaya c¢alisildi. Bunun i¢in bazi optimizasyon

analizleri yapilarak yeni bir optimum parametre belirlendi.
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Uciincii ve son asamada yari-preparatif sistemde olusturulan metot iizerinde
ayrilabilecek maksimum miktarda deodorize distilat numunesi enjekte edilerek
fraksiyonlar1 manuel olarak toplandi. Toplanan fraksiyonlar GC-MS cihazinda analiz
edilerek iceriginde neler oldugu incelendi. GC-MS sonug raporuna gore; topladigimiz
fraksiyonlarin bekledigimiz gibi tokoferol ve tokotrienol maddeleri oldugu anlasilmis

oldu.

Bu sonuglardan anlagildigi gibi, kozmetik, ilag¢ ve gida sektoriinde dogal nitelikli
antioksidan ve vitamin olarak kullanilabilecek yiiksek pazar payina sahip tokol tiirleri,
rafinasyon atig1 olan deodorize distilatlardan, gelistirdigiz yeni yontem (yari-preparatif
HPLC) ile daha biiyiik miktarlarda elde edilebilecekler.
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