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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

PRINA YAGI DEODORIZA DIiSTILATINDAN MOLEKULER DAMITMA
YONTEMIYLE SQUALEN ELDE ETME KOSULLARININ OPTIMIZASYONU

Sena CETINBAS

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Aziz TEKIN

Bitkisel yaglarin sabunlagsmayan kisminda yer alan squalen, kolesterol ve diger
sterollerin baglangic maddesi olarak bilinir. Bu ¢alismanin amaci, pirina yagi deodorize
distilatinda bulunan squalenin molekiiler distilasyonla elde edilme kosullarinin
arastirtlmasidir. Bu amagla, pirina yagr ve deodorize distilattan squalen eldesi
caligmalart yapilmigtir. Squalen orant % 20.92 serbest asitligi ise % 49.16 olan
deodorize distilat, 110-190 °C araligt ve 0.05, 0.5, 5 mmHg mutlak basinglarda
damitilmistir. Sicaklik ve vakum ylikseldikce squalen verimi de artmistir. Ancak distilat
karigiminda elde edilen yiiksek serbest asitlik nedeniyle, deodorize distilatin
damitilmadan 6nce gliserolle esterlestirilmesine karar verilmistir. Transesterifikasyon
reaksiyonu 190 °C’de 360 dakikada gergeklestirilmistir. Bu kosulda serbest asitlik %
49.34’ten % 7.87’ye disiiriiliirken, baslangicta % 40.0 olan squalen orami reaksiyon
sonucu % 27.99’a diismiistiir. Bu karisim 190, 210 ve 230 °C sicakliklar ile 0.05, 0.5 ve
5 mmHg basinglarda damitma islemlerine tabi tutulmustur. Damitmalarda, sicaklik ve
vakum yiikseldik¢e squalen verimi de artmistir. Nitekim, 230 °C ve 0.05 mmHg mutlak
basingta yapilan damitma islemlerinde squalenin % 98.12’si alinirken, serbest asitlik %
1.78’¢ dismiistiir. Ancak sanayi 0.05 mmHg gibi yiikksek mutlak basinglar
uygulayamadig1 i¢in, pirina yagindan squalen eldesinde oldugu gibi, 230 °C ve 0.5
mmHg kosulunun deodorize distilattan squalen eldesinde de kullanilabilecegi sonucuna
varilmigtir. Bu kosulda squalen verimi % 95.15, squalen igerisindeki serbest asitlik ise
% 4.62’dir.

Mart 2018, 39 sayfa

Anahtar Kelimeler: Molekiiler damitma, deasidifikasyon, squalen, kullanim alanlari



ABSTRACT

Master Thesis

OPTIMIZATION OF MOLECULAR DISTILLATION CONDITIONS FOR
SQUALENE FROM OLIVE POMACE OIL DEODORIZER DISTILLATE

Sena CETINBAS

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof.Dr. Aziz TEKIN

Squalene, an unsaponifiable component of vegetable oils, is known as a precursor of
cholesterol and other sterols. Aim of the study was investigation of distillation
conditions of squalene existing in olive pomace oil deodorizer distillate. For this aim,
olive pomace oil and its deodorizer distillate were distilled using a molecular distillation
unit. A deodorizer distillate containing 20.92 % squalene and 49.16 % free fatty acid
was distilled under 110-190 ° C and 0.05, 0.5, 5 mmHg absolute pressures. Squalene
yield increased with increasing temperature and vacuum. However, distillate contained
high free fatty acid at higher temperatures therefore deodorizer distillate was
transesterified with glycerol before distillation. This reaction was performed at 190 ° C
and 360 minutes. After the raction, free fatty acid content in the mixture was reduced
from 49.34 to 7.87 % while squalene concentration was obtained as 27.99% which was
less than the initial (40 %).

The mixture was then subjected to distillate at 190, 210 and 230 ° C, and 0.05, 0.5, 5
mmHg absolute pressures. During distillations, increasing temperature and vacuum has
given higher squalene yields. Thus, the highest temperature (230 ° C) and vacuum (0.05
mmHg) application resulted in 98.12 % of squalene and 1.78 % of free fatty acid in
distillate. But 0.05 mmHg absolute pressure is not a condition that can be implemented
by industry. Therefore, 230 °C and 0.5mmHg absolute pressure can be suggested to
industry in order to distillate squalene from olive pomace oil deodorizer distillate.
Squalene vyield was 95.15 % while free fatty acid was 4.62 % in distillate at this
condition.

March 2018, 39 pages
Key Words: Squalene, deodorizer distillate, molecular distillation
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1. GIRIS

Squalen biitiin canlilarda bulunan ve yapisinda ¢ift bag igeren bir hidrokarbondur.
Birgok steroliin 6ncii maddesidir, ayrica asilar i¢in yardimci bilesen, cilt nemlendirici ve
anti-timor etkileri bulanan bir bilesiktir. Diger taraftan lipiofilik 6zelligi nedeniyle
viicutta biriken pestisit ve agir metaller gibi toksik kimyasallar1 ¢ozebilmekte,
antioksidan 0&zelligi nedeniyle de serbest radikallerin viicuda zarar vermesini
engellemektedir (Xynos vd. 2016 ). Bu ozellikleri sebebiyle squalen kozmetik ve ilag

endiistrilerinin 6nemli bir hammaddesi haline gelmistir.

Bitkisel squalenin en yaygin oldugu yaglardan olan zeytinyagi ve pirina yagi, gerek
iilkemizde gerekse bolge iilkelerinde yiiksek tonajlarda iiretilmektedir. Ozellikle sizma
kalitesindeki zeytinyag: {iretimi diisiik olan lilkemiz ile baz1 Ortadogu ve Kuzey Afrika
Ulkelerinde zeytinyaglarmin énemli bir kismi rafine edilmekte ve igerdikleri squalen de
biiyiik oranda deodorize distilata gegmektedir. Genellikle yiliksek asitli olan ham pirina
yag1 da rafine edilmeden tiiketilememektedir. Rafinasyonlardan elde edilen distilatlar

diistik fiyatlara dokme olarak yurtdigina satilmaktadir.

Tamamlanan ¢alismada, pirina yagi deodorize distilatindan squalenin saf bir sekilde
ayrilabilmesine olanak taniyacak molekiiler distilasyon kosullar1 incelenmistir. Ayrica
serbest asitligin giderilmesinde transesterfikasyon yontemi ile molekiiler damitma
sisteminin kullanilabilirligi arastirilmistir. Bu amacla farkli sicaklik ve basinglarda
gerek oleik aside ve deasidifikasyona, gerekse squalene yonelik damitmalar yapilmis ve
elde edilen bulgular dogrultusunda uygulanabilecek en uygun kosullarin belirlenmesine

caligilmistir.



2. LITERATUR OZETIi VE KURAMSAL TEMELLER

2.1 Squalen

Dogal bir lipit kaynagi olan squalen; C3oHgo (2,6,10,15,19,23-hexamethyl-
2,6,10,14,18,20-tetracosahexane) formiiliine sahip insan ve hayvanlarda sterollerin ve
steroitlerin Oncii maddesidir. Yaygin bir bigcimde dogada bulunmaktadir ve biiyiik
miktarlarda da zeytin, bugday ruseymi, amarant ve piring kepegi yaginda
bulunmaktadir. En zengin kaynag1 kdpekbaligi karacigeridir (%60). Insanlarda ise en
yiiksek konsantrasyonu (~%13) kadardir (Xu vd. 2004).

Squalen’in kimyasal yapist sekil 2.1°de, kimyasal ve fiziksel 6zellikleri de ¢izelge

2.1°de goriilmektedir.

H3C CHs

Sekil 2.1 Squalen’in (2,6,10,15,19,23-hexamethyl-2,6,10,14,18,20-tetracosahexane)
yapisi

Cizelge 2.1 Squalenin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri

Ozellikler Degerler
Molekiil Agirlig 410.7 g mol™?
Donma Noktas1 -15°C

Kirilma Indisi 1.499
Viskozite (25°C) 12 cP
Yogunluk 0.858 g/mL
Kaynama Noktas1 285°C

Iyot Sayisi 3819/100g
Yiizey Gerilimi ~32 mN/m




2.1.1 Insan ve hayvanlarda (Memeliler) Squalen sentezi

Squalen; adini ilk elde edildigi ve en zengin kaynag1 olan kopek baligindan (Squalus
spp.) almistir (Vazquez vd. 2007). Squalenin en yiiksek oranlarda bulundugu kaynak
baliklar ve 6zellikle 400 metrenin altinda yasayan kdpek baliklaridir (Popa vd. 2015).

Acetyl-CoA
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Acetoacetyl-CoA

HMGS
3-Hydroxymethylglutaryl-CoA (HMG-CoA)
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|
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FPS
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iphosphate Dolichol
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Sekil 2.2 Insan ve hayvanlarda squalen sentezi



Insanlarda ve hayvanlardaki sentez sekil 2.2’ de gériilmektedir, bu sentezin daha ¢ok
karaciger ve deride meydana geldigi, sonra kana tasindigi bilinmektedir (Reddy ve

Couvreur 2009).

Steroller 0karyotik hiicre membranlari’nin esas ve yapisal komponentleridir. Squalen
ise sterol biyosentezinin baslangici i¢in 6nemli bir role sahiptir. Squalen sentezi biitiin
organizmalarda benzer olmasma ragmen, farkli organizmalarin igerdikleri enzim
Ozelliklerine gore farklilik gosterebilirler. Sekil 2.2°de goriilen sentezde bazi
durumlarda sadece bir enzimle gerceklesen reaksiyon, farkli durumlarda birden fazla

enzime (iso-enzim) ihtiya¢ duyabilmektedir (Spanova vd. 2011).

I¢ ve dis kolestrol kaynaklar1 arasinda bir denge vardir, bu denge geri besleme yolu ile
kontrol edilir. Geri bildirim kontroliiniin ana bileseni 3-hidroksi-3-metil-glutaral-CoA
rediiktaz (HMGR) ve LDL reseptérleridir. Ornegin, kolesterol birikimini énlemek igin
sirayla HMGR aktivitesi ve LDL reseptor sayisi azaltilmasi gerekir bunun sonucunda
squalen sentezi engellenir, dolayisiyla kolesterol miktari tekrar dengeye girer (Goldstein
vd. 2006).

2.1.2 Bitkilerde Squalen sentezi

Kopek baligi karacigerinin yaninda bazi bitkilerde degerli squalen kaynaklaridir.
Squalen yiiksek konsantrasyonlarda zeytinyagi ve amarant yaginda bulunurken daha
diisiik konsantrasyonlarda palm yagi, bugday tohumu yagi, piring kepegi yagi ve fistik
yaginda bulunmaktadir (Spanova vd. 2011). Ayrica zeytinyaginda bulunan squalen
(7mg/g yag) ve oleik asit (% 72) kombinasyonun bitkiyi korudugu bilinmektedir.



Acetyl-CoA
|
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Sekil 2.3 Bitkilerde Squalen Sentezi

Bitkilerdeki sterol biyosentez yolu insan hiicrelerinden farklidir. Bitkilerde squalen
biyosentezi sitosterol, stigmasterol ve kampesterol gibi pek ¢ok sterol ¢esidinin
olusmasina olanak saglar. Bitkilerde squalen 2,3-oxidosqualene okside olur ve sonra
insan ve mantarlarda oldugu gibi lanosterol yerine cycloartenol (9b,19-cyclo-24-
lanosten-3b-ol)‘e gevirilir. Bu da sitosterol sentezi igin gerekli basamaklarin
metabolizmasini baslatir (Boutt¢ ve Grebe 2009, Bouvier vd. 2005). Fitosterollerin
sentezi de Endoplazmik Retikulumda (ER) gergeklesir ve mindr miktarda squalen igeren

plazma membranina transfer edilir (Grebe vd. 2003).

Yapilan caligmalarda squalen miktarlar1 bazi dogal kaynaklar icin; zeytinyaginda 564
mg/100g, soya fasulyesi yaginda 9.9mg/100g, iiziim ¢ekirdegi yaginda 14.1 mg/100g,
findik yaginda 27.9mg/100g, fistik yaginda 24.4 mg/100g, misir yaginda 27.4 mg/100g
bulunmustur. En yiiksek miktarin ise amarant yaginda 10.4-73 g/kg oldugu
belirlenmistir (Popa vd. 2015).



2.1.3 Mikroorganizmalarda Squalen sentezi

Mikrobiyel squalen iiretiminde son zamanlarda iimit verici bulgular elde edilmektedir.
Mikroorganizmalar, bitkiler ya da kopekbaligi karacigeri kadar ¢ok squalen
biriktirememesine ragmen, mikroorganizmalarin hizli ve genis alanda biiylime
avantajlart vardir. Yapilan c¢alismalarda squalen izolasyonu yapilan mayalarin,
Saccharomyces, Torulaspora delbrueckii, Pseudomonas, Candida, alg olarak Euglena
ve mikro alg Schiochytrium mangrovei ve Botryococcus braunii olduklari rapor

edilmistir (Spanova vd. 2011).

2.1.4 Prokaryotlarda Squalen sentezi

G-3-P + Pyruvate
I DXS

DXP
DXR
DRL!

MEP

l
|

HMBPP

PP <2 pmapP
IDI-113

 Substrates
from pentose
phosphate cycle?

FPS
FPP

l SQs

SQUALENE

Sekil 2.4 Prokaryotlarda Squalen Sentezi

Bakterilerde squalen sentezi tiirlerine gore degisiklik gostermektedir. Ornegin zorunlu
parazitlerden olan Rickettsia veya Mycoplasmabu mekanizmayr kullanamazlar ve

izoprenoidleri konak olduklari hiicreden elde etmeleri gerekir (Spanova vd. 2011).



2.1.5 Mikro alglerde Squalen sentezi

DXP
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Sekil 2.5 Mikro alglerde Squalen Sentezi

Bazi mikro algler yiiksek miktarlarda squalen birikimi yapabilirler. Traustochytrid
Aurantiochytrium  sp.  (Schizochytrium olarak  bilinir) en etkili squalen
ureticilerindendir. Bu mikro alg heterotrof kosullar altinda hizlica biiyiiyiip, yiiksek
miktarlarda squalen tiretebilir. Kiiltiir icerigi dogru kosullarda optimize edilirse igerigin

ve squalen veriminin artacagi goriilmiistiir (Chen vd. 2010).



3. SQUALEN URETIMI iCiN TEKNOLOJIiK PROSESLER VE KULLANIM
ALANLARI

3.1 Squalen Uretimi i¢in Teknolojik Prosesler

Kopek balig1 karacigerinden squalen elde edilmesi, c¢evresel etkileri yiiziinden uygun
bulunmamaktadir. Bu nedenle arastirmacilar bitki ve mikroorganizmalardan squalen
elde etme yoOntemlerine yonelmislerdir. Zeytinyagr deodorize distilatindan squalen
ekstraksiyonu son zamanlarda ¢ok yayginlagmistir. Ciinkii zeytinyagi deodorize distilati
%10-30 kadar squalen igermektedir (Spanova vd. 2011). Bu kaynaga alternatif olarak,
amarant yagr ve Terminalia catappa agacinin yapraklart da squalen kaynagi olarak

kullanilmaktadir (Ko vd. 2002).

Cogu bitkiden yag, mekanik sikma veya hekzan gibi ¢oziiciiler ile alinmaktadir. Squalen
doymamis diiz zincirli yapisi yiliziinden 1siya karsi dayaniksiz bir molekiildiir. Buda
bitkisel yaglardan distilasyon gibi yontemlerle ayirma ve izolasyonunun uygun
olmamasina sebep olmaktadir. Ayrica mekanik sikma ile elde edilen verim %80 iken,
kimyasal ekstraksiyon ile elde edilen verim %98 den fazladir. Bu nedenle squalen’in
izolasyonu i¢in alternatif olarak; ¢oziicli ekstraksiyonu, molekiiler distilasyon ve siiper
kritik akigkan ekstraksiyonu (SFE) gibi yontemler uygulanmaktadir. Coziici
ekstraksiyonunda hekzan gibi ¢oziiciller kullanilarak squalen etkili bir sekilde
ayrilabilmektedir. Ancak hekzanin yanic1 ve maliyetli olmasi, bu metodun kullanimim
sinirlandirmaktadir. Kullanilan diger bir yontem ise yiiksek vakum altinda molekiiler
distilasyon ydntemidir. I¢ kisminda yogunlastiric1 bulunan bir evaporatér yiizeyine ince
bir film tabaka olacak sekilde besleme yapilir. Calisgilan metaryele veya istenilen
uygulamaya gore farkli sicaklik ve vakumlar uygulanabilir (Lanzani vd. 1994, Spanova
vd. 2011).

Notralizasyon diistik asitli yaglara uygulanan asit giderme islemidir. Fakat asitlik
yiiksek oldugunda nétralizasyon isleminin 6nemli diizeylerde nétral yag kaybina neden
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle biinyelerinde yiiksek asit bulundurabilen zeytin,

pirina, palm ve kiiflii findiktan elde edilmis findik yaglarini isleyen firmalar genellikle



fiziksel rafinasyon (yiiksek sicaklikta buhar distilasyonu) islemi uygulamaktadir. Buhar
distilasyonu isleminde yiiksek sicaklik ve diisiik mutlak basingta yag asitleri
damitilmakta ve yag verimi yiiksek olmaktadir. Buna karsin, bu islemden 6nce ham
yagin bazi 6n islemlerden gegmesi ve fosfolipitlerin, agir metallerin, renk maddelerinin
ve mumlarin buhar distilasyonundan once yagdan uzaklagtirilmalart gerekmektedir.
Molekiiler distilasyon islemi ise, daha 1limli kosullarda 6n islem gerektiren, daha diisiik
sicakliklarda, yiiksek vakumda ve buhar kullanilmadan uygulanabilen, bdéylece yagin
yapisina zarar vermeyen ve verimi etkilemeyen bir yontemdir. Buna ilaveten bu islemle
elde edilen distilatin bilesenlerine ayrilmasi su igermemesi nedeniyle daha kolaydir. Bu
konuda yapilan bir ¢alismada, diisiik asitli amarant tohumu yagindan yaklasik %6-8
squalen elde edilmistir. Amarant yagindan squalen izolasyonu molekiiler distilasyon
yontemi ile denenmis ve distilat kisminda en yiliksek %76 kadar squalen

saflastirilabilmistir (Sun vd. 1997).

Uciincii ekstraksiyon yontemi ise SFE kullanilan yéntemlerdendir. Coziicii olarak siiper
kritik karbondioksit kullanilir. Ciinkii karbondioksit toksik degildir, yliksek buharlagma
ozelligine sahiptir ve diisiik maliyetlidir. CO, 7.38 MPa basingta sicaklik 31.1 °C’ye
ulagtiginda siv1 hale geger. Bu yontemle sicakliga duyarl bilesiklerin zarar gérmeden
yiiksek verimle ekstraksiyonu saglanmaktadir. Bu proses hem cok pahali olmamasi,
hemde solvent kullanim1 gerektirmemesi sebebiyle yiiksek kalitede ve verimde squalen
eldesi de saglamaktadir. Bu yontemin dezavantaji ise kompleks bir ekipmanin olmasi,
hassas bir bakim gerektirmesi ve ekstraksiyon orneklerinde c¢oziicii kalintilarinin

bulunmasidir (Spanova vd. 2011).



Fiziksel Metod: Kimyasal Metod:

Ham Yag Ham Yag
Deguljﬁming Deguxlﬁming
Nétral%zasyon
Su ile yikama
Kurﬁtma
v
Agartma Agaima
Filtrzllsyon Filtrisyon
Vinterilzasyon Vinterilzasyon
Filtri’syon Filtrisyon
Buhar Ralﬁnasyonu Deodorlizasyon
Sogitma Sogﬁtma
Raﬁnle yag Raﬁnlc yag

Sekil 3.1 Yaglara uygulanan fiziksel ve kimyasal rafinasyon islemi

Yaglar kullanima sunulmadan once rafinasyon adi verilen ve sekil 3.1°de goriilen bir
seri isleme tabi tutulur. Rafinasyon islemi sonucu olusan zeytinyagi deodorize
distilatinin squalen kaynagi olarak kullanimi giderek yaygilagmaktadir, cilinki
deodorize distilatta yani kalan kisminda % 10-30 oranlarinda squalen bulunabilir. SFE
yontemi ile squalen izolasyonu yapildiginda, iriinlerde az miktarda da olsa
karbondioksit kaldigi goriilmektedir. Bunun sebebi, ters akim kolon ekstraksiyonunda
COy’in ¢oziintirliigiiniin diisiik olmas1 ve serbest asitlerden squalen ayrilamamasidir. Bu
konuda yapilan bir ¢alismada, problemi ¢ozmek i¢in farkli membranlar ile
nanofitrasyon denenmis ve sasirtici bir sekilde squalenin membranda oleik aside gore
daha ¢ok yayildigi goriilmiistiir. Bu durum, membran ve molekiil arasinda farkli bir
interaksiyon olmasi ile agiklanmistir. En iyi ayirimin, polimetil siloxane ve poliamid

membranda oldugu gézlenmistir (Ruivo vd. 2008).

Bagka bir calismada, squalen ayirma isleminden 6nce deodorize yagdaki trigliseritlerin

transesterifikasyon yontemi ile mono ve digliseritlere doniistiiriilmesi igin
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transesterifikasyon kullanilmistir. Bu yontemle yiiksek sicaklik ve vakum altinda
gliserol ve toz ¢inko esliginde trigliseritlerin mono ve digliseritlere doniistiiriilmesi ve
asitligin disiirilmesi saglanmistir (Bondioli vd. 1993). Squalen ayirma islemi
yapilabilmis olmasma ragmen SFE yontemi ile kopek baligi karacigerindeki kadar

yiiksek verimlerde squalen elde edilemedigi goriilmiistiir.

Mikroorganizmalarin da ¢ok iyi birer squalen kaynagi olduklari bilinmektedir ve
mikrobiyel olarak squalen eldesi hala arastirilan bir konudur. Bazi mikro
organizmalardan elde edilen squalen sonuglar1 su sekildedir; Torulaspora delbrueckii
~240 mg squalen/kg kuru agirlik, Pseudozyma sp. ~340 mg/L squalene (Chang vd.
2008).

3.2 Squalenin Kullanim Alanlari

3.2.1 Antioksidan etkisi

Yapilan ¢aligmalarda, squalenin serbest radikaller tarafindan viicudun zarar gérmesini
engelleyen, normal hiicreleri koruyan bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu
gorilmiistiir. Squalenin antioksidan etkisi farkli hiicrelerde farki sonuglar gostermistir.
Memelilerde squalen en cok epitel hiicreler ve kemik iligi hiicrelerinde antioksidan
aktivite gostermektedir. Squalenin antioksidan aktivitesi diigiik olmasina ragmen diger
kanser tedavi yoOntemlerinin zararlarindan korunmak i¢in tercih edilebilecegi

diistiniilmektedir (Das vd. 2008).

3.2.2 Gida takviyesi olarak etkileri

Yapilan calismalarda squalenin kolesterol sentezinin baslangic maddesi olmasina
ragmen giinliik kullanimda kolesterol seviyesini yiikseltmedigi goriilmiistiir. Yiksek
tansiyonu olan belirli yas grubundaki insanlar ile yiiriitiilen bir klinik denemede giinliik

olarak squalen kullanimi sonucunda toplam ve LDL kolesteroliin azaldigi, HDL
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kolesteroliin ise arttigi gézlenmistir (Chan vd. 1996). Ayrica squalen kandaki kolesterol
seviyesini disiirdiigi i¢in kalp ve damar hastaliklarinin tedavisinde Onerilmektedir
(Banks vd. 2004). Fare ve kopeklerde yapilan bir ¢alismada yliksek dozlardaki squalen
tedavisi ile viicut yagi ve kandaki glikoz seviyesinin azaldigi goriilmiistiir (Kamimura

vd. 1991, Liu vd. 2009).

Kemirgenler iizerinde yapilan bir ¢alismada ise squalen’nin kolon, deri, eklem uru ve
akciger kanserinde anti-timor 6zellige sahip oldugu goriilmistiir. Yapilan bir ¢alismada
squalen tiiketiminin gogis kanserinin etki alanii azalttigi kesfedilmistir. Ancak
squalen’nin kanser hiicresi haline gelmis hiicreleri tamamen yok edemedigi de fark

edilmistir (Spanova vd. 2011).

Bagka bir arastirmaya gore ise insanlar yiiksek oranda squalen igeren amarant yagi
diyetine tabi tutulmus ve bas agrilarinda, halsizliklerinde, yorgunluklarinda azalma
oldugu ve kendilerini daha saglikli hissettikleri rapor edilmistir. Bu durum squalenin

insan sagligi i¢in 6nemli oldugunu gostermektedir (Martirosyan vd. 2007).

3.2.3 Endistride kullanim

Squalen eczacilik ve kozmetik ile ilgili uygulamalarda lipit emiilsiyonu i¢in sik sik
kullanilmaktadir (Fox 2009). Squalen ve squalen formlar lipofilik formdaki ilag, as1 ve
yardimc1 maddeleri ¢oziindiirmek i¢in oldukea stabil ve viskoz bir yapiya sahip olmasi
nedeniyle tercih edilmektedir (Kim vd. 2003, Blasco vd. 2006). Ancak squalen’nin as1
olarak kullanimi hala tartigilan bir konudur (Lippi vd. 2010).

Squalen iizerinde yapilan diger bir ¢aligmada ise, ¢oklu doymamis yag asitlerinin
oksidasyonu iizerine gii¢lii antioksidan etki gosterdigi belirlenmistir (Dessi vd. 2002).
Squalen ila¢ ve kozmetik endiistrisinde kullanilmaktadir (Nagao vd. 2013). Bu konuda
tamamlanmis olan sadece bir c¢alisma mevcuttur (Sun vd. 1997). Bu calismada
molekiiler distilasyon yontemi kullanilarak diistik asitli bir yagdan squalen %76’lar

diizeyinde izole edilebilmistir. Elde edilen distilat serbest asitlerce zengin oldugu i¢in,
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squalenin safligin1 artirmak amaciyla distilasyon Oncesinde veya sonrasinda

notralizasyon iglemi uygulanmistir.

Ozet olarak squalen; klinik ve giinliik kullanimda detoksifikasyon amagcli, deri ve goz
icin antioksidan madde, bakteriyel, fungisidal ve oksijen gibi etkenlere karsi hiicre
koruyucu, eczacilik ve kozmetik alaninda yumusatic1 ve nemlendirici, miknatis seridi ve

diistik sicakliklarda gres yagi olarak kullanilmaktadir (Bahttacahrjee ve Shingal 2003).
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1 Materyal

Deodorize distilat 4K Kimya Tic. San ve A.S.’den, pirina yag1 ise Verde Yag Besin
Maddeleri San. Tic. A.S.’den temin edilmistir. Molekiiler damitma {initesinde kullanilan
teknik hekzan Birpa Kimyevi Maddeler Paz. ve Tic. Ltd. Sti (Ankara)’den temin
edilmistir. Analizler sirasinda kullanilan ¢oziicli ve standartlardan sodyum hidroksit,
gliserol, toz c¢inko, dietil eter, silika jel (ince tabaka kromatografisi i¢in) Merck
(Darmstadt, Almanya) firmasindan satin alinmistir. Analizlerde kullanilan potasyum
hidroksit, etil alkol, hekzan, asetik asit, ve susuz sodyum siilfat Sigma-Aldrich
(Steinheim, Almanya)’ten satin alinmistir. Tiim kimyasallar analitik safliktadir. Lauril
arasidat Sigma-Aldrich’den (St. Louis, MO, ABD), squalen ise 4K Kimya Tic. San ve

A.S.’den temin edilmistir.

4.2 Yontem

Molekiiler damitma islemleri ve tim kimyasal analizler 2 tekerriirli olarak
gerceklestirilmistir. Laboratuvar ortaminda hazirlanan transesterifikasyon reaksiyon
karisimi ve diger yag hammaddeleri, oksidasyon tepkimelerinden korunmak amaciyla

azot gazi altinda, +4 °C’de ve karanlik bir ortamda muhafaza edilmistir.

4.2.1 Serbest asitlik analizi

Serbest asitlik analizi AOCS Official Method Ca 5a-40’a gore yapilmis ve tiim sonuglar

% oleik asit cinsinden verilmistir.
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4.2.2 Molekiiler damitma

Molekiiler damitma galismalari, 6zellikleri ve ¢alisma kosullart ¢izelge 4.1°de verilen
laboratuvar olgekli bir short-path evaporatdr olan KDL5 (UiC GmbH, Alzenau,
Almanya) kullanilarak gerceklestirilmistir. Sekil 4.1°de Ankara Universitesi Gida
Miihendisligi Boliimii biinyesinde yer alan molekiiler damitma sistemi, sekil 4.2°de ise

short-path evaporator ve sivayict kol sistemi gosterilmektedir.

Sekil 4.1 KDLS5 model molekiiler damitma sistemi

1. Besleme, 2. Sivayici kol motoru, 3. Short-path evaporator, 4. Vakum transdiiser, 5. Kondenser, 6. Atik
toplama hatti, 7. Distilat toplama hatti, 8. Vakum pompas1 blogu
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Sekil 4.2 Yakin planda short-path evaporator ve sivayict kollar
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Cizelge 4.1 Molekiiler damitma {initesinin 6zellikleri ve ¢alisma kosullar

Evaporator yiizey alant: 0.048 m*
Kondenser yiizey alani: 0.065 m*
Maksimum evaporatdr sicakligi: 350 °C
Minimum mutlak basing: 0.001 mbar
Yogunlastirici sicakligt: 20 °C
Besleme {initesi sicaklig1: 50 °C
Siyiricer kol hizi: 240 rpm
Besleme hizi: 3 mL / dak

Molekiiler damitma sisteminde tim damitmalar 100°er mL’lik besleme kullanilarak

gerceklestirilmistir.

4.2.3 Transesterifikasyon reaksiyonu

Pirina yagi deodorize distilatindaki trigliseritlerin transesterifikasyon yontemi ile
gliserole baglanmas1 Bondioli vd. (1993) tarafindan uygulanan yonteme gore
yapilmistir. Bu yontemle yiiksek sicakliklarda ve vakum altinda gliserol ve bir katalizor

esliginde serbest asitler gliseritlere doniistlirilmistiir.

4.2.4 Skualen miktarinin belirlenmesi

Skualen miktarlari, AOCS Official Method Ch 8-02’ye gore belirlenmistir. Analiz
sirasinda gaz kromatografi cihazinin c¢alisma kosullar1 ¢izelge 4.2-4.3’te belirtildigi

gibidir:
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Cizelge 4 2 Gaz kromatografi cihazinin ¢alisma kosullar

Gaz kromatografi cihazi

Shimadzu GC-2010 (Japonya)

Dedektor Alev Iyonlastirmali Dedektor (FID)

Kolon HP-5 Fused Silica Kapiler Kolon (15 m, 0.32 mm i¢ ¢ap,
0.25 um film kalinlig1) (J&W Scientific, ABD)

Tas1yic1 gaz He (1.80 mL/dakika.)

Split orant Boliinmesiz

Enjeksiyon blogu sicakligi 300 °C

Dedektor sicakligt 350 °C

Cizelge 4.3 Kolon sicaklik programi

20 °C/dakika 5 °C/dakika 20 °C/dakika
Baglangig
o o 325 °C 340 °C
33«%1 2407¢ (6 dakika) ’ (10 dakika)

4.2.5 Yaglarda renk tayini

Yaglarin renk indeksi degerleri, AOCS Official Method Cc 13¢-50 metodu kullanilarak

hesaplanmustir.

4.2.6 Cok amach (Multi-objective) optimizasyon

Molekiiler damitma sonucunda elde edilen deneysel verilerin optimizasyonu igin,

distilat verimi tizerine sicaklik ve basincin etkisini incelemeye yonelik olarak 3 boyutlu

yiizey grafikleri hazirlanmistir. Basing degerlerinin logaritmalar1 alinmis ve elde edilen

deneysel veriler Statistica v10 (Statsoft, Tulsa, OK) istatistik programi kullanilarak
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grafiklere yerlestirilmistir. Grafiklerden elde edilen ikinci derece denklemler, 18 farkli
optimizasyon algoritmasi igeren ve birden fazla hedef fonksiyonun optimize edilmesi
gereken durumlarda kullanim kolayligi ve etkin sonuglar sunabilen modeFRONTIER
v4.6 (ESTECO srl, Trieste, Italya) yazilmi kullanilarak optimize edilmistir.
Optimizasyonda serbest birakilan bagimsiz degiskenler sicaklik (T) ve basing (P)
degerleri olup, bu kosullara bagl olarak degisen squalen miktar1 ve distilat verimi
bagimli degisken olarak tanimlanmistir. Hedef fonksiyonlar, sinir kosullar1 ve

degiskenler 3.1 ve 3.2 numarali esitliklerde belirtilmistir:

75 < Maksimum (oleik asit) = fojeik (P,T) < 100 (4.2)
0 < Maksimum (distilat verimi) = fyerim(P,T) < 100 (4.2)

3.1 ve 3.2 esitlikleri birlikte ele alindiginda;

Maksimum ( W.[fsquaten(P, T)]+Wa. [frerim(P. )] ) (4.3)

olarak tanimlanabilir. Burada, w; ve w; fonksiyonlara verilen agirlik degerlerini
gostermekte olup, bagimsiz degiskenlerin smir kosullar1 ve agirhik degerleri

optimizasyon programina;

0.05<P<5mmHg; 110<T<190°C (4.49)
wp+wy =1 (4.5)

seklinde tanitilmistir. Burada, agirlik degerleri toplamlart 1 olmak kosuluyla, 6n
optimizasyon ¢alismalarinin sonuglarina bagl olarak keyfi belirlenmistir. Squalen
miktart ve distilat veriminin maksimuma ulastirilmast amaglanan optimizasyon
caligmalarinda sezgisel optimizasyon metodu olarak “simplex” metodu secilmis ve
toplam optimizasyon deneme sayist 500, sonlandirma kesinligi 10®° ve optimum

noktaya ulagsmada izlenecek farkli yollarin sayis1 25 olarak sisteme tanitilmigtir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

5.1 Pirina Yagi ve Deoderize Distilattan Molekiiler Distilasyon ile Squalen Eldesi

Pirina yag1 ve deodorize distilattan squalenin izolasyonu ig¢in Once saf squalenin

damitma kosullar1 belirlenmeye c¢alisilmistir. Bu amacgla 4K Kimya Tic. San ve

A.S.’den firmasindan elde edilen yiiksek safliktaki squalen farkli sicaklik ve basing

degerlerinde damitilmis ve verim optimizasyonu yapilmistir. Yapilan analizde squalenin

safliginin %99 seviyesinde oldugu belirlenmistir.

5.1.1 Squalenin molekiiler distilasyonu

Yiiksek safliktaki 100 g squalen 170, 190, 210, 230 °C sicaklik ve 5, 0.5, 0.05 mmHg

basing kosullarinda 3 mL/dak. besleme hizi ile iki tekerriirlii olarak damitilmis ve elde

edilen verim degerleri gizelge 5.1 ve sekil 5.1°de gosterilmistir.

Cizelge 5.1 Atik ve distilatlara ait tartim sonuglari (g)

Basing Atik Distilat Atik Distilat | Atik Distilat | Atik Distilat
(mmHg)
170 °C 190 °C 210°C 230°C
5 58.62+ | 7.47 43.38 22.30 13.95 54.70 9.29 56.50
1.49 +0.40 +1.04 +0.52 +2.41 +2.17 +1.27 +1.99
0.5 46.80+ | 17.60 13.27 49.03 6.42 59.23 7.53 57.90
5.00 +6.39 +2.64 +0.85 +0.14 +0.30 +0.10 +0.32
0.05 4.22 61.85 5.93 55.13 4.38 60.73 5.07 60.97+0
+1.59 +1.17 +0.10 +0.21 +0.14 +0.05 +0.49 19
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B Atk ™ Distilat

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0.5 0.05 5 0.5 0,05 5 0.5 0.05 5 0.5 0.05

Verim (%)

0%
Basmn¢ (mmHg) 5

Sicaklik (°C) 170 190 210 230

Sekil 5.1 Distilat ve atik verimlerine ait grafik

Cizelge 5.1°de goriildiigii tizere, sicaklik artig1 ve uygulanan mutlak basing diisiisii ile
damitmalardan elde edilen distilat miktar1 artmakta ve atik miktar1 azalmaktadir. Diisiik
sicakliklarda uygulanan mutlak basincin squalen verimi iizerine oldukga etkili oldugu

gozlenmektedir. Ancak sicaklik arttik¢a basincin etkisinin de azaldig1 goriilmektedir.

Sekil 5.2’de verilen squalenin damitilmasi ile elde edilen atiklarin verim degerleri
kullanilarak Statistica Istatistik programi ile asagidaki ii¢ boyutlu grafik elde edilmistir.
Optimizasyonun atikta yapilmasinin nedeni damitmalar sirasinda kondenserde bir
miktar squalenin tutulmasi ve distilata gecememesidir. Nitekim Cizelge 5.1’de de
goriildiigh gibi, atik ve distilat toplam1 baslangi¢ degerini (100g) vermemektedir. Bu
durum o6zellikle dogrudan verim {izerine yapilacak distilasyonlarda dikkat edilmesi

gereken bir husustur. Bu islemde atikta % 5’in altinda squalen kalmas1 hedeflenmistir.
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3D Surface Plot of Verim against T and P
Spreadsheet1 3v*24c
Verim = 513,3684-4,3193*x+102,1729*y+0,0092*x*x-0,446*x*y-0,4*y*y

NSIN

I >80
Il <380
I <70
B <60
[ <50
[1<40
[1<30
B <20
B <10
Il <0

Sekil 5.2 Atik verimlerine ait {i¢ boyutlu grafik

Grafikte de goriildiigii gibi, en diisiik atik degerleri yiiksek sicaklik ve diisiik basingta
elde edilmistir ve bu bolge grafikte koyu yesil alan olarak dikkat ¢ekmektedir. Ayrica
yukaridaki grafigi ifade eden denklem modeFRONTIER optimizasyon programinda

kullanilmistir. Buna gore,

f=513,3684-4,3193*x+102,1729*y+0,0092*x*x-0,446*x*y-0,4*y*y

denklemi x: sicaklik ve y: basing olmak iizere f<5 simir kosullar1 ile programda

tanimlanmaistir.

min[f] fonksiyonu ile ¢alistirilan programinda 0.07 mmHg basing ve 195.18 °C

sicaklikta 3.01 gram atik degeri bulunmustur.
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Programin verdigi 0.07 mmHg basing ve 195.18 °C sicaklik degerlerinde, dogrulama
amaciyla squalen tekrar damitilmis ve atik miktar iki tekerriiriin ortalamasi olarak 6.54
g bulunmustur. Optimizasyon programinin verdigi degerden farkli olmasi programin
kullandig1 metot geregidir. Verim optimizasyonundan elde edilen deger %35’in iizerinde
ciktig1 icin, pirina yagi ve deodorize distilatta squalen damitma kosullarinin ayni
uygulanmasina karar verilmistir. Ciinkii saf squalenin aksine, gerek pirina yagi, gerekse
deodorize distilatta, squalenin disinda baska bilesikler de bulunmakta ve verilen 1sinin
bir kism1 s6z konusu bu bilesikler tarafindan tutulmaktadir. Bu nedenle pirina yagi ve
deodorize distilat damitmalarinda saf squalen verimleri daha yiiksek sicakliklarda elde
edilebilir.

5.2 Pirina yagindan squalenin distilasyonu

Pirina yag1, squalen eldesi amaciyla damitilmadan Once serbest asitlerinden ve renk
maddelerinden uzaklastirilmis ve damitmalarda agartilmis pirina yagi kullanilmustir.
Pirina yag1 da saf squalenin damitma kosullarinda damitilmis ve bulgular ¢izelge 5.2 ve

sekil 5.3’te verilmistir.

Cizelge 5.2 Farkli sicaklik ve basinglarda damitilan pirina yagindaki squalen miktarlar

Basin¢ (mmHg) Squalen (ppm)

170°C 190 °C 210°C 230°C
Agartilmis Pirina 8627.7+36.23 8627.7£36.23 8627.7+£36.23 8627.7+£36.23
5 6636.3+£28.28 4045.5+£29.95 2317.4+52.61 1316.3+48.32
0.5 3425.4+27.48 2620.5+40.14 1118.7+35.02 440.2+27.66
0.05 1357.6+42.43 1132.9+41.66 708.14£25.74 364.1+£51.22
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Sekil 5.3 Farkli sicaklik ve basinglarda damitilan pirina yagindaki squalen miktarlari

Cizelge 5.2 ve sekil 5.3 incelendiginde, saf squalen damitilmasinin aksine, hedeflenen
% 5 kalint1 squalen miktarina ancak yiiksek sicaklik ve yliksek vakum degerlerinde
ulasilabildigi goriilmektedir. Buna gore, 210 °C, 0.05 mmHg kosulunda yagda kalan
squalen miktar1 % 8.2 iken, 230 °C, 0.5 mmHg'de % 5.1 ve aym sicakhik 0.05
mmHg’de ise % 4.2°dir. Bu sonuglara gére, agartilmis pirina yagindan 230 °C ve 0.05
mmHg mutlak basingta yapilan damitmada hedeflenen %5 degerinin altinda (% 4.2)
squalen eldesi saglanabilmistir. Ancak sanayide bu basing degerlerine diismek oldukca
zor oldugu igin, squalen damitilmasi amaciyla 230 °C sicaklikta 0.5 mmHg mutlak
basincin yeterli olacag: diisliniilmektedir. Bu kosulda elde edilen kalint1 squalen de %

5.1’dir ve hedeflenen degere ¢ok yakindir.

5.2.1 Renk degerlerine ait bulgular

Pirina yagindan squalen eldesi icin uygulanan yiliksek sicakliklar sebebiyle renk
kararmas1 veya renk degistirmesi s6z konusu olabilecegi diisiiniilerek, calismalarda

agartilmis pirina yagi kullanilmistir. Fakat agartma islemlerinin yaglardaki renk
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maddelerinin tamamin1 uzaklastirmadigi da bilinen bir gergektir. Ozellikle renk
maddelerince zengin olan ham pirina yag1 diisiiniildiigiinde bu renk maddelerinin yagda
kalan miktarinin daha fazla oldugu da goéz Oniine alinmalidir. Bu nedenle damitma

islemlerinden sonra pirina yaginda da renk degisimleri izlenmistir.

Agartilmig pirina yaginin farkli kosullarda damitilmasi sonucu elde edilen renk
degerleri cizelge 5.3’de verilmistir. Cizelgede goriildiigii gibi agartilmis pirina yagina
ait L, a ve b degerleri sirastyla 93.06, -11.18, 57.60 olarak tespit edilmistir. Agartilmis
pirina yagmin 170, 190, 210 ve 230 °C sicaklik ile 0.05, 0.5 ve 5 mmHg basinglarda
damitilmast sonucu elde edilen damitilmis pirina yaginin renk analizi verileri
incelendiginde, yiiksek sicakliklarda ve diisiik basinglarda yapilan distilasyon
islemlerinde, yagin L, a ve b degerlerinde 6nemli degisimler gozlenmemistir. Nitekim
yapilan istatistik analiz sonucunda da L*, a ve b degerlerine ait p degerleri sirasiyla
0.382, 0.708 ve 0.779 bulunmustur. Elde edilen p degerleri >0.05 oldugu i¢in bu
degerlere ait renkler arasindaki farkin Onemsiz oldugu sonucuna varilmistir.
Damitmalarda kullanilan yagin asitligi ¢ok diisiiktiir ve damitma islemlerinde yagdan
SYA wuzaklastinlmadigr icin renk degerlerinde de kayda deger degisimler
gozlenmemistir. Diger taraftan yagdan oOnemli oranda squalen damitma yoluyla
alinmasina ragmen renkte degisim olmamasi, squalenin renk iizerine etkili olmadigini
gostermektedir. Bu nedenle agartilmis ve diisiik asitli bir pirinadan renk degerleri
degismeden 230 °C’de 0.5 mmHg civarinda bir mutlak basing uygulanarak squalen

eldesi yapilabilir.
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Cizelge 5.3 Farkli kosullarda damitilmis pirina yagina ait renk degerleri

Distilasyon Kosullar1 Renk degerleri

Sicaklik (°C) Basin¢ (mmHg) L* a b

Agartilmig pirina yag 93.064¢0.65 -11.18+°0.54 57.60+%Y 0.76

170 5 88.21+460.77 | -9.784+%°0.32 55.78+*Y 0.25
0.5 86.12+40.28 -9.044%20.02 55.94+%Y 0.99
0.05 88.08+460.72 | -9.53+%°0.28 55.60+* 1.50

190 5 88.55+480.36 | -9.69+7°+0.23 | 57.72+*" 1.13
0.5 88.26+450.20 | -9.95+200.11 56.441+%Y 0.82
0.05 88.68+450.54 | -9.76+%00.27 55.79+%Y 1.48

210 5 88.16+460.28 | -9.06+%70.01 58.85+*Y 1.40
0.5 87.87+480.57 | -8.79+%°0.35 59.15+%Y 1.77
0.05 87.85+451.17 | -8.83+%00.76 58.08+*Y 1.68

230 5 87.27+420.66 | -8.39+?%+0.30 | 60.14+*" 2.03
0.5 87.16+450.75 | -8.48+%00.33 59.91+%Y 1.63
0.05 86.76+470.37 | -7.96+%0.39 60.06+*" 1.46

p<0.05 (Ayn siitundaki farkli harfleri iceren gruplarin ortalamalar: arasi fark 6nemlidir)

5.3 Deoderize Distilattan Squalen Eldesi

Zeytinyag1 ve pirina yag1 yiiksek oranda bitkisel squalen icermektedir. Yiiksek asitli

zeytinyag ile pirina yag1 oncelikle yiiksek sicakliklarda fiziksel rafinasyona tabi tutulur

ve asitlikleri belirli diizeylere diisiiriiliir. Buradan elde edilen distilatlar da gerek serbest

asitlik, gerekse squalen yoniinden oldukca zengindir. Calismamizda da zeytinyagi ve

pirina yagi rafinasyonu yapan bir firmadan temin edilen deodorize distilat kullanilmigtir.

Arastirmada kullanilan deodorize distilatta % 20.92 oraninda squalen ve % 49.16

diizeyinde serbest asitlik bulunmustur. Yiiksek serbest asitlik nedeniyle, deodorize

distilat diisiik sicakliklardan bagslanarak distile edilmisir. Buradaki amag diisiik

sicakliklarda distilattaki squalen-asitlik verilerini gbzlemleyip, sanayide yapildigi gibi

ikinci bir distilasyonla squaleni daha saf elde edebilmektir. Yapilan damitmalar sonucu

squalen miktarlarindaki degisim ¢izelge 5.4 ve sekil 5.4’de verilmistir.
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Cizelge 5.4 Deodorize distilatin damitilmasi sonucunda elde edilen distilatlara
aitsqualen miktarlari

Basing Squalen (%)
(mmHg) 110°C 130°C 150°C 170°C 190°C
Deoderize 20.92+1.15 20.92+1.15 20.92+1.15 20.92+1.15 20.92+1.15
Distilat
5 0 0 19.75+0.80 25.31+1.51 30.80+£1.20
0.5 0 7.03+0.35 16.58+0.21 26.44+1.32 38.63+1.46
0.05 12.40+1.52 17.59+£0.14 34.63+1.84 43.76%1.74 44.35+1.90
50
45
40
L 35
= 30
Q 25
S 20
& 15
10
5
0

5 05005 5 05005 5 05005 5 05005 5 05 005
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Sekil 5.4 Deodorize distilatin damitilmasi sonucunda elde edilen distilatlara ait squalen
dagilimi

Cizelge 5.4’de de goriildiigii gibi uygulanan en diisiikk mutlak basingta (0.05 mmHg)
110, 130 °C de elde edilen squalen miktarlar1 sirastyla % 12.40 ve % 17.59 bulunurken
150, 170 ve 190 °C sicakliklara ¢ikildigi zaman squalen miktarlari sirasiyla % 34.62, %
43.76 ve % 44.35 bulunmustur. Sicakligin squalen saflagtirilmasindaki onemi ayni
zamanda basinglarin artislar1 ile de dogru orantilidir. 190 °C de 5, 0.5 ve 0.05 mmHg
basinglardaki squalen miktarlarinin sirasiyla % 30.80, % 38.63, % 44.35 oldugu tespit

edilmistir. Squalen saflastirilmasi isleminde yiiksek sicaklik ve vakumun etkili oldugu
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anlasilmaktadir. Fakat yapilan damitmalarda bir taraftan squalen elde edilirken, diger
taraftan serbest asitlerin distilat fazina yiliksek oranlarda gegtigi goriilmektedir. Nitekim
cizelge 5.5 ve sekil 5.5 incelendiginde, squalen miktarinin distilatta artisina karsin,
serbest asitligin yeterince azalmadigi goriilmektedir. 0.05 mmHg’ da 170 ve 190 °C’de
squalen miktar1 sirastyla % 43.76 ve % 44.35’¢ kadar cikarken serbest asitlikler de
sirastyla % 62.24 ve % 64.43 olarak bulunmustur. Bu durum serbest asitlerin
distilasyonda verilen 1simin 6nemli bir kismini aldigim1 ve buharlasabildigini
gostermektedir. Diger taraftan elde edilen distilatlar yiiksek asitlidir ve ne ikinci bir
damitma ne de notralizasyon yapabilmek i¢in uygun bulunmamaiglardir. Bu nedenle s6z
konusu damitma islemleri 190 °C’de kesilmis ve deodorize distilattaki asitligin
transesterifikasyonla gliseritlere baglanarak, serbest asitligin miimkiin oldugunca
diisiiriilmesine ve damitmalarin daha o©nceki uygulamalarda yapilan kosullarda
yapilmasina karar verilmistir. Boylece verilen enerjinin serbest asitlerin buharlagsma

gizli 1s1s1 i¢in harcanmayacagi ve deodorize distilattan squalen veriminin artacagi

diistinilmiistiir.

Cizelge 5.5 Deodorize distilatin damitilmas1 sonucunda elde edilen distilatlara ait
squalen ve serbest asitlik dagilimi1 (%)

Distilasyon Kosullari Atik Distilat
Sicakhik  Basing Verim | Serbest Asitlik | Verim Serbest Asitlik | Squalen
(°C) _(mmHg)
Deoderize Distilat 49.34+0.68 20.92+1.15
110 5 100.00 | 49.17+0.50 0.00 0.00 0.00
0.5 100.00 | 49.09+0.16 0.00 0.00 0.00
0.05 95.83 46.98+1.01 4.17+1.31 87.31+1.55 12.40+1.52
130 5 100.00 | 49.43+0.98 0.00 0.00 0.00
0.5 96.50 47.83+£2.41 3.50+0.77 89.11+0.80 7.03+0.35
0.05 77.44 38.52+2.29 22.56+0.38 87.340.38 17.59+0.14
150 5 92.88 45.55+1.85 7.1242.98 83.20+1.75 19.75+0.80
0.5 81.06 39.88+2.57 18.94+1.93 87.30+4.08 16.58+0.21
0.05 44,01 19.02+0.42 55.99+£2.71 74.67+£3.17 34.63+1.84
170 5 77.75 39.71+1.30 22.25+£3.70 | 79.28+2.18 25.31+1.51
0.5 59.04 28.97+2.96 40.96+£5.37 | 78.70+4.84 26.44+1.32
0.05 25.82 17.21+0.86 74.18+0.19 62.24+3.83 43.76+1.74
190 5 54.54 27.32+1.27 45.46+0.01 73.62+2.57 30.80+1.20
0.5 32.32 12.85+0.69 67.68+1.27 69.42+0.13 38.63+1.46
0.05 21.48 17.18£1.26 78.52+1.56 64.43+5.62 44.35+1.90
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Sekil 5.5 Deodorize distilatin damitilmasi sonucunda elde edilen distilatlara ait squalen
ve serbest asitlik dagilimi

5.3.1 Transesterifikasyon reaksiyon siiresinin serbest yag asitleri ve squalen
miktar iizerine etkisi

Dedodorize distilatta bulunan serbest asitlerin gliseritlere baglanmasi amaciyla uygun
bir katalizor esliginde ve vakum altinda deodorize distilat gliserolle reaksiyona
sokulmustur. Oncelikle Bondioli vd. (1993) tarafindan o6nerilen 180 °C sicaklik
kullanilmis, fakat bu sicaklikta 6 saat reaksiyon yapilsa bile %10 serbest asitlik
degerinin altina disiillememistir (Cizelge 5.6 ve Sekil 5.6 ). Metodun alindig1 kaynakta
s0z konusu reaksiyon i¢in sadece sicaklik degeri verilirken siireden bahsedilmemistir.
Fakat serbest asitligin %1’in altina diisecegi belirtilmistir. Denememizde 360 dakika
gibi uzun bir siire kullanmamiza ragmen, bahsedilen asitlik degerine diisiilememistir.
Bu nedenle sicaklik yiikseltilmis ve reaksiyon, hesaplanan gliserol ve katalizor oranlari
sabit tutularak 190 °C’de yapilmistir. Bu sicaklikta da yine, 60, 120, 180 ve 360 dakika
olmak tzere dort farkli siire denenmis ve 360. dakika sonunda % 7.87 degerine
ulagilabilmistir. Daha diislik asitlik degerlerine ulasabilmek i¢in, sicaklik 210 °C’ ye
cikarilmig ve bu sicaklikta da 4 farkl: siirede (60, 120, 180 ve 360 dakika) serbest asitlik
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degerleri Slciilmiistiir. Ozellikle 120. dakikadan sonraki siirelerde serbest asitlikte cok
onemli degisimler gozlenmemis ve serbest asitligin 190 °C’de oldugu gibi, % 7’ler
civarinda sabitlendigi goriilmiistiir. Nitekim 210 °C’de 120, 180 ve 360. dakikalarda
elde edilen serbest asitlik degerleri sirasiyla % 7.88, 7.43 ve 7.15 olarak 6l¢tilmiistiir.

Calismanin bu kisminda yiiksek squalen igerikli (% 40 olarak Olclilmiistiir) bir
deodorize distilat  kullanmilmistir. S6z konusu sicakliklarda  gergeklestirilen
reaksiyonlarin tamami geri sogutucu kullanilarak yapilmasina ragmen 6zellikle sicaklik
yiikseldikge onemli diizeyde squalen kayiplari yasanmistir. Yapilan analizlerde 210
°C’deki atikta kalan squalen degerlerinin % 10°dan daha diisiik oldugu gozlenmistir.
190 °C’deki degerler ise % 30’lar civarindadir. Nitekim 190 °C’de 360 dakikalik
reaksiyon sonucunda serbest asitlik % 49.34’ten % 7.87’ye distiriilirken, igerikte %
27.99 oraninda squalen kaldig1 belirlenmistir (Cizelge 5.7). Bu nedenle distilasyonlar
icin hazirlanacak yag oOrneklerinin 210 °C 120 dakika yerine 190 °C 360 dakika
olmasina karar verilmistir. Reaksiyonlar sirasinda ortamdan uzaklasan squalenin dnemli
bir kism1 vakum pompasindan once kullanilan tuzakta tutulmaktadir. Calismamizda bu
kisim tekrar reaksiyon igerigine dahil edilmemistir. Ciinkii elde edilen %27.99’luk
squalen distilasyonlar i¢in olduk¢a uygundur. Squalen kayiplarinin ise siirekli bir

sistemle Onlenebilecegi diisiiniilmektedir.

Cizelge 5.6 Farkli sicaklik ve siirelerin distilatin serbest yag asitligi tizerine etkisi

Siire (dak) Serbest Asitlik (%)

180°C 190°C 210°C
Deoderize distilat 49.34+0.53 49.34+0.53 49.344+0.53
60 17.63+0.11 14.22+0.62 9.47+0.23
120 13.13+0.24 11.83+0.10 7.88+0.18
180 11.13+0.53 8.26+0.31 7.43£0.11
360 10.49+0.16 7.87+0.16 7.15+0.27

30



=g 180°C === ]190°C ==—te=210°C
020
018
016
014
012

010

5/

Serbest Asitlik (%)

5888

60 120 180 360
Siire (dak.)

Sekil 5.6 Farkli sicaklik ve siirelerin distilatin serbest yag asitligi tizerine etkisi

5.3.2 Molekiiler distilasyonun squalen verimine etkisi

Agartilmig pirinaya ait damitma sonuglari ¢izelge 5.4’den incelendiginde, 190 °C ve
daha yliksek sicakliklarda yapilan damitma islemlerinde squalen veriminin arttigi
gorlilebilmektedir. Bu nedenle transesterifikasyon reaksiyonu sonucu elde edilen ve
%7.87 serbest asitlik ile % 27.99 oraninda squalen igeren karigim, 190, 210 ve 230 °C
sicakliklar ile 0.05, 0.5 ve 5 mmHg basinglarda damitma islemlerine tabi tutulmustur.

Yapilan damitmalara ait veriler ¢izelge 5.7 ve sekil 5.7°de verilmistir.
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Cizelge 5.7 Reaksiyon sonucu

elde edilen karisimin damitilmasi sonucu distilata ait

veriler
Damitma Kosullar1 | Verim (%) Distilat
Sicaklik | Basing Atk Distilat Serbest Squalen Squalen (ppm)
(°O) (mmHg) Asitlik (%)
(%)
Damitma Baslangici 7.87+£0.54 | 27.99+1.22 279918.1£12242.2
5 88.41+0.33 | 11.59+£0.33 | 9.92£0.35 | 90.08%1.17 | 900823.5+11770.1
190 05 87.52+0.13 | 12.48£0.13 | 8.84£0.48 | 91.14£1.25 | 911437.0£12547.1
0.05 84.86+0.11 | 15.14+£0.11 | 8.59+£0.24 | 92.39£2.07 | 923912.6+15760.7
5 84.90+0.13 | 15.10£0.13 | 9.62£0.52 | 90.29+1.35 | 902864.2+13487.9
210 0.5 77.16£0.39 | 22.84+0.39 | 7.81+0.38 | 91.86£0.98 | 918591.9+9875.5
0.05 74.07+0.19 | 25.93+0.19 | 3.77£0.27 | 95.93+1.58 | 959279.5+15793.3
5 81.04+0.72 | 18.96£0.72 | 6.81£0.34 | 93.06+1.41 | 930594.5+14163.5
230 0.5 72.94+032 | 27.03+0.32 | 4.62+0.48 | 95.15+1.12 | 951455.8+11975.6
0.05 72.28+0.56 | 27.72+0.56 | 1.78+0.58 | 98.12+1.31 | 981178.8+12859.7
MVerim mSkualen M Serbest Asitlik
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Sekil 5.7 Reaksiyon sonucu elde edilen karistmin damitilmasi sonucu distilata ait

bilgiler
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Bulgular incelendiginde, agartilmis pirina damitilmasina benzer sonuglar elde edildigi
goriilmektedir. Sicaklik ve vakum yiikseldikge elde edilen distilat ve bu distilattaki
squalen miktar1 yiikselmistir. Burada ilging olan nokta ise, distilattaki serbest asitligin
sicaklik yiikselisi ve vakum artis1 ile diigmesidir. Bu durum isletmeler icin oldukca
onemlidir. Ciinkii distilatta kalan yag asitlerinin de notralizasyonla alinmasi
gerekmektedir ve bu miktar ne kadar yiiksekse, ndtralizasyon sirasindaki squalen kaybi1
da o kadar yiiksek olacaktir. 230 °C ve 0.05 mmHg mutlak basingta yapilan damitma
islemlerinde squalenin % 98.12’si alinirken, serbest asitlik % 1.78’e diismiistiir. Yine bu

kosulda verim % 27.72’dir, yani squalenin tamamina yakini alinabilmistir.

210 °C ve 0.05 mmHg’da verim % 25.93’tiir ve bu karisimdaki squalen yiizdesi %
95.93, serbest asitlik ise %3.77 olarak bulunmugstur. 190 °C ve 0.05 mmHg’da ise verim
% 15.14’tlir. Bu kosulda da squalen verimi %90’1n iizerinde olmasina ragmen, serbest
asitlik %8.59’dur. Sicaklik yiikseldik¢e, vakumun verim tiizerine etkisi azalmaktadir.
Fakat serbest asitlik iizerine etkisi devam etmektedir. 210 °C, 0.05 mmHg ile 230 °C,
0.05 ve 0.5 mmHg mutlak basinglarda yapilan damitma islemlerinde hem yiiksek verim
hem de yiiksek squalen oranlar1 elde edilmistir. Fakat serbest asitlikler 6zellikle vakum
veya sicaklik diistiikge artmaktadir. Buna ragmen hem verimin hem de squalenin
yiiksek oldugu ve sanayinin uygulayabilecegi vakum degerleri arasinda bulundugu i¢in,
230 °C ve 0.5 mmHg kosulunun squalen eldesinde kullanilabilecegi sonucuna

varilmistir. Bu sonug pirina yagindan squalen eldesi i¢in de onerilmistir.
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6. SONUC

Squalen iilkemiz agisindan son derece Onemli bir iirlindiir. Cilinkli zeytinyaginin
blinyesinde onemli oranda bulunan squalen maalesef daha ¢ok deodorize distilatta
kalmakta ve bu distilat ta diisiikk fiyatlara dokme olarak yurt disina satilmaktadir.
Projede elde edilen sonuglar ise, yiiksek asitli deodorize distilatlarin uygun katalizor
kullanildiginda kisa siirede gliseritlere doniistiiriilebildigini, yine uygun kosullarda
yapilacak distilasyon islemiyle de yiiksek oranda ve verimde squalen eldesinin miimkiin
olabilecegini gostermektedir. Burada dikkat edilmesi gereken nokta, transesterifikasyon

islemleri sirasinda elde edilecek distilatin stirekli olarak sisteme geri verilmesidir.

Calismada squalenin damitma kosullarini belirlemek amaciyla 6nce saf squalen ile
calisilmis ve bulgular Mode FRONTIER yontemiyle optimize edilmistir. Yapilan
optimizasyon sonucunda, 0.07 mmHg basing ve 195.18 °C sicaklikta yapilan
damitmalar sonucunda, 3.01 gram atik degeri bulunmustur. Bu bulgulara gore,
agartilmis pirina yaginda squalenin tek damitmayla alinmasina ¢alisilmistir. Bu amacla
170-230 °C sicaklik araliginda, 0.05-0.5 mmHg basing araligi kullanilmigtir. Pirinada

% 5 ve altinda squalen birakilmasi hedeflenmistir.

Yapilan damitma islemleri sonucunda, sanayinin de uygulayabilecegi 230 °C sicaklikta
0.5 mmHg mutlak basin¢ kosulu belirlenmistir. Bu kosulda elde edilen kalint1 squalen
de %5.1°dir ve hedeflenen degere ¢ok yakindir. Kullanilan materyal agartilmis pirina
yag1 olmasina ragmen, damitma iglemleri sirasinda rengin degisebilecegi diisiincesiyle,
tim distilasyonlardan sonra kalintida renk analizi yapilmistir. Sonugta, yagdan onemli
oranda squalen damitma yoluyla alinmasimna ragmen renkte herhangi bir degisim

gozlenmemistir.

Arastirmada kullanilan deodorize distilatta % 20.92 oraninda squalen ve % 49.16
diizeyinde serbest asitlik bulunmustur. Oncelikle serbest asitligin ilk distilasyonla
alinmasi ve kalan kisimdan 2. distilasyonla squalenin alinmasi hedeflenmistir. Fakat
yapilan damitmalarda bir taraftan squalen elde edilirken, diger taraftan serbest asitlerin

distilat fazina yiliksek oranlarda gectigi goriilmiistiir. Nitekim 0.05 mmHg’ da 170 ve
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190 °C da squalen miktar1 sirasiyla %43.76 ve %44.35°e kadar cikarken serbest
asitlikler de sirasiyla %62.24 ve %64.43 olarak bulunmustur. Bu nedenle, deodorize
distilattaki asitligin transesterifikasyonla gliseritlere baglanarak, serbest asitligin
miimkiin oldugunca diisiiriilmesine ve damitmalarin daha 6nceki uygulamalarda yapilan
kosullarda  yapilmasina  karar  verilmistir.  Yapilan c¢alismalar  sonucunda,
transesterifikasyon reaksiyonunun 190 °C’de 360 dakika olmasina karar verilmistir. Bu
kosulda serbest asitlik % 49.34’ten % 7.87’ye diisiiriiliirken, icerikte % 27.99 oraninda
squalen kaldig1 belirlenmistir. Bu karisim 190, 210 ve 230 °C sicakliklar ile 0.05, 0.5 ve
5 mmHg basinglarda damitma islemlerine tabi tutulmustur. Damitmalarda, sicaklik ve
vakum ylikseldik¢e squalen verimi de artmistir. Nitekim, 230 °C ve 0.05 mmHg mutlak
basing¢ta yapilan damitma islemlerinde squalenin % 98.12°s1 alinirken, serbest asitlik %
1.78’e diigmiistiir. 0.05 mmHg mutlak vakum degeri sanayinin uygulayabilecegi bir
parametre olmadig icin, pirina yagindan squalen eldesinde oldugu gibi, 230 °C ve 0.5
mmHg kosulunun deodorize distilattan squalen eldesinde de kullanilabilecegi sonucuna
varilmistir. Bu kosulda squalen verimi %95.15, squalen igerisindeki serbest asitlik ise %

4.62°dir.
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