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OMEGA-3 ve OMEGA-6 YAG ASITLERININ URE FRAKSIiYONLAMA VE
ENZIMATIK YONTEMLER iLE KONSANTRASYONU

OZET

Saglikli yasam bilincinin arttig1 son giinlerde, saglik tizerine olumlu etkileri olan
coklu doymamis yag asitlerini (CDYA) igeren yaglara olan talep artmaktadir. Bu yag
asitleri icerisinde en Oonemlileri omega-3 ve omega-6 yag asitleridir. Baslica 6nemli
omega-3 yag asitleri arasinda alfa linolenik asit (ALA, 18:3n-3), eikosapentaenoik
asit (EPA, 20:5n-3) dokosahekzanoik asit (DHA, 22:6n-3) ve stearidonik asit (SDA,
18:4n-3) bulunmaktadir. Linoleik asit (LA, 18:2n-6), aragidonik asit (AA, 20:4n-6)
ve gamma linolenik asit (GLA, 18:3n-6) baslica omega-6 yag asitleridir. Omega-3 ve
omega-6 CDYA’lar eikosanoidler olarak bilinen hormon benzeri bilesiklerin 6ncii
maddeleridir ve bu bilesikler insan viicudunda bazi 6nemli biyolojik reaksiyonlarda
yer almaktadirlar. Soya, misir, aycicek, aspir tohum yaglari omega-6 yag asitleri
bakimindan zengin iken, omega-3 yag asitleri agisindan en zengin kaynaklar balik ve
alglerdir. Giiniimiizde omega-3 kaynagi olarak baliklarla ilgili sorunlar artmaktadir.
Balik ve balik yag tiiketimi azalmakta olup, omega-3 yag asitleri bakimindan zengin
bitkisel kaynaklara egilim artmaktadir.

Bitkisel kaynaklardan Echium vulgare (engerek otu) SDA, GLA, ALA gibi uzun
zincirli yag asitlerini oldukga yiiksek oranlarda icermektedir. Bu yag asitleri iginde
SDA, viicutta ALA’ya gore daha kolay ve daha yiiksek oranda EPA ve DHA’ya
dontismektedir. LA’nin desatiirasyonu sonucu olusan GLA ise ardisik desatiirasyon
reaksiyonlari sonucu AA’ya doniismektedir. E. vulgare tohum yagi sahip oldugu yag
asidi kompozisyonu ve omega-3, omega-6 yag asidi oraniyla diger bitki yaglarina
gore benzersiz bir yagdir. E. vulgare tohum yagi, ilag sanayiinde egzema, akne gibi
cilt hastaliklarinin tedavisinde ve diger bazi cilt rahatsizliklarinin tedavisinde
kullanilma potansiyeline sahiptir.

Bu ¢alisma ile omega-3 ve omega-6 yag asitleri igerigi bakimmdan zengin Echium
vulgare tohum yagindan iire fraksiyonlama yontemi ve enzimatik yontem ile CDY A
konsantresi eldesinde reaksiyon kosullar1 tepki-ylizey yoOntemi ile optimize
edilmistir. Tepki-ylizey yonteminde segilen farkli faktorlerin etkisi ve optimum
kosullarin belirlenmesi amaciyla tire fraksiyonlama deneyleri i¢in iki degiskenli ti¢
seviyeli Merkezil Kompozit Tasarimi kullanilirken, enzimatik yontem igin g
degiskenli ii¢ seviyeli Merkezil Kompozit Tasarimi kullanilmistir. Ure fraksiyonlama
yontemi optimizasyonunda tepki olarak GLA ve SDA konsantrasyonu secilirken,
kristalizasyon siiresi (8-24saat), {ire:yag asidi orant (3-5:1ag/ag) bagimsiz
degiskenler (faktor) olarak seg¢ilmistir. Modelden elde edilen veriler ile optimum
reaksiyon kosullar1 {ire:yag asitleri oran1 5:1 (agirlik¢a), kristalizasyon siiresi 8 saat
olarak belirlenmistir. Bu kosullar altinda Echium vulgare tohum yagindan %52,6
GLA ve SDA igeren iiriin elde edilmistir. Bu degerin modelden tahminlenen GLA ve
SDA (50,2%) miktar1 ile benzer oldugu gorilmistir. Baslangic GLA
konsantrasyonu %211,6 iken reaksiyon sonunda GLA konsantrasyonu %24,6’ya
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yiikselmistir. Tohum yaginin baslangictaki SDA konsantrasyonu ise %13,3 iken
reaksiyon sonunda %28’e yiikselmistir. Reaksiyonlar sonucunda se¢ilen tepki [GLA
ve SDA miktar1 (%)] icin kuadratik model elde edilmistir. Ure fraksiyonlama
yontemi i¢in model katsayis, (RZ) 0,85 olarak belirlenmistir.

Calismanin ikinci kisiminda ise Echium vulgare tohumu yagindan ¢oklu doymamis
yag asidi konsantresi liretimi i¢in enzimatik hidroliz ve enzimatik esterifikasyon
reaksiyonlarini igeren iki basamakli enzimatik yontem kulanilmistir. Enzimatik
hidroliz reaksiyonu spesifik olmayan Novozyme-435 ile 60°C’de 250 rpm galkalama
hizina sahip su banyosunda 48 saatte gergeklestirilmistir. Enzimatik hidroliz
sonucunda elde edilen yag asitleri enzimatik esterifikasyon reaksiyonlarinda
kullanilmistir. Enzimatik esterifikasyon reaksiyonlarinin optimizasyonu igin lauril
alkol:yag asidi oran1 (1:1-3:1 mol/mol), reaksiyon siiresi (8-16 saat) ve reaksiyon
sicakligi (50-60°C) bagimsiz degiskenler olarak segilirken, tepki olarak GLA ve
SDA konsantrasyonu segilmistir. Modelden elde edilen veriler degerlendirildiginde
optimum reaksiyon kosullart; lauril alkol orani:yag asidi (1:1mol/mol), reaksiyon
stiresi 16 saat ve reaksiyon sicakligi 50°C olarak belirlenmistir. Bu kosullar altinda
Echium vulgare tohum yagindan %72,3 verimle %60,5 GLA ve SDA igeren iiriin
elde edilmistir. Bu degerin modelden tahminlenen GLA ve SDA (59,5%) miktar1 ile
benzer oldugu goriilmiistiir. Baglangic GLA konsantrasyonu %11,9 iken reaksiyon
sonunda GLA konsantrasyonu %28,2’ya yiikselmistir. Tohum yaginin baslangigtaki
SDA konsantrasyonu %216,5 iken reaksiyon sonunda %32,3’e yiikselmistir.
Reaksiyonlar sonucunda segilen tepki [GLA ve SDA miktar1 (%)] i¢in kuadratik
model elde edilmistir. Enzimatik esterifikasyon yontemi i¢in model katsayisi, (R?)
0,84 olarak belirlenmistir.

Enzimatik esterifikasyon sonucunda optimum kosullarda elde edilen konsantre
tiriinde GLA ve SDA konsantrasyonunu daha da yiikseltmek i¢in uygulanan {ire
fraksiyonlama reaksiyonlarinin tepki ylizey yontemi ile optimizasyonu sonucu elde
edilen optimum kosullar, lire:yag asitleri oran1 5:1 (agirlikga), kristalizasyon siiresi 8
saat, sonucunda son iirtinde GLA konsantrasyonu %28,2’den %35,2’ye yiikselirken
SDA konsantarsyonu %32,3’den %40,5’e yiikselmistir. Toplam GLA ve SDA
konsantrasyonu %60,5’ten %75,7’ye yiikkelmistir.

Calisma sonucunda saglik tizerine olumlu etkileri olan konsantre CDY A’larin  besin
takviyesi olarak, tedavi edici olarak veya fonksiyonel gida formiilasyonlarinda yer
alarak gida, ilag ve kisisel bakim friinlerinde kullanim alan1 bulacagi
diistiniilmektedir.
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CONCENTRATION OF OMEGA-3 AND OMEGA-6 FATTY ACIDS BY
UREA FRACTIONATION AND EZYMATIC METHODS

SUMMARY

Production of omega-3 and omega-6 fatty acids concentrates continues to be a topic
of interest for both the pharmaceutical and healthy food industries. With the growing
public awareness of the nutritional benefits of omega-3 and omega-6 fatty acids,
demand for polyunsaturated fatty acids (PUFA) has increased during the recent
years. Many of the fatty acids can be synthesized by humans, but there is a group of
PUFA, the essential fatty acids, that the human body cannot produce: omega-3 and
omega-6 fatty acids. The parent omega-6 fatty acid is linoleic acid (C18:2n—6, LA),
arachidonic acid (AA, 20:4n-6), and g-linolenic acid (GLA, 18:3n-6) and the parent
omega-3 fatty acid is o-linolenic acid (C18:3n—3, ALA) docosahexaenoic acid
(DHA, 22:6n-3), stearidonic acid (SDA, 18:4n-3). Both omega-3 and omega-6 PUFA
are precursors of hormone like compounds known as eicosanoids, which are
involved in many important biological processes in the human body. Fish spices and
algae are rich sources of omega-3 fatty acids. Application of fish oil and especially
fish oil concentrates as food ingredients has been restricted by the limited availability
of high quality oils which have no smell and taste and a reasonable shelf life and
major concerns for the consumer has been the negative discussion about mercury
content in fish and fish products as well as other environmental contaminants such as
dioxins and PCBs. Alternatively to animal sources, these fatty acids can be found in
various amounts in some plant sources. Seed oil of Echium vulgare which is one of
these plant sources higly contain PUFA’s like ALA, GLA and SDA.

SDA is a PUFA that constitutes the first metabolite of ALA, in the metabolic
pathway leading to C20-22 PUFA, such as EPA and DHA. SDA increased EPA
more efficiently than ALA. GLA produced in the body from desaturation of LA by
the reaction catalyzed by enzyme A6-desaturase and GLA is rapidly elongated to
DGLA by elongase enzyme. GLA can be converted into AA, and this reaction is
catalyzed by A5-desaturase enzyme.

Echium seed oil has a very unique ratio of omega-3 to omega-6 fatty acids. Echium
oil has many potential uses in the pharmaceutical industry for treatment of eczema,
acne, and other skin disorders and in the cosmetic and personal care products
industry.

In this study, production of GLA and SDA concentrates from Echium vulgare seed
oil by urea complex fractionation and enzymatic esterification was optimized. Urea
fractionation experiments were carried out at +4 °C according to a two-factor, three
level face centered central composite design points. The effect of independent
variables such as urea-to fatty acid ratio (w/w) and crystallization time (h) on the
GLA and SDA content of the obtained products (response) were investigated and
reaction conditions of urea inclusion were optimized using response surface
methodology (RSM) and the optimal model was developed. In the urea fractionation
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of Echium vulgare seed oil fatty acids, the range of each variable was selected as
follows; urea-to fatty acid ratio (w/w) of 3-5, crystallization time (h) of 8-24.
Optimal conditions were determined as urea-to fatty acid ratio (w/w) 5,
crystallization time (h) 8. Under the optimum conditions SDA concentration was
increased from 13.3% to 28%, GLA concentration was increased from 11.6% to 24.6
and the amount of total GLA and SDA fatty acids was found to be 52.6%. A good
quadratic model was obtained with a satisfactory regression coefficient (R?) found as
0.85.

In the second part of the study, enrichment free fatty acids with PUFA by
immobilized lipases was carried out by two-step process. The first step is the
preparation of FFAs by hydrolyzing Echium vulgare seed oil with lipase Novozyme
435. The second step is the enrichment of PUFA in the FFA fraction by esterification
of the resulting FFAs with alcohol using a lipase Lipozyme RMIM. Enzymatic
esterification experiments were carried out according to three-factor, three level face
centered composite design. The effect of independent variables such as lauryl
alcohol-to fatty acid ratio (mol/mol), reaction time (h) and reaction temperature (°C)
on the GLA and SDA content of the obtained products (response) were investigated
and reaction conditions of enzymatic esterification reactions were optimized using
the response surface methodology (RSM). In the enzymatic esterification of Echium
vulgare seed oil fatty acids, the range of each variable was selected as follows; lauryl
alcohol-to fatty acid ratio (mol/mol) of 1:1-3:1, reaction time (h) 8-16 and reaction
temperature 50-60 °C. Under the optimum conditions GLA concentration was
increased from 11.9% to 28.2%, SDA concentration was increased from 16.5% to
32.3% and amount of total GLA and SDA fatty acids was found to be 60.5% with a
72.3% yield. A good quadratic model was obtained with a satisfactory regression
coefficient (R?) as 0,85.

Under the optimum conditions, to further increase the GLA and DHA content,
unesterified FFAs recovered from enzymatic esterification reaction mixture and then
applied to urea fractionation reactions performed under optimal conditions, urea-to
fatty acid ratio (w/w) 5, crystallization time (h) 8. GLA concentration was increased
from 28.5% to 35.2%. SDA concentration was increased from 32.3% to 40.5% and
amount of total GLA and SDA fatty acids was found to be 75.7%.

In conclusion, the GLA and SDA enriched products was obtained from Echium
vulgare seed oil. This concentrates are known to have benefical effects on health
could be used as food ingredients or functional foods, as dietary supplements, as
pharmaceuticals or in personal care products.
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1. GIRIS

Son yillarda insan beslenmesinde ve bazi hastaliklarin 6nlenmesinde ¢oklu
doymamis yag asitlerinin (CDYA) 6nemi artmaktadir. Yapilan bazi ¢alismalar ile
CDYA’larin enflamasyona, kardiyovaskiiler hastaliklara, bazi kanser tiirlerine,
norolojik rahatsizliklara olumlu etkilerinin oldugu belirlenmistir. CDYA’lar i¢inde
en 6nemlileri omega-3 ve omega-6 yag asitleridir. Soya, misir, ay¢igek, aspir tohumu
yag1 omega-6 yag asitleri bakimindan zengin iken, omega-3 yag asitleri agisindan en
zengin kaynaklar balik ve alglerdir. Giiniimiizde omega-3 kaynag1 olarak baliklarla
ilgili sorunlar artmaktadir. Metilciva ve poliklorlu bifenil (PCB) gibi ¢evre kirlilikleri
tagidiklar1 i¢in ¢ocuklar, hamile kadmlar ve emziren kadmlar igin civa
intoksikasyonu agisindan risk tasimalari, diinya balik stoklarinin giderek azalmasi,
vejeteryan tiikketimin artmasi, balik yaglarinda istenmeyen kokunun bulunmasi, kolay
okside olabilmesi nedeniyle balik ve balik yag: tliketimi azalmakta olup, omega-3
yag asitleri bakimmdan zengin bitkisel kaynaklara egilim artmaktadir. Bu nedenle,
balik yagimna alternatif kaynak arayis1 ve yeni iriinlerin gelistirilmesi yoniinde
calismalar yapilmaktadir. Mevcut esansiyel yag asidi kaynaklarina alternatif arayis
icinde farkli bitkilerin yag asidi profilleri incelenmekte ve yeni bitkiler zengin yag
icerikleri ile onem kazanmaktadir.

Echium vulgare (engerek otu) tohum yagi sahip oldugu yag asidi kompozisyonu ve
omega-3, omega-6 oraniyla diger bitki yaglarina gore benzersiz bir yagdir. Echium
vulgare tohum yagi, ilag sanaayinde egzema, akne gibi cilt hastaliklarinin
tedavisinde ve diger bazi cilt rahatsizliklarinin tedavisinde kullanilma potansiyeline
sahiptir. Echium vulgare yiiksek a-linolenik asit (ALA,18:3n-3), stearidonik asit
(SDA, 18:4n-3) ve y-linolenik asit (GLA 18:3n-6) igerigi bakimindan diger Echium
tirleri arasinda one ¢ikmaktadir. Echium vulgare %10-12 oraninda SDA, %10-12
oraninda GLA ve %30-40 oraninda ALA igermektedir. SDA, ALA’nin
eikosapentaenoik asit (EPA, 20:5n-3) ve dokosahekzanoik asite (DHA 22:6n-3)
doniismesi asamasinda ilk metabolit olup ve ALA’ya kiyasla daha yiiksek oranda

EPA’ya doniisebildigi belirlenmistir.



Glinlimiizde beslenme ve hastaliklarin Onlenmesinde Onemi anlasilan ¢oklu
doymamis yag asitleri ile zenginlestirilmis gida dirlinleri iiretimi Avrupa ve
Amerika’da hizla yayginlasmistir. Balik ve balik yaglarindan elde edilen omega-3
yag asidi konsantreleri fonksiyonel gida iiretiminde, besin takviyesi olarak ve tedavi
edici olarak insan tiiketimine sunulmustur. Klinik uygulamalar i¢in genellikle
konsantre balik yaglari, ozellikle balik karaciger yaglari (morino, pisi baligi),
kapstillenmektedir. Omega-3 yag asitleri ile zenginlestirilmis ekmek ve diger
firincilik tiriinleri, siit ve st iirlinleri, stiriilebilir yag, et ve et iiriinleri, meyve sulari
ticari olarak tiretilmektedir. CDY A konsantresi iiretimi i¢in farkli prensiplere sahip,
uygulanan ¢esitli yontemler vardir. Bunlardan bazilar, iire fraksiyonlama yontemi,
enzimatik yontem, diisiik sicaklikta kristalizasyon yoOntemi, siiperkritik akiskan

yontemi, molekiiler distilasyon yontemi, kromatografik yontemdir.

Bu c¢alisgmada iilkemizde ve diinyada yaygin olarak bulunan fakat yeterince
yararlanilmayan Echium vulgare bitkisinin tohum yagindan, iire fraksiyonlama,
enzimatik hidroliz ve enzimatik esterifikasyon yontemi kullanilarak, omega-3 ve
omega-6 konsantresi iiretimi amaglanmaktadir. Calismada tire fraksiyonlama (yag
asidi/lire orani, reaksiyon siiresi ve reaksiyon sicaklifi) ve enzimatik yontem
(reaksiyon stiresi ve reaksiyon sicakligl) ile CDY A konsantresi iiretimi iizerine etkisi
olan parametrelerin etkisinin arastirilmast ve optimum kosullarin Tepki Yiizey

Yontemi ile saptanarak reaksiyon kosullarinin modellenmesi hedeflenmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Coklu Doymamus Yag Asitleri

Coklu doymamis yag asitleri (CDYA), karbon atomlar1 arasinda iki veya daha fazla
¢ift bag bulunduran, 18 veya daha fazla karbon atomuna sahip olan yag asitleridir.
Omega-3 ve omega-6 olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir (Gebauer ve ark., 2005).
IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemist) standardina gore
CDYA’lar sistematik olarak isimlendirilir. Sekil 2.1’de CDYA’larin IUPAC

standardina gore A ve o isimlendirilmesi gosterilmektedir (O’Keefe, 2002).

5 molekil dist A numaralandiribmas:
18 17 moleldil ici o numaralandrmas:

18:3¢cis-6.ci5-9.c15-12
18:3w6

Sekil 2.1: IUPAC standardina gore A ve o isimlendirilmesi (O’Keefe, 2002).

Sistematik isimlendirmede yag asidi ile ayn1 sayida karbon atomundan olusan
hidrokarbonun karbon sayisinin latin alfabesinden tiiretilen sistematik ismi esas alinir
ve bu ismin sonundaki ‘an’ eki kaldirilip enoik eki getirilir, ¢ok sayida ¢ift bag igeren
doymamis yag asitlerinde de enoik ekinden once ‘dien, trien, tetraen, pentaen,
hekzaen’ gibi takilar getirilirek isimlendirme tamamlanmis olur. Zincirdeki karbon

atomlar1  karboksil ~ grubundan  baslanarak = numaralandirilir.  Sistematik



iIsimlendirmede asidin molekiil yapisinin da agiklanmasi ilke olarak benimsenmistir.
Doymamisligin hangi karbon atomunda oldugu belirtilir. Doymamislhigi belirtmek
tizere ‘A’isareti kullanilir ve yapidaki ¢ift baglarin yeri bundan sonra sdylenerek,
A%12 A%1215 seklinde ifade edilir. CDYA’larin kisaca gosterilmesi de miimkiindiir.
Karbon zincirindeki karbon sayisi, igerdigi ¢ift bag sayisi yazildiktan sonra
zincirdeki karbon atomlar1 metil grubundan (-CH3) baslanarak numaralandirildiginda

metil grubuna en yakin olan ¢ift bagin bulundugu yer belirtilerek isimlendirilir. Metil

karbonu omega “®” karbonu olarak adlandirilir ve ilk ¢ift bagin bulundugu o
karbonuna gore doymamis yag asitleri -3, -6, ®-7, ®-9 gibi isimler alabilir

(O’Keefe, 2002). Cizelge 2.1’de CDYA’larin siniflandirilmasi yer almaktadir.

Cizelge 2.1: Coklu doymamis yag asitlerinin siniflandirilmasi (Scrimgeour ve
Harwood, 2007, Lobb ve Chow, 2008).

Grup Sistematik Isim Gosterim | Yaygin isim
9,12,15 Oktadekatrienoik asit 18:3(n-3) | a-linolenik asit (ALA)
6,9,12,15 Oktadekatetraenoik asit 18:4(n-3) | Stearidonik asit

Omega-3 |5,8,11,14,17 Eikosapentaenoik asit 20:5(n-3) | EPA
4,7,10,13,16,19 Dokosahekzaenoik asit | 22:6(n-3) | DHA asit
6,9,12,15,18,21 Tetrakosahekzanenoik | 24:6(n-3) | Nisinik asit

asit
9,12 Oktadekadienoik asit 18:2(n-6) | Linoleik asit (LA)
6,9,12 Oktadekatroenoik asit 18:3(n-6) | y-linolenik asit (GLA)
Omega-6  ['g 11 14 Eikosatrienoik asit 20:3(n-6) | Dihomo-y linolenik asit
(DGLA)
5,8,11,14 Eikosatetraenoik asit 20:4(n-6) | Arasidonik asit (AA)
7,10,13,16 Dokosatetraenoik asit 22:4(n-6) | Adrenik asit

2.1.1 Omega-3 yag asitleri

Baglica 6nemli omega- 3 yag asitleri arasinda a-linolenik asit (ALA, 18:3n-3),
eikosapentaenoik asit (EPA, 20:5n-3) dokosahekzanoik asit (DHA, 22:6n-3) ve
stearidonik asit (SDA, 18:4n-3) bulunmaktadir (Gebauar ve ark., 2005). ALA,
bitkilerde oleik asitten A12 ve AlS5 desaturaz enzimlerinin etkisiyle olusmaktadir
(Watkins ve German, 2002). Hayvanlarda omega-3 yag asitlerinin tiretilmesinde
onciil metabolittir ve insanlar i¢in esansiyel yag asididir. Chia ¢ekirdegi, nane (%60-
70), keten tohumu (%55-60), kanola (~%10), soya fasulyesi (~%7), ceviz (~%13)
gibi bitki yaglarindan diyetle alinabilinir (Li ve ark., 2003).

EPA ve DHA balik yaglarinda yiliksek oranda bulunan, bir¢ok hastaligin

onlenmesinde veya tedavi edilmesinde dnemli etkileri olan omega-3 yag asitleridir.



DHA hayvanlarda ve diger memelilerde beyin ve retinada bulunur ve membran
gecirgenligini, membrana bagli enzimlerin aktivitesini, iyon gegislerini, sinyal
iletimini diizenlemektedir (Li ve ark., 2005). EPA, kalp damar hastaliklari,
hiperlipemi, bazi kanser tiirlerinin ve sizofreni tedavisinde onemli olan bir yag

asitidir (Ward ve ark., 2005).

ALA, EPA ve DHA nin viicutta ¢esitli hiicresel farklilagsmay1 ve biiylimeyi etkileyen
genlerin ekspresyonunu etkiledikleri; gen transkripsiyonu esnasinda sinyal iletiminde
gorev aldiklari; eikosanoid adi verilen ve birgok hiicresel fonksiyonu etkileyen
metabolitleri olusturduklar1 bilinmektedir (Gebauer ve ark., 2005). ALA eksikliginde
biiyiime geriligi, pullu dermatit, cilt gecirgenliginin artmasi, karacier yaglanmasi,
bobrek hasarlar1 ve iireme bozukluklari gibi semptomlar ortaya ¢ikmaktadir. Yeni
dogan, cocuk ve yetiskinler i¢cin omega-3 ¢oklu doymamis yag asitlerinin alinmasi

Onerilen gilinliikk alim miktar1 0,5-1,6 g arasindadir (Chapkin, 2008).

2.1.1.1 Stearidonik asit

Stearidonik asit (SDA) (all-cis-6,9,12,15-oktadekatetraenoik asit) (C18:4n-3), omega
3 ailesine ait coklu doymamais bir yag asididir. Yapisinda 18 karbon atomu ve 4 ¢ift
bag bulunmaktadir. 1960’larda bitkilerde varligi tespit edilen SDA giiniimiizde
birgok aragtirmaya konu olmaktadir (Coupland, 2008). Sekil 2.2°de stearidonik asitin
kimyasal yapis1 goriilmektedir. SDA, EPA ve DHA nin metabolik sentezinde ALA
A6-desaturaz enzimi ile olusan ara metabolittir. Kalp damar saglig1 i¢in 6nemli olan
ve iltihaplanmalara kars1 etkisi bilinen EPA ve DHA nin olusumunda 6ncii metabolit

olmasindan dolay1 dikkatleri {izerine ¢gekmektedir (Gustone, 2001).
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Sekil 2.2: Stearidonik asitin kimyasal yapisi (Guil-Guerrero 2007).



SDA, ALA’nin viicutta izlemis oldugu metabolik yol sirasinda olusan ilk metabolit
olup, insan saglig1 agisindan biiyiik 6neme sahip bir yag asididir. Normal kosullar
altinda, viicutta ALA, SDA’ya daha sonrasinda ise EPA ve DHA’ya doniismektedir.
Yapilan ¢aligmalara gore SDA’nin viicutta ALA’ya gore daha kolay bir sekilde EPA’
ya doniisebildigi belirlenmistir. Diyetle alinan SDA’nin EPA’ya doniisiimii,
ALA’nin EPA’ya donilistimiinden daha etkilidir. Diyetle alinan 1g SDA, 300mg
EPA’ya doniigebilirken, dokularda ayni miktarda EPA konsantrasyonu ig¢in 4,3g
ALA gerekmektedir (Guil-Guerrero ve ark., 2010). Ancak, ALA’nin EPA ve
DHA’ya doniistimiinde bazi kisitlamalar vardir. Doniisiim oranini belirleyen enzim
A6 desaturaz enzimidir. Donlisiimii engelleyen veya kisitlayan sebepler ise A6
desaturaz enziminin aktivitesinin diisiik olmasi veya enzimin inaktif olmasidir. Buna
neden olarak, kolesterol, trans ve doymus yag asitleri, yiiksek alkol tiiketimi, diyabet,
stres, yaslanma, sigara kullanimi, magnezyum ve c¢inko eksikligi gibi etmenler
gosterilmektedir. Linoleik asit (LA, 18:2n-6), viicutta GLA sentezinde kullanmak
lizere A6 desaturaz enzimi i¢in ALA ile yarigmakta ve bu sebeple de ALA’nin EPA’
ya dontisiimii kisitlanmaktadir (Guil-Guerrero ve ark., 2010; Clough, 2001).

SDA uzun zincirli omega-3 yag asitleri gibi sagligi koruyucu oOzellikler
gostermektedir. Steraidonik asidin insan sagligina olumlu etkileri ile ilgili yapilan
calismalarda, SDA’ nin cildi nemledirdigi, iltthapli romatizmaya, kanser tiirlerine,

aknelere, atopik dermatite, hipertrigliseridemiye olumlu etkileri oldugu tespit

edilmistir (Clough, 2001;Guil-Guerrero, 2007).

Harris ve ark. (2008)’nin yapmis oldugu ¢alismada EPA ve SDA ile zenginlestirilmis
soya yagmin kandaki EPA ve DHA (toplam omega-3 indeksi) miktari tizerine etkisi
karsilastirilmistir. Calismanin sonucunda SDA ile zenginlestirilmis soya yag: tiiketen
grubun omega-3 indeksinin digerlerine gére daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu
calismaya gore SDA’min balik yagma alternatif bir kaynak oldugu ve

kardiyovaskiiler hastaliklar tizerinde etkili oldugu belirtilmistir.

Diyetle alinan SDA, A6 desaturaz enzimin kisitlayici etkisine maruz kalmadig: igin,
timor olusumunu engelleyici ajan olarak kullanilabilecegi konusunda umut
vadetmektedir. SDA, AA’dan olusan eikosanoidlerin olusumunu da azaltmaktadir.
Diger yapilan calismalar ise SDA’nin GLA ile birlikte periferal kan lenfositlerinde

ve monositlerinde EPA miktarin1 arttirarak bagisiklik sistemini gii¢lendirdigi



gbozlemlenmistir. Elde edilen bilgiler 1s18inda, SDA’nin tiimorlere karsi olumlu

etkisinin olduguda tespit edilmistir (Miles ve ark., 2004).

SDA soguk su baliklarinda, mikrobiyal yaglarda, bitki tohumlarinda, genetigi
degistirilmis bitkilerde bulunmaktadir (Coupland, 2008). SDA, baliklarda veya diger
deniz iriinlerinde toplam yag asitlerinin % 0,5-2°sini olustururken, EPA ve DHA %
15-20 seviyelerinde bulunmaktadir (Whelan, 2009). Ancak bazi uskumru (Scomber
scombrus) baliklarinin %7 oraninda SDA igerdigi tespit edilmistir (Frankel ve ark.,
2002). Guniimiizde omega-3 kaynagi olarak baliklarla ilgili sorunlar artmaktadir.
Mevsimsel farkliliklar, ¢evre kirliligi, diinya balik stoklarmin giderek azalmasi,
vejeteryan tiikketimin artmasi, balik yaglarinda istenmeyen kokunun bulunmasi, kolay
okside olabilmesi nedeniyle balik ve balik yagi tiiketimi azalmakta olup, omega-3
yag asitleri bakimindan zengin bitkisel kaynaklara egilim artmaktadir. Giiniimiizde
balik yagma alternatif kaynak arayist ve yeni lrlinlerin gelistirilmesi yoniinde

calismalar yapilmaktadir (Guerrero ve ark., 2010; Whelan, 2009; Hjaltason, 2005).

Mikroalglerden Isochrysis sp. %26,8 oraninda SDA igerirken, makroalglerden
Scytosiphon lomentarius %18,8 ve Micelophycus simplex %20,1 oraninda SDA
icermektedir. Ancak, makroalglerde bulunan SDA miktar1 yiiksek olmasina ragmen
sahip olduklar1 yag miktarinin ¢ok diisiik olmasi sebebiyle iyi birer SDA kaynagi

olarak goriillmemektedir (Guil-Guerrero 2007).

Tohum yaginda SDA igeren az sayida aile bulunmaktadir. Bu aileler; Aracauriaceae,
Boraginaceae, Caryophillaceae, Cannabinaceae, Primulaceae, Saxifragaceae ve
Loasaceae ‘dir (Guil-Guerrero 2007). Stearidonik asit, Echium tiirlerinde (E.
vulgare L.), kenevir tohumu (Cannabis sativa L., Cannabaceae) (% 2-3 oraninda),
frenk tiziimii tohumu (Ribes nigrum L., Grossulariaceae) (%2 oraninda)
bulunmaktadir (Berti ve ark., 2007).

Tohumlu bitkilerden 6zellikle engerek otu tiirleri zengin SDA igerigi, hizli gelisimi,
cogu yerde yetisebilmesi ve yenilenebilir kaynak olmasi bakimindan giiniimiizde en

¢ok ilgi duyulan ve arastirilan bitkilerdendir (Guil-Guerrero 2007).

SDA, dogada bulunan bitki tohumlarinin yani1 sira genetigi degistirilmis bitkiler yolu
ile de elde edilmektedir. Ursin (2003)’nin yaptig1 bir ¢alismada kanola (Brassica
napus) bitkisine, bir kiif tiirii olan Mortierella alpina’dan elde edilen A6 and A12
enzimleri transfer edilmistir. Kanola yagi SDA hig¢ igermezken, trangenik kanola

yaginda SDA oran1 %23’e yiikselmistir. Toplam omega-3 yag asidi igerigi %55’e



yiikselirken (ALA+SA), toplam omega-6 yag asidi igerigi (GLA+LA) %22 olarak

belirlenmistir.

2.1.2 Omega-6 yag asitleri

Linoleik asit (LA, 18:2n-6), arasidonik asit (AA, 20:4n-6) ve gamma linolenik asit
(GLA, 18:3n-6) baslica omega-6 yag asitleridir. LA, ALA ile birlikte CDYA’larin
tiretiminde birincil metabolittir. Tohum yaglart LA asit bakimindan oldukca
zengindir (Watkins ve German, 2002). Soya, musir ve aygi¢ek yaginda %50 oraninda,
aspir yaginda ise %70’den fazladir (Scrimgeour ve Harwood, 2007). Yeni dogan
bebek ve yetiskinler i¢in, omega-6 ¢oklu doymamis yag asitlerin giinliikk alim miktart
4,4-17 g olarak onerilmektedir. (Chapkin, 2007). LA viicutta sentezlenemeyen, bu
nedenle diyetle alinmasi gercken esansiyel yag asidi olarak tanimlanir ve yeterli
miktarlarda diyetle alinmamalari kalp damar hastaliklari, hipertansiyon, iltihaplanma,
bagisiklik hastaliklari, depresyon ve sinirsel fonksiyon bozukluklari gibi cesitli
hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olur. LA ardigik desaturasyon ve elangasyon
reaksiyonlar1 sonucunda AA’ya metabolize olabilmektedir (Guil-Guerrero ve ark.,
2010).

Omega-3 ve omega-6 CDYA’lar eikosanoidler (prostoglandin, thromboksan ve
l6kotrien) olarak bilinen hormon benzeri bilesiklerin 6ncii maddeleridir ve bu
bilesikler insan viicudunda bazi 6nemli biyolojik reaksiyonlarda yer almaktadirlar
(Shahidi ve ark., 1998). Omega-3 ve omega-6 yag asitlerinin viicutta izledigi

metabolik yol Sekil 2.3’de goriilmektedir.

Omega-9 Omega-6 Omega-3
Oleik asit, C18n-9  Al2 Desaturaé Linolenik asit,C18:2n-6 Al5 Desaturaz : o-linolenik asit C18:3-n3
\L A6 Desaturaz \L A6 Desaturaz
Y -linolenik asit C20:3n-6 Stearidonik asit,SDA, C18:4-3n
l Elongaz \L Elongaz
Dihomo-Y -linolenik asit Eikosatetraenoik asit, C20:4n-3
C20:3n-6 A5 Desaturaz
\L A5 Desaturaz \L
EPA,C205n-3
Arasidonik asit Elongaz
C20:4n-6 A6 Desaturaz
-2C
DHA,C22:6n-3

Sekil 2.3: Omega-3 ve omega-6 yag asitlerinin viicutta izledigi metabolik yol
(Scrimgeour ve Harwood, 2007).



2.1.2.1 Gamma linolenik asit (GLA)

Gamma linolenik asit (cis-6, cis-9, cis-12-oktadekatrienoik asit), omega-6 ailesine ait
coklu doymamis bir yag asididir. Yapisinda 18 karbon atomu ve 3 ¢ift bag
bulunmaktadir (Kapoor ve Nair, 2005). Linoleik asidin A6 desaturaz enzimi tiriini
olan GLA elongasyon reaksiyonu sonucunda di-homo gamma linolenik aside
(DGLA, 20:3n-6) ve ardindanda A5 desaturaz enzimi ile arasidonik aside (AA,
20:4n-6) doniismektedir. DGLA’dan, siklooksigenaz (COX) enzimi ile prostoglandin
El (PGEl) ve trombaksan Al (TxAl) gibi anti enflamatuar, kan damarlarim
genigleten, pthti olusumunu o6nleyen bilesikler ile 15-LOX enzimi etkisiyle 15-
hidroksiekosatrienoik asit (15-HETrE) olusmaktadir. 15-HETrE, 5-LOX enzimini
inhibe ederek AA’dan LTB4 olusumunu engeller. DGLA A5 desaturaz enzimi ile
arasidonik aside donlismektedir. Diyetle asir1 miktarda LA alimi A6 desaturaz
enzimini inhibe etmektedir. Bu durumda GLA ve DGLA’nin metabolik olarak
tiretimini inhibe etmektedir. DGLA siklooksigenaz (COX) ve lipoksigenaz (LOX)
enzimleri i¢in AA ile yarismaktadir (Kapoor ve Nair, 2005). Bu enzimler ile tiretilen
DGLA ve AA nin metabolitleri prostoglandin (PG), lokotrienler (LT) zit etkilere
sahiptirler. AA’dan tlireyen PG ve LT ler pro-enflamatuar iken, DGLA’dan tiireyen
PG ve LT ler antienflamutuar 6zelliktedir (Kapoor, 2005).

GLA, hiicre zarinda bulunan fosfolipidlerin énemli bir bilesenidir. Seker hastaligi,
alkolizm, yiiksek tansiyon, kanser, premenstural sendrom, kardiyovaskiiler
hastaliklar, cilt hastaliklari, viral enfeksiyonlar, bagisiklik sistemi diizensizlikleri gibi
bir ¢ok hastalik tizerinde olumlu etki gosterdigi yapilan klinik ¢alismalar sonucunda

belirtilmektedir (Horribon, 1992).

GLA’nin insan sagligina olan etkileri iizerine yapilmis ¢aligmalarda bu asidin deri ile
ilgili cesitli hastaliklarin tedavisinde oldukca etkili oldugu gozlenmistir. Ornegin,
egzema hastalarinda A6 desaturaz enzimi eksikliginden oOtiirii yiiksek seviyede
linoleik asit ve diisiik seviye GLA varlig1 saptanmis olup, bu hastalara GLA diyetinin
uygulanmasi ile kasmtinin ve antihistaminik ila¢ kullanim ihtiyacinin azaldigi
saptanmistir. GLA igeren yag ile romatizmal eklem iltihabinin ve eklem sertlesmesi
ve seker hastaliginda gozlenen noéropati sikayetininde tedavisi miimkiin

olabilmektedir (Horribon, 1992).

Yapilan caligmalarda GLA’nin kolesterol metabolizmasint diizenledigi, toplam

kolesterol ve diisiik yogunluklu lipoprotein konsantrasyonunu diisiirecek ve yliksek



yogunluklu lipoprotein metabolizmasini artiracak sekilde etkiledigi belirlenmistir. Bu
calismalarda GLA’nin kan basincini disiiriicii etki gosterdigi bilindiginden yiiksek
tansiyon hastalarina GLA ile zengin diyet uygulanmasi tavsiye edilmektedir

(Horribon, 1992).

GLA’nin ayrica bazi kanser tiirlerinde tiimdr gelisimini durdurdugu belirlenmistir.
GLA bakimindan zengin aksam sefas1 (Oenothera bienis) bitkisi yag: ile beslenen
fare ve memeli hayvanlarda, 6zellikle deri ve meme kanseri olusumuna kars1t GLA’
nin etkin bir koruma sagladigi sonucuna varilmistir (Ramesh ve Das, 1998).
GLA’nin biitin bu olumlu etkileri, GLA ile zenginlestirilmis iiriinlere olan talebi

artirmigtir. (Tso ve ark., 2012).

GLA, c¢esitli miktarlarda Aceraceae, Boraginaceae, Cannabinaceae, Liliaceae,
Onagraceae, Ranunculaceae, Saxifragaceae ve Scrophulariaceae ailelerine ait
bitkilerde bulunmaktadir (Kapoor ve Nair, 2005). Boraginaceae ailesine ait 29 farkli
bitki tiiriiniin tohum yaginin incelendigi bir ¢alismada %0-27 GLA, %0-56 ALA ve
% 0-17 oranlarinda SDA varlig1 tespit edilmistir. GLA yaygin olarak hodan bitkisi
(Borago officinalis L.), aksam sefasi bitkisi (Onethero biennis), siyah kus tiziimii
(Ribes nigrum) bitkisi tohumundan elde edilmektedir (Huang ve Ziboh, 2001). Son
yillarda GLA ve SDA iiretimi i¢in Echium plantagineum ve Echium vulgare tohum
yagl yaygin olarak kullanilmaya baglamistir (Clough, 2001). Ayrica GLA’nin
Mortierella spp., Mucor spp., ve Cynabacteria gibi mikroorganizmalar tarafindan da
tiretildigi tespit edilmistir (Huang ve Ziboh, 2001). GLA ile zengin tek hiicre yaginin
biiyiik 6lgekli ticari iiretimi ilk kez 1984 yilinda GRAS statiisindeki bir kiif olan
Mucor circinelloides’in fermantasyon prosesi ile gergeklesmistir. GLA ile zengin
olan bu yagin ticari adi Oil of Javanicus’dur. 1988 yilinda Japonya’da Mortierella
isabellina ve Mortierella ramanniana var. Angulispora kiiflerinin fermantasyonu
sonucunda da biiyiik Olcekli GLA ile zengin ticari yag iiretimi basarilmistir.
Mikrobiyal kaynaklardan GLA ile zengin ticari yag tiretimi 1990 yilina kadar biiyiik
Ol¢iide yapilmistir. Ancak, GLA icerigi daha yiiksek olan bitkisel kaynaklarin
kesfedilmesi ve bu bitkisel kaynaklar ile daha ucuz iiretimin basarilmasi ile
mikrobiyal kaynaklardan yag tiretimi ve ticaretinde diisiis yasanmistir (Ratledge,
2001).

Gilintimiizde, GLAnin ticari iiretimi i¢in hodan bitkisi yag1, aksam sefasi bitkisi yagi

ve siyah kus liziimii bitkisi yag1 kullanilmaktadir. Fonksiyonel gida tiretiminde GLA
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icin artan talep, GLA kaynagi olarak kullanilan yaglarin elverisligini artirmay1 ve
daha konsantre, daha diisiik maliyetli {retimi gerektirmektedir. Bu nedenle
transgenik bitki teknolojisi kullanilarak, yagli bitki tohumlarindan &nemli
miktarlarda GLA tretimi bitki biyoteknolojisi a¢isindan énemli bir hedeftir (Tso ve
ark., 2012). GLA yaygin olarak yagli tohumlarin genetik modifikasyonlar
sonucunda tiretilebilmektedir (Clough, 2001). Hodan (Borago officinalis) bitkisine
ait A6-desaturaz enzim genin soya bitkisine transferi ile tretilen transgenik soya
bitkisinde LA’nin GLA’ya ve ALA’nin SDA’ya donlisiimii saglanarak, tohumdaki
toplam yag asitleri igindeki GLA orani1 %50’ye yiikselmistir. Benzer bir sekilde, yag
tireten bir kiif olan Pythium irregulare’den A6-desaturaz enzim geni Brassica juncea
tohumuna transfer edilmistir ve tohum yagindaki GLA orant %40’a yiikselmistir.
Phaeodactylum tricornutum’dan A6-desaturaz ve Physcomitrella patens’den A6-
elongaz ve AS5-desaturaz genin keten tohumu (Linum usitatissimum)’na transfer
edilmesi ile iretilen transgenik keten tohumu yaginda C18-CDYA’larda onemli
miktarda artis gézlenmistir (%17 GLA ve %11 SDA) (Singh ve ark., 2005). Yapilan
bir bagka ¢alismada ise hodan bitkisi (Borago officinalis L.), cDNA’sindan kodlanan
A6-desaturaz enzim geni tiitlin bitkisine transfer edilerek olusturulan transgenik tiitiin
bitkisi yaprak yaginda GLA ve octadekatetraenoik asit (C18:4; A6,9,12,15) miktar1
toplam yag asitleri i¢inde sirasiyla %13,2 ve %9,6’ya yiikselmistir (Sayanova ve ark.,
1997).

2.2 Omega- 3 ve Omega-6 Yag Asitlerinin Saghk Uzerine Etkileri

Coklu doymamis esansiyel yag asitleri (CDYA), bilissel 6grenme ve hafiza
fonksiyonlarmi bagdastirilmasinda biiyiik 6nemi olan yag asitleridir. CDYA’lar
néronal membranin yapisint ve fonksiyonunu koruyup, istikrarli ¢aligmasini
saglamaktadir. CDY A’larin beyin iizerinde bazi etkileri vardir: fizikoloji (ac1 esigi,
1s1 diizenleme), beyin biyokimyasi (beyin ndrotransmitter, kolesterol, miyelin,
kortizon), merkezi sinir sistemi bozukluklari (alzheimer, epilepsi, MS (multiply
sclerosis)). Bu fonksiyonlardan birgogu idrak seviyesi lizerine etkilidir. CDYA’larin
diyetle alindiklar1 miktarin bu fonksiyonlar {izerinde biiyilk 6neme sahip olmasi
yaninda, alinan CDYA’ndeki n-3/n-6 oranininda 6nemli oldugu belirtilmektedir
(Yehuda, 2009).
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Biitiin diinyada beslenme aligkanliklarinin farkli olmasina ragmen, omega-3 yag asidi
toplam diyetle omega-6 yag asidinden daha az alinmaktadir. Cizelge 2.2°de 6nemli

omega-3 ve omega 6 kaynaklarini gosterilmektedir.

Cizelge 2.2: Omega-3 ve omega-6 yag asitleri kaynaklar1 (Howe ve ark., 2006,
Harris, 2009, Kris-Etherton ve ark., 2002).

Yag asidi tipi Onemli kaynaklar

Omega 3 yag asitleri

a-linolenik asid ALA,18:3(n-3) Keten tohumu, ceviz, kanola, soya
yaglar1.

Eikosapentaenoik asid (EPA), 20:5(n-3)  Sardalya, somon baligi, ringa

Dokosahekzaenoik asid (DHA), 22:6(n-3) baligi, alabalik, tuna baligi,
istiridye, balik yaglar1 ve alglerden
iiretilmis besin takviyeleri.

Dokosapentaenoik asid (DPA) Balik yaglar1 ve kirmizi et

Omega-6 yag asidleri

Linoleik asid, 18:2(n-6) Aygicegi yagi, asipir yagi, misir ve
soya fasulyesi yagi

Gamma linolenic asid (GLA),18:3n-6 Aksam sefasi, frenk liziimi,
hodan bitkisi

Arsaidonik asid (AA), 20:4(n-6) Et, kiimes hayvanlar eti, yumurta,

sut Urinleri

Bat1 toplumlarinda ‘Western societies’ balik tiikketimi az olup, omega-3 ve omega-6
yag asiti oran1 1:7 ve 1:50 arasinda degismektedir (Kris- Etherton ve ark., 2002). Bu
beslenme sekli nedeniyle bati {ilkelerinde kardiyovaskiiler rahatsizliklar, kanser,
inflamatur hastaliklar, osteoporoz ve bagisiklik sistemi rahatsizliklari artmaktadir.
Omega-3 yag asidi almi ile omega-6/omega:3 yag asidi oraninin diisiiriilmesi bu

rahatsizliklarin ortaya ¢ikmasini baskilamaktadir (Simopoulos, 2006).

CDYA ile yapilan ¢aligmalarda tiiketilen omega-3 ve omega-6 yag asitleri oranin bu
yag asitlerinin saghiga etkisi lizerinde 6nemli rol oynadig: belirlenmistir. Omega-3
yag asitlerinin onciisii olan ALA viicutta EPA’ya doniiserek 3-series prostanoids ve
5-series leukotrienes olusumununda Onciil metabolitleri olurlar. Bu metabolitler
enflamatuar hastaliklar1 Onleyici 0Ozelliktedirler. Ayni sekilde omega-6 yag
asitlerinden LA viicutta metabolize olarak eikosanoidlerin diger bir dnciisli olan AA’
ya doniisiir. Omega-6 yag asitlerinin viicuda fazla alinmasi AA’in artmasina ve AA’
dan meydana gelen prostaglandinler (2-series prostanoids), trombaksanlar,
l6katrienler (4-series leukotrienes) gibi pro-enflamatuar eikosonaidlerin viicutta fazla

iretilmesine neden olmaktadir. Bu maddelerin viicutta artmasi agri ve atesin
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artmasina, damar genislemesine, alerjik rahatsizliklara neden olmaktadir. Bu nedenle
omega-6/omega-3 CDY A’nin tiikketim orani son derece dnemlidir. Yapilan ¢aligmalar
sonucunda bu oranin 1:4 arasinda olmasi tavsiye edilmektedir (Gebauar ve ark,
2005).

Baz1 caligmalar omega-6 ve omega-3 yag asitlerinin kandaki kolesterol seviyesini
azalttigin1 belirtmektedir. Fakat omega-6 ve omega-3 yag asitlerinin kolesterol
seviyesini azaltmadaki etkileri birbirinden farklidir. Omega- 6 yag asitleri kolesterolii
yeniden dagitirlarken, omega-3 yag asitleri kolesterol seviyesini ndronal membranda
azaltirlar. Bu da kolesterol seviyesi yiiksek olan bir insana neden omega-3 yag asidi

takviyesi almasi gerektigini aciklayabilir (Yehuda, 2009).

Epidemiyolojik calismalar ve klinik ¢alismalar sonucunda omega-3 yag asitlerinin
kardiyovaskiiler rahatsizliklar1 azalttigi belirlenmistir. EPA+DHA 0.5-1.8 g/giin
(besin takviyesi olarak veya balik yaglarindan) alinmasi kalp rahatsizliklar1 sonucu
oliim riskini azaltmaktadir. a-linolenik asid ise, 1.5-3 g/giin alindiginda yararl
olmaktadir. Amerikan kalp birliginin tavsiyesi haftada en az iki kez balik
tilketilmesidir. Bu tavsiye a-linolenik asid igerigi yiiksek keten tohumu, ceviz,
kanola, soya yaglar1 gibi bitkisel besin kaynaklarmi da kapsamaktadir. Baliklar
metilciva ve poliklora bisfenil (PCB) gibi ¢evre kirlilikleri tasidiklart i¢in ¢ocuklar,
hamile kadinlar ve emziren kadinlar i¢in civa intoksikasyonu agisindan risk
tasimaktadirlar. Bu nedenle cevresel kontaminant igermeyen yiiksek omega-3 yag
asidi igerikli  besin takviyeleri almak ve bunlarin kullanimini yayginlastirmak

onemlidir (Kris-Etherton ve ark., 2002).

2.3 Echium vulgare (Engerek Otu)

Hodangiller (Boraginaceae) ailesine ait olan Echium cinsi bitki, Akdeniz’de ve
Atlantik okyanusun kuzey dogusunda yer alan bazi adalarda (Canary, Maderia,
Azores ve Cabo Verde) yetisen iki yillik, 30-60 cm boya sahip, yabani olarak
gelismekte ve bahge ¢igeklendirilmesinde kullanilmaktadir. Son zamanlarda Echium
bitkisi, ozellikle de Echium plantagineum, tohum yagmin yag asidi kompozisyonu
nedeniyle dikkatleri tizerine ¢ekmektedir. Hodan bitkisi ve aksam sefas1 bitkisi gibi
yiiksek miktarda GLA ve nadir rastlanan SDA igermektedir (Url-1). Engerek otu
tohum yagi yag asidi bilesimi ve sahip oldugu omega-3 ve omega-6 oraniyla diger

bitki yaglarina gore benzersiz bir yagdir. Echium vulgare tohum yagi, ilag sanayinde
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egzema, akne gibi cilt hastaliklarinin tedavisinde ve diger bazi cilt rahatsizliklarinin
tedavisinde kullanilma potansiyeline sahiptir. Ayrica kozmetik ve kisisel bakim
sanayinde de kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda Echium tohum yaginin bolgesel
uygulamasi ile cilt kirnisikliklarini azalttigi, cildi giines 1s1gmin zararli etkilerinden
korudugu ve nemlendirdigi tespit edilmistir. Amerika’da engerek otu yagi iceren
krem ve bakim tirlinleri bulunmaktadir (Berti ve ark., 2007). Ayrica siyah kus tiziimii
bitkisi yag1 ve aksam sefasi bitkisi yagi gibi besin tableti olarak kullanilabilme
potansiyeline sahiptir (Url-1). Istilac1 bir bitki olarak bilinen Echium bitkisinin
Avrupa ve Ingiltere’de tarimi yapilmaktadir (Berti ve ark., 2007). Echium yag
hipertriglisemi, kolon kanseri, astim, anoreksiya gibi hastaliklara olumlu etkisi
oldugu bilinen balik yagina alternatif bir yag olarak kabul edilmektedir (Coupland,
2008).

Guil-Guerrero ve ark. (2000)’nin Atlantik okyanusun kuzeydogusunda yer alan bazi
adalarda (Canary, Maderia, Azores ve Cabo Verde) yetisen 19 Echium tiiriini
inceledikleri bir ¢alisma sonucunda Echium tiirlerinin GLA ve SDA iiretimi igin
potansiyel yeni bir kaynak oldugu belirtilmistir. Cizelge 2.3’de Echium tiirlerinin yag

asidi bilesimi gorilmektedir.

Cizelge 2.3: Echium tiirlerinin yag asidi bilesimi (Guil-Guerrero, J.L., 2007 Guil-
Guerrero ve ark., 2001).

Echium Cinsi % Yag |16:0|18:0 |18:1n-9 | 18:2n-6 | 18:3n-6 | 18:3n-3 | 18:4n-3
Bitki Tiirleri miktarlar (LA) | (GLA) | (ALA) | (SDA)
E. asperrimus 18.7 77|28 | 147 16.3 9.6 35.3 11.1
E. boissieri 19.8 55| 23 | 147 8.6 5.5 47.1 14.3
E. creticum 14.6 56 | 3.0 8.2 14.3 9.7 42.7 14.7
E. italicum 17.0 80|30 | 17.0 11.0 8.0 39.0 12.0
E. lusitanicum 20.6 6.7 | 25| 16.4 16.4 10.9 33.3 12.3
E. plantagineum 30.0 70| 40| 17.0 15.0 10.0 34.0 13.0
E. rubrum 15.0 80| 20 8.0 20.0 14.0 34.0 15.0
E. russicum 18.6 57| 24 | 144 22.6 15.8 26.6 10.6
E. sabulicola 204 55| 24 8.0 16.3 10.9 40.4 14.7
E. fastuosum 13.7 75| 3.0 9.7 16.2 23.8 25.5 10.9
E. flavum 206 |6.29]212| 21.05 | 24.16 8.38 32.23 3.14
E. humile 6.63 |7.28[3.95| 17.18 | 24.43 7.95 31.21 5.88
E. vulgare 1526 [7.38|252| 11.14 | 21.18 | 11.74 | 34.14 9.68

Ulkemizde Edirne’nin farkli bolgelerindeki dogal ortamlardan toplanan Echium

vulgare tohumu yag asidi bilesimi Cizelge 2.4’te goriilmektedir.
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Cizelge 2.4: Edirne’nin farkli bolgelerindeki dogal ortamlardan toplanan Echium

vulgare tohum yagimin yag asidi bilesimi (Bilgig, 2011).

Yag asidi | 16:0] 18:0 | 18:1n-9 | 18:2n-6 | 18:3n-6 | 18:3n-3 | 18:4n-3
(LA) (GLA) (ALA) (SDA)
%) |79 48| 162 153 32,8 10,2 122

2.4 Coklu Doymamis Yag Asitlerinin Konsantrasyonu

Son yillarda saglikli yasam bilincinin artmasi ile insan sagligina 6nemli etkileri olan
¢oklu doymamis yag asitleri konsantresi tiretimi ve tiiketimi artmistir. Balik ve balik
yaglarindan elde edilen omega-3 yag asidi konsantreleri fonksiyonel gida tiretiminde,
besin takviyesi olarak ve tedavi edici olarak insan tiiketimine sunulmustur. Klinik
uygulamalar igin genellikle konsantre balik yaglari, 6zellikle balik karaciger yaglar
(morino, halibut), kapsiillenmektedir. Balik yaglarindan iiretilen bu konsantreler
sayesinde, direkt balik yag: tiiketimiyle alinanan doymus yag asitleri ve kolesteroliin
olumsuz etkileri ile asir1 A ve D vitamini alimiyla olusabilen toksik etki elimine
edilebilmektedir (Shahidi, Wanasundara, 1998b; Hjaltason, 2006).

CDYA’lar dogal triagilgliserol formunda konsantre edilmektedir. Ayrica serbest yag

asidi veya etil, metil esterleri ticari {iriin olarak bulunmaktadir.

CDY A konsantresi liretmek i¢in birgok yontem vardir. Bu yontemlerin ancak bir kag1
biiylik olgekte konsantre iiretimi ig¢in uygundur. Bunlar arasinda, kromatografik
yontem, iire fraksiyonlama yontemi, enzimatik yontem, diisiik sicaklikta
kristalizasyon yontemi, stiperkritik akigkan yontemi, molekiiler distilasyon yontemi
veya fraksiyonel distilasyon yontemi baslica yontemlerdir. Her yontemin bazi
avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Bahsedilen yontemlerin prensipleri asagida detayli

olarak anlatilmaktadir.

2.4.1 Ure fraksiyonlama yéntemi

Eski bir yontem olan iire fraksiyonlama yontemi, iirenin 5,67 A° ¢apindaki zincirlerin
tetragonal yapida kristal olugturmasina dayanmaktadir. Ancak iire, diiz-uzun zincirli
molekiillerin varliginda kristallestiginde 8 £1,2 A° ¢apindaki hekzagonal zincirlerle,
hekzagonal yapida kristal olusturmaktadir. Diiz-uzun zincirli molekiiller bu yapinin
icinde korunmaktadirlar. Diiz zincirli, alt1 veya daha fazla karbon atomuna sahip
doymus yag asitleri kolayca iire ile birlesirken, karbon zincirindeki ¢ift baglarin
molekiil icin iire ile kompleks olusumunu

varlig biiyiikligiinii  artirdig
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engellemektedir (Shahidi ve Wanasundara 1998). Uzun zincirli yag asitlerinin

yoklugunda ve varliginda iire kristali olusumu Sekil 2.4’de goriilmektedir.

URE: CO(NH:)z URE & DUZ ZiNCiRLI MOLEKULLER
(Hekzagonal)

(Tetragonal)
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Sekil 2.4: Uzun zincirli yag asitlerinin yoklugunda ve varliginda tire kristali olusumu
(Shahidi ve Wanasundara, 1998b).

Yag asitlerinin iire i¢inde tutunmalar1 onlarin doymamuislik derecesine baglidir. Tekli
doymamis yag asitleri {ire ile ikili doymamis yag asitlerinden daha kolay kompleks
olustururken, ikili doymamis yag asitleri ise iiclii doymamis yag asitlerinden daha
kolay kompleks olusturmaktadir. Bu prosesi gelistirmek i¢in yag, KOH veya NaOH
ile sabunlastirilip, HCI ile asitlendirilerek serbest yag asitleri elde edilir. Ardindan
steroller, A ve D vitamini, ksenebiotikler gibi sabunlagmayan bilesenler ortamdan
uzaklastirtlir. En sonunda, serbest yag asitleri bir alkol ¢ozeltisi (metanol veya
etanol) ve ire ile karistirilip, belirli bir dereceye kadar sogutulur. Doymus ve tekli
doymamis yag asitleri ilire ile kolaylikla kompleks olusturup kristallesir (Guil
Guerrero ve ark., 2010). Sogutma ile olusan kristaller filtrasyon ile ortamdan
uzaklastirilabilmektedir. Ure ile kompleks olusturmayan, sivi fraksiyon coklu
doymamis yag asitlerince zenginlesir (Liu ve ark., 2006). Genellikle iire/serbest yag
asidi oran1 4:1 (ag/ag) oldugunda en iyi verim gézlenmistir (Guil Guerrero ve ark.,
2010).

Ure fraksiyonlama yontemi yag asitlerinin erime noktasi, ¢oziiniirliik gibi bazi
fiziksel oOzelliklerine bagli olmayip, yag asidinin konfiglirasyonuna, ¢ift bag
icermesine bagli olmasindan dolay1 bazi arastirmacilar tarafindan yag asidi
konsantresi iiretimi i¢in uygun bulunmustur. Ure fraksiyonlama yontemi ile olusan
kristallerin oldukca stabil olmasi1 ve filtrasyon isleminin diisiik sicakliklarda
yapilmast gibi bir zorunlulugunun olmamasi ydntemi avantajli kilmaktadir
(Wanansundara ve Shahidi, 1999). Cevre dostu, ortam kosullarinda uygulanabilen bir

yontem olmasi, yenilenebilir, ucuz ¢ozgenlerin (iire, etanol veya metanol)
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kullanilmas: yontemin diger avantajlaridir. Ure fraksiyonlama yéntemi coklu
doymamis yag asitleri konsantresi liretmek i¢in basit ve verimi yiiksek bir yontemdir

(Wu ve ark., 2008).

Wanasundura ve Shahidi (1999) tarafindan yapilan bir calismada iire fraksiyonlama
yontemi ile fok balig1 yagindan omega-3 konsantresi eldesi igin, {ire/yag asidi orani
(mol/mol), kristalizasyon sicakligi ve kristalizasyon siiresi gibi bagimsiz
degiskenlerin etkisi incelenerek, en yiiksek omega-3 konsantrasyonunu saglayan
kosullarin optimizasyonu ig¢in ii¢ degiskenli merkezil bilesik tasarim (Three-factor
central composition rotatable design) (CCRD) yontemi kullanilmistir. Calisma
sonucunda optimum reaksiyon kosullari; iire/serbest yag asidi oram1 4,5 g/g,
kristalizasyon siiresi 24 saat ve kristalizasyon sicakligi -10°C olarak belirlenmistir.
Optimum kosullar altinda elde edilen konsantre iiriinde maksimum omega-3 yag

asidi miktarinin %388,2 oldugu belirlenmistir.

Spurvey ve Shahidi (2000)’nin yapmis oldugu bir diger ¢alismada ise hodan
bitkisinden GLA konsantresi eldesi i¢in optimum kosullar 3 faktorlii 3 seviyeli
merkezil bilesik deney deseni ile belirlenmis olup, bu kosullar; {ire/serbest yag asidi
orani 3,7 (ag/ag), kristalizasyon siiresi 16 saat ve kristalizasyon sicakligi -7 °C’dir.

Optimum kosullar altinda %91 oraninda GLA konsantresi elde edilmistir.

Senanayake ve Shahidi (2000)’nin yapmis olduklari calismada deniz yosunu
yagindan DHA konsantresi eldesi i¢in lire fraksiyonlama yontemi kullanilmistir. Bu
yontemde yag asidi miktar1 sabit tutulup, iire oran1 degistirilerek reaksiyon kosullari
optimize edilmistir. Optimum reaksiyon kosullari; tire/serbest yag asidi orani 3
(ag/ag), iire/etanol (%20 ag/hac) ve kristalizasyon sicakligi 4°C, reaksiyon siiresi 24
saat olarak belirlenmistir. Bu kosullar altinda deniz yosunu yagindaki doymus ve
tekli doymus yag asitleri uzaklastirilarak elde edilen konsantre {iriinde DHA oram

%47,4’den %97,1°e yiikselmis ve verim %66,5 olarak belirlenmistir.

Liu ve ark. (2006)’nin yapmis olduklar1 bir ¢calismada, tire fraksiyonlama yontemi ile
tuna baligi yagindan DHA ve EPA konsantresi eldesi igin, iire:yag asidi orani
(mol/mol), kristalizasyon sicakligi ve kristalizasyon siiresi gibi bagimsiz
degiskenlerin etkisi incelenerek, en yiiksek EPA ve DHA konsantrasyonunu saglayan
kosullarin optimizasyonu ig¢in ii¢ degiskenli merkezil bilesik tasarim (Three-factor
central composition rotatable design) (CCRD) yontemi kullanilmistir. Calisma

sonucunda optimum reaksiyon kosullarinin; iire:yag asidi oran1 15 (mol/mol),

17



kristalizasyon sicakligi -5°C ve kristalizasyon siiresinin 20 saat oldugu belirlenmis
olup, bu kosullarda elde edilen konsantre iiriinde toplam EPA ve DHA’nin %85,02

oldugu ve iiriin veriminin %25,10 oldugu belirtilmistir.

Wu ve ark. (2008)’nin yapmis oldugu bir ¢alismada iire fraksiyonlama yontemi ile
aycicegi yagindan linoleik asit konsantresi eldesi i¢in optimumum kosullar tepki
yiizey metoduyla belirlenmistir. Calismadaki optimum kosullar; tire/serbest yag asidi
orani 0,94 (ag/ag), etonol/iire oran1 1:5 (hac/ag), kristalizasyon sicakligr 18°C ve
kristalizasyon siiresi 5 saattir. Bu kosullarda elde edilen linoleik asidin %87,8 saflikta

oldugu ve verimin %83,4 oldugu belirlenmistir.

Hai-bo ve ark. (2009)’nin yapmis oldugu bir ¢alismada nane bitkisinden a-linoleik
asit konsantresi eldesi icin iire fraksiyonlama ydnteminden yararlamlmgtir. Ure
fraksiyonlama yontemi kristalizasyon basamagi asamali sogutma uygulanarak
yapilmistir ve sonuglar ortogonal karsilastirma yontemi kullanilarak optimize
edilmistir. Optimum reaksiyon kosullari; tire/serbest yag asidi orani 3 (ag/ag), alkol:
serbest yag asidi oran1 7 (hac/ag) ve kristalizasyon sicakligi 348 °K, kristalizasyon
stiresi 690 dk olarak belirlenmistir. Bu kosullar altinda nane bitkisi yagindan %91,5

a-linoleik asit igeren liriin elde edilmistir.

Ustiin ve Kent (2010)’in yapmis oldugu bagka bir ¢aligmada ise alabalik yagindan
coklu doymamis yag asitleri konsantresi eldesi icin optimum kosullar tepki yilizey
metoduyla belirlenmistir. Optimum reaksiyon kosullari; iire:serbest yag asidi orani
3,5 (ag/ag), etanol/iire oran1 5,6 (hac/ag) ve kristalizasyon sicakligi 4°C,
kristalizasyon siiresi 4,8 saat olarak bulunmustur. Bu kosullar altinda alabalik

yagindan %88,1 ¢coklu doymamais yag asidi i¢eren {iriin elde edilmistir.

2.4.2 Siiper kritik akiskan ile ekstraksiyon yontemi

Bir madddenin, basing-sicaklik faz diagraminda, gaz-sivi denge egrisi lizerinde
ileriye dogru hareket edilecek olursa, sicaklik ve basinci artmaktadir (Sekil 2.5). Isil
genlesmeler nedeniyle, sivinin yogunlugu azalirken; basincin artmasindan dolay:
gazin yogunlugu artmaya baslar. Giderek iki fazin yogunluklar: birbirine yaklasir,
gaz ve sivi arasindaki farklar kaybolur ve egri bir kritik noktaya gelir. Bu noktada
madde artik “akigkan” olarak adlandirilabilir. Boylece, maddenin sicakligi kritik

sicakliginin (T¢), basinci ise kritik basincinin (P¢) lizerine ¢ikartildiginda kati, sivi ve
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Kritik Nokta

Basing

#"’//UﬂﬁNnHa

Sicakhk

Sekil 2.5: CO’nin sicaklik ve basing diyagrami (Shahidi ve Wanasadura, 1998b).

gaz fazlarindan daha farkli, yeni bir bolge ortaya ¢ikar ve bu bdlgedeki akiskan
“siiperkritik akiskan (SC)” olarak tanimlanir. Ilk kez 1879°da Royal Society
seminerlerinde (Londra) Hannay ve Hogart tarafindan, bir katinin yiiksek basingtaki

gazda ¢Ozilindiigii, basing disiiriildiigiinde ise katinin ¢oktiigii  agiklanmistir

(Krukonis 1998).

Siiperkritik akiskanlarin fizikokimyasal oOzelikleri sivilarla gazlarin o6zelikleri
arasindadir. Bu o6zellik siiperkritik akiskanlarin daha etkin bir ¢dziicii olmasini
saglamaktadir. Siiperkritik akigkanlarin  yogunluklar1 sivilarin, viskozite ve
yaymirliklart ise gazlarinkine benzemektedir. Yogunlugun artmasi ile siiperkritik
akiskanlarin ¢6zme giicleri artmakta ve gazlara gore daha fazla madde
cozebilmektedirler. Yaymirligin artmast ve viskozitenin azalmasi ile siiperkritik
akigkanlar, kat1 yapidaki gozeneklerde gazlar gibi kolayca yayimabilmekte ve ¢ozme

glicleri artmaktadir (Nahar ve Sarker 2012).

Stiperkritik akigkanlarin benzersiz ¢ozgen 6zellikleri ilk olarak 100 yildan daha 6nce
kaydedilmis olmasina ragmen, 80' li yillarin basinda Avrupa, Amerika ve Japonya'da
faaliyet gosteren birkag biiylik fabrika tarafindan, kahve ve ¢aymn dekafeinizasyonu,
biracilikta kullanilan serbet¢iotu aromasinin ekstraksiyonu ve baharatlardan aroma
ekstraksiyonu uygulamalari ile teknik ve endiistriyel alana giris yapmustir (Tiilek ve
Colak, 2003). SCF giiniimiizde, rafine balik yagi iretiminde ve kolesterol,
poliklorabifenil (PCB), E vitaminin ve diger maddelerin ayrilmasinda etkili olarak

kullanilabilmektedir (Shahidi ve Wanasadura, 1998).

Stiper kritik akiskan ile ekstraksiyon yontemi, geleneksel ¢6zgen ekstraksiyonu

yontemlerine gore baz1 avantajlari olan yeni bir yontemdir.
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1. Diisiik viskozite, yiiksek yayinabilirlik 6zelligi ile kati madde igindeki
gozeneklere sivi ¢oziiclilerden daha etkili bir sekilde niifus edebilmektedir.

Hizl kiitle transferi nedeniyle daha iyi bir ekstraksiyon saglamaktadir.

2. Sivi-kat1 ekstraksiyonu saatler, giinler siirebilirken siiper kritik akiskan

yontemi ile ekstraksiyon dakikalar iginde yapilabilmektedir.

3. Basing ve sicaklik 6zellikleri degistirilerek ¢ozme giicii degistirilebilir, bu da
akiskana yiiksek secicilik 6zelligi kazandirmaktadir. Degistirilebilir ¢6zme
giicii ile bitki materyalleri gibi kompleks materyallerin ¢oziinmesinde yarar

saglamaktadir.

4. Stiper kritik akigkan icerinde ¢oOziinmiis maddeler basing ortadan
kaldirildiginda kolaylikla ayrilabilmektedir. Cok fazla zaman almayan, ugucu

bilesiklerin kaybolmasini engelleyen bir yontemdir.

5. Bu yontem genellikle diisiik sicakliklarda uygulanmaktadir. Sicaklikla

bozulan maddelerin ekstraksiyonu i¢in ideal bir yontemdir.

6. Sivi-kat1 ekstraksiyonunda 20-100 g ornege ihtiya¢ duyulurken, siiperkritik
akiskan yontemi ile ekstraksiyonda 0,5-1,5 g 6rnek yeterli olmaktadir.

7. Kullanilan ¢6ziicii miktar1 azdir ve g¢evreye zarart olmayan, ¢evre dostu
¢oOziiciilerdir.
8. Bu yontem sonuglart kromatografik yontemle degerlendirilebilir. Boylece

yiiksek uguculuga sahip maddelerin ekstraksiyonu ve Kkantitatif olarak

belirlenmesi kolaylagmis olmaktadir (Lang ve Wai, 2001).

Genellikle yagli tohumlar igin, 1liml kritik sicaklik ve basing degerlerine sahip, CO,
(304 K, 7.38 MPa) kullanilmaktadir. CO, diisiik toksisitesi, kimyasal bakimdan inort
olusu, cevreye zarari olmayan, ekonomik, kolay elde edilebilen, emniyet tedbiri
gerektirmeyen bir madde olmasindan dolay: tercih edilmektedir (Guil-Guerrero ve
ark., 2010) Proseslerin ¢ogunda %90 oraninda geri kazanilabilir ve tekrar
kullanilabilmektedir (Tilek ve Colak, 2003). Cizelge 2.5°de siiperkritik akiskan
metodu ile ¢esitli tohum yaglarindan ve fungal yagdan GLA konsantresi iiretimi

Ozetlenmistir.
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Cizelge 2.5: SCF yontemi ile ¢esitli yaglar kullanilarak GLA konsantresi eldesi
(Guil-Guerrero ve ark., 2010).

Yag GLA
Yag Ekstraksiyon Konsantrasyonu  (Toplam serbest
parametreleri (% kuru agirlik) yag asidi iginde%)
Borage officinalis tohum yagi C0,,300 bar, 40 °C 31,0 16,9
Borage officinalis tohum yagi CO0,,300 bar, 60 °C 31,2 144
Borage officinalis tohum yagi C0,,300 bar, 30 °C 17,7 15,6
Borage officinalis tohum yagi C0,,300 bar, 40 °C 29 22,3
Oenothera biennis tohum yagi C0,,300 bar, 40 °C 21 3,7
Oenothera biennis tohum yagi C0,,200 bar, 60 °C 15 6,8
Cunninghamella echinulata fungal yag C0O,,300 bar, 50 °C 26,4 9,9

2.4.3 Diisiik sicakhikta kristalizasyon

Diisiik sicaklikta kristalizasyon yontemi ile fraksiyonlama yag asitlerinin veya
TAG’larin erime noktast farkliliklarina dayanan bir yontemdir ve iki yolla
yapilabilmektedir. Kuru kristalizasyon diger adiyla diisiik sicaklikta kristalizasyon
yontemi, yliksek erime noktasina sahip, doymus yag asitlerinin diigiik sicakliklarda
kristallesip, uzaklastirilmasi ile yaglar1 ¢oklu doymamis yag asitleri ile zengin hale
getirmektedir. Diger bir metot ise solvent kristalizasyonudur. Bu yontemde metonol,
aseton, hekzan  gibi  organik  c¢oziicliler  kullanilarak  fraksiyonlama

gerceklestirilmektedir (Shahidi ve Wanasundara, 1998).

Diisiik sicaklikta kristalizasyon, 0°C fizerindeki sicakliklarda organik c¢oziiciiler
icinde yiiksek ¢Ozlintirlige sahip, -80°C altinda ise ¢ok az ¢oziinebilen
triaclgiliseroller (TAQG), yag asitleri, esterler ve diger yaglart ayirmak i¢in kullanilan
bir metottur. Yaglarin organik ¢oziicii igerisindeki c¢oziiniirliikleri doymamislik
derecesi ve molekiiler agirhigina baghdir. Yagin doymamislik derecesi arttikga
¢cOziinlirliigli artarken, molekiiler agirlig1 arttikca c¢oziinlirligli azalmaktadir. Uzun
zincirli, doymus yag asitleri, kisa zincirli yag asitlerinden daha az ¢oziniirliige
sahipken, ayni zincir uzunluguna sahip doymus yag asitleri ile tekli doymamas, ikili
doymamis yag asitleri karsilastirildiginda ise doymus yag asitlerinin daha az
¢oziinlirliige sahip oldugu belirlenmistir. Trans izomerler, cis izomerlere gére daha
az ¢oziiniirliige sahipken, diiz zincirli yag asitleri dallanmis yag asitlerine gére daha

az ¢ozlinilirlige sahiptir (Shahidi ve Wanasundara, 1998).

Yag asitlerinin erime noktalari, yag asidinin ¢esidine ve doymamislik derecesine
bagli olarak degismektedir. Bu da doymus yag asitleri ile doymamais yag asitlerinin
ayrimini miimkiin kilmaktadir. Doymus yag asitlerinin erime noktalari, doymamis

yag asitlerinin erime noktasindan yiiksektir. Diisiik sicakliklarda, yiiksek erime
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noktasina sahip uzun zincirli doymus yag asitleri kristal hale gelerek ¢okerken, ¢oklu
doymamis yag asitleri sivi formda kalmay: siirdiiriirler (Shahidi ve Wanasundara,
1998). Sivi faz ¢ok az miktarda doymus yag asidi igerir ve oleik faz olarak
adlandirilir, kristal haline gelen kisim ise ¢ok az miktarda doymamis yag asidi igerir
ve bu faz stearik faz olarak adlandirilmaktadir (Harroldson, 1984). Kristal haline
gelen ve sivi faz icinde bulanikliga neden olan kisim buzdolabi sicakliginda
filtrasyonla uzaklagtirilmaktadir. Genellikle uygulan prosediir; yag 24 saatlik bir
periyotta 6 °C’ye kadar yavasga sogutulur. Daha sonra sogutma islemi sonlandirilip,
son sicaklikta sivi/kati karisimi 6-8 saat bekletilir. Ardindan filtrasyon islemi

uygulanir (Guil-Guerrero ve ark., 2010).

Farkl1 organik ¢6ziiciilerin ve sicakliklarin kullanimi CDYA konsantrasyonu eldesini
etkilemektedir. Bu nedenle CDYA konsantresi eldesi i¢in uygun sicaklik ve uygun

¢oziicli kullanimi1 6nemlidir (Brown, 1941).

Chen ve Ju (2001)’nun yaptig1 calisgmada keten tohumu ve hodan yagindan CDYA
konsantresi elde etmek i¢in diisiik sicaklikta ¢ézgen kristalizasyonu yonteminden
yararlanilmigtir. Sicakligin, ¢dzgen/serbest yag asidi oranin ve ¢dzgenin etkisinin
incelendigi bu calismada, %30 oraninda asetonitril ve %70 oraninda aseton
karisiminin ¢ézgen olarak kullanildigi, ¢dzgen/serbest yag asidi oranin 30ml/g ve
kristalizasyon sicakliginin -80°C ve kristalizasyon siiresinin 24 saat oldugu ¢aligma
kosullarinda hodan yag asitleri ig¢indeki GLA konsantrasyonu %62 verimle
%23,4’den %88,9’e yiikselirken, keten tohumu yag asitlerindeki a-linolenik asit
icerigi %24,9 verimle %55’den %85,7’ye ylikselmistir.

Vazquez ve Akoh (2012)’un yapmis olduklar1 bir ¢alismada ise genetik modifiye
soya fasulyesi yaginda SDA konsantrasyonun artirilmast amaglanmistir. En yiiksek
SDA konsantrasyonu eldesi i¢in optimum kosullar, hekzan:aseton (10:90,hac/hac),
yag:solvent %10, -80 °C’de 24 saat olarak belirlenmistir. Bu kosullar altinda %44,5

SDA konsantresi %35,1 verimle elde edilmistir.

2.4.4 Molekiiler distilasyon metodu

Molekiiler distilasyon yontemi, coklu doymamis yag asitleri, vitaminler gibi
sicakliga  duyarli molekiillerin  ayrilmasinda, konsantre edilmesinde ve
saflagtirilmasinda kullanilan bir yontemdir. Distile edilecek olan sivi buharlastirici

silindirden gecip, buhar haline gelir. Buharlar, buharlasticiya yakin bir yerde
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konumlandirilmis olan soguk yogusturucu iizerinde tekrar sivi hale gelmektedir.
Buharlastiric1 i¢inde basing diisiiktiir (yaklasik 10"*mmHg), bu nedenle buharlasan
molekiiller kolayca yogustucuya gegebilmektedirler. Diisiik buhar basincina sahip,
1s1l olarak stabil olmayan sivilarin distilasyonu, diisiik bir sicaklikta (normal
basingtaki sicaklikla karsilastirildiginda 200-250 °C diistiriilmiis) 1s1l bir bozulma
olmadan, sicak ylizeye kisa stireli temas (107" 10" s), kii¢iik evaparotor-yogusturucu
mesafesinde (20—50mm) gergeklesmektedir. Distile edilen sivi ince bir film seklinde
(0.05-2 mm) silindirden asag1 dogru akmaktadir (Fregolente ve ark., 2006).

Bu yontemde vakum altinda, yag asitlerinin kaynama noktalarinin farkliligindan ve
molekiiler agirliklarimin  farkliligindan yararlanmaktadir. Molekiiler distilasyon
metodunda kisa siireli 1sitma yapilmakta ve diisiik sicakliklarda ¢alisilmaktadir. Metil
esterlerinin vakum altinda fraksiyonel distilasyonunda yaygin bir sekilde kullanilan
olduk¢a eski bir yontem olan molekiiler distilasyon yiiksek sicakliklara ihtiyag
duymaktadir (yaklasik olarak 250 °C) (Shahidi ve Wanasundara, 1998).

Balik yaglarindan omega-3 yag asitlerinin triacilgliserol (TAG) formunda konsantre
edilmesinin giic oldugu belirlenmistir. Distilasyon metodu yag asitlerinin metil
esterlerinde TAG’lara gore daha etkilidir. Ancak metot sadece DHA igin basarili

sonuglar vermistir.

Uzun zincirli omega-3 yag asitlerinin yiiksek sicaklikta distile edilmesi sirasinda yag
asitleri cesitli reaksiyonlar (oksidasyon, polimerizasyon ve ¢ift baglarda
izomerizasyon) sonucunda bozunmaya ugramaktadir. Bu problemi en aza
indirebilmek i¢in ince film buharlastirici veya santrifiijli damitma aletleri
kullanilabilmektedir (Gibon, 2006).0mega-3 yag asitleri konsantresi eldesi igin bir
metot tasarlandiginda, 1s1l zararin oniine gegebilmek icin diisiik proses sicakligi ve
kisa zaman kosullar dikkate alinmalidir. Hodan bitkisi yaginin lipaz enzimi ile GLA
esterleri ile zenginlestirilmesi sonrasinda yag asitlerinin ayrilmasinda da distilasyon

metodundan yararlanilmistir (Guil-Guerrero ve ark., 2010).

Stout ve ark. (1990)’1 balik yaglarindan omega-3 yag asitlerinin TAG formunda
konsantre edilmesinin zor oldugunu belirtmislerdir. Kompozisyonunda %16 EPA
bulunan menhaden yaginin distilasyon yontemi ile konsantrasyonu sonucu bu oran
%19,5’e yiikselmistir. Bununla beraber, etil esterlerinin distilasyonu sonucunda EPA

konsantrasyonu % 15,9’dan %28,4’e yiikselmistir.
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2.4.5 Kromatografik yontem

Kromatografik yontem yag asitlerinin yiiksek saflikta elde edilmesi i¢in yaygin bir
sekilde kullanilan bir metoddur (Shahidi ve Wanasundara, 2005). Yag asitleri uygun
adsorbanlar kullanilarak karbon sayilarina gére veya doymamislik derecelerine gore
ayrilabilmektedir. Omega-3 ve omega-6 konsantresi tiretimi i¢in, genellikle DHA ve
EPA, yiksek performansli sivi  kromatografisi (HPLC), giimiis-regine
krotomotografisi, glimiis nitrat ile doyurulmus silika jel kolonu, katyon degisimli Y-
zeolit yatakli kolon, silisik asit kolon krotomografisi kullanilmaktadir (Shahidi ve
Wanasundara, 1998).

Kromatografik yontem yag asitlerinin yiiksek saflikta elde edilmesini saglayan bir
yontemdir. Yag asitlerini ayirmak igin farkli tip adsorbanlar ve teknikler
gelistirmistir. Polar (normal faz) veya polar olmayan sabit faz (ters faz) kullanilan
kromatografik yontemler vardir. Yag asidi metil esterleri (yag alkolleri,
alkanolamitler, a-siilfonlu metil esterleri, diger yag esterleri) yag asidi alternatifi
olarak kullanilabilmektedir. Metil esterleri, son iriinde yiiksek verim, saflik,iliml
kosullarda elde edilebildikleri i¢in yag asitlerine tercih edilmektedir. Metil esterleri
yaglarin alkali katalist, genellikle sodyum metoksit, varliginda metillendirilmesiyle
elde edilebilir. Iyonik olmayan, hidrofobik ¢apraz bagli polimerler yag asitlerinin
secici ayrimin gergeklestirebilmektedir. Yag asitleri oncelikle kat1 adsorban iizerinde
tutulup, daha sonra uygun bir ¢oziicii ile baglandiklar1 yerden ayrilmaktadir (Shahidi
ve Wanasundara, 2005).

Yapilan bir ¢aligmada, mikroalg olan Schizochytrium’un {retmis oldugu
triagilgliserolller hareketli faz olarak aseton/asetonitril ve sabit faz olarak
oktadesilsilan (ODS) kullanarak ters-faz yiiksek performansli sivi kromatografisinde
ayrilmistir. Bu ayirma islemi sabit faz ile yag asitleri arasindaki van der Waals ¢cekim

kuvvetine dayanmaktadir (Shahidi ve Wanasundara, 2005).

Molekiiler eleme yapabilen adsorbanlar doymus, tekli, ikili doymamis yag asitlerinin
ayrilmasinda ve konsantre edilmesinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Yapilan
caligmalarda adsorban olarak zeolit kullanarak yag asiti esterleri doymamiglik

derecesine gore ayrilabilmistir (Shahidi ve Wanasundara, 2005).

Yapilan bir ¢aligmada glimiis nitrat ile doyurulmus silika jel kolon kullanilarak,
kalamar-ciger yagindan EPA metil esterleri 9%85-86 EPA %39 verimle ve DHA
esterleri %95 — 98 DHA %48 verimle ayrilmistir. Yapilan bir bagka ¢alismada ise
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cizgili ton baligr goz cukuru yagindan n-hekzan, dietileter/n-hekzan ve dietil eter
kullanilarak silisik asit kolonu ile %74 saflikta DHA izole edilmistir (Shahidi ve
Wanasundara, 1998).

Bu yontem kiigiik 6l¢ekli calismalar i¢in oldukg¢a uygun bir yontem olmasina ragmen
biiyiikk 6l¢ekli c¢alismalar icin pek uygun degildir. Kullanilan ¢6zgenlerin ve
kromatografik kolonlarin pahali olmasi, egitimli personel ihtiyaci olmasindan dolay1
bliyiik 6lgekli ¢alismalar igin alternatif yontemlerin kullanilmasi1 daha uygundur

(Guil-Guerrero ve ark., 2010).

Zit akigh kolan kromatografisi (CCC) veya santrifiij dagilimli kromatografi (CPC)
¢oklu doymamis yag asitlerinin konsantre edilmesinde 6nem kazanmis yeni bir
yontemdir. Bu yeni sivi kromatografisi yonteminde, kompleks kimyasal bir karigimin
stvi-sivi igindeki dagilimi ile ayrim yapilmaktadir. Birbirine karigmayan iki sivi
kullanilmaktadir. Stvilardan biri sabit faz, digeri ise hareketli fazdir. Buradaki ayrim,
ayrilmak istenen maddenin bu iki fazdan birinde ¢oziinmesiyle saglanmaktadir. Bu
yontemde kat1 sabit fazin kullanilmamasi ile, yiiksek adsorplama 6zelligi olan kati
fazin ayrilmak istenen maddeye geri doniisiimsiiz olarak baglanip, verimi diisiirmesi
gibi dezavantajlar1 ortadan kalkmis olmaktadir. Bu nedenle bu yontemle ayirmada

nerdeyse %100 verim elde edilebilmektedir (Shahidi ve Wanasundara, 2005).

2.4.6 Enzimatik yontem

Lipazlar (EC 3.1.1.3.), triacilgliserolleri (TAG), diagilgliserollere (DAG),
monoagilgliserollere (MAG), serbest yag asitlerine ve gliserole hidroliz eden
enzimlerdir. Bu enzimler hidroliz reaksiyonlar1 yaninda esterifikasyon,
interesterikasyon, asidoliz ve alkoliz reaksiyonlarin1 da katalizleyebilen ¢ok yonlii

enzimlerdir (Guil-Guerrero ve ark., 2010).

Yag asitleri, lipaz enzimleri tarafindan esterlestirilebilir ve hidrolize edilebilir. Diisiik
su aktivitesi kosullarinda tersinir etki gostererek ester baglari sentezleyebilmektedir.
Sicaklik, su miktar1 ve reaksiyon siiresi, reaksiyon yoniinii ve verimi etkilemektedir

(Guil-Guerrero ve ark., 2010).

Lipazlar hayvansal, bitkisel, dogal veya genetigi degistirilmis mikroorganizmalardan
elde edilebilir. Lipazlarin en Onemli avantajlar1 katalizledikleri reaksiyonlarda

spesifik ve yiiksek secici Ozellikte olmalaridir. Farkli kaynaklardan elde dilen
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lipazlar, farkli pozisyonel segicilik ve yag asidi seciciligi gosterebilmektedir. Bu

ozelliklerine gore lipazlar bes farkli sinifa ayrilir.

Birinci gruptaki enzimler herhangi bir pozisyonel segicilik gostermezler. Yag asidi
tipi ve yag asidi pozisyonuna bagli olmadan, yag asitleri hidrolizi rastgele
gerceklesmis olur. Candida cylindracea, Corynebacterium acnes, Staphylococcus
aureus, Chromobacterium viscosum bu gruptaki mikroorganizmalardan elde edilen

lipaz enzimlerine O6rnektir.

Ikinci gruptaki enzimler 1,3 spesifik lipazlardir ve bu enzimler sadece sn-1 ve sn-3
pozisyonundaki ester baglarina etki eder. Bu 6zelliklere sahip lipazlar, Aspergellus
niger, Rhizopus delemar, Rhizpus arrhizus, Mucor miehei, Pseudomonas fluorescens

ve Humicola lanuginosa mikroorganizmalarindan ekstrakte edilebilir.

Ugiincii gruptaki enzimler, monoagilgliserolleri, diagilgliserolleri, triagilgliserolleri
farkli oranlarda hidrolize edebilmektedir. Bu tiir enzimlere fare ve insan dokularinda

rastlanmaktadir.

Dordiincti gruptaki enzimler, yag asitlerine secicilik gostermektedirler. Bu gruba
ornek olarak Geotrichum candidum 'dan elde edilen hiicre dis1 lipazi 6rnek verilebilir.

Doymamis cis-omega-9- yag asitlerine segicilik gostermektedir.

Besinci gruptaki enzimler, sn-1 veya sn-3 pozisyonundaki yag asitlerini daha yiiksek
hizda hidrolizler. Bu ozellik stereo-spesifiklik olarak tanimlanmaktadir. Siitte
bulunan lipoprotein lipazi, yag doku, post-heparin plazma lipazlar1 sn-1
pozisyonundaki ester baglarina segicilik gosterirken, insan ve farelerin dillerinden
izole edilen lipaz enzimi sn-3 pozisyonundaki yag asitlerine spesifiklik
gostermektedir (Camp ve ark., 1998). Farkli kaynaklardan elde edilen triagilgliserol

lipazlarin segicilikleri Cizelge 2.5’de gosterilmektedir.

Lipazlar, TAG’larin modifikasyonunda cesitli sekillerde kullanilmaktadir. Lipaz
enzimlerinin, organik sentezlerde siklikla kullanilmalarinin baslica nedeni,
koenzimlere gerek duymadan yiiksek sicakliklarda organik coziiciilerle birlikte
kullanildiklarinda stabil olmalaridir. Lipazlarin ‘pozisyonel segicilik’ ve ‘yag asidi
seciciligi’ ozelligi en ¢ok yararlanilan 6zellikleridir. Bu 6zellikler sayesinde istenilen
kimyasal kompozisyona ve yapiya sahip irlinler elde edilmektedir (Mukherjee,
2002).
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Enzimatik yontem ile omega-3 yag asitleri iiretimi geleneksel yontemlere gore
(kromatografik yontem, molekiiler distilasyon vb.) daha avantajli bir yontemdir. Baz1
yontemlerde gerek duyulan yiiksek sicaklik ve pH kosullar1 yag asitlerinin
oksidasyonuna, cis-trans izomerizasyonuna ve ¢ift bag migrasyonuna neden
olmaktadir. Yiiksek sicaklik ve pH kosullarina gerek olmamasi, iliml ¢alisma
kosullarinda enerji gereksiniminin az olmast ve iriin segiciliginin olmast 6nemli
avantajlaridir (Shahidi ve Wanasundara, 1998).

Cizelge 2.6: Farkli kaynaklardan elde edilen triagilgliserol lipazlarin segicilikleri
(Mukherjee, 2002).

Lipaz kaynaklari Yag asidi Pozisyonel segicilik
seciciligi

Mikroorganizmalar

Aspergellus niger K O U sn-1.3 >>sn-2
Candida antartica K>O0, U T 3
Candida rugosa KU>0 sn-1.2.3
Chromobacterium viscosum K: O .U sn-1:2:3
Rhizomucor miehei K>0. U sn-1.3 >>sn-2
Penicillium roquefortii K. O>>U " 13
Pseudomonas aeruginosa K O. U sn-1
Pseudomonas fluorescens KU>0 sn-1.2.3
Rhizopus delemar K, 0, U sn-1,2,3
Rhizopus oryzea o,U>S sn-1,3 >> sn-2
Bitkiler

Kolza tohumu (Brassica napus) K>0,U sn-1,3 >>sn-2
Papaya (Carica papaya) sn-3
Hayvansal dokular

Domuz pankreast K>0,U sn-1,3
Tavsan midesi K,O,U sn-3

K; Kisa zincirli, O; Orta zincirli, U;Uzun zincirli yag asidi.

Enzimlerin katalitik aktivitelerinin yiiksek olmasi, reaksiyonlarda az miktarda
enzimin yeterli olmasi, immobilize enzimlerin tekrar tekrar kullanilabilmeleri diger
avantajlarindandir (Haraldson ve ark., 1997). Ayrica, beslenme agisindan serbest yag
asitleri ve yag asitlerinin metil veya etil esterlerinden daha faydali oldugu bilinen
agilgliserol formunda omega-3 konsantresi iiretimine olanak saglamasi diger 6nemli

bir avantajidir (Shahidi ve Wanasundara,1998).

Baz1 lipazlarin, belirli yag asidlerine gosterdigi secicilik ve pozisyonel segicilik
ozellikleri ile sec¢ici hidroliz, transesterikasyon, interesterifikasyon reaksiyonlar

sonucu dogal yaglardan yag asitlerinin veya yag asidi esterlerinin konsantrasyonu

27



gerceklesebilmektedir (Mukherjee, 2002). sn-1,3 spesifik lipazlarmn kullanildigi
enzimatik interesterifikasyon reaksiyonlar1 sonucunda iiretilen kakao yag: benzerleri

yag ve anne siitii yagina benzer yag tiretimi endiistride yaygindir (Xu, 2000).

Son zamanlarda yapilan c¢alismalar, mikrobiyal lipazlarin kullanilarak balik
yaglarinin enzimatik hidroliz, esterifikasyon ve transesterifikasyon reaksiyonlari

sonucu yag asitlerinin konsantre edilmesi iizerinde yogunlagsmistir (Rubio-Rodriguez,
2010).

Hills ve ark. (1990)’1 morino balik yagindan DHA konsantresi ve aksam sefasi
bitkisinden GLA konsantresi elde etmek iizere enzimatik yontemden yararlanmistir.
Kolza tohumundan (Brassica napus L.) ve M.miehei’den elde ettikleri GLA ve
DHA ’ya kars1 segici olan lipazlar1 kullanarak morino baligi yag asitlerinin ve aksam
sefast bikisi yag asitlerinin n-butanol ile selektif esterifikasyon reaksiyonu
sonucunda, esterlenmemis yag asitleri fraksiyonunda, morino balik yagindan %45
DHA igeren ve aksam sefasi bitkisinden %85 GLA igeren konsantre iiriin elde

etmislerdir.

Rahmatullah ve ark. (1994a), Candida cylindracea lipaz1 kullanarak aksam sefas1 ve
hodan tohum yaglarin1 hidroliz ettiklerinde, reaksiyon sonucunda hidroliz olmamis
acilgliserollerde GLA’y1 konsantre etmislerdir. Aksam sefast tohum yaginda
baslangicta %9,4 oraninda mevcut olan GLA'nin hidroliz olmadan kalan TAG'larda
%46,5e yiikseldigi; hodan yaginin ayni kosullarda kismi hidrolizinde ise baglangicta
hodan yaginda %20,4 oraninda mevcut olan GLA'nin reaksiyon sonunda TAG
fraksiyonunda %47,8 degerine eristigini belirlemislerdir.

Rahmatullah ve ark. (1994b)’inin yapmis oldugu diger bir ¢alismada ise hodan
(Borago oficinalis L.) ve aksam sefasi (Oenothera biennis L.) bitki yaglarindan
kimyasal hidroliz ile elde edilen yag asitleri, Rhizomucor miehei’den elde edilen
immobilize enzim varhiginda (lipozim) n-butanol ile esterlestirilmistir. Enzimin
oncelikle palmitik, stearik, oleik ve linoleik asit yag asitlerini esterlestirdigi
dolayisiyla GLA’nin esterlesmeyen yag asitleri kisminda konsantre hale geldigini
belirlemislerdir. Hodan ve aksam sefasi bitkisi yaglari ile yiirlitiilen bu g¢alisma
sonucunda, igerisinde %93 ve %75 GLA iceren esterlesmeyen yag asidi fraksiyonlari

elde edilmistir.

Foglia ve ark. (1995)’nin yapmis olduklart ¢calismada silika jel {izerine immobilize

Geotrichum candidum’dan elde edilen lipaz enzimi kullanilarak hodan yagindan
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GLA konsantresi elde edilmistir. Hodan yaginin kimyasal hidroliziyle edilen yag
asitleri  Geotrichum candidum’dan elde edilen lipaz varliginda 1-butanolle
esterlestirilmistir. Baslangicta hodan yaginda %25 oraninda GLA mevcut iken,
esterlesme sonunda esterlesmeyen yag asitlerinde GLA orani %70’e ylikselmistir.
Elde edilen GLA ile zengin karisimda GLA yaninda C-20 ve daha uzun uzun zincirli
yag asitlerinin bulundugu saptanmistir. Bu ¢alisma ile bu enzimin 6zellikle uzun

zincirli yag asitlerine karsi segicilik gosterdigi de ortaya konmustur.

Huang ve ark., (1997)’nin yapmis oldugu bir ¢alismada ise, hodan bitkisi yagindan
GLA Konsantresi elde edilmistir. Calismada, hodan bitkisi yaginin Candida
rugosa’dan elde edilmis olan lipaz enzimi ile isooktan varliginda selektif hidroliziyle
serbest yag elde edilmis, daha sonra bu yag asitleri Lipozim IM 20 enzimi yardimiyla
n-butanol varliginda esterlestirilmistir. Son olarak, reaksiyon triinleri olan hidroliz
olmayan agilgliseroller ve esterlesmemis serbest yag asitlerinin Lipozim IM 20
enzimi ile asidolizi gergeklestirilmistir. Selektif hidroliz sonucunda hodan bitkisi
yagiin hidroliz olmayan agilgliserollerinde GLA miktar1 %23,6’dan %51,7’ye
yiikselmistir. Selektif esterikasyon sonucunda ise yag asitleri igerisindeki GLA
konsantrasyonu  %87’ye  yiikselmistir.  Asidoliz  reaksiyonu  sonucunda

acilgliserollerin %65 GLA igerdigi tespit edilmistir.

Shimada ve ark. (1997)’nin yapmis olduklar1 ¢alismada, tuna baligi yagindan DHA
konsantresi elde etmek icin iki basamakli enzimatik yéntem kullanilmistir. Tk dnce
balik yagim Pseudomonas’dan elde ettikleri lipaz enzimi ile hidrolize etmislerdir.
Daha sonra ¢oklu doymamis yag asitleri iizerine zayif etkisi olan bir alkol varliginda
(lauril alkol) R. delemar ile segici esterifikasyonu sonucunda tuna baligindan elde
edilen yagdaki DHA konsantrasyonu %23’den %65-%68’e yiikselmistir.

Shahidi ve Wanasundara (1998), menhadan ve morino balik yagindan omega-3 yag
asitleri konsantresi elde etmek igin Aspergillus niger, Candida cylindracea,
Chromobacterium viscosum, Geotrichum candidum, Mucor miehei, Pseudomonas
sp., Rhizopus oryzae ve Rhizopus niveus’dan elde ettikleri lipaz enzimlerini hidroliz
reaksiyonlarinda kullanmislardir. Calisma 35°C’deki 200 rpm ¢alkalama hizina sahip
su banyosunda yiiriitiilmistiir. En yiiksek omega-3 konsantrasyonu morino balik
yaginda (%43,5) ve menhadan balik yaginda (%44,1) Candida cylindracea lipaz ile

40 saat hidroliz reaksiyonu sonucunda elde edilmistir.
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Shimada ve ark. (1998)’nin yapmis olduklar1 bir baska calismada ise, GLA’nin
biiylik Olgekte saflagtirma prosesinde baslangic materyali olarak hodan bitkisi
yagiin selektif hidrolizi sonuncunda elde edilen %45 oraninda GLA igeren yag
kullanilmistir. Calismada GLA ile zengin yag, segici Pseudomonas lipazi ile hidroliz
edilmis ve elde edilen yag asitleri distilasyon yontemi ile diger iirlinlerden
ayrilmistir. Ardindan, yag asitleri Rhizopus delemar kaynakli lipaz enzimi varliginda
lauril alkolle selektif esterlestirilmistir. Yagdaki GLA konsantrasyonu %?22,5’ten
%70,2’ye yiikselmistir. Daha yiiksek GLA konsantresi elde etmek icin ikinci bir
esterifikasyon isleminin ardindan yapilan distilasyon ve iire fraksiyonlama
sonucunda %98,6 GLA igeren yag asitleri iriinleri elde etmislerdir. Sekil 2.6’da
Shimada ve ark. (1998)’nin yapmis olduklar1 GLA’nin biiylik 6l¢ekte saflastiriimasi

icin uygulanan hidroliz/esterifikayon yontemi proses basamaklari gosterilmistir.

YAG (GLA 45)
Pseudomeonas lipazi ile hidroliz

Distilasyon

Distilat Kalinti
{GLA 45-serbest yag asitleri) (Gliseridler)

R. delamar lipazi ve LauOH ile segici
esterifikasyon

Distilasyon

! ! !

Distilat 1 Distilat 2 Kalinti
(LauOH) (Serbest yag asitleri) (Laury alkol esterleri)

R. delamar lipazi ve LauOH ile secici
esterifikasyon

Distilasyon

! i

Distilat 1 Distilat 2 Kalinti
(LauOH) (GLA konsantresi) Laury alkol esterleri

Sekil 2.6: GLA nin biiyiik 6lgekte saflastirilmasi i¢in uygulanan hidroliz-
esterifikayon yontemi proses basamaklar1 (Shimada ve ark., 2001).

Ustiin ve Akova (2002)’nin yapmis olduklari calismada ise hodan yagindan GLA ile
zengin Uriinler elde edebilmek amaciyla, hodan yaginin immobilize ve serbest
corekotu lipaz1 ile hidrolizi gerceklestirilmis ve sonuglar karsilastirmali olarak
incelenmistir. Hidroliz reaksiyonu serbest enzim varliginda, tampon ¢ozelti
ortaminda (pH:6), immobilize enzim varliginda ise, hekzan ortaminda yiirtitilmiistiir.
Hodan yaginin hekzan ortaminda immobilize ¢orekotu enzimi ile 24 saat hidrolizi
sonucunda, %50 verimle ve igerisinde %38 GLA bulunan, 1,73 kat GLA ile

zenginlesmis gliserid karisimi elde edilebilecegi belirlenmistir.
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Lopez-Martinez ve ark. (2006)’nin yapmis oldugu caligmada Borago officinalis ve
Echium fastuosum tohum yaglar1t GLA ile zenginlestirilmistir. Calisma iki kisimdan
olusmustur. Calismanin ilk basamaginda her iki tohum yag R. delemar,
Pseudomonas fluorescens, C. rugosa’dan eclde edilen serbest lipaz enzimleri ve
Alcaligenes spp, M. miehei and C. cylindracea, Mucor javanicus ve G.
candidum’dan elde edilen immobilize enzimler ile 250 rpm ¢alkalama hizina sahip
37°C’deki su banyosunda 48 saat enzimatik olarak hidroliz edilmistir. Borago
officinalis tohum yaginin 48 saat hidrolizi sonucu en yiiksek hidroliz oranm1 (%91,2)
C. rugosa’dan elde edilen lipaz enzimi ile elde edilmistir. Echium fastuosum tohum
yagiin ile 48 saat hidrolizi sonucu en yiiksek hidroliz oram1 (%80,4) M.
javanicus’dan elde edilen lipaz enzimi ile elde edilmistir. Calisilan biitiin enzimler
Borage officinalis tohum yaginin hidrolizini Echium fastuosum tohum yaginin
hidrolizinden daha yiiksek oranda gergeklestirmistir. Bu durumun, Echium fastuosum
tohum yaginin LA, ALA, SDA gibi ¢oklu doymamis yag asitlerini Borago officinalis
tohum yagina gore daha yiiksek oranda igermesinden dolayr kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Her iki tohum yaginin, ¢alisilan biitlin lipaz enzimleri ile yapilan

hidrolizi sonucu agiga ¢ikan yag asitlerinde GLA konsantresi gozlenmemistir.

Calismanin ikinci kisminda B. officinalis ve E. fastuosum’dan elde edilen tohum
yaglarinin kKimyasal hidrolizi sonucu elde edilen yag asitleri, hidroliz i¢in kullanilan
biitiin enzimlerle 250 rpm calkalama hizina sahip 40°C’deki su banyosunda lauril
alkolle esterlestirilmistir. B. officinalis tohum yagindan elde edilen yag asitlerinin
Candida rugosa lipaz ile esterifikasyonu ile esterlesmemis yag asitlerindeki GLA
oran1 %59 verimle %91’e yiikselirken, E. fastuosum tohum yagindan elde edilen yag
asitlerinin  Mucor javanicus lipazi ile esterifikasyonu ile esterlesmemis yag
asitlerindeki GLA oran1 %68 verimle %64’¢ yiikselmistir.

Okado ve Morrissey (2007)’in yapmis olduklar1 ¢alismada sardalya balig1 (Sardinops
sagax) yagr omega-3 yag asitlerince zenginlestirilmistir. Candida rugosa (CR),
Candida cylindracea (CC), Mucor javanicus (MJ) ve Aspergillus niger (AN) elde
edilen lipazlar ile sardalya balik yagi hidrolize edilmistir. CR lipaz ile en yiiksek
omega-3 konsantrasyonu saglanmistir. 250 U/g enzim ile 1,5 saat yapilan hidroliz
sonucunda DHA konsantrasyonu %26,86’dan %33,74 e yiikselirken, 500 U/g enzim
ve 9 saat hidrolizi sonucunda EPA miktar1 %13,2’den %29,94’e yiikselmistir.
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Rincon-Cervera ve Guil Guerrero (2010)’nin yapmis olduklari ¢aligmada, Echium
plantagineum yagi triagilgliserolleri (TAG), sabit faz olarak giimiis iyon-silikajel
igeren normal faz kolon kromatografisinde ayrilmistir. Ayrilan TAG fraksiyonu snh-
1,3 spesifik pankreatik lipaz varliginda hidroliz edilmistir. Bodylece sn-2
pozisyonunda CDYA igeren TAG’lar elde edilmistir. TAG igerisindeki yag
asitlerinin dagilimin1 belirlemek icin yapilan bu ¢alismada toplam yag asitleri i¢inde
SDA’nin %50 oraninda sn-2 pozisyonunda oldugu belirlenmistir. SDA’y1 takiben
ALA’nin %19 ve GLA’nin %18,5 sn-2 pozisyonunda oldugu belirlenmistir.

Cizelge 2.7°de enzimatik yontemler ile CDY A konsantresi iiretimi literatiir 6zeti yer

almaktadir.

Cizelge 2.7: Enzimatik yontemler ile CDY A konsantresi liretimi literatiir 6zeti.

Yag Lipaz Kaynagi Reaksiyon Yag asidi Referans
Morino balik Brassica napus | n-butanol ile selektif DHA Hills ve ark.
yagi, aksam sefas1 | L., esterifikasyon (1990).
bitkisi M.miehei GLA
Aksam sefasi C.cylindracea | Enzimatik Hidroliz GLA Rahmatullah ve
bitkisi ve hodan ark. (1994a).
bitkisi tohum yagi
Borago oficinalis | R. miehei Kimyasal hidroliz, GLA Rahmatullah ve
L. n-butanol varliginda ark. (1994b).
O. biennis L. selektif esterlestirme
Hodan yag1 G. candidum Kimyasal hidroliz, GLA Foglia ve ark.

1-butanol varliginda (1995).
selektif esterlesme
Hodan bitkisi C. rugosa Isooktan varliginda GLA Huang ve ark.,
yagi selektif hidroliz, (1997).

n-butanol varliginda
Lipozim IM 20 | esterlesme

Tuna balig1 yagi Pseudomonas Hidroliz, DHA Shimada ve ark.
sp. Lauril alkol varliginda (1997).
R. delemar selektif esterifikasyon
Menhadan, C. cylindracea | Enzimatik Hidroliz Omega-3 Shahidi ve
morino balik yagi yag Wanasundara
asitleri (1998).
% 45 oraninda Pseudomonas Enzimatik Hidroliz, GLA Shimada ve ark.
GLA igeren Lauril alkol ile varliginda (1998).
hodan bitkisi yag | R. delemar esterifikasyon
Hodan yagi immobilize ve Enzimatik Hidroliz GLA Ustiin ve Akova
serbest ¢orekotu (2002).
lipaz1
Borago officinalis | C. rugosa Enzimatik Hidroliz, GLA Lopez-Martinez
ve Echium M. javanicus Lauril alkol varliginda ve ark. (2006).
fastuosum selektif esterifikasyon
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3. MATERYAL ve METOD
3.1 Malzeme

Ure fraksiyonlama reaksiyonlarinda kullanilan Echium vulgare tohumu Emorsgate
Seeds (Ingiltere), enzimatik ydntem reaksiyonlarnda kullanilan Echium vulgare
tohum yag1 ise Harke Nutrition (Almanya) firmasindan temin edilmistir. Caligmada
kullanilan lipaz enzimleri Novozyme 435 ve Lipozyme® RM IM ise Novozymes
(Bagsvaerd, Danimarka) firmasindan temin edilmistir. Novozyme 435 ve Lipozyme®
enzimlerinin aktiviteleri {iriin spesifikasyonunda sirasiyla 10000 PLU/g ve 275
UIN/g olarak belirlenmistir. Calismada kullanilan kimyasallar Sigma-Aldrich
Chemical Co. (St. Louis, MO) ve Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin
edilmistir. Deneysel ¢alismalarda kullanilan ¢6zelti ve kimyasallar kromatografik

ve/veya analitik safliktadir.

3.2 Yontemler

Deneysel ¢alismada oncelikle iire fraksiyonlama deneylerinde kullanilan Echium
vulgare tohumlarindan yag eldesi ve elde edilen yagin karakterizasyonu igin asit
sayisi, kirtlma indisi, sabunlagma sayisi ve yag asidi kompozisyonu tayini
yapilmigtir. Daha sonra ise iire fraksiyonlama yontemi ve enzimatik yontemlerle
coklu doymamis yag asidi konsantresi eldesi gergeklestirilerek tepki-ylizey yontemi

ile optimize edilmistir.
3.2.1 Echium vulgare tohumlarindan yag eldesi

Echium wvulgare tohumunlarindan yag eldesi i¢in hekzan ile soguk maserasyon
yontemi kullanilmistir. Ogiitiilen engerek otu tohumlarindan 10 gr tartilmis ve 100
ml hekzan ile 2 saat ekstraksiyona tabi tutulmustur. Daha sonra ¢dzgen-tohum
karigimi filtre kagidinda siizlilmiistiir. Cozgen doner buharlastiricida kuruluga kadar
ucurulmustur. Elde edilen yag koyu renkli siselere aktarilarak derin dondurucuda -18

°C’de saklanmustir.
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3.2.2 Yagin Karakterizasyonu
3.2.2.1 Asitlik tayini

Echium vulgare tohum yaglarinda asitlik sayis1 ‘TS EN ISO 660 Hayvansal ve

Bitkisel Kat1 ve Sivi Yaglar-Asitlik Sayis1 ve Asitlik Tayini’ standardina gore

yapilmistir. Bu yonteme gore yag titrasyondan once etanol-dietil eter ¢ozeltisi iginde

¢oziliir ve 0,1 N etanollii potasyum hidroksit ¢ozeltisi ve indikator (fenolfitaleyn)

varliginda titre edilir (TSE, 2010). Asitlik sayis1 asagidaki formiile gore hesaplanir.
56.1x T xV

AV= (3.1)
m

V=Etanollii potasyum hidroksit sarfiyati (ml)
T = Ayarl etanollii potasyum hidroksit ¢6zeltisinin derisimi (N)
m = yag miktar1 (gr)

3.2.2.2 Kirillma indisi tayini

Echium vulgare tohumlarindan elde edilen yagin kirilma indisi Abbe refraktometresi

ile (Veb Carl Zeiss Jena, Model G) oda sicakliginda 6lgiilmiistiir.
3.2.2.3 Sabunlasma sayisi tayini

Echium vulgare yaginda sabunlagma sayisi tayini ‘AOAC 920.160 Kati1 ve Sivi
Yaglarin Sabunlagma Sayisi’ resmi metoduna gore Yyapilmistir. 2 gr tohum yagi
tizerine 25 ml, 0,5N etanollii potasyum hidroksit ve kaynama taslar1 eklenerek 60 dk
geri sogutucu altinda kaynatilir. Siire sonunda 1ml fenolfitaleyn damlatilarak 05N
HCI ile renk doniisiimii goriilene kadar titre edilir. Sabunlasma sayis1 agagidaki
formiile gore hesaplanir.

56.1x T X (Vo— V1)

S.V= (3.2)
m

T= Ayarli hidrolorik asit ¢ozeltisinin derigimi (N)
V= Tanik i¢in harcanan 0,5N HCI miktar1

V= Ornek i¢in harcanan 0,5N HCI miktar
m=Yag miktar1 (gr)
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3.3 Echium vulgare Tohum Yagindan Serbest Yag Asitleri Eldesi

Echium wvulgare tohumu yagindan serbest yag asitlerinin (SYA) eldesinde
Senanayake ve Shahidi (1999)’nin uyguladigi yontem kullanilmistir. Bu yonteme
gore 25 g yag, 5,75 g KOH, 11 ml su ve 66 ml %95’lik sulu etanol (hacim/hacim)
karistmi  kullanillarak 1 saat boyunca 60 °C’de geri sogutucu altinda
sabunlastirilmistir. Siire sonunda karisima 50 ml distile su eklenmis ve ortamdan
sabunlagsmayan maddelerin uzaklastirilmasi i¢in, karisim ayirma hunisinde 100 ml
hekzan ile iki kez yikanmistir. Sabunlasan kismi igeren sulu fraksiyon 3N HCI ile pH
1 olana dek asitlendirilmistir. Daha sonra karisim ayirma hunisine alinmis ve agiga
cikan yag asitleri 50 ml hekzan ile ekstrakte edilmistir. Hekzan fazi susuz sodyum
siilfat ile kurutulduktan sonra déner buharlastiricida 40°C’de uzaklastirilmistir. Elde

edilen serbest yag asitleri kullanima kadar -18°C’de saklanmugtir.

3.4 ‘Ure Fraksiyonlama’ Yontemi ile Yag Asidi Konsantresi Eldesi

Echium wvulgare tohum yagindan ¢oklu doymamis yag asitlerinin konsantresi
eldesinde literatiirden yararlanilarak reaksiyon kosullar1 belirlenmistir. Bu yontemde
onceden elde edilen yag asitleri, ‘yag asidi:iire:etanol’oranm1 1:3-5:20, olacak sekilde
60°C’de geri sogutucu altinda karigim homojen bir hal alincaya dek (1 saat boyunca)
kanistirllmistir. Siire sonunda karisim buzdolabinda +4°C’de 8-24 saat arasinda
degisen siirelerde tutularak kristallendirilmistir. Doymus ve tekli doymamis yag
asitleri tire kristalleri olusturmustur. Kristalizasyon sonrasinda ¢oklu doymamis yag
asitlerini igeren karisim vakum uygulanarak derhal siiziilmiis ve iire kristalleri 25 ml
etanol ile yikanmigtir. Filtrata esit hacimde su eklenerek 6 N HCI ile pH 4-5 olana
dek asitlendirilmistir. Karigima esit miktarda hekzan eklenerek 1 saat boyunca
karigtirllmis ve ayirma hunisine aktarilarak ¢oklu doymamis yag asitlerini igeren
hekzan fazi, iire igeren su fazindan ayrilmistir. Hekzan fazi, i¢inde kalabilecek {ireyi
ayirmak igin Once distile su ile yikanmis, sonra susuz sodyum siilfat ile
kurutulmustur. Doéner  buharlastirict  kullanilarak ~ 40°C’de = hekzanin

uzaklastirilmasinin ardindan 6rnek metillendirilmistir.

3.5 Enzimatik Yontem ile Yag Asidi Konsantresi Eldesi

Echium vulgare tohum yagindan ¢oklu doymamis yag asidi konsantresi tiretimi igin,

Shimada ve ark. (1997)’min uyguladigi enzimatik hidroliz ve enzimatik
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esterifikasyon reaksiyonlarmi igeren iki basamakli enzimatik ydntemden

yararlanilmigtir.
3.5.1 Enzimatik hidroliz

Calismanin ilk asamasinda tohum yagindan serbest yag asitlerinin eldesi igin
Candida antarctica’dan elde edilen spesifik olmayan Novozyme 435 lipaz enzimi

varliginda ile hidroliz reaksiyonu gergeklestirilmistir.

Enzimatik hidroliz reaksiyonu; 2,5 g yag 2,5 g su ve 275 IUN/g toplam substratin %
10’u kadar Novozyme 435 enzimi ile 250 rpm galkalama hizina sahip 60 °C’deki su
banyosunda 48 saatte gerceklestirilmistir. Siire sonunda karisim filtre kagidi ile
derhal siiziiliip enzimlerin ortamdan uzaklastirilmasi saglandiktan sonra, gliseridlerin
uzaklagtirllmasi i¢in karistma 100 ml hekzan ilave edilmistir. Ayirma hunisine
aktarilan karisimdan gliseridleri iceren hekzan fazi uzaklastirilmistir. Sabunlasan
kismi igeren sulu fraksiyon 3N HCI ile pH 1 olana dek asitlendirilmistir. Daha sonra
karisim ayirma hunisine alinmis ve agiga ¢ikan yag asitleri 100 ml hekzan ile
ekstrakte edilmistir. Serbest yag asitlerini i¢ceren hekzan fazi susuz sodyum siilfat ile
kurutulduktan sonra doner buharlastiricida 40°C’de uzaklastilmistir. Elde edilen yag
asitleri ikinci asama olan esterifikasyon reaksiyonlarinda kullanilmistir. Hidroliz

orani agagidaki formiil ile hesaplanmistir (Dandik ve ark,1993).

Hidroliz %: 100 x

Asit degeri (Hidrolize olmus yag—orjinal yag yagin asit degeri) (3 3)
Sabunlasma sayist orjinal yag —asit degeri (orjinal yag) )

3.5.2 Echium vulgare tohum yag serbest yag asitlerinin secici esterifikasyonu

Enzimatik hidroliz reaksiyonlari sonucunda elde edilen Serbest yag asitlerinin
Rhizomucor miehei’den elde edilen sn-1,3 spesifik lipaz enzimi Lipozyme® RM IM
ile lauril alkol varliginda selektif esterifikasyon reaksiyonlar1 4 g lauril alkol: yag
asidi karisimi (1:1-1:3 (mol/mol)), 1 ml su ve 3 ml hekzan varliginda reaksiyon
sicakligr 50-60°C arasinda ve reaksiyon siiresi 8-16 saat arasinda degisen siirelerde
250 rpm ¢alkalama hizina sahip su banyosunda gergeklestirilmistir. Reaksiyon koyu
renkli 50 ml’lik cam siselerde gergeklestirlimis olup, kullanilan enzim miktar1 toplam
substratin %10’u kadardir. Reaksiyon bagslangicindaki ve sonundaki asit degeri 0,IN
KOH ile titre edilerek belirlenmis olup esterifikasyon derecesi reaksiyon sirasinda
harcanan yag asidi baz alinarak hesaplanmistir (Shimada ve ark.,1997). Biitiin

reaksiyonlar iki paralel olacak sekilde yapilmis ve sonuglarin ortalamalar1 alinmistir.
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3.5.3 Serbest yag asitlerinin fraksinasyonu

Enzimatik esterifikasyon reaksiyonlart sonucunda elde edilen reaksiyon karigimi
enzimlerin uzaklastilmasi igin filtre kagidi ile stiziilmistiir. Karistma 70 ml 0,5 N
KOH (%30 etanollii) ilave edilip, ayirma hunisi yardimiyla 100 ml hekzan ile lauril
alkol ve lauril alkol esterleri ayrilmistir. Sabunlagan kismi igeren sulu fraksiyon 3N
HCl ile pH 1 olana dek asitlendirilmistir. Daha sonra karigim ayirma hunisine alinmig
ve agiga cikan yag asitleri 100 ml hekzan ile ekstrakte edilmistir. Serbest yag
asitlerini iceren hekzan fazi susuz sodyum siilfat ile kurutulduktan sonra doner

buharlastiricida 40°C’de uzaklastirilmistir.

3.6 Yag Asidi Metil Esterlerinin Hazirlanmasi

Ure fraksiyonlama ve enzimatik esterlestirme reaksiyonlar1 sonucu elde edilen yag
asitleri AOAC 969.33 metoduna gore metillendirilmistir. Bu yonteme gore, cam
balon igerisindeki 350 mg yag asidi tizerine 4 ml 0,5 N metanollii NaOH ve kaynama
tas1 konularak geri sogutucu altinda 60°C’de 5-10 dk kaynatilir. Ardindan 5Sml BF3
eklenerek 2 dk kaynatilir, daha sonra 5 ml heptan eklenerek 1 dk daha kaynatilir.
Yag asitlerini igeren balon geri sogucudan alinir, 15 ml doymus NaCl c¢ozeltisi
eklenerek hizli bir sekilde 15 sn ¢alkalanir. Balonun iist kisminda toplanan hepzan

fazinin tizerine susuz Na SO, ilave edilerek deney tiiplerine aktarilir.

3.7 Yag Asitlerinin Gaz-Sivi Kromatografisi ile Analizi

Metillendirme isleminin ardindan reaksiyon iirlinlerinin yag asidi kompozisyonlari
kapiler gaz-sivi kromatografisi (GSK) ile AOAC 969.33 metodu kullanilarak
belirlenmigtir. Bu amacla Thermoquest marka Trace GC 2000 model GSK
kullanilmig olup, analizde 30 m uzunluga sahip kapiler ZB wax (Bellaforte, PA)
kolonu kullanilmistir. GSK cihazinin kosullar1 ve kullanilan kolonun 6zellikleri

Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1: Gaz kromatografisi cihazinda uygulanan kosullar ve kolon 6zellikleri.

Dedektor tipi ve sicakhgi Alev iyonizasyon dedektorii, 260 °C
Dagitmali mod, 250°C

Enjektor sicakhgi Dagitim akis hizi: 116 ml/dk
Dagtim orani: 77

Helyum Akis Hizi 1,5 ml/dk

l.asama 150°C (3dk)
Firin sicakhig (Programh ¢alisma) 2.asama 5°C/dk ile 225°C
3.asama 225°C (5dk)

Kolon tipi 30m uzunlugunda, 0,25 mm i¢ ¢apli,
0,25 pum film kalinhiginda kapiler
kolon

Enjeksiyon miktari 1ul

3.8 Tepki Yiizey Yontemi ile Deneysel Tasarim

Echium wvulgare tohum yag kullanilarak CDYA ile zenginlestirilmis yaglarin
tiretiminde kullanilan iire fraksiyonlama yontemi {izerine etkisi olan ‘lre:yag asidi’
miktar1 oran1’ ve ‘reaksiyon siiresi’nin etkisinin incelenmesi amaciyla tepki-yiizey
yonteminden yararlanilmistir. Tepki olarak ise GLA ve SDA konsantrasyonu
secilmistir. Bagimsiz degiskenlerin deger araliklarinin se¢iminde hem 6n deneme
sonuglarindan hem de literatiirde verilen degerlerden yararlanilmistir. Bagimsiz

degiskenlerin seviyeleri ve degerleri Cizelge 3.2°de verilmektedir.

Cizelge 3.2: Ure fraksiyonlama yontemi icin kullanilan Merkezil Kompozit
Tasarimina ait degiskenler (faktorler) ve seviyeleri.

Kullanilan
Bagimsiz degiskenler Semboller seviyeler
-1 0 | +1
Yag asidi/iire (ag/ag) U/F 3 4 5
Reaksiyon siiresi (saat) h 8 16 | 24

Enzimatik yontemle Echium vulgare tohum yagindan CDYA konsantresi iiretimi
tizerine etkili olan ‘lauril alkol:yag asidi oran1 (mol/mol)’ ‘reaksiyon sicakligi’, ve
‘reaksiyon siiresi’nin etkisinin incelenmesi amaciyla tepki-ylizey yOnteminden
yararlanilmistir. Tepki olarak ise GLA ve SDA konsantrasyonu se¢ilmistir. Bagimsiz
degiskenlerin deger araliklarinin se¢iminde hem 6n deneme sonuglarindan hem de
literatiirde verilen degerlerden yararlanilmistir. Bagimsiz degiskenlerin seviyeleri ve

degerleri Cizelge 3.3’de verilmektedir.
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Cizelge 3.3: Enzimatik yontem igin kullanilan Merkezil Kompozit Tasarimina ait
degiskenler (faktorler) ve seviyeleri.

Bagimsiz degiskenler Semboller Kullillnllan sgwye:(_ali
Lauril alkol /Yag asidi/ (mol/mol) LA/FFA 1:1 2:1 | 31
Reaksiyon sicakligr © C T 50 55 | 60
Reaksiyon siiresi (saat) h 8 12 | 16

3.9 istatistiksel Analiz

Modde 5.0 (Umetrics, isveg) ve Modde 9.1 (Umetrics, Isveg) programi yardimiyla
olusturulan deney tasarimina gore gerceklestirilen tire fraksiyonlama ve enzimatik
esterifikasyon reaksiyonlarindan elde edilen veriler kullanilarak kuadratik (ikinci
derece) modelin olusturulmasi saglanmistir. Ure fraksiyonlama ve enzimatik
esterifikasyon sonucunda elde edilen tepki i¢in gelistirilen modelde asagida yer alan

polinom denklem kullanilmistir:

n+1 n+1 n  n+l
Y=B80+ BiX; + BuX:® + BijX; X; 3.4)

i=1 i=1 i=1 j=i+1

Esiklikte yer alan;

Y= Tepki

PBo= Kesisim terimi

B= Lineer (birinci derece) regresyon katsayist

Bii= Kuadratik (ikinci derece) regresyon katsayisi

Bi= Etkilesim regresyon katsayisi

Xi ve X;= Bagimsiz degisken olarak simgelenmektedir.

Bagimsiz degiskenler ile tepkiler arasindaki iligkiyi tahminlemek i¢in varyans analizi
(ANAOVA) ile elde edilen modelin deneylerden elde edilen verilere uygunlugu R
ve Q? degerleri ile tespit edilmistir (Yiiksel ve Yesilgubuk, 2011).
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Echium vulgare Tohum Yagmmin Karakterizasyonu

Substrat olarak kullanilan Ingiltere orjinli Echium vulgare tohumu yaginin

analizlenen ozellikleri Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1: Echium vulgare tohum yaginin 6zellikleri.

Ozellik E. vulgare yagi" | E. vulgare yag:®
Asitlik sayis1, mg KOH 2,54 2,80
Serbest yag asitligi (%) 1,27 1,40
Kirilma indisi 1,46 1,481
Sabunlagma sayisi, mg 186,95 180,3
KOH

"Ure fraksiyonlama deneylerinde kullanilan E.vulgare tohum yag:.

“Tiirkiye orjinli E.vulgare tohum yag (Bilgic, 2009).
Cizelge 4.1°de goriildiigii iizere iire fraksiyonlama reaksiyonunda kullanilan Ingiltere
orjinli E.vulgare tohum yaginin &zellikleri Tiirkiye orjinli E.vulgare tohum yaginin

degerlerine yakin olarak bulunmustur.

4.2 Echium vulgare Tohumunun Yag Asidi Bilesimi

E. vulgare tohum yagimin GSK kullanilarak belirlenen yag asidi bilesimi Cizelge 4.2’
de gosterilmistir. Analiz sonucu elde edilen E. vulgare yag asidi bilesimi literatiirdeki
degere yakin olarak belirlenmistir. Cizelge 4.2°de goriildiigii iizere E.vulgare tohum
yag1 omega-3 Ve omega-6 yag asitleri bakimindan, 6zellikle GLA, ALA ve SDA

icerigi bakimindan zengin bir yagdir.
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Cizelge 4.2: Echium vulgare tohum yaginin yag asidi bilesimi.

Yag asidi E. vulgare E. vulgare E.vulgare
tohum yagi ! tohum yagi 2 tohum yagi 3

C 16:0 5,7 7,9 7,7

C 18:0 2,2 4,8 4,2

C 18:1n-9 10,0 16,2 16,0

C 18:2n-6 (LA) 19,1 15,3 15,5

C 18:3n-6 (GLA) 11,6 10,2 10,7

C 18:3n-3 (ALA) 37,9 32,8 31,7

C 18:4n-3 (SDA) 13,3 12,2 12,6

C 20:0 1 0,45 -

"Ure fraksiyonlama deneylerde kullamlan E.vulgare tohum yag:.
*Tiirkiye orjinli E.vulgare tohum yag: (Bilgic, 2009).
“Czaplicki ve ark., 2009.

4.3 Omega-3 ve Omega-6 Yag Asitlerinin Ure Fraksiyonlama ve Enzimatik
Yontemler ile Konsantrasyonu

Omega-3 ve omega-6 yag asitleri bakimindan zengin bir yag olan E.vulgare tohum
yagindan ire fraksiyonlama ve enzimatik hidroliz ile enzimatik esterifikasyonu
iceren iki basamakli enzimatik yontemle ¢oklu doymamis yag asidi konsantresi
tiretimi gergeklestirilmis olup, reaksiyon kosullar1 Tepki Yiizey Yontemi kullanilarak

optimize edilmistir.

4.3.1 Ure fraksiyonlama yontemi
4.3.1.1 Reaksiyon kosullarimin Tepki Yiizey Yontemi ile optimizasyonu

E. vulgare tohum yagindan c¢oklu doymamis yag asidi konsantresi iiretiminde
reaksiyon kosullarinin optimizasyonu, se¢ilen reaksiyon parametreleri olan reaksiyon
stiresi (h, saat) ve yag asidi/iire oram1 (U/F, ag/ag) ile Tepki Yiizey YOntemi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Deney tasarimi1 dogrultusunda elde edilen reaksiyon

kosullarinin tire fraksiyonlama yontemi tizerindeki etkisi incelenmistir.

4.3.1.2 GLA ve SDA Kkonsantresi iiretimine reaksiyon kosullarinin etkilerinin

istatistiksel acidan yorumlanmasi

Modde 5.0 (Umetrics, Isveg) programi kullanarak iire fraksiyonlama yonteminden
elde edilen veriler analizlenerek tepkiye ait bir model olusturulmus; varyans analizi
yapilarak, elde edilen veriler ile olusturulan modelin uygunlugu incelenmistir.

Modde 5.0 programi yardimiyla gerceklestirilen 2 faktorlii 3 seviyeli Merkezil
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Kompozit Tasarimi ve deney noktalarinda gozlenen tepki degerleri (% GLA ve SDA

miktarlar1) Cizelge 4.3’de yer almaktadir.

Cizelge 4.3: Tepki Yiizey Yontemi ile gelistirilen deney tasarimi ve gdzlenen

tepkiler.
Bagimsiz degiskenler Tepki
Deney | U/F (ag/ag) h(saat) | %GLA | % SDA | (%) SDA+GLA

1 3 8 16,7 18,9 35,6
2 5 8 26,5 22,7 49,2
3 3 24 17,4 19,3 36,7
4 5 24 20,6 24,2 44,9
5 3 16 17,0 18,7 35,7
6 5 16 26,3 19,0 454
7 4 8 19,0 21,5 40,6
8 4 24 19,4 17,6 37,1
9 4 16 14,3 17,0 31,3
10 4 16 13,2 15,3 28,5
11 4 16 16,4 19,2 35,6

U/ F: iire /serbest yag asidi oram1 (g/g), h:kristalizasyon siiresi (saat)

Elde edilen modelin gozlenen tepkiye (% GLA ve SDA miktari) ait regresyon
katsayilar1 B ve 6nem dereceleri (P-degeri) istatistiksel olarak hesaplanmig ve

asagida Cizelge 4.4°da verilmistir.

Cizelge 4.4: Modelin GLA ve SDA konsantresi iiretimi igin regresyon katsayilari ve
onem dereceleri.

Bagimsiz degiskenler | Regresyon katsayilar (f3) P-degeri (onem derecesi)
Kesisim/Sabit 33,25 <0,0001

Lineer (1.derece)

U/F 4,08 0,03

h -2,35 0,15
Kuadratik (2.derece)

U/F*U/F 6,01 0,03

h*h 4,5 0,08
Etkilesim

U/F*h | 0,47 | 0,79

U/ F: iire /serbest yag asidi oran1 (g/g), h:kristalizasyon siiresi (saat)

Cizelge 4.4°de yer alan degerler incelendiginde, p<0,05 6nem diizeyinde birinci
derece terim olan U/F [iire:yag asidi(ag/ag)] oraninin GLA ve SDA konsantresi
iretimine etkisinin istatistiksel olarak onemli oldugu goriilmektedir. Ayrica birinci
derece terimlerden olan siirenin GLA ve SDA konsantresi iiretimini negatif yonde
etkiledigi gbzlenmektedir. Kuadratik terim olan iire:yag asidi oraninin da istatistiksel
olarak onemli oldugu goriilmektedir. Etkilesim terimleri olan ‘lire/yag asidi-siire,

‘stire-siire’ terimlerinin GLA ve SDA konsantrasyonu iizerine etkisinin istatistiksel
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olarak p<0,05 6nemli olmadigr belirlenmistir. GLA ve SDA konsantrasyonu igin

olusturulan denklem asagida verilmektedir.
GLA ve SDA konsantresi iiretimi=33,25+4,08(U/F)+6,01(U/F)? (4.1)

Elde edilen modelin uygunlugu varyans analizi (ANOVA) ile irdelenmis olup;

sonuclar Cizelge 4.5°de gosterilmistir.

Cizelge 4.5: GLA ve SDA konsantresi iiretimi i¢in (ANOVA) analizi sonuglart.

CDYA Konsantresi | SD | KT KO F P-degeri
degeri

Toplam 11 | 17117,4 | 1556,13

Sabit 1 |16731 16731

Toplam diizeltilen 10 | 386,38 38,63

Regresyon 5 | 328,10 65,62 5,62 0,04

Hata 5 |58,28 11,65

Model yetersizligi 3 19,78 3,26 0,13 0,93

Tekrar hatasi 2 1485 24,25

SD:Serbestlik derecesi; KT:Kareler toplami; KO: Kareler ortalamast; p: Olasilik

degeri.
Varyans analizi sonuglarina gére, GLA ve SDA konsantresi iiretimi i¢in elde edilen
modelin F degerleri (Fmoget) 1186 F taplo degerlerinin karsilastirilmasi ile modelin
tahminleme i¢in uygunlugu degerlendirilmistir. Buna gore, P<0,05 énem diizeyinde
(Fmodel) (5,62) degerinin F tapio F55 (5,05) degerinden biiyiik oldugu; dolayisiyla
elde edilen modelin tahminleme igin uygun oldugu goriilmektedir. Ayrica, modelin
elde edilen verilere uygunlugu model yetersizligi (lack of fit) ile tespit edilmektedir.
Model yetersizligi, modelin deneysel boélgelerde bulunan ve regresyonda yer
almayan noktalardaki verileri gostermedeki basarisizliginin bir 6lgiitidiir GLA ve
SDA konsatresi iiretimi i¢in elde edilen modelin model yetersizliginin p-degeri
(0,13)>0,05 oldugundan, GLA ve SDA konsatresi iiretimine ait modelin verilerle

uyumlu oldugu saptanmistir (Bilgig, 2011).

Varyans analiz sonuglar1 incelendiginde GLA ve SDA konsantresi liretimi igin
gelistirilen modele ait model katsayisi (Rz) 0,85 diizeltilmis model katsayisi (R2 diiz)
0,7 ve modelin tahminleme giicii ise (Q) 0,58 olarak bulunmustur. Ayrica modelden
tahminlenen degerler ile lire fraksiyonlama reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen

veriler arasindaki iliski Sekil 4.1°de grafikte gosterilmistir.
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Sekil 4.1: Reaksiyon sonuglar1 ile SDA ve GLA konsantresi iiretimine ait modelden
tahminlenen degerler arasindaki iliski.

Sekil 4.1°deki grafikte gorildiigii gibi, deney sonucunda gozlenen degerler ile
modelden tahmin edilen degerler arasindaki iliski yiiksek oranda lineerlik
gostermektedir. Bu ayn1 zamanda, modelin biiyiik oranda reaksiyon parametreleri ile
tepki (GLA ve SDA konsantrasyonu) arasindaki gercek ilskiyi temsil ettiginin bir
gostergesidir (Yang ve ark., 2003).

4.3.1.3 Sonuglarin tepki-yiizey ve izdiisiim grafikleriyle yorumlanmasi

Ure fraksiyonlama reaksiyonu sonucu elde edilen iiriinlerin reaksiyon parametreleri
tepki-yiizey ve izdisim grafikleri ile incelenmistir. Sekil 4.2°de ire:yag asidi
(agirlikga) orani ile reaksiyon siiresinin SDA ve GLA konsantresi {iretimine etkisini
gosteren ve ‘‘maksimum tepki’’ olarak tanimlanan izdiisiim grafigi yer almaktadir.
Bu grafige gore, reaksiyon siiresi kisaldik¢a ve iire:yag asidi oran1 (ag/ag) arttikga
GLA ve SDA konsantrasyonun arttigir goriilmektedir. Sekil 4.3’de GLA ve SDA
konsantresi iiretimine iire:yag asidi oraninin ve kristalizasyon siiresinin etkisini

gosteren tepki yiizey grafigi goriilmektedir.
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Ure/Yag asidi
orani (ag/ag)

a 140 e 4 16 14 20 22 24

Reaksiyon siiresi (saat)

Sekil 4.2: GLA ve SDA konsantresi iiretimine {ire:yag asidi oraninin ve
kristalizasyon stiresinin etkisini gosteren izdiisiim grafigi.

Sekil 4.3: GLA ve SDA Kkonsantresi iiretimine ire:yag asidi oraninin ve
kristalizasyon siiresinin etkisini gosteren tepki yiizey grafigi.

Echium vulgare tohum yagindan GLA ve SDA konsantresi eldesine ait izdiisiim
grafiklerinden ¢ikarilan sonuglara gore; GLA ve SDA konsantresi eldesini etkileyen
en onemli faktoriin birinci ve ikinci dereceden terimlerden olan iire:yag asidi orani
oldugu sonucuna varilmistir. Ure:yag asidi oranin konsantrasyon oranim etkilemesi
literatiirde yer alan diger ¢alismalarda da gbzlenmektedir. Wanasundura ve Shahidi
(1999) tarafindan yapilan calismada iire fraksiyonlama yontemi ile fok baligi
yagindan omega-3 yag asidi konsantresi eldesi i¢in, iire:yag asidi orani (mol/mol),
kristalizasyon sicakligi ve kristalizasyon siiresi gibi bagimsiz degiskenlerin etkisi
incelenerek, en yiksek o0omega-3 konsantrasyonunu saglayan kosullarin

optimizasyonu i¢in li¢ degiskenli Merkezil Kompozit Tasarimi kullanilmistir.
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Calisma sonucunda optimum reaksiyon kosullari; iire:serbest yag asidi orani 4,5
(9/g), kristalizasyon siiresi 24 saat ve kristalizasyon sicakligi -10°C olarak
belirlenmistir. Tepki olarak belirlenen omega-3 yag asidi igerigi iizerine birinci ve
ikinci terimlerden olan iire:yag asidi oranin ve kristalizasyon sicakligimin istatiksel
olarak cok onemli oldugu belirlenirken, kristalizasyon siiresinin 6nemli olmadig:

belirlenmistir.

Spurvey ve Shahidi (2000)’nin yapmis c¢alismada ise hodan bitkisinden GLA
konsantresi eldesi i¢cin optimum kosullar 3 faktorlii 3 seviyeli merkezil bilesik deney
deseni ile belirlenmis olup, bu kosullar; iire:serbest yag asidi orami 3,7 (ag/ag),
kristalizasyon siiresi 16 saat ve kristalizasyon sicaklig1 -7 °C’dir. Optimum kosullar
altinda %91 oraninda GLA konsantresi elde edilmistir. Tepki olarak secilen GLA
konsantrasyonu iizerine, bagimsiz degisken olarak belirlenen {iire:yag asidi oran,
kristalizasyon siiresi ve kristalizasyon sicakligmin etkisi incelenmistir. GLA
icerigine, birinci ve ikinci terimlerden olan {re:yag asidi oraninin etkisinin
istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlenirken, kristalizasyon siiresi ve
kristalizasyon sicakliginin GLA igerigine etkisinin dnemli olmadig1 belirlenmistir.
Ayrica etkilesim terimlerinin GLA igerigi lizerine etkisi istatistiksel olarak 6nemli
bulunmamistir. GLA konsantresi eldesini etkileyen en 6nemli faktoriin iire:yag asidi

orani oldugu vurgulanmistir.

Liu ve ark. (2006)’nin yapmis olduklar bir ¢alismada ise, iire fraksiyonlama yontemi
ile tuna balig1 yagindan DHA ve EPA konsantresi eldesi i¢in, lire:yag asidi oran
(mol/mol), kristalizasyon sicakligi ve kristalizasyon siiresi (Saat) gibi bagimsiz
degiskenlerin etkisi incelenerek, en yiiksek EPA ve DHA konsantrasyonunu saglayan
kosullarin optimizasyonu icin ii¢ degiskenli merkezil bilesik tasarim yontemi
kullanilmistir. Calisma sonucunda optimum reaksiyon kosullarinin; iire:yag asidi
orant 15 (mol/mol), kristalizasyon sicaklig1 -5°C ve kristalizasyon siiresinin 20 saat
oldugu belirlenmis olup, bu kosullarda elde edilen konsantre {iriinde toplam EPA ve
DHA’nin %85,02 oldugu ve iirlin veriminin %25,10 oldugu belirtilmistir. Tepki
olarak belirlenen toplam EPA ve DHA igerigi tizerine, birinci ve ikinci terimlerden
olan iire:yag asidi oranin istatiksel olarak ¢ok Onemli oldugu ve Kkristalizasyon
sicakligiin istatiksel olarak onemli oldugu belirlenirken, kristalizasyon siiresinin

onemli olmadig: belirlenmistir.
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Ustiin ve Kent (2010)’in yapmis oldugu baska bir calismada ise alabalik yagindan
coklu doymamis yag asitleri konsantresi eldesi i¢in optimum kosullar tepki-yiizey
metoduyla belirlenmistir. Ug¢ degiskenli ii¢ seviyeli yiizey merkezli kiip tasarim
noktalarinda 4°C’de gergeklestirilen ve bagimsiz degiskenler olarak etanol:iire orani
(hac/ag), lire yag asidi (ag/ag) oran1 ve kristalizasyon siiresi (saat) olarak segilen iire
fraksiyonlama deneyleri sonucunda, optimum reaksiyon kosullari; iire:serbest yag
asidi orani1 3,5 (ag/ag), etanol:iire oran1 5,6 (hac/ag) ve kristalizasyon siiresi 4,8 saat
olarak bulunmustur. Bu kosullar altinda alabalik yagindan %88,1 coklu doymamis
yag asidi igeren iiriin elde edilmistir. Tepki olarak belirlenen CDY A igerigine, birinci
terimlerden olan etanol:iire oraninin istatistiksel olarak etkisinin negatif oldugu, diger
birinci terimlerden olan iire:yag asitleri oranin etkisinin en yiiksek oldugu ve
kristalizasyon siiresinin en az etkiye sahip oldugu belirlenmistir. CDYA igerigine,
ikinci terimlerden olan iire: yag asidi oranin en Yyiiksek etkiye sahip oldugu

belirlenmistir.

Maksimum GLA ve SDA Kkonsantrasyonu; iire:yag asidi oranin 5:1 (ag/ag);
reaksiyon siiresinin 8 saat oldugu kosullarda gerceklesmistir. Bu kosullarda elde
edilen iiriiniin yag asidi bilesimi Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6: GLA ve SDA konsantrasyonun maksimum oldugu kosullardaki yag
asidi bilesimi (%omol).

Yag asidi E. vulgare
tohum yagi

C 16:0 11

C 18:0 2,7

C 18:1n-9 0,07

C 18:2n-6 (LA) 13,0

C 18:3n-6 (GLA) 26,5

C 18:3n-3 (ALA) 33,5

C 18:4n-3 (SDA) 22,7

C 20:0 0,3

GLA ve SDA konsantresi eldesi i¢in Modde 5.0 (Umetrics, Isveg) programi yardimi
ile elde edilen optimum kosullar; iire:yag asidi oran1 5:1(ag/ag), kristalizasyon siiresi

8 saat olup, bu kosullar altinda beklenen GLA ve SDA konsantrasyonu % 50,26°d1r.

4.3.1.4 Modelin dogrulanmasi

Tepki yiizey yontemi ile elde edilen GLA ve SDA konsantresi eldesine ait modelin

dogrulugunun tespiti i¢in belirlenen optimum reaksiyon kosullarinda; tire:yag asitleri
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orani 5:1 (agirlik¢a), kristalizasyon siiresi 8 saat deney tekrar yapilmistir. Bu kosullar
icin modelden tahminlenen GLA ve SDA konsantrasyonu % 50,26’dir. Ure
fraksiyonlama reaksiyonu sonucu optimum kosullarda elde edilen iiriiniin yag asidi

bilesimi Cizelge 4.7°de gosterilmistir.

Cizelge 4.7: Optimum kosullarda elde edilen iiriiniin yag asidi bilesimi (%omol).

Yag asidi E. vulgare
tohum yag *
C 16:0 0,22
C 18:0 0,04
C 18:1n-9 1,35
C18:2n-6 (LA) 13,2
C 18:3n-6 (GLA) 24,6
C 18:3n-3 (ALA) 32,3
C 18:4n-3 (SDA) 28,0
C 20:0 0,14

Ure fraksiyonlama reaksiyonu sonucu optimum kosullarda elde edilen iiriinde
toplam GLA ve SDA konsantrasyonu %52,6 olarak belirlenmis olup, modelden

tahminlenen degere (%50,2) yakin oldugu goriilmektedir.
4.3.2 Enzimatik yontem

Echium vulgare tohum yaginin hidroliz reaksiyonlar literatiirde verilen degerlerden
ve 0n deneme sonuglarindan yararlanilarak 250 rpm ¢alkalama hizina sahip su
banyosunda gesitli sicakliklarda Novozyme 435 enzimi ile 48 saat siireyle
gerceklestirilmistir. Reaksiyon sonucu elde edilen friiniin GSK kullanilarak

belirlenen yag asidi bilesimi Cizelge 4.8’de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.8: E. vulgare tohum yaginin Novozyme 435 enzimi ile gergeklestirilen
hidroliz reaksiyonu sonucu yag asidi bilesimi (% mol).

Yag asidi 45 °C 55°C | 60°C
C16:0 7,3 6,1 6,0
C18:0 4,2 3,3 2,3
C 18:1n-9 18 14 13,8
C 18:2n-6 (LA) 14,4 15,7 14,8

C 18:3n-6 (GLA) 10,6 117 | 11,9
C 18:3n-3 (ALA) 313 303 | 331
C 18:4n-3 (SDA) 133 165 | 165
C 200 0,1 2.1 0,5

* 48 saat, 250 rpm calkalama hizina sahip su banyosunda.
* Hidroliz Derecesi: 45°C: %71; 55°C:%76; 60°C:%83.
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E.vulgare tohum yaginin en yiiksek oranda hidrolizi 60°C’de 250 rpm c¢alkalama
hizina sahip su banyosunda 48 saat siirede ger¢eklesmistir. Bu nedenle hidrolizasyon

reaksiyonlar1 bu kosullarda yapilmistir.

4.3.2.1 Reaksiyon kosullarimin Tepki Yiizey Yontemi ile optimizasyonu

Echium vulgare tohum yagindan enzimatik esterifikasyon reaksiyonu ile CDYA
konsantresi iiretiminde reaksiyon kosullarinin optimizasyonu, segilen reaksiyon
parametreleri olan reaksiyon reaksiyon sicakligi (T,°C) ve siiresi (h, saat), lauril
alkol:yag asidi orami (LA/FFA, mol/mol) ile Tepki Yiizey Yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Deney tasarimi dogrultusunda elde edilen reaksiyon kosullarinin

enzimatik esterifikasyon reaksiyonu tizerindeki etkisi incelenmistir.

4.3.2.2 GLA ve SDA Kkonsantresi iiretimine reaksiyon kosullarmmin etkilerinin

istatistiksel acidan yorumlanmasi

Modde 9.1 (Umetrics, Isve¢) programi kullanarak enzimatik esterifikasyon
yonteminden elde edilen veriler analizlenerek tepkiye ait bir model olusturulmus;
varyans analizi yapilarak, elde edilen veriler ile olusturulan modelin uygunlugu
incelenmistir. Modde 9.1 programi yardimiyla gergeklestirilen 3 faktorlii, 3 seviyeli
Merkezil Kompozit Tasarimi ve deney noktalarinda gozlenen tepki degerleri (%
GLA ve SDA miktarlar1) ile verim ve esterifikasyon dereceleri Cizelge 4.9’de yer

almaktadir.
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Cizelge 4.9: Tepki Yiizey Yontemi ile gelistirilen deney tasarimi ve goézlenen
tepkiler ile verim ve esterifikasyon dereceleri.

Bagimsiz .
Deney degiikenler Tepki

h LA/FFA | T | %GLA | % SDA | % SDA+GLA | % Verim | % ED
1 8 1:1 50 25,9 29,5 55,4 74,1 84,8
2 8 1:1 60 22,5 26,9 49,1 52,2 72
3 16 1:1 50 27,2 32,2 59,4 73,4 84
4 16 1:1 60 20,1 25,2 45,3 59,1 75,9
5 8 3:1 50 20,8 23,4 44,3 36,2 76,8
6 8 3:1 60 21,8 27,6 49,4 45,6 71,7
7 16 3:1 50 20,8 23,1 44 40,7 73,7
8 16 31 60 19,9 215 41,1 38,3 61,5
9 12 2:1 50 21 24,3 45,3 49,8 74,2
10 12 2:1 60 19,4 23,8 43,2 47,5 62
11 8 2:1 55 20,3 25,4 45,7 47,2 62
12 16 2:1 55 21,6 26,1 47,7 46,8 72
13 12 1:1 55 24,4 29,8 54,2 57,8 73
14 12 31 55 19,6 23 42,6 48,8 62
15 12 2.1 55 23,5 27,9 51,4 57,1 69
16 12 2:1 55 23 27,3 50,3 53,4 62
17 12 2:1 55 24,5 28 52,5 55,7 63

h; Reaksiyon siiresi, LA/FFA,; Lauril alkol/Yag asidi orani (mol/mol), T; reaksiyon sicakligi (°C),
ED; Esterifikasyon derecesi.

Modelin goézlenen tepkiye (% GLA ve SDA miktari) ait regresyon katsayilar1 8 ve

onem dereceleri (P-degeri) istatistiksel olarak hesaplanmis ve asagida Cizelge

4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10: Modelin GLA ve SDA konsantresi iiretimi igin regresyon katsayilari
ve Onem dereceleri.

Bagimsiz degiskenler | Regresyon katsayilari (8) P-degeri (bnem derecesi)
Kesisim/Sabit 48,72 <0,0001
Lineer (1.derece)

LA/FFA -4,2 0,003
h -0,64 0,53
T -2,02 0,07
Kuadratik (2.derece)

LA/FFA*LA/FFA 1,72 0,39
h*h 0,04 0,98
T*T -2,45 0,23
Etkilesim

LA/ FFA*h -1,08 0,35
LA/FFA*T 2,84 0,035
h*T -1,97 0,11

LA/FFA; Lauril alkol/yag asidi orani (mol/mol), h;reaksiyon siiresi (saat), T; reaksiyon

sicakligr (°C).
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Cizelge 4.10’da yer alan degerler incelendiginde, p<0,05 6nem diizeyinde birinci
derece terim olan ‘lauril alkol/yag asidi (mol/mol) orani’'min GLA ve SDA
konsantresi iiretimine etkisinin istatistiksel olarak 6nemli oldugu ancak etkisinin
negatif oldugu goriilmektedir. Ayrica birinci derece terimlerden olan ‘reaksiyon
sicakligi’ ve ‘reaksiyon siiresi’nin GLA ve SDA konsantresi iiretimine etkisinin
istatistiksel olarak o6nemli olmadigi, GLA ve SDA konsantresi iiretimini negatif
yonde etkiledigi gbézlenmektedir. Kuadratik terim olan ‘sicaklik-sicaklik’ teriminin
GLA ve SDA konsantresi iiretimine negatif etki ettigi gozlenmektedir. Etkilesim
terimi olan ‘sicaklik-lauril alkol/yag asidi oran1 (mol/mol)’ teriminin GLA ve SDA
konsantrasyonu iizerine etkisinin istatistiksel olarak (p<0,05) O6nemli oldugu
belirlenmistir. GLA ve SDA konsantrasyonu i¢in olusturulan denklem asagida

verilmektedir.
GLA ve SDA konsantresi iiretimi=48,72-4,2 LA/FFA+2,8LA/FFA*T  (4.2)

Elde edilen modelin uygunlugu varyans analizi (ANOVA) ile irdelenmis olup;

sonuclar Cizelge 4.11°de gosterilmistir.

Cizelge 4.11: GLA ve SDA konsantresi iiretimi i¢in (ANOVA) analizi sonuglart.

CDYA Konsantresi | SD | KT KO F degeri | P-degeri
Toplam 17 | 40095,3 | 2358,54

Sabit 1 39682,8 | 39682,8

Toplam diizeltilen 16 412,45 25,77

Regresyon 9 346,05 38,45 4,05 0,039
Hata 7 66,40 9,48

Model yetersizligi 5 63,86 12,7 10,09 0,093
Tekrar hatasi 2 2,53 1,26

SD:Serbestlik derecesi; KT:Kareler toplami; KO: Kareler ortalamasi; p: Olasilik degeri.

Varyans analizi sonuglarina gore, GLA ve SDA konsantresi iiretimi i¢in elde edilen
modelin F degerleri (Fmoget) 116 F taplo degerlerinin karsilastirilmasi ile modelin
tahminleme i¢in uygunlugu degerlendirilmistir. Buna gore, P<0,05 6nem diizeyinde
(Fmodel) (4,05) degerinin F tapio Fo,7) (3,69) degerinden biiyiik oldugu; dolayisiyla
elde edilen modelin tahminleme i¢in uygun oldugu goriilmektedir. Ayrica, modelin
elde edilen verilere uygunlugu model yetersizligi (lack of fit) ile tespit edilmektedir.
Model yetersizligi, modelin deneysel bolgelerde bulunan ve regresyonda yer
almayan noktalardaki verileri gostermedeki basarisizliginin bir dlciitiidiir. GLA ve

SDA konsatresi iiretimi i¢in elde edilen modelin model yetersizliginin p-degeri
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(0,093)>0,05 oldugundan, GLA ve SDA konsatresi iiretimine ait modelin verilerle

uyumlu oldugu saptanmistir (Bilgig, 2011).

Varyans analiz sonuglar1 incelendiginde GLA ve SDA konsantresi liretimi ig¢in
gelistirilen modele ait model katsayisi (RZ) 0,84 diizeltilmis model katsayisi (R2 diiz)
0,63 ve modelin tahminleme giicii ise (Q?) 0,23 olarak bulunmustur. Ayrica
modelden tahminlenen degerler ile enzimatik esterifikasyon reaksiyonlar1 sonucunda

elde edilen veriler arasindaki iliski Sekil 4.2°de grafikte gdsterilmistir.
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Sekil 4.4: Reaksiyon sonuglar1 ile GLA ve SDA konsantresi liretimine ait modelden
tahminlenen degerler arasindaki iligki.

Sekil 4.4°deki grafikte goriildiigii gibi, deney sonucunda gozlenen degerler ile
modelden tahmin edilen degerler arasindaki iliski yiiksek oranda lineerlik
gostermektedir. Bu ayn1 zamanda, modelin biiyilik oranda reaksiyon parametreleri ile
tepki (GLA ve SDA konsantrasyonu) arasindaki gergek iliskiyi temsil ettiginin bir
gostergesidir (Yang ve ark., 2003).

Maksimum GLA ve SDA konsantrasyonu; yag asidi oranm:lauril alkol: 1:1
(mol/mol); reaksiyon sicakliginin 50°C ve reaksiyon siiresinin 16 saat oldugu
kosullarda gerceklesmistir. Bu kosullarda elde edilen {iiriiniin yag asidi bilesimi

Cizelge 4.6°da verilmistir.
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Cizelge 4.12: GLA ve SDA konsantrasyonun maksimum oldugu kosullardaki yag
asidi bilesimi (%omol).

Yag asidi E. vulgare yag asidi
C 16:0 3,8

C 18:0 2,3

C 18:1n-9 9,3

C 18:2n-6 (LA) 8

C 18:3n-6 (GLA) 27,2

C 18:3n-3 (ALA) 16,7

C 18:4n-3 (SDA) 32,2

C 20:0 -

GLA ve SDA konsantresi eldesi icin Modde 9.1 (Umetrics, Isvec) programi yardimi
ile elde edilen optimum kosullar; yag asidi:lauril alkol orani 1:1 (mol/mol), reaksiyon
sicakligi 50°C ve reaksiyon siiresi 16 saat olup, bu kosullar altinda beklenen GLA ve

SDA konsantrasyonu % 59,5’dur.

4.3.2.3 Sonuglarn tepki-yiizey ve izdiisiim grafikleriyle yorumlanmasi

Enzimatik esterifikasyon reaksiyonu sonucu elde edilen {irlinlerin reaksiyon
parametreleri tepki-yiizey ve izdiisim grafikleri ile incelenmistir. Sekil 4.5’de yag
asidi:lauril alkol (mol/mol) orani ile reaksiyon siiresinin GLA ve SDA konsantresi
tiretimine etkisini gosteren izdigim grafigi yer almaktadir. Bu grafige gore,
reaksiyon siiresi uzadikg¢a ve lauril alkol:yag asidi oran1 (mol/mol) diistilkge GLA ve
SDA konsantrasyonun arttigi goriilmektedir. Sekil 4.6’de GLA ve SDA konsantresi
tiretimine reaksiyon sicakliginin ve reaksiyon siiresinin etkisini gosteren tepki yiizey

grafigi goriilmektedir.

!
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1.8 \E\ 49

1.8

LAFFA

14 4

1.2 +

Sekil 4.5: GLA ve SDA konsantresi iiretimine lauril alkol:yag asidi oraninin
mol/mol ve enzimatik esterifikasyon siiresinin etkisini gdsteren
izdiislim grafigi.
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Sekil 4.6: GLA ve SDA konsantresi liretimine reaksiyon siiresinin ve reaksiyon
sicakliginin etkisini gosteren izdiistim grafigi.

Sekil 4.7°da yer alan grafikte ise lauril alkol:yag asidi oraninin (mol/mol) ve

reaksiyon sicakliginin GLA ve SDA konsantresi tiretimine etkisi goriilmektedir.

28 +
28 +
24 4

22+
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Sekil 4.7: GLA ve SDA konsantresi iiretimine lauril alkol:yag asidi oraninin
(mol/mol) ve reaksiyon sicakliginin etkisini gosteren izdiisiim grafigi.

Sekil 4.7°den de goriilecegi tizere lauril alkol:yag asidi oran1 (mol/mol) ve reaksiyon

sicakligr diistiikce GLA ve SDA konsantrasyonu artmaktadir.

Huang ve ark., (1997)’nin hodan bitkisi yagindan GLA konsantresi elde ettikleri
caligmada, kimyasal hidroliz ile elde ettikleri yag asitleri Lipozyme IM 20 enzimi
yardimiyla n-butanol varhiginda esterlestirilmistir. ~ Selektif  esterifikasyon

reaksiyonunun optimizasyonu i¢in ¢esitli oranlarda hodan bitkisi serbest yag asidi:n-
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butanol orani (1:1-1:4, mol/mol) denenmistir. 15 mg Lipozim IM 20 enzimi, 3ml
isooktan varliginda 600 rpm c¢alkalama hizina sahip su banyosunda ger¢eklestirilen
reaksiyonlar sonucu optimum kosullarin; n-butanol/serbest yag asidi orami 2:1, ve
reaksiyon siiresinin 2 saat, reaksiyon sicakliginin ise 60°C oldugu belirlenmistir.
Selektif esterifikasyon sonucunda yag asitleri icerisindeki GLA konsantrasyonu

%87’ ye ylikselmistir.

Shimada ve ark., (1997)’1 hodan bitkisi yagindan GLA konantresi elde etmek igin iki
basamakli enzimatik yontem kullanmiglardir. 3 gr hodan yag1 2 gr su varliginda 5000
U Lipozam ile 35°C’de 500 rpm c¢alkalama hizina sahip su banyosunda 24 saat
hidroliz edilmistir. Hidroliz reaksiyonu sonucu elde edilen yag asitleri selektif
esterifikasyon i¢in kullanilmistir. 4 gr hodan yag asidi/lauril alkol (1:2, mol/mol), 1
gr su 1000U R. delemar kaynakli lipaz enzimi ile 30°C’de 20 saat 500 rpm
calkalama hizina sahip su banyosunda gerceklestirilen esterifikasyon reaksiyonu ile
palmitik asit, oleik asit ve linoleik asidin lauril alkol ile esterlesmesi sonucu
esterlesmemis yag asidi fraksiyonunda GLA konsantrasyonu %22.,5’ten %70’¢ %80
verimle yiikselmistir. Esterifikasyon ilk 8 saat icinde ¢ok hizli bir sekilde
gerceklesirken 8 saatten sonra GLA’nin lauril alkol ile ester yapmasi sonucu
GLA’nin yag asidi fraksiyonunda verimi diigmiistiir. Ayn1 sartlarda yapilan ikinci

esterifikasyon reaksiyonu sonucunda GLA konsantrasyonu %93,7’¢ yiikselmistir.

Shimada ve ark. (1998)’nin yapmis olduklar1 bagka bir ¢alisgmada ise, GLA nin
blyiik olcekte saflagtirma prosesinde baslangi¢ materyali olarak hodan bitkisi
yaginin selektif hidrolizi sonuncunda elde edilen %45 oraninda GLA igeren yag
kullamilmistir. Calismada GLA ile zengin yag, %33 su varhiginda 250U/g
Pseudomonas kaynakli lipaz enzimi ile 35°C’ de 24 saat hidroliz edilmis ve elde
edilen yag asitleri distilasyon yontemi ile diger iriinlerden ayrilmistir. GLA ile
zengin yag % 91,5 oraninda hidroliz olmustur. Hidroliz reaskiyonu sonucu elde
edilen yag asitleri R. delemar kaynakli lipaz enzimi varliginda lauril alkol ile
esterlestirilmistir. Yag asitleri/lauril alkol oranmi 1:2 (mol/mol) olan, 70U/g R.
delemar kaynakli lipaz enzimi ve %20 su igeren reaksiyon karigtmi 500 rpm
calkalama hizina sahip su banyosunda 30°C’de 16 saat siiren esterifikasyon
reaksiyonu sonucunda yagdaki GLA konsantrasyonu %52’ye esterifikasyon derecesi
89,5’e yiikselmistir. % 18 oraninda lauril alkol esterleri ile kontamine olmus GLA ile
zengin fraksiyonun GLA igerigini yiikseltmek igin ikinci bir esterifikasyon islemi

uygulanmis ve GLA konsantrasyonu %97,3’e yilikselmistir (esterifikasyon derecesi:
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%15,2). Esterifikasyon reaksiyonlarinin ardindan uygulanan iire fraksiyonlama

reaksiyonu sonucunda %98,6 GLA iceren yag asitleri iiriinleri elde etmislerdir.

Lopez-Martinez ve ark. (2006)’larinin yapmis oldugu ¢alismada B. officinalis ve E.
fastuosum tohum yaglarindan GLA konsantresi elde etmek i¢in enzimatik hidroliz ve
enzimatik esterifikasyon reaksiyonlarmi iceren iki basamakli enzimatik yontem
kullanilmistir. 37°C’de 250 rpm ¢alkalama hizina sahip su banyosunda 48 saat siiren
hidroliz reaksiyonunda 100 mg tohum yagi, 0,1 ml distile su, 5 ml hekzan ve 10 mg
cesitli lipaz enzimleri kullanmilmistir. B. officinalis tohum yagi en yiiksek oranda R.
delemar lipaz enzimi ile hidrolize olurken, E. fastuosum tohum yag: M. javanicus
lipazi ile yiiksek oranda hidrolize olmustur. Calismanin ikinci kisminda ise, Kimyasal
hidroliz ile elde edilen yag asitlerinin lauril alkol varliginda hidroliz sirasinda
kullanilan enzimler ile segici esterifikasyonu saglanmistir. 100 mg yag asidi, 130 mg
lauril alkol, 4 ml hekzan igeren reaksiyon karigimi 40°C’de 250 rpm ¢alkalama
hizina sahip su banyosunda 48 saat siireyle 10 mg lipaz enzimi varliginda
esterlesmistir. B. officinalis tohum yagindan elde edilen yag asitlerinin C. rugosa
lipaz ile esterifikasyonu ile esterlesmemis yag asitlerindeki GLA orani %59 verimle
%091’e yiikselirken, E. fastuosum tohum yagindan elde edilen yag asitlerinin M.
javanicus lipazi1 ile esterifikasyonu ile esterlesmemis yag asitlerindeki GLA orani

%68 verimle %64’¢ yiikselmistir.

4.3.2.4 Modelin dogrulanmasi

Tepki yiizey yontemi ile elde edilen GLA ve SDA konsantresi eldesine ait modelin
dogrulugunun tespiti icin Modde 9.1 (Umetrics, Isveg¢) programi yardimiyla
belirlenen belirlenen optimum reaksiyon kosullarinda; lauril alkol:yag asitleri orani
1:1 (mol/mol), reaksiyon siiresi 16 saat ve reaksiyon sicakligi 50°C, deney tekrari
yapilmistir. Bu kosullar i¢in modelden tahminlenen GLA ve SDA konsantrasyonu
%59,5°dur. Belirlenen optimum kosulda modelin dogrulugunun arastirilmasi igin,
enzimatik esterifikasyon reaksiyonu optimum kosullarda tekrarlanmis ve elde edilen
tirlinlin yag asidi bilesimi belirlenmistir. Enzimatik esterlestirme reaksiyonu sonucu
optimum kosullarda elde edilen friniin yag asidi bilesimi Cizelge 4.13’de

gosterilmistir.
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Cizelge 4.13: Optimum kosullarda elde edilen iiriiniin yag asidi bilesimi (%mol).

Yag asidi E. vulgare
tohum yagi

C 16:0 3,9

C 18:0 2,7

C 18:1n-9 9,1

C18:2n-6 (LA) 8

C 18:3n-6 (GLA) 28,2

C 18:3n-3 (ALA) 15,8

C 18:4n-3 (SDA) 32,3

C 20:0 -

Enzimatik esterifikasyon reaksiyonu sonucu optimum kosullarda %72,3 verimle ve
%85 esterifikasyon derecesi ile elde edilen iriinde toplam GLA ve SDA
konsantrasyonu 9%60,5 olarak belirlenmis olup, modelden tahminlenen degere

(%59,5) yakin oldugu goriilmektedir.

Enzimatik esterifikasyon reaksiyonlart sonucunda elde edilen iiriinde GLA ve SDA
konsantrasyonunu daha da artirmak ig¢in optimum kosulda elde edilen iiriine, iire
fraksiyonlama reaksiyonlarinin tepki ylizey ydtemi ile optimizasyonu sonucu elde
edilen optimum kosullar, lire:yag asitleri oran1 5:1 (agirlikga), kristalizasyon siiresi 8
saat, uygulanmistir. Optimum kosullarda elde edilen {irline uygulanan iire

fraksiyonlama reaksiyonu sonuclar1 Cizelge 4.9°da verilmektedir.

Cizelge 4.14: Optimum kosullarda elde edilen {iiriine uygulanan tre fraksiyonlama
reaksiyonu sonuglart.

Yag asidi E. vulgare Ure

tohum yag1 | Fraksinasyonu
C 16:0 3,9 0,8
C 18:0 2,7 0,6
C 18:1n-9 9,1 3,9
C18:2n-6 (LA) 8 5,8
C 18:3n-6 (GLA) 28,2 35,2
C 18:3n-3 (ALA) 15,8 12,2
C 18:4n-3 (SDA) 32,3 40,5
C 20:0 - -

Ure fraksiyonlama reaksiyonlar1 sonucunda son iiriinde GLA konsantrasyonu
%28,2’den  %35,2’ye yiikselirken SDA konsantarsyonu %32,3’den %40,5’e
yiikselmistir. Toplam GLA ve SDA konsantrasyonu %60,5’ten %75,7’ye
yiikelmistir.
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5. SONUC

Bu ¢alisma ile omega-3 ve omega-6 yag asitleri igerigi bakimindan zengin Echium
vulgare tohum yagindan iire fraksiyonlama ve enzimatik esterifikasyon yontemleri
ile CDYA konsantresi eldesinde reaksiyon kosullar1 tepki-ylizey yontemi ile

optimize edilmistir.

Calismada, iire fraksiyonlama deneyleri +4°C’de iki degiskenli {i¢ seviyeli merkezil
kompozit tasarim noktalarinda yapilmistir. Bagimsiz degiskenler olan iire:yag asidi
(ag/ag) oranmin ve kristalizasyon siiresinin (saat) elde edilen iriinlerin GLA ve
SDA igerigine (tepki degerine) olan etkileri incelenmis ve reaksiyon kosullar1 Tepki
Yiizey Metodolojisine gore optimize edilmistir. Kristalizasyon stiresi azaldikc¢a ve
tire:yag asidi oram (ag/ag) artttkca GLA ve SDA Kkonsantrasyonun arttigi
gozlenmistir. Reaksiyonlar sonucunda segilen tepki [GLA ve SDA miktari (%)] i¢in

kuadratik model elde edilmistir.

Maksimum SDA ve GLA konsantrasyonu; lre:yag asidi oranin 5:1 (ag/ag);
reaksiyon siiresinin 8 saat oldugu kosullarda gerceklesmistir. Bu kosullarda elde
edilen iriinde %26,5 GLA, %22,7 SDA igermistir. Minumum GLA ve SDA
konsantrasyonu; iire:yag asidi oranin 4:1 (ag/ag); reaksiyon siiresinin 16 saat oldugu
kosullarda gergeklesmistir. Bu kosullarda elde edilen iirlin %14,3 GLA, %17 SDA
igermistir.

Optimum reaksiyon kosullar1 {ire:yag asitleri orant 5:1 (agirlikga), kristalizasyon
stiresi 8 saat olarak belirlenmistir. Bu kosullar altinda Echium vulgare tohum
yagindan %52,6 GLA ve SDA igeren iirliin elde edilmistir. Bu degerin modelden
tahminlenen GLA ve SDA (%) miktar1 ile benzer oldugu goriilmiistiir. Baslangig
GLA konsantrasyonu %11,6 iken reaksiyon sonunda GLA konsantrasyonu %24,6’¢
yikselmistir. Tohum yaginin baslangigtaki SDA konsantrasyonu ise %13,3 iken

reaksiyon sonunda %28 olmustur.

Calismanin ikinci kisiminda ise Echium vulgare tohum yagindan CDY A konsantresi

iretimi i¢in enzimatik hidroliz ve enzimatik esterifikasyon reaksiyonlarini igeren iki
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basamakli enzimatik yontem kullanilmistir. Enzimatik hidroliz reaksiyonu spesifik
olmayan Novozyme-435 ile 60°C’de 250 rpm ¢alkalama hizina sahip su banyosunda
48 saatte gerceklestirilmistir. Enzimatik hidroliz ile elde edilen yag asitleri enzimatik
esterifikasyon reaksiyonlarinda kullanilmistir. Enzimatik esterifikasyon deneyleri {i¢
degiskenli ii¢ seviyeli merkezil kompozit tasarim noktalarinda yapilmistir. Bagimsiz
degiskenler olan lauril alkol:yag asidi (mol/mol), oraninin reaksiyon siiresinin (saat)
ve reaksiyon sicakligimin (°C) elde edilen firiinlerin GLA ve SDA igerigine (tepki
degerine) olan etkileri incelenmis ve reaksiyon kosullar1 Tepki Yiizey Metodu
yardimiyla optimize edilmistir. Reaksiyonlar sonucunda segilen tepki [GLA ve SDA
miktart (%)] icin kuadratik model elde edilmistir. Lauril alkol:yag asidi orani

azalirken GLA ve SDA konsantrasyonun arttig1 gézlenmistir.

Maksimum GLA ve SDA konsantrasyonu; lauril alkol:yag asidi (1:1, mol/mol),
reaksiyon siliresi 16 saat ve reaksiyon sicakligt 50°C oldugu kosullarda
gerceklesmistir. Bu kosullarda elde edilen diriinde %27,2 GLA, %32,2 SDA
icermistir. Minumum GLA ve SDA konsantrasyonu; lauril alkol:yag asidi orani
(1:3mol/mol), reaksiyon siiresi 12 saat ve reaksiyon sicakligr 55°C oldugu kosullarda
gerceklesmistir. Bu kosullarda elde edilen iiriinde %19,6 GLA ve %23 SDA
igermistir.

Modelden elde edilen veriler ile optimum reaksiyon kosullari; lauril alkol:yag asidi
orant (1:1mol/mol), reaksiyon siiresi 16 saat ve reaksiyon sicakligi 50°C olarak
belirlenmistir. Bu kosullar altinda Echium vulgare tohum yagindan %72,3 verimle
%60,5 GLA ve SDA igeren iiriin elde edilmistir. Bu degerin modelden tahminlenen
GLA ve SDA (%59,5) konsantrasyon miktar1 ile benzer oldugu gorilmiistiir.
Baslangi¢ GLA konsantrasyonu %11,9 iken reaksiyon sonunda GLA konsantrasyonu
%28,2’ye yiikselmistir. Tohum yaginin baslangigtaki SDA konsantrasyonu %16,5
iken reaksiyon sonunda %32,3’¢ yiikselmistir.

Enzimatik esterifikasyon sonucunda optimum kosullarda elde edilen konsantre
triinde GLA ve SDA konsantrasyonunu daha da yiikseltmek i¢in uygulanan {ire
fraksiyonlama reaksiyonlariin tepki yiizey yotemi ile optimizasyonu sonucu elde
edilen optimum kosullar, iire:yag asitleri oran1 5:1 (agirlikga), kristalizasyon stiresi 8
saat, sonucunda son iirlinde GLA konsantrasyonu %28,2’den %35,2’ye yiikselirken
SDA konsantarsyonu %32,3’den %40,5’e yiikselmistir. Toplam GLA ve SDA
konsantrasyonu %60,5’ten %75,7’ye yiikkelmistir.
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Yapilan tiim calisma sonuglar1 degerlendirilecek olursa c¢oklu doymamis yag
konsantresi eldesinde enzimatik yontemin verimi yiiksek bir yontem oldugu
gorilmektedir. Enzimatik yontem reaksiyonu ardindan iire fraksiyonlama
reakiyonlar1 uygulanacak olursa daha yliksek konsantrasyonda ve verimde iiriinler

elde edebililecegi goriilmektedir.

Calisma sonucunda saglik tizerine olumlu etkileri olan konsantre CDY A’larin besin
takviyesi olarak, tedavi edici olarak veya fonksiyonel gida formiilasyonlarinda yer

alarak kullanim alan1 bulacagi diisiiniilmektedir.
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