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KOJUGE LiNOLENIK ASITCE ZENGINLESTIiRILMIiS ZEYTINYAGININ
URETIMI VE OPTIMIZASYONU

OZET

Tiirkiye Diinya zeytinyagi iiretiminde on siralarda yer almaktadir. Zeytinyaginin
insan sagligr agisindan onemli besin kaynagi olmasinin yaninda bazi hastaliklara
kars1 koruyucu etkisi oldugu da bilinmektedir.

Nar meyvesi, icerigindeki yag asidi bilesiminden kaynaklanan endiistriyel ve tibbi
potansiyeli dolayisiyla milyonlarin 6nemli o6l¢iide ilgisini ¢ekmektedir. Nar
¢ekirdeginin konjuge linolenik asitge (KLNA) , agirlikli olarak punisik asit, zengin
oldugu bilinmektedir. KLNA, ii¢ konjuge ¢ift bag iceren oktadekatrienoik asitlerin
pozisyonel ve geometrik izomerleri karisimi i¢in kullanilan kolektif bir terimdir.
Bunlar hayvansal yaglarda yaygin olarak bulunmazken c¢esitli bitkilerin tohum
yaglarinda bulunurlar. Giiniimiizde KLNA insan saglig1 lizerinde yararl etkilerinden
dolay1r biiytik ilgi gérmektedir. KLNA’nin viicut agirligimi kontrol etmek, kandaki
kolesterol seviyesini ayarlamak, kalp hastaliklarina karsi korumak, bagisiklik
sistemini gliglendirmek ve bazi kanser tiplerinde ilerlemeyi dnlemek gibi 6nemli
etkileri oldugu bilinmektedir.

Yapilandirilmis yaglar triagilgliserol (TAG) yapisinda bulunan yag asitlerinin
kompozisyonlarinin veya dagilimlarinin modifiye edilmesiyle elde edilen yaglardir.
Fonksiyonel gida bagligi altina girebilecek yapilandirilmis yaglar insan sagligini
olumlu yonde etkileyebilecek sekilde tiretilebilirler.

Bu calismada, zeytinyagmin konjuge linolenik asit ile enzimatik olarak
zenginlestirilmesi ve sagliga yararli, birgok olumlu 6zellige sahip fonksiyonel bir
gida haline gelmesi amaclanmistir. Bu amagla, zeytinyagi ile konjuge linolenik asitce
zengin olan nar yagi yag asitlerinin (NYYA) asidoliz reaksiyonlar1 Thermomyces
lanuginosa lipaz enzimi varliginda hekzan ortaminda gerceklestirilmistir. Tepki
Yiizey Metodolojisi uygulanarak, reaksiyon parametrelerinin (substrat mol orant,
reaksiyon siiresi, enzim miktar1 ve sicaklik ) zeytinyagina katilan KLNA yiizdesi
lizerine olan etkileri incelenmis ve reaksiyon kosullar1 optimize edilmistir.

Ug degiskenli ve ii¢ seviyeli Yiizey Merkezli Kiip Deney Tasarmm kullanilarak
yiriitiilmiis deneyler sonucunda, optimum reaksiyon kosullari 1:3,5 ZY: NYYA mol
orant, 9,7 enzim miktar1 ve 60°C sicaklik degeri olarak saptanmistir. Bu kosullarda,
zeytinyagindan iceriginde %41 konjuge linolenik asit bulunan yapilandirilmisg
triagilgliseroller (TAG) elde edilmistir.
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PRODUCTION AND OPTIMIZATION OF OLIVE OIL ENRICHED IN
CONJUGATED LINOLENIC ACID

SUMMARY

Turkey is a leading country in olive oil production in all over the world. Olive oil is
known a source of significant nutritional value in human health on the other hand it
has a preventive role against many illness.

The pomegranate fruit takes considerable attention of millions due to its industrial
and pharmaceutical potential coming from its fatty acid content. Pomegranate seed is
known rich in conjugated linolenic acid, mainly punisic acid. Conjugated linolenic
acid (CLNA) is a collective term for the positional and geometric isomers of
octadecatrienoic fatty acids those contain three double bonds. They are not very
common in animal fats but are found in various seed oils. Recently CLNA have
attracted a great attention due to its beneficial effects on human health. It controls
body weight, regulates cholesterol level in blood, defends against heart diseases,
enhances immune system and prevents progression of some cancer types.

Structured lipids are triacyglycerols that have been modified by incorporation of new
fatty acids or changing the position of naturally existing fatty acids. Structured lipids
which can be defined as functional food can be produced in a way that has beneficial
effects on the health.

In this study, enrichment of olive oil with CLNA by using lipase as a catalyst and
develop a functional food that has various health benefits and functions are aimed.

For this purpose, the acidolysis reaction of olive oil (OO) with pomegranate oil fatty
acid (POFA) which is rich in CLNA, in the presence of Thermomyces lanuginosa
lipase and hexzan was studied in detail. The effects of substrate molar ratio, reaction
time, enzyme amount and temperature on incorporation yield and ratio are
investigated and optimized by Response Surface Methodology.

Among all the experimental results which are occurred by Face Centered Cube
Experimental Design (3 parameters and 3 levels) for optimization, the optimum
reaction conditions are found as substrate molar ratio of 1:3,5 of OO:POFA, %9,7
enzyme amount and 60°C temperature. In these conditions the incorporation ratio of
conjugated linolenic acid into olive oil is determined as %41.
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1. GIRIS VE AMAC

Temel besin maddelerinden olan ve insan beslenmesinde dnemli bir yere sahip olan
yaglar insan organizmasit i¢in gerekli olan ve yasamsal faaliyetlerin
siirdiiriilebilmesinde beslenme zinciri igerisinde mutlaka yer almasi gereken ana
besin maddelerindendir. Canlinin anatomik yapisinin olusum ve korunmasindaki
onemli islevlerinin yaninda, viicudun estetik goriiniimiinii de olumlu yonde etkilerler.
Yaglar, viicut sicakliginin ve suyunun korunmasinda izolator olarak goérev yapmakla
beraber, A,D,E,K gibi yagda c¢oziinen vitaminleri icermeleri sebebiyle de 6nem
kazanmaktadir. Ayrica hayvansal organizmalarda sentezlenemeyen esansiyel yag

asitleri gibi bazi elzem bilesikler icin de, yegane kaynak durumundadirlar.

Ancak sagliga olan faydalarinin yaninda dogru tiiketilmediklerinde obezite, kalp ve
damar hastaliklar1 gibi rahatsizliklara neden olabilmektedirler. Bu nedenle,
giinimiizde bir¢cok biyoteknolojik calismalarla yaglar, 6zellikleri olumlu sekilde
gelistirilerek saglhiga daha faydali triinler haline getirilmektedir. Yapilandirilmig

yaglarin iiretimine iliskin ¢aligmalar da bu amagladir.

Yapilandirilmis  yaglar, triagilgliserol (TAG) lizerine yeni yag asitlerinin
yerlestirilmesi veya dogal yapisindaki yag asitlerinin pozisyonlarinin ve/veya yag
asitlerinin bilesimlerinin degistirilmesi ile elde edilen triagilgliserollerdir. Yaglarin
ozelliklerini istenilen sekilde degistirebilmek amaci ile farkli yontemlerle
yapilandirilmis yag iretilebilir. Yapilandirilmis yag iiretiminde en c¢ok kullanilan
yontem enzimatik interesterifikasyondur. Bu reaksiyonlar lipaz enzimi
katalizorliigiinde gergeklesirler. Enzimatik reaksiyonlar daha ilimli kosullar altinda
calismaya imkan sagladiklar1 ve son {iirlindeki yag asidi dagiliminin kontroliine izin

verdikleri i¢in tercih edilirler.

Ulkemizde de onemli o6lgiide iiretilen zeytinyagi diinyanin en eski ve 6nemli
yaglarindandir. Zeytinyagi, sahip oldugu yag asitleri, hidrokarbonlar ve steroller gibi

bilesenler sayesinde insan sagligi a¢isindan olduk¢a dnemli bir yag ¢esididir.



Konjuge linolenik asit (KLNA), ii¢ konjuge cift bag iceren oktadekatrienoik asidin
pozisyonel ve geometrik izomerlerinin olusturdugu bir karigimdir. Cesitli bitkilerin
tohum yaglarinda bulunan KLNA’ ’nin en 6nemli kaynaklarindan biri de nar meyvesi
cekirdekleridir. Yapilan ¢alismalar KLNA’nin insan sagligi lizerine pek ¢ok olumlu

etkisinin oldugunu ortaya koymustur.

Bu calismada, zeytinyaginin nar yagi yag asitleri ile enzimatik asidoliz reaksiyonu
sonucu KLNA’ca zenginlestirilmis yapisal yag iiretimi ve asidoliz reaksiyonu
izerine etki eden substrat mol orani, enzim miktar1 ve reaksiyon siiresinin Tepki-

Yiizey Metodolojisi ile optimizasyonu amaglanmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Zeytin Meyvesi ve Ozellikleri

Zeytin, zeytingiller (Oleaceae) familyasindan Akdeniz iklimine 6zgli Olea europaea
olarak bilinen zeytin agacinin meyvesidir. Bin yillardir Akdeniz Havzasinda

yetistirilen zeytin, ilK tarim tirtinlerinden biri olarak bilinmektedir [1,2].

Akdeniz uygarliginin sembolii olan zeytin agaci, tarih boyunca bu bolgede kurulan
tiim uygarliklarin temelini olugturmustur. Zeytinin anavataninin ve gen merkezinin
Gilineydogu Anadolu oldugu eskiden beri bilinmektedir. Son yillardaki ¢aligmalarda
Hatay, Kahramanmaras ve Mardin seridinde zeytin agacinin en alt tiiriine rastlanilmis
olmasi bu yargiy1 kesinlestirmistir. Giineydogu Anadolu'da ilk yerlesimini
tamamlayan zeytin, Batt Anadolu' ya ve oradan da Ege adalar1 yolu ile Yunanistan,
Italya, Fransa ve Ispanya' ya kadar uzanmustir. Sicilya yolu ile Kuzey Afrika' ya
sigrayan zeytin, Glineydogu Anadolu'dan ¢ikarak Suriye ve Misir iizerinden ilerleyen
ikinci kol ile birlesmis ve bdylece Akdeniz' in tiim giliney kiyilarina yayilmistir. Bir
liciincii kol da Irak ve Iran iizerinden Afganistan ve Pakistan' a kadar ilerlemistir.
XVI. Yiizyilda Ispanyollar tarafindan Giiney ve Kuzey Amerika'ya gotiiriilmesi ile
zeytinin diinyadaki yayilist tamamlanmigtir [3]. Sekil 2.1°de =zeytin bitkisi

gorilmektedir.

Sekil 2.1 : Zeytin bitkisi ve meyvesi [4].



Zeytin agaci sik dalli, yayvan tepeli, her mevsim yesil yaprakli bir agactir. 1000
yildan daha uzun siire meyve verebilen zeytin agacinin yapraklari birbirine ¢aprazdir.
Yapragini dokmeyen zeytin agacinin oval bi¢gimli ince uzunca yapraklariin {istii

koyu yesil ve alt1 giimiisi renktedir [5].

Zeytin entansif yetistiricilige uygun oldugu gibi, diger {iiriinlerin yetistirilemedigi
besin maddelerince fakir ve sulama imkani bulunmayan kira¢ topraklarda da
yetistirilebilmektedir. Iliman iklimden hoslanan zeytin i¢in kisin dayanabilecegi en
diisiik sicaklik —7 °C olup bu derecenin altinda don zarar1 artar. Yillik yagis en az
400 mm olmalidir. Zeytin bitkisi genellikle kalkerli-kumlu, derin nemli ve besin
maddelerince zengin topraklari sever. Zeytin agacint yil igersisindeki tim gelisme
donemlerinde topraktaki nem eksikligine gore ihtiya¢ duydugu dénemlerde sulamak
gerekir. Ozellikle de ¢ekirdek sertlesme doneminde zeytinin su ihtiyact
karsilanmalidir. Bu donemde sulama yapilirsa iiriin miktar1 agirlikca artarken, tirtiniin

sofralik degeri de yiikselir [6].

Zeytin sofralik veya yaglik olarak degerlendirildigi i¢in hasadi da farkli periyotlarda
yapilmaktadir. Yesil zeytin hasadi, meyvelerin rengi sarimsi-yesile dondiigiinde
yapilir. Dokusu sertligini biraz yitirmis ve meyve normal iriligini almigtir. Hasat
zamani; iklim, ¢evre ve ¢eside gore Eylil-Ekim aylaridir. Zeytinler siyah olarak
hasat edilecekse ¢eside has olgunluk rengini almas1 beklenir. Fazla gecikme danede
yumusamaya neden olur. Hasat genellikle Kasim-Aralik aylarinda yapilir. Yaglik
zeytinler agacta yesil meyve kalmadiginda, yag oranmin en yiiksek seviyeye ciktigi

zaman toplanir [6].

Agagtan diisiirme-yerden toplama, dogrudan aga¢ iizerinden elle veya bazi yardimci
aletlerle toplama seklinde hasat ydntemleri vardir. Uriin kalitesi yoniinden en iyi
hasat sekli tiriiniin s1yrilmasidir. Sirikla yapilan hasatta dallarin ve filizlerin kirilmasi

ve miiteakip yilin iirliniin zarar gérmesi gibi olumsuzluklar s6z konusudur [6].

Zeytin meyvesinin temel bilesenleri su, yag, karbonhidratlar, proteinler, vitaminler,
organik asitler, renk maddeleri ve inorganik maddelerdir. Zeytin bilesiminin biiyiik
bir kismi su ve yagdan olugmaktadir. Zeytinde bulunan yagin 6nemli bir biitiinii
meyve eti kisminda yer almakta ve meyvenin biinyesindeki mevcut suyla emiilsiyon
halinde bulunmaktadir [5,7]. Zeytin C vitamini igeren ve bilesiminde bir¢cok fenolik

madde bulunduran bir meyvedir. Bu maddeler i¢inde en 6nemlisi zeytin meyvesinde
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aciliga yol agan oleoropin adli fenolik bilesiktir. Zeytinin yag ve diger bilesenlerinin
kompozisyonu degiskendir ve bu degiskenlik iklim, toprak, budama, giibreleme,
agaca yapilan islemler ve hasat yontemleri gibi birgok faktorden etkilenmektedir.

Zeytinin kimyasal bilesimi genel olarak Cizelge 2.1’de gosterilmektedir [8].

Cizelge 2.1 : Zeytinin kimyasal bilesimi [8].

Zeytin Bileseni Miktar (%0)
Su 35-50
Yag 20-35

Karbonhidratlar (glikoz ve digerleri) | 2,8-6,2

Protein 1,6-2,5
Kiil (mineral madde) 1-5
Aromatik maddeler <1
Renk maddeleri <1
Polifenoller <1
Pektinler <1

2.2 Zeytin Yag

Akdeniz insanlarmin beslemelerinde 6nemli bir yere sahip olan zeytinyagi Olea
europea L. agacinin meyvesinden mekanik ekstraksiyon yolu ile elde edilmektedir
[1]. Higbir kimyasal islem gormeden bile dogal hali ile tiiketilebilen ve oda
sicakliginda sivi olan bir yagdir [9].

Zeytinyag1, esas olarak yemeklerde tiiketilmekle birlikte ayrica gida sanayisinde,
sabun yapiminda, tekstil yaglar1 iretimi ve siilfonath bilesiklerin iiretiminde de

kullanilmaktadir [9,10].
Zeytin meyvelerinin normal iriligi aldig1 ve yag igeriklerinin maksimum diizeye

ulastig1 devrede toplanarak cesitli islemlerle yaginin meyve suyundan ayrilmasi,
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zeytinyag1 liretiminin temelini olusturmaktadir. Bu sekilde zeytinden ana {iriin olarak
yag elde edilmektedir. Meyvenin yag icerigi, olgunluk ilerledik¢e artar ve agac

tizerinde yesil meyve kalmayinca en yiiksek seviyeye ulasir [9].

2.2.1 Zeytinya@ cesitleri

Zeytinyaglar1 temel olarak serbest yag asitlerinin miktarina gore degerlendirilir.
Uluslararas1 Zeytinyagi Konseyi’nin (UZK) yaymladigi haliyle piyasada bulunan

zeytinyaglarin bilinen 3 tanimi vardir [11].

2.2.1.1 Naturel zeytinyagi

Naturel zeytinyaglar1 zeytin agact meyvesinden, yagin dogal 0Ozelliklerini
degistirmeyecek bir sicaklikta sadece mekanik veya fiziksel islemler uygulanarak
elde edilen, berrak, yesilden sariya degisebilen renkte, kendine 6zgii tat ve kokuda
olan dogal hali ile gida olarak tiiketilebilen yaglardir [1, 3, 5].

Direkt tiiketime uygun olan naturel zeytinyaglari:

e Naturel sizma zeytinyagi; Kokusu ve tadinda kusur olmayan, duyusal
ozellikleri UZK metoduna gore 6.5 veya lizerinde tanimlanmis serbest yag
asitligi oleik asit cinsinden en ¢ok % 1 olan naturel zeytinyagidir. Naturel
sizma zeytinyagi her tiir yemeklere uygun olmakla beraber salatalar i¢in de ideal
bir kullanim alanina sahiptir [1, 5, 11].

e Naturel birinci zeytinyagi; Kokusu veya tadinda c¢ok hafif kusurlar
bulunabilen, duyusal ozellikleri 5.5 veya daha fazla olarak tanimlanmus,
serbest asitlik derecesi (oleik asit cinsinden) en ¢ok %2 olan naturel
zeytinyagidir.

e Naturel ikinci zeytinyagi;, Kokusu veya tadinda tolere edilebilen kusurlari
bulunan, duyusal 6zellikleri 3.5 veya daha fazla olarak tanimlanmis, serbest

asitlik derecesi (oleik asit cinsinden) en ¢ok % 3,3 olan naturel zeytinyagidir.
Direkt tiiketime uygun olmayan naturel zeytinyagi;

e Lampant zeytinyagi; Asitlik derecesi oleik asit cinsinden %3.3’ten fazla
olan, duyusal ozellikleri 3.5’ten az olarak tamimlanmis, rafinasyon veya

teknik amacli kullanima uygun naturel zeytinyagidir [1, 11].



2.2.1.2 Rafine Zeytinyagi

Ham zeytinyaginin dogal trigliserid yapisinda degisiklige yol agmayan metotlarla
rafine edilmesi sonucu elde edilen sarmin degisik tonlarinda rengi olan, kendine 6zgii
tat ve kokuda bir yagdir. Serbest yag asitligi oleik asit cinsinden en ¢ok % 0,3 tiir.
Rafine zeytinyag: elde edebilmek amaci ile yaglar, asiditenin giderilmesi (notralizasyon),
rengin agilmasi (agartma) ve koku giderilmesi (deodorization) olarak bilinen ti¢ degisik
tirde isleme tabi tutulurlar. Rafinasyon islemleri ile triagilgliserollerin orijinal yapilari
bozulmadan zeytinyag: kalitesini olumsuz yonde etkileyen ve istenmeyen bilesenler

uzaklastirilmaktadir [5].

2.2.1.3 Riviera zeytinyagi

Rafine zeytinyagi ile dogrudan tiiketilebilecek naturel zeytinyaglarinin degisik
oranlarda karisimindan olusan, yesilden sariya degisen renkte, kendine 6zgii tat ve
kokuda bir yagdir. Serbest yag asitligi oleik asit cinsinden her 100 gramda 1.5
gramdan fazla olmamalidir.[1,3] Kullanilan yaglarin tiirii ve karigim oranlarina bagl
olarak bu yaglarin asitlik dereceleri, renkleri ve organoleptik o6zellikleri (tat ve

aromalar) farklilik gostermektedir [5].

2.2.2 Zeytinyaginin bilesenleri

Zeytinyag1, zeytin agacinin meyvesinden sadece mekanik yollarla elde edildigi ve
tilketilmeden Once rafinasyon gerektirmedigi igin karakteristik aromasini korur.
Yagin bu kendine has lezzeti ve aromasi, yapisindaki fenolik bilesiklerden ve farkli
miktarlardaki ¢ok c¢esitli ugucu bilesenlerin var olmasindan kaynaklanir. Zeytinyagi
bilesenleri, sabunlasabilen ve sabunlasamayan bilesenler olarak iki smifa
ayrilmaktadir. Zeytinyaginin temel yapisini olusturan triagilgliseroller ve serbest yag
asitleri ile fosfatidler baslica sabunlasabilen bilesenler arasindadir. Sabunlasmayan
bilesenler ise, hidrokarbonlar, steroller, alkoller, aroma maddeleri ve pigmentler ile
diger bilesenlerden olusmaktadir. Zeytinyaginin %99’u gliserole bagh yag
asitlerinden (diger adi ile trigliserit) olusmaktadir. Zeytinyagindaki yag asitlerinin

biiyiik bir kism1 doymamis yapidadir [12].

Zeytinyagmin baglica yag asitleri oleik (18:1), linoleik (18:2), palmitoleik (16:1),

palmitik (16:0) ve stearik (18:0) asittir [5]. Zeytinyaginda en yiiksek oranda bulunan

yag asidi oleik asittir. Bunun yaninda zeytinyag: diger bitkisel yaglara gore daha ¢ok
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oleik ve daha az linoleik ve linolenik asit icermektedir. Bu durum zeytinyagini
oksidasyona kars1 daha direngli kilmaktadir. Zeytinyagimnin yag asidi bilesenleri ve
igerikleri, zeytinin yetistirme ve ekim alaninin iklim kosullari, zeytinyag: g¢esidi ve
daha bir¢ok faktore bagli olarak degisim gosterebilir [11,13]. Zeytinyaginda yag
asitlerinden baska kiigiik miktarlarda bulunan bilesenler vardir. Azinlik bilesenler
olarak adlandirilan bu bilesenler olduk¢a 6nemlidir. Bu bilesenlerden bazilarinin
insan sagligr igin yararli oldugu bildirilmis, diger bir kisminin yagin kararliligina
olumlu yonde etki ettigi gozlenmis ve azimsanmayacak bir kisminin da yagin
kendine has lezzetini olusturdugu saptanmistir. Zeytinyaginin azinlik bilesenlerini
hidrokarbonlar, tokoferoller, aldehitler, alkoller, fenoller, esterler, ketonlar, furanlar,
fosfatidler, steroller, fosfolipitler, aroma maddeleri ve renk vericiler olusturmaktadir.
Bu bilesenler toplam zeytinyagi bilesiminin en ¢ok %]1’ini olusturmaktadirlar
[11,14,15]. Cizelge 2.2°de degisik iilkelere ait zeytinyaginin yag asidi bilesimi

verilmigtir.

Cizelge 2.2 : Cesitli iilkelere ait zeytinyaginin % yag asidi bilesimi [1].

Yag Asidi KAN? Avrupa Tiirkiye Tunus Limit
Palmitik 16:0 8.4 12.1 15.3 7.5-20.0
Palmitoleik 16:1 0.7 0.7 1.6 0.3-35
Heptadekanoik 17.0 0.1 0.2 0.1 0.0-0.3
Heptadekenoik 17:1 0.1 0.2 0.1 0.0-0.3
Stearik 18:0 25 3.1 2.1 0.5-5.0
Oleik 18:1 78.0 71.3 62.5 55-83
Linoleik 18:2 8.3 10.6 16.5 3.5-21
Linolenik 18:3 0.8 0.7 0.8 0.3-0.9
Arasidik 2000 0.5 0.4 0.5 0.2-0.6
Eikosenoik 201 0.3 0.3 0.3 0.1-0.4
Behenik 220 0.1 0.2 0.1 0.0-0.2

KAN 2= Karbon atom numarasi



2.2.3 Tiirkiye ve Diinya’da zeytincilik ve zeytinyag sektorii

Ulkemiz zeytinin anavatandir. Diinyanin en &nemli zeytin iireticileri arasinda yer
alan Tiirkiye, tane zeytin iiretimi bakimindan diinyada 4.sirada yer almakla birlikte
ozellikle siyah zeytin iiretiminde 1.siradadir. Elde edilen iirliniin yaklasik %75’

yaglik, %251 ise sofralik olarak degerlendirilmektedir [14].

Zeytinciligin merkezi olan Akdeniz havzasinin dogusunda yer alan iilkemizde zeytin,
Ege ve Marmara sahillerimiz basta olmak iizere tiim sahil seritlerimizde ve
Giineydogu Anadolu Bélgemizde yetistirilmektedir. Ulkemizde zeytin iiretiminin
%80.5’1 Ege Bolgesinde yapilmaktadir. Bu bolgeyi %11.8 ile Akdeniz, %6.1 ile
Marmara Bolgesi izlemektedir. Ulkemizde bircok ailenin ge¢im kaynag
zeytinciliktir ve zeytinyagi tiiketimi, {retim bolgelerinde yogunluk kazanmis

durumdadir [8].

Diinyada zeytin alanlar1 30—40 derece enlemler arasinda yayilim gostermekte ve
toplam 35 {ilkede tarimi yapilmaktadir. Aga¢ varliginin %98 ‘i Akdeniz’e kiy1 olan
tilkelerde yer almakta ve yaklasik 13 milyon ton olan diinya dane iiretiminin biiyiik
bir miktar1 yine Akdeniz’e kiy1 olan {ilkelerde gergeklestirilmektedir. Diinya
zeytinciligindeki bliyiik {iretici {ilkeler AB c¢atis1 altindadir. Avrupa Birligi
iilkelerinden sonra diger zeytinci Akdeniz iilkeleri arasinda Tiirkiye, Tunus, Fas,
Cezayir, Libya, Mistr, Urdiin, Suriye; Amerika kitasinda ise ABD ve Arjantin 6nde
gelmektedir. Diinya zeytinyag iretiminin %60’1 Avrupa fiilkeleri, %40°1 da diger
iilkeler tarafindan gerceklestirilmektedir. Diinya dane zeytin iiretiminde Ispanya,
Italya, Yunanistan, Tiirkiye, Tunus ilk bes iilke olarak yer alirken zeytinyag

tiretiminde bu siralamada Tiirkiye, Tunus ile sirasin1 degistirmektedir [16].

Cizelge 2.3’te Diinya’daki onemli zeytin ireticilerine ait tiretim istatistikleri ve

Tiirkiye’nin bu iireticiler arasindaki tiretim durumu verilmistir [17].



Cizelge 2.3 : Diinya zeytin iiretimi (bin ton) [17].

Ulke 2003/04 2004/05 2005/06 2006/07 2007/08 2008/09
AB 759,0 739,5 623,5 714,5 720,5 671,5
ABD 100 87,0 116,0 18,0 109,0 48,0
Arjantin 70,0 60,0 85,0 75,0 100,0 95,0
Avusturalya 2,0 4,0 4,0 2,5 2,0 2,0
Cezayir 70,0 60,0 85,0 75,0 100,0 95,0
Fas 120,0 80,0 100,0 90,0 100,0 100,0
fran 12,0 18,0 24,0 39,5 39,5 30,0
[srail 7,5 18,5 10,0 24,0 9,0 16,5
Libya 3,5 4,5 3,0 3,0 3,0 3,0
Liibnan 7,0 6,0 6,0 6,0 22,5 52,5
Meksika 2,5 2,5 2,0 0,0 0,0 0,0
Misir 95,0 194,5 200,0 436,0 432,0 440,0
Suriye 120,0 200,0 120,0 200,0 100,0 120,0
Tunus 26,0 13,0 26,5 15,0 18,0 18,0
Tiirkiye 125,0 240,0 280,0 240,0 200,0 300,0

2.2.4 Zeytinyaginin fonksiyonel 6zellikleri ve insan saghgi iizerindeki etkileri

Zeytinyaginin sadece mekanik sistemler kullanilarak elde edilmesi insan sagligi
acisindan bircok olumlu etkiye yol agmaktadir. Antioksidan igerigi yiiksek olan
naturel sizma zeytinyagi, tarihsel gelisim siireci i¢inde sadece gida maddesi olarak
tilketilmemis ayni zamanda farkli hastaliklarin tedavisinde de kullanilmistir [8].
Naturel zeytinyagimin bu onemi igerigindeki yiiksek seviyelerdeki tekli doymamais
yag asitlerinden (6zellikle oleik asit) ve alifatik, triterpenik alkol, sterol, hidrokarbon,
ucucu bilesikler gibi azinlik bilesenler ile bir¢ok antioksidandan kaynaklanir.
Zeytinyaginin temel antioksidanlari hem lipofilik hem de hidrofilik 6zelligi olan
karotenoidler ve fenolik bilesiklerdir [18]. Zeytinyaginin yiiksek oranda icerdigi ve
antioksidan ozelligi gosteren fenolik bilesenler sayesinde kalp ve damar sagligi
korunmakta ve kalp ve damar hastaliklarinin olusum riski azalmaktadir. Fenolik
bilesikler, antioksidan aktiviteleri sayesinde lipid peroksidasyonunu ve diisiik
yogunluklu lipoproteinin (LDL) oksidatif modifikasyonunu 6nlerler. Bunun yaninda
fenolik bilesikler anti-inflammatuar, antiallerjik, anti-mikrobiyal, anti-karsinojenik

ve anti-viral etkileri dolayisiyla insan sagligi lizerinde 6nemli etkiye sahiptir. [19].

Owen ve arkadaglar tarafindan yapilan bir ¢alismada zeytinyaginin icerdigi oleik asit
ve fenolik bilesenlerin bagirsak, gogiis ve cilt kanseri ile koroner kalp hastaligini
onledigi ve oksidatif stresi yok ederek yaslanmaya karsi koruyucu etki yaptigi
belirtilmistir [20].
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Zeytinyaginin insan sagligina ¢ok c¢esitli faydalart bulunmasina karsin, 0-1,5 mol/mol
linolenik asit igerigi ile omega 3 esansiyel yag asitleri bakimindan fakir bir yag
cesididir. Bu ozelliginin gelistirilmesi amaci ile yapilandirilmis yag {iretiminde

zeytinyagi kullanilabilmektedir [8].

2.3 Nar Bitkisi ve Nar yagi

Nar (Punica granatum L.), iran, Hindistan, ABD ve bircok yakin ve uzak dogu
ilkelerinde yetisen yenilebilir en eski meyvelerdendir. Narin 1000’in {istiinde degisik
kiiltiirii oldugu bilinmektedir. Hastalik riskini azaltmaya yonelik 6nemli bilesikler
icermesi sebebiyle insanlarin beslenmesinde yarar saglayan fonksiyonu bu meyveye

olan ilgiyi giinden giine arttirmaktadir [21].

1 - 5 m boyunda ¢al1 yada agaccik seklinde ¢ok dall1 bir taca sahip olan nar sicak ve
kurak iklim meyvesidir. Genellikle -10 °C’ye kadar dayanir. Nar c¢ok degisik
topraklarda yetistirilebilmekle birlikte; yetistiricilik i¢in en uygun topraklar derin,
tinl1, gecirgen, hafif alkali ve organik maddece zengin topraklardir. Narlar sicak ve
kuru hava sartlarinin yani sira, nemli ve serin toprak sartlari isterler. Yagislarin
yeterli olmadigi donemlerde narlarda sulama sarttir. Yaygin cesitleri: Deve disi,
Kadi, Lefon, Misk, Zivzik, Cekirdeksiz ve Hicaz naridir [22]. Sekil 2.2’de nar

meyvesi goriilmektedir.

Sekil 2.2 : Nar meyvesi [22].

Nar yagmin linoleik, oleik ve palmitik asitten olusan yag asidi bilesiminin % 65’ini
punisik asit (18:3n-5) olusturur. Ayrica 150 ppm toplam fenolik bilesik igerir ve
antioksidan etkiye sahiptir. Cizelge 2.4’te nar yagimin yag asidi bilesimi
goriilmektedir [21].
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Cizelge 2.4 : Nar yaginin yag asidi bilesimi [21].

Yag asidi Bilesim (%)
16:0 4.8

18:0 2.3

18:1 6.3

18:2n-6 6.6

18:3n-5 65.3

Coklu doymamis yag asitlerinin, kolesterolii diisiirmeyi destekleyen etkisi,
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi pek ¢ok hastaliklar1 6nlemeye yardimci olmasi bu

yag asitlerince zengin olan nar yagina tiiketicinin ilgisini arttirmustir [23].

Nar ¢ekirdeklerinden elde edilen nar yag1 yag asitlerinin (NY Y A’nin) insan sagligina
olumlu etkileri vardir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, nar kabugunun yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugu kanmitlanmistir. Ayrica, antimikrobiyal,
antibakteriyel ve antimutajenik Ozelliklere de sahip oldugu belirtilmektedir. Narin
ozellikle kalp-damar hastaliklarini 6nleyici roliinden ve kotii kolesterol olarak bilinen

LDL’yi azaltic1 etkisinden de bahsedilmektedir [24,25].

Aviram ve c¢alisma arkadaslarinin erkek fareler lizerinde yapmis oldugu bir
caligmada, diizenli olarak nar suyu tiiketiminin lipoprotein oksidasyonu {iizerinde
etkili oldugu belirtilmektedir. Ayrica ¢calismada, aterosikleroz hastalikli farelerin, nar
suyu ile diizenli beslenmeleri sonucunda dokularinda olusan bozulmalarin % 44
oraninda azaldig1 belirtilmektedir [26]. Amerika’da yapilan bir arastirmada, {i¢ ay
stireyle glinde yaklasik olarak tiiketilen 226 gram narin kalp kaslarma giden oksijen
miktarini arttirarak kalp atardamari ile ilgili rahatsizlig1 olan hastalarda iyilesmeye
yardimet olabilecegi belirtilmektedir [27]. Amerika’da yapilan diger bir aragtirmada
ise narin prostat kanserini Onleyebilecek ya da ilerlemesini yavaslatabilecek
ozelliklere sahip olabilecegi belirtilmistir. Fareler {izerinde yapilan arastirmalar, narla
yapilan tedavilerde, tiimorlerin gelisimini engelleyebilecek ve yasama sansini
yiikseltebilecek Ozellikler gostermistir. Baska bir gelisme ise gogiis kanseri riskini

azaltabilecek nitelige sahip olabilecegi yoniindedir [28].

12



2.4 Konjuge Linolenik Asit

Konjuge Linolenik Asit (KLNA), ii¢ konjuge cift bag iceren oktadekatrienoik asidin
pozisyonal (8,10,12-18:3; 9,11,13-18:3, vb.) ve geometrik (ttt, ctt, ctc, vb.)
izomerlerinin olusturdugu bir gruptur. Diger ad1 oktadekatrienoik asit olan KLNA,

coklu doymamus bir yag asididir [29,30].

Yedi farkli KLNA izomerinin oldugu bilinmektedir Hayvansal yaglarda kayda deger
miktarda KLNA bulunmazken ¢esitli ¢ekirdek yaglarinda yiiksek miktarlarda
bulunur. Ornegin, a-elostearik asit (9cis, 1ltrans, 13trans-18:3) tung gekirdegi
yaginda (Aleurites fordi) % 68, kabak ¢ekirdegi yaginda % 52 oraninda bulurken,
esas itibariyle Tirkiye’ye 6zgii olan mahlep ¢ekirdeginden (Prunus mahaleb L.) elde
edilen mahlep yaginda % 35 oraninda bulunur. Nar ¢ekirdegi yagi (Punica granatum
L.) %8 3 punisik asit (9c,11t,13c-18:3) icerirken, katalpa ¢ekirdegi yagi (Catalpa
bignonoides) yaklasik % 42,3 katalpik asit (9t,11t,13c-18:3) igerir. Aynisefa
bitkisinin (Calendula officinalis L.) ¢ekirdeginden elde edilen yagda % 62 kalendik
asit (8t,10t,12c-18:3) bulunurken, Jacaranda mimosifolia ¢ekirdegi yaginda jakarik
asite (8c,10t,12¢-18:3) rastlanir [29,30]. Sekil 2.3’te bazi KLNA izomerlerine ait

kimyasal yapilar goriillmektedir.

15 12 g COOH

Linolenik asit (cis-9, cis-12, cis-15)

11l e COOH

Punisik asit (cis-9, trans-11, trans-13)

COOH
9 1 2
w\]'%\/\/

a-Eleostearik asit (cis-9, trans-11, trans-13)

COOH

- Eleostearik asit (trans-9, trans-11, trans-13)

Sekil 2.3 : Linolenik, punisik, a-Eleostearik ve - Eleostearik asidin kimyasal
yapilari [31,32].
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Bu tiir yag asitlerini igeren yaglar organik kaplama maddeleri ve polimer {iretimi igin
onemli ham maddelerdir. Doymamis konjuge yapi iyi polimerizasyona yardim
ederken dogru sekilde uygulandiginda yapiskan 6zelligi verir [33]. Son yillarda, boya
formiile etmede reaktif seyreltici olarak aynisefa ¢icegi yaginin kullanilmasi 6nem
kazanmistir. Bu uygulamayla, aynisefa ¢igegi yagi icerdigi reaktif konjuge C-18
trien sayesinde insan sagligina ve dogaya zararli solvent emiilsiyonunu azaltmaktadir

[29].

Suzuki ve arkadaslar1 tung, katalpa ve nar ¢ekirdeginden elde edilen KLNA’nin
insandaki monosit 16semi hiicreleri i¢in giiglii sitotoksik etkisinin oldugunu ortaya
koymuslardir. Ayrica punisik asit, o-eleostearik asit ve katalpik asitin kalendik

asitten daha giiglii sitotoksik etkiye sahip oldugunu agiklamiglardir [34].

Igarashi ve Miyazawa konjuge trans trienoik yag asitlerinin, a-eleostearik asitin
alkali muamelesi sonucu elde edilen diger konjuge trienoik ve dienoik asitten daha
giicli olarak, insandaki tiimor hiicrelerinin biiylimesini Onleyici etkisini ortaya

koymustur [35].

Baska bir ¢alismada ise, Tsuzuki ve arkadaslar1 KLNA’nin insandaki farkli timor
cesitlerine olan baskilayici etkisini aragtirmak {izere insandan alinan ¢esitli timor
hiicrelerini farelere nakletmislerdir. Sonugta tung yaginda bulunan ve bir KLNA
izomeri olan o-eleostearik asitin iki g¢esit konjuge linoleik asit (KLA) tiiriinden,
9c11t-KLA ve 10t12c-KLA, daha giiglii antitiimor etkisini ortaya koymustur [32].

Dhar ve arkadaslart karela ¢ekirdegi yagindan elde ettikleri KLNA’nimn (9c,11t,13t-—
18:3) diyetler iizerindeki etkisini arastirmak iizere aygicegi yagindan elde edilen
KLA’dan olusan kontrol numunesi ve %0,5,%2 ve %10 oranindaki KLNA-KLA
karisimlarindan olusan yag numuneleri ile 4 hafta boyunca fareleri beslemislerdir.
Sonugta en yiiksek toplam kolesterol saf KLLA ile beslenen farelerde goriiliirken bu
oran diger 3 deney grubunda artan KLNA miktariyla artis gostermistir. Ayn1 sekilde
yiiksek yogunluklu lipid kolesterolii (HDL-cholesterol) en yiiksek %0 9c,11t,13t—
18:3 numunesinde goriilirken diger 3 deney grubunda oOnemli bir degisim

gozlenmemistir [36].
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2.5 Yapilandirilmis Yaglar

Yenilebilir yaglar bitkilerden, hayvanlardan ve deniz kokenli canlilardan elde
edilirler. insanlarm ve hayvanlarin beslenmesinde esansiyel énemi olan yaglarin
sagladig1 enerji (9kcal/g) ayni miktardaki protein ve karbonhidratlarin sagladigi
enerjiden (4kcal/g) iki kat daha fazladir [37].

Yaglarin temel yapisini gliserol ve yag asitlerinden olusan triagilgliseroller (TAG)
olusturur.  Yaglar triagilgliseroller — disinda, monoagilgliseroller (MAGQG),
diagilgliseroller (DAG), fosfolipidler, pigmentler, steroller, serbest yag asitleri, yag

alkolleri, yagda ¢oziinen vitaminler ve diger bilesenleri igerir [37].

Yaglarin fiziksel ve kimyasal yapisi, triagilgliserol iizerindeki yag asitlerinin yapisina
ve yag asitlerinin gliserol iskelet lizerindeki dagilimia baghdir. Yag asitleri, zincir
uzunluguna ve c¢ift bagin sayisina, pozisyon ve konfigiirasyonuna bagli olarak
degisiklik gosterir. Bitkisel ve hayvansal yaglarin fiziksel ve kimyasal yapilarinin bu
kadar farkli olmasi yaglarin bir takim kimyasal ve biyoteknoljik uygulamalar ile
degisik sekilde modifiye edilmesine olanak saglar. TAG’lerin besinsel ve
fonksiyonel 6zelliklerinin gelistirilmesi amact ile c¢esitli yontemler kullanilarak

yapilandirilmig yaglar elde edilmektedir [8].

Yapilandirilmis yaglar (YY) triagilgliserollerin yapis1 iizerine kimyasal ya da
enzimatik yollarla yeni yag asitlerinin yerlestirilmesi veya dogal yapisindaki yag
asitlerinin pozisyonlarinin veya bilesimlerinin degistirilmesi ile modifiye edilmis
Ozgiin triagilgliserollerdir [38]. Sekil 2.4’te yapilandirilmig yaglarin genel yapisi

goriilmektedir.

0]

Il
0 CH:-0-C-Kveya O
I I
U-C-0-C-H O

I Il
CH;-O-C-KveyaO

Sekil 2.4 : Yapilandirilmig yaglarin genel yapisi (U: uzun zincirli yag asidi, O: orta
zincirli yag asidi ve K: kisa zincirli yag asidini ifade etmektedir) [39].

15



2.5.1 Yapilandirilmis yag sentezlenmesinin nedenleri

Yaglar onemli enerji saglayict besinler olmalarinin yaninda esansiyel yag asitleri ve
vitamin (A,D,E,K, vs) kaynagi olmasi acisindan da O&nemlidir. Oysaki son
zamanlarda gidalardaki bitkisel ve hayvansal yaglarin azaltilmasi giderek Onem
kazanmaktadir. Bunun ana nedeni yaglarin kolesterol ve obezite gibi bir¢cok saglik
sorununa yol a¢malaridir. Bunun sonucu olarak daha az kalorili yapilandirilmis

yaglarin tiretimi onem kazanmaktadir [40].

Yapilandirilmis yaglar tedavi edici veya {iriiniin fonksiyonel 6zelliklerini iyilestirme
amacgl olarak kullanilabilmektedirler. Bunun yaninda bu yaglar “nutraceutical”
olarak adlandirilan saghg kuvvetlendirici yeni bir lipid ¢esidi olarak
bilinmektedirler. “Nutraceutical”, beslenme etkisinin yaninda sagliga faydasi olan
gida maddelerinin tanimlanmasinda kullanilan bir terimdir. Bu iiriinlerin normal bir

gidaya katilmasi, katildig1 gidaya saglik yoniinden faydali 6zellikler kazandirir [41]

Yapilandirilmis yag iiretiminde farkli yag asitleri kullanilarak her birinin 6zellikleri
sayesinde YY’larin fizyolojik yararlart da arttirllmis olmaktadir. Yapilandirilmig
yaglar bagisiklik sistemini gelistirmek, kandaki kolestrol miktarin1 diigiirmek, beyin
gelisimini olumlu yonde etkilemek gibi ¢esitli faydalara sahiptirler. Sindirim ve
emilim oOzellikleri degistirilerek hazirlanan yapilandirilmig yaglar, belirli diyet
yaglarinit metabolize edemeyen veya pankreatik rahatsizliklart olan kisiler igin
faydali olmaktadir. Yapilandirilmis yaglar kalp ve damar hastaliklarina karsi
koruyucu o6zelliklerinin yaninda kanser olusumunu inhibe edebilme ve trombozu

onleyebilme etkisine de sahiptirler [39,42].

Yapilandirilmis yaglar, insan sagligina olan faydalarinin yan sira yaglarin kullanim
fonksiyonlarmi gelistirmek amact ile iiretilmektedirler. Yapilandirilmis yaglar,
TAG’1n erime sicaklig, kat1 yag miktari, iyot ve sabunlasma degerleri gibi fiziksel
ve kimyasal 6zelliklerini degistirebilmek i¢in kullanilirlar. Farkli nitelikte 6zel yaglar
iretmek, doymamis yag asidi iceren margarin iiretmek, yagin kristal yapisim
degistirmek ve yaglarin erime Ozelliklerini gelistirmek yapilandirilmis yaglarin

tiretilmesinin diger nedenleri arasindadir [43].

16



2.5.2 Yapilandirilmis yaglarin sentezlenmesinde kullanilan yag asitleri

Yapilandirilmis yag sentezinde ¢esitli yag asitleri kullanilmaktadir. Yapilandirilmig
yaglarin istenilen 6zelliklere sahip olmasi i¢in yag asitlerinin hepsinin fonksiyon ve
Ozelliklerini g6z Oniinde bulundurmak son derece onemlidir. Yapilandirilmis yag
tiretiminde kullanilan yag asitleri kisa zincirli yag asitleri, orta zincirli yag asitleri ve
uzun zincirli yag asitleri seklinde siralanabilir. Ayrica ¢oklu ve tekli doymamis yag
asitleri de yapilandirilmis yag iiretiminde kullanilmaktadir. Kullanilan yag asidi ve
bunlarin TAG i¢indeki konumu yapilandirilmis yaglarin fiziksel, fonksiyonel ve

metabolik 6zelliklerini belirler [8].

2.5.2.1 Kisa zincirli yag asitleri (KZYA)

Zincir uzunlugu 2-6 karbon atomu arasinda degisim gostermektedir. Bu yag asitleri
ugucu yag asitleri olarak da bilinmektedir. Kisa zincirli yag asitlerinin (KZYA)
geleneksel kaynaklari, inek siitii ve tereyagidir. Suda ¢6ziinebilme Ozellikleri,
molekiiler yapilart ve kisa zincir uzunlugu sayesinde bu yag asitleri diger yag
asitlerine gore midede daha cabuk adsorbe olmaktadirlar. KZYA’lar diger yag
asitlerine gore daha az yanma isisina sahip olduklarindan daha az kalori degerine

sahiptirler [8].

2.5.2.2 Orta zincirli yag asitleri (OZYA)

6-12 karbon atomu arasinda degisim gosteren zincir uzunluguna sahiptirler.
Hindistan cevizi ve hurma yag baslica orta zincirli yag asidi (OZYA) kaynaklaridir.
OZYA’lar viicutta glilkoz kadar c¢abuk metabolize olabilmektedir. Obeziteyle
miicadelede faydali olabilecekleri halde serum igerisindeki kolestrol miktarini da

belirgin sekilde arttirabilirler [8].

2.5.2.3 Uzun zincirli yag asitleri (UZYA)

14-24 karbon atomu arasinda degisim gosteren zincir uzunluguna sahiptirler. Uzun
zincirli yag asitleri (UZYA), hayvansal ve bitkisel yaglarda yaygin olarak
bulunmaktadirlar. KZYA ve OZYA’lara gore daha yavas adsorbe ve metabolize
olmaktadirlar. Biiyiik bir cogunlugu da kalsiyumla birleserek diski ile atilmaktadirlar.
KZYA ve OZYA’lara gore daha fazla hidrofobik ozellik gostermeleri dolayisiyla
UZY A’lar kan i¢inde tasinamaz ya da adsorbe edilemezler. Cok degisik tipte UZYA
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bulunmaktadir. Bu yag asitlerinin icinde en Onemli olanlar insanlar tarafindan
tiretilemeyen esansiyel yag asitleridir (EYA). Linoleik asit (18:2n-6) ve Linolenik
asit (18:3n-3), EY A grubu yag asitleridir [39].

UZY A’lar doymus ve doymamis yag asitleri olarak iki gruba ayrilabilirler. ®-3, -6
ve ©-9 yag asitleri doymamis yag asitleri arasindadir. n-3 yag asitleri olarak da
bilinen ®-3 yag asitlerinin en ¢ok bilineni linolenik asittir. Balik yaginda bulunan
eikosapentenoik asit, 20:5n-3 (EPA), dokosahekzaenoik, 22:6n-3 (DHA),
yapilandirilmis yag tiretiminde kullanilan diger omega-3 yag asitleridir. y-linolenik

asit (GLA) diger 6nemli -3 yag asitleri arasindadir [39].

®-6 (n-6) yag asitleri arasinda en ¢ok bilinen yag asidi linoleik asittir. Linoleik asit
hindistan cevizi, kakao ve palm cevizi gibi pek c¢ok bitki tohumunda bulunur. Oleik
asit ise ®-9 (n-9) yag asitleri arasinda en yaygin olarak bilinen yag asididir. Oleik asit
insan viicudunda sentezlenebildigi i¢in esansiyel yag asidi grubu iginde yer

almamaktadir [39].

2.6 Yapilandirilmis yag sentezlenmesinde kullamilan yontemler

Yapilandirilmis yaglar (YY) kimyasal veya enzimatik reaksiyonlar yardimiyla
sentezlenebilirler. YY sentezi i¢in literatiirde bahsedilen en yaygin yontem, iki TAG
arasindaki reaksiyondur (interesterifikasyon-i¢ esterlesme). Kimyasal olarak, sodyum
metoksit gibi alkali kullanilarak katalizlenen i¢ esterlesme, maliyet agisindan daha
ucuz ve yiriitiilmesi kolaydir. Fakat istenen triagilgliserollerin yaninda kolay
giderilemeyen ve istenmeyen yan lirlinler de agiga ¢ikar. Ayrica, kimyasal reaksiyon

belirsizlikler igerir ve son tiriindeki yag asidi dagiliminin kontrolii zordur [44].

2.6.1 Interesterifikasyon

Kimyasal interesterifikasyon reaksiyonlari, endiistride hayvansal ve bitkisel yaglarin
modifikasyonunda kullanilan baglica reaksiyonlardir. Hayvansal ve bitkisel
yaglardaki TAG karigimlarinin fiziksel ve fonksiyonel 6zelliklerini modifiye etmeye
yarayan prosestir. Hem kimyasal hem de enzimatik olarak interesterifikasyon
reaksiyonlar: gerceklestirilebilmektedir. En basit tanimiyla interesterifikasyon,
baslangictaki TAG’dan farkli fiziksel ve kimyasal 6zellikleri olan bir yeni bir TAG

yapist vermek iizere iki TAG arasindaki acil grubu degisimidir. Bunun yaninda
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interesterifikasyon terimi ¢ogunlukla bir ester ve asit (asidoliz), bir ester ve alkol
(alkoliz) veya bir ester ve baska bir ester arasindaki agil degisimi reaksiyonlarini

ifade etmekte kullanilmaktadir [8,37].

2.6.1.1 Transesterifikasyon

Transesterifikasyon, iki ester arasinda, yani iki triagilgliserol arasinda, gergeklesen acil
gruplar1 degisimidir. TAG igindeki yag asitlerinin pozisyonel dagilimlarini degistirip
bitkisel ve hayvansal yaglarin veya bitkisel-hayvansal yag karisimlarmin fiziksel
ozelliklerini degistirmek amaciyla transesterifikasyon reaksiyonu kullanilir. Gida
endiistrisinde en ¢ok kullanilan interesterifikasyon reaksiyonudur [37,43]. Sekil 2.5

transesterifikasyon reaksiyonunu gostermektedir.

0 0 0 0

I | | I
R-C-O-R, + R-C-O-R; <> R;-C-O-R; + R C-O-R,

Sekil 2.5 : 1ki farkl: triagilgliserol arasindaki transesterifikasyon reaksiyonu [43].
2.6.1.2 Asidoliz

Asidoliz bir serbest yag asidi (SYA) ve bir ester arasindaki a¢il grup degisiminin
gerceklestigi  interesterifikasyon reaksiyonudur. Reaksiyon asidik kosullarda
gerceklesir. Ortama ilave edilen asit TAG’ dan serbest yag asitlerinin hidrolizini
katalizleyerek istenen DAG ve MAG’larin olusumunu gerceklestirir. Boylece serbest
yag asitleri elde edilen DAG ve MAG’larin serbest hidroksil gruplaria etkiyerek
yeni TAG’in sentezine yol acar. Bu reaksiyonlar reaktan ve {iriinlerin denge
karisimini verebilecegi gibi reaksiyon iirlinlerinden birinin fiziksel olarak ortamdan
cekilmesi ile de tamamlanabilir. Teorik olarak reaksiyon serbest yag asitlerinin
fazlas1 kullanilarak yiiksek verimlere zorlanabilir. Bununla birlikte, SYA’larin
yiiksek maliyeti ve asidoliz reaksiyonu tamamlandiktan sonra final iiriinden biiyiik
miktarlardaki SYA’lar1 ayirma isleminin zorlugu agisindan bu durum pratikte kabul
goren bir uygulama degildir. Yaygin olarak bitkisel yaglarin ve balik yaglarinin besin
degerlerini arttirmak {izere, asidoliz reaksiyonu yardimiyla eikosapentanoik asit
(EPA) ve dokosahekzanoik asidin (DHA) serbest yag asitleri veya etil ester formlar

bu yaglara baglanilir. Yaglarin besinsel 6zelliklerinin zenginlestirilmesinin yayinda
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EPA ve DHA kullanilan asidoliz reaksiyonlart yapilandirilmis yaglarin
sentezlenmesinde kullanilan 6nemli bir yontemdir [37,43]. Sekil 2.6 asidoliz

reaksiyonunu gostermektedir.

O O 0] 0
Il Il Il Il

R-C-O-R; + Ri-C-OH — R-C-OH + R;-C-0O-R;

Sekil 2.6 : Bir agilgliserol ve bir asit arasindaki asidoliz reaksiyonu [43].
2.6.1.3 Alkoliz ve gliseroliz

Alkoliz bir alkol ve ester arasindaki esterifikasyon reaksiyonudur. Bitkisel yaglarin
alkolizinde TAG, bir alkolle giiglii bir asit veya baz varliginda gliserol ve alkil ester
karigimi olugturmak iizere reaksiyona girer. Bu alkoliz prosesi ara iiriin olarak DAG
ve MAG veren birtakim ardigik ileri ve geri denge reaksiyonlarindan olusur.
Reaksiyon stokiyometrisi bir mol TAG ve ii¢ mol alkolden olusur. Alkoliin fazlasi
alkil ester verimini artirarak gliserolle faz ayrimi saglar [37]. Sekil 2.7 alkoliz

reaksiyonunu gostermektedir.

O O

Il —_— > Il
Rl— C—()—R: + R;— OH «— Rl— C—()—R3 + R:— OH

Sekil 2.7 : Bir agilgliserol ve bir alkol arasindaki alkoliz reaksiyonu [43].

Gliseroliz, triagilgliserol ve gliserol arasindaki agil grup degisimidir. DAG ve
MAG’lerin biiyiik ¢ogunlu TAG’1n kimyasal katalizli gliserolizi sonucunda iiretilir.
Bu proseste TAG’lar, yiiksek sicakliklarda alkali katalizor varliginda, genellikle
sodyum hidroksit, gliseroliin fazlasiyla karigtirilir. Reaksiyon gliseroliin hidroksil
gruplartyla TAG’in yag asitlerinin yeniden dagilimi gergeklesene kadar yliksek
sicakliklarda tutulur. Dengeye ulasan reaksiyon sogutulup asit eklenerek, cogunlukla
fosforik asit, katalizor inaktive edilir. Bu katalizér filtrasyonla uzaklastirilir.
Reaksiyonda ¢oOziinen gliseroliin fazlasi sonradan vakum distilasyonu ile

uzaklastirilir [37].
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2.7 Enzimatik Yontemle Yapilandirilmis Yag Uretimi

Enzimatik yontemle yapilandirilmis yag reaksiyonlarini hidrolaz grubu enzimi olan
lipazlar katalizlemektedir. Yapilandirilmis yag {iretiminde uzun yillar kimyasal
interesterifikasyon kullanilmis fakat simdilerde arastirmalar bunun yerini enzimatik
intereterifikasyonla degistirmeye dogru yonelmistir. Bunun i¢in iki sebep ortaya
konulabilir. Kimyasal interesterifikasyon daha agir reaksiyon kosullar1 gerektirir ve
acil gruplarmin TAG yapisinda rastgele dagilimini saglar. Tersine enzimatik
interesterifikasyon igin daha tercih edilebilir faktorler siralanabilir. Enzimler daha
iliml1 kosullarda ¢aligirlarken, daha 6zellikli {irtinler verirler ve daha az atik {iretirler.
Tekrar kullanilabilir immobilize enzimler ise daha ekonomik proseslerin

uygulanabilirligi igin Onciiliik etmektedirler[45].

2.7.1 Enzimatik yontemle yapilandirilmis yag iiretiminde kullamlan lipazlar

Enzimlerin destekledigi proseslerin kullanilmasi antik medeniyetlere kadar uzanir.
Bugiin yaklasik 4000 kadar enzimin var oldugu bilinmektedir ve bunlarin yaklasik
200’1 ticari kullanima uygun enzimlerdir. Endiistriyel enzimlerin biiyiik ¢ogunlugu

mikrobiyal orijinlidir [46].

Lipazlar yaygin olarak dogada olusurlar fakat sadece mikrobiyal lipazlar ticari dnem
tasir. Triagilgliserol agil hidrolazlar1 olarak da bilinen lipazlar hayvansal ve bitkisel
triacilgliserolleri diagilgliserol, monoagilgliserol, serbest yag asitleri ve gliserole
hidroliz eden enzimlerdir. Ayrica esterifikasyon reaksiyonlarini da katalizleyebilirler
[8,46].

Esterazlarin aksine yag-su ara yilizeyinde absorbe olduklarinda aktif hale gelirler ve
stvinin bilylik kisminda ¢6ziinen substratlart hidrolize etmezler. Birg¢ok lipaz organik
coziiciilerde aktiftir ve aralarinda esterifikasyon, transesterifikasyon, glikollerin ve
mentollerin bolge secici agillenmeleri, peptitlerin sentezleri gibi birgok reaksiyonu

katalizler [46].

Lipazlar yaygin olarak hayvansal ve bitkisel yag proseslerinde, deterjan ve yag
giderme formiilasyonlarinda, gida proseslerinde, kaliteli kimyasal ve ila¢ sentezinde,

kagit imalatinda ve kozmetik sanayinde kullanim bulmaktadir [46].
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2.7.2 Enzimatik prosesi ve iiriin verimini etkileyen faktorler

Enzimatik yontemle yapilandirilmig yag {iretiminde reaksiyonlarda kullanilacak
enzimin ¢esidi, aktivitesi, miktar1, yikii, se¢iciligi ve diger 6zellikleri elde edilecek
verim agisindan son derece dnem tasimaktadir. Ayrica ortamdaki su miktari, ¢oziicii
¢esidi, ortamin pH’s1, substrat mol orani, inkiibasyon siiresi ve reaksiyon sicakligi,
prosesi ve lirlin verimini etkileyen diger faktorlerdir. Reaksiyonlarin hangi sartlar
altinda ylriitiilecegi substratin ¢esidine ve istenen son iirliniin Ozelliklerine baglh

olarak belirlenir [43,47].

2.7.2.1 Lipaz se¢iminin etKisi

Lipazlar kimyasal yollarla kolay elde edilemeyecek yag modifikasyonlarina neden
olurlar. Onlara bu 6nemi kazandiran o6zellikleri TAG igindeki yag asitlerine karsi
pozisyonel seciciliklerinin (1,3 segici, rastgele secici vs.) yani sira lipazlarin belirli
yag asidi tiirline 6zgli olmasidir. Yag asitlerine karsi secici ve spesifik olmalar1 TAG
molekiilii iginde spesifik yerlestirilmis yag asitlerinin oldugu yapilandirilmis yaglarin

formiile edilmesine yarar [47].

Lipazlarin pozisyon segiciligi, substrat seciciligi ve stereospesifikligi sayesinde daha
verimli bir sekilde istenen Ozelliklerde yapilandirilmis yag tiretmek miimkiindiir.
Lipaz enzimi katalizorliigiinde gergeklestirilen reaksiyonlarda en yiiksek verimle en
yiiksek saflikta ve istenen Ozellikte iiriin elde etmek amaclanmaktadir. Bu yilizden

reaksiyon ve liriin veriminin arttirilmasinda enzim se¢imi son derece énemlidir [43].

Baz1 lipazlar yag asitleri ile gliserid iskeleti arasindaki baglar1 gelisigiizel sekilde
parcalarlar. Pozisyonel secicili 6zelligine sahip olmayan bu tiir lipaz kaynaklarina
ornek olarak Candida sp. ve Pseudomonas sp. gosterilebilir. Sekil 2.8’de pozisyonel
secicilige sahip olmayan lipazlarin varliginda gergeklesen interesterifikasyon
reaksiyonlariin genel yapist goriilmektedir [8]. Burada MLL, LML, LLM, LMM,
MLM ve MML yapilandirilmis yaglar ifade etmektedir.
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Sekil 2.8 : Pozisyonel segicilige sahip olmayan lipazlarin varliginda gerceklesen

interesterifikasyon reaksiyonlar1 (L: Uzun zincirli yag asidi, M: orta
zincirli yag asidi) [48].

Pozisyonel segicilikleri olan lipazlar ise sadece sn-1 ve sn-3 pozisyonundaki yani
distaki ester baglarini par¢alamaktadirlar. Rhizomucor miehei, Rhizopus javanicus,
Rhizopus niveus ve Rhizopus delemar, sn-1 ve sn-3 pozisyonunda segicilige sahip
olan lipazlara 6rnek olarak gosterilebilir [8]. Sekil 2.9°da, sn-1 ve sn-3 pozisyonunda
secicilige sahip olan lipazlarin varliginda gergeklesen interesterifikasyon

reaksiyonlariin genel yapisi goriilmektedir.
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Sekil 2.9 : sn-1 ve sn-3 pozisyon segiciligine sahip olan lipazlarin varliginda

gergeklesen interesterifikasyon reaksiyonlar1 (L: Uzun zincirli yag
asidi, M: orta zincirli yag asidi) [48].

Yag asidinin zincir uzunluguna gére segici olan lipazlar da bulunmaktadir. Ornegin,
Penicillium cyclopium lipazt uzun zincirli yag asitlerini pargalamaktadir. Bunun
yaninda Aspergillus niger ve Aspergillus delemar lipazlar ise kisa zincirli yag
asitlerine secicilik gostermektedir. Ayrica yag asidi secici 6zelligine sahip lipazlar da
mevcuttur. Bu lipazlar cis-9 pozisyonuna karsit duyarhdirlar. Geotrichum candidum
lipaz1 cis-9 pozisyonunda c¢ift bag i¢eren uzun yag asitlerine yonelik secici 6zellik

gostermektedir [48,49].
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2.7.2.2 Su miktarmin etkisi

Enzimatik reaksiyonlarda ortamda su bulunmasi gerekmektedir. Su varliginda
enzimlerin aktivasyonu saglanmakta, enzimin ve reaktanlarin diflizyonu istenilen
diizeyde gerceklesmektedir. Genel olarak ortamdaki su miktarinin artmasi ile enzim
aktivitesinde artig oldugu goriilmektedir. Ortamdaki su miktar1 reaksiyon hizini, iiriin
verimini, Urlin seciciligini ve reaksiyon stabilitesini etkilemektedir. Kataliz i¢in
gerekli su miktar1 enzimin kaynagina ve reaksiyonun gerceklestigi ¢oziiciiye bagh
olarak degismektedir. Bu nedenle maksimum verim elde edilebilmesi i¢in optimum

su miktarmin tespit edilmesi gerekmektedir [50].

Lipaz varliginda gergeklestirilen reaksiyonlarda asir1 miktarda su bulunmamasi
gerekmektedir. Az miktarda bulunan su ile yag-su ara yiizeyi olugmakta, bu da
enzimin ¢aligmasi i¢in uygun yapiy1 meydana getirmektedir. Ayrica estererifikasyon
ve hidroliz tersinir reaksiyonlar olduklarindan ortamdaki su miktar1 reaksiyonun
yoniinii belirlemektedir. Su konsantrasyonunun artmasi dengenin hidroliz yoniine
kaymasina neden olmaktadir. Baz1 reaksiyonlarda az miktarda su ile iirlin verimi
artmakta ancak reaksiyon hizi diigmektedir. Su miktarinin yiiksek oldugu bazi

durumlarda ise reaksiyon hizi artarken iiriin veriminde diisiis gézlenmektedir [50,51].

2.7.2.3 Siirenin etkisi

Enzimatik yontemle yapilandirilmis yag iiretiminde iiretim maliyetlerini diigiirme
acisindan reaksiyonlarin en kisa siirede en verimli sekilde gerceklesebilmeleri son
derece onemlidir. Genelde uzun reaksiyon siirelerinin, agil gogiiniin arttirmasindan
dolay1r daha etkili olduklar1  bilinmektedir. Enzimatik  reaksiyonlarda
triacilgliserollere yag asitlerinin katilimi belli bir siireden sonra sabitlenmektedir.
Kullanilan enzimlere ve substratlara gore hem yaglara hem katilan yag asidi

yiizdeleri hem de reaksiyonlarin gergeklesme siireleri degisim gostermektedir [50].

2.7.2.4 Sicakh@in etkisi

Sicaklik, biyokatalizin gerceklesmesi i¢in reaktanlarin ¢dziinmesine yardim eder.
Enzimlerin galisabilecekleri en ideal sicaklik, optimum sicaklik olarak ifade edilir ve
her enzimin optimum sicaklik degeri farklidir. Immobilize lipazlarin ¢ogunlugu icin
optimum sicaklik 30-62°C arasindadir. Genel olarak sicaklik artisi reaksiyon hizinin

artmasina neden olur. Sicaklik arttikca hem enzim aktivitesi artig gésterir hem de agil
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gocli hizlanir. Fakat cok yiliksek sicakliklarda enzimler bozunurlar, diisiik
sicakliklarda ise enzimlerin etkinlikleri azalir. Ayrica yiliksek sicakliklarda yag
asitlerinin 1s1l bozunmaya ugramalar1 da reaksiyon hizin1 azalmaktadir. Bu nedenle
reaksiyonlarda optimum ¢alisma sicakliginin se¢ilmesi, enzimin etkinligini en iyi
sekilde gosterebilmesi ve maksimum verimin elde edilmesi agisindan son derece

onemlidir [50].

2.7.2.5 Substrat mol oraninin etkisi

Yapilandirilmis yag iretiminde kullanilan orijinal yagin ve yag asitlerinin
aralarindaki mol oranlari yeni olusturulan TAG’in verimini etkilemektedir. Segilen
substrat mol oran1 enzimin inhibisyonuna neden olmayacak bir aralikta se¢ilmelidir.
Belli bir degere kadar substrat mol oraninin arttirilmasi istenen yag asidinin TAG
yapisina katilim miktarini arttirirken asir1 substrat kullanmak inhibisyona neden
olabilir. Reaksiyonlardaki substrat mol orani1 genellikle prosesin maliyeti ve serbest
yag asitlerinin veya diger acil kaynaklarinin uzaklastirilmalarindaki giicliikler goz

ontinde bulundurularak segilmelidir [48,50].

2.7.2.6 Coziicii sisteminin etkisi

Enzimlerin aktivitesini belirlemede ¢oOziicii ¢esidi Oonemli bir faktordiir. Secilen
¢oOziici enzim aktivitesini ve reaksiyonun denge konumunu etkilemektedir.
Reaktanlarin ¢oziiniirliiklerinin farkli olmasindan dolayr organik c¢oziiciilerde
gerceklesen reaksiyonlarda denge konumunun saglanabilmesi su fazindaki
coziiciilere gore farklilik gostermektedir. Aym1 zamanda ¢6ziicii ¢esidi enzimin
inhibisyonuna ya da inaktivasyonuna neden olabilmektedir. Coziicii sec¢imi
yapilirken reaktanlarin ¢dziiniirlilk derecelerine ve ¢oziiciiniin reaksiyona etkisi olup

olmadigina dikkat edilmesi gerekmektedir [50].

Enzimatik interesterifikasyon reaksiyonlarinda ¢oziicii kullanilmasi ile enzimlerin
homojen dagilmalar1 saglanmakta, ortamdaki su enzimin c¢evresinde tutulmakta ve
reaksiyon ortaminin viskozitesi azalmaktadir. Ancak ¢oziicliniin yanici ve patlayici

olmamasina ve reaksiyon bitiminde iiriinden kolay ayrilabilmesine dikkat edilmelidir
[52].
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2.7.3 Kimyasal ve enzimatik yontem ile yapilandirilmis yag iiretiminin

kiyaslanmasi

Son zamanlardaki arastirmalar kimyasal interesterifikasyon uygulamalariin yerini,
dogasindan gelen bir¢ok avantajdan dolayi, enzimatik interesterifikasyonla
degistirmeye yonelmistir. Enzimatik interesterifikasyon daha spesifiktir, daha az kati
reaksiyon kosulu gerektirir ve sonucunda daha az atik agiga ¢ikar. Enzimatik
reaksiyonlarin diger reaksiyonlara gore en onemli avantaji reaksiyonun daha iliml
kosullar altinda yiiriitiilebilmesidir. Enzimatik reaksiyonlar kimyasal reaksiyonlara
oranla daha disiik sicakliklarda gerceklesirler. Boylece enzimatik yontem ile

substratin bozunma olasilig1 azalir ve enerji tasarrufu saglanir [39,45,53,54].

Enzimatik interestrifikasyonda enzimlerin segicilik 6zellikleri sayesinde istenen bir
acil grubunu TAG’1n spesifik bir pozisyonuna yerlestirmek miimkiindiir. Enzimlerin
secicilik ozellikleri sayesinde yag asitlerinin TAG yapisindaki dagilimlart kontrol
edilebilir. Oysaki kimyasal interesterifikasyon dogasindaki gelisigiizel reaksiyon
verme Ozelliginden dolayr buna sahip degildir. Kimyasal katalizorler segicilik
Ozelligine sahip olmadiklarindan, TAG karigimlarinda yag asitlerini rastgele
dagitirlar. Bunun yaninda kimyasal reaksiyonlarda istenen ozelliklere sahip {iriin
haricinde, istenmeyen pek ¢ok yan {irlin olusumu da gergeklesmektedir. Enzimatik
reaksiyonla olusan iirlinler ise kolay saflastirilabilir ve reaksiyon sonunda daha az
atik olusur. Enzimatik yontemde istenmeyen yan reaksiyonlar daha az sayida olusur,

proses kolay bir sekilde kontrol edilebilir [39, 51].

Enzimatik yontem ile yapilandirilmis yag {iretiminin bircok avantaji olmasina
ragmen pratikte ticari olarak uygulanmasi yaygin degildir. Bu durumun baglica
nedeni enzimlerin ekonomik olmayan fiyatlaridir. Ancak son zamanlarda
yayginlagsan immobilize tekniklerle lipazlarin immobilize edilerek kullanilmalari
prosesleri daha ekonomik hale getirirken, endiistriyel olarak da uygulanmalarina
olanak saglamaktadir. Immobilizasyon enzimlerin pH ve sicakliga karsi kararliligimi
arttirirken, lipazin geri kazanimmini kolaylastirarak tekrar kullanilmasini saglar.
Boylece toplam maliyeti azaltarak enzimatik prosesi kimyasalla rekabet edecek

dereceye getirir [51].
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2.8 Yapilandirilmis Yaglarin Kullammm Alanlar

Yapilandirilmis yaglar, insan sagligina olumlu etkileri ve besinlerin kullanim
fonksiyonlarina olan katkilar1 dolayisiyla birgok kullanim alani bulmaktadir.
Yapilandirilmis yaglarin kullanim alanlar1 arasinda margarinler, tereyaglari, kizartma
yaglar, diisiik kalorili yaglar bulunmaktadir. Bu yag cesitlerinin bir¢cok 6zelligi insan
sagligint olumlu ya da olumsuz yonde etkilemektedir. Doymus yag asidi igerigi
yiiksek olan margarinlerin tiiketimi kalp ve damar hastaliklarina neden
olabilmektedir. Yapilandirilmis yaglarin sentezi ile doymamis yag asidi igerigi
yiilksek margarinler iiretebilmek ve olast hastaliklar1 dnleyebilmek miimkiindiir.
Bunun yaninda tereyagi ve margarinin erime Ozellikleri de tiiketici tarafindan
olduk¢a 6nemlidir. Yiiksek oranda doymus yag asidi igeren yaglar oda sicakliginda
kat1, yliksek oranda doymamis yag asidi igeren yaglar ise oda sicakliginda sivi
olmaya egilimlidirler. Tereyagr ve margarinin erime Ozelliklerini istenen sekilde

olumlu yonde degistirmek i¢in yapilandirilmis yag iiretimi gerceklestirilir [39].

Yapilandirilmis yaglarin en ¢ok ilgi ¢ceken uygulama alanlarindan biri de, bir TAG
molekiiliine kisa zincirli yag asitleri (KZYA), orta zincirli yag asitleri (OZYA) ve
uzun zincirli yag asitleri (UZYA) katilmi ile elde edilen disiik kalorili yag
sentezidir. Yapiya baglanan kisa zincirli yag asitlerinin uzun zincirli yag asitlerine
oranla daha az kalori vermeleri, diisiik kalori degerine sahip yaglarin iiretilmesini

saglamaktadir [39,47].

Kakao yag1 ikameleri, sekerlemeler, yuamusak sekerler, bebek mamalari, cipsler, unlu
mamuller, soslar, ¢erez gidalar ve giinliik siit tiriinleri yapilandirilmis yaglarin diger
kullanim alanlar1 arasindadir. Kalorisi diigliriilmiis yapilandirilmis yaglar unlu
gidalarda, siit iirlinlerinde, soslarda ve kakao ikame yaglarinda kullanilir. Kakao
yaginin yiiksek olan fiyati {ireticileri kakao benzeri yaglari liretmeye yoneltmistir.
Kakao esdegeri yaglar kimyasal ya da enzimatik interesterlesme reaksiyonlar1 ile
dretilir. Bu amagla, palm yag veya aygicegi yagi ile stearik asit arasinda

interesterifikasyon reaksiyonu gerceklestirilebilir [39,47,53].

Anne siitlinlin yaninda mama ile beslenen bebekler icin mamadaki yagin bilesiminin
anne siitii ile aym1 veya yakin yag asidi bilesimi ve dagilimina sahip olmasi

gerekmektedir. Bu amagla anne siiti TAG’larina benzer yapida yapilandirilmis
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triagilgliserol iiretimi, sn-1 ve sn-3 spesifik lipaz kullanilarak, palm yagindan elde

edilen tripalmitin ile oleik asidin asidolizi ile gergeklestirilir [54,55,56].

Yapilandirilmis yaglar tibbi uygulamalarda da son derece onemlidir. Enteral ve
parenteral beslenme tip alaninda hastaya uygulanan beslenme c¢esitleridir. Enteral
beslenme bir hortum araciligi ile hastaya mide-bagirsak sisteminden besinin
iletilmesidir. Parenteral beslenme ise besinin hastaya damardan verilmesidir. Orta
zincirli triagilgliserol (OZT) ve uzun zincirli triagilgliserollerden (UZT) olusan
fiziksel karisimlarinin  enteral ve parenteral beslenmede faydali olduklar
bilinmektedir. Biinyesinde UZYA ve OZYA bulunduran yapilandirilmis yaglar,
OZYA’larin daha yavas ve kontrolli bir sekilde kan dolasimina katilmasini
kolaylastirmak amaci ile tasarlanmiglardir. OZYA igeren yapilandirilmis TAG’lar
uzun zincirli TAG’lara kiyasla daha kiigiik molekiil biiyiikligiine sahiptirler ve
sudaki ¢oziiniiliirlikkleri daha iyidir. Bu ylizden OZY A iceren yapilandirilmis lipidler,
cok cabuk hidroliz olurlar ve absorpsiyonlar1 daha yiiksektir [54,57].

Saglik degeri yiiksek yapilandirilmis yag tiretimi gida ve saglik acgisindan olumlu
etkileri bilinen bazi yag asitlerinin TAG molekiillerine katilmasi ile gergeklestirilir.
Bu amagla yapilandirilmis yag tliretiminde kullanilan yag asitlerine 6rnek olarak n-3
ve n-6 yag asitleri gosterilebilir. Yapilarinda n-3 ve n-6 yag asitleri bulunduran
yapilandirilmis yaglar, trombozun engellenmesinde, kalp hastaliklarinda, bagisiklik
sistemini giiglendirmede, alerjik vakalarda, diyabet ve kireglenme ile miicadelede ve

kanser riskini azaltmada kullanilabilir [39].

2.9 Literatiirde KLNA ile Yapilandirilmis Yag Uretimi Uzerine Yapilan

Cahismalar

Literatlirde enzimatik modifiye yag iiretimi ile ilgili ¢ok sayida ¢aligmalar bulunsa da
KLNA ile vyapilandirilmig yag iiretimi iizerine yapilan bir c¢alismaya
rastlanilmamustir. Bitkisel yaglara KLNA katilimi ile ilgili ¢aligmalara I.T.U Kimya
Miihendisligi boliimiinde bitirme 6devleri kapsaminda baslanilmis, daha sonra

yiiksek lisans tez konular1 kapsaminda daha ayrintili ¢alismalar yiiriitilmistiir.

[k olarak Oztiirk ve Ergiin tarafindan 2007°de gerceklestirilen bir bitirme ddevinde
zeytinyagina (ZY) nar c¢ekirdegi yagindan elde edilen nar yagi yag asitlerinin

(NYYA) katilimi incelenmistir. Calismada Thermomyces lanuginosa lipaz enzimi
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kullanilmistir. Asidoliz reaksiyonlart 1:1, 1:3, 1:5, ZY:NYYA mol oranlarinda, 50
°C’de, toplam substrat miktarinin %12’si kadar enzim oraninda, 2, 4, 6 saatlik
reaksiyon siirelerinde gergeklestirilmistir. Calismada mol oranmin ve reaksiyon
siiresinin etkileri incelenmistir. Sonugta optimum mol orami 1:5 ZY:NYYA ve
optimum reaksiyon siiresi 4 saat olarak belirlenmis, bu kosullarda %45 KLNA

katilimina ulagilmigtir [58].

Ozdogan ve arkadaslar1 2008 yilinda soya yagindan (SY) KLNA ile modifiye lipid
tiretimi konusunda hazirladiklar1 bitirme 6devinde KLNA kaynagi olarak nar yagi
yag asitlerini (NYYA) kullanmiglardir. Reaksiyonlar 50 °C sicaklikta, 1:3,1:4,1:5
SY:NYYA mol oranlarinda ve 1, 3, 5 saatlik siirelerinde yiiriitiilmiistiir. Substrat
agirhiginin %10’unu kadar Thermomyces lanuginosa lipaz enzimi kullanilmistir.
Daha sonra enzim miktarinin etkisini incelemek {izere, asidoliz reaksiyonlar1 1:5
SY:NYYA mol orani sabit alinarak 3 saatlik reaksiyon siiresinde ve %10,%15 ve
%20 enzim oranlarinda yiiriitiilmistiir. Calismada en fazla KLNA katilimi agirlik¢a
%20 enzim miktarinda, 50 °C sicaklikta ve 1:5 SY:NYYA mol oraninda %45 olarak
elde edilmistir [59].

Gezen tarafindan yapilan bir ¢calismada misir yaginin (MY), nar yagi yag asitleri
(NYA) ile asidoliz reaksiyonu sonucunda yapilandirilmis yaglarin elde edilmesi
amaglanmisttr. MY ve NYYA arasinda 1ii¢ seri asidoliz reaksiyonu
gergeklestirilmistir. Birinci deney serisinde, MY/ NYYA mol orami 1:3, ikinci
deney serisinde 1:4, ii¢lincii deney serisinde de 1:5 alinmistir. Enzim miktari, tiim
reaksiyonlarda substrat miktarinin agirlikca % 10’u olacak sekilde sabit alinip,
sicaklik 50°C’de sabit tutularak MY/ NYYA mol orani ve reaksiyon siireleri
degistirilmistir. Bu sayede, asidoliz {irlinii olan triagilgliserollere (TAG) konjuge
linolenik asit (KLNA) katiliminin, mol orani ve reaksiyon siiresine gore degisimi
incelenmigstir. Yiriitilen bu calismada en uygun reaksiyon siiresi 3 saat olarak
belirlenmis, bu reaksiyon siiresinde en yiiksek KLNA katilimi1 1:5 MY/NYYA mol
oraninda % 37.7 olarak elde edilmistir [60].

Baska bir ¢caligmada ise bir onceki calismaya benzer sekilde Haytiyev kanola yagindan
(KY) KLNA ile yapilandirilmis yag liretimini amacglamis, KLNA kaynagi olarak yine
nar yagi yag asitlerini (NYYA) kullanmistir. Bu ¢alismada da en uygun reaksiyon

sliresi 3 saat olarak belirlenmistir. Bu reaksiyon siiresinde en yiiksek toplam KLNA
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katilim oranmi 1:4 KY/NYYA mol oraninda % 30.6 olarak elde edilmistir. Daha
yiksek KY/KLNA mol oranit kullaniminin KLNA katilim oranmni arttirmadigi
gorilmiistir [61].

Elden, 2009 yilinda yiiriittigli yiiksek lisans tezinde mahlep yag asitleri (MYA) ile
soya yagindan (SY) yapilandirilmis yag iiretimi ve reaksiyon kosullarinin
optimizasyonu iizerine bir ¢alisma yiiriitmistiir. Yapilan 6n denemeler 50 °C sicaklik,
SY:MYA mol oranlart 1:3, 1:4, 1:5, 1:6,1:7, reaksiyon siireleri 1,3,5 saat ve enzim
miktar1 substratin agirlik¢a %10°nu olacak sekilde yiiriitiilmiistiir. Sonu¢ olarak 1:5
mol oranindan daha fazla olan substrat mol oraninin ve 3 saaten fazla olan reaksiyon
stiresinin KLNA katilimina ¢ok fazla bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Boylece 1:5
mol orani ve 3 saat reaksiyon siiresi sabit tutularak KLNA katilimina enzimin etkisini
arastirmak iizere, agirlikca % 7,% 10,% 13,% 16 ve % 19 enzim miktarlariyla tekrar
on denemeler yapilmigtir. Bu 6n denemelere gore de enzim miktarindaki artigin
KLNA katilimina pratikte etkisi olmadigi goriilmiistiir. Son olarak sicakligin etkisini
incelemek iizere 1:5 mol orani, %10 enzim miktar1 ve 3 saat reaksiyon siiresinde 35
°C, 40 °C, 45°C, 50 °C, 55 °C, 60 °C’de asidoliz reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir.
Bunun sonucunda sicakliktaki artisin, KLNA miktarinin artisina enzim miktarindaki
artisa gore daha etkili oldugu gozlenmistir. Tim 6n denemelerden elde edilen
sonuglarla reaksiyon kosullarinin optimizasyonu Tepki Yiizey Metodolijisine (TYM)
gore yliriitiilmiis, sonucgta optimum kosullar 1:6,4 SY:MYA mol oran1 ve 36,8 °C
sicaklik olarak belirlenmistir [62].

Bagka bir ¢alismada 2009 yilinda Elibal, Lipozyme TL IM lipaz1 katalizorliiglinde
kanola yagi (KY) ve kudret nar1 yag asitleri (KNYA) arasinda gergeklestirilen
asidoliz reaksiyonu sonucu konjuge linolenik asit¢e zenginlestirilmis yapilandirilmis
yaglar elde etmistir. Reaksiyon parametrelerinin belirlenmesi ve optimum kosullarin
saptanmasit amaciyla TYM yontemi uygulanmistir. Bu amagla 2 faktorlii ve 3
seviyeli ylizey merkezli kiip deney tasarimina uygun olarak 11 asidoliz reaksiyonu
gerceklestirilmistir. KNYA:KY oran1 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1 olarak secilmis ve en
uygun mol orani aranmustir. Reaksiyona sicakligin etkisini arasgtirma amaciyla 6
farklr sicaklik degerinde (35 °C, 40 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C, 60 °C) calisilmistir. 1,3
ve 5 saatlik deneyler yiiriitiilerek silirenin katilim iizerindeki etkisi incelenmistir.

Enzim miktar ise substrat agilifinin %7, %10, %13, %16, %19’u olacak sekilde
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secilmistir. Sonugta en yiiksek katilimin %10 enzim miktarinda oldugu gézlenmistir.
Yapilan diger 6n denemelerin sonuglarindan yaralanilarak reaksiyon kosullarinin
optimizasyonuna ge¢ilmis, TYM kullanilarak belirlenen optimum kosullar 6,8:1

KNYA: KY mol orani ve 54,2 °C, sicaklik olarak bulunmustur [63].

Bu ¢alismada ise zeytinyag: ile KLNA arasindaki asidoliz reaksiyonu Tepki Yiizey
Metodolojisi esaslarina uygun olarak sistematik olarak incelenmis ve reaksiyon
kosullar1 optimize edilmistir. Reaksiyonda Thermomyces lanuginosa orijinli
Lipozyme TL IM lipaz enzimi kullanilmistir. Zeytinyagindan KLNA’ca
zenginlesmis yapilandirilmis TAG’larin  iretiminde ve optimizasyonunda 3
degiskenli ve 3 seviyeli ‘Yiizey Merkezli Kiip Deney Tasarim’ modeli kullanilmistir.
Reaksiyona etki eden 3 degisken olarak enzim miktari, substrat mol orani ve sicaklik
secilmistir. On optimizasyon deneyleri ile bu 3 degisken icin 9 seviye degerleri
belirlendikten sonra segilen tasarim modeline uygun sayida asidoliz reaksiyonlari
yuriitiilmiistir. Sonuglarin istatiksel degerlendirilmesi ile zeytinyagimin KLNA ile

asidoliz reaksiyonunun optimum reaksiyon kosullar1 belirlenmistir.

2.10 Tepki Yiizey Metodolojisi (TY M)

Tepki Yiizey Metodolojisi (TYM), optimum proses kosullarini, 6zel deney
tasarimlar1 ile birlestirerek birinci ve ikinci dereceden polinom denklemleri ile
birlikte bir ardigik deney prosediirii igerisinde kararlagtiran bir optimizasyon
teknigidir. Prosesler bagimli ve bagimsiz degiskenlerden olusmaktadir. TYM
bagimsiz degiskenleri parametre veya faktor, bagimh degiskenleri ise tepki veya ¢ikti
olarak degerlendirmektedir. Bagimli degiskenin ¢ok sayida bagimsiz degiskenden
etkilendigi proseslerin analizinde, modellenmesinde ve tepkinin optimizasyonunda
uygulanan bir seri deney prosediiriidiir. Kisacasi, TYM tepkinin en iyi degerini
(optimum degerini) bulmak i¢in olusturulmus teknikler biitiiniidiir. TYM ile bir
seferde, sec¢ilen bagimsiz degiskenlerin tepki iizerindeki etkileri goriilebilmekte ve
0zel deney tasarimlari kullanilarak optimizasyon icin gerekli deney sayisi

azaltilabilmektedir [64-66].

Prosesten en verimli sonucun alinabildigi tepki degerini bulabilmek amaci ile
olusturulmus bir teknikler biitiinii olan TYM ile ilgili ilk ¢alismalar 1951 yilinda Box
ve Wilson tarafindan ylriitiilmistiir. Daha sonra, 1957 yilinda Box ve Hunter’in,
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1958 yilinda Bradley’in, 1960 yilinda Davies’in, 1987 yilinda Khuri ve Cornell’in ve
1995 yilinda Myers ve Montgomery’in TYM {izerindeki c¢aligmalart kullanilan
teknikleri gelistirmistir. Bu tekniklerin tiimiinde deneylerin tasarimi ve elde edilen

deneysel sonuglarin analizi yer almaktadir [67,68].

Proseslere TYM uygulanirken tepki iizerine etki eden ¢ok sayida degiskenden ilk
olarak, oOl¢iilmek istenen tepkiye en fazla etki ettigi disiiniilen degiskenlerin
secilmesi en dogru sonucun alinmasi agisindan énemlidir. Degiskenlerin se¢iminden
sonra 6n denemeler ve literatiir aragtirmasi ile bu degiskenlerin Olgiilebilecekleri
deger araliklari belirlenir. Daha sonra proses i¢in en uygun model denkleminin
secilmesi gerekir. Model denklem, Olgiilen tepkiyi proses degiskenlerinin bir
fonksiyonu olarak ifade eder. TYM’de kullanilan model denklemler birinci veya
ikinci dereceden olabilir. TYM ile yapilan ¢aligmalarda daha ¢ok ikinci dereceden
model denklemler tercih edilmektedir [65,69,70].

Model denklem belirlendikten sonra uygun deney tasarimi segilir. En ¢ok kullanilan
deneysel tasarimlara Merkezi Bilesik veya Box Behnken Deney Tasarimlar1 6rnek
olarak gosterilebilir. Bu tasarimlar ikinci dereceden terimler iceren modellerdir, yani
bagimsiz degiskenler ile ¢ikti degeri arasinda dogrusal yaklasimin Otesinde bir
baglant1 ifade etmektedirler. Bu modeller ile elde edilen sonuclar tepki ylizey ve
izdiiglimii (contour) grafikleri ile gosterilerek yorumlanabilir. Tiim bu tasarimlar ile
optimizasyon icin gergeklestirilmesi gereken deneylerin kosullar1 ve deney sayilar

belirlenmis olur [65].

Tepki yiizey ve izdiisiim grafiklerinde iki bagimsiz degiskenin cesitli seviyelerinde
elde edilen tepki degerleri y ekseninde gosterilmektedir. Bu sekilde optimizasyon
icin 6nemli bir veri olan iki faktdriin ¢ikt1 iizerindeki etkileri bir cevap yiizeyi

seklinde gosterilmis olur [65,70].

2.10.1 Merkezi bilesik deney tasarimlari

Merkezi bilesik deney tasarimlar1 (MBDT) uygulanirken cesitli deneysel noktalar
kullanilmaktadir. Bu deneysel noktalar, kiip noktalar (cube points), yildiz noktalar
(star points) ve merkez noktalar (center points) olmak iizere ii¢ ¢esitten olusmaktadir.
Kiip noktalar1 i¢in kodlanan bagimsiz degisken degerleri £1°dir. MBDT da ikinci
nokta grubunu olusturan yildiz noktalarinin (+a, 0, 0,...0), (0, £a,0, ...0), (0, 0, ...0,
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+0) olmak tizere degisik koordinatlari bulunmaktadir. Diger nokta grubunu ise
koordinatlar1 her zaman (0, ...0) olan ve tasarim merkezinde yerlesen merkez
noktalar olusturmaktadir [65,68,71]. MBD’da ii¢ faktorli bir sistem i¢in deney
noktalar1 Sekil 2.10°da gortilmektedir. Faktorler x;, Xo ve X3 seklinde ifade

edilmektedir.

Sekil 2.10 : Merkezi bilesik deney tasariminda ti¢ degiskenli bir sistem igin deney
noktalart 6rnegi [65].

Merkezi bilesik deney tasarimlari i¢inde sinirlandirilmis, disindan ¢emberlenmis ve
yiizey merkezli olmak iizere kendi i¢lerinde farkli tiirlere ayrilirlar. Bu tasarim
tirlerinin birbirlerinden ayrilmasinda deneyler i¢in kullanilan faktorlerin seviye
degerleri etkili olmaktadir. Ug faktorlii bir tasarimda eksensel noktalar kiipiin yan
yiizeylerinin merkezlerinde ise bu tasarim ylizey merkezli tasarim olarak adlandirilir
[71,72].Sekil 2.11°de ii¢ degiskenli bir sistem i¢in Yiizey Merkezli Merkezi Bilesik
Deney Tasarim (YMMBDT) noktalar1 gériilmektedir. Faktorler x1, X2 ve X3 seklinde

ifade edilmektedir.

Sekil 2.11 : Yiizey merkezli merkezi bilesik deney tasariminda ti¢ degiskenli bir
sistem i¢in deney noktalar1 drnegi [65].

YMMBDT’da en az iki merkez noktanin olmasi gerekmektedir. Yiizey merkezli kiip
deney tasariminda (Face Centered Design) a= 1’dir. Tasarim merkezi ise (0, 0, 0)
koordinatlarina sahip merkez noktadir. Bu deney tasariminda, yildiz noktalar1 kiipiin
yiizlerinin tam ortasinda bulunmaktadir. YMMBDT bagimsiz degiskenlerin alt ve tist

seviye degerlerinin kesin olarak belirlendigi sistemlerde en dogru sonuglari
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vermektedir [69,71,72]. Cizelge 2.5°te li¢ faktorlii sistem i¢in YMMBDT

goriilmektedir.

Cizelge 2.5 : Ug faktorlii sistem icin yiizey merkezli merkezi bilesik deney tasarimi

[65].
Deney No X1 X X3
1 -1 -1 -1
2 -1 -1 1
3 -1 1 -1
4 -1 1 1
5 1 -1 -1
6 1 -1 1
7 1 1 -1
8 1 1 1
9 -1 0 0
10 1 0 0
11 0 -1 0
12 0 1 0
13 0 0 -1
14 0 0 1
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0

2.10.2 Varyans analizi (ANOVA)

Varyans analizi 6zellikle bir¢ok degiskenin bulundugu ¢ok seviyeli modellerde
kullanilan bir analizdir. Varyans analizi deneysel sonug¢larin tamaminin toplu olarak
yorumlanmasini saglar. Kisaca ANOVA (Analysis of variance) olarak da bilinen
varyans analizi, istatiksel tekniklerin genel toplamidir. ANOVA nicel 6lgiimleri
kapsayan deneysel verilerin analizi ve elde edilen model hakkinda karar verebilmek
igin gelistirilmis bir tekniktir [65,69,72].

Varyans analizinde kurulan modele ait keyfi bir anlamlilik diizeyi se¢ilmektedir ve

anlamhilik diizeylerine gore hazirlanmig F tablolarinda serbestlik derecelerinin
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kesisim noktasinda bulunan F orani degerleri ile kiyaslanmaktadir. F orani, ANOVA
tablosunda model varyansinin hata varyansma oranmni ifade etmektedir. Modelin
gecerliligi Fhesaplanan V€ Franio degerleri kiyaslanarak anlasilmaktadir. Modelin gecerli

olabilmesi i¢in Fhesaplanan™ Franlo 0lmasi gerekmektedir [69,72].

2.10.3 Regresyon analizi

Regresyon analizinde bagimli ve bagimsiz degiskenler arasinda en uygun baglanti
tespit edilmektedir. Bunu gergeklestirmek i¢in en uygun deneysel tasarim
secilmektedir. Yapilan deneylerle elde edilen veriler, regresyon analizi sonucunda
matematiksel bir formiil seklinde ifade edilmektedir [65,69].

2.10.4 Kalanlarin toplanu

Deneylerde gozlenen tepki degerleri ile deneysel tasarimdan elde edilen tepki
degerlerinin birbirine yakinliklari, olusturulan modelin dogrulugunu gostermektedir.
Deneylerde gozlenen ¢ikt1 degerleri y, deneysel tasarimdan elde edilen ¢ikt1 degerleri
ise y seklinde gosterilmektedir. Kalanlarin toplami, bu degerlerin arasindaki farklarin
toplamini olusturmakta ve segilen modelin dogru bir model oldugunun gostergesi
olarak bu toplamin sifir ya da sifira yakin bir deger olmasi gerekmektedir [65,69,70].
Matematiksel ifadesi asagidaki gibidir:

Ye=2(y-9)=0 (2.1)
2.10.5 Korelasyon katsayisi

Tasarimda kullanilan degigskenler arasinda etkilesimin olup olmadigi, varsa
etkilesimin kuvvetli ya da zayif korelasyon katsayisi ile belirlenebilmektedir.
Korelasyon katsayisi (R), tasarimdan elde edilen degerler (y) ile deneysel degerlerin

(y), deneysel sonuglarin ortalama degerinden (y)uzaklasma derecesini vermekte ve

asagidaki ifadeden bulunmaktadir [69,70].

RZ _ > (-9)° (2.2)
2.(y=9)°

R? degeri -1 ile +1 arasinda degisim gdstermektedir. R¥nin -1 olmasi1 degiskenler

arasinda negatif tam dogrusal iliskinin varligini ortaya koymakta, R*nin +1 olmasi

durumunda ise degiskenler arasinda pozitif tam dogrusal iliski s6z konusu olmaktadir

[65].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Kullanilan Hammaddeler

Deneysel caligmalarda kullanilan Kristal marka Riviera tiirii zeytinyagi piyasadan
temin edilmistir. KLNA igeren nar yagi yag asitleri Akdeniz bolgesinde bulunan bir
meyve suyu fabrikasindan kiispe seklinde alinan nar ¢ekirdeklerinden elde edilmistir.
Asidoliz reaksiyonlarinda Lipozyme TL IM ticari lipaz enzimi kullanilmistir.
Thermomyces lanuginosa orijinli ve 1,3 pozisyon segiciligi olan enzim, Novo-
Nordisk A/S (Copenhagen, Danimarka) firmasi tarafindan hediye edilmistir.
Reaksiyon firiinlerinin analizlerinde, yag asitlerinin bilesimlerinin saptanmasi ve
tanimlanmasinda kullanilan tiim c¢oziiciiler ve kimyasallar Merck ( Darmstadt,

Almanya ) firmasindan temin edilmis analitik saflikta tiriinlerdir.

3.2 Calisma Yontemi

3.2.1 Nar yaginin ekstraksiyonu

Kiispe halinde temin edilen nar ¢ekirdekleri oda sicakliginda 3 giin siireyle kurutulup
elekten gegirildikten sonra iglerindeki kabuk ve yabanci cisimlerden temizlenmistir.
Nar yag1, nar ¢ekirdeklerinden soxhlet ekstraksiyonu yolu ile elde edilmistir. Bu
amacla 35 gr nar ¢ekirdegi kahve degirmeninde ogiitiilerek hazir soxhlet kartuslarina
doldurulmus ve soxhlet {initesine yerlestirilmistir. Coziicii olarak hekzan
kullanilmistir. Ekstraksiyon, 4 saat siireyle gergeklestirilmistir. Ekstraksiyon sonucu
elde edilen yag-hekzan karisimi Na,SO, ilave edilerek kurutulduktan sonra karisim
adi slizge¢ kagidindan siiziilerek c¢oziiciisii doner buharlastiricili evaparatorde

ucurulmustur. Elde edilen nar yag1 ortam sicakliginda ve karanlikta saklanmistir.

3.2.2 Nar yagindan serbest yag asitlerinin hazirlanmasi

Nar yagindaki yag asitlerinin ve sabunlagsmayan maddelerin ayristirilmasi igin
sabunlagsma reaksiyonu gerceklestirilmistir. Bu amagla 250 mL’lik cam balona 9 g

nar yagi, 90 mL 1N etanollii KOH c¢ozeltisi ve kaynamanin homojen olmasi i¢in bir
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miktar kaynama tasi konup balon su banyosuna yerlestirilmistir. Karisim geri
sogutucu altinda 1 saat sabunlasma reaksiyonuna tabi tutulmustur. Bu siire sonunda
balon su banyosundan alinmis ve {istiine 90 mL distile su, 90 mL hekzan eklenmis,
karistm 500 mL’lik ayirma hunisine alinip ¢alkalanmistir. Boylece sabunlagsmayan
maddeler hekzan fazinda (iist faz) kalirken olusan yag asitleri potasyum sabunlar1 ise
sulu fazda (alt faz) kalmistir. Ayirma islemi gergeklestikten sonra sulu faz bir kez
daha 90 mL hekzan ile galkalanip tizerine 34 mL 3N HCI eklenerek yag asitlerinin
serbest hale gecmesi saglanmistir. Daha sonra bu karisim 2x100 mL hekzan ile
calkalanmis ve yag asitleri hekzan fazina gegmistir. Hekzan fazi daha sonra 100 mL
distile su ile pH’1 6-7 arasinda olana kadar yikanmistir. Yikanan faza Na,SO, eklenip
kurutulduktan sonra darasi belli olan bir balona alinip, doner buharlastiricida

hekzanin ucurulmasi saglanmistir. Bdylece serbest yag asitleri elde edilmistir.

3.2.3 Kullamilan hammadde ve reaksiyon iiriinlerinin karakterizasyonu

Deneysel calismada kullanilan nar yagi, zeytinyagi ve reaksiyon lriinlerinin yag
asitleri bilesimi kapiler gaz kromatografisi (GC) ile saptanmustir. Bilesimi belirlemek
amactyla oncelikle substratlarin metil esteri hazirlanmis ve Hewlett-Packard 5890
Seri Il (Hewlett-Packard, Waldron, Almanya) gaz kromatografi cihazina
beslenmistir. Kromatogramlarda elde edilen piklerin tanimlanmasinda, 16:0, 16:1,
18:0, 18:1, 18:2, 18:3, 20:0 ve 20:1,22:0 yag asitlerinden ibaret standart yag
asitlerinin metil esterleri karigimi (Sigma-Aldrich) ile standard KLNA metil esterleri
karistmi  (Arkansas Universitesi, Gida Bilimleri Boéliimii, Amerika Birlesik
Devletleri)’nin aym1 cihaz ve kosullarda yapilan analizlerinden elde edilmis
kromatogramlar kullanilmigtir [73]. Uygulanan kromatografik analiz kosullari

Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1 : Gaz kromatografisi analiz kosullari.

Dedektor Tipi FID®
Dedektor Sicaklig (°C) 280
Injeksiyon Sicaklig1 (°C) 250
Gaz Hizlar1 (mL/dak)
Azot 1,6
Hidrojen 33
Hava 460
Dagitma orani 88:1
Firin Sicakligi 150 °C (5 dak)
150-275 °C (5 °C/dak)
275 °C (10 dak)
Kolon Tipi HP-INNOWAX
19091N-213?

(1) Alev iyonizasyon dedektorii
(2) 30m x 0,32mm, 0,5pm film kalinliginda

3.2.4 Zeytinyag ile KLNA’nin asidoliz reaksiyonunda uygulanan yontem

Asidoliz reaksiyonlart 30 mL’lik koyu kahverengi, kapakli ve 1stya dayanikli cam
reaksiyon siselerinde gergeklestirilmistir. Reaksiyon sisesine yaklagsik 1 gram
substrat karisimi1 konulmustur. Bu karisim belirli reaktan mol oranlarinda zeytinyagi
ve NYYA’lardan olusacak sekilde hazirlanmistir. Karisima 10 mL hekzan eklenmis
ve lizerine toplam substrat miktariin agirlikca belli orandaki yilizdesi kadar
Lipozyme TL IM enzimi ilave edilmistir. BOylece reaksiyonun gerceklesecegi
karisim hazirlanmis ve bu karisim sicakligin belirlenen degerlerde sabit tutuldugu
orbital ¢alkalayiciya (Edmund Biihler, KS-15, Almanya) yerlestirilmistir. Reaksiyon

sirasinda reaksiyon karigimi 200 rpm sabit hizla karistirilmistir. Karisimdan belirli
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zaman araliklarinda 8’er mL’lik numuneler alinmistir. Bu numunelerin analizleri

yapilarak asidoliz reaksiyonun ilerleyisi incelenmis ve degerlendirmeler yapilmistir.

3.2.5 Asidoliz iiriinlerinin analizi

Reaksiyon karisimindan alinmis numunelere 6nce reaksiyonu durdurmak amaci ile
10 mL etanol ilave edilmistir. Asidoliz reaksiyonun ana {irlinli, zeytinyagi
triacilgliserollerinden tiiremis yeni bir yag asidi profiline sahip triagilgliseroller
(TAG’lar) dir. Bu TAG’lar ortamda reaksiyona girmemis KLNA ve zeytinyagindan
aci8a c¢ikmis yag asitleri ile birlikte bulunurlar. Yeni olusmus yapilandirilmig
TAG’larin en dogru sekilde analizlerinin yapilabilmesi i¢in, ortamdaki serbest yag
asitlerinin notralize edilerek uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu amagla 10 mL etanol
ilave edilmis numunelere 10 mL hekzan eklenmistir. Bu karisim fenolftalein
indikatorliigiinde 0,02 M NaOH c¢ozeltisi ile titre edilmistir. Bdylece numune
icerisindeki serbest yag asitlerinden sodyum sabunlari elde edilmistir. Titrasyon
islemi tamamlanan numuneler, ekstraksiyon islemini gergeklestirebilmek amaci ile
500 mL’lik ayirma hunisine alinmistir. Ayirma hunisindeki numune {izerine 50 mL
destile su ve 50 mL hekzan ilave edilmis ve iyice ¢alkalanmistir. TAG’lar hekzan
fazinda ¢Oziiniirken, su fazina ise yag asitlerinin sodyum sabunlar1 gegmistir. Bu iki
fazin birbirinden en 1yi sekilde ayrilabilmesi i¢in bir siire beklenilmistir. Hekzan fazi
tamamen notr olana kadar su ile birka¢ kez yikanmistir. Bu islem tamamlandiktan
sonra ayirma hunisinden alinan yapilandirilmis TAG igeren hekzan fazi doner
buharlastiricida ¢oziiciisii tamamen ucurulana kadar evapore edilmistir. Bu sekilde

saf olarak TAG tiriinleri elde edilmistir.

Elde edilmis olan TAG fraksiyonlarmin metil esterleri hazirlanmis ve yag asidi
bilesimleri kapiler gaz kromatografisinde Bolim 3.2.3’te agiklanan analiz
kosullarinda belirlenmistir. Gaz kromatogramlarinin degerlendirilmesi sonucunda
yapilandirilmis TAG’larin yag asidi bilesimleri ve zeytinyagina katilan konjuge

linolenik asit ylizdesi tespit edilmistir.

3.2.6 Deneysel tasarimda kullanilacak degiskenlerin ve degisken seviye

degerlerinin belirlenmesi

Bu c¢alismada, enzimatik asidoliz reaksiyonu ile zeytinyagindan KLNA’ca
zenginlestirilmis TAG’larin eldesinde, reaksiyon parametrelerinin (degiskenlerin)
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iiriin  bilesimi {izerine olan etkilerinin incelenmesi ve optimum kosullarin
belirlenmesi amaci ile deneysel tasarimdan yararlanilmistir. Bu amagla Tepki Yiizey
Metodolojisi kullanilmistir. 3 degiskenli ve 3 seviyeli ylizey merkezli kiip tasarimina
uygun olarak asidoliz deneylerinin tasarimi yapilmistir. Literatiir verilerine gore,
yapilandirilmis yaglarin enzimatik yontemle iiretiminde substrat mol orani, enzim
miktari, reaksiyon siiresi ve reaksiyon sicakligi en 6nemli degiskenler arasindadir.
Optimizasyonun en verimli ve dogru sekilde uygulanabilmesi i¢in degiskenlerin ve
degisken etki araliklarinin se¢imi son derece oOnemlidir. Bu se¢im yapilirken
reaksiyon sistemi disinda, ekonomiklik ve uygulanabilirlik faktorleri de goz oniinde

bulundurulmalidir.

Calismada 6n denemelerde substrat mol orani, reaksiyon sicakligi, reaksiyon siiresi,
ve enzim miktar1 degisken olarak se¢ilmistir. Zeytinyagi ve nar yagi yag asitleri
belirli oranlarda bir araya getirilerek 1 gramlik substratlar olusturulmustur. Yapilan
deneylerde zeytinyagi: nar yag asidi (ZY:NYYA) mol oran1 1:3, 1:4, 1.5, 1:6 olarak
secilerek ve en uygun substrat mol orani aranmistir. Reaksiyonlara sicakligin etkisini
degerlendirmek i¢in 35°C, 40°C, 50 °C ve 60 °C’de ¢alisilmistir. 2, 3, 4 ve 6 saatlik
deneyler ytiriitiilerek siirenin iiriin tizerindeki etkisi belirlenmistir. Enzim miktar ise
substrat agirhiginin %5, %10 ve %]15°1 olacak sekilde secilerek en uygun kosul
aranmigtir. Belirlenen degiskenler dogrultusunda gergeklestirilen 6n deneyler

dogrultusunda optimum reaksiyon kosullarinin belirlenmesi amaglanmistir.

3.2.7 Deneysel tasarim ve reaksiyon kosullarimin optimizasyonu

Reaksiyon kosullarinin optimizasyonu Tepki Yiizey Metodolojisine (TYM) gore
yapilmistir. Bu amagla, 3 degiskenli ve 3 seviyeli yiizey merkezli kiip tasarimina
uygun olarak 17 asidoliz reaksiyonu gergeklestirilmistir. Deneysel sonuglarin
istatiksel analizleri Statistica 9.0 (Stat Soft® Inc.) paket programi kullanilarak
yapilmistir. Sonuglarin  varyans analizleri ve tepki degerlerinin incelenen
degiskenlere goére degisimlerini gosteren izdiisim (Contour plot) grafikleri

degerlendirilerek reaksiyon kosullar1 optimize edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu ¢alismada zeytinyagindan sagliga daha yararli olabilecek, viicut metabolizmasini
ve bagisiklik sistemini olumlu yonde etkileyecek, hizli metabolize edilebilen, uzun
zincirli konjuge linolenik asitge zenginlestirilmis triagilgliserollerin, enzimatik
yontem ile iiretimi ve reaksiyon kosullarinin optimizasyonu gergeklestirilmistir.

Yiiriitiilen bu ¢aligmalara ait veriler ve sonuglar asagida agiklanmistir.

4.1 Nar Cekirdeklerinin Yag Icerigi

Nar ¢ekirdeklerinin yag yiizdesi Boliim 3.2.1°de agiklanan Soxhlet ekstraksiyonu
yontemine gore belirlenmistir. Calisma paralel iki numune ile yiiriitiilmiis ve sonucta
nar c¢ekirdeklerinin ortalama olarak % 15,5 oraninda yag icerdigi saptanmistir. Nar

cekirdeklerin yag icerigi Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 : Nar cekirdeklerinin yag icerigi.

Numune | Cekirdek miktar1 (g) | Elde edilen yag miktar1 (g) | % Yag igerigi

1 35,09 53 15,1

2 35,09 5,6 15,9

4.2 Substratlarin Yag Asitleri Bilesimleri

Calismada kullanilan zeytinyagi ve nar yagi yag asitlerinin bilesimi Bolim 3.2.3’te
belirtilen kosullarda kapiler gaz kromotografisi yontemi ile belirlenmistir. Cizelge
4.2’de zeytinyaginin yag asidi bilesimi, Cizelge 4,3’de ise nar yaginin yag asidi

bilesimi verilmistir.
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Cizelge 4.2 : Zeytinyaginin yag asitleri bilesimi.

Yag asidi Bilesim (%)
16:0 13,45
16:1 0,93
18:0 2,15
18:1 71,73
18:2 11,12
20:0 0,16
22:0 0,45

KLNA _

Cizelge 4.2°de goriildiigii gibi orijinal zeytinyagnda % 71,7 oleik, % 13,45
palmitik,% 11,2 linoleik, % 2,15 stearik asit bulunurken yagin orijinalinde KLNA

bulunmamaktadir.

Cizelge 4.3 : Nar yaginin yag asitleri bilesimi.

Yag asidi Bilesim (%)
16:0 3,01
18:0 1,99
18:1 5,75
18:2 5,40
18:3 (KLNA) 78,41
Punisik asit 59,48
a-eleostearik asit 9,36
Katalpik asit 6,92
[B-eleostearik asit 2,65
Diger 5,44

Cizelge 4.3’te goriildiigii gibi deneylerde kullanilan nar yaginda %3,0 palmitik, %
1,9 stearik, %5,7 oleik, %5,4 linoleik ve %78,4 konjuge linolenik asit bulunmaktadir.
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4.3 Tepki Yiizey Metodolojisi’nde Kullanilacak Degisken Seviye Degerlerinin

Belirlenmesi

Tepki Yiizey Metodolojisine gére optimizasyonu gerceklestirebilmek i¢in deneylerin
tasariminda secilen bagimsiz degiskenlerin seviye degerlerinin belirlenmesi
gerekmektedir. Bu amacla sicaklik, substrat mol orani, enzim konsantrasyonu ve

reaksiyon siiresinin etkisini incelemek icin bir takim 6n deneyler yapilmigtir.

4.3.1 Asidoliz reaksiyonuna substrat mol oram ve reaksiyon siiresinin etkisi

Baslangi¢ olarak, substrat mol oranmin katilm tizerindeki etkisini belirlemek
amaciyla, literatiirdeki benzer ¢alismalar dogrultusunda belirlenen 50 °C sicaklik ve
substratin agirlikga %10°nu kadar enzim miktar1 sabit tutularak 1:3, 1:4, 1:5 ve 1.6
ZY'NYYA substrat mol oranlarinda 2, 3, 4 ve 6 saatlik asidoliz reaksiyonlari
gergeklestirilmigstir. Bu reaksiyonlardan elde edilen yapilandirilmis TAG’larin yag
asidi bilesimleri Cizelge 4.4 - Cizelge 4.7°de goriilmektedir.

Cizelge 4.4 : Zeytinyaginin KLNA ile asidolizinde, iiriin triagilgliserollerin (TAG)
yag asidi bilesimlerinin ZY:KLNA mol orani1 ve reaksiyon siiresi ile
degisimi (T=50 °C, %10 enzim, 1:3 mol orani).

Yag asidi bilesimi(%)
Yag asidi Orijinal Yapilandirilmis TAG
Zeytinya@ | 2 saat | 3 saat | 4 saat | 6 saat

16:0 13,5 10,1 9,7 9,1 9,0
16:1 0,9 0,5 0,5 0,4 0,4
18:0 2,2 2,7 2,9 2,7 2,5
18:1 71,7 441 | 418 | 40,2 | 39,3
18:2 11,1 9,5 9,0 9,2 9,7
18:3 (KLNA) 33,1 | 36,1 | 384 | 391
Punisik asit 23,1 | 25,3 | 27,5 | 28,7
a-eleostearik asit _ 4,2 4,4 4,6 3,9
Katalpik asit 3,1 34 3,6 3,7
B-eleostearik asit 0,7 0,8 0,9 1,1
Diger 2,0 2,1 18 1,7
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Cizelge 4.5 : Zeytinyaginin KLNA ile asidolizinde, {iriin triagilgliserollerin (TAG)
yag asidi bilesimlerinin ZY:KLNA mol oran1 ve reaksiyon siiresi ile
degisimi (T=50 °C, %10 enzim, 1:4 mol orani).

Yag asidi bilesimi(%)
Yag asidi Orijinal Yapilandirilmis TAG
Zeytinya@ | 2 saat | 3 saat | 4 saat | 6 saat

16:0 13,5 8,8 9,0 8,9 8,8
16:1 0,9 0,5 0,4 0,5 0,4
18:0 2,2 2,5 2,7 3,6 2,3
18:1 71,7 40,1 | 39,3 | 395 | 38,2
18:2 11,1 9,2 8,4 8,3 8,4
18:3 (KLNA) 389 | 40,2 | 41,2 | 419
Punisik asit 28,4 | 285 | 29,7 | 298
a-eleostearik asit L 4,9 51 5,2 54
Katalpik asit 3,8 3,9 3,7 3,9
[B-eleostearik asit 0,8 1,2 1,1 1,2
Diger 1,0 15 15 1,6

Cizelge 4.6 : Zeytinyaginin KLNA ile asidolizinde, {iriin triagilgliserollerin (TAG)
yag asidi bilesimlerinin ZY:KLNA mol oran1 ve reaksiyon siiresi ile
degisimi (T=50 °C, %10 enzim, 1:5 mol orani).

Yag asidi bilesimi(%)
Yag asidi Orijinal Yapilandirilmis TAG
Zeytinya8) | 2 saat | 3 saat | 4 saat | 6 saat

16:0 13,5 9,2 9,2 8,9 8,5
16:1 0,9 0,4 0,5 0,3 0,4
18:0 2,2 2,7 2,5 2,6 2,9
18:1 71,7 40,2 | 39,9 | 38,7 | 38,1
18:2 11,1 9,0 8,3 8,9 9,2
18:3 (KLNA) 38,5 | 39,6 | 40,6 | 40,9
Punisik asit 275 | 28,2 | 29,1 | 29,8
a-eleostearik asit - 4,5 4,4 4,7 4,9
Katalpik asit 3,5 3,6 3,6 4,0
[-eleostearik asit 0,9 1,1 1,3 1,4
Diger 2,1 2,3 1,9 1,4

46



Cizelge 4.7 : Zeytinyaginin KLNA ile asidolizinde, {iriin triagilgliserollerin (TAG)
yag asidi bilesimlerinin ZY:KLNA mol oran1 ve reaksiyon siiresi ile
degisimi (T=50 °C, %10 enzim, 1.6 mol orani).

Yag asidi bilesimi(%)
Yag asidi Orijinal Yapilandirilmis TAG
Zeytinya@ | 2 saat | 3 saat | 4 saat | 6 saat

16:0 13,5 8,5 8,3 8,4 8,3
16:1 0,9 0,4 0,3 0,5 0,7
18:0 2,2 2,7 2,3 2,5 2,6
18:1 71,7 40,8 | 40,8 | 39,9 | 39,5
18:2 11,1 9,6 9,3 8,7 8,6
18:3 (KLNA) 38,0 | 39,0 | 40,0 | 40,3
Punisik asit 29,0 | 294 | 29,8 | 29,6
a-eleostearik asit _ 4,6 4,2 4,9 4,7
Katalpik asit 2,5 2,6 3,4 3,5
B-eleostearik asit 0,9 1,1 1,2 1,3
Diger 10 | 1,7 | 16 | 12

Degisen reaksiyon siirelerinde yapilandirilmis TAG’larin  KLNA  katilim
miktarlarinin substrat mol orani ile degisimi Sekil 4.1°de goriilmektedir. En yiiksek
katilm tlim reaksiyon siirelerinde 1:4 ZY:NYYA mol oraninda goriilmiistiir. Buna
gore deneysel tasarimda ilk belirlenen bagimsiz degisken substrat mol oran1 olurken
-1, 0, +1 kodlarina karsilik gelen ZY:NYYA degisken seviye degerleri 1:3, 1:4, 1:5

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.1 : Zeytinyaginin NY YA ile asidolizinde, KLNA katiliminin farkli reaksiyon
stirelerinde substrat mol orani ile degisimi.
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Sekil 4.2 : Zeytinyaginin NYYA ile asidolizinde, KLNA katiliminin farkli substrat
mol oranlarinda reaksiyon siiresi ile degisimi.

Reaksiyon siiresinin KLNA katilimi {izerindeki etkisi Sekil 4.2’de goriilmektedir.
Sekilde goriildiigii gibi en yiiksek katilim 6 saat sonunda gerceklesmis fakat bu
katilimlarin miktarinin pratikte 4 saatlik katilimlardan ¢ok farkli olmadig
gozlenmistir. Daha once de belirtildigi gibi Optimizasyonun en verimli ve dogru
sekilde uygulanabilmesi i¢in degiskenlerin ve degisken etki araliklarinin se¢iminde
reaksiyon sistemi disinda, ekonomiklik ve uygulanabilirlik faktorleri de goz oniinde
bulundurulmalidir. Bu nedenle optimizasyon deneylerinde reaksiyon siiresi degisken

olarak alinmamais, 4 saat olarak sabit tutulmustur.

4.3.2 Asidoliz reaksiyonuna enzim miktariin etkisi

Substrat mol oraninin ve reaksiyon siiresinin katilim reaksiyonuna etkileri
incelendikten sonra bir diger bagimsiz degisken olan enzim miktar1 ile ilgili
deneylere gecilmistir. Enzim miktar1 substrat agirliginin %35, %10 ve %15°1 olacak
sekilde segilerek 50°C’de, onceki adimda en uygun mol oranmi olarak belirlenen 1:4
ZY:NYYA mol oraninda farkli reaksiyon siirelerinde bir seri asidoliz reaksiyonu
gerceklestirilmistir. Farkli enzim miktarlarinda gergeklestirilen KLNA katilim
miktarlar1 Cizelge 4.5, Cizelge 4.8 ve Cizelge 4.9’da verilmistir.
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Cizelge 4.8 : Zeytinyaginin KLNA ile asidolizinde, iiriin triagilgliserollerin (TAG)
yag asidi bilesimlerinin enzim miktar1 ile degisimi (ZY:NYYA mol
orani 1:4, sicaklik 50°C, enzim miktar1 % 5).

Yag asidi bilesimi(%)
Yag asidi Orijinal Yapilandirilmis TAG
Zeytinyag | 2 saat | 3 saat | 4 saat | 6 saat

16:0 13,5 9,0 8,9 8,7 8,5
16:1 0,9 0,5 0,4 0,5 0,6
18:0 2,2 2,5 2,5 2,7 2,6
18:1 71,7 41,0 | 40,9 | 40,2 | 40,1
18:2 11,1 9,9 9,0 8,5 8,4
18:3 (KLNA) 37,1 | 383 | 394 | 398
Punisik asit 276 | 284 | 289 | 289
a-eleostearik asit _ 3,9 4,1 4,5 4,6
Katalpik asit 2,6 2,9 3,1 3,2
B-eleostearik asit 0,8 0,9 1,1 1,2
Diger 2,2 2,0 1,8 1,9

Cizelge 4.9 : Zeytinyaginin KLNA ile asidolizinde, iiriin triagilgliserollerin (TAG)
yag asidi bilesimlerinin enzim miktar ile degisimi (ZY:NYYA mol
orant 1:4, sicaklik 50°C, enzim miktar1 %15).

Yag asidi bilesimi(%)
Yag asidi Orijinal Yapilandirilmis TAG
Zeytinya8 | 2 saat | 3 saat | 4 saat | 6 saat

16:0 13,5 9,2 9,1 8,9 8,7
16:1 0,9 0,5 0,4 0,5 0,3
18:0 2,2 2,6 2,5 2,4 2,4
18:1 71,7 413 | 40,8 | 39,1 | 393
18:2 11,1 9,2 8,1 8,8 8,4
18:3 (KLNA) 37,2 | 39,1 | 40,3 | 40,9
Punisik asit 27,0 | 28,1 | 28,8 | 289
a-eleostearik asit _ 4,4 4,5 4,7 4,9
Katalpik asit 35 3,6 3,8 3,9
B-eleostearik asit 0,8 0,9 1,1 1,2
Diger 1,5 2,0 19 2,0
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Cizelgeler incelendiginde en yiiksek KLNA katilimi %10 enzim miktarinda
gerceklesmistir. Farkli reaksiyon siirelerinde zeytinyagina katilan KLNA miktarinin

enzim miktar1 ile degisimi Sekil 4.3 te goriilmektedir.
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Sekil 4.3 : Zeytinyaginin NY YA ile asidolizinde, KLNA katiliminin farkli reaksiyon
stirelerinde enzim miktar ile degisimi.

Sekil 4.3’te goriildiigli gibi tiim reaksiyon siirelerinde en yiiksek KLNA katilim1 %10
enzim miktarinda gerceklesmistir. Enzimatik reaksiyonlarda genelde enzim miktar
artttkca doniisiimiin artmas1 beklenir ancak bu g¢alismada enzim miktar1 %]15’e
yiikseltildiginde KLNA katiliminda diisme goriilmiistiir. Bu durum ortamda yeterli
substrat kalmadiginda KLNA nin zeytinyagindaki yag asitleri ile yer degistirmesinin
miimkiin olmadig1 seklinde agiklanabilir. Bu nedenle %10’dan fazla enzim
miktarlarinda enzim etki edecek substrat bulamamakta dolayisiyla doniisim
azalmaktadir. Sonugta +1, 0, -1 kodlarina karsilik gelen enzim miktarinin degisken

seviye degerleri %5, %10 ve %15 olarak belirlemistir.

4.3.3 Asidoliz reaksiyonuna sicakhgin etkisi

Optimizasyonu uygulamak amaciyla belirlenen bagimsiz degiskenlerden sonuncusu
olan sicaklik parametresinin doniisiim lizerindeki etkisi incelenmistir. Bu amagla 1:4
ZY:NYYA mol oraninda,%10 enzim miktarinda farkli reaksiyon siirelerinde 35°C,
50°C ve 60°C sicakliklarda reaksiyonlar gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar
Cizelge 4.5, Cizelge 4.10 ve Cizelge 4.11°de verilmistir.
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Cizelge 4.10 : Zeytinyagimin KLNA ile asidolizinde, tiriin triagilgliserollerin (TAG)
yag asidi bilesimlerinin sicaklik ile degisimi (ZY:NYYA mol orant
1:4, enzim miktar1 %10, sicaklik 35°C).

Yag asidi bilesimi(%)
Yag asidi Orijinal Yapilandirilmis TAG
Zeytinyad) | 2saat | 3saat | 4saat | 6 saat

16:0 13,5 10,7 10,5 10,1 9,9

16:1 0,9 0,6 0,5 0,5 0,4

18:0 2,2 2,7 2,6 2,5 2,6
18:1 71,7 42,2 42,0 41,8 415

18:2 11,1 9,8 9,9 9,1 8,9

18:3 (KLNA) 33,2 34,5 36,0 36,7
Punisik asit 25,1 25,8 26,8 27,0
a-eleostearik asit . 3,9 4,0 4,2 4,3
Katalpik asit 2,5 2,7 2,9 2,9
B-eleostearik asit 0,7 0,8 0,9 0,9
Diger 1,0 1,2 1,2 1,6

Cizelge 4.11 :Zeytinyaginin KLNA ile asidolizinde, iirlin triagilgliserollerinin (TAG)
yag asidi bilesimlerinin sicaklik ile degisimi (ZY:NYYA mol orani
1:4 | enzim miktar1 %10, sicaklik 60°C).

Yag asidi bilesimi(%)
Yag asidi Orijinal Yapilandirilmis TAG
Zeytinyag1 | 2saat | 3saat | 4 saat | 6 saat
16:0 13,5 9,3 8,3 8,1 8,2
16:1 0,9 0,6 0,5 0,4 0,5
18:0 2,2 2,6 2,5 2,4 2,5
18:1 71,7 38,8 38,0 37,9 37,0
18:2 11,1 8,9 8,8 8,4 8,1
18:3 (KLNA) 39,8 | 41,9 | 42,8 | 437
Punisik asit 28,6 29,2 29,8 30,1
a-eleostearik asit . 50 5,2 5,6 5,8
Katalpik asit 39 4,1 4,5 4,7
B-eleostearik asit 1,1 1,0 1,2 1,2
Diger 1,2 2,4 1,7 1,9
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Cizelgelerde verilenlere gore, degisen sicaklik ve reaksiyon siiresine gore

zeytinyagina katilan KLNA miktarlari, Sekil 4.4°te goriilmektedir.

Sekil 4.4’¢ gore tim reaksiyon siirelerinde en yiiksek KLNA katilimi 60 °C
sicaklikta gerceklesmistir. Buna gére KLNA katilimmin 60°C’den daha yliksek
sicakliklarda da atis gosterecegi tahminini yapilmissa da calisma sirasinda bu
sicakliklarda ¢alismamin kolay olmamasi nedeniyle tercih edilmemistir. Daha 6nce
de belirtildigi gibi optimizasyonun verimli bir sekilde elde edilmesi reaksiyonlarin
uygulanabilirliklerine de baghidir. 68 °C kaynama noktasina sahip olan ¢dziicii
hekzanin 60°C’nin tistiindeki ¢alisma sicakliklarinda reaksiyon sislerinin kapaklarina
basing yapmasinin ve kapaklari attirmasinin muhtemel olmasi nedeniyle bu
sicakliklarda reaksiyon yapilmasi uygun goriilmemistir. Buna gore deneysel
tasarimdaki -1, 0, +1 kodlarina karsilik gelen sicaklik degerleri 40°C, 50°C, 60°C

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.4 : Zeytinyagimin NY YA ile asidolizinde, KLNA katiliminin farkli reaksiyon
stirelerinde sicaklik ile degisimi.

4.4 Tepki Yiizey Metodolojisi’ne gore Deneysel Tasarim ve Reaksiyon

Parametrelerinin Optimizasyonu

KLNA’ca zenginlestirilmis zeytinyaginin enzimatik iiretiminde, enzim miktari,
substrat mol orani1 ve sicaklik parametrelerinin etkilerinin incelenmesi ve optimum
kosullarin belirlenmesinde Tepki Yiizey Metodolojisi uygulanmistir. Bu ¢alismada, 3
degiskenli, 3 seviyeli ve 17 Ozel tasarim noktasi iceren Merkezi Bilesik Yiizey
Merkezli Kiip Tasarimi esaslari temel alinmigtir. Deneylerin tasariminda segilen

bagimsiz degiskenler ve bu degiskenlerin Boliim 4.3’te belirlenen seviye degerleri
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Cizelge 4.12°de verilmistir. Yiizey merkezli kiip tasarimina gore belirlenen 3
degiskenli ve 3 seviye degerli deney tasarimini noktalari, kodlar1 ve degerleri Cizelge

4.13’te gosterilmistir.

Cizelge 4.12 : Yiizey Merkezli Kiip Tasariminda kullanilan bagimsiz
degiskenler ve bu degiskenler i¢in kodlanan seviye degerleri.

Kodlanan degisken seviyeleri
Bagimsiz Degiskenler 1 0 1
NYYA:ZY mol orani (mol/mol) 3 4 5
Enzim miktar1 (% agirlik¢a) 5 10 15
Sicaklik (°C) 40 50 60
Cizelge 4.13 : Yiizey Merkezli Kiip Deney Tasarimindaki deney tasarim
noktalart.
NYYA:ZY mol Enzim (%) Sicaklik (°C)
Deney orani
No Kod Deger | Kod | Deger | Kod Deger
D1 -1 3 -1 5 -1 40
D2 -1 3 -1 5 1 60
D3 1 3 -1 15 -1 40
D4 1 3 -1 15 1 60
D5 -1 5 1 5 -1 40
D6 -1 5 1 5 1 60
D7 1 5 1 15 -1 40
D8 1 5 1 15 1 60
D9 3 -1 10 0 50
D10 0 5 1 10 0 50
D11 -1 4 0 15 0 50
D12 1 4 0 10 0 50
D13 0 4 0 10 -1 40
D14 0 4 0 10 1 60
D15 0 4 0 10 0 50
D16 0 4 0 10 0 50
D17 0 4 0 10 0 50
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Cizelge 4.13’te belirlenen kosullarda yiiriitiilen 17 asidoliz reaksiyonu sonunda elde
edilen yapilandirilmis TAG firlinlerinin gaz kromotografisi ile belirlenen yag asitleri

bilesimleri Cizelge 4.14— Cizelge 4.17°de gruplar halinde verilmistir.

Cizelge 4.14 : Zeytinyag: ile konjuge linolenik asidin asidolizinde elde edilen TAG
tirtinlerinin yag asitleri bilesimleri, ZY:NYYA mol orani1 1:3, (Deney

No: 1 - 4 sonuglari).

Yag asitleri bilesimi (%)
Yag %5 Enzim %315 Enzim
asitleri | gycaklik, 40°C | Sicaklik, 60°C | Sicaklik, 40°C | Sicakhik,60°C
D1 D2 D3 D4
16:0 9,2 91 9,6 9,2
16:1 08 05 05 0,4
18:0 27 2,6 2.9 27
18:1 41,9 38,3 43,9 38,6
18:2 9,4 9,3 9,3 8,5
18:3 36,0 40,2 33,7 40,6
(KLNA)

Cizelge 4.15 : Zeytinyagi ile konjuge linolenik asidin asidolizinde elde edilen TAG
tiriinlerinin yag asitleri bilesimleri (ZY:NYYA: mol oran1 1:5)
(Deney No: 5 - 8 sonuglart).

Yag asitleri bilesimi (%)
Yag %5 Enzim %15 Enzim
asitleri | o cakhik, 40°C | Sicaklik, 60°C | Sicaklik, 40°C | Srcaklik, 60°C
D5 D6 D7 D8
16:0 7.9 7.3 8,3 7,5
16:1 0,4 0,3 0,4 0,4
18:0 2,7 2,3 2,6 2,5
18:1 31,8 28,3 34,5 30,1
18:2 8,9 8,3 8,8 8,3
18:3 48,3 53,5 45,3 51,3
(KLNA)
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Cizelge 4.16 : Zeytinyagi ile konjuge linolenik asidin asidolizinde elde edilen
TAG iiriinlerinin yag asitleri bilesimleri (Sicaklik 50°C) (Deney
No: 9-12 sonuglar1)

Yag asitleri bilesimi (%)
Yag ZY :NYYA ZY:NYYA ZY:NYYA
asitleri mol oram1 1:3 | mol oram 1: 5 mol oram 1:4
%10 enzim % 10 enzim %005 enzim | %15 enzim
D9 D10 D11 D12
16:0 8,0 7,8 9,0 9,3
16:1 0,5 0,3 0,4 0,5
18:0 2,7 2,4 2,7 2,7
18:1 40,0 28,1 39,3 41,0
18:2 8,4 8,3 8,6 8,9
18:3 40,4 53,1 39,9 37,8
(KLNA)

Cizelge 4. 17: Zeytinyagi ile konjuge linolenik asidin asidolizinde elde edilen
TAG iriinlerinin yag asitleri bilesimleri (ZY: NYYA mol oran1 1:4,

Enzim miktar1 %10) (Deney No: 13-17 sonuglar1)

Yag asitleri bilesimi (%)

Yag Sicaklik, | Sicaklik, | Sicakhk, | Sicakhk, | Sicaklik,
asitleri 40°C 60°C 50°C 50°C 50°C

D13 D14 D15 D16 D17
16:0 9,2 8,9 8,6 10,9 8,7
16:1 0,5 0,4 0,4 0,3 0,5
18:0 2,7 2,8 2,7 3,9 2,9
18:1 41,8 35,7 37,6 32,3 37,4
18:2 9,4 9,7 9,0 11,4 9,0
18:3 36,4 42,5 41,7 41,0 41,5
(KLNA)

TYM esaslarina gore yiiriitilmiis deneylerde konjuge linolenik asitce

zenginlestirilmis TAG {iriinlerindeki KLNA ytizdeleri tepki degeri olarak Cizelge

4.18°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.18 : Yiizey Merkezli Kiip Tasarimina gore yiiriitiilmiis asidoliz
reaksiyonlarindan elde edilen tepki degerleri

Tepki (%0KLNA)
NYYA:ZY | Enzim miktar1 | Sicakhik Tahmin
Deney | mol oram (%0) °O) Gozlenen | edilen
No
1 3 5 40 36,0 35,6
2 3 5 60 40,2 40,4
3 3 15 40 33,7 33,7
4 3 15 60 40,6 40,3
5 3 5 40 48,3 48,5
6 5 5 60 53,5 53,4
7 5 15 40 45,3 45,0
8 5 15 60 51,3 51,6
9 5 10 50 40,4 40,9
10 3 10 50 53,1 53,0
11 5 15 50 39,9 40,0
12 4 10 50 37,8 38,2
13 4 10 40 36,4 36,8
14 4 10 60 42,5 42,5
15 4 10 50 41,7 41,1
16 4 10 50 41,0 41,1
17 4 10 50 41,5 41,1

4.5 Farkh Reaksiyon Kosullarimin Zeytinyag ile KLNA’mn Asidoliz

Reaksiyonuna Etkilerinin istatiksel Acidan Degerlendirilmesi

Cizelge 4.18’de belirtilen bagimsiz degisken degerlerine karsilik elde edilen tepki
degerlerinin istatiksel analizi igin Statistica 7.0 (Stat Soft® Inc.) paket programi
kullanilmistir. 3 degisken ve 3 seviye degerli yiizey merkezli deneysel tasarimda elde
edilen tepkilerin degerlendirilmesinde asagida verilen 2. dereceden polinom

esitliginden yararlanilmistir.
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Y= ﬂo+2ﬂ.x.+2ﬂ..x I IZJ'BIJX'XJ
=11>

Bu denklemde Y tepki, o ortalama etki, Bi, Bii, Pij ise sirastyla degiskenlerin lineer,

kuadratik ve etkilesimleri i¢in belirlenen katsayilardir. X; ve X; de bagimsiz

degiskenlerdir.

Bagimsiz degiskenlerle bagimli degiskenler arasindaki iliskiye bagl olarak, lineer ve
kuadratik modellerde etkilerinin tahminleri ve katsayilar1 programdan elde edilmistir.

Bu degerler Cizelge 4.19’da, varyans analizi sonuglari ise Cizelge 4.20°de

goriilmektedir.

Cizelge 4.19 : Bagimsiz degiskenler ile bagimli degiskenler arasindaki iligkiye bagli

olarak lineer ve kuadratik modellerde etkilerin tahminleri ve

katsayilart.
: Standart t P
Etki Hata degeri degeri Katsayl
Ortalama/Kesigim | 41,09296 | 0,210966 | 194,7851 | 0,000000 | 41,1
Lineer
X1 12,1 0,3 38,9 0,00000 6,1
X -1,8 0,3 -5,9 0,00059 -0,9
X3 5,7 0,3 18,2 0,00000 2,8
Kuadratik
X1 11,8 0,6 19,5 0,00000 59
X22 -4,0 0,6 -6,7 0,00028 -2,0
Xa3 -2,8 0,6 47 0,00223 -14
Etkilesim
Xi2 -0,82 0,3 -2,4 0,04986 -0,4
Xi3 0,02 0,3 0,07 | 0,94484 0,01
Xo3 0,87 0,3 2,5 0,04040 0,4
R? 0,99

X1=NYA:ZY mol orani
X,= Enzim miktar1 (%)
Xs= Sicaklik (°C)

X11==NYA:ZY mol oram1 * NYA:ZY mol orani

X5,= Enzim miktar1 * Enzim miktar1

Xas= Sicaklik * Sicaklik

(4.1)’deki polinom esitliginden yaralanilarak (4.2) esitligindeki 2. dereceden polinom

olan model denklem olusturulmustur.
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X1o= NYA:ZY mol oran1 *Enzim miktari

X13= NYA:ZY mol oran1 * Sicaklik

Xy3= Enzim miktar1 * Sicaklik




% KLNA = 41,1 + 6,1*X; + 59*X;? - 0,9*X, — 2,0*X,% + 2,8*X3 -1,4*X3? -

0,4*X1*X; + 0,01%X1* X5 + 0,4*X,* X3 4.2)
Cizelge 4.20 : Varyans analizi sonuglari
Faktor Kareler | Serbestlik Kareler F degeri | p degeri
toplam derecesi ortalamasi
Lineer
X1 367,2 1 367,2 1510,8 0,0000
X 8,5 8,5 34,8 0,0006
X3 80,6 80,6 331,8 0,0000
Kuadratik
X11 92,9 1 92,9 382,0 0,0000
X22 10,8 10,8 44,6 0,0003
Xs3 5,3 5,3 21,9 0,0022
Etkilesim
X12 1,4 1 1,4 5,6 0,05
Xi3 0,001 0,001 0,005 0,94
Xo3 1,5 1,5 6,3 0,04
Hata 1,7 7
Kareler Toplami1 555,2 16

Xi=NYA:ZY mol oram1 Xsz3= Sicaklik * Sicaklik
X12= NYA:ZY mol oran1 *Enzim miktar1

X13= NYA:ZY mol oran1 * Sicaklik

X,= Enzim miktar1 (%)
Xa= Sicaklik (°C)

X11==NYA:ZY mol oran1 * NYA:ZY mol orani Xo3= Enzim miktar1* Sicaklik

X2= Enzim miktar1 * Enzim miktar1
Varyans analiz sonuglar1 incelendiginde lineer ve quadratik degerlerin %99 giiven

araliginda anlamli oldugu ancak etkilesim degerleri agisindan bakildiginda
NYYA:ZY mol orani*enzim miktar1 ve enzim miktari*sicaklik etkilesiminin % 95
giiven araliginda anlamli oldugu goriilmektedir Ancak NYYA:ZY mol orani*sicaklik

etkilesim degerleri istatsitiksel agidan anlamli degildir.

Zeytinyagina baglanan konjuge linolenik asit i¢in olusturulan model denklemin
korelasyon katsayis1 (R?) 0,99 olarak bulunmustur. Ayrica deneysel degerler ve
tahmin edilen deger arasindaki kalanlar toplami1 0,2 olarak bulunmustur. Bolim
2.10.4 ve Bolim 2.10.5’te anlatildigi gibi korelasyon katsayisinin 1’e yakin olmasi
ve kalanlar toplamimin neredeyse sifir olmasi olusturulan model denklemin

uygunlugunu desteklemektedir.
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Olusturulan Tepki-Yiizey modelinde NYYA:ZY mol orani, enzim miktart ve sicaklik
olmak tizere 3 farkli bagimsiz degisken i¢in gozlenen minimum ve maksimum

degerler ile kritik degerler Cizelge 4.21°de goriilmektedir.

Cizelge 4.21 : Bagimsiz degiskenlerin kritik degerleri.

Gozlenen Kritik Gozlenen
minimum deger deger maksimum deger
NYA:ZY mol orani 3,0 3,5 50
Enzim miktar (%) 5,0 9,7 15,0
Sicaklik (°C) 40,0 59,9 60,0

Tepki ylizey metodolojisine gore elde edilecek kritik tepki degeri % 41 olarak

bulunmustur.

Daha once elde edilmis olan model denklemden yararlanarak, gozlenen degerlere

karsilik tahmin edilen degerler arasindaki iliski Sekil 4.5’te verilmistir.

Tahmin Edilen Deger

32

30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56
Godenen Deger

Sekil 4.5 : Gozlenen degerlere karsilik tahmin edilen degerler arasindaki iligki

Sekil 4.5’ten de goriildiigii gibi gozlenen degerlerle tahmin edilen degerlerin dagilimi

blyiik oOlciide lineerlik gostermektedir. Bu durum korelasyon katsayisinin 0,99

59




olmasimi dogrulamakla beraber olusturulan model denklem ile reaksiyon

parametreleri arasindaki gercek iliskiyi de gostermektedir.

4.6 Izdiisiim Grafiklerinin Yorumlanmasi

Zeytinyagiin KLNA ile enzimatik asidoliz reaksiyonu sonucu elde edilen firiiniin
KLNA igeriginin, NYYA/ZY mol orani, enzim miktar1 ve sicakliga gore degisimini
gosteren izdiisiim (Contour Plot) grafikleri Sekil 4.6 - Sekil 4.8’de goriilmektedir.
Izdiisiim grafiklerinde goriildiigii gibi elde edilen tepki degerlerine ait egriler bir
diizlem {tizerinde gosterilir. Bu diizleme ait koordinatlar bagimsiz degiskenlerin
seviyelerini gostermektedir. Her bir izdisim egrisi, bagimsiz degiskenlere ait
seviyelerin bir birlesimi olarak ifade edilen bir diizlemle yilizey arasindaki yiiksekligi

temsil eden 6zel bir degere sahiptir [65].

KLNA igeriginin, ZY:NYYA mol orani, enzim miktar1 ve sicakliga gore degisimini
aciklayan grafiklerden, literatiirde maksimum tepki olarak tanimlanan izdiigim
grafigi elde edilmistir. Sekil 4.6 incelendiginde yapilandirilmis zeytinyaginda KLNA
iceriginin en yiiksek olacagi enzim miktar1 araliginin % 6-14 ve sicaklik degerinin

48°C-62°C oldugu goriilmektedir.

62
60
58
56
54
52

50

Sicakhk, C

48
46
44

42 -
40 > = Il <40

3g L *
4 6 8 10 12 14 16 <34

<32
Enzim Miktari, %

Sekil 4.6 : Uriiniin KLNA igeriginin, sicaklik ve enzim miktari ile degisimini
gosteren izdlislim grafigi
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NYA/ZY Mol Oram

Enzim Miktari, %

Sekil 4.7 : Uriiniin KLNA igeriginin, NYYA:ZY mol oran1 ve enzim miktari ile
degisimini gésteren izdiisim grafigi

KLNA igeriginin mol orani ve enzim miktarina gore degisimini gosteren izdiisiim
grafigi Sekil 4.7°de goriilmektedir. Mol oran1 ve enzim miktarinin KLNA igerigine
etkileri sonucunda izdisim grafigi elde edilmistir. Caligmada gozlenen deger
araliginda, NYYA:ZY mol oraninin 5-5.2 ve enzim miktarinin % 6-14 araliginda
olmast durumunda zeytinyagina katilan KLNA yiizdesinin yiiksek degerlere
ulasacagi goriilmektedir.

5.2
5,0
4,8
4,6
44
4,2

4,0

3,8

NYA/ZY Mol Oram

3,6

3,4

Il >58
I <58
Il <54
[ <50
[1<46
2’838 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 B <42

Il <38

Sicakhk, C

3.2

3,0

Sekil 4.8 : Uriiniin KLNA igeriginin, NYYA:ZY mol oran1 ve sicaklik ile degisimini
gosteren izdiisiim grafigi
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Son olarak, NYYA:ZY mol oraninin ve sicakligin konjuge linolenik asit icerigine
etkileri sonucunda elde edilen izdiisiim grafigi ise Sekil 4.8’de goriilmektedir. Buna
gore ZY:NYYA mol oram1 5-5.2 ve sicaklik degerinin 50 °C-60 °C araliginda
KLNA katiliminin yiiksek degerlere ulasacagi goriilmektedir.
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5. GENEL SONUCLAR VE ONERILER

Yaglar, insan sagligi ve beslenme agisindan biiylik 6neme sahiptir. Glinliik diyetle
alman yagin miktart ve kompozisyonu olasi kalp ve damar hastaliklar ile iligkisi
acisindan 6nem tagimaktadir. Bu amagla son yillarda yaglara cesitli modifikasyon
islemleri uygulanarak elde edilen yapilandirilmis yaglarla, tiiketiciler igin besin
icerigi zenginlestirilmis, istenilen niteliklere sahip yaglar iretilmistir. Bdylece
tiketiciye hem sagliga daha olumlu etkileri olan hem de farkli niteliklerde yeni

alternatif yaglar sunulmaktadir.

Zeytinyagi binlerce yildir Akdeniz havzasinda iiretilen zeytin bitkisinin meyvesinden
mekanik ekstraksiyonla elde edilir. Tiirkiye, diinya zeytinyag tiretiminde dnemli bir
yere sahiptir. Zeytinyagi ekonomik degerinin yaninda, sahip oldugu yag asitleri,
hidrokarbonlar, steroller ve diger azinlik bilesenler agisindan olduk¢a Gnemli bir

besindir.

Konjuge linolenik asit (KLNA), ii¢ konjuge ¢ift bag igeren oktadekatrienoik asidin
pozisyonal ve geometrik izomerlerinin olusturdugu bir gruptur. Hayvansal yaglarda
kayda deger miktarda bulunmazken cesitli ¢ekirdek yaglarinda bulunur. KLNA’nin
insan sagligma olumlu etkilerinin oldugu bilinmektedir. KLNA, kanser olusum
riskini azaltmakta, bagisiklik sistemini kuvvetlendirmekte, kalp ve damar
hastaliklarina karsi koruyucu gorev yapmakta ve diyabet hastaliginin tedavisinde

kullanilmaktadir.

Bu ¢alismada zeytinyagindan sagliga daha yararli olabilecek konjuge linolenik asitce
zenginlestirilmis daha fonksiyonel triagilgliserollerin, enzimatik yontem ile liretimi
ve reaksiyon kosullarinin optimizasyonu amaglanmistir. Bu amagla, zeytinyagi ile
NYYA’nin 1,3-spesifik Thermomyces lanuginosa lipazi varliginda asidoliz
reaksiyonlart gergeklestirilmistir. KLNA katilimi {izerine substrat mol orani, enzim
miktari, sicaklik ve reaksiyon siiresinin etkileri incelenerek Tepki Yiizey

Metodolojisi ile reaksiyon kosullarinin optimizasyonu gergeklestirilmistir.
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Calismanin birinci boliimiinde substrat mol orani, enzim miktari, sicaklik ve
reaksiyon siiresinin KLNA katilimi iizerine etkisini belirlemek iizere degisen
reaksiyon kosullarinda ¢esitli 6n denemeler yapilmistir. Bu amagla 1:3-1:6 arasinda
degisen ZY:NYYA mol orani, substrat miktarinin %5’i, %10’u ve %15’i olacak
sekilde enzim miktar1, 35°C, 50°C, 60°C sicaklik degerlerinde ve 2, 3, 4, 6 saatlik
reaksiyon siirelerinde asidoliz reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Sonugta yapilan 6n
denemelerde KLNA katilimina 4 saatten fazla olan reaksiyon siiresinin énemli bir
etkisinin olmadig1 saptanirken substrat mol orani, enzim miktar1 ve sicakliktaki

degisimlerin katilima etkisinin oldugu tespit edilmistir

Calismanin ikinci kisminda Tepki Yiizey Metodolojisinde kullanilacak bagimsiz
degiskenler ve seviye degerleri belirlenmis ve reaksiyon kosullarinin optimizasyonu
lizerine deneyler yliriitilmiistiir. Bagimsiz degiskenler olarak substrat mol orant,
enzim miktart ve sicaklik se¢ilmistir. TYM kullanilacak bagimsiz degiskenlerin
degerleri 1:3, 1:4, 1:5 ZY:NYYA mol oranlari, %5, %10, %15 enzim miktari, 40 °C,
50°C ve 60°C sicaklik degerleri olarak belirlenmistir.3 faktorli ve 3 seviyeli yiizey
merkezli deney tasarimina uygun olarak 17 asidoliz reaksiyonu gergeklestirilmistir.
Elde edilen tepki degerleri Statistica 9.0 programu ile istatiksel olarak analiz edilmis

ve optimum reaksiyon kosullar1 elde edilmistir.

Sonuglarin istatiksel degerlendirilmesi sonucunda katilim reaksiyonu igin kritik
degerler, 1:3,5 ZY:NYYA mol oran1 , %9,7 enzim miktar1 ve 60 °C sicaklik degeri
olarak saptanmistir. Bu kosullarda %41 oraninda KLNA igeren triagilgliseroller elde
edilebilecegi belirlenmistir.

Zeytinyaginin KLNA’ca zenginlestirilmesi amaci ile gerceklestirilen enzimatik
asidoliz reaksiyonlar1 farkli enzimlerle yiiriitilerek en uygun enzim cesidi de
belirlenebilir.

Zeytinyaginin KLNA ile asidoliz reaksiyonunun optimizasyonu lizerinde literatiirde
benzer bir ¢alisma bulunmadigindan, bu ¢alismanin literatiire bilimsel bir katkisi
olacaktir.

Tiirkiye diinya zeytinyag: iiretiminde 6nemli bir yere sahiptir. Bu durum g6z oniine
alindiginda mevcut zeytinyagr potansiyeli en iyi sekilde degerlendirilebilir,
zeytinyaginin ve sagliga bir¢ok faydasi olan KLNA ile asidolizi sonucu tiiketicilere

farkli niteliklerde yapilandirilmis yaglar sunulabilir.
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