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ENGEREK OTU TOHUMU YAGI VE LAURIK ASIT KULLANARAK
ENZIMATIK YONTEMLE DUSUK KALORILI YAG URETIMI

OZET

Yaglarin saglik ve beslenme acisindan 6nemi ve kalp-damar hastaliklari, kanser ve
diger hastaliklarla iligkisi diisiiniildiigiinde tiiketilen yagm kalitesinin ve
ozelliklerinin gelistirilmesi son yillarda 6nem kazanmaistir.

Diistik kalorili yaglar; kalori alimi sinirlanmasi gereken ve obezite sorunu olan
bireyler i¢in veya tiiketici taleplerine uygun gidalar i¢in gelistirilen yapilandirilmis
yaglardir. Diisiik kalorili yapilandirilmis yaglarin enzimatik yollarla iiretimi i¢in sn-
1,3 pozisyonlarinda orta zincir uzunlugundaki yag asitleri (C6-C12) yer almakta
olup, sn-2 pozisyonlarinda uzun zincir uzunlugundaki yag asitleri (C14-C22)
bulunmalidir.

Uzun zincirli yag asitlerini iceren engerek otu tohumu yagi kalp ve damar
hastaliklar1, bagisiklik sistemi sorunlari, alerji problemleri ve diyabet hastaliklarinin
onlenmesi tizerinde olumlu etkilere sahip omega-3 yag asitlerine (eikosapentaenoik
asit (EPA, 20:5n-3) ve dokosahekzaenoik asit (DHA, 22:6n-3) metabolize olan a-
linolenik (ALA, 18:3n-3) ve stearidonik asitce (SDA, 18:4n-3) zengin; bu yoOniiyle
DHA ve EPA aliminin saglamasi agisindan balik yaglarma alternatif ve omega-3 ve
omega-6 yag asitlerinin Onciilleri agisindan ¢ok zengin bir bitkisel kaynaktir. Orta
zincirli bir yag asidi olan laurik asit ise antiviral, antibakteriyel ve antiprotozal
aktivite gosteren bir yag asididir.

Bu caligmada engerek otu (Echium vulgare) tohumu yagi ve laurik asit kullanilarak
enzimatik asidoliz tepkilemeleri ile diisiik kalorili yapilandirilmig yaglarin tiretimi
amaclanmistir.

Tepki yiizey yontemi (TYY) kullanilarak reaksiyon kosullar1 incelenmesi ve
optimizasyonu gerceklestirilmistir. Enzimatik asidoliz tepkimelerinde Rhizomucor
miehei’den elde edilen ve sn-1,3 spesifik bir lipaz olan Lipozyme® RM IM enzimi
kullanilmstir.

Tepki-ylizey yontemi ile substrat mol orani (2-5 mol/mol; laurik asit/TAG) ve
reaksiyon stiresi (4-8 saat) olmak tizere se¢ilen 1iki faktoriin reaksiyon kosullarina
etkisinin modellenmesi ve reaksiyon kosullarinin optimizasyonunda 5 seviyeli
Merkezil Bilesik Deney Tasarimi (CCD) kullanilmigtir.

Reaksiyonlar sonucunda segilen tepki [laurik asit miktar1 (%)] regresyon analizi ile
degerlendirildiginde istatiksel olarak anlamli kuadratik model elde edilmistir.

Tepki-ylizey grafikleri incelendiginde, maksimum laurik asit katilimmin; substrat
mol oranmimn 5:1(mol/mol); reaksiyon siiresininin 4 saat oldugu kosullarda
gerceklestigi gorilmektedir.
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Bu kosulda gergeklestirilen deneylerle modelin dogrulugu tespit edilmistir. Buna ek
olarak, belirlenen optimum kosulda biiylik 6lgekte iiretim gerceklestirilerek elde
edilen YY’ nin karakterizasyonu yapilmistir. Biiylik Olcekte iiretilen YY nin SDA
miktarin %38,5 oldugu gorilmektedir. Bu kosullarda elde edilen diisiik kalorili
yapilandirilmig yag biiylik oranda (%43,8) laurik asit icerirken, %11,1 linoleik asit,
%16,5 alfa-linolenik asit, %8,7 gama-linoleik asit ve %6,1 stearidonik asit gibi uzun
zincirli CDYA’leri de icermistir. Dogada benzeri olmayan yag asidi profili ile;
sagliga faydali hem de diisiik kalorili bir yapilandirilmis yag elde edilmistir.



ENZYMATIC PRODUCTION OF LOW-CALORIE STRUCTURED LIPIDS
BY USING ECHIUM SEED OIL AND LAURIC ACID

SUMMARY

The importance of fats and oils in terms of health and nutrition and the relation
between heart diseases, cancer and other diseases with the consumption of fats and
oils is taken in consideration; improving the quality and special features of lipids are
becoming important nowadays.

Low-calorie lipids are modified lipids developed for obese individuals who have to
limit their calorie intakes besides these lipids provide convenient foods to be
produced for consumer demands. Low-calorie structured lipids produced by
enzymatic modifications contain medium chain fatty acids (C6-12) in the sn-1,3
position and long chain fatty acids (C14-C22) in the sn-2 position of
triacylglycerols.

Echium seed (Echium vulgare) oil containing long chain polyunsaturated fatty acids
(PUFA) is a very rich source of a- linolenic (ALA, 18:3n-3) and stearidonic acid
(SDA, 18:4n-3) which are the precursors of omega-3 fatty acids
(eicosapentaenoicacid (EPA, 20:5n-3) and docosahexaenoic acid (DHA, 22:6n-3).

Echium seed oil with a unique ratio of omega-3 to omega-6 fatty acids which is not
present in any other plant is an alternative vegetable source to marine sources in the
means of omega-3 fatty acids that has been positively associated with the prevention
of cardiovascular diseases, arthritis, inflammatory diseases, and autoimmune diseases
in humans. Lauric acid which is a medium chain fatty acid, also has unique
properties related to its antiviral, antibacterial and antiprotozoal functions.

In this study, production of low-calorie structured lipids was aimed using Echium
seed oil and lauric acid by enzymatic acidolysis reactions. Reaction conditions were
investigated and optimized by response surface methodology (RSM). Lipozyme®™ RM
IM, commercially immobilized sn-1,3 specific lipase derived from Rhizomucor
miehei, was used in enzymatic acidolysis reactions.

Central composite design (CCD) with five levels was and two factors chosen as
“substrate molar ratio” and “reaction time” were used to model and optimize the
reaction conditions via RSM.

Good quadratic model was obtained for the response [amount of lauric acid (%)] by
regression. Maximum incorporation of lauric acid is achieved with reaction time (4
hour) and substrat molar ratio [(5:1) (mol/mol) (lauric acid/ TAG)].

Further experiments were done at these optimal conditions in order to verify the
models. In addition, the optimal conditions were used for large-scale production to
characterize the obtained sturctured lipid. Stearidonic acid content of the final
structured lipid was %8,5.
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At these reaction conditions, low calorie structured lipid includes very high content
of lauric acid (%43,8) and PUFAs like linoleic acid (%11,1), alfa-linolenic acid
(%16,5), gama-linoleic acid (%8,47) and stearidonic acid (%6,1). Therefore, a
unique low-calorie structured lipid was obtained with having important health
benefits.



1. GIRiS

Yaglar; beslenmede temel besin maddelerinden olup viicut i¢in onemli bir enerji
kaynagidir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar, esansiyel yag asitlerinin 6zellikle kalp ve
beyin saghgi iizerinde olumlu etkilere sahip oldugunu; kanser, diyabet, bagisiklik
sistemi gibi saglik sorunlar1 lizerinde tedavi edici 0Ozellikte oldugunu ortaya
koymustur. Tiiketilen yagin Ozellikleri ile saglik arasindaki bu iligki sebebiyle;
tiikketilen yagin 6zelliklerinin gelistirilmesi ve sagliga faydali hale getirilmesi 6nem
kazanmistir. Bu amagla yapilan calismalardan biri de yapilandirilmis yaglarin
dretimidir.

Yapilandirilmis  yaglar, triagilgliserol (TAG) yapisina yeni yag asitlerinin
yerlestirilmesi veya yag asitlerinin yerlesimlerinin degistirilmesi ile olusturulan
ozgiin TAG’lar olarak tanimlanmakta ve gelecegin yaglar1 olarak bilinmektedir.
Yaglara fonksiyonellik kazandirilmasi; kimyasal, enzimatik, mikrobiyal sentez ve
biyolojik yontemler ile miimkiin olmaktadir. Bu yontemlerden enzimatik sentez; yag
asitlerinde istenmeyen degisikliklere yol a¢mayan, son f{iriindeki yag asidi
dagilimmin kontroliine imkan saglayan, immobilize lipazlarin kullanimiyla beraber

iiretim maliyeti avantajlar1 olan bir yontemdir (Willis ve Marangoni, 2002).

Lipazlarim kullanildig1 enzimatik modifikasyon yontemleri ile diisiik kalorili yaglar,
bebek mamalar1 ile enteral ve parenteral beslenme icin tasarlanan yapilandirimis
yaglar ve kakao yagi ikameleri gibi c¢esitli fonksiyonel ve nutrasotik ozellikteki

yapilandirilmig yaglar tiretilmektedir.

Literatiirde spesifik lipaz enzimlerinin kullanildig1 enzimatik yontemlerle iiretilen
hem yapilandirilmis yaglar hem de diisiik kalorili yaglar ilizerine birgok caligma
bulunmaktadir. Orta zincirli yag asitleri (OZYA) ile yapilandirilmis yag
calismalarinda, laurik asidin diger OZY A ile yapilmis ¢aligsmalara gore ¢cok az sayida
kullanildig1, engerek otu yaginin diisiik kalorili yapilandirilmig yag {iretiminde

kullanildig1 bir calismanin olmadig1 gézlenmistir.

Bu calismada omega-3 ve omega-6 yag asidi Onciillerini igeren engerek otu tohum

yag1 kullanilarak hem diisiik kalorili yaglarm ve yag ikame maddelerinin iiretiminde



kullanilabilecek hem de sagliga yararl;; viicut metabolizmasin1i ve bagisiklik
sistemini olumlu ydnde etkileyen yapilandirilmis yagin iiretimi amag¢lanmaktadir.
Dogada bulunmayan ve kimyasal sentezle hazirlanmasi zor olan diisiik kalorili
yaglar, enzimatik asidoliz reaksiyonlar1 ile engerek otu tohum yagma laurik asit
katilarak elde edilmistir. Reaksiyon parametreleri olarak secilen siire ve substrat mol
oraninin elde elden {riinler {izerindeki etkilerinin tepki yiizey yOntemi ile
incelenmesi, reaksiyon parametrelerinin modellenmesi hedeflenmistir. Modelin
dogrulugu optimum kosullarda kii¢iik Olcekte gergeklestirilerek; bu kosullarda
gerceklestirilen daha biiyiik Olgekteki liretim ile elde edilen YY’nin yag asidi

kompozisyonlari, sn-2 pozisyonundaki yag asidi kompozisyonu belirlenmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Engerek Otu Bitkisi ve Ozellikleri

Engerek otu (Echium spp.), Boraginaceae ailesine ait bir bitkidir (Guerrero ve dig,
2000; Coupland, 2008). Boraginaceae ailesi tropikal ve sicak iklimlerde yasayan 100
cins ve 2000 tiirden olugmaktadir (Berti ve dig, 2007).

Tiirkiye’de de yiiksek ekolojik toleranslari ile farkli habitatlarda ayni ailenin ¢ok
farkli tiirleri yasamaktadir (Ozcan, 2008). Tiirkiye florasinda Echium cinsine ait 9
tiir mevcut olup, tohumlarin yag icerikleri %7,10 (E. fastuosum) ile % 23,65 (E.
plantagineum) arasinda degismektedir (Usta ve dig, 2007; Guerrero ve dig, 2000).
Ozcan ve dig. (2008) Tiirkiye’den toplanan fakli tiirlerle yaptig1 calismadan elde

edilen toplam yag asitlerine ait veriler Cizelge 2.1°de gosterilmektedir.

Cizelge 2.1 : Baz1 Echium bitkisi tiirlerin yag asitlerine ait veriler (Ozcan ve dig,

2008).

. Toplam Doymus Tekli Coklu Toplam
Echium Yas fcerigi. Yas Icerisi Doymamus Doymamus Doymamus
Bitkisi Tiirii g(of) &b g(o}') 8% vagicerigi, Yag icerigi, Yag icerigi,

° ° (%) (%) (%)
Echium 19,58 11,99 11,43 75,72 87,15
italicum
Echium 20,40 9,08 11,90 78,39 90,29
vulgare
Echium 20,60 10,8 14,92 73,42 88,34
plantegenium
Echium 22,60 11,90 18 69,63 87,63
angustifolium

Echium bitkisi tiirlerinden olan E. plantegenium, tiim diinyada yetisen 70 — 120 cm
boyunda yillik, tohumlar1 koyu kahverengi, gri renkli 3 mm uzunlugunda ve ii¢

koseli olan bir bitkidir (Berti ve dig, 2007).

Echium plantagineum ticari olarak Ingiltere ve Avrupa’da yetistirilmektedir
(Coupland, 2008; Berti ve dig, 2007). Echium bitkisi ayn1 zamanda énemli bir yabani
bal bitkisidir (Usta ve dig, 2007).



Borageniacea ailesine ait tiirlerde; toprak ve sicaklik gibi ¢evresel faktorler, cografi
ve ekolojik kosullar, mevsimsel ve tiirler aras1 degisklikler tohum yag
kompozisyonunda degisikliklere neden olmaktadir (Miller ve dig, 2008). Yag asidi
miktarlar1 ¢oklukla ayn1 kalirken, daha soguk iklimli yerlerde daha yiiksek tohum
yag icerigi, kurak mevsimlerde diisiikk tohum yag icerigi gdzlemlenmistir (Ozcan,
2008). Echium bitkisinden elde edilen tohum yaglar1 200 — 250 gram/kg’dir (Berti ve
dig, 2007).

Engerek otu (E. vulgare) Tiirkiye’de dogal olarak yetismektedir. Habitat1 orman
altlari, bugday, nohut, tek yillik yem bitkileri ve aycicegi tarlalaridir. Bu sebeple
istilac1 bitki olarak da tanimlanmaktadir (Yildirim ve Ekin, 2003). Cevre ve Orman
Bakanligin verilerine gore engerek otu Kirklareli, istanbul, Bursa, Bolu, Kastamonu,
Sinop, Samsun, Giresun, FErzurum, Corum ve Ankara'da yaygin olarak
bulunmaktadir. Bu bitki iizerine Orta Anadolu Boélgesi’nde yapilan bir caligmada
Tiirkiye florasinda mevcut 9 tiiriin tamamiin da varlig1 saptanmistir. Bunlardan E.
italicum L. ve E. vulgare L. daha yaygm olmak iizere Afyon, Ankara, Cankiri,
Eskisehir, Isparta, Konya, Kirsehir, Nevsehir, Nigde, Sivas ve Yozgat illerindeki
tarim alanlarinda bulunmaktadir (Yildrim ve Ekim, 2003). Trakya Bdlgesi’nde
yaygin olarak bulunan E. vulgare, Hodangiller ailesinden diger dort tiir ile birlikte bu
bolgede, aricilikta sahip oldugu potansiyeli ile 6n plana g¢ikmaktadir (Swrali ve
Deveci, 2002). Cizelde 2.2°de farkli Echium tiirlerinde elde edilen yaglarin yag asidi

kompoziyonlar1 verilmektedir.



Cizelge 2.2 : Echium tiirlerinin yag asidi kompozisyonu (Guil- Guerrero ve dig,
2000; Guil- Guerrero, 2007; Guil — Guerrero ve dig., 2001).

Engerek Tiirii (%omol)

16:0 16:1w7 18:0 18:1w9 18:2w6 18:3w6 18:3w3  18:4w3 20:0
E. plantegenium 6,42 0,12 2,83 12,98 13,76 9,15 36,65 12,94 0,10
E. giganteum 7,64 0,27 3,52 12,33 23,34 21,68 23,07 5,70 0,27
E. vulgare 7,38 0,06 2,52 11,14 21,18 11,74 34,14 9,68 0,1
E. asperrimum 7,7 0,13 2,77 14,68 16,33 9,62 353 2,06 0,98
E.aculeteum 7,73 0,44 4,04 12,72 20,19 22,29 22,42 6,64 0,00
E.triste 8,22 0,26 3,92 10,20 35,46 17,19 19,14 3,28 0,15
E.leucophaeum 7,47 0,0 3,36 12,55 23,87 22,48 24,32 5,95 0,00
E. wildpretti 6,02 0,17 3,58 13,66 17,67 15,16 31,19 8,97 0,26
E.simplex 9,2 0,21 4,78 9,47 19,19 19,28 27,39 7,50 0,23
E. virescens 7,717 0,15 4,01 9,79 24,0 21,6 23,15 7,04 0,00
E. fastuosum 7,49 0,24 3,02 9,75 16,17 23,77 25,52 10,90 0,00
E. sventenii 9,14 0,38 4,36 11,81 23,34 24,39 18,75 4,69 0,31
E. nervosum 7,03 0,07 3,87 9,85 21,96 24,52 24,44 7,23 0,00
E. candicans 9,13 0,27 5,01 21,05 21,39 23,66 12,33 3,37 0,30
E.acanthocarpum 5,97 0,15 3,90 11,49 19,26 24,51 2423 7,45 0,06
E. onosmifolium 6,9 0,14 4,50 9,81 21,0 23,44 24,52 7,11 0,18
E. callithyrsum 6,38 0,00 4,13 9,64 17,62 26,31 24,92 9,40 0,18
E.hierrense 7,74 0,16 4,36 9,96 19,76 19,75 28,98 7,20 0,17
E. auberianum 7,03 0,17 2,52 19,22 29,15 17,45 18,92 3,03 0,05
E. decaisnei 7,51 0,14 4,19 12,08 28,09 19,92 21,94 4,39 0,21
E. strictum 6,89 0,14 4,22 11,56 28,82 18,75 23,03 4,36 0,15

Echium tiirtine ait bitkiler, GLA ve SDA yag asitlerince zengin olmas1 bakimindan

omega-3 ve omega-6 yag asitleri i¢in dnemli ve essiz bir kaynaktir.

Guil-Guerrero ve dig. (2000) 19 Echium tiirii lizerinde yaptiklar1 ¢alismada ¢oklu
doymamis bir yag asidi olan stearidonik asit (SDA) igeriginin %3,03 (E.
auberianum) %12,9 (E. plantagineum) arasinda degistigi ve % 6,69 ortalamaya sahip
oldugu goriilmektedir. Linoleik asit (LA) igerigi ise %16,17 (E. fastuosum) %35,46
(E. triste) arasinda degismektedir ve %22,32 ortalama degere sahiptir.

Aymi ¢alismada toplam yag asitlerindeki gama- linoleik asit (GLA) yiizdesi %9,15
(Echium plantagenium) ile %26,31 (Echium callithyrsum) arasinda degismekte olup,
ortalama icerigi % 20,79°dur. Linolenik asit (ALA) igerigi %12,33 (E. candicans)
%36,65 (E. plantagineum) arasinda degismektedir ve %23,98 ortalama degere
sahiptir (Guil-Guerrero, 2000).

Tekli doymamis bir yag asidi olan oleik asit (18:1n-9) %9,47 (E. simplex) ile %21,05
(E. candicans) arasimnda degismekte olup, %12,10 ortalama degere sahiptir. Doymus

yag asidi olan palmitik asit (16:0) miktarinin %5,47 (E. acanthocarpum) ile %9,20



(E. simplex) arasinda degistigi goriilmektedir, bu yag asidi ortalama olarak %7,45

oraninda bulunmaktadir (Guil-Guerrero, 2000).

Guil-Guerrero ve dig. (2000) ¢alismasinda Makorenezya adalarinda yetisen Echium
plantagineum tiirlerinin yag miktar1 ve GLA ve SDA igerikleri sirasiyla %23,65,
%9,15, % 12,94 olarak verilmektedir. Erdemoglu ve dig. (2004) yaptiklar1 ¢alismada
ise Istanbul’dan toplanan Echium plantagineum ve Ankara’dan toplanan Echium
italicum tiirlerinin SDA igerikleri sirasiyla %12,3 ve %11,9 olarak bulunmustur
(Tirkay ve dig; 2006). Berti ve dig. (2007) calismasina gore de Echium tiirlerinin
%09 -%16 arasinda SDA igerdigi tespit edilmistir.

2.1.1 Engerek otu yaginin saghk iizerine etkileri

Boraginaceae ailesindeki bitkilerden Echium cinsine ait olanlar SDA bakimindan
zengin olmas1 ile digerlerinden ayrilmaktadir. Alfa-linolenik asit’in (ALA),
eikosapentaenoik asit (EPA) ve dokosahekzaenoik asit (DHA) sentezindeki ilk
metabolitinin SDA oldugu bilinmektedir. Bu nedenle engerek tohumunun stearidonik
asitce zengin olmasi EPA ve DHA sentezi i¢cin 6nemlidir. EPA ve DHA linolenik
asitten sentezlenen ¢oklu doymamis uzun zincirli omega-3 yag asitleridir.
Kardiovaskiiler hastaliklar, iltihap, kanser, ndrolojik bozukluklarm azaltilmasinda
etkilidirler (Guil-Guerrero, 2007). Bu ¢oklu doymamis yag asitlerinin ¢esitli akut ve
kronik hastaliklarin tedavisinde ve Onlenmesinde biiyiik bir etkiye sahip oldugu
belirtilmektedir (Whealan, 2009). Kanser riskini azaltmakla beraber, tiimor
biiylimesini engellemek, kemoterapide tiimor hassasiyetini artirmak gibi yararli
etkilere de sahip oldugu belirlenmistir (Whelan, 2009). DHA 6zellikle sinir sistemi
icin gerekliyken, EPA kanin pihtilagsma egilimini azaltarak kardiovaskiiler hastalik
riskini azaltir (Willis ve Marangoni, 2002). Omega-3 yag asitlerinin tiikketimi beyin

ve retina fonksiyonlar1 i¢cin de 6nemlidir (Kim ve Hill, 2006).

Engerek otu tohumunda bulunan diger yag asitleri olan a-linolenik asit (ALA) ve
linoleik asit (LA) esansiyel yag asitleri olup, eksikliklerinde kardiovaskiiler
problemler, iltihabi hastaliklar, viral enfeksiyonlar, cesitli kanser tiirleri, bagisiklik
sistemi sorunlar1 ortaya c¢ikabilmektedir. Bu iki yag asidi pek cok sebze ve yaglh
tohum aracilig1 ile alinabilirken, EPA ve DHA’nin ancak balik yaglarindan direkt
olarak alimi miimkiindiir (Akoh, 2002; Bode ve dig, 2003; Guil-Guerrero, 2007). Bu



anlamda SDA deniz tiriinlerinden saglanan yag asitlerine alternatif olarak bitkilerden

elde edilen bir omega-3 CDY A kaynagidir.

Engerek otu yag1 gama-linolenik asit¢e zengin olmasi agisindan da 6nemlidir. Guil-
Guerrero ve dig. (2000) yaptiklar1 ¢alismada Echium tirlerini dogadaki en zengin
GLA kaynagi olarak tanimlamislardir.

GLA, Echium tiirlerinin yanisira, frenk iiziimii, boraj (hodan) ve gece sefasi bitkilerin
de de bulunmaktadir. Caligmalar; GLA iceren yaglarin, atopik egzama, diyabet,
hiperaktivite, kardiyovaskiiler, gastro-intestinal, jinekolojik, ndrolojik, immiinolojik
hastaliklarin tedavisinde etkili oldugunu, normal hiicrelere zarar vermeden se¢imli

olarak tiimdr hiicrelerini 61diirebildigini de gostermistir (Tiirkay ve dig; 2006).

Yapilandirilmis yag c¢alismalarinda kullanilan farkl bitkisel kaynaklarin ve engerek
otunun SDA ve GLA igerikleri Cizelge 2.3’de gosterilmektedir. Engerek otunun
SDA agisindan diger kaynaklardan daha zengin oldugu goriilmektedir.

Cizelge 2.3 : Farkli bitkisel kaynaklarin yag asidi profilleri (Yang ve dig, 2003).

(Y Agirhik) 16:0 18:0 18:1n-9 18:2n-6 18:3n-6 18-3n-3 18:4n-3

(GLA) (SDA)
Gece sefasi 7-10 1,5-3,5 6-11 65- 80 6- 14
Boraj(Hodan) 10 4 18 37 22
Frenk tiziimi 6-7 1,5 9-11 46- 49 14- 16 13- 14 2,5-3
Engerek otu 5-9 2-5 9-13 16- 35 9-26 18- 36 3,5-13

SDA igeren yaglar; zenginlestirilmis gidalar, diyet takviyeleri, medikal gidalar,
eczacilik, kisisel bakim {triinleri gibi farkli alanlarda kullanilmaktadir (Coupland,
2008). Kuru cilt, egzama, sedef hastalig1 gibi deri yaralarinin tedavisi, kozmetik ve
kisisel bakim triinleri de Echium yagmin mevcut kullanim alanlarini olusturmaktadir

(Usta ve dig., 2007; Berti ve dig., 2007).

2.2 Yapilandirilmis Yaglarin Tanimi

Yapilandirilmis yaglar, muhtemel hastaliklarin Onlenmesinde veya tedavisinde
kullanilmakta, ayrica gida iriinlerine fonksiyonel o6zellikler kazandirarak tiiketici

taleplerine uygun gidalar elde edilmesi de saglamaktadir.



Yapilandirilmis yag eldesinde kullanilan yag asitleri, kisa zincirli yag asitleri, orta
zincirli yag asitleri, uzun zincirli yag asitleri ile tekli ve coklu doymamais yag asitleri
doymus uzun zincirli yag asitleridir (Akoh, 2002). Yag asitleri yagin temel yapisini
olusturarak kendi fiziksel ve kimyasal Ozelliklerini aktararak istenen fiziksel ve
kimyasal 6zellikteki yaglarin olusmasini saglamaktadir (Hoy ve dig., 2001).

Sekil 2.1°de yapilandirilmis yaglarin genel yapisi verilmektedir.

o
V/4
O CH O— C__ KveyaO
2
[ |
u_ C_ O0_ C__H o
| 4
C H O_C_KveyaO
2

Sekil 2.1 : Yapilandirilmis yaglarin genel yapisi (Gunstone, 2001).

(U: uzun zincirli yag asidi, O: orta zincirli yag asidi, K: Kisa zincirli yag asidi)
2.3 Yapilandirilmis Yaglarin Uretim Yéntemleri

Kimyasal ve enzimatik katalizorler varliginda esterlesme reaksiyonlar: ile mikrobiyal
sentez yoluyla ve yagli tohumlarin genetik yapilarinin degistirilmesi yontemleri ile
yapilandirilmis yaglar elde edilebilmektedir. Yapilandirilmis yaglar kimyasal ya da
enzimatik katalizorler ile i¢-esterlesme ya da trans-esterlesme reaksiyonlar1 sonucu
elde edilirler. Kimyasal ve enzimatik yontemlerle gerceklestirilen reaksiyonlar ortam

kosullar1 ve elde edilen iiriin acisindan farklilik géstermektedir.

2.3.1 Enzimatik sentez

Enzimatik sentez, 1970 yilinda uygulanmaya baslamistir. Reaksiyon, substratin
icinde ¢0ziindligli organik ¢oziiciilerde katalizor olarak lipaz enzimi kullanilarak
gerceklesmektedir. Bu enzimler genellikle maya ve kiif kaynakhidir (Willis ve

Marangoni, 2002).

Endiistriyel lipazlar genellikle hiicre dis1 lipaz lireten mikroorganizmalardan saglanir
(Takag, 2008). Lipazlar gliserol ester hidrolazlar1 olarak da adlandirilir; ¢linki
lipazlar agilgliserollerdeki karboksi ester baglarinin hidrolizini katalizler (Willis ve

Marangoni, 2002). Aspergillus niger, Rhizopus delemar, Rhizopus arrhizus,



Pseudomnas fluorescens, Hemicola lanuginosa ve Mucor miehei’den elde edilen
lipazlar sn 1,3 pozisyonlarina spesifiktir (Camp ve dig, 1998).

Enzimatik reaksiyonlarda amag¢ en yiiksek verimde ve istenilen saflikta iiriin elde
edebilmektir. Ig-esterlesme reaksiyonlarmnda da lipazin secicilik 6zelliginden
yararlanilarak substrata uygun lipaz se¢imi prosesin verimini arttirmaktadir.

Lipazlar TAG yapismn1 monoagilgliserol, diagilgliserol, gliserol ve yag asitlerine
hidrolize eder, esterlesme, asidoliz ve alkoliz reaksiyonlarmi da katalizler (Osborn ve
Akoh, 2002).

Ayrica reaksiyon kosullarinin en uygun degerlere getirilmesi gerekmektedir. Su
aktivitesi, ortam sicakligi, reaksiyon siiresi, kullanilan ¢oziiciiler ve pH degerleri
iiriin verimini etkileyen diger faktorlerdir (Akoh, 2002).

Enzimatik modifikasyon yontemleri ile diisiik kalorili yaglar, bebek mamalari ile
enteral ve parenteral beslenme i¢in tasarlanan yapilandirilmis yaglar ve kakao yagi
ikameleri gibi cesitli fonksiyonel ve nutrasotik ozellikteki yapilandirilmig yaglar

uretilmektedir.

2.3.1.1 Esterlesme reaksiyonu

Bir alkol ile bir asidin katalizor varliginda reaksiyona girerek ester olusturdugu
reaksiyonlar esterlesme reaksiyonu olarak adlandirilmaktadir. Bu reaksiyonun tersi
hidroliz reaksiyonudur (Esen, 2003). Esterlesme bir denge reaksiyonudur ve esterin
yaninda su da olugmaktadir (Kursun, 2002). Sekil 2.2°de genel bir esterlesme

reaksiyonu gosterilmektedir.

R1COOH + R20H - R1COOR2 + H20
Asit +  Alkol > Ester +  Su
Sekil 2.2 : Esterlesme reaksiyonu (Osborn ve Akoh, 2002).

2.3.1.2 interesterifikasyon (i¢-esterlesme) reaksiyonu

Bir ester ile farkli bir bilesen arasinda gerceklesen, acil gruplarin yer degistirmesi ile
karakterize edilen ve farkli bir ester olusumuyla sonuglanan reaksiyonlar olarak

tanimlanabilir (Kursun, 2002).

I¢ esterlesme reaksiyonlar1 kimyasal ya da enzimatik olarak, esterin bir alkolle, bir
asitle ya da bagka bir alkolle olan reaksiyonlaridir ve ester ile alkol arasindaki

reaksiyon alkoliz, ester ile asit arasindaki reaksiyon asidoliz ve ester ile bir bagka



ester arasindaki i¢  esterlesme reaksiyonlar1 transesterifikasyon olarak

incelenmektedir (Willis ve Marangoni, 2002).

Ancak bazi kaynaklara gore transesterifikasyon bir esterin bir asit, bir alkol, baska
bir ester ve bir amin ile olan reaksiyonlarmi ifade eden genel bir terim olarak

kullanilmaktadir (Kildiran, 1993).

2.3.1.3 Asidoliz reaksiyonu

Bir asit ile bir esterin reaksiyona girmesi ile acil gruplarin yer degistirmesi sonucu
yeni bir ester olusmasi asidoliz reaksiyonu olarak adlandirilmaktadir. Substrat olarak
bitkisel yaglar kullanilarak sn-1,3 spesifik lipaz varliginda asidoliz yontemi ile

yapilandirilmig yaglar iretilmektedir. Sekil 2.3.’de genel asidoliz reaksiyonu

verilmistir.

CH,; -OOCR; CH,; -OOCR
| |

CH — OOCR; + RCOOH - CH-O0OO0CR; + R;COOH
I |

CH; — OOCR; CH; — OOCR;

Sekil 2.3 : Triacilgliserol ve asit arasindaki asidoliz reaksiyonu (Willis ve
Marangoni, 2002).

Asidoliz reaksiyonlar1 DHA ve EPA gibi onemli yag asitlerinin beslenme 6zelligi
artirilmak istenen yaga ilavesinde kullanilir (Willis ve Marangoni, 2002). Kakao yagi
esdegerlerinin eldesinde de asidoliz kullanilmaktadir. En yaygmn yontem palm yagi
orta fraksiyonunun asidolizidir (Willis ve Marangoni, 2002). Enteral ve paranteral

beslenmede kullanilan yaglar da asidoliz reaksiyonlar1 sonucu elde edilmektedir.

2.3.1.4 Transesterifikasyon reaksiyonu

Transesterifikasyon, iki ester arasinda gerceklesen ve farkli iki ester olusumuyla
sonuclanan reaksiyonlardir (Kursun, 2002). Sekil 2.4’te genel transesterifikasyon

reaksiyonu verilmistir.

|CHZ — OOCR; CH, - OOR; ?Hz — OOCR; CH,—- OOCR;
|CH - OOCR; + élH - OOCR3 (llH —OOCR;, + J:Hz — OOCR;
CH2 — OOCR3 CH, — OOCR4 CH; — OOR3 CH, — OOCR4

Sekil 2.4 : Iki triagilgliserol arasindaki transesterifikasyon reaksiyonu (Willis ve
Marangoni, 2002).
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Transesterifikasyon genellikle sivi yaglar ve bunlarm triagilgliserol yapisindaki yag
asitlerinin poziyonel daghilimini degistirerek yaglarin fiziksel 6zelliklerini modifiye
etmek icin kullanilir (Willis and Marangoni, 2002). Genellikle enzimatik
transesterifikasyon kimyasal transesterifikasyonla karsilastirildiginda, enzimatik
yontem ile elde edilen yagin kat1 yag yiizdesi daha diisiiktiir ¢ilinkii son {iriinde
lipazlarla transesterifikasyonda olusan monoagil, diagil ve serbest yag asitleri
bulunabilir (Willis and Marangoni, 2002). Kakao yag1 ikameleri ya da esdegerlerinin
eldesinde de transesterifikasyon reaksiyonlar1 kullanilmaktadir (Willis and

Marangoni, 2002).

2.3.1.5 Alkoliz reaksiyonu

Bir alkol (metanol, gliserol) ile bir esterin reaksiyona girmesiyle yeni bir ester ve

alkol olusmasina alkoliz denir. Sekil 2.5’te genel alkoliz reaksiyonu verilmistir.

CH, -OOCR; CH, -OH R;COOR
| |

CH — OOCR; + 3RCOH - CH-OH + R,COOR
| |

CH, — OOChrs3 CH, - OH R3;COOR

Sekil 2.5 : Bir triagilgliserol ve alkol arasindaki alkoliz reaksiyonu (Willis ve
Marangoni, 2002).

Bu reaksiyon alkali metaller ve cesitli katalizorler varhiginda (asidik, bazik
katalizorler ya da enzimler) ile katalizlenerek esterlesir, esterlesme reaksiyonu
sonucunda yan iiriin olarak di ve monoagilgliseroller, reaktan fazlas1 ve serbest yag

asitleri olusur (Osborn ve Akoh, 2002).

Alkoliz reaksiyonunun temel kullanim alani gliseroliz reaksiyonlar1 olup, gliseroliz
gliserol ve triacilgliserol arasindaki a¢il gruplarinin yer degistirerek monoagil, diagil
ve triacilgliserolleri olusturmasidir (Willis ve Marangoni, 2002). Yiizey aktif ajanlar,
emiilsifiye edici ajan olarak kullanilan monoagilgliserollerin eldesinde alkoliz

kullanilmaktadir (Willis ve Marangoni, 2002).

2.3.2 Kimyasal sentez

Kimyasal yolla yapilandirilmis yag {tretimi endiistride 1940’11 yillardan beri
uygulanmaktadir (Rousseau ve dig, 2002). Kimyasal reaksiyonlar alkali metaller ve

metal alkalitleri ile katalizlenir, yliksek sicaklik ve susuz ortam gerektirir (Osborn ve
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Akoh, 2002). Bu reaksiyon genellikle OZY A ve UZY A’nin hidrolizi ve karistirma
islemi ile ester i¢ degisimi olarak gerceklesir (Osborn ve Akoh, 2002).

2.3.3 Mikrobiyal sentez

Tek hiicre yaglar1 6zellikle EPA ve DHA agisindan yeni ve yenilenebilir esansiyel
yag asidi kaynaklaridir (Miller ve dig, 2008).
Mortiella isabellina, Mortiella alpina ve Crythecodium cohni’den ¢oklu doymamais

yag asitlerinin elde edildigi ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (Gunstone, 2001).

2.3.4 Genetik miithendisligi

Istenen yag asit kompozisyonuna sahip ticari olmayan bitkilerden elde edilen
genlerin aktarimi ile yeni bir kompozisyona sahip tohum yaglarmin eldesi genetik
mithendisligi ile miimkiin olmaktadir (Thelen ve Ohlrogge, 2002). Tek basina
melezleme yontemi ile elde edilemeyecek Ozellikteki yaglar molekiiler tekniklerle
birlestirildiginde ¢ift baglarin pozisyonel degisiklikleri, ¢ift bag sayisinda, zincir
uzunlugunda varyasyonlar i¢in yeni yontemler model sistemlerde gelistirilmistir
(Osborn ve Akoh, 2002; Topfer ve dig, 1995). % 70-80°den fazla orta zincirli yag
asidi igeren, soya yagi, kolza yagi; % 90’dan fazla oleik asit, %7’den az doymus yag
iceren aycicek yagi, yiiksek miktarda linoleik asit igeren fakat linolenik asit
icermeyen keten tohumu yag1 mutajenez ile elde edilen yaglardir (Osborn ve Akoh,
2002). Aygicek yagr %16-%20 oleik asit icermektedir, mutajenez ile elde edilen
yiiksek oleik asit icerikli ayg¢icek yagmin oksidatif stabilitesi yliksek bir yagdir
(Osborn ve Akoh, 2002). Coklu doymamis yag asitlerinin serum kolestrolii iizerinde
olumlu etkilere sahip oldugu bilinmektedir fakat bu yag asitleri ¢abuk okside
olmaktadir; tekli doymamis yag asidi olan oleik asitin kolestrol {lizerindeki etkisi
linoleik asit (18:2n-6) ile ayni1 olmasi sebebiyle soya ve kanola yaglarinda tekli
doymamis yag asidi miktarmin arttirilmasi genetik yontemle elde edilen
yapilandirilmig yaglarla ilgili ¢alismalardan biridir (Osborn ve Akoh). Sato ve
arkadaslarinin (2004) yaptig1 c¢alismada Borago officinalis’ten elde edilen A6
desaturaz geni soya yagina aktarilarak, GDA ve SDA’ca zengin transgenik soya yagi

eldesi de miimkiin olmustur.

Yapilan caligmalar sonucunda yag miktari artirilmis tohum yaglari eldesi, daha stabil
yapidaki yeni yaglar eldesi, insan saghgina faydali, endiistriyel hammaddeler i¢in

yenilenebilir kaynaklar olusturulmasi saglanmaktadir (Thelen ve Ohlrogge, 2002).
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2.3.5 Enzimatik yontemin avantajlarn

Enzimatik reaksiyonlarda enzimlerin segicilik 0©zelliklerinden dolay1 istenen
pozisyonlara yerlestirilmis bir TAG yapis1 ve spesifik kompozisyona sahip triinler
saglanmaktadir. Ayrica lipazlar kimyasal katalizorlerin aksine substratin nem
miktarindan etkilenmeden etkinlik gdsterebilmektedir. Kimyasal interesterifikasyon
ile ise rastgele dagilmis TAG molekiilleri ve yan triinler olusmaktadir (Xu ve dig,

2006).

Enzimatik interesterifikasyon yoOntemiyle, kimyasal katalizorlerle gergeklestirilen
reaksiyonlara gore spesifik kompozisyona sahip iirlinler elde edilmesi, daha 1liml
kosullarda gerceklesmesi, reaksiyonlar sonucunda ¢ok az yan iiriin olusmasi veya hig
olusmamasi1 gibi nedenlerle {istiinlik saglamasindan Otiiri enzimatik yOntemin
kullannminda artis olmustur ancak avantajlarina ragmen endiistriyel uygulamalarda

heniiz istenilen diizeyde kullanilmamaktadir (Willis ve Marangoni, 2002).

2.4 Yapilandirilmis Yaglarin Kullanim Alanlarn

Yapilandirilmig yaglar tibbi ve beslenme amacli olarak kullanilabilmektedir.
Yapilandirilmis yag uygulamalari; diisiik kalorili yaglar, kakao yagi ikameleri, anne
siitii yag1 benzerleri, ¢esitli esansiyel yag asitleri ile zenginlestirilmis yaglar, enteral
ve paranteral beslenmede kullanilan yaglar, gida uygulamalar1 i¢in plastik yaglari,

kizartma yaglar1 olarak siiflandirilabilmektedir.

2.4.1 Diisiik kalorili yapilandirilmis yaglar

Distik kalorili yapilandirilmig yaglarin  sn-1,3 pozisyonlarinda orta zincir
uzunlugundaki yag asitleri (C6-C12) yer almakta olup, sn-2 pozisyonlarinda uzun

zincir uzunlugundaki yag asitleri (C14-C22) bulunmalidir.

Orta zincirli yag asitlerini (OZYA) sn-1,3 pozisyonlarinda, uzun zincirli yag
asitlerini (UZY A) sn-2 pozisyonunda bulunduran yapilandirilmis yaglarm beslenme
faydalar1 ve uygulamalar1 ile 1ilgili yapilan calismalar son yillarda artmistir

(Senanayake ve Shahidi, 2006).

Diistik kalorili yapilandirilmig yaglar, pankreatik lipaz enzimleri tarafindan orta
zincirli ki yag asidi molekiilii ve 2-monoagilgliserol (2-MAG) molekiiliine kolayca

hidrolize olur. Orta zincirli yag asitleri bagirsaklarda absorbe olarak ve dogrudan
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karacigere taginarak bir enerji kaynagi olarak kullanilirken; 2-monoagilgliserol bir

esansiyel yag asit kaynagi olarak islev gormektedir (Senanayake ve Shahidi, 2006).

Protein ve karbonhidrat bazli diisiik kalorili yag ikameleri de bulunmaktadir fakat
yiiksek sicakliklara maruz birakilamadiklar1 diisiintildiigiinde dogal yaglara en yakin
ikameler yapilandirilmis diisiik kalorili yag eldesi ile miimkiin olmaktadir (Osborn ve

Akoh, 2002).

2.4.1.1 Diisiik kalorili yapilandirilmis yaglar ile ilgili yapilan ¢calismalar

Diistik kalorili yapilandirilmis yaglar ile ilgili literatiirdeki ¢alismalar 6zetlenmeye

calisiimastir.

Trioleinin kaproik ve butirik asit ile Mucor miehei IM60 lipaziyla katalizlenmis
asidolizi ile diisiik kalorili yapilandirilmis yag eldesi de Fumosa ve dig. (1997)

tarafindan calisilmistir.

Akoh ve Yee (1997) Rhizomucor miehei’den elde edilen ticari Lipozyme® RM IM
enzimini kullanarak tristearin ve trikaprin’den enzimatik sentez ile diisiik kalorili yag
eldesinde zaman, sicaklik, enzim miktari, substrat mol orani, su miktarmin iriin

bilesimi iizerindeki etkileri incelenmistir.

Miura ve dig. (1999) laurik asit ile triolein arasindaki enzimatik transesterifikasyonla
Lipozyme IM kullanarak %70 LaOLa iceren bir fraksiyon elde etmislerdir. Kolon
kromotografisi ile saflastirma sonras1 % 99’dan daha yiiksek bir LaOLa fraksiyonu

elde edilmistir.

Mangos ve dig. (1999) yaptig1 calismada Carica papaya’dan elde edilen lipaz
interesterifikasyonu ile triasetin ve hidrojene soya yagi arasinda reaksiyon

gerceklestirilerek, reaksiyon kosullar1 incelenmistir.

Yang ve dig. (2001) enzimatik sentezi gerceklestirdikleri diisiik kalorili yaglarm agik
kapali reaktor sistemleri, vakum reaktordeki reaksiyon kosullar1 ve on farklh lipaz

enziminin aktivitelerini incelemislerdir.

Demirci ve dig. (2006) trioleinin enzimatik asidolizi ile diisiik kalorili yapilandirilmis
yag tretimi adli calismasinda Mucor miehei orijinli Lipozyme® RM IM lipazi
kullanarak triolein ile laurik asit arasinda asidoliz reaksiyonlar1 gerceklestirmis ve
TAG'lerin iiretimine substrat mol orani, enzim miktar1 ve silire gibi reaksiyon

parametrelerinin etkisi incelenmistir.
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Bektas ve dig. (2008) tripalmitinden enzimatik asidoliz yoluyla kaprik asit varliginda
%35,7 oraninda sn-1,3 pozisyonunda kaprik asit i¢eren diisiik kalorili yapilandirilmis
yag {liretimine yonelik bir ¢alisma yiiriitmislerdir. Bu calismada Thermomyces

lanuginosa’dan elde edilen ticari Lipozyme® TL IM enzimi kullanilmistir.

2.4.1.2 Diisiik kalorili yapilandirilmis yaglar ile ilgili ticari 6rnekler

Kalorisi azaltilmis yapilandirilmis yag ile ilgili ticari 6rnekler Captrin®, Caprenin®,
Captex® ve Benefat (TM) adlariyla piyasaya siiriilmiistiir. Captrin® (Stepan Corp,
New Jersey, A.B.D.) gliserol ile hindistan cevizi ve palm c¢ekirdeklerinden
fraksinasyon ile elde edilen OZY A (agirlikli olarak kaprilik ve kaprik asit) arasinda
gerceklesen esterifikasyon ile sentezlenmis 40 yili askin siiredir ticari olarak
kullanilan bir yagdir (Auerbach ve dig, 2001). Sagladig1 net enerji degeri 6,8 kcal/g.
Caprenin® (Procter & Gamble, Ohio, A.B.D.) ise hindistan cevizi, palm ve kolza
yaglar1 arasinda gergeklesen interesterifikasyon reaksiyonlar1 sonucu iiretilerek
kakao yagina benzer Ozellikler gostermekte ve sekerleme endiistrisinde
kullanilmaktadir; iki OZY A (kaprilik ve kaprik asit) bir UZY A (behenik asit) i¢eren
TAG yapisindadir. 5 kcal/g enerji saglamaktadir (Bornscheuer ve dig, 2003; Osborn
ve Akoh, 2002). Captex® (Abitec Corp., Ohio, A.B.D.) ise diisiik kalorili olmasinin
yaninda genellikle cocuklarda pankreastaki lif dejenerasyonu ve solunum yetmezligi
seklinde goriilen bir hastalik olan kistik fibroz hastalar1 i¢in kullanildiginda uzun
zincirli yag asidi absorpsiyonunda artis sagladigi goriilmiistiir (Galante ve Tenore,

2006).

Benefat, yiiksek igerikli stearik asit, iki, dort ve alt1 karbon uzunlugundaki kisa
zincirli yag asitlerinden olusmaktadir, hem diisiik kalorili bir yag olarak, hem de
cikolata kaplamalarinda ve barlarda kullanilmaktadir (Lee and Lee, 2006). Benefatta
kullanilan kisa zincirli yag asitleri diger yag asitleriyle karsilastirildiginda diisiik
yanma 1sisina sahip olmasi nedeniyle daha az kalorilidir. C2:0, 3,5kcal/g, C3:0
Skcal/g; C4:0 6kcal/g ve C6:0 7,5kcal/gram enerji vermektedir (Osborn ve Akoh,
2002). Benefat, Caprenin gibi Skcal/g enerji saglamaktadir (Akoh, 2002). Salatrim
(short and long acyltriglyceride molecule) Nabisco Grup tarafindan gelistirilen ve
normal beslenme yaglarmin yarisi kadar enerji saglayan yapilandirilmis yaglarin

genel adidir (Lee and Lee, 2006). Salatrim, triasetin ile soya yagmin Rhizomucor
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miehei lipaz1 varliginda gerceklesen transesterifikasyon reaksiyonu ile elde

edilebilmektedir (Bornscheuer ve dig, 2003).

2.5 Orta ve Uzun Zincirli Yag Asitleri Metabolizmasi

OZY A’ler1 oda sicakliginda kat1 ve sivi halde bulunabilen, 6-12 karbon uzunluguna
sahip yag asitleridir. Kalori degerlerinin uzun zincirli yag asitlerine oranla daha
diisiik olmasi nedeniyle kalorisi azaltilmis yapilandirilmis yaglarin eldesinde
kullanilmaktadir. OZY A’leri saglik agisindan faydalar1 sebebiyle panteral ve enteral
beslenmede de kullanilmaktadir. Molekiil yapilari, iyi c¢oziiniirliikleri, viicut
icerisindeki transfer ve metabolik farkliliklar1 sebebiyle esansiyal uzun zincirli yag
asitleri ile yapilandirilmis ya§ calismalarinda en ¢ok kullanilan yag asitleridir
(Osborn ve Akoh, 2002). Ancak bu yag asitleri tek baslarina organizmanin esas yag

asidi ihtiyacimi karsilayamamaktadir.

OZYA uzun zincirli yag asitlerine (UZYA) gore daha kolay yiikseltgenmeleri;
kiigiik molekiil agirliklari, kisa yag asidi zincirleri, yiiksek ¢oziiniirliikleri nedeniyle
UZY A’ne gore hizl1 absorbe edilir ve ayn1 nedenlerle metabolize edilme sekilleri
farklhidir (Galante ve Tenore, 2006). UZYA’leri suda ¢oziinmezken, OZT’ler suda
cOziinerek stabil bir emiilsyon olusturur, bu farklilik sebebiyle metabolize edilme
sekilleri UZT’lerden farklidir (Galante ve Tenore, 2006). OZT ise UZT ye gore daha
fazla hidrofilik 6zellikte oldugu i¢in absorbsiyon i¢in safra tuzlarina ihtiyag duymaz
(Akoh, 2002; Osborn ve Akoh, 2002; Bell ve dig, 1997; Galante ve Tenore, 2006).
Sn-1,3-spesifik pankreatik lipaz enzimi ile agiga ¢ikan OZY A kolaylikla kan yoluyla
karacigere tasmmakta ve beta-oksidasyona ugrayarak kendilerinden enerji
saglamaktadir (Mu ve Porsgaard, 2005). UZT’ler ise pankreatik lipaz aktivitesi
sonucu sn-2 monogliserit ve uzun zincirli yag asitleri olarak hidrolize edilir. Hidroliz
sonucunda aciga ¢ikan UZYA safra tuzlari ile emiilsyon olusturarak tekrar sn-2
monogliserit yapisma katilir ve UZT olusturur (Mu ve Hoy, 2000). UZT’ler
silomikron adi verilen protein kompleksleri olusturarak lenf sistemiyle tasmnir ve
enerji ihtiyac1 yoksa yag hiicrelerinde depolanir. UZYA’nin mitokondri
membranidan gecerek enerjiye doniisebilmesi i¢cin karnitin gereklidir (Bell ve dig,
1997). OZT’ler ise hiicrelerdeki mitokondrilere karnitinden bagimsiz olarak

taginmaktadir ve mitokondride ATP sentezi icin UZYA’de oldugu gibi karnitine
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thtiya¢ duyulmamaktadir (Akoh, 2002; Osborn ve Akoh, 2002; Bell ve dig, 1997;
Galante ve Tenore, 2006).

OZY A’lerinin lenf yoluyla taginimi karbon zincir sayist arttikca hizlanmaktadir (Mu
ve Hoy, 2000). (Akoh, 2002; Osborn ve Akoh, 2002; Bell ve dig, 1997; Galante ve
Tenore, 2006). OZY A, silomikron olusumunu da gerektirmez. OZT hizl bir sekilde
OZY A’lerine doniiserek dogrudan bagirsaklarda absorblanir; serum albumin ile
baglanarak ana toplardamari ile karacigere ulasir ve keton bilesikleri ile hizlica enerji
saglar. Orta zincirli yag asitleri triagilgliserol yapisina tekrar sentezlenmedikleri ve
karacigerde hemen kullanildig1 i¢in adipoz hiicrelerde yag depolanmasi olmaz

(Akoh, 2002; Osborn ve Akoh, 2002; Bell ve dig, 1997; Galante ve Tenore, 2006).

OZYA, bu hizlandirilmis metabolik transferin sonunda yag olarak depolanmak
yerine, organlar ve kaslarda dogrudan kullanim i¢in verimli bir enerji kaynagina
doniisiirler. OZY A’lerinin UZY A’leri kadar yag olarak depolanamamasi 6zelliginin
yaninda, yag yakimin1 hizlandirdigi = goriilmiistiir. Termojenik  Ozelligin
OZY A’lerinin bazi acilardan metabolik agidan karbonhidratlara benzemeleri ve
keton olusturmalar1 sebebiyle oldugu diistiniilmektedir. Bu sebeplerle OZY A’lerinin
kalori degerleri UZY A’ne gore daha diisiiktiir. UZT’ler 9 kcal/g enerji saglarken,
OZT’ler metabolize olmalar1 swrasindaki 1s1 kayiplarindan dolay1 6,8 kcal/g enerji
vermektedir (Galante ve Tenore, 2006). Hem UZYA’leri hem OZYA’leri igeren
yapilandirilmig yaglar, yag asitlerinin kana eszamanli ve OZY A’lerinin daha diisiik
hizda ve kontrollii olarak saliverilmesini saglamak amaciyla tasarlanmaktadir
(Osborne ve Akoh, 2002; Hoy ve Xu, 2001). Ayn1 zamanda yiiksek dozda OZT
alimmin toksik etkilere neden oldugu goriilmiistiir (Mu ve Hoy, 2000). Bu sebeple
OZT’ler hizl sindirim ve hizli enerji gereksinimi olan belirli gruptaki hastalarda
kullanilmaktadir. OZT’ler ticari olarak 1955 yilinda yag malabsorpsiyon sendromu,
premature dogumlar gibi hastaliklarda hizli absorbsiyon ve enerji kaynagi olarak
kullanilmaya baslanmistir (Galante ve Tenore, 2006). Hindistan cevizi yag1 ve palm

yag1 en yaygin OZY A’leri kaynaklaridir (Galante ve Tenore, 2006).

2.5.1 Laurik asit

Hindistan cevizi yaginda bulunan temel yag asidi olan laurik asit; benzersiz
ozellikleriyle sabun yapiminda ve kozmetik endiistrisindeki kullanimlar1 nedeniyle

uzun yillardir bilinmektedir. Son yillarda ise antiviral, antiprotozal, antibakteriyel
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fonksiyonlarmin yarattig1 essiz Ozellikleri sebebiyle gida alaninda da fark
edilmektedir. Laurik asit, insan viicudunda monolaurine doniismektedir. Monolaurin
antiviral, antibakteriyel ve antiprotozal bir monoagil gliseroldiir ve HIV, herpes,
influenza, c¢esitli patojen bakteriler ve protozoalarin inaktivasyonunda
kullanilmaktadir. Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, groups A, F ve G streptococci, gram-pozitif organizmalar monolaurinin

inaktive edebildigi mikroorganizmalardir (Senanayake ve Shahidi, 2006).

Laurik asit ayrica anne siitiinde bulunan temel yag asitlerinden birisidir. Anne
sitiinde bagisiklik sistemi gelisene kadar bakteriyel, protozal, viral ve fungal
enfeksiyonlardan bebek bagirsagini korumak i¢in O6nemli bir komponenttir

(Senanayake ve Shahidi, 2006).

Laurik asitce zengin hindistancevizi yaginin ¢ok yaygin olarak tiiketildigi Sri Lanka
gibi iilkelerde hindistan cevizi yaginin tiikketilmesinin; yiiksek serum kolestroliine ve
kroner kalp rahatsizligindan kaynaklanan hastalik ve Oliimlere neden olmadigi

belirtilmektedir (Senanayake ve Shahidi, 2006).

2.5.2 Omega-3 yag asitleri

Omega-3 ailesine ait yag asitlerinden alfa-linolenik asit esansiyel bir yag asidi olup,
en ¢ok soya, keten tohumu gibi bitkilerin tohumlarinda ve yesil yaprakli bitkilerin
kloraplastlarinda bulunur. Viicut i¢in 6nemli olan diger omega-3 yag asitleri balik
yaglarinda 6zellikle okyanus baliklarinda bulunan EPA ve DHA’dir. Omega-3 yag
asitleri i¢in birincil kaynak olan balik yaglar1 %14-30 EPA ve DHA icermektedir
(Kim ve Hill, 2006).

Omega-3 yag asitlerini iceren balik yagima alternatif yenilenebilir kaynaklar; genetigi
degistirilmis organizmalar, mikrobiyal kaynaklar ve dogal bitkilerdir. SDA her {i¢
kategoride de bulunuyorken; EPA ve DHA sadece mikroorganizmalar yoluyla
giivenilir sekilde elde edilebilmektedir (Coupland, 2008).

Omega-3 yag asitlerinin kalp ve damar hastaliklari, bagisiklik sistemi sorunlari, alerji
problemleri ve diyabet hastaligi, kanser, norolojik bozuklular iizerinde olumlu

etkilere sahip oldugu belirtilmektedir (Akoh, 2002, Whelan,2009).
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Omega-3 yag asitlerinin viicuttaki metabolizmasi ve omega-3 kaynaklar1 Sekil
2.5.3°de gosterilmektedir. Sekilden de goriildigii gibi o- linolenik asit viicutta
oncelikle SDA’ya daha sonra EPA ve DHA’ya metabolize olmaktadir (Jacobsen,
2004).

Alfa-linolenik Asit

A

Soya yag1, ketentohumu

(18:3n3) yag1
l A6-desaturaz
Stearidénik Asit < Balik yaglari, echium
(18:4n-3) yag1, genetik modifiye
| bitkisel yaglar
l A6-Elongaz
(20:4n-3)

'

Eikosapentaenoik asit \
(20:5n-3)

A5-desaturaz

l Elongaz

Balik yaglari, mikrobiyal

Dokosapentaenoik Asit >
yaglar

(22:5n-3)

l Elongaz/ desaturaz

Dokosahekzaenoik Asit
(22:6n-3)

J

Sekil-2.6 : Omega-3 yag asitlerinin izledigi metabolik yol ve besinsel kaynaklar1
(Tiirkay ve dig, 2006; Akoh, 2002; Coupland, 2008; Jacobsen, 2004).

2.5.2.1 Stearidonik asit

Stearidonik asit, Cis 6,9,12,15-oktadekatetraenoik asit ya da moroktik asit olarak da
adlandirilan omega-3 gurubu yag asitlerindendir (Guil-Guerrero, 2007). 1960’h
yillarda bitkilerde varlig1 kesfedilmis olsa da, son yillarda yogun olarak ¢alismalara

konu olmustur.
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Stearidonik asit ALA’nin uzun zincirli coklu doymamis yag asitleri olan EPA ve
DHA doniisiimiideki ilk metabolittir. EPA ve DHA 6zellikle son yillarda insan
viiciidundaki fizyolojik fonksiyonlar1 sebebiyle 6nem kazanmistir. Bu anlamda
SDA’ce zengin bitkisel kaynaklar, omega-3 kaynag1 balik yaglarina alternatif olarak
adlandirilmaktadir (Whelan, 2009).

Stearidonik asidin olusumu A6-desaturaz enzimiyle gegeklesmektedir. ALA’in EPA
ve DHA’ya metabolizmadaki doniisimii sinirhidir. A-6 desaturaz enzimi aktivitesi,
yaslanma, stres, diyabet, alkol, sigara, kolesterol, trans ve doymus yag asidi tiiketimi,
vitamin ve mineral eksiklikleri gibi faktorlere bagl olarak azalmaktadir (Tirkay ve
dig., 2006; Coupland, 2008) Enzimin smirli oldugu durumlarda ALA yerine SDA
alim1 6nerilmektedir. SDA’nin EPA’ya doniisiimiiniin ayn1 miktardaki ALA’dan 3-4

kat daha verimli oldugu ¢alismalar sonucunda gozlenmistir (Coupland, 2008).

EPA ile karsilastirildiginda SDA’nin, plazma fosfolipitlerindeki EPA seviyelerini
yiikseltmede yaklasik olarak %17-30 oraninda daha etkili oldugu belirtilmektedir
(James ve dig, 2003).

Dogal SDA kaynaklar1 algler, kiifler ve o6zellikle Echium (Boraginacea) tiirleri
olmak tlizere Grossulariaceae, Caryophyllaceae, Primulaceae ailelerine ait bitkilerdir
(Guil-Guerrero, 2007; Whealan, 2009). Ayrica deniz yosunlar1 da (Undaria
pinnatifida) 0,7-1,9 mg/g (kuru agirlikta) SDA icermektedir (Whelan, 2009). Echium
bitkisi yag1 ise dogadaki en zengin SDA kaynagidir (Whelan, 2009).

Amerika’da yapilan beslenme anketi sonuglarma gore; cogunlugu LA’dan olusmak
iizere ortalama DYA alimi yaklasik olarak 20 g/gilindiir. Popiilasyonlara gore
degisiklik gostermekle birlikte, glinliik CDY A alim miktar1 100-170 mg/giin arasinda
degismektedir, tavsiye edilen miktar ise 300 mg/gilindiir. Kalp hastalar1 i¢in tavsiye
edilen miktar ise 1g/giine ¢ikmaktadir. Kardiovaskiiler hastalar iizerinde yapilan
klinik ¢caligmalarda giinliik 1g civarinda alinan EPA’nin 6liim oranmni %20 oraninda,

ani 6liim oranlarini ise %45 oraninda azalttig1 goriilmiistiir (Coupland, 2008).

SDA omega-3 yag asitlerine benzer Ozellikte saglik iddalar1 tasimaktadir ancak
Amerikan Gida ve Ilag¢ Idaresi tarafindan saglk iddalar1 heniiz tanimlanmamustir.
SDA’nin enfeksiyon giderici, kanserli hiicre inhibisyonu, deri semptomlarmin
tyilestirilmesinde ve kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 koruyucu etkilerinin oldugu

yapilan ¢alismalar sonucunda iddia edilmektedir (Ruiz-Lopez ve dig, 2009).
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Kisa bir zaman once kardiyovaskiiler hastalik i¢cin omega-3 indeksi adi verilen,
toplam eritrosit yag asitlerinin yilizdesi olarak agiklanan eritrosit membranlardaki
EPA+DHA toplami yani yeni bir klinik biyogdsterge ortaya konmustur. Omega-3
indeksi kardiyovaskiiler hastaliklarin 6liim riskini gosteren bir parametredir. Omega-
3 indeksi lizerinde degisikliklere yol agan ALA, SDA ya da EPA takviyelerinin
etkilerini degerlendirmek i¢in yapilan bir arastirmada, SDA ve EPA’nin  ALA’dan
(srrastyla P=0,0005 ve P=0,0001) daha etkili oldugu goriilmiistiir. SDAve EPA
karsilagtirildiginda da SDA’nin  EPA’dan %17 daha fazla etkili oldugu
belirtilmektedir (Whelan, 2009).

SDA ve EPA’nin karsilastirildigi baska bir ¢alismada her ikisiyle de 6demde ve kan
akisinda azalma goriilmiistiir. SDA’nm iltihabi rahatsizliklar tizerindeki etkileri EPA

ile ayn1 oldugu goriilmiistiir (Whelan,2009).

Yapilan klinik bir ¢caligmada yaslar1 18-65 arasinda degisen 45 saglikli insan {i¢
gruba ayrilarak keten tohumundan ALA, engerek otundan SDA ve balik yagindan
EPA elde edilerek, bireylere verilmistir. SDA verilen deneklerin kan hiicrelerinde ve
plazmalarindaki EPA miktarinda artis gozlenmistir. 1 gram SDA’dan, 300 mg EPA
olugmaktadir. 750 mg SDA’dan ayni1 miktardaki ALA’ya gére EPA olusumu 5 kat
fazla olmustur. Ayni ¢alismada 1,5 gram SDA’nin toplam kolestrolde diisiise neden

oldugu da gozlenmistir (Coupland, 2008).

2.5.3 Omega-6 yag asitleri

En cok bilinen ve en dnemli omega-6 esansiyel yag asidi linoleik asittir. Linoleik asit
hindistan cevizi, kakao ve palm gibi pekcok bitki tohumundan elde edilir (Akoh,
2002). Linoleik asidin kolestrol diisiiriicii etkisinin oldugu ve atar damar piht1
olusumunu Onledigi bilinmektedir (Akoh, 2002). Linoleik asit eksikligi dermatit,
asir1 terleme, biiylime-gelisme bozukluklar1 ve yaralarin gii¢ iyilesmesi gibi belirtiler
ile ortaya c¢ikmaktadwr (Akoh, 2002). Linoleik asidin diyetle %]1-2 oraninda
almmasmin bebeklerde cesitli biyokimyasal eksiklikleri onledigi goézlenmistir.
Yapilandirilmis yaglarim %3-4 oraninda omega-6 igermesinin esansiyel yag asidi
gereksinimi i¢in yeterli oldugu bilinmektedir (Akoh, 2002). Omega-6 esansiyel yag
asitlerinin 6zellikle de linoleik asidin gereginden fazla alimi da kardiyovaskiiler
hastaliklar, kanser, bagisiklik sistemi sorunlar1 gibi c¢esitli hastaliklarla

iligkilendirilmektedir (Miller ve dig, 2008).
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2.5.3.1 Gama— Linolenik asit

GLA; A6 desaturaz enzimi ile linoleik asitten {iretilen omega-6 sinifina ait bir yag
asidi olup, wviicutta Onemli iki prostaglandin’in (PGE1 ve 15-OH-DGLA)
olusumunda gorev alan dihomo-gamma-linolenik asite (DGLA) doniistiirtilmektedir.

Omega-6 yag asitlerinin viicuttaki metabolizmasi Sekil-2.7°de gosterilmektedir.

Linoleik asit

(18:2)
l A6 desaturaz
Gama — linolenik asit
(18:3)
l A6 elongaz
Di homo gama- linolenik A5-desaturaz Arasidonik Asit
asit (20:3) > (20:4)
COX
COX
15- LOX 15-
LOX
PGEI 15-OH DGLA
PGE2 LTB4
TXA2
PGI2

Sekil-2.7 : Omega-6 yag asitlerinin viicutta izledigi metabolik yol (Tirkay ve dig,
2006; Akoh, 2002; Wanasundara ve Wanasundra, 2006; Jacobsen, 2004;
Guil-Guerrero, 2007).

Prostaglandinler hiicre fonksiyonlarinin diizenlenmesinde hayati 6neme sahiptir. Bu
bilesikler 6zellikle kalp, dolasim, deri ve savunma sisteminde etkilidir. Hormonlara
benzer olup, etkileri daha bolgesel ve Omiirleri daha kisadir (Jacobsen, 2004). PGE1
prostaglandininin; piht1 olusumu ve enfeksiyonu engelleme, damarlar1 genisletme,
kolestrol biyosentezini engelleme, bagisiklik sistemini diizenleme ve kan basincini
disirme gibi etkileri bulunmaktadiriir. 15-OH-DGLA ise enfeksiyon olusturan

maddelerin olugmasini engellemektedir. AS desaturaz enzimi ile DGLA daha sonra
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arasidonik aside doniisiir (Tiirkay ve dig., 2006). Hastalik durumlarinda A6 desaturaz
enziminin azalmasi ile di homo gama- linolenik asit (20:3) ve onun metabolitleri olan
prostaglandin (PGE1) ve 15-hidroksidihomo gama-linolenik asit (15-OH DGLA)
sentezi azalir. Bu durumda GLA beslenme takviyeleri ile A6 desaturaz enzimi
eksikliginden kaynaklanan hastaliklar onlenebilmektedir (Senanayake ve Shahidi,

2002).

GLA hiicre zarmda bulunmas1 gereken mitokondriyon bileseninin olusumunda yer
alan en Oonemli maddedir. Bu yag asidinin eksikliginin hiicrelerin zedelenmesine,
ciltteki nem dengesizligine, cilt kurumasma ve hassaslagmasina ve egzamaya yol

acabildigi belirtilmektedir (Shahidi ve Senanayake, 2006).

Doku sertlesmesi, menapoz Oncesi sendrom, diyabet, kanser gibi hastalik
durumlarinda GLA alinmasi 6nerilmektedir. GLA kaynagi olarak Boraginaceae ailesi
en 1y1 kaynak olup %9-26 oraninda GLA icermektedir. (Guil-Guerrero, 2001). SDA
ve GLA sadece Boraginaceae, Primulaceae ve Ribes cinsine ait bitkilerin tohum

yaglarinda birlikte bulunmaktadir (Guil- Guerrero, 2000).

GLA’nin tavsiye edilen gilnlik alim miktar1 500 mg’lik cuhagicegi yagi
tabletlerinden 2-6 adet arasinda degismektedir. Bu deger, GLA igeriginin %9 oldugu
g0z Oniline alinirsa glinde 90-250 mg GLA olarak hesaplanabilir. Beslenme amagli
25-50 mg GLA, iyilestirme amaglh 100-500 mg, ilag olarak kullaniminda ise 500-
1000 mg GLA tavsiye edilmektedir (Clough, 2001). Giinlimiizde GLA’nin besin ve
tibbi agidan degerinin anlasilmasi; bu yag asidi kaynaklarindan saflastirilmasi ve
zenginlestirilmesi {izerine olan c¢alismalar1 hizlandirmistir. Bu amagla; GLA igeren
yaglara, degisik yontemler uygulanarak GLA ac¢isindan zengin iiriinler elde edilmeye
calisilmaktadir. Bunlar arasinda en iyi sonuglar alinan ve endiistriyel liretimde de
iimit vadeden yontem, enzimatik yolla zenginlestirmedir. Bu yontemde; yaglar lipaz
enzimi katalizorliiglinde se¢imli hidroliz, se¢imli esterlesme veya alkoliz

reaksiyonlarima tabii tutulmaktadir.
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3. DENEYSEL CALISMA

3.1 Kullanilan Hammaddeler

Bu c¢aligmada kullanilan engerek otu tohumu (Echium vulgare) Edirne ili ve
civarindan toplanmistir. Laurik asit Merck-Schuchardt (Hohenbrunn, Almanya)’dan
temin edilmistir. Asidoliz reaksiyonlarinda Lipozyme® RM IM ticari lipaz enzimi
kullanilmistir. Rhizomucor miehei’den kaynakli ve 1,3- spesifikligi olan bu enzim
Nova Nordisk, Istanbul’dan temin edilmistir. Tohumdan yag ve yag asidi elde etme
asamasinda, yag asitlerinin reaksiyonu ve reaksiyon sonucunda elde edilen {irtinlerin
analizlerinde, yag asitlerinin bilesimlerinin saptanmasinda ve tanimlanmasinda

kullanilan kimyasallar Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmistir.

Sekil 3.1°de Echium vulgare bitkisi gosterilmektedir.

Sekil 3.1 : Echium vulgare bitkKisi.

3.2 Calisma Yontemi

3.2.1 Engerek otu tohumundan yag eldesi

Edirne bolgesinden toplanmis engerek otu (Echium vulgare) tohumlarindan yag
eldesi igin ¢0Oziicii olarak hekzanin kullanildigi Soxhlet ekstraksiyon yontemi
kullanilmistir. Engerek otu tohumlar1 o6giitiiciide ogiitiildiikten sonra Soxhlet
ekstraksiyonu ile alt1 saat ekstraksiyon uygulanmistir. Doner buharlastiricili
evaporatorde 50°C’de hekzan uzaklastirilarak engerek otu yagi elde edilmistir. Yag

kullanilana dek -18°C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.2 Kullamilan hammaddelerin karakterizasyonu

Caligmada substrat olarak kullanilan laurik asit ve engerek otu yagmin bilesimi
kapiler gaz-sivi kromotografisi (GSK) ile saptanmistir. Bunun i¢in 6ncelikle laurik
asidin ve engerek otu yag asitlerinin metil esterleri hazirlanmistir. Tartilan 6rneklere
(0,1 g) 3 ml metanolde hazirlanan %6’lik HCI ¢ozeltisi ile 0,40 pl C17:0 yag asidi

ilave edilerek, 3.2.5’te verilen yontemle engerek otunun metil esterleri hazirlanmistir.
3.2.3 Engerek otu yaginin laurik asit ile asidolizinde uygulanan yontem

Engerek otu yagi ile laurik yag asitleri arasinda gergeklestirilen asidoliz tepkimeleri
kapakli deney tiiplerinde gerceklestirilmistir. Reaksiyon karisimi 5 ml hekzan,
engerek otu tohumu yagi ve laurik asidin farkli molar substrat oranlarmmdan ve

Lipozyme® RM IM enziminden olusmaktadir.

Dort farkli substrat/mol orani (2:1, 3:1, 4:1, 5:1), ti¢ farkli reaksiyon sicakligi (40 °C,
50°C, 60°C), farklh enzim miktarlar1 (%5, %10, %15) ve reaksiyon siirelerinde (2
saat, 4 saat, 6 saat) asidoliz reaksiyonlar1 gergeklestirilmis ve laurik asidin engerek
otu yagina katilma oranlarmnin belirlendigi 6n deneyler yapilmistir.

Tepkimelerin tamami1 200 rpm c¢alkalama hizina ayarlanmis olan g¢alkalamali su
banyosunda (Biotek, NB 303) 2’ser paralel olacak sekilde yiiriitiilmiis ve katilim

degerleri sonuglarin ortalamasi aliarak hesaplanmaistir.

3.2.4 Asidoliz iiriinlerinin analizi

Asidoliz iirlinlerinin analizinde Oncelikle ince tabaka kromotografisi kullanilarak
olusan TAG bantlarmin aymrim saglanmistir. Ince tabaka kromotografisinin ilkesi
silikajel ile kaplanmis plaka {izerine bilesimi analiz edilmek istenen yag 6rneginin
enjekte edilmesi ve hareketli faz olarak adlandirilan sivi karisimin plakada

yiiriitiilmesi seklindedir.

Asidoliz reaksiyonlar1 sonucunda, reaksiyon karigimi susuz sodyum siilfat
kolonundan filtre edilerek enzim ve nem igeri§inden uzaklastirilmistir. 50 pl
reaksiyon {irlinii daha 6ncesinde 110 °C’deki etiivde 1 saat boyunca bekletilen silika
jel G ile kaplanmis 20%*20 ¢cm boyutundaki TLC plakalarina uygulanmistir. Ornekler
ince tabakaya spotlandiktan sonra petrol eteri:dietil eter:asetik asit (80:20:0.5,
hacimce) c¢ozgen sistemiyle ylriitiilmiistiir. Reaksiyon {riinlerinin uygulandigi

plakalar; petrol eteri: dietil eter: asetik asit (hacimce 80:20:0.5) ¢6zgen sisteminin yer
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aldig1 tanka yerlestirilmistir. Cozgen sistemi plaka {izerinde yiirtitiildiikten sonra
plakalar iizerine 2,7-diklorofloresinin metanoldeki % 0,2’lik ¢6zeltisi sprey edilerek
goriiniir hale gelen (TAG) bandi plakadan kazinarak kapakli tiiplere aktarilmistir
(Sahin-Yesilgubuk ve Karaali, 2008; Jennings ve Akoh, 1999).

3.2.5 Yag asidi metil esterlerinin hazirlanmasi

TLC plakalarindan kazman ve tiiplere alman TAG bantlarma 3 ml metanolde
hazirlanan %6’lik HCI ¢ozeltisi ile 0,40 pl C17:0 yag asidi ilave edilerek, 70-
80°C’deki etiivde 2 saat siireyle metillendirilmis ve yag asitleri metil esterleri
(YAME) 2 kez 2 ml hekzan ve 1 ml 4 M KCI ¢ozeltisi ile ekstrakte edilmistir. Yag
asitlerinin metil esterlerini igeren faz susuz sodyum siilfat kolondan gecirilerek nemi
uzaklastirilmistir (Sahin-Yesilgubuk ve Karaali, 2008). Hekzan miktar1 0,5 ml

oluncaya dek azot gazi altinda ugurulmustur (Jennings ve Akoh, 1999).

3.2.6 Yag asitlerinin gaz kromotografisi ile analizi

Calismada substrat olarak kullanilan engerek otu tohum yagi serbest yag asitlerinin
ve reaksiyon Uriinlerinin yag asidi kompozisyonlar1 gaz-sivi kromatografisi (GSK)
ile belirlenmistir. Bunun i¢in Thermoquest Trace GC 2000 marka GSK cihazi
kullanilarak AOAC 969.33 metoduna gore analiz yapilmistir. 30 m uzunluguna sahip
kapiler kolon ZB wax (Bellaforte, PA) kullanilmis olup, GSK cihazinin kosullar1 ve

kullanilan kolonun 6zellikleri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 : Gaz kromotografisi cihazinda uygulanan kosullar ve kolon 6zellikleri.

Dedektor tipi ve sicakhigi Alev iyonizasyon dedektorii (260 °C)
Enjektor sicakhgi 250 °C

Helyum akis hiza 1,5 ml/dk

Firin sicakhig 1. 150 °C (3 dak)

2. 5°C/dk ile 225 °C
3. 225°C (5 dak)

Kolon tipi 30 m uzunlugunda, 0.25 mm i¢ ¢apl1 0.25
pm film kalinliginda kapiler kolon
Enjeksiyon miktarn 1 ulL

Enjektor ve dedektor sicakliklari sirasiyla 250°C ve 260°C olarak ayarlanmistir.
Kolon sicakligi 150°C’de 3 dak daha sonra 10°C/dak sicaklik programiyla kademeli
olarak 215°C’ye kadar arttirilmig ve 215°C’de 10 dak bekletilmistir. 1 pl. 6rnek

enjekte edilmis ve analiz sonuglar1 yag asidi metil esterlerinin % mol miktarlar1
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olarak belirtilmistir. Bunun i¢in C17:0 i¢ standardi kullanilarak bilgisayar programi

yardimiyla hesaplamalar yapilmistir (Sahin-Yesilgubuk ve Karaali, 2008).

3.2.7 Deneysel tasarim ve reaksiyon kosullarinin optimizasyonu

Literatiir arastirmasindan ve 6n deneme sonuclarindan Lipozyme® RM IM lipaz
enzimi kullanilarak engerek otu yagma laurik asit katilmmin gerceklestigi enzimatik
asidoliz tepkimelerini etkileyen bagimsiz degiskenlerin araliklar1 belirlenmistir.
Substrat mol oram1 ve reaksiyon siiresi degisken faktorler olarak secilmistir.
Enzimatik asidoliz reaksiyonu iizerine substrat mol orani ve reaksiyon siiresi
faktorlerinin incelenmesi ve optimizasyonu i¢in tepki-ylizey yontemi kullanilmistir. 5
seviyeli Merkezil Bilesik Deney Tasarimi (CCD) Modde 9 (Umetrics, Isveg)

programi yardimiyla belirlenmistir.

Secilen iki faktor ve limit degerleri; substrat mol orani ( Sr, laurik asit/ engerek yagi,
mol/mol) 2:1- 5:1; reaksiyon siiresi (t, saat) 4-8 saat araligindadir. Merkezil Birlesik
deney tasariminda belirlenen bagimsiz degiskenlere ve belirlenen noktalara karsilik
gelen degerler Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2 : Merkezil Birlesik deney tasariminda belirlenen bagimsiz degiskenlere
ve belirlenen noktalara karsilik gelen degerler.

Bagimsiz
Kullanmilan Seviyeler ve Degerleri
Degiskenler
-Q -1 0 1 a
Sr 1,379 2 3,5 5 5,621
t 3,172 4 6 8 8,828

3.2.8 istatistiksel analiz ve model dogrulugunun tespiti

Matematiksal ve istatistiksel tekniklerin birarada kullanildigi ve bagimli degiskenin
cok sayida bagimsiz degiskenden etkilendigi problemlerin analizinde ve
modellenmesinde ve tepkime optimizasyonunda kullanilan bir yontem olan Tepki-
ylizey yontemi kullanilmistir. Reaksiyonlar sonucunda secilen tepki (laurik asit
miktar1 (%mol)) i¢in, lineer ve kuadratik model elde edilmistir. Reaksiyon etkilerinin
istatistiksel agidan degerlendirilmesi Modde 9 (Umetrics, Isveg) programi
kullamilarak varyans analizi ve R* model katsaysi ile yapilarak, tepkinin degisken
faktorlere gore degisimini gosteren izdisiim (Contour Plot) ve tepki- yilizey

(Response Surface) grafikleri yorumlanmustir.
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3.2.9 Yag asitlerinin sn-2 pozisyonel analizi

Asidoliz tepkimeleriyle tiretilen yapilandirilmis yaglarin sn-2 pozisyonunda bulunan
yag asitlerinin kompozisyonunun belirlenmesi i¢in ilk olarak, TLC plakalarindan
kazman TAG bantlari tizerine 2 ml Tris tamponu (1,0 M), 0,5 ml safra tuzu ¢ozeltisi
(%0,05) ve 2 ml kalsiyum kloriir ¢ozeltisi eklenerek 2 dakika siireyle tiip karistict ile
karistirilmigtir. Daha sonra, karisimi igeren test tiiplerine 40 mg pankreatik lipaz
enzimi eklenip 40°C’deki su banyosunda 3 dakika bekletilmistir. Su banyosundan
alman tiipler 2 dakika tiip karistiricida karistirilmistir. Reaksiyonun durdurulmasi
icin tiiplerdeki karigtma 1 ml HCI (6 N) ve 4 ml dietil eter eklenmistir. TAG
bantlarindaki yagi ekstrakte etmek i¢in tiipler 1 dakika tiip karistiricida karistirilmis
ve ardindan 3 dakika siireyle 1000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi test
tiiplerindeki iist faz sodyum siilfat kolondan gecirilmistir. Tiiplerde kalan karisim
TLC plakalarma uygulanarak hekzan:dietil eter:formik asit (60:40:1,6, hacimce)
cozgen sisteminde yiiriitiilmiistiir. Sonraki asamada, TLC plakalar1 tlizerine 2,7-
diklorofloresinin metanol ile hazirlanmis %0,2°lik ¢ozeltisi plskiirtillerek TAG
bantlar1 goriliniir hale getirilmistir. TAG bantlar1 spatiil yardimiyla plakalardan
kazinarak test tiiplerine aktarilmis ve 3.2.5’te belirtilen yontem ile yag asidi metil
esterleri hazirlanip, gaz-sivi kromatografisinde analiz edilmistir (Pina-Rodriguez ve
Akoh, 2009). Yag asidi metil esterlerinin gaz-sivi kromatografisinden elde edilen

sonuglar, C17:0 i¢ standardi ile yag asitlerinin % mol miktarlar1 belirlenmistir.

3.2.10 Modelin dogrulanmasi ve iiriiniin biiyiik dl¢ekte iiretimi

Tepki Yiizey Yontemi ile elde edilen izdiisiim grafiklerinden belirlenen optimum
kosullarda asioliz reaksiyonlar1 tekrarlanarak modelin dogrulugu arastirilmastir.
Ayrica optimum kosullarda substrat miktarlar1 20 kat arttirilarak yapilandirilmis
yaglarin biiylik Olgekte tretimi gerceklestirilmistir. 2 paralel olacak sekilde
calkalamali su banyosunda yapilan iiretim, reaksiyon sicakligi 50°C, reaksiyon siiresi
4 saat ve substrat mol orant 5:1 mol/mol olan reaksiyon kosullarinda
gerceklestirilmistir. Bliylik Olgekte iiretim i¢in kullanilan toplam yag miktar1 50
mg’dan 10 gr’a yiikseltilmis; kullanilan hekzan miktar1 da 8 kat arttirilmastir.

3.2.11 Reaksiyon iiriinlerinden serbest yag asitlerinin uzaklastirilmasi

Yapilandirilmis yaglarin biiyiik 6lcekte liretiminden sonra elde edilen reaksiyon

karigimindan serbest yaglarin uzaklastirilmasi icin Lee ve dig. (2004)’in uyguladig:
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yontem kullanilmigtir. Bu yonteme gore, enzimatik reaksiyon sonrasinda reaksiyon
irlinleri susuz sodyum siilfat kolondan gecirilmistir. Daha sonra, reaksiyon
karisimma %20 etanol ile hazirlanan 0,5 N KOH ¢6zeltisinden 20 ml ve 36 ml
hekzan eklenir ve ayirma hunisine aktarilarak calkalanmis ve faz ayriminin olmasi
icin beklenmistir.. Faz ayrimi gerceklestikten sonra {ist faz (hekzan fazi) bir beherde
toplanarak igerisine 1-2 damla fenolfitaleyn cozeltisi eklenmis ve %20 etanol ile
hazirlanan 0,5 N KOH c¢o6zeltisi ile titre edilmistir. Karigimin rengi pembeye
dondiikten sonra doymus tuz c¢ozeltisinden 10 ml karisima eklenmistir. Ayirma
hunisine aktarilan karisim kuvvetlice ¢alkalanmig ve iist (hekzan fazi) susuz sodyum

siilfat kolonundan gecirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Substratlarin Yag Asitleri Bilesenleri

Gaz kromotografisi kullanilarak Engerek otu tohumu yagmm yag asidi
kompozisyonu belirlenmistir. Engerek otu tohumundan yag ekstraksiyonu sonucunda

tohumun yag igerigi ortalama %20 olarak bulunmustur.
Engerek yaginin yag asidi kompozisyonu Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1 : Engerek yaginin yag asidi kompozisyonu.

Yag asidi 16:0 18:0 18:1n9 18:2n6  18:3n6 18:3n3  18:4n3 20:0

Miktar (% mol) 7,9 4,8 16,2 15,3 10,2 32,9 12,2 0,4

Cizelge 4.1°den de gorildigi gibi engerek otu yagi uzun zincirli coklu doymamis
yag asitlerince zengin benzersiz bir yagdir.

Kullanilan laurik asidin yag asit bilesimi Cizelge 4.2’de verilmistir.

Cizelge 4.2 : Laurik asidin yag asidi bilesimi.

Yag asidi 12:0 14:0 16:0 18:1 18:2
Miktar (%
99,5 0,07 0,1 0,2 0,07
mol)

Cizelge 4.2°den de goriilecegi tlizere, kullanilan laurik asit % 99,5 safliktadir.

4.2 Tepki Yiizey Yontemine Gore Deneysel Tasarim ve Reaksiyon

Parametrelerinin Optimizasyonu

Engerek otu yagima enzimatik asidoliz ile laurik asit katilarak diistik kalorili bir yag
eldesinin hedeflendigi ¢aligmada, tepki ylizey yoOntemine gdre deneysel tasarimi

yapabilmek i¢in oncelikle enzim miktari, substrat mol orani, sicaklik ve reaksiyon
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siiresi olarak sec¢ilen bagimsiz degiskenlerin seviye degerlerinin belirlenmesi
gerekmistir. Bu amagla ilk olarak farklt mol oranlar1 ve farkli reaksiyon siiresi ve
sicaklik degerlerinde asidoliz reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir. Oncelikle dort farkl
substrat/mol orani (2:1, 3:1, 4:1, 5:1) ve ii¢ farkli reaksiyon siiresinde (2 saat, 4 saat,
6 saat) asidoliz reaksiyonlar1 50°C sicaklik ve %10 enzim miktar1 degerleri sabit
tutularak gerceklestirilmistir. Belirlenen substrat/mol orani ve reaksiyon siirelerinin
seviye degerleri iizerinden {igiincli degisken olan enzim miktar1 degistirilmistir.
Bunun icin %5, %10, %15 enzim miktarlar1 ile 6n deneyler yapilmis, bu
denemelerden enzim miktar1 % 10 olarak belirlenerek dordiincii degisken olan farkl
sicaklik degerleri ile deneyler yapilmistir. Reaksiyon sicakligi 40°C, 50°C, 60°C’de
denenerek; son olarak en uygun sicaklik degeri 50°C olarak belirlenmis olup, tepki-
ylizey yonteminde uygulanacak deney tasarimi i¢in yapilan On analizler

sonug¢lanmistir.

On analiz sonuglar1 ve literatiir bilgisi ile yapilan degerlendirmeler sonucunda
substrat/mol oran1 ve reaksiyon siireleri bagimsiz degiskenler olarak sec¢ilmistir.

Enzim miktar1 ve sicakligin laurik asit katilimina etkisinin ¢ok diisiik oldugu
goriilmiistiir. Bu nedenle sicaklik degeri olarak 50°C ve enzim miktar1 olarak en
ekonomik kosullar agisindan uygun deger olan %10 secilmistir. Bu degerler sabit
tutularak; farkli substrat mol oran1 ve rekasiyon siireleri deney deseni
olusturulmustur. Asidoliz reaksiyonlar1 i¢in ii¢ deney merkez noktasi olmak {iizere
toplam 11 adet deney noktasi olusturulmustur. Deney deseni noktalar1 Cizelge 4.3’de
gosterilmistir. Biitiin tasarim noktalarinda 3’er paralel deney yapilmistir (Sahin-

Yesilcubuk ve Karaali, 2008).
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Cizelge 4.3 : Merkezil Bilesik Deney tasariminda belirlenen 11 deneyin kosullar1 ve

kod degerleri.
Substrat/mol orani Siire
Deney no Kod Deger Kod Deger
1 -1 2 -1 4
2 -1 2 +1 8
3 +1 5 -1 4
4 +1 5 +1 8
5 0 3,5 -0l 3,172
6 0 3,5 ta 8,828
7 -a 1,379 0 6
8 o 5,621 0 6
9 0 3,5 0 6
10 0 3.5 0 6
11 0 3.5 0 6

4.3 Farkh Reaksiyon Kosullarinin Asidoliz Reaksiyonuna Etkilerinin Istatiksel

Acidan Degerlendirilmesi

Enzimatik asidoliz reaksiyonlarindan elde edilen veriler Modde 9 (Umetrics, Isveg)
programi kullanilarak analiz edilerek ¢oklu regresyon analizi, geriye doniik eleme
yontemleri ile tepkimelere ait modeller olusturulmus; varyans analizi yapilarak, elde
edilen veriler ile olusturulan modellerin uygunlugu incelenmistir. 2 degiskenli 5
seviyeli deneysel tasarimda elde edilen tepkinin (laurik katilimi %mol)

degerlendirilmesinde asagidaki 2. Derece polinom esitliginden yararlanilmistir.

¥ =B+ 3 B+ fXi +3 Y fi
=l i=l i=l j=i+l 4.1

Esitlikte yer alan:

Y: Tepki

Bo : Kesisim terimi

Bi: Lineer (1.derece) regresyon katsayisi

Bii : Kuadratik (2.derece) regresyon katsayisi
Bij : Etkilesim regresyon katsayisi

Xive Xj : Bagimsiz degiskenlerdir.

33



Modde 9 (Umetrics, Isvec) programiyla olusturulan 2 degiskenli, 5 seviyeli Birlesik
deney tasarimia ait deney noktalarinda gézlenen tepki degerleri (laurik asit (%mol))

Cizelge 4.4’te yer almaktadir.

Cizelge 4.4 : Tepki Yiizey YoOntemi ile gelistirilen deney tasarimi ve gézlenen

tepkiler.
Deney No Bagimsiz Degiskenler Tepki (% mol)
Sr (mol/mol) t (saat) Laurik asit

1 2 4 30,7
2 2 8 34,9
3 5 4 43,8
4 5 8 38

5 3,5 3,172 26

6 3,5 8,828 39,8
7 1,379 6 38,6
8 5,621 6 41,4
9 3,5 6 39,2
10 3,5 6 37,8
11 3,5 6 39,84

Elde edilen modelin gozlenen tepkiye (laurik katilimi) ait regresyon katsayilar1 (B) ve

onem dereceleri istatiksel olarak hesaplanarak, Cizelge 4.5’te gosterilmistir.

Cizelge 4.5 : Modelin laurik asit katilimna ait regresyon katsayilari1 ve 6nem
dereceleri.

Bagimsiz Degiskenler Regresyon katsayilar (B)  p-degeri (6nem derecesi)

Kesisim/Sabit 38,93 <0,0001
St (substrat/ mol orani) 4,49 <0,0001
t (zaman) 0,31 0,5
Sr*Sr -2,92 0,003
£t 0.6 0,3
Sr*t -2,5 0,01

Cizelge 4.5’te yer alan degerler incelendiginde p< 0,05 6nem diizeyinde substrat mol
oraninin istatiksel acidan onemli oldugu; diger degisken olan zaman degiskeninin
istatiksel agidan 6nemli olmadig1 goriilmektedir. Fakat “substrat/mol orani*zaman”
etkilesim teriminin istatiksel olarak (»p<0,05) anlamli diizeyde oldugu goriilmektedir.

almaktadir. Ikinci derece terimlerden ‘zaman*zaman’ teriminin (p<0,05) istatiksel
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olarak 6nemli olmadigi goriilmiistiir. ikinci derece terimlerden ‘substrat mol
orani*substrat mol orani’ teriminin ve etkilesim terimi olan ‘substrat mol
orani*zaman’ teriminin laurik asit katilimma negatif yonde bir etkisi oldugu
goriilmektedir. Laurik asit katilimi i¢in olusturulan model denklemi asagidaki
gibidir:

Laurik asit katilimi1 (Y%omol) = 38,93 +4,495r + 0,311 — 2,928r° + 0,6 £'— 2,551t
4.2)

Elde edilen modelin uygunlugu varyans analizi (ANOVA) yapilarak test edilmis olup

sonuglar Cizelge 4.6’da gosterilmistir.

Cizelge 4.6 : Laurik asit katilim1 i¢in varyans analizi sonuglar1.

SDA katilmm SD KT KO F Degeri P Degeri
Toplam 11 15515,6 141051
Sabit 1 15259,5 15259.5
Toplam diizeltilen 10 256,148 25.6148
Regresyon 5 248,48 49,6961 32,4041 0,001
Hata 5 7,66817 1,53363
Model yetersizligi 3 5,5615 1,85383 1,75997 0,382
Tekrar hatasi 2 2,10667 1,05333

SD: Serbestlik derecesi; KT: Karaler Toplami; KO: Karaler ortalamasi; P: Olasilik Degeri

Varyans analizi sonucglarina gore laurik asit katilimlar1 ile elde edilen modelin F
degerleri karsilastirilmis; p< 0,05 6nem diizeyinde, Fiodel (32,4) degerinin F 5510 (Fs 5)
(5,05) degerinden biiyiik oldugu, bu sebeple modelin tahminleme i¢in uygun oldugu

goriilmiistiir.

Laurik asit katilimi icin elde edilen model yetersizliginin p-degeri (0,382) > 0,05

oldugundan laurik asit katilimma ait modelin verilerle uyumlu oldugu saptanmistir.

Reaksiyon sonugclari ile laurik asit katilimina ait modelden tahminlenen degerler ile

gozlenen degerlerin arasindaki iliski Sekil 4.1°deki grafikte verilmistir.
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GoOzlenen Degerler Laurik Asit Katilim

26 ' 2:7 28 29 30 ' 31 32 ' 36 ' k2 35 ' 36 ' 37 38 ' 3:9 ' 40 £l ' 42 ' 3 4
Tahminlenen Degerler

Sekil 4.1 : Reaksiyon sonuglar1 ile laurik asit katilimina ait modelden tahminlenen
degerler arasindaki iliski.

Varyans analizi sonuglar1 incelendiginde, SDA katilim1 i¢in gelistirilen modele ait
model katsayist (R?) 0,97, diizeltilmis model katsayisi Rui,” 0,94 ve modelin
tahminleme giicii (Q?) ise 0,83 (> 0,25) olarak bulunmustur. Sekil 4.1.’de de
goriildigi iizere gozlenen degerler ile tahminlenen degerler arasindaki iliski yiiksek

oranda lineerlik gostermektedir.

4.4 Tepki Yiizey ve Izdiisiim Grafiklerinin Yorumlanmasi

Enzimatik asidoliz reaksiyonlar: ile elde edilen lriinlerin reaksiyon parametreleri
arasindaki iligki tepki-yiizey grafikleri iizerinde gosterilmistir.
Sekil 4.2 ve Sekil 4.3°de yer alan grafiklerde laurik asit katilimina substrat mol orani

ve reaksiyon siiresinin etkisi gosterilmektedir.
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Siire, saat

3.0

Sr, mol/mol

Sekil 4.2 : Laurik asit katiliminin substrat mol orani ve siire ile degisimini gosteren
izdiigiim grafigi.

Laurik asit, mol%

Sekil 4.3 : Uriiniin % laurik asit igeriginin, substrat/mol oran1 ve siire ile degisimini
gosteren tepki ylizey grafigi.

Substrat mol orani ve reaksiyon siiresinin laurik asit katilimi {izerindeki etkisinin
gosterildigi izdiisim grafigi incelendiginde substrat mol orani arttik¢a laurik asit

katiliminin arttig1 goriilmektedir. Ancak analizlenen deney kosullarinda substrat mol
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oran1 3,5 ve 5 mol/mol arasinda, 6,5-8 saat zaman araliginda iken laurik asit
katiliminin sabit oldugu goriilmektedir.

Incelenen aralik degerlerinde zaman etkisinin énemsiz oldugu goriilmiistiir. Siirenin
4 saat oldugu bolgede substrat mol orani 5:1 iken maksimum katilim gozlenirken;

siirenin 2 saat oldugu bolgede minumum katilim gézlenmistir.

Tepki-Yiizey grafiklerinden elde edilen laurik asit i¢in maksimum katilim degeri %
43,3 olup, bu deger asidoliz reaksiyonlar1 ile elde edilen degere (%43,8) yakin

bulunmustur.

Maksimum laurik asit katilimi; substrat/mol oranmin 5:1; reaksiyon siiresininin 4
saat oldugu kosullarda ger¢eklesmistir. Bu kosullarda elde edilen yapilandirilmis
yagin yag asidi bilesimi Cizelge 4.7’de verilmistir.

Cizelge 4.7 : Laurik asit katilimmin maksimum oldugu kosullardaki yag asidi

bilesimi
Yag

12:0 16:0 18:1n9 18:2 18:3n3  18:3n6 18:4n-3
asidi
% mol 43,8 4,1 9.8 11,1 16,5 8,7 6,1

Cizelge 4.7°den goriilecegi gibi, elde edilen diisiik kalorili yapilandirilmis yagin
%43,8 oraninda laurik asidin yanisira biiylik oranda omega-3 ve omega-6 yag
asitlerinden olan ve saglik iizerine ¢esitli olumlu etkileri kanitlanmis olan ALA, GLA

ve SDA yag asitlerini de icermektedir.

4.5 Modelin dogrulanmasi ve biiyiik olcekte iiretim

Tepki ylizey yontemi ile elde edilen laurik asit katilimina ait modelin dogrulugunun
tespiti i¢in hem kiiciik 6lgekte hem de biiylik 6lgekte iiretim gergeklestirilmistir.
Belirlenen optimum reaksiyon kosulu olan 4 saat deney siiresi 5:1 substrat-mol
oraninda 2 paralel olacak sekilde deneyler gergeklestirilmistir. Bu kosullar icin
modelden tahminlenen laurik katilimi %43,8°dir. Belirlenen optimum kosulda ilk
olarak kiiciik Olgekte iiretim yapilarak modelin dogrulugu arastirilmis ve ardindan
biiytiik 6lgekte tiretim yapilmistir.

Enzimatik reaksiyon sonucu elde edilen YY’lerin yag asidi kompozisyonu Cizelge

4.8’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.8 : Optimum kosullarda kiictlik 6lcek ve biiylik olgekte tiretilen Y'Y lerin

yag asidi kompozisyonu ve sn-2 yag asidi kompozisyonu (%mol).

Kiiciik Olcek Biiyiik Olcek
Yag asidi TAG TAG sn-2
C12:0 41,4 42,8 0
C16:0 3,0 33 0
C18:0 0,9 0,9 0
C18:1n-9 7,7 9,9 35,7
C18:2n-6 10,5 10,8 25,3
C18:3n-6 8,4 7,5 15,9
C18:3n-3 17,5 15,1 19,5
C18:4n-3 10,5 8,5 3,7

Cizelge 4.8’de goriildiigli lizere optimum kosullarda gergeklesen kiigiik ve biiyiik
Olcekte elde edilen YY’lerin icerdigi laurik asit miktari sirasiyla %41,4 ve %42,8
olarak tespit edilmistir. Elde edilen YY’lerin laurik asit miktar;; modelden
tahminlenen degerlerle karsilastirildiginda; kiigiik olgekte ve biiylik Olgekte elde
edilen degerlerin modelden tahminlenen degere yakin oldugu goriilmektedir. Ayrica,
biiylik dlgekte elde edilen YY’lerin sn-2 pozisyonunda laurik asidin bulunmadigi,

diisiik kalorili yaglarda olmasi istendigi sekilde TAG’laein sn-2 pozisyonundaki yag

asitlerinin uzun zincirli yag asitleri oldugu goriilmektedir.
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5. SONUCLAR

Bu calisma ile engerek otu tohumu yagi kullanarak disiik kalorili yaglarin
iretiminde kullanilabilecek ve viicut metabolizmasii ve bagisiklik sistemini olumlu
yonde etkileyecek bir yapilandirilmis yag eldesinde enzimatik asidoliz reaksiyon
kosullarnin tepki- ylizey yontemi ile optimizasyonu miimkiin olmustur. Bu
calismada diisiik kalorili yag iiretimi icin ilk defa substrat olarak engerek otu tohum

yag1 kullanilmistir.

Calismada asidoliz tepkimeleri Lipozyme® RM IM enzimi katalizérligiinde
gergeklestirilmis ve tepki-ylizey yontemi kullanilarak reaksiyon kosullarmin [2-5
mol/mol (laurik asit/TAG) substrat mol oram1 ve 4-8 saat reaksiyon siiresi]
optimizasyonu gercgeklestirilmistir. Reaksiyonlar sonunda, laurik asidin engerek otu
tohum yagma katilim miktarlar1 belirlenmistir. Substrat mol oraninin artmasi ile

katilim miktarinin genelde arttig1 gdzlenmistir.

Reaksiyonlar sonucunda segilen tepkinin [laurik asit miktar1 (%omol)] istatistiksel
olarak degerlendirilmesi i¢in istatiksel olarak anlamli kuadratik model elde edilerek,
izdiisiim ve tepki-ylizey grafikleri yorumlanarak; hedeflenen iiriinii elde etmek icin
gerekli olan optimum kosullarda modelin uygun oldugu goriilmiistiir. Incelenen
aralik degerleri olan 2-5 substrat/mol ve 4-8 reaksiyon siirelerinde maksimum laurik
asit katilimi; substrat/mol oraninin 5:1; reaksiyon siiresininin 4 saat oldugu
kosullarda gerceklesmistir. Bu kosullarda gergeklestirilen biiylik 6lgekli liretim
sonucunda elde edilen diisiik kalorili yapilandirilmis yagin bilesimi %42,8 laurik asit,
20,9 stearik asit, %9,9 oleik asit, % 10,8 linoleik asit, % 15,1 alfa-linolenik asit,
%7,5 gama-linoleik asit ve % 8,5 stearidonik asit olup, bu yag asidi profili ile saghga
cok faydali hem de diisiik kalorili bir yapilandirilmis yag elde edilmistir. Elde edilen
diisiik kalorili yagm; sn-2 pozisyonunda gama-linolenik asit, alfa-linolenik asit,
stearidonik asit olmak iizere fizyolojik faydalari olan uzun zincirli yag asitlerince

zengin bir igerige sahip oldugu goriilmektedir. Diisiik kalorili yagm eldesinde
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kullanilan laurik asitte; viicudun bagisiklik sistemini inga eden ve koruyan en dnemli

yag asitlerindendir.

Calisma sonunda elde edilen diisiik kalorili yapilandirilmis yagm gida sanayiinde
kalorisi azaltilmis gidalarin formiilasyonlarina ilavesi ile kullanim alan1 bulacagi ve
saglhiga yararli bir yag olarak viicut metabolizmasint ve bagisiklik sistemini de

olumlu yonde etkileyecegi diisiiniilmektedir.
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