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ONSOZ

Ulkemiz findik {iretiminin ve ihracatinmn %70’ini gerceklestirmektedir. Findik ve
findik yag1, ulusal ekonomimize biiylik katkida bulunmaktadir. Ayni1 zamanda findik
yag, fitosteroller, mineraller, vitaminler vb. gibi saglik acisindan faydali pek ¢ok
bileseni biinyesinde bulundurmaktadir.

Genellikle balik yaglarinda bulunan uzun zincirli omega-3 ¢oklu doymamis yag
asitlerinin diyetle alindiginda kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, yiiksek tansiyon,
seker hastaligt ve depresyon iizerinde etkili oldugu son yillarda yapilan klinik
calismalarla ispatlanmigtir.

Bu ¢aligmada, geleneksel bir {irliniimiiz olan findik yaginin lipaz enzimi kullanilarak
n-3 coklu doymamis yag asitlerince zenginlestirilmesi ve saglik agisindan daha
faydali fonksiyonel bir {irtin haline getirilmesi amaglanmistir.

Calismamin fikir agamasindan sonuna kadar her aninda ¢ok degerli katkilariyla beni
yonlendiren, her tiirlii destek ve emegini esirgemeyen, her zaman yanimda olan ¢ok
degerli hocam Sn. Yrd. Dog. Dr. Beraat Ozgelik’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Ayni zamanda tiim ¢aligmalarim boyunca biyiik yardim ve desteklerini gordiigiim
cok sevgili dostlarim Nege Sahin, Esra Capanoglu, Aybars Giiven, Dilara Niliifer,
Dilek Ercili ve Funda Karbancioglu Giiler’e, her zaman destek ve moral veren canim
dostum Bagsak Mordydor’a tesekkiirli bir borg bilirim. Ayrica ¢alismalarimda beni
yalniz birakmayan ve her konuda yardime1 olan Nalan Demir’e ve degerli fikirleriyle
yardimlarini esirgemeyen Sevil Yiicel’e tesekkiirlerimi iletirim.

Tez caligmam sirasinda biiyiik fedakarliklar ve sabir gosteren, her zaman yardim, ilgi
ve desteklerini buldugum sevgili annem Semra Can ve babam Sevket Can’a tesekkiir
ederim.
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KISALTMALAR

DAG : Diagilgliserol

DHA : Dokosaheksaenoik Asit
EPA : Eikosapentaenoik Asit

GC : Gaz Kromatografisi

KLA : Konjuge Linoleik Asit
KZYA : Kisa Zincirli Yag Asidi
MAG : Monoagilgliserol

ozZT : Orta Zincirli Triagilgliserol
OZYA : Orta Zincirli Yag Asidi
PUFA : Coklu Doymamis Yag Asidi
TAG : Triagilgliserol

UZT : Uzun Zincirli Triagilgliserol
UZYA : Uzun Zincirli Yag Asidi
YY : Yapilandirilmis Yag
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LIPAZ ENZIMi KULLANILARAK FINDIK YAGININ UZUN ZINCIiRLI
COKLU DOYMAMIS OMEGA-3 YAG ASITLERINCE

ZENGINLESTIiRILMESi
OZET

Giinlimiizde bireylerin yasam standartlar1 ylikseldik¢e beslenme aligkanliklar da
degismektedir. Geligmis toplumlarda oliime en ¢ok sebebiyet veren hastaliklarin
basinda beslenme sekliyle, 6zellikle de diyetle aliman yagin niteligi ve miktar: ile
yakindan ilgili olan kalp rahatsizliklari ve kanser gelmektedir. Fonksiyonel gidalar,
genel anlamda saghk acisindan olumlu etkileri bulunan gidalar olarak
adlandinlabilirler. Yapilandinilmis Yag (YY)’lar, triacilgliserollerin yapisi iizerinde
yag asitlerinin pozisyonlarimin degistirilmesi veya yeni yag asitlerinin yerlestirilmesi
ile olugturulan 6zgiin triagilgliserol yapilaridir. “Gelecegin yaglari” olarak bilinen
YY’lar, muhtemel hastaliklarin Gnlenmesinde veya tedavisinde kullanilabilecek
sekilde tasarlanmuis yaglardir.

Bu caligmada, iilkemize 6zgli bir Giriin olan findik yaginin lipaz enzimi kullanilarak
uzun zincirli omega-3 ¢oklu doymanus yag asitlerince zenginlestirilmesi ve saglk
acisindan daha faydali fonksiyonel bir tiriin haline getirilmesi amaglanmistir. Ayrica
zenginlestirme reaksiyonunda sicaklik, reaksiyon siiresi, substrat-molar orani ve su
miktar gibi farkli faktorlerin etkisinin incelenmesi hedeflenmistir.

Tiim deney setlerinden elde edilen veriler goz 6niinde bulunduruldugunda, %21.53
ile en yiiksek inkorporasyon oraminin elde edildigi kosullarin, 47.5°C sicaklik, 36
saat reaksiyon siiresi, 1:1 substrat-molar orani ve agirlik¢ca %3 (gr/gr) su miktan
oldugu goériilmiistiir.

Findik yagma wuzun zincirli #-3 ¢oklu doymamis yag asitlerinin  yiizde
inkorporasyonun oranina sicaklik, reaksiyon siiresi, substrat-molar orani ve su
miktar1 gibi faktorlerin etkilerini gosteren tepki yiizey grafikleri degerlendirildiginde,
optimum sicaklik araliinin 45-60°C, reaksiyon siiresi araliginin 30-40 saat, substrat-
molar orani araliginin (findik yagi/menhaden yag: konsantresi, mol/mol) 1:1-2:1, su
miktar araligmnin ise %3-5 (gr/gr) oldugu sdylenebilir.

viil



ENRICHMENT OF HAZELNUT OIL BY LONG CHAIN
POLYUNSATURATED OMEGA-3 FATTY ACIDS BY USING LIPASE

SUMMARY

Eating habits of people change according to their changing life standards. In
developed countries, the primary reasons of death are heart diseases and cancer
which are directly related to the diet and especially quality and quantity of fat in the
diet. Functional foods are generally described as foods that provide spesific health
benefits. Structured Lipids (SL) are triacylglycerols that have been modified by
incorporation of new fatty acids or changing the positions of naturally existing fatty
acids. SLs are known as “Future’s lipids” and they are designed to have the potential
for the prevention or treatment of diseases.

In this study, enrichment of hazelnut oil, which is a specific product to our country
with long chain oméga-3 polyunsaturated fatty acids by using lipase is aimed. The
effects of incubation time, temperature, substrate molar ratio, and water content on
incorporation ratio are investigated as well.

Among all the experimental results, the highest incorporation ratio (21.53%) is
obtained by 47.5°C temperature, 36 hours of reaction, 1:1 substrate molar ratio and
3% water content (wt/wt).

From the evaluation of response surface graphs showing the interactions of different
factors such as temperature, reaction time, substrate molar ratio and water content,
the optimal conditions are 45-60°C for temperature, 30-40 hours for reaction time,
1:1-2:1 for substrate molar ratio (hazelnut oil/menhaden oil concentrate, mol/mol),
and 3-5% (wt/wt) for water content for incorporation of Ilong chain #-3
polyunsaturated fatty acids into hazelnut oil.
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1. GIRIS

Findik, diinyada ve Tiirkiye’de ¢ok yaygin olarak yetistirilen bir meyve olmakla
beraber Tiirkiye, findik iiretiminde diinya iilkeleri arasinda ilk sirada yer almaktadir.
Esansiyel yag asitleri ve fitosteroller, mineraller, vb. gibi baz1 bilesenler agisindan

zengin olmasi findik yagini saglik agisindan faydal: bir iirtin haline getirmektedir.

Son yillarda yapilan klinik ¢aligmalarda uzun zincirli omega-3 ¢oklu doymamis yag
asitlerinin diyetle alindiginda kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, yiiksek tansiyon,

seker hastalig1 ve depresyon iizerinde etkili oldugu ispatlanmis bulunmaktadir.

Triagilgliserol yapisinda spesifik pozisyonlarda esansiyel yag asitlerini igeren

yaglarin sentezi tizerinde sikca ¢aligilan bir konu olmustur.

Yapilandirilmigs  Yaglar, triagilgliserollerin yapis1 1iizerinde yag asitlerinin
pozisyonlarinin  degistirilmesi veya yeni yag asitlerinin yerlestirilmesi ile

sentezlenmektedirler.f

Yaglarin daha saglikli ve kullanisli hale getirilmesi amaciyla yapilandirilmasi,
kimyasal, enzimatik ya da mikrobiyal sentezle veya ¢esitli biyolojik yontemlerle

miimkiin olmaktadir.

Yapilandirilmig yaglarm sentezinde sik¢a kullanmlan bir yontem olan enzimatik
yontemler, lipaz enziminin Kkatalizorligiinde gergeklesen esterifikasyon,
transesterifikasyon ve asidoliz reaksiyonlarini igermektedirler. Ilimli sicaklik ve pH
kosullarin1 gerektirdikleri, yag asitlerinde istenmeyen degisikliklere yol agmadiklan
ve son Uriindeki yag asidi dagilimmin kontroline imkan sagladiklar1 igin diger

yontemlere gore oldukga avantajlidirlar.

Bu ¢alismada, geleneksel bir {irlinlimiiz olan findik yaginin lipaz enzimi kullanilarak
n-3 ¢oklu doymamis yag asitlerince zenginlestirilmesi ve saglik acisindan daha
faydali fonksiyonel bir iiriin haline getirilmesi ve zenginlestirmede sicaklik,
reaksiyon siiresi, substrat-molar orani ve su miktan gibi farkli faktorlerin etkisinin

incelenmesi amaglanmustir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Yapilandirilmis Yaglarin Tanimi

Uzun yillar yaglarin saglik agisindan zararli olduklar diigiiniildiigiinden, insanlar yag
icermeyen diyetlere yonlendirilmigtir. Ancak son yillarda yapilan ¢alismalar
esansiyel yag asitlerinin 6zellikle kalp ve beyin saghigi lizerinde pek ¢ok olumlu
ozellige sahip oldugunu ortaya koymustur. Bu baglamda, triagilgliserol yapisinda
spesifik pozisyonlarda esansiyel yag asitlerini iceren lipidlerin sentezi biyoteknolojik
yontemler ile mimkiin olmaktadir. Yapilandinilmis Yag (YY)’lar, kolesterolii
diistirmek, bagisiklik sistemini giiclendirmek, beyin gelisimini olumlu yo6nde
etkilemek ve kullanim agisindan da fonksiyonelligi artirmak gibi amaglarla dogal
yaglarin veya yag asitlerinin modifiye edilmesi veya yeniden yapilandirilmasiyla

sentezlenmektedirler.

YY’lar, triagilgliserollerin yapis1 {izerinde ya§ asitlerinin pozisyonlarinin
degistirilmesi veya yeni yag asitlerinin yerlestirilmesi ile olusturulan 6zgiin
triagilgliserol yapilar olarak tanimlanmakta ve gelecegin yaglar1 olarak da
bilinmektedirler (Akoh, 2002; Osério ve dig., 2001; Akoh ve Moussata, 2001, Hay
ve Xu, 2001).

2.2. Yapilandiriimus Yaglarda Arzu Edilen Ozellikler

Bir yagin en 6nemli o6zellikleri kullanim amacina bagl olarak degismektedir. Bu
ozellikler genellikle besinsel ve fiziksel olmakla beraber; bazen kimyasal da

olabilmektedir (Gunstone, 2001a).

2.2.1. Besinsel Ozellikler

Yaglar, diyetin 6nemli bir bilesenidir. Bununla beraber, beslenme seklinin ve
ozellikle de yaglarin saglik tizerindeki etkisi ile ilgili aragtirmalar her gegen giin

artmaktadir.



Besinsel ozellikler uYY’Iarda, fonksiyonel gidalarda, bebek mamalarinda, diyet
destekleyicilerde ve hem hastaliklarin tedavisinde hem de Onlenmesinde, sagligin

korunmasinda kullanilan formiilasyonlarda one ¢ikmaktadir.

Yag asitleri ve triagilgliserollerinin (TAG) besinsel ozellikleri su sekilde

siralanabilmektedir;

- Toplam enerji degeri, (diisiik) azaltilmis enerjiye sahip yaglarla veya yag-benzeri

maddelerle degistirilebilmektedir.

- Yag asidi kompozisyonu, mevcut besinsel hipotezler temel alinarak doymus asitler,
cis ve trans monoen asitler, esansiyel yag asitleri ve uzun zincirli ¢oklu doymamis

yag asitlerinin seviyeleri degistirilerek tasarlanabilmektedir.

- TAG kompozisyonu ve yag asitlerinin pozisyonu biyo-yararliligi olumlu yénde

etkileyecek sekilde ayarlanabilmektedir.

- Karoten, tokoferol, sterol vb. gibi istenen mindr bilesenlerin varligi ve seviyeleri

beslenme agisindan 6nemlidir.

2.2.2. Fiziksel Ozellikler

Fiziksel 6zellikler siiriilebilir yaglarda, pisirme ve firinlama yaglarinda, kizartma
yaglarinda, kremalarda, kozmetik iirlinlerinde 6nem arz etmektedir Yaglarm en
onemli fiziksel oOzellikleri genellikle kristalizasyon, kristal yapt ve erime
karakteristikleri ile ilgili olmaktadir. Ornegin kizartma yaglar kristal igermemelidir
ve kolayca kristallesip kristalizasyonu tetikleyen TAG’leri igermemelidir (Gunstone,
2001a).

2.3. Yapilandirilmis Yaglarin Gidalarda Kullanim Alanlar:

YY’lar gidalardaki islevleri ve tibbi uygulamalardaki ©nemi agisindan ikiye
ayrilmaktadir (Tablo 2.1).



Tablo 2.1. Yapilandirilmis Yaglarin uygulama alanlarina gore simiflandirilmasi
(Osborn ve Akoh, 2002)

Tibbi ve Nutrasetik Uygulamalarda Kullamim Acisindan Fonksiyonel

Kullamlan Yapilandirilmis Yaglar Yapilandirilms Yaglar

e Bebek mamalar (formiilleri) e (Gida uygulamalari igin plastik
e Enteral' ve parenteral® beslenme yaglar

e Kalorisi azaltilmus yaglar e Kakao yag1 ikameleri

e Zenginlestirilmis yaglar (esansiyel e Kizartma yaglan

yag asitleri ve orta zincirli yag

asitleri ile)

" enteral: agizdan tiiple beslenme

? parenteral: damardan serumla beslenme
2.3.1. T1bbi ve Nutrésetik Uygulamalarda Kullanilan Yapilandirilmis Yaglar

2.3.1.1. Bebek Mamalar1

Bebek mamas: formiilasyonlarinin yag icerigi ozta zincirli yag asitleri, linoleik asit,
linolenik asit ve goklu doymamus yag asitlerini anne siitiiniinkiiyle ayni oranlarda ve
pozisyonlarda icermelidir. Anne siitii %20-30 oraninda, %33’li sn-2 pozisyonunda
olmak {izere palmitik asit icermektedir. Bebek mamalarinin gogundaki yag, bitkisel

kaynaklidir ve sn-2 pozisyonunda doymamus yag asitlerini bulundurma egilimindedir
(Osborn ve Akoh, 2002).

Anne siitiinlin yag asitlerinin dizilimine benzer nitelikte YY’larin iretimi, palm
yagindan elde edilen tripalmitin ile bitkisel yaglardan elde edilen oleik asitin 1,3-
spesifik lipaz enzimi varliginda transesterifikasyonu ile gergeklestirilebilmekte ve bu

lipidler kullanilarak ideal bebek mamasi formiilasyonlar: elde edilebilmektedir.

Sn-2 pozisyonunda yiiksek oranda palmitik asit igeren Y'Y’larin, bebekler igin

emilim 6zelligi gelistirilmis yaglar saglamaktadir (Willis ve dig., 1998).

2.3.1.2. Enteral ve Parenteral Beslenme
Orta zincirli yag asitlerinin (OZYA) ¢ok sayidaki avantajlarmin yanisira, esansiyel
yag asitleri gereksinimini kargilamak iizere minimum diizeyde de olsa uzun zincirli

yag asitlerine (UZYA) ihtiya¢ duyulmaktadir. Gegmis yillarda OZYA ve UZYA’nin




fiziksel karigimlar1 enteral (agizdan tiiple beslenme) ve parenteral (damardan
serumla) beslenmede kullanilmugtir. Giinimiizde ise UZYA ve OZYA’ni igeren
yapilandirilmig triagilgliseroller de benzer yag asidi bilesimine sahip olsalar da
hastalarin tedavisinde fiziksel karigimlara bir alternatif olarak ortaya ¢ikmuglardir.
Hem UZYA hem de OZYA’ni igeren YY’lar yag asitlerinin kana eszamanli ve
OZYA’lerinin daha diisiik hizda ve kontrolli olarak saliverilmesini saglamak

amaciyla tasarimlanmaktadirlar (Osborne ve Akoh, 2002, Hay ve Xu, 2001).

2.3.1.3. Kalorisi Azaltilmg Yaglar

Yiiksek oranda yag tiiketiminin yol agtif1 risklerle ilgili olarak tiiketici bilincinin
artmasiyla birlikte, kalorisi azaltilmig yaglar ve yag ikameleri igin yeni bir pazar
dogmustur. Protein ve karbonhidrat bazli yag ikameleri mevcut bulunmaktadir;
ancak yiiksek sicakliklara maruz birakilamamaktadirlar. Bu ylizden pisirme ve derin
kizartma uygulamalarinda kullanima uygun ve dogal bir yagin tiim vasiflarini taklit
eden tek alternatif yag bazli yag ikameleridir. Diisiik kalorili YY’lar uzun zincirli
doymus yag asitlerinin kisitli emilimi ve kisa zincirli yag asitleri (KZYA)’lerinin
diisiik kalori degeri gibi avantajlar biraraya getirilerek tasarlanmaktadirlar (Osborn
ve Akoh, 2002).

Giiniimiizde kalorisi azaltilmis yaglarin ve yag ikamelerinin bilylik cogunlugu kati ve
sivi yaglarda dogal olarak bulunmayan; fakat bu yaglarin kimyasal yapisina ve

fonksiyonlarina benzer olan yag asitlerini igermektedirler.

2.3.1.4. Zenginlestirilmis Yaglar

Enzimatik yontemler kullanilarak saglik acisindan faydali eikosapentaenoik asit
(EPA), dokosahekzanoik asit (DHA) , konjuge linoleik asit KLA vb. gibi esansiyel
yag asitleri trigliserit molekiiliinde spesifik pozisyonlara yerlestirilerek yaglarmn
zenginlestirilmesi ve daha saglikli hale getirilmesi miimkiin olmaktadir. Orta zincirli
yag asitleri (OZYA) ise, uzun zincirlilere gore daha hizli metabolize edildikleri ve
oksidasyonlari ile daha az kalori verdikleri i¢in yaglarin zenginlestirilmesinde tercih
edilmektedirler. Bu iﬁip YY’lar, palm yag1, hindistancevizi yagi, aygicek yagi gibi
cesitli bitkisel yaglarn 1,3-spesifik lipazlar katalizorliigiinde orta zincirli yag asitleri
ile asidoliziyle iiretilebilmektedirler (Osborne ve Akoh, 2002, Akoh, 2002, Hey ve
Xu, 2001).



2.3.2. Kullanim Acisindan Fonksiyonel Yapilandirilmis Yaglar

2.3.2.1. Gida Uygulamalar icin Plastik Yaglar

Margarin, modifiye tereyagi ve diger kati yaglar plastik yaglardir; yani kati
goriiniimiinde olup, kiigiik gerilimlere mukavemet gésterirler. Ureticiler, iiriinlerinin
buzdolabinda kat1 formda olmasini, ¢ikarildiginda ise kolayca siiriilebilir ve agizda
hizla eriyebilir nitelikte olmasi istemektedirler. Arzu edilen siiriilebilirlik diizeyi

%15-35 kat1 oraninda ortaya ¢gikmaktadir.

Interesterifikasyon, orijinal yagmn kimyasal ozellikleri ve yag asitlerinin dogasinda
var olan Ozellikleri- degistirmedigi i¢in plastik yaglarin tretiminde elverigli bir
yontemdir. flave olarak, yag asitlerinde doymamuslik oranlar: sabit kalmakta ve cis-
trans izomerizasyonu gerceklesmemektedir. Kisa veya orta zincirli ve uzun zincirli
yag asitleri bir araya getirilerek iyi siriilebilirlik ve 1si1l stabiliteye sahip

triagilgliserollerin {iretimi miimkiin olmaktadir (Osborn ve Akoh, 2002).

2.3.2.2. Kakao Ya@ ikameleri

Cikolata endiistrisinin en Onemli bilesenlerinden biri olan kakao yaginin parlaklik,
gevreklik, 1sil direng, agizda hizli ve keskin erime profili ve c¢igeklenmeye
dayaniklilik gibi ¢esitli fiziksel Ozellikleri biiylik oranda polimorfizmi tarafindan
etkilenmektedir. Kakao yaginin, g¢ikolata ve sekerleme iiretiminde kullanilan en
yiiksek maliyetli bilesen olmasi ve dogal bir madde oldugu igin kalitesinde siirekli
degisikliklerin gergeklesmesi kakao yagi ikamesi olarak kullanilabilecek
alternatiflerinin {retilmesi yoOniinde aragtirmalarin hiz kazanmasina yol agmigtir

(Osborn ve Akoh, 2002, Ozocak, 2003).

Dogada kakao yagimn fiziksel dzelliklerine benzer 6zellikte yaglar bulunmamakta ve

tiim alternatifler yaglar1 kangtirarak ve/veya modifiye ederek iiretilmektedir.

Kakao yag ikameleri, kompozisyonlarima ve cesitli 6zelliklerine gore; kakao yag
esdegerleri, kakao yag1 muadilleri ve kakao yag1 benzerleri olmak iizere baslica li¢

stnifa ayriimaktadirlar (Lipp ve Anklam, 1998, Ozocak, 2003)

En sik kullanilan kakao yag: ikameleri arasinda palm yagi, palm-orta fraksiyonlar,
Shorea stenoptera, Eulyrospermum parki, Shorea robusta ve Garcinia indica gibi

mikroorganizmalarin yaglan sayilabilmektedir. Bu dogal yag kaynaklari sn-1 ve sn-3



segici lipazlart varliginda palmitik veya stearik asit eklenerek modifiye edildiklerinde
yag asidi kompozisyonu kakao yagminkiyle hemen hemen ayn: olan kakao yagi
benzeri yaglarin iiretimi miimkiin olmaktadir. Kakao yagi ikamelerinin iiretiminde
enzimatik yontemler kullamldiginda géz 6niinde bulundurulmas: gereken faktorler,
sentezlenecek olan yagin erime karakteristiklerinin kakao yagina benzer olmas: ve
temperleme sirasinda kristallenmeye midahale etmemesidir. (Osborn ve Akoh,
2002).

2.3.2.3. Kizartma Yaglari

Coklu doymamus yag asitlerinin ve bitki sterollerinin 1s1l olarak veya havayla temas
sonucu oksidatif strese maruz kaldiklarinda potansiyel olarak toksik driinler
tiretebilecekleri bildirilmistir. Yiiksek oleik asit aygicek yagi termooksidasyon ve
kizartma stabilitesi agisindan kusursuz davramg gostermektedir. Genetik modifiye
soya fasulyesi ve kanola yaglar1 patates kizartmada kullanildiklarinda geleneksel
yaglara gore daha fistiin tat karakteristikleri gostermektedirler. Yiiksek oleik musir
yag1 ve diistik linolenik soya fasulyesi yag: gibi diger genetik modifiye kizartma
yaglarimin da kizartma karakteristiklerinin daha gelismis oldugu bilinmektedir
(Osborn ve Akoh, 2002, Gunstone, 2002).

2.4. Yapilandirilmis Yaglarin Uretimi

Yaglarin modifiye edilerek fonksiyonel hale getirilmeleri kimyasal veya lipazla
katalizlenmis interesterifikasyon ve/veya asidoliz reaksiyonlariyla, mikrobiyal
sentezle veya yagl tohumlarin/bitkilerin 1slahiyla veya genetik yapilarinin
degistirilmesi gibi biyolojik yontemlerle gergeklestirilebilmektedir. Kimyasal sentez,
diisiik maliyete ve uygulama kolayligina sahip olmasina ragmen spesifik degildir ve
son iriindeki yag asidi dagiliminin kontriiliine imkan vermemektedir. Enzimatik
reaksiyonlar ise daha spesifik olmakla beraber, daha uygun kosullarda
gergeklestirilebilmektedirler. Enzimatik yontemler, kimyasal sentez ile elde edilmesi
miimkiin olmayan gliserit karigimlarinin iiretilebilmesine olanak sagladiklar icin
YY’larin tiretiminde oncelik kazanmig bulunmaktadirlar (Osborn ve Akoh, 2002;

Willis ve Marangoni, 2002).



2.4.1. Yapilandirilmis Yaglarin Uretim Yontemleri

2.4.1.1. Kimyasal Sentez

Yapisal lipidlerin kimyasal sentezi genellikle orta zincirli triagilgliserol (OZT)’ler ve
uzun zincirli triagilgliserol (UZT)’lerden olusan karigimin hidrolizini ve orta ve uzun
zincirli yag asitleriﬁin rasgele karigiminin ardindan transesterifikasyon (ester-i¢
degisimi) ile reesterifikasyonu igermektedir (Sekil 2.1). Reaksiyon genellikle %0.1-
0.2 diizeyinde kullanilan alkali metaller veya alkali metal alkilatlar1 tarafindan
katalizlenmekte ve yiiksek sicaklik ve susuz ortam kosullarmi gerektirmektedir. Bu
tip reaksiyonlarda gergek katalistin alkali ve triacilgliseroliin etkilesimi ile olusan bir
diagilgliserol anyonu oldugu diistiniilmektedir. Bu katalist asit, su ve peroksitlerin
varhiginda kolaylikla hasar gorebileceginden; hammadde bu tip safsizliklardan
arindirilmig  olmalidir. Kimyasal transesterifikasyon ile rasgele dagilmis TAG
molekiilleri ve bunlarin yani sira uzaklagtirillmasi giic bir dizi istenmeyen {riin
olusmaktadir. YY iiriini, rasgele dizilmis bir (OUU, UOU) veya iki (UOO, OUO)
orta zincirli yag asidi ve diisiik miktarda saf (reaksiyona girmemis) OZT ve UZT
icermektedir. Caprenin, Benefat/Salatrim, Captex, Neobee ve Intralipid, kimyasal
sentezle elde edilen ticari {irlinlere drnek olarak gosterilebilmektedir (Akoh, 2002,

Gunstone, 2001b).

U — O — U — O U 8]
Randomizasyon
u + — 20 > — U + — U + o + U
Sodyum metoksit
8] — O — U — U U O
8] — O — O 0
O +—UuU + 20 + 0
6] — O — U O

Sekil 2.1. Kimyasal interesterifikasyonla randomize Y'Y tiretimi i¢in reaksiyon prensibi.
U, uzun zincirli yag asidi; O, orta zincirli yag asidi (Hey ve Xu, 2001).



2.4.1.2. Enzimatik Sentez

Enzimler, uygun deneysel kosullarda tersinir tepkimeleri her iki yonde de
katalizleyen katalizorlerdir. Bu baglamda; genellikle yaglarin hidrolizinden sorumlu
olan lipazlar, ayn: zamanda esterifikasyonu, transesterifikasyonu ve asidolizi de

etkileyebilmektedirler.

“Direkt esterifikasyon” serbest yag asitlerinin gliserol ile tepkimeye sokulmasi,
“Transesterifikasyon-Ester ig-degisimi” iki ester arasinda agil gruplarinin degisimi
(Sekil 2.2), “Transesterifikasyon-Asidoliz” bir ester ve yag asidi arasinda agil grubu
veya radikal degisimi (triagilgliserollere yeni yag asitlerinin yerlestirilmesi; Sekil
2.3), “Alkoliz” ise bir ester ve alkol arasindaki esterifikasyon reaksiyonu olarak
tanimlanmaktadir (Akoh, 2002).

— | U —| O —| O
— U + @) > —| U
1,3-spesifik lipaz
u —1 O ———10
Uzun zincirli triagilgliserol Orta zincirli triagilgliserol Yapilandirilms triacilgliserol

Sekil 2.2. 1,3-spesifik lipaz enzimi varliginda gergeklesen transesterifikasyon
reaksiyonu (Akoh, 2002).

Enzimatik reaksiyonlarmn enzimatik olmayan reaksiyonlara gore belli baslh
avantajlari, daha iliml sicaklik ve pH kosullarinda gerceklesmeleri ve istenmeyen
degisikliklere (6zellikle PUFA’larda) pek yol agmamalaridir. En onemli 6zellikleri
ise spesisifik (pozisyonel segicilik, stereospesifiklik, yapisal segicilik) olmalaridir
(Gunstone, 2001b).

A. niger, M. javanicus, M. miehei, R. arrhizus, R. delemar ve R. niveus’dan elde
edilen lipazlar 1,3-spesifiktir; yani triagilgliserollerle tepkimelerinde triagilgliseroliin
sn-1 ve sn-3 pozisyonlarinda agil degisimi olmakta, sn-2 pozisyonu ise
degismemektedir. Lipazlarin bu 6zelliginden enzimatik interesterifikasyonda sikga

yararlanilmaktadir (Gunstone, 2001b).



Cl18:1:

Lipaz
Ci8:1 + n-3 PUFA _—

C18:1

Triolein

C18:1 + Cl18:1 + n-3 PUFA + -3 PUFA
n-3 PUFA Cl18:1 Cl18:1 C18:1

Yapilandinlmis triagilgliseroller

Sekil 1.3. Spesifik olmayan lipaz enzimi varliginda gergeklesen asidoliz reaksiyonu
(Hay ve Xu, 2001).

Uygun enzim kullanilarak uzun zincirli ¢oklu doymamis yag asitleri EPA ve/veya
DHA, besinsel o6zellikleri gelistirilmis Griinlerin {iretimi amaciyla bitkisel yaglarin
yapisina veya sentetik gliseritlere eklenebilmektedir. Benzer sekilde, Cs ve Cyq agil
zincirleri bitkisel yaglara eklenmekte ve besinsel ozellikleri ve enerji degerleri
degistirilebilmektedir. Uriinler, bir uzun iki kisa veya iki uzun bir kisa zincirli
triagilgliserollerdir. Bu tip reaksiyonlarla kolay metabolize edilen kisa ve orta zincirli
yag asitlerini sn-1 ve sn-3 pozisyonlarinda ve esansiyel yag asitlerini sn-2
pozisyonunda igeren triagilgliseroller elde edilebilmektedir (Akoh, 2002, Gunstone,
2001b).

Yaglarin enzimatik yo6ntemlerle esansiyel yag asitlerince zenginlestirilmesinde
menhaden, tuna, sardunya, hamsi vb. gibi baliklarin yaglari, hardal tohumu, boraj ve
¢uhagicegi tohumu, susam, kavun cekirdegi, keten tohumu yaglari, kanola, soya
fasulyesi, yer fistig1, piring kepegi, aspir yaglar1 gibi gesitli bitkisel yaglar
kullamlmaktadir. EPA, DHA, kaprik asit, y-linolenik asit ve KLA ise zenginlestirme
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amaciyla yaglarin yapisina ilave edilen esansiyel yag asitleri arasindadir. Enzimatik
reaksiyonlarda katalizér olarak Pseudomonas fluorescens, Rhizomucor miehei,
Candida antarctica, Candida rugosa gibi mikroorganizmalardan elde edilen lipazlar

kullanilmaktadir.

Paez ve dig. (2002), Jennings ve Akoh (2000), Rakshit ve dig. (2000), Xu ve dig.
(2000), McNeill ve dig. (1996) ve Maehr ve dig. (1994) yaptiklar ¢aligmalarda
menhaden, tuna, sardunya, hamsi gibi ¢esitli baliklarin yaglarint enzimatik yollarla

EPA ve DHA igerigi agisindan zenginlestirmislerdir.

Jennings ve Akoh (1999 ve 2001) menhaden balig: yag: ile yaptiklar ¢alismada lipaz
enzimini biyokatalizér olarak kullanarak kaprik asidi balik yagimin yapisma
eklemiglerdir. Garcizi ve dig. (2000), menhaden balig1 yaginin agilgliserollerine KLA
eklemistir. Hills ve dig. (1990), balik yagint DHA ve y-linolenik asit ekleyerek

zenginlestirmiglerdir.

Boraj yaginin yapisinda dogal olarak bulunan y-linolenik asitin yanisira EPA, DHA,
kaprik ve kaprilik asit¢e zenginlestirilerek yapisal lipid elde edilmesine iligkin cesitli
calismalar gergeklestirilmistir (Senanayake ve Shahidi-1999, 2002; Shimada ve dig.-
1999; Akoh ve Moussata, 1998). Ayrica susam yagina kaprik asit, kavun ¢ekirdegi
yagina EPA, guhagicegi tohumu yagina n-3 ¢oklu doymanmus yag asitlerinin eklendigi
ve farkli tiplerde hardal tohumu yaglarinin uzun zincirli tekli doymamis yag
asitlerince zenginlestirildigi ¢alismalar mevcuttur (Jennings ve Akoh-2000; Akoh ve

dig.- 1996; Mukhexjée ve Kiewitt-1996; Kuan-Hsiang-Huang ve dig.-1994).

Jennings ve Akoh (2000), piring kepegi yaginin yapisina kaprik asidi eklemistir.
Kuan-Hsiang-Huang ve Akoh (1994), yer fistif1, soya fasulyesi ve hidrojene soya
fasulyesi yaglarina n-3 ¢oklu doymamis yag asitlerini eklemislerdir. Shimada ve dig.
(1996), aspir ve keten tohumu yaglarina kaprilik asit, Xu ve dig. (1998) ise kanola
yagina kaprik asit ekleyerek YY tiretmiglerdir.

2.4.1.3. Mikrobiyal Sentez

Yaglar geleneksel olarak hayvansal ve bitkisel kaynaklardan elde edilmekle beraber,
giniimiizde baz1 degerli yaglar tanklarda veya gollerde yetistirilen
mikrorganizmalardan fermentasyon yoluyla da elde edilebilmektedirler. Kurutulmus
misellerden ekstrakte edilen yaglar, kolesterol, agir metal ve pestisitleri icermemekte

ve hayvansal yaglara ve balik yaglarma gbre daha basit bir kompozisyona sahip
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olmaktadirlar. Mortiella isabellina, Mortiellaalpina ve Crypthecodinium cohnii’den
coklu doymamug yag asitlerinin elde edildigi g¢ok sayida ¢alisma mevcuttur

(Gunstone, 2001b).

2.4.1.4. Biyolojik Yontemler

Bitkisel kaynaklardan yeni yaglar ii¢ sekilde elde edilebilmektedir. Ilki, ilging bir yag
asidi ve/veya triagilgliserol profiline sahip bir bitkinin ticari iiretim ve hasat igin
uygun hale getirilmesidir. Kuzey Amerika ve Avrupa’da denenmekle beraber;

genellikle uzun yillar gerektiren yavag bir prosestir.

Ikinci yaklasimda, ¢ok gesitlilige sahip bir gen havuzu gerekmektedir ve uygun tiirler
standart tohum 1slahi yontemleriyle ¢arprazlanmaktadir. Istenen ozelliklere sahip
yeni tiirlerin elde edilebilmesi igin gen havuzu g¢esitli kimyasal islemlerle veya
radyasyonla genisletilebilmektedir. Bu yontem, modern kolza tohumuu elde etmek

amaciyla Brassica tiirlerindebasariyla gergeklestirilmistir.

Bunlarin yanisira, yag asidi ve triagilgliserollerin biyosentezi igin gerekli olan genler
icin uygun kaynaklardan saglanabilmekte, klonlanabilmekte ve diger bitkilere
transfer edilebilmektedir. Bu tip genetik modifikasyon prosediirleri kolza tohumu,

soya fasulyesi ve diger yagli tohumlara uygulanabilmektedir (Gunstone, 2001b).

2.4.2. Yapilandirilmis Yaglarin Uretiminde Kullanilan Yag Asitleri

YY’larin sentezinde farkli yag asitleri kullanilmakta; her birinin fonksiyon ve
ozellikleri maksimum yarar saglamak amaciyla bir araya getirilmektedir. Bu yag
asitleri, kisa zincirli yag asitleri (KZYA), orta zincirli yag asitleri (OZYA), ¢oklu
doymamus yag asitleri (PUFA), doymus uzun zincirli yag asitleri (UZYA) ve tekli
doymamuis yag asitlerini kapsamaktadir. Tablo 2.2, klinik uygulamalarda kullanilacak
YY’lar igin bu yag asitlerinin onerilen miktarlarini vermektedir. Yag asitleri ve TAG
molekiiliindeki pozisyonlart YY i metabolik hiz, saglik agisindan faydalan gibi
fonksiyonel ve fiziksel 6zelliklerini belirler. Bu yiizden yag asitlerinin fonksiyon ve

metabolizmasinin bilinmesi 6nemlidir (Akoh, 2002).
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Tablo 2.2. Yapllandirllmls Yaglarn iiretiminde kullanilacak yag asitlerinin 6nerilen
optimum miktarlarini ve fonksiyonlar1 (Akoh, 2002).

Yag asidi Miktar ve fonksiyonu

n-3 %?2-5. Bagisiklik sistemini giiglendirme, kanin pihtilasmasini
azaltma, serum TAG’lerini azaltma ve koroner kalp hastaliklar
riskini azaltma

n-6 %3-4. Insan viicudunun esansiyel yag asidi gereksinimini
12-9 kargilama

Uzun zincirli yag asidi dengesi i¢in tekli doymamis yag asidi
(18:1n-9)

Kisa ve orta | %30-65. Hizl1 enerji kaynag, kolay absorbe edilebilir. Ozellikle
zincirli yag | prematiire bebekler, hastalar ve malabsorbsiyon bozukluklarma
asitleri” sahip bireylerin beslenmesinde 6nemli

*Temel bilesen olarak kisa zincirli ve/veya orta zincirli yag asitlerini i¢eren yapilandirilmig yag
2.4.2.1. Kisa ve Orta Zincirli Yag Asitleri

KZYA’leri 2 ila 6 karbon igeren zincire sahiptirler (C2 — C6). Memelilerin
gastrointestinal boélgesinde, karbonhidratlarin mikrobiyal sindiriminin son {riind
olarak bulunmaktadirlar. KZYA, insan beslenmesinde genellikle yaklasik %5-10
biitirik asit ve %3-5 kaproik asitten olugan bir TAG karisimina sahip inek siitiintin
tiikketilmesi sirasinda alinmaktadirlar. Biitirik asit tereyaginda da bulunmakta ve
TAG’un %30 unu olusturmaktadir. Aynt zamanda ugucu yag asitleri olarak da bilien
KZYA, yiksek ¢ozimiirlikleri, kiigiik molekiilleri ve kisa zincirli olmalar: nedeniyle
midede OZY A’lerinden daha hizli emilirler (Akoh, 2002).

Orta zincirli triagilgliseroller, gliserol yapisina esterlenmis C6:0-C12:0 yag asitlerini
icermektedir. Lipid emiilsiyonlarimin {iretiminde veya enteral ve parenteral beslenme
formiillerinde UZT’lerle kanstirilarak kullanilmaktadirlar. OZT’ler, oda sicakliginda
sivt veya katidirlar ve erime noktalar1 yag asidi kompozisyonlarina bagli olarak
degismektedir. OZT’ler, boya, aroma maddeleri, vitaminler ve farmasetikler i¢in
tastyici olarak kullanilmaktadirlar. Genellikle tohum yaglarinda veya laurik yaglarda
bulunmaktadirlar (6r: hindistancevizi yagi %10-15 C8:0 — C10:0 asidini igermektedir
ve OZT hazirlanmasinda hammadde olarak kullanilmaktadir). UZT’lerin 9 kcal’lik
kalori degerine karsilik OZT’lerin kalori degeri 8.3 kcal’dir. Bu 6zellikleri sayesinde
OZT’ler diisiik kalorili tatlilarda kullanim agisindan dikkat ¢ekmektedirler. %20 ve
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%30 lipid konsantrasyonlart igeren beslenme diyetleri, OZT’lerin obezite
kontrolinde kullanilabilecegini go6stermistir. OZT’ler, bazi hastalara tokluk,
doygunluk hissi vermektedir Ayn1 zamanda salata soslari, firmcilik iiriinleri ve
dondurulmus yiyecekler gibi kalorisi diisiiriilmiis gidalarda kullanilabilmektedirler.
OZT’ler, UZT leri iceren karigimlarda tiiketildikleri zaman saglik agisindan faydali
ozellikler gostermektedirler. OZYA/OZT tiiketiminin avantajlari su sekilde
siralanabilmektedir: (a) OZYA, UZYA’ne gore daha kolay yikseltgenirler; (b)
mitokondriye OZT’lerin taginmasi i¢in karnitine ihtiya¢ yoktur; bu yiizden OZT
bebekler ve stres altindaki yetiskinler igin ideal bir substrattir; (¢) OZY A, silomikron
olusumunu gerektirmezler; (d) OZYA, karacigere direkt olarak tasima sistemi ile
taginirlar (Akoh, 2002, Bell ve dig., 1997).

2.4.2.2. Omega-6 Yag Asitleri

En ¢ok bitkisel yaglarda ve hindistancevizi, kakao ve palm fistiklarinin yaglari
haricindeki bitki tohumu yaglarinda bulunan linoleik asit (18:2x1-6) gok bilinen n-6
yag asitlerinden biridir. Linoleik asitin plazma kolesterolinii dustiriicii etkisinin
bulundugu ve atar damarda piht1 olusumunu 6nledigi bilinmektedir. rn-6 yag asitleri
insanlar ve memeliler tarafindan sentezlenemedikleri icin esansiyel yag asitleri

olarak kabul edilmektedirler (Akoh, 2002).

Linoleik asitin diyette %1-2 oraninda alindiginda bebeklerde gesitli biyokimyasal ve
klinik eksiklikleri Onledigi Onerilmistir. Yetiskinler diyetlerinde yeteri miktarda
18:2x-6 tiikettikleri i¢in eksikligi s6z konusu olmamaktadir. Linoleik asit eksikligi
dermatit, asin terleme, biiyiime-gelisme bozukluklar ve yaralarin giig iyilesmesi gibi
belirtilerle ortaya ¢ikmaktadir. Beslenme uzmanlart YY’in %3-4 oraninda #7-6
icermesinin  esansiyel yag asidi gereksinimi acisindan yeterli oldugunu

onermektedirler (Akoh, 2002).

2.4.2.3. Omega-3 Yag Asitleri

Omega-3 yag asitleri de tipki tiim memelilerde oldugu gibi insanlar tarafindan
sentezlenemedikleri ve diyetle alinmalari gerektigi icin esansiyel yag asitleri olarak
bilinmektedirler. #-3 yag asitleri, genellikle soya fasiilyesi ve keten tohumu
yaglarinda ve yesil yaprakli bitkilerin kloroplastinda bulunan linolenik asit (18:3#-3)
ile temsil edilmektedirler. YY sentezinde dikkat ¢eken diger ¢oklu doymamis n-3

yag asitleri genellikle balik yaglarinda; 6zellikle okyanus baliklarinin yaglarinda
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bulunan eikosapentaenoik asit, EPA (20:5#-3) ve dokosahekzanoik asit, DHA
(22:6n-3)’tir. Diyetleri yeterli miktarda #-3 ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA)
icermeyen gocuklar norolojik rahatsizliklar ve gorme bozukluklari, dermatit, biiyiime
geriligi gibi problemler yasamaktadirlar. Bu nedenle DHA gibi n-3 PUFA’lar
diyetlerinde ve YY t?sarlmlnda yer almahdir (Akoh, 2002).

EPA ve DHA gibi n-3 ¢oklu doymamis yag asitlerinin diyetle alindiginda
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, yiiksek tansiyon, seker hastalifi ve depresyon
iizerinde etkili oldugu son yillarda yapilan klinik ¢aligmalarla ispatlanmistir. EPA,
ozellikle kan koagiilasyon profili iizerindeki olumlu etkileri (antitrombotik etki)
sayesinde kalp krizlerini 6nlemede 6nemlidir. EPA’nin kanda akigskanli saglayici
etkiye sahip oldugu ve serum kolesterol konsantrasyonunu distirdiigii de
bildirilmistir. DHA 0zellikle prematiire bebeklerde retina ve beynin normal
fonksiyonlarim yerine getirmesinde ve biiylime-gelismeyi hizlandirmada etkili
oldugu bilinmektedir (Akoh, 2002, Puiggros ve dig., 2002, Ozgelik ve Karaali,
2002).

2.4.2.4. Omega-9 Yag Asitleri

Omega-9 yag asitleri veya tekli doymamiglar kanola, zeytin, fistik ve yiiksek-oleik
aycigek yagi gibi bitkisel yaglarda oleik asit (18:1-9) olarak bulunmaktadir. Oleik
asit insan viicudu tarafindan sentezlenebildigi i¢in esansiyel yag asidi olarak kabul
edilmemektedir, ancak viicutta plazma kolesterolinii diistirmede ilimli bir rol
oynamaktadir (Akoh, 2002).

2.4.2.5. Uzun Zincirli Doymus Yag Asitleri

Genellikle doymus yag asitlerinin plazma ve serum kolesterol seviyelerini yiikselttigi
diistinilmekte; ancalf 4-10 C’lu yag asitlerinin kolesterol seviyesini yiikseltmedigi
bilinmektedir. Stearik asitin (18:0) de plazma kolesterol seviyesini yiikseltmedigi
bildirilmistir. Yiiksek miktarda uzun zincirli doymus yag asidi; ozellikle de stearik
asit iceren TAG’lar insan viicudunda ¢ok diisiik oranda emilime ugramaktadir;
¢iinkii 18:0’in erime noktas1 viicut sicakligindan yiiksektir; bu yiizden emiilsiyon
olusturma egilimleri ve c¢Oziiniirlikleri diigiiktiir. Emilimlerinin diisiik olmasi,
doymus uzun zincirli TAG’lar1 diigiik kalorili YY sentezi igin potansiyel bir substrat

haline getirmektedir (Akoh, 2002).

15



2.4.3. Yapilandirilmus Yaglarin Uretiminde Kullanilan Lipaz Enzimleri

YY’larin enzimatik sentezi lipazlar varhiginda gerceklestirilmektedir. TAG
acilhidrolazlart (EC 3.1.1.3) olarak da bilinen TAG lipazlari, TAG’lan diagilgliserol,
monoagilgliserol, serbest yag asitleri ve gliserole hidrolize eden enzimlerdir.
TAG’larin hidrolizini, yag asitleri ile transesterifikasyonunu veya yag asitlerinin
gliserol ile direkt esterifikasyonunu katalizleyebilmektedirler. Lipaz enzimleri,
bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar tarafindan {retilmektedir. Bitkisel
lipazlarin ticari uygulamalari bulunmamakla birlikte, mikrobiyal ve hayvansal
lipazlar yeni gida ingrediyenlerinin iretiminde sik¢a kullanilmaktadir. Mikrobiyal
lipazlar, birgok mantar, kiif ve bakteriden elde edilebilmektedir (Al-Taweel ve
Sungur, 1995).

Lipaz enzimleri ile katalizlenen hidroliz, gliseroliz, esterifikasyon, asidoliz ve
interesterifikasyon gibi reaksiyonlarda amag en yiiksek verim ve saflikta spesifik son
iriinler tiretmektir. Reaksiyon veriminin artiriimasinda su aktivitesi, sicaklik ve
substrat kompozisyonu gibi proses kosullarinin optimizasyonunun yanisira en uygun
spesifiklige sahip dogru lipaz enziminin se¢ilmesi de son derece 6nemlidir (Diks ve
Bosley, 2000).

2.4.4. Bitkisel Yaglarin ve Tohum Yaglarimn Esansiyel Yag Asitlerince

Zenginlestirilmesini Etkileyen Faktorler

2.4.4.1. Sicakhk

Sicakligin enzim aktivitesini etkileyen en oOnemli fakt6érlerden biri oldugu
bilinmektedir. Her enzim igin optimum sicaklik aralifn enzimin kayna$i olan
mikroorganizmaya, immobilizasyon prosesine, enzimin kimyasal modifikasyonuna
ve pH’ya bagh olarak degismektedir (Paez ve dig., 2002). Literatiirdeki ¢alismalarda,
optimum bir hiza ulasana kadar, ortam 1sindikga enzim aktivitesinin  arttign ve
sicakliktaki artisin agil migrasyonunu hizlandirdigini belirtilmistir (Mu ve dig.,1998;
Xu ve dig. 1998). Enzim aktivitesinin sicaklikla degisim nedenine iligkin literatiirde
farkli yorumlar bulunmaktadir., Wanasundara ve Shahidi (1999), bu durumu enzimi
i¢ boyutlu seklinde-tutan hidrojen baglarinin ve diger zayif ¢ekim kuvvetlerinin,

cevredeki sicaklik degisimlerine hassas olmalariyla agiklar. Sicaklifin artmasiyla
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inkorporasyon yiizdesindeki artigin nedeni olarak, sicaklikla iligkili olarak substratin
viskozitesinin diismesiyle beraber substrat ve enzim arasindaki temasin gelismesi
gosterilmektedir (Mu ve dig.,1998; Xu ve dig. 1998). Ancak, 60°C* gibi ulasilan
optimum noktadan yiiksek sicakliklarda, reaksiyon hizinin artmayip, hatta bir miktar
azalmasi da, ¢oklu doymamus yag asitlerinin 1s1l bozunmaya ugramasi ve ayrica, ok
yiiksek su:akhklardan lipaz enzimin geri doniigsiiz olarak denature olacag: seklinde

acgiklanabilir.

2.4.4.2, Reaksiyon Siiresi

Yaglarin enzimatik modifikasyon reaksiyonlarinda siirenin etkisinin bilinmesi, hem
reaksiyonun gelisiminin incelenmesi, hem de yiiksek verim elde edilen en kisa
siirenin belirlenerek proses igin iiretim maliyetinin diigiiriilmesi agisindan dnemlidir.

(Senanayake ve Shahidi 1999; Akoh ve Moussata 1998).

Senanayake ve Shahidi (1999)’nin, boraj yagmun yapisina DHA’y1 Candida
antarctica lipaz1 varligmda inkorpore ettikleri ¢aligmada, 24 saate kadar olan siire
zarfinda reaksiyondan elde ettikleri iiriiniin %DHA miktar siire ilerledikce artmugtir.
Ancak 24 saatten Sonra irliniin DHA igeriginde 6nemli bir farklilik olmadigi
bildirilmigtir.

Akoh ve Moussata (1998)’nin, Candida antarctica orijinli spesifik olmayan SP 435
lipazi ve Rhizomucor miehei orijinli sn-1,3 spesifik IM 60 lipaz1 katalizorliigtinde
boraj yagina kaprik asit ve EPA inkorpore ettikleri calismada, inkiibasyon siiresi
ilerledik¢e inkorporasyon oram artmustir. Yine aynt ¢alismada her iki enzim icin de
10. ve 16. saatler arasinda inkorporasyonda hizli bir artis oldugu; ancak optimum

inkorporasyonun 40 saat civarinda saglandig1 bildirilmistir.

Benzer sekilde, Akoh ve dig. (1996)’nin, Candida antarctica orijinli SP 435 lipazi
katalizorliigiinde guhagicegi yaginin yapisina EPA inkorpore ettikleri ¢aligmada, 24
saate kadar olan siire zarfinda EPA inkorporasyonunun arttig1, 24 saatten sonra ise

herhangi bir artisin gozlenmedigi bildirilmistir.

Shimada ve dig. (1996) ise, Rhizopus delemar orijinli sn-1,3 spesifik lipaz varliginda
aspir ve keten tohumu yaglarina kaprilik asit inkorpore ettikleri calismada, en yiiksek
verimin saglandigt 50 saatlik slireyi, optimum reaksiyon siiresi olarak

belirlemislerdir.
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2.4.4.3. Substat-Molar Oram

Yaglarin enzimatik yéntemlerle modifiye edilerek triagilgliserol yapilarina esansiyel
yag asitlerinin ilave edildikleri reaksiyonlarda, son iirlinde istenen esansiyel yag asidi
miktarina goére substratlarn; yani orijinal yag ve inkorpore edilecek esansiyel yag

asidinin molar oranmi ayarlanmasi miimkiin olmaktadir.

Enzimatik esterifikasyon reaksiyonlarinda substrat-molar oraninin se¢imi genellikle,
proses maliyetine ve serbest yag asitlerinin veya agil dondrlerinin evaporasyon
ve/veya distilasyon ile uzaklastirilmasindaki giigliiklere bagli olarak yapilmaktadir
(Hoy ve Xu, 2001).

Senanayake ve Shahidi (1999), substrat olarak boraj yagi ve DHA, Akoh ve
Moussata (1998), boraj yag1 ve EPA, yine Akoh ve dig. (1996), ¢uhagigegi ve EPA
kullandiklart c;ahsméda benzer bir sonuca ulasarak; n-3 ¢oklu doymamis yag asidi

mol sayis1 arttikga inkorporasyon oraninin arttigim bildirmislerdir.

Mu ve dig. (1998), yag ve yag asidi arasindaki molar oranin inkorporasyon ve agil
migrasyonuna etkisini inceledikleri ¢caligmada, yag asidinin mol miktarinin arttik¢a
inkorporasyonun da arttigim bildirmislerdir. Aym galigmada, yiiksek bir molar oran
secilerek reaksiyon hizinin artirilabilecegi ve siire kisalacagi i¢in a¢il migrasyonunun

da azaltilabilecegi Onerilmistir.

Ancak Jennings ve Akoh (2000), inkorpore edilecek olan yag asidinin agir1 miktarda
kullanilmasinin maliyeti artirmanin yanisira, lipaz inhibisyonuna neden olabilecegini
ve modifikasyon reaksiyonu biiyiik olgekte gerceklestirildiginde ortamdaki fazla yag

asidinin uzaklastirilirken {irtin veriminin de diisebilecegini 6ne siirmiislerdir.

2.4.4.4. Su Miktar

Lipazla katalizlenen reaksiyonlar tersinir reaksiyonlardir; yani hem hidroliz hem de
esterifikasyon gerceklesmektedir. Hidrolizde su tepkimeye girerken, esterifikasyonda
bir iiriin olmaktadir. Bu yiizden karsimdaki su miktar1 reaksiyonun hangi yonde
gelisecegini (reaksiyonun dengesini) etkilemektedir. Ayrica enzimatik reaksiyonlarda

enzimin {i¢ boyutlu yapistnin korunmasi igin suyun ortamda mevcut olmasi
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gerekmektedir; ancak fazla miktarda suyun sentez yerine hidrolize yol agarak riin

verimini diisiirecegi de goz Oniinde bulundurulmasi gereken énemli bir faktordiir.

Candida antarctica lipaz1 kullanilarak bitkisel yaglara ve tohum yaglarina #-3 ¢oklu
doymamis yag asitlerinin inkorpore edildikleri ¢aligmalarda fazla miktarda suyun
inkorporasyon oramini diigiirdiigti bildirilmistir. Enzimatik reaksiyonun baglangi¢
asamalarinda eklenen suyun reaksiyon hizini artirdify ve siireyi kisalttigi; ancak daha
ilerleyen asamalarda diagilgliserol olusumundaki artiginin, triagilgliserollerin
olusumuna izin vermedigi de belirtilmistir (Akoh ve Moussata, 1998; Huang ve
Akoh, 1994). Ayrica Xu ve dig. (1998), yaptiklar: bir caligmada fazla miktarda suyun
enzim aktivitesi ve stabilitesi {izerinde olumsuz etkilerinin bulundugunu

bildirmiglerdir.

Enzimatik reaksiyonda kullanilan ¢dzgenin polaritesinin enzimle iligkili suyun
tutulmasinda oldukga etkili oldugu ve katalizi etkiledigi bilinmektedir. Bu yiizden
¢aligmalarda genel olarak apolar organik ¢ozgenler kullanilmaktadir (Huang ve
Akoh, 1994).

Lipazla katalizlenen esterifikasyon reaksiyonlarinda genellikle diagilgliserollerin
olustugu yan reaksiyonlar da gerceklesmektedir. Diagilgliseroller esas reaksiyonun
ara Uriinleri olmakla beraber, agil migrasyonuna neden olarak triagilgliserol-yan
iiriinlerinin olusmasina yol agmaktadirlar. Reaksiyon siiresince agil migrasyonunu ve
yan-liriin olusumunu etkileyen pek c¢ok faktor bulunmaktadir. Sicaklik artigi,
reaksiyon siiresinin uzamasi ve su miktarindaki artig acil migrasyonunu ve yan-iiriin

olusumunu artirmaktadir (Hoy ve Xu, 2001).

2.5. Tepki-Yiizey Metodolojisi (Response Surface Methodology)

Tepki-Yiizey Metodolojisi, matematiksel ve istatistiksel tekniklerin bir arada
kullanildigi, ve bagimli degiskenin (tepkinin) ¢ok sayida bagimsiz degiskenden
etkilendigi problemlerin analizinde, modellenmesinde ve tepkinin optimizasyonunda
uygulanan bir yontemdir. En ¢ok kullanilan deney tasarimlar1 “Central composite”
(Merkezil-bilesik), “Box-Benkhen”, tam faktoryel, kismi faktoryel ve rastgele
bloklamadir. Bunlarnn Latin kareler, Taguchi ve “Plaket Burman” tasarimlar

izlemektedir (Montgomery, 1997).
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Merkezil-bilesik deney tasarimlarinda, iki veya daha fazla fakt6riin cevap tizerindeki
etkileri ayn1 anda aragtirilabilmekte ve en az sayidaki deneyden en diisiik maliyetle
¢ok sayida anlaml veri elde edilebilmekte; ayrica kritik oldugu diistintilen herhangi
bir degisken izerinde yapilan degisikliklerin etkilerini 6nceden tahmin etmeye

olanak saglamaktadir (Dziezak, 1990; Montgomery, 1997).

Merkezil-bilesik dennéy desenleri kiip noktalar (cube points), yildiz noktalar (star
points) ve merkez noktalarn (center points) olmak {izere ii¢ tip deneysel noktay:
kapsamaktadir. Kiip noktalar, n. olarak refere edilen hiperkiibiin Uistiindeki noktalarda
yerlesmiglerdir. Bu noktalar igin kodlanan bagimsiz degisken seviyesi +1’dir.
Merkezil-bilesik deney deney tasariminda ikinci noktalar grubu olan yildiz
noktalarmin (+ «, 0, ...,0), (0, £ a, 0....,0),...,(0....,0, £ &) koordinatlar1 vardir.
Uctincti grup noktalar, koordinatlart daima (0.......0) olan ve dizaynin merkezinde
yerlesen noktalaridir. Merkez noktalarinin sayisi, Tablo 2.3’te de gosterildigi gibi,

gereksinim duyulan ortagonal dizaynla belirlenmektedir (Thomson, 1982).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Calismada kullamilan findik yag1 yerel marketlerden, menhaden yag: ise Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO) firmasindan temin edilmistir. Reaksiyonlarda kullanilan
Candida antarctica 01‘1_]1n11 Novozyme 435 ve Rhizomucor miehei orijinli Lipozym
TL IM ve Lipozym RM IM enzimleri Novozymes (Danbury, CT) firmasindan
tarafimiza hediye edilmistir. Menhaden yag: orijinli PUFA standard: ise Supelco
(Bellefonte, PA) firmasindan temin edilmigtir. Reaksiyon {irlinlerinin analizi i¢in
uygulanan ince tabaka kromatografisinde (TLC) kullanilan 20x20 cm boyutunda,
silikajel 60 ile kaph aluminyum tabakalar Merck (Darmstadt, Almanya) firmasinin
{irliniidiir. Analizlerde kullanilan ¢6zgen ve kimyasal maddeler Merck (Darmstadt,

Germany) ve Riedel (Seelze, Almanya) firmalarinin {irtinleridir.

3.2. Metot

3.2.1. Yag Asitlerinimn Analizlenmesinde Kullanilan Gaz Kromatografisi Metodu

Calismada substrat olarak kullanilan findik ve menhaden yaglarinin ve reaksiyon
tiriinlerinin yag asidi kompozisyonlar1 gaz kromatografisi (GC) ile tespit edilmistir.
Thermo Quest marka Trace-GC 2000 model gaz kromatografi cihaz1 ve Zebron DB-
Wax model 30 m vzunlugunda ve 0,25 pum film kalimliginda kolon kullanilmistir.
AOAC 963.33 no’lu metoda uygun olarak ormegin metil esterleri hazirlanmustir
(AOAC, 1990). Sicaklik 180°C’de 1 dk, 200°C’de 35 dk ve 225°C’de 5 dk olacak
sekilde kademeli olarak arttirilmigtir. Sicaklik artist 5°C/dk, inlet sicakligi 250 °C,
split flow 75, split ratio 50 ve tasiyic1 gazin hiz1 ise 1.5 ml/dk olarak sabit hiza
ayarlanmugtir. Dedektor sicaklig 270 °C’dir.
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3.2.2. Menhaden Yagindan Serbest Yag Asitlerinin Eldesi

Menhaden yagmdan serbest yag asitlerinin eldesinde Wanasundara ve Shahidi
(1999)’nin uyguladig yontem kullanilmistir. Bu yonteme gore 25 g menhaden yagi,
5.75 g KOH, 11 ml su ve 66 ml %95°lik sulu etanol karigimi 1 saat boyunca 60°C’de
geri sogutucu altinda sabunlagtirilmugtir. Siire sonunda karigima 50 ml distile su
eklenmis ortamdan sabunlagsmayan maddelerin uzaklastirilmasi i¢in, karisim ayirma
hunisinde iki kez 100 ml heksan ile ¢alkalanmistir. Sabunlagan kismi igeren sulu
fraksiyon 3 N HCl ile asitl@ndirilmistir (pH=1). Daha sonra karigim ayirma hunisine
alinmis ve agiga ¢gikan yag asitleri 50 ml heksan ile ekstrakte edilmistir. Heksan fazi
susuz sodyum siilfat ile kurutulduktan sonra doner buharlastiricida heksanin
ueurulmasi saglanmigtir. Bu sekilde elde edilen yag asitleri kullanima dek

buzdolabinda 4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3. Menhaden Yagindan “Ure Fraksiyonlama” Yontemi ile Doymanus Yag

Asitlerinin Konsantre Edilmesi

Menhaden yagindan n-3 yag asidi konsantresi, Wanasundara ve Shahidi (1999)’nin
uyguladig1 yonteme gore elde edilmistir. Bu yonteme gore, menhaden yagindan elde
edilen serbest yag asidi (10 g), lire ve metanol ile yag asidi: {ire:metanol oran1 1:5:20
olacak sekilde karistirilmig, ve karisim homojen bir hal alana kadar (1 saat boyunca)
60°C’de geri sogutucu altinda karigtirilmustir. Siire sonunda karigim -4°C’de 6 saat
boyunca tutularak kristallendirilmistir. Kristalizasyon sonrasinda derhal siiziilmiis ve
tire kristalleri 25 ml metanol ile yikanmistir. Filtrata esit hacimden su eklenerek 6 N
HCI ile pH 4-5’e dek asitlendirilmistir. Karigima esit hacimde heksan eklenerek 1
saat boyunca karigtirilmis ve ayirma hunisine aktarilmistir. Agiga ¢ikan yag asitlerini
iceren heksan fazi, Gire igeren su fazindan ayrilmigtir. Heksan fazi, iginde kalabilecek
tireyi aywrmak icin distile suyla yikanmis, susuz sodyum siilfat gegirilerek
kurutulmugtur. Doner buharlastiricida ¢dzgenin uzaklastirilmasinin ardindan 6rnek

kullanima dek buzdolabinda 4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.4. Asidoliz Reaksiyonu

Reaksiyonlar, 50 ml’lik cam balonda gergeklestirilmistir. Menhaden yag1 konsantresi
ve findik yag1 substrat-molar oran1 (menhaden yag1 konsantresi/findik yagi, mol/mol)
1:3 olacak sekilde karigtirilmig, 30 ml heksan ve tepkimeye giren reaktanlarin

agirlikca %10°u kadar Novozyme 435 enzimi ve %3’{i kadar su eklenerek balon
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47.5°C’deki su banyosuna alinmigtir. 36 saat boyunca 400 rpm sabit hizda
karigtirilarak inkiibe edilmistir.

Reaksiyon sonunda drnekler alinarak 90°C’deki su banyosunda 15 dakika bekletilmis
ve enzimin inaktive olmasi saglanmistir. Omnek analizlenene dek buzdolabinda

muhafaza edilmistir.

3.2.5. Uriinlerin Analizi

Reaksiyon iiriinlerine, kolon kromatografisi ve ince tabaka kromatografisi yontemleri

uygulanarak triagilgliserol fraksiyonlar1 ayrilmustir.

3.2.5.1. Kolon Kromatografisi

Kolon kromatografisinde 45 cm uzunlugunda ve 3 cm gapinda cam kolon ve sabit faz
olarak 0,5-1,0 mm partikiil boyutunda silikajel 60 kullanilmistir. 25 gr silikajel
110°C’deki etiivde 3-4 saat boyunca kurutulduktan sonra desikatGre alinarak oda
sicakligina getirilmis ve heksanla hi¢ hava kabarcigi kalmayacak sekilde
karistirilarak kolona doldurulmustur. Reaksiyon iiriiniin 5 ml’si heksan ile 50 ml’le
seyreltilmis ve kolona verilmistir. Kolona sirastyla 200 ml heksan:dietil eter (95:5,
hacimce) ve 200 ml heksan:dietil eter (90:10, hacimce) ¢6zgenleri verilmis ve akis

hizi1 dakikada 3 ml olacak sekilde ayarlanmustir.

3.2.5.2. ince Tabaka Kromatografisi

Kolondan toplanan fraksiyonlara ince tabaka kromatografisi uygulanarak
triagilgliseroller toplanmustir. ince tabaka kromatografisinde 20x20 cm boyutunda,
silikajel 60 ile kaphi aluminyum tabakalar kullamlmistir. Ornekler ince tabakaya
spotlandiktan sonra petrol eteri:dietil eter:asetik asit (90:10:1, hacimce) ¢odzgen
sistemiyle yuritiilmistir. Daha sonra tabaka iyot tankina alinarak bantlar

gozlemlenmistir.

Triagilgliserolleri igeren fraksiyonlar, doner buharlastiricida ¢6zgenleri ugurulduktan
sonra AOAC 963.33 no’lu metoda uygun olarak metil esterleri hazirlanmig ve gaz

kromatografisi ile yag asidi kompozisyonlar belirlenmistir.

3.2.6. Deneysel Tasarim

Lipaz enzimi kullanilarak findik yagmm uzun zincirli ¢oklu doymamuis n-3 yag

asitlerince zenginlestirmesi reaksiyonu {izerinde sicaklik, siire, substrat-molar orani
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ve su miktar1 gibi farkli faktorlerin etkisinin incelenmesi ve optimum kosullarin
belirlenmesi amaciyla deneysel tasarimdan yararlanilmis, Tepki Yiizey Yontemi
(Response Surface Methodology) kullamilmistir. Bu amagla hem ©6n deneme
sonuglarindan yararlanilarak hem de literatiir taramasi sonucunda bagimsiz
degiskenler i¢in Tablo 3.5’te verilen deger aralig1 secilmistir (Namal Senanayake ve
Shahidi, 1999; Akoh ve Moussata, 1998; Jennings ve Akoh; 1999; 2000, Akoh ve
dig., 1996; Cerdan ve dig., 1998; Xu ve dig., 1998).

Merkezil Bilesik Deney Tasarimu (Central Composite Design)’nda 4 faktor (sicaklik,
reaksiyon siirest, sublétrat-molar orani orani, su miktart) ve 5 seviyeyle (- o, -1, 0, +1,
+a) calisilmistir (Montgomery, 1997). Belirlenen noktalardaki kodlara karsi gelen
degerler Tablo 3.1°de gosterilmektedir.

Tablo 3.1. Merkezil Bilesik Deney Tasariminda belirlenen noktalardaki kodlara kars:
gelen degerler

Parametre - o -1 0 +1 + o
Sicaklik (°C) 32.5 40 47.5 55 62.5
Siire (saat) 0 18 36 54 72
Substrat-molar orani (findik yagi/menhaden 1 2 3 4 5
yag1 konsantresi, mol/mol)
Su miktari (agirlik¢a %) 0 1.5 3 4.5 6

Merkezil Bilesik Deney Tasarimiyla belirlenen 4 degiskenli ve 5 kademeli
deney deseninin noktalar1 (kodlar1 ve degerleri ile) Tablo 3.2°de gosterilmektedir.
Merkez noktasinda ii¢ tekrar yapilmistir (Montgomery, 1997).

3.2.7. istatistiksel Analiz

istatistiki analizlerde STATISTICA 6.0 (StatSoft® Inc.) bilgisayar paket programi
yar p prog

kullanilmastar.
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Tablo 3.2. Merkezil Bilegik Deney Tasariminda belirlenen 35 deneyin kosullart ve

kod degerleri
Sicaklik Siire Substrat-molar Su miktari
orani

rIl):ney Kod Deger Kod Deger Kod Deger Kod Deger
1 -1 40 -1 18 -1 2 -1 1,5
2 +1 55 -1 18 -1 2 -1 1,5
3 -1 40 +1 54 -1 2 -1 1,5
4 +1 55 +1 54 -1 2 -1 1,5
5 -1 40 -1 18 +1 4 -1 1,5
6 +1 55 -1 18 +1 4 -1 1,5
7 -1 40 +1 54 +1 4 -1 1,5
8 +1 55 +1 54 +1 4 -1 1,5
9 -1 40 -1 18 -1 2 +1 4,5
10 +1 55 -1 18 -1 2 +1 4,5
11 -1 40 " +1 54 -1 2 +1 4,5
12 +1 55 +1 54 -1 2 +1 4,5
13 -1 40 -1 18 +1 4 +1 4,5
14 +1 55 -1 18 +1 4 +1 4,5
15 -1 40 +1 54 +1 4 +1 4,5
16 +1 55 +1 54 +1 4 +1 4,5
17 -1 40 0 36 0 3 0 3
18 +1 55 0 36 0 3 0 3
19 0 47,5 -1 18 0 3 0 3
20 0 47,5 +1 54 0 3 0 3
21 0 47,5 0 36 -1 2 0 3
22 0 47,5 0 36 +1 4 0 3
23 0 47,5 0 36 0 3 -1 1,5
24 0 47,5 0 36 0 3 +1 4,5
25 +2 62,5 0 36 0 3 0 3
26 -2 32,5 0 36 0 3 0 3
27 0 47,5 +2 72 0 3 0 3
28 0 47,5 -2 0 0 3 0 3
29 0 47,5 0 36 +2 5 0 3
30 0 47,5 0 36 -2 1 0 3
31 0 47,5 0 36 0 3 +2 6
32 0 47,5 0 36 0 3 -2 0
33 0 47,5 0 36 0 3 0 3
34 0 47,5 0 36 0 3 0 3
35 0 47,5 0 36 0 3 0 3
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4. BULGULAR VE:TARTISMA

4.1. Hammaddelerin Yag Asidi Kompozisyonu Agisindan Karakterizasyonu

4.1.1. Findik Yag

Oncelikle findik yagmin gaz kromatografisi kullanilarak yag asidi kompozisyonu
belirlenmistir. Findik yaginm yag asidi bilesimi Tablo 4.1°de g6sterilmektedir.

Tablo 4.1. Findik yaginin yag asidi kompozisyonu

Yag | c16:0 | Cl6:1 | C18:0 | C18:1 | C18:2 | C18:3 | C20:1
Asidi

Yo 1592 | 019 | 208 | 82.86 | 948 | 0.07 | 0.10
miktar1 | *

4.1.2. Menhaden Yag ve Menhaden Yagimin “Ure Fraksiyonlama” Yéntemi ile

Konsantrasyonu

Findik yagmin zenginlestirilmesi amaciyla kullanilan uzun zincirli n-3 ¢oklu
doymamus yag asitleri (EPA ve DHA) konsantresi, menhaden yagmdan iire
fraksiyonlama yontemiyle elde edilmistir. Ure fraksiyonlama yontemi, doymus ve
tekli doymamus yag asitlerinin elimine edilmesi igin sikga uygulanan bir yontemdir
(Wanasundara ve Shahidi, 1999). Orijinal menhaden yagmin ve konsantre edilmis
menhaden yaginin yag asidi kompozisyonlar1 Tablo 4.2’te goriilmektedir. Ure
fraksiyonlama yOntémiyle menhaden yagindaki doymus ve tekli doymamis yag
asitleri elimine edilirken, EPA igerigi %12.26’dan %23.63’e, DHA igerigi ise
%13.51’den %42.11°¢ yiikseltilmistir.
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Tablo 4.2. Menhaden yagmin ve “Ure Fraksiyonlama” yontemi ile elde edilen

konsantrenin yag asidi kompozisyonu

Yag Asidi Menhaden | Konsantredeki
yagindaki % miktar
% miktar:
C14:0 8.99 0.49
Cl16:0 16.68 0.26
Clé6:1n7 11.55 1.62
C16:2n4 2.19 2.6
C16:3n4 1.46 3.80
C18:0 3.12 3.93
C18:1n9 6.79 0.19
C18:1n7 3.17 -
C18:2n6 1.27 0.43
C18:3n4 0.43 1.08
C18:3n3 1.24 0.68
C18:4n3 3.40 10.84
C20:1n9 1.10 -
C20:4n6 0.78 0.85
C20:4n3 1.68 2.80
C20:5n3 12.26 23.63
C22:5n3 2.04 2.16
C22:6n3 13.51 42.11

4.2. On Denemeler

Literatiirde enzimatik esterifikasyonlarda kullamldigi belirtilen enzimlerden
Novozyme 435, Lipozym TL IM ve Lipozym RM IM enzimleri ile 6n denemeler

yapilarak bunlardan en yiiksek verime sahip olan enzim belirlenmistir.

On denemeler 45°C sicaklik, 9 saat inkiibasyon stiresi, 400 rpm karigtirma hizi,
agirlikga %3 su miktar1 ve yine agirlikga %10 enzim miktar ile gergeklestirilmistir.
On deneme sonucunda EPA ve DHA’nin findik yagumn yapisina inkorporasyon

oranlar1 Tablo 4.3’te gosterilmektedir.

Tablo 4.3. EPA ve DHA’nin farkli lipaz enzimleriyle 6n denemeler yapilarak elde
edilen findik yagina inkorporasyon oranlart

Kullanilan Enzim % EPA | % DHA
Novozyme 435 6.26 13.39
Lipozym RM IM 3.11 7.38
Lipozym TL IM 497 5.74
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Denemeler sonucunda en yiiksek verim elde edilen Novozyme 435 enziminin
¢alismada kullanilmasina karar verilmigtir. Literatiirdeki ¢esitli calismalarda Candida
antarctica orijinli spesifik olmayan bu enzimin genellikle bitkisel yaglarin ve tohum
yaglarinin uzun zincirli #-3 ¢oklu doymamig yag asitlerince zenginlestirilmesinde
kullaniliyor olmasi da bu bulguyu desteklemektedir (Namal Senanayake ve Shahidi,
1999; Akoh ve Moussata 1998; Akoh ve dig., 1996).

4.3. Reaksiyon Uriinlerinin Yag Asidi Kompozisyonlar:

Kolon kromatografisi ve ince tabaka kromatografisi teknikleri kullanilarak
triagilgliserol fraksiyonlar1 ayrilan reaksiyon {iriinlerinin, AOAC 963.33 no’lu
metoda uygun olarak metil esterleri hazirlanmig, ve gaz kromatografisi ile
analizlenmistir. Tablo 3.6’da verilmis olan Tepki Yiizey Metodolojisi kullanilarak
gelistirilen deney tasarimina gore elde edilen reaksiyon {iriinlerinin yag asidi

kompozisyonlar1 Tablo 4.4’te gosterilmektedir.

Substrat olarak findik yagi ve menhaden yagi konsantresinin kullanildigi ve
Novozyme 435 enzimi ile katalizlenen asidoliz reaksiyonlart sonucunda elde edilen
tirinlerin  yag asidi kompozisyonunun orijinal findik yagnin vyag asidi
kompozisyonundan farkli oldugu goriilmiistiir. Ancak bu farkhilik tizerinde dért farkl
faktorin (sicaklik, reaksiyon siiresi, substrat-molar orani ve su miktan) etkili oldugu
diistiniildiigiinden; yorumlanabilmesi igin Tepki Yiizey Metodolojisi ve grafikleri

kullanilmastir.

4.4. Farkl Reaksiyon Kosullarimn Findik Yagina PUFA inkorporasyonuna
Etkilerinin Istatistiksel Acidan Degerlendirilmeleri

Istatistiksel analizlerde STATISTICA 6.0 paket programindan yararlanilarak
bagimsiz degiskenlere karsilik GC’den elde edilen sonuglar; yani bagimh degiskenler

veya tepkiler i¢in “Varyans Analizi” yapilmistir.

Bagimsiz degiskenlerle bagimli degiskenler arasindaki iliskiye bagli olarak lineer ve
kuadratik modellerde etkilerin tahminleri ve katsayilari alinmigtir. Bu degerler Tablo

4.5’te, varyans analizi sonuglari ise Tablo 4.6’da goriilmektedir.
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Tablo 4.4. Tepki Yiizey Metodolojisi kullanilarak gelistirilen deney tasarimina gére

¢alisma sonucunda elde edilen 35 reaksiyon tiriiniiniin yag asidi kompozisyonlari

Yag asitleri (%)
Ornek | 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 20:0 18:4n3 | 20:4n3 | 20:5n3 | 22:6n3
1 543 4.88 1.69 | 73.42 7.38 - - 1.00 - 337 »
2 4.61 5.02 1.27 61.74 7.42 0:23 0.57 2.00 - 7.05 591
3 4.94 2.32 1.81 71.56 | 7.69 0.21 1.19 - 3.53 436
4 5.85 372 1.78 72.55 | 6.89 - - 1.74 - 3.57 -
3 5,03 1.95 1.86 PRI 8.56 - 0.20 0.47 - 1.97 131
6 4.86 247 1.91 75.20 7.84 - 0.26 0.81 - 2.93 1.82
7 5.10 225 1.79 76.57 8.30 - 0.22 0.56 - 2.24 1.38
8 4.91 1.94 1.79 71.69 7.92 0.02 0.29 111 0.30 3.77 4.16
9 4.25 0.85 1.76 67.03 7.46 0.14 0.25 1.90 0.56 5.46 8.17
10 5.14 0.71 2.03 69.47 7.34 0.18 - 2.24 - 3.21 7.56
11 5162 130 213 82.94 6.03 - - - - - -
12 4.57 2.82 1.57 63.43 7.06 0.20 0.44 1.80 0.68 6.10 7.49
13 5.26 0.49 1.94 76.00 8.64 0.08 - 1.06 - 1.67 374 |
14 5107 0.89 1.98 71.38 8.13 0.15 0.15 1.62 - 2.84 6.25
15 5.03 1.37 1.89 i) 8.47 0.04 0.19 0.48 - 1587 1592
16 4.86 2.02 1.75 68.83 8.30 0.15 0.35 1.45 0.43 4.45 5.18
k7 5.05 0.54 1.84 75.27 7.73 0.09 0.09 1.30 - 2.60 4.16
18 4.71 0.70 1.75 66.94 7.86 0.21 0.15 239 - 4.48 8.44
19 4.76 0.37 1.94 71.58 8.01 3 : 1.74 2 3.46 6.29
20 4.86 2,18 JL71 69.51 8.00 0.12 0.31 1.32 0.37 4.42 4.81
21 4.44 0.79 1.74 63.27 7.34 0.26 0.18 2.74 0.49 5.49 111:35
|22 4.76 0.41 1.93 73.65 8.19 0.13 0.11 1.41 - 2.78 5.55
23 5.07 2.95 1.85 68.74 8.02 0.10 0.39 1.31 0.37 4.49 4.43
24 4.88 311 1.60 66.06 7.8 0.15 0.46 1.45 0.58 521 5.60
25 4.91 0.61 1.94 1397 Z1:15 0.14 0.20 1.83 - 3.30 4.87
26 4.90 0.46 1.87 76.17 8.47 - - 0.99 - 2.44 885
27 4.90 0.49 1.74 73.00 | 8.16 0.13 0.14 1.40 0.27 3.3 5.03
28 529 0.26 2.10 82.43 9.78 - - 0.15 - - -
29 4.81 0.42 87 73.28 8.81 0.12 0.13 1.38 0.22 3.07 4.85
30 4.55 6.00 1.36 52.10 6.45 0.32 0.74 2.96 1.16 9.88 11.65
31 5.02 239 1.86 1252 8.28 0.10 0.33 1.01 0.28 339 3.98
32 4.88 313 192 68.33 7.82 0.14 0.41 1.45 0.48 4.96 5.36
33 4.77 0.48 1.89 70.50 8.42 0.16 0.14 1.84 - 3.99 6.70
34 5.03 0.75 1.86 68.11 8.61 0.19 0.08 2.14 - 4.88 7.19
35 4.65 0.43 1.83 75.20 8.18 0.09 0.12 1.23 - 2.97 4.38 ]
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Tablo 4.5. Bagimsiz degiskenlerle bagimli degiskenler arasindaki iliskiye bagl
olarak lineer ve kuadratik modellerde etkilerin tahminleri ve katsayilart

Etki | Standart t P 95.% | +95,% | Katsayi
hata degeri degeri giiven giiven
limiti limiti

Ortalama/Intersept 10,8413 1,3378 8,1041 0,0000 8,0508 13,6318 10,8413
Sicaklik (L) 3,2323 1,4281 2,2633 0,0349" 0,2532 6,2114 1,6162
Sicakhk Q) -2,4331 1.3449 -1,8091 0,0855 -5,2386 0.3724 -1,2166 I
Siire (L) 02154 1,4282 0,1508 0.8816 -2,7637 3.1944 0.]0774
Siire (Q) -3,8343 1,3450 -2,8509 0,0099" -6,6398 -1,0288 -1,9171
Mol oram (L) -4,1700 1,4282 -2.9199 0,0085" -7,1491 -1,1909 -2,0850
Mol orani (Q) 1,4885 1,3450 1,1060 0,2819 -1,3180 4,2930 0.74377
Su miktar (L) 1,0962 1,4282 0,7675 0,4517 -1,8829 4,0752 0,5481
Su miktari (Q) -1,6089 1,3450 -1,1963 0,2456 -4.4145 1.1965 -0,8045
Sicakhik*Siire 0,9675 1,8205 0,5314 0,6010 -2.8301 4,7651 0,4838
Sicaklik*Mol oram -0,0625 1,8205 -0,0343 0,9730 -3.8601 3,7351 -0.0312
Sicakhik*Su 1,1750 1,8205 0,6454 0,5260 -2,6226 4,9726 0,5875 |
miktari
Siire*Mol orani 2.2400 1,8205 1,2304 0,2328 -1,5576 6,0376 1,1200
Siire*Su miktar: -1,3425 1.8205 -0,7374 0,4694 -5,1401 2,4551 -0,6713 |
Mol orani1*Su -0,2575 1,8205 -0,1414 0,8889 -4,0551 3,5401 -0,1288
miktar F

*: p<0.05 diizeyinde anlamh
" p<0.01 diizeyinde anlamli
s lbineer
Q: Kuadratik

Olusturulan modele en iyi uyan kuadratik denklem agagida verilmistir. Bu
denklemde “T” sicakligi, “t” reaksiyon siiresini, “m” substrat-molar oranini, “s” ise
su miktarini ifade etmektedir.

%PUFA inkorporasyonu = 10,841 + 1,616*¥T - 1217*T> + 0,108%t -1.917*¢ -
2,085%m + 0,744*m? + 0,548%s -0,805%5” + 0,484+ T*
-0,031*T*m + 0,588*T*s + 1,120%t*m -0,671%t*s -
0,129*m*s

Varyans analizinin sonuglari incelendiginde, sicakhigin lineer etkisi p<0.05
diizeyinde, stirenin kuadratik etkisi ve mol oraninin lineer etkisi p<0.01 diizeyinde
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Buna karsilik, sicakligin kuadratik etkisinin,
stirenin lineer etkisinin, substrat-molar oranmm kuadratik etkisinin, su miktarinin
lineer ve kuadratik etkisinin ve faktérlerin interaksiyonunun istatistiksel acidan
onemli olmadig goriilmiistiir.
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Tablo 4.6. Varyans analizi sonuglar

> Kareler | Serbestlik | Kareler o4 o
Fakdr toplam derecesi | ortalamasi adegerl | i ol
Sicakhk (L) 67,9108 1 67,9108 | 5,1225 | 0,0349*
Sicakhik (Q) 43,3874 1 43,3874 | 3,2727 0,0855
Siire (L) 0,3015 | 0,3015 | 0,0227 0,8816
Siire (Q) 107,7483 | 107,7483 | 8,1274 | 0,0099"
| Mol oram (L) 113,0279 1 113,0279 | 85256 | 0,0085"
Mol orani (Q) 16,2163 1 16,2163 | 1,2232 | 0,2819
Su miktari (L) 7.8101 1 7.8101 | 0,5891 04517 |
Su miktari (Q) 18,9734 1 18,9734 | 14312 0,2456
Sicakhik*Siire 3,7442 1 3,7442 | 0,2824 0,6010
Sicaklik*Mol oram 0,0156 1 0,0156 | 0,0012 0,9730
Sicaklik*Su miktar 55225 1 5,5225 | 0,4166 0,5260
Siire*Mol oram 20,0704 1 20,0704 | 1,5139 0,2328
Siire*Su miktari 7,2092 1 7,2092 | 0,5438 0,4694 |
Mol oram*Su miktari 0,2652 1 0,2652 | 0,0200 | 0,8889
Hata 265,1481 20 13,2574
¥ Kareler top. | 673.3015 34

: p<0.05 diizeyinde anlamh
: p<0.01 diizeyinde anlamh
L: Lineer

Q: Kuadratik

Olusturulan tepki-yiizey modelinde, sicaklik, siire, substrat-molar orani ve su miktari

olmak iizere 4 farkli bagimsiz defisken igin gézlenen minimum ve maksimum

degerler ile kritik degerler Tablo 4.7°de goriilmektedir.

Tablo 4.7. Bagimsiz degiskenlerin kritik degerleri

Gozlenen Gozlenen
minimum deger | Kritik deger | maksimum deger
Sicakhik 32,50 53,66 62,50
Siire 0,00 43,22 72,00
Substrat-Molar oram 1,00 4,15 5,00
Su miktari 0,00 357 6,00

Bagimli degisken i¢in elde edilen modelden yararlamilarak, gozlenen degerlere
kargihk tahmin edilen degerler arasindaki iliskiyi gosteren grafik ise Sekil 4.1°de

verilmektedir.
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Gozlenen dederlere kargilik tahmin edilen degerier
Bagimlh degisken:
EPA+DHA%

Tahmin Edilen Degerler

Gozlenen Degerler

Sekil 4.1. Gozlenen degerlere karsilik tahmin edilen degerler arasindaki
iligkiyi gosteren grafik

Faktorlerin Tepki Yiizey Metodolojisinde elde edilen model denklemde yerine
konmasiyla elde edilen yiizde inkorporasyon oramyla (tahminlenen deger), deney
sonucunda elde edilen veriler (gézlenen degerler) arasindaki iligki biiyiik oranda
lineerlik godstermektedir. Bu durum, olusturulan modelin reaksiyon parametreleri
arasindaki gergek iligkileri gdsterdigini ortaya koymaktadir.

4.5. Sonuglarm Tepki-Yiizey ve izdiisiim Grafikleri ile Yorumlanmasi

Findik yagina inkorpore edilen toplam EPA ve DHA; yani PUFA yiizdesinin sicaklik
ve siireye gore degisimini gosteren izdiigiim (Contour Plot) ve tepki yiizey (Response

Surface) grafikleri Sekil 4.2.a’da ve $ekil 4.2.b’dedir.

Sicaklik ve siirenin %PUFA inkorporasyonu iizerine etkilesimlerinden “maksimum
tepki (maximum response)” olarak tanimlanan izdiisiim grafigi elde edilmigtir
(Montgomery, 1997). Sicaklik ve reaksiyon siiresi, orta noktadan uzaklastik¢a;
PUFA inkorporasyonu diismekte ve inkorporasyon oranindaki diisiis orta noktadan
uzaklagtikga hizlanmaktadir. Findik yagina »-3 ¢oklu doymamis yag asitlerinin
yiizde inkorporasyonun 45-60°C sicaklik araligi ve  24-52 saat siire araliginda
yiiksek oldugu goriilmistiir.
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3D Contour Plot (PUFA sonuc)
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Sekil 4.2.a. Findik yagina %PUFA inkorporasyonunun sicaklik ve siire ile
degisimini gosteren izdiisiim grafigi

Fitted Surface; PUFA%
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Sekil 4.2.b. Findik yagma %PUFA inkorporasyonunun sicaklik ve siire ile
degisimini gosteren tepki ylizey grafigi
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3D Contour Plot (PUFA sonuc)

substrat-molar orani
(findik yagi/menhaden yagi konsantresi, mol/mol)
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Sekil 4.3.a. Findik yagina %PUFA inkorporasyonunun substrat-molar oram ve
sicaklik ile degisimini gosteren izdiigtim grafigi
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Sekil 4.3.b. Findik yagmna %PUFA inkorporasyonunun substrat-molar oram ve
sicaklik ile degisimini gdsteren tepki yiizey grafigi
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Findik yagma % PUFA inkorporasyonunun substrat-molar orani ve sicakliga gore
degisimini gosteren izdiigiim ve tepki yiizey grafikleri Sekil 4.3.a" da ve Sekil 4.3.b°
dedir. PUFA inkorporasyonuna sicaklik ve substrat-molar oraminin etkilesimleri
sonucunda literatiirde “sirt noktasi (saddle point response)” olarak tanimlanan
izdiigiim grafigi elde edilmistir (Montgomery, 1997). Bu etkilesimler birlikte
incelendiginde; substrat-molar oranmin 3-5 oldugu aralikta  gerceklestirilen
reaksiyonlarda, orta noktadan uzaklastikga inkorporasyon azalmaktadir. Ozellikle
disiik  substrat-molar  oranlarinda  (<1.5), inkorporasyon sicakliktan fazla

ctkilenmeksizin yiiksek degerdedir ve degisim hiz1 yiiksektir,

Findik yagma % PUFA inkorporasyonunun su miktar ve sicakliga gore degisimini
gosteren izdiisiim ve tepki yiizey grafikleri Sekil 4.4.a> da ve Sekil 4.4.b° de
verilmigtir.  Su  miktar1  ve sicakhgin  %PUFA inkorporasyonu iizerine
ctkilegimlerinden ~ “maksimum tepki” olarak nitelendirilen izdisim grafigi elde
edilmistir (Montgomery, 1997). Bu etkilesimler géz oniindee bulunduruldugunda,
hem sicaklik hem de su miktar1 orta noktadan uzaklastikga yiizde inkorporasyon
orani azalmaktadir. Inkorporasyon oranindaki azalma hizi orta noktadan uzaklastikca

artmaktadir.

Findik yagna % PUFA inkorporasyonunun siire ve substrat-molar oramina gore
degisimini gosteren tepki yiizey ve izdiisiim grafikleri Sekil 4.5.a’da ve Sekil 4.5.b
de verilmistir. Findik yagina PUFA inkorporasyonuna siire ve substrat-molar
oraninin etkilesimleri sonucunda literatiirde “sirt noktasi” olarak tanimlanan izdiisiim
grafigi elde edilmistir (Montgomery, 1997). Calismada gozlenen degerler arahginda,
diigiik substrat-molar oranlarinda (<2.5 mol/mol) siireden fazla etkilenmeksizin
ylizde inkorporasyon oranmmn yiiksek oldugu soylenebilir. Siire orta noktadan
uzaklastik¢a inkorporasyon yiizdesi diigmektedir. Kisa reaksiyon siirelerinde ise,

substrat-molar orani arttik¢a, inkorporasyon yiizdesi azalmaktadir.

Findik yagma % PUFA inkorporasyonunun siire ve su miktarina gére degisimini
gosteren tepki yiizey ve izdiisim grafikleri Sekil 4.6.a” da ve Sekil 4.6.b" dedir.
Reaksiyon siiresi . ve su miktarinin  %PUFA inkorporasyonu  iizerine
etkilegimlerinden  “maksimum tepki” olarak tanimlanan izdisim grafigi elde
edilmistir (Montgomery, 1997). Siire ve su miktarinin etkisi beraber incelendiginde,

orta noktadan uzaklastikga PUFA’ nin inkorporasyon yiizdesi azalmaktadir.
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Inkorporasyon oranindaki azalma, orta noktadan uzaklasildik¢a hizlanmaktadir. Siire

ve su miktar arasindaki iliskiyi gosteren grafikte, oldukga genis bir aralikta yiiksek
inkorporasyon yiizdelerine ulagildig1 goriilmiistiir.

3D Contour Plot (PUFA sonuc)

su miktari (gr/gr %)

30 35 40 45 50 55 60 B2
sicaklik €C)

Sekil 4.4.a. Findik yagina %PUFA inkorporasyonunun su miktar1 ve sicaklik ile
degisimini gosteren izdiigiim grafigi

Fitted Surface (PUFA%)

ouphee S 30
sere®

fmrer
‘9.

Sekil 4.4.b. Findik yagina %PUFA inkorporasyonunun su miktar1 ve sicaklik ile
degisimini gosteren tepki yiizey grafigi
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3D Contour Plot (PUFA sonuc)
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Sekil 4.5.a. Findik yagina %PUFA inkorporasyonunun siire ve substrat molar orani
ile degisimini gésteren izdiisiim grafigi
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Sekil 4.5.b. Findik yagina %PUFA inkorporasyonunun siire ve substrat-molar orani
ile degisimini gdsteren tepki yiizey grafigi

Findik yagina inkorpore edilen PUFA miktarinin su miktar1 ve substrat-molar
oranina gore dedisimini gosteren tepki yiizey ve izdiisiim grafikleri Sekil 4.7.a° da ve
Sekil 4.7.b> dedir. PUFA inkorporasyonuna su miktari ve substrat-molar oraninin
etkilesimleri sonucunda literatiirde “sirt noktasi” olarak tanimlanan izdiistim grafigi

elde edilmistir (Montgomery, 1997). inkorporasyonun su miktar1 ve substrat-molar
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oranina gore degisiminin incelendii grafikte, substrat-molar oran 1,5 mol/mol’un

altinda iken, inkorporasyon yiizdesi su miktarindan fazla etkilenmeksizin yiiksek
degerlere ulagsmistir.

3D Contour Plot (PUFA sonuc)

siire (saat)

su miktari (gr/gr %)

Sekil 4.6.a. Findik yagma %PUFA inkorporasyonunun siire ve su miktar ile
degisimini gosteren izdiigiim grafigi

Fitted Surface (PUFA%)
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Sekil 4.6.b. Findik yagina %PUFA inkorporasyonunun siire ve su miktari ile
degisimini gosteren tepki yiizey grafigi
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3D Contour Plot (PUFA sonuc)
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Sekil 4.7.a. Findik yagma %PUFA inkorporasyonunun su miktar1 ve substrat-
molar oram ile degisimini gosteren izdiisiim grafigi
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Sekil 4.7.b. Findik yagina %PUFA inkorporasyonunun su miktari ve substrat-
molar oram ile degisimini gdsteren tepki ylizey grafigi
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Sonuglarin genel olarak yorumlanmasinda, substrat-molar oraninin diisiik oldugu
kosullarda sicakliktan, stireden ve su miktarindan fazla etkilenmeksizin yiizde
inkorporasyon oraninin yiiksek oldugu soylenilebilir. Gozlenen deger araligi soz
konusu olmak kaydiyla, sicakhgm siire ve su miktar ile olan iligkisinde orta nokta

yakininda inkorporasyon orani géreceli olarak yiiksek degerlerdedir.

Bu ¢alismada, literatiir verilerine dayanarak reaksiyon verimini etkileyen faktorler,
sicaklik siire, substrat-molar orani ve su miktart olarak segilmistir. Tablo 4.6°daki
sonuglar da goz oniinde bulunduruldugunda, ozellikle sicaklik ve stirenin PUFA
inkorporasyonu tizerinde istatistiksel agidan ¢nemli oldugu gériilmiistiir, bununla
birlikte her enzim i¢in ¢aligma ortamindaki optimum sicaklik degisebileceginden,

deneysel olarak belirlenmelidir.

Calismada, genel olarak sicakligin artmasi PUFA inkorporasyonunu arttirmis, ancak,
ulastlan optimum noktadan daha yiiksek sicakliklarda inkorporasyon yiizdesi
azalmistir. Yapilan diger ¢alismalarda da benzer sonuglar elde edilmis ve enzimatik
reaksiyonlarda, optimum bir hiza ulasana kadar, ortam 1sindik¢a enzim aktivitesinin
arttign ve sicakliktaki artisin agil migrasyonunu hizlandirdigini belirtilmistir (Mu ve
dig.,1998; Xu ve dig. 1998). Enzim aktivitesinin sicaklikla degisim nedenine iligkin
literatirde farkli yorumlar bulunmaktadir. Wanasundara ve Shahidi (1999), bu
durumu enzimi {i¢ boyutlu seklinde tutan hidrojen baglarinin ve diger zayif ¢ekim
kuvvetlerinin, n;cvrccicki sicaklik degisimlerine hassas olmalariyla agiklar. Sicakhigin
artmasiyla inkorporasyon yiizdesindeki artigin nedeni olarak, sicaklikla iligkili olarak
substratin viskozitesinin diismesiyle beraber substrat ve enzim arasindaki temasin
gelismesi gosterilmektedir (Mu ve dig.,1998; Xu ve dig., 1998). Ancak, 60°C" gibi
ulasilan optimum noktadan yiiksek sicakliklarda, reaksiyon hizinin artmayip, hatta
bir miktar azalmasi da, ¢oklu doymamis yag asitlerinin 1s1l bozunmaya ugramasi ve
ayrica, ¢ok yiiksek sicakliklarda lipaz enzimin geri doniigsiiz olarak denature olacagi

seklinde a¢iklanabilir.

Yaglarm enzimatik modifikasyon reaksiyonlarinda siirenin etkisinin bilinmesi, hem
reaksiyonun gelisiminin incelenmesi, hem de yitksek verim elde edilen en kisa
siirenin belirlenerek proses igin iiretim maliyetinin diisiiriilmesi agisindan énemlidir.

(Senanayake ve Shahidi 1999; Akoh ve Moussata 1998).
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Bu c¢alismada 30-40 saatlik reaksiyon siirelerinin yeterli oldugu goriilmiistiir.
Bununla birlikte, literatiirde optimum reaksiyon siiresinin kullanilan enzim ve
substrat miktari ve ‘cinsi gibi pek ¢ok faktorden etkilenerek, farklihk gosterdigi
belirtilmistir. Boraj yaginin yapisina DHA'nin Candida antarctica lipazi varhginda
inkorpore edildigi ¢alismada, 24 saatten sonra bir degisim goézlenmezken, yine
Candida antarctica lipazi varhginda boraj yagina EPA ve kaprik asitin inkorpore
edildigi ¢ahsmada 40 saat optimum reaksiyon siiresi olarak gosterilmistir (Namal

Senanayake ve Shahidi, 1999: Akoh ve Moussata 1998).

Yaglarin enzimatik yontemlerle modifiye edilerek triagilgliserol yapilarina esansiyel
yag asitlerinin ilave edildikleri reaksiyonlarda, son iiriinde istenen esansiyel yag asidi
miktarma gore substratlarm; yani orijinal yag ve inkorpore edilecek esansiyel yag

asidinin molar oraninin ayarlanmast miimkiin olmaktadir.

Bu ¢alismada genel olarak, substrat-molar oranmm (findik yagi/menhaden yag:
konsantresi) diisiik oldugu kosullarda, yani #-3 ¢oklu doymanus yag asitlerinin mol
miktarlarinin yiiksek oldugu durumlarda diger faktorlerden fazla etkilenmeksizin

yiizde inkorporasyon oraninin yiiksek oldugu soylenebilmektedir.

Calisma sonuglarimiza benzer olarak Namal Senanayake ve Shahidi (1999), substrat
olarak boraj yagi ve DHA, Akoh ve Moussata (1998), boraj yag1 ve EPA, yine Akoh
ve dig. (1996), guhagicegi yag ve EPA kullandiklar ¢alismada benzer bir sonuca
ulasarak; n-3 ¢oklu doymamis yag asidi mol sayist arttik¢a inkorporasyon oraninin

arttigini bildirmiglerdir.

Mu ve dig. (1998), yag ve yag asidi arasindaki molar oranin inkorporasyon ve agil
migrasyonuna ctkisini inceledikleri ¢alismada, yag asidinin mol miktarinin arttik¢a
inkorporasyonun da arttigint bildirmislerdir. Ayni caligmada, yiksek bir molar oran
secilerek reaksiyon hizinin artirilabilecegi ve siire kisalacag igin agil migrasyonunun

da azaltilabilecegi 6nerilmistir.

Ancak Jennings ve Akoh (2000), inkorpore edilecek olan yag asidinin agirt miktarda
kullanilmasinin maliyeti artirmanin yanisira, lipaz inhibisyonuna neden olabilecegini
ve modifikasyon reaksiyonu endiistriyel 6lgekte gerceklestirildiginde ortamdaki fazla
yag asidinin uzaklastirllmas: isleminin Griin  veriminin de azalmasina neden

olabilecegini éne stirmiislerdir.
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Lipazla katalizlenen reaksiyonlar tersinir reaksiyonlardir; yani hem hidroliz hem de
esterifikasyon gergeklesmektedir. Hidrolizde su tepkimeye girerken, esterifikasyonda
bir iirtin olmaktadir, Bu yiizden karisimdaki su miktari reaksiyonun hangi yénde
gelisecegini (reaksiyonun dengesini) etkilemektedir. Ayrica enzimatik reaksiyonlarda
enzimin ii¢ boyutlu yapisimin korunmasi igin suyun ortamda mevcut olmasi
gerekmektedir; ancak fazla miktarda suyun sentez yerine hidrolize yol agarak iiriin

verimini diisiirecegi de g6z dniinde bulundurulmasi gereken 6nemli bir faktordiir.

Candida antarctica lipazi kullanilarak bitkisel yaglara ve tohum yaglarina n-3 goklu
doymamus yag asitlerinin inkorpore edildikleri ¢alismalarda fazla miktarda suyun
inkorporasyon oranini diigtirdiigii bildirilmistir. Enzimatik reaksiyonun baslangi¢
asamalarinda eklenen suyun reaksiyon hizini artirdigi ve siireyi kisalttigi; ancak daha
ilerleyen asamalarda diagilgliserol olusumundaki artismin, triagilgliserollerin
olusumuna izin vermedigi de belirtilmistir (Akoh ve Moussata, 1998; Huang ve
Akoh, 1994). AyrlcalXu ve dig. (1998), yaptiklar bir ¢alismada fazla miktarda suyun
enzim aktivitesi ve stabilitesi {izerinde olumsuz etkilerinin  bulundugunu
bildirmislerdir.

Bu ¢alismada, findik yagina uzun zincirli #n-3 ¢oklu doymamig yag asitlerinin yiizde
inkorporasyonun oranina sicaklik, reaksiyon siiresi, substrat-molar orani ve su
miktari gibi faktorlerin etkileri incelenmistir. Tiim deney setlerinden elde edilen
veriler gdz oniinde bulunduruldugunda, %21.53 ile en yiiksek inkorporasyon
oraninin clde edildigi kosullarin, 47.5°C sicaklik, 36 saat reaksiyon siresi, 1:1

substrat-molar orani ve agirlik¢a %3 (gr/gr) su miktar oldugu goriilmiistiir.
Faktorlerin etkilesimleri gosteren tepki yiizey grafikleri degerlendirildiginde,
optimum sicaklik araliginin 45-60°C, reaksiyon siiresi araliginin 30-40 saat, substrat-

molar orani araliginin (findik yagi/menhaden yag1 konsantresi, mol/mol) 1:1-2:1, su

miktart arah@mm ise %3-5 (gr/gr) oldugu soylenebilir.
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5.SONUC

Ulkemiz, findik @iretiminde diinya tilkeleri arasinda ilk sirada yer almaktadir. Ulusal
ekonomimize biiylk katkisi bulunan findik ve findik yagi, ayni zamanda esansiyel
yag asitleri ve fitosteroller, mineraller, vitaminler, vb. gibi bazi bilesenler agisindan

zengin olmasi bakimindan saglik agisindan faydali bir Griindiir.

Son yillarda yapilan klinik ¢alismalarda uzun zincirli omega-3 ¢oklu doymamis yag
asitlerinin diyetle alindiginda kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, yiksek tansiyon,

seker hastaligi ve depresyon tizerinde etkili oldugu ispatlanmis bulunmaktadir.

Bu ¢ahsmada, geleneksel bir tirtiniimiiz olan findik yaginn lipaz enzimi kullanilarak
n-3 ¢oklu doymamus yag asitlerince zenginlestirilmesi ve saglik agisindan daha
faydali fonksiyonel bir tiriin haline getirilmesi ve zenginlestirmede ¢esitli reaksiyon

parameterelerinin etkisinin incelenmesi amaglanmistir.

Calismada substrat olarak yerel marketlerden temin edilen findik yagi ve iire
fraksiyonlama metodu ile elde olunan menhaden yagi konsantresi kullamilnus ve

asidoliz reaksiyonu Novozyme 435 enzimi varliginda gerceklestirilmistir.

Elde edilen reaksiyon iiriinlerine kolon kromatografisi ve ince tabaka kromatografisi
uygulanarak triagilgliserol fraksiyonlart ayrilmuig ve bu fraksiyonlar yag asidi metil
esterlerine  doniistiiriilerek yag asidi  kompozisyonlari gaz kromatografisi ile
analizlenmistir. Sonug olarak firiinlerin yag asidi kompozisyonunun orijinal findik

yagimin yag asidi kompozisyonundan farkli oldugu goriillmiistiir.

Findik yagi ve menhaden yag: konsantresinin lipaz enzimi ile katalizlenmis asidoliz
reaksiyonunda, genel olarak, substrat-molar orammin disiik oldugu kosullarda
sicaklik, reaksiyon siiresi ve su miktarindan bagimsiz olarak yiizde inkorporasyon
oraninin yiiksek oldugu soylenebilmektedir. Gozlenen deger arahf soz konusu
olmak kaydiyla, sicakligin siire ve su miktari ile olan iligkisinde orta nokta yakininda

inkorporasyon oraninin géreceli olarak yiiksek degerlerde oldugu goriilmiistiir.

Tiim deney setlerinden elde edilen veriler géz éniinde bulunduruldugunda, %21.53

ile en yiiksek inkor;;orasyon oraninin elde edildigi kosullarin, 47.50C sicaklik, 36
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saat reaksiyon siiresi, 1:1 substrat-molar orani ve agirlikga %3 (gr/gr) su miktar

oldugu goriilmiistiir.

Findik yagina uzun zincirli n-3 ¢oklu doymamus yag asitlerinin yiizde
inkorporasyonun oranimna sicaklik, reaksiyon siiresi, substrat-molar oran1 ve su
miktari gibi faktorlerin etkilerini gosteren tepki yiizey grafikleri degerlendirildiginde,
optimum sicaklik ara’hgmm 45-60°C, reaksiyon siiresi araliginin 30-40 saat, substrat-
molar orani araliginin (findik yagi/menhaden yag: konsantresi, mol/mol) 1:1-2:1, su

miktar1 arahginin ise %3-5 (gr/gr) oldugu soylenebilir.

45



6. KAYNAKLAR

Akoh, C.C., 2002. Structured Lipids, in Food Lipids, pp. 877-908, Eds. Akoh, C.C.

Akoh, C.C. and Moussata, C.0., 2001. Characterization and oxidative stability of
enzimatically produced fish and canola oil-based structured lipids,
Journal of the American Oil Chemists' Society, 78 (1), 25-30.

Akoh, C.C. and Moussata, C.0., 1998. Lipase-catalysed modification of borage oil:
incorporation of capric acid and eicosapentacnoic acids to form
structured lipids, Journal of the American Oil Chemists' Society, 75
(6), 697-701.

Akoh, C.C., Jennings, B.H. and Lillard, D.A., 1996. Enzymatic modification of
evening primroser oil: incorporation of n-3 polyunsaturated fatty
acids, Journal of the American Oil Chemists’ Society, 73 (8), 1059-
1062.

AOAC, 1990. Fatty Acids in Oils and Fats, Preperation of Methyl Esters in Boron
Trifluoride Method: Method 969.33, Ch. 40, in Official Methods of
Analysis, pp. 963-964, 15" ed. Association of Official Analytical
Chemists, Inc., Virginia, USA.

Cerdan, L.E., Medina, A.R., Gimenez, A.G., Gonzalez, M.J.I., and Grima, E.M.,
1998. Synthesis of polyunsaturated fatty acid-enriched triglycerides by
lipase-catalyzed esterification, Journal of the American Oil Chemists’
Society, 75 (10), 1329-1337.

Bell, S.J., Dondeena, B., Forse, R.A., and Bistrian, B.R., 1997. The new dicatary
fats in health and disease, Journal of the American Dietetic
Association, 97 (3), 280-286.

Diks, R.M.M., and Bosley, J.A., 2000. The Expoliation of Lipase Selectivities for
the Production of Acylglycerols, in Enzymes in Lipid Modification,
pp. 3-22, Ed. Bornscheuer, U.T. Wiley-VCH, Weinheim.

Dziezak, J.D. 1990. Taking the Gamble out of Product Development. Food
Technology. 44(6) 109-110, 112-117.

Garcia, H.S., Arcos, J.A., Ward, D.J. and Hill, C.G. Jr, 2000. Synthesis of lipids
containing n-3 fatty acids and conjugated linoleic acid by solvent-free

acidolysis of fish oil, Biotechnology and Bioengineering, 70 (5), 587-
591.

Gunstone, F.D., 2002. Food Applications of Lipids, in Food Lipids, pp. 729-750,
Eds. Akoh, C.C. and Min, D.B. Marcel Dekker, Inc., New York.

Gunstone, F.D., 200la. Why Are Structured Lipids and New Lipid Sources
Required, in Structured and Modified Lipids, pp. 1-9, Ed. Gunstone,
F.D. Marcel Dekker, Inc., New York.

46



Gunstone, F.D., 2001b. Procedures Used for Lipid Modification, in Structured and
Modified Lipids, pp. 11-36, Ed. Gunstone, F.D. Marcel Dekker, Inc.,
New York.

Hills, M.J., Kiewitt, I. and Mukherjee, K.D., 1990. Enzymatic fractionation of
fatty acids: Enrichment of y-linolenic acid and docosahexaenoic acid

by selective esterification catalysed by lipases, Journal of the
American Oil Chemists’ Society, 67 (9), 561-563.

Hey, C.E., and Xu, X., 2001. Structured Triacylglycerols, in Structured and
Modified Lipids, pp. 209-239, Ed. Gunstone, F.D. Marcel Dekker,
Inc., New York.

Huang, K., and AkohC.C., 1994. Lipase-catalyzed incorporation of n-3
polyunsaturated fatty acids into vegetable oils, Journal of the
American Oil Chemists’ Society, 71 (11), 1277-1280.

Jennings, B.H. and'Akoh, C.C., 2001. Lipase catalyzed modification of fish oil to
incorporate capric acid, Food Chemistry, 72 (2001), 273-278.

Jennings, B.H., and Akoh, C.C., 2000. Lipase-catalysed modification of rice bran
oil to incorporate capric acid, Journal of Agricultural and food
Chemistry, 48 (9), 4439-4443,

Jennings, B.H., and Akoh, C.C., 2000. Lipase-catalysed modification of sesame oil
to incorporate capric acid, Journal of Food Lipids, 7 (1), 21-30.

Jennings, B.H., and Akoh, C.C., 1999. Enzymatic modification of triacylglycerols
of high eicosapantaenoic and docosahexaenoic acids content to
produce structured lipids, Journal of the American Oil Chemists’
Society, 76 (10), 1133-1137.

Kuan-Hsiang-Huang, and Akoh, C.C., 1994. Lipase-catalyzed incorporation of n-3
polyunsaturated fatty acids into vegetable oils, Journal of the
American Oil Chemists’ Society, 71 (11), 1277-1280.

Kuan-Hsiang-Huang, Akoh, C.C., and Erickson, M.C., 1994. Enzymatic
modification of melon seed oil: incorporation of eicosapentaenoic
acid, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 42 (11), 2646-
2648.

Lipp, M. and Anklam, E., 1998. Review of cocoa butter and alternative fats for use
in chocolate — Part A. Compositional data, Food Chemistry, 62 (1),
73-97.

Maehr, H., Gladys, Z. and Coffen, D.L., 1994. Enzymic enrichment of n-3 fatty
acid content in fish oils, Journal of the American Oil Chemists’
Society, 71 (5), 463-467.

McNeill, G.P., Ackman, R. and Moore, S.R., 1996. Lipase-catalyzed enrichment of
long-chain polyunsaturated fatty acids, Journal of the American Oil
Chemists’ Society, 73 (11), 1403-1407.

Montgomery, D.C.,. 1997. Design and Analysis of Experiments. 4th Edition. John
Wiley & Sons, New York.

47



Mukherjee, K.D. and Kiewitt, I., 1996. Enrichment of very-long-chain mono-
unsaturatedfatty acids by lipase-catalysed hydrolysis and
transesterification, Applied Microbiological Biotechnology, (1996) 44:
557-562.

Mu, H., Xu, X.,"and Hey, C.E. 1998. Production of specific-structured
triacylglycerols by lipase-catalyzed interesterification in a laboratory-
scale continious reactor, Applied Journal of the American Oil
Chemists’ Society, 75 (9): 1187-1193.

Namal Senanayake, S.P.J. and Shahidi, F., 2002. Positional distribution of fatty
acids in triacylglycerols of enzymatically modified borage and
evening primrose oils, Lipids, 37 (8), 803-810.

Namal Senanayake, S.P.J. and Shahidi, F., 1999. Enzymatic incorporation of
docosahexaenoic acid into borage oil, Journal of the American Oil
Chemists’ Society, 76 (9), 1009-1015.

Osborn, H.T., and Akoh, C.C. 2002. Structured lipids-novel fats with medical,
nutraceutical, and food applications, Comprehensive Reviews in Food
Science and Food Safety, Vol 3, 2002, 93-103.

Osorio, N.M., Ferreira-Dias, S., Gusmio, J.H. and da Fonseca, N.M.R., 2001.
Response surface modelling of the production of -3 polyunsaturated
fatty acids-enriched fats by a commercial immobilized lipase, Journal
of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 11 (2001), 677-686.

Ozocak, A., 2003. Gikolatalarda Kakao Yag1 Ikamelerinin Tesbiti. Yiiksek Lisans
Tezi, I.T.U. Fen Bilimleri Enstitiisti, Istanbul.

Ozgelik, B., ve Karaali, A. 2002. Omega-3 yag asitleri ve saghigimiz, Gida 2000,
2002 (1), 34-38.

Paez, B.C., Medina, A.R., Rubio, F.C., Moreno, P.G. and Grima, E.M., 2002.
Production of structured triglycerides rich in n-3 polyunsaturated fatty
acids by the acidolysis of cod liver oil and caprylic acid in a packed-

bed reactor: equilibrium and kinetics, Chemical Engineering Science,
57 (2002), 1237-1249.

Puiggros, C., Chacon, P., Armadans, L.I.,, Clapes, J., and Planas, M., 2002.
Effects of oleic-rich and omega-3-rich diets on serum lipid pattern and
lipid ‘oxidation in mildly hypercholesterolemic patients, Clinical
Nutrition, 21 (1), 79-87.

Rakshit, S.K., Vasuhi, R. and Kosugi, Y., 2000. Enrichment of polyunsaturated
fatty acids from tuna oil using immobilized Pseudomonas fluorescens
lipase, Bioprocess Engineering, 23 (2000), 251-255.

Shimada, Y., Suenaga, M., Sugihara, A., Nakai, S. and Tominaga, Y., 1999.
Continuous production of structured lipid containing y-linolenic and
caprylic acids by immobilized Rhizopus delemar lipase, Journal of the
American Oil Chemists’ Society, 76 (2), 189-193.

Shimada, Y., Sugihara, A., Nakano, H., Yokota, T., Nagao, T., Komemushi, S.
and Tominaga, Y., 1996. Production of structured lipids containing
essential fatty acids by immobilized Rhizopus delemar lipase, Journal
of the American Oil Chemists’ Society, 73 (11), 1415-1420.

[

48



Thompson, D., 1982. Response Surface Experimentation. Journal of Food
Processing and Preservation, (6), 155-188.

Wanasundara, U.N., and Shahidi, F., 1999. Concentration of omega-3
polyunsaturated fatty acids of seal blubber oil by urea complexation:
optimization of reaction conditions, Food Chemistry, 65 (1999), 41-
49,

Willis, W.M., and Marangoni, A.G., 2002. Enzymatic Interesterification, in Food
Lipids, pp. 839-875, Eds. Akoh, C.C. ve Min, D.B. Marcel Dekker,
Inc., New York.

Willis, W. M., Lencki, K.W., and Marangoni, A.G., 1998. Lipid modification
strategies in the production of nutritionally functional fats and oils,
Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 38 (8), 639-674.

Xu, X., Skands, A.R.H., Hoy, C.E., Mu, H., Balchen, S., and Nissen, J.A., 1998.
Production  of  specific-structured  lipids by  enzymatic
interesterification: elucidation of acyl migration by response surface
design, Journal of the American Oil Chemists’ Society, 75 (9), 1179-
1186.

Xu, X., Fumoso, L.B. and Akoh, C.C., 2000. Modification of menhaden oil by
enzymatic acidolysis to produce structured lipids: optimization by
responce surface design in a packed bed reactor, Journal of the
American Oil Chemists’ Society, 77 (2), 171-176.

49



OZGECMIS

1980 y1linda Malkara’da dogdu. 1998 yilinda Umraniye Anadolu Lisesi’nden mezun
oldu. 1998-2002 yillart arasinda Istanbul Teknik Universitesi Kimya-Metalurji
Fakiiltesi Gida Miithendisligi Boliimiinde lisans egitimini tamamlayarak 2002 yilinda
ayn1 bolimde yiiksek lisans egitimine bagladi. 2002 yilindan itibaren ayni béliimde

Arastirma Gorevlisi olarak ¢alismaktadir.



