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BORAJ YAGININ COREKOTU ( NIGELLA SATIVA L. LIiPAZI iLE
HIDROLIZI VE y-LINOLENIK ASITiN ZENGINLESTIRILMESI

OZET

v - linolenik asit (18:3 n-6; cis, cis, cis-6, 9, 12-oktadekatrienoik asit) (GLA), insanlar
ve diger memeli hayvanlarda, linolenik asidin A6-desaturaz enzimi ile desaturasyonu
sonucunda olusan ve daha sonra prostaglandin, tromboksan ve l6kotrien sinifi
bagisiklik saglayan ve iltihaplanmayr Onleyici hormonlara ddniisen Snemli bir ara
metabolittir. GLA” nin direkt olarak kullamlmasiyla egzama gibi deri hastaliklarimn,
romatizmal eklem iltihablarinin  ve seker hastaliginda gGzlenen néropati
sikayetlerinin tedavisinde etkili sonuglar alinmigtir. Ayrica GLA ‘nin kolesterol
metabolizmasini diizenledigi, tansiyon dilgiiricli etkisinin bulundugu ve bazi kanser
tiirlerinde timdr gelisimini de durdurdugu sonucuna varilmistir. Bu &zelliklerinden
dolayt GLA saghk ve gida alanlarinda kullanimi ve dnemi giderek artan bir asit
olmugtur. Glinlimtzde bu degerli yag asidinin kaynaklarindan saflastirilarak zengin
konsantreler halinde elde edilmesi {izerine olan ¢aligmalarin sayismnin hizla artti}
gozlenmektedir. GLA’ nin boraj, evening primrose gibi yaglardan konsantre edilmesi
i¢in gesitli ydntemler denenmektedir. Bu ydntemler arasinda 6n sirada yaglarin lipaz
enzimi katalizOrligiinde segimli hidroliz, se¢imli esterlesme veya alkoliz
reaksiyonlart yer almaktadir. Enzimatik reaksiyonlarda esas olarak mikrobiyal
enzimler kullaniimakta olup bitkisel lipazlar ile sayih ¢aliymaya rastlanmistir.

Bu ¢alimada, boraj yagindan ¢drekotu bitkisel lipazi kataliz6ritigiinde enzimatik
hidrolizi yoluyla GLLA’ ca zengin firlinler eldesi amaglanmistir. Caligmanin ilk
bdliminde, hidroliz reaksiyonlarinda kullanilan enzimin ¢6rekotu tohumlarindan
ekstraksiyonu ve amonyum siillfat ile ¢Oktiirme yoluyla kismen saflagtiriimast
tizerinde cahigilmistir. Igerisinde % 1 triton bulunan distile suyun en uygun
ekstraksiyon ¢8zlcisit oldugu ve bu ¢dzliclt sistemiyle eclde edilmis lipaz
ekstraktindan enzimin ¢6ktiiriiimesinde %35 amonyum sillfat doygunluk derecesinde
calistimasinin uygun olacagt belirlenmistic. Daha sonra, belirlenen bu optimum
kosullarda hazirlanmig enzim boraj yaginin hidroliz reaksiyonlarinda kullaniimigtir.
Proses parametrelerinin (hidroliz sliresi ve enzim konsantrasyonu) hidroliz
reaksiyonunun ylrlylsiine ve hidroliz {irtnlerinde GLA zenginlesmesine olan
etkileri incelenerek optimum kosullar saptanmigstir.

Boraj yaginin ¢8rekotu lipazi ile se¢imli hidroliz reaksiyonlarinda, lipazin GLA’ ya
karst negatif segicilik gOsterdigi belirlenmistir. Ozellikle 163 - 490 U/g yag enzim
konsantrasyonlarinda yliritllmis hidroliz reaksiyonlarinda, GLA ’'nmin hidroliz
tirtinlerinden Digliserid (DG) ve Trigliserid (TG) fraksiyonlarinda zenginlestigi
saptanmugtir. En iyi sonuglar 326 U/g yag enzim miktarinda elde edilmis olup, 8 saat
sonunda, orijinal boraj yaginda % 21,9 oraminda bulunan GLA’ nin TG ve DG
fraksiyonlarindaki yllzdesi sirasiyla % 29,6 ve % 41,8 ‘e ylkselmistir. Bu degerler,
GLA’ nin TG’ de % 35, DG’ de ise % 91 zenginlesebildigini gdstermektedir.

~RETIM KURULY

TORTMANTARYON



THE HYDROLYSIS OF BORAGE OIL BY BLACK CUMIN (NIGELLA
SATIVA L.) LIPASE AND CONCENTRATION OF y-LINOLENIC ACID

SUMMARY

y - linolenic acid (18:3 n-6; cis, cis, cis-6, 9, 12-octadecatrienoic acid) (GLA) is an
important intermediate precursor formed by desaturation of linoleic acid with A6
desaturase enzyme and then converted into local hormones like prostaglandins,
tromboxanes, and leukotrienes enabling immunological and inflammatory response
in humans and other mammals. It has been observed that direct use of GLA was
effective in curing of eczema, rhematoid arthritis and neuropatic complaints seen in
diabetes. In addition, it has also been proved that GLA played an important role in
the regulation of cholesterol mctabolism and hypertension, and inhibition cffect on
the tumor development in some cancer cases. Therefore, GLA has become one of the
important polyunsaturated fatty acids in health and food industry. Nowadays the
large number of studies has been performed on the concentration of this valuable
fatty acid from its known sources. Several methods has been used to concentrate
GLA from the oils like borage and cvening primrosc oils. Lipasc-catalysed
enzymatic reactions of oils, such as sclective hydrolysis, selective esterification or
alcoholysis rank first among the methods. Generally, microbial enzymes are used in
enzymatic reactions. However, only a limited number of studics conducted with plant
lipases has been encountered in the scientific literature.

In this study, to obtain the GLA- rich products by the ¢enzymatic hydrolysis of borage
oil with black cumin (Nigella sativa L.) seed lipase was aimed. At the first part of the
study, the extraction of lipase from seeds and its subsequent partial purification by
the precipitation with ammonium sulphate were studied. Distilled water with 1 %
triton was found to be the most suitable solvent for extraction. Optimum ammonium
sulphate saturation level was established as 35 % for the precipitation of the
extracted enzyme. The enzyme samples prepared at optimum conditions have been
later used in hydrolysis reactions of borage oil. The effects of process parameters
(hydrolysis time and enzyme concentration) on the course of hydrolysis reaction and
on the enrichment of GLA in the hydrolysis products were investigated and the
results were optimized.

In the selective hydrolysis reactions of borage oil with Nigella sativa lipase, lipase
apparently exhibited a negative specificity toward GLA. GLA was concentrated in
the Diglyceride (DG) and Triglyceride (TG) fractions of the hydrolysis products,
particularly at 163 — 490 U/g oil enzyme concentrations. Best results were obtained
at 326 U/g oil enzyme concentration. After 8 h, the level of GLA was raised from
21.9 % in the original borage oil to 29.6 % and 41.8 % in the TG and DG fractions,
respectively. These values indicated that GLA was enriched 35 % and 91 % in TG
and DG fractions, respectively.



1. GIRIS VE AMAC

Aksam sefas1 veya Cuha ¢igedi (Evening Primrose), boraj (Borage), Frenk iziimii
(Blackcurrant) bitkileri tohumlarinda dogal olarak bulunan gamma-linolenik asidin
(18:3 n-6; GLA), insan viicudunun bagisiklik sistemini ve kolesterol metabolizmastnt
olumlu etkilemesi, kan basincim diislirici etki yapmas: ydniiyle yliksek tansiyon
hastalarinin tedavisinde kullanilabilmesi, bazi kanser tiirlerinde tiimdr gelisimini
durdurmasi, egzama ve benzeri deri hastaliklarinin tedavisinde etkili olmasindan

dolay1 tip ve gida alaninda Snemi gittikge artan yag asitleri sinifina dahil olmustur.

Besin ve tibbi agidan yukarnida belirtilen nedenlerden dolayr dneminin artmasi, GLA®
nin kaynaklarindan saflagtirilmasi, zenginlestirilmesi Uzerine olan ¢alismalari da
hizlandirmigtir. Literatirde, bu konuda ¢ok sayida ydntemin teklif edildigi ve
uygulandifr gorillmektedir. Belirtilen yontemler arasinda en iyi sonuglar alinan ve
endistriyel dretimde de Uimit vadeden ydntem enzimatik yol takip edilerek GLA’ mn
zenginlegtirilmesidir. Bu ydntemlerde, yaglar lipaz enzimi varliginda segimli
hidroliz, segimli esterlesme, alkoliz gibi reaksiyonlara tabi tutulmaktadir. Ancak bu
caliymalarda ticari mikrobiyal enzimlerin kullanildigi ve bu alanda bitkisel lipazlar

ile detayli bir galiymamn yuritilmedigi gdzlenmistir.

Bu nedenle bu caligmada, ilk kez boraj yagimin bitkisel bir lipaz ile hidrolizi
sistematik olarak incelenmesi ve GLA’ ca zengin (riinler eldesi amaglanmistir,
Caliymada bitkisel lipaz olarak ¢orekotu (Nigella sat.iva L.)tohumlarindan elde
edilmis ve kismi saflagtinimig lipaz Ornekleri kullamlmistir. Tezimizde Once
tohumlardan lipazin ekstraksiyonu ve amonyum siilfat ile ¢Sktiirilmesi detayh olarak
incelenmigtir. Daha sonra optimum kosullarda hazirlanmig enzim preparatlari ile
hidroliz deneyleri ylritiilmiy, miimkiin oldugu kadar yilksek verimle ve yliksek
ylzdede GLA igeren Urlinler eldesi igin uygulanmasi gereken optimum reaksiyon

kosullar1 belirlenmistir.



2. TEORIK CALISMA

2.1 y-Linolenik Asit Hakkinda Genel Bilgi

2.1.1 y-Linolenik Asidin Besin Degeri ve Saghk Acisindan Onemi

v - linolenik asit (18:3 n-6; cis,cis,cis-6,9,12-oktadekatrienoik asit) (GLA) insanlar ve
diger memeli hayvanlarda, linoleik asidin (18:2 n-6) A6-desaturaz enzimi ile
desaturasyonu sonucunda olusan ve daha sonra prostaglandin, tromboksan ve
[0kotrien sinift bagigikhik saglayan ve iltihaplanmayr Onleyici hormonlara ddnilgen
Onemli bir ara metabolittir. Desaturaz enzimi yitksek kolesterollil ve alkol igeren
ortamlarda, kanserli yada virils bulagmis hiicrelerde bozulmaya ugrayabilir, GLA ve
GLA’ dan olugan bu hormonlarin cksikligi Onemli derece de baisiklik sistemini
etkiler ve bu asidin diyet yoluyla organizmaya verilmesi gerekir. GLA bu agidan
gerek gida, gerek saghk sektdriinde oldukga &nemi olan bir polidoymamis yag
asitidir [1-5].

GLA’ nin insan sagligina olan direkt etkileri izerine yaptlmis galismalarda bu asidin
deri ile ilgili gesitli hastaliklarin tedavisinde oldukga etkili oldufu gdzlenmistir.
Ornegin, egzama hastalarinda A6-desaturaz enzimi eksikliginden &tiirlt yitksek seviye
linoleik asit ve dislk seviye GLA varlig1 saptanmig olup bu hastalara GLA diyetinin
uygulanmast ile kasintinin ve antihistamin kullanim ihtiyacinin azaldii saptanmigtir.
Dahasi, GLA igeren yag ile romatizmal eklem iltihabinin ve eklem katilagmasinin ve
seker hastalifinda g6zlenen ndropati sikayetinin de tedavisi miimkiin olabilmektedir

[5].

Yapilan bir grup caligmalarda, GLA’ nin kolesterol metabolizmasini diizenledigi,
toplam kolesterol ve diisiik yogunluklu lipoprotein konsantrasyonunu disiirecek ve
yitksek yogunluklu lipoprotein konsantrasyonunu arttiracak sekilde etkiledigi ortaya
gikarilmistir. Bu ¢ahsmalarda, GLA’ nin kan basincim diiglic etki gdsterdigi
goritldagiinden ylksek tansiyon hastalarma GLA®’ ca zengin diyet uygulanmasi
tavsiye edilmektedir [6-8].



GLA® nin ayrica bazi kanser tirlerinde timdr gelisimini durdurdugu belirlenmigtir.
GLA’ ca zengin evening primrose bitkisi yagi ile beslenen fare ve memeli
hayvanlarda, 8zellikle deri ve meme kanseri olusumuna karst GLA’ nmn etkin bir
koruma sagladifn sonucuna variimigtir [9-11]. Bu konuda galigmalar devam etmekte
olup, GLA’ ca zenginlestirilmis urlinlerin gida ve ilag sanayiinde kullanimimn
dnitmiizdeki giinlerde hizla artacag beklenmektedir.

2.1.2 y-Linolenik Asit (GLA) Kaynaklan

GLA, Aksam sefasi veya Cuha gigegi (Evening primrose) (Qenothera bienis), Boraj
(Borage) (Borago officinals), Frenk dziim (Blackcurrant) (Ribes nigrum L.) bitkileri
ile ¢ilekgiller ailesine mensup baz bitkilerinin tohumlarinda dogal olarak
bulunmaktadir [12,13]. Son yillarda bazi kiiltir kiiflerden (Mucor, Mortierella spp.)
GLA igeren yaglar Gretilebilmis olup bu konuda ¢aligmalar devam etmektedir [14-
18]. Asafnda sadece dogal olarak en fazla GLA igeren bitkiler hakkinda bilgi

verilmigtir:
Evening primrose- bitkisi, tohumlan ve yag::

Evening primrose bitkisi ihman iklim kusaginda dzellikle Amerika ve Avrupa’ da
dogal olarak yetismektedir. Son yillarda tarim: da yapilmakta olup hektar basina
tohum verimi 18 ton civarindadir. Tiirline bagh olarak uzunlugu 1,2-2,2 mm ve
genisligi 0,5-1,0 mm arasinda degisen prizmatik tohumlar bir embriyoludur ve yag
bunun igerisinde bulunmaktadir. $imdiye kadar 25 tirlnln analizi yapimis olup,
tim tiirlerinde GLA bulundugu ve tohumlarin % 24,0— % 33,1 arasinda yag igerdigi;
tohumlarin % 2,0-% 3,7 oraninda GLA tapidiklan ve tohum yaglarinda ise GLA
yiizdesinin 8,5-12,1 arasinda degistigi belirlenmistir. Ortalama olarak hektar bagina
yag verimi 4,8 ton ve ortalama GLA veriminin ise 47,7 kg oldugu da saptanmistir
[19].

Genellikle tohumlardan yag eldesinde, 6nce presleme ile yag sizdirihr ve daha sonra
kilspede kalan yag hekzan kullanilarak ekstrakte edilir. Stiper kritik kosullarda
karbon dioksit kullanarak evening primrose tohumlarindan yag ekstrakte
edilebilecegi de gdsterilmistir [20]. Tablo 2.1’ de evening primrose yagmnin yag
asitleri bilesimi, Tablo 2.2° de ise bu ya} asitlerinin trigliseridlerin 1, 2 ve 3

pozisyonlarindaki dagilimi gérillmektedir [19]:



Tablo 2.1. Evening primrose yagin yag asitleri bilegimi [19].

Yag Asitleri % Bilesimi
14:0 < 0,1l
16:0 5-9
16:1 <0,1
18:0 1-2
18:1 8-12
18:2 70-79
18:3 <0,1
18:3 (n-6) 8-13
20:0 <03
20:1 <o
22:0 <0.]

Tablo 2.2. Evening primrose yagi yag asitlerinin trigliseridlerin 1, 2 ve 3
pozisyonlarindaki dagilimi [19].

Yag asitleri 2 pozisyonundaki 1 pozisyonundaki 3 pozisyonundaki
yag asitlerinin yag asitlerinin yag asitlerinin
% bilesimi % bilesimi % bilcsimi

16:0 1,8 9,6 6,8

18:0 1,5 4,4 0,3

18:1 7,6 8.0 7,1

18:2 78,9 73,3 74,2

18:3 - -~ --

18:3 (n-6) 10,7 3,6 13,5

Boraj bitkisi, tohumlarn ve yag: :

Avrupa’ da Ozellikle Akdeniz ySresinde dogal olarak yetisen bu bitki, gok eski
zamanlardan beri tibbi amaglarla kullanilmaktadir. y-linolenik asidin saglik agisindan
degerinin anlagiimasiyla, GLA igeren bitkiler arasinda en yliksek ylizdede GLA
igermesinden dolay: bu bitkiye kars: ilgi de artmistir. Bu yilzden, boraj yagt GLA’



mn konsantre edilmesi i¢in en uygun hammadde olma O6zelligini tagimaktadir.
Dolayisiyla, birgok (ilkede, &zellikle Fransa’da tariminin yapilmasina baglanmigtir
[19]. Yaklagik 6 mm uzunlugunda ve 3 mm genislifinde oval yapida tohumlarinin
ortalama aguligi 15-20 mg dir. Tohumlarin yag igerigi, tlirlerine ve tohumlarin
olgunluk derecelerine gbre degisim gdsterir. Olgun tohumlarda % 28-33 arasinda ya§
bulunurken, olgunlagmamis tohumlarda ise yag ylizdesinin 13-18 arasinda degistigi
belirlenmigtir. Kalitsal ozellikler bakimindan, mavi g¢igekli kuzey Avrupa Boraj
bitkisi genotiplerinin Ispanya’ da yetisen beyaz gicekli kiltir genotiplerinden daha
fazla GLA igerdikleri gériilmusttir [21,22].

Tohumlardan yag eldesinde, sicakta veya sofukta preslemeyi miiteakiben hekzan ile
pres bakiyesinin ekstraksiyonu uygulanmaktadir. Pilot Slgekte silper kritik kogullarda
karbon dioksit ile yag ekstraksiyonu da incelenmistir [23]. Tablo 2.3’ de boraj yag
yag asitlerinin bilesimi, Tablo 2.4’ de ise bu yag asitlerinin gliseridlerin 1, 2 ve 3

pozisyonundaki yiizde dagilim1 verilmistir:

Tablo 2.3. Boraj yag1 yag asitlerinin bilesimi [19].

Yag asitleri % Bilesimi
16:0 9-15
16:1 <0,4
18:0 3,7
18:1 15-19
18:2 32-38
18:3 <1,0
18:3 (n-6) 18-25
20:0 <0,4
20:1 2.4
22:1 2.4




Tablo 2.4. Boraj yaf yag asitlerinin trigliseridlerin 1, 2 ve 3 pozisyonlarindaki

dagilimi [19].

Yag asitleri 2 pozisyonundaki 1 pozisyonundaki 3 pozisyonundaki
yag asitlerinin yag asitlerinin yag asitlerinin
% bilesimi % bilegimi % bilesimi

16:0 23 16,9 13,1

18:0 1.3 5.3 3,1

18:1 13,7 13,8 18,7

18:2 42,5 54,3 17,6

18:3 (n-6) 40,4 4,0 30,1

20:1 0,8 3.7 7,7

22:1 0,4 0,3 5,4

Ucciani ve arkadaslarinin yaptigi bir galismada, clice boraj bitkisi diye adlandirilan
Borago pygmea incelenmeye alinmistir. Bu bitkinin tohum yaginda % 25- % 28
oraninda GLA bulunduBu saptanmistir. Yukarida bahsedilen boraj yaginin ise % 19-
% 25 oraninda GLA igerdigi dikkate alimrsa Borago pygmea bitkisi daha zengin bir
GLA kaynagidir [24].

Frenk iiziimi bitkisi, tohumlan ve yag: :

Dogal olarak Avrupa ve Asya’ da pek ¢ok ydrede yetisen frenk Gziimil bitkisi,
dzellikle meyve olarak tilketilmek amaciyla Fransa® da yaygin olarak
yetistirilmektedir. Tohumlar yuvarlak siyah renklidir. Kabuklarimin kendine has bir
aromatik, etli kismmn ise eksi tad1 vardir. Direkt olarak tohumlardan hekzan ile
ckstraksiyon ydntemi ile elde edilen yagin yag asitleri bilesimi Tablo 2.5, yine bu
yag asitlerinin trigliseridlerin 1, 2 ve 3 pozisyonlarindaki dagilim yiizdesi Tablo 2.6’

da verilmistir [19].



Tablo 2.5. Frenk dziimil yag yag asitlerinin bilesimi [19 ].

Yag asitleri % Bilegimi
16:0 6-8

16:1 <0,2

18:0 1-2

18:1 9-13

18:2 44-51

18:3 (n-3) 12-14
18:3 (n-6) 15-19
18:4 (n-3) 2-4

20:1 <0,5

Tablo 2.6. Frenk iztimil ya@ yag asitlerinin trigliseridlerin 1, 2 ve 3

pozisyonlarindaki dagilim: [19].

Yag asitleri 2 pozisyonundaki 1 pozisyonundaki 3 pozisyonundaki
yag asitlerinin yag asitlerinin yag asitlerinin
% bilcgimi % bilegimi % bilegimi

16:0 2,0 14,2 4,4

18:0 1,5 4,9 -

18:1 14,1 12,6 5,1

18:2 53,1 42,7 43,8

18:3 (n-3) 8,1 17,2 14,1

18:3 (n-6) 17,4 4,1 25,8

18:4 (n-3) 2,6 0,7 --

Yukarida bahsedilen nemli GLA kaynaklarmin disinda, dogada gilekgiller [25] ve

Sympytum officinale [26] familyasina mensup baz bitkilerin tohumlarinda ve Cin’ de

yaygin olarak yetigen Microula bitkisi [27] tohumunda GLA bulundugu da yapilan

arastirmalar sonucu ortaya cikariimigtir,




2.1.3 GLA Igeren Yaglardan GLA’ nin Zenginlestirilmesi Uzerine Yapilmg

Cahigmalar

Glnimilzde, y-linolenik asidin besin ve tibbi agidan degerinin anlagiimasi bu asidin
kaynaklarindan saflagtiilmasi, zenginlestirilmesi (lzerine olan ¢aligmalart da
hizlandirmigtir. Bu amagla, GLA igeren yaglara degisik yontemler uygulanarak
GLA’ ca zengin iirinler elde edilmeye ¢alisilmaktadir. Uygulanan ydntemlere 8rnek
olarak dre fraksiyonlamasi [28,29], Y-zeolitleri [30] veya silikajel {31] Gzerinde
ayrilma, yag vinterizasyonu [32] ve enzimatik reaksiyonlar sayilabilir. Bunlar
arasinda en iyi sonuglar alinan ve endistriyel Gretimde de {imit vadeden ydntem
enzimatik yolla zenginlestirmedir. Bu yOntemde, yaglar lipaz enzimi
katalizérliigiinde segimli hidroliz, segimli esterlesme veya alkoliz reaksiyonlarina
tabi tutulmaktadir. Asagida, bu konuda literatiirde yer almis g¢aliymalar hakkinda

bilgi verilmeye ¢alisilmistir:

Rahmatullah ve arkadaslari [33], Candida cylindracea lipaz1 kullanarak Evening
primose ve boraj tohum yaglarint hidroliz ettiklerinde, reaksiyon sonucunda hidroliz
olmamis agilgliserollerde GLA zenginlesmesi oldugunu gozlenmislerdir. Evening
primose tohum yaginda baslangigta % 9.4 oraninda mevcut olan GLA’ nin hidroliz
olmadan kalan TAG® lerde % 46.5° e yiikseldigini; boraj yaginin ayni kosullarda
kismi hidrolizinde ise baglangigta boraj yaginda % 20.4 oraninda mevcut olan GLA’

nin reaksiyon sonunda TAG’ lerde % 47.8 degerine eristigini belirlemiglerdir.

Rahmatullah ve arkadaslarmin yapmis olduklart diger bir ¢ahiymada ise [34],
Lipozim (Rhizomucor miehei) lipazi kullanilarak GLA’ nin boraj ve evening primose
yag yag asitlerinden konsantre edilmesinde esterlesme reaksiyonu denenmigtir.
Boraj ve evening primose yaglarindan kimyasal hidroliz ile elde edilen yag asitleri,
n-hekzan ¢8ziicll ortaminda n-butanol ile esterlestirilmistir. Arastiricilar, enzimin
Oncelikle 16:0 (palmitik), 18:0 (stearik), 18:1 (oleik) ve 18:2 (linoleik) yag asitlerini
esterlestirdigini dolayisiyla GLA’ min esterlesmeyen yag asitleri kisminda konsantre
hale geldigini saptamislardir. Boraj ve evening primrose yaglan ile yiiriittitkleri bu
deneyler sonucunda, igerisinde sirasiyla % 93 ve % 75 GLA bulunan esterlesmeyen

yag asitleri fraksiyonlart elde etmislerdir.

Foglia ve arkadaslari da [35], benzer ¢alismada silikajel iizerine immobilize ve cis--
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lipaz1 ile boraj yad: yag asitlerinin esterlestiriimesi izerinde ¢aligmiglardir. Bu yolla,
baglangigta boraj yaginda % 25 oraninda GLA mevcut iken, esterlesme sonunda
esterlesmeden kalan yag asitlerinde GLA miktar1 % 70 {izerine gikartilmistir. Elde
edilen GLA’ ca zengin karigimda, GLA yaninda C-20 ve daha uzun zincirli
monodoymamis yag asitlerinin bulundugu saptanmistir. Bu ¢aliyjma ile bu enzimin

Ozellikle uzun zincirli yag asitlerine kars segicilik gdsterdigi de ortaya konmugtur.

Schmitt ve arkadaslarinin yliriittiikleri benzer esterlesme reaksiyonunda ise [36],
boraj yagi yag asitlerinin bu kez immobilize Candida rugosa lipazi ile GLA’ ce
zenginlestirilmesi incelenmigtir. Bu ¢alisjmada, Candida rugosa lipazimin Amberlit
IRC50, IRA35 ve IRA93 ve Duolit A7, A368 ve A568 iyon degistirici regineleri
tizerine immobilizasyonlar1 yapilmis ve immobilizasyonda kullanilan tagiyicinin
lipaz enziminin segicilifine olan etkisi de arastirilmigtir. Calisma sonuglan
degerlendirildiginde, tasiyicinin enzim segiciligini bir miktar degistirdii ancak her
bir immobilize enzim Orneginin kesinlikle GLA‘ ya negatif segicilik gosterdigi
belirlenmigtir. Esterlesme reaksiyonunu sonunda ortamdaki palmitik, stearik, oleik ve
linoleik asitlerinin kolaylikla esterlesmis oldugu ve esterlegmemis yag asitleri
fraksiyonunda GLA’ nin orijinal yaga gbre 3 kat1 kadar konsantre hale gelmis oldugu

tespit edilmistir.

Aggelis ve ¢aligma grubu, direkt olarak boraj yagi metil esterlerinin anyon degistirici
regine {izerine immobilize edilmis Mucor miehei lipazi ile hidrolizinde de GLA’ min
zor hidrolize oldugunu ve hidroliz olmayan ester fraksiyonunda bu asidin

derigiklestigini gdstermislerdir [37].

GLA’ ca zengin driinlerin elde edilmesi tizerinde ¢alisan diger bir calisma grubu ise
Shimada ve arkadaglaridir. Shimada ve arkadaslari, boraj yagindan GLA konsantre
edilmesinde, immobilize Rhizopus delemar enziminin etkinligini incelemiglerdir.
Aragtiricilar dnce boraj yagim Candida rugosa [38] veya Pseudomonas sp.[39]
enzimi ile hidroliz ederek igerisinde % 46 GLA bulunan yag asitlerini elde ettikten
sonra, bu asit fraksiyonunu Rhizopus delemar enzimi kullanarak lauril alkol ile
esterlestirmisglerdir. Esterlestirme reaksiyonunu miteakiben Uriine uyguladiklan
distilasyon ve dre fraksiyonlamasi gibi saflagtirma islemleri sonucunda % 98,6 GLA
icerikli yag asitleri tiriniinil elde edebilmiglerdir [39,40].



Huang ve ¢aligma arkadaslarimin ytirGttikleri ¢aligmalarda isc, yine &Once boraj
yaginin hidroliziyle serbest yag asitleri clde ettikleri daha sonra bu asitleri n-butanol
ile esterlestirdikleri goritlmektedir. Yukarida agiklanan ¢ahgmalardan farkli olarak
arastiricilarin izo-oktanli ortamda tiim reaksiyonlar: yiriittiikleri, hidrolizde propilen
izerine immobilize Candida rugosa lipazi [41], esterlesmede ise Lipozim IM-20 ve
IM-60 enzimlerini (Rhizomucor miehei)[42,43] kullandiklar1 ve esterlesme sonucu %

75 GLA igerikli yag asitleri fraksiyonu elde cttikleri anlagilmaktadir.

Son yillarda yapilan galiymalarda, balik yaginin igindeki eikosapentaenoik asit (EPA)
ve dokosahekzanoik asit (DHA) gibi n-3 yag asitlerinin 8zellikle kalp hastaliklarina,
kansere ve iltihaplanmaya tedavi edici ve koruyucu etkisi oldugu bulunmustur.
Ayrica, Ozellikle DHA' nin, beyin gelismesini, &grenmeyi, hafizayr ve gorsel
fonksiyonlar1 gelistirdigi de saptanmigtir. Genel olarak polidoymamis yag asitleri
(PUFA) olarak adlandinlan EPA ve DHA’ nin insan saglifina faydalarinin
anlagilmasiyla, bu asitlerin gida ve farmasotik alanda kullanimi 6nem kazanmig ve
kullanimi artmustir. Dolayisiyla, bu asitlerce zengin (rilnlerin eldesi {izerinde
caligmalar da 6nem kazanmigstir. Literatlirde bu konuda yapilmis ¢ok sayida galisma
bulunmaktadir [44,45]. Son yillarda n-3 ve n-6 polidoymamis yag asitlerinin saglik
agisindan 6neminin anlagilmasi, her iki simf yag asitlerince zengin uriinlerin eldesi
fizerine g¢aligmalari baglatmistir. Literatlirde, evening primrose ve boraj yaglarina
enzimatik transesterifikasyon reaksiyonlan ile EPA ve DHA asitlerinin katildig ve
bdylece n-3 polidoymamis yag asitlerinin n-6 polidoymamis yag asitlerine oram
0,42-0,62 arasinda degisen, besin degeri ¢ok yiliksek yaglar olusturuldugu
goriilmektedir [46-50].

Yukarida agikianan ¢aligmalarinin hepsinde ticari mikrobiyal enzimler ve evening
primrose ile boraj yagi kullamilmistic. Diger kaynaklardan GLA zenginlestirilmesi
{izerine az sayida g¢aliyma bulunmaktadir. Frenk Qziimd yag: [51] ve kiflerden elde
edilen yaglardan [52,53] GLA derisiklestirilmesi rastlanan c¢aligmalardir. Bitkisel
lipazlar ucuz, kolay elde edilebilen ve segicilik gdsteren alternatif lipazlar olmasina
ragmen, bitkisel lipazlar kullanilarak GLA derigiklegtirilmesi tzerine literatlirde
sayili ¢aligmaya rastlanmigtir. Cimlenmis rapiska [54,55] ve Vernonia [56]
tohumlarindan elde edilmis lipazlanin GLA’ ya negatif segicilik gdsterdigi tespit

edilmigtir.
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2.2 Cdrekotu Bitkisi, Tohumlar ve Lipazi Hakkinda Genel Bilgi

2.2.1 Corekotu Bitkisi ve Tohumlan

Latince Semen Nigella, Almanca Schwarzkuemmel, Fransizca Semen Nigelle ve
Ingilizce Black Cumin ( Fennel Flower) olarak adlandirilan ¢8rekotu (Nigella sativa
L.) bitkisi, Ranunculacea ailesine mensuptur. Dogal olarak Dogu Akdeniz
{itkelerinde yetisen bu bitkinin Hindistan’ da ve Tirkiye’ de tarimi da yapilmaktadir.
Tohumlarinin ve yainin antibakteriyel ve terapik etkilerinden dolayi, idrar
sOktliriicli, gaz giderici olarak kullanim: yaygindir. Yakin dogu ve Hindistan’da
baharat olarak da tliketilmektedir [S7].

Corekotu, Haziran-Temmuz aylar1 arasinda yesil-agik mavi renkli gicekler agan, 20-
40 cm boyunda bir yillik otsu bir bitkidir. Govdesi dik ve kisa tiylitdir. Yapraklart
govdeye, alttakiler saph, dsttekiler ise sapsiz olarak alternant diizende
baglanmislardir. Yapraklar ¢ok pargalidir ve her parga lineer-lanseolat seklinde sivri
uglu ve tlyliiddr. Bitkinin ¢igekleri uzun saply, kaliks oval sekilli, bes petalsit
pargadan olusmustur. Korolla 2 loplu olup, nektarium 5 tanedir. Disi organ 5
karpelden yaptmigtir. Ovarium {stte ve karpellerin hemen hemen uca kadar
birlesmesinden 6tiirlt 5 gzl gbézikiir. Stilus 5 tane ve uzunca gaga gériinimiindedir.
Meyve, i¢i tohum dolu sigkin bir kapsiil seklindedir. Tohumlar siyah renkli, oval
sekilli ve 3 yiizlidir. Kumlu topraklari seven bitkinin tohum hasati Ekim ayinda
yaptlir, dekar basina tohum verimi 170-240 kg dir. Tirkiye'de Nigella sativa L.,
Nigella damascena L. ve Nigella arvensis L. tiirleri bulunur ve en ¢ok Afyon,

Burdur, Denizli ve Isparta ydresinde yetisir [S7].

2.2.2 Cbrekotu Lipazi ile Yiiriitiilmiis Enzimatik Reaksiyonlar

Corckotu tohumlarinin yiiksek lipaz aktivitesine sahip oldugu ve bu lipazin
biyokatalizér olarak yaglarin hidroliz ve esterlesme reaksiyonlarinda kullanilabilirligi
ITO Kimya Mihendisligi Bolimid, Kimyasal Teknolojiler Anabilim Dalinda
yitrlitlmily ¢aliymalarla saptanmistir [S8-69]. Son 10 yilda yapilmig bu ¢ahgmalar
hakkinda agagida dzet bilgi verilmistir:

(Corekotu tohumlarinin ¢imlenme kosullari diginda da yitksek lipaz aktivitesi
gosterdigi, 6g0tdlmids tohumlarda otohidrolizin etkisiyle serbest yag asitleri
miktarinin % 50° lere ulagtifn Ustlin ve arkadaslan tarafindan ilk kez belirlenmistir
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[58]. Daha sonra bu cnzimin tohumlardan ckstraksiyonunda optimum ckstraksiyon
kosullar1 belirlenmis [59], karakterizasyonu ve sekerler ile polietilen bilegikleri
ortaminda stabilizasyonu incelenmistir [60,61]. C8rekotu lipazinin immobilizasyonu
iizerinde ydrutilmis galismalarda ise enzimin selit lizerine adsorpsiyonda ortam pH’

inin etkisi ve adsorpsiyon mekanizmast agikliga kavusturulmustur [62].

gt o s

tohumlarda ¢drekotu yagimin hidrolizinin 20-40 °C arasi 1. mertebe, 50-70 °C’ larda
ise 2. mertebe reaksiyon mekanizmasina gdre gerceklestigini [63], kullanilmig yag
hidrolizinde ise enzim olarak §gitlimis veya preslenmis ¢Srekotu tohumlarimin
direkt olarak kullaniminin veya aseton tozu olarak ¢&kertilmis enzimin ilavesinin
fark etmedigini, her iig formda lipaz enzimiyle % 95 gibi yilksek hidroliz derecesine
ulasildigini tespit etmislerdir [64-66].

Oleik asit ile metanoliin esterlestirilmesinde, 45 °C’ da metanol:yag oramnin 1:1,5
olmast durumunda, toplam agirh@in % 50° si kadar preslenmis ¢6rekotu tohumlarinin
kullanilmasi ile % 50 verimle ester elde edilebilmistir [65]. Preslenmis tohumiar,
gliserin ile oleik asidin esterlestiriimesinde de etkin katalizr etkisi gOstermistir.
Gliserin:oleik asit oraminin 4:1 olmasi durumunda, 45 °C’ da ve % 45 tohum
kullaniminda, elde edilen ester karisiminda % 16 triolein, % 37 diolein ve % 31
monoolein olugtugu belirlenmistir. Reaksiyonda sicakligin 55 °C’ a ¢ikarilmasi ve
reaktanlarin stokiometrik oranda kullanilmasiyla triolein miktarimin % 82’ ye

yitkseldigi de arastiricilar tarafindan belirlenmigtir [67].

Gliserin ile aygigeBi yag: yag asitleri arasindaki esterlesme reaksiyonunda 55 °C ve
stokiometrik reaktan oraninda, % 45 preslenmis ¢drekotu tohumlar kullanilarak %

78’ lik trigliserid olusumu saglanabilmistir [67].

Dandik ve Aksoy [68], ¢Orekotu lipazini aseton tozu formunda kullanarak da

kizartma yaginin gliseroliz reaksiyonunu gergeklestirmeye muvaffak olmuslardir.

TUBITAK ile CNR ( ltalya Ulusal Aragtirma Kurumu ) arasinda yiirtttlen ve halen
devam eden ortak projede ise, ¢drekotu tohumlarindan lipaz ekstraksiyonunda
optimum kogullarin belirlenmesi; enzimin amonyum siilfat ile ¢ktiiriiimesiyle kismi
saflagtirilmasi; kismen saflastirilmig olan bu enzimin miteakiben gesitli kolonlarda
daha ileri derecede saflagtindmasi ve enzimin yapisal karakterizasyonu; saflagtiriimig

enzimin enantiosegicilii ile yag asitlerine olan segiciliginin arastirlmasi
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hedeflenmistir [69]. S6z konusu bu ortak projede yer alan ¢drekotu lipazinin yag
asidi segiciliginin incelenmesinde, yag asidi olarak GLA segilmis ve bu degerli aside
karg1 ¢orekotu lipazinin segiciliginin incelenmeye alinmasina karar verilmistir. Bu
yitksek lisans tezinde, s&zli edilen projenin bu bolimii tzerinde ¢ahigiimigtir. Bu
amagla, amonyum stlfatla kismi saflastiriimig ¢orekotu lipazi kullanilarak GLA* ca
zengin boraj yagmmn hidrolizi Ozerinde ¢ahgmalar yiiriitilmiistir. Enzimin GLA
spesifikliginden faydalanarak boraj yagindan GLA’ ca zengin {irin elde edebilmek

i¢in optimum kosullar belirlenmistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Kullanilan Hammaddeler

3.1.1 Corekotu Tohumiarnnin Karakterizasyonu

Bu calismada kullanilan ¢8rekotu tohumlari Denizli ydresine ait olup, Istanbul Misir
Cargisi’'ndan temin edilmistir. Tohum kahve degirmeninde oOgtlildikten sonra
elenmis ve 425 pm ile 850 um arasi fraksiyon, tohum Kkarakteristiklerinin
saptanmasmnda ve lipaz ekstraksiyonunda kullamlmigtir. Tohumlarin kimyasal
bilesimi (yag, protein, nem, kiil ve ham elyaf igerigi) standart AOCS (American Oil
Chemists’ Society) yontemlerine gbre belirlenmistir. Asagida uygulanan bu

ydntemler hakkinda agiklayici 6zet bilgiler verilmistir:

Corekotu tohumlarinin nemi 105 °C’ da sabit tartima kadar kurutma sonras: kiitle
kaybindan; kil yizdesi ise tohumlarin 600 °C’ da 16 saat yakilmasi sonucu elde

edilen bakiye tizerinden hesaplanmistir. Kiil bilesenlerinin analizi yapiimamigtir.

Tohumlarin yag ve protein igeriklerinin belirlenmesinde standart Soxhlet ve Kjeldahl
cihazlan kullanilmistir, Soxhiet cihazinda hekzan ile 6 saat siire iginde ekstrakte
edilen yag miktarindan yag yiizdesine gegilmistir. Kjeldahl cihazinda belirlenen % N

degerinin ise 6.25 donigiim faktdrii ile garpimindan protein ylizdesi hesaplanmistir.

Ham elyaf ylizdesinin bulunmasinda, dnce yag giderilmis tohumlardan 0.25 M
HaS04 ve 0.6 M NaOH ile kill ve elyaf dig1 tiim komponentler ekstrakte edilmistir.
Ekstraksiyon sonucu geriye kalan, sadece kill ve elyaf igeren, bakiyenin daha sonra
kill icerigi saptanmigtir. Bakiye tartimi ile kil miktar1 arasindaki fark, ham elyaf

ylizdesinin hesaplanmasinda kullamlmistir,

Corekotu tohumlarinin karbonhidrat igerigi ise: 100- % (nem+yag+protein+kiil)

esitligine gdre hesaplama yoluyla belirlenmistir.

Corekotu tohumlarinin agiklamasi yapilan yOntemlere gore belirlenen kimyasal

bilesimi Tablo 3.1° de verilmistir:
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Tablo 3.1. Denizli ybresi ¢8rekotu tohumlarinin kimyasal bilegimi.

Bilesen Bilesim (%)
Nem 9.4
Yag 35.4
Protein 23,3
Kiil 4,0
Ham elyaf 6.7
Karbonhidrat 27,9

3.1.2 Boraj Yaginin Karakterizasyonu

Calismalarimizda kullandigimiz boraj yag Sigma Chemical Company (Buchs,

Isvigre)* den temin edilmigtir. Boraj yagmin yag asitleri bilesimi kapiler gaz

kromatografisi ile tespit edilmistir. Bu amagla, boraj yagindan BF; ile yag asitlerinin

metil esterleri hazirlanmig ve Hewlett-Packard 5890 Seri 1I (Hewlett-Packard,

Waldron, Almanya) cihazina beslenmistir. Uygulanan kromatografik analiz

yonteminin 6zel ayrintisi agagida agtklanmigtir:

Dedektor tipi FID

Kolon Ultra 2 (25m x 0,32 mm), 0,52 pm film
kalinliginda %S  difenil, %95  dimetil
polisilokzan

Dedektdr sicakligi 250°C

Enjektdr sicakhig 200 °C

Kolon Sicaklik Prog. 150 °C’da 5 dak; 150-225°C (5 “C/dak),
225°C’da 30 dak

Tagiyict gaz hizi (N3) 1,72 mL/dak

Hava hiz1 : 450 mL/dak

H; hizi : 69 mL/dak

Split orani ¢ 501

Enjcksiyon : 0,5l

Kromatogramlarda yer alan piklerin tanimlanmasinda, 8:0, 12:0, 14:0, 16:0, 16:1,
18:0, 18:1, 18:2, 18:3 ve 20:0 yag asitlerinden ibaret standart yag asitlerinin metil

esterlerinin ayni kosullarda cihazdan elde edilmis kromatogramlan kullantmigtir.
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Deneylerimizde kullanilan boraj yag yag asitlerinin bilegimi Tablo 3.2° de

verilmistir:

Tablo 3.2. Boraj yag yag asitlerinin bilegimi.

Yag asidi % Bilesim
14:0 0,1
16:1 0,2
16:0 10,8
18:3 21,9
18:2 38,1
18:1 15,2
18:0 3.8
20:1 4,5
20:0 0,3
22:1 3,0
22:0 0,1
24:1 ' 1,9
24:0 0,1

3.1.3 Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Boraj yaginin hidroliz reaksiyonlarinda g¢drekotu ( Nigella sativa ) lipazi kullanilmig
olup, enzim tohumlardan ekstrakte edilmis, amonyum stifat ile ¢Sktiritldiikten sonra
bu formda deneylerde kullamlmistir. Enzimin aktivitesinin tayini ile hidroliz
Urlnlerinin fraksiyonlanmasi ve taninmasinda kullanilan tiim ¢6ztcller ve kimyasal
maddeler analitik saflikta olup Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin

edilmistir.
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3.2 Caligma Yontemi

3.2.1 Cbrekotu Tohumlarindan Lipaz Enziminin Ekstraksiyonu

Tohumlardan lipaz eldesinde Once, tohumlarin igerdigi yag hekzan ile ekstrakte
edilmistir. Yag giderilmesi esnasinda lipazin aktivite kaybimi 6nlemek amaciyla, bu
ckstraksiyon soffukta ve bu amag igin 0zcl olarak yaptirilnug Soxhlet cihazlarinda
gerceklestirilmistir. Sogutma ceketli ekstraksiyon haznesine yaklasik 100 gram
dgutdlmis ¢drekotu tohumlarmi igeren kartus yerlestirildikten sonra hekzan ile 6 saat
ekstraksiyon iglemi uygulanmigtir. 6 saat sonunda yag: giderilmis tohumlar cihazdan
alinarak kurutma kagidi izerine yayilmis ve kurumaya birakilmistir. Yaklagik 1 saat
sonra tamamen desolventize olmus tohumlar cam kavanoza alinmis ve buzdolabinda

saklanmugtir.

Yag giderilmis tohumlarlardan miimkiin olan en yilksek verimle ve en yliksek
aktivitede enzim ekstrakte edebilmek amaciyla, bir seri ekstraksiyon deneyleri
yliritiilmistir. Bu amagla, 8nce 16 gram civar yag: giderilmis tohum ayri ayn 70
mL %] triton igeren fosfat tamponu ( 10 mM, pH 7), % 1 triton ve % 10 etilen glikol
iceren fosfat tamponu, % 1 triton igeren distile su ve % 1 triton ve % 10 etilen glikol
iceren distile su ile ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon galkalayiciya yerlestirilmig 500
mL’ lik plastik bidonlar igerisinde yapilmigtir. Ekstraksiyon 6 saat siirddriilmils ve
siire sonunda bu karisim oldugu gibi buzdolabinda bir gece bekletilmigtir. Ertesi giin,
elde edilen homojenat kati partikilllerin uzaklastiriimasi igin dnce iki kath tiilbentten
sliziilmils, daha sonra bu siizintd 10 000 devirde 30 dakika santrifiijlenmigtir.
Boylece elde edilen bu ¢8zelti, ¢alismalarimizda “Lipaz ekstrakti” olarak
adlandiriimistir. Lipaz ekstraktimin hacmi dl¢tilmds, protein igerigi ile lipaz aktivitesi
tayin edilmigtir. 4 farkhl ¢dzlicli sisteminde elde edilen bu lipaz ekstraktlarinin

mukayesesi ile optimum ekstraksiyon kosullar1 belirlenmistir.

3.2.2. Amonyum Siilfat ile Coktlirme Yoluyla Lipaz Enziminin Kismi

Saflastinlmasi

YOntemin esasi, enzim ¢Ozeltisine elektrolit katilarak proteinlerin  sudaki
¢6zinlirliglnin azaltiimasi ve bu yolla enzim proteinlerinin ¢dkmesini saglamaktir.
Elektrolit olarak her iyonik tuz bu amagla kullanilabilirse de amonyum siilfat ucuz ve
suda yliksek ¢6zlniirlik gdstermesinden dolayr en fazla kullanilan tuzdur. Corekotu

lipazinin bu ydntemle kismen saflastiriimasinda amonyum sitifat kullanilmis ve

17



optimum amonyum siilfat konsantrasyonun tespiti igin 3 ayri amonyum siilfat
doyguniuk derecesinde ¢Oktirme islemleri yiiritUlmagstir. Bu amagla, lipaz
ekstraktlarina amonyum sillfat konsantrasyonu % 35, % 40 ve % 50 olacak sekilde
amonyum sillfat ilave edilmigtir. Kati amonyum sulifat yavas yavas 500 devir/dakika
hizla karstirilan ekstrakta katilmis, daha sonra bu kangim 3 saat 4 °C’ da
bekletilmistir. Bu esnada ¢8ken enzim 10 000 devirde 20 dakika santrifiijlenerek
¢Szeltiden ayrilmis ve kullanilana kadar buzdolabinda saklanmistir. Enzim

¢Okeleginin aktivitesi ve protein igerigi saptanmstir.

3.2.3. Lipaz Ekstraktinin veya Lipaz Tozunun Protein Iceriklerinin

Belirlenmesi

Lipaz numunelerinin protein igerigi, Biliret yontemine gdre Randox Total Protein
Reaktifi ( Randox Lab. Ltd., Antrim, Ingiltere) kullanim: ile spektrometrik olarak

belirlenmistir.

3.2.4. Lipaz Ekstraktimn veya Lipaz Tozunun Hidroliz Aktivitesinin

Belirlenmesi

Lipaz preparatlarinin spesifik aktivitesi, | mL lipaz ekstrakti veya | gram enzim tozu
tarafindan 1 dakika igerisinde trigliseridlerden agiga ¢ikanlan yag asitlerinin umol

cinsinden miktar1 olarak tarif edilmistir.

Aktivite tayininde, trigliserid substrati olarak zeytinyag: (Riviera tipi) kullamlmistir.
0,5 mL zeytinyagt, 0,5 mL 0,1 M CaCl; ¢dzeltisi, 2 mL fosfat tampon ¢&zeltisi (0,06
M; pH 7) ve 6 mL distile su karigimi dnce, ¢alkalayicih su banyosunda 10 dak. 37
°C’ da kangtirilmigtir. Boylece reaktanlarin sicakligt 37 °C’ a getirilmistir. Daha
sonra bu karigima, 1mL serbest enzim (lipaz ekstrakti) veya enzim tozu (10-20 mg)
ilave edilmis ve 20 dakika daha ayni sicaklikta karigim galkalanmigtir. Siire sonunda,
bu karigima 20 mL aseton-etil alkol karigimi (1:1, hacmen) katilarak enzim inaktive
cdilmis ve hidroliz reaksiyonu sonucu zcytinyagindan agiga ¢ikan yad asitlerinin
miktar1 0,01 N NaOH ile timolfialein indikat6riine kargt pH 10 kadar titre edilerek

belirlenmigtir. Paralel olarak, ayni1 kosullarda sahit denemeler de yapiimistir.

Reaksiyon sonunda enzimin 1 dakikalik zaman igerisinde agiga gikardift yag asitleri

miktari, pmol olarak, asagidaki formiille hesaplanmigtir:
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Spesifik aktivite (U/ml. veya g) (pmol / dak. mL veya g) = (Vi - V2) C.1000 /20. E
Burada:

Vy = Numune i¢in sarf edilen NaOH hacmi (mL)

V, = Sahit igin sarf edilen NaOH hacmi (mL)
C = NaOH konsantrasyonu (mol/L)
E = Numunenin miktari (mL veya g)’ dir.

3.2.5. Boraj Yaginin Hidrolizinde Uygulanan Cahgma YOntemi

(Corekotu lipazinin y-linolenik aside kars: bir segiciliginin olup olmadigint ve hidroliz
yoluyla bu asidin konsantre cdilmesinin mdmkiin olup olamayacaginn belirlenmesi

i¢in, ¢drekotu lipazi ile boraj yaginin hidrolizi detayli bir sekilde incelenmistir.

Hidroliz reaksiyonu 250 mL’ lik cam balonda yiriitiimOstlir. Balon, sicakligt
ayarlanabilen su banyosuna yerlestirilmis, banyonun sicakhigi 40 °C’ a ayarlanmig ve
8zel bir 1sitma (initesi (Framo-Geraetetechnik M22/1 5655, Franz Morat K G,
Eisenbach, Almanya) ile £1°C hassasiyetle sabit tutulmustur. Balona 2 gram boraj
yagi, 5 mL su, 50 mL hekzan ve belirli Unit enzim konulmustur. Karisim manyetik
karistirict ile 400 devir/dak hizinda kanstirilarak reaksiyon baglatiimistir. Hidroliz
reaksiyonunun ylrilyitsil, karigimdan belirli zaman araliklarinda alinan numunelerin
TLC-FID (Thin Layer Chromatography-Flame Ionization Dedector) latroscan
cihazinda (Iatron Lab., Inc., Tokyo) trigliserid (TG), digliserid (DG), monogliserid
(MG) ve serbest yag asitleri (YA) ylizde bilesimi saptanarak takip edilmigtir. Bu
amagla alinan numuneler, 6nce 90-100 °C* lik bir su banyosunda 15 dakika isitiims,
bOylece lipaz enziminin inaktive edilmesi saglanmistir. Enzim inaktive edildikten
sonra numunelere 2 mL hekzan ve 2 mL su ilave edilerek 10 000 devir/dak hizda
santrifijlenmistir. Daha sonra santrifilj tiplinden alinan hekzan fazi Gzerine yeterli
miktarda sodyum silfat ilave edilerek susuz hale getirilmis ve TLC-FID analizi igin

saklanmigtir.

3.2.6. Hidroliz Uriinii Bilesiminin TLC-FID Iatroscan Cihazi ile Belirlenmesi

Yukarida agiklandig1 sekilde hazirlanan numunelerin bilesimleri latroscan cihazinda

S IIT gubuklan (rodlart) kullanilarak asagidaki prosediire gére belirlenmistir:
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0,1 gram numunenin 10 mL kloroform igindeki ¢dzeltisinden alinan 1 pL’ lik 8rnek,
rodlara enjekte edildikten sonra rodlar, igerisinde Petrol eteri (40 — 60°C) : Dietil
eter : Asetik asit (35:20:1, hacmen) ¢oziicl karigimi bulunan kiivetlerde 20 dakika
tutulmustur. 10 dakika havada, 10 dakika 110°C’ lik etiivde kurutulan rodlar daha
sonra cihaza yerlestirilmis ve otomatik olarak agagidaki kosullarda taramasi

yapilmigtir :

Dedektor :FID

Hidrojen akim hzi : 160 mL/dak
Hava akim hizt : 2000 mL/dak
Tarama hizt : 30 s/scan

Otomatik yazicidan elde edilen piklerin tanimlanmasi ve kantitatif degerlendirilmesi,
standard TG (Trigliserid), 1,3- DG (1,3-Digliserid), 1,2-DG (1,2-Digliserid), 1-MG
(1-Monogliserid), 2-MG (2-Monogliserid), ve YA (Yag Asitleri) karisimi

kullanilarak yapilmistir.

3.2.7. Hidroliz Uriiniiniin Kolon Kromatografisi ile Fraksiyonlanmast ;

Boraj yagmun hidrolizinde elde edilen hidroliz Urtininde hangi fraksiyonda y-
linolenik asidin zenginlestigini belirlemek i¢in, hidroliz drlinit kolon kromatografisi
ile TG, DG ve MG fraksiyonlarina ayriimigtir. Bu amagla, (30x1,9 cm i¢ ¢api)
boyutlarindaki bir cam kolona, 25 gram Florisil (100-200 mesh; % 7 su igeren)
hekzan ile kanstirildiktan sonra doldurulmustur. Hassas olarak tartilan 1 gram
numune, 10 mL hekzanda ¢6zllditkten sonra kolona beslenmis ve kolona TG
fraksiyonunu elliye etmek igin 200 mL hekzan:dietil eter (85:15, hacmen); DG
fraksiyonunu ayirmak igin 250 mlL hekzan:dietil eter (50:50, hacmen) ve MG
fraksiyonunu almak igin 200 mL dietil eter sirayla beslenmistir. Solvent beslemeleri
dakikada 2 mL sabit hizda yapilmistir. Kolondan alinan elilatlar 10° ar mL’ lik
porsiyonlar halinde toplanmis ve igerikleri TLC ydntemi ile kontrol edilmistir. Silica
gel G (Merck) kaplanmig tabakalara, kolondan g¢ekilmis her eldiattan alinmig drnekler
tatbik edildikten sonra, tabakalar hekzan:dietil eter:asetik asit (70:30:1, hacmen)
¢Ozlicll sisteminde develope edilmistir. Daha sonra tabakalar igerisinde iyot
kristalleri bulunan tanka yerlestirilmig ve tabakalardaki TG, DG ve MG spotlarinin
renklenmesi saglanmistir . Kolondan toplanmig titm fraksiyonlarn bu sekilde TLC

incelemesi yapildiktan sonra saf olarak TG, DG veya MG igeren fraksiyonlar
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birlestirilmis, solventleri déner evaporatérde ugurulmus ve boylece saf gliserid

bilesikleri elde edilmistir.

Hidroliz GirlinUnden yag asitlerini de saf olarak ayirmak igin, Uriinden alinmis diger
bir 6rnek 0,5 N NaOH ile titre edilerek driinde bulunan serbest yag asitlerinin
sodyum tuzlari olusturulmustur. Yag asitleri sodyum sabunlarint igeren sulu faz
titrasyon ortamindan ayriimis ve tizerine 0,5 N HCl ilave edilerek sabun halindeki
yag asitleri tekrar serbest hale gegirilmistir. Daha sonra bu serbest yag asitleri

ortamdan ekstrakte edilmis ve analiz i¢in saklanmigtir.

Saf olarak elde edilen bu bilesiklerin daha sonra gaz kromatografisi ile yag asitleri

bilesenleri belirlenmistir.

3.2.8. Hidroliz Urini Fraksiyonlarnmin Yag Asitleri Bilesimlerinin Gaz

Kromatografisi ile Belirlenmesi :

Elde edilen TG, DG, MG ve TA fraksiyonlar1 BF; ile metil esterlerine donigtiritldp,
Hewlett-Packard 5890 Seri 2 (Hewlett-Packard, Waldron, Almanya) kapiler gaz
kromatografi cihazina beslenmistir. Uygulanan kromatografik analiz ySntemi Boliim
3.1.2° de agiklanmigtir.

3.3 Corekotu Tohumlarmdan Lipaz Enziminin Ekstraksiyonunda Optimum

Kosullarin Saptanmasi

Ya giderilmig ¢6rekotu tohumlarindan lipaz enziminin ekstraksiyonunda, BSlim
3.2.1° de agiklanan ySnteme gore, ¢6ziicll olarak Fosfat tamponu + % 1 triton, Fosfat
tamponu + % 1 triton + % 10 etilen glikol, Distile su + % 1 triton ve Distile su + % 1
triton + % 10 etilen glikol kanigimlari kullamlarak bir seri ekstraksiyon deneyi
ylirlitilmasttr. Elde edilen lipaz ekstraktlarimin aktiviteleriyle ilgili sonuglar Tablo

3.3’ de verilmistir:
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Tablo 3.3 Corekotu tohumlarindan farkli ¢6ziict sistemleriyle elde edilmis lipaz
ekstraktlarinin &zellikleri [69].

Coziict sistemi Ekstraktin | Kiispenin Ekstrakt Ekstraktin
Aktivitesi” | Aktivitesi Hacmi Total Aktivitesi
U/mL U/mg kati mL U
Fosfat tamponu 57,5 0,02 47,5 2731
+ % 1 triton
Fosfat tamponu 63.9 0,02 47,5 3035

+ % 1 triton

+ % 10 etilen glikol
Distile su 99,5 0,03 48,5 4826
+ % 1 triton

+ % 10 etilen glikol
Distile su 93,9 0,02 49 4599
+ % 1 triton

* Aktivite tayininde substrakt olarak tributirin kullanidmustir.
Tablo 3.3’ in incelenmesiyle, denenen ¢bzliciiler arasinda en yliksek aktivitede
enzim ekstraklarinin distile su bazl ¢dzlicli sistemleriyle elde edildigi, suya triton’ a
ilaveten etilen glikoliin katilmasimn sonuglari ¢ok fazla degistirmedigi de
anlagilmaktadir. Ekstraksiyon ortaminda miimkin oldugu kadar az kimyasal madde
bulunmasi tercih edildiginden, igerisinde % 1 triton bulunan distile su en uygun

ekstraksiyon ¢dziicllsil olarak segilmistir.

3.4 Lipaz Tozu Eldesi I¢in Optimum Amonyum Siilfat Doygunluk Derecesinin

Saptanmas:

Bilindigi Uzere enzimler, su ile minimum temas ylizeyi gosterecek sekilde organize
olmus globliler protein yapilari sayesinde su aktivitesi diisiik dogal ortamlarinda
enzimatik faaliyetlerini mitkemmel olarak ytiriitlirler. Enzimler dogal ortamlarindan
uzaklastinldiklarinda ise, mikro gevrelerinin degigmesi sonucu kisa zamanda aktivite
kaybederler. Enzimlerin aktivite kaybi yani inaktivasyonu basit bir olay olmayip,
inaktivasyonun ilk asamasinda, enzim molekilllerinin kompakt kiiresel yapisinin su
molekilleri etkisiyle kismen gevseyip agilmasi (unfolding) olayimn gergeklestigi
saptanmigtir. Bu asamada heniiz protein molekilllerinde kimyasal degisme gériilmez.
Bu kademede, sicakligin diisiirillmesi ve enzimin kisa zamanda susuz hale getirilmesi
(liyofilizasyon, aseton veya amonyum siilfat ile ¢oktiirme) islemleri ile enzimlere

kisa vadede depolanma stabilitesi kazandirilabilir.
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Yukarida agtklanan nedenlerden dolayr, ¢alijmamn bu agamasinda lipaz
ekstraktindan enzim g¢oktiiriilerek susuz kati fazda elde edilmistir. Bdylece enzimin
hem kismi saflagtiriimasi saglanmig hem de daha stabil hale getirilmistir. Coktlirme
islemi amonyum silfat ilavesiyle yapilmistir. Coktiiriilmils enzim ¢aligmada “Lipaz

tozu” olarak adlandiriimistir.

Coktilrme isleminde, miimkiln olan en yliksek aktivitede lipaz tozu elde etmek igin
kullanilan amonyum sillfatin ortamdaki konsantrasyonu (doygunluk derecesi)
degistirilmistir. Bu deneylere ait sonuglarin mukayese edilebilir olmas: igin aym
ekstrakt ile ¢aligtlmigtir. 250 gram yag: giderilmis tohumlar, igerisinde % 1 triton
bulunan 1100 mL su ile ekstrakte edilmistir. Daha sonra elde edilen bu ekstrakt iige
bSllinmils ve her birine amonyum stlfat doygunluk derecesi % 35, % 40 ve % 50
olacak sekilde amonyum siilfat ilave edilmistir. Bu deneyler sonucunda elde edilen
lipaz tozlarinin protein igerikleri ve lipaz aktiviteleri belirlenmistir. Sonuglar Tablo

3.4’ de verilmistir:

Tablo 3.4 Lipaz tozlarnin aktivitelerinin ve protein igeriklerinin amonyum siilfat
doygunluk derecesi ile degigimi [69].

Doygunluk |  Ornek Aktivite Toplam | Toplam Spesifik

Derecesi Aktivite | Protein Aktivite
(U/mg katp)* 9)) (mg) | (U/mg protein)

- Ekstrakt 61,24™ 3797 583 7,0

% 35 Lipaz tozu 101,48 1015 73 13,9

% 40 Lipaz tozu 136,60 1364 78 17,4

% 50 Lipaz tozu 134,19 1342 69 19,6

x) Aktivite tayininde substrat olarak tributirin kullamlmigtir.

xx) Aktivite birimi U/mL dir. Aktivite tayininde substrat yine tributirindir.

Tablo 3.4’ de, farkli amonyum silfat doygunluk derccelerinde elde edilen lipaz
tozlarinin aktivitelerinin ve protein igeriklerinin birbirlerine yakin degerlerde oldugu,
en iyi sonuglarin % 40 doygunluk derecesinde gahgildifinda elde edildigi
gbritllmektedir. Ancak, denecysel galisma esnasinda % 40 ve % 50 doygunluk
derecelerinde lipaz tozlar gok uzun zamanda ¢dktiiriilebilmistir. Cktiirme zorlugu
ve deperler arasindaki farkin gok fazla olmamasi gbz 6niine alinarak, lipaz tozlarinin

eldesinde % 35 amonyum siilfat doygunluk derecesinde galisilmaya karar verilmigtir.
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3.5 Boraj Yagmn Cdrekotu Lipazi ile Hidroliz Reaksiyonunun Yiiriiyiisiine

Enzim Miktarmmn Etkisi

Boraj yaginin hidroliz reaksiyonunda ytiksek verimle GLA’ ca zengin Griinler elde
edebilmek amaciyla, 8nce kullanilmasi gereken optimum g¢6rekotu lipaz enziminin
miktar1 saptanmistir. Bu amagla, enzim miktarinin hidroliz reaksiyonu yiriiyiisiine
olan etkisi incelenmigtir, 2 gram boraj yagi, 5 mL su ve 50 mL hekzan karigimina
1965 U/g yag enzim ilave edilmis ve‘“"reaksiyon 40 °C’ da 24 saat slirdiriimistir.
Reaksiyon esnasinda 2., 4. ve 24. saat sonunda alinmis numunelerin bilegimleri,
icerdigi TG (trigliserid), DG (digliserid), MG (monogliserid) ve YA (yag asitleri)
fraksiyonlarinin miktarlan, TLC-FID latroscan cihailyla belirlenmigtir. Boraj
yagiin ¢8rekotu lipazi ile hidrolizinde, hidroliz tiriini bilesiminin zamanla degisimi

Tablo 3.5” de verilmistir:

Tablo 3.5 Boraj yaginin hekzan ortaminda 1965 U/g yag enzim ile hidrolizinde,
hidroliz tiriinii bilesiminin zamanla degigimi.

Reaksiyon % Bilesim (agirhkga)

Siiresi (saat) TG DG MG YA
2 12,40 2,05 21,48 64,07
4 10,61 1,79 18,37 69,23
24 8,87 1,65 16,41 73,07

Tablo 3.5’ in incelenmesiyle, 1965 U/g yag enzim miktarinda yagin ¢ok hizli hidroliz
oldugu, 2 saat sonunda boraj yag trigliserid molekillerinin % 87,6’ sinin
hidrolizlenmis oldufu goriilmektedir. Reaksiyon karigiminda, ¢ok az TG ve DG
bulunurken MG fraksiyonu miktari % 20 seviyesine erigmis olup ana {iriln ise YA
fraksiyonudur. Hidroliz reaksiyonunun ylirlylisind daba iyi yorumlamak igin,
hidroliz sonucu olusan her bir triinlin zamanla degisim egrileri ¢izilmis ve Sekil 3.1’

de topluca gosterilmistir:
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Sekil 3.1 Boraj yaginin hekzan ortaminda, 40 °C da ve 1965 U/g yag enzim
miktarinda yliritilms hidrolizinde, irlin bilesiminin zamanla degisimi.
Sekil 3.1° den, hidroliz siiresinin 2 saatten 24 saate uzatiimasiyla bilesimde pratik
olarak bir degisiklik olmadig1 gbzlenmektedir. Bundan dolayi, hidroliz reaksiyonu
sonucu elde edilen {iriinde herhangi bir fraksiyonda GLA zenginlesmesi olup
olmadigint belirleyebilmek i¢in, sadece 24 saat sonunda alinmig Srnegin yag asitleri
bilesimine bakilmasi kararlastinlmistir. Bu amagla, karisimdan 24 saat sonunda
alinmis 8rnek, Boliim 3.2.7° de agiklanan prosediire gére TG, DG, DG ve YA asitleri
fraksiyonlarina ayrilmis ve saf olarak elde edilen bu fraksiyonlarin yag asitleri
bilesimleri saptanmigtir. S8zl edilen bu fraksiyonlarin yag asitleri bilesimleri Tablo
3.6’ da verilmigtir:
Tablo 3.6 Boraj yaginin hidrolizinde, 24 saat sonunda hidroliz tiriinii bilesenlerinin

yag asitleri bilesimleri ( 40 °C, 1965 U/g yag, Yag:Su:Hekzan,
2g:5ml.:50 mL).

Yap Asitleri % Yag asitleri bilegimi
TG DG MG YA

14:0 29 29 X I,Q__ -__ 0.5
16:1 0,4
16:0 22,7 23,7 17,1 13,9
18:3 13,7 17.4 17,7 20,0
18:2 28,4 20,1 19,7 38,9
18:1 20,1 23,1 339 209
18:0 58 86 55 3,6
20:1 34 42 23 22
20:0
22:1 26 1,9
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Tablo 3.6' da yer alan verilere gdre, tirin bilegenierinden hig birinde GLA
zenginlesmesi gergeklesmemistir. Ancak bu deney sonuglarinin degerlendirilmesinde
gbze ¢arpan Snemli bulgu, hidroliz Oriinlerinde TG ve DG molekiillerinin az, buna
karsihk MG molekillerinin ortamda oldukga yitksek ylizdede olmasidir. Bu sonug,
boraj yaginin hidroliz reaksiyonunda ilk kez denenen ¢orekotu lipazimin 1,3-spesifik
enzim davramgi gosterdigini ortaya koymaktadir. Bilindigi tzere 1,3-spesifik
enzimlerin uygulandigi hidroliz reaksiyonlarinda ana triln MG, dzellikle 2-MG’ dir.
Bizim sonuglarimizda ise MG molekilllerinin 1-MG ve 2-MG molekilleri karigimi
oldugu belirlenmigtir. Ortamdaki 1-MG molekiillerinin varlign iki sekilde
agiklanabilir. Birinci agiklama seklinde, numunelerin analizi esnasinda, ortamda
bulunan suyun etkisiyle 2-MG’ lerin 1-MG’ e donlismesidir ki bu ddniisim g¢ok
hzhdir ve 1-MG molekilleri ile 2-MG molekiilleri arasinda denge olusana kadar
devam eder. Ikinci agiklamada ise enzimin bazi yag asitlerine karsi negatif
spesifiklik gdstermesi sebep gdsterilmektedir. Enzim, gliserinin 1 pozisyonunda yer
alan bu asitleri kolay hidrolizleyemediginden ortamda 1-MG molekilleri bulunur.
Literatirde bir ¢ok lipazin bazi yag asitlerine karsi spesifiklik gdsterdigi de
bilinmektedir. Bu lipazlar ile yilrtitiilmiis hidroliz reaksiyonlarinda hidroliz
derecesinin % 50- % 60 civarinda oldugu, kismi hidroliz sonucunda baz: hidroliz
tirinlerinde bu yag asitlerinin zenginlestii saptanmigtir. Bu literatilr verilerinden
hareketle, ¢Orekotu lipazinin da boraj yaginda bulunan bazi asitlere karsi yag asitligi
spesifikligi gosterip gbstermedigini belirlemek igin, hidroliz reaksiyonunun hidroliz
derecesini diislirmek hedeflenmis ve kullanilan enzim miktar! tedricen dusiirtlerek

bir seri hidroliz deneyi ylirittdimiistir.

Boraj yaginin ikinci hidroliz deneyinde, ortama 980 U/g yag enzim ilave edilmis ve
ayni kosullarda reaksiyon ytirtitilm{istiir. Bu deneye ait hidroliz trinii bilesiminin
zamanla degisim degerleri Tablo 3.7° de verilmigtir. Hidroliz reaksiyonunun
ylirllylisinil daha iyi gorebilmek igin Tablo 3.7" deki veriler kullanilarak TG, DG,
MG ve YA (riin bilegen ylizdelerinin zamanla degisimi Sekil 3.2° de sunulmustur:
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Tablo 3.7 Boraj yagimin hekzan ortaminda 980 U/g yag enzim ile hidrolizinde,
hidroliz Uriind bilesiminin zamanla degigimi.

Reaksiyon % Bilesim (agirhikca)
Stresi (saat) 16 DG MG YA
2 22,10 3,74 53,75 20,41
14,32 3,93 21,00 60,75
6 13,14 3,52 16,31 67,03
24 10,87 2,97 12,63 73,53

120,00
~ 100,00
ez
g» 60,00 ——MG
£ 40,00
-] 20'00 \ —— YA

0,00 L S T ﬁ%
0 4 8 12 16 20 24 28

ZAMAN (saat)

Sekil 3.2 Boraj yagimn hekzan ortaminda, 40 °C da ve 980 U/g ya§ enzim
miktarinda yiriitiilmis hidrolizinde, iiriin bilesiminin zamanla degisimi.

Sekil 3.2’ den gbrildtigt gibi, enzim miktarimin yariya indirilmesiyle ilk 6 saatte
reaksiyon bir miktar yavaslamg, fakat reaksiyon siirenin 24 saate uzatilmasiyla driin
bilesiminde pratik olarak degisiklik meydana gelmemigtir. Reaksiyonun 2. saatinde
yiitksek miktarda (% 54) MG olugmus, zamanla MG miktarinda da azalma olmugtur.
Enzim miktarinin 1965 U/g yag degerinden 980 U/g yag degerine diistiriilmesiyle, 24
saat sonunda hidroliz Orlindl bilesiminde sadcce % 2 kadar daha fazla TG ve DG ve
% 4 daha az MG bulundugu belirlenmigtir.

Hidroliz reaksiyonunun 24. saatinde alinmig Ornegin TG, DG, MG ve YA
fraksiyonlarinda yag asitleri bilesiminde farklilik olup olmadigini saptayabilmek igin,
bu 8rnek komponentlerine ayriimis ve her bir komponentin gaz kromatografik analizi
yapilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 3.8 de verilmistir. Tablo 3.8 den, TG ve
MG molekilllerinde GLA yiizdesinin sirasiyla % 20 ve % 19 seviyelerine yiikseldigi,
DG fraksiyonunda ise GLA’ ca % 2 gibi ¢ok az miktarda zenginlesme gergeklestigi

27



anlagiimaktadir. Bu sonug bize hidroliz derecesinin disirillmesi ile hidroliz

trinlerinde daha yiksek mertebede zenginlesme olabileceginin isaretini vermistir:

Tablo 3.8 Boraj yaginin hidrolizinde, 24 saat sonunda hidroliz tirfint
bilesenlerinin yag asitleri bilesimleri ( 40 °C, 980 U/g yag,
Yag:Su:Hekzan, 2g:5mL:50 mL).

Yag Asitleri % Yag asitleri bilesimi

TG DG MG YA
14:0 3.8 2.3 1.3 0,3
16:1 0,9 - - -
16:0 19,1 21,1 20,0 10,4
18:3 19,7 224 18,7 20,3
18:2 32,3 21,2 23,9 30,6
18:1 17,5 25,8 25,7 27,0
18:0 34 2,9 5,3 8,4
20:1 2,2 4,3 3,4 2,0
20:0 - - - r
22:1 1,1 - 1,7 1,0

Miiteakip deneyimizde, ortama 490 U/g yag enzim ilave edilmis ve aynt kosullarda
hidroliz deneyi tekrarlanmistir. Hidroliz triinti bilesiminin zamanla degisimi Tablo
3.9’ da gdritllmektedir. 8 saat sonunda ortamdaki trigliserid molekllerinin % 70’ inin
hidroliz oldugu, siirenin 24 saate ¢ikariimasi ile hidrolizlenmenin % 85 gergeklestigi

anlagilmaktadir. Reaksiyon oldukga hizli cereyan etmistir:

Tablo 3.9 Boraj yaginin hekzan ortaminda 490 U/g yag enzim ile hidrolizinde,
hidroliz trlinli bilesiminin zamanla degigimi.

Reaksiyon Siresi % Bilesim (afirhke¢a)
(saa) 16 DG MG YA
i 79.34 4,87 4,87 10,92
2 65,97 5,28 11,33 1742
4 42,22 6.65 17,01 34,12
6 34,34 4,61 19,60 41,45
8 28,28 141 15,96 5235
24 14,66 4,29 14,77 66,28
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Hidroliz reaksiyonu esnasinda karigimdan 8. ve 24. saatte alinmig 6rneklerin igerdigi
TG, DG, MG ve YA fraksiyonlarinin yag asitleri bilesimleri ise sirasi ile Tablo 3.10
ve 3.11" de verilmistir. 8 saat sonunda, reaksiyon iirlinlerinden TG ve MG
fraksiyonlarinda % 20- % 21 GLA bulundugu belirlenmistir. Bu deger orijinal boraj
yaginda bulunan GLA ylizdesine g¢ok yakindir. DG fraksiyonunda ise GLA ylizdesi
25,5 e ylikselmistir. Bu iiriinde % 16 oraminda GLA zenginlesmesi olmustur.
Reaksiyon siiresinin 24 saate g¢ikarilmasi ile hidroliz iirlin bilesenlerinin hepsinde
GLA ylizdesinde artis oldugu gdzlenmistir. TG, DG ve MG fraksiyonlarinda sirast
ile % 16, % 23 ve % 15 GLA asit zenginlesmesi gergeklesmistir. Yalmz TG , DG ve
MG fraksiyonlarmin #iriin igerisinde toplam olarak % 32 kadar bulundugu dikkate
alindiginda, elde edilebilecek driin miktarinin hentiz ¢ok az oldugu gdrillmektedir.

Sdrenin 3 kat daha arttirilmasi pratik olarak bir kazang saglamamistir:

Tablo 3.10 Boraj yagimin 490 U/g yag enzim ile hidrolizinde, 8 saat
sonunda hidroliz @irlind bilesenlerinin yag asitleri
bilesimleri ( 40 °C, Yag:Su:Hekzan, 2g:5mL:50 mL).

Yag Asitleri % Yag asitleri bilesimi
TG DG MG YA
14:0 0,1 - 0,2 0,2
16:1 0,2 - 0,1 0,1
16:0 11,0 12,5 20,0 8,9
18:3 21,3 25,5 19,7 21,7
18:2 36,8 35,2 27.3 40,3
18:1 15,2 14,1 19,5 14,5
18:0 4,2 3,8 4,8 4,3
_ 20:1 4,9 4,3 4,2 5,0
20:0 0,3 0,5 - -
22:1 3,2 2,3 2,6 2,0
22:0 0,3 0,2 - -
24:1 2,3 1,5 1,6 1,0
24:0 0,2 0,1 - - ~
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Tablo 3.11 Boraj yaginin 490 U/g yag enzim ile hidrolizinde, 24 saat
sonunda hidroliz tirinQl bilegenlerinin yag asitleri
bilesimleri ( 40 °C, Yag:Su:Hekzan, 2g:5mL:50 mL).

Yag Asitleri % Yag asitleri bilegimi

TG DG MG YA
14:0 - - 0,3 0,3
16:1 0,1 - 0,2 0,1
16:0 12,0 11,7 18,6 10,8
18:3 25,4 27,0 25.1 21,9
18:2 32,4 36,6 28,8 38,7
18:1 13.7 12,7 17,4 16,6
18:0 4,7 3,2 3,4 3,7
20:1 5,6 4,6 3,6 4,3
20:0 0,4 0,9 0,1 0,1
22:1 34 3,0 1,3 1,3
22:0 0,1 0,1 - 0,2
24:1 2,1 0,2 1,2 1,8
24:0 0,1 - - 0,2

Hem fraksiyonlardaki GLA zenginlesme oranim, hem de bu fraksiyonlarin Griin
verimini arttirabilmek i¢in, enzim miktarini kademeli olarak azaltarak 3 deney serisi
daha yiritilmesine karar verilmistir. Bu deneylerde boraj yaginin grami basina 326
U, 247 U ve 163 U enzim kullanilmis ve reaksiyonlar 8 saat siirdiiriimilstiir. Bu
deneylere ait hidroliz {irlin bilesimlerinin zamanla degisim degerleri Tablo 3.12-3.14°

de verilmistir:

Tablo 3.12 Boraj yagimn hekzan ortaminda 326 U/g yag enzim ile hidrolizinde,
hidroliz Ur(inti bileyiminin zamanla dcgisimi.

Reaksiyon Siresi % Bilesim (agirlikea)
(saat)
TG DG MG YA

1 81,21 5,17 5,09 8,53
2 71,42 5,24 7.07 16,27
4 59,97 5,57 7,70 26,76
6 55,90 5,07 8,92 30,11
8 48,05 6,18 8,22 37,55
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Tablo 3.13 Boraj yaginin hekzan ortaminda 247 U/g yag enzim ile hidrolizinde,
hidroliz diriinil bilesiminin zamanla degisimi.

Reaksiyon % Bilesim (agirlikca)
Siresi (saat) TG DG MG YA
1 86,29 3,74 3,07 6,90
2 85,32 3,66 3,78 7,24
oA 8258 386 392 | 964
66,58 4,32 4,24 24,86
8 57,95 5,22 6,54 30,29

Tablo 3.14 Boraj yaginin hekzan ortaminda 163 U/g yag enzim ile hidrolizinde,
hidroliz @riint bilegiminin zamania degisimi.

Reaksiyon % Bilesim (agirhikca)

Stiresi (saat) TG DG MG YA
1 92,28 2,56 1,30 3,86
2 89,25 4,03 1,35 5,37
4 86,89 3,58 2,46 7,07
6 78,15 4,45 2,64 14,76
8 67,95 6,22 4,51 21,32

Boraj yaginin enzimatik hidrolizinde, hidroliz reaksiyonunun yiirliyiisiine enzim
miktarimn etkisini daha iyi grebilmek i¢in, TG, DG, MG ve YA bilesenlerinin her
birinin zamanla degisim egrileri, cnzim miktarinin fonksiyonu olarak aymi grafik

altinda toplanmis ve $ekil 3.3-3.6° da sunulmustur.

Sekil 3.3° Gn incelenmesiyle, 163 U enzim miktarinda ydriitilmis deneyde
ortamdaki trigliserid molekiillerinin % 32' si hidroliz olurken, enzimin % 50
artirllmastyla TG’ lerin % 42’ sinin hidrolizlendigi anlagiimaktadir. Enzimin 1 katina
ve 3 katina gikarilmasi ile hidrolizlenen TG’ lerin sirastyla % 52 ve % 72 degerlerine

ulastifi saptanmigtir:
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Sekil 3.3 Boraj yaginin hidrolizinde, hidroliz iiriintiniin TG igerigine enzim
miktarinin etkisi.
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Sekil 3.4 Boraj yagimin hidrolizinde, hidroliz iirintintin DG igerigine enzim
miktarinin etkisi.
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=
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Sekil 3.5 Boraj yagimn hidrolizinde, hidroliz triiniiniin MG igerigine enzim
miktarinin etkisi.
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Sekil 3.6 Boraj yaginin hidrolizinde, hidroliz lriiniiniin YA igerigine enzim
miktarinin etkisi.

Hidroliz esnasinda olusan DG moleklllerinin miktarlarinda ise, Sekil 3.4’ den de
goriilecegi gibi, pratik olarak enzim miktanyla bir degisimin olmadig:
anlagiimaktadir.

Sekil .3.5" de, MG fraksiyonunun olusumuna enzim miktarinin etkisi oldugu
gdzlenmektedir. Enzim miktar ylikseldikge MG olusumu hizlanmaktadir. 163 U ve
247 U gibi bagl olarak az enzim kullamldigi deneylerde hidroliz {irliniinde % 3
civarinda MG bulunurken, enzimin 326 U ve &zellikle 490 U olarak kullaniimasiyla
MG olusumunun ilk saatlerde bile % 10 seviyesine ylikseldigi tespit edilmistir. Daha
yiksek miktarda enzim kullailarak (1965 U ve 980 U) gergeklestirilmis
reaksiyonlara ait hidroliz tirdinlerinde bu etki daha kuvvetle izlenmisti (Bak. Sekil 3.1
ve Sekil 3.2). 1. saat sonunda driinde % 53 gibi gok yliksek oranda MG bulunmustu.
Bu sonuglar enzim miktarma gore reaksiyon mekanizmasinin farklilagmas: ile alakal

olabilir.

Hidroliz trlinlerinde agia ¢ikan yag asitlerinin miktan ise, Sekil 3.6’ da izlendigi

{izere, enzim miktari ile artig g&stermektedir.

Daha Once eclde etmis oldugumuz verilere gore, 490 U enzim miktarinda
gerceklestirilmis hidroliz deneyinde 8 saat sonunda DG fraksiyonunda % 16 gibi az
oranda GLA zenginlesmesi elde edilmisti. Enzim miktarmin kademeli olarak 163 U’
e indirilerek yiirlitilmils hidroliz reaksiyonlarinda GLA’ nin {iriin fraksiyonlarinda
dagihmim gérmek ve herhangi bir fraksiyonda zenginlesmenin olup olmadigint tespit

edebilmek igin, her enzim miktarinda 8 saat sonunda elde edilmis TG, DG, MG ve
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YA fraksiyonlarimn yag asitleri bilesimlerine bakilmistir. Bu fraksiyonlara ait yag

asitleri bilesimleri Tablo 3.15- 3.17’ de verilmistir.

Tablo 3.15 incelendiginde, enzim miktarinin 326 U/g yaj olarak kullamimasiyla
hidroliz triinlerinden TG ve DG fraksiyonlarinda GLA’ nin 6nemli derecede
konsantre oldugu goriilmektedir. Orijinal boraj yaginda % 21,9 bulunan GLA, TG ve
DG fraksiyonlarinda sirasiyla % 29,6 ve % 41,8 degerlerine yakselmistir. Bu
degerler, GLA’ nin TG’ lerde % 35, DG’ lerde ise % 91 zenginlestigini
gostermektedir:

Tablo 3.15 Boraj yaginin 326 U/g yag enzim ile hidrolizinde, 8 saat
sonunda hidroliz @iriinil bilegenlerinin yag asitleri
bilesimleri ( 40 °C, Yag:Su:Hekzan, 2g:5mL:50 mL).

Yag Asitleri % Yag asitleri bilegimi

TG DG MG YA
14:0 0,1 0,1 0,1 0,2
16:1 0,1 0,1 0,2 0,4
16:0 9,2 7,9 14,8 12,4
18:3 29.6 41,8 16,4 10,4
18:2 39,0 29,5 31,5 37,6
18:1 11,6 11,1 17,4 19,6
18:0 2,8 3,0 4,2 5,6
20:1 3.8 3.2 6.0 6.7
20:0 0,3 0,3 0,2 0,6
22:1 2,5 1,7 5,4 3,8
22:0 0,2 0,1 - 0.4
24:1 0,7 1,1 3,8 2,2
24:0 0,1 0,1 - 0,1

Caliymalarimizda 247 U/g yad enzim miktari ile ylirGtillmils deneylerimize ait tiriin
bilesenlerinin yag asitleri bilesimleri Tablo 3.16° da g6riilmektedir. Bu deneylerde de
TG ve DG fraksiyonlarinda GLA yilizdesinin sirasiyla % 26,9 ve % 31,3’ ¢
ylkseldigi gorlilmektedir. Ancak bir dnceki deneye ait Tablo 3.15' de yer alan
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degerlere gdre bu artiglar daha digiik kalmaktadir. TG fraksiyonunda % 23, DG

fraksiyonunda ise % 43 oraninda zenginlesme s6z konusudur:

Tablo 3.16 Boraj yaginin 247 U/g yag enzim ile hidrolizinde, 8 saat
sonunda hidroliz {iriinil bilegenlerinin yag asitleri
bilesimleri ( 40 °C, Yag:Su:Hekzan, 2g:5mL:50 mL).

Yag Asitleri % Yag asitleri bilesimi

TG DG MG YA
14:0 0,1 0,2 - 0,4
16:1 0,2 0,2 0,1 0,2
16:0 10,6 12,4 15.0 12.5
18:3 26,9 31,3 18,5 10,6
18:2 36,3 28,8 27,4 40,4
18:1 14,3 14,8 23,0 20,9
18:0 3,6 3,5 4,6 4,0
20:1 3.6 3.8 5,3 5,2
20:0 . 0.3 0,3 - 0,5
22:1 24 2,6 3,8 3,2
22:0 0,2 0,2 - 0,5
24:1 1,4 1,8 2,3 1,6
24:0 0,1 0,1 - -

Boraj yaginin grami bagina 163 U’ lik enzim kullanilarak gergeklestirilmis deneylere
ait sonuglarin yer aldig1 Tablo 3.17° deki yag asitleri bilesimlerine bakildiginda,
benzer sekilde, TG ve DG fraksiyonlarinda bir miktar GLA’ nin konsantre oldugu
gdriilmektedir. TG fraksiyonunda GLA miktar orijinal yag bilesimine gore 1.12 kat ,
DG fraksiyonunda ise 1,34 kat artmustir.
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Tablo 3.17 Boraj yaguin 163 U/g yag enzim ile hidrolizinde, 8 saat
sonunda hidroliz {irlinQl bilegenlerinin yag asitleri
bilesimleri ( 40 °C, Yag:Su:Hekzan, 2g:5mL:50 mL).

Yap Asitleri % Yag asitleri bilegimi

TG DG MG YA
14:.0 0,1 0,1 - 0,1
10:1 0,2 0.2 - 0,1
16:0 10,7 11,7 17,8 11,2
18:3 24.6 29,3 17,6 11,0
18:2 374 | 349 | 172 373
18:] 13.8 | 132 | 303 22,4 |
18:0 3.8 3,6 6,1 5,3
20:1 4,2 3,5 5.1 6,3
20:0 0.3 0,3 - 0,5
22:1 2,8 1,9 3,5 3,9
22:0 0,2 0,1 - 0,7
24:1 1.8 1,2 2.4 1,2
24:0 0.1 - - -

Bu son seri deneylerimize ait sonuglar, ¢drekotu lipazt ile boraj yagindan GLA
bakimindan zenginlesmis iiriinler elde edilebilecegini gdstermistir. 163 U- 490 U
arasinda enzim miktart kullammi ile dzellikle DG ve TG fraksiyonlarinda GLA
yiizdesi arttirilabilmektedir. Optimum enzim miktarinin tespitinde, bu fraksiyonlarda
belirlenen % zenginlesmelerin yaninda DG ve TG fraksiyonlarinin ortamdaki

miktarlar: da dikkate alinarak sonuglar sistematik olarak incelenmeye alinmigtir.

3.6 Boraj Yagimn Cbdrekotu Lipazi ile Hidrolizinde Optimum Enzim

Miktarimn Belirlenmesi

Boraj yaginin ¢Orekotu lipaz enzimi ile hidrolizinde, enzim miktari ile hidroliz
riinlerindeki GLA zenginlesmesinin degisimini daha gdrebilmek igin 163-490 U
enzim miktarlarinda yirGtiilmds deneylere ait veriler Tablo 3.18° de topluca

gOsterilmistir:
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Tablo 3.18 Boraj yafinin ¢drekotu lipazi ile enzimatik hidrolizinde, {riin
bilesenlerinde GLA igeriginin enzim miktarina gbre degisimi.

Enzim % GLA
Miktari (U) TG DG MG YA
Orijinal Yag 21,9 - - -
163 24,6 29,3 17,6 11,0
247 26,9 31,3 18,5 10,6
326 29,6 41,8 16,4 10,4
490 21,3 25,5 19,7 21,7

Tablo 3.18" den, boraj yagimn hidrolizinde enzim miktarinin 326 U degerine kadar
artmasiyla TG ve DG fraksiyonlarinda GLA miktarinin ylkseldigi, fakat enzim
miktarimn 490 U degerine ¢ikarilmasiyla aym fraksiyonlarda GLA ylizdesinin
distigil goritlmektedir. Ancak elde edilen triiniin miktart yani gliserid karigiminda
bulunan GLA’ mnin miktart ile YA fraksiyonuna gecen kayip olarak
distinebilecegimiz GLA miktan da 8nemlidir. Her bir reaksiyonda elde edilmis olan
gliserid (toplam TG, DG ve MG miktari) ve YA miktari ile bu GirGinlerdeki GLA

yilzdeleri hesaplanarak sonuglar Tablo 3.19" da birlikte verilmistir:

Tablo 3.19 Boraj yaginin ¢orekotu lipazt ile enzimatik hidrolizinde, gliserid
kangimi ile YA’ da bulunan GLA ‘nin enzim miktarma gore degisimi.

Enzim Gliserid karigimi YA
Miktari (U) | Miktan |{% GLA Miktari | % GLA
Boraj yagi 100,0 21,9 - -

163 78.7 25,3 213 11,0
247 69,7 27,6 30,3 10,6
326 62,4 30,2 37,6 10,4
490 47,6 22,1 52,4 21,7

Tablo 3.19’ dan, 100 gram boraj yagimin ¢6rekotu lipazi ile hidrolizinde 8 saat
sonunda enzim miktarinin artigi ile elde edilebilecek gliserid karigimlart miktarlarinin

azalacafl buna karsilik agiga ¢ikan yag asitlerinin artacagi gdzlenmektedir. 326 U
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enzim miktarinda galigilma durumunda 62,4 g gliserid karigimi elde edilebilmektedir
ve bu karigimin GLA igerigi de % 30,2 seviyesinde olmaktadir. Enzim miktarmnin
azaltilmasiyla ele gegecek gliserid karigimi biraz artabilmekteyse de bunun GLA
iceriginde diisme olmaktadir. Enzim miktarinin arttirilmasi ile ise gliserid miktar ile
GLA igerigi epey azalacaktir. Tablo 3.19° dan optimum enzim miktarmin 326 U/g

yag olarak alinmasinin uygun olacagi tespit edilmistir.

Sonug olarak bu ¢aligma ile, 326 U/g yag enzim miktan ile ¢alisildifinda 100 g boraj
yagindan hidroliz yolu ile 62 g gliserid clde edilebilecegi ve bu triiniin % 30 GLA
icerebilecegi ortaya konulmugtur. Literatiirde hidroliz reaksiyonu sonucunda boraj
yagindan igerisinde % 46 GLA bulunan drinler elde edilebildigi kaydina
rastlanmigtir. Ancak bu drilnlerin verimi % 10 civanindadir. Bu agidan da ¢irekotu

lipazi ile elde edilmis bu sonuglar kayda degerdir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

I.  Bu ¢aligmamn ilk bdliminde, ¢orekotu tohumlarindan lipaz enziminin
ekstraksiyonunda kullaniimas: gereken ¢dziicti sistemi optimize edilmistir. Igerisinde
% 1 triton bulunan distile su ile tohumlarin ekstrakte edilmesinin uygun olacag

saptanmistir.

2. Lipaz enzimini, aktivitesini kaybetmeden saklayabilmek ve deneylerimizde
kismen saflagtirilmig enzim de kullanabilmek amaciyla, elde edilen lipaz
ckstraktlarindan enzimi ¢ktdrmek igin ortama amonyum silfat ilave edilmigtir.
Miimkiin olan en yiiksek aktivitede lipaz enzimini toz olarak g¢tktiirmek igin ortamin
amonyum siilfat doygunluk derecesinin ne olmasi gerektigi belirlenmistir. Yapilan
seri caligmalarin sonucunda, % 35 amonyum doygunluk derecesinin optimum oldugu

saptanmustir.

3. Kismen saflagtinilmis ¢drekotu lipaz enzimi ile boraj yagmm bir seri hidroliz
dencyleri sonucunda, ¢Orekotu enziminin cnzim Kkonsantrasyonuna bagli olarak

GLA’ ya karg1 bir negatif segicilik gdsterdigi saptanmigtir.

4. Corekotu lipazinin yilksek konsantrasyonlarda kullanilmast durumunda, GLA’ ya
kars1 segiciliginin kayboldugu, buna kargihk 490 U/g yag konsantrasyonundan daha
disitk enzim miktarinda ¢ahsildiginda ise oldukga yliksek yag asidi segiciligi
gosterdigi tespit edilmistir. Hidroliz Griinlerinden trigliserid ve 6zellikle digliserid

fraksiyonlarinda GLA zenginlesmesi oldugu gdzlenmistir.

5. Cahgsmanin son bdlitmiinde, hem elde edilecek gliserid diriinlerinin miktarini hem
de GLA agisindan bu triinleri zenginlestirmek amaciyla, enzim miktarimin degisimi
ile istenen kriterlerinin degisimi etraflica incelenmistir. Caligmalarin sonucunda en
uygun enzim miktarinin 326 U/g yag olarak segilmesine karar verilmistir. Bu enzim
konsantrasyonunda, 8 saat sonunda orijinal boraj yaginda % 21,9 oraninda bulunan
GLA ‘min drlin TG ve DG fraksiyonlarindaki ydzdesi sirasiyla % 29,6 ve % 41,8’
yukseltilmistir. Bdylece % 62 verimle igerisinde % 30 GLA bulunan gliserid kargim

elde edilebilmigtir.
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