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TRIOLEININ ENZIMATIK ASIDOLIiZi iLE DUSUK KALORILI
YAPILANDIRILMIS LIiPIDLERIN URETIMIi

OZET

Obezite problemi bilincinin gelisimiyle, diinyada diisiik kalorili yaglarin ve yag
ikame maddelerinin pazar1 hizla biiyiimektedir. Giiniimiizde karbonhidrat ve protein
bazli yag ikame maddeleri baz1 gida maddelerinde kullanilmaktadir. Ancak bu ikame
maddeleri 151l isleme dayanikli degillerdir. Bu yiizden, pisirme ve kizartma islemleri
gerektiren gida maddelerinin iiretiminde, 151l dayanikli ve dogal bir yagin 6zelliklerini
gosteren lipid bazli yag ikame maddelerinin kullanimi tek segenek olmaktadir. Diisiik
kalorili yaglar ve yag ikame maddeleri esas olarak lipidlerin yeniden
yapilandirilmalariyla iiretilebilmektedir. Yapilandirilmis lipidler 1,3-pozisyonlarinda
orta zincirli yag asitleri (C8-C12) ve 2-pozisyonunda uzun zincirli yag asitleri (C16-
C22) bulunan triagilgliseritlerdir. Literatirde, C8 ve C10 yag asitlerince
zenginlestirilmis triagilgliseridlerin iretimi ile ¢ok sayida calisma bulunmasina
ragmen, laurik asit (C12) ile modifiye lipidler iizerinde sistematik bir caligmaya

rastlanmamustir.

Bu tezde, trioleinden diisiik kalorili yaglarin iiretiminde kullanilabilecek, hizli
metabolize olan laurik asit ile zenginlestirilmis triagilgliseridlerin enzimatik olarak
eldesi amaglanmistir. Bu amagla, trioleinin laurik asit ile Mucor miehei lipazi
varliginda asidoliz reaksiyonu sistematik olarak incelenmistir. Tepki Yiizey
Metodolojisi uygulanarak, reaksiyon parametrelerinin (substrat orani, enzim miktari
ve slirenin) trioleine katilan laurik asit ylizdesi iizerine olan etkileri arastirilmis ve

reaksiyon kosullar1 optimize edilmistir.
Optimizasyon igin kullanilan Tepki-Yiizey Metodolojisi yontemine gore 50 °C’de
yapilan bir seri deney sonunda elde edilebilecek en yliksek laurik asit igerigi %49,3

olarak bulunmustur. Bu istatistiksel analiz yontemine gore kritik reaksiyon kosullari

ise 5,9 saat reaksiyon siiresi, %11,4 enzim miktari1 ve 1/5,8 TO:LA mol oranidir.

TO:LA mol orani, reaksiyon siiresi ve enzim miktarinin laurik asit ylizdesine etkisini

gostermek i¢in varyans analizinden yararlanarak 2. dereceden polinom olan bir model
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denklem olusturulmus ve bu model denkleme gore tahmin edilen degerler ile

gozlenen degerlerin %99 oraninda uyum sagladig: goriilmiistiir.



PRODUCTION OF LOW-CALORIE STRUCTURED LIPIDS BY
ENZYMATIC ACIDOLYSIS OF TRIOLEIN

SUMMARY

With increasing awareness of the risks associated with obesity, a market for reduced
calorie fats and fat replacers has opened up. Carbohydrate and protein-based fat
replacers are currently available, but cannot be exposed to high temperatures.
Therefore, lipid-based fat substitutes are the only option for use in cooking and
frying applications and for mimicking all the attributes of a natural fat. Low calorie
fats and fat replacers can be produced by restructuring lipids. In general, these
structured lipids contain medium chain fatty acids (C8-C12) in the 1,3-positions and
long chain fatty acids (C16-C22) in the 2-position of triacylglycerides. In the
literature, particularly C8 and C10 fatty acids have been used for the production of
low calorie structured lipids, however, a limited number of studies are available on

the production of structured lipids enriched with lauric acid.

The aim of this project is the production of triacylglycerides enriched with lauric
acid to be used in the formulation of low calorie fats. For this purpose, the acidolysis
reaction of triolien with lauric acid in the presence of Mucor miehei lipase was
studied in detail. The effects of reaction parameters (substrate ratio, amount of
enzyme amd time) on the percentage of incorporated lauric acid into triolein were
investigated and reaction conditions were optimized using Response Surface

Methodology.

Based on Response Surface Methodology, according the reactions carried on at 50 °C
maximum lauric acid content was found 49.3%. Critical synthesis conditions found
by the statistical model were ; reaction time 5.9 h., 11.4% enzyme amount and 1/5.8
TO:LA mol ratio.

A second-order model was obtained to predict conversions as a function of time,
enzyme percent and TO:LA mol ratio. The analysis of variance indicated that the
second-order model was highly significant and adequate to represent the actual
relationship between the response ( LA content, %) and the significant variables with

a satisfactory correlation coefficient 0.99.



1. GIRIS ve AMAC

Gelismis toplumlarda ytiksek yag igerikli ve yiiksek kalorili yiyeceklerin tiiketimi ve
bunun yaninda teknolojik gelismeler sonucu toplumda fiziksel aktivitenin azalmasi
obeziteyi yaygin bir sorun haline getirmistir. Genel olarak obezite viicutta
harcanmayan enerjinin yag olarak adipoz (yag) hiicrelerinde asir1 derecede
depolanmasi sonucu olusan ciddi bir hastaliktir. Obezite, vuciit yapisinda meydana
gelen goriinlis degisikligi disinda beraberinde hipertansiyon, kardiyovaskiiler ve
kononer kalp rahatsizliklari, diabet, insiilin direnci gibi énemli saglik problemlerine

sebep olmaktadir.

Obezite problemi bilincinin gelisimiyle, diinyada diisiik kalorili yaglarin ve yag
ikame maddelerinin pazari hizla biiyiistiir. Glinlimiizde karbonhidrat ve protein bazli
yag ikame maddeleri salata soslari, tathilar gibi bazt gida maddelerinde
kullanilmaktadir. Ancak bu ikame maddeleri 1s1l isleme dayanikli degillerdir. Bu
yiizden, pisirme ve kizartma islemleri gerektiren gida maddelerinin iiretiminde, 1s1l
dayaniklilig1 olan ve dogal bir yagin tiim 6zelliklerini gosteren lipid bazli yag ikame

maddelerinin kullanimi tek se¢enek olmaktadir.

Lipid bazli yag ikame maddeleri esas olarak yapilandirilmis lipidlerdir.
Yapilandirilmis lipidler (structured lipids), triagilgliserollerin yapisi lizerinde yag
asitlerinin pozisyonlarinin degistirilmesi ve/veya yeni yag asitlerinin spesifik olarak
yerlestirilmesi ile olusturulan 6zgiin triagilgliserol (TAG) yapilaridir. Diisiik kalorili
yapilandirilmis lipidlerin bilesimlerinde bulunan TAG larin sn-1,3 pozisyonlarinda
orta zincir uzunlugundaki yag asitleri (C8-C12) yeralmakta olup sn-2 pozisyonunda
ise uzun zincir uzunlugundaki yag asitleri (C16-C22) bulunmaktadir. Bilindigi tizere,
yaglarin bagirsaklarda sindiriminde 1,3-spesifik pankreatik lipaz enzimi ile agiga
¢ikan orta zincir uzunlugundaki yag asitleri kolaylikla kan yoluyla karacigere
tasinmakta ve B-oksidasyona ugrayarak kendilerinden enerji saglamaktadir. Diisiik
kalorili yapilandirilmis yaglar karacigerde hemen kullanildig: igin adipoz hiicrelerde
yag depolanmasi olmaz. Diger taraftan, bu yaglarin asitlerinden agiga ¢ikan enerji

uzun yag asitlerininkine gore daha az olmaktadir.



Glinlimiizde, yapilandirilmis triagilgliseroller 6zellikle enzimatik interesterifikasyon
ve transesterifikasyon reaksiyonlariyla tiretilebilmektedir. Literatiirde spesifik lipaz
enzimlerinin kullanildig1r yapilandirilmis lipidlerin enzimatik iiretimi {izerine ¢ok
sayida caligma yeralmaktadir. Bu ¢alismalarda orta zincir uzunlugunda yag asitleri
ile modifiye edilmis TAG larin {iretiminde daha c¢cok C8 ve CI10 asitlerinin
kullanildigy, laurik asit (C12) ile yapilmis ¢calismalarin az sayida oldugu gézlenmistir.
Ayrica laurik asit kullanilan bu calismalarda, ozellikle tristearinin laurik asitle
modifiye edildigi, triolein ile yapilmis tek c¢alisma da ise belirli bir reaksiyon
kosulunda {iretilmis TAG larin saflastirilmasina doniik deneylerin yiirttiildiigi
goriilmektedir. Bu nedenle bu tezde, trioleinin laurik asit ile asidolizinin detayli
olarak incelenmesi ve Tepki Yiizey Metodolojisi (Responce Surface Methodology)

kullanilarak reaksiyon parametrelerinin optimize edilmesi hedeflenmistir.



2. LITERATUR VE TEORI

2.1. Yag ikame Maddeleri

Yag ikame maddeleri, gida maddelerinde yaglarin yerine gegerek onlarin bir yada
daha fazla roliinii iistlenebilen maddelerdir. Gida maddelerindeki yag miktarin
azaltarak insanlarin fazla yag alimimi azaltmalarina yardimci olmak amaciyla
gelistirilmiglerdir [1]. Besin kaynaklarina gore karbonhidrat, protein ve yag bazl

olmak tizere ii¢ grupta siniflandirilabilirler.

2.1.1. Karbonhidrat Bazh Yag Ikame Maddeleri

Pazara 1960’larda girmis ve halen en genis kullanim alanina sahip olan yag ikame
maddeleri karbonhidrat bazlidir. Bu {riinlere 0Ornek olarak dekstrinler,
maltodekstrinler, modifiye gida nisastalari, seliiloz ve gesitli zamklar verilebilir[2].
Bu tir yag ikame maddeleri, etlerde, salata soslarinda, dondurulmus gidalarda,
dipsoslarda, sekerlemelerde yaygin olarak kullanilmaktadir [3]. Bu maddeler yagin
kivamlilik 6zelligini karsilar fakat yagin pisirme Ozelliklerini karsilamazlar[2].
Karbonhidrat bazli yag ikame maddeleri dogal yaga gore daha diisiik kaloriye sahip
olmalarma ragmen, 1siya karsi dayaniksizliklarindan dolayr dogal yag yerine

kullanimlar1 sinirlidir[3].

2.1.2. Protein Bazh Yag ikame Maddeleri

Protein bazli yag ikameleri 1990’larin baslarinda pazarda yerlerini almiglardir. Bu
maddelerden ‘genellikle giivenli taninan’ iki yag ikame maddesi vardir. Bu triinler
yumurta beyazi ve siit iirlinleri proteinlerinden elde edilen peynir alt1 suyu proteini
konsantrelerinden ekstrakte edilip, mikropartikiilasyon uygulanmasi ile elde edilirler.
Mikropartikiilasyon, proteinlerin birbirlerinin {izerlerinden kolayca kaymalarim
saglayacak sekilde mikroskobik yuvarlak tanecikler sekline getirilme prosesidir. Bu
prosesin amaci protein bazli bu maddelere yaga benzeyen, agizda kremamsi bir sivi

hissi veren Ozellik yaratmaktir. Bu yag ikame maddeleri, agizda karbonhidrat bazli



yag ikame maddelerine gore daha iyi bir his birakmakta ve bazi pisirilmis gidalarda

da kullanilabilmektedir. Fakat bu maddeler de kizartma i¢in uygun degildir[3].

Simplesse, Nutra Sweet tarafindan iiretilen protein bazli bir yag ikamesidir.
Mayonez, salata soslari, yogurt, eksi krema, margarin, tereyagi ve peynir gibi
gidalarda kivam artirict ve yapilandirict olarak kullanilmaktadir. Fakat firinlama
veya kizartma Simplesse’in kremsi yapisinin bozulmasina sebep oldugu ig¢in
pisirmede kullanilamamaktadir. Simplesse disinda Kraft tarafindan iiretilen,
Simplesse gibi yagin ‘damak hissi’ni verebilen, yumurta beyazi ve siit

proteinlerinden iiretilen Trailblazer adli bir yag ikame maddesi de bulunmaktadir[4].
2.1.3. Lipid Bazh Yag ikame Maddeleri

Lipid bazli yag ikame maddeleri yapilandirilmig yaglardir. Bunlarin gesitli iiretim

sekilleri ve kullanim alanlar1 vardir.

Yag metabolizmasinin incelenmesi ve artan bilgiler 1s1ginda trigliserit anayapisi
tizerindeki doymamislik dagilimi ve pozisyonel dagilim, yapilandirilmis yaglarin
sentezi lizerine c¢alismalara yol agcmistir. Hastaliklarin iyilestirilmesi ve sagligin
korunmasi agisindan belirli yag asitlerinin kullanimi baglaminda, yapilandirilmis
yaglarin 6nemi giderek artmaktadir. En genis anlamda, yag asitlerinin pozisyonlarini
degistirmek tizere yeniden yapilandirilmis ve dogal haldeki yag asidi bilesimini
degistirmek lizere modifiye edilmis yaglart yapilandirilmis yag olarak
tanimlayabiliriz. Biyoteknoloji ile, lipidler kolesterolii diisiirmek, bagisiklik sistemini
giiclendirmek, islevselligi artirmak ve beyin gelisimini gelistirmek amaciyla

yapilandirilabilirler.

Yapilandirilmis yaglar yaglara uygulanan cesitli kimyasal doniisiimlerle elde
edilirler. Bu reaksiyonlar sunlardir:

Esterlesme Reaksiyonlari

Bir alkol ile asidin katalizor varhiginda reaksiyona girerek ester olusturdugu
reaksiyonlara esterlesme reaksiyonu denir. Bu reaksiyonun tersi hidroliz

reaksiyonudur [5].

Esterler, monohidrik ve polihidrik alkollerle, etilen veya propilen oksitlerle, asetilen

veya vinil asetatlarla yiriitiilen reaksiyonlarla elde edilirler. Esterlesme



reaksiyonlarinda en fazla kullanilan monohidrik alkoller metanol, 1-propanol, 2-
propanol ve 1-biitanoldiir. Esterlesme bir denge reaksiyonudur ve esterin yaninda su

da olusur [6].

R.:COOH + R.OH —*™ R;COOR: + H»0O
Asit Alkol Ester Su

Esterlesme reaksiyonlar1 genellikle asit katalizorler varliginda yiirttiilmektedir.
Siilfiirik asit, fosforik asit, organik siilfonik asitler ve hidroklorik asit gibi kuvvetli

asitler kullanilmadiginda da son derece yavas gerceklesen reaksiyonlardir [7].

I¢ Esterlesme Reaksiyonlar1

Interesterifikasyon ( i¢ esterlesme ) reaksiyonlar1 bir ester ile baska bir bilesen
arsinda gergeklesen, alkoksi ve agil gruplarinin yer degistirmesiyle karakterize edilen

ve farkli bir ester olusumuyla sonucglanan reaksiyonlar olarak tanimlanabilir [6].
RCOOR’ +R”’OH — RCOOR”’ +R’OH
RCOOR’ +R’COOH < RCOOH +R”COOR’

RCOOR’ +R”’COOR”> —* RCOOR”’ +R’COOR’
B

Yukarida verilen reaksiyonlarda da goriildiigii gibi; interesterifikasyon reaksiyonlari,
esterin bir alkolle, bir asitle veya baska bir esterle olan reaksiyonlaridir. Ester alkol
arasindaki  i¢ esterlesme reaksiyonlarina alkoliz, ester ile asit arasindaki ic
esterlesme reaksiyonlarina asidoliz, ester ile bagka bir ester arasindaki i¢ esterlesme
reaksiyonlarma ise transesterifikasyon denir [6]. Ancak baz1 kaynaklara gore
transesterifikasyon (transesterlesme) bir esterin bir asit, bir alkol, bir baska ester ve

bir amin ile olan reaksiyonlarini ifade eden genel bir terim olarak kullanilmaktadir
[8].
Asidoliz Reaksiyonlar1

Bir asit ile esterin reaksiyona girmesiyle alkil gruplarinin yer degistirmesi sonucu

yeni bir ester olugsmasina asidoliz denir [5].



RiCOOR2 + R3COOH T R3COOR: + R:COOH
Ester Yag asidi Ester Yag asidi

Bu reaksiyonlar gerceklesmesi i¢in yliksek sicaklik veya asit katalizor ya da her ikisi

birden gereklidir [6].

Transesterifikasyon Reaksiyonlari

Transesterifikasyon (ester degisimi) reaksiyonlari, iki ester arasinda gergeklesen ve

farkli iki ester olusumuyla sonug¢lanan reaksiyonlardir [6].

CH2COOR; CH,COOR; CH,COOR; CH2COOR;
| | | |

 —

CHCOOR; + CHCOOR; ——_ CHCOOR;  +  CHCOOR;
| | | |

CH2COORs3 CH>COOR4 CH>COORs3 CH2COORg4
Triagilgliserol 1 Triagilgliserol 2 Triagilgliserol 3 Triagilgliserol 4
CH2COOR; CH2COOR;

| |
CHCOOR; < CHCOOR;

| |
CH2COORs CH2COOR3

Triagilgliserol 1 Triagilgliserol 5

Alkoliz Reaksiyonlari

Bir alkol ile esterin reaksiyona girmesiyle alkil gruplarinin yer degistirmesi sonucu

yeni bir ester ve alkol olugmasina alkoliz denir [9].

CH,- COO —R: R1COO R’ CH- OH
| |
CH-COO —R; + 3R’OH "~ R.COOR*  + CH - OH

| |
CH2,-COO — R3 R3; COOR’ CH,—- OH



Alkoliz reaksiyonlart denge reaksiyonlar1 olup alkol fazlasi reaksiyonu iiriin lehine
dondiirtir. Bu reaksiyon i¢in stokiyometrik oran 3 mol alkole karsilik 1 mol yag
olmasina karsin pratikte iirlin verimini arttirmak i¢in stokiyometrik oran yerine daha

yiiksek alkol/yag mol oranlarinda c¢alisilmaktadir [7].

Alkoliz reaksiyonunu hizlandirmak igin asit, alkali veya enzimatik katalizorler
kullanilabilir. Alkali katalizorler olarak NaOH, KOH, sodyum metoksit, sodyum
etoksit, sodyum propoksit veya sodyum butoksit tercih edilir. NaOH ise hem ucuz
olmast hem de kolay temin edilebilmesi sebebiyle bu reaksiyon igin en ¢ok
kullanilan alkali katalizordiir. Genel olarak bakildiginda da alkali katalizorler
reaksiyonu asit katalizorlere gore daha hizli yiiriittiiglinden daha ¢ok tercih edilirler
[7]. Alkali katalizorlii alkolizde, gliserollerin ve alkollerin susuz olmasi gerekir;
¢linkii su sabunlagsma reaksiyonuna sebep olur. Sabun olusumu ester miktarini azaltir,

ester ve gliseroliin ayrilmasini zorlagtirir [5].

Alkolizde kullanilan asit katalizorler ise sulfuirik asit, fosforik asit, hidroklorik asit,
ve organik sulfonik asitlerdir. Asit katalizli reaksiyonlar alkali katalizorlii
reaksiyonlara gore daha yavas yiiriir. Bu nedenle asit katalizorler su ve serbest yag

asidi iceren triagilgliserollerin alkolizi i¢in uygundur [5].

Alkoliz reaksiyonlarinda enzimler de katalizér olarak kullanilir. Bu amagcla
kullanilan enzimler lipazlardir. Ancak enzimin aktivitesini korumak i¢in reaksiyon
kosullarmin ¢ok iyi denetlenmesi gerekmektedir [7]. Alkoliz reaksiyonu igin
katalizor olarak lipaz kullanildiginda triagilgliseroller ve kismi gliseroller dnce lipaz
varliginda hidrolize olarak kismi gliserol ve serbest yag asidi verirler. Metil esterler

de, metanol ve serbest yag asidinin esterlesme reaksiyonu sonucu olusur [5].

Triagilgliserol (TAG) + R’OH — Diagilgliserol (DAG) + R’COOR:
Katalizor

Diagilgliserol (DAG) + R°OH __ Monoagilgliserol (MAG) + R’COOR?

-—

Katalizor

Monoagilgliserol (MAG) +R’OH — Gliserol (GL) + R’COOR3

Katalizor



Enzimatik alkolizde, alkoliz reaksiyonunda bir yan f{iriin olarak ortaya ¢ikan
gliserolin geri kazanilmas1 diger katalizorlerle gergeklestirilen alkoliz reaksiyonlarina
gore daha kolaydir. Ayrica enzimler atik yaglar icerisindeki serbest yag asitlerinin
de bitiiniiyle metil esterlere donistiiriilmesine olanak saglamaktadir. Ayrica
enzimatik alkolizin diger bir avantaji da kullanilan lipazin substrat seciciligine bagl

olarak, farkli bilesim ve 6zelliklere sahip pek ¢ok iiriiniin elde edilmesidir [5,10].

Alkoliz reaksiyonlarinda sadece metanol, etanol, propanol, biitanol ve amil alkol
gibi basit alkoller kullanilir. Bu alkoller arasinda en cok tercih edilen alkol

metanoldiir. Cilinkii metanol en kisa zincirli alkoldiir ve ayrica polar bir bilesiktir [7].

Endiistriyel olarak alkoliz reaksiyonu, genellikle bitkisel yaglarin giiclii bir asit veya
baz varliginda 100 °C ile 200 °C arasinda 1sitilmasiyla gergeklesir. Cesitli
katalizorlerin kullanildigi geleneksel kimyasal teknoloji ile alkil esterlerin iiretimi,
gliseroliin yeniden elde edilme zorlugu, katalizdriin uzaklastirilmasi ve yiiksek enerji
sarfiyat1 gibi pek ¢ok dezavantaja sahiptir. Bu nedenle alkoliz reaksiyonlarinda
lipazlarin kullanimin bu dezavantajlar ortadan  kaldirabilecegi

distiniilmektedir [9].

Yapilandirilmig lipid uygulamalarina 6rnek olarak asagida agiklanan iiretimler

verilebilir:
e Kakao yag1 ikameleri
e Anne siitii yag1 benzerleri
e Saglik ve gida degeri yiiksek bilesikler
e Diisiik kalorili yaglar

e Diger uygulamalar [11].

2.1.3.1. Kakao Yag ikameleri

Kakao yaginin, ¢ikolata tiriinlerinin fiziksel 6zellikleri {izerindeki etkisinden dolay1
sekerleme endiistrisinde biiyiik yeri vardir. Bu etkiler parlaklik, 1s1iya dayaniklilik ve
agizda biraktigr hos tat ve aromadir[13]. Fakat pahali bir hammadde olmasindan
dolayr endiistride kakao yagmin yerini tutacak yeni maddeler gelistirilmeye

calisiimaktadir. Kakao yaginin % 70’inden fazlasinmi sn-2 pozisyonunda oleik asit



iceren triacilgliseroller olusturmaktadir.[12] Dogada kakao yagina benzer yapida
baska yag bulunmamaktadir; bu yagin alternatifleri karisim halinde kullanilan

bitkisel yaglar ve modifiye yaglardir [13].

Palm yag1, palm yagi ara fraksiyonlari, illipe (shorea stenoptera) yagi, shea (Butyro
dpermum) bilinen kakao yagi muadilleridir. Ayrica bazi karisim alternatifleri de

mevcuttur.

2.1.3.2. Anne Siitii Yag1 Benzerleri

Ideal bir bebek mamas1 formiilasyonu elde etmek icin yag asitleri dizilimi ve miktar1
anne siitindekilerle ayni olmalidir. Ticari formiilasyonlarda bitkisel yaglar
kullanilarak iiretimler yapilmaktadir. Anne siitliniin trigliserit yapisinda esterlesen
palmitik asitin %70’1 2 pozisyonunda yer alir. Bitkisel yaglarda ise palmitik asitin
%80’inden c¢ogu trigliseridin 1,3 pozisyonlarinda yer alir. Bagirsaklarda pankreatik
lipaz sadece bu yapidaki 1,3 pozisyonunda esterlesen asitleri hidroliz eder.
Dolayistyla bitkisel yaglarin kullanilmasi durumunda, serbest kalan palmitik asit
daha sonra siitte bulunan kalsiyum ile suda c¢oziinmeyen kalsiyum sabunlari
olusturabilir ve bunlar disk: ile digar1 atilir. Bunun sonucu olarak viicut i¢in gerekli
enerji ve kalsiyum kaybedilmis olur. Bu durum kii¢lik cocuklar i¢in problem
yaratabilir ¢iinkii temel besi kaynaklari olan siitiin, kemik gelisimi i¢in gerekli olan
kalsiyumundan yeterli miktarda faydalanamamis olurlar. Anne siitii trigliseritlerine
benzer yapida yapilandirilmis trigliserit tiretimi, 1,3-spesifik lipaz kullanilarak palm
yagindan elde edilen tripalmitin ile bitkisel yaglardan elde edilen oleik asitin
transesterifikasyonu ile yapilir. Bu durumda 2 pozisyonda esterlesen asitler
karacigerde yerleserek gerekli kalsiyum ve enerji kaynagmi saglarlar. Bu tiir
trigliseritler ¢ocuk mamalarinda kullanilirlar. Betapol, enzim teknolojisi ile elde

edilen ve anne siitii yag1 yerine kullanilan ticari bir tirtindiir[11].

2.1.3.3. Saghk ve Gida Degeri Yiiksek Bilesikler

Bu bilesiklerin temelinde gida ve saglik agisindan onemli etkileri saptanmis bazi yag
asitlerinin trigliserit molekiillerine yerlestirilmesidir. Bu asitler ornek olarak balik
yag asitleri (DHA- dokosahekzaneoik asit ve EPA- eikosapentaenoik asit) ve
gamma-linoleik asiti (GLA) gosterebiliriz. Bu asitlerin triagilgliserit yapisindaki

belirli pozisyonlara katilmasi i¢in de yine biyoteknolojiden yararlanilir. Spesifik



lipaz enzimleri ile yiiriitiilen asidoliz reaksiyonlar1 ile DHA, EPA, veya GLA’ nin

trigliserit yapisina katilmas1 miimkiin olabilmektedir [11].

2.1.3.4. Diisiik Kalorili Yaglar

Bitkisel yag asitlerinin ¢ogu karbon sayilar1 16-22 arasinda degisen uzun zincirli yag
asitleridir. 8-12 arasinda karbon igeren yag asitleri orta zincirli yag asitleri olarak
adlandirilirlar. Bu yag asitlerinin viicutta oksidasyonununda uzun olanlara gore daha
az kalori verdigi bilinmektedir. Ayrica orta zincirli yag asitlerinin sindirimi daha
kolaydir. Bagirsaklardan emilimi uzunlara gére daha kolay gergeklesir. Dolayisiyla
bu asitleri igeren trigliseritlerin tercihli olarak viicutta kullanimi sonucu daha az
enerji ortaya c¢ikar. Bu tiir {riinler dogada bulunmaz ve kimyasal sentezle
hazirlanmasi1 ¢ok zordur, ancak enzimatik reaksiyonla elde edilmeleri miimkiindiir
[11]. Diisiik kalorili yaglar ¢alisma konumuzdur. Ileriki béliimlerde genis olarak

incelenecektir.

2.1.3.5. Diger Uygulamalar

Enzimatik reaksiyonlarla EPA, DHA ve CLA gibi 0zel yag asitlerinin trigliserit
icerisinde zenginlesmesi saglanabilir. Balik yaglarinin lipaz enzimleri ile sec¢imli
hidrolizi ile EPA ve DHA’ca zengin trigliserit molekiilleri elde edilebilmektedir.
Benzer reaksiyonlar CLA ve GLA zenginlesmesinde de uygulanmaktadir [11].

2.2. Diisiik Kalorili Yaglarla Yapilan Cahismalarla ilgili Literatiir Calismasi

Sellapan ve Akoh kaplama yaglar1 iiretmek i¢in tristearinin laurik ve oleik asitle
enzimatik asidolizi iizerine bir ¢alisma yapmislardir. n-hexan ortaminda Lipozym
IM60 lipazim1 kullanarak yiiriitiilen tristearinin laurik ve oleik asitle asidolizinde
sicaklik, zaman, substrat mol orani, enzim miktari, enzim gerikullanimi gibi
parametrelerin etkileri incelenmistir. Uriinlerin erime profilleri diferansiyel tarayici
kalorimetri (DSC) ile belirlenmistir. 1:4:1 (tristearin/laurik asit/oleik asit) substrat
oraninda elde edilen tiriin makul bir erime profili gostermistir. Bu liriiniin DSC erime
piki 31.4 °C olarak gozlenmistir. Karistirmali kesikli reaktérde 1:4:1 substrat
oraninda optimum kosullar altinda yliriitiilen asidoliz sonunda 1200 g. {iriin elde
edilmis, bu {iirlin destilasyon ile saflagtirildiktan sonra, krakerlerin kaplanmasinda

kullanilmistir. Kaplanmis karakerler bir desikatoriin igerisinde doygun su buhari
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atmosferi altinda tutularak kaplama maddesinin nem engelleme kabiliyeti
arastirilmistir. Sentezlenen bu yagin kaplama 6zelligi, kaplanmamis krakerlerle ve
kakao yag1 kapli krakerlerle karsilastirilmis ve sentezlenen yagin nem
absorpsiyonunu engelleme acisindan kakao yagindan daha iyi oldugu sonucuna

varilmigtir [14].

Nieto ve arkadaglar1 ise orta ve uzun zincir uzunlugunda yag asitleri igeren
yapilandirilmis  triagilgliserollerin  Mucor miehei steriyospesifik lipaz1 ile
interesterifikasyonla sentezini gergeklestirmisler. Sn-1, sn-3 dilauril, sn-2
elkosapentaenoil gliserol ve sn-1, sn-3 dilauril, sn-2 dokosahekzaenoil gliserol
yapilandirilmis gliserollerinin sinirlt su varliginda enzimatik interesterifikasyonunda
gerekli substratlardan laurik asit, Candida cylindracea’dan elde edilen bir non-
spesifik lipaz ile hindistan cevizi yagmin kontrollii hidrolizi sonucunda elde
edilmistir. Yag asidi hidroliz {iriinlerinden kolon kromatografisi ile ayrilmis ve metil
esterine doniistlirilmistiir. sn-2 elkosapentaenoil gliserol ve sn-2 dokosahekzaenoil
gliserolleri sn-1 sn-3 spesifik Mucor miehei orijinli immobilize lipaz Lipozyme IM-
20 ile Katalizlenen balik yagi hidrolizi ile hazirlanmistir. Interesterifikasyon su
ceketli cam reaktorde yiiriitiilmiis ve triagilgliserol {irtinleri aliiminyum oksit kolon
kromatografisinden gegirilerek saflastirilmistir. Tarif edilen bu interesterifikasyon
prosediirii ile loboratuvar 6l¢eginde, orta zincirli asitlerini sn-1 ve sn-3, uzun zincirli
coklu doymamis asitlerini sn-2 pozisyonunda bulunduran yapilandirilmis

triagilgliserollerinin tiretilebilecegi agiklanmistir [15].

Miura ve arkadaslari ise yapilandirilmis bir triagilgliserol olan 1,3-dilouril-2-oleil-
gliseroliin (LaOLa) enzimatik sentezi ve saflastirilmasini incelemislerdir. Laurik asit
ve triolein arasindaki enzimatik transesterifikasyon ile 1,3-pozisyon segiciligi olan
Lipozyme IM kullanarak % 70 LaOLa iceren bir fraksiyon elde edilmistir. Bu
iriinden, transesterifikasyon sirasinda iiretilen mono- ve diagilgliserollerin
uzaklastirllmasinda ve elde edilen TAG fraksiyonundaki, farkli TAG tiirlerinin
ayrilmast i¢in kolon kromatografisi uygulamalart yapilmistir. Bu metotla elde edilen

LaOLa fraksiyonunun %99’dan daha ytiksek bir saflikta oldugu aciklanmistir[16].

Wongsakul ve arkadaslar1 ise yaptiklar1 ¢alismada triagilgliseritlerin lipaz katalizli
sentezi i¢in yeni bir metod gelistirmislerdir. Bu ¢alismada 6ncelikle sn1,3-dilaurin ve
—dikaprin enzimatik olarak sentezlenmis, daha sonra bu drlinler farkli lipazlar

kullanilarak oleik asit veya vinil esteri ile sn2-pozisyonlarindan esterlestirilmislerdir.

11



Reaksiyonlar  organik  ¢Ozlici varhiginda veya  ¢Oziiclisiz ~ sistemlerde
gerceklestirilmistir. Iimmobilize Burkholderia cepacia lipaz1 kullanilarak 60 °C’de n-
hekzan ortaminda yiiriitiilen reaksiyonlarda %87 ve %78 1,3-dikapriloil-2-oleil-
gliserol veya 1,3-dilauril-2-oleil-gliserol (CyOCy veya LaOLa) bilesiklerini igeren
triinler elde edilmistir. Diisiik basing altinda sn-1,3-DAG ve serbest oleik asit’in
esterifikasyonunda ¢oziicii kullanildiginda reaksiyon veriminin %20’den daha diisiik
oldugu, buna karsilik c¢oziiclistiz bir ortamda %50 civar1 verim degeri elde

edilebildigi belirlenmistir [17].

Rao ve arkadaglari, hindistan cevizi yagindan elde edilmis trigliseritler yiiksek
oranda laurik asit iceren trigliseritleri, immobilize lipaz (Rhizomucor miehei orijinli
IM 60) varliginda stearik asit ile reaksiyona sokmuslardir. Reaksiyonlar organik
¢oziicli icerisinde ylriitiilmiistiir. Trigliseritlere maksimum stearik asit baglanmasi,
trigliserit stearik asit mol oraninin 1:6 oldugu durumda 37 °C de 4 saatte veya 60
0C’de 2 saatte saglanmistir. Bu kosullar altinda, hindistan cevizi trigliseritlerinin
icerisindeki stearik asit seviyesi ilk baslangic degeri olan %?2’den % 60’a
yiikseltilmistir. Diferansiyel taramali kalorimetri ile molekiillerdeki stearik asit
artisginin kat1 yag icerigini artirdigini ve bu modifiye yaglarin daha yiiksek erime
profilleri gosterdigi belirlenmistir. Bu sekilde elde edilen modifiye yaglar bir¢ok
degisik gida uygulamalarinda kullanim alani bulmaktadir [18].

Zhou ve arkadaslari, ¢0ziiciisiiz ortamda kolza yag: ile kaproik asitin asidolizini
Lipozim RM IM lipaz1 varliginda gergeklestirmis ve reaksiyon parametrelerini tepki
yilizey metodolojisi ile optimize etmislerdir. Kolza yagina kaproik asitin katiliminda
optimum reaksiyon kosullar1 17 saat, reaktan orani 5, %14 enzim miktari, %10 su
ilavesi ve sicaklik 65 °C olarak belirlenmistir. Bu kosullarda yaga % 55 mol oraninda

kaproik asit baglanmis yapilandirilmis triagilgliserol iiriinleri elde edilmistir [19].

Schimid ve arkadaslar1 lipaz enzimleri kullanarak gliseroliin sn-1 ve sn-3
pozisyonlarinda ayni cins yag asiti (A) ve sn-2 pozisyonunda bagska bir cins yag asiti
(B) bulunan ABA yapisinda yapilandirilmis trigliseritler sentezlemisler ve reaksiyon
kosullarimin  optimizasyonu {izerine ¢alismislardir. Reaksiyonlarda oOnce 2-
monopalmitin tiretilmis, daha sonra bu 2-monopalmitinin oleik asitle esterifikasyonu
gerceklestirilerek 1,3-oleil-2-palmitoil-gliserol elde edilmistir. Bu iki kademeli
reaksiyonda Rhizomucor miehei ve Rhizopus javanicus orijinli lipazlar kullanilmstir.

Bu iki kademeli reaksiyonda su aktivitesinin, ¢dziiciiniin ve lipaz immobilasyonunda
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kullanilan tasiyicinin, riinlerin safligina ve bilesimine olan etkileri incelenmistir

[20].

Famuso ve Akoh diisiik kalorili yapilandirilmis lipidler (SL) eldesi i¢in, trioleinin
kaproik ve bitirik asitle lipaz katalizorliiglinde asidoliz  reaksiyonlarini
incelemislerdir. Triolein, kaproik ve biitirik asidin 1:4:4 mol oranlarindaki karigimi,
24 saat boyunca, 55 °C’de ve %10 oraninda lipaz varliginda reaksiyonu sonucu,
icerisinde %13 reaksiyona girmemis triolein, %49 dislibstitiye ve %38

monosiibstitiiye kisa zincirli yag asitlerinden ibaret {iriin elde edilmistir[21].

Akoh ve Yee ise diisiik kalorili yapilandirilmis yaglarin enzimatik iiretiminde,
immobilize Rhizomucor miehei orijinli sn-1,3-spesifik lipaz (IM60) kullanarak
tristearin ve trikaprinin interesterifikasyonu iizerinde calismislardir. Reaksiyon
parametrelerinin (zaman, sicaklik, enzim miktari, substrat mol orani, su miktar1 ve

reaksiyon ortaminin) {iriin bilesimi tizerindeki etkilerini incelemiglerdir [22].

Shieh ve arkadaslar trioleinin orta zincirli kaprik asit (Cio) ile modifikasyonunda,
reaksiyon zamani, sicaklik, kaprik asidin trioleine molar substrat oran1 ve enzim
miktariin Uriin  bilesimine olan etkilerini tepki yiizey metodolojisi ile
incelemiglerdir. Calismalarinin sonucunda, reaksiyon optimum kosullart %10 enzim
miktar, 6:1 molar substrat orani, 25°C’de 30 saatlik reaksiyon siiresi olarak
belirlenmistir. Mono ve dikaproolein i¢in toplam %100’e varan bir verim elde

edilmistir [23].

Senanayake ve Shahidi, dokosahekzaenoik asit (DHA)’in boraj yagina katiliminda
Candida antarctica orijinli immobilize Novozym 435 lipazinm1 kullanmislar ve
kosullar1 tepki yiizey metodolojisi (RSM) kullanarak optimize etmislerdir. Sonug
olarak optimum kosullarda (165 {iinite enzim konsantrasyonunda, 25 saatlik
reaksiyon siiresinde, 50°C’de) boraj yagma %34,1 DHA baglanabilmektedir.
Varyans analizi sonucu korelasyon katsayisi 0,97 bulunmustur, bu da modelin

uygunlugunu dogrulamistir [24].

2.3. Tepki Yiizey Metodoloji (Responce Surface Methodology)

Tepki Yiizey Metodolojisi (TYM) matematiksel ve istatiksel tekniklerin bir arada
kullanildig1 ve bagimli degiskenin (tepkinin) cok sayida bagimsiz degiskenden

(parametrelerden) etkilendigi problemlerin analizinde, modellemesinde ve tepkinin
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optimizasyonunda uygulanan bir yontemdir [25, 26]. TYM ile bir seferde birden
fazla degiskenin tepki iizerine olan etkisi denenebilmekte, 6zel deney tasarimlari
kullanarak optimizasyon i¢in gerekli deney sayisini azaltabilmektedir. Kisacasi,
TYM tepkinin en iyi degerini bulmak i¢in olusturulmus bir teknikler biitliniidiir. Bu
teknikler, ilk olarak Box ve Wilson tarafindan 1951 yilinda ortaya konmustur. Daha
sonra 1957 yilinda Box ve Hunter’in, 1958 yilinda Bradley’in , 1958-1959 yillan
arasinda Hunter ve 1960 yilinda ise Davies’in TYM iizerindeki caligmalari
kullanilan teknikleri gelistirmistir. Bu tekniklerin tiimii deneyin tasarimini ve elde

edilen deneysel sonuglarin analizini kapsamaktadir [25, 27].

Bu metodoloji kullanilirken oncelikle 6l¢iilmek istenen tepki iizerine en fazla etki
ettigi diisiiniilen degiskenler segilir. Daha sonra bu degiskenlerin dl¢iilebilecek deger
araliklar1 6n denemeler ve literatiir arastirmasi ile belirlenir. Bundan sonra yapilmasi
gereken uygun model denklemin segilmesidir. Model denklem, olgiilen tepkiyi
proses degiskenlerinin bir fonksiyonu olarak ifade eder. Bu model denklemler birinci
veya ikinci dereceden olabilir. Model denklemin belirlenmesinin ardindan uygun
deney tasarimi tespit edilir. Bunlar arasinda en 6nemlileri merkezil bilesik, Box-
Behnken, tam fonksiyonel, kismi faktoriyel, rastgele, Latin kareler, Taguchi ve
Plackett Burmann deney tasarimlaridir. Bu tasarimlar sayesinde optimizasyon ig¢in

yuriitiilmesi gerekli deneylerin kosullari ve deney sayilari belirlenmis olur [25-27].

Merkezil bilesik deney tasarimlari, kiip noktalar (cube points), yi1ldiz noktalar (star
points) ve merkez noktalar1 (center points) olmak iizere ii¢ tip deneysel noktayi
kapsamaktadir. Kiip noktalar1 i¢in kodlanan bagimsiz degisken degerleri +1 dir.
Merkezil bilesik deney tasariminda ikinci nokta grubu olan yildiz noktalarinin (+o,
0,0.,...0), (0, o, 0, ...0), (0, 0,...0, +a) koordinatlar1 vardir. Ugiincii grup noktalar
koordinatlar1 daima (0,...0) olan ve tasarim merkezinde yerlesen noktalardir. Merkez
noktalarin sayis1 Tablo 2. X da da gosterildigi gibi kullanilan ortagonal dizaynla
belirlenmektedir [26].
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Tablo 2.1: Merkezil bilesik deney tasarimlari [26].

2. Kiip
Bagimsiz Dereceden | Noktalari Y1ldiz Noktalar1 Ortogonal Tasarim
Dgglgken Modelde Saylst Say1 Deger Merkez | Toplam
ayist Parametre
K Sayisi ok 2k o Nokta Nokta
D Sayis1 Sayis1
2 6 4 4 1.414 8 16
3 10 8 6 1.682 9 23
4 15 16 8 2.0 12 36
5 21 32 10 2.378 17 59
5.5 tekrar 21 16 10 2.0 10 36
6 28 64 12 2.828 24 100
6.5 tekrar 36 32 12 2.378 15 59
7 36 128 14 3.364 35 177
7.5 tekrar 45 64 14 2.828 22 100
8 45 256 16 4.0 52 324
8.5 tekrar 45 128 16 3.364 33 177
8.25 tekrar 45 64 16 2.828 20 100

Yiizey merkezli kiip deney tasariminda (Face Centered Design) o =1 dir. Dizayn
merkezi ise (0, 0, 0) koordinatlarina sahip merkez noktadir. Bu deney tasariminda,

yildiz noktalar kiibiin yiizlerinin tam ortasinda yer almaktadir [28].

Tepki Yiizey Metodolojisinin gida arastirmalarinda kullanimui ile ilgili ilk detayli
derleme Hill ve Hunter tarafindan 1966 yilinda yaymlanmistir [29]. Literatiirde
yapilandirilmig lipidlerin iiretimlerinde TYM kullanim1 ile reaksiyon kosullarinin
optimize edilmesi lizerinde ¢ok sayida calisma bulunmaktadir. Trioleinin kaprik asit
ile modifikasyonunda ve kolza yagindan kaproik asitce zenginlesmis
triagilgliserollerin sentezinde 4-5 degiskenli ve yildiz noktali merkezil bilesik
deneysel tasarimlar kullanilmis ve reaksiyon kosullar1 optimize edilmistir [30-32].
Koka yagindan n-3 ve n-6 yag asitlerince zengin yapilandirilmis lipidlerin iiretiminde
[32]; menhaden balik yaginin kaprilik asit ile modifikasyonunda [31]; tripalmitinin
eikosapentaenoik  ve  dokosahekzaenoik  asitlerin  etil  esterleri ile
interesterifikasyonunda [33] ve boraj (hodan) yagma dokosahekzaenoik asitin
katiliminda [24] ise 3 degiskenli ve 3 seviyeli kiip tasarimmna gore deneylerin

tasarimi yapilmis ve reaksiyon degiskenleri optimize edilmistir.
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Bu calismamizda, trioleinden laurik asitce zenginlesmis triagilgliserollerin iiretiminin
optimizasyonunda 3 degiskenli ve 3 seviyeli kiip deneysel tasarim modeli se¢ilmis,
bu tasarima uygun sayida asidoliz reaksiyonlar1 yiiriitiilmiis ve sonuglarin istatiksel
degerlendirilmesi yapilmistir. Boylece triolein ile laurik asitin asidoliz reaksiyonu

optimize edilmistir.
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3. DENEYSEL CALISMA

3.1. Kullanilan Hammaddeler

Bu c¢alismada kullanilan triolein (T 7752, % 65 teknik saflikta) ve laurik asit (L 4250,
%99-100 saflikta)) Sigma-Aldrich (Buchs, Isvigre) firmasindan temin edilmistir.
Asidoliz reaksiyonlarinda  Lipozyme IM ticari lipaz enzimi kullanilmistir. Mucor
miehei orijinli ve 1,3-spesifikligi olan bu enzim Novo-Nordisk A/S ( Copenhagen,
Danimarka) firmasindan satin alinmigtir. Reaksiyon {irlinlerinin analizinde, yag
asitlerinin bilesimlerinin saptanmasi ve tanimlanmasinda kullanilmig tiim ¢oziiciiler

ve diger kimyasallar Merck (Darmstadt, Almanya) firmasinin saf iiriinleridir.

3.2. Calisma Yontemi

3.2.1. Kullamlan Hammaddelerin Karakterizasyonu

Calismamizda substrat olarak kulanilan laurik asit oldukca saf, buna karsilik triolein
saf olmadigindan 6nce laurik asit ve trioleinin yag asitleri bilesimleri kapiler gaz
kromatografisi ile tespit edilmistir. Bu amacgla 6nce bu substratlarin BF3z metanol
kompleksi ile metil esterleri hazirlanmis ve Hewlett-Packard 5890 Seri Il (Hewlett-
Packard, Waldron, Almanya) gaz kromatografi cihazina beslanmistir. Uygulanan
kromatografik analiz kosullar1 Tablo 3.1°de verilmistir. 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 asitlerininmetil esterlerini iceren standart yag asitlerinin metil esterlerinin ayn
cihaz ve kosullarda yapilan analizlerinden elde edilmis kromatogramlar

kullanilmistir.

3.2.2. Triolein ile Laurik Asitin Asidolizinde Uygulanan Yoéntem

Asidoliz reaksiyonlar1 25 mL’lik kahverengi renkli, 1s1ya dayanikli ve kapakli cam
reaksiyon kaplarinda gerceklestirilmistir. Reaksiyon kabina 0,7 gram substrat

karisimi (belirli reaktan oraninda triolein ve laurik asitten hazirlanmis karigim) ve 5,0
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mL hekzan konulduktan sonra, reaksiyon kabi  sicakligi ayarlanabilen orbital
calkalayiciya ( Edmund Biihler, KS-15, Almanya) yerlestirilmistir. Calkalayicinin
sicakligr reaksiyon siliresi boyunca 50°C’de sabit tutulmustur. Calkalayiciya
yerlestirilen karisimin sicakligi 50°C‘ye erisince ortama substratlarin agirlik¢a belirli
bir yiizdesi kadar enzim ilavesi yapilarak reaksiyonun baslamasi saglanmistir.
Reaksiyon sonlandirilana kadar reaksiyon karigimi 200 rpm sabit hizla
kanigtirllmistir. Belirli slirenin  sonunda c¢alkalayict durdurulmus ve reaksiyon
karistmindan 2 mL’lik  numune alinmistir. Bu numunenin analizleri yapilarak

asidoliz reaksiyonunun degerlendirilmesi yapilmistir.

Tablo 3.1: Gaz Kromatografik Analiz Kosullar

Dedektor tipi FIDW
Dedektor sicakligi (°C) 280
Injeksiyon sicakligi (°C) 250
Gaz hizlar1 (mL/dak)
Azot 1,6
Hidrojen 33
Hava 460
Dagitma orani 88:1
Firmn sicakligt 150°C (5 dak)
150-275 °C (5°C/dak)
275 °C (10 dak)
Kolon tipi Kapiler kolon
Ultra 2

(1) Alev iyonizasyon dedektorii

(2) 25mx 0,32mm, 0,52pum film kalinliginda %5 difenil ve %95 dimetil

polisiloksan
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3.2.3. Asidoliz Uriinlerinin Analizi

Asidoliz reaksiyonu liriin karisimindan alinmis numuneler aninda 90-100°C’lik su
banyosunda 15 dakika i1sitilmistir. Bdylece lipaz enziminin inaktive edilmesi
saglanarak reaksiyon tamamiyle sonlandirilmistir. Bilindigi {izere, asidoliz
reaksiyonunun ana iiriinii triolein triagilgliserollerininden tiiremis yeni bir yag asiti
profiline sahip triagilgliseroller (TAG) dir. Bu TAG’ler ortamda reaksiyona
girmemis laurik asit ile trioleinden agiga c¢ikmis yag asitleri (YA) ile birlikte
bulunurlar. Yeni olusmus bu TAG’larin analizleri yapilabilmesi i¢in ortamda
bulunan YA’lerinden uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu amagla numunelere 5 mL
hekzan ve 5 mL etil alkol ilave edilmis, fenolftalein esliginde dikkatli bir sekilde
0,02 M NaOH c¢ozeltisi ile titrasyonu yapilmistir. Bu esnada numune igerisinde
bulunan serbest yag asitlerinin sodyum tuzlar1 haline ge¢cmesi saglanir. Daha sonra
bu karisim igerisinde su ve hekzan bulunan ayirma hunisine aktarilmis, TAG
fraksiyonunu igeren hekzan fazinin yag asitleri sodyum sabunlarini igeren sulu
fazdan ayrilmasi i¢in belli bir siire beklenmistir. Ayirma hunisinden alinan hekzan
faz1 daha sonra doner buharlastirict da ¢oziiclisii tamamen ugurulana kadar evapore

edilmistir. Boylece saf olarak TAG firtinleri elde edilmistir.

Elde edilen TAG fraksiyonlar1 metanolik sodyum hidroksit ve BF3 ile metil
esterlerine doniistiiriilmiis ve yag asitleri bilesimi kapiler gaz kromatografisinde
Boliim 3.2.1°de agiklanan analiz kosullarinda belirlenmistir. Gaz kromatogramlarinin
degerlendirilmesi ile yeniden yapilandirilmis TAG’larin yag asiti bilesimleri ve

trioleine katilan laurik asitin ytlizdesi belirlenmistir.

3.2.4. Deneysel Tasarimda Kullanilacak Degiskenlerin ve Degisken Seviye

Degerlerinin Belirlenmesi

Enzimatik olarak trioleinden laurik asitce zenginlesmis TAG larin eldesinde,
reaksiyon parametrelerinin (degiskenlerin) iiriin bilesimi {lizerine olan etkilerinin
incelenmesi ve optimum kosullarin belirlenmesi amaciyla deneysel tasarimdan
yararlanilmistir. Bu amagla Tepki Yiizey Metodolojisi kullanilmistir. 3 degiskenli ve
3 seviyeli ylizey merkezli kiip tasarimina uygun olarak asidoliz deneylerinin tasarimi

yapilmistir.

Literatiir verilerine gore, yapilandirilmis lipidlerin iiretiminde reaksiyon zamani,

substrat orani, enzim miktar1 ve reaksiyon sicakligi en 6nemli degiskenlerdir [24-30].
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Optimizasyon i¢in parametrelerin ve parametre etki araliklarin se¢imi 6nemli olup,
sadece reaksiyon sistemine gore degil ayn1 zamanda ekonomiklik ve uygulanabilirlik
faktorleri de dikkate alinarak se¢ilmelidir. Genellikle uzun reaksiyon siirelerinde ve
yiiksek enzim miktarlarinda yliksek {irtin verimi elde edilir, ancak ekonomiklik ve
uygulanabilirlik agisindan kisa reaksiyon zamaninda ve daha az miktarda enzimle
calismak tercih sebebidir. Yiiksek sicaklikta ¢alismak reaksiyon hizini arttirmakta
ise de diger taraftan sicakligin yiikseltilmesi enzimlerin yarilanma siiresini
kisaltmaktadir. Benzer sekilde, yiiksek substrat konsantrasyonlarinda iiriinlerin denge
verimlerinde artislar saglanabilinir, buna karsilik bu yiiksek konsantrasyonlar
enzimleri inhibe edebilir. Enzimlerin aktivitesinde ortamdaki su miktar1 da g¢ok
onemlidir. Yiiksek su miktar1 hem baslangic reaksiyon hizin1 hem de yan iirlinlerin
olusumunu arttirir. Biitiin bu faktorler iirlin verimini ve istenmeyen yan iirlinlerin
olusumunu birlikte etkilemektedir [15,16]. Bundan dolayr optimizasyon igin
parametrelerin etki araliklarinin se¢iminde ¢ok yonlii diisiiniilmelidir. Bu yiizden
TYM ile deneylerin tasariminda parametreler icin segilecek seviye degerleri keyfi
olarak belirlenmemeli, ayni reaksiyon sisteminde yapilacak 6n denemeler ile
saptanmalidir. Bu nedenlerden dolay1 bu ¢aligmanin birinci boliimiinde 6n denemeler

yapilarak parametrelerin seviye degerleri belirlenmistir.

Degiskenler olarak enzim miktari, substratlarin mol orani ve reaksiyon siiresi
secilmigtir. Kullanilan enzimin optimum sicakligi olan 50 °C da calisildigindan
sicaklik parametre olarak incelenmemistir. Lipozyme IM enzimi %2-3 su
tasidigindan reaksiyon icin gerekli su enzim ile saglandigindan, ortamdaki suyun
etkisi de incelenmeye alinmamistir. Secilen degiskenlerin (enzim miktari,
substratlarin mol oranit ve reaksiyon siiresinin) etkin olduklar1 araliklar ve bu
araliklarda 3 seviye degerinin belirlenmesi i¢in, Once 3 seri asidoliz deneyi
yiuritilmistir. Her bir seride, 2 parametre sabit tutularak 3. parametrenin farkl
degerlerinde asidoliz reaksiyonlar1 yiiriitilmiistiir. Reaksiyonlar Bolim 3.2.2. de
verilen yonteme gore gergeklestirilmis, asidoliz {iriinlerinin analizi ise B6lim 3.2.3.
de aciklanan deneysel prosediire gore yapilmistir. Yiiriitilen 3 seri asidoliz
reaksiyonlart sonucunda, enzim miktarinin /substratlarin mol oraninin /reaksiyon
siiresinin degisimine gore Uriin TAG larindaki laurik asit miktarinin degisim
grafikleri c¢izilmistir. Bu grafiklerdeki {iriin laurik asit igeriklerinin incelenen

degiskene gore degisim egrilerinden, her bir parametre (degisken) i¢in etkin ¢aligma
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araligl yani yiiksek laurik asit katilimimin saglandigi araliklar belirlenmis ve bu

aralikta her bir parametre i¢in 3 seviye degeri saptanmustir.

3.2.5. Deneysel Tasarim ve Reaksiyon Kosullarinin Optimizasyonu

Reaksiyona etki eden parametrelerin ve deneysel olarak elde edilen tepki
degerlerinin (irlinlin laurik asit igeriginin) birlikte degerlendirilmesi ve neticesinde
reaksiyon kosullarinin optimizasyonu Tepki Yiizey metodolojisine gore yapilmistir.
Bu amagla, 3 degiskenli ve 3 seviyeli yiizey merkezli kiip tasarimina uygun olarak
17 asidoliz deneyi yiiriitiilmiistiir. Deneylerin tasariminda, Boliim 3.2.4 de agiklanan
calisma yontemine gore belirlenen 3 degiskene ait 9 seviye degerleri kullanilmistir.
Asidoliz deneyleri yine Boliim 3.2.2. de verilen yonteme gore gerceklestirilmis,
asidoliz triinlerinin analizi ise Boliim 3.2.3. de agiklanan deneysel prosediire gore
yapilmustir. Deneysel sonuglarin istatiksel analizleri Statistica 6.0 paket programi
kullanilarak yapilmistir. Sonuglarin varyans analizleri ve tepki degerlerinin incelenen
degiskenlere gore degisimlerini gosteren izdiisim (Contour plot) ve tepki yiizey
(Responce surface)  grafikleri degerlendirilerek reaksiyon kosullar1 optimize

edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Calismamizin giris boliimiinde etraflica agiklandig: iizere, bu c¢alismada trioleinden
diisiik kalorili yaglarin ve yag ikame maddelerinin tiretiminde kullanilabilecek, hizli
metabolize edilebilen orta zincirli laurik asitce zenginlestirilmis triagilgliserollerin

enzimatik iiretimi ve reaksiyon kosullarinin optimizasyonu amaglanmaistir.

Caligmamizin birinci bdliimiinde, triolein ve laurik asitin yag asitleri bilesimleri
saptandiktan sonra, trioleinin laurik asit ile asidoliz reaksiyonlarinda, sabit sicaklikta
(50 °C da) , reaksiyon parametrelerinin (enzim miktarinin, triolein:laurik asit mol
oraninin ve reaksiyon siiresinin) reaksiyon {irlinii bilesimine olan etkileri
incelenmistir. Bu amagla, 3 seri asidoliz reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Bu 3 seri
asidoliz reaksiyonlart sonucunda, her parametrenin yiiksek laurik asit katilimi
verebilen etkin c¢alisma araligi tespit edilmis ve bu aralikta 3 seviye degeri

(minimum, optimum ve maksimum degerleri) saptanmastir.

Calismamizin ikinci boliimiinde, Tepki Yiizey Metodolojisine gore, reaksiyon
kosullarinin optimizasyonu Tlzerinde deneyler yiirlitiilmiistiir. Birinci boliimde
parametreler i¢in belirlenmis 9 seviye degeri kullanilarak, 3 degisken ve 3 seviyeli
yiizey merkezli kiip tasarimma uygun 17 asidoliz deneyinin ¢aligma kosullari
belirlenmis ve deneyler bu esas iizerinden gerceklestirilmistir. Elde edilen deneysel
veriler Statistica 6.0 programi kullanilarak degerlendirilmis, triolein ile laurik asitin
asidoliz reaksiyonu bodylece optimize edilmistir. Asagidaki bdliimlerde bu

calismalara ait sonuglar sirasiyle verilmistir.

4.1. Substratlarin Yag Asitleri Bilesimleri

Bu calismada Once kullanilan substratlarin, triolein ve laurik asitin bilesimleri
Boliim 3.2.1. de sunulan kosullarda gaz kromatografik yontemle belirlenmistir. Tablo

4.1 de laurik asitin ve trioleinin yag asitleri bilesimi birlikte verilmistir.
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Tablo 4.1: Laurik Asitin ve Trioleinin Yag Asitleri Bilesimi

Yag Asiti Bilesimi ( % )
Yag asiti
Triolein Laurik Asit

12:0 0,16 99,45
14:1 0,73 -
14:0 2,61 0,07
16:1 5,24 -
16:0 4,74 0,11
18:2 6,27 0,07
18:1 77,38 0,16
18:0 1,44 ]
20:1 1,31 -

Tablo 4.1 den giiriildiigii iizere, trioleinin oleik asit igerigi % 77,38 dir. Oleik asit
yaninda linoleik (% 6.27), palmitik (% 4,74), palmitoleik (% 5,24) ve az miktarlarda
C12, C14 ve C20 asitlerini de icermektedir. Laurik asit ise % 99,5 safliktadir.

4.2. Triolein ile Laurik Asitin Asidoliz Reaksiyonuna Enzim Miktarimin Etkisi

Calismamizin bu ilk béliimiinde, trioleinin laurik asit ile asidoliz reaksiyonunda
enzim miktarmin Griin TAG larina katilan laurik asit miktarina olan etkisi
incelenmistir. Bu amacla, bir seri triolein ile laurik asitin asidoliz reaksiyonlari
yiiriitiilmiistiir. Bu reaksiyonlarda, triolein:laurik asit mol orani 1:3 olarak alinmus,
enzim olarak 1,3-spesifik Lipozyme IM ticari adli Mucor miehei lipazi kullanilmis ve
enzim miktar1 substratlarin toplam agirhigimin %3’1 ila %21 ‘1 arasinda olacak
sekilde 7 farkli degerde ortama ilave edilmistir. Reaksiyonlar 50 °C da hekzan
ortaminda Boliim 3.2.2 de agiklanan prosediire gore 6 saat yliriitiilmiistiir. Reaksiyon
sonunda karisimdan alinmis O6rneklerden asidoliz iiriinii olan TAG lar reaksiyon

ortamindan ayrilmis ve bu TAG larin yag asitlerinin bilesimleri gaz kromatografi
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kullanilarak belirlenmistir. TAG yag asiti bilesimlerinin enzim miktar ile degisimi
Tablo 4.2 de topluca verilmistir. Bu verilerden faydalanilarak ¢izilen TAG lara

katilan laurik asitin enzim miktari ile degisim egrisi Sekil 4.1 de goriilmektedir.

Tablo 4.2: Trioleinin Laurik Asit ile Asidolizinde, Uriin Yag Asitleri Bilesiminin
Enzim Miktar1 ile Degisimi ( 50°C; Triolein:Laurik Asit mol orani, 1:3; 6 saat)

Yag Yag Asitleri Bilesimi (%)
Asitleri

TAG | TAG | TAG | TAG | TAG | TAG | TAG | TAG
Orijinal | %3 %6 %9 | %12 | %15 | %18 | %21

12:0 0,16 | 24,75 | 26,64 | 29,93 | 29,01 | 29,20 | 25,04 | 24,52

14:1 0,73 034 | 041 | 042 | 0,33 | 0,33 | 0,25 | 0,33

14:0 2,61 219 | 186 | 198 | 1,99 | 2,00 | 1,89 | 2,30

16:1 5,24 4,72 | 411 | 408 | 400 | 4,28 | 463 | 4,28

16:0 4,74 332 | 403 | 3,36 | 4,07 | 454 | 3,82 | 4,62

18:2 6,27 546 | 6,07 | 574 | 548 | 588 | 6,31 | 6,10

18:1 77,38 | 58,09 | 56,11 | 53,16 | 53,59 | 52,65 | 56,77 | 56,21

18:0 1,44 059 | 061 | O57 | 0,73 | 0,80 | 091 | 0,84

20:1 1,31 054 | 0,16 | O,76 | 0,80 | 0,33 | 0,38 | 0,80

Sekil 4.1° den goriildiigii lizere, enzim miktar1 %3 degerinden %9 degerine
yiikseltilmesiyle baslangic TAG molekiillerinde % 0,16 miktarinda bulunan laurik
asit (12:0) % 29,93 degerine ulasmistir. Enzim miktarunin %9 ila % 15 arasinda
degisimi pratik olarak laurik asit katilimin1 etkilememis olup, enzim miktarinin daha
fazla arttirllmasiyla laurik asit yilizdelerinde bir miktar diisme de gozlenmistir. Bu
sonuclardan, reaksiyonda enzimin etkin ¢aligma araliginin % 3-15 arasinda oldugu
gorilmektedir. Maksimum laurik asit katilimi1 %9 enzim ile elde edilmistir. Enzim
miktar1 i¢in kabul edilebilir en diisiik ¢calisma degerinin %3 ve en yiiksek calisma
degerinin %15 oldugu da belirlenmistir. Enzim miktarinin {iriin bilesimi iizerinde
etkisinin incelendigi bu birinci seri asidoliz reaksiyonlart verilerinden, enzim

miktarinin 3 seviye degeri %3, %9 ve %15 olarak saptanmustir.
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Sekil 4.1: Triolein ile laurik asitin asidoliz reaksiyonunda, trioleine katilan laurik asit

yiizdesinin enzim miktar1 ile degisimi (triolein:laurik asit mol orani:1:3; 50 °C; 6 saat)

4.3. Triolein ile Laurik Asitin Asidoliz Reaksiyonuna Triolein/Laurik Asit Mol

Oraninin EtKisi

Calismamizin bu boliimiinde, trioleinin laurik asit ile asidoliz reaksiyonunda
substratlarin mol oraninin {iriin TAG larina katilan laurik asit miktarina olan etkisi
incelenmistir. Bu amacla, ikinci seri triolein ile laurik asitin asidoliz reaksiyonlari
yuritilmistir. Bu reaksiyonlarda, birinci  seri deneyler sonucunda saptanan
maksimum laurik asit katilmi veren enzim miktar1 (%9) ile c¢alisiimstir.
Triolein(TO):laurik Asit(LA) mol oranlar1 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 ve 1:6 olmak lizere 5 ayri
asidoliz reaksiyonu gergeklestirilmistir. Reaksiyonlar 50 °C da hekzan ortaminda
Boliim 3.2.2 de agiklanan prosediire gore 6 saat yiiriitiilmiistiir. Reaksiyon iiriinii
TAG lar reaksiyon ortamindan izole edilmis ve bu TAG larin yag asitlerinin
bilesimleri gaz kromatografi kullanilarak belirlenmistir. TAG yag asiti bilesimlerinin
mol orani ile degisimi Tablo 4.3 de topluca gosterilmistir Bu tablodaki laurik asit
verilerden TAG lara katilmis laurik asit miktarlarinin mol oranlart ile degisim egrisi

cizilmis ve Sekil 4.2 de verilmistir.
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Tablo 4.3: Trioleinin Laurik Asit ile Asidolizinde, Uriin Yag Asitleri Bilesiminin

Triolein:Laurik Asit mol orani ile Degisimi ( 50°C; Enzim miktar1 %9; 6 saat)

Yag Yag Asitleri Bilesimi (%)
Asitleri | +aq TAG TAG TAG TAG TAG
(Orijinal) | (1:2) (1:3) (1:4) (1:5) (1:6)

12:0 0,16 21,16 29,93 41,21 47,98 49,18

14:1 0,73 0,33 0,42 0,52 0,40 0,40
14:0 2,61 2,28 1,98 2,35 1,63 1,74
16:1 5,24 4,30 4,08 4,50 3,35 3,23
16:0 4,74 3,53 3,36 4,30 2,38 4,09
18:2 6,27 6,07 5,74 2,39 3,28 4,16

18:1 77,38 61,15 53,16 43,53 40,21 36,31

18:0 1,44 0,62 0,57 0,81 0,38 0,50

20:1 1,31 0,56 0,76 0,39 0,40 0,38

Sekil 4.2 den, TO:LA mol oraninin arttirilmasiyla {irtin TAG molekiillerindeki laurik
asit miktarlarinin arttigi, 6zellikle 1:4 mol oranindan sonra laurik katilimimin %40
larin tizerine ¢iktig1 goriilmektedir. TO:LA mol oraninin 1:5 e yiikseltilmesiyle laurik
asit yiizdesi 48 lere erigsmistir. Mol oraninin daha 1:6 ya cikarilmasiyla TAG
molekiillerinin laurik asit icerigi beklenen kadar olmamis, % 49 larda kalmistir. Bu
deneysel verilerden, asidoliz reaksiyonlarinda TO:LA mol oraninin 1:4 -1:6 degerleri
arasinda oldugu kosullarda % 40-50 laurik asit igerikli TAG friinleri elde
edilebilecegi anlasilmaktadir. Sonuglardan, reaksiyonda etkin reaktan mol orani
araligi 1:4-1:6 oldugu ve 1:4, 1:5 ve 1:6 mol oranlarmin 3 seviye degeri olarak

secilebilecegine karar verilmistir.
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Sekil 4.2: Triolein ile laurik asitin asidoliz reaksiyonunda, trioleine katilan laurik asit

yiizdesinin substratlarin mol oran1 ile degisimi (%9 enzim; 50 °C; 6 saat)

4.4. Triolein ile Laurik Asitin Asidoliz Reaksiyonuna Reaksiyon Siiresinin

Etkisi

Calismamizin birinci boliimiiniinliin son kisminda, reaksiyon siiresinin triolein ile
laurik asitin asidoliz reaksiyonuna olan etkisi incelenmeye almmustir. Ugiincii seri
asidoliz reaksiyonlarinda, daha 6nce gergeklestirilmis 2 seri deneylerde enzim miktari
ve TO:LA mol orani igin saptanmis merkez seviye degerleri kullanilmistir. Asidoliz
reaksiyonlart % 9 enzim varliginda, 1:5 TO:LA mol oraninda, 50 °C da 1-8 saat
strede gerceklestirilmistir. Her bir reaksiyondan elde edilen TAG molekiillerinin yag
asit bilesimleri Tablo 4.4 de topluca verilmistir. TAG {riinlerindeki laurik asit

miktarinin zamanla degisim egrisi de Sekil 4.3 de verilmistir.

Sekil 4.3 den reaksiyonun oldukca hizli gergeklestigi goriilmektedir. 1 ve 2.saatte
laurik asit igerigi % 33 lerde olan TAG lar elde edilmekte, 3. saatlerde TAG
bilesiminde laurik ylizdesi 36 lara yiikselmekte ve 4. saatten sonra % 40 in istiinde
laurik asit iceren TAG iirlinleri olusmaktadir. TAG lardaki laurik asit miktar1 4
saatten sonra tedrici olarak ylikselmekte 6 saatte maksimuma ulagsmakta ve daha
sonra yavas bir diismeye gecmektedir. % 44 iin istiinde laurik asitli asidoliz
iirlinlerinin elde edilebildigi reaksiyon siiresi 4-8 saat arast oldugundan, bu zaman
aralig1 reaksiyon siiresi i¢in etkin aralik alinmis ve 4, 6 ve 8 saatler reaksiyon

sliresinin 3 seviye degeri olarak belirlenmistir.
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Tablo 4.4: Trioleinin Laurik Asit ile Asidolizinde, Uriin Yag Asitleri Bilesiminin

Zaman ile Degisimi ( 50°C; Triolein:Laurik Asit mol orani, 1:5; Enzim miktar1 %9)

Yag Yag Asitleri Bilesimi (%)

Asitleri | 1A | TAG | TAG | TAG | TAG | TAG | TAG | TAG | TAG

orijinal | 1saat | 2 saat | 3saat | 4saat | 5saat | 6saat | 7 saat | 8 saat

12:0 0,16 | 32,81 | 32,79 | 36,75 | 43,61 | 45,89 | 47,98 | 43,53 | 44,25

14:1 0,73 045 | 0,28 | 035 | 051 | 045 | 0,40 | 047 | 042

14:0 2,61 253 | 142 | 2,19 | 280 | 1,79 | 163 | 2,65 | 3,08

16:1 5,24 350 | 342 | 492 | 524 | 359 | 3,35 | 487 | 5,96

16:0 4,74 342 | 387 | 369 | 339 | 305 | 238 | 3,00 | 3,97

18:2 6,27 383 | 412 | 3,18 | 2,76 | 255 | 3,28 | 3,40 | 3,79

18:1 77,38 | 52,39 | 53,00 | 47,21 | 40,90 | 41,39 | 40,21 | 41,53 | 38,08

18:0 1,44 039 | 059 | 106 | 0,31 | 0,81 | 0,38 | 0,30 | 0,30

20:1 1,31 066 | 051 | 065 | 048 | 0,49 | 040 | 0,26 | 0,18

60 -

50 -

\
4

40 A

30 A

Laurik Asit (%

20

10 A

Reaksiyon Siiresi (sa.)

Sekil 4.3: Triolein ile laurik asitin asidoliz reaksiyonunda, trioleine katilan laurik asit

yiizdesinin zamanla degisimi (%9 enzim; 50 °C; triolein:laurik asit mol orani 1:5)
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4.5. Tepki Yiizey Metodolojisi’ne Gore Deneysel Tasarim ve Reaksiyon

Parametrelerinin Optimizasyonu

Calismanin ikinci boliimiinde, reaksiyon parametrelerinin (bagimsiz degiskenlerin)
triolein ile laurik asitin asidoliz reaksiyonuna etkileri Tepki Yiizey Metodolojisi
(TYM) ile incelenmistir. Boylece, laurik asitin trioleine katiliminin proses kosullari
optimize edilmistir. Bu ¢alismada, 3 degiskenli, 3 seviyeli ve 17 6zel tasarim noktasi
iceren ylizey merkezli kiip tasarimi1 esaslarina uygun c¢alisilmigtir. Optimizasyon i¢in
deneylerin tasariminda seg¢ilen degiskenler ve onlarin belirlenen seviye degerleri

Tablo 4.5 verilmistir.

Tablo 4.5: Yiizey merkezli kiip tasariminda kullanilan bagimsiz degiskenler ve bu

degiskenler i¢in kodlanan seviyeler.

Kodlanan degisken seviyeleri
Bagimsiz Degiskenler -1 0 1
Enzim miktar (agirlikca %) 3 9 15
TO:LA mol oran1 (mol/mol) 1:4 15 1:6
Reaksiyon zamani (saat) 4 6 8

Yiizey merkezli kiip deney tasarimina gore belirlenen 3 degiskenli ve 3 seviye degerli
deney tasariminin noktalar1 (kodlar1 ve degerleri ile Tablo 4.6 da gosterilmistir.

Merkez noktada 3 tekrar yapilmistir.
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Tablo 4.6: Yiizey merkezli kiip deney tasariminda belirlenen deney tasarim noktalari

Enzim miktar1 (%) | TO:LA, mol/mol Zaman (saat)
DeNnoey Kod Deger Kod Deger Kod Deger

1 -1 3 -1 1:4 -1 4
2 -1 3 -1 1: 4 1 8
3 -1 3 1 1:6 -1 4
4 -1 3 1 1:6 1 8
5 1 15 -1 1: 4 -1 4
6 1 15 -1 1: 4 1 8
7 1 15 1 1:6 -1 4
8 1 15 1 1:6 1 8
9 -1 3 0 1:5 0 6
10 1 15 0 1:5 0 6
11 0 9 -1 1: 4 0 6
12 0 9 1 1:6 0 6
13 0 9 0 1:5 -1 4
14 0 9 0 1:5 1 8
15 0 9 0 1:5 0 6
16 0 9 0 1:5 0 6
17 0 9 0 1:5 0 6

Tablo 4.6.” da belirlenen kosullarda 17 asidoliz reaksiyonu gergeklestirilmis ve elde
edilen TAG iiriinlerinin yag asitleri bilesimleri saptanmistir. Bu TAG iiriinlerinin yag

asitleri bilesimleri Tablo 4.7-4.10 da gruplar halinde verilmistir.
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Tablo 4.7: Triolein ile laurik asitin asidolizinde elde edilen TAG firiinlerin yag

asitleri bilesimleri ( Enzim miktari: %3) (Deney No: 1-4 sonuglari)

Yag asitleri bilesimi (%)
s TO:LA, 1:4 TO:LA, 1:6

4 saat 8 saat 4 saat 8 saat
12:0 25,14 26,73 25,63 24,00
14:1 0,51 0,3 0,27 0,27
14:0 2,43 1,49 2,59 1,56
16:1 3,11 2,9 2,65 3,48
16:0 3,56 4,15 3,63 3,44
18:2 4,64 3,66 3,63 3,71
18:1 58,25 59,75 59,33 61,52
18:0 1,63 0,72 1,59 1,18
20:1 0,73 0,3 0,66 0,94

Tablo 4.8: Triolein ile laurik asitin asidolizinde elde edilen TAG {riinlerin yag

asitleri bilesimleri ( Enzim miktar1: %15) (Deney No: 5-8 sonugclari)

Yag asitleri bilesimi (%)
Yag asitleri TO:LA, 1:4 TO:LA, 1:6

4 saat 8 saat 4 saat 8 saat
12:0 32,51 34,08 42,49 42
14:1 0,39 0,24 0,49 0,34
14:0 1,62 1,45 1,91 1,64
16:1 2,87 2,83 2,74 3,06
16:0 3,19 3,17 3,48 3,17
18:2 3,53 3,46 3,27 3,36
18:1 53,96 52,63 43,53 44,63
18:0 1,04 1,51 1,17 1,09
20:1 0,87 0,63 0,92 0,71

31



Tablo 4.9: Triolein ile laurik asitin asidolizinde elde edilen TAG firiinlerin yag

asitleri bilesimleri ( Siire: 6 saat) (Deney No: 9-12 sonuglari)

Yag asitleri bilesimi (%)
st | TotAass | TS TS
E(rjl/;?m ;lelfn %9 Enzim | %9 Enzim

12:0 32,04 42,37 41,21 49,18
14:1 0,18 0,34 0,52 0,4

14:0 1,45 1,64 2,35 1,74
16:1 3,48 3,06 4,5 3,23
16:0 3,39 3,17 4,3 4,09
18:2 4,01 3,33 2,39 4,16
18:1 53,25 44,29 43,53 36,31
18:0 1,35 1,09 0,81 0,5

20:1 0,85 0,71 0,39 0,38

Tablo 4.10: Triolein ile laurik asitin asidolizinde elde edilen TAG fiiriinlerin yag

asitleri bilesimleri ( TO:LA mol orant: 1:5; Enzim: %)) (Deney No: 13-17 sonuglari)

Yag asitleri bilesimi (%)

Yag
asitleri
12:0 43,61 44,25 46,16 47,98 46,84
14:1 0,51 0,42 0,34 0,4 0,45
14:0 2,8 3,08 1,39 1,63 1,79
16:1 5,24 5,96 2,86 3,35 3,59
16:0 3,39 3,97 2,96 2,38 3,05
18:2 2,76 3,79 3,97 3,28 2,55
18:1 40,9 38,08 41,34 40,21 40,63
18:0 0,31 0,3 0,59 0,38 0,6
20:1 0,48 0,18 0,39 0,4 0,5

4 saat 8 saat 6 saat 6 saat 6 saat

Triolein ile laurik asitin asidoliz reaksiyonunda amacimiz trioleine katilan laurik asit
miktarmi1 optimize etmek oldugundan, TYM esaslarina gore yiiriittiglimiiz
deneylerde elde edilmis TAG bilesimlerinden sadece laurik asit yilizdeleri tepki
degeri olarak Tablo 4.11 de gosterilmistir.
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Tablo 4.11: Yiizey merkezli kiip tasarimina goére yiiriitilmiis asidoliz

reaksiyonlarindan elde edilen tepkiler (liriin TAG larindaki laurik asit yiizdeleri).

Deney Enzim TO:OIEQHmOI Siire Tepki
miktart (%)

No (mol/mol) (Saat) (% LA)
1 3 1:4 4 25,14
2 3 1:4 8 26,73
3 3 1:6 4 25,63
4 3 1:6 8 24,00
5 15 1:4 4 32,51
6 15 1:4 8 34,08
7 15 1:6 4 42,49
8 15 1:6 8 42,00
9 3 1:5 6 32,04

10 15 1:5 6 42,37

11 9 1:4 6 41,21

12 9 1:6 6 49,18

13 9 1:5 4 43,61

14 9 1:5 8 44,25

15 9 1:5 6 46,16

16 9 1:5 6 47,98

17 9 1:5 6 46,84
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4.6. Farkli Reaksiyon Kosullarinin Triolein ile Laurik Asitin Asidoliz

Reaksiyonuna Etkilerinin istatiksel A¢idan Degerlendirilmesi

Tablo 4.11 deki verilen bagimsiz degiskenler degerlerine karsilik elde edilen tepki
degerlerinin istatiksel analizlerinde Statistica 6.0 (Stat Soft® Inc.) paket programi

kullanilmistir. Degerlendirmeye “Varyans Analiz” ile baglanmustir.

3 degisken ,3 seviye yiizey merkezil deney tasariminda elde edilen tepkilerin

degerlendirilmesinde asagida verilen 2. dereceden polinom esitligi kullanilmistir.
3 3 3
Tepki=Y=Bo+X Bixi+X BixP+X X Bij Xi Xj
i=1 i=1 j=i+l
Bu denklemde; Bo, ortalama etki, Bi, Bii, Pij ise sirasiyla degiskenlerin lineer,

kuadratik ve etkilesimleri icin belirlenen katsayilardir. xi  ve Xj; de bagimsiz

degiskenlerdir.

Bagimsiz degiskenlerle bagimli degiskenler arasindaki iliskiye bagli olarak lineer ve
kuadratik modellerde etkilerinin tahminleri ve katsayilari alinmistir. Bu degerler

Tablo 4.7°de ve varyans analizi sonuglar1 ise Tablo 4.8’de goriilmektedir.

Tablo 4.12: Bagimsiz degiskenler ile bagimli degiskenler arasindaki iligskiye bagl

olarak lineer ve kuadratik modellerde etkilerin tanminleri ve katsayilari.

Standart

Etki Hata t p Katsayi
Ortalama/Intercept 47,167 | 0,521597 | 90,4282 02 47,167
(1)Enzim miktari(L) 11,982 | 0,770943 15,542 | 0,0000012 5,991
Enzim miktari(Q) -20,1846| 1,489416| -13,5521|0,0000032| -10,0923
(2)TO:LA mol orani(L) 4,726 | 0,770943 6,1302 | 0,0004772 2,363
TO:LA mol orani(Q) -4,2046 | 1,489416 -2,823|0,025662°| -2,1023
(3)Sure(L) 0,336 | 0,770943 0,4358| 0,676084 0,168
Sire(Q) -6,7346 | 1,489416| -4,52170,0027272| -3,3673

Enzim Miktari*Mol
orani (L) 5,035| 0,86194 5,8415| 0,0006362 2,5175
Enzim Miktari*Sire (L) 0,28| 0,86194 0,3248| 0,754789 0,14
Mol Orani*Siire (L) -1,32| 0,86194| -1,5314| 0,169522 -0,66

a : p<0.01 diizeyinde anlaml1
b: p<0,05 diizeyinde anlamh

L : Lineer Q : Kuadratik
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Tabloda verilen “p” degeri, sonuglarin istatistik olarak onemli olup olmadigini

gosterir.

Olusturulan ve 2. dereceden bir polinom olan model denklem asagida verilmistir. Bu

denklemde bagimsiz degiskenler (Xi) i¢in kullanilan semboller, “S”, “m” ve “E”’dir.

“S” siire, “M” triolein/laurik asit mol oranini

etmektedir.

ve “E” ise enzim miktarini ifade

% Laurik Asit = 47,167 + 5,99*E - 10,1*E? + 2,36*M - 2,10* M?+ 0,17*S

-3,37 $? + 2,52 E*M + 0,14 E*S -0,66 M*S

Tablo 4.13: Varyans analizi sonuglari

Kareler | Serbestlik | Kareler
Faktor Toplami | Derecesi | Ortalamasi | f Degeri | p Degeri
Enzim miktari(L) 358,921 1| 358,9208| 241,554 |0,0000012
Enzim miktari(Q) 272,895 1| 272,8945|183,6582 | 0,0000032
TO:LA mol orani(L) 55,838 1 55,8377 | 37,5788 |0,0004772
TO:LA mol orani(Q) 11,842 1 11,8416 7,9694 | 0,025662°
Sire(L) 0,282 1 0,2822 0,1899 | 0,676084
Sire(Q) 30,38 1 30,3796 | 20,4455 |0,0027272
Enzim Miktar*Mol
orani (L) 50,702 1 50,7025 | 34,1228 |0,0006362
Enzim Miktari*Sire
(L) 0,157 1 0,1568 0,1055| 0,754789
Mol Orani*Siire (L) 3,485 1 3,4848 2,3453| 0,169522
Hata 10,401 7 1,4859
Kareler Toplami 1227,854 16

2: p<0,01diizeyinde anlamli
b p<0,05diizeyinde anlamli
L : Lineer, Q : Kuadratik

Varyans analizinin sonuglar1 incelendiginde, enzim miktarinin lineer ve kuadratik
etkisi p<0.01 diizeyinde, mol oraninin lineer, reaksiyon siiresinin kuadratik ve enzim
miktarinin mol oranmiyla birlikte lineer etkisi p<0,01 diizeyinde, mol oraninin
kuadratik etkisi ise p<0,05 degerinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Buna
karsilik stirenin, enzim miktar ile siirenin ve mol oraniyla siirenin lineer etkilerinin

istatistiksel acidan dnemli olmadig1 goriilmiistiir.

Olusturulan Tepki-Yiizey modelinde, siire, enzim miktar1 ve triolein/laurik asit mol
orant olmak iizere 3 farkli bagimsiz degisken i¢in gbzlenen minimum ve maksimum

degerler ile kritik degerler Tablo 4.14’°te goriilmektedir.
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Daha once elde edilmis olan model denklemden yaralanarak, gozlenen degerlere

karsilik tahmin edilen degerler arasindaki iliski ise Sekil 4,4°te verilmistir.

Tablo 4.14: Bagimsiz degiskenlerin kritik degerleri

Gozlenen Gozlenen
minimum | Kritik deger | maksimum
deger deger
Enzim miktar 3 11,38285 15
LA:TO mol orani 4 5,80698 6
Sire 4 5,90823 8

a0

14

r=09957d

Tahmin EdilenDegerler
o

28

20

20 25 30 34 40 45 a0 54

Gézlenen Degerler

Sekil 4.4: Gozlenen degerlere karsilik tahmin edilen degerler arasindaki iligki

4.7. Tepki-Yiizey ve Izdiisiim Grafiklerinin Yorumlanmasi

Trioleinin laurik asit ile enzimatik asidoliz reaksiyonu sonucu elde edilen fiiriiniin
laurik asit iceriginin LA/TO mol oran1 ve enzim miktarma gore degisimini gdsteren

izdiistim (Contour Plot ) ve tepki-ylizey grafikleri (Response Surface) grafikleri

Sekil 4.5.a ve 4.5.b’de goriilmektedir. izdiisiim grafiklerinde denemeler neticesinde
elde edilen tepki degerlerine ait egriler bir diizlem {lizerinde gdsterilir. Bu diizleme ait

koordinatlar ise bagimsiz degiskenlerin seviyelerini gostermektedir. Her bir izdiisiim
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egrisi, bagimsiz degiskenlere ait seviyelerin bir birlesimi olarak ifade edilen bir
diizlemle yiizey arasindaki yiiksekligi temsil eden 6zel bir degere sahiptir. Laurik asit
iceriginin TO/LA mol oran1 ve enzim miktarima gore degisimini agiklayan
grafiklerden literatiirde maksimum tepki (maximum response) olarak tanimlanan
izdlisim grafigi elde edilmistir [26]. Sekil 4.5.a incelendiginde enzim miktar1 ve mol
orani orta noktadan uzaklastikca laurik asit igeriginin azaldigir goriilmektedir. Bu
grafikten anlasilacag1 iizere laurik asit yiizdesinin en yiiksek olacagi enzim miktari

aralig1 8.4-14.1 ve TO/LA mol oran1 araligi da 4,7- 6,2 dir.

Metil ester iceriginin reaksiyon siiresi ve enzim miktarina gore degisimini gosteren
tepki yiizey ve izdiisiim grafikleri Sekil 4.6.a ve 4.6.b’de goriilmektedir. Laurik asit
icerigine enzim miktar1 ve reaksiyon siiresinin etkilesimleri sonucunda yine
literatiirde maksimum tepki (maximum response) olarak tanimlanan izdiisiim grafigi
elde edilmistir [26]. Calismada go6zlenen deger araliginda, enzim miktarinin 8,2-13,3
ve reaksiyon siiresinin de 4,6-7,6 araliginda olmasit durumunda laurik asit igerigi
yilksek degerlere ulasmistir. Garfikten de anlasilacagi tizere diisik enzim
miktarlarinda reaksiyon siiresinin artirilmasi laurik asit ylizdesinde artisa sebep

olamamaktadir.

16

14

12

10

Enzitn Miktar

B 45
=1 40
; 135
38 4.0 472 44 46 48 510 5,2 5.4 5,6 58 6,0 6,2 = gg

L& TO mol omm

Sekil 4.5.a: Uriiniin laurik asit iceriginin (%LA), mol oran1 ve enzim miktari ile

degisimini gosteren izdiisiim grafigi.
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Sekil 4.5.b: Uriiniin laurik asit iceriginin (%LA), mol orani ve enzim miktar1 ile

degisimini gosteren tepki ylizey grafigi.
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Sekil 4.6.a: Uriiniin laurik asit iceriginin (%LA), enzim miktar1 ve siire ile degisimini

gosteren izdligiim grafigi.
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Sekil 4.6.b: Uriiniin laurik asit iceriginin (%LA), enzim miktar1 ve siire ile degisimini

gosteren tepki ylizey grafigi.

Laurik asit igeriginin reaksiyon siiresi ve mol oranina gore degisimini gosteren tepki
yiizey ve izdisim grafikleri Sekil 4.7.a ve 4.7.b’de goriilmektedir. Laurik asit
icerigine mol oran1 ve reaksiyon siiresinin etkilesimleri sonucunda yine literatiirde
maksimum tepki (maximum response) olarak tanimlanan izdiisim grafigi elde
edilmistir [26]. Calismada gbzlenen deger araliginda, mol oraninin 4,65-6,2 ve
reaksiyon siiresinin de 4,5-7,4 aralifinda olmas1 durumunda laurik asit igerigi yiiksek

degerlere ulagsmistir.
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Sekil 4.7.a: Uriiniin laurik asit iceriginin (%LA), mol oran1 ve reaksiyon siiresi ile

degisimini gosteren izdiisiim grafigi.
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Sekil 4.7.b: Uriiniin laurik asit igeriginin (%LA), mol orani ve reaksiyon siiresi ile

degisimini gosteren tepki ylizey grafigi.
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5. GENEL SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada, trioleinden diisiik kalorili yaglarin ve yag ikame maddelerinin
tretiminde kullanilabilecek, hizli metabolize edilebilen orta zincirli laurik asitce
zenginlestirilmis triagilgliserollerin enzimatik iiretimi ve reaksiyon kosullarinin
optimizasyonu amaglanmistir. Bu amagla, triolein ile laurik asitin 1,3-spesifik Mucor
miehei orijinli Lipozyme IM ticari lipaz1 varliginda asidoliz reaksiyonu sistematik

olarak incelenmistir.

Deneysel ¢alismamizin birinci  boliimiinde, trioleinin laurik asit ile asidoliz
reaksiyonunda, sabit sicaklikta (50°Cda), enzim miktarinin, triolein:laurik asit mol
oraninin ve reaksiyon siiresinin teker teker asidoliz {iriinii olan triagilgliserollerinin
bilesimi, Ozellikle molekiillerin laurik asit igerikleri tiizerine olan etkileri
arastirllmistir. Bu amagla, 3 seri asidoliz reaksiyonu gergeklestirilmistir. Bu
reaksiyonlar sonucunda, reaksiyon parametrelerinin yiiksek laurik asitli triinler

verebilecek etkin ¢aligma araliklar1 belirlenmistir:

1.seri asidoliz reaksiyonlarinda, triolein:laurik asit mol orani 1:3 olarak alinmis,
reaksiyon siliresi 6 saat secilmis ve 7 farkli enzim miktarinda reaksiyonlar
yiriitiilmiistiir. Bu reaksiyonlarda, enzim substratlarin toplam agirliginin %3’1,
%6’s1, %9’u, %12’s1, %151, %18’1 ve %21°1 olacak sekilde reaksiyon ortamina
ilave edilmistir. Enzim miktarina gére trioleine katilan laurik asit miktarininin
degisim egrisinden, optimum enzim miktarinin %9 oldugu, kabul edilebilir en diisiik
enzim miktarinin %3 ve en yiiksek enzim miktarinin ise % 15 olarak segilebilecegi

tespit edilmistir.

2.seri asidoliz reaksiyonlarinda, %9 enzim miktarinda ve 6 saatlik reaksiyon
stiresinde bu kez triolein:laurik asit mol oraniin degisimi ile asidoliz iiriinii TAG
lardaki laurik asit yilizdesinin degisimi incelenmeye alinmistir. Yiriitiilen 5 asidoliz
reaksiyonunda mol oranlar1 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 ve 1:6 olarak sekilde triolein ve laurik
asitleri karisimlari kullamilmustir. Uriin TAG lerindeki laurik asit yiizdesinin

substratlarin mol orani ile digisim egrisinden, % 40-50 laurik asit igerikli iiriinlerin
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triolein:laurik asit mol oraminin 1:4-1:6 oldugu aralikta elde edilebilecegi
gbzlenmistir. Sonug olarak, optimum mol oraninin 1:5, kabul edilebilir minimum
mol oraninin 1:4 ve maksimum mol oraninin ise 1:6 olarak saptanabilecegine karar

verilmistir.

3. seri asidoliz reaksiyonlarinda ise, %9 enzim miktar1 ve triolein:laurik asit 1:5 mol
oraninda 8 farkli reaksiyon siiresinde deneyler gerceklestirilmistir. Reaksiyon stiresi
1-8 saat arasinda degistirilmistir. Deneysel sonuglar, 4 saatte iirlin bilesimindeki
laurik asit miktarinin %44 lere ulastigini, 6 saatte maksimum %48 degerine vardigini
ve reaksiyon siiresinin daha fazla arttirilmasiyla azalmaya basladigini gostermistir.
Bu verilerden, %44’ {in istliinde laurik asitli iirlinler eldesi i¢in uygun calisma
araliginin 4-8 saat arasinda oldugu; minimum, optimum ve maksimum siirenin

sirastyla 4, 6 ve 8 saat olarak segilebilecegi belirlenmistir.

Bu degerler kullanilarak Tepki Yiizey Metodolojisine gore, reaksiyon kosullarinin
optimizasyonu lizerinde deneyler yiiriitiilmiistiir. 3 degisken ve 3 seviyeli ylizey
merkezli kiip tasarimina uygun 17 asidoliz deneyinin ¢alisma kosullar1 belirlenmis ve
deneyler bu esas lizerinden gerceklestirilmistir. Elde edilen deneysel veriler Statistica
6.0 programi kullanilarak degerlendirilmis, triolein ile laurik asitin asidoliz

reaksiyonu boylece optimize edilmistir.

Sonug olarak, optimizasyon sonuglari gosterdi ki 6 saat gibi kisa bir zamanda
reaksiyon i¢in optimum kosullar %11.4 enzim miktar1 ve 1/5.8 TO:LA mol oraninda
elde edilmistir. Bu kosullarda % 49,3 oraninda laurik asit igeren triagilgliseroller elde
edilebilecektir. Bu bilesikler diisiik kalorili yag ve yag ikame meddeleri olarak

kullanilabilirler.
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