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KISALTMALAR
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TRIPALMITININ ENZIMATIK ASIDOLIZIYLE DUSUK KALORILI
YAPILANDIRILMIS LiPIDLERIN URETIMI
OZET
Obezite problemi bilincinin gelisimiyle, diinyada diisiik kalorili yaglarin ve yag
ikame maddelerinin pazar1 hizla biiyiimektedir. Gliniimiizde karbonhidrat ve protein
bazli yag ikame maddeleri bazi gida maddelerinde kullanilmaktadir. Ancak bu ikame
maddleri 1s1l isleme dayanikli degillerdir. Bu yiizden, pisirme ve kizartma islemleri
gerektiren gida maddelerinin iiretiminde, 1s11 dayanikli ve dogal bir yagin
ozelliklerini gosteren lipid bazli ikame maddelerinin kullanimi tek segenek
olmaktadir. Diisiik kalorili yaglar ve yag ikame maddeleri esas olarak lipidlerin
yeniden yapilandirilmalariyla iiretilebilmektedir. Genel olarak bu yapilandirilmisg
lipidlerin bilesiminde, 1,3 pozisyonlarinda orta zincirli yag asitleri (C8-C12) ve 2
pozisyonunda uzun zincirli yag asitleri ( C16-C22) bulunan triagilgliseridler
bulunmaktadir. Literatiirde, C8 ve Cl0 yag asitlerince zenginlestirilmis
triagilgliseridlerin iiretimi ile ¢ok sayida calisma bulunmasina ragmen, laurik asit
(C12) ile modifiye lipidler lizerinde sistematik bir ¢caligmaya rastlanmamustir.
Bu calismada, tripalmitinden diisiik kalorili yaglarin iiretiminde kullanilabilecek,
hizli metabolize olan laurik asitle zenginlestirilmis triacilgliseridlerin enzimatik
olarak iretimi amaglanmistir. Bu amagla, tripalmitinin laurik asitle Mucor miehei
lipaz1 varliginda asidoliz reaksiyonu sistematik olarak incelenmistir. Reaksiyon
parametrelerinin tripalmitine katilan laurik asit ylizdesi iizerine olan etkileri tepki
yiizey metodolojisi uygulanarak arastirilmig ve optimum degerler tespit edilmistir.
Bu metoda gore gore yapilan 17 deney sonucunda tripalmitine katilan maksimum
laurik asit miktarinin % 48,73 oldugu bulunmustur.. Bu istatiksel analiz yontemine
gore kritik reaksiyon kosullari, enzim miktar1 % 10,52, substrat orani 4,34 ve
reaksiyon siiresi 6,2 saat olarak bulunmustur. Varyans analizinden yararlanarak tepki
degerinin proses degiskenlerine bagimliligin1 veren ve 2. dereceden polinom olan bir
model denklem olusturulmus ve bu model denkleme gore tahmin edilen degerler ile
gozlenen degerler arasinda % 99 oraninda uyum saglandig1 goriilmiistiir.
Bu c¢alisma sonuglarina gore, Mucor Miehei lipazinin tripalmitinin laurik asit ile

asidolizi ile yaklasik % 49 laurik asit iceren diisiik kalorili ve yag ikame maddesi
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olarak kullanilabilecek anne siitii benzeri, antiviriitik ve antimikrobiyal ozelligi

bulunan {iriin elde edilebilecegi saptanmustir.



ENZYMATIC PRODUCTION OF LOW REDUCED CALORIE
STRUCTURED LIPIDS BY ACIDOLYSIS OF TRIPALMITIN WITH
LAURIC ACID
SUMMARY
With inreasing awareness of the risks associated with obesity, a market for reduced
calorie fats and fat replacers has opened up. Carbonhydrate 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-positions
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 tripalmitin with lauric acid in the presence of Mucor miehei lipase will be
studied in detail. The effects of reaction parameters ( substrate ratio, amount of
enzyme and time) on the percentage of incorporated lauric acid into tripalmitin will
be investigated and reaction conditions will be optimized using Response Surface

Methodology.



1.GIRIS
1.1. Giris ve Calismanin Amaci

Gelismis toplumlarda yliksek yag igerikli ve yliksek 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, viicut yapisinda meydana
gelen goriiniis degisikligi disinda hipertansiyon, kardiyovaskiiler ve koroner kalp
rahatsizliklari, diabet, insiilin direnci gibi Onemli saglik problemlerine sebep
olmaktadir.

Obezitenin bir problem oldugu bilincinin gelisimiyle, diinyada dusiik kalorili
yaglarin ve yag ikame maddelerinin pazart hizla biiyiimektedir. Giiniimiizde
karbonhidrat ve protein bazli yag ikame maddeleri salata soslari, tatlilar gibi bazi
gida maddelerinde kullanilmaktadir. Ancak bu ikame maddeleri 1s1l isleme dayanikli
degillerdir. Bu yiizden, pisirme ve kizartma islemleri gerektiren gida maddelerinin
tiretiminde, 1s1l dayaniklilig1 olan ve dogal bir yagin tiim 6zelliklerini gdsteren lipid
bazli yag ikame maddelerinin kullanimi tek secenek olmaktadir.

Lipid bazli yag ikame maddeleri esas olarak yapilandirilmis lipidlerdir.
Yapilandirilmis  lipidler, triacilgliserollerin  yapist {izerinde yag asitlerinin
pozisyonlarmin degistirilmesi ve yeni yag asitlerinin spesifik olarak yerlestirilmesi
ile olusturulan o6zgilin tiacilgliserol yapilaridir. Diisiik kalorili yapilandirilmisg
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 gibi, yaglarin
bagirsaklarda sindiriminde 1,3-spesifik pankreatik enzimi ile agiga ¢ikan orta zincir
uzunlugundaki bu yag asitleri kolaylikla kan yoluyla karacigere tasinmakta ve [3-
oksidasyona ugratilarak kendilerinden enerji saglanmaktadir. Karacigerde hemen
kullanildig1 i¢in adipoz hiicrelerde depolanmamaktadir. Diger taraftani bu yag

asitlerinden agi8a ¢ikan enerji uzun yag asitlerine gore ¢ok az da olmaktadir.



Gliniimiizde, yapilandirilmis  triagilgliseroller  6zellikle  enzimatik  yolla,
interesterifikasyon ve transesterifikasyon reaksiyonlartyla iretilebilmektedir.
Literatiirde spesifik lipaz enzimlerinin kullanildigr yapilandirilmis lipidlerin
enzimatik tretimi iizerine ¢ok sayida ¢alisma yer almaktadir. Orta zincir
uzunlugunda yag asitleri ile modifiye edilmis TAG’ lar iiretiminde daha ¢cok C8 ve
C10 asitlerinin kullanildigi, buna karsilik laurik asit (C12) ile yapilmis ¢aligmalarin
az sayida oldugu gozlenmistir. Ayrica laurik asidin kullanildigir bu ¢aligmalarda,
Ozellikle tristearinin laurik asitle modifiye edildigi goriilmektedir. Buna karsin
tripalmitinle laurik asitin modifiye edildigi herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamustir.
Bu nedenlede bu calismada, tripalmitinin laurik asit ile asidolizinin detayli olarak
incelenmesi amaglanmig ve tepki ylizey metodolojisi kullanilarak deneyler

tasarlanmis ve reaksiyon parametreleri optimize edilmistir.



2. TEORIK KISIM

2.1. Yag ikame Maddeleri

Yag ikame maddeleri, gida maddelerinde yaglarin yerine gegerek onlarin bir yada
daha fazla roliinii {stlenebilen maddelerdir [1]. Besin kaynaklarina gore

karbonhidrat, protein ve yag bazli olmak {izere ii¢ grupta siniflandirilabilirler.

2.1.1. Karbonhidrat Bazh Yag Ikame Maddeleri

Pazara 1960’ larda girmis ve halen en genis kullanim alanina sahip olan karbonhidrat
bazli yag ikame maddeleri, yag ikame maddelerine ilk 6rneklerdir. Karbonhidrat
bazli bu maddelere Ornek olarak dekstrinler, maltodekstrinler, modifiye gida
nisastalari, seliiloz ve ¢esitli zamklar verilebilir [2]. Bu tiir yag ikame maddeleri,
etlerde, salata soslarinda, dondurulmus gidalarda, dipsoslarda, sekerlemelerde yaygin
olarak kullanilmaktadir [3]. Yagm akigkanligini ve nemliligini karsilayan bu
maddeler yagin pisirme Ozelliklerini karsilayamazlar [2]. Dogal yaga gore daha
diisiik kaloriye sahip olmalarina ragmen, 1stya karsi dayaniksizliklarindan dolay:

dogal yagin yerini tam olarak alamazlar. Bu nedenle kullanim alanlar1 sinirlidir [3].

2.1.2. Protein Bazh Yag ikame Maddeleri

Protein bazli yag ikame maddeleri, 1990’larin baslarinda pazarda yerlerini
almiglardir. ‘Genellikle giivenli taninan’ iki farkli protein bazli yag ikame maddesi
vardir. Bunlar yumurta beyazi ve siit iiriinleri proteinlerinden elde edilen peynir alti
suyu olup protein konsantrelerinden ekstrakte edilip mikropartikiilasyon uygulanmast
ile elde edilirler. Mikropartikiilasyon, proteinlerin birbirlerinin iizerlerinden kolayca
kaymalarimi saglayacak sekilde mikroskobik yuvarlak tanecikler sekline getirilme
prosesidir. Bu prosesin amaci, yagin yapisinda mevcut, agizda kremamsi bir sivi
hissini yaratmaktir. Bu yag ikame maddeleri, agizda karbonhidrat bazli yag ikame
maddelerine gore daha i1yl bir tat birakmakta ve bazi pisirilmis gidalarda da

kullanilabilmektedirler. Fakat yine de kizartma i¢in uygun degillerdir [3].



Simplesse, Nutra Sweet tarafindan tretilen protein bazli bir yag ikame maddesidir.
Mayonez, salata soslari, yogurt, eksi krema, margarin, tereyagt ve peynir gibi
gidalarda kivam artirici ve yapilandirici olarak kullanilmakta fakat pisirmede
kullanilamamaktadir. Ciinkii firinlama veya kizartma kremsi yapisinin bozulmasina
sebep olmaktadir. Ayrica Simplesse disinda Kraft tarafindan tiretilen, Simplesse gibi
yagin ‘damak hissi’ni taklit etmek iizere, yumurta beyazi ve siit proteinlerinden

tiretilen Trailblazer adl1 yag ikame maddeside bulunmaktadir [4].

2.1.3. Lipid Bazh Yag Ikame Maddeleri
Genel olarak lipid bazli yag ikame maddeleri, yapilandirilmis yaglardir. Bunlarin

gesitli tiretim sekilleri ve kullanim alanlar1 vardir.

Yag metabolizmasinin saglik ve yag asiti zinciri uzunluguna bagli olarak incelenmesi
ve artan bilgiler 1518inda trigliserid anayapisi tizerindeki doymamislik dagilimi ve
pozisyonel dagilim, yapilandirilmis yaglarin sentezi lizerine ¢alismalara yol agmustir.
Hastaliklarin iyilestirilmesi ve sagligin korunmasi agisindan belirli yag asitlerinin
kullanim1 baglaminda, yapilandirilmis yaglarin 6nemi giderek artmaktadir. En genis
anlamda, yag asitlerinin pozisyonlarini degistirmek {izere yeniden yapilandirilmis ve
dogal haldeki yag asiti bilesimini degistirmek tizere modifiye edilmis yaglar
yapilandirilmis yag olarak tanimlanabilir. Biyoteknoloji ile, lipidler kolesterolii
diistirmek, bagisiklik sistemini giliclendirmek, islevselligi artirmak ve beyin
gelisimini  gelistirmek amaciyla  yapilandirilabilirler.  Yapilandirilmis  lipid

uygulamalarina 6rnek olarak sunlar verilebilir:
e Kakao yagi ikameleri
e Anne siitii yag1 benzerleri
e Saglik ve besi degeri yiiksek bilesikler
e Diisiik kalorili yaglar

e Diger uygulamalar [5].

2.1.3.1. Kakao yag ikameleri

Kakao yaginin, ¢ikolata tirlinlerinin fiziksel 6zellikleri {izerindeki etkisinden dolayi
sekerleme endiistrisinde biiyiik yeri vardir. Bu etkiler parlaklik, kirilganlik, 1siya
dayaniklilik, agizda ¢abuk ve belirgin bir erime saglamasidir. Fakat pahali bir

hammadde olmasindan dolay1 endiistride kakao yaginin yerini tutacak yeni maddeler
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gelistirilmeye calisilmaktadir. Kakao yagmin % 70’inden fazlasim sn-2
pozisyonunda oleik asit i¢eren triagilgliseroller olusturmaktadir [6]. Dogada kakao
yagina benzer yapida baska yag bulunmamaktadir; tiim alternatifler karisim halinde
elde edilenler ve modifiye yaglardir [7]. Palmiye yagi, palm ara fraksiyonlari, illipe
(shorea stenoptera) yagi, shea (Butyro dpermum) bilinen kakao yagi esdegeridirler.

Ayrica bazi karigim alternatifleri de mevcuttur.

2.1.3.2. Anne siitii yagi benzerleri

Ideal bir bebek mamasi formiilasyonu kullanilacak yagmn yag asitleri dizilimi ve
miktart anne siitiindekilerle ayni olmalidir. Ticari formiilasyonlarda bitkisel yaglar
kullanilarak iiretimler yapilmaktadir. Anne siitlinlin trigliserit yapisinda ¢ogunlukla
esterlesen palmitik asitin %70’1 2. pozisyonunda yer almakta bitkisel yaglarda ise
palmitik asitin %80’inden ¢ogu trigliseridin 1. ve 3. pozisyonlarinda yer almaktadir.
Bagirsaklarda pankreatik lipaz sadece bu yapida 1 ve 3 pozisyonunda esterlesen
asitleri hidroliz eder. Dolayisiyla bitkisel yaglarin kullanilmasi durumunda, serbest
kalan palmitik asit daha sonra siitte bulunan kalsiyum ile suda ¢oziinmeyen kalsiyum
sabunlar1 olusturabilir ve bunlar disk1 ile disar1 atilir. Bunun sonucu olarak da viicut
icin gerekli olan enerji ve kalsiyum kaybedilmis olur. Bu durum kii¢lik ¢ocuklar i¢in
problem yaratabilir, ¢linkii temel besi kaynaklar1 olan siitiin kemik gelisimi i¢in
gerekli olan kalsiyumundan da yeterli miktarda faydalanamamis olurlar. Anne siitii
trigliseritlerine benzer yapida yapilandirtlmis trigliserit tretimi, 1,3- spesifik lipaz
biyokatalizorii 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
kaynagini saglarlar. Bu tiir trigliseritler, cocuk mamalarinda kullanilirlar. Betapol,

enzim teknolojisi ile elde edilen ve anne siitli yag1 yerine kullanilan ticari bir {irlindiir

[5].

2.1.3.3. Saghk ve Besi Degeri Yiiksek Bilesikler

Bu bilesiklerin iiretimi, besi ve saglik agisindan 6nemli etkileri saptanmis bazi yag
asitlerinin trigliserit molekiillerine yerlestirilmesi ile yapilir. Bu asitlere 6rnek olarak
balik yag asitleri, (DHA- dokosahekzenoik asit ve EPA- eikosapentaenoik asit) ve
gamma-linoleik asidi (GLA) gosterilebilir. Bu asitlerin triagilgliserit yapisindaki

belirli pozisyonlara katilmasi i¢in de yine biyoteknolojiden yararlanilir, spesifik lipaz



enzimleri ile yiiriitiilen asidoliz reaksiyonlart DHA, EPA, veya GLA’ nin trigliserit

yapisina katilmasini miimkiin kilar [5].

Yag ikame maddeleri kullaniminin temelindeki fikir, gidalarin kalorisini ve yagini
azaltirken yag tarafindan saglanan ozellikleri korumaktir. Ornegin olestra, yag
asitleriyle sukrozun kimyasal kombinasyonundan olustugundan, 6zellikleri dogal
yaglara benzemektedir. Fakat, dogal iriinlerin tersine, bu sentetik ikame maddeleri
kalori vermezler. Ciinkii, sindirilemeyen maddelerdir, sindirim sisteminden
gecmelerine ragmen, viicutta absorbe edilmezler.

Yaglar, diyetlerde 6nemli bir¢ok role sahiptirler. Ayrica, yaglar saglikli bir yasamin
devami, gelisimi ve miikemmel biiylime icin gerekli besinlerden bir tanesidirler.
Bunlar, yagda ¢oziinen, A, D, E, K vitaminlerini tagir ve bagirsakta absorbsiyonunu
saglarlar. Ayrica, viicut i¢in gerekli yag asidi olan linoleik asidin tek kaynagidirlar.
Yaglar, gida hazirlanmasi ve tiiketilmesinde de 6nemli rol oynarlar. Yag, gidalara tat,
kivam, saglamlik ve lezzet verir. Diger yanda, diyetteki fazla yag zararl olabilir.
Yaglar gram basina 9 kalori igerirken, karbonhidrat ve proteinler gram basma 4
kalori igerirler. Dolayisiyla, asir1 yag alimi, asir1 kalori alinimina ve istenmeyen
agirhiga yol agarlar.

Yag alimi, degisik kronik hastaliklarla da ilgilidir. Yiiksek yag alimimin gogis,
prostat kanseri gibi bazi1 kanser riskini yiikselttigi bilinmektedir. Ayrica, yiliksek
doymus yag alimiyla kolesterol ve kroner kalp rahatsizliginin riskinin arttigi da

belirlenmistir.

2.2. Yapilandirilms Lipidler

2.2.1. Yapilandirilmis Lipidlerin Kimyasal Sentezi

Yapilandirilmig lipidlerin kimyasal sentezi i¢in orta ve uzun zincirli triagilgliserol
karigimlart hidrolizlenir ve hidroliz sonucu agiga ¢ikan yag asitleri karigimi tekrar
esterlesme reaksiyonlarinda kullanilir. Bu proses transesterifikasyon olarak
adlandirilir ve yiiksek sicaklik ve anhidroz kusullarda meydana gelir. Kimyasal
transesterifikasyon reaksiyonunda degisik triagilgliserol tiirleri olusur ve bunlarin
icinde istenmeyen ve uzaklastirilmasi zor olan iiriinler mevcuttur. Yapilandirilmis
lipidler, MLL ve LML yada LMM ve MLM tipindedir ve ayrica az miktarlarda

istenmeyen orta ve uzun zincirli triagilgliserollerde igerirler [8].



2.2.2. Yapilandirilmis Lipidlerin Enzimatik Sentezi
Yapilandirilmis lipidlerin enzimatik sentezi, ¢evresel ve saglik nedenlerinden dolay1
son yillarda tercih edilir hale gelmistir. Yapilandirilmis lipidlerin enzimatik

sentezinde katalizor olarak lipazlar kullanilir [8].

2.2.2.1. Lipazlar

Lipazlar, lipidlerin hidrolizini katalizleyen hidrolaz sinifina giren enzimlerdir. Bitki,
hayvan ve mikroorganizmalardan elde edilirler. Biitlin lipazlar yapilandirilmis lipid
sentezleme kabiliyetine sahip olmasina ragmen, calismalarin biiylik ¢ogunlugu
mikrobiyal lipaz kullanilarak yapilmaktadir. Mikrobiyal lipazlarin kullanimi
hayvansal ve bitkisel lipazlara nazaran daha avantajlidir. Mikrobiyal lipazlar, biiyiik
Olcekli iiretimde kullanilabilir, spesifiklik 6zelligi bulunabilen, yiiksek aktivite ve
stabiliteye sahip olan lipazlardir [8].

Lipazin spesifikligi, yapilandirilmig lipid sentezinde 6nemli bir 6zelliktir. Bu 6zellik,
gliserol iizerindeki 6zel pozisyonlardan yag asitlerinin tasinmasim saglar. Ornek
olarak Pseudomonas lipazi kullanilarak balik yagindaki EPA ve DHA orant % 80 ve
% 90 oraninda arttirilabilir. Sn-1,3 spesifik lipaz 2. pozisyondaki yag asidini sabit
tutup, 1. ve 3. pozisyondaki yag asitlerinin degisimini saglar. Yulaf lipaz1 gibi bazi
bitkisel lipazlarsa 3. pozisyondaki yag asidini 1. ve 2. pozisyondaki yag asitlerinden
daha hizli pargalar. Papaya latex den elde edilen lipazin sn-3 segiciligi de gosterdigi
bulunmustur. Lipazin segiciligi, reaksiyon tipine ve kosullarina ve su aktivitesine

baglidir [8].

2.2.3. Lipid Modifikasyon Reaksiyon Tiirleri

2.2.3.1. Hidroliz

Hidroliz reaksiyonlari, lipazin pozisyon segiciligine bagli olarak su varliginda
yaglarin ester baglarinin kirilmasi ile gliserol, yag asitleri ve kismi acil gliserollere

doniistiigli reaksiyonlardir

2.2.3.2. Direkt Esterifikasyon
Direkt esterifikasyon, hidrolizin tersidir. Hidroliz ve esterifikasyon reaksiyonunun

denge degisimi, reaksiyon karigimindaki su icerigi gibi bir¢ok degiskenden etkilenir.
Pratik amagclar i¢in, sadece reaksiyon hizi degil verim de onemlidir. Dogrudan
esterifikasyonda su diizeyi ve su aktivitesi reaktanlarin denge pozisyonunu kontrol

eder ve irlin verimi i¢in ¢ok gereklidir. Enzimatik interesterifikasyonda reaksiyon



ortami solvent, substrat ve sudan olusur. Yiiksek substrat konsantrasyonu reaksiyon
ortaminin polaritesini arttirabilir ve suyun ¢oziiniirliigiinii arttirabilir. Diger yandan,
su miktart da ortamin polaritesini etkiler ve substratlarin ¢oziinmesini arttirir. Bu iki

etki, substratlarin denge pozisyonunu etkiler

2.2.3.3. Transesterifikasyon
Transesterifikasyon reaksiyonu, iki ester arasinda agil gruplarinin degisimidir.

Transesterifikasyon reaksiyonlarinda, direkt esterifikasyonda olusan su problemi
olusmaz. Ciinkii, transesterifikasyon reaksiyonlarinda hidroliz, esterifikasyondan

once gelmektedir.

|CH2COOR1 CH,COOR; CH,COOR; CH,COOR;
|CHCOOR2 + |CHCOOR3 -— |CHCOOR2 + |CHCOOR3
CH,COOR3; CH,COOR, CH,COOR; CH,COOR4
Triagilgliserol 1 Triagilgliserol 2 Triagilgliserol 3 Triagilgliserol 4
CH,COOR; CH,COOR;

:CHCOORZ — |CHCOOR1

CH,COOR3 H,COOR3

Triagilgliserol 1 Triagilgliserol 2

2.2.3.4. Alkoliz

Bir alkol ile esterin reaksiyona girmesiyle alkil gruplarinin yer degistirmesi sonucu
yeni bir ester ve alkol olugmasina alkoliz denir. Alkoliz reaksiyonlar1 denge
reaksiyonlart olup alkol fazlasi genellikle reaksiyonu iiriin lehine dondiiriir. Bu
reaksiyon i¢in stokiyometrik oran 3 mol alkole karsilik 1 mol yag olmasina karsin
pratikte iirlin verimini arttirmak adina stokiyometrik orandan farkli olarak genellikle

daha yiiksek alkol mol oranlarinda ¢aligilmaktadir.

CH,-COO —R; R:COOR’ |CH27 OH
|CH -COO —R; + 3R’OH R, COO R’ + CH -OH
CH;—-COO — R3 R; COOR’ |CH2— OH

Alkol ve ester arasindaki alkoliz reaksiyonu, metanol kullanildiginda metil ester

tiretimini saglar. Alkoliz esnasinda, yag asidi esterine gore daha az miktarda alkoliin

hidrolizi inhibe etmesine ragmen DAG ve MAG’ da olusabilir. TAG’ lardan iiretilen

metil esterlerin petrol kdkenli dizel yakit esdegeri olarak kullanilmalar1 son yillarda
8



onem kazanmustir. Alkolizin ana uygulamasi gliseroliz reaksiyonlaridir. Gliseroliz
reaksiyonu, triagilgliserol ve gliserol arasindaki agil gruplarinin degisimidir.
Gliseroliz reaksiyonu sonucunda MAG, DAG ve TAG’ lar iiretilir. MAG sentezi igin
kimyasal interesterifikasyona alternatif metoddur. MAG’ lar gida endiistrisinde genis
bir uygulama alanina sahiptir. Ayrica, emiilsiyonlarda, kopiiklerde, aerosollerde ve
siispansiyonlarda kaplayici olarak kullanilirlar.

Uretilen MAG’ 1n maximum degeri % 74 ve % 96 arasinda degismektedir. Gliseroliz
reaksiyonlarinda genellikle non spesifik lipazlar kullanilir ve genis aralikta reaksiyon
tiriinleri olusur. Pseudomonas fluorescens ve Chromobacterium viscosum dan elde
edilen lipazlarin yiiksek gliseroliz aktivitesine sahip oldugu goézlemlenmistir. Lipaz
katalizli MAG sentezinde yiiksek verim elde etmek icin yeni olusan MAG’ lar
kristalizasyon ile reaksiyon ortamindan uzaklastirilmalidir. Bu durum dengenin
MAG lehine donmesini saglar. Doymus yag asitleri igeren lipidlerin gliserolizi
reaksiyon karisiminda doymus monoagilgliserollerin konsantrasyonunun artmastyla
sonuclanir. Cilinkii, bu MAG’ lar, diisiik sicakliklarda doymamis MAG’ lardan daha
cabuk kristalize olurlar. Bitkisel yaglar, hayvansal yaglara oranla daha diisiik kritik
sicakliklara sahiptirler. Bunun sebebi, uzun zincirli doymamis yag asitlerinin
varligidir. Reaksiyon sicakliginin kritik degerin altina alinmasiyla MAG verimi % 30
dan % 90 a artar. Su igeriginin % 0,5 ve % 5,7 arasinda arttirilmasiyla da MAG

tiretimi arttirilir. Bu degerin iistiinde su igerigi verimi arttirmaz.

2.2.3.5. Asidoliz
Bir asit ile esterin reaksiyona girmesiyle alkil gruplarinin yer degistirmesi sonucu

yeni bir ester olusmasina asidoliz denir.
RiCOOR; + R3COOH ™ R;COOR; + R;COOH

Ester Yag asidi Ester Yag asidi
Bu reaksiyonlarin gerceklesmesi icin yiiksek sicaklik veya asit katalizor ya da her
ikisi birden gereklidir.
Asidoliz, yapilandirilmis lipid sentezinde TAG (triagilgliserol) ile yag asitlerinin
etkilesimi ile yiiriitiiliir. Asidoliz reaksiyonunda her yag asidinin metabolik etkisine
gore, TAG’ a besinsel, sagliksal ve diislik kalori gibi 6zellikler kazandirmak i¢in
TAG yeniden yapilandirilir. Asidoliz, bitki ve balik yaglarinda EPA ve DHA’ nin
serbest a¢il formlarin birlestirilmesi ve besinsel 6zelliklerinin gelistirilmesi i¢in
kullanilir. Ayrica bu proses tereyaginin tadini kaybettirmeden igindeki doymamis

yag asidinin miktarini arttirmak i¢in de kullanilir. Siit yaginin oleik asitle asidolizi
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sonucu kristalizasyon sicakliginin yani siit yaglarinin erime araligimin diistiigi
bulunmustur.

2.2.3.6. Interesterifikasyon

Interesterifikasyon ( i¢ esterlesme ) reaksiyonlari, baz1 kaynaklarda bir ester ile
baska bir bilesen arasinda gerceklesen, alkoksi ve acil gruplarinin yer degistirmesiyle

karakterize edilen ve farkli bir ester olusumuyla sonuglanan reaksiyonlar olarak da

tanimlanmaktadir.

RCOOR’ +R’’OH - RCOOR” + R’OH (Alkoliz)
RCOOR’ +R”’COOH <~ RCOOH +R’’COOR’ ( Asidoliz)
RCOOR’ +R”COOR” —= RCOOR” +R”’COOR’ (Ester Degisimi)

Lipaz katalizli transesterifikasyonda lretilen yag kimyasallari1 interesterifikasyonla
elde edilen kati yag iceriginden daha diisiiktiir. Cukulatalarda kakao yagi
kullanmanin ana dezavantaji, yiiksek fiyattir. Kakao yagi esdegeri, ucuz yaglardan
interesterifikasyon yoluyla elde edilebilir. Hidrojenasyona ugratilmis pamuk tohumu
ve zeytinyaginin transesterifikasyonuyla POS diizeyi ayn1 SOS diizeyi biraz yiiksek
oranda olan kakao yag1 esdegerleri iiretilmistir. Interesterifikasyon reaksiyonlari,
hidrokarbon ¢oziicii ortaminda yiiriitiiliir. Bu c¢oziiciiler, reaksiyon ortaminin
vizkozitesini diislirerek reaksiyonu hizlandirir. Fakat, besinsel gilivenlik ig¢in
reaksiyon iirlinii agartma ve deodorizasyon islemlerine tabi tutarak ¢oziicii tamamen
uzaklastirilir. Coziiciisiiz sistemler, yiiksek proses sicakligi gerektirmesine ragmen

bu sistemler interesterifikasyon igin tercih edilir [8].

2.2.4. Enzimatik Sentezi Etkileyen Parametreler

2.2.4.1. Reaksiyon Karisiminin Su Icerigi

Reaksiyon karigtminda bulunan su miktart degisik yollarla reaksiyonu etkiler.
Organik ve saf fazin karismayan ortaminda su varhi§i enzim aktivitesini etkiler.
Interesterifikasyon reaksiyonlarinda, TAG sentezinden dnce hidrolizi baslatmak icin
su gereklidir. Fakat, kullanilan enzime bagl olarak reaksiyon ortaminin su igerigi
enzim yapisin1 aktif diizeyde tutmak i¢in gerekli su diizeyini gegerse sistemin

veriminin diismesine neden olur. Esterifikasyon reaksiyonlarinda, ester sentezi
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ilerlerken su agiga c¢ikar ve bu su verimi arttirmak i¢in ortamdan uzaklastirilmalidir.
Suyun reaksiyon ortamindan uzaklastirilmasi, molekiiler elek yada mikroporoz

membran kullanilarak yapilir.

2.2.4.2. Substrat Ve Uriin Etkisi
Interesterifikasyon reaksiyonlarinda kullanilan substrat miktar1 sentezlenen TAG’ m

verimini etkiler. Bu sentezde kullanilan lipazin 6zelligiyle ilgilidir. Substratin zincir
uzunlugu, enzimin aktivitesini etkileyebilir. Ornegin Rhizomucor Miehei lipaz1 uzun
zincirli yag asitlerine daha secicidir. Bu lipazin aktivitesi, yag asidinin zincir
uzunlugunun artmasiyla artar.

Substratin niikleofilitesi de reaksiyon hizinda etkilidir. 2. pozisyonda hidroksil
grubunun varligi negatif etkiye yol acar. TAG’ lar, DAG’ lardan, DAG’ lar da MAG’
lardan daha hizli hidrolize olurlar. Yiiksek substrat konsantrasyonu substrat
inhibisyonuna yol acip sentezlenen iiriin miktarini diistirebilir. Substratlarin 6zellikle
coklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonu, inhibisyona ve lipazin inaktivasyonuna

sebep olabilir.

2.2.4.3. Ortam Sicakhi@1
Sicaklik, biyokataliz i¢in reaktanlarin ¢dziinmesine yardim eder. Fakat, yiiksek

sicaklik enzimde denaturasyona sebep olup enzim inaktivasyonuna yol acabilir.
Immobilize lipazlarin ¢ogunlugu igin optimum sicaklik 30 °C ve 62 °C arasindadir.
Sicakligin yiikselmesiyle uzun zincirli yag asitlerinin ¢dziinme hizi, kisa zincirli yag
asitlerininkinden daha hizli olur. Ayrica, yliksek sicaklik, reaksiyon karigiminin

vizkozitesini azaltir ve agil transferini etkiler.

2.2.4.4. Enzim

Lipazlar, yiiksek degerli {iriinlerin iiretiminde yaglarin doniisiimii i¢in stereoselektif
katalizor olarak kullanilir. Segilen enzimin tiirii yapilandirilmis lipidin sentezini
etkiler. Lipazlar, reaksiyon karisiminda su, pH, sicaklik ve solvent gibi reaksiyon
kosullarindan etkilenirler. Lipazlar, organik ¢oziicli ortaminda aktif haldeyken kataliz
icin belli miktar su gerekmektedir. Su ve solvent sistemi, lipazin aktivitesinin
belirlenmesinde  kritik rol oynarlar. Enzim immobilizasyonu, enzimlerin
termostabilitesini arttirmak ve enzimlerin ayrilmasimi saglamak icin uygulanir.
Bununla birlikte, immobilizasyon enzimin kullanim siiresini arttirip iiretim maliyetini

azaltir.
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2.2.4.5. Solvent Sistemi

Biyokatalizde solvent sisteminin etkisi, enzimatik yapilandirtlmig lipid sentezinde
onemlidir. Organik solventlerin kullanimi birtakim simirlamalara sahiptir. Ciinkii,
organik solventlerin ¢ogunlugu, biyokatalizi inaktive yada denature eder.
Solventlerin hidrofobikligi ya da polaritesi enzimin ii¢ boyutlu yapisinin

korunmasinda dnemli etkiye sahiptir ve kataliz i¢in su da gereklidir.

2.2.4.6. Acil Transferi

Lipaz katalizli interesterifikasyon esnasinda, TAG olusumunda gerekli ve kaginilmaz
ara maddeler olan DAG, MAG gibi kismi agilgliserollerin olusmasi sonucu agil
transferi meydana gelir. Acil transferi 2. pozisyondan 1. ve 3. pozisyona yada 1. ve 3.
pozisyondan 2. pozisyona dogrudur. Denge olusana kadar agil transferi devam eder.
Reaksiyon karisiminda giiglii agil vericisinin varligi agil transferine sebep olabilir.
Kuvvetli asitler, kismi agilgliserollerin acil transferinin kaynagidirlar. Nonpolar
solventler, agil transferinin hizlanmasina sebep olurlar. Aseton ve kloroform gibi
polar solventlerde yada solventsiz sistemlerde diisiik su miktarlarinda agil transfer

hiz1 azalir [8].

2.2.5. Yapilandirilmus Lipidlerin Onemi

TAG i¢indeki yag asitlerinin tipi, yagin fonksiyonel ve fiziksel 6zelliklerini belirler.
Yapilandirilmis lipidlerin sentezinde, c¢esitli yag asitleri kullanilir. Bunlar kisa
zincirli, orta zincirli, uzun zincirli doymus ve doymamis yag asitlerini icerir. Her bir
yag asidinin O6zellikleri ve fonsiyonlart kullanilarak iiretilen TAG’ dan maksimum
yarar elde edilir.

Lipazin spesifikligi, lipaz katalizli interesterifikasyonun kimyasal interesterifikasyon
lizerindeki temel avantajidir. Ornegin, 1, 3 spesifik lipaz kullanan lipaz katalizli
interesterifikasyon reaksiyonunda, 2. pozisyondaki yag asidinin besinsel degeri
korunurken, 1. ve 3. pozisonlardaki yag asitleri degistirilerek yapisal gereklilik
tamamlanir.

Orta zincirli triacilgliseroller, yillardan beri beslenme zorlugu yasayan hastalarin
besinsel ihtiyacini karsilamak i¢in kullanilir ve hizli enerji kaynagidirlar. Ciinkii, bu
triacilgliseroller damar sistemi boyunca absorbe olurlar, mitokondriye girmek igin
karnitine ihtiya¢ duymazlar, silomikron gerektirmez, kolaylikla oksidize olur ve

kolaylikla yakit ve enerji olarak kullanilirlar.
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Palmitik asit, bebekler i¢in kullanighh bir enerji kaynagidir. Anne siitii % 20-30
oraninda palmitik asit i¢erir ve bunun % 70 i TAG’ 1n 2. pozisyonundadir. Bu durum
palmitik asit metabolizmasi agisindan onemlidir. Palmitik asitin en iyi absorblanma
sekli 2-MAG olaraktir. Cok az bir kismi, serbest yag asidi olarak absorbe edilir.
Tripalmitinin doymamuis yag asitleriyle 1,3 spesifik lipaz kullanilarak gergeklestirilen
reaksiyonunda anne siiti yag asidi yapisina benzeyen yapilandirilmis lipid
tiretilmistir ve su anda Betapol adiyla satilmaktadir.

Yapilandirilmis  lipidler, margarin ve tereyagi gibi yaglarin iretiminde de
onemlidirler. Yaglarin fiziksel yapisi, yaglarda kullanilan yag asitlerinin zincir
uzunlugu, yag asitlerinin doymamislig1 ve onlarin gliserol {izerindeki pozisyonlari
tarafindan belirlenir. Yiiksek oranda doymus yag asidi iceren yaglar oda sicakliginda
kati, yliksek oranda doymamis yag asidi iceren yaglar ise oda sicaklifinda sivi
olmaya egilimlidirler.

Interesterifikasyon yoluyla yagm gliserol yapisi iizerindeki yag asidi yapilanmasi
degistirilip kristalizasyon ve erime karakteristigi farkli yaglar elde edilebilir. Bazi
calismalar yagin otooksidasyon hizi ve TAG’ m erime 0&zelliklerinin gliserol
tizerindeki doymamis yag asitlerinin pozisyonuyla degistirilebilecegini gdstermistir.
Yapilandirilmis lipidler, diisiik kalorili yag tiretiminde kullanilabilir. Bu genellikle
zay1if bir sekilde absorbe olan uzun zincirli yag asitlerinin kisa ve orta zincirli yag
asitleriyle yer degistirmesi sonucu olusur. Bu yontem, Procter and Gamble sirketi
tarafindan hindistan cevizi, palm ¢ekirdegi ve kolza yaglarindan Kaprenin tiretiminde
kullanilir. Kaprenin, behenik asidin varligindan dolay1 viicutta kismi olarak absorbe
edilir ve normal yaglar gram basina 9 kcal enerji verirken kaprenin gram basina 5
kcal enerji verir. Kaprenin, fiziksel ozellikleri acisindan kakao yagina benzer ve
yumusak sakiz ve tatlilarda kullanim i¢in uygundur.

Bu yontemin kullanildig1 bir diger firmada Nabisco Foods Group’tur. Bu firma,
asetik asit, propiyonik asit ve biitirik asitten olusmus TAG’ la hidrojene edilmis
bitkisel yagi kimyasal olarak interesterifiye ederek Salatrim olarak adlandirilan
diisiik kalorili yag: iiretmektedir. Bu {irlin, gida sektdriinde kakao yag1 esdegerinde,
firin trlinlerinde, mayonez, salcada ve siit iirlinlerinde kullanilir. Salatrim, gram

basina yaklasik olarak 5 kcal enerji verir [8].
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2.2.6. Yapilandirilmis Lipidlerin Enzimatik Uretiminin Onemi

Enzimatik proseslerin iirlinleri kolaylikla saflagtirilabilir, atiklar1 ayristirilabilir ve
boylece cevresel kirlilik azaltilabilir. 1,3 spesifik lipaz kullanan transesterifikasyon
reaksiyonuyla 2. pozisyondaki yag asidi sabit tutulup, 1. ve 3. pozisyondaki yag
asitleri degisik olan irilinler elde edilebilir. Bu durum, besinsel agidan oldukga
onemlidir. Clinkii, pankreatik lipaz yalnizca 1. ve 3. yag asitlerini hidrolize edebilir.
2. pozisyondaki yag asitleri 1. ve 3. pozisyondaki yag asitlerinden daha etkili bir
sekilde absorbe edilir. TAG’ 1 otooksidasyon ve erime 6zellikleri 2. pozisyondaki
yag asitleriyle belirlenir. Dislik sicaklikta enzim kullanimi da prosesin maliyetini
dustirtir.

Yapilandirilmis lipid liretiminde enzimatik sentezin avantajlari;

1- Istenen yag asitlerinin pozisyon spesifik birlesimi

2- Regioselektif sentez

3- Enantioselektif sentez

4- Kemoselektif sentez

5- Tedavi ve gida kullanimi gibi uygulamalarda sentez

6- Yeni iiriinlerin sentezi

7- Iliml1 reaksiyon kosullari

8- Istenmeyen yan reaksiyon ve iiriinlerin azaltilmasi

9- Prosesin kolay kontrolii

10- Uriin elde edilmesinin kolayligi

11- Ucuz kaynaklardan elde edilen yaglarin degerlendirilmesi

12- Yagin 6zelliklerinin ve fonksiyonlarinin gelistirilmesi

Enzimatik proseslerin bircok avantaji olmasina ragmen ticareti hala baslangi¢
asamasindadir. Enzimlerin endiistriyel gelisimde kullanilmasini engelleyen bircok
faktor vardir. Bunlar enzimin fiyati, sn-2 spesifik lipazin yoklugu, biiyiik Olcek

sorunlari ve diizenleyici gereksinimi [8].

2.3. Tripalmitin ve laurik asitle yapilan ¢calismalarla ilgili literatiir calismasi

Nagao ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, Fusarium heterosporum

1,3-spesifik lipaziyla tripalmitin ile oleik asitin asidolizinden yapilandirilmis lipid
tiretilmistir. Lipid {retiminde optimum reaksiyon sartlari, 1:2 substrat orani (
tripalmitin/oleik asit), % 8 enzim, 50 °C ve 24 saat olarak bulunmustur. Bu sartlarda

tripalmitine oleik asit katilim1 % 50 olarak elde edilmistir [9].
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Tripalmitin ile yiiriitiilen bir diger ¢alisma Yang ve arkadaslar tarafindan yapilmistir.
Bu ¢aligmanin amaci, Thermomyces lanuginosa lipazinin katalitik fonksiyonlarini
incelemek ve 3. pozisyonunda ¢oklu doymamis yag asidi iceren anne siitii esdegeri
yag tiretimi i¢in gerekli reaksiyon sartlarimi tepki ylizey metodolojisiyle optimize
etmektir. Yapilan bu g¢alismada Thermomyces lanuginosa lipazinin Rhizomucor
Miehei lipazindan biraz daha diisiik aktivite gosterdigi bulunmustur. Optimum
reaksiyon sartlari, 5:1 substrat orani, % 20 enzim orani, 20 saatlik reaksiyon siiresi
olarak tespit edilmistir. Bu sartlarda agil birlesiminin % 42 oldugu aciklanmistir [10].
Mukherjee tarafindan yapilan bir arastirmada sn-3 spesifikligi bulunan Carica
Papaya Latex lipazi, kolza yagindan elde edilen doymamis 18 karbonlu yag
asitlerinin karigimiyla tripalmitinin asidolizinde kullanilmistir. Papaya lipazi
bitkilerden elde edildigi i¢in gida endiistrisinde genis bir kullanim alanina sahiptir.
Bu calisma sonucunda 2. pozisyondaki palmitik asiti yliksek oranda olan, anne
siitline benzeyen trigliseridler elde edilmistir. Bu triagilgliseroller, ticari olarak bebek
beslenmesinde kullanmak i¢in iiretilmistir [11].

Rhizomucor Miehei lipazi kullanilarak yapilan bir diger ¢aligmada tripalmitin, oleik
asitle asidoliz reaksiyonuna tabi tutulmus ve yiiksek oranda OPP igeren trigliseridler
elde edilmistir. Reaksiyon iirlinleri HPLC ile analiz edilmis ve analiz sonucunda
enzimin, trigliseridin 1. pozisyonuna 3. pozisyonundan daha secici oldugu ve OPP
senteziyle sonuglandig1 goriilmiistiir [12].

Gandhi ve Mukherjee tarafindan yapilan bir aragtirmada tripalmitinin Carica
Papaya lipaziyla interesterifikasyonu incelenmistir. Lipaz enzimleri bilindigi gibi
endiistriyel onemi olan enzimlerdir. Fakat, iki nedenden endiistride kullanimlar
sinirlidir. Bunlardan biri endiistriyel kullanim i¢in gerekli miktarin mevcut olmamasi
ve digeride bu enzimlerin fiyatinin yiliksekligidir. Bu ¢alisma i¢in segilen enzim
Carica Papaya lipazidir. Bu enzim ticari olarak bulunan ve diger enzimlerden daha
ucuz bir enzimdir. Bu enzimin bu calisma icin se¢ilmesinin bir diger nedeni de
substrat spesifitesine sahip olmasidir. Daha 6nce bu enzimle yapilan ¢alismalarda,
enzimin orta ve uzun zimcirli esterler icin segicilige ve 1, 3 pozisyon se¢iciligine
sahip oldugu aciklanmaktadir. Bu c¢alismada tripalmitinin 8 karbonlu farkli
substratlarla interesterifikasyon reaksiyonlar1 incelenmistir. Yiiriitiilen reaksiyonlar,
n-oktanol ile alkoliz, kaprilik asitin alkil esterleriyle transesterifikasyon
reaksiyonlaridir. Substrat cinsinin reaksiyon hizina etkisinin incelendigi bu

¢alismada, reaksiyon sicakhigi 63 ° C, enzim miktar1 27 mg olarak alnmis,
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numuneler, 24 saatlik reaksiyon periyodunda belli araliklarla alinmis ve bilesimleri
TLC ile incelenmistir. En hizli doniisiimiin n-oktanol ile alkoliz reaksiyonunda elde
edildigi 24 saat sonunda ki verimin % 94 oldugu agiklanmistir. Kaprilik asitle
asidoliz ise reaksiyon hiz1 en diisiik olan yavas reaksiyon olarak agiklanmistir. [13].
Mu ve Hoy tarafindan yapilan bir ¢alismada, sn-1, 3 pozisyonlarinda orta zincirli
sn-2 pozisyonunda temel yag asidi iceren TAG, lipaz katalizli asidoliz reaksiyonuyla
sentezlenmistir. Daha 6nceki calismalarda orta zincirli yag asitlerinin ince bagirsakta
kismi olarak absorblandigi bulunmustu. Ancak, absorbsiyon mekanizmasi
aciklanamamistir. TAG metabolizmasini daha iyi anlasilmasi i¢in lenf lipidleri farkli
smiflara aynistirtlmis ve her yagin yag asidi kompozisyonu metil ester
hazirlanmasindan sonra GC ile analiz edilmistir. Kaprilik asidin fosfolipidlerle
reaksiyona girmedigi, laurik asidin ise fosfolipidlerle birlestigi asidoliz reaksiyonu
ile agiklanmustir [14].

Laurik asitle yapilan bir diger ¢alismada LaOLa (1, 3 dilauroil 2 oleoil)’lin sentezi ve
saflastirilmast i¢in hizli bir metod gelistirilmistir. Triolein ve laurik asidin enzimatik
transesterifikasyonuyla % 70 oraninda LaOLa igeren fraksiyon elde edilmistir. MAG
ve DAG fraksiyonlar1 ayrilarak % 99 dan yiiksek saflikta LaOLa fraksiyonu elde
edilmistir. [15].

Nieto ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir diger ¢alismada, Mucor Miehei lipaziyla
orta ve wuzun zincirli yag asitleri igeren yapilandirilmis triagilgiseroller
sentezlenmistir. Hindistan cevizi yaginin hidroliziyle elde edilmis olan laurik asit bu
caligmadaki substratlardan biridir. Hidroliz {irlinlerinden ayrilan yag asidi, metil
esterlerine doniistiiriilmiistiir. Sn-2 EPA gliserol ve sn-2 DHA gliserol balik yaginin
hidroliziyle elde edilmistir. Interesterifikasyon su ceketli reaktdrde gergeklestirilmis
ve triacilgliserol triinleri kromatografiyle ayristirilmistir. 1. ve 3. pozisyonlarinda
orta zincirli 2. pozisyonunda uzun zincirli ¢oklu doymamis yag asitleri iceren
yapilandirilmis triagilgliseroller elde edilmistir [16].

Sellapsan ve Akoh tarafindan yapilan bir caligmada tristearin, oleik ve laurik asitle
asidoliz reaksiyonuna tabi tutulmustur. Substrat mol orani, zaman, sicaklik, enzim
miktar1 gibi reaksiyon parametreleri incelenmis ve reaktanlarinl:4:1 (tristearin/laurik
asit/oleik asit) lik substrat oranlarinda uygun ergime profili elde edilmistir. Bu
iriintin 1200 g Ik sentezi optimum kosullarda karistirmali kesikli reaktorde

gerceklestirilmistir. Sentezlenen lipidin etkinligi kaplanmamis kraker ve kakao kaplh
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krakerlerle karsilastirildi. Sentezlenen lipidin nem absorbsiyonunu engellemede
kakao yagindan daha etkili oldugu goriilmiistiir [17].

Sellapsan ve Akoh tarafindan yapilan bir diger ¢alismada, hekzan varliginda
tristearinin kaprik, laurik, miristik palmitik ve oleik asitlerle esit mol oranlarinda
transesterifikasyonu reaksiyonu gerceklestirilmistir ve asetonun bu reaksiyon
tizerindeki etkileri incelenmistir. Aseton varliginda oleik asitin diger yag asitlerine
oranla daha yiiksek oranda birlestigi goriilmiistiir. Aseton konsantrasyonunun
artmasiyla kaprik asit birlesiminin azaldig1r goriilmiistiir Ayrica, asetonun enzimin
toplam aktivitesini diigiirdiigii bulunmustur [18].

Tripalmitin ve laurik asitin reaksiyonuyla ilgili herhangi bir calismaya literatiirde

rastlanmamuistir.

2.4. Tepki Yiizey Metodolojisi (Responce Surface Methodology)

Tepki Yiizey Metodolojisi (TYM) matematiksel ve istatiksel tekniklerin bir arada
kullanildigr ve bagimli degiskenin (tepkinin) c¢ok sayida bagimsiz degiskenden
(parametrelerden) etkilendigi problemlerin analizinde, modellemesinde ve tepkinin
optimizasyonunda uygulanan bir yontemdir [19,20]. TYM ile bir seferde birden fazla
degiskenin tepki iizerine olan etkisi denebilmekte, 6zel deney tasarimlari kullanarak
optimizasyon i¢in gerekli deney sayisini azaltabilmektedir. Kisacasi, TYM tepkinin
en 1yl degerini bulmak i¢in olusturulmus bir teknikler biitiiniidiir. 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 yillar1 arasinda
Hunter ve 1960 yilinda ise Davies’ in TYM {izerindeki calismalar1 kullanilan
teknikleri gelistirmistir. Bu tekniklerin tiimii deneyin tasarimini ve elde edilen

deneysel sonuglarin analizini kapsamaktadir [19,21].

Bu metodoloji kullanilirken 6ncelikle dlglilmek istenen tepki iizerine en fazla etki
ettigi diisiiniilen degiskenler secilir. Daha sonra bu degiskenlerin 6lciilebilecek 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
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Plackett Burmann deney tasarimlaridir. Bu tasarimlar sayesinde optimizasyon igin

yiirlitiilmes gerekli deneylerin kosullar1 ve deney sayilart belirlenmis olur [19,21].

Merkezil bilesik deney tasarimlari, kiip noktalar (cube points), yildiz noktalar (star
points) ve merkez noktalar1 (center points) olmak iizere li¢ tip deneysel noktayi
kapsamaktadir. Kiip noktalar1 i¢in kodlanan bagimsiz degisken degerleri =1 dir.
Merkezil bilesik deney tasariminda ikinci nokta grubu olan yildiz noktalarinin (+a,
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 sayist Tablo 2. X da da gosterildigi gibi kullanilan ortagonal dizaynla
belirlenmektedir [20].

Tablo 2.1: Merkezil bilesik deney tasarimlar [20]

2. Kiip
Bagimsiz Dereceden Noktalar1 Say1 Deger | Merkez | Toplam
Degisken Modelde sayl1st 2k o Nokta Nokta
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,

y1ldiz noktalar kiibiin yiizlerinin tam ortasinda yer almaktadir [21].
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Tepki Yiizey Metodolojisinin gida arastirmalarinda kullanimi ile ilgili ilk detayh
derleme Hill ve Hunter tarafindan 1966 yilinda yaymlanmistir [22]. Literatiirde
yapilandirilmis lipidlerin tiretimlerinde TYM kullanimi ile reaksiyon kosullarinin
optimize edilmesi lizerinde ¢ok sayida calisma bulunmaktadir. Trioleinin kaprik asit
ile  modifikasyonunda ve kolza yagindan kaproik asitce zenginlesmis
triacilgliserollerin sentezinde 4-5 degiskenli ve yildiz noktali merkezil bilesik
deneysel tasarimlar kullanilmis ve reaksiyon kosullari optimize edilmistir [23-24].
Koko yagindan n-3 ve n-6 yag asitlerince zengin yapilandirilmis lipidlerin
tiretiminde [25]; menhaden balik yaginin kaprilik asit ile modifikasyonunda [26];
tripalmitinin eikosapentaenoik ve dokosahekzaenoik asitlerin etil esterleri ile
interesterifikasyonunda [27] ve boraj (hodan) yagma dokosahekzaenoik asitin
katilminda [28] ise 3 degiskenli ve 3 seviyeli kiip tasarimina goére deneylerin

tasarimi yapilmis ve reaksiyon degiskenleri optimize edilmistir.

Bu calismamizda, tripalmitinden laurik asitce zenginlesmis triagilgliserollerin
tiretiminin optimizasyonunda 3 degiskenli ve 3 seviyeli kiip deneysel tasarim modeli
secilmis, bu tasarima uygun sayida asidoliz reaksiyonlar1 yiiriitiilmiis ve sonuglarin
istatiksel degerlendirilmesi yapilmistir. Boylece tripalmitin ile laurik asitin asidoliz

reaksiyonu optimize edilmistir.
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3. DENEYSEL CALISMA

3.1. Kullanilan Hammaddeler

Bu caligmada kullanilan tripalmitin (T 8127, % 90 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 kullanilan tiim ¢oziiciiler ve

diger kimyasallar Merck (Darmstadt, Almanya) firmasinin saf iirlinleridir.

3.2. Calisma Yontemi

3.2.1. Kullamilan Hammaddelerin Karakterizasyonu

Caligmamizda substrat olarak kulanilan laurik asit ve tripalmitinin yag asitleri
bilesimleri kapiler gaz kromatografisi ile tespit edilmistir. Bu amacla 6nce bu
substratlarin BF3 metanol kompleksi ile metil esterleri hazirlanmis ve Hewlett-
Packard 5890 Seri Il (Hewlett-Packard, Waldron, Almanya) gaz kromatografi
cihazina beslenmistir. 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 asitlerinin metil esterlerini igeren
standart yag asitleri metil esterlerinin ayni cihaz ve kosullarda yapilan analizlerinden

elde edilmis kromatogramlar1 kullanilmigtir.

3.2.2. Tripalmitin ile Laurik Asitin Asidolizinde Uygulanan Yontem
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 tripalmitin ve laurik asitten hazirlanmis karigim) ve
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Tablo 3.1: Gaz Kromatografi Analiz Kosullar1

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 (30 dak)
Kolon tipi Kapiler kolon
Ultra 22

(1) Alev iyonizasyon dedektorii
(2) 25m x 0,32mm, 0,52um film kalinhginda %5 difenil ve %95 dimetil
polisiloksan

5,0 mL hekzan konulduktan sonra, reaksiyon kabi sicakligi ayarlanabilen orbital
calkalayictya ( Edmund Biihler, KS-15, Almanya) yerlestirilmistir. Calkalayicinin
sicakligr reaksiyon siiresi boyunca 50°C’ de sabit tutulmustur. Calkalayiciya
yerlestirilen karisimin sicakligi 50°C* ye erisince ortama substratlarin agirlikca belirli
bir ylizdesi kadar enzim ilavesi yapilarak reaksiyonun baglamasi saglanmistir.
Reaksiyon sonlandirilana kadar reaksiyon karigtmi 200 rpm sabit hizla
karistirilmistir.  Belirli siirenin  sonunda ¢alkalayict durdurulmus ve reaksiyon
karisimindan 2 mL’ lik numune alinmistir. Bu numunenin analizi yapilarak asidoliz

reaksiyonunun degerlendirilmesi yapilmistir.

3.2.3. Asidoliz iiriinlerinin analizi

Asidoliz reaksiyonu {iriin karisimindan alinmis numuneler hemen 90-100 °C’ lik su
banyosunda 15 dakika sitilmigtir. Boylece lipaz enziminin inaktive edilmesi
saglanarak reaksiyon tamamiyle sonlandirilmistir. Bilindigi iizere, asidoliz
reaksiyonunun ana {riinii tripalmitinin triagilgliserollerininden tiiremis yeni bir yag
asiti profiline sahip triagilgliseroller (TAG) dir. Bu TAG’ ler ortamda reaksiyona

girmemis laurik asit ile tripalmitinden aciga ¢ikmis yag asitleri (YA) ile birlikte

21



bulunurlar. Yeni olusmus bu TAG’ lerin analizlerinin yapilabilmesi i¢in ortamda
bulunan serbest 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 gegmesi saglanmustir.
Daha sonra bu karisim igerisinde su ve hekzan bulunan ayirma hunisine aktarilmas,
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 BFj3 ile metil
esterlerine doniistliriilmiis 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 asidi bilesimleri ve

tripalmitine katilan laurik asitin yilizdesi belirlenmistir.

3.2.4.Deneysel Tasarimda Kullanilacak Degiskenlerin ve Degisken Seviye

Degerlerinin Belirlenmesi

Enzimatik olarak tripalmitinden laurik asitce zenginlesmis TAG’ larin eldesinde,
reaksiyon parametrelerinin (degiskenlerin) iirlin bilesimi {izerine 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 siiresi,
substrat orani, enzim miktar1 ve reaksiyon sicakligi en Onemli degiskenlerdir.
Optimizasyon i¢in parametrelerin ve parametre etki araliklarinin se¢imi dnemli olup,
sadece reaksiyon sistemine gore degil ayn1 zamanda ekonomiklik ve uygulanabilirlik
faktorleri de dikkate alinarak secilmelidir. Genellikle uzun reaksiyon siiresi ve
yiiksek enzim miktarlarinda yiiksek iiriin verimi elde edilir, ancak ekonomiklik ve
uygulanabilirlik agisindan kisa reaksiyon siiresi ve daha az miktarda enzimle
caligmak tercih sebebidir. Yiiksek sicaklikta calismak reaksiyon hizimi arttirmakta
ise de sicakligin yiikseltilmesi enzimlerin yarilanma siiresini kisaltmaktadir. Benzer

sekilde, yliksek substrat konsantrasyonlarinda iirlinlerin denge verimlerinde artiglar
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saglanabilinir, buna karsilik bu yiiksek konsantrasyonlar enzimleri inhibe edebilir.
Enzimlerin aktivitesinde ortamdaki su miktar1 da ¢ok 6nemlidir. Yiiksek su miktari
hem baslangi¢ reaksiyon hizin1 hem de yan iriinlerin olusumunu arttirir. Biitiin bu
faktorler {riin verimini ve istenmiyen yan Uriinlerin olusumunu birlikte
etkilemektedir. Bundan dolay1 optimizasyon i¢in parametrelerin etki araliklarinin
seciminde ¢ok yonlii diisiiniilmelidir. Bu yiizden TYM ile deneylerin tasariminda
parametreler i¢in segilecek seviye degerleri keyfi olarak belirlenmemeli, ayni
reaksiyon sisteminde yapilacak 6n denemeler ile saptanmalidir. Bu nedenlerden bu
caligmanin birinci boliimiinde ©n 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
tagimaktadir. Reaksiyon i¢in gerekli su enzim ile saglandigindan, ortamdaki suyun
etkisi de incelenmeye alinmamistir. Secilen degiskenlerin (enzim miktari,
substratlarin mol orant ve reaksiyon siiresinin) etkin olduklar1 araliklar ve bu
araliklarda 3 seviye degerinin belirlenmesi i¢in, Once 3 seri asidoliz deneyi
yiriitilmiistiir.  Her bir seride, 2 parametre sabit tutularak 3. parametrenin farkli
degerlerinde asidoliz reaksiyonlar1 ylriitiilmiistiir. Reaksiyonlar Bolim 3.2.2. de
verilen yonteme gore gerceklestirilmis, asidoliz liriinlerinin analizi ise Bolim 3.2.3.
de aciklanan deneysel prosediire gore yapilmistir. Yiiriitiilen 3 seri asidoliz
reaksiyonlart sonucunda, enzim miktarinin /substratlarin mol oraninin /reaksiyon
siiresinin degisimine gore {iriin TAG larindaki laurik asit miktarinin degisim
grafikleri c¢izilmistir. Bu grafiklerdeki triin laurik asit iceriklerinin incelenen
degiskene gore degisim egrilerinden, her bir parametre (degisken) i¢in etkin ¢aligma
araligl yani yiiksek laurik asit katilimimin saglandigi araliklar belirlenmis ve bu

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

3.2.5. Deneysel Tasarim ve Reaksiyon Kosullarinin Optimizasyonu

Reaksiyona etki eden parametrelerin ve deneysel olarak elde edilen tepki
degerlerinin (lirlinlin laurik asit igeriginin) birlikte degerlendirilmesi ve neticesinde
reaksiyon kosullarinin optimizasyonu Tepki Yiizey Metodolojisine gore yapilmustir.
Bu amagla, 3 degiskenli ve 3 seviyeli ylizey merkezli kiip tasarimina uygun olarak

17 asidoliz deneyi yiiriitiilmiistiir. Deneylerin tasariminda, Boliim 3.2.4 de agiklanan
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calisma yontemine gore belirlenen 3 degiskene ait 9 seviye degerleri kullanilmistir.
Asidoliz deneyleri yine Boliim 3.2.2. de verilen yonteme gore gerceklestirilmis,
asidoliz iriinlerinin analizi ise Bolim 3.2.3. de agiklanan deneysel prosediire gore
yapilmistir. 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

Calismanin giris boliimiinde etraflica agiklandig iizere, bu ¢alismada tripalmitinden
diisiik kalorili yaglarin ve yag ikame maddelerinin iiretiminde kullanilabilecek, hizli
metabolize edilebilen orta zincirli laurik asitge zenginlestirilmis triagilgliserollerin

enzimatik iiretimi ve reaksiyon kosullarinin optimizasyonu amaglanmistir.

Calismamizin birinci boliimiinde, tripalmitin ve laurik asitin yag asitleri bilesimleri
saptandiktan sonra, tripalmitinin laurik asit ile asidoliz reaksiyonlarinda, sabit
sicaklikta (50 °C da), reaksiyon parametrelerinin (enzim miktarmnin, tripalmitin:laurik
asit mol oraninin ve reaksiyon siiresinin) reaksiyon {irlinii bilesimine olan etkileri
incelenmistir. Bu amacla, 3 seri asidoliz reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir. Bu 3 seri
asidoliz reaksiyonlar1 sonucunda, her parametrenin yiiksek laurik asit katilimi
verebilen etkin caligma araligi tespit edilmis ve bu aralikta 3 seviye degeri

(minimum, optimum ve maksimum degerleri) saptanmustir.

Calismamizin ikinci boliimiinde, Tepki Yiizey Metodolojisine gore, reaksiyon
kosullarinin optimizasyonu {izerinde deneyler yiiriitiilmiistiir. Birinci boliimde
parametreler icin belirlenmis 9 seviye degeri kullanilarak, 3 degisken ve 3 seviyeli
ylizey merkezli kiip tasarirmima uygun 17 asidoliz deneyinin ¢alisma kosullari
belirlenmis ve deneyler bu esas iizerinden gergeklestirilmistir. Elde edilen deneysel
veriler Statistica 6.0 programi kullanilarak degerlendirilmis, tripalmitin ile laurik
asitin asidoliz reaksiyonu bdylece optimize edilmistir. Asagidaki boliimlerde bu

caligmalara ait sonuclar sirasiyle verilmistir.

4.1.Substratlarin Yag Asitleri Bilesimleri

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

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

Yag asiti Yag Asiti Bilesimi ( % )

Tripalmitin Laurik Asit
12:0 0,07 99,45
14:0 0,44 0,07
16:0 96,51 0,11
18:2 - 0,07
18:1 - 0,16
18:0 2,92 -

Tablo 4.1 den giirtildigi tUzere, tripalmitin yag asitleri % 96,5 palmitik asit
icermektedir.  Bilesiminde palmitik asit yaninda % 3 stearik ve az miktarlarda

laurik ve miristik asitler bulunmaktadir. Laurik asit ise % 99,5 safliktadir.

4.2. Tripalmitin ile Laurik Asitin Asidoliz Reaksiyonuna Enzim Miktarimn
Etkisi

Caligmamizin bu ilk boliimiinde, tripalmitinin laurik asit ile asidoliz reaksiyonunda
enzim miktarmin Urin TAG’ larma katilan laurik asit miktarina olan etkisi
incelenmigstir. Bu amagla, bir seri tripalmitin ile laurik asitin asidoliz reaksiyonlari
yiriitilmiistiir. Bu reaksiyonlarda, tripalmitin:laurik asit mol orani 1:3 olarak
alinmig, enzim olarak 1,3-spesifik Lipozyme IM ticari adli Mucor miehei lipazi
kullanilmis ve enzim miktar1 substratlarin toplam agirhigimin %3°t ila %21 ‘i
arasinda olacak sekilde 7 farkli degerde ortama ilave edilmistir. Reaksiyonlar 50 °C
da hekzan ortaminda B6liim 3.2.2 de agiklanan prosediire gore 6 saat yliriitiilmiistiir.
Reaksiyon sonunda karisimdan alinmis 6rneklerden asidoliz {iriinii olan TAG’ lar
reaksiyon ortamindan ayrilmis ve bu TAG’ larin yag asitlerinin bilesimleri gaz
kromatografi kullanilarak belirlenmistir. TAG yag asiti bilesimlerinin enzim miktari
ile degisimi Tablo 4.2 de topluca verilmistir. Bu verilerden faydalanilarak ¢izilen
TAG lara katilan laurik asitin enzim miktar1 ile degisim egrisi Sekil 4.1 de

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

A Ty s o
Yag Yag Asitleri Bilesimi (%)

Asitleri | TAG | TAG |TAG |TAG |TAG |TAG |TAG

Orijinal | %3 %6 %9 %12 %15 %18
12:0 0,07 27.90 32,17 34,52 33,24 33,00 24,51

14:0 0,44 0.43 0,36 0,34 0,37 0,37 0,32

16:0 96,51 66,36 | 63,66 | 61,66 62,70 62,71 72,38

18:2 - 1,17 1,11 0,40 0,80 0,32 0,10

18:1 - 2,15 0,95 1,15 0,81 0,92 0,49

18:0 2,92 1,98 1,76 1,93 2,10 2,68 2,22

Tripalmitine Katilan Laurik Asit Yuzdesinin
Enzim Miktar ile Degisimi

40 -

S35 —

@ 30

B 25 // N
1>=:20 7

215 /

x 10

S 51/

- o/ .

o
w

6 9 12 15 18
Yuzde Enzim Miktari (%)

Sekil 4.1: Tripalmitin ile laurik asitin asidoliz reaksiyonunda, tripalmitine katilan laurik asit
yiizdesinin enzim miktar ile degisimi (tripalmitin:laurik asit mol orani:1:3; 50 °C; 6 saat)
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Sekil 4.1 den goriildiigi lizere, %3 enzim miktar ile ¢alisildiginda, baslangic TAG
molekiillerinin yag asitleri bilesiminde laurik asit % 0,07 iken {iriin TAG’ larininin
laurik asit igerigi % 27,90 olarak belirlenmistir. Enzim miktarinin =~ %6 ya
yiikseltilmesiyle tripalmitine katilan laurik asit % 32 lere ¢ikmis, enzimin %9-15
arasinda kullanimi ile {riin bilesimindeki laurik asit miktar1 o6nce % 35 lere
yiikselmis, daha sonra % 33 lerde pratik olarak sabit kalmigtir. Reaksiyon ortaminda
% 15 den daha fazla enzim bulunmasi durumunda ise {iriin TAG’ larindaki laurik asit
yiizdelerinde bir miktar diisme de gozlenmistir. % 21 enzim ortaminda calisildiginda
ise tekrarli sonuglar alinamamistir. Bu sonuglardan, reaksiyonda enzimin etkin
calisma araliginin % 3-15 arasinda oldugu goriilmektedir. Maksimum laurik asit
katilim1 %9 enzim ile elde edilmistir. Enzim miktar1 i¢in kabul edilebilir en diisiik
calisma degerinin %3 ve en yiikksek calisma degerinin %15 oldugu da
belirlenmigtir. Enzim miktarmin tiirin bilesimi {izerinde etkisinin incelendigi bu
birinci seri asidoliz reaksiyonlar1 verilerinden, enzim miktarinin 3 seviye degeri %3,

%9 ve %15 olarak saptanmustir.

4.3.Tripalmitin ile Laurik Asitin Asidoliz Reaksiyonuna Tripalmitin/Laurik
Asit Mol Oraninin Etkisi

Calismamizin bu boliimiinde, tripalmitinin laurik asit ile asidoliz reaksiyonunda
substratlarin mol oraninin {irlin TAG’ larina katilan laurik asit miktarina olan etkisi
incelenmistir. Bu amagla, ikinci seri tripalmitin ile laurik asitin asidoliz reaksiyonlari
yirlitiilmistiir. Bu reaksiyonlarda, birinci  seri deneyler sonucunda saptanan
maksimum laurik asit katilimi veren enzim miktari (%9) ile ¢alisilmistir. Tripalmitin
(TP):laurik Asit (LaA) mol oranlar1 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 ve 1:6 olmak {izere 5 ayri
asidoliz reaksiyonu gerceklestirilmistir. Reaksiyonlar 50°C da hekzan ortaminda
Boliim 3.2.2 de agiklanan prosediire gore 6 saat yiiriitiilmiistiir. Reaksiyon {riini
TAG lar reaksiyon ortamindan izole edilmis ve bu TAG larin yag asitlerinin
bilesimleri gaz kromatografi kullanilarak belirlenmistir. TAG yag asidi bilesimlerinin
mol orani ile degisimi Tablo 4.3 de topluca gosterilmistir Bu tablodaki laurik asit
verilerden TAG lara katilmig laurik asit miktarlarinin mol oranlari ile degisim egrisi

cizilmis ve Sekil 4.2 de verilmistir.
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Tablo 4.3: Tripalmitinin Laurik Asit ile Asidolizinde, Uriin Yag Asitleri Bilesiminin
Tripalmitin:Laurik Asit mol orani ile Degisimi ( 50°C; Enzim miktar1 %9; 6 saat)

Yag TAG’ larinYag Asitleri Bilesimi (%)

Asitleri | TAG | TAG | TAG |TAG |TAG |TAG

Orijinal | 1:2 1:3 1:4 1:5 1:6

12:0 0,07 24,26 | 34,52 |43,02 46,42 48,73

14:0 0,44 0,36 0,34 0,38 0,41 0,33

16:0 96,51 |72,41 |61,66 |53,93 50,85 47,87

18:2 - 0,08 0,40 0,17 0,10 0,89

18:1 - 0,71 1,15 0,90 0,81 1,12

18:0 2,92 2,19 1,93 1,60 1,41 1,07

Tripalmitine Katilan Laurik Asit Mol
Yiizdesinin Substratlarin Mol Orani ile
Degisimi

60 -
50
40 "
30
20 o
10
0 -/ . . . .

0 2 4 6 8
Substrat Mol Orani ( Laurik Asit/Tripalmitin)

Laurik Asit Yliizdesi

Sekil 4.2: Tripalmitin ile laurik asitin aidoliz reaksiyonunda, tripalmitine katilan laurik asit
yiizdesinin substratlarn mol orani ile degisimi ( %9 enzim; 50 ° C; 6 saat)
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Sekil 4.2 den, TP:LA mol oraninin arttirilmasiyla {irtin TAG molekiillerindeki laurik
asit miktarlarinin arttig1, 6zellikle 1:4 mol oranindan sonra laurik katiliminin %40
larin tlizerine ¢iktigr goriilmektedir. TP:LA mol oranmin 1:5 e yiikseltilmesiyle
iirlinde laurik asit ylizdesi 46 lara erismistir. Mol oraninin daha 1:6 ya ¢ikarilmasiyla
TAG molekiillerinin laurik asit igeriginin artis1 beklenen kadar olmamis, % 49 larda
kalmistir. Bu deneysel verilerden, asidoliz reaksiyonlarinda TP:LA mol oraninin
1:4 -1:6 degerleri arasinda oldugu kosullarda % 40-50 laurik asit icerikli TAG
tirtinleri elde edilebilecegi anlasilmaktadir. Sonuglardan, reaksiyonda etkin reaktan
mol orani aralig1 1:4-1:6 oldugu ve 1:4, 1:5 ve 1:6 mol oranlarinin 3 seviye degeri

olarak secilebilecegine karar verilmistir.

4.4.Tripalmitin ile Laurik Asitin Asidoliz Reaksiyonuna Reaksiyon Siiresinin
Etkisi

Caligmamizin birinci boliimiiniiniin son kisminda, reaksiyon siiresinin tripalmitin ile
laurik asitin asidoliz reaksiyonuna olan etkisi incelenmeye almmustir. Ugiincii seri
asidoliz reaksiyonlarinda, daha oOnce gergeklestirilmis 2 seri deneylerde enzim
miktar1 ve TP:LA mol orani i¢in saptanmis merkez seviye degerleri kullanilmistir.
Asidoliz reaksiyonlart % 9 enzim varliginda, 1:5 TP:LA mol oraninda, 50 °C da 1-8
saat siirede gerceklestirilmistir. Her bir reaksiyondan elde edilen TAG molekiillerinin
yag asit bilesimleri Tablo 4.4 de topluca verilmistir. TAG {irtinlerindeki laurik asit

miktarinin zamanla degisim egrisi de Sekil 4.3 de verilmistir.

Sekil 4.3 den reaksiyonun oldukg¢a hizli gergeklestigi goriilmektedir. 1.-3.saatlerde
laurik asit igerigi % 33-43 olan TAG lar elde edilmektedir. 5. saatte TAG bilesiminde
laurik yilizdesi 44 lere yiikselmekte ve 6. saatte % 46 in {istiinde laurik asit igeren
TAG firtinleri olusmaktadir. TAG lardaki laurik asit miktar1 7. saatten sonra tedrici
olarak azalmaktadir. Deneyler esnasinda paralel deneylerde tekrarli sonuglarin ancak
4 saatten sonra almabilmesi bize reaksiyon sisteminde dengenin 4 saatte
kurulabildigini gostermistir. Bu yiizden ilk saatlere ait deney sayis1 5 e ¢ikarilmis ve
tabloda 1-3 saate ait bilesim degerleri birbirlerine yakin sonuglarin ortalamasi olarak
verilmistir. Bu nedenle reaksiyon siiresinin reaksiyonda etkin oldugu aralik 4-8 saat
olarak se¢ilmistir. Bu zaman araliginda, reaksiyon siiresi i¢in 3 seviye degeri de

4, 6 ve 8 saat olarak belirlenmistir.
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Tablo 4.4: Tripalmitinin Laurik Asit ile Asidolizinde, Uriin Yag Asitleri Bilesiminin
Zaman ile Degisimi ( 50°C; Tripalmitin: Laurik Asit mol orani, 1:5; Enzim miktar1 %9)

, N T o
Yag TAG’ larin Yag Asitleri Bilesimi (%)

Asitler TAG | TAG | TAG | TAG | TAG | TAG | TAG | TAG | TAG
Sitierl

Orijinal 1 2 3 4 5 6 7 8

saat Saat saat Saat saat Saat saat saat

12:0 0,07 32,54 | 43,10 | 43,09 | 42,14 | 44,12 | 46,42 | 44,77 | 42,45

14:0 0,44 033 [049 (032 |034 |031 |041 (030 |0,33

16:0 96,51 | 63,91 |52,74 | 53,80 | 54,95 | 52,79 | 50,85 | 52,63 | 55,09

18:2 - 0,06 |046 (0,12 |066 |017 |0,10 |0,07 |0,03

18:1 - 129 |182 |101 |045 |106 |081 |0,29 |0,19

18:0 2,92 1,87 |139 |[166 |146 155 |141 |[194 |190

Tripalmitine Katilan Laurik Asit Yiizdesinin Zamanla
Degigimi
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T 40

=
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Reaksiyon Siiresi (Saat)

Sekil 4.3: Tripalmitin ile laurik asitin asidoliz reaksiyonunda, tripalmitine katilan laurik asit
yiizdesinin zamanla degisimi (%9 enzim; 50 °C; tripalmitin:laurik asit mol orani 1:5)
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4.5.Tepki Yiizey Metodolojisi’ne Gore Deneysel Tasarim ve Reaksiyon
Parametrelerin Optimizasyonu

Calismanin ikinci boliimiinde, tripalmitin ile laurik asitin asidoliz reaksiyonunda
reaksiyon parametrelerin (bagimsiz degiskenlerin ) bagimli degisken olan tepkiye
(tripalmitine katilan laurik asit mitarina, %LA’a) olan etkileri Tepki Yiizey
Metodolojisi (TYM) ile incelenmistir. Boylece, laurik asitin tripalmitine katiliminin
proses kosullar1 optimize edilmistir. Bu calismada, 3 degiskenli, 3 seviyeli ve 17 6zel
tasarim noktasi iceren yiizey merkezli kiip tasarimi esaslarina uygun g¢alisiimistir.
Optimizasyon i¢in secilen deney tasariminda kullanilan degiskenler ve onlarin 6n

denemelerle belirlenmis 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 (agirlik¢a %) | 3 9 15
TP:LA mol oran1 (mol/mol) | 1:4 1:5 1:6
Reaksiyon siiresi (saat) 4 6 8

Yiizey merkezli kiip deney tasarimina gore belirlenen 3 degiskenli ve 3 seviye
degerli deney tasariminin noktalar1 kodlari ve degerleri ile Tablo 4.6 da

gosterilmistir. Merkez noktada 3 tekrar yapilmigtir.

Tablo 4. 6. da belirlenen kosullarda 17 asidoliz reaksiyonu gergeklestirilmis ve elde
edilen TAG iirtinlerinin yag asitleri bilesimleri saptanmistir. Bu TAG firiinlerinin yag

asitleri bilesimleri Tablo 4.7-4.10 da gruplar halinde verilmistir.
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Tablo 4.6: Yiizey merkezli kiip deney tasariminda belirlenen deney tasarim noktalari

Enzim miktar1 | TP:LA, mol/mol Zaman (saat)

Deney (%)

No 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
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Tablo 4.7: Tripalmitin ile laurik asitin asidolizinde elde edilen TAG iiriinlerin yag asitleri
bilesimleri ( Enzim miktar1: %3) (Deney No: 1-4 sonuglari)

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

4 saat 8 saat 4 saat 8 saat
12:0 26,61 28,15 28,38 32,78
14:0 0,34 0,50 0,38 0,33
16:0 70,16 68,47 68,76 64,07
18:2 0,10 0,19 0,15 0,27
18:1 0,48 0,46 0,24 0,25
18:0 2,31 2.23 2,09 2,31

Tablo 4.8: Tripalmitin ile laurik asitin asidolizinde elde edilen TAG iiriinlerin yag asitleri
bilesimleri ( Enzim miktari: %15) (Deney No: 5-8 sonuglar)

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

4 saat 8 saat 4 saat 8 saat
12:0 37,41 38,87 40,78 40,20
14:0 0,28 0,32 0,30 0,33
16:0 59,29 58,40 56,56 57,34
18:2 0,28 0,04 0,30 0,03
18:1 0,74 0,27 0,32 0,19
18:0 1,99 1,71 1,73 1,90
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Tablo 4.9: Tripalmitin ile laurik asitin asidolizinde elde edilen TAG iiriinlerin yag asitleri
bilesimleri ( Siire: 6 saat) (Deney No: 9-12 sonuglari)

Yag asitleri bilesimi (%)
Yag TP:LA, 1:5 TP:LA, 1:4: | TP:LA, 1:6
asitleri - _ . ;
%3 Enzim | %15 Enzim %9 Enzim %9 Enzim
12:0 29,11 39,48 43,02 48,73
14:0 0,47 0,30 0,38 0,33
16:0 66,82 57,86 53,93 47,87
18:2 0,47 0,30 0,17 0,89
18:1 0,75 0,42 0,90 1,12
18:0 2,39 1,63 1,60 1,07

Tablo 4.10: Tripalmitin ile laurik asitin asidolizinde elde edilen TAG fiiriinlerin yag asitleri
bilesimleri ( TP:LA mol orani: 1:5; Enzim: %)) (Deney No: 13-17 sonuglari)

Yag asitleri bilesimi (%)
Yag 4 saat 8 saat 6 saat 6 saat 6 saat
asitleri
12:0 42,14 42,45 45,68 47,00 46,42
14:0 0,34 0,33 0,32 0,35 0,41
16:0 54,95 55,09 52,32 50,03 50,85
18:2 0,66 0,03 0,11 0,31 0,10
18:1 0,45 0,19 0,78 1,05 0,81
18:0 1,46 1,90 0,79 1,26 141

Tripalmitin ile laurik asitin asidoliz reaksiyonunda amacimiz tripalmitine katilan
laurik asit miktarini optimize etmek oldugundan, TYM esaslarina gore yiiriittiigimiiz
deneylerde elde edilmis TAG bilesimlerinden sadece laurik asit yiizdeleri tepki
degeri olarak Tablo 4.11 de gosterilmistir.
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Tablo 4.11: Yiizey merkezli kiip tasarimina goére yiiriitiilmiis asidoliz reaksiyonlarindan
elde edilen tepkiler (iiriin TAG’ larindaki laurik asit yiizdeleri)

Deney | Enzim miktar1 | TO:LA mol Siire Tepki
1 3 1:4 4 26,61
2 3 1:4 8 28,15
3 3 1:6 4 28,38
4 3 1:6 8 32,78
5 15 1:4 4 37,41
6 15 1:4 8 38,87
7 15 1:6 4 40,78
8 15 1:6 8 40,20
9 3 1:5 6 29,11
10 15 1:5 6 39,48
11 9 1:4 6 43,02
12 9 1:6 6 48,73
13 9 15 4 42,14
14 9 1:5 8 42,45
15 9 1:5 6 45,68
16 9 1:5 6 47,00
17 9 1:5 6 46,42

4.6.Farkh Reaksiyon Kosullarinin Tripalmitin 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 baslanmistir.3 degisken ,3
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seviye ylizey merkezil deney tasariminda elde edilen tepkilerin degerlendirilmesinde

asagida verilen 2. dereceden polinom esitligi kullanilmistir.

3

3

3

Tepki:Y: B0+Z Bi Xi"'_Z Bii Xi2+z Z Bij Xi Xj

i=1

Bu denklemde; Bo, ortalama etki, Bi, Bii, Bij

=1

j=i+l

kuadratik ve etkilesimleri icin belirlenen katsayilardir. x;

degiskenlerdir.

ise sirastyla degiskenlerin lineer,

ve X; de bagimsiz

Bagimsiz degiskenlerle bagimli degiskenler arasindaki iligskiye bagli olarak lineer ve

kuadratik modellerde etkilerin tahminleri ve katsayilar1 Tablo 4.12°de ve varyans

analizi sonuglar1 ise Tablo 4.13’de goriilmektedir.

Tablo 4.12: Bagimsiz degiskenler ile bagimli degiskenler arasindaki iliskiye bagli olarak
lineer ve kuadratik modellerde etkilerin tahminleri ve katsayilari

Ortalama/Intersept

Enzim miktar(L)

Enzim miktar(Q)

Mol orani(L)

Mol orani(Q)
Siire(L)
Siire(Q)

EnzimMiktar*Mol Orani
Enzim Miktar*Siire

Mol Orani*Siire

) Standart
Etki
Hata

45,3715 |0,619933

10,3420 |0,916288

1,770214
20,6604

3,3620 |0,916288
2,4996 |1,770214
1,4260 |0,916288
-4,6604 |1,770214
-0,4250 |1,024441
-1,2650 |1,024441

0,2050 |1,024441

2 : p<0,01 diizeyinde anlaml

®: p<0,05 diizeyinde anlamli

L : Lineer
Q : Kuadratik

Tabloda verilen “p” degeri,

gosterir.
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t degeri

73,1879

11,2868

-11,6711

3,6692
1,4120
1,5563
-2,6327
-0,4149
-1,2348

0,2001

p degeri

0,000000

0,000010

0,000008

0,007973
0,200819
0,163596
0,033780
0,690663
0,256735

0,847085

-95,%

43,9056

8,1753

-24,8463

1,1953

-1,6863
-0,7407
-8,8463
-2,8474
-3,6874

-2,2174

+95,%

46,8375

12,5087

-16,4745

5,5287
6,6855
3,5927
-0,4745
1,9974
1,1574

2,6274

Katsayi

45,3715

5,1710

-10,3302

1,6810
1,2498
0,7130
-2,3302
-0,2125
-0,6325

0,1025

sonuclarin istatistik olarak dnemli olup olmadigim



Olusturulan ve 2. dereceden bir polinom olan model denklem asagida verilmistir. Bu
denklemde bagimsiz degiskenler (x;) i¢in kullanilan semboller, “E”, “M” ve “S’”dir.
“E” enzim miktarini, “M” Laurik asit / Tripalmitin mol oranin1 ve “S” ise reaksiyon

suresini ifade etmektedir.

% Laurik Asit Birlesimi = 45,37 + 5,17*E - 10,33*E? + 1,68*M + 1,25*M? +
0,71*S - 2,35*S? - 0,21*E*M - 0,63*E*S + 0,10*M*S

Tablo 4.13: Varyans analizi sonuglar

Kareler Serbestlik | Kareler
Faktor Toplami Derecesi |Ortalamasi | F Degeri | P Degeri
Enzim miktar(L) 267,3924 1 267,3924 |127,3928 | 0,00001
Enzim miktar(Q) 285,911 1 285,911 |136,2156 | 0,000008
Mol Oran(L) 28,2576 1 28,2576 13,4627 | 0,007973
Mol Oran(Q) 4,1849 1 4,1849 1,9938 | 0,200819
Siire(L) 5,0837 1 5,0837 2,422 | 0,163596
Siire(Q) 14,548 1 14,548 6,9311 | 0,03378
Enzim Miktar*Mol Orani 0,3612 1 0,3612 0,1721 | 0,690663
Enzim Miktari*Sire 3,2004 1 3,2004 1,5248 | 0,256735
Mol Orani*Siire 0,0841 1 0,0841 0,04 0,847085
Hata 14,6927 7 2,099
Kareler Toplami 822,2055 16

:p<0,01 diizeyinde anlaml

®: p<0,05 diizeyinde anlamli

L : Lineer

Q : Kuadratik

Varyans analizinin sonuglart incelendiginde, enzim miktarmin lineer etkisi p<0,01
diizeyinde, yine enzim miktarinin kuadratik etkisinin p<0,05 diizeyinde, mol oraninin
lineer etkisi de p<0,01 diizeyinde ve siirenin kuadratik etkisinin p<0,05 diizeyinde
istatistiksel olarak O6nemli bulunmustur. Buna karsilik diger etkilerin istatistiksel

acidan onemli olmadigi goriilmiistiir.

Olusturulan Tepki-Yiizey modelinde, enzim miktari, substrat mol orani ve siire
olmak tizere 3 farkli bagimsiz degisken i¢in gozlenen minimum ve maksimum

degerler ile kritik degerler Tablo 4.14’de goriilmektedir.
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Tablo 4.14: Tepki Yiizey Metodolijisine Gore Asidoliz Reaksiyonunda Kullanilan
Degiskenlerin Sahip Oldugu Kritik Degerler

Gozlenen Gozlenen
Degiskenler (Minimum) Kritik (Maksimum)
Enzim miktari 3 10,52302 15
Substrat mol orani 4 4,3448 6
Sure 4 6,20826

Daha once elde edilmis olan model denklemden yaralanarak, gozlenen degerlere

karsilik tahmin edilen degerler arasindaki iliski ise Sekil 4.4°de verilmistir.
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Sekil 4.4: Tepki Yiizey Metodolojisine Gore Tahmin Edilen ve Reaksiyonda Gozlenen
Tepki Degerleri

Faktorlerin model denklemde yerine konmasi ile elde edilen tepki degeriyle, deney
sonucunda elde edilen tepki degerleri arasinda lineer bir iliski s6z konusudur. Bu
durum olusturulan modelin reaksiyon parametreleri arasindaki gercek iligkileri

gosterdigini ortaya koymaktadir.

Tepki yiizey metodolojisine gore, elde edilen maksimum tepki degeri % 45,51 olarak

bulunmustur.

4.7.Tepki Yiizey ve Izdiisiim Grafiklerinin Yorumlanmasi

Tripalmitinin laurik asit ile enzimatik asidoliz sonucu laurik asit birlesim yiizdesinin

enzim miktar1 ve sicakliga gore degisimini gosteren izdiislim ve tepki-ylizey
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grafikleri Sekil 4.5. ve 4.6. da goriilmektedir. Izdiisiim grafiklerinde denemeler
neticesinde elde edilen tepki degerlerine ait egriler bir diizlem {izerinde gosterilir. Bu
diizleme ait koordinatlar ise bagimsiz degiskenlerin seviyelerini gostermektedir. Her
bir izdiisiim egrisi, bagimsiz degiskenlere ait seviyelerin bir birlesimi olarak ifade
edilen bir diizlemle ylizey arasindaki yiiksekligi temsil eden 6zel bir degere sahiptir.
Sekil 4.5. incelendiginde grafigin ortasinda bulunan koyu kirmizi alan en yiiksek
laurik asit birlesiminin oldugu alan1 gostermektedir. Sekildende anlasildig: iizere %
8,5 ile % 12 arasindaki enzim miktariyla, 5 saat ile 7 saat arasi reaksiyon siiresinde
en yiiksek tepki degeri elde edilir. Reaksiyon siiresinin % 8,5 - % 12 aras1 enzim

miktarinda 7 saatten daha fazla devam ettirilmesi reaksiyona higbir sekilde katki

yapmamaktadir.
8.5
2,0
7.5
7.0
6,5
6,0
3

LR,
5.0

4,5 | s

[ gl

4.0 []=s

' =0

3.8E B 2=

p 4 & g 10 12 14 16 gl 20

enzirm miktan

Sekil 4.5:Tepki Yiizey Metodolojisine Gére Enzim Miktar1 ve Siirenin Asidoliz Reaksiyonu
Uzerine Etkisi
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Sekil 4.6: Tepki Yiizey Metodolojisine Gore Enzim Miktar1 ve Siirenin Asidoliz
Reaksiyonu Uzerine Etkisi (Ug Boyutlu Gésterim)

Sekil 4.7. ve 4.8. de sabit reaksiyon siiresinde enzim miktariyla, substrat mol orani
(LA:TP) nimn yiizde laurik asit birlesimi lizerindeki etkisi goriilmektedir. Sekiller
incelendiginde en yiiksek tepki degerinin % 8,5 - % 12 enzim miktariyla, 5,8 — 6,2

substrat mol oraninda elde edildigi goriilmektedir.

5.2
B0
5.5
56
5.4
5,2
5,0
5 48
=3
o 45
5
= _
Bl 45
42 —
40 { 40
136
3.8 =
2 4 5 5 10 12 14 16 =za

enzim miktar

Sekil 4.7: Tepki Yiizey Metodolojisine Gore Enzim Miktar1 ve Mol Oraninin Asidoliz
Reaksiyonu Uzerine Etkisi
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Sekil 4.8: Tepki Yiizey Metodolojisine Gore Enzim Miktari ve Mol Oraninin Asidoliz
Reaksiyonu Uzerine Etkisi (U¢ Boyutlu Gosterim)

Sekil 4.9. ile 4.10 da sabit enzim miktarinda substrat mol oramiyla, reaksiyon
stiresinin reaksiyon iizerindeki etkileri goriilmektedir. Sekiller incelendiginde sabit
enzim miktarinda en yiiksek tepki degerinin 6 — 6,2 substrat mol oraniyla (LA:TP),

5 — 7,5 reaksiyon siiresinde elde edildigi goriilmektedir.
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Sekil 4.9: Tepki Yiizey Metodolojisine Goére Siire ve Mol Oraninin Asidoliz Reaksiyonu
Uzerine Etkisi
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Sekil 4.10: Tepki Yiizey Metodolojisine Gore Siire ve Mol Oraninin Asidoliz Reaksiyonu
Uzerine Etkisi (U¢ Boyutlu Gésterim)
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5. GENEL SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alismada, tripalmitinden diisiik kalorili yaglarin ve yag ikame maddelerinin
tiretiminde kullanilabilecek, hizli metabolize edilebilen orta zincirli laurik asitce
zenginlestirilmis triagilgliserollerin enzimatik iiretimi ve reaksiyon kosullarinin
optimizasyonu amaglanmistir. Bu amagla, tripalmitin ile laurik asitin 1,3-spesifik
Mucor miehei orijinli Lipozyme IM ticari lipazt varhiginda asidoliz reaksiyonu

sistematik olarak incelenmistir.

Deneysel c¢alismamizin birinci boliimiinde, tripalmitinin laurik asit ile asidoliz
reaksiyonunda, sabit sicaklikta (50 °C da), enzim miktarinin, laurik asit:tripalmitin
mol oranmmin ve reaksiyon siiresinin teker teker asidoliz iirlini olan
triagilgliserollerinin bilesimi, 6zellikle molekiillerin laurik asit i¢erikleri lizerine olan
etkileri arastirilmistir. Bu amacla, 3 seri asidoliz reaksiyonu gergeklestirilmistir. Bu
reaksiyonlar sonucunda, reaksiyon parametrelerinin yiiksek laurik asitli triinler

verebilecek etkin ¢alisma araliklari belirlenmistir:

1. seri asidoliz reaksiyonlarinda, tripalmitin:laurik asit mol oram 1:3 olarak alinmis,
reaksiyon siliresi 6 saat secilmis ve 7 farkli enzim miktarinda reaksiyonlar
yiiriitiilmiistiir. Bu reaksiyonlarda, enzim substratlarin toplam agirliginin %3’1,
%6’s1, %9’u, %12’si, %15°1, %18’1 ve %21°1 olacak sekilde reaksiyon ortamina
ilave edilmistir. Enzim miktarina gore tripalmitine katilan laurik asit miktarininin
degisim egrisinden, optimum enzim miktarmin %9 oldugu, kabul edilebilir en diisiik
enzim miktarinin %3 ve en yiiksek enzim miktarmin ise % 15 olarak secilebilecegi

tespit edilmistir.

2. seri asidoliz reaksiyonlarinda, %9 enzim miktarinda ve 6 saatlik reaksiyon
siiresinde bu kez tripalmitin:laurik asit mol oraninin degisimi ile asidoliz {iriini
TAG’ lardaki laurik asit ylizdesinin degisimi incelenmeye alinmigtir. Yiiriitiilen 5
asidoliz reaksiyonunda mol oranlar1 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 ve 1:6 olarak sekilde tripalmitin
ve laurik asitleri karisimlari kullanilmustir. Uriin TAG lerindeki laurik asit yiizdesinin

substratlarin mol orani ile digisim egrisinden, % 40-50 laurik asit icerikli tirlinlerin
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tripalmitin:laurik asit mol oraninin 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 tripalmitin:laurik asit 1:5
mol oraninda 8 farkli reaksiyon siiresinde deneyler gerceklestirilmistir. Reaksiyon
siiresi 1-8 saat arasinda degistirilmistir. Deneysel sonuglar, 4 saatte iirlin
bilesimindeki laurik asit miktarinin % 42 lere ulastigini, 6 saatte maksimum % 46
degerine vardigim1 ve reaksiyon siiresinin daha fazla arttirilmasiyla azalmaya
basladigini1 gostermistir. Bu verilerden, %42 nin {istiinde laurik asitli {irlinler eldesi
icin uygun c¢alisma aralifinin 4-8 saat arasinda oldugu; minimum, optimum ve

maksimum siirenin sirastyla 4, 6 ve 8§ saat olarak se¢ilebilecegi belirlenmistir.

Bu calisma ile 1. ve 3. pozisyonlarinda laurik asit 2. pozisyonunda palmitik asit
iceren triacilgliserol yiiksek oranda elde edilmistir. Bilindigi {izere anne siitiiniin %
30 unu palmitik asit olusturur. Bunun % 70 i de 2. pozisyonda bulunmaktadir. Laurik
asitte, anne siitlinde bulunan, antimikrobiyal ve antiviriitik 6zelligi bulunan orta
zincirli bir yag asididir. Bu ¢alismada hem anne siitii benzeri, hem de diistik kalorili

besinsel ve sagliksal 6nemi olan bir iiriin elde edilmistir.
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