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ENGEREK OTU (ECHIUM VULGARE) TOHUM YAGI VE
ZEYTINYAGINDAN ENZIMATIK YONTEMLE FONKSIYONEL YAG
URETIMI

OZET

Son yillarda saglik tizerine yararl etkileri bulunan, uzun zincirli ¢coklu doymamis yag
asitlerini (CDYA) iceren yaglara olan talep artmaktadir. Bu yag asitleri icinde en
onemlileri omega-3 ve omega-6 yag asitleridir. S6z konusu yag asitleri agisindan en
zengin kaynaklar balik tiirleri ve ¢esitli alglerdir. Ancak bu kaynaklarin giin gectikce
sinirh hale gelmesi nedeniyle omega-3 ve omega-6 yag asitleri icin alternatif kaynak
arayis1 lizerinde yogun calismalar yapilmaktadir. Hayvansal kaynaklara alternatif
olarak bu yag asitleri baz1 bitkilerde degisen oranlarda bulunabilmektedirler. Bitkisel
kaynaklar arasinda engerek otu (Echium vulgare) tohumu yagi a- linolenik (ALA,
18:3n-3), v- linolenik asit (GLA, 18:3n-6) ve stearidonik asit (SDA, 18:4n-3) gibi
uzun zincirli yag asitlerini oldukca yiiksek oranlarda icermektedir. Bu yag asitleri
icinde stearidonik asit, viicutta a- linolenik aside gore daha kolay ve daha yiiksek
oranlarda metabolize olarak eikozapentaenoik asit (EPA, 20:5n-3) ve
dokosahekzaenoik aside (DHA, 22:5n-3) doniismektedir. Stearidonik asit
reaksiyonlarda ara metabolit olmasi, viicutta EPA ve DHA’ya benzer etkiler
gostermesi ve bazi eikosanoidlerin 6nciil molekiilii olmasi1 nedeniyle saglik agisindan
son derece Onemlidir. Gama-linolenik asit ise linoleik asidin (LA, 18:2n-6) A6-
desaturaz iiriinii olan omega-6 coklu doymamis yag asidi olup, olustuktan sonra hizla
di-homo fy-linolenik aside (DGLA, 20:3n-6) ve ardindan da A5-desaturaz enzimi ile
aragidonik aside (AA, 20:4n-6) doniismektedir.

Engerek otu (Echium vulgare) Tiirkiye’de yaygin olarak bulunan ancak yeterince
degerlendirilmeyen bir bitkidir. Akdeniz diyetinde 6nemli ve 6zel bir yere sahip olan
zeytinyaginin tilketimi ve {iiretimi ise iilkemizde son 15 yil icerisinde artig
gostermistir. Zeytinyagi oleik asit gibi tekli doymamis yag asitleri agisindan zengin
karakteristik bir yag olmasina ragmen CDY A ac¢isindan yoksun bir yagdir.

Bu calismada, zeytinyag1 ve engerek otu tohum yagi serbest yag asitleri arasinda
gerceklesen enzimatik asidoliz tepkimeleriyle CDYA ile zenginlestirilmis
yapilandirilmis yaglarin iiretimi ve tepki-yiizey yontemi (TYY) ile reaksiyon
kosullarinin optimizasyonu amag¢lanmistir. Optimizasyon i¢in SDA katilmi tepki
olarak sec¢ilmistir. Enzimatik asidoliz tepkimelerinde Thermomyces lanuginosus’dan
elde edilen ve sn-1,3 spesifik bir lipaz enzimi olan Lipozyme® TL IM kullanilmistir.
Tepki-ylizey yonteminde secilen farkli faktorlerin etkilerinin incelenmesi ve
optimum kosullarin belirlenmesi amaciyla, 5 seviyeli Merkezil Bilesik Deney
Tasarimi (CCC) kullanilarak reaksiyon sicakligi (T, °C) [55-65 °C], reaksiyon siiresi
(t, saat) [6-9 saat] ve substrat mol orami (Sr, yag asitleri/triacilgliserol, mol/mol) [4-6
mol/mol] bagimsiz degiskenler (faktor) olarak secilmistir. Reaksiyonlar sonucunda
secilen tepki [stearidonik asit miktar1 (%)] i¢in, basarili bir kuadratik model elde
edilmistir.

Modelden elde edilen veriler 1s181inda optimum kosullar sicakligin 55°C, reaksiyon
siiresinin 8,4 saat ve substrat mol oraninin 6 mol/mol oldugu kosul olarak tespit
XV



edilmistir. Bu kosullarda model dogrulugu da test edilmistir. Buna ek olarak,
belirlenen optimum kosulda gram diizeyinde iiretim gerceklestirilerek elde edilen
YY’nin karakterizasyonu yapilmistir. Optimum kosullarda miligram ve gram
diizeyinde iiretilen YY nin icerdigi SDA miktar sirasiyla %4,90 ve %4,86 olarak
bulunmustur.

Ayrica, miligram ve gram diizeyinde elde edilen YY’lerin sn-2 pozisyonunda en
yiikksek miktarda oleik asidin bulundugu, SDA miktarinin yaklagik %6 oraninda
bulundugu goriilmektedir. Gram diizeyinde iiretilen YY’nin oksidatif stabilite
analizinde indiiksiyon siiresi 0,3 saat olarak belirlenmistir. Yaglarin oksidasyon
riinlerinin belirlenmesi analizilerinde zeytinyaginin baslangic ve 48 saat siire
sonundaki peroksit sayis1 sirasiyla 4 aktif oksijen/kg yag ve 18,1 aktif oksijen/kg yag
olarak bulunmustur. Aym sekilde gram diizeyinde iiretilen YY nin baslangi¢ ve 48
saat siire sonundaki peroksit sayisi sirasiyla 8 aktif oksijen/kg yag ve 34 aktif
oksijen/kg yag olarak tespit edilmistir. ikincil oksidasyon iiriinlerinin ifade edildigi
p-anisidin degerleri ise zeytinyaginda bagslangic ve 48 saat siire sonunda sirasiyla
4,1/g ve 9,3/g olarak tespit edilmistir. Gram diizeyinde {iiretilen YY’de ise bu
degerler sirasiyla 6/g ve 18,3/ g olarak bulunmustur. Peroksit sayis1 ve p-anisidin
degerinin toplami olan TOTOX degeri ise tiim analiz siiresince YY’de zeytinyagina
oranla daha yiiksek olarak hesaplanmistir. Yapilan analizlerin 1s18inda Y'Y’ nin
oksidatif stabilitesinin zeytinyagina gore daha diisiik oldugu bu sebeple oksidatif
stabilitenin arttirilmasi icin ¢esitli dogal antioksidan ilaveleri yapilabilecegi
ongoriilmektedir.

Bu c¢alisma ile elde edilen YY’nin saglik iizerine olumlu etkileri bilinen SDA’nin
yanisira ALA gibi omega-3 ve LA ve GLA gibi omega-6 yag asitlerince
zenginlestirilmesi sonucunda yag asitleri acisindan daha dengeli fonksiyonel bir yag
elde edilmistir. Elde edilen yagin dogrudan tiikketimi veya salata sosu, mayonez,
margarin, vb. c¢esitli fonksiyonel iiriinlerin bilesiminde degerli bir bilesen olarak
kullanimi miimkiin goziikmektedir. Ayrica, biyoteknolojik yontemler kullanilarak
katma degeri yiliksek ve saghiga yararliigi artirilmis fonksiyonel yaglarin ticari
Olcekte iiretilmelerinin gerek ekonomimiz gerekse insan beslenmesi ve saglig
acisindan 6nemli katkilarinin olacag: diistiniilmektedir.
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ENZYMATIC PRODUCTION OF FUNCTIONAL LIPID FROM OLIVE OIL
AND SEED OIL OF ECHIUM VULGARE

SUMMARY

Demand of polyunsaturated fatty acids (PUFA) has increased during the recent years.
Among these fatty acids, the most important ones are omega-3 and omega-6 fatty
acids. Fish species and algae are rich sources of these fatty acids. Intense
experimental researches are done to find alternative sources of omega-3 and omega-6
fatty acids due to decreasing sources. Alternatively to animal sources, these fatty
acids can be found in varios amounts in some plant sources. Seed oil of Echium
vulgare which is one of these plant sources highly contain PUFA’s like; a- linolenic
acid (ALA, 18:3n-3), y- linolenic acid (GLA, 18:3n-6) and stearidonic acid (SDA,
18:4n-3). Among these fatty acids, SDA is converted rapidly and in high amounts
into eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5n-3) and docosahexaenoic acid (DHA, 22:5n-
3) according to ALA.

Stearidonic acid is very important since it is an intermediate fatty acid in the
reactions and shows similar health effects like EPA and DHA and also it is a
precursor of some eicosanoids. Gamma-linolenic acid, the immediate A6-desaturase
product of linoleic acid (LA, 18:2n-6) is an essential omega-6 polyunsaturated fatty
acid. After its formation GLA is rapidly elongated to di-homo g-linolenic acid
(DGLA, 20:3n-6) and subsequently A 5-desaturated to arachidonic acid (20:4n-6).

Echium vulgare is widely found throughout Turkey but it is not a plant that is used
sufficiently. Production and consumption of olive oil which has a very important and
very special role in the Mediterranean diet has increased in the last fifteen years.
Even though olive oil is a rich source of monounsaturated fatty acids such as oleic
acid, it is lacking in PUFAs.

In this study, production of structured lipids (SLs) enriched with PUFA by enzymatic
acidolysis reactions between olive oil and fatty acids of Echium vulgare seed oil and
also optimization of reaction conditions via response surface methodology (RSM)
were aimed. SDA was selected as an response for the optimization of reaction
conditions. Lipozyme® TL IM, sn-1,3 specific lipase derived from Thermomyces
lanuginosus, was used in the enzymatic acidolysis reactions. Circumscribed central
composite (CCC) design with five levels was used to investigate the effects of
chosen factors in RSM, and the chosen variables (factors) were: reaction temperature
(T, °C) [55-65 °C], reaction time (t, hour) [6-9 hour] and substrate molar ratio (Sr,
free fatty acids/triacylglycerol, mol/mol) [4-6 mol/mol]. Good quadratic model was
obtained for chosen response [amount of stearidonic acid (%)] after the reactions.
After the investigation of contour plots, optimal conditions were determined as 55°C
of reaction temperature with 8.4 hours of reaction time and 6 mol/mol of substrate
molar ratio. Further experiments were done at these optimal conditions in order to
verify the models. In addition, the optimal conditions were used for gram-scale and
pilot-scale synthesis and the structured lipid was characterized. SDA contents of the
final structured lipid in gram scale and pilot scale were 4.90% and 4.86% |,
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respectively. In addition to this, SDA content at sn-2 position of SL with gram scale
and pilot scale were both approximately 6%. Besides, the induction timeof the final
structured lipid obtained from large scale production was determined as 0,3 by
oxidative stability experiments. Initial and after 48 hours accelerated oxidation
period peroxide values of olive oil were 4 meq/kg oil and 18.1 meq/kg oil in the
analyses of oxidation products of oils, respectively. Smiliarly, Initial and after 48
hours accelerated oxidation period peroxide values of SL, produced at the gram
scale, 8 meg/kg oil and 34 meq/kg oil. The p-anisidine assay is used to quantify the
secondary oxidation compounds present in oils as a means to determine the past
history of the oil. Initial and after 48 hours accelerated oxidation period p-anisidine
value were 4.1/g ve 9.3/g, respectively. These values of SL produce at gram scale
were 6/g ve 18,3/g, respectively. The TOTOX value is a combination of the peroxide
value and p-anisidine value normally used to determine the total oxidative stability
of the oil. The SL had higher TOTOX values than the olive oil throughout oxidation
period. As a result of the whole oxidation analyses, SL had lower oxidation stabiliy
than oilve oil. For that reason, it is recommended that natural antioxidants could be
added to SL in order to increase the oxidation stability. By obtaining a structured
lipid (SL) enriched with SDA which has positive impact on health, and with omega-3
fatty acids like LA and with omega-6 fatty acids like GLA, functional oil which is
more balanced with fatty acids was obtained in this study. Direct consumption or use
of these SLs in some functional foods such as margarines, salad dressings and
mayonnaise as a valuable constituent is seen possible. Furthermore, production of
these structured lipids at industrial scale is expected to have important and beneficial
contribution to our country’s economy as well as to human nutrition and health.
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1. GIRIS

Yapilandirilmis yaglar (YY) genel anlamda gliserol molekiiliiniin dogal haldeki yag
asitlerinin pozisyonu degistirilmis veya uzun zincirli coklu doymamis (UZ-CDYA)
veya orta zincirli yag asitlerinin spesifik olarak yerlestirilmesi suretiyle yag asidi
profili degistirilmis veya yeni triagilgliserol (TAG) eldesi icin sentezlenmis TAG’lar
olarak tanimlanmaktadir. Yaglarin yag asidi kompozisyonlarmin degistirilerek,
ozelliklerinin ve besinsel degerlerinin arttirllmas1 ve yeni uygulamalar igin
gelistirilmis yapilandirilmis yaglarin eldesi, giiniimiizde siklikla calisilan konular
arasinda yer almaktadir. YY’ler kolesterolii diistirmek, bagisiklik sistemini
giiclendirmek, beyin gelisimini olumlu yonde etkilemek ve kullanim acisindan da
fonksiyonelligi artirmak gibi amaclarla dogal yaglarin veya yag asitlerinin modifiye
edilmesi veya yeniden yapilandirilmasiyla sentezlenmektedirler. Dogal TAG’lardan
hidrojenasyon, interesterifikasyon, esterifikasyon, fraksinasyon, karistirma ve
genetik yolla modifiye edilerek veya sentetik olarak iiretilebilinen ayrica kati veya
sivi olarak bulunan yapilandirilmis yaglar giiniimiizde “Yeni jenerasyon yaglar”
olarak isimlendirilmektedir. Enzimatik interesterifikasyon reaksiyonlar1 kullanilarak
kakao yagi ikameleri, anne siitii yagina benzer yapilandirilmis yaglar, modifiye balik
yag tUriinleri, kismi agilgliseroller, margarin yaglar1 ve c¢esitli lipit {iiriinlerinin
tiretimi miimkiin olabilmektedir. Son yillarda YY’ler arasinda insan saglhifina yararl

etkileri olan yag asitleri iceren Y'Y ler daha fazla 6n plana ¢ikmaktadir.

CDYA’nin diyet ile disaridan alinmasi insan viicudu acisindan son derece 6nemlidir.
CDYA’nin diyette yer almasi kardiyovaskiiler rahatsizliklarin (KVR) olusum riskini
azaltmakta ayrica inflamasyon oOnleyici faktorler gibi hareket etmektedir. Ayni
sekilde, obezite, tip 2 diyabet gibi metabolik sendromlarin hastalik derecesine dogru
ilerleyen semptomlarini azalttig1 belirlenmistir. Bu yag asitleri i¢inde en nemlileri
omega-3 ve omega-6 yag asitleridir. S6z konusu yag asitleri ag¢isindan en zengin
kaynaklar balik ve alglerdir. Ancak bu kaynaklarin giin gectikge sinirli hale gelmesi
nedeniyle alternatif kaynak arayis1 izerinde yogun calismalar yapilmaktadir. Mevcut

esansiyel yag asidi kaynaklarina alternatif arayis1 icinde farkli bitkilerin yag asidi
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profilleri incelenmekte ve yeni bitkiler zengin yag icerikleri ile ©nem
kazanmaktadirlar. Bu kaynaklardan birisi, engerek otu (Echium vulgare) tohum yagi
olup, Echium vulgare yiiksek a-linolenik asit (ALA, 18:3n-3), stearidonik asit (SDA,
18:4n-3), ve GLA (18:3n-6) icerigi bakimindan diger Echium tiirleri arasinda 6ne
cikmaktadir. Echium vulgare % 10-12 arasinda SDA, %10-12 civarinda GLA ve %
30-40 oraninda ALA icermektedir. SDA, ALA’nmin eikosapentaenoik asit (EPA,
20:5n-3) ve dokosahekzaenoik asite (DHA, 22:6n-3) doniismesinde ilk metabolitidir
ve ALA’ya kiyasla SDA’min viicuttaki EPA degerini daha fazla yiikselttigi
belirtilmistir. SDA’y1 yiiksek oranda iceren engerek otu (Echium vulgare) tilkemizde

dogal olarak yetismektedir ancak yag iiretimi icin degerlendirilmemektedir.

Ulkemiz acisindan 6nemli bir yag olan ve icermis oldugu tokoferol, fenolik maddeler
ve fitosteroller gibi pek cok biyoaktif bilesenler nedeniyle de sagliga olumlu
etkilerinin bulundugu, 6zellikle kalp ve damar hastaliklar1 ve kanser olusum riskini

azalttig1 bilinen zeytinyagi CDYA ag¢isindan yoksun bir yagdir.

Bu calisma sayesinde iilkemizde ve diinyada yaygin olarak bulunan fakat yeterince
yararlanilmayan bir bitki olan engerek otu (Echium vulgare) tohumundan yag eldesi
ve biyoteknolojik yontemlerle engerek otu tohum yagi ve zeytinyagi kullanilarak
katma degeri yiiksek fonksiyonel bir yag iiretilmesi amaglanmaktadir. Bu caligmada,
zeytinyagi ve engerek otu (Echium vulgare) tohum yagindan elde edilen yag asitleri
arasinda sn-1,3 spesifik lipaz enzimi katalizorliigiinde gerceklestirilen enzimatik
asidoliz tepkimeleri ile basta stearidonik asit olmak iizere diger omega-3 ve omega-6
coklu doymamis yag asitlerince zengin yapilandirilmis yag eldesi amaclanmistir.
Ayrica stearidonik asit katilimina substrat mol orani, siire ve sicakligin etkisinin
arastirilmasi ve optimum kosullarin saptanarak reaksiyon kosullariin modellenmesi

hedeflenmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Yapilandirilmis Yaglar

Yapilandirilmis yaglar (YY), gliserol molekiiliine UZ-CDYA veya orta zincirli yag
asitlerinin (OZYA) spesifik olarak yerlestirilmesi suretiyle gliserol molekiiliiniin
TAG veya yeni TAG eldesi i¢cin sentezlenen TAG’lar olarak tanimlanmaktadir
(Akoh, 2005; Lai ve dig., 2005; Osborn ve Akoh, 2002; Sahin Yesilcubuk ve
Karaali, 2008). Sekil 2.1’de yapilandirilmis yaglarin genel yapisi gosterilmektedir.
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Sekil 2.1: Yapilandirilmig yaglarin genel yapisi (U: Uzun Zincirli YA, O: Orta
Zincirli YA, K: Kisa Zincirli YA) (Akoh ve dig., 2002).

YY’ler kimyasal veya enzimatik metotlarla iiretilebilmektedir. Enzimatik
interifikasyon spesifik bolgelerde istenilen yag asitlerini bulunduran YY’lerin
iretimini saglamakta, buna karsinkimyasal prosesler rast gele YY’ler liretmektedir.
YY’ler kisa, orta ve uzun zincirli yag asitleri gibi ¢esitli yag asitleri karigimini iceren
gliserol kisimlan esterlesmis TAG’lardir (Lee ve Lee, 2005). Bu sebeple YY’ler
icermis oldugu her bir yag asidinin erime, sindirim, absorplama, metabolizma gibi
ozelliklerini icerebilmektedir. Bu 6zellikleri gida, ila¢ ve beslenme amach uygulama

alanlarimi arttirmaktadir (Lee ve Lee, 2005).

Y'Y ’lerin hastaliklar1 6nleme, tedavi etme ve beslenme bozukluklarina yardimci olma
ozellikleri gibi medikal ve saglik faydalar1 olmas1 sebebiyle bu yaglar nutrasotik ve
fonksiyonel gidalar olarak ifade edilmektedirler (Lee ve Lee, 2005). Ticari
yapilandirilmis yag ornekleri ile gida ve medikal alanlarindaki uygulamalar Cizelge

2.1’de gosterilmektedir.



Cizelge 2.1: Ticari yapilandirilmis yaglarin gida ve tibbi uygulamalar1 (Lee ve Lee,

2005).
Marka Yag Asidi Bilesenleri Uygulama Alam Uretici Firma
Benefat C18:0 (yiiksek miktar) ve Kalorisi azaltilmis firincilik iiriinleri, Cultor Food
eneta C2:0, C4:0 veya C6:0 ¢ikolata kaplamalari Science Inc.
Betapol C16:0 (%45) Bebek formiilleri Loders Croklaan
Cikolata ve ¢ikolata kaplama o
Bohenin C18:1 ve C22:0 iretiminde temperleme yardimcisi ve Eltl(]il Oil Company
kopiik onleyici ajan ’
C8:0/C10:0 (%60)ve C12:0
Captex (%30) ya da C8:0/C10:0 Farmasotikler ve kozmetik endiistrisi Abitec Corp.
(%40) ve C18:2 (%40)
Caprenin C8:0, C10:0 ve C22:0 Sekerleme kaplama yag1 Procter & Gamble
Y"i'lksek—}aurﬂ? asit YagL ve Travma ya da ameliyat, sepsi ya da Novartis Nutrition
Impact yiiksek linoleik asit yag: ile .. o
: . kanser hastalari i¢in farmasotikler Corp.
interesterfikasyon
Laurical C12:0 (%40) ve doymamis E;b?ing;?l ul?;llll\/e;lt’);el.';:{;z[?ﬁarl Calgene Inc
yag (C18:1, C18:2 ve C18:3) | ~-pamaart, y ’ & :
dolgu yaglari
Neobee C8:0, C10:0 ve CDYA Tibbi ve besinsel igecekler Stepan Corp.
(n-6 ve n-3)
Structo- Uzun zincirli TAG (%63) ve | Parenteral beslenme ve hastalar igin Fresenius Kabi
lipid orta zincirli TAG (%37) hizli enerji kaynagi

Zenginlestirilmis Y'Y lerin laboratuar kosullarinda iiretimi kanola yag, piring kepegi
yagi, zeytinyagi, balik yagi, misir yagi, aspir yagi, , findik yagi, aycicegi yagi, pamuk
tohumu yagi, OZTAG, triolein, trikaprin ve trikaprilin gibi farkli yaglarda bulunan
fonksiyonel yag asitleri ile gerceklestirimistir (Can ve Ozcelik, 2005; Lee ve Lee,
2005; Osborn ve Akoh, 2002). Cizelge 2.2’de caligmalarda sentezlenen YY’lerin

tiretiminde kullanilan yaglar ve yag asitleri verilmektedir.

Cizelge 2.2: Calismalarda sentezlenen yapilandirilmis yaglarin tiretiminde
kullanilan yag asitleri (Lee ve Lee, 2005).

Yag Yag asitleri

Kanola yagi Kaprilik asit, Stearik asit
Hidistancevizi yagi Laurik asit

Misir yagi Konjuge linoleik asit
Pamuk tohumu yag1 Laurik asit

Menhaden yag: KLA, y-linolenik asit
Zeytinyagi Kaprilik asit

Palm yagi KLA, n-3 yag asitleri
Palm olein Laurik asit

Perilla yag Kaprilik asit

Piring kepegi yagi Kaprik asit

Soya yagi KLA, laurik asit
Zeytinyagi Kismi hidrojenize palm yagi
Palm yagi Hidrojenize soya yagi
Aycicek yagi KLA

Ton balig1 yagi Kaprilik asit
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Fonksiyonel yag asitlerinin kullanimi yararh etkilere sahiptir. Lipaz katalizorliigiinde
gerceklesen asidoliz reaksiyonlart orijinal yagin yag asidi kompozisyonunu, TAG
yapisini, viskozitesini, hidrofobisitesini, mindr bilesik miktarint ve diger
fizikokimyasal 6zelliklerini degistirmektedir. Ornegin, zeytinyagindan elde edilen
YY orijinal zeytinyagina gore daha koyu renkli olup, daha yiiksek viskoziteye ve
daha diisiik erime noktasina sahiptir. Bu sekilde yeni olarak sentezlenen TAG’lar
erime noktasim1 degistirmektedir. Bu degisiklikler yag sanayinin pazarlama
stratejilerini de degistirmektedir. Ayrica YY’ler icecekler ya da margarinlerde
kullanildiginda, YY’lerin besin ve duyusal ozellikleri orijinal yaglara gore daha iyi
olmaktadir. YY’lerin oksidatif stabiliteleri ise orijinal yaglara gore daha diisiik
olmaktadir. Bu sebeple YY’lerin korunmasi i¢in antioksidanlarin eklenmesi

gerekmektedir (Lee ve Lee, 2005).

2.2 Zenginlestirilmis Yaglar

Yaglar, insan saghigi acisindan faydalart bulunan bazi 6nemli yag asitleri ile
enzimatik yontemler kullanilarak zenginlestiirilip daha saglikli ve fonksiyonel hale
getirilebilmektedir. Zenginlestirilmis yaglarda bulunan EPA, DHA, konjuge linoleik
asit (KLA), SDA gibi yag asitleri gliserol molekiiliinde saglik acisindan daha etkili
olmas1 amaciyla spesifik pozisyonlara yerlestirilebilmektedir (Osborn ve Akoh,
2002). Zenginlestirilmis yaglar genelde aycicek yagi, soya yagi, palm yagi,
zeytinyagi gibi cesitli bitkisel yaglar ve 1,3-spesifik lipazlar kullanilarak orta zincirli
yag asitlerinin asidoliziyle iiretilebilmektedirler (Akoh, 2002; Hoy ve Xu, 2001;
Osborne ve Akoh, 2002). Zenginlestirilmis yaglar saglamis olduklar1t CDYA ile
insan saglig1 acgisindan bilyiikk onem arz etmektedir. CDYA’nin diyette yer almasi
kardiyovaskiiler rahatsizliklarin (KVR) olusum riskini azaltmakta ayrica inflamasyon
onleyici faktorler gibi davranmaktadir (Ruiz-Lo“pez, ve dig., 2009). Aym sekilde,
obezite, tip 2 diyabet gibi metabolik sendromlarin hastalik derecesine dogru ilerleyen

semptomlarini azalttig1 belirlenmistir (Ruiz-Lo pez, ve dig., 2009).

Omega-3 yag asitleri ile zenginlestirilmis Y'Y lerin tiiketimi, insanlarda bir¢ok saglik
sorununu Onlemede etkindir. Giiniimiizde insanlarin beslenme aliskanliklarindaki
farkliliklar sonucu omega-6 ¢oklu doymamis yag asitleri tiiketimi artarken, omega-3
doymamis yag asitleri tiikketimi azalmaktadir. Bu sebepten dolayr omega-3 yag

asitleri ile zenginlestirilmis YY’lerin iiretimi de artmaktadir (Sahin ve Karaali,
5



2002). Yapilan bir calismada balik yag1 ve orta zincirli triagilgliserol (OZ-TAG) ile
elde edilen fonksiyonel yag uzun zincirli triacilgliseroller (UZ-TAG) ile
karsilastirlldiginda farelerde tiimor protein sentezini yavaglattigi ve timor

biiylimesini azalttig1 tespit edilmistir (Akoh, 2002).

Yapilan diger bir calismada OZYA’min bir dizi metabolik rahatsizlik sonucu
meydana gelen metabolik sendrom diye adlandirilan obezite, disilipidemi,
hipertansiyon, gizli seker rahatsizliklar1 {izerine etkisi arastirilmistir. Metabolik
sendromun cok karmasik olmasina ve halen tam olarak anlagilamamis olmasina
ragmen, diyetle birlikte alinan yaglarin metabolik sendromun gelisimine katkida
bulunan bir faktér oldugu bilinmektedir. Calisma sonucunda OZYA’nin yag
depolanmasim baskiladig1 ve yag oksidasyonunu engelledigi belirlenmistir. Ayrica
tip 2 diyabet ve insiilin hassasligi bulunan hastalarin iyilesmesinde rol oynadigi
belirtilmistir (Nagao ve Yanagita, 2010). Yapilandirilmis ticari yaglara érnek olarak
Japonya, ABD ve Avrupa iilkelerinde yiiksek oranda ¢oklu doymamis yag asitlerini
iceren “Enova Oil” ve “Lorenzo’s Oil” yaglar verilebilir. Bu yaglar yiiksek (%20-
65) oleik, (%15-65) linoleik ve (<%]15) linolenik asit icerigine sahip olup, soya ve
kanola yagindan enzimatik prosesler sonucunda iiretilmistir ve kizartma, pisirme ve

salata yagi olarak kullanilmaktadir (Akoh, 2005).

2.2.1 Zenginlestirilmis yaglar ile ilgili yapilan cahismalar

Literatiirde zenginlestirilmis yaglar ile ilgili ¢esitli ¢alismalar mevcuttur. Yapilan
caligmalarda omega-3, omega-6 ¢coklu doymamis yag asitlerince zenginlesmis yaglar
elde edilmeye calisilmigtir. Ayrica bazi calismalarda bu yag asitlerinin spesifik
pozisyonda bulunmasi iizerine calisilmistir. Senanayeke ve Shahidi’nin (1999)
yapmis oldugu calismada alg yagindan elde edilen DHA boraj yagina ilave
edilmistir. Calismada Candida antarctica’dan elde edilen Novozym 35 enzimi ve
hekzan kullanilarak asidoliz reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Calisma sonucunda
55°C’de, enzim miktar1 toplam substratin % 27,4’ii olarak alindiginda ve 24 saat siire
sonunda maksimum DHA inkorporasyonu (% 27,4 + 0,10) gerceklesmistir. Ayni
kosullarda sn-2 pozisyonundaki DHA orani ise % 28,51 (x 0,50) olarak tespit
edilmistir. Bu calismada elde edilen yagin aym1 molekiilde istenen oranlarda
fonksiyonel yag asitlerini icermesi sebebiyle kullanigh bir yag oldugu sonucuna

vartlmiustir. Baska bir ¢calismada palm cekirdegi yagi ve palm olein karistmina (50:
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50 hacim/hacim) boraj yagindan elde edilen GLA ve LA katilimu, Lipozym® RM IM
enzimi  kullamilarak  gerceklestirilmistir.  Calisma  sonucunda  maksimum
inkorporasyon oram1 GLA i¢in % 33, LA icin 9,4 olarak bulunmustur. Mazksimum
inkorporasyonu gerceklestigi kosullar 75 °C, substrat mol orani 4,5 ve 17 saat siire
sonunda elde edilmistir. Calismada Lipozyme® RM IM varliginda GLA nin LA’ya
gore inkorporasyonu yiiksek substrat oranindan fazla etkilenmedigi sonucuna
varilmigtir. Ayrica enzimin etkinliginin sicakliga bagimli oldugu tespit edilmistir

(Lumor ve Akoh, 2005).

Can ve Ozgelik’in (2005) yapmis oldugu calismada findik yagi ve menhaden yag
konsantresi 1:1 oraninda karistirllarak Novazyme 435 enzimi varliginda asidoliz
reaksiyonlart gergeklestirilerek optimum CDY A inkorporasyonu i¢in deney kosullar
belirlenmistir. Optimizasyon sonucunda belirlenen kosullar 37,5 °C ve 36 sa. olarak
belirlenmistir. Bu sartlar altindaki CDYA inkorporasyonu % 21,5 olarak
belirlenmistir. Senanayake ve Shahidi’nin (2007) yapmis oldugu calismada ise fok
baligi yagina Mucor miehei’den elde edilen Lipozyme® IM enzimi kullamilarak
laurik asit (C 12:0) eklenerek modifiye bir yag elde edilmeye ¢alisilmistir. Laurik asit
anne siitii yaginda bulunan ve insan viicudunda monolaurine doniiserek antiviral ve
antibiyotik ozellik gosteren ve enerji verici bir yag asididir. Calisma sonucunda 40
°C’de, 1:3 (fok balig1 yag:: laurik asit) substrat mol oraninda, 24 saat siire sonunda %
29,7 (#0.92) oraninda maksimum laurik asit inkorporasyonu gerceklesmistir.
Calisma sonucunda elde edilen yapilandirilmis yag laurik asit igerigiyle ¢abuk enerji
verebilen ayrica EPA ve DHA icerigiyle esansiyel yag asitleri saglayan bir yag
olarak tanimlanmistir. Diger bir ¢alismada dengeli bir omega-3/ omega-6 yag asiti
konsantrasyonuna sahip yapilandirilmis yag elde edilmeye calisilmigtir. Calismada
keten tohumu yagindan elde edilen ALA yerfistig1 yagina Rhizomucor miehei’den
elde edilen Lipozyme® IM enzimi kullanilarak, hekzan varliginda 1:1 omega-
3/omega-6 mol orammna sahip yapilandirilmis bir yag elde edilmistir. Istenen
ozellikteki yapilandirilmis yag eldesi i¢in optimum reaksiyon kosullar1 % 3,75 enzim
konsantrasyonu, 37,5 °C sicaklik, 30,81 saat, agirlikca keten tohumu yag asidi/
yerfistig1 yagi orami 1,16 olarak belirlenmistir. Bu kosullarda omega-6 yag asidi (C
18:2) oram 19,21 (£1,0); omega-3 yag asidi (C18:3) oram 20,71 (£1,4) olarak tespit
edilmistir (Sharma, Rastogi ve Lokesh, 2009).



Jimenez ve dig.’nin (2010) yapmis oldugu calismada sn-2 pozisyonunda palmitik asit
(PA) agisindan zengin triagilgliserol iiretimi sn-2 pozisyonunda % 12,8 oraninda PA
bulunan palm stearin (PS) kullanilarak elde edilmistir. Asidoliz reaksiyonu palm
stearin ve PA oran1 yiiksek serbest yag asitleri (SYA) (ticari PA ve PS ekstrakte elde
edilen PA) arasinda gerceklesmistir. Calismada solvent kullanilmadan ve diisiik
sicakliklar kullanmilarak optimum kosullar elde edilmeye calisilmistir. Calisma
sonucunda Alcaligenes sp.’den elde edilen QLC (kizelgurda immobilize olmus)
lipazi kullanilarak 65 °C’de, 3:1 SYA/PS mol oraninda, solvent kullanilmayarak, 24
saat siire sonunda ve 0,75 gr. lipaz kullanilarak optimum inkorporasyon elde
edilmistir. Optimum kosullarda elde edilen yapilandirilmis yagda % 80 oraninda PA
elde edilmistir. Sn-2 pozisyonundaki PA orani da % 80 oraninda bulunmustur. Elde
edilen TAG % 65-70 oraninda PA iceren anne siitii yagina benzemektedir. Ayrica sn-

2 pozisyonundaki yiiksek PA igerigi sebebiyle emilimi yiiksek olabilmektedir.

Branco de Aratjo ve dig.’nin (2011) yapmis oldugu ¢alismada soya yagi ile Brezilya
sardalya yagindan elde edilen SYA’lar, Rhizomucor miehei’den elde edilen
Lipozyme® RM IM enzimi varhginda solventsiz ortamda asidoliz reaksiyonu ile
yapilandirilmis yag elde edilmistir. En uygun omega-6/omega-3 yag asidi orani,
sardalya SYA: soya yagi mol orani 3:1 oldugunda,12 saat siire sonunda, 40 °C’de
substrat toplaminin %10’u kadar enzim kullanildiginda elde edilmistir. Bu sartlarda
soya yagina EPA ve DHA katilim1 % 9,2 olarak tespit edilmistir. Elde edilen YY
ayn1 TAG yapisinda EPA ve DHA icermesi sebebiyle modifiye olmamis soya yagina

gore daha yiiksek besin degerine sahip oldugu belirtilmistir.

2.3 Yapilandirilmis Yaglarm Uretim Yontemleri

YY’ler yaygin olarak kimyasal ve enzimatik yontemler gibi yontemlerle
tiretilmektedir. Bu yontemlerden kimyasal sentezin, diisiik maliyete ve uygulama
kolaylig1 gibi avantajlarn olmasina ragmen spesifik bir yontem degildir. Bu yontemin
dezavantaji son iirlindeki yag asidi dagilimimin kontroliine imkan vermemesinden
kaynaklanmaktadir. Diger bir yontem olan enzimatik reaksiyonlar ise daha spesifik
olmakla birlikte, daha 1limli kosullarda gerceklestirilebilir. Enzimatik yontemler,
kimyasal sentez ile iiretilemeyen YY’lerin iiretilmesini saglamasi sebebiyle
uygulanan yontemler arasinda oncelik saglamaktadir (Osborn ve Akoh, 2002). Bu

yontemlerin yam1 sira YY’lerin {iretilmesinde mikrobiyal sentez ve genetik
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miihendisliginin ¢aligmalar1 sonucunda olusan yontemler kullanilabilmektedir (Akoh

ve Kim, 2008).

2.3.1 Kimyasal sentez

Kimyasal sentez ile YY eldesinde genellikle OZ-TAG’lar ve UZ-TAG’lardan olusan
karisim kullamlmakta ve bu karisimin hidrolizi ger¢eklesmektedir. Ayrica orta ve
uzun zincirli yag asitlerinin rastgele karigiminin ardindan transesterifikasyon ile
reesterifikasyonu reaksiyonlar1 gercekleserek Y'Y iiretimi gerceklesmektedir. Alkali
metaller veya alkali metal alkalitleri tarafindan katalizlen kimyasal sentezde
reaksiyon kosullar1 yiiksek sicaklik ve susuz ortam kosullarin1 saglamalidir.
Kimyasal transesterifikasyonun dezavantajlart rastgele dagilmis TAG molekiilleri
olusmasi, istenmeyen bazi tiriinlerin olugsmasi ve sentezde kullanilan yag asitlerinin
pozisyonel spesifisitesinin gerceklesmemesi olarak siralanabilir. Bu olay YY’lerin
metabolizmasinda anahtar faktordiir (Akoh ve Kim, 2008; Osborn ve Akoh, 2002).
Kimyasal esterifikasyonla olusturulmus ticari YY’lere Ornek olarak “caprenin”,
“benefat/salatrim” Ornek olarak verilebilmektedir. Capreninin gliserol kismindaki
C8:0, C10:0, ve C22:0 yag asitleri esterlesmistir. Hindistancevizi yaginin, palm
cekirdegi yaginin ve kolza yagin1 kimyasal esterifikasyonundan olusmaktadir (Akoh

ve Kim, 2008).

Procter & Gamble firmasinin iirettigi Caprenin’in, seker barlar gibi yumusak
sekerlemelerde ve meyve, findik, kurabiye vb iiriinlerin kaplanmasinda kullanimi
icin FDA’dan (Food and Drug Administration) GRAS (Generally Recognized as
Safe) statiisii alinmistir. Caprenin ile ilgili ilgili yapilmis bir calismada erkek
bireylerin diyetleri 6 giin boyunca caprenin icermis ve calismanin sonucunda
bireylerin plazma kolestrol konsantrasyonunda degisiklik gézlenmemis olup, HDL

kolestroliin %14 oraninda diistiigii belirtilmistir (Akoh ve Kim, 2008).

2.3.2 Enzimatik sentez

“Yesil kimya” ve dogal proseslerdeki yeni yaklasim, dogal olarak bulunan
bilesenlerin kullaniminin ¢evre ve saglik kaygilari sebebiyle arttirilmasidir. Y'Y lerin
enzimatik sentezinde lipazlar kullanilmaktadir. Lipazlar hidrolitik reaksiyonlar1 iyi
gerceklestirebilme yetenegine sahiptir. Ancak diisiik su iceriginde ve substratin suda

¢Oziiniirliginiin diisitk oldugu durumlarda ortamda kullanilan organik cozgenler



reaksiyonun gerceklesmesine yardimci olmaktadir. Bunun yani sira istenen 6zellikte
YY’lerin eldesinde lipaz cesitleri dnemli rol oynamaktadir (Akoh ve dig., 2002).
Lipazlar 1liml1 ortam kosullarinda yiiksek aktivite gdstermekte ve substratlarina karsi
secicilik ve spesifiklik gostermektedir. Enzimatik asidoliz reaksiyonlan ile YY
tiretilirken TAG’lar iizerinde istenilen pozisyonlara getirilebilmekte, ancak kimyasal
reaksiyonlarda bu durum gerceklesmemektedir. Ayrica lipaz katalizorliigiindeki
reaksiyonlarda kimyasal interesterifikasyonlarda olusan yan {iriinler de

olugsmamaktadir (Carrin ve Crapiste, 2008).

2.3.3 Mikrobiyal sentez

Baz1 hassas ve degerli yaglarin {iiretiminde mikroorganizmalar kullanilarak
biyoreaktorlerde fermantasyon yoluyla iiretilebilmektedir. Bu yontemle iiretilen
yaglar hayvansal kaynaklardan iiretilen yaglara gore daha basit bir kompozisyona
sahip olmaktadir. Coklu doymamis yag asitlerinin mikrobiyal yolla elde edilmesinde
Mortiella isabellina, Mortiellaalpina ve Crypthecodonium gibi tiirlerin kullanildigi

bir¢ok ¢alismada belirtilmistir (Gunstone, 2001).

2.3.4 Genetik miihendisligi

Yaglar genellikle fonksiyonel yag asidi ve/veya triagilgliserol profiline sahip bitkisel
kaynaklarmn ticari tretimi ile elde edilmektedir. Amerika ve Avrupa’nin cesitli
bolgelerinde bu sekilde calismalar yapilmaktadir. Ancak bu calismalar uzun yillar
gerektirmektedir. Ayrica baz tiirler disinda yiiksek yapili bitkiler UZ- CDYA iiretme
kapasitesinden yoksundur. Bitkilerdeki LA ve ALA gibi yag asitlerinin AA ve EPA
gibi UZ-CDYA’ya doniismesi enzimatik reaksiyonlar (desatiirasyon ve acil —CoA
uzamasi gibi) sonucu meydana gelir. Giiniimiizde gen teknolojisinin ilerlemesi ile bu
yontem kullanilarak bazi bitki tohumlarinda UZ-CDYA iiretilmesi ve depolanmasi
tizerine son 15 yilda ¢alismalar yapilmaktadir. UZ-CDY A’nin transgenik bitkilerden
elde edilme olasiligi yagh tohumlarda A6 desaturaz geninin diizenlenmesi ile SDA
ve GLA miktarinin arttirllmast  icin yapilan ilk girisimlerde acikliga
kavusturulmustur. Yapilan calismalarda UZ-CDY A’nin bitkilerde depolanmasi % 40
gibi yiiksek oranlara ¢ikarilabilmistir. Bu tip genetik modifikasyon prosediirleri kolza
tohumu, soya fasulyesi ve diger yagli tohumlara uygulanabilmektedir. Yagh
tohumlarda o6zellikle UZ-CDYA’larin spesifik oranlarda elde edilmesi, bitkisel

kaynaklarm 6zellikle balik yagina alternatif bir {iriin olmasim saglamaktadir. Bunun
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yani sira, tiiketicilerin genetigi degistirilmis iiriinlere olan antipatisi bu ydntemin
yayginlagsmasinda karsilasilan en biiyiik problemdir (Gunstone, 2001; Venegas-
Caleron ve dig., 2010 ). Keten tohumu yag: ile ilgili yapilan bir calismada Primula
vialii’dan elde edilen A6-desaturaz kullamilarak SDA igerigi yiiksek transgenik bir
keten tohumu elde edilmeye calisilmistir. Calisma sonucunda transgenik keten

tohumunun SDA icerigi % 13,4 olarak elde edilmistir (Ruiz-Lopez ve dig., 2009).

Lipaz enzimlerinin enzimatik esterifikasyonunu kimyasal esterifikasyondan farkli
kilan baglica avantaji enzim segiciligidir. Baslica {i¢ tiir lipaz seciciligi vardir, bunlar
pozisyonel secicilik, yag asidi segiciligi ve stereosegiciliktir. Pozisyonel seg¢icilik ve
yag asidi segiciligi, genellikle, sentetik TAG molekiillerinin kismi hidrolizi ve ince
tabaka kromatografisi ile ayrilmasi sonrasinda iiriinlerin ekstraksiyonu ve analizi ile
belirlenmektedir. Diger metotlar ise hidroliz siiresince iiretilen yag asitlerinin gaz
kromatografisi analizi i¢in metil esterlere doniistiiriilmesini icermektedir (Willis ve

Marangoni, 2007).

2.4 Enzimatik Sentezde Kullamlan Lipaz Enzimleri

Lipazlar (EC.3.1.1.3, triacilgliserol agil hidrolaz) hayvansal ve bitkisel yaglarin
normal kosullar altinda tersinir hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Bunun disinda
esterifikasyon, transesterifikasyon gibi reaksiyonlari da katalizlemektedir. Lipazlar
hayvansal, bitkisel ve dogal veya genetik olarak iyilestirilmis mikroorganizmalardan
elde edilebilir. Bunlarin arasindan, kolay iiretilmesi ve pek cok hidrolitik ve sentetik
reaksiyonu katalizlemesinden dolay1 en fazla kullanim alanina sahip olan1 mikrobiyal
kaynakli lipazlardir. Lipaz tarafindan katalizlenmis olan reaksiyonlar dogal
metabolik reaksiyonlara benzemesinden dolay1 kimyasal reaksiyonlara oranla daha
cevre dostu olarak tamimlanirlar. Diisitk aktivasyon enerjileri sebebiyle lipazlarin
katalizledigi reaksiyonlar daha diisiik sicaklik ve nétral pH’larda gerceklesmektedir.
Ayrica reaksiyonlarin enerji gereksinimi diisiiktiir ve lipazlarin iiriin ve substratlara
kars1 aktiviteleri ¢cok yiiksektir. Bu aktivite 6zellikleri sayesinde hem polar hem de
polar olmayan ortamlarda kararli olan ve aym1 zamanda heterojen reaksiyon
sistemlerinde yag-su ara yiizeyinde aktif olan biyokatalizordiirler (Paiva ve dig.,
2000; Marangoni, 2002). Lipazlarin katalizledigi reaksiyonlar ile kakao yagi

ikameleri, diisiikk kalorili yaglar, anne siitii yagina benzer yapilandirilmis
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triacilgliseroller, margarin yaglari, kismi agilgliseroller, modifiye balik yag iirtinleri

ve ¢esitli lipid diriinleri iiretilebilmektedir (Xu, 2000).

Enzimleri kimyasal reaksiyonlardan ayiran en onemli Ozellikleri segicilikleridir.
Lipazlarin segicilik 6zelligi ise enzimin molekiiler 6zellikleri, substratin yapis1 ve
enzimin substrata baglanmasin1 etkileyen faktorler tarafindan kontrol edilir.
Lipazlarin yag asidi seciciligi, tibbi amach gidalar i¢in yag iiretimi ve yagin besin
degerini arttirmak i¢in yag asitleri ile zenginlestirmek amaciyla kullanilmaktadir.
Lipazlarm spesifikligi pozisyon, substrat (yag asidi) ve stereosecicilik olarak ii¢

temel grupta toplanmaktadir (Akoh ve dig., 2002; Hou, 2002; Paiva ve dig., 2000).

2.5 Lipaz Enzimlerinin Segiciligi

Lipaz enzimlerinin segiciliginden yaglarin sagliga faydali olan yag asitleri ile
zenginlestirilmesinde yararlanilmaktadir Lipazlarin bu 6zelligi interesterifikasyon
reaksiyonlarinda kimyasal Kkatalistlere gore biiylik istiinlik saglamaktadir
(Marangoni, 2002). Lipazlarin segiciligi gliserol yapisina istenen yag asitlerinin
bulunmasin1 saglamakta veya istenen yag asitlerinin spesifik pozisyonlarindan
ayrilmasi saglayarak yag asitlerinin konsantrasyonuna yardimci olmaktadir. Sn-2
pozisyonunda uzun zincirli yag asidinin yerlestirilmesi bu yag asidinin emilimini
arirmakta ve dolayisiyla bu yag asidinden viicut tarafindan daha fazla
yararlanilmaktadir. Yapilan caligsmalara gore balik yaginin EPA ve DHA icerigi
Pseudomonas lipaz1 kullanildiginda %80 ve %90 oraninda arttirilabilmektedir.
Lipazlarin ¢ogu spesifik olmayan veya sn -1,3 spesifik enzimleridir. Sn-1,3 spesifik
lipazlar sn-2 pozisyonundaki yag asitlerinin tutulmasim saglarken sn-1,3
pozisyonundaki yag asitlerini degistirirler. Lipazlarin segiciligi reaksiyon tiiriine ve
sartlarina gore degismektedir. Yulaf tohumu lipaz1 gibi baz1 lipazlar sn-3
pozisyondaki yag asitlerinin hidrolizinde sn-1 ve sn-2 pozisyonlarina gore ¢cok daha
secici olup bu pozisyonu cok daha hizli hidrolize etmektedir. Candida parapsilosis
sn-2 pozisyonuna gore daha az secicidir. Lipaz enzimlerinin “pozisyonel se¢iciligi”,
“substrat (yag asidi) seciciligi” ve “stereoseciciligi” gibi li¢ ¢esit seciciligi mevcuttur

(Akoh ve dig., 2002).
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2.5.1 Pozisyonel secicilik

Pozisyonel secicilik, lipaz enzimlerinin TAG molekiiliiniin sn-1,3 pozisyonlarindaki
ester baglarina olan seciciligi seklindedir. Bu durum, sterik engellemeden otiirii
lipazlain TAG  molekiiliniin  sn-2  pozisyonuna etki edememesinden
kaynaklanmaktadir. Sterik engelleme sn-2 pozisyonunda yer alan yag asidinin lipaz
enziminin aktif bolgesine girmesini 6nlemektedir. 1,3- spesifik lipazlarin kullanildigi
bir interesterifikasyon reaksiyonunda ilk olarak TAG, 1,2- ve 2,3-diagilgliseroller
(DAG), ve serbest yag asitlerinin oldugu bir karigim iiretilmektedir. Uzun siireli
reaksiyonlardan sonra ise acil gocii ve TAG molekiiliiniin orta pozisyonunda yer alan
yag asitlerinin  rastgele dagilimma izin veren 1,3-DAG  olusumu
gerceklesebilmektedir. Aspergillus niger, M. miehei, Rhizopus arrhizus, ve Rhizopus
delemar lipazlar1 sn-1,3 pozisyonlarma spesifik lipazlara ornektir (Willis ve

Marangoni, 2007).

2.5.2 Stereosecicilik

Triagilgliserollerde, sn-1 ve sn-3 pozisyonlart sterik olarak farklidir. Cok az lipaz sn-
1 ve sn-3 pozisyonlarindaki baslica esterleri ayirdedebilir. Stereosecici lipazlarin
kullanildig1 reaksiyonlarda, sn-1 ve sn-3 pozisyonlar1 farkli hizlarda hidrolizlenir.
Stereosegicilik lipaz kaynagi ve agil gruplar ile belirlenir ve ara yiizeydeki yag
yogunluguna da bagh olabilir. Ayrica substrat konsantrasyonundaki artis da sterik
engelden dolay1 seciciligi azaltabilmektedir. Ote yandan, zincir uzunlugundaki
farkliliklar lipazlarin seciciligini etkilemektedir. Ornegin, Pseudomonas ve domuz
pankreatik lipazlar, sadece belirli agil gruplarini hidroliz ederek stereosegicilik

gostermektedir (Maragoni, 2002).

2.5.3 Substrat (Yag Asidi) Seciciligi

Lipazlar belirli yag asitlerine, ya da daha genel olarak, bir yag asidi sinifina karsi
secici olabilirler. Bu tiir lipazlar secici oldugu yag asitlerinin gliserit esterlerini
hidrolize ederler (Paiva ve dig., 2000). Lipazlar ayrica yag asidi uzunluguna kars1 da
secicilik gostermekte, uzun, kisa veya orta zincir uzunluguna sahip yag asitlerine
kars1 segici olabilmektedir. Yag asidi seciciligi gosteren lipazlardan olan Penicillium
roquefortii lipaz1 ve prematiir bebeklerdeki gastrik lipazi kisa zincirli yag asidine

kars1 secici olan lipazlardir. Ayrica G. candidum lipaz1 ise cis-9-doymamis yag
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asidine karsi secicilik 6zelligi olan bir lipazdir (Hou, 2002). Domuz pankreatik lipazi
kisa zincirli yag asitlerine karsi secici iken, Penicillium cyclopium ise uzun zincirli
yag asitlerine secici davranmaktadir. Ayrica, A. niger ve Aspergillus delemar
lipazlar1 ise hem orta hem de kisa zincirli yag asitlerine kars1 segicidir. Lipazlarin
yag asidi seciciligi, tibbi gidalar i¢in yapilandirilmis yag iiretmek, ve yaglarin
besinsel ozelliklerini gelistirmek amaciyla spesifik yag asitleri ile zenginlestirmek
icin kullanilmaktadir. Baz1 lipazlarin sahip oldugu yag asidi segiciligi kisa zincirli
yag asitlerinin siit aromasi olarak kullanilmak iizere iiretiminde ve balik yaglarinin
EPA ve DHA gibi yag asitlerince konsantrasyonunun arttirilmasinda ticari olcekte
kullanilmaktadir (Maragoni, 2002; Willis ve Marangoni, 2007). Yapilandirilmis
yaglarin iiretiminde kullanilan bazi lipazlarin substrat ve pozisyonel (regio)

secicilikleri Cizelge 2.3’de gosterilmektedir.

Cizelge 2.3: Secilmis bazi lipazlarin yag asidi ve pozisyonel segicikleri (Yesilgubuk,

2007).
Lipaz Kaynad Yag Asidi Seciciligi Pozisyonel Secicilik (sn)
Mikroorganizmalar
Aspergillus niger K,O,U 1,3>>2
Rhizomucor miehei K>0, U 1, 3>>2
Penicillium roqueforti K, O>>2 1,3
Pseudomonas sp K, O,U 1,3>2
Bitkiler
Kolza (Brassica napus) | K>0, U 1,3>2
Papaya (Carica papaya)
Hayvansal dokular 3
Domuz pankreasi K>0,U

Substrat mol oraniin se¢imi ayn1 zamanda saflastirma maliyeti ve serbest yag
asitlerinin ya da agil vericilerin buharlastirma ve/veya distilasyon ile ayrilmasi ile de
iligkilidir. Bu nedenle, uygun bir substrat mol oran1 se¢mek gerekmektedir (Yang ve

dig., 2003a).

2.6 Enzimatik Sentezlerde Lipazlarim Kullanimi

Dogal kaynaklarin kullanildigi prosesler, cevresel ve sagliksal kaygilardan otiirii
giiniimiizde oldukca tercih edilmektedir. Yapilandirilmis yaglarin enzimatik sentezi
ile lipit modifikasyonu giderek onem kazanan bir konudur. Olduk¢a 1limh reaksiyon
kosullarinda gerceklesen enzimatik interesterifikasyon, kimyasal interesterifikasyona

gore daha az cevresel kirlilige yol agmaktadir. Transesterifikasyon, asidoliz ve
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alkoliz reaksiyonlar1 gibi interesterifikasyon reaksiyonlar ticari olarak tercih edilen
reaksiyonlardir (Bornscheuer ve dig., 2003). YY lerin iiretiminde lipaz kullanilarak
iretilmesinde bircok metot bulunmaktadir. Metotlarin se¢imi kullanilacak olan
substratin cesidine ve iiretilemek istenen YY’nin Ozelliklerine gore secilmektedir.
Transesterifikasyon agil gruplarinin iki ester arasindaki degisimi ile gerceklesirken,
asidoliz bir acil grubunun, bir asit ve bir ester arasindaki transferi seklinde
gerceklesmektedir. Alkoliz ise bir alkol ve bir ester arasinda gerceklesen esterlesme
reaksiyonudur (Marangoni, 2002). Asagida yer alan Sekil 2.2, Sekil 2.3 ve Sekil

2.4’de sirastyla transesterifikasyon, asidoliz ve alkoliz reaksiyonlar1 gosterilmistir.

o LU Sospesilik lipas u o u
LR Rt u —_— U - o 4+ L]
L8] Li] U 0 L
L 0 (0]
U + o + L
L8] L L8

Sekil 2.2: Orta zincirli yag asitlerini iceren TAG ile uzun zincirli yag asitlerini iceren
TAG arasindaki sn-1,3 segici lipaz katalizorliigiinde gerceklesen
transesterifikasyon reaksiyonlar1 (U: Uzun Zincirli Yag Asidi, O: Orta
Zincirli Yag Asidi) (Marangoni, 2002).

u sn-1,3 spesifik lipaz u = o
u 4+ o —_—* u 4 uo4 u
L 0 u

L

Sekil 2.3: Uzun zincirli yag asitlerini iceren TAG ile orta zincirli yag asidi arasindaki
sn-1,3 secici lipaz katalizorliigiinde gergeklesen asidoliz reaksiyonlar (U:
Uzun Zincirli Yag Asidi, O: Orta Zincirli Yag Asidi) (Marangoni,2002).
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OH sa-13spesifik lipaz __ epya  — CDYA — CDYA

A E{JH 4 DYA —* — OH _ — OH CDYA
OH — OH — CDYA — OH
— OH — CDYA — OH
— (ZD"r-\+ — CDYA . — OH
— OH — (DYA — OH

sn-1,3 spesifik lipaz

OH (8] — 0 — OH — OH
B E{)H+E(J—'—()H+—U ., 0O

OH 8] — OH — 0 — OH
— OH — 0 — O
— OH N — 0 + H
— OH — 0 — 0

Sekil 2.4: (A) Gliserol ve coklu doymamis yag asidi arasinda (B) Gliserol ve orta
zincirli yag asidi iceren TAG ararasinda sn-1,3 segici lipaz
katalizorliiglinde gergeklesen alkoliz reaksiyonu (CDYA: Coklu
Doymamis Yag Asidi, O: Orta Zincirli Yag Asidi) (Marangoni, 2002).

Lipaz kullanmlarak gerceklestirilen interesterifikasyon reaksiyonlarimi sicaklik, siire

ve substrat mol orami reaksiyonun verimliligini etkilemektedir. Lipaz aktivitesini

etkileyen onemli faktorlerden birisi de sicakliktir. Genellikle, artan sicaklik miktar
interesterifikasyon hizim da arttirmakta; ancak cok yiiksek sicakliklarda, enzim
denatiirasyonu nedeniyle reaksiyon hizi azalmaktadir. Reaksiyon sicakligini
artirmak acil katilimim arttirabilir, ancak bu katilim asir1 agil gogiine sebep
olabilmektedir (Yang ve dig., 2005). Acil gogii, lipazlarin kullamldigr asidoliz
reaksiyonlarinin sik¢a rastlanan yan reaksiyonlart olarak tanimlanmaktadir. Acil
gbcline ortamda bulunan diagilgliserollerin (DAG) varliginin neden oldugu
belirtilmektedir (Yang ve dig., 2003b). Diger bir ifadeyle acil gogii sn-1 ve sn-3
pozisyonlarinda bulunan yag asitlerinin sn-2 pozisyonuna go¢ etmesi olarak ifade

edilmektedir (Yang ve dig., 2003a; Foresti ve Ferreira, 2010).

Enzimatik reaksiyonlardaki diger bir parametre ise siiredir. Yiiksek katilim oranini
saglamak ve iiretim masraflarin1 minimize etmek icin gerekli olan en kisa reaksiyon
stiresini belirlemek onemlidir (Senanayake ve Shahidi, 1999). Ciinkii uzun reaksiyon
stireleri, acil gociinii de beraberinde getirmektedir (Jennings ve Akoh, 1999). Bu
nedenle, acil gogiiniin en diisiik oranda gerceklesmesi icin genellikle reaksiyon
siireleri kisaltilmaktadir (Marangoni, 2002). Substrat mol orami ise reaksiyon
kosullar arasinda belirlenmesi gereken bir diger parametredir. Yiiksek substrat mol

orani, ekonomik a¢idan maliyeti arttirmasi sebebiyle dezavantaj saglamaktadir.
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Ayrica asir1 substrat mol oran1 reaksiyon dengesini iiriin yoniinde ilerleterek acil
katilimim arttiracaktir (Yang ve dig., 2003a). Bazi lipazlar i¢in, acil verici olan
serbest yag asitlerinin yiiksek konsantrasyonda olmasinin asidoliz reaksiyonlarindaki
lipaz aktivitesinde bir diisiise neden olabilecegi bildirilmistir. Buna sebep olarak
asidoliz reaksiyonlarinda ortamda bulunacak olan fazla miktardaki serbest yag
asitleri nedeniyle lipaz enzimlerinin katalitik bolgesinde bulunan kapagin (“lid”)
acilmas1 gosterilebilir. Bu durum, bazi lipazlarin asidoliz reaksiyonlarindaki diisiik

aktivite gostermesini agciklamaktadir (Yang ve dig., 2003b).

2.7 Yapilandirilnms Yaglarm Uretiminde Kullanilan Uzun Zincirli Coklu

Doymamuis Yag Asitleri (UZ-CDYA)

Coklu doymamis yag asitlerinden omega-3 ve omega-6 ailesi ilyesi yag asitlerinin
tilketimi son derecede Onemlidir. Yapilandirilmis yaglarin sentezinde cesitli yag
asitleri kullanmilmaktadir. Spesifik yag asitlerinin tiim 6zelliklerinden yararlanilarak
istenilen amaca yonelik yapilandirilmis yaglar tiiketilebilmektedir. YY’lerde bulunan
yag asitlerinin TAG molekiiliindeki yeri YY nin fonksiyonel ve fiziksel 6zelliklerini,
metabolizmasimi ve saglik iizerindeki yararlarin1 belirlemektedir. (Akoh ve Kim,
2008). Cizelge 2.4’de ¢oklu doymamis yag asitlerinin yaygin ismi, gosterimi ve

sistematik ismi verilmektedir.

Cizelge 2.4: Gruplara ayrilmis doymamis yag asitleri (Lobb ve Chow, 2008).

Grup Sistematik Isim Gosterim | Yaygm Isim
9,12,15 Octadecatrienoic 18:3(n-3) | a- linolenik
6,9,12,15-Octadekatetraenoik 18:4(n-3) | Stearidonik veya

Omega-3 moroktik
5,8,11,14,17-Eikosapentaenoik 20:5(n-3)
4,7,10,13,16,19-Dokosahekzaenoik 22:6(n-3)
6,9,12,15,18,21- 24:6(n-3) | Nisinik
Tetrakosahekzanenoik
9,12-Octadecadienoik 18:2(n-6) | Linoleik

Omega-6 | 6,9,12-Octadekatroenoik 18:3(n-6) | y- linolenik
8,11,14-Eikosatrienoik 20:3(n-6) | Dihomo-y-

linolenik
5,8,11,14- Eikosatetraenoic 20:4(n-6) | Arasidonik
7,10,13,16-Dokosatetraenoik 22:4(n-6) | Adrenik
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2.7.1 Omega- 3 yag asitleri

Omega- 3 yag asitleri, iki ya da daha fazla c¢ift bag iceren, 18 veya daha fazla
sayidaki karbon atomundan olusan bir yapiya sahiptir. Baglica 6nemli omega-3 yag
asitleri arasinda a-linolenik asit (ALA, C18:3n-3), stearidonik asit (SDA, C18:4n-3),
eikosapentaenoik asit (EPA, C20:5n-3) ve dokosahekzaenoik asit (DHA, C22:5n-3)
yer almaktadir (Gebauer ve dig., 2005). ALA, bitkilerde oleik asitten A12 ve AlS
desaturaz enzimi ile olusmaktadir. Linoleik asit, arasidonik asit ve diger omega-6 acil
tiirlerinin tretilmesinde Oncii metabolit olarak yer almaktadir. Bitki yapraklarinda
bol miktarda bulunmasina ragmen tohum yaglarinda az miktarda bulunmaktadir.
ALA hayvansal dokularda omega-3 yag asidi iiretiminin metabolik onciisii olarak rol
almaktadir (Watkins ve German, 2002 ). Omega-3 ve omega-6 yag asitlerinin

viicutta izledigi metabolik yol Sekil 2.4 *de goriilmektedir.

Omega 3
l e l alsb linolenik asit

- - - Alfa linol asil

Oleik asit. C18:1 — |Linoleik asit. C18:2 e C183-03

l aeDb l A6D

- linolenik asit - - -
C18:3-nb Stearidonik asit,

C18:4-n3

l E l E
Ic)jll;lg gﬂo—g— linolenikc amt:‘ Eikosatetracnoik
<> asit, C20-:4-n3

l ASD lAS D
Arasidonik asit, EPA,
C20:4-n6 C20-5-n3
lE; E.A6D
-2¢
DHA,
C22:6-n3

Sekil 2.5: Omega-3 ve omega-6 yag asitlerinin viicutta izledigi metabolik yol
(Scrimgeour ve Harwood, 2007).

Sekil 2.5’de goriilecegi gibi, ALA viicutta EPA ve DHA’ya metabolize olmaktadir.
ALA, EPA ve DHA’nin viicutta cesitli hiicresel farklilagsmay1 ve biiyiimeyi etkileyen
genlerin ekspresyonunu etkiledikleri; gen transkripsiyonu esnasinda sinyal iletiminde
gorev aldiklari; eikosanoid adi verilen ve birgok hiicresel fonksiyonu etkileyen
metabolitleri olusturduklan bilinmektedir (Gebauer ve dig., 2005). ALA eksikliginde
biiylime geriligi, pullu dermatit, cilt gecirgenliginin artmasi, karaciger yaglanmasi,

bobrek hasarlan ve tireme bozukluklan gibi semptomlar ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica,
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yeni dogan, cocuk ve yetiskinler i¢cin omega-3 coklu doymamis yag asitlerinin

alinmasi onerilen giinliik alim miktar1 0,5-1,6 g arasindadir (Chapkin, 2008).

2.7.2 Omega- 6 yag asitleri

Omega-6 yag asitleri grubundan LA (18:2n-6), ALA ile birlikte bitkilerde ¢oklu
doymamis yag asidi tiretiminde birincil metabolittir. Tohum yaglar1 LA bakimindan
oldukga zengindir (Watkins ve German, 2002). Soya, misir ve ay¢icek yaginda %50
oraninda, kiispe yaginda ise %70’den fazladir (Scrimgeour ve Harwood, 2007).
Yeni dogan, cocuk ve yetiskinler icin omega-6 c¢oklu doymamis yag asitlerinin
alinmasi onerilen giinliikk alim miktar1 4,4-17 g arasindadir (Chapkin, 2008). ALA ve
LA viicutta sentezlenemeyen, bu nedenle diyetle alinmasi gereken yag asitleridir. Bu
yag asitleri “esansiyel yag asitleri” olarak isimlendirilmektedir. Sekil 2.6’dan da
goriilecegi iizere, LA viicutta arasidonik aside (AA) metabolize olmaktadir (Chapkin,
2008; Gebauer ve dig., 2005). Gama-linolenik asit (GLA) (18:3n-6) bir diger onemli
omega-6 yag asitlerindendir. Saghkli viicutta GLA, LA’nin A6-desaturazla
olusturdugu iirtinii olup, viicutta olustuktan sonra hizla dihomo 7y-linolenik aside
(DGLA, 20:3n-6) dontismektedir. Viicut GLA’y1 iltihapla savasabilen ve kanamayi
azaltan eikosanoidleri iiretmek i¢in kullanmaktadir. GLA diyabet, kardiyovaskiiler
rahatsizliklar, egzama, yiiksek tansiyon, kanser, sikleroz, sizofreni, osteoporoz, cilt
hastaliklari, alerji, enflamatuar hastaliklar ve romatit artrit gibi rahatsizliklarda
olumlu etki gosterdigi belirlenmistir (Senanayake ve Shahidi, 1999; Clough, 2001;
Lumor ve Akoh, 2005).

Giiniimiizde vy-linolenik asitin (GLA) besin ve tibbi agidan degerinin anlasilmasi; bu
asitin kaynaklarindan saflastinlmasi, zenginlestirilmesi iizerine olan calismalan
hizlandirmistir. Bu amacla; GLA iceren yaglara, degisik yontemler uygulanarak

GLA 'ca zengin iiriinler elde edilmeye calisilmaktadir (Akova ve Ustiin; 2002).

2.7.3 Omega-3 ve omega-6 yag asitlerinin saghk iizerine etkileri

Son yillarda yapilan calismalara goére omega-3 ve omega-6 CDYA’nin kalp damar
rahatsizliklari, diyabet, bagisilik sistemi rahatsizliklarina ve biiylime ve gelisme
izerine olan olumlu etkileri ispatlanmistir. Omega-3 yag asitlerinin romatit artrit,
astim, sedef hastalig1 ve olas1 agir depresyon gibi enflamatuvar bozukluklarina etkisi

belirlenmistir (Coupland, 2008). Bu gelismeler 1s1ginda Amerikan Kalp Vakfi'nin
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tavsiyesine gore giinlilkk doymamis yag asidi oramin 300 mg olmasi gerektigi
belirtilmektedir. Kalp rahatsizlig1 belirlenmis kisilerde ise bu oran giinliik 1 g olarak

onerilmistir (Coupland, 2008).

Koroner kalp hastaliklarinin olusumunda ilk basamak, damarda plak olusumudur. Bu
plaklar, plazma kolestroliiniin artmasi, “yiiksek yogunluklu lipoprotein”lerin (HDL)
azalmasi, “diisitk yogunluklu lipoprotein’lerin (LDL) artmasi sonucu olugmaktadir
(Karupaiah ve dig., 2005). Omega-3 yag asitleri EPA ‘ya doniiserek kan basinci ile
ilgili fizyolojik bazi fonksiyonlar1 diizenlemektedirler. Damarsal tepki, tuz su
dengesi, renin salim1 ve kan reolojisi gibi 6zellikler bu yag asitlerinin viicuda alimi
ile diizenlenmektedir. EPA ve DHA aritmiyi (diizensiz kalp atis1) engelleyerek,
plazma trigliseritlerini, tansiyonu diisiirerek ve trombosit agregasyonunu diisiirerek,
damarsal aktiviteyi gelistirerek ve inflamasyonu (iltihaplanma) azaltarak
kardiyovaskiiler rahatsizliklara yararl etki gosterebilmektedir (Breslow, 2006; Sacks
and Katan, 2002; Geleijnse ve dig., 2002; Harris ve dig., 2008; Park, 2007). Yapilan
caligmalara gore omega-3 tiiketen orta yas grubu insanlarda kalp damar
hastaliklarinin goriilme oranmininda ve kalp hastaliklar1 nedniyle 6liim oranlarinda
azalma tespit edildigi bildirilmektedir. (Ackman, 2008; Kelley ve Vemuri, 2008;
Chapkin, 2008; Gebauer ve dig., 2005).

Diyabet hastaliginda ise hormonlardaki bozukluk sebebiyle yag asidi metabolizmasi
degismektedir ve sonucunda dislipidemi (kan yagi oranlarinin ozulmasi) ortaya
cikmaktadir. Ayrica ¢oklu doymamis yag asitlerinin sentezinde etkin olan desaturaz
enziminin iiretimi de azalmaktadir (Bhathena, 2008). Omega-3 yag asitleri; plazma
trigliseritlerini ve LDL miktarin1 azaltma ve HDL miktarin1 arttirma o6zelligine
sahiptir. Bu o6zelliklerinden otiirii diyabet hastalarinin tedavisinde kullanmilmaktadir
(Bhathena, 2008; Kahveci, 2005). Yapilan calismalar EPA ve DHA’nin kalp ve
damar hastaliklan ile obezitenin yanisira tip 2 diyabet hastaligini onlemede rol
oynadigimi gostermektedir (Venegas-Caleron ve dig., 2010; Nettleton ve Katz, 2005).
Buna ragmen diyabetli hastalarda lipid metabolizmasinin diizenlenmesi ig¢in
kullanilan fazla miktarda balik yagi insulin ve karbonhidrat dengesini bozucu etkisi

sebebiyle dikkatli kullanilmalidir (Bhathena, 2008; Kahveci, 2005).

Omega-3 ve omega-6 yag asitleri insanlarin normal beyin ve retina gelisimleri i¢in
onemli rol oynamakta ve beyindeki yapisal yaglarda en yaygin bulunan bilesen

olmaktadir. Fetiisiin ihtiyac1 olan omega-3 ve omega-6 yag asitleri, anne karninda
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plasenta yoluyla saglanmakta olup yeterli miktarda omega-3 ve omega-6 yag asidi
tiketmeyen annelerin bebeklerinde neonatal (dogumdan sonraki ilk dort hafta)
gelisim ve bas cevresi bilyiikliigii beklenen seviyelerin altinda kalmaktadir. ALA’nin
iriinii olan DHA beyin gelisimi icin gerekliyken, LA ’nin iiriinii olan AA neonatal
biiytime icin gereklidir (Hamosh, 2008). Omega-3 serisinden olan DHA retina ve
beyin hiicrelerinde yiiksek oranda bulunmakta olup, DHA’nin hiicre membrani
fonksiyonlari, sinir sisteminin gelisimi, fotoreseptor farklilagmasi, gorme pigmeti
olan rodopsinin aktivasyonu, oksidatif strese karsi korunma, cesitli enzimlerin
aktivasyonu ve iyon kanallarinin fonksiyonu iizerine 6nemli etkilerinin bulundugu
bildirilmektedir (Lapillonne ve Jensen, 2009; Brenna ve dig., 2009). CDYA ile
yapilan calismalarda tiiketilen omega-3 ve omega-6 yag asitleri oranimnin bu yag
asitlerinin sagliga etkisi iizerinde 6nemli rol oynadig1 belirlenmistir. Omega-3 yag
asitlerinden ALA viicutta EPA ya doniiserek eikosanoidlerin 6nciil metaboliti olurlar.
Ayni sekilde omega-6 yag asitlerinden LA viicutta ugradigi reaksiyonlar sonucu
eikasanoidlerin bir diger Oncii metaboliti olan AA’ya doniisiir. Omega-6 yag
asitlerinin viicuda fazla alinmast AA asitin artmasina ve dolayisiyla AA’dan
meydana gelen prostaglantinler, tromboksanlar ve 16kotrienler gibi eikasanoidlerin
viicutta fazla miktarda iiretilmesine neden olmaktadir. Bu maddelerin viicutta
cogalmasi damar icinde kanin pihitilasmasina, alerjik problemlere ve inflamatuvar
rahatsizliklara neden olmaktadir. Ayrica, kanin damar i¢inde pihitilagmasi ile cesitli
KVR olusumunu tetiklemektedir. Bu sebeple omega-6/ omega-3 CDY A’nin tiiketim
orant son derece onemlidir. Yapilan cesitli bilimsel calismalarin sonucunda bu
oranin 1-4 (omega-6/ omega-3 ) arasinda olmasi tavsiye edilmekedir (Gomez

Candela, Bermejo Lopez, Loria Kohen, 2011; Simopoulos, 2006).

2.8 Stearidonik Asit

Stearidonik asit (SDA) (all-cis-6,9,12,15-oktadekatetraenoik asit) (C18:4n-3) omega-
3 ailesine ait ¢coklu doymamis bir yag asididir. Yapisinda 18 karbon atomu ve 4 cift
bag bulunmaktadir (Gustone, 2001). SDA, EPA ve DHA’nmin metabolik
biysentezinde ALA A6 desaturaz enzimi vasitasiyla olusan ara metabolittir. Ilk
olarak 1960’larda bitkilerde varlig: tespit edilmis olan SDA’nin giiniimiizde 6nemi
giderek artmaktadir (Coupland, 2008). Sekil 2.6’da stearidonik asidin kimyasal

yapis1 gosterilmektedir.
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Sekil 2.6: Stearidonik asidin kimyasal yapisi (Guil-Guerrero, 2007).

SDA, ALA’nin viicutta izlemis oldugu metabolik yol sirasinda olusan ilk metabolit
olup, insan saghgi acisindan biiyiikk 6neme sahip bir yag asididir. Normal kosullar
altinda, viicutta ALA, SDA’ya daha sonrasinda ise EPA ve DHA’ya doniismektedir
(Sekil 2.5). Yapilan ¢alismalara gére SDA’nin viicutta ALA"ya gore daha kolay bir
sekilde EPA’ya doniisebildigi belirlenmistir (Harris ve dig., 2008). Doniisiim oranint
belirleyen A6-desaturaz enzimi ve bu basamagin iiriinii olan SDA’dir (Harris ve dig.,
2008). LA viicutta A-6 desaturaz i¢in ALA ile yarismakta ve bu sebeple de ALA’nin
EPA’ya doniisiimiinii sinirlamaktadir (Zhang ve dig., 2008). Doniisiimii engelleyen
veya kisitlayan diger sebepler ise A6-desaturaz enziminin aktivitesinin diisiik olmasi
veya enzimin inaktif olmasidir (Clough, 2001). Buna neden olarak kolesterol,
doymus yag asitleri, tekli doymamig yag asitleri ve trans yag asidi aliminin yiiksek
olmasi, yiiksek alkol ve seker tiiketimi, diyabet, yashlik, yiiksek tansiyon, egzema,
stres, sigara icimi, B6 vitamini ve ¢inko eksikligi gibi etmenler gosterilmektedir

(Clough, 2001).

SDA wuzun zincirli omega-3 yag asitleri gibi saghig koruyucu ozellikler
gostermektedir (Ruiz-Lo’pez, 2009). Stearidonik asidin insan sagligina olumlu
etkileri ile ilgili yapilan calismalarda, SDA’nin bazi kanser tiirlerine (gogiis ve
kolon), cilt rahatsizliklarina, kardiyovaskiiler rahatsizliklara, hipertrigliseridemiye,
romatit artrite (iltihapli romatizma), kaseksi ve anoreksiyaya olumlu etkileri oldugu

tespit edilmistir (Clough, 2001).

Harris ve dig.’nin (2008) yapmis oldugu ¢calismada EPA ve SDA ile zenginlestirilmis
soya yagimin kandaki EPA ve DHA (toplam omega-3 indeksi) iizerine etkisi
karsilastirilmistir. Calismanin sonunda SDA ile zenginlestirilmis soya yag tiikketen

grubun omega-3 indeksini digerlerine gore daha cok yiiksellttigi belirlenmistir. Bu
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caligmaya gore SDA’min balik yagina alternatif bir kaynak oldugu ve

kardiyovaskiiler rahatsizliklar tizerinde etkili oldugu tespit edilmistir.

Mevcut epidomilojik ve deneysel ¢alismalarin sonucunda SDA’nin g6giis, kolon ve
prostat kanseri riskini azalttigim1 gostermektedir (Gebauer ve dig., 2005). Yapilan bir
bagka calismada kanser hiicrelerinin oleik asit, ALA ve SDA inkorporasyonu ve
hiicrelerdeki metabolik aktivite incelenmistir. NIH-3T3 olarak adlandirilan kanser
hiicreleri 4 giinliik periyot sonunda ALA karsisinda az miktarda artis gostermis ancak

SDA varliginda yogun bir sekilde inhibisyona ugramistir (Guil-Guerrero, 2007).

Yapilan caligmalarda kronik iltihaplanmanin 6nlenmesinde EPA’nin biiyilk 6nemi
oldugu ispatlanmistir (Camuesco ve dig., 2006). SDA’nin viicutta EPA’ya doniiserek
iltihaplanmalara sebep olan metabolitlerin iiretilmesini engelledigi belirlenmistir

(Coupland, 2008).

2.8.1 Stearidonik asit kaynaklari

SDA soguk su baliklarinin yaginda, mikrobiyal yaglarda, baz1 bitki tohumlarinda,
genetigi degistirilmis bitkilerde bulunmaktadir (Coupland, 2008; Guil-Guerrero ve
dig., 2001).

Soguk su baliklari

SDA, soguk su baliklarinin toplam yag asitlerinin yaklastk % 4’i

oranindabulunmaktadir. Cizelge 2.5’de soguk su baliklarinin icermis oldugu CDY

profilleri verilmektedir.

Cizelge 2.5: Balik yaginda bulunan ¢oklu doymamis yag asitleri (Coupland ve
Hebard, 2002; Guil-Guerrero., 2007).

Yag Ringa Balig1 Sardalya Ton | Herring | Uskumru | Somon
Asidi Baligi

18:4 n-3 2,1 4,7 0,8 3,0 1,3 1,4
20:3 n-3 0,2 2,0
24:4 n-3 1,7 0,5 2,0 0,7 4,0 2,0
20:5n-3 16,7 7,4 6,9 9,0 11,5 3,2
22:5n-3 1,9 0,6 2,2 0,6 1,8 5,1
22:6 n-3 7,0 5,2 19,7 4,0 15,1 5,2

Cizelge 2.5’den goriildiigii tizere soguk su baliklart EPA ve DHA igerigi bakimindan
zengin olsa da SDA bakimindan zengin bir igerige sahip degildir. Bu sebeple soguk
su baliklar1 SDA kaynag olarak degil EPA ve DHA kaynagi olarak goriilmektedirler
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(Harris ve dig., 2008; Guil-Guerrero., 2007). Bunun yanisira SDA kaynagi ve hatta
omega-3 kaynagi olarak baliklarla ilgili sorunlar artmaktadir. Giiniimiizde mevsimsel
farkliliklar, cevre kirliligi, diinya balik stoklarinin giderek azalmasi, vejeteryan
tilketimin artmasi, ekonomik sebeplerden dolayi tiiketicilerin tercihi edememsi gibi
nedenlerden dolay1 balik tiiketimi azalmaktadir. Bu sebeple omega-3 yag asitleri
bakimindan zengin bitkisel kaynaklara egilim artmaktadir. Giinlimiizde balik yagina
alternatif kaynak arayisi ve yeni {riinlerin gelistirilmesi yoniinde caligmalar

yapilmaktadir (Coupland, 2008; Miller, 2008; Guil-Guerrero., 2007).

Algler

Mikro ve makro algler icermis olduklart SDA oranina gore, kayde deger oranda
palmitik asit ve EPA icermektedir. Mikroalglerden Isochrysis %26 SDA igerigi ile en
iyi SDA kaynagidir. Makroalglerden ise Scytosiphon lomentarius ve Micelophycus
tirleri yitksek SDA igerigine (sirasiyla, %18,8 ve %?20,1) sahiptir. Ancak
makroalglerde bulunan SDA miktar1 yiiksek olmasina ragmen sahip olduklar1 yag
miktarinin  ¢ok diisiik olmas1 sebebiyle 1iyi birer SDA kaynagi olarak

goriilmemektedirler (Guil-Guerrero, 2007).

Yagh tohumlar

SDA’nin bulundugu az sayida aile bulunmaktadir. Bu aileler; Aracauriaceae,
Boraginaceae, Caryophillaceae, Cannabinaceae, Primulaceae, Saxifragaceae ve
Loasaceae’dir. (Guil-Guerrero., 2007). SDA, Boraginaceae ailesine ait Echium
tiirleri, (E. vulgare L.), kenevir tohumu (Cannabis sativa L., Cannabaceae) (%2-%3
oraninda) ve frenk iiziimii tohumunda (Ribes nigrum L., Grossulariaceae) (2%

oraninda) bulunmaktadir (Berti ve dig., 2007; Stolyhwo ve Mol, 2007).

SDA frenk iiziimii (Ribes nigrum) tohumunda az miktarda bulunmaktadir. SDA,
frenk liziimii suyu iiretiminde yan {iiriin olarak elde edilen frenk iiziimii tohumundan
elde edilmektedir. Frenk iiziimii tohumu %?2-4 arasinda SDA icermektedir

(Coupland, 2008; Stolyhwo ve Mol, 2007).

Kapali tohumlar arasinda SDA kaynagi olarak Boraginaceae en uygun aile olarak
goriilmektedir. Yapilan c¢alismalar sonucu bu aileye ait tiirlerin birkacinin
tohumlarmin ekstraksiyona uygun oldugu tespit edilmistir. SDA, dogada bulunan

bitki tohumlarmin yam sira genetigi degistirilmis bitkiler yolu ile de elde
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edilebilmektedir. Genetigi degistirilmis (GD) tohumlar diisiik maliyette SDA kaynagi
olmalarma ragmen, GD iirlinlerin tiiketici talebiyle ilgili ciddi problemleri
bulunmaktadir. Bu sebeple olarak Echium vulgare gibi SDA igeren bitki tohumlari
iyi bir kaynak olmaktadir (Berti ve dig., 2007; Coupland, 2008 ). Tohumlu
bitkilerden ozellikle engerek otu tiirleri zengin SDA icerigi, hizli gelisimi, ¢ogu
yerde yetisebilmesi ve yenilenebilir bir kaynak olmasi bakimindan giiniimiizde en

cok ilgi duyulan ve arastirilan bitkilerdendir (Guil-Guerrero, 2007).

2.9 Engerek Otu (Echium vulgare)

Hodangiller (Boraginaceae) ailesine ait olan Echium cinsi bitki, lilkemizde “engerek
otu” olarak bilinmektedir. Boraginaceae diinyada tropikal ve iliman bolgelerde
bulunan 100 cins ve 2000 tiirden olusan bir aile olup, bu aileye mensup bitkiler tek
yillik, iki yillik ve ¢ok yillik otlar, nadiren cali ve agaglardir ve tipik olarak kalin
trikomlar ile kaphdir (Ozcan, 2008). Tiirden tiire farklilik gostermekle birlikte,
engerek otu genel olarak 70 ile 120 cm arasinda bir boya sahiptir (Berti ve dig.,
2007). Avrupa’da yetisen 30 farkl: tiirden en fazla bilinen iki tanesi E. vulgare ve E.
lycopsis olan engerek otu, basta Madeira, Kanarya ve Asor adalan olmak iizere
Akdeniz Bolgesi dahilinde yaygin olarak bulunmaktadir (Url-1). Engerek otu (E.
vulgare) Tirkiye’de dogal olarak yetismektedir. Habitati orman altlari, bugday,
nohut, tek yillik yem bitkileri ve aycicegi tarlalaridir. Bu sebeple istilac1 bitki olarak
da tamimlanmaktadir (Yildirim ve Ekin, 2003). Cevre ve Orman Bakanlig1 verilerine
gore engerek otu Kirklareli, Edirne, Istanbul, Bursa, Bolu, Kastamonu, Sinop,
Samsun, Giresun, Erzurum, Corum ve Ankara'da yaygin olarak bulunmaktadir.
Cesitli bolgelerde yetisen engerek otunun 9 farkh tiirii oldugu da belirtilmektedir. Bu
bitki iizerine Orta Anadolu Bolgesi’'nde yapilan bir ¢aligmada 9 tiiriin tamaminin da
varligi saptanmistir. Bunlardan E. italicum L. ve E. vulgare L. daha yaygin olmak
tizere Afyon, Edirne, Ankara, Cankiri, Eskisehir, Isparta, Konya, Kirsehir, Nevsehir,
Nigde, Sivas ve Yozgat illerindeki tarim alanlarinda engerek otu varligi tespit
edilmistir (Yildinnm ve Ekim, 2003). Trakya Bolgesi’'nde yaygin olarak bulunan E.
vulgare, Hodangiller ailesinden diger dort tiir ile birlikte bu bolgede, aricilikta sahip
oldugu potansiyel il 6n plana ¢ikmaktadir (Sirali ve Deveci, 2002). Sekil 2.7°de

Echium vulgare bitkisi gosterilmektedir.
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Sekil 2.7: Echium vulgare bitkisi.

Engerek otu ge¢misten bugiine halk arasinda cesitli sekillerde kullanilmistir.
Ozellikle atlara ve domuzlara karsi zehirli etkiye sahip oldugu bilinen bitkinin
yapraklariin ele siiriilmesi, ¢ignenmesi veya cayinin i¢ilmesi akrep, yilan ve bocek
gibi zehirli hayvanlarin insanlara yaklagsmasini énlemis ve bu hayvanlarin 1siriklarini
tedavi etmek icin kullamilmistir. Bitkinin kokii ise, kaynatilarak veya direkt olarak
tilketildiginde kalp carpintisi ve heyecanina iyi geldigi, iiziinti ve bunalimi
gidermede yardimci oldugu belirtimisir.  Ayrica, halk arasinda, diiiretik ve
sakinlestirici olarak bilinmesi ile birlikte, bas agrisimin, sinirlilik halinin ve

iltihaplanmalarin tedavisinde de kullanilmistir (Url-2).

Engerek otu yagi sahip oldugu omega-3 ve omega-6 oraniyla diger bitki yaglarina
gore benzersiz bir yagdir. Engerek otu yagi, ilag sanayinde ekzama gibi cilt
rahatsizliklarinin tedavisinde ve diger bazi cilt rahatsizliklarinin tedavisinde
kullanilma potansiyeline sahiptir. Ayrica kozmetik ve kisisel bakim sanayinde de
kullanilmaktadir.  Yapilan caligmalarda engerek otu yaginin topikal uygulamasi
sonucu cilt kirigikliklarint azalttigi, cildi giines 1s181n1n zarali etkilerinden korudugu
ve nemlendirdigi tespit edilmistir. Amerika’da piyasada engerek otu yagi igeren krem
ve bakim {lriinleri bulunmaktadir. Diinya capinda yabani bir bitki olarak bilinen
engerek otunun Avrupa ve Ingiltere’de tarimi yapilmaktadir (Berti ve dig., 2007).
Engerek otu yagi, bazi kanser tiirleri, kalp rahatsizliklari, hipertrigliseridemi, cilt
rahatsizliklart gibi balik yagindaki CDYA tedavisinde etkili oldugu hastaliklarda
etkin olmasi sebebiyle balik yagina alternatif bir yag olarak da ongoriilmektedir

(Coupland, 2008).
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2.10 Engerek Otu (Echium vulgare) Tohum Yag ve Ozellikleri

Echium bitkisinin tohumundan elde edilen yag Ozellikle coklu doymamis yag
asitlerince zengin, cok degerli bir yagdir. Echium tiirlerinin yag miktarlan
birbirinden farklilik gostermektedir ve literatiirde farkli tiirler arasinda, bitki
tohumunun yag oraminin, E. fastuosum’dan E. plantagineum’a, % 7,10’dan %
23,65’e kadar degistigi belirtilmektedir. Cizelge 2.6’da farkli Echium tiirlerinin yag

icerikleri gosterilmistir

Cizelge 2.6: Farkli Echium tiirlerinin yag miktarlar1 (Guil-Guerrero ve dig., 2001).

Echium tiirleri Yag miktari, %
E. plantagineum 23,65
E. giganteum 11,99
E. aculeatum 17,07
E. triste 19,88
E. leucophaeum 17,82
E. wildpretti 17,21
E. simplex 10,04
E. virescens 10,89
E. vulgare 15,26
E. sventenii 7,25
E. fastuosum 13,68
E. nervosum 20,47
E. candicans 10,51
E. acanthocarpum 15,07
E. onosmifolium 18,65
E. callithyrsum 17,83
E. hierrense 20,42
E. auberianum 17,31
E. decaisnei 13,38
E. strictum 17,83

Echium vulgare ise dogada yabani olarak yetisen bir tiir olup, yag icerigi yaklasik
olarak %?20’dir. Echium cinsi bitkilerin tohum yaglarinin yag asidi kompozisyonlari
Cizelge 2.7°de verilmektedir. Cizelge 2.7°den de goriildiigii iizere, Echium vulgare
yiikksek oranda ALA, SDA ve GLA icerigi bakimindan one ¢ikmaktadir. Echium
vulgare icermis oldugu coklu doymamis yag asitleri bakimindan hayvansal
kaynakalara alternatif bitkisel bir kaymak olarak goriilmektedir (Guil-Guerrero ve
dig., 2001).
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Cizelge 2.7: Echium tiirlerinin yag asidi profili (Guil-Guerrero, 2007; Guil-Guerrero
ve dig., 2001).

Yag asidi, %
Engerek otu | 16:0 | 18:0 | 18:1n-9 | 18:2n-6 | 18:3n-6 | 18:3n-3 | 18:4n-3

tirleri (LA) (GLA) | (ALA) | (SDA)
E. asperrimus 7,7 | 2.8 14,7 16,3 9,6 35,3 11,1
E. boissieri 55 | 2,3 14,7 8,6 5,5 47,1 14,3
E. creticum 5,6 3,0 8,2 14,3 9,7 42,7 14,7
E. italicum 8,0 | 3,0 17,0 11,0 8,0 39,0 12,0

E. lusitanicum 6,7 | 2,5 16,4 16,4 10,9 33,3 12,3
E. plantagineum | 7,0 | 4,0 17,0 15,0 10,0 34,0 13,0

E. rubrum 8,0 | 2,0 8,0 20,0 14,0 34,0 15,0
E. russicum 57 | 24 14,4 22,6 15,8 26,6 10,6
E. sabulicola 55 | 24 8,0 16,3 10,9 40,4 14,7
E. fastuosum 7,5 3,0 9,7 16,2 23,8 25,5 10,9
E. flavum 63 | 2,1 21,1 24,2 8,4 32,2 3,1
E. humile 7,3 3,9 17,2 24,4 7,9 31,2 5,9
E. vulgare 74 | 25 11,1 21,2 11,7 34,1 9,7

Echium vulgare’nin yag asidi kompozisyonu yetistigi bolgeye gore degisiklik
gostermekle birlikte; % 10-12 arasinda SDA, %10-12 civarinda GLA ve % 30-40
oraninda ALA, % 20-25 arasinda LA icermektedir (Czaplicki ve dig., 2009).

Echium bitkisinin farkli tiirlerinin tohumlart GLA ve ALA bakiminda zengin
olmakla beraber, bu bitkiye olan ilginin artmasinin asil sebeplerinden biri de tohum
yagimin yiiksek oranda stearidonik asit icermesinden kaynaklanmaktadir.
Giintimiizde SDA icerigi yiiksek tohum kaynakli tek yag Boraginaceae ailesine ait

Echium cinsi bitkiden elde edilen yagdir (Ruiz-Lopez ve dig., 2009).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1 Malzeme

Tez calismasinda kullanilan, iilkemizde engerek otu olarak bilinen, Zeytinburnu
Belediyesi Tibbi Bitkiler Bahcesi ve Trakya Universitesi Biyoloji Boliimii tarafindan
Echium vulgare olarak tamimlanan engerek otu bitkisi Edirne’nin farkli
bolgelerindeki dogal ortamindan toplanmistir. Echium vulgare toplandiktan sonra
kurutularak tohumlar ¢ikarilana kadar oda sartlarinda bekletilmistir. Zeytinyag: yerel
marketlerden, immobilize 1,3 spesifik lipaz enzimi olan Lipozyme® TL IM Novo
Nordisk A/S (Bagsvaerd, Danimarka) firmasinin Tiirkiye temsilcisi olan Novozyme
Tiirkiye tarafindan temin edilmistir. Uriin spesifikasyonunda Lipozyme® TL IM
enziminin aktivitesi 250 TUN/g olarak belirtilmistir. ince tabaka kromatografisinde
(TLC) kullanilan 20x20 cm boyutundaki, yiizeyi silikajel G ile kapli cam plakalar a
Merck (Whitehouse, NJ) firmasindan, kullamlan c¢ozgenler ise J.T. Baker
(Phillipsburg, NJ) firmasindan satin alinmistir. Deneysel ¢alismalarda kullanilan tim
¢cOzelti ve kimyasallar kromatografik ve/veya analitik safliktadir. Sekil 3.1°de

Echium vulgare bitkisi gosterilmektedir.

Sekil 3.1: Toplanan Echium vulgare bitkileri.

3.2 Yontemler

Deneysel calismada oncelikle Echium vulgare tohumlarindan yag eldesi ve elde

edilen yagin karakterizasyonu icin asit sayisi, kirilma indisi, sabunlasma sayis1 ve
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yag asidi kompozisyonu tayinleri yapilmistir. Daha sonra ise asidoliz reaksiyonlari

ile yapilandirilmis yag eldesi ve bu yagin karakterizasyonu gerceklestirilmistir.

3.2.1 Echium vulgare tohumlarimin cikarilmasi

Echium vulgare bitkisinin tohumlar1 ana govdeden ayrilan saplar {izerinde, dikensi
tiiyler ile kapli mizrak seklinde yapraklar arasinda, ufak kesecikler icerisinde
bulunmaktadirlar. Bitki kurutulduktan sonra, ii¢ koseli karakteristik bir yapiya sahip
olan tohumlar ayrilmis ve yagi ekstrakte edilmeden once —18 °C’de saklanmistir.

Sekil 3.2’de tohumlarinin ayrilmasi asamalart gésterilmektedir.

Sekil 3.2: Echium vulgare tohumlarinin ¢ikarilma asamalart.

3.2.2 Echium vulgare tohumlarindan yag eldesi

Engerek otu tohumundan yag eldesi i¢in geleneksel Soxhlet ekstraksiyon yontemi
kullanilmis ve ekstraksiyon hekzan varliginda gerceklestirimistir. Ogiitiilen engerek
otu tohumlarindan 15 gr tartilmis ve Soxhlet ekstraksiyonu ile 6 saat siire
ekstraksiyona tabii tutulmustur. Daha sonra ¢6zgen doner buharlastiricida kuruluga
kadar ucurulmustur (Bolat, 2009). Elde edilen yag kahverengi siselere aktarilarak
derin dondurucuda —18 °C’de saklanmistir. Yag miktar1 asagidaki formiile gore

hesaplanmigtir.

. Yagagrhi
% yag=————*100
Croek agirhs (3.1)

Burada;
Yag agirhigi= Ekstraksiyon sonucu elde edilen yagin agirligi (g)

Ornek agirligi= Ekstraksiyonda kullanilan tohum agirhig (g)
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3.2.3 Substrat karakterizasyonu
Asitlik tayini

Echium vulgare tohum yaglarinda ve zeytinyaginda asitlik tayini “TS EN ISO 660
Hayvansal ve Bitkisel Kati ve Sivi Yaglar — Asit Sayis1 ve Asitlik Tayini
standardina” gore yapilmistir. Bu yonteme goére numune titrasyondan 6nce notralize
edilmis etanol-dietil eter ¢ozeltisi icinde c¢ozillir ve 0,1 N etanollu potasyum

hidroksit ¢6zeltisi ile titre edilir (TSE, 2010).
Serbest yag asitligi %agirlik cinsinden asagidaki formiile gore hesaplanir:

M 100 VxcxM
VXeX——X—=——
1000 m 10xm (3.2)

Burada:

V = Etanollii potasyum hidroksit sarfiyati (ml)

¢ = Ayarl etanollil potasyum hidroksit ¢ozeltisinin derigimi (N),
M = Oleik asidin molekiil agirlig ( 282)

m = Numune miktari (g)

Kirilma indisi tayini

Engerek otu tohumlarindan elde edilen yagin kirilma indisi Abbe refraktometresi ile

(Veb Carl Zeiss Jena, Model G) oda sicakliginda 6l¢iilmiistiir.

Sabunlasma sayisi tayini

Echium vulgare yag1 ve zeytinyaginda sabunlasma sayisi tayini “AOAC 920.160
Kat1 ve S1vi Yaglarin Sabunlagma Sayis1 Resmi Metoduna gore yapilmistir. Alkollii
potasyum hidroksit eklenen numune geri sogutucu altinda tamamen sabunlasana
kadar kaynatilir ve daha sonra HCl ile titre edilir (AOAC, 2000). Sabunlagsma sayisi
asagidaki formiile gore hesaplanir:

28,05 x (B — )
numurne, g (3.3)

Sabunlasma sayisi —

B = Tanik icin harcanan 0,5 N HCI miktar1 (ml)

S = Ornek icin harcanan 0,5 N HCI miktar1 (ml)
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3.2.4 Echium vulgare tohum yagindan serbest yag asitlerinin eldesi

Engerek otu yagindan serbest yag asitlerinin (SYA) eldesinde Senanayake ve Shahidi
(1999)’nin uyguladigi yontem kullanilmistir. Bu yonteme gore 25 g yag, 5,75 g
KOH, 11 ml su ve 66 ml % 95’lik sulu etanol (hacim/hacim) karisimi kullanilarak 1
saat boyunca 60 °C’de geri sogutucu altinda sabunlagtirilmistir. Siire sonunda
karistma 50 ml distile su eklenmis ve ortamdan sabunlasmayan maddelerin
uzaklastirilmast i¢in, karistma ayirma hunisinde iki kez 100 ml hekzan ilave
edilmistir. Sabunlasan kismi iceren sulu fraksiyon 3 N HCI ile pH=1 olana dek
asitlendirilmistir. Daha sonra karisim ayirma hunisine alinmis ve aciga cikan yag
asitleri 50 ml hekzan ile ekstrakte edilmistir. Hekzan fazi susuz sodyum siilfat ile
kurutulduktan sonra doner buharlagtincida 40°C’deki su  banyosunda
uzaklagtirilmistir. Elde edilen engerek otu SYA kullanimina kadar -18°C’de

saklanmuistir.

3.2.5 Asidoliz reaksiyonu

Zeytinyag ile engerek otu yag1 serbest yag asitleri arasinda gerceklestirilen asidoliz
tepkimeleri 100 ml’lik balonlarda gergeklestirilmis olup, tepkimede kullamilan
karistm 5 ml hekzan, cesitli substrat oranlarinda zeytinyagi ve engerek otu
SYA’larini icermistir. Substrat mol oram (yag asitleri/ zeytinyagi) 4:1-6:1 arasinda,
reaksiyon sicakligi 55-65°C arasinda; reaksiyon siiresi 6-9 saat araliginda ve
kullanilan toplam substrat miktarinin %10’u kadar Lipozyme® TL IM ilavesiyle
asidoliz tepkimeleri gerceklestirilmis ve stearidonik asidin zeytinyagina katilma
oranlar belirlenmistir. Tepkimelerin tamami 200 rpm calkalama hizina ayarlanmis
olan calkalamali su banyosunda 2’ser paralel olacak sekilde yiiriitiilmiis ve

hesaplamalarda elde edilen sonuglarin ortalama degerleri alinmistir.
3.2.6 Uriin Analizi

Ince tabaka kromatografisi ile analiz

Asidoliz reaksiyonu sonunda elde edilen {iiriinler susuz sodyum siilfat kolondan
gecirilerek icerdikleri enzim ve nemin uzaklastirilmasi saglanmistir. Daha sonra
iriinler azot gazi altinda konsantre edilmistir. Silikajel kapli TLC plakalar1 110
°C’deki etiivde 1 saat boyunca sartlandirilmistir. 50 pL. reaksiyon iiriini Silikajel

kapli 20x20 cm boyutundaki TLC plakalarina uygulanmis ve plakalar, petrol eteri:
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dietil eter: asetik asit (80:20:0,5 hacimce) ¢ozgen sisteminin yer aldigi tanka
yerlestirilmistir. Plaka ¢dzgen sistemiyle gelistirildikten sonra plakalar {izerine 2,7-
diklorofloresinin metanoldeki % 0,2°lik ¢ozeltisi piiskiirtiilmiis ve goriiniir hale gelen
triacilgliserol (TAG) band:1 plakadan kazinarak tiiplere alinmistir (Sahin Yesilcubuk
ve Karaali, 2008).

Yag asidi metil esterlerinin hazirlanmasi

TLC plakalarindan kaziman TAG bantlarin1 iceren test tiiplerine metanol ile
hazirlanmis %6’ lik HCI ¢ozeltisinden 3 ml ve C17:0 i¢ standardindan (10 mg/ml) 40
pl ilave edilerek, tiipler 1 dakika siireyle tiip kanistiricida karigtirilmistir. Daha sonra,
karistmi1 iceren tiipler 75°C’deki etiivde 2 saat bekletilerek yag asitlerinin
metillenmesi saglanmistir. Siire bitiminde etiivden alinan tiipler tizerine iki kez 2 ml
hekzan ve 0,1 M KCI ¢ozeltisi eklenerek yag asidi metil esterleri (YAME) ekstrakte
edilmisti. ' YAME susuz sodyum siilfat kolondan gegirilerek icerdigi nem
uzaklastinnlmis ve icerdigi hekzan miktar1 0,5 ml oluncaya kadar azot gazi altinda

ucurulmustur (Jennings ve Akoh, 1999).

Yag asitlerinin gaz-sivi kromatografisi ile analizi

Metillendirme islemini takiben tepkimelerde kullanilan substratlarin ve reaksiyon
riinlerinin yag asidi kompozisyonlart kapiler gaz-sivi kromatografisi (GSK)
yontemi ile AOAC 969.33 metodunu kullanarak belirlenmistir. Bu amagla,
Thermoquest marka Trace GC 2000 model GSK kullanilmis olup, analizde 30 m
uzunluga sahip kapiler ZB wax (Bellaforte, PA) kolonu kullamlmistir. GSK

cihazinin kosullar1 ve kullanilan kolonun 6zellikleri Cizelge 3.1°de verilmistir.

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

Dedektor tipi ve sicakhigi Alev iyonizasyon dedektorii, 260°C
Enjektor sicakhigi Dagitmali mod, 250°C
Dagitim akis hizi: 116 ml/dk.
Dagitim orani: 77
Helyum akis hizi 1,5 ml/dak
Firin sicakhig1 (Programh 1. asama 150°C (3 dk)
calisma) 2. asama 5°C/dk ile 225 °C
3. asama 225°C (5 dk)
Kolon tipi 30 m uzunlugunda, 0.25 mm i¢ ¢aph 0.25
um film kalinliginda kapiler kolon
Enjeksiyon miktari 2 ul
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Analiz sonuglar1 yag asidi metil esterlerinin % mol miktarlar1 olarak belirlenmis ve
bunun icin C 17:0 i¢ standardi kullamilarak bilgisayar programi yardimiyla

hesaplamalar yapilmistir.
Yag asitlerinin sn-2 pozisyonel analizi

Asidoliz tepkimeleriyle iiretilen yapilandirilmis yaglarin sn-2 pozisyonunda bulunan
yag asitlerinin kompozisyonunun belirlenmesi icin ilk olarak, TLC plakalarindan
kazinan TAG bantlar iizerine 2 ml Tris tamponu (1,0 M), 0,5 ml safra tuzu ¢ozeltisi
(% 0,05) ve 2 ml kalsiyum kloriir ¢ozeltisi eklenerek 2 dakika stireyle tiip karistici ile
karistinlmistir. Daha sonra, karisimi igeren test tiiplerine 40 mg pankreatik lipaz
enzimi eklenip 40°C’deki su banyosunda 3 dakika bekletilmistir. Su banyosundan
alman tiipler 2 dakika tiip karistiricida kanistirtlmistir. Reaksiyonun sonlandirilmasi
icin tiiplerdeki karistma 1 ml HCl (6 N) eklenerek 4 ml dietil eter ile ekstrakte
edilmistir. Santrifiij islemi sonrasi test tiiplerindeki iist faz alinarak sodyum siilfat
kolondan gecirilmis, hacminin 1/3’iine kadar azot gazi altinda konsantre edilmistir.
Tiiplerde kalan karisim TLC plakalaria spotlanarak hekzan: dietil eter: formik asit
(60:40:1,6, hacimce) c¢ozgen sistemiyle gelistirilmistir. Sonraki asamada, TLC
plakalart tizerine 2,7-diklorofloresinin metanoldeki % 0,2’1ik c¢ozeltisi piiskiirtiilerek
2-monoagilgliserol (2-MAG) bantlar1 goriiniir hale getirilmistir. 2-MAG bandin TLC
ile aymminda standart olarak 2-monoolein kullanilmistir. 2-MAG bantlar spatiil
yardimiyla plakalardan kazinarak test tiiplerine aktarilmis ve daha once belirtilen
yontem ile yag asidi metil esterleri hazirlanip, GSK ile analizlenmistir (Pina-

Rodriguez ve Akoh, 2009).
Tepki-yiizey yontemi ile deneysel tasarim

Zeytinyag1 ve engerek otu tohum yagi serbest yag asitleri kullanilarak CDYA ile
zenginlestirilmis yapilandirilmis yaglarin iiretiminde kullanilan enzimatik asidoliz
rekaisyonlart iizerinde “substrat mol orami” (yag asitleri/ zeytinyagi), “reaksiyon
sicakligr”, “reaksiyon siiresi”nin etkisinin incelenmesi amaciyla tepki-yiizey
yonteminden yararlamlmigtir. Tepki olarak ise stearidonik katilimi (% mol)
secilmistir. Bagimsiz degiskenlerin deger araliklarinin se¢iminde hem 6n deneme
sonu¢larindan hem de literatiirde verilen degerlerden yararlanilmistir. Bagimsiz

degiskenlerin seviyeleri ve degerleri Cizelge 3.2°de verilmektedir.
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Cizelge 3.2: Merkezil Bilesik Deney Tasarimi i¢in kullanilan degiskenler (faktorler)
ve seviyeleri.

Kullanilan seviyeler
Bagimsiz degiskenler Semboller
-0 -1 0 +1 +a,
Reaksiyon sicakligi (°C) T 51,5 | 55 60 65 68,4
Reaksiyon siiresi (saat) t 5 6 7,5 9 10
Substrat mol orani Sr 3.3 4 5 6 6.7
(mol/mol)

Uriiniin gram diizeyinde iiretimi

Tepki Yiizey Yontemi ile elde edilen izdiisiim grafikleri yardimiyla belirlenen ve
elde edilen modelin dogrulugunun incelendigi kosullarda yapilandirilmis yaglarin
biiyiik olcekte iiretimi (yaklagik 40 kat arttirilarak) gerceklestirilmistir. Buna gore,
reaksiyonlar 250 ml’lik cam balon kullanilarak calkalamali su banyosunda
(Memmert, Almanya) reaksiyon sicakligi 55°C, reaksiyon siiresi 8,4 saat ve substrat
mol oran1 6 mol/mol olan reaksiyon kosullarinda gergeklestirilmistir. Biiyiik olcekte
tiretim igin kullanilan zeytinyagi miktar1 250 mg’dan 9,44 gr’a yiikseltilmis;
kullanilan engerek otu tohumu yagi SYA miktar ile enzim ve hekzan miktarlar1 da

zeytinyag1 miktar ile orantili olacak sekilde arttirilmistir.

3.2.7 Reaksiyon iiriinlerinden serbest yag asitlerinin uzaklastirilmasi

Yapilandirilmis yaglarin biiyiik Olcekte iiretiminden sonra elde edilen reaksiyon
karisimindan serbest yaglarin uzaklastirilmasi i¢in Lee ve dig. (2004)’in uyguladigi
yontem kullanilmistir. Bu yonteme gore, enzimatik reaksiyon sonrasinda susuz
sodyum siilfat kolondan gecirilen reaksiyon karistminda bulunan hekzan doner
buharlastirict ile uzaklastirilmistir. Daha sonra, reaksiyon karigimina % 20’lik etanol
ile hazirlanan 0,5 N KOH co6zeltisinden 60 ml ve 110 ml hekzan eklenmis ve ayirma
hunisine aktarilmistir. Faz ayrimi gergeklestikten sonra iist faz (hekzan fazi) bir
beherde toplanarak igerisine 3-4 damla fenolfitalein eklenmis ve % 20’lik etanol ile
hazirlanan 0,5 N KOH cozeltisi ile titre edilmistir. Karistmin rengi pembeye
dondiikten sonra doymus tuz c¢ozeltisinden 30 ml kangima eklenmistir. Ayirma
hunisine aktarilan karisim kuvvetlice ¢alkalanmis ve faz ayrimu i¢in beklenmistir. Ust
faz (hekzan faz1) susuz sodyum siilfat kolonundan gecirilerek icerdigi hekzan doner

buharlastiricida uzaklastirilmistir. Elde edilen yag -18°C’de saklanmustir.
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3.2.8 Oksidatif stabilite (OSI) analizi

Enzimatik deneylerde substrat olarak kullanilan engerek otu tohumu yagi, zeytinyag
ve gram Olcekte elde edilen yapilandirilmis yagin oksidatif stabiliteleri Metrohm 743
Rancimat Cihaz1 (Herisau, Isvicre) ile belirlenmistir. Oksidatif stabilitesi olciilecek
olan yaglardan 3’er gr tartilmis ve hava akis hiz1 20 I/sa, sicaklik 100 °C olarak
ayarlanmis ve elde edilen sonuclar indiiksiyon siiresi (saat) olarak belirtilmistir (Lee

ve dig., 2004).
3.2.9. Oksidasyon iiriinlerinin belirlenmesi

Enzimatik deneylerde substrat olarak kullanilan zeytinyagi ve gram oOlckete elde
edilen YY’nin oksidasyon iiriinlerinin belirlenmesi icin Akoh ve Moussta (2001)’in
uyguladigi yontem kullamilmistir. Bu yonteme gore yaglar, 0., 24. ve 48. saat
sonunda peroksit sayisi, p-anisidin degerleri ve toplam oksidasyon (TOTOX)
degerleri belirlenecek sekilde deney tiiplerine tartilmigtir. Tiipler 50 °C’de 48 saat
stire ile karanlikta ¢alkalamali su banyosunda (N-Biotek, Kore) oksidasyona maruz

birakilmastir.

Peroksit sayisi, AOCS Cd 8-53 nolu asetik asit kloroform metodu kullanilarak, p-
anisidin degeri ise AOCS Cd 18-90 nolu spektrofotometrik yontem kullanilarak
belirlenmistir. TOTOX degeri Shahidi ve Wanasundra (2002)’nin daha &nce

belirttigi asagidaki formiile gore hesaplanmustir.

TOTOX=2x (PD) + (p-AD) 3.4)

3.2.10 istatistiksel analiz

Modde 9.0 (Umetrics, Isve¢) programi yardimiyla olusturulan deney tasarimina gore
gerceklestirilen enzimatik asidoliz reaksiyonlarindan elde edilen veriler kullanilarak
kuadratik (ikinci derece) modelin olusturulmasi saglanmistir. Enzimatik reaksiyonlar
sonucunda elde edilen tepki (stearidonik asit, % mol) i¢in gelistirilen modelde

asagida yer alan ikinci derece polinom denklem kullanilmastir:

Y=p8,+ E?:llgi X+ 2?2118&' X:‘2 + 23:1 Z§=i+lﬁi}'xi‘¥}' 3.5)

Esitikte yer alan
Y: Tepki

Bo: Kesisim terimi
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Bi: Lineer (birinci derece) regresyon katsayisi

Bii: Kuadratik (ikinci derece) regresyon katsayisi

Bij: Etkilesim regresyon katsayisi

Xi ve X;: Bagimsiz degiskenler, olarak simgelenmektedir.

Bagimsiz degiskenler ile tepkiler arasindaki iliskiyi tahminlemek i¢in varyans analizi
(ANOVA) ile elde edilen modelin deneylerden elde edilen verilere uygunlugu R ve
Q? degerleri ile tespit edilmistir (Rao ve dig., 2002; Yang ve dig., 2003a; Lumor ve
Akoh, 2005; Chopra ve dig. 2009; Chen ve dig., 2010).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Substratlarin Karakterizasyonu

Substrat olarak kullanilan engerek otu (Echium vulgare) tohumu yaginin ve

zeytinyaginin analizlenen 6zellikleri Cizelge 4.1 ve 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1: Engerek otu (Echium vulgare) tohum yaginin 6zellikleri.

Ozellik E. vulgare yag1
Asit sayis1, mg KOH 2,80+0,2
Serbest yag asitligi (%) 1,40+ 0,2
Kirilma indisi 1,481+ 0,2
Sabunlagma sayisi, mg KOH 180,3 +0,5

Cizelge 4.2: Zeytinyaginin 6zellikleri ve literatiir ile karsilastirilmasi.

Ozellik Zeytinyagi' | Zeytinyagi®
Asit sayis1, mg KOH 1,68 +0,2 <2
Serbest asitlik 0,84 +0,1 <1,0
(% en ¢ok, oleik asit cinsinden)
Sabunlagma sayisi, mg KOH 190 £ 0,2 182-193
'Deneylerde kullanilan zeytinyagt
2Url-3

Cizelge 4.2°de goriildiigii iizere asidoliz reaksiyonunda kullanilan zeytinyaginin
ozellikleri Tirk Gida Kodeksi “Zeytinyagi ve Prina Yaglar” tebliginde verilen

ozelliklere uygun bulunmustur.

4.2 Substratlarin yag asidi profili

Substrat yaglar olan zeytinyagi ve engerek otu tohum yagimin GSK kullanilarak
belirlenen yag asidi bilesimleri ve sn-2 pozisyonundaki yag asidi dagilimlar1 Cizelge
4.3 ve 4.4de gosterilmistir. Cizelge 4.3’de verilen zeytinyaginin yag asidi
kompozisyonu Tiirk Gida Kodeksi “Bitki Adi ile Amnilan Yemeklik Yaglar
Tebligi’nde belirtilen degerler ile karsilastirildiginda, deneysel calismalarda
kullanilan zeytinyaginin yag asidi bilesenlerinin hem Tiirk Gida Kodeksi’nde hem de

literatiirde yer alan degerler ile uyumlu oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.3: Zeytinyaginin sn-2 pozisyonundaki yag asidi bilesimleri, yag asidi
kompozisyonu ve literatiir degerleri.

Sn-2
pozisyonundaki
Yag Asidi YA Bilesimi YA Bilesimi
Zeytinyag1' | Zeytinyagi® | Zeytinyag:’ Zeytinyag1'
C 16:0 16,6 7,5-20 12,1 0,8
C 18:0 2,7 0,5-5,0 3,1 0,2
C18:1 68,6 55-83 71,3 91,1
C 18:2 11,0 3,5-21 10,6 7,4
C18:3n3 0,6 <1 0,7 0,5
C 18:3n6 - - -
C 18:4n3 - - -
C 20:0 0,4 <0,6 0,4 -
'Deneylerde kullanilan zeytinyagt
*Url-3

3Firestone, 2005

Cizelge 4.4’de engerek otu yaginin yag asidi kompozisyonu ve sn-2 pozisyonundaki
yag asidi profili verilmistir. Cizelgeye gore analiz sonucu elde edilen engerek otu yag

asidi profili literatiirdeki degere yakin olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.4: Engerek otu tohum yaginin yag asidi profili ve sn-2 pozisyonundaki yag
asidi bilesimi.

Sn-2 pozisyonundaki YA
YA Bilesimi Bilesimi

Engerek otu | Engerek otu | Engerek otu | Engerek otu
Yag Asidi tohum yagl1 tohum yagl2 tohum yagl3 tohum yagl4
C 16:0 7,9 7,7 1,5 1,3
C 18:0 4.8 4,2 1,5 0,6
C 18:1 16,2 16, 10,1 10,1
C18:2 15,3 15,5 20,1 25,4
C 18:3n3 32,8 31,7 22,8 19,0
C18:3 n6 10,2 10,7 18,5 18,5
C 18:4 n3 12,2 12,6 25,5 25,1
C 20:0 0,45 - - -

"Deneylerde kullanilan engerek otu tohum yag1
*Czaplicki ve dig., 2009

? Analiz sonucu

“Rincén-Cervera ve Guil-Guerrero, 2010
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4.3 Reaksiyon Kosullarimin Tepki Yiizey Yontemi ile Optimizasyonu

Zeytinyagr ve engerek otu YA’lari arasinda gerceklestirilen enzimatik asidoliz
tepkimeleri sonucunda CDYA ile zenginlestirilmis yapilandirilmis fonksiyonel yag
tiretimi hedeflenmistir. Reaksiyon kosullarinin optimizasyonu, secilen reaksiyon
parametreleri olan reaksiyon sicakligl (T, °C), reaksiyon siiresi (t, saat) ve substrat
mol oran1 (Sr, mol/mol) ile Tepki Yiizey Yontemi (TYY) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Deney tasarimi1 dogrultusunda elde edilen reaksiyon kosullariin

enzimatik reaksiyon iizerindeki etkisi incelenmistir.

4.3.1 Stearidonik asit katihmina reaksiyon kosullarinin etkilerinin istatistiksel

acidan yorumlanmasi

Modde 9.0 (Umetrics, Isvec) programi kullanilarak enzimatik reaksiyonlardan elde
edilen veriler analizlenerek tepkiye ait bir model olusturulmus; varyans analizi
yapilarak, elde edilen veriler ile olusturulan modelin uygunlugu incelenmistir.
Modde 9.0 programi yardimiyla gelistirilen 3 faktorli, S seviyeli Merkezil Birlesik
Deney Tasarimi1 ve deney noktalarinda gozlenen tepki degerleri (SDA katilimi, %

mol) Cizelge 4.5’de yer almaktadir.

Cizelge 4.5: Tepki Yiizey Yontemi ile gelistirilen deney tasarimi ve gézlenen

tepkiler.
D Bagimsiz degiskenler Tepki
eney ' (°C) | t(saat) | Sr (mol/mol) | SDA (% mol)
1 55 6 4 3,3
2 55 6 6 4,8
3 65 6 4 2,1
4 65 6 6 2,2
5 55 9 4 3,8
6 55 9 6 4,9
7 65 9 4 3,7
8 65 9 6 4,2
9 60 7,5 3,3 3,0
10 60 7,5 6,7 4,1
11 51,6 7,5 5 4,1
12 68,4 7,5 5 3,4
13 60 5,0 5 2,6
14 60 10 5 4,3
15 60 7,5 5 4,4
16 60 7,5 5 4,5
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Cizelge 4.5: (devam) Tepki Yiizey Yontemi ile gelistirilen deney tasarimi ve
gozlenen tepkiler.

Deneyler Bagimsiz degiskenler Tepki
T (°C) t (saat) Sr (mol/mol) | SDA (% mol)
17 60 7,5 5 4,5

En uygun kuadratik model elde edilerek p<0.05 6nem diizeyinde Onemsiz olan

birinci derece ve ikinci derece terimler ile etkilesim terimleri elimine edilerek modele

dahil edilmemistir (Lumor ve Akoh, 2005; Chen ve dig., 2010). Elde edilen modelin

gozlenen tepkiye (SDA katilimi) ait regresyon katsayilari (B) ve 6nem dereceleri (P-

degeri) istatistiksel olarak hesaplanmis ve asagida Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6: Modelin SDA katilimina ait regresyon katsayilar1 ve dnem dereceleri.

Bagimsiz Regresyon P-degeri
degiskenler katsayilar () (onem derecesi)
Kesisim/Sabit 4,47 <0,0001
Lineer (1. derece)

T -0,39 0,0011

t 0,46 0,0004
Sr 0,35 0,0023
Kuadratik (2. derece)

t¥*t -0,27 0,008
Sr*Sr -0,22 0,011
T*T -0,21 0,024
Etkilesim

T*t 0,31 0,011
Sr*T -0,22 0,040

Cizelge 4.9’da yer alan degerler incelendiginde, p<0.05 onem diizeyinde, birinci

derece terimler olan sicaklik, siire ve substrat mol oraninin SDA katilimina etkisinin

istatistiksel acidan onemli oldugu goriilmektedir. Ayrica, birinci derece terimlerden

olan sicakligim SDA katilimini negatif yonde etkiledigi gdzlenmektedir. SDA

katilimina etki eden ikinci derece terimlerin SDA katilimina negatif etkisi oldugu

goriilmektedir. Etkilesim terimlerinden “sicaklik-siire” teriminin SDA katilimina

etkisinin istatistiksel olarak (p<0.05) 6nemli diizeyde oldugu belirlenmistir., SDA

katilimi i¢in olusturulan denklem asagida verilmektedir:

SDA katilimi = 4,47 — 0,397 + 0,46t + 0,355r — 0,27— 0,2257—0.21T° + 0,31 T*1—
0,22 Sr*T
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Denklemde yer alan “T” reaksiyon sicakligini, “t” reaksiyon siiresini ve “Sr” ise
substrat mol oramim gostermektedir. Elde edilen modelin uygunlugu varyans analizi

(ANOVA) ile irdelenmis olup; sonuglar Cizelge 4.7’ de gosterilmistir.

Cizelge 4.7: SDA katilimi icin ANOVA analizi sonuglari.

SDA katilimi SD KT KO F degeri | P- degeri
Toplam 17 252,50 14,85

Sabit 1 240,30 | 240,30

Toplam 16 12,12 0,76

diizeltilen

Regresyon 9 11,56 1,28 14,07 0,001
Hata 7 0,64 0,09

Model 5 0,62 0,12 12,11 0,078
yetersizligi

Tekrar hatasi 2 0,02 0,01

SD: Serbestlik derecesi; KT: Kareler toplami; KO: Kareler ortalamasi; P: Olasilik degeri

Varyans analizi sonuglarina gére, SDA katilimu i¢in elde edilen modelin F degerleri
(Fmodel) ile  Frapo degerinin  karsilagtirilmast ile modelin tahminleme igin
uygunlugudlciilmiistiir. Buna gore, p<0,05 o6nem diizeyinde, (Fpode) (14,07)
degerinin Frappo (Fo7) (3,69) degerinden biiyiikk oldugu; dolayisiyla elde edilen
modelin tahminleme i¢in uygun oldugu goriilmektedir. Ayrica, modelin elde edilen
verilere uygunlugu model yetersizligi (lack of fit) ile tespit edilmektedir. Model
yetersizligi, modelin deneysel bolgelerde bulunan ve regresyonda yer almayan
noktalardaki verileri gostermedeki basarisizliginin bir dl¢iitiidiir. SDA katilim1 i¢in
elde edilen modelin model yetersizliginin P-degeri (0,078) >0,05 oldugundan, SDA
katilimina ait modelin verilerle uyumlu oldugu saptanmistir (Rao ve dig., 2002;

Lumor ve Akoh, 2005; Sahin ve dig., 2005a; Chopra ve dig., 2009).

Varyans analizi sonuglan incelendiginde, SDA katilimi i¢in gelistirilen modele ait
model katsayisi (Rz) 0,94, diizeltilmis model katsayisi deiiz 0,88 ve modelin
tahminleme giicii (Qz) ise 0,44 (> 0,25) olarak bulunmustur. Ayrica, modellerden
tahminlenen degerler ile enzimatik asidoliz reaksiyonlar1 sonucu elde edilen veriler

arasindaki iliski Sekil 4.1°deki grafikte gosterilmistir.
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Sekil 4.1: Reaksiyon sonuglari ile SDA katilimina ait modelden tahminlenen
degerler arasindaki iligki.

Sekil 4.1°deki grafikte goriildiigi gibi, deney sonucunda gozlenen degerler ile
modelden tahminlenen degerler arasindaki iliski yiiksek oranda lineerlik
gostermektedir. Bu ayn1 zamanda, modelin, biiyiik oranda, reaksiyon parametreleri
ile tepki (SDA katilm orami) arasindaki gercek iliskiyi temsil ettiginin bir
gostergesidir (Yang ve dig., 2003a).

4.3.2 Sonuclarin tepki-yiizey izdiisiim grafikleri ile yorumlanmasi

Enzimatik reaksiyonlar sonucunda elde edilen iiriinlerin reaksiyon parametreleri ile
olan iligkisi tepki-yiizey grafikleriyle de incelenmistir. Sekil 4.2’de siire ve substrat
mol oranmin SDA katilmina olan etkisini gosteren ve “maksimum tepki” olarak
tamimlanan izdiisiim grafigi yer almaktadir. Bu grafige gore, reaksiyon siiresi ve

substrat mol orani arttikca SDA katiliminin da arttig1 goriilmektedir.

Stearidonik asit I 4.6

Siire (saat)
o £
w o0 w

]

o
th

6
2
4 42 44 46 48 5 52 54 56 58 I3"

Substrat mol orani (mol/mol)

Sekil 4.2: SDA katilimina mol substrat orani ve siirenin etkisini gosteren izdiisiim
grafigi.
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Sekil 4.3’de yer alan grafikte ise reaksiyon sicakligi ve reaksiyon siiresinin SDA

katilimina etkisi goriilmektedir.

Stearidonik asit I 4.4
4.2
8.5 4
8 3.8
= 7.5 3.6
o=
&
2 7 3.4
%
32
6.5
3
6
55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 2.8
Sicaklik (°C) 2.6

Sekil 4.3: SDA katilimina sicaklik ve siirenin etkisini gosteren izdiisiim grafigi.

Sekil 4.3’den de goriilecegi gibi, reaksiyon siiresi 8-9 saat araliginda, sicaklik ise
63°C’den diisiik oldugunda SDA katilim miktar1 maksimuma ulagmaktadir. Sekil
4.4’de yer alan grafikte ise substrat mol orani ve sicakligin SDA katilimi {izerindeki

etkisi gosterilmektedir.

. . . I4.8
Stearidonik asit
64 1 4.6
63
62 | 4.4
61 1 :
— 4.2
O 60 ’
<
59
< )
5 58
A
57 38
56
55 3.6
4 42 44 46 48 5 52 34 356 58 '
Substrat mol oram (mol/mol) 3.4

Sekil 4.4: SDA katilimina mol substrat oran1 ve sicakligin etkisini gosteren
izdiigiim grafigi.

Grafikten de goriilecegi iizere, substrat mol orani arttikca SDA katilim1 da artmakta

ve reaksiyon sicakliginin 55-57°C oldugu aralik degerinden uzaklasildikca SDA

katiliminin azaldig goriilmektedir.
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Zeytinyagima SDA katilimimi gosteren izdiisiim grafiklerinden cikarilan sonuglara
gore substrat mol oraninin ve zamanin artmas1 SDA katilim oranini da arttirmaktadir.
Substrat mol oranindaki artisin katilim oranini arttirmasi literatiirde yer alan diger
caligmalarda da gozlenmektedir. Uygun reaksiyon siiresinin belirlenmesi proses
maliyeti agisindan son derece onemlidir. (Yang ve dig., 2003a; Lumor ve Akoh,
2005; Sharma, Rastogi ve Lokesh, 2009). Can ve Ozcelik (2005)’in yapmis oldugu
caligmada findik yaginin omega-3 CDYA ile zenginlestirilmesi ¢alismasinda substrat
mol oram artisginin omega-3 CDYA katilimini arttirdigini belirlemislerdir. Yapilan
bir diger calismada Lipozym® RM IM enzimi kullanilarak palmitik-stearik asit
(PSA) karisimi aygicek yagina (SO) eklenmis ve substrat mol orani, sicaklik, enzim
miktar1 ve siire gibi parametrelerin inkorporasyon iizerindeki etkileri incelenmistir
(Carrin ve Crapiste, 2008). Bu calisma sonucunda PSA/SO substrat mol oram
maksimum seviye olan 5:1’in iizerindeki substrat mol oranlarinda, PA ve SA
kangiminin aycgicek yagina katilim oranminda artis gozlenmistir. Bu duruma sebep
olarak, substratlardaki serbest yag asitleri konsantrasyonundaki farklilik ve enzimin
substratta bulunan herhangi bir spesifik yag asidine kars1 spesifitesinin olmamasi ile
iligkili oldugu belirtilmistir. Calismada en yiiksek katilim orani, substrat mol orani
6:1, sicaklik 50-60 °C, siire 24-48 saat olarak belirlenmistir (Carrin ve Crapiste,
2008).

Ancak bunula beraber Jennings ve Akoh (2000)’un piring kepegi yagina kaprik asit
ilave ederek yapmis oldugu calismada asir1 substrat mol oraninin, lipazin ortamda
bulunan fazla miktardaki yag asitlerini uzaklastirmaya calisirken aktif bolgesini
doygunluga ulastirarak lipazin inhibisyonuna sebep olduguna ve {iirlin miktarin
etkiledigine dikkat cekmistir. Bu sebeple reaksiyon siiresi ve substrat mol orani
ayarlanarak optimum bir kosul elde edilmesi Onerilmistir. Caligmada reaksiyon
stiresindeki artisin SDA katilimim arttirdigl goriilmektedir. Reaksiyon siiresinin artigi
ile yag asidi katilmmin artmasi {izerine literatiirde ¢ok sayida arastirma
bulunmaktadir. Literatiirde yer alan ve Lipozyme® TL IM enziminin kullanildig
caligmalarda reaksiyon siiresi arttirilginda omega-3 yag asitleri katiliminda artis
gozlenmistir (Yang ve dig., 2003a; Sahin ve dig., 2005a; Can ve Ozgelik, 2005). C.
antarctica lipazinin biyokatalizor olarak kullanildigi ve hodan yagina DHA katilimi
ile ilgili yapilan bir caligmada ise katiliminin 24 saate kadar arttigi belirlenmistir

(Senanayake and Shahidi, 1999). Ancak hodan yagina EPA ve kaprik asit ilavesi ile
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ilgili yapilan diger bir ¢alismada optimum katilim oran1 olarak 40 saat belirtilmistir
(Akoh ve Moussata, 1998). Yapilan bir baska calismada, aycicek yagina palmitik ve
stearik asit karigiminin katilim oraninin ii¢ farkli sicaklikta(40, 50 ve 60 °C) siire ile
birlikte arttigi gézlenmistir (Carrin ve Crapiste, 2008). Calismada optimum katilim
miktar1 60 °C’de ve 48 saat siire sonunda elde edilmistir. Bu calismaya benzer
olarak Kim ve dig. (2001)’nin yapmis oldugu calismada Novozym 435 varliginda
trikapriline konjuge linoleik asit (KLA) ilavesi yapilmistir. Bu calismada da
trikaprilin/KLA oram1 1:3 oldugu durumda en yiiksek KLA inkorporasyonu
gerceklesmistir. Daha yiiksek (1:5) substrat mol oraninda acgil migrasyonun
gerceklesmesi ile katilim oranin diistiigii belirtilmistir. Ayrica Novozym 435 enzimi
varliginda en yiiksek KLLA katilimi 10 saat reaksiyon siiresi sonunda gerceklesmistir.
Artan siire ile katilim oranin arttigi belirlenmistir. (Kim ve dig., 2001). Enzimatik
modifikasyon reaksiyonlarinin izlenmesinde ve yiiksek verim elde edilmesinde rol
oynayan optimum kosullarin belirlenmesi ve prosesin tiim giderlerinin azaltilmasi
icin zaman parametresi son derecede dnemlidir. Reaksiyon siiresi enzim stabilitesini,
enzimin substrata olan ilgisini ve ortamdaki diger rakip reaksiyonlarn baskinligini
etkilemektedir. Enzimlerin 1siya karsi dayanikliklari enzimlerin endiistriyel
kullaniminda bozunmalarim1 6nlemek amaciyla dikkat edilen en temel faktordiir

(Carrin ve Crapiste, 2008; Senanayake ve Shahidi, 1999).

Iz diisiim grafiklerinde reaksiyon sicaklifindaki artis SDA katilim oranini arttirmakla
birlikte, 55 °C’den yiiksek sicakliklarda SDA katiliminin azaldigi gozlenmektedir.
Can ve Ozgelik (2005)’in uzun zincirli omega-3 CDYA’nin findik yagina katilmint
inceledikleri ¢calismada optimum sicakliga kadar sicaklik artis1 meydana geldiginde
omega-3 CDYA katilminda artis gozlenmis ancak optimum noktanm {iizerinde
sicaklik artis1 ile katilim oraninda diisiis oldugu gerceklesmistir. Yapilan diger bir
calismada soya yagina kaprilik asit katiliminin gergeklestigi deneylerde mol orani,
sicaklik, stire ve lipaz enzimi miktarinin etkisi incelenmistir (Shuang, Jiang-Ke ve
Yun-Jun, 2009) Calisma sonucunda sicakligin substrat ¢oziiniirliigiinii arttirdigl ve
sicaklik artisi ile katilim oranminin arttig1 belirlenmistir. Ayrica yiiksek sicakliklarin
lipaz aktivitesi ve stabiliesini etkiledigi belirtilerek, sozkonusu ¢aligma i¢in optimum

sicaklik 35,8 °C olarak ifade edilmistir (Shuang, Jiang-Ke ve Yun-Jun, 2009).

Literatiirde belirtilen katilim miktarlarmin  diisik olmasina sebep olarak,
termodinamik bir proses olan acil gociiniin (“acyl migration”) sicaklik artisina bagl
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olarak artmasi gosterilmektedir (Yang ve dig., 2005). Enzim aktivitesi ve agil gocii
sicakligin maksimum orana ulasana kadar artmasi ile artmaktadir. Bu olayin sebebi
hidrojen baglarinin ve diger zayif etkilesimlerin sicaklik hassasiyetlerinin enzimi ii¢
boyutlu sekilde tutmay1 saglamasindan kaynaklanmaktadir. Enzimatik modifikasyon
reaksiyonlarinda sicakligin artmasi sadece enzim aktivitesini degil, azalan substrat
viskozitesi ile substrat ve enzim etkilesimini de arttirmaktadir (Senanayake ve
Shahidi, 1999; Can ve C)zgelik, 2005). Buna ek olarak, enzim ile reaktanlar
arasindaki iretken carpigsmalarin hizinin yiiksek sicakliklarda arttigi, dolayisiyla
reaksiyon hizimin arttifi, ancak daha yiiksek sicakliklarda ise enzim inaktivasyon
hizinin enzim ve substratlar arasindaki {iiretken carpismalarin hizim ge¢mesi
sonucunda katilim oraninda diisiis gozlendigi belirtilmektedir (Maduko, Akoh &
Park, 2007).

Hedeflenen SDA (%5) katilimi icin Modde 9.0 (Umetrics, Isve¢) programi
yardimiyla elde edilen optimum kosullar Cizelge 4.8 de belirtilmistir. Cizelge 4.8’de
verilen tiim deney noktalarindan elde edilen veriler degerlendirilecek olunursa, en
yiikksek SDA katilim miktar olan %5 degerini, 55 °C sicaklik, 8,4 saat ve 6 mol/mol

substrat mol oraninda gergeklesen reaksiyonlar sonucu elde edildigi goriilmiistiir.

Cizelge 4.8: Lipozyme® TL IM enzimi ile katalizlenen reaksiyonlar icin Modde 9.0
(Umetrics, Isveg) programu ile elde edilen optimum kosullar.

Deney No Sr (mol/mol) T (°C) t (saat) Tahminlenen
SDA katilimu,
% mol

1 5,8 56,2 7,2 4,90

2 5,9 55,0 7,8 5,0

3 6,05 55,0 7,9 5,0

4 6,0 55,0 7,8 5,0

5 5,9 55,6 8,1 5,0

6 6,0 55,0 8,4 4,95

7 5,5 58,0 8,1 4,80

4.3.3 Modelin dogrulanmasi ve gram olcekte iiretim

Calismada elde edilen YY ile modelin dogrulugunun arastinlmasi igin,
interesterifikasyon reaksiyonlar test tiiplerinde optimum kosullarda gerceklestirilmis
ve elde edilen YY nin YA bilesimi belirlenmistir. Modelin dogrulanmasinda Modde
9.0 programinin vermis oldugu ve Cizelge 4.8’de belirlenen sartlar birbirine cok

yakin oldugundan dogrulama reaksiyonlarn i¢in iki kosul secilerek reaksiyonlar
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gerceklestirilmistir. Cizelge 4.9’da reaksiyon sonucu elde edilen SDA katilim

oranlari ile program tarafindan tahminlenen SDA katilim oranlari verilmektedir.

Cizelge 4.9: Optimum kosullarda elde edilen YY nin SDA igerigi (% mol).

Deney Sr T (°C) | t(saat) | Tahminlenen Elde edilen
No (mol/mol) SDA katihmu, | SDA katilimi,
% mol % mol
2 5,9 55 7,8 5,0 4,86
6 6,0 55 8,4 4,95 4,90

Cizelge 9’dan da goriilecegi iizere, enzimatik reaksiyonlar sonucunda elde edilen
SDA katilim miktarlar1 ile modelden tahminlenen SDA katilim miktarlarinin

birbirine yakin oldugu goriilmektedir.

Buna ilaveten, reaksiyon sicakliginin 55 °C, reaksiyon siiresinin 8,4 saat ve substrat
mol oraninin 6 mol/mol oldug kosul segilerek gram 6lgekte iiretim yapilmistir. Gram
diizeyinde iiretim igin substrat miktarlart mg diizeyine gore yaklasik 40 kat

arttirlarak enzimatik asidoliz reaksiyonlar1 250 ml’lik balonda gerceklestirilmistir.
Mg diizeyinde ve gram diizeyinde yapilan enzimatik reaksiyonlar sonucu elde edilen
YY’lerin yag asidi kompozisyonu ve sn-2 pozisyonundaki yag asidi bilesimleri
Cizelge 4.10°da gosterilmistir.

Cizelge 4.10: Optimum kosullarda miligram ve gram diizeyinde iiretilen YY lerin
yag asidi ve sn-2 pozisyonundaki YA kompozisyonu (% mol)*.

Miligram diizeyi Gram diizeyi

Yag Asidi TAG Sn-2 TAG Sn-2
C 16:0 10,99 2,09 11,71 2,05
C 18:0 3,43 2,0 3,05 2,04
C18:1 42,17 58,62 42,65 58,46
C18:2 13,7 10,10 13,56 10,24
C 18:3-n3 20,65 15,56 20,27 15,58
C 18:3-n6 3,79 5,45 3,51 5,50
C 18:4-n3 4,90 6,18 4,86 6,13
C 20:0 0,33 - 0,33 -

> Doymus YA 14,7 4.1 15 4.0
> Doymamis YA 85,2 95,9 84,8 95,9
®6/w3 0,6 0,7 0,6 0,7

*: T: 55 °C, t: 8,4 s., Sr: 6:1 mol/mol

Cizelge 4.14’de goriildiigi iizere optimum kosullarda gerceklesen mg ve g Olcekte
elde edilen YY’lerin icerdigi SDA miktar1 sirasiyla % 4,90 ve % 4,86 olarak tespit

edilmistir. Elde edilen YY’lerin SDA miktarinin modelden tahminlenen degerlere
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yakin oldugu goriilmektedir. Elde edilen YY’larin zeytinyaginda bulunmayan ve
asidoliz reaksiyonlar1 sonucunda yapisina katilan SDA yaninda esansiyel omega-3
yag asitlerinden ALA, ve omega-6 yag asitlerinden GLA ile de zenginlestigi ve

esansiyel omega-6 yag asitlerinden olan LA’ nin miktarinin arttig1 goriilmektedir.

Ayrica, mg diizeyinde ve gram diizeyinde elde edilen Y'Y lerin sn-2 pozisyonunda en
yiikksek miktarda oleik asidin bulundugu, SDA miktarinin yaklasik % 6 oraninda

bulundugu goriilmektedir.

Ayni zamanda, her iki durumda da elde edilen yapilandirilmig yaglarin omega-
6/omega-3 YA oranlan incelendiginde, 0,6 oraminin 6nerilen degere gore ¢cok daha

iyi oranda oldugu goriilmektedir.

4.3.4 Oksidatif stabilite indeksi (OSI)
Enzimatik reaksiyonlarda substrat olarak kullanilan zeytinyagi, engerek otu tohumu
yagl ve biiyiikk Olcekte iiretilen yapilandirilmis yagin oksidatif stabilitelerine ait

Ransimat cihazi ile elde edilen indiiksiyon siireleri Cizelge 4.11°de gosterilmistir.

Cizelge 4.11: Deneysel caligsmalarda kullanilan yag kaynaklarinin ve biiyiik 6lcekte
iretilen Y'Y nin indiiksiyon siireleri.

Yag Cesidi Indiiksiiyon Siiresi
(saat)

Zeytinyagi 10,9

Engerek otu tohumu yagi 3,5

YY 0,3

Oksidatif stabilite o6zellikle doymamis yag iceren yenilebilir yaglarin ve gida
maddelerinin kalitesinin belirlenmesindeki en Onemli faktérdiir (Martin ve dig.,
2010). Gidalarda yer alan cesitli yag bilesenlerinin oksidasyonu gidalarin besinsel
degerini diisiirmekte, istenmeyen koku ve tat olusumuna neden olmakta ve gidalarin

raf Omriinii azaltmaktadir (Bartee ve dig., 2007).

Bu caligmada biiyiik 6lcekte iiretimi gerceklestirilen YY nin, zeytinyagi ve engerek
otu yagina gore daha diisiik oksidatif stabiliteye sahip olmasi, YY nin bilesiminde
yiikksek oranda oleik asit, ALA, SDA, GLA ve LA gibi coklu doymamis yag
asitlerininin varligindan kaynaklandigir diisiiniilmektedir. Ciinkii, YY’lerdeki
TAG’larin yag asidi kompozisyonu, gliserol molekiiliindeki pozisyonel dagilimi ve
bu iki faktoriin birbiri ile etkilesimi Y'Y lerin oksidatif stabilitesini etkileyen énemli

parametrelerdir (Martin ve dig., 2010).
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Literatiirde mevcut olan bircok ¢alismada, baslangi¢ yag kaynag ile karsilastirilan
YY’lerin oksidatif stabilitelerinde azalma oldugu belirtilmistir (Martin ve dig.,
2010). Seriburi ve Akoh (1998)’un, plastik yag iiretimi i¢in domuz yag1 ve yiiksek-
oleik aist iceren aycicek yaginin kullamildigi enzimatik reaksiyonlar sonucunda,
%84,7 oraninda oleik asit iceren yiiksek-oleik asitli ay¢icek yaginin, %40,9 oleik asit
ve %23,7 plamitik asit (sn-2 pozisyonunda %63,4 palmitik asit) iceren domuz
yagindan daha yiiksek oksidatif stabiliteye sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica,
domuz yag1 ve yiiksek-oleik asit iceren aycicek yagi iceren fiziksel yag karigiminin
YY karisimindan daha stabil oldugu, interesterifikasyon reaksiyonunun fiziksel yag
karisiminin oksidatif stabilitesini diisiirdiigii belirtilmistir. Bunun nedeni, SYA
tayininden artakalan sabun ve/veya iiriin karistminin saflastirilmasi esnasinda

tokoferollerin de uzaklastirilmasi ile agiklanmaktadir.

Yapilan diger bir calismada ise aspir yagina KLA ilavesi ile yapilandirlmis yag elde
edilerek oksidatif stabilite acisindan degerlendirilmistir. Calismanin sonucuna gore
YY’nin aspir yagma gore daha disiik oksiadatif stabiliteye sahip oldugu
belirlenmistir. YY nin icermis oldugu KLA miktarinin yiikselmesi Y'Y nin oksidatif
stabilitesinin diigmesine neden oldugu belirtilmistir. Bunun nedeni olarak konjuge
cift baglarin, konjuge olmayan cift baglara gore otooksidasyona daha yatkin olmasi
gosterilmektedir. Ayrica enzimatik reaksiyon siiresince aspir yagmin baslangic
tokoferol iceriginin 59,7 mg/100 g yag’dan % 85 oraninda azalmasinin, oksidatif
stabilitenin azalmasina da sebep oldugu belirtilmistir. Bu calismada ayrica diisiik
oksidatif stabiliteyi arttirmak i¢in farkli oranlarda (100, 200 ve 300 ppm) biberiye
ekstraktlar1 ilave edilmistir. Sonuc olarak biberiye ekstraktlar1 oksidatif stbailiteyi
arttirmis ve en yiiksek oksidatif stabilitenin 300 ppm biberiye ekstrakti ilavesinde

elde edildigi belirtilmistir (Lee ve dig., 2004).

Nielsen ve dig. (2006) yapmis oldu bir calismada domuz yag: ve soya yagindan elde
edilen yag asitleri kullanilarak anne siitii benzeri yapilandirilmis yag elde edilmistir.
Bu calismada Y, ticari anne siitiine benzer yag, standart domuz yag1 ve L06 ve LO7
olarak adlandirilmis bitkisel yaglar ile oksidatif stabiliteleri agisindan kiyaslanmustir.
Bu calismaya gore oksidatif stabilite en yiiksek bitkisel yaglar ve ticari anne siitiine
benzer yagda olmus, bunu domuz yagi ile yapilandirilmis yag takip etmistir.
Yapilandirilmis yagin diger yaglarla kiyaslandiginda, diisiik oksidatif stabiliteye
sahip olmasinin sebebi yiiksek linoleik iceriginden ve diisiik antioksidan igeriginden
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kaynaklandig: belirtilmistir. Domuz yaginin oksidatif stabilitesinin diisiik olmas1 ise
kesim ve parcalama islemleri sirasinda olusan peroksitlerin ortamdan

uzaklastirtlamamis olmasindan kaynaklanabilecegi seklinde aciklanmastir.

Maduko ve dig.’nin (2008) yapmis oldugu calismada ise hindistancevizi, aspir ve
soyafasiilyesi yag1 karistmi (B1) ve hindistancevizi, aspir, soyafasiilyesi ve balik yagi
iceren karisimin (BFO) yag kaynagi olarak kullanmildigi enzimatik reaksiyonlar ile
anne siitii yagina benzer YY {iiretimi gergeklestirilmistir. Yapilan oksidatif stabilite
analizleri sonucunda yiiksek oranda doymus yag iceren hindistancevizi yaginin diger
yaglar icinde en yiiksek, balik yagmin ise yiiksek miktarda doymamis yag
iceriginden otiirii en diisiik oksidatif stabiliteye sahip oldugu tespit edilmistir. B1 ve
BFO yag kansimlarindan enzimatik yontemle elde edilen YY’nin oksidatif
stabiliteleri yag kaynaklar1 olan B1 ve BFO’ya gore diisiik bulunmugtur. Elde edilen
YY’nin diisiik stabiliteye olmasi, kisa-yollu distilasyon iglemi sirainda tokoferol ve
fosfolipitlerin de uzaklastirilmasi ile iliskili olabilecegi belirtilmistir. Ancak, YY lere
eklenen tokoferollerin YY oksidatif stabilitesini arttirdigi ve yag kaynaklar1 olan B1

ve BFO ile kiyaslanabilir diizeylerde oksidatif stabiliteye sahip oldugu gézlenmistir.

Yiiksek oranda doymamis yag asitleri iceren yapilandirilmis yaglar veya bu yaglan
iceren gida maddeleri depolama siiresince bozulabilir ve ayrica oksidasyonun
varligimi gosteren kotii tat ve koku olusumuna neden olabilir (Martin ve dig., 2010).
Literatiirde var olan bir¢cok caligma, saflastirma isleminden sonra ve enzimatik
reaksiyon sirasinda tokoferoller gibi dogal antioksidanlarin uzaklastirilmasindan
otiirii YY’lerin oksidatif stabilitesinin azaldigin1 gostermektedir (Jennings ve Akoh,
2009; Lee ve dig., 2004; Nielsen ve dig., 2006; Seriburi ve Akoh, 1998). Uretilen
YY’ler gida iiriinlerinde kullanilacag: icin bu gidalarin kabul edilebilir duyusal
ozellikte olmas1 bakimindan, YY’lerin geleneksel yaglarla kiyaslandiklarinda kabul
edilebilir duyusal kalite ve oksidatif stabiliteye sahip olmalar1 6nemlidir. Bu nedenle
iiriin formiilasyonlarina antioksidanlarin eklenmesi Onerilmektedir (Lee ve dig.,
2004; Nielsen ve dig., 2004; Nielsen ve dig., 2006). Bu ¢alisma sonucunda da {iretim
ve saflastirma sirasinda antioksidanlarin uzaklastirilmis olmasindan dolay1 yiiksek
oksidatif stabiliteye sahip yag eldesi icin ileriki calismalarda yaga antioksidan

ilavesinin yapilmas1 onerilmektedir.
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4.3.5 Yaglarin oksidasyon iiriinleri

Oksidatif stabilite indiiksiyon zamaninin, peroksit sayisinin ve p-anisidin degerinin
belirlenmesi ve TOTOX degerinin hesaplanmasi ile ifade edilir (Akoh ve Moussata,
2001; Maduko, Park ve Akoh, 2008; Lee, Shin, Lee ve Lee; 2004; Pina-Rodriguez ve
Akoh, 2009).

Peroksit sayisi

Zeytinya@1 ve YY 'nin peroksit sayisindaki degisimler Sekil 4.5’de verilmektedir.
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Sekil 4.5: Yapilandirhmis yagin ve zeytinyagin 48 saat siire igindeki peroksit
sayisindaki degisimi.

Sekilde de goriildiigii gibi zeytinyagiin baslangi¢ (4 aktif oksijen/kg yag) ve 48 saat

siire sonunda elde edilen peroksit sayis1 (18,1 aktif oksijen/kg yag) YY’ e gore cok

disiiktiir.  Oksidasyon siirecinde peroksit sayisindaki ndeki en disiikk artig

zeytinyaginda tespit edilmistir. Bu durumun sebebi yapilandirilmis yagin aksine

zeytinyaginda  bulunan diisiik oranlardaki doymamis yag asitlerinden

kaynaklanmaktadir.

YY’nin baslangi¢ peroksit sayisi zeytinyaginin basglangi¢ degerinden % 50 oraninda
daha fazla oldugu belirlenmistir. Yiiksek oranlardaki baslangic peroksit sayisi
birincil oksidasyon iiriinlerinin yiiksek olduguna isaret etmektedir. Yiiksek

oranlardaki birincil oksidasyon iiriinleri oksidasyon prosesinin daha hizl
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ilerlemesine sebep olmaktadir. YY 1n icermis oldugu CDYA peroksit sayisinda en

fazla artisa neden olmustur (Martin, Reglero and Sefiordns, 2010).

Ayrica, zeytinyaginda yag oksidasyonunu icermis oldugu tokoferoller, karatenoidler,
fenolik bilesikler gibi cesitli antioksidanlar sayesinde geciktirilebilmekte ya da
onlenebilmektedir. Fenolik bilesiklerin tokoferollere gore oksidasyonu Onelemede
daha etkili olduklan belirtilmektedir. Bu nedenle tokoferollerin ya da fenolik
bilseiklerin uzaklastirilmast YY’da oksidatif bozulmalara sebep olmaktadir (Lee,
Akoh, Chung and Kim, 2006). Literatiirde yapilmis bircok calismada Y'Y’ nin
oksidatif stabilitelerinde baslangi¢c yaglarin oksidatif stabilitelerine gore azalma

oldugu tespit edilmistir.

Nielsen, Xu, Timm-Heinrich ve Jacobsen (2004)’in yapmis oldugu calismada balik
yagma kaprilik asit ilavesiyle elde edilen YY’nin oksidatif stabilitesinin diisiik
oldugu belirtilmistir. Ayrica kanola yagina kaprilik asit ve balik yagina kaprilik asit
ilavesiyle elde edilen yapilsndirilmis yaglarin her ikisinin de peroksit sayisilarinin

baslangi¢ yaglarina gore yiiksek oldugu tespit edilmistir (Akoh and Moussata, 2001).

Turan, Karabulut ve Vural (2007)’1n soya yagina kaprilik asit ilavesi ile elde ettigi
YY’nin peroksit sayis1 baslangic yagina gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Calisma sonucunda enzimatik sentezin ve deasidifikasyon i¢in kullanilan alkali
islemlerinin dogal antioksidanlara zarar verdigi ve boylece yiiksek peroksit sayisi
sebep oldugu belirtilmistir. Lee, Shin, Lee ve Lee (2004)’nin aspir yagina konjuge
linoleik asit (KLA) ilavesi ile elde ettigi YY nin 20 giin siire ile oksidatif stabilitesi
belirlenmistir. Caligsma sonucunda Y'Y nin baslangic peroksit sayisinin ve diger tiim
giinlerdeki peroksit sayisinin baslangic yagma gore daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Aspir yaginin oksidasyona daha dayanikli oldugu ve daha diisiik peroksit
sayisina sahip oldugu belirlenmistir. Aspir yag ile aspir yagindan elde edilen YY
arasindaki peroksit sayisindaki farkin farkli tokoferol icerigi ve YY'nin TAG
yapisina eklenen KLA miktar ile ilskili oldugu ifade edilmistir. Yakin zamanlarda
yapilan calismalarda aspir yagi, hindistancevizi yagi, soya yagi ve balik yagindan
tiretilen YY’nin (Maduko, Park ve Akoh, 2008), piring kepegi yagma kaprilik asit
ilavesiyle elde edilen YY’nin (Jennings ve Akoh, 2009) ve zeytinyagina omega-3
CDYA ilavesi ile iiretilen YY’nin (Kahveci, Can ve Ozgelik, 2009) oksidatif

stabiliteleri baslangi¢ yaglarina oranla yiiksek olarak tespit edilmistir.
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p-anisidin degeri

p-anisidin degeri yaglarda bulunan karbonil bilesiklerinin belirlendigi ve yagin
gecmisi ile ilgi bilgi veren bir analizdir (Shahidi ve Wanasundra, 2002; Osborn ve
Akoh, 2003). Sekil 4.6’da 48 saat siire ile zeytinyagi ve YY nin p-anisidin

degerindeki degisim verilmektedir.
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Sekil 4.6: Yapilandirhimis yagin ve zeytinyaginin 48 saat siire icindeki p-anisidin
degerlerindeki degisimi.

Sekil 4.6’dan zeytinyagin baslangi¢c p-anisidin degerinin (4,1/gr), YY ye gore ¢ok

diisiik oldugu goriilmektedir. 50°C’de 48 saat siire boyunca gerceklesen

oksidasyondan sonra, zeytinyaginin p-anisidin degeri 9,3/gr’a ulasmistir. YY ise bu

oksidasyon siireci sonucunda 18,3/gr degerine ulagsmustir.

YY’daki yiiksek p-anisidin degeri yiiksek oranda meydana gelen ikincil oksidasyon
tiriinleri ile iligkilidir. Yaglara antioksidan ilavesinin indiiksiyon periyodunu uzattigi
gibi peroksit sayist ve p-anisidin degeri diisiirmektedir (Osborn & Akoh, 2003).
Antioksidan olarak tokoferol ilavesinin hizlanmis oksidasyon siiresince p-anisidin
degerine olumlu etkisi olacagi bildrilmistir (Maduko, Park & Akoh, 2008). Lee,
Shin, Lee ve Lee (2004) aspir yag1 ve aspir yagina KLA ilave edilmis YY nin p-
anisidin degeri 20 giin siire boyunca incelemistir. Calisma sonucunda YY’nin
baslangic ve 20 giin siire icerisinde belirlenen p-anisidin degerinin aspir yagina
oranla ¢ok yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica calismada cesitli oranlarda (100,

200 or 300 ppm) biberiye ekstraktlar1 eklenerek p-anisidin degerindeki degisim tespit
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edilmistir. Calisma sonucuna gore biberiye ekstrakti eklenen yaglarin p-anisidin
degerinin diisiik oldugu tespit edilmistir. En diisiik p-anisidin degeri 300 ppm
biberiye ekstrakti ilavesinde elde edilmistir. Lee, Lee, Akoh, Chung ve Kim (2006)
naturel sizma zeytinyagi ve KLA’dan elde edilen YY’nin oksidatif stabilitesinin
belirlenmesi {iizerine bir calisma yapmistir. 60 °C’de, 20 giin siireyle yapilan
oksidatif stabilite analizi sonucu YY’nin p-anisidin degeri zeytinyagina oranla
yilksek oldugu belirlenmistir. Bu durum zeytinyaginda bulunan dogal
antioksidanlarin (% 97) ve tokoferoliin (% 56) azalmasi ve iki konjuge ¢ift bag iceren

KLA zeytinyagina inkorporasyonun gerceklesmesi ile ortaya ¢iktigi belirtilmistir.

Toplam antioksidan (TOTOX) degeri

TOTOX degeri peroksit sayist ve p-anisidin degerinin kombinasyonundan meydana
gelmekte ve yaglarin  toplam  oksidatif  stabilitesinin  belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Calisma sonucunda oksidatif stabilite analizinin baslangicinda
zeytinyaginin TOTOX degeri (12,1) YY ye (22) gore daha diisiik oranlarda oldugu
belirlenmistir. 50°C’de 24 saat sonunda zeytinyaginin ve YY nin TOTOX degeri
sirasiyla 25,8 ve 42,3’e ulasmistir. 48 saat siire sonunda ise bu degerler zeytinyagi ve
YY icin sirasiyla 45,5 ve 86,3 degerine ulagmistir. Beklenildigi gibi YY nin TOTOX
degeri zeytinyagin TOTOX degerine gore yiiksek olarak tespit edilmistir. Buna sebep
olarak YY’de peroksit sayis1 ve p-anisidin degerini etkileyen ve enzimatik sentez ile
deasidifikasyon prosesleri sonucu azalan antioksidan icerigi diisiiniilmektedir. Bu
durumda yaglar oksidasyon siirecine dayaniksiz hale gelmektedir. Yapilan bircok
calismada YY’ nin TOTOX degeri baslangi¢ yagina gore yiiksek olarak belirlenmistir
(Wanasundara & Shahidi, 1999; Lee, Lee, Akoh, Chung & Kim, 2006; Osborn ve
Akoh, 2003; Maduko, Park ve Akoh, 2008; Pina-Rodriguez ve Akoh, 2009). Lee,
Lee, Akoh, Chung ve Kim (2006) yaptig1 calismada tokoferol ilavesinin Y'Y’ nin

oksidatif stabilitesini arttirdig1 belirlenmistir.
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5. SONUC

Yapilan ¢aligmada, iilkemizde yaygin bir sekilde yetisen ancak yag kaynagi olarak
degerlendirilmeyen engerek otu tohum yagi yag asitleri ve lilkemizde yine yaygin
olarak tiiketilen zeytinyag kullanilarak sn-1,3 spesifik lipaz enzimi katalizorliigiinde
gerceklestirilen enzimatik asidoliz tepkimeleri ile CDYA acisindan zengin
yapilandirilmis yag iiretimi gergeklestirilmistir. Calisma kapsaminda gerceklestirilen
enzimatik asidoliz reaksiyonlar1 Thermomyces lanuginosus’dan elde edilen ve sn-1,3
spesifik bir lipaz olan Lipozyme® TL IM enzimi tarafindan katalizlenmistir. Ayrica,
secilen reaksiyon parametreleri olan reaksiyon sicakligi (T, °C), reaksiyon siiresi (t,
saat) ve substrat mol oraninin (Sr, mol/mol) reaksiyon iiriinleri iizerindeki etkisini
incelemek tizere Tepki Yiizey YoOntemi (TYY) kullanilarak 3 faktorlii, 5 seviyeli
Merkerzil Birlesik Deney Tasarimi kullanilmistir. Reaksiyonlar sonucunda secilen

tepki [SDA miktar1 (%)] icin kuadratik model elde edilmistir.

Optimum deney kosulu olarak sicaklik 55 °C, siire 8,4 saat ve substrat mol orani 6
mol/mol olarak secilmistir. Belirlenen optimum kosulda mg ve gram olcekte elde
edilen YY’nin SDA miktarlann sirasiyla %4,9 ve %4,86 olarak bulunmustur. Bu
degerlerin modelden tahminlenen SDA miktar1 (%5) ile benzer oldugu goriilmiistiir.
Sn-2 pozisyonel analizi gerceklestirilen mg olgekte ve g olcekte iiretilen Y'Y ’lerin sn-
2 pozisyonundaki yaklasik SDA miktar1 % 6 olarak bulunmustur. Yapilan bu
analizlere ek olarak, g olgekte iiretilen YY’ nin oksidatif stabilitesi belirlenmis ve
indiiksiyon siiresi 0,3 saat olarak bulunmustur. Peroksit sayisi, p-anisidin degeri,
TOTOX degeri sonucunda YY’nin zeytinyagina gore cok daha diisiikk oksidatif
stabiliteye sahip oldugu belirlenmistir. Bu nedenle, YY nin oksidatif stabilitesinin

arttirllmasi i¢in ¢esitli dogal antioksidanlarin eklenmesi onerilmektedir.

Bu calisma sonucunda katma degeri yiiksek ve biyoteknoloji iiriinii olan, saglik
tizerindeki olumlu etkileri bilinen SDA ve diger coklu doymamis yag asitleri ile
zenginlestirilmis olan fonskiyonel yagin enzimatik olarak iiretilmesi ve elde edilen
bu yaglarin gerek dogrudan tiiketimi gerekse cesitli fonksiyonel gidalarin bilesiminde

kullanilmas1 potansiyel kullanim alanlar1 olarak diisiiniilmektedir. Elde edilen
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YY’nin, salata sosu, mayonez, siiriilebilir yag, margarin vb. iriinlerin
formiilasyonlarinda kullanilarak bu iiriinlere fonksiyonel ozellik kazandirabilecegi

diistiniilmektedir.
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