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STEARIDONIK ASIT ILE ZENGINLESTIRILMIS ANNE SUTU YAGINA
BENZER YAPILANDIRILMIS YAG ELDESI

OZET

Bebek formiillerinde kullanilmak {izere anne siitii yagma benzer yapilandirilmis
yaglarin gelistirilmesi gida {reticileri tarafindan biiyiik ilgi gormektedir. Bunun
nedeni anne siitlinlin bitkisel yaglarda olmayan ve emilim esnasinda besinsel
kayiplar1 6nleyen kendine 6zgii bir yag yapisina sahip olmasidir. Giiniimiizde bebek
formiillerinin biiyiik bir kism1 bitkisel yaglar ile hazirlanmakta ve dolayisiyla anne
siitlindeki yaglarin yapisim1 icermemektedir. Ancak, bitkisel yag kaynaklarinin
kullanildig1 spesifik lipaz enzimlerince katalizlenen interesterifikasyon reaksiyonlari
ile anne siitii yagina benzer yapilandirilmis yag (YY) liretimi miimkiin olmaktadar.

Bu ¢alismada, tripalmitin, findik yagi serbest yag asitleri ile engerek otu (Echium
plantagineum) yagi ve alg (Schizochytrium sp.) yaginin karisimidan olusan Omega
Vega™ serbest yag asitleri arasinda gerceklesen enzimatik asidoliz tepkimeleriyle
stearidonik asit (SDA) ile zenginlestirilmis anne siitii yagina benzer yapilandirilmisg
yaglarin iretilmesi ve tepki-yiizey yontemi (TYY) ile reaksiyon kosullarinin
optimizasyonu amaglanmistir. Enzimatik asidoliz tepkimelerinde Thermomyces
lanuginosus’dan elde edilen ve ticari olarak tutuklanmis sn-1,3 spesifik bir lipaz olan
Lipozyme® TL IM enzimi kullanilmistir. Tepki-yiizey yonteminde segilen farkh
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) [4-12 saat] ve substrat mol orani (Sr, yag
asitleri/triagilgliserol, mol/mol) [3-5 mol/mol] degisken (faktor) olarak se¢ilmistir.
Reaksiyonlar sonucunda secilen tepkiler [stearidonik asit miktar1 (%) ve oleik asit
miktart (%)] i¢in, “coklu regresyon” ve “geriye doniikk eleme” yoOntemleri
uygulanarak basarili kuadratik modeller elde edilmistir.

Deney parametrelerinin etkilesimini gosteren tepki yiizey izdisiim grafikleri
incelenerek sicakligin 60°C, reaksiyon siiresinin 8 saat ve substrat mol oraninin 4
mol/mol oldugu kosullar optimum olarak belirlenmis ve bu kosulda gergeklestirilen
deneylerle modelin dogrulugu tespit edilmistir. Buna ek olarak, belirlenen optimum
kosulda biiyiik dlcekte iiretim gergeklestirilerek elde edilen Y'Y 'nin karakterizasyonu
yapilmistir. Biiylik Olgekte iiretilen YY’nin SDA miktarinin %2,0 ve oleik asit
miktarmin ise %22,9 oldugu ve sn-2 pozisyonunda %46,2 palmitik asit igerdigi
bulunmustur. Ayrica, biiyiikk Olcekte iiretilen YY’nin oksidatif stabilite analizi
yapilarak indiiksiyon siiresinin 6,08 saat oldugu; erime profili analizi sonucunda da
genis bir erime profiline sahip oldugu belirlenmistir.

Bu calisma ile elde edilen YY’lerin anne siitii ile benzer yag asidi kompozisyonu ve
dagilimi gostermesi, ayrica saglik iizerine olumlu etkileri olan SDA’nin yanisira
diger omega-3 ve omega-6 yag asitlerince zenginlestirilmesi sonucunda bebek
beslenmesi ve gelisimi agisindan son derece 6nemli oldugu diigiiniilmektedir. Ayrica,
elde edilen bu YY’lerin endiistriyel 6l¢ekte iiretilmesi durumunda findik yaginin
beklenmektedir.
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PRODUCTION OF HUMAN MILK FAT SUBSTITUTES (HMFS)
CONTAINING STEARIDONIC ACID

SUMMARY

Food producers have a great interest to develop structured lipids resembling human
milk fat to use in infant formulas. Because human milk has a unique lipid structure
other than vegetable oils and it protects nutritional loss during absorption in human
body. Nowadays, infant formulas are prepared with vegetable oils and so they are
lack of human milk fat structure. However, production of structured lipids
resembling human milk fat is possible via interesterification reactions catalyzed by
specific lipase enzymes with the use of vegetable oil sources.

In this study, production of human milk fat substitutes enriched with stearidonic acid
by enzymatic acidolysis reactions between tripalmitin, hazelnut oil fatty acids and
Omega Vega™ oil, a physical mixture of Echium plantagineum oil and DHA-rich
algal oil from Schizochytrium sp., fatty acids, and also optimization of reaction
conditions with response surface methodology (RSM) were aimed. Lipozyme® TL
IM, commercially immobilized sn-1,3 specific lipase derived from Thermomyces
lanuginosus, was used in enzymatic acidolysis reactions. Circumscribed central
composite (CCC) design with five levels was used to investigate the effects of
chosen different factors in RSM, and the variables (factors) studied were: reaction
temperature (T, °C) [55-65 °C], reaction time (t, hour) [4-12 hour] and substrate
molar ratio (Sr, free fatty acids/triacylglycerol, mol/mol) [3-5 mol/mol]. Good
quadratic models were obtained by the application of "multiple regression” and
"backward elimination” methods for chosen responses [amount of stearidonic acid
(%) and amount of oleic acid (%)] after the reactions.

After the investigation of contour plots of the interactions between the parameters,
optimal conditions were determined as 60°C of reaction temperature with 8 hours of
reaction time and 4 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 synthesis to characterize the obtained sturctured
lipid. Stearidonic and oleic acid contents of the final structured lipid were 2,0% and
22,9%, respectively, with 46,2% of palmitic acid content at sn-2 position. Besides,
determination of oxidative stability and melting profile revealed the final structured
lipid had 6,08 hours of induction time, and also had a wider melting range.

In this study, since the produced structured lipids (SLs) have the same fatty acid
composition and distribution, in addition, its enrichment with stearidonic acid which
has positive health effects, as well as other omega-3 and omega-6 fatty acids,
obtained SLs have the potential use as an important ingredient of infant formulas for
infant nutrition and development. Besides, production of these structured lipids at
industrial scale is expected to be beneficial our country’s economy via the use of
hazelnut oil, an important trade of our country.
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1. GIRIS

Yaglarin yag asidi kompozisyonlarinin degistirilerek, Ozelliklerinin ve besinsel
degerlerinin arttirilmas1 ve yeni uygulamalar icin gelistirilmis yapilandirilmis
yaglarin eldesi, giiniimiizde siklikla ¢alisilan konular arasinda yer almaktadir. “Yeni
jenerasyon yaglar” olarak da adlandirilan “yapilandirilmis yaglar” kimyasal veya
enzimatik interesterifikasyon yontemleriyle elde edilebildigi gibi fraksinasyon,
hidrojenasyon, genetik modifikasyon gibi yontemler ile de {iretilebilmektedir.
Enzimatik interesterifikasyon yontemlerinin kimyasal yontemlere gore daha iliml
kosullarda gergeklesmesi, spesifik kompozisyona sahip Tiriinler elde edilmesi,
reaksiyonlar sonucunda c¢ok az yan {iriin olusmast veya hi¢ olugmamasi gibi
nedenlerden otiirli enzimatik modifikasyona olan egilim giderek artmaktadir (Osborn

ve Akoh, 2002; Bornscheuer ve dig., 2003).

Son yillarda, bebek formiillerinde kullanilmak iizere anne siitii yagina benzer
yapilandirilmis yaglarin  gelistirilmesi gida ireticileri tarafindan biiyiik ilgi
gormektedir. Anne siitlinde bulunan yaglar, diger hayvansal veya bitkisel kaynakl
yaglarin yapisindan oldukca farkli olup, anne siitiindeki triagilgliseroller sn-2
pozisyonunda oldukca yiiksek oranda palmitik asit icerirken, diger yaglar palmitik
asidi ¢ogunlukla sn-1,3 pozisyonunda i¢ermektedir. Bu durum, yag asitlerinin ve
kalsiyum, magnezyum gibi bebekler i¢in 6nemli baz1 minerallerin emilimi agisindan
farkliliklara neden olmaktadir. Giliniimiizde bebek formiillerinin biiylik bir kismi
bitkisel yaglar ile hazirlanmaktadir, ayrica anne siitiiyle beslenemeyen bebeklerde
besinsel kayiplarin oldugu yapilan ¢alismalar sonucunda kanitlanmistir (Jensen,2001;

Akoh ve Xu,2002).

Bu ¢alismada, iilkemize 6zgii bir iiriin olan findik yagi kullanilarak sn-1,3 spesifik
lipaz enzimi katalizorliiglinde gerceklestirilen enzimatik asidoliz tepkimeleri ile
bebeklerin biiylimesi ve gelisimi agisindan onemli 6zelliklere sahip, ayn1 zamanda
¢oklu doymamis omega-3 yag asitlerinden olan, eikosapentaenoik asit (EPA) ve
dokosahekzaenoik asit (DHA)’nin Oncii yag asidi olan stearidonik asit ile

zenginlestirilmis anne siitii yagina benzer yapilandirilmig yaglarin iiretilmesi



amagclanmistir. Ayrica, reaksiyon parametreleri olarak secilen sicaklik, siire ve
substrat mol oraninin elde elden iiriinler iizerindeki etkileri incelenerek, tepki ylizey
yontemi kullanilarak reaksiyon parametrelerinin modellenmesi gerceklestirilmistir.
Buna ek olarak, modelin dogrulugu optimum kosullarda kiigiik 0Olgekte
gerceklestirilen reaksiyonlar ile arastirilmistir. Ayni zamanda bu kosullarda
gerceklestirilen daha biiyiik Olgekteki iiretim ile elde edilen YY’nin yag asidi
kompozisyonlari, sn-2 pozisyonundaki yag asidi kompozisyonu, erime profili ve

oksidatif stabilitesi belirlenmistir.

Ulkemiz igin biiyiik éneme sahip olmasinin yam sira saghk acisindan da 6nemli
bilesikleri i¢eren findik yaginin ¢alismada kullanilmasi ve anne siitii yagina benzer
YY’lerin stearidonik asit ile zenginlestirilmesi bu alanda yapilan c¢aligmalarin ilkini

olusturmasi agisindan 6nemlidir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Yapilandirilmis Yaglar

2.1.1 Yapilandirilmis yaglarin tanimi

“Yapilandirilmig yaglar” gliserol molekiiliindeki yag asidi kompozisyonu ve/veya
pozisyonel dagilimi kimyasal/enzimatik sentez, hidrojenasyon, fraksinasyon veya
genetik  modifikasyon yontemleri kullanilarak  degistirilmis  triagilgliserol
(TAG)’lerdir (Osborn ve Akoh, 2002; Bornscheuer ve dig., 2003). Bu yaglar kisa
zincirli, orta zincirli ve uzun zincirli doymus veya doymamis yag asitleri karigimini
ayni gliserol molekiilinde bulundurabilirler (Akoh ve dig., 1998). Sekil 2.1°de
gliserol molekiilii ve ona bagli olan {i¢ yag asidinin yer aldig1 yapilandirilmis yagin

sematik gdsterimi yer almaktadir.

0
[
0 CH;—0—C—K,O,U
[ |
KOouUVL—C—0—C—H 0O
I I
CH—0-C-K,0,U

Sekil 2.1 : Yapilandirilmis yaglarin genel yapist; K, O ve U sirasiyla kisa , orta ve
uzun zincirli yag asitlerini gostermektedir (Akoh ve dig., 2002).

2.1.2 Yapilandirilmis yaglarin kullanim alanlar:

Yapilandirilmis yaglar, yaglarin erime davramisi ya da plastisite gibi fiziksel
ozelliklerinin gelistirilmesi amaciyla gida formiilasyonlari i¢in dizayn edilebildikleri
gibi, 0zel hastaliklar ve metabolik durumlar i¢in besleyici ve tedavi edici amaclar
icin de tasarlanabilirler. Bundan dolayi, yapilandirilmis yaglar cogunlukla “yeni
jenerasyon yaglar” ya da “nutrasdtikler” olarak da adlandirilmaktadir (Akoh ve dig.,
1998). Yapilandirilmis yaglarin fonksiyonel gida uygulamalar1 kapsaminda yer alan
uygulamalar plastik yaglar (margarin, modifiye tereyagi ve firincilik endiistrisinde
kullanilan yari-kat1 yaglar), kakao yagi alternatifleri ve kizartma yaglar iiretiminde

yaglarin erime noktasi, striilebilirlik, erime davranigi, kristalizasyonun
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karakterizasyonu, kizartma stabilitesi gibi 6zellikleri modifiye edilmistir (Akoh ve
dig., 2002; Osborn ve Akoh, 2002). Tibbi ve nutrasotik uygulamalar i¢in tasarlanan
yapilandirilmis yaglar, bebek formiillerinde ve enteral (agizdan tiiple beslenme) ve
parenteral (damardan serumla beslenme) beslenmede yiiksek kalori saglamasi
amactyla sn-2 pozisyonunda doymus yag asidi igerecek sekilde tasarlanirken;
tiketicilerin yiiksek miktarda yag alimina bagh risklere iliskin farkindaliginin
artmasi sonucu olusan pazar ile ortaya ¢ikan diisiik kalorili yaglar ise uzun zincirli
doymus yag asitlerinin sinirli emilinden veya kisa zincirli yag asitlerinin diisiik kalori
degerinden yararlanilarak dizayn edilmektedir (Osborn ve Akoh, 2002). Cesitli
yontemler kullanilarak iiretilen ticari yapilandirilmis yaglar ve uygulamalar1 Cizelge

2.1°de gosterilmistir.

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

2006).

Marka Yag Asidi Bilesenleri Uygulama Alani Uretici Firma
Benefat C18:0 (yliksek miktar) ve Kalorisi azaltilmis firincilik tirtinleri, Cultor Food
C2:0, C4:0 veya C6:0 ¢ikolata kaplamalari Science Inc.
Betapol C16:0 (%45) Bebek formiilleri Loders Croklaan
Cikolata ve ¢ikolata kaplama .
Bohenin C18:1 ve C22:0 iretiminde temperleme yardimcisi ve Eﬂl Oil Company
kopiik dnleyici 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 yagi Procter & Gamble
Yiiksek-laurik asit yagi ve - . . .
Impact yiiksek linoleik asit yag ile Travma ya da anjgllyat, sepsi ya da Novartis Nutrition
: . kanser hastalar1 i¢in farmasdtikler Corp.
interesterfikasyon
T1bbi besin iiriinleri, sekerleme
. C12:0 (%40) ve doymamis >
Laurical yag (C18:1, C18:2 ve C18:3) kaplamal:drl, kahve beyazlaticilari, Calgene Inc.
dolgu yaglari
C8:0, C10:0 ve CDYA
Neobee Tibbi ve besinsel igecekler Stepan Corp.
(n-6 ve n-3)
Structo- Uzun zincirli TAG (%63) ve | Parenteral beslenme ve hastalar i¢in Eresenius Kabi
lipid orta zincirli TAG (%37) hizli enerji kaynagi




2.1.3 Enzimatik sentez yontemi ile yapilandirilmis yag eldesi

Dogal kaynaklarin kullanildig1 yesil kimya ve dogal prosesler, cevresel ve sagliksal
kaygilardan 6tiirii gliniimiizde oldukga tercih edilmektedir. Yapilandirilmis yaglarin
enzimatik sentezi lipit modifikasyonunda oldukga yeni bir kavramdir. Cogunlukla,
bu amag icin lipaz enzimleri kullanilmaktadir. Enzimlerin yer aldigi herhangi bir
proses ve elde edilen iiriinler dogal olarak nitelendirilmektedir. Bu nedenle enzimler,
daha dogal ve daha az sentetik gida triinleri ve gida katkilar talep eden tiiketiciler
tarafindan kimyasal katalistlere tercih edilmektedir (Akoh, 1996; Akoh ve dig.,
2002).

Kimyasal sentez ucuz bir yontem olmasina karsin, secici olmamasindan dolay1 son
iriindeki yag asitlerinin pozisyonel dagilimi kontrol edilememektedir. Ayrica,
kimyasal sentez yonteminde sicaklik, basing ve pH gibi reaksiyon kosullarinin
oldukga yiiksek degerlerde gerceklesmesi sonucu ¢oklu doymamis yag asitlerinin
pargalanmasi ve ¢evre kirliligi gibi sorunlarla karsilagilmaktadir (Osborn ve Akoh,
2002; Bornscheuer ve dig., 2003). Oldukga 1limli reaksiyon kosullarina sahip olan
enzimatik interesterifikasyon, kimyasal interesterifikasyona gore daha az cevresel
kirlilige yol agmaktadir (Bornscheuer ve dig.,, 2003). Interesterifikasyon
reaksiyonlar1 arasinda transesterifikasyon, asidoliz ve alkoliz reaksiyonlar1 ticari
ilginin oldugu reaksiyonlardir. Transesterifikasyon acil gruplarmin iki ester
arasindaki degisimi ile gerceklesirken, asidoliz bir agil grubunun, bir asit ve bir ester
arasindaki transferi seklinde gerceklesmektedir. Diger bir deyisle, yeni yag asitlerinin
TAG yapisia katilmasidir. Alkoliz ise bir alkol ve bir ester arasinda gergeklesen
esterlesme reaksiyondur (Willis ve Marangoni, 2007). Asagida yer alan Sekil 2.2,

Sekil 2.3 ve Sekil 2.4’te sirastyla transesterifikasyon, asidoliz ve alkoliz reaksiyonlar1

gosterilmistir.
o U sn-1,3 spesifik lipaz u o u
o 4+ U O u + O + (0]
(8] U U O U
U O (0]
U + O + U
(0] U (0]

Sekil 2.2 : sn-1,3 spesifik lipaz tarafindan katalizlenen, orta zincirli yag asitleri
iceren bir TAG ve uzun zincirli yag asitleri igeren bir TAG arasinda
gerceklesen transesterifikasyon reaksiyonu (O: Orta zincirli yag asidi
(YA), U: Uzun zincirli YA) (Marangoni, 2002).
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u sn-1,3 spesifik lipaz U O 0]
U + 0 . U + U + U
U O U

U

Sekil 2.3 : sn-1,3 spesifik lipaz tarafindan katalizlenen, orta zincirli yag asidi ile
uzun zincirli yag asitleri i¢eren bir TAG arasinda gergeklesen asidoliz
reaksiyonu (O: Orta zincirli yag asidi (YA), U: Uzun zincirli YA)
(Marangoni, 2002).

\ OH sn-13 spesifiklipaz_ cpya _— CDYA — CDYA
EOH + CDYA ——> — OH _ r— on _ — CDYA

OH — OH — (¢DYA '— OH

— OH — CDYA — OH

— CDYA+ — CDYA+ — OH

— OH — CDYA — OH

sn-1,3 spesifik lipaz

OH 0 — O — OH — OH

B E0H+E0—'—0H+—0 + O

OH 0] — OH — 0O — OH

— OH — O — O

— OH , [ O + [ OH

— on L— O — O

Sekil 2.4 : Gliserol ve coklu doymamis yag asidi arasinda (A) ve gliserol ile orta
zincirli yag asitleri igeren bir TAG arasinda (B) gergeklesen, sn-1,3
spesifik lipaz tarafindan katalizlenen asidoliz reaksiyonlari (O: Orta
zincirli yag asidi (YA), CDYA: Coklu doymamis YA) (Marangoni, 2002).

2.2 Lipaz Enzimleri

Lipazlar (EC 3.1.1.3, triagilgliserol agcilhidrolaz) yaglarin hidrolizini katalizleyen
enzimlerdir. Bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar lipaz enzimi iiretmektedirler.
Gilinlimiizde, bakteri ve kiifler tarafindan iiretilen lipazlara olan ilgi artmaktadir.
Ciinkii, mikrobiyal lipazlar yliksek aktivite ve stabiliteye sahip olmalari, biiyiik
Olcekte temin edilebilmeleri ve cesitli reaksiyonlar1 katalizleyebilmeleri gibi bir ¢cok

avantaja sahiptir (Akoh ve dig., 2002; Hou, 2002).

Dogada ¢okca bulunan lipaz enzimleri, yapilandirilmig yaglarin iiretiminde
kullanilan  direkt esterifikasyon, asidoliz ve alkoliz gibi reaksiyonlar

katalizlemektedir. Bu reaksiyonlarda, lipazlarin yag asidi segiciliginden otiirti, son
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tiriindeki yag asitlerinin pozisyonel dagilimi kontrol edilebilmektedir (Osborn ve
Akoh, 2002). Genetik miithendisligi, yonlendirilmis evrim veya protein miihendisligi
uygulamalari ile 6zelliklerinin gelistirilmesine olanak saglayan lipazlar, tutuklanarak

defalarca kullanilabilmektedirler (Xu, 2000; Bornscheuer ve dig., 2003).

Lipazlarin katalizledigi reaksiyonlar ile kako yagi1 ikameleri, diisiik kalorili yaglar,
anne siitii yagina benzer yapilandirilmis triagilgliseroller, margarin yaglari, kismi
acilgliseroller, modifiye balik yagi iirlinleri ve gesitli lipid iirtinleri iiretilebilmektedir

(Xu, 2000; Sahin ve dig., 2003).

2.2.1 Lipaz enzimlerinin etki mekanizmasi

Farkli kaynaklara ait lipazlarin yapilart incelendiginde, hepsinin benzer {i¢ boyutlu
yaptya sahip olma egilimi gosterdigi goriilmiistiir. Birgok lipazin amino asit
dizilerinin karsilastirilmasi sonucunda biiyiik farkliliklar icermelerine ragmen benzer

bicimde katlandiklar1 ve benzer katalitik bolgeler i¢erdikleri gdzlenmistir.

Cozelti icerisinde iken, lipazin aktif bolgesi sarmal bir parca ile kapatilmaktadir.
Ancak, yaglarin veya organik ¢oziiciilerin varliinda bu sarmal kapagin (“lid”)
acildigi, aktif bolgeyi iceren hidrofobik merkezin agiga ¢iktigi konformasyonel bir
degisim olmaktadir (Willis & Marangoni, 2007). Sekil 2.5’te Thermomyces

lanuginosus’a ait lipaz enziminin agik ve kapali formu gosterilmistir.

EKapah Formn Acik Form

Sekil 2.5 : Thermomyces lanuginosus lipazinin agik ve kapali haldeki yapisi
(Fernandez-Lafuente, 2010).

Lipazin yapisinda meydana gelen bu konformasyonel degisim sonucunda aktif
bolgede bulunan Asp/Glu-His-Ser (Asparajin/Glutamin-Histidin-Serin) katalitik ti¢li
grubunun agiga ¢ikmasi lipaz aktivasyonunu tetiklemekte ve serin amino asidinde
bulunan hidroksil grubunun ester baglarina niikleofilik atak yapmaktadir. Boylelikle,

bir ester bagmin hidroliz olmasi ve bir agil-enzim ara {iriiniin olugmas1 ile
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interesterfikasyon reaksiyonu baslatilir, devaminda ise a¢il degisimi ve yeni ester
baglarinin olusumu sonrasinda yeni bir TAG molekiilii olusturulur (Akoh ve dig.,
1998, Camp ve dig., 1998). Lipazlarin katalitik dongiisiinde yer alan reaksiyonlar
Sekil 2.6°da gosterilmistir.
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Sekil 2.6 : Lipaz enzimleri tarafindan katalizlenen enzimatik interesterifikasyon
reaksiyonlarinin katalitik mekanizmasi (Marangoni, 2002).

2.2.2 Lipaz enzimlerinin seciciligi

Lipaz enzimlerinin enzimatik esterifikasyonunu kimyasal esterifikasyondan farkli
kilan baglica avantaji enzim segiciligidir. Baslica ii¢ tiir lipaz segiciligi vardir, bunlar
pozisyonel segicilik, yag asidi seciciligi ve stereosegiciliktir. Pozisyonel segicilik ve

yag asidi segiciligi, genellikle, sentetik TAG molekiillerinin kismi hidrolizi ve ince



tabaka kromatografisi ile ayrilmasi sonrasinda iirlinlerin 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).

Pozisyonel Segicilik

Pozisyonel segicilik, lipaz enzimlerinin TAG molekiiliiniin sn-1,3 pozisyonlarindaki
ester baglarina olan seciciligi seklindedir. Bu durum, sterik engellemeden &tiirii
lipazlarm TAG molekiiliiniin ~ sn-2  pozisyonuna etki edememesinden
kaynaklanmaktadir. Sterik engelleme sn-2 pozisyonunda yer alan yag asidinin lipaz
enziminin aktif bolgesine girmesini dnlemektedir. 1,3- spesifik lipazlarin kullanildig
bir interesterifikasyon reaksiyonunda ilk olarak TAG, 1,2- ve 2,3-diagilgliseroller
(DAG), ve serbest yag asitlerinin oldugu bir karisim iretilmektedir. Uzun siireli
reaksiyonlardan sonra ise acil go¢ii 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).

Stereosecicilik

Stereosegicilik, lipazlarin TAG molekiiliindeki sn-1 ve sn-3 pozisyonlar1 arasindaki
farki ayirt edebilme o6zelligidir (Hou, 2002). TAG molekiiliindeki sn-1 ve sn-3
pozisyonlar1 sterik olarak birbirinden farklidir; ve c¢ok az sayidaki lipaz bu iki
pozisyon arasindaki ayrimi gozetmektedir. Stereosegici lipazlarin katalizledigi
reaksiyonlarda, 1. ve 3. pozisyonlar farkli hizlarda hidrolize olurlar. Stereosegicilik,
lipaz kaynagina ve acil gruplarina gore belirlendigi gibi, ayn1 zamanda, arayilizeydeki
yag konsantrasyonuna da bagli olabilmektedir. Zira arayiizeydeki substrat
konsantrasyonundaki bir artig, sterik engellemeden Otiirii enzim segiciligini
diisiirebilmektedir. Ayrica, zincir uzunlugundaki farkliliklar da lipaz seciciligini
etkileyebilmektedir. Pseudomonas tiirlerine ait lipazlar ile domuz pankreatik lipazi,
belli agil gruplart hidrolize oldugu zaman stereosecicilik ozelligi gostermektedir

(Willis ve Marangoni, 2007).



Yag asidi seciciligi

Lipazlar belirli yag asitlerine, ya da daha genel olarak, bir yag asidi sinifina karsi
secici olabilirler. Bu tiir lipazlar secgici oldugu yag asitletinin gliserit esterlerini,
gliserol yapisindaki pozisyonlarima bakmaksizin, hidrolize ederler. Yag asidi
seciciligi gosteren lipazlardan olan Penicillium roquefortii lipazi ve prematiir
bebeklerdeki gastrik lipazi kisa zincirli yag asidine karsi secici olan lipazlardir.
Ayrica G. candidum lipazi ise cis-9-doymamis yag asidine karsi segicilik 6zelligi
olan bir lipazdir. (Hou, 2002). Domuz pankreatik lipazi kisa zincirli yag asitlerine
kars1 segici iken, Penicillium cyclopium ise uzun zincirli yag asitlerine segici
davranmaktadir. Ayrica, A. niger ve Aspergillus delemar lipazlari ise hem orta hem
de kisa zincirli yag asitlerine karsi secicidir. Lipazlarin yag asidi segiciligi, tibbi
gidalar i¢in yapilandirilmis yag iretmek, ve yaglarin besinsel ozelliklerini
gelistirmek amaciyla spesifik yag asitleri ile zenginlestirmek i¢in kullanilmaktadir

(Willis ve Marangoni, 2007).
2.2.3 interesterifikasyon reaksiyonlarinda lipaz aktivitesini etkileyen faktoler

2.2.3.1 Sicaklik

Sicaklik, lipaz aktivitesini etkileyen onemli faktorlerden birisidir. Genellikle, artan
sicaklik miktart interesterifikasyon hizim1 da arttirmakta; ancak c¢ok yiiksek
sicakliklarda, enzim denatiirasyonu nedeniyle reaksiyon hizi azalmaktadir. Bitkisel
ve hayvansal kaynakli lipazlarin isiya olan dayanikliliklart hiicre-digi mikrobiyal
lipazlardan daha azdir. Enzimler i¢in optimum sicaklik enzim kaynagina gore
degiskenlik gostermektedir. Cogu tutuklanmis enzim i¢in optimum sicaklik aralig
30°C-62°C arasinda olmakla birlikte serbest enzimler i¢in bu sicaklik aralifi daha
diisik olma egilimindedir. Tutuklanmis lipazlar 1s1l bozunmaya karst daha
dayaniklidirlar, ¢iinkii tutuklama islemi, enzim hareketini kisitlayarak enzim

denatiirasyonunu 6nlemektedir (Camp ve dig., 1998; Willis ve Marangoni; 2007).

Reaksiyon sicakligini arttirmak acil katilimini arttirabilir, fakat ayn1 zamanda, daha
cok acil gocii gozlenmektedir (Yang ve dig., 2005). Acil goci, lipazlarca katalizlenen
asidoliz reaksiyonlarmin kac¢inilmaz yan reaksiyonlar1 olarak tanimlanmakta ve esas
Olusum nedeni olarak ortamda bulunan diagilgliseroller (DAG)’in varligi
gosterilmektedir (Yang ve dig., 2003b). Esas olarak, sn-1 ve sn-3 pozisyonlarinda

bulunan yag asitlerinin sn-2 pozisyonuna (sn-2 pozisyonundaki acillerin sn-1 ve sn-3
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pozisyonlarina gogmesi seklinde de goriilebilmektedir) go¢ etmesini ifade eden agil
gocii, anne siiti yagina benzer yapilandirilmis yag iiretiminin gergeklestigi
caligmalarda ise sn-2 pozisyonunda bulunan palmitik asit yiizdesindeki degisim
olarak tanimlanmaktadir (Yang ve dig., 2003a; Foresti ve Ferreira, 2010). Reaksiyon
sicakliginin yag asidi katilimindan ¢ok agil gocii iizerinde gii¢li bir etki gosterdigi;
reaksiyon sicakligmin diisiiriilmesi ile agil gociiniin yiiksek oranda baskilandigi

belirtilmektedir.

2.2.3.2 Siire

Yiiksek katilim oranini saglamak ve iiretim masraflarini minimize etmek icin gerekli
olan en kisa reaksiyon siiresini belirlemek 6nemlidir (Senanayake ve Shahidi, 1999).
Cilinkii, uzun reaksiyon siireleri, agil gogilinii de beraberinde getirmektedir (Jennings
ve Akoh, 1999). Bu nedenle, agil gociiniin en diisiik oranda gergeklesmesi igin
genellikle reaksiyon siireleri kisaltilmaktadir (Schmid ve dig., 1998; Marangoni,

2002).

Anne siiti yagina benzer yapilandirilmig yaglarda en onemli husus, anne siitii
yaglarinda da oldugu gibi, sn-2 pozisyonunda bulunan palmitik asittir. Esterifikasyon
reaksiyonu boyunca agil migrasyonu sn-2 pozisyonundaki palmitik asit miktarinda
bir azalmaya neden olabilmektedir (Schmid ve dig., 1998). Agil gogiiniin diisik
oranda gergeklesmesi, iretilen TAG’larin sn-2 pozisyonundaki palmitik asidi
muhafaza etmek ve ayni zamanda, bebeklerde optimal TAG ve kalsiyum emilimini

saglamak i¢in oldukca dnemlidir (Nielsen ve dig., 2006).

2.2.3.3 Substrat mol oran

Enzimatik reaksiyonlarda elde edilen diriinlerin TAG kompozisyonu, reaksiyon
dengeye ulastiktan sonraki substrat oranlarina baglidir. Yiiksek substrat mol orani,
reaksiyon dengesini iiriin yoniinde ilerleterek acil katilimimi arttiracaktir (Yang ve

dig., 2003a).

Baz1 lipazlar i¢in, agil verici olan serbest yag asitlerinin yiiksek konsantrasyonda
olmasinin asidoliz reaksiyonlarindaki lipaz aktivitesinde bir diigiise neden olabilecegi
bildirilmistir. Clinkii, asidoliz reaksiyonlarinda, lipaz enzimlerinin Kkatalitik

bolgesinde bulunan kapagin (“lid”) agilmasi, ortamda bulunan fazla miktardaki
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serbest yag asitlerince engellenebilir. Bu durum, bazi lipazlarin  asidoliz

reaksiyonlarindaki diisiik katalitik aktivitesini agiklamaktadir (Yang ve dig., 2003b).

Substrat miktarinin fazla olmasi, ekonomik agidan degerlendirildiginde, maliyeti
arttirdig1 icin avantaj saglamamakla birlikte lipazlarin substrat inhibisyonuna da
neden olabilmektedir. Yiiksek mol oraninin segildigi durumlarda agil gogiiniin
azaltilmasi i¢in reaksiyon siireleri kisaltilarak reaksiyon hizi arttirllmalidir (Jennings

ve Akoh, 1999; Senanayake ve Shahidi, 2004).

Substrat mol oraninin se¢imi ayn: zamanda saflagtirma 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 segmek gerekmektedir (Yang ve
dig., 2003a).

2.3 Yapilandirilmis Yaglarin Uretiminde Kullanilan Doymamus Yag Asitleri

Yapilandirilmis yaglarin sentezinde ¢esitli yag asitleri kullanilmakta; yapilandirilmig
yagdan en fazla yarar saglamak amaciyla her bir yag asidinin fonksiyon ve
ozelliklerinden yararlanilmaktadir. Yag asitleri ve onlarin TAG molekiiliindeki
pozisyonlart YY nin fonksiyonel ve fiziksel 6zelliklerini, metabolizmasini, ve saglik
tizerindeki yararlarini belirlemektedir. Bu nedenle, yag asitlerinin fonksiyon ve

metabolizmasini 6zetlemek uygun olacaktir (Akoh veKim, 2007).

Normal bir diyetle alinan tiim doymamais yag asitleri hemen hemen omega-3, omega-
6, ve omega-9 (n-3, n-6, n-9 veya ®-3, -6, -9 olarak da isimlendirilir) yag
asitlerinden olugsmaktadir (Watkins ve German, 2007). N-3 ve n-6 yag asitleri ¢oklu
doymamis yag asitleri (CDYA) olmakla birlikte, n-9 yag asitleri ise cogunlukla tekli
doymamus yag asitleridir (Lee ve Lee, 2006).

2.3.1 Omega-9 yag asitleri

Omega-9 yag asitleri veya tekli doymamis yag asitleri kanola, zeytin, fistik, ve
yiiksek-oleik aycicegi gibi bitkisel yaglarda oleik asit (C18:1n-9) olarak
bulunmaktadir. Oleik asit insan viicudu tarafindan sentezlenebildigi i¢in esansiyel
yag asidi olarak kabul edilmemektedir. Bununla birlikte, viicutta plazma

kolesteroliinii diisiirmede dengeli bir role sahiptir (Akoh ve Kim, 2007).
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2.3.2 Omega-6 yag asitleri

En yaygin n-6 yag asidi olan linoleik asit (LA, C18:2n-6) baslica birgok sebzenin
yaginda ve hindistan cevizi, kakao ve palm fistiklar1 hari¢ bir¢ok bitkinin tohumunda
bulunmaktadir. Besinlerle LA alinmamasi1 durumunda dermatit (deri iltihab1), deriden
asirt su kaybi, biiylime ve lireme bozukluklari, ve yaralarin gec iyilesmesi gibi
sorunlar gozlenmektedir (Akoh ve Kim, 2007). LA viicutta gama-linolenik asit
(GLA, C18:3n-6), dihomo-gama-linolenik asit (DGLA, C20:3n-6) ve arasidonik asit
(AA, C20:4n-6 ) gibi n-6 yag asitlerine doniismektedir (Borsonelo ve Galduroz,
2008). N-6 serisi yag asitleri insanlar ve memeliler tarafindan sentezlenemedigi igin
esansiyel yag asitleri olarak kabul edilmektedir (Akoh ve Kim, 2007). Sekil 2.7°de n-
6 CDY A’larina ait metabolik yol yer almaktadir.

GLA hiicre zarinda bulunan fosfolipitlerin 6nemli bir bilesenidir. Ayrica,
prostaglandin E1’in 6nciil molekiilidiir. Seker hastaligi, yiiksek tansiyon, kanser,
sikleroz, sizofreni, osteoporoz, kardiyovaskiiler hastaliklar, cilt hastaliklari, alerji,
enflamatuar hastaliklar gibi bircok hastalik iizerine olumlu etkisi oldugu
belirtilmektedir (Huang ve Huang, 2006; Ahmed ve dig., 2009). GLA dogal olarak
bazi bitkilerin tohum yaglarinda TAG fraksiyonu olarak bulunmaktadir. Esekotu,
hodan (boraj) yagi, frenkiiziimii yag1 ve kendir tohumu yagi GLA bakimindan zengin

kaynaklardir (Guil-Guerrero ve dig., 2010).

2.3.3 Omega-3 yag asitleri

Iki temel ¢oklu doymamus yag asitleri sinifindan birisi olan omega- 3 yag asitleri, iKi
ya da daha fazla c¢ift bag iceren, 18 veya daha fazla sayidaki karbon atomundan
olusan bir yapiya sahiptir. Baslica 6énemli n-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).

N-3 CDYA’lar, viicuttaki biyoaktif molekiillerden olan prostaglandin, tromboksan
ve 10kotrienlerin nciil molekiilleri olduklar i¢in bebeklerin biiyiimesi ve gelisimleri
acisindan biiyiik 6neme sahiptir. Bu biyoaktif molekiiller bir¢ok biyokimyasal
proseste diizenleyici fonksiyona sahiptir (Koletzko ve dig., 2001; Weber ve
Mukherjee, 2005). Sekil 2.7°de n-3 CDY A’larma ait metabolik yol yer almaktadir.
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Sekil 2.7 : N-6 ve n-3 CYD’larinin metabolik yolu (Gebauer ve dig., 2005).

N-3 yag asitleri, onciil molekiilleri olan ALA’dan biyosentezlenerek ya da besinsel

kaynaklarindan direkt olarak elde edilirler. Ancak, yetiskin bireylerde oldugu gibi,

bebekler de ALA’nin sentezlenmesi i¢in gerekli olan enzimlere sahip degillerdir. Bu

nedenle, ALA, esansiyel yag asidi olarak kabul edilir, ve bebeklerin biiylimesi ve

gelisimleri icin besinsel kaynaklarindan diyetle birlikte viicuda alinmasi gerekir

(Weber ve Mukherjee, 2005; Agastoni, 2010). ALA cogunlukla soya fastilyesi, keten

tohumu yag1, yesil yaprakli bitkilerin kloroplastinda bulunmaktadir (Akoh ve Kim,

2007).
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SDA, ALA’nin EPA ve DHA’ya doniisiimiinde yer alan ara metabolittir (Whelan,
2009). Frenkiiziimii (Ribes nigrum), esekotu (Oenothera biennis), baz1 Boraginaceae
ailesi liyeleri ile Echium cinsi bitkilerin yapraklarinda ve tohumlarinda bulunan SDA
ayni zamanda, bazi alg ve kif tiirlerinde ve az miktarda da yagli baliklarda
bulunmaktadir. Bununla birlikte, su anda gelistirilmekte olan ancak heniiz ticari
olarak piyasaya sunulmamis olan %20 oraninda SDA igeren genetigi degistirilmis
soyafasiilyesi yaginin da potansiyel SDA kaynagi oldugu belirtilmistir (Tahvoven ve
dig., 2005; Miler ve dig., 2007; Guil-Guerrero ve dig., 2010). Diyetle alinan
SDA’nin insan eritrosit ve plazma fosfolipitlerindeki EPA’ya doniisiimiiniin, diyetle
alman ALA’nin doéniistimiinden daha verimli oldugu belirtilmektedir (Whelan,
2009). insan viicudunda SDA’min EPA’ya doniisiim miktar yaklasik olarak %30
oranindadir; bu oran ALA’nin EPA’ya doniim miktarinin 4-5 kati daha fazladir
(Gray ve dig., 2010). EPA ve DHA’nin baz1 hastaliklar {izerindeki etkilerine benzer
etkiler gosteren SDA, EPA ve DHA’nin kalp-damar hastaliklari, iltihaplanma,
kanser ve norolojik hastaliklar1 azaltmadaki etkisine de potansiyel olarak sahiptir.
Ayrica, SDA iltihap ve agregasyon Onleyici etkiye sahip olan prostaglandin E2’nin
olusumunu saglayan siklooksigenaz enziminin substrati olarak da gorev yapmaktadir

(Coupland, 2008; Whelan, 2009).

EPA, viicutta bulunan baz1 prostaglandin ve l6kotrienlerin 6nciil molekiilii olmakla
birlikte, bagisiklik sistemi fonksiyonlarma da katkida bulunur (Koletzko ve dig.,
2001; Lora ve Lewis, 2007). EPA, ayn1 zamanda, kalp-damar hastaliklari, sizofreni
ve bazi kanser tiirlerinin tedavisinde de etkilidir (Ward ve Singh, 2005). DHA ise
retina ve beyin hiicrelerinde yiiksek oranda bulundugu icin bebeklerde sinirsel,
bilissel ve gorsel gelisim i¢in olduk¢a 6nemli bir role sahiptir (Horrocks ve Yeo,
1999). Ayrica, DHA’nin hiicre membrani fonksiyonlari, sinir sisteminin gelisimi,
fotoreseptor farklilagsmasi, gorme pigmeti olan rodopsinin aktivasyonu, oksidatif
strese kargi korunma, gesitli enzimlerin aktivasyonu ve iyon kanallarinin fonksiyonu
tizerine 6nemli etkilerinin bulundugu bildirilmektedir (Lapillonne ve Jensen, 2009).
Balik yaglari, miktar1 balik tiirlerine gore degismesine ragmen EPA ve DHA
bakimindan zengin kaynaklardir. Morina balig1 karacigeri, somon baligi, alabalik,
ringa baligi, sardalya ve hamsi %22’den fazla EPA ve DHA icermektedir (Akoh ve
dig., 1998; Russo, 2009). Ayrica, mikroalgler de EPA ve DHA kaynaklar1 arasinda
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yer almaktadir (Spolaore ve dig., 2006). Buna ek olarak, yumurta sarisindaki
fosfolipitler de DHA igermektedir (Weber ve Mukherjee, 2005) .

2.3.4 SDA’nin 6nemi

Uzmanlar bebek formiillerinin anne siitii yag asidi kompozisyonuna benzeyecek
sekilde dizayn edilmesi ve n-3 yag asitleri igermesi hususunda hemfikirdirler
(Senanayake ve Fichtali, 2006). Bebek beslenmesi agisindan son derece Onemli
etkileri olan n-3 yag asitleri gerekli enzimler olmadig1 i¢in bebeklerin viicutlarinda
sentezlenememektedir. Bu nedenle, n-3 yag asitleri, onciil molekiilleri olan ALA’dan

sentezlenerek veya besinler yoluyla temin edilirler (Weber ve Mukherjee, 2005).

Bebekler ALA’y1 EPA ve DHA’ya dontstlirebilmektedir, fakat bu oran diisiik
seviyelerde kalmaktadir. ALA’nin insan viicudunda DHAya doniisiim orani oldukga
sinirlidir; bu oran yetiskin bireylerde yaklasik %5 iken, bebeklerde ise %1’den daha
azdir (Senanayeke ve Fichtali, 2006). Ozellikle erken dogan bebeklerde ALA nin n-3
CDYA’larina doniisiim oran1 viicudun ihtiyacini karsilayacak diizeyde degildir
(Crozier, 1998). Balik yaglari, miktar1 balik tiirlerine gore degismesine ragmen EPA
ve DHA bakimindan zengin kaynaklardir (Akoh ve dig., 1998). Ancak, balik
yaglarinin besin takviyesi olarak kullanimi konusunda endiseler vardir. Bunun
nedeni, balik yaglariin dioksinler, poliklorlu bifenil (PCB), civa vb. agir metaller
gibi cevresel kirlilikleri igcermesidir. Hatta bu nedenlerden otiirii baz1 iilkeler, basta
Amerika Birlesik Devletleri (ABD) olmak iizere, balik yaglarimin bebeklere ve
cocuklara verilmesiyle ilgili para cezasi uygulamaktadir (Ratledge, 2004). Balik
kaynaklarinin giin gegtikge azalmasi, balik yaglarinin icerdigi c¢evresel Kirlilikler,
balik yaglarmin tercih edilmeyen koku ve tada sahip olmasi ve yaglarin kalitesinin
degiskenlik gostermesi balik yaglar ile ilgili olumsuz diisiinceler olup bu nedenle
alternatif n-3 kaynaklarinin arastirilmasi yoniindeki egilim artmistir (Chavez-Servin

ve dig., 2009; Whelan, 2009).

Diyetle alinan SDA’nin insan eritrosit ve plazma fosfolipitlerindeki EPA’ya
doniisiimii, diyetle alinan ALA’nin doniisiimiinden daha fazladir (Whelan, 2009).
Insan viicudunda SDA’min EPA’ya doniisiim miktart yaklasik olarak %30
oranindadir; bu oran ALA’nin EPA’ya doniim miktarinin 4-5 kati daha fazladir
(Gray ve dig., 2010). SDA’nin DHA’ya doniisiim orani ise, ALA’nin DHA’ya
doniigiim orani ile aynidir (Brennan ve dig., 2009). EPA ve DHA’nin bazi hastaliklar
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tizerindeki etkilerine benzer etkiler gosteren SDA, EPA ve DHA’nin kalp-damar
hastaliklari, iltihaplanma, kanser ve norolojik hastaliklar1 azaltmadaki etkisine de
potansiyel olarak sahiptir (Coupland, 2008). Yukarida bahsedilen nedenlerden
dolayr, SDA balik yaglarindan temin edilen EPA ve DHA’ya alternatif bitkisel
kaynakl1 bir yag asidi olma potansiyeline sahiptir (Surette, 2004; Coupland, 2008).

2.4 Deneysel Calismalarda Kullanilan Hammaddeler

2.4.1 Findik yag

Findik (Corylus avellana L.), Betulaceae ailesine ait olan ve diinya c¢apinda en
popliler kabuklu yemis olmakla birlikte esas olarak Tiirkiye’de Karadeniz Bolgesi
kiyilarinda, bati Avrupa’da (italya, Ispanya, Portekiz ve Fransa) ve Birlesmis
Devletlerin (US) baz1 bolgelerinde yetismektedir. Buna ek olarak, findik Avustralya,
Yeni Zelanda, Cin, Azerbaycan, Sili, iran ve Giircistan gibi diger bazi iilkelerde de
yetistirilmektedir (Alasalvar ve dig., 2008). Diinya capindaki toplam findik
tiretiminin yaklasik olarak %74’ tinii gergeklestiren Tiirkiye, diinyadaki en biiyiik
findik {ireticisi konumundadir. Tiirkiye’yi ~%16 ile Italya, ~%4 ile Birlesik Devletler
(US) ve ~%?3 ile Ispanya takip etmektedir. Diger iilkeler ise toplam findik iiretimine
~%3 oraninda katki saglamaktadir (Alasalvar ve dig., 2009). Ayrica, Tiirkiye diinya
findik pazarinin %80’ini elinde bulundurmaktadir. Bu nedenle, findik Tiirkiye

ekonomisi i¢in oldukca 6nemlidir (Alasalvar ve dig., 2003a).

Sekil 2.8 : Kabuklu ve kabuksuz findik (Url-1).

Findik yag1 Tiirkiye ve diger iilkelerde giderek popiiler olmaya baslamakla birlikte
yemeklerde, kizartmalarda, salata soslarinda ve lezzet verici bilesenlerde yaygin
olarak kullanilmaktadir (Alasalvar ve dig., 2009) Findik yaginda baskin olarak
bulunan yag asidi %77,5-82,9 orani ile oleik asittir. Findik yagmin igerdigi diger
baslica yag asitleri ise linoleik asit (%7,5-13,7), palmitik asit (%4,8-5,8) ve stearik
asit (%1,9-3,1)’tir. Kalp sagligina yararli yag asitleri olarak bilinen tekli ve ¢oklu
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doymamis yag asitleri ise findik yaginda bulunan toplam yag asitlerinin yaklasik
olarak %92’sini olusturmaktadir. Bu nedenle, findik yag: diger bitkisel yaglardan
daha ¢ok talep edilmektedir (Alasalvar ve dig., 2008). Kabuklu yemis tiirleri iginde
findik, 6zel yag asidi kompozisyonuna sahip olmasi, bunun yaninda tokoferol ve
sterol icermesi bakimindan insan sagligi ve beslenmesinde ©nemli bir rol
oynamaktadir. Findik yaklasik olarak %60 oranindaki yiiksek yag iceriginden otiirii
miikemmel bir enerji kaynagi saglamaktadir. Bir¢ok arastirma grubu, insan diyetine
eklenen findigin faydalarini rapor etmistir. Bu etkiler findik yagiin tekli ve ¢oklu
doymamis yag asitlerince zengin yag asidi profili ile iliskilendirilmektedir.

(Alasalvar ve dig., 2003b).

2.4.2 Omega Vega™ yag karisim

Engerek otu (Echium plantagineum) yagi ve alg (Schizochytrium sp.) yaginin
karisimindan olusan Omega Vega™ (Preferred Nutrition Inc, Acton, ON) besin
takviyesi amaciyla iiretilen ve ticari olarak satis1 bulunan bir yag karistmidir. Uriin
ambalaj1 lizerinde yer alan etiket bilgilerine gore Omega Vega’nin icerdigi baslica
yag asitleri ALA, SDA, GLA, DHA ve EPA’dir. Bunun yani sira, Omega Vega
yiiksek-oleik aycicek yagi, aycicek lesitini, tokoferol ve askorbil palmitat da
icermektedir (Url-2).

DHA ve EPA’nmin baglica kaynagi balik yaglari olmakla birlikte giiniimiizde
Schizochytrium sp. mikroalginden tek hiicre yagi olarak da elde edilebilmektedir.
(Sanders ve Theobald, 2006).

Omega Vega yag karisiminin kaynaklarindan biri olan engerek otu (Echium
plantagineum) hodangiller (Boraginaceae) ailesine ait, Akdeniz ve Makaronezya
orijinli bir bitkidir (Berti ve dig., 2007). Ulkemizde mor engerek otu olarak da
isimlendirilen ve ciceklenme donemi Mart-Eyliil aylari arasinda olan Echium
plantagineum bitkisi tarlalarda, kiy1 kesimlerde ve corak yerlerde yetismektedir
(Karaca, 2008). Sekil 2.9°da Echium plantagineum bitkisine ait goriintiiler yer
almaktadir. Echium tohumlar1 %9-16 oraninda SDA igermekle birlikte ayn1 zamanda
GLA ve ALA da icermektedir. Echium yagi ekzema, akne ve diger cilt
hastaliklarinin tedavisi i¢in ila¢ endiistrisinde, ve kozmetik ve kisisel bakim {iriinleri

endistrisinde  bir¢ok potansiyel kullanim alanma sahiptir. Echium Dogu
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Avustralya’da istilact ot olarak bilinmesine ragmen Birlesik Krallik (UK)’ta ve

Avrupa’da ticari olarak yetistirilmektedir (Berti ve dig., 2007).

Sekil 2.9 : Engerek otu (Echium plantagineum) (Url-3; Url-4).

2.5 Anne Sutu

2.5.1 Anne siitiindeki yaglarin yapisi ve bilesimi

Yasamlarinin ilk aylarindaki beslenmeleri, biiyiime ve gelisimleri acisindan kritik
oneme sahip olan bebekler i¢in en iyi gidanin anne siitii oldugu Diinya Saglik Orgiitii
(“WHO”) (Url-5) ve Birlesmis Milletler Cocuklara Yardim Fonu (“UNICEF”) (Url-
6) tarafindan da belirtilmektedir. Anne siitii bebek tarafindan kolay sindirilebilen,
emilebilen ve iyi tolere edilebilen temel besinler ile koruyucu antikorlar1 dengeli bir
oranda saglamaktadir. Ayrica, bebegin besinlerden aldig1 enerjinin %50-60 kadar1
anne siitiinde bulunan yaglar tarafindan karsilanmaktadir (Akoh ve Xu, 2002). Anne
siitii %3-5 oraninda yag icermekte ve yaglarin %98’den fazlasini triagilgliseroller
(TAG) olusturmaktadir (Jensen, 2001). Emzirme dénemi, dogum sayisi, gebelik yasi,
beslenme, metabolik rahatsizliklar ve cografi bolge ve mevsimsel farkliliklar gibi
cesitli faktorler anne siitii yag asidi bilesimini etkilemektedir (Koletzko ve
Rodriguez-Palmero, 1999; Schmeits ve dig., 1999). Ancak, degerlendirilen tiim anne
stitlerinde toplam yag asitlerinin %20-25’ini doymus yag asidi olan palmitik asit
(C16:0) ve %40’ tekli doymamis yag asidi olan oleik asit (C18:1n-9)
olusturmaktadir. Anne siitiinde bulunan palmitik asidin yaklasik olarak %70’1 TAG
molekiiliiniin sn-2 pozisyonunda bulunurken, doymamis yag asitleri cogunlukla sn-1
ve sn-3 pozisyonlarinda yer almaktadir. Asagida yer alan Cizelge 2.2’de 13 farkhi

kaynaktan alinan anne siitii yag asidi bilesimi detayli olarak gosterilmistir.
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Cizelge2.2 : Anne siitii yag asidi kompozisyonu (Weber ve Mukherjee, 2005).

Anne Siitii Yag:

- o 3sb
Ya%(;)s)‘d‘ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
10:0 5,4° 1,0 1.4 1,2 1,0 1,5 443° 0,9 1,1 <0,1 2,6 1,2
12:0 4.4 57 52 4.4 7,3 4.7 49 4,3 6,9 5,5
14:0 5,7 6,3 6,1 6,9 6,3 11,4 55 6,2 47 8,0 75
16:0 209° 22 183 216 22 241 186 198 193 227 25,9
18:0 81 62 76 81 54 72 72 80 58 7.1
16:1c9 3,3 2,3 2,2 3,3 3,5 2,6 2,3 2,6
18:1c9 355 31,3 32,7 32,2d 31,3 326 315 336 350 332 26,7 33,2

18:2n-6 156 109 105 14,7 109 105 113 146 133 156 141 102 118
18:3n-3 1,0 10 12 07 10 06 09 12 10 11 07 07 06
20:4n-6 0,6 05 04 05 05 01 01 05 04 05 10 04 02

20:5n-3 03 01 <01 <01 01 01 01 01 01 01 005 <01
22:6n-3 03 01 03 03 02 02 02 02 02 01
Toplam
yag® 36 342 40,3 41 48
(9/kg)

4-%98’1 TAG’dan olusmaktadir.

bYag asitleri karbon atomu sayilarina gore gosterilmistir.
‘Toplam doymus yag asidi (sirastyla 10:0 + 12:0 ve 16:0 18:0).
918:1 izomerleri.

*Toplam 20:5n-3 + 22:6n-3 yag asidi.

2.5.2 Anne siitii yaginin bebek beslenmesindeki rolii

Yaglarin insan viicudundaki sindirimi esnasinda lipaz enzimleri TAG’leri hidrolize
ederek sn-1 ve sn-3 pozisyonlarindaki yag asitlerini serbest hale getirirler. Serbest
yag asitleri ile hidroliz sonrasi olusan monoagilgliseroller (MAG) ince bagirsakta
emilir. Ancak, uzun zincirli yag asitlerinin (C12:0’dan C18:0’a kadar olanlar)
emilimi, orta zincirli yag asitleri (C6:0°dan C10:0’a kadar olanlar) ve doymamis yag
asitlerinin emilimi kadar kolay ger¢eklesmemektedir. Bunun nedeni uzun zincirli
doymus yag asitlerinin kalsiyum 1iyonlar1 ile etkilesip, ¢Oziinmeyen kalsiyum
sabunlar1 olusturarak viicut disina atilmasi ile agiklanmaktadir. Bu durum kalsiyum
iyonu ve yag emiliminin azalmasina neden olmaktadir (Bass ve Chan, 2006). sn-2
pozisyonunda bulunan palmitik asit ise sabunlagmayarak veya tiimii viicuttan
atilmayarak emilmektedir. Cogu bebek formiilii anne siitlindeki yag profilini
icermekle birlikte ayn1 TAG yapisina sahip degildir. Bebek formiillerinde kullanilan
yag karigimlarindaki palmitik asit agirlikli olarak sn-1 ve sn-3 pozisyonunda
bulunmaktadir. Yapilan bir calismada palmitik asit icerigi yliksek fakat TAG
molekiiliindeki yeri spesifik olarak tanimlanmamis formiillerle beslenen bebeklerde
kalsiyum emiliminin %6, anne siitiiyle beslenen bebeklerde ise bu oranin %51

oldugu ortaya ¢ikmistir (Lopez-Lopez ve dig., 2001). Bu bakimdan anne siitiiniin
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benzersiz yag asidi yapist bebeklerin biiyiimelerinde spesifik ve onemli bir rol

oynadig belirtilmektedir (Jensen,2001; Akoh ve Xu,2002).

2.5.3 Anne siitii yagina benzer yapilandirilmis yaglar iizerine yapilan ¢alismalar

Anne siitii yagina benzer yapilandirilmis yaglar ile ilgili bir¢ok bilimsel ¢alisma
yapilmistir. Bu ¢aligsmalar kullanilan enzimler, yag kaynaklar1 ve deney parametreleri
(substrat-mol orani, reaksiyon siiresi ve sicakligi vb.) agisindan farkliliklar

icermektedir (Willis ve Marangoni, 2007).

Literatiirde yer alan calismalardan ilki Christensen ve Holmer (1993) tarafindan
yapilmistir. Bu ¢alismada ilk olarak, emzirme déneminin birinci ve tiglincii haftasi
boyunca 5 kadindan toplanan anne siitleri analiz edilerek yag asidi kompozisyonlari
belirlenmistir. Calismanin ikinci asamasinda ise Rhizomucor miehei lipaz enzimi
kullanildig1 enzimatik rekasiyonlar ile siit yaginin yapisi degistirelerek baslica
%43,52 oleik, %22,5 palmitik, %10,76 linoleik asit, %0,31 EPA ve %0,13 DHA ve
sn-2 pozisyonunda %34,96 palmitik, %31,48 oleik, %11,74 miristik asit bulunan
TAG firiinii elde edilmistir. Calisma sonucunda iiretilen YY’nin hem yag asidi
kompozisyonu hem de TAG molekiiliindeki YA’larin pozisyonel dagilimi agisindan
anne siitli yagina benzedigi ve tretilen bu YY’nin bebek formiillerinde kullaniminin

uygun oldugu belirtilmistir.

Baska bir ¢aligmada ise substrat olarak tripalmitin ve diisiik eriistik asitli kolza yagi
serbest yag asitlerinin kullanildig1 enzimatik asidoliz reaksiyonlari sonucunda anne
siitli yagina benzer Y'Y {iiretimi miimkiin olmustur. Hem Lipozyme IM 20 ticari lipaz1
hem de Carica papaya bitkisinden elde edilen lipaz enziminin kullanildigu enzimatik
reaksiyonlar, reaksiyon iriinlerinin karisiminin manyetik karigtirict ile saglandigi
¢oziiciisiiz ortamda 60°C sabit sicaklikta gergeklestirilmistir. Belirli zaman
araliklarinda hekzan igine alinan numunelerin yag asitleri bilesimi gaz kromatografisi
cihazi ile belirlenmistir. Enzimatik reaksiyonun 6 saat sonrasinda Lipozyme IM 20
ticari lipaz1 ile %75 palmitik asit, %20 oleik asit ve %5 linoleik asit, papaya lateks
enzimi ile %60 palmitik, %25 oleik ve %10 linoleik asit iceren TAG iiriinii elde

edilmistir (Mukherjee ve Kiewitt, 1998).

Literatiirde yer alan bagka bir caligmada ise ilk asamda balik yag1 ve tripalmitinin
kullanildigi ve Rhizopus delemar enzimi tarafindan gergeklestirilen alkoliz

reaksiyonu ile >%95 saflikta 2-mono palmitin (2-MP) elde edilmistir. Calismanin

21



ikinci agamasinda ise ilk asamada saflagtirilan 2-MP’nin oleik asit ile esterifikasyonu
n- hekzan igeren ortamda, Lipozyme IM veya Rhizopus delemar katalizorii
varliginda gergeklestirilmis ve reaksiyon sonucunda 1,3 oleol-2-palmitol gliserol
(OPO) iiriinii elde edilmistir. Lipozyme IM enziminin katalizledigi reaksiyonlar ile
tiretilen OPO {irliniiniin veriminin %70 oldugu ve sn-2 pozisyonunda %92 palmitik
asit icerdigi; Rhizopus delemar ile iiretilen OPO iiriiniiniin veriminin ise %72 oldugu

ve sn-2 pozisyonunda %94 palmitik asit icerdigi belirtilmistir (Schmid ve dig., 1998)

Tripalmitin ve arasidonik asitin (AA) substrat olarak kullanildig bir baska ¢alismada
ise sn-1,3 spesifik Rhizopus delemar lipazi tarafindan katalizlenen ve 40°C’de 24
saatlik karistirma ile gergeklesen asidoliz reaksiyonlari sonucunda 1,3-arasidonil-2-
palmitol-gliserol (APA) iiriinii elde edilmistir. Uriiniin sn-1,3 ve sn-2 pozisyonlarinda
bulunan AA miktar sirasiyla %56,9 ve %3,2 olarak bulunmustur. Ayrica, yiiksek
performansli sivi kromatografsi sonuglarina gore enzimatik reaksiyonlar ile elde

edilen YY’deki APA miktarinin %75,9 oldugu belirtilmistir (Shimada ve dig., 2000).

Literatiirde yer alan diger bir calismada Yang ve dig. (2003a), domuz yag: ile soya
yag1 asitlerinin kullanildigi, Lipozyme RM IM lipaz enzimince katalizlenen asidoliz
reaksiyonlart sonucunda anne siitii yagma benzer yapilandirilmis yag elde
etmislerdir. Oncelikle soya yagindan yag asitleri sabunlastirilarak elde edilmis, ve
I’er gram domuz yag1 ve soya yagi serbest yag asitleri kullanilarak Lipozyme RM
IM lipaz enzimi katalizorliiglinde ¢oziiciisiiz ortamda asidoliz reaksiyonlari
gerceklesmistir. Reaksiyon sicaklii, enzim miktari, su miktari, substrat orani ve
siirenin reaksiyona etkisinin incelendigi bu c¢alismada enzimatik modifikasyonun
anne siitii yag1 benzeri yapilandirilmig yag tiretimi bakimindan uygulanabilirligini
tespit etmek amaciyla siirenin 1 saat, sicakligin 61°C, mol oraninin (domuz yagi:yag
asitleri) 1:2,4 oldugu, enzim miktarinin toplam substrat miktarinin %13,7 kadar
oldugu ve su miktarinin %3,5 oldugu kosullarda biiyiik Olcekte (10 kat arttirma)
tretim yapilmigtir. Bu kosullar altinda elde edilen TAG irlinliniin  sn-2
pozisyonundaki palmitik asit igeriginin %71,1 oldugu tespit edilmistir. Elde edilen

bu {irlinlin Cinli annelerin siit yagina benzer oldugu belirtilmistir.

Yang ve dig. (2003b) yaptiklar1 bir ¢alismada tripalmitin EPA ve DHA ile
zenginletirilmesi ile anne siiti yagma benzer yapilandirilmis yag {iretimi
gerceklestirilmistir. ' YY dretimi, Lipozyme TL IM enzimlerinin katalizledigi,
sicakligin 60°C oldugu ve 50ml’lik erlende 250 rpm karistirma hizi ile gerceklesen
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interesterifikasyon reaksiyonlari sonrasinda miimkiin olmustur. Bununla birlikte,
reaksiyon parametreleri olarak secilen siire, substrat mol orani ve enzim miktar
Tepki Yiizey Yontemi kullanilarak optimize edilmistir. Yapilan ¢alismalar
sonrasinda optimum kosul olarak bulunan 5 mol/mol substrat mol orani, %20 enzim
miktart ve 20 saatlik reaksiyon siiresinde gerceklesen enzimatik reaksiyon ile elde
edilen triiniinde %42 oraninda EPA ve DHA ile zenginlestirme saglanmistir (Yang
ve dig., 2003b).

Yapilan baska bir calismada, tripalmitin, findik yag1 ve stearik asit arasinda
gerceklesen enzimatik asidoliz reaksiyonu Lipozyme RM IM enzimi tarafindan
katalizlenmistir. Mol substrat orani, sicaklik ve siirenin reaksiyon parametleri olarak
secildigi bu ¢aligmada en yiiksek oleik asit katiliminin (%47,1) ve en yiiksek oleik
asit/palmitik asit oraninin elde edildigi reaksiyon sicakligi 65°C, reaksiyon siiresi 24
saat ve mol substrat orani1 1:12:1.5 (tripalmitin:findik serbest yag asidi:stearik asit)
olarak bildirilmistir. Ayrica, elde edilen anne siitiine benzer yapilandirilmig yaglarin
bebek formiillerinde kullanilma potansiyeline sahip oldugu belirtilmistir (Sahin ve

dig., 2005a).

Sahin ve dig. (2005b) tarafindan gergeklestirilen diger bir calismada ise tripalmitin,
findik yag1 serbest yag asitleri ve GLA’nin kullanildigi, Lipozyme RM IM ve
Lipozyme TL IM enzimlerince katalizlenen interesterifikasyon reaksiyonlar ile anne
siiti yagina benzer GLA ile zenginlestirilmis YY’ler sentezlenmistir. Calismada
kullanilan her iki enzimin katilim orani lizerindeki etkisi arastirilmis ve substrat ml
orani, reaksiyon sicakligi ve siiresi olarak secilen paramatreler i¢in Tepki Yiizey
Yontemi kullanilarak reaksiyon kosullari optimize edilmistir. %10 GLA ve %45
oleik asit katilimin hedeflendigi optimum kosullar Lipozyme RM IM lipaz1 14,8
mol/mol (toplan Y A/trpalmitin), 55°C ve 24 saat, ve Lipozyme TL IM lipazi i¢in 14
mol/mol (toplan YA/trpalmitin), 55°C ve 24 saat olarak bulunmustur. Her iki
enzimin de GLA ve oleik asit katilimi {izerinde benzer etkiler gosterdigi, ve her iki
enzimin de kullanilarak iiretilecek olan GLA ile zenginlestirilmis anne siitii yagina

benzer yapilandirilmis yaglarin bebek formiillerine katilabilecegi belirtilmstir.

Bagka bir ¢alismada ise domuz yagi ve soya yagi serbest yag asitlerinden biiyiik
Olgekli annesiitii yagina benzer yapilandirilmis yag tiretimi i¢in dolgulu yatak
biyoreaktorii kullanilmig ve elde edilen firiinler kisa yollu distilasyon {iinitesi ile

saflagtirillmistir. Calisma sonucunda, iiretim siiresinin C18:2 ve C18:3 yag asitleri
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katilimin1 ya da sn-2 pozisyonundaki agil gociinii etkilemedigi gozlenmistir. Ayrica,
elde edilen anne siitii yagina benzer YY YA kompozisyonu, antioksidan miktart ve
oksidatif stabilite acisindan ticari olarak bulunan anne siitii yagina benzer YY olan
Betapol-45 ile karsilastirilmistir. Yapilan bu karsilastirmaya gore enzimatik
reaksiyon ile elde edilen YY’nin stabilitesinin ticari bitkisel yag karisimlarina,
domuz yagina ve ticari anne siitii yagina benzer YY’lere gore oksidatif stabilitesinin
diisiik oldugu; bunun nedeninin ise antioksidanlarin {iretim sirasinda ayrilmis

olabilecegi belirtilmistir (Nielsen ve dig., 2006).

Diger bir calisamda ise tripalmitin hem oleik asit ile hem de metil oleat ile Candida
rugosa LIP1 lipazinin katalizledigi transesterifkasyon reaksiyonlarinda kullanilmig
ve c¢alisma sonucunda palmitik ve oleik asit igeren anne siitiine benzer YY
tretilmistir. Calismada, ayrica reaksiyon siiresi, reaksiyon sicakligi ve substrat mol
oraninin oleik asit katilimina etkisi incelenmisle birlikte ticari Lipozyme RM IM
lipaz1 ile LIP1 lipaz1 karsilagtirilarak Lipozyme RM IM lipazi ile elde edilen
YY’lerin anne siitii yagina benzer yapilandirilmis yag tiretiminde kullaniminin daha

uygun oldugu sonucuna ulasilmigtir (Srivastava ve dig., 2006).

Sahin ve dig. (2006) yaptiklar1 bir ¢alismada, tripalmitin, findik yagi serbest yag
asitleri ve omega-3 yag asidi konsantresi arasinda gercklesen enzimatik asidoliz
reaksiyonunda katalizor olarak Lipozyme RM IM lipaz1 kullanmislardir. Tepki ylizey
yontemi ile reaksiyon kosullar1 optimize edilmis ve toplam EPA ve DHA katiliminin
%S5 ve oleik asit katilimimin %40 olarak hedeflenen iiriinii iiretebilmek icin gerekli
optimum reaksiyon siiresi 24 saat, reaksiyon sicakligi 55°C ve mol substrat orani
12,4 mol/mol olarak bulunmustur. Elde edilen model yapilan deneylerle dogrulanmis
ve bu modele gore sn-2 pozisyonundaki palmitik asit miktar1 %76,6 olan anne siitiine

benzer yapilandirilmis yag tiretilmistir.

Maduko ve dig. (2007) yapilan bir baska calismada, tripalmitin, hindistancevizi yagi
aspir yagr ve soya yagmi Lipozyme RM IM enziminin katalizledigi
interesterifikasyon reaksiyonlarinda kullanmiglardir. Substrat mol orani, reaksiyon
stiresi ve reaksiyon sicakliginin sn-2 pozisyonunda bulunan palmitik asit tizerindeki
etkisinin arastirildigi bu calismada Tepki Yiizey Yontemi kullanilarak optimum
reaksiyon kosullar1 elde edilmistir. sn-2 pozisyonunda bulunan palmitik asit i¢in

hedeflenen %40 oranmin elde edildigi optimum kosullar 3 mol/mol (toplam
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yag/tripalmitin), 14,4 saat ve 55°C ve 2,8 mol/mol (toplam yag/tripalmitin), 19,6 saat

ve 55°C olugu bulunmustur.

Literatiirde yer alan anne siitli yagina benzer Y'Y iiretimine yonelik yapilan diger bir
caligmada ise palm yag1, palm ¢ekirdegi yagi, zeytinyag, aycicegi yagi ve balik yagi
karistmi  kullanilarak Lipozyme TL IM lipazinin yer aldigi interesterfikasyon
reaksiyonlart sonucunda anne siitli yagina benzer yapida TAG igeren liriin elde

edilmistir (Karabulut ve dig., 2007).

Maduko ve dig. (2008) tarafindan yapilan bir calismada tripalmitin ile bitkisel yag
karisimi ve balik yagi arasinda gergeklesen Lipozyme RM IM lipazi tarafindan
katalizlenen intersterifikasyon reaksiyonlari ile anne siitiine benzer yapilandirilmis
yaglar iretilmistir. Caligmada kullanilmak iizere hindistancevizi yagi, aspir yagi
(1.karisim, K1) ve soya yagi ile hindistancevizi yagi, aspir yagi, soya yagi ve balik
yag1 (2.karisim, K2) belli oralarda karistirilarak iki farkli yag karisimi elde edilmistir.
Biyoreaktorde gercgeklestirilen enzimatik tepkimelerde substrat mol orant 1:3
(tripalmitin K1 ve tripalmitin/K2), reaksiyon siiresi 14,4 saat ve reaksiyon sicakligi
55°C olarak ayarlanmistir. Gergeklesen enzimatik reaksiyon sonrasinda her iki yag
karigiminin da sn-2 pozisyonunda yer alan palmitik asit miktarinda artis gdzlendigi
ve elde edilen YY’lerin anne siitii yag asidi kompozisyonuna yakin bir yag profili
icerdigi belirtilmistir.

Bir baska c¢alismada ise yetersiz kullanima sahip amarant yagi, enzimatik
interesterifikasyon teknigi ile sn-2 pozisyonundaki palmitik asit miktart arttirilarak
ve DHA ile zenginlestirilerek modifiye edilmistir. Novozyme 435 lipaz1 sn-2
pozisyonundaki palmitik asit miktarinin arttirildigi, Lipozyme RM IM lipaz1 ise
DHA katilimimin gergeklestigi enzimatik reaksiyonlarda kullanilmistir. %33,9
palmitik asit, %2,8 stearik asit, %23,3 oleik asit, %37,3 linoleik asit ve %1,9 DHA
iceren elde edilen yapilandirilmis yagin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri belirlenmis,
ve kismi yag ikamelerinde veya siit bazli bebek formiillerinde tamamlayic1 olarak

kullanilma potansiyeli oldugu belitirlmistir (Pina-Rodriguez ve dig., 2009Db).
Li ve dig. (2010)’in yaptig1 bir ¢alismada, siit yaginin kolza yag1 ve soya yagi yag
asitleri karisimi ile asidolizi sonrasinda anne siitii yagina benzer yapilandirilmis yag

elde etmislerdir. Biyokataliz olarak Lipozyme RM IM enziminin kullanildig

calismada enzimatik reaksiyonlar 65°C sicaklikta, pilot Ol¢ekteki dolgulu enzim
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yatak reaktorde gergeklestirilmistir. Yaklasik 2 hafta icinde 150 kg reaktan elde
edilmis ve kisa yollu distilasyon ile iiriinler saflastirilmistir. Reaktanlarin icerdigi
serbest yag asitlerinin (SYA) uzaklastirllmasinin ardindan deodorizasyon islemine
tabi tutulan yapilandirilmis yag fraksiyonunun biiyiikk oranda TAG, %4 oraninda
DAG ve %0,6 SYA icerdigi saptanmistir. Bu fraksiyonun gaz kromatografisi cihazi
ile analizlenmesi sonrasinda sn-2 pozisyonunda %46 palmitik asit icerdigi tespit
edilmistir. Calismanin deney hayvanlar1 ile yapilan boliimiinde ise deney fareleri
anne siitii yag1 benzeri yapilandirilmis yag ve coklu doymamis yag asitleri (CDYA)
iceren yag karisimi, referans yag (siit yagi, kolza yagi, aycicegi yagi ve palm stearin
karigimi) ve referans yag ve CYDA karigimi igeren yag ile beslenmislerdir. Calisma
sonucunda, anne siitii yagina benzer YY nin yag emilimini arttirdigi ve CDYA

takviyesinin kalsiyum emilini arttirdig1 yargisina varilmustir.

Tecelao ve dig. (2010) tarafindan gerceklestirilen baska bir c¢alismada ise
tripalmitinin hem oleik asit hem de omega-3 yag asitleri ile interesterifkasyonu
sonucunda anne siitii yagia benzer yapilandirilmis yag eldesi miimkiin olmustur.
Ayrica, ¢aligmada kullanilan Lipozyme RM IM, Lipozyme TL IM, Novozym 435 ve
Candida parapsilosis lipaz enzimleri karsilastirilmistir. 60°C sicaklikta, 24 saat
stireyle kesikli tipteki reaktorde gerceklesen enzimatik reaksiyonlar ile elde edilen
tirtinler analiz edildiginde en yliksek oleik asit katiliminin (%27) tiim ticari lipazlarca
katalizlenen reaksiyonlar ile elde edildigi; en yiiksek omega-3 katiliminin (%21,6)

Novozyme 435 ile gergeklesen reaksiyonlar sonrasinda elde edildigi bulunmustur.

Yapilan diger bir ¢caligmada, palm stearin (PS) ile hem palm stearinden elde edilen
SYA’nin hem de ticari palmitik asitin (PA) asidolizi gergeklestirilerek anne siitii
yagina benzere TAG iirlinii elde edilmistir. Bununla birlikte, lipaz tiirii (Novozyme
435, QLC, QLM ve QLC lipazlar1), sicaklik ve solvent miktarinin asidoliz
reaksiyonlar1 tizerindeki etkisi karistirmali tank tipi reaktdrde yapilan reaksiyonlar ile
incelenmistir. Reaksiyonlar sonucunda elde edilen verilere gére hem toplamda hem
de sn-2 pozisyonunda %80 PA iceren TAG iriiniiniin QLC lipaz1 tarafindan
katalizlenen, ticari PA’nin kullanildig1 ve sicakligin 65°C, substrat mol oranimnin 3:1
(SYA/PS, 1:1, agirlik¢a) oldugu ¢dzgensiz ortamda gergeklesen asidoliz reaksiyonu
ile elde edildigi belirtilmistir. Daha sonra bu reaksiyon kosullarinda dolgulu yatak
reaktorde gergeklesen asidoliz reaksiyonu ile %75 PA iceren TAG elde edildigi;
dolgulu yatak reaktdrdeki reaksiyon hiznin karistirmali tank tipi reaktordeki hiza
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gore daha diisiik oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica, bu ¢alismada, elde edilen TAG
tirtintinden SY A’larin uzaklagtirilmasi igin iki farkli yontem denenmistir: ilk yontem
oda sicakliginda ve ¢oziicli varliginda, ikinci yontem ise 65°C’de hekzansiz ortamda
uygunlanmistir. Elde edilen sonuglara gore ikinci yontemle %98 saflikta TAG {irlinii

elde edildigi belirtilmistir (Jimenez ve dig., 2010).
2.5.4 Anne siitii yagina benzer yapilandirilmis ticari yag érnekleri

2.5.4.1 Betapol™

Betapol, Loders Croklaan tarafindan gelistirilen yeni bir anne siitii yagi ikamesinin
ticari ismidir. Bu iiriin, anne siitli yagmin 06zel yapisina ¢cok benzeyen ve ayni
zamanda anne siitli yag asidi kompozisyonu ile olduk¢a uyumlu bitkisel yaglara
dayanmaktadir. Betapol, susuz kosullar altinda, Rhizomucor miehei lipazi gibi sn-
1,3-spesifik lipazlarca katalizlenen, pozisyon hedefli reaksiyonlari igeren modern
enzim teknolojisi ile tiretilmistir. Bu {iriin, besinsel degeri ve sn-2 pozisyonundaki
yiiksek palmitik asit icerigi bakimindan anne siitiine diger anne siitii yag1 ikamelerine
gore daha ¢ok benzemektedir. Ayrica, bebek formiillerinde Betapol’iin kullanimi
mineral ve yag emilimini arttirarak kabizlik riskini azaltmaya Onciiliik edebilir (Xu,
2000; Akoh ve Xu, 2002). Asagida yer alan Cizelge 2.3’te Betapol’iin yag asidi

kompozisyonu ve pozisyonel dagilimi gosterilmistir.

Cizelge 2.3 : Betapol’iin yag asidi kompozisyonu (%) ve pozisyonel dagilimi (Akoh

ve Xu, 2002).
Betapol
1 2 3 4 5
Yag asidi TAG sn-2 TAG sn-2 TAG sn-2 TAG sn-2 TAG sn-2
08:00 0,6 - 1,7
10:00 0,4 - 1,3
12:00 3,3 4,7 1 14 10,1
14:00 1,8 1,7 1 1,9 2,7 4,3 4,2 1,3 19
16:00 296 699 304 727 274 535 239 739 311 678
16:1n-7 0,1 - 0,4 0,2 -
18:00 31 2,6 3,2 6,9 8,1 6,9 31 1,9 2,7
18:1n-9 40,6 13,7 515 14,7 421 209 36 51,7 22,6
18:2n-6 14 6,5 133 3,6 112 7.2 16,3 126 3,6
18:3n-3 3,2 0,8 0,1 - 2,1 0,1 14
20:00 0,4 0,2
20:1n9 0,1
22:00 0,1
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Betapol palmitik asitge zengin (agirlikga %30-45) bir TAG karisimi olmakla birlikte
TAG yapisinda bulunan palmitik asidin %60’1 kadar1 veya daha fazlasi sn-2
pozisyonunda bulunmaktadir (Akoh ve Xu, 2002).
Immobilize Rhizomucor miehei lipazinin kullanildig:, dolgulu yatak reaktorde siirekli
bicimde 70°C’de ve susuz kosullarda gergeklesen reaksiyonlar ile iiretilen Betapol
baslica 1,2-dipalmitol 3-oleol (PPO) ve 1,3-dioleol 2-palmitol (OPO) TAG’larini
icermektedir. Bitkisel yaglardaki triplamitinin sn-1,3 pozisyonlarinda oleik asit (agil
donor) ile gergeklesen agil degisimi seklinde iiretilen Betapol’iin model reaksiyonu
asagida gosterildigi gibidir:

PPP+ O « PPO + P

PPO + O < OPO+ P

Model reaksiyonda yer alan PPP= Tripalmitin, P= Palmitik asit, O= Oleik asit, PPO=

Ara iiriin TAG ve OPO= Uriin TAG"1 ifade etmektedir (Innis ve dig., 1998;
Spurgeon ve dig., 2003).

Betapol’iin endiistriyel tesislerde dolgulu-enzim-yatak biyoreaktoriiniin kullanilarak
gerceklesen iiretimi iki asamadan olusmaktadir. Sekil 2.10°da Betapol’lin endiistriyel

Olcekteki tiretimi sematize edilmistir.

FPP + Oleik asit

|

Fnzim vata@ L. Asama
Distilasyon ile ayuma — serbest yag asitleri
(O veP)
Oleik asit
Enzim yatag 3. Asama

| Distilasyon ile aynma }—r serhest yag asitleri
(OveP)

Fraksmasvon
Rafinasvon

TRUN

Sekil 2.10 : Betapol’iin endiistriyel 6l¢ekteki iiretim akis semasi (Akoh ve Xu, 2002).
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Betapol’iin iiretiminde ilk olarak, susbstratlar ilk yataktan gecerler ve birinci-asama
tirtinleri distilasyon ile saflastirilarak SYA’larin ayrilmasi saglanir. Saflastirilan tiriin
oleik asit ile karistirilarak ikinci- asama dolgulu yatak reaktérden gecirilir. Ikinci-
asama Uriinleri distilasyon ile saflagtirilir. Daha sonra, reaksiyona girmeyen PPP ve
olusan diacilgliserol (DAG)’lerin ayrilmasi i¢in saflagtirilan iirlin fraksiyonlanir.
Agartma ve deodorizasyonun yer aldigi son rafinasyon islemi, tretilen yagin

yemeklik amaglara uygun hale getirilmesi i¢in gereklidir (Akoh ve Xu, 2002).

1990’11 yillarin ortasinda ve sonunda Betapol ile beslenen bebeklerde yag ve mineral
emilimini gozlemlemek agisindan bir dizi klinik arastirma gergeklestirilmis ve bu
calismalar  yayinlanmigtir  (Porsgaard, 2006). Carnielli ve dig. (1995a)
gerceklestirdikleri bir calismada yaptiklari capraz tasarima gore erken dogan
bebeklerin bir hafta Betapol ile ve sonraki bir hafta sn-2 pozisyonunda %210 palmitik
asit iceren bir TAG ile beslenmesini saglamislardir. Caligmanin sonunda Betapol ile
beslenme sonrasinda kandaki sterol esterleri, TAG ve yag asidinde bulunan palmitik
asit iceriginin yiiksek oldugu gozlemleyerek palmitik asidin sn-2 pozisyonunda fazla
miktarda bulundugunda viicut tarafindan emiliminin arttig1 yargisina ulagmislardir.
Bagka bir ¢alismada ise erken dogan bebekler Betapol ile beslendiginde kalsiyumun
viicuttan atilimimin diisiik oldugu saptanmis ve klasik formiillerle kiyaslandiginda
Betapol’iin mineral dengesini arttirdigi sonucuna ulasilmistir (Carnielli ve dig.,
1995b). Lucas ve dig. (1997) prematiire bebeklerle yaptiklar1 bir ¢aligmada sn-2
pozisyonunda %74 palmitik asit igeren Betapol ile sn-2 pozisyonunda %8 ya da %28
oraninda palmitik asit bulunan bebek formiilleri kullanarak bebekleri beslemislerdir.
Bu c¢alismada elde edilen sonuclara gére Betapol ile beslenen bebeklerde palmitik
asit ve kalsiyum emiliminin artti1 ve ¢oziinmeyen kalsiyum sabunlarmin miktarinda

azalma oldugu tespit edilmistir.

Normal zamanda dogan bebeklerle yapilan bir calismada bebekler ii¢ ayr1 grubu
ayrilarak dogumlarindan itibaren sn-2 pozisyonunda %66 (Betapol), %39 ya da %13
oraninda palmitik asit iceren formiilasyonlarla beslenmislerdir. Deney sonucunda
elde edilen verilere gore her ili¢ grupta gozlenen yag emiliminin sirasiyla %97,6,
%93,2 ve %32,5; kalsiyum emiliminin ise sirasiyla %53,1, %35,4 ve %32,5 oldugu
saptanmistir. Bu sonuglara gore, diger formiilasyonlarla kiyaslandiginda Betapol ile
beslenme sonrasinda yag ve kalsiyum emiliminde 6nemli diizeyde bir artis oldugu

gbzlenmistir (Carnielli ve dig., 1996). Kennedy ve dig. (1999) gerceklestirdikleri bir
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calismada beslenme farkliliklarinin digki sertligi ve kemikteki mineral miktar
tizerine olan etkisini incelemek {izere bebeklerin sn-2 pozisyonunda %50 oraninda
palmitik asit bulunan Betapol, sn-2 pozisyonundaki palmitik asit miktar1 %12 olan
bebek formiilii ve anne siitii ile beslenmesini saglamislardir. Calismadan elde edilen
veriler dogrultusunda, kontrol formiilasyon ile kiyaslandiginda, Betapol ve anne siitii
ile beslenme sonrasinda daha yumusak diski olustugu ve bebeklerin kemik kiitlesinin

daha fazla oldugu sonucuna ulasilmistir.

Betapol ile gergeklestirilen ¢alismalardan da goriilecegi lizere, sadece yag asidi
bilesimi bakimindan degil, ayn1 zamanda tim TAG yapist bakimindan da anne
siitiine daha ¢ok benzeyen Betapol’iin erken ve normal zamanda dogmus bebekler
icin mevcut olan klasik formiillere gore yag ve kalsiyum emiliminde avantaj

sagladigi oldukga agiktir (Porsgaard, 2006).

25.4.2 InFat™

AarhusKarlshamn (AAK, Isvec) tarafindan iiretilen InFat'™ bebek formiillerinde
kullanilmak tizere lretilmis anne siitii yagina benzer yapidaki diger bir ticari
yapilandirilmis yag {riiniidiir. Bitkisel yag karigimlarmmin yag kaynagi olarak

kullanildig1 enzimatik prosesler ile {iretilen iirlinlin sn-2 pozisyonu palmitik asitce

zengindir (Url-7).

2.5.5 Coklu doyamamus yag asitlerinin bebek formiillerinde kullanimina iliskin
mevcut bulunan yasal diizenlemeler

Anne siitli, annenin beslenmesine bagli olarak degiskenlik gdstermesine ragmen,
bebeklerin biiylimesi ve gelisimi i¢in iyl dengelenmis bir diyet saglamasi bakimindan
genellikle “altin standart” olarak addedilmektedir (Alles ve dig., 2004). Hem
zamaninda hem de erken dogan bebekler en az 4-6 ay anne siitii ile beslenmelidir;
ancak tibbi, metabolik ve ekonomik nedenlerden o6tiirii bu siire kisalabilmektedir. Bu
yiizden, bebek formiillerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Buna ek olarak, sindirim ve
emilim agisindan gelismemis erken dogan bebekler i¢in 6zel formiiller gerekmektedir

(Weber ve Mukherjee, 2005).

Yeni doganlarin, yetiskin bireylere oranla, enerji gereksinimleri daha fazla oldugu
i¢in yaglar bebek beslenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Weber ve Mukherjee,
2005; Hendricks ve Guo, 2006). Anne siitinde bulunan yaglar, bebeklerin beyin
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gelisimi ve retina fonksiyonunda ve prostaglandin ve lokotrienler gibi biyoaktif
maddelerin tliretiminde yapisal rolii olan uzun zincirli ¢oklu doymamais yag asitlerinin
de dahil oldugu ¢ok ¢esitli yag asitleri icermektedir (Weber ve Mukherjee, 2005).
Ancak, bebek formiillerinde bulunan yaglar genellikle bitkisel yaglardir ve bu
yiizden uzun zincirli ¢oklu doymamis yag asitleri icermemektedir (Hendricks ve
Guo, 2006)). Fakat, giinlimiizde baz1 ticari bebek formiilii tireticileri GLA ile AA,
EPA ve DHA gibi uzun zincirli CDYA ile takviye edilmis bebek formiilleri
iretmektedir (Weber ve Mukherjee, 2005; Morrow, 2006). Uzun zincirli
CDYA’larn  bebek formiillerinde kullanomi FDA (U.S. Food and Drug
Administration), EFSA (European Food Safety Authority), FAO (Food and
Agriculture Organization) ve WHO (World Health Organization), CAC (Codex
Alimentarius Commission), AFSSA (Agence Francaise De Securite Sanitaire Des
Aliments), ADA (American Dietetic Association) ve DC (Dietitians of Canada),
ESPGAN (European Society of Pediatrics, Gastroenterology and Nutrition), World
Association of Perinatal Medicine (WAPM) ve CHF (Child Health Foundation), EC
(Commission of European Communities), ve NAS (National Academy of Sciences)
gibi diinya capindaki diizenleyici kurumlar tarafindan degerlendirilmis ve

desteklenmistir (Url-8).

Cizelge 2 ticari olarak {iretilen bazi bebek formiillerinin yag asidi bilesenleri yer
almaktadir. Anne siitii yag1 (Cizelge 2.2) bilesenleri ile Cizelge 2.4’te yer alan bebek
formiilleri yag asidi bilesenleri incelendiginde, palmitik asidin anne siitiindeki degere
yakin oldugu; oleik ve linoleik asidin hem bebek formiillerinde hem de anne siitiinde
esas doymamis yag oldugu ve bebek formiillerindeki AA, EPA ve DHA degerlerinin

anne siitli yagindakinden diisiik oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 2.4 : Baz ticari bebek formiillerinin yag asidi bilesenleri (Weber ve Mukherjee, 2005).

Yag Asidi Bilesenleri (%)

Bebek Formiilii 10:0 12:0 14:0 16:0 18:0  16:1  18:1c9 18:2n6 18:3n3 20:4n6 20:5n3 22:6n3
Prematil® 1,2 6,3 5,6 258 82 32,6 10,6 0,8 TE TE TE
Prematil+Milupan? 1,1 4,9 5,6 263 85 32,9 12,0 0,6 0,31 0,04 0,17
Aptamil® 48 5,3 25,0 36,0 11,4 0,7 <0,1
Aptamil with Milupan® 49-  56-  26,1- 30,2- 115-  06- 0,3- 0,15-

5,6 59 26,8 32,2 12,8 0,65 0,4 0,25
Aptamil with Milupan® 1,4 53 5,4 266 7.4 1,0 32,5 11,9 1,0 0,4 0,08 0,24
Enfamil with iron® 20,1  CeCp, 344 g; 29,4* - 14,6 1,5
Nutrilon Premium® 1,9 115 45 227 33 0,2 39,0 11,6 1,3
Gallia-1' 46,5* 34,0* 0, 17,8 1,65 TE TE TE
Preemie SMA 4,6 127 59 108 6,22 0,8 33,0 12,8 1,4 TE TE
Betapol" 239- 2,5- 348- 125-  11-

254 37 36,7 12,6 2,7

Betapol-2' 37 248 52 39,5 23,4 2,6 TE TE TE
AlmironAB! 2,9 130 57 21,4 38 0,3 30,6 16,5 0,3 TE
Nestec Formula® 2,4 1,6 3,6 23,3 10,2 3,6 32,7 12,4 1,1

*Milupa, Friedrichsdorf, Almanya; prematiire bebek formiilii.

®Milupa, Friedrichsdorf, Almanya (yumurta fosfolipitleri [uzun zincirli CDYA] siit yag1 ve bitkisel yaglar igermektedir).
‘Milupa, Friedrichsdorf, Almanya (yumurta fosfolipitleri [uzun zincirli CDYA], siit yag1 ve bitkisel yaglar icermektedir).

9Mead Johnson Nutritional Group; Evansville, IN.
*Nutrica, Zoetermeer, Hollanda; 6:0-8:0, %3,3.
'Blédina-sa, Groupre Danone, Villefranche-sur-Saéne, Fransa.

9Wyeth-Ayerst Laboratories, Radnor, PA; prematiire bebek formiilii; 8:0, %9,3.

f’Loders Croklaan, Wormerveer, Hollanda; sn-2 pozisyonundaki 16:0 oran1 yiiksek, sentezlenmis TAG formiilii (Betapol™).
'Loders Croklaan, Wormerveer, Hollanda; sn-2 pozisyonundaki 16:0 orani yiiksek, sentezlenmis TAG formiilii (Betapol-2).

INutrica, Zoetermeer, Hollanda.

Nestec, Vevey, Isvigre; 4:0-8:0, %4,0. *Toplam doymus ya da tekli doymanus YA. TE, tespit edilemedi.
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Asagida yer alan Cizelge 2.5’te bazi global diizenleyici kurumlar tarafindan
prematiire bebek formiillerinde uzun zincirli CDYA’larin kullanim miktarlarina
iliskin limit degerler belirtilmistir.

Cizelge 2.5 : Uzun zincirli CDYA’ nin prematiire bebek formiillerine eklenmesi igin
Onerilen degerler (Crozier, 1998).

n-6 n-3
ESPGAN? %1 (Toplam yag asidinin) %0,5 (Toplam yag asidinin)
BNF? %0,2 (Toplam enerjini) %0,2 (Toplam enerjini)
EEC? <%?2 (Toplam yagin) <%] (Toplam yagin)
ISSFAL* 60-100 mg/kg/giin 70-150 mg/kg/giin
FAO/WHO® 60 mg/kg/giin 40 mg/kg/giin

'European Society of Pediatrics, Gastroenterology and Nutrition, ESPGAN
2British Nutrition Foundation, BNF

®European EconomicCommunity, EEC

*International Society for the Study of Fatty Acids and Lipids, ISSFAL
SFood and Agriculture Organization/World Health Organization, FAO/WHO

ESPGAN (European Society of Pediatrics, Gastroenterology and Nutrition) ve
kardes kurulusu FISPGAN (Federation of International Societies on Pediatric
Gastroenterology, Hepatology and Nutrition) tarafindan olusturulan ve bebek
beslenmesinde uzman kisileri biinyesinde bulunduran IEG (International Expert
Group) tarafindan uzun zincirli CDYA’larin bebek formiillerine eklenmesi

hususunda onerilen sinir degerler Cizelge 2.6’da gosterilmistir.

Cizelge 2.6 : ESPGAN tarafindan bebek formiilleri i¢in onerilen yag asidi miktarlari

(Koletzko ve dig., 2005).
Yag Asidi Minimum Deger Maksimum Deger
Linoleik asit 0,3 g/100kcal 1,2 g/100kcal
a-linoleik asit 50 g/100kcal -
linoleik/a-linoleik orani 5:1 15:1
DHA - %0,5 (Toplam yagin)

Cizelge 2.6’da yer alan degerlere ek olarak, bebek formiillerine eklenecek AA
miktarinin en az DHA miktar1 kadar olmas1 ve eklenen EPA miktarinin ise DHA
miktarin1 gegmemesi [EG tarafindan 6nerilmektedir (Koletzko ve dig., 2005). Buna
ek olarak, Avrupa Birligi’nin 2006/141/EC direktifinde uzun zincirli CDYA’larin
bebek formiillerinde kullanimina ait yasal sinirlar bildirilmistir. Buna gore, bebek
formiillerine eklenecek n-3 CDYA’larin toplam yag miktarinin %]1°1 kadar, n-6

CDY A’larinin toplam yag miktarinin %2’si kadar ve AA miktarinin ise toplam yagin
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%1°1 kadar olmasi gerektigi belirtilmigtir. Ayrica, bebek formiillerine eklenecek
EPA’nin DHA miktarini, DHA miktarinin ise n-6 CDYA miktarin1 gegmemesi
gerektigi ifade edilmistir (Url-9). Ulkemizde de Tiirk Gida Kodeksi “Bebek
Mamalari-Bebek Formiilleri Tebligi” ile bebek formiillerinin i¢erdigi uzun zincirli
CDYA’larin yasal limitleri belirtilmistir. Tebligide, Avrupa Birligi’nin 2006/141/EC
direktifinde yer alan uzun zincirli CDYA’larin bebek formiillerinde kullanimina ait

limit degerler kabul edilmistir (Url-10).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

Tez ¢alismasinda kullamilan rafine findik yag: yerel bir marketten, Omega Vega ™
yag karisimu ise Preferred Nutrition Inc. (Acton, ON) firmasindan temin edilmistir.
Tripalmitin (gliserol tripalmitat, minimum saflik %85) ve sn-2 pozisyon analizinde
kullanilan domuz orijinli pankreatik lipaz enzimi Sigma (St Louis, MO) firmasindan
satin almmustir. Thermomyces lanuginosus’dan elde edilen ve ticari olarak
tutuklanmus sn-1,3 spesifik bir lipaz olan Lipozyme®™ TL IM Novo Nordisk A/S
(Bagsvaerd, Danimarka) firmasindan alimmustir. Uriin spesifikasyonunda Lipozyme®
TL IM enziminin aktivitesi 250 IUN/g olarak belirtilmistir. Kullanilan ¢dzgenler ve
ince tabaka kromatografisinde (TLC) kullanilan 20x20 cm boyutundaki, yilizeyi
silikajel G ile kapli cam plakalar sirasiyla Sigma Aldrich ve Merck (Whitehouse, NJ)
firmalarindan satin alinmistir. Deneysel c¢alismalarda kullanilan tiim c¢ozelti ve

kimyasallar kromatografik ve/veya analitik safliktadir.

3.2. Metotlar

3.2.1. Substrat yaglardan serbest yag asitlerinin eldesi

Findik yagi ile Omega Vega yag karisimindan serbest yag asitlerinin eldesinde
Wanasundara ve Shahidi (1999)’nin uyguladig1 yontem kullanilmistir. Bu yonteme
gore 25 gram yag, 5,75 gr KOH, 11 ml saf su, 66 ml %95°’lik sulu etanol karigimi ile
60°C sicaklikta 1 saat siireyle geri sogutucu altinda sabunlastirilmigtir. Siire sonunda
karistma 60 ml saf su eklenerek karisim ayirma hunisine aktarilmistir.
Sabunlagmayan maddelerin uzaklastirilmasi i¢in karisim iki kez 100 ml hekzan ile
calkalanmis ve sabunlagsmayan maddeleri igeren hekzan fazi atilmistir. Sabunlasan
maddeleri igeren sulu faz ise 3 N HCI kullanilarak pH=1 olacak sekilde
asitlendirilmistir. Asitlendirilen karisim daha sonra, ayirma hunisine aktarilmis ve
tizerine 50 ml hekzan eklenerek serbest yag asitleri ekstrakte edilmistir. Serbest yag
asitlerini iceren hekzan fazi susuz sodyum stilfat kolondan gecirilerek kurutulmustur.

Daha sonra hekzan faz1 40°C’deki su banyosuna alinarak doner buharlastirict ile
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hekzanin ugurulmasi saglanmistir. Elde edilen serbest yag asitleri kullanilincaya dek

-18°C’deki dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.2.2. Asidoliz reaksiyonu

Asidoliz reaksiyonlar1 cam balonlar igerisinde, 200 rpm hizindaki ¢alkalamali su
banyosunda gerceklesmistir. Her deney icin tripalmitin ve findik yagr SYA ile
Omega Vega yagi SYA’larinin farkli substrat mol oranindaki karisimlari, toplam
substrat yag miktarmim agirlikca %10’u kadar Lipozyme® TL IM enzimi ve 5 ml
hekzan kullanilmistir. Tiim enzimatik reaksiyonlar 2’ser paralel olarak yapilmis ve

hesaplamalarda elde edilen sonuglarin ortalamasi alinmistir.

3.2.3. ince tabaka kromatografisi ile analiz

Asidoliz reaksiyonu sonunda elde edilen {iriinler susuz sodyum siilfat kolondan
gecirilerek igerdikleri enzim ve nemin uzaklastirilmasi saglanmistir. Reaksiyon
tiriinlerinin uygulanacag: silika jel G kapli, 20x20 cm boyutundaki cam plakalar
110°C’deki etiivde 1 saat bekletilerek icerdikleri nem uzaklastirilmistir. Ardindan,
TLC plakalar1 tlizerine reaksiyon {irlinlinden yaklasgik 50 pl uygulandiktan sonra
plakalar petrol eteri: dietil eter: asetik asit (80:20:0.5, hacimce) ¢6zgen sistemini
iceren tanka yerlestirilmistir. Bu sayede, ¢0zgen sistemi plakalar iizerinde
yiiriitiilerek reaksiyon iirlinlerindeki TAG’larin ayrilmast saglanmistir. Cozgen
sistemi TLC plakasinda istenen seviyeye ulastiktan sonra tanktan ¢ikarilan plakalar
tizerine 2’,7’-diklorofloresinin metanol ile hazirlanmis %0,2°lik  ¢ozeltisi
piskiirtiillerek TAG bantlar1 goriiniir hale getirilmistir. TAG bantlari, bir sonraki
asama olan yag asidi metil esteri hazirhginda TLC plakalarindan spatiil yardimiyla

kazinarak vida kapakli test tiiplerine aktarilmistir (Jennings ve Akoh, 1999).

3.2.4. Yag asidi metil esterlerinin hazirlanmasi

TLC plakalarindan kazinan TAG bantlarimi igeren test tiiplerine metanol ile
hazirlanmis %6’ lik HCI ¢6zeltisinden 3 ml ve C17:0 i¢ standardindan (10 mg/ml) 40
ul ilave edilerek, 1 dakika siireyle tiip karistirict ile karigtirllmistir. Daha sonra,
karisimi igeren tlipler 75°C’deki etiivde 2 saat bekletilerek yag asitlerinin
metillenmesi saglanmistir. Siire bitiminde etiivden alinan tiipler iizerine iki kez 2 ml
hekzan ve 0,1 M KCI ¢o6zeltisi eklenerek metil esterleri ekstrakte edilmistir. Metil

esterlerini igeren iist faz susuz sodyum siilfat kolondan gegirilerek icerdigi nem
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uzaklastirilmistir. Ardindan, test tiiplerindeki hekzan miktar1 0,5 ml oluncaya kadar

azot kurutucu altinda ugurulmustur (Jennings ve Akoh, 1999).

3.2.5. Yag asitlerinin gaz kromatografisi ile analizi

Asidoliz reaksiyonu ile elde edilen yapilandirilmis TAG’lar metillendirilerek yag
asidi kompozisyonlar1 gaz-sivi kromatografisinde analizlenebilir hale getirilmistir.
Metillendirilen yag asitleri ThermoQuest Trace GC 2000 (Milan, italya) cihazi
kullanilarak J&W Scientifics DB-Wax kapiler kolon ile analiz edilmistir. Asagida
yer alan Cizelge 3.1°de kromatografik analiz kosullar1 ve kullanilan kapiler kolonun

ozellikleri yer almaktadir.

Cizelge 3.1: Gaz kromatografisindeki analiz kosullar1 ve kolon 6zellikleri

Dedektor tipi ve sicakhigi Alev iyonizasyon dedektdrii, 260°C

Dagitmali mod, 250°C
Enjektor sicakhgi Dagitim akis hizi: 116 ml/dk.

Dagitim orani: 77

Helyum akis hizx 1,5 mi/dak.

1. asama: 150°C (3 dk.)
Firin sicakhigi
2. asama:150-225°C (10°C/dk ile)
(Programh ¢calisma)
3. asama: 225°C (10 dk.)

30 m uzunlugunda, 0,32 mm i¢ capl ve
Kolon tipi 0,25 pm film kaligina sahip; dolgu
maddesi polietilen glikol (PEG)

Enjeksiyon miktari 2 ul

Analiz sonuglar1 yag asidi metil esterlerinin % mol miktarlar1 olarak belirtilmis ve
bunun i¢in C17:0 i¢ standardi kullanilarak bilgisayar programi yardimiyla

hesaplamalar yapilmisir.
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3.2.6. Yag asitlerinin sn-2 pozisyonel analizi

Asidoliz tepkimeleriyle tiretilen yapilandirilmis yaglarin sn-2 pozisyonunda bulunan
yag asitlerinin kompozisyonunun belirlenmesi i¢in ilk olarak, TLC plakalarindan
kazimnan TAG bantlar1 lizerine 2 ml Tris tamponu (1,0 M), 0,5 ml safra tuzu ¢ozeltisi
(%0,05) ve 2 ml kalsiyum kloriir ¢ozeltisi eklenerek 2 dakika siireyle tiip karistict ile
karigtirilmistir. Daha sonra, karigimi iceren test tiiplerine 40 mg pankreatik lipaz
enzimi eklenip 40°C’deki su banyosunda 3 dakika bekletilmistir. Su banyosundan
alman tiipler 2 dakika tiip karistiricidda karistirilmistir. Reaksiyonun durdurulmasi
icin tiiplerdeki karistma 1 ml HCl (6 N) ve 4 ml dietil eter eklenmistir. TAG
bantlarindaki yagi ekstrakte etmek icin tiipler 1 dakika tiip karistiricida karistirilmis
ve ardindan 3 dakika siireyle 1000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi test
tiiplerindeki iist faz sodyum siilfat kolondan gegirilmis, hacminin 1/3’{ine kadar azot
kurutucu altinda konsantre edilmistir. Tiplerde kalan karisigm TLC plakalarina
uygulanarak hekzan:dietil eter:formik asit (60:40:1,6, hacimce) ¢ozgen sisteminde
yuritiilmiistir. Sonraki asamada, TLC plakalari {tizerine 2,7-diklorofloresinin
metanol ile hazirlanmis %0,2°lik ¢ozeltisi piiskiirtiilerek TAG bantlar1 goriiniir hale
getirilmistir. TAG bantlart spatiil yardimiyla plakalardan kazinarak test tiiplerine
aktarilmis ve 3.2.5’te belirtilen yontem ile yag asidi metil esterleri hazirlanip, gaz-
sivi kromatografisinde analiz edilmistir (Pina-Rodriguez ve Akoh, 2009a). Yag asidi
metil esterlerinin gaz-sivi kromatografisinden elde edilen sonuglar, C17:0 ig
standard1 sonuglar1 kullanilarak bilgisayar programinda analiz edilip, yag asitlerinin

% mol miktarlar1 belirlenmistir.

3.2.7. Uriiniin biiyiik dlcekte iiretimi

Tepki Yiizey Yontemi ile elde edilen izdiisiim grafiklerinden belirlenen ve elde
edilen modelin dogrulugunun incelendigi kosullarda yapilandirilmis yaglarin biiyiik
Olcekte tretimi (50 kat arttirilarak) gerceklestirilmistir. Buna gore, 250 ml’lik cam
balonlarda 2 paralel olacak sekilde ¢alkalamali su banyosunda (Memmert, Almanya)
yapilan iretim, reaksiyon sicakligi 60°C, reaksiyon siiresi 8 saat ve substrat mol
orani 4 mol/mol olan reaksiyon kosullarinda gerceklestirilmistir. Biiyiik Olcekte
tiretim i¢in kullanilan tripalmitin miktar1 250 mg’dan 13 gr’a yiikseltilmis; kullanilan
findik yag1 SYA ve Omega Vega SYA miktarlari ile enzim ve hekzan miktarlar1 da

triplamitin miktar1 ile orantili olacak sekilde arttirilmistir.
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3.2.8. Reaksiyon iiriinlerinden serbest yag asitlerinin uzaklastirilmasi

Yapilandirilmis yaglarin biiyiik Olgekte iiretiminden sonra elde edilen reaksiyon
karisimindan serbest yaglarin uzaklastirilmasi i¢in Lee ve dig. (2004)’in uyguladigi
yontem kullanilmistir. Bu yonteme goére, enzimatik reaksiyon sonrasinda susuz
sodyum siilfat kolondan gecirilen reaksiyon karisiminda bulunan hekzan doéner
buharlastiric1 ile uzaklastirilmistir. Daha sonra, hekzani buharlastirilan reaksiyon
karigimina %20 etanol ile hazirlanan 0,5 N KOH ¢o6zeltisinden 60 ml ve 110 ml
hekzan eklenir ve ayirma hunisine aktarilarak c¢alkalanir ve faz ayriminin olmasi igin
beklenir. Faz ayrimi gergeklestikten sonra iist faz (hekzan fazi) bir beherde
toplanarak igerisine 3-4 damla fenolfitaleyn ¢ozeltisi eklenir ve %20 etanol ile
hazirlanan 0,5 N KOH ¢dzeltisi ile titre edilir. Karisimin rengi pembeye dondiikten
sonra doymus tuz c¢ozeltisinden 30 ml karisima eklenir. Ayirma hunisine aktarilan
karisim kuvvetlice calkalanir ve faz ayrimi icin beklenir. Ust faz (hekzan fazi) susuz
sodyum siilfat kolonundan geg¢irilerek igerdigi hekzan doner buharlastiricida

uzaklagtirilir. Elde edilen yapilandirilmis yag -18°C’de saklanir.

3.2.9. Oksidatif stabilite analizi

Enzimatik deneylerde yag kaynagi olarak kullanilan findik yagi, Omega Vega yag
karisim, tripalmitin ve biiyiik dlcekte tiretim ile elde edilen yapilandirilmis yaglarin
oksidatif stabiliteleri Metrohm 743 Rancimat Cihaz1 (Herisau, Isvicre) ile
belirlenmistir. Oksidatif stabilitesi Olglilecek olan yaglardan 3’er kullanilmis ve 2
paralel halinde calisilmistir. Hava akis hizi 20 I/sa, sicaklik ise 100°C olarak
ayarlanmis ve elde edilen sonuglar indiiksiyon siiresi (saat) olarak belirtilmistir (Lee

ve dig., 2006).

3.2.10. Erime profili analizi

Tripalmitin ve biiyiikk Olcekte iiretimi gergeklesen yapilandirilmis yaglarin erime
profilleri diferansiyel taramali kalorimetre (“DSC”) DSC Q10 (TA Instruments, New
Castle, DA) cihazi kullanilarak ve AOCS Resmi Metodu Cj 1-94 (1998) uygulanarak
belirlenmistir. AOCS metoduna gore aliiminyum kaplarin igerisine 5 mg yag
ornekleri tartilmig ve aliiminyum kapak ile hermetik olarak kapatilmistir. Oda
sicakliginda cihaza yerlestirilen numuneler 80°C’ye 1sitilmig ve 10 dk bu sicaklikta
bekletilmistir. Daha sonra, 10°C/dk ile -60°C’ye sogutulan numuneler 30 dk bu

sicaklikta tutulmustur. Sonraki asamada ise numuneler 5°C/dk ile 80°C’ye
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isitilmigtir.  Referans i¢in  hermetik olarak kapatilmis bos aliiminyum kap
kullanilmistir. Elde edilen termogramlar “TA Universal Analysis” yazilim programi

ile analiz edilmistir.

3.2.11. Tepki yiizey yontemi ve deneysel tasarim

Tepki Yiizey Yontemi (TYY) proseslerin gelistirilmesi ve optimizasyonu igin
kullanilan istatistiksel ve matematiksel tekniklerin birlikte kullanildigi bir yontemdir.
Bu yontem, modelleme yapilmasina imkan tamidigi gibi, ¢esitli degiskenlerden
etkilenen tepkileri igeren problemlerin analizinde ve bu tepkilerin optimizasyonunda
da kullanilmaktadir. TYY tasarim, gelistirme, yeni iirlin formiilasyonu ve hatta var
olan {iiriin tasarimlarmin gelistirilmesi gibi Onemli uygulama alanlarina sahiptir

(Myers ve Montgomery, 2002; Montgomery, 2005).

Cogu Tepki Yiizey Yontemi probleminde tepki ile bagimsiz degiskenler arasindaki
iligkinin bi¢imi bilinmemektedir. Bu nedenle, TYY deki ilk adim, tepki ile bagimsiz
degiskenler arasindaki gercek iliskiyi ortaya koymak ic¢in uygun bir tahminleme
yapmaktir. Eger tepki, bagimsiz degiskenlerin lineer fonksiyonu tarafindan iyi
modelleniyorsa, tahminleme i¢in birinci dereceden polinom denklemi model olarak
kullanilir. Eger sistemin ylizeyinde bir egrilik varsa, ikinci dereceden veya yiiksek
mertebeden polinom denklemler model olarak kullanilmalidir. Modellemede
“Merkezil-bilesik”, “Box-Benkhen”, tam faktoryel, kismi faktoryel ve rastgele
bloklama tasarimlar1 en ¢ok kullanilan deney tasarimlaridir. Bunlardan Merkezil-
bilesik deney tasarimi, ikinci derece modellerin uydurulmasinda (“fitting”) en yaygin

kullanima sahip tasarimdir (Montgomery, 2005).

Merkezil- bilesik deney desenlerinde, ii¢ bilesenden olusan 5 seviye vardir. Bu
bilesenler, kiip noktalar (cube points), yildiz noktalar (star points) ve merkez
noktalar1 (center points) olmak iizere ii¢ tip deneysel noktayr icermektedir. Merkez
noktalardaki deneyler sistemdeki egrilik hakkinda acik bir bilgi saglamaktadir. Yildiz
noktalarin eklenmesi ise ikinci derece terimlerin dogru tahminlenebilmesine olanak

saglamaktadir (Thomson, 1982, Myers ve Montgomery, 2002).

Yapilan bu calismada, sicaklik, siire ve substrat mol orani olarak belirlenen reaksiyon
parametrelerinin stearidonik ve oleik asit katilimi iizerindeki etkilerini arastirmak ve
reaksiyon kosullarinin optimizasyonunu saglamak amaciyla TYY kullanilmistir. On

deneme caligsmalarindan ve literatiir taramasi ile elde edilen bilgiler dogrultusunda
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bagimsiz degiskenler i¢in deger araliklari (reaksiyon sicakligi: 55-65°C; reaksiyon
stiresi: 4-12 saat; substrat mol orani: 3-5 mol/mol) belirlenmis olup, Modde 9.0
(Umetrics, Isveg) programi ile deney tasarimi yapilmustir. 3 faktorlii (sicaklik, siire
ve substrat mol orani) ve 5 seviyeli (-a, -1, 0, +1, +a) Merkezil Bilesik Deney
Tasarimi1 (CCC) ile, bagimsiz degiskenler ve tepkiler arasindaki gercek iliskiyi
tahminleyen modeller elde edilmistir (Myers ve Montgomery, 2002). Merkezil
Bilesik Deney Tasariminda kullanilan faktorler ve seviyeleri Cizelge 3.2°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.2: Merkezil Bilesik Deney Tasarimi i¢in kullanilan degiskenler (faktorler)
ve seviyeleri.

Kullanilan seviyeler

Bagimsiz degiskenler Semboller

-a -1 0 +1 +a,
Reaksiyon sicakligi (°C) T 51,6 | 55 60 65 | 68,4
Reaksiyon stiresi (saat) t 1,27 4 8 12 | 14,73
Substrat mol orani Sr 232 3 4 5 5,67
(mol/mol)

3.2.12. istatistiksel analiz

Anne siitii yagina benzer yapilandirilmis yaglarin tiretimi icin TYY kullanilarak,
Modde 9.0 (Umetrics, Isveg) programi yardimiyla deney tasarimi olusturulmustur.
Secilen reaksiyon parametreleri olan sicaklik, siire ve substrat mol oraninin reaksiyon
tizerindeki etkileri incelenmistir. Deney tasarimina gore gerceklestirilen enzimatik
asidoliz reaksiyonlarindan elde edilen veriler Modde 9.0 (Umetrics, Isvec)
programinda kullanilarak istatistiksel agidan analiz edilmislerdir. Coklu regresyon ve
geriye doniik eleme yontemleri kullanilarak en uygun kuadratik (ikinci derece)
modelin olusturulmasi saglanmistir. Enzimatik reaksiyonlar sonucunda elde edilen
tepkiler (stearidonik ve oleik asit katilimi, % mol) icin gelistirilen modellerde

asagida yer alan ikinci derece polinom denklem kullanilmistir:
Y =By + X8 X+ 0oy Bu X7 + Ny Doy Biy XiX;

Esitikte yer alan
Y: Tepki

Bo: Kesigim 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.

Varyans analizi (ANOVA) ile elde edilen modelin, tepkiler ile bagimsiz degiskenler
arasindaki iligskiyi tahminlemek icin uygun olup olmadig: tespit edilmistir (Rao ve
dig., 2002; Yang ve dig., 2003; Lumor ve Akoh, 2005; Sahin ve dig., 2005a; Chopra
ve dig. 2009; Chen ve dig., 2010).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Substratlarin Yag Asidi Bilesenleri

Anne siitii yagma benzer yapilandirilmis yag elde etmek iizere gergeklestirilen
enzimatik asidoliz tepkimelerinde substrat kaynagi olarak kullanilan findik yagi ve
Omega Vega yag karisiminin yag asidi kompozisyonlar1 gaz kromatografisi analizi

yapilarak belirlenmistir.

4.1.1 Findik yag

Findik yagimin gaz kromatografisi kullanilarak belirlenen yag asidi bilesimi, Tiirk
Gida Kodeksi “Bitki Adi ile Anilan Yemeklik Yaglar Tebligi’nde belirtilen ve
literatiirde yer alan degerler asagida yer alan Cizelge 4.1°de gosterilmistir. Cizelge
4.1°deki veriler degerlendirildiginde, deneysel ¢alismalarda kullanilan findik yaginin
yag asidi bilesenlerinin hem Tiirk Gida Kodeksi’nde hem de literatiirde yer alan

degerlere uygun oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.1 : Findik yaginin yag asidi bilesimi ve literatiirde yer alan degerler (%).

Yag Findik Tirk Tiir_k Tirk ti?i Tirk tipi | Tirk tig)i
Asidi va@ Gida . tipi ) findik findik findik
Kodeksi findik
C14:0 - TED-0.1 - 0,030,00 - 0,01-0,16
C16:0 6,04 4.32-8.89 6,6- 8,3 4,85+0,02 | 541-6,59 4,39-8,85
C16:1 - TED-1.15 - 0,16+0,00 | 0,26-0,36 -
C18:0 2,16 TED-2.67 | 28-38 2,73+0,00 | 1,27-1,90 1,67-3,18
C18:1n-9 74,23 71.0-91.0 | 75,7-77,7 | 82,72+0,04 |75,25-86,32 | 73,48-81,57
C18:2n-6 16,95 5.7-22.2 | 11,1-13,8 | 8,89+0,01 | 597-1559 | 10,46-15,61
C18:3 0,49 TED-0.2 - 0,10+0,00 | 0,07-0,15 0,02-0,34
C20:0 0,12 TED-0.1 - 0,14+0,00 | 0,03-0,06 -
C20:1 - TED-0.2 - 0,16 +0,00 | 0,07-0,10 -
C22:0 - - - 0,03+0,00 - -
turl-11

2Ozdemir ve dig., 2001
*Alasalvar ve dig., 2003b

*Erdogan ve Aygun, 2005
*Balta ve dig., 2006
TED: Tespit edilemeyen diizey
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4.1.2 Omega Vega yag karisimi

Omega Vega yag karisimin gaz kromatografisi analizi ile belirlenen yag asidi ve
literatiirde ~ ¢esitli arastiriclar tarafindan  belirlenen engerek otu (Echium
plantagineum) yag asidi bilesimi Cizelge 4.2°de gosterilmistir. Cizelge 4.2’den de
goriilecegi iizere Omega Vega’nin SDA degerinin literatiirde yer alan degerlere

yakin oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.2 : Omega Vega yaginin ve engerek otunun (Echium plantagineum) yag
asidi bilesimi (%).

Yag Asidi | Omega Vega (E)Tlgf;le;acggl (yEar;)ngrlf I;:g)l Engerek otu®
C14.0 0,96 - - 0,06
C16:0 8,76 6,42 20,26 7,69
C18:.0 3,26 2,83 3,04 2,75
C18:1n-9 13,84 12,98 5,83 13,4
C18:2n-6 14,20 13,76 6,97 15,22
C18:3n-6 10,72 9,15 2,19 11,32
C18:3n-3 31,28 36,65 29,43 33,27
C18:4n-3 12,93 12,94 534 13,35
C20:0 0,55 0,10 0,89 0,26
C20:5n-3 0,33 - - -
C22:6n-3 3,17 - - -

'Guil-Guerrero ve dig., 2000a
*Guil-Guerrero ve dig., 2000b
3(")zcan, 2008

4.2 Reaksiyon Kosullarinin Tepki Yiizey Yontemi ile Optimizasyonu

Tripalmitin, findik yag: serbest YA’lar1 ve Omega Vega serbest YA’lar1 arasinda
gerceklestirilen enzimatik asidoliz tepkimeleri sonucunda stearidonik asit ile
zenginlestirilmis anne siitii yagma benzer YY’lerin iretimi hedeflenmistir.
Reaksiyon kosullarmin optimizasyonu, secilen reaksiyon parametreleri olan
reaksiyon sicakligi (T, °C), reaksiyon siiresi (t, Saat) ve substrat mol orani (Sr,
mol/mol) ile, Tepki Yiizey Yontemi (TYY) kullanilarak gergeklestirilmistir. Deney
tasarim1 dogrultusunda elde edilen reaksiyon kosullarinin enzimatik reaksiyon

tiriinleri tizerindeki etkisi incelenmistir.
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4.2.1 Reaksiyon kosullariin stearidonik ve oleik asit katilimina etkilerinin
istatistiksel acidan degerlendirilmesi

Enzimatik reaksiyonlardan elde edilen veriler Modde 9.0 (Umetrics, Isveg) programi

kullanilarak analiz edilerek ¢oklu regresyon analizi, geriye doniik eleme yontemleri

ile tepkilere ait modeller olusturulmus; varyans analizi yapilarak, elde edilen veriler

ile olusturulan modellerin uygunlugu incelenmistir. Modde 9.0 programi yardimiyla

gelistirilen 3 faktorlii, 5 seviyeli Birlesik Deney Tasarimi ve deney noktalarinda

gozlenen tepkiler (SDA ve oleik asit katilimi, % mol) Cizelge 4.3’te yer almaktadir.

Cizelge 4.3 : Tepki Yiizey Yontemi ile gelistirilen deney tasarimi ve gézlenen

tepkiler.
Eeney Bagimsiz degiskenler (Ka t;frﬂl,(lol/irmol)
° |TCO |t(saat) | Sr SDA | Oleik asit
(mol/mol)
1 55 4 3 2,3 20,2
2 65 4 3 1,2 20,0
3 55 12 3 2,5 22,9
4 65 12 3 2,2 22,4
5 55 4 5 2,7 26,1
6 65 4 5 1,3 23,9
7 55 12 5 2,4 27,3
8 65 12 5 2,7 26,9
9 51,6 8 4 2,2 24,4
10 68,4 8 4 1,9 23,9
11 60 1,27 4 0,8 19,4
12 60 14,73 4 1,9 25,1
13 60 8 2,32 2,7 18,3
14 60 8 5,67 3,7 28,9
15 60 8 4 2,8 24,0
16 60 8 4 2,3 24,1
17 60 8 4 2,6 25,1

En uygun kuadratik modelin elde edilmesi i¢in ¢oklu regresyon analizi ve geriye
doniik eleme yontemleri kullanilmistir. Buna gore, p<0.05 6nem diizeyinde 6nemsiz
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 tepkilere (SDA ve oleik asit katilimi) ait regresyon katsayilar1 (j3)
ve onem dereceleri (P-degeri) istatistiksel olarak hesaplanmis ve asagida yer alan

Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5’te gosterilmistir.
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Cizelge 4.4 : Modelin SDA katilimina ait regresyon katsayilar1 ve 6nem dereceleri.

Bagimsiz degiskenler Regresyon P-degeri
katsayilar (p) (6nem derecesi)

Kesisim/Sabit 2,57 <0,0001

Lineer (1. derece)

T -0,22 0,020

t 0,30 0,004

Sr 0,19 0,036

Kuadratik (2. derece)

t*t -0,43 0,001

SrxSr 0,22 0,029

Etkilesim

T*t | 0,31 | 0,014

Cizelge 4.4’te yer alan degerler incelendiginde, p<0,05 6nem diizeyinde, birinci
derece terimler olan sicaklik, siire ve substrat mol oraninin SDA katilimina etkisinin
istatistiksel acidan 6nemli oldugu goriilmektedir. Ayrica, birinci derece terimlerden
olan sicakligin SDA katilimini negatif yonde etkiledigi gozlenmektedir. SDA
katilimina etki eden ikinci dereceden terimler ise “siire*siire” ve “substrat mol orant™*
substrat mol oran1” terimleridir. Bu terimlerden olan “siire*siire” teriminin SDA
katilmina negatif etkisi oldugu goriilmektedir. Etkilesim terimlerinden olan
“sicaklik*siire”nin SDA katilimina olan etkisinin istatistiksel olarak (p<0,05) anlaml1
diizeyde oldugu belirlenmistir (Lumor ve Akoh, 2005; Pina-Rodriguez ve Akoh,
2009a).

Cizelge 4.5 : Modelin oleik asit katilimina ait regresyon katsayilari ve 6nem

dereceleri.

Bagimsiz degiskenler Regresyon P-degeri
katsayilar1 (B) | (6nem derecesi)

Kesisim/Sabit 24,37 <0,0001
Lineer (1. derece)
t 1,38 <0,0001
Sr 2,67 <0,0001
Kuadratik (2. derece)
t*t | -0,66 | 0,038

Yukarida yer alan Cizelge 4.5’ten de goriildiigii iizere, birinci derece terimlerden
olan siire ve substrat mol oraninin istatistiksel a¢idan (p<0,05) oleik asit katilimini
etkiledigi goriilmektedir. Substrat mol oraninin oleik asit katilimina etkisinin en

bliyiik oldugu belirlenmistir. Oleik asit katilimina ikinci derece terimlerden olan
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“stire*siire”nin negatif yonde bir etkisi oldugu saptanmistir. Buna gore, birinci
terimlerden siire ve substrat mol oraninin, ikinci derece terimlerden “siire*siire”’nin
hem SDA katilimini, hem de oleik asit katilimina olan etkisinin istatistiksel agidan
(p<0,05) anlamh diizeyde oldugu goriilmektedir (Lumor ve Akoh, 2005; Pina-
Rodriguez ve Akoh, 2009a).

SDA ve oleik asit katilim1 i¢in olusturulan modellere en iyi uyan, istatistiksel agidan
onemli terimlerin yer aldig1 denklemler asagida ifade edildigi gibidir. Asagida yer
alan (4.1) ve (4.2) denklemlerinde bulunan “T” reaksiyon sicakligini, “t” reaksiyon

stiresini ve “Sr” ise substrat mol oranini gostermektedir.
SDA katilimi = 2,57 — 0,22T + 0,30t + 0,19Sr — 0,43t* +0,22Sr% + 0,31T*t (4.1)
Oleik asit katilimi = 24,37 + 1,38t + 2,67Sr — 0,66t 4.2)

Elde edilen modellerin uygunlugu varyans analizi (ANOVA) yapilarak irdelenmis

olup; sonuglar Cizelge 4.6’da gosterilmistir.

Cizelge 4.6 : SDA ve oleik asit katilimi i¢in varyans analizi sonuglari.

SDA katilim SD KT KO F degeri  P- degeri
Toplam 17 93,42 55

Sabit 1 85,84 85,84

Toplam diizeltilen 16 7,58 0,47

Regresyon 9 7,07 0,79 10,74 0,002
Hata 7 0,51 0,07

Model yetersizligi 5 0,39 0,07 1,22 0,508
Tekrar hatasi 2 0,13 0,06

Oleik asit katimm  SD KT KO F degeri  P- degeri
Toplam 17 9685,39 569,73

Sabit 1 9548,73 9548,73

Toplam diizeltilen 16 136,66 8,54

Regresyon 9 131,38 14,6 19,35 0
Hata 7 5,28 0,75

Model yetersizligi 5 4,54 0,91 2,45 0,314
Tekrar hatas1 2 0,74 0,37

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

Varyans analizi sonuglarina gore, SDA ve oleik asit katilimlar1 i¢in elde edilen

modellerin F degerleri (Fmoger) ile Fraplo degerinin karsilastirilmasi ile modelin
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tahminleme i¢in uygun olup olmadigi belirlenmistir. Buna gore, p<0.05 O6nem

diizeyinde, F degerlerinin (Fmoger) (10,74; 19,35) Frapio (Fo.7) (3,69) degerinden biiylik

oldugu; dolayisiyla elde edilen modellerin tahminleme i¢in uygun oldugu
gorilmektedir. Ayrica, modelin elde edilen verilere uygunlugu model yetersizligi ile
tespit edilmektedir. Model yetersizligi, modelin deneysel bolgelerde bulunan ve
regresyonda yer almayan noktalardaki verileri gostermedeki basarisizliginin bir
Olctitiidiir. SDA ve oleik asit katilimlari i¢in elde edilen modellerin model yetersizligi
P-degerleri (0,508; 0,314)>0,05 oldugundan, SDA ve oleik asit katilimina ait
modellerin verilerle uyumlu oldugu saptanmistir (Rao ve dig., 2002; Lumor ve Akoh,
2005; Sahin ve dig., 2005a; Chopra ve dig., 2009).

Varyans analizi sonuglar1 incelendiginde, SDA katilimi i¢in gelistirilen modele ait R?
degerinin 0,93 ve diizeltilmis R? (R%u) degerinin 0,85 oldugu; oleik asit katilimi i¢in
gelistirilen modelin R? degerinin 0,96 ve R%gir degerinin 0,91 oldugu belirlenmistir.
Ayrica, modellerden tahminlenen degerler ile enzimatik asidoliz reaksiyonlari

sonucu elde edilen veriler arasindaki iliskiler Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°deki grafiklerde

gosterilmistir.
Fer!
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Sekil 4.1 : Reaksiyon sonuglari ile SDA katilimina ait modelden tahminlenen
degerler arasindaki iliski.
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Sekil 4.2 : Reaksiyon sonuglari ile oleik asit katilimina ait modelden tahminlenen
degerler arasindaki iliski.

Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°deki grafiklerden de goriildiigli tlizere, deney sonucunda
gozlenen degerler ile modellerden tahminlenen degerler arasindaki iligski yiiksek
oranda lineerlik gostermektedir. Bu ayn1 zamanda, modelin, ¢cogunlukla, reaksiyon
parametreleri ile tepki (katilim orani) arasindaki gercek iliskiyi temsil ettiginin bir

gostergesidir (Yang ve dig., 2003).

4.2.2 Sonuglarin tepki-yiizey izdiisiim grafikleri ile yorumlanmasi

Enzimatik reaksiyonlar ile elde edilen firiinlerin reaksiyon parametreleri ile olan
iliskisi tepki-yiizey grafikleriyle de incelenmistir. Sekil 4.3°te yer alan grafikte SDA
katilmina reaksiyon sicaklifi ve reaksiyon siiresinin etkisi gosterilmektedir. Bu
izdiigiim grafigi “maksimum tepki” grafigi olarak da isimlendirilmektedir
(Montgomery, 2005). Grafik incelendiginde, orta noktadan uzaklasildikca SDA
katilmin azaldig1 agikga goriilmektedir. Reaksiyon sicakligi 55-60°C civarinda ve
reaksiyon siiresi 7,5-10 saat araliginda iken SDA katiliminin yiiksek diizeyde oldugu

gozlenmistir.
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Sekil 4.3 : SDA katiliminin sicaklik ve siire ile degisimini gosteren izdiisiim

grafigi.

Stire ve mol substrat oraninin SDA katilim1 iizerindeki etkisi Sekil 4.4’teki izdiistim
grafiginde gosterilmistir. “Sirt noktas1” grafigi (Montgomery, 2005) olarak da
adlandirilan bu grafik incelendiginde, substrat mol oranit 3,4-4 oldugu bolgede,
katilimin siireden bagimsiz oldugu goriilmektedir. Siirenin 4-6,5 oldugu bolgede
katilimin substrat mol oranindaki artistan etkilenmedigi goriilmektedir. Incelenen
degerler arasinda substrat mol orani 4’ten biiylik oldugu ve siirenin 6,5’dan biiyiik

oldugu bolgede katilimin substrat mol oraninin artisiyla birlikte arttig1 goriilmektedir.

Substrat mol oram (mol/mol)

k + t + + + + 4
4 a [ T 5] 9 10 i

Siire (saat) 18

Sekil 4.4 : SDA katiliminin siire ve mol substrat orani ile degisimini gosteren
izdligiim grafigi.
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Mol substrat oran1 ve sicakligin SDA katilimi {iizerindeki etkisinin gosterildigi
izdiigiim grafigi Sekil 4.5’te yer almaktadir. Grafikten goriilecegi gibi, mol substrat
orani arttikga SDA katilim1 da artmaktadir. Reaksiyon sicakliginin 55-60°C oldugu
araliktan uzaklasildik¢a SDA katiliminin azaldigi goriilmektedir. Sekil 4.4 ve Sekil
4.5’teki grafikler “sirt noktast” grafikleri olarak da isimlendirilmektedir
(Montgomery, 2005).

Sicaklik (°C)

38 3.8 4 42 44 45

Substrat mol orani (mol/mol) 22

Sekil 4.5 : SDA katiliminin mol substrat orani ve sicaklik ile degisimini gosteren
izdligiim grafigi.
Reaksiyon parametrelerinin oleik asit katilimi iizerindeki etkisinin gosterildigi
izdisim grafikleri Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de yer almaktadir. Asagida
bulunan Sekil 4.6’da oleik asit katilimina sicaklik ve siirenin etkisi gdsterilmistir.
Sicaklik degisimlerinin oleik asit katilimini etkilemedigi, slirenin artmasi ile oleik

asit katiliminin sicakliktan bagimsiz bir sekilde arttig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.6 : Oleik asit katiliminin sicaklik ve siire ile degisimini gosteren izdiisiim

grafigi.
Stire ve mol substrat oraninin oleik asit katilimi tlizerindeki etkisi Sekil 4.7°deki
izdiigiim grafiginde gosterilmistir. Bu grafik incelendiginde, substrat mol orani ve

stiredeki artisin oleik asit katilimini da arttirdig1 goriilmektedir.

Substrat mol oran1 (mol/mol)

4 5 6 7 8 9 10 11

Siire (saat) 2

Sekil 4.7 : Oleik asit katiliminin siire ve mol substrat orani ile degisimini gésteren
izdiistim grafigi.
Sekil 4.8’de ise oleik asit katilimina substrat mol orani-sicaklik etkisi gosterilmistir.
Bu grafige gore, substrat mol oranindaki artis sicakliktan bagimsiz olarak oleik asit

katilim1 arttirmistir.
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Sicaklik (°C)

36 3,8 4

Substrat mol oram (mol/mol)

Sekil 4.8 : Oleik asit katiliminin substrat mol orani ve sicaklik ile degisimini
gosteren izdlisiim grafigi.
Bu c¢aligmada, deney parametreleri olarak secilen sicaklik, siire ve substrat mol
oraninin SDA ve oleik asit katilim1 {izerindeki etkileri incelenmistir. Cizelge 4.4’te
yer alan sonuglar irdelendiginde reaksiyon siiresi ve substrat mol oraninin SDA
katilmimni pozitif, reaksiyon sicakliginin ise negatif yonde etkiledigi goriilmektedir.
Ayrica, sicaklik-siire etkilesiminin de SDA katilimina pozitif etki gosterdigi agikca
goriilmektedir. Cizelge 4.5’deki veriler incelendiginde ise reaksiyon siiresi ile
substrat mol oraninin oleik asit katilimina pozitif bir etkisinin oldugu; substrat mol

oraninin siireden daha ¢ok etki gosterdigi goriilmektedir.

Sicakligimm  SDA  katilimi  lizerindeki etkisini gosteren izdiisiim grafikleri
incelendiginde, reaksiyon sicakligindaki artisin SDA katilim oranini arttirdigi, ancak
optimum sicaklik degeri olan 60°C’den yiiksek noktalarda SDA katiliminin azaldigi
gozlenmektedir. Bunun nedeni olarak, termodinamik bir proses olan agil gogiiniin
(“acyl migration”) sicaklik artisina bagl olarak artmasi gosterilmistir (Yang ve dig.,
2005). Buna ek olarak, yiiksek sicakliklarin enzim ile reaktanlar arasindaki iiretken
carpismalarin hizin1 arttirdidi, dolayisiyla reaksiyon hizinin arttii, ancak daha
yiiksek sicakliklarda ise enzim inaktivasyonundaki artisa bagli olarak katilim
oraninda diislis gozlendigi belirtilmistir (Maduko ve dig., 2007). Enzim aktivitesi,
enzimin bulundugu c¢evre 1sindik¢a, maksimum bir hiza ulasana dek artmaktadir.

Enzim bu hiza optimum sicaklikta ulasmaktadir. Sicaklik optimum seviyeyi
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gectiginde ise reaksiyon hizi birden diisiis gostermektedir. Bunun nedeni, enzimi {i¢
boyutlu seklinde tutan hidrojen baglar1 ve diger zayif etkilesimlerin ¢evredeki
sicaklik degisimlerine duyarli olmasidir (Senanayake ve Shahidi, 1999).

Literatiirde yer alan enzimatik sentez ile yapilandirilmis yag elde edilen bir
calismada, Hamam ve Shahidi (2005) Omega-Gold (DHA ve DPA miktar yiiksek
tek hiicre yagi) ve kaprik asit kullanmis ve reaksiyon sicakliginin 45°C’ye kadar
yiikseltilmesi ile kaprik asit katiliminin arttigini; 45°C’de reaksiyon sicakliginin
optimum seviyeye ulastigini ve bu sicakliktan daha yiiksek reaksiyon sicakliklarinda
ise kaprik asit katilimmin azaldigini gozlemlemislerdir. Ayrica, hodan yagi ve
kaprilik asidin enzimatik reaksiyonlarda kullanilarak yapilandirilmis yag eldesinin
gerceklestigi bir calismada, Kim ve dig. (2010), reaksiyon sicakliginin kaprilik asit
katilmi  iizerindeki etkisini incelemek {izere 10-70°C sicaklik araligini
kullanmislardir. Calisma sonucunda, sicakligin 40°C’ye kadar yiikseltilmesinin
kaprilik asit katilimini arttirdigi, fakat daha yiiksek sicaklik artisinin katilim oranini

etkilemedigi sonucuna ulasilmistir.

Reaksiyon sicakliginin oleik asit katilimi iizerindeki etkisi ele alinacak olursa eger,
sicaklik artisiyla birlikte oleik asit katiliminin da arttigi séylenebilir. Literatiirde yer
alan anne siitli yagina benzer yapilandirilmis yag calismalar1 incelendiginde, Sahin
ve dig. (2005a)’in tripalmitin, findik SYA ve GLA konsantresini ve Sahin ve dig.
(2005b)’in  tripalmitin, findtk SYA ve omega-3 YA’larin1 substrat olarak
kullandiklari, lipaz enzimlerince katalizlenen enzimatik reaksiyonlarda da sicaklik

artisina bagli olarak oleik asit katiliminda artis gézlenmistir.

Anne siitli yagma benzer yapilandirilmis yaglarda en onemli husus, anne siitl
yaglarinda da oldugu gibi, sn-2 pozisyonunda bulunan palmitik asittir. Esterifikasyon
reaksiyonu boyunca agil migrasyonu sn-2 pozisyonundaki palmitik asit miktarinda
bir azalmaya neden olabilmektedir (Schmid ve dig., 1998). Agil gogiiniin diisiik
oranda gergeklesmesi, iiretilen TAG’larin sn-2 pozisyonundaki palmitik asidi
muhafaza etmek ve ayni zamanda, bebeklerde optimal TAG ve kalsiyum emilimini
saglamak i¢in olduk¢a onemlidir (Nielsen ve dig., 2006). Bu nedenle, iyi verim
saglamak i¢in gerekli en kisa siireyi belirleyerek enzimatik reaksiyonlarin takibini
saglamak cok onemlidir (Ahoh ve Moussata,1998). Ayrica, reaksiyon siliresinin

katilim oranlar1 tizerindeki etkisinin belirlenmesi, en yiiksek verimin elde edildigi en

54



kisa reaksiyon siiresinin tespit edilerek iiretim maliyetlerinin azaltilmasina olanak

saglamaktadir (Senanayake ve Shahidi, 1999).

SDA ve oleik asit katilimima ait izdiisiim grafiklerine bakildiginda, reaksiyon
stiresindeki artisin SDA ve oleik asit katilimini arttirdigi goriilmektedir. Literatiirde
yer alan yapilandirilmis yaglarla ilgili calismalar incelendiginde, enzimatik
reaksiyonlarda substrat olarak aycicegi yagi ve kaprilik asit kullananYang ve dig.
(2003b), aycicek yag ile kaprik asidi kullanan Mu ve dig. (1998) gerceklestirdikleri
caligmalar sonucunda reaksiyon siiresinin artmasi ile katilmin arttigim

gbzlemlemislerdir.

Buna ek olarak, Sahin ve dig. (2005a)’in tripalmitin, findtk SYA ve GLA
konsantresini, Sahin ve dig. (2005b)’in tripalmitin, findik SYA ve omega-3
YA’larim1 ve Maduko ve dig. (2007)’in tripalmitin ve bitkisel yag karisimlarim
substrat olarak kullandiklar1 enzimatik reaksiyonlarda da reaksiyon siiresinin artmast

oleik asit katilimindaki bir artis ile sonuglanmistir.

Substrat miktarin fazla olmasi, ekonomik agidan degerlendirildiginde, maliyeti
arttirdig1 i¢in avantaj saglamamakla birlikte lipazlarin doygunluga eriserek substrat
inhibisyonuna da neden olabilmektedir (Jennings ve Akoh, 1999; Senanayake ve
Shahidi, 2004). Ayrica, substrat mol oranmin se¢imi ayni zamanda saflastirma
maliyeti ve serbest yag asitlerinin ya da agil vericilerin buharlastirma ve/veya
distilasyon ile ayrilmasi ile de iligkilidir. Bu nedenle, enzimatik reaksiyonlarda

uygun bir substrat mol orani segmek gerekmektedir (Yang ve dig., 2003a).

SDA ve oleik asit katilimlarina ait izdlisim grafiklerinden de goriilecegi lizere,
substrat mol oraninin artmasi her iki yag asidinin katilim oraninin artmasi ile
sonu¢lanmistir.  Substrat mol oranindaki artisin katilim oranini arttirmasi literatiirde
yer alan yapilandirilmis yaglarla ilgili ¢alismalarda da gozlenmektedir: Senanayake
ve Shahidi (2004) esekotu yagi ve DHA; Hamam ve Shahidi (2005) Omega-Gold
(DHA ve DPA miktari yiiksek tek hiicre yagi) ve kaprik asit; Lumor ve Akoh (2005)
palm yagi ve palm ¢ekirdegi yaginin karisimi ile stearik asit ve Sharma ve dig.
(2009) keten tohumu yag1 ve yerfistig1 yag ile yaptiklar1 ¢alismalarda, substrat mol

oraninin artmasi ile katilim oraninin da arttigin1 kaydetmislerdir.

Cizelge 4.3’teki veriler incelendiginde tiim deney noktalarindan elde edilen veriler

g0z Oniine alinacak olunursa, en yiiksek SDA katilim miktar1 olan %3,7 ve en yliksek
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oleik asit katilim miktar1 olan %28,9 oranlarinin 60°C, 8 saat ve 5,67 mol/mol
substrat mol oraninda gergeklesen reaksiyonlar sonucu elde edildigi goriilmiistiir. Bu
reaksiyon kosullarinda elde edilen LA katilim miktarimin %9,9, GLA katilim
miktarinin %3,67 ve ALA katilim miktariin ise %9,68 oldugu tespit edilmistir.

Deney parametrelerinin etkilesimini gosteren tepki yiizey izdiigim grafikleri
incelendiginde, optimum sicaklik araliginin 55-60°C, reaksiyon siiresi araliginin 7-10

saat ve substrat mol oraninin 4-5 mol/mol araliginda oldugu séylenebilir.

4.2.3 Modelin dogrulanmasi ve biiyiik 6lcekte iiretim

Tepki yiizey yontemi ile elde edilen SDA ve oleik asit katilimina ait modelin
dogrulugunun tespiti i¢in hem kiigiik Olcekte hem de biiyilk Olgekte iiretim
gerceklestirilmistir. SDA ve oleik asit katilimina ait izdlisiim grafiklerine gore
belirlenen optimum reaksiyon kosullarindan secilen kosullarda 2 paralel olacak
sekilde deneyler gergeklestirilmistir. Diisiik substrat mol oraninda gergeklesecek olan
reaksiyon hem substrat maliyetini hem de saflastirma maliyetini azaltacagi icin
(Yang ve dig., 2003a) reaksiyon sicakligi 60 °C, reaksiyon siiresi 8 saat ve substrat
mol oran1 4 mol/mol optimum kosul olarak se¢ilmistir. Bu kosullar i¢in modelden
tahminlenen SDA katilimi %2,5 mol ve tahminlenen oleik asit katilimi %24 mol
olarak tespit edilmistir. Belirlenen optimum kosulda ilk olarak kiiclik 6l¢ekte liretim
yapilarak modelin dogrulanmas1 gerceklestirilmis ve ardindan biiyilik 6lgekte tiretim
yapilmistir. Enzimatik reaksiyon sonucu elde edilen YY’lerin yag asidi

kompozisyonu Cizelge 4.7’de gosterilmistir.

Cizelge 4.7 : Optimum kosullarda kiiciik 6lgek ve biiyiik olcekte iiretilen Y'Y ’lerin
yag asidi kompozisyonu (%mol).

Kiiciik ol¢ek Biiyiik olcek

Yag Asidi TAG sn-2 TAG sn-2
C14:0 11 - 0,2

Cl16:0 50,2 54,8 53,8 46,2
C18:0 31 9,2 2,4 9,9
C18:1n-9 23,4 17,7 22,9 19,7
C18:2n-6 8,3 3,3 8,5 58
C18:3n-6 2,0 8,3 1,9 9,7
C18:3n-3 8,6 - 8,2

C18:4n-3 2,2 6,7 2,0 8,6
C20:0 0,2 - 0,2
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Cizelge 4.7°de goriildiigli iizere optimum kosullarda gerceklesen kiigiik ve biiyiik
Olcekte elde edilen Y'Y ’lerin igerdigi SDA miktart sirastyla %2,2 ve %2,0, oleik asit
miktari ise sirastyla %23,4 ve %22,9 olarak tespit edilmistir. Elded edilen YY’lerin
SDA ve oleik asit miktarinin modelden tahminlenen degerlere yakin oldugu
belirlenmistir. Ayrica, kiiclik 6l¢ekte ve biiyiik dlgekte elde edilen YY’lerin sn-2
pozisyonundaki palmitik asit miktarmin sirasiyla %54,8 ve %46,2 oldugu

belirlenmistir.

4.2.4 Yaglarin oksidatif stabilitesi
Enzimatik reaksiyonlar i¢in kullanilan findik yagi, Omega Vega yag karisimi, biiyiik
Olcekte {liretilen yapilandirilmis yaglarin oksidatif stabilitelerine ait elde edilen

indiiksiyon siireleri Cizelge 4.8’de gosterilmistir.

Cizelge 4.8 : Deneysel ¢alismalarda kullanilan yag kaynaklarinin ve biiyiik 6lgekte
iiretilen Y'Y nin indiiksiyon siireleri.

Yag Kaynagi indﬁks(?;(;ttl) suiresi
Findik yagi 21,76
Omega Vega 1,29
Yy 6,08

Oksidatif stabilite oOzellikle doymamis yag iceren yenilebilir yaglarin ve gida
maddelerinin kalitesinin belirlenmesindeki en 6nemli faktordiir (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 dmriinii azaltmaktadir (Verleyen ve dig., 2005; Bartee ve dig., 2007).

Cizelge 4.8°’de goriilecegi lizere, yiikksek oranda CDYA igeren Omega Vega yag
karisiminin oksidatif stabilitesi findik yagi ve YY’nin oksidatif stabilitesine gore
diisiik ¢ikmigtir. Bunun nedeni, doymamis yag asitlerinin icerdikleri ¢ift bagdan
otliri doymus yag asitlerine oranla daha kolay serbest radikale doniistiiriilmesidir
(Kamal-Eldin ve Pakorny, 2005). Ciinkii, tiim yag asitlerinin igerisinde CDYA
oldukga kararsiz molekiillerdir; ve doymamus ¢ift baglarin konsantrasyonu arttik¢a
yaglarin stabilitesi azalmakta, bunun sonucunda da yaglar oksidasyona daha duyarli
hale gelmektedir (Bartee ve dig., 2007; Martin ve dig., 2010).
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Bu ¢alismada enzimatik asidoliz ile biiyiik 6lgekte iiretimi gerceklestirilen Y'Y nin
Omega Vega’dan daha yiiksek oksidatif stabiliteye sahip olmasi, YY ’nin bilesiminde
yiiksek oranda palmitik asit icermesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Ciinkii,
YY’lerdeki TAG’larin yag asidi kompozisyonu, gliserol molekiiliindeki pozisyonel
dagilimi ve bu iki faktoriin birbiri ile etkilesimi YY’lerin oksidatif stabilitesini

etkileyen 6nemli parametrelerdir (Martin ve dig., 2010).

Genel olarak, bir¢ok calismada, baslangi¢ yag kaynagi ile karsilagtirilan Y'Y ’lerin
oksidatif stabilitelerinde azalma oldugu belirtilmistir (Martin ve dig., 2010). Seriburi
ve Akoh (1998)’un yaptigi bir c¢alismada, domuz yagi ve yiiksek-oleik aygigek
yaginin  kullanildigi  enzimatik  reaksiyonlar ile plastik yag {retimi
gerceklestirilmistir. Bu c¢alismada kullanilan %84,7 oraninda oleik asit igeren
yiiksek-oleik aycicek 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 yagi ve yiiksek-oleik
aycicek yagi iceren fiziksel yag karistmmin YY karigimindan daha stabil oldugu,
interesterifikasyon reaksiyonunun fiziksel yag karigimimin oksidatif stabilitesini
diistirdigi belirtilmistir. Bunun nedeni, SYA tayininden artakalan sabun ve/veya
irtin karisitminin  saflastirilmasi esnasinda tokoferollerin de uzaklastirilmasi ile

agiklanmaktadir.

Literatiirde yer alan bir baska c¢alismada ise hindistancevizi, aspir ve soyafasiilyesi
yag1 karistimi (B1) ve hindistancevizi, aspir, soyafasiilyesi ve balik yagi igeren
karisimin (BFO) yag kaynagi olarak kullanildig1 enzimatik reaksiyonlar ile anne siitii
yagina benzer YY iretimi gerceklestirilmistir. Yapilan oksidatif stabilite analizleri
sonucunda yiiksek oranda doymus yag iceren hindistancevizi yaginin diger yaglar
icinde en yiiksek, balik yaginin ise yiiksek miktarda doymamis yag iceriginden otiirii
en disik oksidatif stabiliteye sahip oldugu bulunmustur. Bl ve BFO vyag
karisimlarindan enzimatik yontemle elde edilen YY’nin oksidatif stabiliteleri yag
kaynaklar1 olan B1 ve BFO’ya gore diisiik ¢ikmistir. Elde edilen YY’nin diisiik
stabilite olmasi, kisa-yollu distilasyon islemi esnasinda tokoferol ve fosfolipitlerin de
uzaklastirilmas1 ile baglantili olabilecegi belirtilmistir. Ancak, YY’lere eklenen
tokoferollerin Y'Y oksidatif stabilitesini arttirdig1 ve yag kaynaklar1 olan B1 ve BFO
ile kiyaslanabilir diizeylerde oksidatif stabiliteye sahip oldugu gozlenmistir.

(Maduko ve dig., 2008).
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Doymamis yag asitlerince zengin yapilandirilmis yaglar veya bu yaglari igeren gida
maddeleri depolama siiresince bozulabilir ve ayrica oksidasyonu niteleyen kotii tat ve
koku olusumuna neden olabilir (Martin ve dig., 2010). Yapilan bir¢cok ¢alisma,
saflagtirma  igsleminden sonra tokoferoller —gibi dogal antioksidanlarin
uzaklastirilmasindan 6tiiri YY’lerin oksidatif stabilitesinin azaldigini géstermektedir
(Jennings ve Akoh, 2009). YY’ler gida iiriinlerine eklenebilecekleri i¢in, bu gidalarin
kabul edilebilir duyusal 6zellikte olmas1 bakimindan, YY’lerin geleneksel yaglarla
kiyaslandiklarinda kabul edilebilir duyusal kalite ve oksidatif stabiliteye sahip
olmalar1 6nemlidir . Bu nedenle iiriin formiilasyonlarina antioksidanlarin eklenmesi

onerilmektedir (Nielsen ve dig., 2004).

4.2.4 Yaglarin erime profilleri

DSC Q10 (TA Instruments, New Castle, DA) cihazi ile erime profilleri analiz edilen
tripalmitin ve biiylik dlgekte liretimi gergeklestirilen YY’ye ait DSC termogramlari
asagida yer alan Sekil 4.9°da gosterilmistir.

Tripalmitin
=
:J\é 2
i
—
= 1
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=
= YY 3
[l
V L
1
2 3 S S
40 20 0o 20 40 e 80
Sicaklik (°C)

Sekil 4.9 : Tripalmitin ve biiyiik 6lcekte tiretilen YY’ye ait DSC termograma.

Literatlirde yer alan gliseril tirpalmitata ait yag asidi kompozisyonu su sekildedir:
palmitik asit (~%93,78), stearik asit (~%3,86), oleik asit (%0.02) ve aragidonik asit
(%0.02). Sekil 4.9°da yer alan DSC termogrami incelendiginde gliseril tripalmitatin
karakteristik gecisleri goriilebilmektedir (Toro-Vazquez ve dig., 2009). Buna gore,

tripalmitin termograminin ti¢ erime noktasi (1, 2 ve 3) igerdigi goriilmektedir. Bu
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erime noktalarinin, ilk endotermik pikin (1) olustugu ~45°C, ikinci endotermik pikin
(2) gozlendigi ~52,5°C ve son endotermik pikin (3) gozlendigi ~65°C’de olustugu
gorilmektedir. Tripalmitinin erime noktalarina ait bu sicaklik degerleri literatiirde
yer alan tripalmitinin erime profilinin incelendigi bir caligma ile tutarlhilik

gostermektedir (Toro-Vazquez ve dig., 2009).

Buna ek olarak, tripalmitinin ~65°C’de bulunan yiiksek sicaklikta eriyen bileseninin,
tripalmitinin asidolizi sonrasinda kayboldugu goriilmektedir. Buna benzer bir durum,
domuz yag1 ve yliksek-oleik aygicek yaginin interesterifikasyon reaksiyonu ile
plastik yaglarin elde edildigi bir ¢alismada gozlenmistir. Domuz yaginin 29,2°C’de
gozlenen yiiksek sicaklikta eriyen bileseninin, interesterifikasyon reaksiyonu
sonrasinda goriilmedigi belirtilmektedir (Seriburi ve Akoh, 1998). Ciinkii yaglarin
TAG kompozisyonu ile fiziksel 6zellikleri arasinda dogrudan bir iliski vardir. Yag
asitlerinin ¢esidi TAG’m erime davranigini belirlemektedir. Ayrica, gliserol
molekiilinde yer alan YA’larin pozisyonu da yapiy1, dolayisiyla erimeyi
etkilemektedir ~ (Rousseau ve Marangoni, 2002). Bu nedenle, TAG
kompozisyonundaki bir degisim fiziksel davranislari, 6zellikle erime davranisim

etkilemektedir (Gustone, 2006).

Sekil 4.9°daki biiyiik dlgekte tiretimi gergeklestirilen YY’ye ait DSC termogramina
bakildiginda, elde edilen YY’nin -14°C ile 47,5°C arasinda olduk¢a genis bir erime
aralign gosterdigi gozlenmektedir. Doymus yag oraninin yiiksek olmasi, yiiksek
sicakliktaki erime piklerinin olugsmasina yol agmustir (Pina-Rodriguez ve Akoh,
2009).

YY’ye ait DSC termograminda iki biiyiikk endotermik pikin (2 ve 5) yer aldig
goriilmektedir. Bu pikler, sirasiyla, yaklasik olarak 7°C ve 48°C’deki erime
noktalarin1 gostermektedir. Tripalmitin ile YY termogramlart karsilastirildiginda,
YY’nin erime araligmin tripalmitinin erime araligma gore genis oldugu
gbzlenmektedir. Bunun nedeni ise YY’nin tripalmitine gore doymamis yag asidi
iceriginin daha fazla olmasidir. Ciinkii enzimatik esterifikasyonlar ile yag asidi
kompozisyonu degistirilen yaglarin erime ozelliklerinin, baslangi¢ substratlar1 ile

karsilastirildiginda farkli olmasi beklenmektedir (Seriburi ve Akoh, 1998).

Ayrica, tripalmitine eklenen doymamis yag asitlerinin varligi, elde edilen YY nin

DSC termograminda yer alan yiiksek sicakliktaki erime piklerinin daha kisa olmasini
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aciklamaktadir (Pina-Rodriguez ve Akoh, 2009). Bunun benzeri bir durum Pina-
Rodriguez ve Akoh (2009)’un amarant yagi ve DHA ile zengin tek hiicre yagini
enzimatik reaksiyonlarda susbtrat olarak kullanip anne siitii yagina benzer YY elde
ettigi ¢alismada da gozlenmistir. Amarant yagina enzimatik yontemle eklenen
DHA’nin, yiiksek sicakliktaki erime piklerinin daha kisa olmasina yol agtigindan
bahsedilmektedir. Ayrica, doymus yag icerigi amarant yagina gore yiiksek olan

Y'Y ’nin daha genis bir erime aralig1 gosterdigi belirtilmistir.

Hindistancevizi, aspir ve soyafasiilyesi yagi karisimi1 (B1) ve hindistancevizi, aspir,
soyafasiilyesi ve balik yag1 igeren karisimin (BFO) yag kaynagi olarak kullanildig:
enzimatik reaksiyonlar ile anne siitii yagina benzer YY diretiminin yapildig1 bir
calismada, B1 ve BFO yag karisimlarindan elde edilen YY’lerin diger yaglara
nispeten daha yiiksek erime profiline sahip oldugu belirtilmektedir. Bunun nedeni,
YY’lerin yag karisimlarina oranla daha fazla doymus yag igermesi ile
aciklanmaktadir. Ayrica, BFO karisimin B1 karisimina gore daha diisiik ve dar erime
aralign gostermesinin nedeni BFO karisiminin balik yagi igermesine baglanmuistir.
Ciinkii her yag asidi 6zgilin bir erime noktasina sahiptir. Doymus yag asitlerinin
erime noktasi zincir uzunlugu ile artmakta ve yag asitlerinin doymamuigliklar arttik¢a
erime noktas1 diismektedir. Belli bir uzunluktaki yag asidi i¢in, doymus yag asidi

doymamig yag asitlerinden daha yiiksek erime noktasina sahip olacaktir (O’Brien,
2004).
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5. SONUC

Bu ¢alismada, tilkemize 6zgii bir {irlin olan findik yag1 kullanilarak sn-1,3 spesifik
lipaz enzimi katalizorliigiinde gergeklestirilen enzimatik asidoliz tepkimeleri ile
bebeklerin biiylimesi ve gelisimi agisindan 6nemli 6zelliklere sahip, ¢oklu doymamis
ve omega-3 yag asidi olan stearidonik asit ile zenginlestirilmis anne siitii yagina

benzer yapilandirilmig yaglarin iiretilmesi amaglanmustir.

Calisma kapsaminda gergeklestirilen enzimatik asidoliz reaksiyonlart Thermomyces
lanuginosus’dan elde edilen ve sn-1,3 spesifik bir lipaz olan Lipozyme® TL IM
enzimi tarafindan katalizlenmis olup, substrat olarak tripalmitin, findik yag: serbest

yag asitleri ve Omega Vega™ serbest yag asitleri kullaniimustur.

Ayrica, secilen reaksiyon parametreleri olan reaksiyon sicakligi (T, °C), reaksiyon
sliresi (t, saat) ve substrat mol oraninin (Sr, mol/mol) reaksiyon iiriinleri iizerindeki
etkisini incelemek iizere Tepki Yiizey Yontemi (TYY) kullanilarak 3 faktorli, 5
seviyeli Birlesik Deney Tasarimi gergeklestirilmistir. Reaksiyonlar sonucunda
secilen tepkiler [SDA miktart (%) ve oleik asit miktar1 (%)] i¢in, “coklu regresyon”
ve “geriye doniik eleme” yontemleri uygulanarak uygun kuadratik modeller elde

edilmistir.

SDA ve oleik asit katilimi i¢cin ¢oklu regresyon analizi, geriye doniik eleme
yontemleri ile tepkilere ait uygun kuadratik modeller olusturulmus; varyans analizi

yapilarak, elde edilen veriler ile olusturulan modellerin uygunlugu incelenmistir.

Deney tasarimindaki tiim deney noktalarindan elde edilen veriler gbéz Oniine
alindiginda, en yiiksek stearidonik asit katilim miktar1 (%3,7) en yiiksek oleik asit
katilim miktart (%28,9) 60°C, 8 saat ve 5,67 mol/mol substrat mol oraninda
gerceklesen reaksiyon kosullarinda elde edilmistir. Deney parametrelerinin
etkilesimini gosteren tepki yiizey izdiisiim grafikleri incelendiginde, optimum
sicaklik araliginin 55-60°C, reaksiyon siiresi araliginin 7-10 saat ve substrat mol
oraninin 4-5 mol/mol araliginda oldugu belirlenmis ve optimum deney kosulu olarak
sicaklik 60 °C, siire 8 saat ve substrat mol orant 4 mol/mol olarak segilmistir.

Belirlenen optimum kosulda kiiciik Olgekte elde edilen YY’nin SDA miktarinin
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%2,2ve oleik asit miktarinin %23,4 oldugu bulunmustur. Bu degerlerin modelden
tahminlenen SDA miktar1 (%2,5) ve oleik asit miktar1 (%24) ile benzer oldugu
gorilmiistir. Buna ek olarak, belirlenen optimum kosulda biiyiik 6lgekte liretim
gerceklestirilerek elde edilen YY’nin karakterizasyonu yapilmistir. Biiyiik Olcekte
tiretilen YY’ nin SDA miktarinin %2,0 ve oleik asit miktarinin ise %22,9 oldugu
tespit edilmis ve bu degerlerin kiigiik dlgekte iiretilen YY nin SDA ve oleik asit
igerigine yakin oldugu belirlenmistir. Sn-2 pozisyonel analizi gergeklestirilen kiigiik
Olcekte ve biiyiik 6lgekte iiretilen Y'Y lerin sn-2 pozisyonundaki palmitik asit miktari
strastyla %54,8 ve %46,2 olarak bulunmustur. Ayrica, biiyiik dlgekte iiretilen Y'Y nin
oksidatif stabilitesi belirlenmis ve indiiksiyon siiresi 6,08 saat olarak bulunmustur.
Ayrica bu YY’nin erime profili analizi gerceklestirilerek elde edilen sonuca gore
biiyiik olcekte iiretilen YY nin tripalmitine goére daha genis bir erime profiline sahip

oldugu belirlenmistir.

Stearidonik asitin EPA ve DHA’ya doniisiimiindeki ara bir metabolit olmasi, viicutta
EPA ve DHA’ya benzer etkiler géstermesi ve bazi eikosanoidlerin 6nciil molekiili
olmasi saglik agisindan son derece onemlidir. Besinlerle alinan ALA’nin EPA ve
DHA’ya doniisim oranmin diisiik olmasi, EPA ve DHA bakimindan zengin bir
kaynak olarak kullanilan balik yaglarinin kokusunun ve tadinin goreceli olarak kotii
olmasi, az miktarlarda da olsa dioksinler, PCB’ler ve civa vb. agir metaller gibi
toksik maddeler icermesi bitkisel yag kaynaklarinda dogal olarak bulunan SDA’y1

onemli bir yag asidi yapmaktadir.

Bu calismada tiretilen yapilandirilmis yaglarda saglik acisindan faydali etkileri olan
ve iilkemiz i¢in ekonomik dneme sahip findik yaginin kullanilmasi, ve saglik tizerine

olumlu potansiyel etkiler gosteren substrat yaginin kullanilmas1 6nem tagimaktadir.

Ayrica, anne siitli yagina benzer Y'Y ’lerin bebek beslenmesi ve gelisimi i¢in dnemli
yag asitleri olan SDA, GLA, LA ve ALA yag asitleri ile zenginlestirilmesi ve ayni
zamanda anne siitii yaginin yag asidi bilesiminin {iriine kazandirilmasi nedeniyle,
elde edilen YY’lerin bebek formiillerinde fonksiyonel bilesen olarak

kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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