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ANNE SUTU YAGINA BENZER YAPILANDIRILMIS YAG URETIMIi

OZET

Anne siitii yagi, bebek beslenmesi ve gelisimi acisindan anne siitiiniin dnemli bir
bilesenidir. Anne siitii yaginda bulunan triagilgliserol’ler (TAG), palmitik asidi
(C16:0) %60-70 oraninda gliserol molekiiliiniin sn-2 pozisyonunda, uzun zincirli
doymamis yag asitlerini (YA) ise cogu bitkisel ve hayvansal kaynakli yaglardan
farkli olarak sn-1,3 pozisyonlarinda bulundurmaktadirlar.

Bebek i¢in anne siitii yagindaki bu 6zgiin pozisyonun, bebeklerin sindirim ve
absorpsiyon metabolizmalarini olumlu etkileyen etmenlerden biri oldugu
diisiiniilmektedir. Anne siitii yagina benzer yapilandinlmis yag (YY)’larin bitkisel
kaynakli yaglardan spesifik lipaz enzimlerinin katalizledigi interesterifikasyon
tepkimeleri ile iretilmeleri ve bu YY’larin bebek mamasi formiilasyonlarinda
kullanimi artik endiistriyel 6lgekte miimkiin olmaktadir.

Bu calisma dort farkli kistmdan olugmaktadir. Calismanin birinci kisminda, anne
stitii yaginda bulunan baslica uzun zincirli yag asitlerini iceren ve anne siitii yagina
benzer YY’larin enzimatik interesterifikasyon (asidoliz) tepkimesi ile elde edilmesi
amaglanmis ve asidoliz tepkimeleri ekonomik agidan tilkemiz i¢in 6nemli bir bitkisel
yag olan findik yag1 SYA, tripalmitin ve stearik asit arasinda, Rhizomucor miehei
orjinli Lipozyme® RM IM immobilize sn-1,3 spesifik lipaz enzimi katalizorliigiinde
gerceklestirilmistir. Bu asamada asidoliz tepkimelerine substrat mol orani, reaksiyon
sicakligl ve reaksiyon siiresi gibi faktorlerin etkisi incelenmistir.

Calismanin ikinci asamasinda ise, findik yagi serbest yag asitleri (SYA) ve
tripalmitin  kullanilarak, Lipozyme® RM IM lipaz enzimi Kkatalizorliigiinde
gerceklesen enzimatik interesterifikasyon (asidoliz) reaksiyonlar1 ile anne siitii
yagma benzer YY’lar eldesi ve tepki-ylizey yoOntemi ile reaksiyon kosullarinin
optimizasyonu amaclanmistir. Ayrica elde edilen optimum kogullar kullanilarak tank
tipi kesikli biyoreaktorde laboratuar 6lcekli tiretim gerceklestirilmistir.

Calismanin iigiincii boliimiinde ise, gamma-linolenik asit (GLA) ile zenginlestirilmis
anne siitii yagina benzer YY’larin iiretiminin tripalmitin, findik yagi SYA ve hodan
(boraj) yagindan konsantre edilen GLA arasinda enzimatik asidoliz tepkimeleri ile
gerceklestirilmesi ve tepki-ylizey metodu ile reaksiyon kosullarinin optimizasyonu
amaglanmistir. Lipozyme® RM IM ve Thermomyces lanuginosus orijinli Lipozyme®
TL IM sn-1,3 spesifik lipaz enzimleri enzimatik asidoliz reaksiyonlarinda
biyokatalizor olarak kullanilmastir.
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Calismanin dordiincii  boliimiinde ise, iki Onemli omega-3 yag asidi olan
eikosapentaenoik asit (EPA) ve dokosahekzaenoik asit (DHA) ile zenginlestirilmis
anne siitii yagina benzer YY’larin iiretimi, tripalmitin, findik yagi SYA ve omega-3
YA konsantresi arasinda enzimatik asidoliz reaksiyonlar1 ile gerceklestirilmesi ve
tepki-yiizey metodu ile reaksiyon kosullarinin optimizasyonu amacglanmistir.
Enzimatik asidoliz tepkimelerinde Lipozyme® RM IM enzimi kullanilmistir.

Calismanin ikinci, iiclincii ve dordiincii asamalarinda gergeklestirilen reaksiyonlarin
tizerinde secilmis farkli faktorlerin etkilerinin incelenmesi ve optimum kosullarin
belirlenmesi amaciyla, 5 seviyeli Merkezil Bilesik Deney Tasarimi (CCD)
kullanilmis ve faktorler olarak da "substrat mol orami (Toplam YA/TAG, Sr)",
"reaksiyon sicakligi (T, °C)" ve "reaksiyon siiresi (t, saat)" se¢ilmistir. Faktorlerin ve
araliklarin se¢iminde hem birinci ¢alismada elde edilen sonuglardan hem de ©6n
deneme sonuglarindan yararlanilmistir.

Uzun zincirli yag asitlerini iceren ve anne siitii yagina benzer Y Y larin eldesinde,
tripalmitine katilan (inkorpore olan) stearik ve oleik asit miktarlarinin reaksiyon
stiresi ile birlikte arttigi, ayrica oleik asidin tripalmitine katilma oraninin "substrat
mol oranm" ile arttig1 gdzlenmistir. Stearik asitin en fazla katilimi [1:3:0,75] substrat
mol oraninda gerceklesmistir. Reaksiyon iiriinlerinin oleik/palmitik asit oraninin
"substrat mol oran1" ve "siire" ile birlikte arttig1 ve "substrat mol oram" [1:12:1,5],
65°C sicaklik ve 24 saat reaksiyon siiresi kosullarinda elde edilen iiriiniin en yiiksek
(1,2) oleik/palmitik asit oranina sahip olmustur.

Ikinci kisimda yapilan calismada, “goklu regresyon” ve “geriye doniik eleme”
yontemleri kullanilarak tepki (oleik/palmitik asit orami) i¢in basarili kuadratik
modeller elde edilmistir. Uriindeki oleik/palmitik asit oraminin 1,25 olmast
hedeflenmis ve bu iiriinii elde etmek icin gerekli optimum kosullar [Sr: 12,2, T:
64,5°C ve t: 24 saat] olarak bulunmustur. Bu kosullar kullanilarak hem modelin
dogrulugunu tespit amaciyla reaksiyonlar test tiiplerinde gerceklestirilmis hem de
ayn1 kosullar kullanilarak laboratuar 6l¢ekli karistirmali tank tipi biyoreaktorde YY
iiretimi gerceklestirilmistir.

Uciincii asama olan GLA ile zenginlestirilmis anne siitii yagina benzer YY eldesi
calismasinda, iki farkli enzim (Lipozyme® RM IM ve Lipozyme® TL IM) kullanimi
ile gerceklestirilen reaksiyonlar sonucunda segilen tepkiler [oleik asit miktart (%) ve
GLA miktar1 (%)] icin, “coklu regresyon” ve “geriye doniik eleme” yoOntemleri
uygulanarak basarili kuadratik modeller elde edilmistir. Bu asamada iiriinde GLA
miktarinin %10, oleik asit miktarinin ise %45 olmasi hedeflenmistir. Lipozyme® RM
IM enzimi ile bu 6zelliklerde iiriin elde etmek i¢cin optimum kosullar [Sr: 14,8, T:
55°C ve t: 24 saat] olarak bulunurken Lipozyme® TL IM enzimi ile ise [Sr: 14,0, T:
55°C ve t: 24 saat] olarak bulunmustur. Bu kosullarda modelin dogrulugu tespit
edilmis ve bebek beslenmesi ve sagligi acisindan 6nemli etkileri olan GLA ile
zenginlestirilmis ve anne siitii yagi ile benzer absorpsiyon ozelliklerine ve yag asidi
kompozisyonuna sahip YY iiretimi miimkiin olmustur.

Dordiincii agama olan omega-3 YA (EPA ve DHA) ile zenginlestirilmis anne siitii
yagina benzer YY eldesi calismasinda ise secilen tepkiler [EPA+DHA miktar1 (%) ve
oleik asit miktar1 (%)] i¢in, “coklu regresyon” ve “geriye doniik eleme” yontemleri
uygulanarak bagarili kuadratik modeller elde edilmistir. Bu asamada iiriindeki
EPA+DHA miktarinin %S5, oleik asit miktarinin ise %40 olmasi hedeflenmistir.
Lipozyme® RM IM enzimi ile bu ozelliklerde iiriin elde etmek i¢in gerekli olan
optimum kosullar [Sr: 12,4 T: 55°C ve t: 24 saat] olarak bulunmus ve bu kosullarda
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modelin dogrulugu tespit edilmistir. Elde edilen YY hem bebek beslenmesi ve
saghigt acisindan Onemli etkileri olan omega-3 YA (EPA ve DHA) ile
zenginlestirilmis hem de absorpsiyon 6zellikleri/yag asidi bilesimi bakimindan anne
stitii yagi ile benzer iiriin tiretimi miimkiin olmustur. Bu yeni {iriiniin ticari olcekte
bebek mamalarinda kullanimiyla bebek beslenmesi ve gelisimine 6nemli katkilarinin
olacag diisiiniilmektedir.
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PRODUCTION OF STRUCTURED LIPIDS RESEMBLING HUMAN MILK
FAT TRIACYLGLYCEROLS

SUMMARY

Human milk fat is one of the most significant components of human milk. Human
milk fat is characterized by the dominance of triacylglycerols where 60-70% of
palmitic acid (C16:0) is located at the sn-2 position of the glycerol backbone,
whereas unsaturated fatty acids are located mainly at the sn-1 and sn-3 positions; this
unique structure is different from most vegetable oils and animal fats. Previous
reports provided convincing information that the higher fatty acid (FA) and calcium
absorption and efficient use of dietary energy was the result of this specific position
of these fatty acids in triacylglycerol (TAG) moiety. Structured lipids (SL)
resembling human milk fat can now be produced at industrial scale by lipase-
catalyzed interesterification reactions from vegetable oils, for including in term and
preterm infant formula.

This study consists of four different parts. In the first part, it was aimed to produce
structured lipids resembling human milk fat containing long-chain fatty acids by
enzymatic interesterification (acidolysis) reactions between free fatty acids of
Turkish hazelnut oil, tripalmitin, and stearic acid using sn-1,3 specific lipase,
Lipozyme® RM IM obtained from Rhizomucor miehei. The effects of substrate molar
ratio, reaction temperature and reaction time on the progress of acidolysis reactions
were investigated.

In the second part of the study, it was aimed to produce human milk fat substitutes
from hazelnut oil free FA and tripalmitin by enzymatic interesterification (acidolysis)
reactions catalyzed by Lipozyme® RM IM lipase enzyme. The reaction conditions
were modeled and optimised by response-surface methodology (RSM). Optimum
conditions were used to synthesize SLs using laboratory scale stirred tank batch
bioreactor.

In the third part of the study, it was aimed to produce human milk fat substitutes
enriched with gamma-linolenic acid (GLA) by enyzmatic interesterification
(acidolysis) reactions with tripalmitin, hazelnut oil FA and GLA obtained from
borage oil as well as to optimize reaction conditions by response surface
methodology. Lipozyme® RM IM and Lipozyme® TL IM obtained from
Thermomyces lanuginosus were used as the biocatalyst for the enzymatic acidolysis
reactions.

In the fourth part of the study, it was aimed to produce human milk fat substitute
enriched with omega-3 FA (EPA and DHA) by enzymatic acidolysis reactions
between tripalmitin, hazelnut oil FA and omega-3 FA concentrate as well as to
optimize reaction conditions by RSM. Lipozyme® RM IM was used in the acidolysis
reactions.
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In the studies (two, three and four), circumscribed central composite (CCC) design
with five levels and three factors chosen as "substrate molar ratio (Total FA/TAG,
Sr)", "reaction temperature (T, °C)" and "reaction time (t, h)" were used to model and
optimize the reaction conditions via RSM. The independent variables and their levels
were chosen based on the results of the first study and the reaction trials.

For the production of human milk fat substitutes containing long-chain fatty acids, it
was found that incorporation of oleic and stearic acids into tripalmitin increased with
the reaction time. Incorporation of oleic acid increased with the substrate molar ratio.
The highest incorporation of stearic acid was achieved at "substrate molar ratio" of
[1:3:0,75]. The oleic/palmitic acid ratio of the reaction products was increased with
substrate molar ratio and reaction time and the product obtained at substrate molar
ratio of [1:12:1,5], 65°C reaction temperature and 24 h reaction time had the highest
oleic/palmitic acid ratio (1,2).

In the second part of the study, good quadratic models were obtained for [oleic acid:
palmitic acid] ratio by multiple regression and backward elimination for the
production of human milk fat substitutes. The optimum conditions generated from
the model for the targeted [oleic acid: palmitic acid] ratio (1,25) were [Sr: 12,2
mol/mol, T: 64,5°C and t: 22,8 h]. Using these optimal conditions, reactions were
done in test tubes in order to verify the model, and also structured lipid production
was done at laboratuary scale stirred-tank batch bioreactor using the same conditions.

For the production of human milk fat substitutes enriched with GLA, which is the
third part of the study, good quadratic models were obtained for the incorporation of
GLA (response 1) and oleic acid (response 2) by multiple regression and backward
elimination. The optimal conditions generated from the models for the targeted GLA
(10%) and oleic acid (45%) incorporation were [Sr: 14,8 mol/mol, T: 55°C and t: 24
h] and [Sr: 14 mol/mol, T: 55°C and t: 24 h] for the reactions catalyzed by
Lipozyme® RM IM and by Lipozyme® TL IM, respectively. A human milk fat
substitute product containing GLA was successfully produced having both the
associated health benefits of GLA and similar fatty acid composition as well as
similar absorption characteristics with human milk fat.

For the production of human milk fat substitutes enriched with omega-3 FA (EPA
and DHA), which is the fourth part of the study, good quadratic models were
obtained for the responses [EPA+DHA (%) and oleic acid content (%)] by multiple
regression and backward elimination. The targeted TAG product was aimed to
contain omega-3 FA (EPA+DHA) and oleic acid at 5% and 40%, respectively. The
optimal conditions generated from the models for the targeted product were [Sr: 12,4
mol/mol, T: 55°C and t: 24 h]. The model was further verified with the optimum
conditions. The product was enriched with omega-3 FAs (EPA and DHA) with the
potential to deliver both the health benefits associated with omega-3 FAs and the
absorption characteristics/fatty acid composition similar to human milk fat. This SL
may be an important ingredient for commercial use in infant formula and contribute
to the infant nutrition and development.
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1. GIRiS VE CALISMANIN AMACI

Gidalarin 6nemli bir bileseni olan yaglarin 6zelliklerinin modifiye edilmesi veya
insan saglig1 iizerinde olumlu etkileri bilinen yag asitleri ile zenginlestirilmesi
sonucunda “yapilandirilmig yaglar (YY)’ eldesi ve bu iiriinlerin cesitli gida
formiilasyonlarinda kullanimi giiniimiizde giderek artan uygulama alan1 bulmaktadir.
YY’lar, triacilgliserollerin (TAG) yapisi iizerinde yag asitlerinin pozisyonlarinin
degistirilmesi veya yeni yag asitlerinin yerlestirilmesi ile olusturulan 6zgiin TAG
yapilar olarak tamimlanmaktadirlar. YY’lar tedavi edici veya iiriiniin fonksiyonel
ozelliklerini iyilestirme amagli olarak iiriin formiilasyonlarinda kullanilabildikleri
,gibi dogrudan nutrasetik iiretiminde de kullanimlart miimkiin olmaktadir. YYlar,
dogal TAG’lerden farkli olarak hidrojenasyon, interesterifikasyon, esterifikasyon,
fraksinasyon, karistirma ve hatta genetik yolla modifiye edilerek veya sentetik olarak
tiretilebilirler ve kati veya sivi formda bulunabilirler (Akoh, 2002; Akoh ve dig.,
2002).

Yaglarin modifiye edilerek fonksiyonel hale getirilmeleri kimyasal yontemlerle veya
lipaz enzimleri ile Kkatalizlenen interesterifikasyon ve transesterifikasyon
reaksiyonlariyla veya yagh tohumlarn/bitkilerin genetik yapisinin degistirilmesiyle
gerceklestirilebilmektedir. 1,3 spesifik lipazlarin kullanildigi enzimatik yontemler,
kimyasal sentez ile elde edilmesi miimkiin olmayan agilgliserol karisimlarinin
tiretilebilmesine olanak sagladiklari, spesifik olduklar1 ve daha uygun kosullarda

gerceklestirilebildikleri i¢in Y'Y larin iiretiminde oncelik kazanmis bulunmaktadirlar.

Enzimatik interesterifikasyon modifikasyonlar ile, kakao yag ikameleri, anne siitii
yagina benzer yapilandirilmis yaglar, kismi acilgliseroller, modifiye balik yagi
tiriinleri, margarin yaglari, ve ¢esitli lipit iiriinlerinin iiretimi miimkiin olabilmektedir.
Ancak giiniimiizde, bu iiriinler arasinda spesifik yag asidi kompozisyonuna sahip
YY’lar, beslenme alaninda potansiyel uygulama alanina sahip olmasi nedeniyle diger

tiriinlere gore daha fazla ilgi cekmektedir (Sahin ve dig., 2003).

Yeni dogan bebekler icin anne siitii, hiicreleri i¢in gerekli olan yapisal komponentleri

ve enerjiyi saglayan tek dogal besin kaynagidir. Bu nedenle, bebek beslenmesi ve



gelisimi acisindan anne siitiiniin son derece onemli oldugu bilinmektedir. Anne
siittiniin en onemli bileseni olan yagin gliserol molekiiliindeki 6zgiin yag asidi
dizilimi bitkisel ve hayvansal yaglardan oldukc¢a farklidir. Anne siitii bilesimi
beslenme, laktasyon (emzirme) devresi, 1k, genetik 6zellikler ve mevsim gibi bir¢cok
faktore bagh olarak degisim gosterse de genel olarak palmitik, oleik ve linoleik asitce
zengin TAG karisimidir. Anne siitiinde bulunan TAG’ler, anne siitiiniin toplam yag
asitlerinin %20-25’ini olusturan palmitik asidi (C16:0) %60-70 oraninda gliserol
molekiiliiniin sn-2 pozisyonunda, uzun zincirli doymus veya doymamis yag asitlerini
ise sn-1,3 pozisyonlarinda bulundurmaktadirlar (Jensen, 2001). Bu ozgiin yapi
sadece anne siitii yaginda goriilmektedir. Yaglarin bagirsaklarda sindirimi sirasinda
1,3 spesifik enzim olan pankreaz enzimi rol almaktadir. Sindirim esnasinda bu lipaz
enzimi beslenme yoluyla alinan TAG molekiillerinin 1. ve 3. pozisyonlarinda yer
alan yag asitlerini hidroliz etmekte ve bu hidroliz sonucunda 2-monoagilgliseroller
(2-MAG) ve 1. ve 3. pozisyonundan ayrilan yag asitleri karisimi olusmaktadir. Ac¢iga
cikan yag asitlerinin biiyiik bir kismu siitte bulunan kalsiyum iyonlar ile tuz yaparak
atilmaktadir. Bu durum bebeklerde enerji kaybina ve iskelet sisteminin gelisimi i¢in
gerekli olan kalsiyum gibi minerallerin kaybina neden olmaktadir (Innis ve dig.,
1995; Innis ve dig., 1998; Lopez-Lépez ve dig., 2001; Akoh ve Xu, 2002). Oysa,
anne siitiinde sn-2 pozisyonunda yer alan palmitik asit sindirim sirasinda korunmakta
ve 2-MAG olarak absorplanmakta oldugu i¢in, anne siitii ile beslenen bebeklerde
kalsiyum tuzu sabunu olusumu hemen hi¢ gozlenmemektedir. Geleneksel ticari
bebek mamalarinda kullanilan bitkisel kaynakli yaglarda, palmitik asidin %80’inden
fazlas1 TAG’lerin 1. ve 3. pozisyonunda yer almakta ve bebegin mamayi1 sindirimi
sirasinda, palmitik asit ve stearik asit gibi serbest yag asitleri ile ¢dziinmeyen
kalsiyum tuzu sabunlar1 olusturmaktadir (Innis ve dig., 1995; Innis ve dig., 1998; Xu,
2000). Oysa, anne siitii ile beslenemeyen bebeklerin mamalarinda kullanilan yaglarin
yapisinda, anne siitii yagina benzer sekilde, 2. pozisyonunda palmitik asit yiizdesi
yiikksek TAG’ler bulunmas1 durumunda kalsiyum absorpsiyonu artmaktadir (Carnielli

ve dig., 1996).

Gamma-linolenik asit (GLA) (18:3n-6) linoleik asidin (LA, 18:2n-6) A6-desaturaz
iriinii olup, olustuktan sonra hizla di-homo +-linolenik aside (DGLA, 20:3n-6)
dontismektedir. DGLA, prostaglandin E1 (PGE1) ve 15-OH DGLA gibi, bagisiklik

saglayan ve enflamatuar hastaliklar1 onleyici hormonlarin Onciisii olan bir yag



asididir., DGLA A5-desaturaz enzimi ile arasidonik aside (AA, 20:4n-6)
doniismektedir. GLA’nin seker hastaligi, yiiksek tansiyon, kanser, sikleroz, sizofreni,
osteoporoz kardiyovaskiiler hastaliklar, cilt hastaliklari, alerji, iltihabi hastaliklar gibi
bir¢ok hastalik iizerine olumlu etki gosterdigi, bunlarin yanisira LDL kolesterolii ve
serum TAG seviyesini diisiirmede, HDL kolesterolii yiikseltmede, plak olusumunu
onlemede olumlu etkisinin oldugu yapilan klinik caligmalar sonucunda iddia
edilmistir (Engler ve dig., 1992; Elliot ve dig., 1998; Senanayake ve Shahidi, 1999;
Clough, 2001; Lumor ve Akoh, 2005). GLA’nin, ayn1 zamanda beynin gri kisminda
ve retinanin yapisinda bulunan, hiicrelerin haberlesmesinde ikinci haberci olarak
gbrev yapan AA’in viicutta yapiminda da 6énemli gorevinin oldugu belirtilmektedir

(Wainwright ve dig., 2001).

Omega-3 coklu doymamis yag asitlerinin; dzellikle eikosapentaenoik asit (EPA) ve
dokosahekzaenoik asitin (DHA) diyetle alindiginda kardiyovaskiiler hastaliklar,
kanser, yiiksek tansiyon, bagisiklik sistemi, alerji, enflamatuar, eklem iltihabi, seker
hastalig1 ve depresyon gibi bir¢ok hastaligin iizerinde etkili oldugu ispatlanmistir.
DHA beyinde bulunan YA'’leri arasinda en yiiksek miktara sahiptir. DHA ozellikle
prematiire bebeklerde retina ve beynin normal fonksiyonlarimi yerine getirmesinde,
biiytime ve gelismeyi hizlandirmada ve enflamatuar hastaliklar1 6nlemede 6nemli ve
kompleks bir rol oynar (Akoh, 2002; Puiggros ve dig., 2002; Ozcelik ve Karaali,
2002; Sidhu, 2003).

Bu tez calismasi1 kapsaminda, iilkemiz i¢in tasidigi ekonomik énemin yanisira saglik
tizerine olumlu etkilere de sahip oldugu bilinen findik yagi kullanilarak sn-1,3
spesifik lipaz enzimleri Kkatalizorliigiinde gerceklestirilen enzimatik asidoliz
tepkimeleri ile anne siitii yagina benzer yapida, ve ayrica GLA, EPA ve DHA ile
zenginlestirilmis, bebekler icin daha faydali fonksiyonel ozelliklerde YY’larin
tiretilmesi amaglanmistir. Calismada ayrica tepki-yiizey yontemi kullanarak, anne
siitline benzer YY iiretimi ve zenginlestirilmesi i¢in reaksiyon kosullarinin (substrat
mol orani, reaksiyon sicakligl ve reaksiyon siiresi) optimizasyonu ve modellenmesi
de gerceklestirilmistir. Ulkemiz icin biiyiik ticari 6neme sahip olmasinin yanisira
saglk acisindan da 6nemli bilesikleri iceren findik yaginin ¢alismada kullanilmasi,
gerek bu alanda yapilacak caligsmalarin ilkini olusturmasi gerekse diinyanin 6nde

gelen findik iireticisi konumunda olan iilkemiz agisindan dnemlidir.



2. LITERATUR OZETi
2.1. Anne Siitii Ile ilgili Bilgiler

Anne siitli, bebeklerin biiyiimesi ve gelisimi icin gerekli olan besin 6gelerini
saglamasi hem de bebegin bagisiklik sistemini gelistiren ve  diizenleyen
komponentlere sahip olmasi, kolaylikla sindirilmesi, absorplanmasi bakimindan yeni
dogan bebekler i¢in en ideal ve faydali besin olarak kabul edilmektedir. Bu
nedenlerden dolayi, bebek mamas iireticileri anne siitiinii “altin standard” olarak
tanimlamaktadir. Anne siitiinde su, proteinler (kazein, laktalbumin, laktoglobulin),
karbonhidratlar, vitaminler ve mineral maddeler bebegin beslenmesi, viicut ve beyin
gelisimi icin dengelenmis bir sekilde bulunmaktadir. Anne siitii yeni dogan
bebeklerin ilk aylarinda beslenmeleri, biiyiime ve gelismeleri i¢cin cok Onemlidir.
Anne siiti  yaginin  kompozisyonu degisik tiirden hayvanlarin siitleri ile

kargilastirmalr olarak Tablo 2.1°de verilmektedir.

Tablo 2.1: Degisik tiirlerden elde edilen siitlerin 100 graminda bulunan besin dgeleri
miktarlar1 (Anon., 2006a).

Siit tiirleri

Bilesen Insan Inek Keci Koyun
Su, g 87,50 88,32 87,03 80,70
Enerji, kcal 70 60 69 108
Protein 1,03 3,22 3,56 5,98
Yag, g 4,38 3,25 4.14 7,00
Kiil, g 0,20 0,69 0,82 0,96
Karbonhidrat, g 6,89 4,2 4,45 5,36
Diyet lif, g 0 0 0 0
Toplam seker, g 6,89 5,26 4,45 5,36
Kolesterol, mg 14 10 11 27

Bebekler giinliik enerjilerinin  %50-60’1m1 anne siitii yagindan saglarlar. Anne
siitliniin 6nemi ise, en onemli bileseni olan yagin gliserol molekiiliindeki 6zgiin yag

asidi diziliminin bitkisel ve hayvansal yaglardan oldukca farkli olmasindan ileri




gelmektedir. Anne siitii bilesimi beslenme, laktasyon (emzirme) devresi, irk, genetik
ozellikler ve mevsim gibi bir¢cok faktdre bagli olarak degisim gosterse de genel
olarak palmitik, oleik ve linoleik asitce zengin triagilgliseroller (TAG) karigimidir.
Anne siiti yagi %98’den fazla miktarda TAG, %1 fosfolipit ve %0,5 sterol
(cogunlukla kolesterol) icerir. Yaglar siitte 4 um capl globiiller halinde ve suda yag
emiilsiyonu seklinde bulunurlar. Bu emiilsiyon bipolar fosfolipid ve protein iceren
bir membran ile stabilize edilmistir. Polar olmayan TAG’ler globiiliin ¢ekirdeginde
bulunur. TAG’lerin %90’1m1 ve toplam yagin %88’ini Y A’leri olusturur. Yag asitleri
annenin diyetiyle kompozisyonu degisebilen tek siit komponentidir (Jensen, 2001).
Tablo 2.2°de sirasiyla cesitli arastiricilar tarafindan [Winter ve dig. (1993), Carnielli
ve dig. (1998), Jensen ve Jensen (1992) ve Lien ve dig. (1997)] belirlenmis olan anne
stitii yaginin yag asidi kompozisyonu ve sn-2 pozisyonundaki yag asitlerinin bilesimi

goriilmektedir (Akoh ve Xu, 2002).

Tablo 2.2: Anne siitiiniin ¢esitli arastiricilar tarafindan saptanan YA kompozisyonu
(%) ve sn-2 pozisyonundaki YA oranlar1 (Akoh ve Xu, 2002).

Yag asitleri TAG TAG TAG sn-2 TAG sn-2
8:0 0,36 0,29
10:0 2,56 1,9 2,9 1,6
12:0 6,86 7,85 7,3 6,9 49 5,3
14:0 8,01 9,04 9,4 154 6,6 11,3
16:0 22,70 22,24 27,0 57,1 21,8 44,5
16:1n-7 2,29 2,22 3,6 1,6
18:0 5,79 6,40 7,1 49 8,0 1,2
18:1n-9 30,54 35,11 342 8,1 33,9 9,2
18:2n-6 14,10 10,29 7,9 3,7 13,2 7,1
18:3n-3 0,75 0,47 1,2
20:0 0,30 0,21
20:1n-9 1,35
20:2n-6 1,45
20:3n-3 0,79
20:4n-6 0,95 0,48
20:5n-3 0,07 0,07
22:0 0,19
22:1n-9 0,30
22:4n-6 0,39
22:6n-3 0,26




Tablo 2.2°den de goriilecegi gibi, anne siitiinde bulunan TAG’ler, anne siitiiniin
toplam yag asitlerinin %20-25’ini olusturan palmitik asidi (C16:0) %60-70 oraninda
gliserol molekiiliiniin sn-2 pozisyonunda, uzun zincirli doymus veya doymamis yag
asitlerini ise sn-1,3 pozisyonlarinda bulundurmaktadirlar. Bu 6zgiin yap1 sadece anne

siitll yaginda goriilmektedir.

Tablo 2.3’de ise Jensen tarafindan saptanan anne siitii yaginin sn-1, sn-2 ve sn-3

pozisyonlarindaki YA dagilimi goriilmektedir (Jensen, 2001).

Tablo 2.3: Anne siitii yaginin YA dagilimi (% mol) (Jensen, 2001).

Yag asitleri TAG sn-1 sn-2 sn-3
10:0 2,9 1,1 1,6 59
12:0 7,3 4,5 6,9 10,4
14:0 9.4 6,5 15,4 6.4
15:0 0.8 0,6 0,9 1,0
16:0 27,0 18,7 57,1 53
16:1n-7 3,6 34 1,6 5.8

18:0 7,1 14,2 49 2,2
18:1n-9 34,2 44,0 8.1 50,5
18:2n-6 7.9 7,2 3,7 12,7

2.1.1. Anne siitii yagimin sindirimi

Yaglarin sindiriminde, sindirim enzimleri (lingual ve pankreatik lipaz) ve kolipaz
gibi kofaktorler TAG’lerin baslica sn-1 ve sn-3 pozisyonlarindaki ester baglarim
hidrolize eder. TAG’larin hidroliz iiriinii sn-1 ve sn-3 pozisyonlarindan agiga cikan
serbest yag asitleri ve sn-2 pozisyonundan agiga ¢ikan MAG’lardir. Gastrik lipaz
tercihan TAG’lerin sn-1 ve sn-3 pozisyondaki esterleri 1:4 oraninda hidrolize eder ve
kisa zincirli YA’lerine karsi secicidir. Siit TAG’lerinin %25’1 midede sn-1,2
DAG’lere hidrolize olur. Sn-1,3 pozisyonlarina spesifik olan pankreatik lipaz geri
kalan TAG’lere ve DAG’lere etki ederek serbest YA’leri ve 2-MAG agiga cikartir.
Siitte bulunan ve pozisyonel spesifikligi olmayan siitteki safra tuzu stimuleli lipaz
(BSSL) enzimi geri kalan MAG’leri (2-monopalmitin ve 2-monoolein) ince
bagirsakta hidrolize eder (Jensen, 2001). Bu iiriinler ince bagirsak hiicreleri
tarafindan absorplanarak, silomikronlardaki TAG’lere lenflerde salgilanmak {izere
yeniden diizenlenir (Innis ve dig., 1998). Ancak yag asitlerinin hepsi aym derecede
absorplanmaz. TAG molekiiliindeki YA’lerinin pozisyonu, doymamislik dereceleri

ve ortalama zincir uzunluklar1 YA’lerinin ince bagirsakta absorplanma derecelerini



etkiler. Uzun zincirli ve doymus YA’leri (C12-C18), orta zincirli (C6-C10) ve
doymamis Y A’lerine gore daha az absorplanir (Akoh ve Xu, 2002).

Palmitik asidin sn-1 ve sn-3 pozisyonlarinda bulundugu TAG karigimlart palmitik
asidin sn-2 pozisyonunda bulunan TAG karisgimlarma gore daha az derecede
absorplanmaktadir. Geleneksel ticari bebek mamasi formiilasyonlarinda kullanilan
bitkisel yaglarda palmitik asidin %80’inden fazlast TAG’iin sn-1,3 pozisyonlarinda
yer almaktadir (Innis ve dig., 1995; Innis ve dig., 1998; Xu, 2000). Bu tip yaglarin
viicutta sindirimi siirecinde, doymamis yag asitlerini iceren 2-monoagilgliseroller (2-
MAG) ve esterlesmemis durumda palmitik ve stearik asit olusmaktadir. Bitkisel
yaglar veya inek siitii kullanilarak hazirlanmig bebek mamalarinin sindirimi sirasinda
pankreatik lipazin etkisi ile sn-1,3 pozisyonlarindan ac¢iga cikan serbest haldeki
palmitik, stearik asit gibi uzun zincirli doymus YA’leri kalsiyum gibi divalent
katyonlarla birleserek, bagirsagin alkali pH’sinda ¢6ziinmeyen ve absorplanamayan
“yag asidi sabunlar1” olusturmaktadir. Bu durum bebeklerde hem enerji kaybina hem
de iskelet sisteminin gelisimi icin gerekli olan kalsiyum gibi minerallerin kaybina

neden olmaktadir.

Palmitik asidi yiiksek miktarlarda i¢ceren ve TAG molekiiliindeki pozisyonu spesifik
olarak belirtilmeyen geleneksel ticari bebek mamasi formiilleriyle beslenen yeni
dogmus bebeklerde kalsiyum absorpsiyonu, alinan miktarin sadece %6’s1 kadar
gerceklesirken, anne siitiiyle beslenen bebeklerde bu oranin %51’e yiikseldigi
goriilmiistiir. Doymus Y A’lerinin zincir uzunlugunun artmasiyla azalan absorplanma,
bu YA’lerinin ¢éziinmeyen kalsiyum sabunlar1 olugturmasi nedeniyle hem enerjinin
hem kalsiyumun kayb1 seklinde agiklanabilmektedir (Akoh ve Xu, 2002). Bu nedenle
anne siitii yaginin 6zgiin YA dizilimi bebek beslenmesi ve gelisimi agisindan biiyiik
onem tasidigi sonucuna varilmistir (Innis ve dig., 1995, Innis ve dig, 1998, Lopez-

Lépez ve dig., 2001).

Palmitik asidi TAG’iin farkli pozisyonlarinda iceren yaglarin viicutta sindirimi ve
yag asitlerinin absorpsiyonu i¢in O’Shea ve arkadaslan tarafindan O6zetlenen

mekanizma sematik olarak Sekil 2.1°de gosterilmektedir (O’Shea ve dig., 2006).
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Sekil 2.1:Yaglarin viicutta sindirimi ve yag asitlerinin absorpsiyon yollar1 (O’Shea
ve dig., 2006).



Bebek i¢in anne siitii yagindaki bu 0Ozgiin pozisyonu, bebeklerin sindirim,
absorpsiyon metabolizmalarint olumlu etkileyen etmenlerden biri oldugu
disiiniilmektedir (Lien, 1994; Chandrasekharan ve Basiron, 2001). Quinlan ve dig.
(1995) bu hipotezi 30 bebekte test etmis ve sonugta bebek mamasi ile beslenen
bebeklerin diskilarinin anne siitii ile beslenen bebeklere giére daha sert oldugunu
gbdzlemlemistir. Ayrica, anne siitii ile beslenen bebeklerde yag asidi kalsiyum sabunu
olusumu bebek mamasi formiilasyonlar1 ile beslenen bebeklerden 6nemli derecede
diisiik olmustur. Anne siitii ile beslenen bebeklerde sabun olusumu diskinin %3’
(k.m.) kadarken, bebek mamasi ile beslenen bebeklerde bu oran %30 (k.m.)’a
cikmaktadir. Bu calisma digki sertliginin kalsiyum sabunlar1 miktar ile iliskili
oldugunu gostermistir (Quinlan ve dig., 1995). Kalsiyum baslica uzun zincirli yag
asitlerinin absorpsiyonunu etkilerken, kalsiyumun orta zincirli veya doymamis
Y A’lerinin absorpsiyonu iizerinde ¢ok az etkisi vardir (Innis ve dig., 1998; Lopez-

Lopez ve dig., 2001).

Insan siitii yaginin absorpsiyonu palmitik asidin pozisyonel dagiliminmn yamisira
BSSL’nin varligina ve yag molekiiliiniin yapisina baghdir. Anne siitiinde yer alan
BSSL’nin absorpsiyona etkisi incelenmis ve laboratuar ortaminda yapilan
caligmalarda, siitiin gastrik, pankreatik ve BSSL ile inkiibasyonu sonucunda, siit
TAG’leri gliserol ve esterlesmemis YA’lerine hidrolize olmustur. Insan siitii yaginin
BSSL ile hidrolizinin tamamlanmasi insan siitii ile beslenen bebeklerin yiiksek YA
absorpsiyonuna sahip olmasini agiklayan diger bir hipotezdir. Bu hipotez (hiicre
disia sentezlenen lipaz sindirimi ile aciga ¢ikan esterlesmemis YA) siit disindaki
kaynaklardan alinan palmitik asidin diger YA’lerine gore daha az absorplanmasinin
nedeni ve memedeki siit bezlerinin bu TAG yapisini olusturan spesifik etkisine zit bir

proses olarak ortaya konmaktadir (Innis ve dig., 1998).

2.2. Yapilandirilms Yaglar: Tamim ve Smiflandirilmasi

Genel anlamda “yapilandirilmis yaglar (YY)” gliserol molekiiliiniin dogal haldeki
yag asitlerinin pozisyonu degistirilmis veya uzun zincirli ¢oklu doymamis (CDYA)
veya orta zincirli yag asitleri spesifik olarak yerlestirilmek suretiyle yag asidi profili
degistirilmis TAG’ler veya yeni TAG eldesi icin sentezlenen TAG’ler olarak
tanimlanmaktadir (Akoh, 2002; Akoh ve dig., 2002).



“Yeni jenerasyon yaglar” olarak da adlandirilan YY’lar, tedavi edici veya liriiniin
fonksiyonel ozelliklerini 1iyilestirme amacli olarak iiriin formiilasyonlarinda
kullanilabildikleri gibi, dogrudan nutrasetik iiretiminde de kullanimlari miimkiin
olmaktadir (Akoh, 2002). Yapilandirilmis yaglar, dogal triagilgliserollerden farkli
olarak hidrojenasyon, interesterifikasyon, esterifikasyon, fraksinasyon, karistirma ve
hatta genetik yolla modifiye edilerek veya sentetik olarak {iiretilebilirler ve kat1 veya

s1vi formda bulunabilirler.

Lipaz enzimlerinin katalizorliigiinde gerceklesen enzimatik interesterifikasyon
modifikasyonlan ile, kakao yag ikameleri, anne siitii yagina benzer yapilandirilmis
TAG’ler, kismi acilgliseroller, modifiye balik yagi iiriinleri, margarin yaglari,
yapilandirilmis yaglar ve cesitli lipit triinlerinin iiretimi miimkiin olabilmektedir

(Sahin ve dig., 2003).

Yapilandirilmis yaglar gidalardaki islevleri ve tibbi uygulamalardaki Onemi

acisindan ikiye ayrilmaktadir (Tablo 2.4).

Tablo 2.4: Yapilandirilmis yaglarin uygulama alanlarma gore siniflandirilmasi
(Osborn ve Akoh, 2002’den uyarlanmistir).

Tibbi ve nutrasetik uygulamalarda Gidadaki islevleri acisindan
kullanilan yapilandirilmis yaglar yapilandirilmis yaglar
Bebek mamalar1 (formiilleri) Gida uygulamalarn i¢in plastik yaglar

Zenginlestirilmis yaglar (esansiyel yag Kakao yagi ikameleri

asitleri ve orta zincirli yag asitleri ile)

Enteral' ve parenteral2 beslenme Kizartma yaglari

Kalorisi azaltilmis yaglar

'Enteral: agizdan tiiple beslenme, “Parenteral: damardan serumla beslenme

2.2.1. Yapilandirilmis yaglari enzimatik yontemlerle iiretilmesi

Lipaz enzimleri

Lipazlar  (Triagilgliserol  agilhidrolaz, E.C.  3.1.1.3) triacilgliserol’leri
diacilgliserollere (DAG), monoagilgliserollere (MAG), serbest yag asitlerine ve
gliserole hidrolize eden enzimlerdir. Ayrica, TAG’larin hidrolizinin yanisira
TAG’lerin yag asitleri ile interesterifikasyonunu veya serbest yag asitlerinin gliserol

ile direkt esterifikasyonunu da katalizler.
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Lipazlar “suda c¢oziiniir enzim” sinifindan olup, suda ¢éziinmeyen substratlara etki
eden ve hem polar hem de polar olmayan ortamlarda kararli olan ve heterojen
reaksiyon sistemlerinde yag-su arayiizeyinde aktif olan biyokatalizordiirler. Ancak
ortamda bulunabilecek serbest yag asitleri lipaz aktivitesini bir miktar inhibe
etmektedir. Ozellikle suda ¢oziiniirliigii az olan uzun zincirli yag asitlerinin ve
yiizey-aktif maddeler olan MAG’ler ile DAG’lerin de arayiizeyde birikmeleri lipaz

aktivitesini onemli dl¢iide azaltmaktadir (Marangoni, 2002).

Lipaz enzimlerinin, organik sentezlerde siklikla kullanilmalarinin baglica nedenleri,
koenzimlere gerek duymamalan ve yiiksek sicakliklarda organik ¢ozgenlerle birlikte

kullamildiklarinda stabil olmalaridir.

Lipazlar TAG’lerin modifikasyonunda cesitli sekillerde kullanilmaktadir. Sulu
ortamda, hidroliz baskin reaksiyon olurken, organik ortamda esterifikasyon ve
transesterifikasyon reaksiyonlar1 baskin olmaktadir. Farkli kaynaklardan elde edilen
lipazlar, farkli “hidrolitik pozisyonel seg¢icilik” ve “yag asidi segiciligi” gosterirler.
Lipazlar pozisyonel seciliklerini organik ortam varliginda da devam ettirmektedir.
Lipazlarin en yararli ozellikleri pozisyonel ve stereosecici olusu ve bu sekilde
istenilen kimyasal kompozisyona ve yapiya sahip {riin elde edilmesinde
kullanilabilmeleridir.  Lipazlarla  katalizlenen enzimatik interesterifikasyon

tepkimelerinin kimyasal yontemlere gore iistiinliikleri ise soyle siralanabilir:

e Lipazlarin diisiik  aktivasyon enerjileri nedeniyle, katalizledikleri
reaksiyonlarin, kimyasal katalistlere gore, daha diisiik sicaklikta ve notral
pH’da gerceklesebilmesi,

¢ Kimyasal katalistlerin TAG molekiiliinde yag asitlerini rastgele diizenlemesi,
istenilen fizikokimyasal Ozelliklere sahip 06zel iiriinlerin eldesine olanak
vermemesi, buna karsin lipazlarin segiciliginin ve substrata karsi
aktivitelerinin yiiksek olmasi nedeniyle istenilen 6zelliklere sahip iiriin elde
edilebilmesi,

¢ Elde edilen iiriinlerin degradasyonunun ya cok diisiik diizeylerde ya da hig
olmamasi,

e Reaksiyonlarda daha kolay saflastirilabilen {iriin ve daha az atik
olusturmalari,

e Kimyasal katalistlerin ¢evre kirliligine neden olmalarina karsin, lipazlarin

dogada yok olabilmeleri,
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e Lipaz enzimlerinin c¢ok sayida dogal reaksiyon sistemlerinde
kullanilabilirligi,

® Cok cesitli dogal kaynaklardan elde edilebilirligi,

e Ogzelliklerinin genetik miihendisligi ile gelistirilebilir olmasidir (Lai ve dig.,

1998; Akoh, 2002; Xu ve dig., 2000a, Xu, 2000).

Lipaz enzimlerinin seciciligi

Lipazlarin katalizorliigiinde gerceklesen enzimatik interesterifikasyonun kimyasal
interesterifikasyona gore baslica avantaji enzim seciciligidir. Lipazlarin yag asidi
seciciliginden, nutrasetik gidalar i¢in yapilandirilmis yaglarin iiretiminde ve yaglarin
besinsel Ozelliklerini arttirmak icin yaglarin  spesifik yag asitleri ile

zenginlestirilmesinde yaygin bir sekilde faydalaniimaktadir.

199 ¢

Lipaz enzimlerinin baslica ii¢ ¢esit seciciligi vardir: “Pozisyonel seciciligi”, “substrat
(yag asidi) segiciligi” ve “stereosegiciligi’dir. Pozisyonel ve yag asidi seciciligi,
genellikle sentetik TAG'lerin kismi hidrolizi, ince tabaka kromatografisi ile ayirma;
ardindan tabakadan ekstraksiyonu ile hidroliz sirasinda aciga cikan yag asitlerinin
metil esterlerine doniistiiriilmesinden sonra gaz kromatografisi kullanarak

belirlenebilmektedir.

Candida rugosa, Chromabacterium viscosum, Staphlyococcus aureus gibi
mikroorganizmalardan elde edilen lipazlar yag asitleri ile gliserol arasindaki ester
baglarin rastgele parcalarlar; bu kaynaklardan elde olunan lipazlar i¢in gliserol
molekiiliiniin yerlesimi Onemli degildir. Baz1 lipazlar ise interesterifikasyon
reaksiyonlar1 sirasinda hi¢ pozisyonel ya da yag asidi segiciligi gostermez. Bu lipaz
enzimleri ile gerceklestirilen tepkimeler sonucunda elde edilen iiriinler, kimyasal
tepkime {riinleri ile aym Ozellikte {riin verir. Candida cylindraceae,
Corynebacterium acnes ve Staphylococcus aureus bu gruptaki

mikroorganizmalardan elde edilen lipaz enzimlerine 6rnektir (Marangoni, 2002).

Pozisyon segiciligi olan lipazlar ise, sadece sn-1,3 pozisyonundaki yani TAG’lerin
iki u¢ pozisyonundaki ester baglarini parcalar. Bu gruba ornek olarak, Aspergillus
niger, Rhizomucor miehei gibi organizmalardan elde edilen lipazlar verilebilir. Bazi
lipazlar ise yag asidinin zincir uzunluguna goére segici olup, Penicillium cyclopium

lipazi gibi bazi lipazlar sadece uzun zincirli yag asitlerini parcalar. Geotrichum
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candidum lipaz1 gibi diger baz1 yag asidi seg¢ici lipazlar ise sadece cis-9 pozisyonuna

secicidir.

Pozisyonel secicilik

Pozisyonel segicilik lipazlarin sterik engel nedeniyle TAG molekiiliiniin sn-2
pozisyonuna atak edememesi sonucu olugmaktadir. Sterik engel sn-2 pozisyonundaki
yag asidinin aktif bolgeye girmesini engellemektedir. Sn-1,3 secici lipazlar
varligindaki enzimatik interesterifikasyon tepkimesi sonucunda TAG, 1,2 ve 2,3
DAG ve serbest yag asitlerini iceren bir karisim olusmaktadir. Ayrica uzun reaksiyon
stiresi sonucunda agil go¢ olusabilmekte ve TAG molekiiliiniin orta pozisyonunda
bulunan yag asitlerinin bir miktar rastgele dagilimina izin veren 1,3 DAG olusumu
da gerceklesmektedir. Sn-1,3 segici lipazlara Aspergillus niger, Mucor mieheli,
Rhizopus arrhizus, ve Rhizopus delemar lipazlart Ornek olarak verilmektedir

(Marangoni, 2002; Huo, 2002).

Lipazlarin segiciligi, fonksiyonel gruplarin veya substrat molekiillerinin reaktifligine
mikrogevresel etkenlerin etkisiyle degisebilmektedir. Bugiin itibariyla, sadece sn-2
pozisyonundaki yag asitlerine secici olan lipazlarin belirlenmesi zordur. Sulu
ortamlarda, Candida parapsilosis lipaz1 sn-2 pozisyonunu sn-1 ve sn-3 pozisyonuna
gore daha hizli hidrolizlemekte ve ayrica 6zellikle uzun zincirli ¢coklu doymamis yag

asitlerine kars1 secicilik gostermektedir.

Enzimatik yolla interesterifiye edilmis yaglarin besin degeri daha yiiksek olan dgeler
acisindan zenginlestirilmelerinde bazi1 lipazlarin pozisyonel secicilik gostermesi
ozelliklerinden yararlamlmaktadir. Ornegin, bagirsaklarda, 2-monoagilgliserol’ler,
sn-1 ve sn-3 monoagilgliserollere gore viicutta daha kolaylikla absorplanmaktadir.
Balik yaglar ve baz1 bitkisel yaglar yiiksek oranda esansiyel ¢coklu doymamis yag
asitlerini sn-2 pozisyonunda icermektedir. 1,3 secici lipaz kullanarak, besin ac¢isindan
onemli olan esansiyel yag asidini sn-2 pozisyonunda tutarak ve 1. ve 3.
pozisyonundaki yag asitlerinin de kompozisyonlar1 degistirilerek istenilen spesifik
TAG yapisi elde edilebilir. Kimyasal interesterifikasyon tepkimeleri ile TAG’lerdeki
yag asitleri tamamen rastgele diizenlendigi icin, istenen &zellikte {iriin eldesi, yani
daha yararli olan yag asitlerinin istenen pozisyonda tutulmasi pek gerceklestirilemez

(Xu, 2000).
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Stereosecicilik

Triagilgliserollerde, sn-1 ve sn-3 pozisyonlar1 sterik olarak farklidir. Cok az lipaz sn-
1 ve sn-3 pozisyonlarindaki baglica esterleri ayirdedebilir. Stereosegici lipazlarin
kullanildig1 reaksiyonlarda, 1 ve 3 pozisyonlar1 farkli hizlarda hidrolizlenir.
Stereosegicilik lipaz kaynagi ve acil gruplar ile belirlenir ve arayiizeydeki yag
yogunluguna da baglh olabilir. Ayrica substrat konsantrasyonundaki artig da sterik

engelden dolay1 segiciligi azaltabilmektedir.

Ote yandan, zincir uzunlugundaki farkliliklar lipazlarin seciciligini etkilemektedir.
Ornegin, Pseudomonas ve domuz pankreatik lipazlari, sadece belirli agil gruplarini

hidroliz ederek stereosegicilik gostermektedir (Akoh ve Xu, 2002).

Yag asidi seciciligi

Bir¢ok lipaz 6zel yag asitlerine kars1 secicidir. Mikrobiyal lipazlar (cis-9 ¢ift bag
iceren uzun zincirli yag asitlerine segicilik gosteren G. candidum lipaz1 diginda) ¢cok
az yag asidi seciciligi gosterir. Lipazlar ayrica yag asidi uzunluguna karsi da secicilik
gostermekte, uzun, kisa veya orta zincir uzunluguna sahip yag asitlerine secici
olabilmektedir. Ornegin, domuz pankreatik lipaz enzimi kisa zincirli yag asitlerine
kars1 secici iken, Penicillium cyclopium lipazi uzun zincirli yag asitlerine secicidir.
Aspergillus niger ve A. delemar lipazinin ise hem orta hem de kisa zincirli yag

asitlerine kars1 secici oldugu belirtilmektedir. Organik ortamdaki interesterifikasyon

reaksiyonlarinda lipazlar belli alkol tiirlerine secici olabilmektedir.
Baz1 lipazlarin sahip oldugu yag asidi segiciligi kisa zincirli yag asitlerinin siit
aromast olarak kullanilmak iizere iiretiminde ve balik yaglarinin EPA ve DHA gibi

yag asitlerince konsantrasyonunun arttirilmasinda ticari olgekte kullamlmaktadir

(Akoh ve Xu, 2002).

Yapilandirilmis yaglarin iiretiminde kullanilan bazi lipazlarin substrat ve pozisyonel

(regio) secicilikleri Tablo 2.5 de gosterilmektedir.
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Tablo 2.5: Secilmis lipazlarin yag asidi ve pozisyonel secicilikleri (Xu, 2000).

Lipaz kaynagi | Yag asidi seciciligi | Pozisyonel secicilik (sn)
Mikroorganizmalar

Aspergillus niger K,O,U 1,3>>2
Candida lipolytica K, O, U 1,3>2
Candida rugosa K, U >0 1,2,3
Humicola lanuginosa K, O, U 1,3>>2
Chromabacterium K, O, U 1,2, 3
Rhizomucor miehei K>0,U 1,3 >>2
Penicillium roqueforti K, O >>U 1,3
Pseudomonas sp. K, O, U 1,3>2
Rhizopus delemar K, O,U 1,2,3
Rhizopus oryzae M, L >K 1, 3>>>2
Bitkiler

Kolza (Brassica napus) K>0,U 1,3>2
Papaya (Carica papaya) 3
Hayvansal dokular

Domuz pankreasi K>0,U 1,3
Tavsan midesi K,O,U 3

U: Uzun zincirli YA, O: Orta zincirli YA, L: Uzun zincirli YA

Yapilandirilmis yaglarin iiretiminde lipaz enzimlerinin kullanim

Lipaz katalizorliigiinde yapilandirilmis yag iiretiminde ¢esitli metotlarin kullanimi

miimkiin olmakla birlikte, metot secimi bilyiik oranda secilen substratlarin tipine ve

tiretilmek istenen iirtine baghdir. Interesterifikasyon reaksiyonlar1 arasinda, ticari

oneme ve ilgiye sahip olan reaksiyonlar transesterifikasyon, asidoliz ve alkoliz’dir.

Transesterifikasyon, 2 ester arasindaki, asidoliz asit ve ester, alkoliz ise alkol ve ester

arasindaki acil gruplarin transferidir (Sekil 2.2, 2.3 ve 2.4).

sn-1,3 spes1f1k lipaz
O +

=

. E:. E
. E:. E

U

U
O
U

O
U
O

Sekil 2.2: Orta zincirli yag asitlerini iceren TAG ile uzun zincirli yag asitlerini iceren
TAG arasindaki sn-1,3 segici lipaz katalizorliigiinde gerceklesen transesterifikasyon
reaksiyonlar1 (U: Uzun Zincirli YA, O: Orta Zincirli YA) (Marangoni, 2002).
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U sn-1,3 spesifik lipaz U 0 o
U + @) - U + U + U
U O U

U

Sekil 2.3: Uzun zincirli yag asitlerini iceren TAG ile orta zincirli yag asidi arasindaki
sn-1,3 secici lipaz katalizorligiinde gerceklesen asidoliz reaksiyonlar1 (U: Uzun
Zincirli YA, O: Orta Zincirli YA) (Marangoni,2002).

A OH sn-1,3 spesifik lipaz CDYA — CDYA ___ CDYA
E OH 4+ ¢(DYA ——> [— OH _ [— OH [ [— CDYA
OH — OH — CDYA — OH
— OH — CDYA — OH
— CDYA T CDYA + [ OH
— OH — CDYA — OH
sn-1,3 spesifik lipaz
OH 0 — O — OH — OH
B E0H+E0—’—0H+—O L. =0
OH 0 — OH — O — OH
OH (@] O
0
0 0

Sekil 2.4: (A) Gliserol ve ¢oklu doymamis yag asidi arasinda (B) Gliserol ve orta
zincirli yag asidi iceren TAG arasinda sn-1,3 secici lipaz katalizorliigiinde
gerceklesen alkoliz reaksiyonu (CDYA: Coklu doymamis YA, O: Orta zincirli YA)
(Marangoni, 2002).

Yapilandirilmis yaglarin enzimatik yolla iiretilmesini etkileyen baz faktorler

Sicakhik

Sicakligin enzim aktivitesini etkileyen en Onemli faktorlerden biri oldugu
bilinmektedir. Her enzim icin “optimum sicaklik” araligi, enzimin kaynagi olan
mikroorganizmaya, immobilizasyon prosesine, enzimin kimyasal modifikasyonuna
ve pH’ya bagh olarak degismektedir (Paez ve dig., 2002). Literatiirdeki tiim
calismalarda, optimum bir hiza ulasana kadar, ortam 1sindik¢a enzim aktivitesinin
artigr ve sicakliktaki artisin agil migrasyonunu hizlandirdigr belirtilmistir (Mu ve
dig.,1998; Xu ve dig. 1998). Enzim aktivitesinin sicaklikla degisim nedenine iliskin
ise literatiirde farkli yorumlar bulunmaktadir. Wanasundara ve Shahidi (1999), bu

durumu, enzimi ii¢ boyutlu seklinde tutan hidrojen baglarinin ve diger zayif ¢ekim
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kuvvetlerinin, ¢evredeki sicaklik degisimlerine duyarli olmalariyla agiklar. Sicakligin
artmastyla inkorporasyon yiizdesindeki artisin nedeni olarak, sicaklikla iligkili olarak
substratin viskozitesinin diigmesiyle beraber, substrat ve enzim arasindaki temasin
gelismesi gosterilmektedir (Mu ve dig.,1998; Xu ve dig. 1998). Ancak, 60°C gibi
ulagilan optimum noktadan yiiksek sicakliklarda, reaksiyon hizinin artmayip, hatta
bir miktar azalmasi da, ¢oklu doymamis yag asitlerinin bu sicakliklarda 1sil
bozunmaya ugramalar1 ve ayrica, lipaz enzimin de geri doniissiiz olarak denature

olacag seklinde agiklanabilir.

Reaksiyon siiresi

Yaglarin enzimatik modifikasyon reaksiyonlarinda siirenin etkisinin bilinmesi, hem
reaksiyonun gelisiminin incelenmesi, hem de yiiksek verim elde edilen en kisa
stirenin belirlenerek proses i¢in iiretim maliyetinin diisiiriilmesi agisindan énemlidir.

(Akoh ve Moussata, 1998; Senanayake ve Shahidi, 1999).

Senanayake ve Shahidi (1999)’nin, hodan (Borago officinalis) (boraj) yaginin
yapisina DHA’y1 Candida antarctica lipazi varliginda inkorpore ettikleri ¢alismada,
24 saate kadar olan siire zarfinda reaksiyondan elde ettikleri iiriiniin % DHA miktar
stire ilerledik¢ce artmistir. Ancak 24 saatten sonra iiriiniin DHA igeriginde 6nemli bir

farklilik olmadig bildirilmistir.

Akoh ve Moussata (1998)’nin, Candida antarctica orijinli secici olmayan SP 435
lipazi ve Rhizomucor miehei orijinli sn-1,3 secici IM 60 lipaz1 katalizorliigiinde
hodan yagina kaprik asit ve EPA inkorpore ettikleri ¢alismada, inkiibasyon siiresi
ilerledik¢e inkorporasyon orani artmistir. Yine ayni ¢alismada her iki enzim icin de
10. ve 16. saatler arasinda inkorporasyonda hizli bir artis oldugu; ancak optimum

inkorporasyonun 40 saat civarinda saglandigi bildirilmistir.

Benzer sekilde, Akoh ve dig. (1996) tarafindan, Candida antarctica orijinli SP 435
lipaz1 katalizorligiinde ¢uhagicegi (Oenothera biennis ve O. lamarkiana) yaginin
yapisina EPA inkorpore edilen calismada, 24 saate kadar olan siire zarfinda EPA
inkorporasyonunun arttigi, 24 saatten sonra ise herhangi bir artisin gdzlenmedigi

bildirilmistir.
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Substrat mol oram

Yaglarin enzimatik yontemlerle modifiye edilerek, triagilgliserol yapilarina esansiyel
yag asitlerinin ilave edildikleri reaksiyonlarda, son iiriinde istenen esansiyel yag asidi
miktarina gore substratlarin; yani orijinal yag ve inkorpore edilecek esansiyel yag

asidinin mol oraninin istenilen diizeye ayarlanmasi miimkiin olmaktadir.

Enzimatik esterifikasyon reaksiyonlarinda substrat mol oraninin se¢imi genellikle,
proses maliyetine ve serbest yag asitlerinin veya acil donorlerinin evaporasyon
ve/veya distilasyon ile uzaklastirilmasindaki giicliiklere bagl olarak yapilmaktadir

(Hoy ve Xu, 2001).

Senanayake ve Shahidi (1999), substrat olarak hodan yagi ve DHA, Akoh ve
Moussata (1998), hodan yagi1 ve EPA, yine Akoh ve dig. (1996), cuhagicegi ve EPA
kullandiklar1 ¢alisgmada benzer bir sonuca ulasarak; n-3 ¢oklu doymamis yag asidi

mol sayis1 arttik¢a inkorporasyon oraninin arttigini bildirmislerdir.

Mu ve dig. (1998), yag ve yag asidi arasindaki mol oranin inkorporasyon ve agil
migrasyonuna etkisini inceledikleri calismada, yag asidinin mol miktarinin arttikca
inkorporasyonun da arttigin1 bildirmislerdir. Aym1 ¢alismada, yiiksek bir mol oran
secilerek reaksiyon hizinin artirilabilecegi ve siire kisalacagi i¢in, agil

migrasyonunun da bu yolla azaltilabilecegi dnerilmistir.

Ancak Jennings ve Akoh (2000), inkorpore edilecek olan yag asidinin agirt miktarda
kullanilmasinin maliyeti artirmanin yanisira, lipaz inhibisyonuna da neden
olabilecegini ve modifikasyon reaksiyonu biiyiikk Olcekte gerceklestirildiginde
ortamdaki fazla yag asidinin uzaklastirilirken tiriin veriminin de diisebilecegini 6ne

siirmiislerdir.

2.3. Anne Siiti Yagmma Benzer Yapilandirilmis Yaglar Uzerine Yapilan

Calismalar

Anne siitii yagiin benzeri olmayan farkli TAG yapisinin, palmitik asidin 6zgiin
pozisyonunun, bebeklerin sindirim, absorpsiyon metabolizmalarimi olumlu etkileyen
etmenlerden biri olmasi, ve ayrica bu yapinin, bebek gelisimi i¢in de spesifik ve
onemli bir fonksiyonunun olmas1 “anne siitii yagina benzer yapilandirilmis yaglarin”

iretimine olan ilgiyi artirmagtir.
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Sekil 2.5’de gosterildigi gibi, palm yagindan elde edilen tripalmitinin veya palm
stearinin, bitkisel kaynakli yaglarla veya bu yaglardan elde edilen oleik asit veya
coklu doymamis yag asitleri ile sn-1,3 spesifik lipazlar katalizorligiinde gerceklesen
interesterifikasyonu ile, anne siitiindeki TAG’lere ¢ok benzer yapida TAG iceren

yeni yag iiriinleri eldesi daha once de gerceklestirilmistir (Xu, 2000).

16:0, Palmitik asit

e sn-1,3 spesifik lipaz
16:0, Palmitik asit
+ 18:1, Oleik asit >

16:0, Palmitik asit

Tripalmitin
18:1, Oleik asit
16:0, Palmitik asit —| + 16:0, Palmitik asit

18:1, Oleik asit
Yapilandirilmis yag

Sekil 2.5: Tripalmitin ve oleik asit arasinda sn-1,3 spesifik lipaz varliginda
gerceklesen enzimatik asidoliz tepkimesinin sematik olarak gosterimi

Literatiirde yer alan caligmalardan ilki, siit yaginmin tutuklanmis sn-1,3 secici lipaz
enzimi katalizorliigiinde modifiye edilerek anne siitii yagina benzer YY iiretimidir.
Bu calisma sonucunda baslica %43,52 oleik, %22,5 palmitik, %10,76 linoleik asit,
%0,31 EPA ve %0,13 DHA iceren yapilandirilmis TAG driinii elde edilmistir.
Calisma sonucunda sn-2 pozisyonunda %34,96 palmitik, %31,48 oleik, %11,74
miristik asit bulunan bu yapilandirilmis yagin bebek mamasi formiilasyonlarinda

kullaniminin uygun oldugu gériisiine varilmistir (Christensen ve Holmer, 1993).

Mukherjee ve Kiewitt (1998)’in yaptiklar1 ¢alismada, diisiik eriisik asitli kolza yagi
serbest yag asitleri ile tripalmitin’in enzimatik asidolizinde, hem Carica papaya
bitkisinden elde ettikleri lipaz enzimini hem de Lipozyme IM 20 ticari lipazini
kullanmiglardir. Asidoliz reaksiyonunda 404 mg tripalmitin, 140 mg kolza yag asidi
(mol substrat orani:1:1) ve 54 mg lipaz (substratlarin agirlikca %10’u kadar)
manyetik karistirict  yardimiyla ¢oziiclisiz  ortamda 60°C  sabit sicaklikta
kanstirilmistir. Belirli zaman araliklarinda hekzan igine aliman numunelerin yag
asitleri bilesimi gaz kromatografisi cihazi ile belirlenmistir. 6 saat sonunda, papaya

lateks enzimi ile % 60 palmitik asit ve % 25 oleik ve %10 linoleik asit iceren TAG
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tiriinii elde edilirken, Lipozyme IM lipazi ile ise % 75 palmitik asit, %20 oleik asit ve

%S5 linoleik asit iceren TAG {iriinii elde edilmistir (Mukherjee ve Kiewitt, 1998).

Schmid ve dig. (1998) tarafindan yapilan diger bir caligmada, tripalmitin, balik yagi
ve oleik asit Lipozyme IM katalizorii varlifinda hekzan ve metil tert-biitil eter
(MTBE) c¢oziicii ortaminda manyetik karstirict yardimiyla reaksiyona sokulmustur.
2-mono palmitin (2-MP) ve oleik asidin esterifikasyonu ile elde edilen 1,3 oleol-2-
palmitol gliserol (OPO) iiriinliniin verimi %72’den yliksek ve sn-2 pozisyonundaki
palmitik asit yiizdesi % 94 bulunurken, balik yaginin alkolizi ile elde edilen 2-MG
tiriinii %84 verim ve %95 saflikta elde edilmistir (Schmid ve dig., 1998).

Bir bagka calismada ise substrat olarak yine tripalmitin ve oleik asit kullanilmas,
Lipozyme IM lipaz enzimi ile hekzanli ortamda reaksiyon gerceklestirilmistir

(Chandler ve dig., 1998).

Schmid ve dig. (1999) 1,3-oleol 2-palmitolgliserol (OPO) iiretimi i¢in lipaz
katalizorliigiinde gerceklesen iki asamali (alkoliz ve esterifikasyon) reaksiyon sistemi
kullanmuslardir. ilk asamada tripalmitinden sn-1,3 spesifik lipaz varhginda alkoliz
reaksiyonu ile 2-MP iiretilmis ve bu iiriin %95’den daha fazla safliga ¢ikarilarak n-
hekzan varliginda oleik asit esterlestirilmistir. Son {iiriin sn-2 pozisyonunda %96

palmitik asit ve sn-1,3 pozisyonunda %90 oleik asit icermistir.

Shimada ve dig. (2000) tripalmitinin arasidonik asit (AA) ile 1,3 spesifik Rhizopus
delemar lipaz1 ile asidolizi sonucunda 1,3-arasidonil-2-palmitol-gliserol (APA)
iiriinii sentezlemislerdir. Uriiniin sn-2 ve sn-1,3 pozisyonunlarindaki AA igerigi
sirasiyla %3,2 ve % 56,9 olarak bulunmustur. Nagao ve dig. (2001)’nin da sn-1,3
spesifik Fusarium heterosporum lipazimt kullanarak tripalmitinin oleik asit ile
asidolizi sonucunda %8 triolein (OOO), %36 1,3-dioleol-2-palmitol-gliserol (OPO),
%4 1,2-dioleol-3-palmitol-gliserol (OOP), %28 1,2-palmitol-3-oleol-gliserol (PPO),
%1 1,3-dipalmitol-2-oleol-gliserol (POP) ve %6 PPP’dan olusan bir TAG karisimi

elde etmiglerdir.

Anne siitii yagina benzer TAG tiretimi ile ilgili olarak yapilan diger bir ¢alismada,
Yang ve dig. (2003a)’nin domuz yag ile soya yagi asitlerini asidoliz
reaksiyonlarmda kullanmuslardir. Oncelikle soya yagindan yag asitleri sabunlasma
yapilarak elde edilmis, ve 1’er gram domuz yag1 ve soya yagi serbest yag asitleri

kullanilarak Lipozyme RM IM lipaz enzimi katalizorliigiinde ¢oziiciisiiz ortamda
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asidoliz reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Elde ettikleri iiriinlerin yag asitleri bilesimi
ve TAG’lerin sn-2 pozisyonundaki yag asitleri bilesimi gaz kromatografisi ile
belirlenmistir. Reaksiyon sicakligi, enzim miktari, su miktari, substrat oram ve
siirenin reaksiyona etkisinin incelendigi bu calismada, optimum sicakligin 61°C,
optimum mol oraninin (domuz yagi:yag asitleri) 1:2,4 oldugu, enzim miktarinin
toplam substrat miktarinin %13,7 kadar olmas1 gerektigi ve su miktarinin %3,5
oldugu bulunmustur. Bu optimum kosullar altinda, elde edilen TAG iiriintiniin sn-2
pozisyonunda baslica % 71,1 oraninda palmitik asit, %15,3 linoleik asit bulundugu
tespit edilmistir (Yang ve dig., 2003a). Bu calismanin biiyiik 6l¢ekli tiretimi, dolgulu
yatak biyoreaktorii kullanilarak gerceklestirilmis ve {iriin kisa yollu distilasyon
tinitesi ile saflagtirilmigtir. Elde edilen anne siitii yagina benzer YY 1n ticari olarak
mevcut olan anne siitii yagina benzer YY ile, YA kompozisyonu, antioksidan miktari
ve oksidatif stabilitesi karsilagtirllmigtir. Calismadan elde edilen Y'Y 1n stabilitesinin
ticari bitkisel yag karisimlarina, domuz yagina ve ticari anne siitli yagina benzer
YY’lara gore oksidatif stabilitesinin diisiik oldugu belirlenmistir. Buna neden olarak,
antioksidanlarin iiretim sirasinda ayrilmig olabilecegi diisiiniilmektedir. Bir sonraki
caligmada, iiretim sirasinda antioksidan ilavesi ile oksidatif stabilitenin arttirilip

arttirnlamayacaginin incelenmesi diisiiniilmiistiir (Nielsen ve dig., 2004).

Bir bagka calismada da, omega-3 yag asitleri ile zenginlestirilmis anne siitii yagina
benzer YY iiretimi tripalimitin ve n-3 CDYA yag asitleri ile Lipozyme TL IM enzimi
katalizorliigiinde asidoliz reaksiyonu ile gerceklestirilmistir. Bu ¢aligmada reaksiyon
kosullarinin (siire, enzim miktari, substrat mol orani) optimizasyonu Tepki-Yiizey
Yontemi kullanilarak yapilmistir. Optimizasyon calismasi sonucunda, substrat mol
oraninin, enzim miktarinin ve reaksiyon siiresinin sirasiyla 5 mol/mol, %20 ve 20
saat oldugu kosullar optimum kosul olarak bulunmus ve TAG iiriiniinde %42

oraninda omega-3 yag asitleri ile zenginlestirme saglanmistir (Yang ve dig., 2003b).

Chen ve dig. (2004) palm yagindan 3 asamali yontemle (diisiik sicaklikta
fraksinasyon, esterifikasyon ve asidoliz) OPO elde etmistir. Son asamada elde edilen
acilgliserol karigimindaki TAG miktart %97 olurken TAG molekiiline %66,1
oraninda oleik asit dahil olmustur. TAG molekiiliindeki sn-2 pozisyonu da % 90,7
palmitik, % 9,3 oleik asit icermis ve son iiriindeki OPO miktar ise yaklasik %74

olmustur.
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Srivastava ve dig. (2006) yaptiklarn calismada Candida rugosa LIP1 lipazini
kullanarak hem tripalmitinin oleik asit ile hem de metil oleat ile transesterifikasyonu
sonucunda palmitik ve oleik asit iceren anne siitiine benzer YY elde etmislerdir.
Reaksiyon siiresi, reaksiyon sicakligt ve substrat mol oranimin oleik asit
inkorporasyonuna etkisi incelenmistir. Biyokatalizér olan LIP1 lipaz1 ticari
Lipozyme RM IM lipaz1 ile de karsilastirilmis ve sonug olarak Lipozyme RM IM
lipaz1 ile elde edilen YY’larin anne siitii yagina benzer yag eldesinde kullaniminin

daha uygun oldugu goriisiine varilmstir.

2.3.1. Ticari yapilandirilms yag iiriinii: Betapol™:

Yapilan tim bu arastirma caligmalarinin disinda ticari olarak piyasaya siiriilen
Betapol "™ adli anne siitii yagi ikamesi iiriinii bebek mamasi formiilasyonlarinda
kullanilmak iizere Lipid Nutrition B.V. (Loders Croklaan) tarafindan gelistirilmistir
(Mukherjee ve Kiewitt, 1998; Xu, 2000; Anon., 2006b). Bir diger deyisle, BetapolTM,
Lipid Nutrition B.V. (Loders Croklaan) sirketi tarafindan bitkisel kaynakli yaglardan
iretilen, anne siitl yaginin 6zglin yapisina ¢ok benzer yapida yapilandirilmis
TAG’iin ticari isimidir. Betapol, susuz ortamda Rhizomucor miehei’den elde edilen
sn-1,3 secici lipaz1 katalizorliigiinde modern enzim teknolojisi ile iiretilmektedir.
Anne siitii yaginda bulunan palmitik asit TAG’lerin sn-2 pozisyonunda, doymamis
yag asitleri ise sn-1 ve sn-3 pozisyonlarinda bulunmaktadir. Betapol, baglica 1,3-
dioleol 2-palmitol gliserol (OPO) ve 1,2-dipalmitol 3-oleol gliserol (PPO) iceren bir

TAG karisimi olup sn-2 pozisyonunda % 45 civarinda palmitik asit icermektedir.

Betapol iiretimi Sekil 2.6’da gosterildigi gibi tripalmitin ve oleik asit arasinda lipaz

katalizorliigiinde gerceklesen asidoliz tepkimeleriyle iiretilmektedir.

O...p O...p
P _— O _— O
P diacilgliseroller P diacilgliseroller P
P P i (0]
P...O P....O -
TAG Ara TAG uruni TAG iiriinii

Sekil 2.6: Betapol iiretimi icin sn-1,3 segici lipaz katalizorliiginde gerceklesen
asidoliz reaksiyonunun prensibi (Akoh ve Xu, 2002).

Endiistriyel olarak Betapol iiretimi icin Sekil 2.7°de akim semasi1 gosterilen iki

asamali reaksiyon sistemi kullanilmaktadir.
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Aycicek yagi YA + Palm stearin

'

Enzim yatagi 1. Asama

'

Distilasyon —> SYA

v

SYA —>» Enzim yatag1 2. Asama

|

Evaporasyon —> SYA

v

Fraksinasyon

'

Rafinasyon

v

Uriin

Sekil 2.7: Betapol’iin iiretim akig diyagrami (Xu, 2000).

Reaksiyon Rhizomucor miehei’den elde edilen immobilize lipaz enzimi kullanilarak
dolgulu yatak biyoreaktorde 70°C sicaklikta ve susuz ortamda gerceklestirilmektedir.
Betapol iiretimi icin kullanilan tripalmitin ve oleik asitin saf olmadig: bildirilmekte,
ancak kaynagi ve saflik yiizdesi agik olarak literatiirde belirtilmemektedir. Palm
stearin kolay bulunabilirligi ve ucuz olmasi bakimindan tripalmitin kaynagi olarak
kullanilabilecek olan en 1iyi kaynaklardan birisidir. Palm stearin uygulanan
fraksinasyon islemine gore % 50-60 oraninda PPP igerebilmektedir. Geri kalan kismi
POP ve PPO/OPP’dir. PPP miktar1 6zel fraksinasyon islemi uygulandigi takdirde
%70-80’e cikartilabilmektedir. Oleik asit kaynaklar olarak ise nispeten ucuz olan
yiiksek oleik asit iceren aycicek yagi veya %70-80 oleik asit iceren zeytinyag1 veya

caytohumu yagindan elde edilen yag asitleri karisimi kullanilabilmektedir.

%70-80 oleik asit iceren zeytinyag veya caytohumu yagindan elde edilen yag asitleri

karisimi kullanilabilmektedir.

Cin ve diger Asya iilkelerinde yetisen Urushi wax adindaki meyve agaci yaginin %

60 PPP icerdigi ve bu yagin sabun ve yag asitleri iiretiminde kullanildig:
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belirtilmektedir. Bu yagin Betapol iiretimi i¢in substrat kaynagi olarak kullanimi i¢in

arasgtirma yapilabilmektedir.

Betapol {iretimi sirasinda reaksiyon dengeye ulastiktan sonra reaksiyondaki
TAG’lerin miktar1 oleik asit ve tripalmitinin oranlarina bagli olmaktadir. Yiiksek
substrat mol oranmi reaksiyon dengesini tiriin (OPO) olusumu yo6niinde etkilerken,
denge siiresi de substrat mol oraninin artmasiyla artar. Bu nedenle, spesifik reaksiyon
sisteminde reaksiyon verimi (birim siirede dahil olan oleik asit miktar1) ve iiriin
miktarini (birim siirede elde edilen iirlin miktar1) arttirmak i¢in gerekli olan substrat
mol oraninin uygun se¢ilmesi ¢ok onemlidir. Yiiksek substrat mol orani uygun iiriin
eldesi icin gerekli olan reaksiyon siiresini kisaltirken, iiriiniin saflagtirilmasi daha zor
olabilmektedir. 3:1 (O:PPP) substrat mol orani, dengeden sonra % 48 PPO/OPP, %
36 OPO, ve % 16 PPP seklinde olacaktir. Saflastirma ve fraksinasyondan sonra PPP
uzaklastirilabilmektedir. Fraksinasyon islemi ¢ozgen ile veya c¢oOzgensiz olarak

yapilabilmektedir.

Ticari Betapol’iin (Betapol 45) iiretici firmas1 tarafindan belirtilen spesifikasyonu
Tablo 2.6’daki gibidir. Sn-2 pozisyonundaki palmitik asit yiizdesi Betapol 45’in
katalogunda %43 olarak belirtilirken bu oranin % 60-% 80 arasinda degisebildigi de
belirtilmektedir. Tablo 2.6’da belirtilen spesifikasyonlara goére, katilim yiizdesi ¢ok
yiikksek olmadigindan dolayi, Betapol’iin iiretimi i¢in % 50 PPP iceren bir substrat

kullanilmis olabilecegi diistiniilmektedir.

Tablo 2.6: Ticari Betapol’iin (Betapol 45) YA kompozisyonu (Anon., 2006b).

Yag asidi Betapol 45 (% agirlik)
C12:0 11,8
C14:0 4,5
C16:0 22,7
C18:0 3,1
C18:1 40,5
C18:2 13,5
C18:3 1,5
Digerleri 2,7
Serbest yag asitleri, 0.08
% oleik asit cinsinden ’

Tablo 2.7°de ise Betapol’iin farkli arastiricilar [Innis ve dig., 1995; Innis ve dig.,
1993; Innis ve dig., 1996, Fouw ve dig., 1994; Zampelas ve dig., 1994, Zock ve dig.,
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1996, Lucas ve dig., 1997, Summers ve dig., 1998] tarafindan saptanan yag asidi

kompozisyonu ve TAG’lerin sn-2 pozisyonundaki YA oranlar1 yer almaktadir.

Tablo 2.7: Betapol’iin ¢esitli arastiricilar tarafindan saptanan YA kompozisyonu ve
TAG’lerin sn-2 pozisyonundaki YA oranlari (%) (Akoh ve Xu, 2002).

Yag asitleri | TAG | sn-2 | TAG | sn-2 | TAG | sn-2 | TAG | sn-2 | TAG | sn-2
8:0 0,6 - 1,7

10:0 0,4 - 1,3

12:0 33 | 47 1,0 | 1,4 | 10,1

14:0 L8 | 1,7 | 1,0 | 1,9 | 1,3 | 1,9 | 2,7 | 43 | 4.2

16:0 29,6 | 69,9 | 30,4 | 72,7 | 31,1 | 67,8 | 27,4 | 53,5 | 23,9 | 73,9
16:1n-7 0,1 - 0,2 - 0.4

18:0 31 | 26 | 32 169 | 19 | 27| 81 | 69 | 31
18:1n-9 40,6 | 13,7 | 51,5 | 14,7 | 51,7 | 22,6 | 42,1 | 20,9 | 36,0
18:2n-6 164 | 6,5 | 133 ] 3,6 | 12,6 | 3,6 | 11,2 | 7,2 | 16,3
18:3n-3 32 | 0,8 | 0,1 - 0,1 | 1,4 2,1

20:0 0,4 0,2
20:1n-9 0,1

22:0 0,1

2.3.2. Betapol™ ile yapilan klinik calismalar

Betapol ™iin esdegerliligi 6zelliklerinin palm yagi ile mukayese edilmesiyle
degerlendirilmis ve bu amacla %15 Betapol igeren diyet ile % 15 palm yag1 (palm
olein) iceren diyet ve negatif veya %2,3-4,7 yag iceren standart kontrol diyetiyle
karsilastirilmistir. Bu calisma sonunda Betapol’iin genel, ireme ve dogum sonrasi
toksisitesi hakkinda beklenmeyen bir toksisiteye sahip olmadigi ve besin degeri

bakimindan ise iistiin taraflar1 oldugu gozlenmistir (Spurgeon ve dig., 2003).

Normal siirelerinde dogan bebekler iizerinde yapilandirilmis yaglar ile yapilan

calismalar

Yapilandirilmis yaglarm etkilerinin normal siirelerinde dogan bebeklerdeki yag, yag
asitleri ve kalsiyum absorpsiyonu gibi 6zellikleri cesitli arastirmacilar tarafindan
incelenmistir (Carnielli ve dig., 1995a, Carnielli ve dig., 1995b, Carnielli ve dig.,
1996, Lucas ve dig., 1997).
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Carnielli ve dig. (1996) benzer miktarlarda palmitik asit iceren fakat palmitik asidi
TAG molekiiliiniin sn-2 pozisyonunda farkli miktarlarda iceren formiilasyonlar ile
beslenen bebeklerdeki farkliliklar1 incelemislerdir. Bu ¢alismada erkek bebekler sn-2
pozisyonunda farkli miktarlarda palmitik asit iceren 3 formiilasyon ile
beslenmislerdir: 3 formiilasyonu (Betapol iceren): %?23,9 palmitik asit ve sn-2
pozisyonundaki palmitik asit miktar1 %66 olan, ikinci formiilasyon: %24 palmitik
asit ve sn-2 pozisyonundaki palmitik asit miktar1 %39 olan, ii¢iincii formiilasyon:
%19 palmitik asit ve sn-2 pozisyonundaki palmitik asit miktari%]13 olan, ve sn-1 ve
sn-3 pozisyonlarinda baglica palmitik asit iceren formiilasyon olarak belirlenmistir.
Her gruptan 9 bebek en az 5 haftalik olana kadar bu formiilasyonlar ile
beslenmislerdir ve calisma sonucunda 3 formiilasyonu ile beslenen bebeklerdeki yag
atilim (0,15 g/kg/giin) diger iki formiilasyonla beslenen bebeklere gore daha diisiik
(ikinci formiilasyon: 0,44 g/kg/giin, ti¢lincii formiilasyon: 0,68 g/kg/giin, p<0,05)

bulunmustur.

Betapol ile beslenen bebeklerin ince bagirsaklarda yag absorpsiyonu (%97,6), ikinci
(%93) ve iiclincii formiilasyonla (%90, p<0,05) beslenen bebeklere gore Onemli
derecede daha yiiksek bulunmustur. Bunun yanisira, 3 formiilasyonu ile beslenen
bebeklerdeki laurik asit (%95,5), miristik asit (%83,7), palmitik asit (%96,5) ve
stearik asidin (%91,2) ince bagirsaktaki absorpsiyonu diger formiilasyonlarla
beslenen bebeklere gore (ikinci formiilasyon:%81,3, 30,6, 86,3 ve 82,3, li¢iincii
formiilasyon: %76,1, 11,0, 78,1, 75,5; p<0,05) daha yiiksek bulunmustur.
Kalsiyumun viicuttan atilimi B formiilasyonu ile beslenen bebeklerde (43,4
mg/kg/giin) diger iki formiilasyona (ikinci formiilasyon: 59,9 mg/kg/giin, iigiincii
formiilasyon: 68,4 mg/kg/giin; p<0,05) gore daha diisilk bulunmustur. Kalsiyum
atilimi ile yag ve yag asitlerinin atilim1 arasinda 6nemli bir korelasyonun oldugu
goriilmils, en yiiksek korelasyonun palmitik asit (r=0,84), oleik asit (r=0,60) ve

linoleik asit (r=0,51; p<0,05) arasinda oldugu gozlenmistir.

Ozet olarak, yag, yag asitleri ve kalsiyum absorpsiyonu anne siitiindeki gibi palmitik
asidi baslica sn-2 pozisyonunda yiiksek miktarlarda iceren YY’da palmitik asidi sn-1
ve sn-3 pozisyonlarinda iceren yaglara gore daha fazla olmaktadir (Carnielli ve dig.,
1996). Ayrica Carnielli ve dig. (1995a) yapilandirilmis yaglar ile beslenen bebeklerin
diskilarinin diger formiillerle beslenen bebeklerinkine gore daha yumusak oldugunu

ve diski sertliginin diskidaki yag asitleri miktarina bagh oldugunu gozlemlemislerdir.
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Kennedy ve dig. (1999)’nin yaptiklar1 diger bir calismada ise bebekler 12 hafta
stireyle sn-2 pozisyonunda farkli miktarlarda palmitik asit bulunan iki farkli (%12 ve
% 50, sirasiyla) formiilasyonla beslenmislerdir. Sonucta sn-2 pozisyonunda yiiksek
miktarda palmitik asit iceren formiilasyon ile beslenen bebeklerin kemiklerindeki
mineral miktarimin (128,1% 9,7 ve 122,7 + 10,1 g) diger formiilasyon ile beslenen
bebeklere gore dnemli derecede yiiksek oldugunu gozlemlemislerdir (p=0,05). Anne
siitii ile beslenen bebeklerin kemiklerindeki mineral miktar1 (128,3+9,1 g) ve sn-2
pozisyonunda yiiksek miktarda palmitik asit iceren formiilasyonlarla beslenen
bebeklerin kemiklerindeki mineral miktar1 kontrol formiilii ile beslenen bebeklere
gore (p<0,02) Onemli derecede yiiksek olarak bulunmustur. Sn-2 pozisyonunda
yiikksek miktarda palmitik asit iceren formiilasyon ile beslenen bebeklerin digkisi 6.
ve 12. haftalarin sonunda daha yumusak bulunmus ve kontrol formiilleri ile beslenen

bebeklere gore yag asidi sabunu olusumu daha az olusmustur.

Lépez- Lopez ve dig. (2001) tarafindan yapilan bir baska calismada ise bebekler
anne siitii ve palmitik asidi sn-2 pozisyonunda farkli miktarlarda iceren iki farkl
formiilasyonla beslenmis (1. formiilasyon: Sn-2 pozisyonunda %44,5 palmitik asit
bulunan; 2. formiilasyon: Sn-2 pozisyonunda %19 palmitik asit bulunan) ve 1.
formiilasyon ile beslenen bebeklerde absorplanan toplam yag asitleri ve palmitik asit
miktarlann diger formiilasyon ile beslenen bebeklerinkinden daha yiiksek

bulunmustur.

Palmitik asidi yiiksek miktarlarda iceren ve TAG molekiiliindeki pozisyonu spesifik
olarak belirtilmeyen formiillerle beslenen yeni dogmus bebeklerde kalsiyum
absorpsiyonu alman miktarin sadece %6’s1 kadar gergeklesirken, anne siitiiyle

beslenen bebeklerde bu oran %51°e yiikselmistir (Lépez- Lopez ve dig., 2001).

Erken dogan bebekler iizerinde yapilandirilmis yaglar ile yapilan calismalar

TAG molekiiliindeki yag asitlerinin pozisyonel dagilimi anne siitii yagina benzer
olan Betapol ile erken dogan bebekler iizerinde cesitli arastirmacilar tarafindan
caligmalar yapilmistir. Carnielli ve dig. (1995b) farkli formiilasyonlara sahip
mamalarla beslenen erken dogan bebeklerdeki yag asitleri ve kalsiyum
absorpsiyonunu incelemislerdir. Oncelikle 12 bebek (28-32 haftalik) sn-2
pozisyonundaki palmitik asit miktar1 farkli iki formiilasyon ile beslenmek iizere

tesadiifi olarak secilmistir. Ik formiilasyon (o formiilasyonu) %25,7 palmitik asit
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iceren ve bunun %9,8’i sn-2 pozisyonunda bulunan, ikinci formiilasyon (B
formiilasyonu) ise %?25,4 palmitik asit iceren ve bunun da %58’1 sn-2 pozisyonunda
bulunan formiilasyonlardir. Bebeklerin yarisi 1 hafta siireyle 6nce o formiilasyonu ile
daha sonra B formiilasyonu ile beslenmis, diger yarisi ise once P formiilasyonu ile
daha sonra o formiilasyonu ile beslenmistir. Kalsiyumun viicuttan atiimi
formiilasyonu ile beslenen bebeklerde (58,8 mg/kg/giin) o formiilasyonu (82,0
mg/kg/giin) ile beslenen bebeklere gore daha diisilk olmustur. Bu sonuglarin ayni
zamanda yag ve miristik asit (r=0,42), palmitik asit (r=0,46) ve stearik asit (r=0,42)
gibi YA’lerinin atilimu ile de iliskili oldugu gozlenmistir. iki farkli formiilasyon (B ve
a) ile beslenen bebeklerin digkilarindaki miristik, palmitik, stearik oleik ve linoleik
asit konsantrasyonlan karsilastirlldiginda, 3 formiilasyonu ile beslenen bebeklerde
miristik, palmitik, stearik asit konsantrasyonlar1 (p<0,001) daha diisiik, oleik asit ve
linoleik asit konsantrasyonlart (p<0,001) ise daha yiiksek bulunmustur. B
formiilasyonu ile beslenen bebeklerde miristik, palmitik ve stearik asidin ince
bagirsakta absorpsiyonu a formiilasyonu ile beslenen bebeklerdeki absorpsiyonuna
gore daha iyi olmustur. Ayrica B formiilasyonu ile beslenen bebeklerde toplam yag
atilim1 daha diisiikk, yag absorpsiyonu ise daha diisilk bulunmustur. Kalsiyum
atiliminin yag ve miristik (7=0,42; p=0,04), palmitik (r=0,46; p=0,039) ve stearik asit
(r=0,42; p=0,025) gibi baslica doymus YA’leri atilimi ile de iliskili oldugu

gbzlenmistir.

Lucas ve dig. (1997) TAG’lerin yapisinmin yag asitleri ve kalsiyum absorpsiyonu
izerine olan etkilerini arastirdiklar1 5 giin siiren bir calismada 24 erken dogan bebek
palmitik asidi sn-2 pozisyonunda farkli miktarlarda iceren 3 farkli formiilasyon ile
beslenmistir. Birinci formiilasyon (Betapol™) sn-2 pozisyonunda %73,9 oraninda
palmitik asit icerirken, A ve B diyetleri sirasiyla %8,4 ve %27,8 icermistir. Sonucgta,
Betapol™ ile beslenen bebeklerde palmitik asidin absorpsiyonu en yiiksek olurken
(%91), en diisiik A veya B diyeti ile beslenen bebeklerde (%79; p<0,03 ve p<0,01)
olmus, aym1 zamanda A ve B diyetiyle beslenen bebeklerde absorplanan kalsiyum
miktarinin ortalamalart sirasiyla (%43,9 ve %40,0) olurken, Betapol ile beslenen
bebeklerde absorplanan kalsiyum miktar1 (%57,0) olmustur. A ve B diyetinin
sonuclar1 birlestirildiginde kalsiyum absorpsiyonu (%42,1) Betapol diyetinden
(%57,0, p<0,01) 6nemli derecede daha diisitk bulunmustur. B diyetiyle beslenen
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bebeklerde kalsiyum sabunu olarak atilan yag miktar1 %7,2 iken, bu oran Betapol

diyeti ile beslenen bebeklerde cok daha diisiik %3,3 (p<0,01) bulunmustur.

Carnielli ve dig. (1995)’in 28-32 haftalik bebeklerle yaptiklar1 bir diger ¢alismada
bebekler 1 hafta siireyle a formiilasyonu (%25,7 palmitik asit ve palmitik asidin
%87,3’1 sn-1 ve sn-3 pozisyonlarinda) ve anne siitii yagina benzer p formiilasyonu
(%25,4 palmitik asit ve palmitik asidin %58’ini sn-2 pozisyonunda) ile
beslenmislerdir. Calisma sonucunda her iki formiilasyon ile beslenen bebeklerin
plazma fosfolipidlerinin ve sterol esterlerinin esansiyel Y A’lerinde farklilik olmadigi
goriilmiistiir. Ancak, B formiilasyonu ile beslenen bebeklerin plazmalarindaki sterol
esterleri, serbest YA’leri ve TAG’leri sirasiyla %18,90, %31,90, ve %29,27 palmitik
asit icermis ve bu oranlar a formiilasyonu ile beslenen bebeklere gore (%14,96,
%28,14 ve % 24,86, sirastyla) daha fazla bulunmustur. TAG’larin linoleik asit icerigi
B formiilasyonu ile beslenen bebeklerde o formiilasyonu ile beslenenlere gore daha

disiik (B: %12,99, a: %15,13) bulunmustur.

2.4. Omega-3 ve Omega-6 Yag Asitleri ile Zenginlestirilmis Bebek Mamalari

2.4.1. Gamma-linolenik asit

GLA (18:3n-6) linoleik asidin (LA, 18:2n-6) A6-desaturaz iiriinii olan esansiyel n-6
(omega-6) coklu doymamis YA olup, olustuktan sonra hizla di-homo <y-linolenik
aside (DGLA, 20:3n-6) ve ardindan da A5-desaturaz enzimi ile arasidonik aside (AA,
20:4n-6) doniismektedir. Sekil 2.8’de omega-6 yag asitlerinin viicutta izledigi
metabolik yol yer almaktadir. Normal kosullar altinda, viicutta LA GLA’e
dontismektedir. Ancak bu doniisiimii engelleyen veya kisitlayan A6-desaturaz
enziminin (D-6-D) aktivitesinin diisiik olmasi veya enzimin inaktif olmasidir
(Clough, 2001). Buna neden olan olarak kolesterol, doymus YA, tekli doymamis
YA, trans YA allminin yiikksek olmasi, yiiksek alkol ve seker tiiketimi, diyabet,
yashlik, yiiksek tansiyon, egzema, stres, sigara i¢imi, B6 vitamini ve ¢inko eksikligi

gibi etmenler gosterilmektedir (Brenner, 1981; Ayala ve Brenner, 1983).
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Sekil 2.8: Omega-6 yag asitlerinin viicutta izledigi metabolik yol (Wanasundara ve
Wanasundara, 2005).

DGLA prostaglandin E1 (PGE1) ve 15-hidroksi (OH) DGLA gibi iki adet anti-
enflamatuar bilesiklerin de Onciisii olan bir yag asididir. DGLA AS5-desaturaz enzimi
ile arasidonik aside (AA, 20:4n-6) doniismektedir (Redden ve dig., 1998). Ozellikle
gelismis iilkelerde tiiketilen gidalarla birlikte LA’nin asirt alimi nedeniyle A6-
desaturaz enzimi inhibe olmakta, bu durum da GLA ve DGLA iiretiminin
inhibisyonuna neden olmaktadir. DGLA siklooksigenaz (COX) ve lipoksigenaz
(LOX) enzimleri icin AA ile yarismaktadir. Bu enzimlerle iiretilen DGLA ve AA’1n
metabolitleri [prostaglandin (PG) ve 16kotrienler (LT)] zit etkilere sahiptir. AA’den
tireyen PG ve LT’ler pro-enflamatuar iken, DGLA’dan tiireyen PG ve LT’ler
enflamatuar hastaliklar1 6nleyici 6zelliktedir (Miller ve Ziboh, 1998; Kapoor, 2005;
Lumor ve Akoh, 2005).

15-hidroksi (OH) DGLA, AA’in LTB4 e doniismesini saglayan 15-LOX enzimini
inhibe etmek suretiyle AA metabolizmasinin pro-enflamatuar etkisini dengeler. Bu
nedenle, LA ve AA tiiketiminin yiiksek oldugu toplumlarda anti-enflamatuar PG ve
LT lerin fonksiyonel eksikligi vardir. Bu durum bireylerde AA’in pro-enflamatuar
metabolitlerinin yiiksek miktarda iiretilmesine neden olmakta ve bunun da gelismis
ilkelerde daha yaygin olarak goriilen kronik hastaliklarin (kireglenme, kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklar, vb.) olugmasinda etkili oldugu diisiiniilmektedir.

Yaglarin GLA ile zenginlestirilmesiyle enflamatuar ve anti-enflamatuar sitokinlerin
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dengelenmesi miimkiin olmaktadir. PGE’nin damarlarin genislemesinde ve kan
basincinin diismesinde, platelet olusumunu ve kolesterol biyosentezini de dnlemede

etkili oldugu one siiriilmektedir (Miller ve Ziboh, 1998; Kapoor, 2005).

GLA’nmn seker hastaligi, yiiksek tansiyon, kanser, sikleroz, sizofreni, osteoporoz
kardiyovaskiiler hastaliklar, cilt hastaliklari, alerji, enflamatuar hastaliklar gibi bircok
hastalik iizerine olumlu etki gosterdigi, bunlarin yanisira LDL kolesterolii ve serum
TAG seviyesini diisiirmede, HDL kolesterolii yiikseltmede, plak olusumunu
onlemede olumlu etkisinin oldugu yapilan klinik ¢alismalarla belirlenmistir (Engler
ve dig., 1992; Elliot ve dig., 1998; Senanayake ve Shahidi, 1999; Clough, 2001;
Lumor ve Akoh, 2005). GLA, aym1 zamanda beynin gri kisminda ve retinanin
yapisinda bulunan, hiicrelerin haberlesmesinde ikinci haberci olarak gdrev yapan

aragidonik asidin viicutta yaptminda 6nemli rolii vardir (Wainwright ve dig., 2001).

GLA mikrobiyal ve bitkisel kaynaklardan elde edilebilmektedir. Mucor javanicus
(yaklasik % 15-18) ve Mortiella isabellina (yaklasik %8,3) gibi baslica mikrobiyal
kaynaklarin yanmisira GLA Onagraceae, Saxifragaceae, ve Scrophularianceae ve
ozellikle Boraginaceae familyalarina ait bitkisel kaynaklardan elde edilmektedir

(Guil-Guerrero ve dig., 2001).

Cuhacicegi (Oenothera biennis ve O. lamarkiana), siyah frenkiiziimii (Ribes nigrum)
ve hodan (Borago officinalis) bitkilerinin ¢ekirdekleri sirasiyla % 7-10, %15-19 ve %
17-25 oraninda GLA icermektedir (Clough, 2001).

GLA ile zenginlestirilmis bebek mamalarinin bebek beslenmesi ve gelisimi

acisindan 6nemi

GLA’nin kozmetik sanayiinde, gida {iriinlerinde, saglik iiriinii olarak ve bebek
mamalarinda ingrediyent olarak ticari kullanimi giderek yayginlasmaktadir (Shimada
ve dig., 1999). Ozellikle GLA’i yiiksek miktarda iceren hodan yag: saglik iizerine
iddia edilen etkileri ve AA metabolizmas1 iizerindeki antogonist etkisi nedeniyle
kullanilmaktadir. GLA hizla DGLA ve ardindan AA’e doniistiigli icin ve ayrica
oldukga aktif AA’nin yerine hem daha giivenli hem de daha ucuz ve iiretimi daha
kolay olan GLA’nin AA’ya alternatif olarak bebek mamalarinda kullanimi
onerilmektedir (Shimada ve dig., 1999; Watkins ve German, 2002; Kawashima ve

dig., 2002; Fewtrell ve dig., 2004).
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GLA’nin  beslenme amaclh, tedavi amachh ve farmakolojik amach etkiler
gosterebilmesi icin giinliik alinmasi onerilen miktarlari, sirasiyla, 25-50 mg,100-500

mg ve 500-2000 mg olarak belirtmektedir (Clough, 2001).

Giliniimiizde erken dogan ve normal siiresinde dogan bebekler icin ¢esitli
kaynaklardan elde edilen GLA ile zenginlestirilmis bebek mamasi formiilasyonlari
bulunmaktadir ve bu formiilasyonlarda GLA’ce zengin bitkisel yaglar fiziksel olarak
karistirllmakta ve son iiriiniin GLA miktar1 toplam yag asitlerinin % 0,2-0,9’u

civarinda olmaktadir (Clough, 2001).

Lipaz katalizorliigiinde gerceklesen enzimatik interesterifikasyon reaksiyonlart ile
fiziksel karisim hazirligina gerek kalmadan, GLA ile zenginlestirilmis anne siitii
yagina benzer YY in iretilebilmeleri miimkiin olmaktadir. Bu {iriinlerin kullanimi
A6-desaturaz enziminin yetersiz oldugu durumlarda da yararli olmaktadir (Fewtrell

ve dig., 2004).

Fewtrell ve dig. (2004) erken dogan bebeklerle yapilan bir caligmada arasidonik
asidin Onciisii olarak kullanilan GLA’in ve dokosahekzaenoik asidin (DHA)
etkinligini ve giivenligini, hodan yag: ve balik yagi kullanarak incelemislerdir. Sonug
olarak, arasidonik asit kaynagi olarak formiilasyonda kullanilan GLA’in, higbir
olumsuz etki gostermeksizin, erkek c¢ocuklarin biiyiime ve sinir sistemlerinin
gelismeleri lizerinde etkili oldugu belirtilmistir. Boylece erken ve normal dogan
bebeklerin viicut agirliklarinin, aldiklart mamalardaki DGLA ve AA seviyeleri ile
ilgili oldugu artik bilinmektedir. Baska bir ¢alismada ise erken dogan bebeklerin
GLA iceren bebek mamas ile beslendiklerinde ve 18 aylik olduklarinda, “Bailey
zihin gelisim indeksi” skorunda kontrol bebeklere gore bariz bir iyilesme oldugu
gozlenmistir. Ayrica bu bebekler hem agirlik hem de boy bakimindan da daha iyi
gelismislerdir (Fewtrell ve dig., 2004).

2.4.2. Omega-3 yag asitleri

Omega-3 veya diger bir deyisle n-3 yag asitleri de tipki tiim memelilerde oldugu gibi
insanlar tarafindan da sentezlenemedikleri ve diyetle alinmalar1 gerektigi igin
esansiyel yag asitleri olarak bilinmektedirler. Omega-3 yag asitleri, genellikle soya
fasiilyesi ve keten tohumu yaglarinda ve yesil yaprakli bitkilerin kloroplastinda
bulunan linolenik asit (18:3n-3) ile temsil edilmektedirler. YY sentezinde dikkat

ceken diger coklu doymamis n-3 yag asitleri genellikle balik yaglarinda; 6zellikle
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okyanus baliklarinin yaglarinda bulunan eikosapentaenoik asit, EPA (20:5r-3) ve
dokosahekzaenoik asit, DHA (22:6n-3)’tir. Insan siitiinde DHA yeterli miktarda yer
almakta (%0,26) ancak EPA diisiik miktarda (% 0,07) bulunmaktadir (Akoh, 2002).

Omega-3 yag asitlerinin viicutta izledigi metabolik yol Sekil 2.9’da goriilmektedir.

Alfa-linolenik asit

v A6-desaturaz

Steriadonik asit

v Elongasyon
C20:4n-3
v AS5-desaturaz
EPA

Prostaglandinler (3-
serisi)
Thromboksanlar
Lokotrienler (5-serisi)

l Elongasyon

C22:5n-3 —

Elongaz/desaturaz

DHA

Sekil 2.9: Omega-3 yag asitlerinin viicutta izledigi metabolik yol (Akoh, 2002).

Son yillarda yapilan klinik ¢aligmalarda n-3 ¢oklu doymamis yag asitlerinin;
ozellikle eikosapentaenoik asit (EPA) ve dokosahekzaenoik asitin (DHA) diyetle

alindiginda viicutta cok 6nemli islevleri olan prostaglandinlerin sentezini etkiler.

Ayrica kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, yiiksek tansiyon, bagisiklik sistemi, alerji,
enflamatuar, eklem iltihabi, seker hastalifi ve depresyon gibi bir¢ok hastaligin
tizerinde etkili oldugu ispatlanmistir. EPA, ozellikle kan koagiilasyon profili
tizerindeki olumlu etkileri (antitrombotik etki) sayesinde kalp krizlerini onlemede
onemlidir. EPA’nin kanda akiskanlhigi saglayici etkiye sahip oldugu ve serum
kolesterol diizeyini diisiirdiigti de bildirilmistir. DHA ’nin beyin ve goz hiicrelerinde
membranmin akigkanligr sagladigi, basmci disiirdiigli, oksidatif hasar gormiis
retinanin komponentlerini yeniledigi, damar sertligini/tikanikligin1 azalttig1 ve gérme
keskinligini artirdig1 iddia edilmektedir (Horrocks ve Yeo, 1999; Sidhu, 2003). DHA
beynin gri kisminda bulunur ve 6zellikle prematiire bebeklerde retina ve beynin
normal fonksiyonlarin1 yerine getirmesinde, biiyiime ve gelismeyi hizlandirmada ve

enflamatuar hastaliklar1 6nlemede 6nemli ve kompleks bir rol oynar. DHA beyinde
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bulunan Y A’leri arasinda en yiiksek miktara sahiptir (Akoh, 2002; Puiggros ve dig.,
2002; Ozgelik ve Karaali, 2002).

Omega-3 yag asitleri sinirleri saran myelini de korur ve yaslilik bunamasi ve
depresyon gibi cesitli sinir sistemi hastaliklarina karsi korur. DHA gelisen merkezi
sinir sisteminin myelin disindaki membranlarinda yiiksek miktarda bulunur

(Ratledge, 2001).

Diyetleri yeterli miktarda n-3 coklu doymamis yag asitleri (CDYA) icermeyen
cocuklar norolojik rahatsizliklar ve gorme bozukluklari, dermatit, biiytime geriligi
gibi problemler yasamaktadirlar. Bu nedenle DHA gibi n-3 CDYA'’1 diyetlerinde ve
YY tasariminda yer almalhidir (Akoh, 2002).

Omega-3 yag asitleri ile zenginlestirilmis bebek mamalarimin bebek beslenmesi

ve gelisimi acisindan 6nemi

Iki onemli yag asidi olan EPA (20:5n-3) ve DHA (22:6n-3) ticari olarak balik
yaglarindan elde edilebilmektedir. Gida teknolojisindeki gelismelerle birlikte,
enkapsiilasyon yontemleri ile gidalarin balik yaglarindan elde edilen omega-3
(CDYA) coklu doymamis yag asidi konsantrelerininin balik tadi/kokusu olmadan
zenginlestirilmesi miimkiin olmaktadir. Zenginlestirmede iki strateji yer almaktadir,
bunlar: Omega-3 CDYA konsantrelerinin bebek mamalarina direkt olarak ilavesi
veya omega-3 CDYA’nin enzimatik interesterifikasyon reaksiyonlar1 ile yag
molekiiliine inkorporasyonu seklinde olabilmektedir. Avrupa, Asya, Kanada ve
Amerika’da erken dogan ve normal siiresinde dogan bebekler icin DHA, AA gibi
uzun zincirli CDYA ile zenginlestirilmis mama formiilasyonlart mevcut olup bu
formiilasyonlarda ¢ogunlukla DHA-tek hiicre yagi (DHASCO, Martek Biosciences,
Corp., Columbia, MD) omega-3 kaynag olarak kullanilmaktadir. DHASCO ticari
tiriinii Crypthecodinium cohnii mikroalginden ekstrakte edilen yagin ve yiiksek oleik
asit icerikli ayc¢icek yagmin karnisimidir. Karisim yag %40-45 oraninda DHA
icermekte ve bu iiriin bebek mamasi formiilasyonlarinda ve diger fonksiyonel
gidalarda  zenginlestirme  ingrediyenti  olarak  kullanilmaktadir  (Anon.,
2006c).Omega-3 yag asitleri ile zenginlestirilmis anne siitii yagina benzer YY
bitkisel yaglar ve omega-3 konsantresi kullanarak enzimatik interesterifikasyon veya
asidoliz tepkimeleri ile iiretilebilmektedir. Enzimatik yOntemlerle {iiretim icin

literatiirde cesitli yaklasimlar yer almaktadir ancak ¢oklu doymamig yag asitleri
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iceren ve anne siitii yagina benzer YY iiretimi ile ilgili ticari iiriin heniiz mevcut
degildir.

Bebek mamalarinin uzun zincirli CDYA ile zenginlestirilmesi son yillarda giderek
yayginlagmaktadir. Bunun nedeni 6zellikle bebeklerin dogduktan sonraki ilk
yillarinda uzun zincirli CDYA’ne gereksinim duymalar1 ve anne siitiinde yeterli
miktarlarda bulunan bu CDYA’nden emziren kadin sayisinin azalmasi nedeniyle
bebeklerin yeterince yararlanamamalaridir (Ratledge, 2001; Sidhu, 2003). Bebeklerin
sinir sistemlerinin gelisimi sirasinda uzun zincirli CDYA’nin yetersiz alimi uzun
vadede olas1 6grenme zorluklarina ve gérme ile ilgili problemlere neden olabilecegi
belirtilmektedir (Haraldsson, 2001). Yapilan bir ¢alisma sonucunda, uzun zincirli
CDYA ile beslenen bebeklerin kan degerlerinin anne siiti ile beslenen
bebeklerinkine benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Yeni dogan bebeklerin ilk aylarda
AA, DHA ve EPA gibi yag asitlerini sentezleme kapasitesi sinirli oldugu icin bu yag
asitlerini diyetle birlikte almaya gereksinim duyarlar (Innis, 1994; Hayat ve dig.,
1999). Yapilan bagka bir ¢alismada, uzun zincirli CDYA icermeyen bebek mamalari
ile beslenen erken ve normal siiresinde dogan bebeklerin serebral korteksteki
fosfolipidlerin anne siitii ile beslenen bebeklere gore daha diisiik DHA igerdigi ve bu
bebeklerin kirmizi kan hiicrelerinin daha az sayida oldugu belirtilmistir (Fewtrell ve

dig., 2004).

2.4.3. Bebek mamalarmmin uzun zincirli ¢oklu doymamms yag asitleri ile

zenginlestirilmesinde mevcut olan yasal diizenlemeler

Kodeks Komitesinin ESPGHAN Komitesi’nden (The European Society for Pediatric
and Gastroenterology, Hepatology and Nutrition) bebek mamasi formiilasyonlarinda
kullanilan besin 6gelerinin seviyelerinin belirlenmesi i¢in bir ¢aligma baglatmalariyla
ilgili ricasina istinaden, ESPGHAN Komitesi kardes kurulusu olan FISPGHAN
Komitesi (Federation of International Societies on Pediatric Gastroenterology,
Hepatology and Nutrition) ile birlikte beslenme alaninda uzmanlardan olusan
Uluslararast Uzman Grubu’nu (IEG) olusturmustur. Bu grubun bebek mamasi
formiilasyonlarindaki kompozisyonel gereklilikleri ve ingrediyent miktarlar
hakkinda getirdigi Oneriler, daha sonra Tablo 2.8’de 6zetlenen bebek mamalarinda
kullanilacak uzun zincirli ¢coklu doymamais yag asitleri ile ilgili Kodeks Komitesinin

onerilerine doniistiiriilmiistiir (Koletzko, 2005).
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Tablo 2.8: Uzun zincirli ¢oklu doymamis yag asitlerinin bebek mamalarinda
kullanimi i¢in Kodeks Komisyonu tarafindan onerilen degerler (Koletzko, 2005).

Linoleik asit | a-Linolenik Linoleik/ EPA DHA
asit a-linolenik asit
orani
IEG: Min: 300 Min: 50 5-15/1 EPA<DHA | < %0,5
ESPGHAN | mg/100 kkal | mg/100 kkal (toplam
FISPGHAN | Maks:1200 | Maks: - yagin)
mg/100 kkal

Tablo 2.8’den goriilecegi gibi, linoleik/a-linolenik asit orami igin 5-15/1 degeri
onerildigi icin a-linolenik asit miktarinin iist limiti i¢in herhangi bir deger
belirtilmemistir. Bebek mamasi formiilasyonlarindaki DHA miktarinin toplam yag
miktarinin %0,5’ini gecemeyecegi, AA miktarinin da en az DHA miktar1 kadar
olmasi gerektigi ve ayrica EPA miktarinin DHA miktarindan diisiik olmas1 gerektigi
belirtilmistir. Bu konu ile ilgili Avrupa Birligi’nin 96/4/EEC no’lu Direktifinde uzun
zincirli CDYA kullanimina asagida Tablo 2.9’da belirtilen limitler dahilinde izin
verilmektedir (AB-96/4/EEC).

Tablo 2.9: Uzun zincirli ¢oklu doymamis yag asitlerinin bebek mamalarinda
kullanimina iligkin AB regiilasyonu (AB-96/4/EEC).

n-3 CDYA n-6 CDYA EPA
g < %?2 (toplam yagin)
1 1 EPA< DHA
< %1 (toplam yagin) AA: %1 (toplam yagin) <

Avrupa, Asya, Kanada ve Amerika’da erken dogan ve normal siiresinde dogan
bebekler i¢cin DHA, AA gibi uzun zincirli CDYA ile zenginlestirilmis mama
formiilasyonlar1 mevcut olup bu formiilasyonlardaki DHA ve AA miktarlan iiretici
firmasina gore farklilik gostermekle birlikte bu formiilasyonlardaki DHA icerikleri 8-
19 mg/100 kkal ve AA igerikleri 22-34 mg/100 kkal aralifinda degismektedir
(Anon., 2006¢; Anon., 2006d; Anon., 2006e; Anon., 2006f).

Bebek mamasi formiilasyonlarinda zenginlestirme amaciyla kullanilan AA, DHA
yag asitleri icin giinliik alinmasi onerilen miktar sirasiyla 0,50; 0,35 olup; EPA icin
ise 0,10’dan daha az olmasi gerektigi belirtilmistir. EPA’nin verilen degerlerden
daha yiiksek miktarlarda kullanimi AA’y1 antagonize edebilecegi ve bebek gelisimini

de olumsuz yonde etkileyebilecegi belirtilmektedir (Simopolous, 2004).
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalar dort ana baghk altinda toplanmis olup, bunlar

Sekil 3.1°de belirtilmistir.

‘ YAPILAN CALISMALAR

Anne Siitii Yagina
Benzer Yapilandirilmis Yaglarin

Uretimi

Anne Siitii Yagina Benzer
Yapilandirilmis Yaglarin
Zenginlestirilmesi

1. Anne Siitii
Yagina Benzer
YY’larin
Tripalmitin, Findik
Yagi SYA ve
Stearik Asit ile
Uretimi

2. Anne Siitii
Yagina Benzer
YY’larin
Tripalmitin ve
Findik Yagi SYA
ile Uretimi ve
Reaksiyon
Kosullarinin Tepki-
Yiizey Yontemi ile
Optimizasyonu

3. GLA ile
Zenginlestirilmis
Anne Siitii Yagina
Benzer YY’larin
Uretimi ve
Reaksiyon
Kosullarinin Tepki-
Yiizey Yontemi ile
Optimizasyonu

4. Omega-3 YA ile
Zenginlestirilmis
Anne Siitii Yagina
Benzer YY’larin
Uretimi ve
Reaksiyon
Kosullariin Tepki-
Yiizey Yontemi ile
Optimizasyonu

Sekil 3.1: Yapilan deneysel ¢caligmalar
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3.1. Malzeme

Tezin icermekte oldugu dort ayr g¢alismada kullanilan kaynaklardan rafine findik
yag1 yerel marketlerden, tripalmitin (gliserol tripalmitat, minimum saflik % 85),
hodan yagi, menhaden balik yagi, stearik asit (minimum saflik % 95) ve sn-2
pozisyon analizinde kullanilan domuz orijinli pankreatik lipaz enzimi Sigma (St
Louis, MO) firmasindan temin edilmistir. Immobilize 1,3 spesifik lipaz enzimleri
olan Lipozyme® RM IM ve Lipozyme® TL IM Novo Nordisk A/S (Bagsvaerd,
Danimarka) firmasindan satin alinmistir. Lipozyme® RM IM ve Lipozyme® TL IM
enzimlerinin aktiviteleri, iiriin spesifikasyonunda sirasiyla 150 IUN/g ve 250 IUN/g
olarak belirtilmistir. Kullanilan organik ¢ozgenler ve ince tabaka kromatografisinde
(TLC) kullanilan 20x20 cm boyutundaki, silikajel G ile kapli cam plakalar sirasiyla
J.T. Baker Chemical Co. (Phillipsburg, NJ) ve Fisher Scientific (Norcross, GA)
firmalarindan satin alinmistir. Calismalarda kullanilan tiim ¢ozelti ve kimyasallar

kromatografik ve/veya analitik safliktadir.

3.2. Yontemler

Calisma asamalarinin ana hatlar1 ve yiiriitillen analizler Sekil 3.2’de 6zetlendigi

sekilde gerceklestirilmistir.

3.2.1. Substrat yaglardan serbest yag asitleri eldesi

Findik yagi, hodan (boraj) yagi ve menhaden balik yagindan serbest yag asitlerinin
eldesinde Senanayake ve Shahidi (1999)’nin uyguladigi yontem kullanilmistir. Bu
yonteme gore 25 g yag, 5,75 g KOH, 11 ml su ve 66 ml % 95’lik sulu etanol
(hacim/hacim) karisimi kullanilarak 1 saat boyunca 60°C’de geri sogutucu altinda
sabunlastirilmistir. Siire sonunda karistma 50 ml distile su eklenmis ve ortamdan
sabunlasmayan maddelerin uzaklastirilmast icin, karisim ayirma hunisinde iki kez
100 ml hekzan ile ¢alkalanmistir. Sabunlasan kismi iceren sulu fraksiyon 3 N HCl ile
pH=I1 olana dek asitlendirilmistir. Daha sonra karistm ayirma hunisine alinmig ve
aciga cikan yag asitleri 50 ml hekzan ile ekstrakte edilmistir. Hekzan fazi susuz
sodyum siilfat ile kurutulduktan sonra doner buharlastiricida 40°C’lik su banyosunda
uzaklastirllmistir. Bu sekilde elde edilen yag asitleri kullanima dek -85 °C’deki

dondurucuda saklanmistir.
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Substrat yaglar

— | T

Findik Yag MenhadenYag
y
v Hodan Yagi v
Sabunlastirma Sabunlastirma
v
v Sabunlagtirma v
Findik yag1 SYA Menhaden Yagi SYA
v
Hodan Yagi SYA v

Ure Fraksiyonlama Yo6ntemi ile
Omega-3 YA Konsantresi Eldesi

y

Ure Fraksiyonlama Y6ntemi
ile GLA Konsantresi Eldesi

y
Interesterifikasyon (Asidoliz) Reaksiyonu

_ S

\ 4

\4

Enzim Tripalmitin

Tepki Yiizey Yontemi ve Deney Tasarimi'

A

Uriin Uzerinde Yapilan Caligmalar

I —
h 4 A 4 \ 4
v -
1 ince Tabaka 3.Yag Asitlerinin 4.Biiyiik 7 Istatistiksel Analiz ve
m .. GSK ile Analizi Olcekli Model Dogrulanmas®
omatografisi e
Uretim
4 A v
2.Yag Asidi Metil 5.Sn-2 Pozisyonundaki 6.Uriinlerin
Esterlerinin Hazirlanmasi Yag Asitlerinin Analizi Saflastiriimast*

Sekil 3.2: Calisma asamalarinin ana hatlar1 ve yiiriitiillen analizler

3.2, 3. ve 4. deneysel calismalarda kullanilmistir.
24: 2. deneysel calismada kullanilmistir.
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3.2.2. “Ure fraksiyonlama” yontemi ile yag asidi konsantresi eldesi

Ure fraksiyonlama yontemi bazi alifatik yag asitleri varliginda iirenin (0-4°C)
etanol/metanolden karakteristik olarak kristallenmesidir. Ure doymus ve tekli
doymamis yag asitlerini veya bunlarin alkil esterlerini iceren hekzagonal prizmalar
olusturur, ¢oklu doymamis yag asitleri ise cozeltide kalir. Daha sonra kristaller

¢ozeltiden ayrlarak yag asidi konsantresi elde edilir (Lumor ve Akoh, 2005).

Hodan yagindan GLA konsantresi eldesinde Spurvey ve Shahidi (2000)’nin
uyguladigr yontem kullanilmistir. Bu yonteme gore, hodan yagindan elde edilen
serbest yag asitleri (10 g), iire ve etanol, “yag asidi:iire:etanol” oram 1:3,7:20 olacak
sekilde 60°C’de geri sogutucu altinda karisim homojen bir hal alincaya dek (1 saat
boyunca) karistirtlmigtir. Siire sonunda karisim buzdolabinda 0-4°C’de 16 saat
boyunca tutularak kristallendirilmistir. Doymus ve tekli doymamis yag asitleri iire
kristalleri olusturmustur. Kristalizasyon sonrasinda ¢oklu doymamis yag asitlerini
iceren karisim vakum uygulanarak derhal siiziilmiis ve iire kristalleri 25 ml etanol ile
yikanmistir. Filtrata esit hacimde su eklenerek 6 N HCI ile pH 4-5 olana dek
asitlendirilmistir. Karisima esit hacimde hekzan eklenerek 1 saat boyunca
karnistirilmis ve bir ayirma hunisine aktarilarak ¢oklu doymamis yag asitlerini iceren
hekzan fazi, iire igeren su fazindan ayrlmistir. Hekzan fazi, icinde kalabilecek iireyi
ayirmak igin Once distile suyla yikanmis, sonra susuz sodyum siilfat ile
kurutulmustur. Déner buharlastirict kullanarak, 40°C’de hekzanin uzaklastirilmasinin

ardindan kullanima dek 6rnek -85°C’deki dondurucuda saklanmustir.

Cesitli balik yaglarindan (uskumru, menhaden, Atlas okyanusu kirmizi balik, Atlas
okyanusu ringa balig1, Pasifik okyanusu kiiciik kopek baligi, Pasifik okyanusu somon
balig1, Atlas okyanusu fok baligi, balina yagi) omega-3 YA konsantresi eldesi i¢in
genellikle uygulanan yontem “iire fraksiyonlama yontemi”dir (Ratnayake ve dig.,
1988; Grompone, 1992; Wanasundura ve Shahidi, 1999; Senanayake ve Shahidi,
2000; Zuta ve dig., 2003).

Menhaden yagindan omega-3 YA konsantresi eldesinde Wanasundura ve Shahidi
(1999)’nin uyguladigr yontem kullanilmistir. Bu yonteme gore, menhaden yagindan
elde edilen serbest yag asitleri (10 g), iire (20%, agirlik/hacim) ve etanol (%95’lik
hacim/hacim), “yag asidi:iire” orani 1:5 olacak sekilde 60°C’de geri sogutucu altinda
karistm homojen bir hal alincaya dek (1 saat boyunca) karistirtlmistir. Siire sonunda

karisim Once oda sicakhiginda ardindan buzdolabinda, 24 saat boyunca 0°C’de
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tutularak kristallendirilmis ve ardindan GLA konsantresi eldesindeki islemler

uygulanmistir (Wanasundura ve Shahidi, 1999).

3.2.3. Interesterifikasyon (asidoliz) reaksiyonu

Asidoliz reaksiyonlart her c¢alisma igin tripalmitinin yag asitleri ile belirli substrat
mol oranlarinda karisimlarindan olusmustur. Inkiibasyonlar 3 ml hekzan varhginda,
kapakli test tiiplerinde ve ¢alkalama hiz1 200 rpm olarak ayarlanmis ¢alkalamali su
banyosu (New Brunswick Scientific, ABD) kullanilarak yapilmistir. Lipozyme® RM
IM veya Lipozyme® TL IM enzimi toplam substrat miktarmm %10’u ve %6’s1
oraninda reaksiyon karigimlarina eklenmistir. Biitiin reaksiyonlar 2 paralel olacak

sekilde yapilmis ve sonuglarin ortalamalar1 alinmistir.

3.2.4. Ince tabaka kromatografisi ile analiz

Asidoliz reaksiyonu sonucunda reaksiyon karigimlari, susuz sodyum siilfat kolondan
filtre edilerek {iiriiniin icermekte oldugu enzim ve nem uzaklastirilmistir. 50 pL
reaksiyon iiriinii Silikajel G ile kapli TLC plakalarina (20x20 cm) uygulanmustir.
Ornekler ince tabakaya damlatildiktan sonra petrol eteri:dietil eter:asetik asit
(80:20:0,5, hacimce) ¢ozgen sistemiyle gelistirilmistir. Daha sonra tabakalara 2,7-
diklorofloresin’in metanoldeki % 0,2’lik ¢ozeltisi piiskiirtiilmiis ve TAG band1 UV
lambasi altinda goriiniir hale getirildikten sonra plakadan spatiille kazinarak kapakli

tiiplere aktarilmistir (Jennings ve Akoh, 1999).

3.2.5. Yag asidi metil esterlerinin hazirlanmasi

TAG bandlarina 3 ml metanol ile hazirlanmis %6’lik HCI ¢ozeltisi eklenerek 70-
80°C’deki etiivde 2 saat siireyle metillendirilmis ve daha sonra yag asitleri metil
esterleri (YAME) 2 kez 2 ml hekzan ve 1 ml KCI ile ekstrakte edilmistir. YAME
susuz sodyum siilfat kolondan gecirilerek icerdigi nem uzaklastirilmis ve hekzan
miktart 0,5 ml oluncaya dek azot kurutucuda azot gazi altinda ugurulmustur

(Jennings ve Akoh, 1999).

3.2.6. Yag asitlerinin gaz-sivi kromatografisi ile analizi

Calismada substrat olarak kullanilan substrat yaglarin ve reaksiyon iiriinlerinin yag

asidi kompozisyonlar1 kapiler gaz-sivi kromatografisi yontemi (GSK) (Agilent
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Technologies 6890N) ile tespit edilmistir. Bu cihaz ile yapilan incelemede uygulanan

kromatografi kosullar1 Tablo 3.1’de belirtilmistir.

Tablo 3.1: Gaz kromatografisi cihazinda uygulanan kogullar

Dedektor tipi ve sicakligi Alev iyonizasyon dedektorii (260°C)

Enjektor sicakligi Dagitmasiz, 250°C

Helyum akig hiz1 64 ml/dak.

Firin sicakligi 1. 150°C (3 dak.)

(Programli caligma) 2. 150-225°C (10°C/dak.)

3. 215°C (10 dak.)'

Kolon tipi J&W Scientific DB-225, 30 m uzunlugunda
0,25 mm i¢ c¢apli, dolgu maddesi: %50
siyanopropilfenil-dimetilpolisiloksan

Enjeksiyon miktari 1 uL

': Balik yag1 analizinde, son kademede siire 20 dak. olarak uygulanmustir.

Analiz sonuclar1 yag asidi metil esterlerinin % mol miktarlar1 olarak belirtilmis ve
bunun i¢in CI17:0 i¢ standardi kullanilarak bilgisayar programi yardimiyla

hesaplamalar yapilmstir.

3.2.7. Sn-2 pozisyonundaki yag asitlerinin analizi

TLC plakasindan kazinan TAG bantlar1 2 kez 2 ml dietil eter ile ekstrakte edilmis ve
dietil eter azot gazi altinda uzaklastirildiktan sonra saf TAG elde edilmistir. 8 mg saf
pankreatik lipaz, 1 ml Tris tamponu (pH 8,0), 0,25 ml safra tuzlar (% 0,05), 0,1 ml
kalsiyum kloriir (% 2,2) saf TAG ekstraktina eklenmistir. Karisim 40°C’deki su
banyosunda 3 dak. tutulmus, reaksiyonun sonlandirilmasi i¢in 1 ml 6 M HCI ilave
edilmis, daha sonra 2 kez 1’er ml dietil eter ile ekstrakte edilmistir. Dietil eter
miktar1 200 pl olana dek azot gazi altinda solvent uzaklagtirllmigtir ve tiimii Silika jel
G ile kapli TLC plakalarina spotlanmistir. Plakalar hekzan/dietil eter/asetik asit
(50:50:1, v/v/v) c¢ozgen sistemiyle gelistirilmistir. 2-Monoagilgliserol (2-MAG)
bandi UV 15181 altinda 2,7-diklorofloresin’in metanoldeki % 0,2’lik c¢ozeltisi
pliskiirtiildiikten sonra teshis edilerek TLC plakasindan kazinmistir. 2-MAG bandin
TLC ile ayirmminda standart olarak 2-monoolein kullanilmistir. Daha sonra 2-MAG
3.2.1.4°de belirtilen metillendirme yontemine gore metillendirilmis ve 2-MAG’1n

GSK ile yag asidi kompozisyonu (%mol) belirlenmistir (Jennings ve Akoh, 1999).
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3.2.8. TepkKi yiizey yontemi ve deneysel tasarim

Tepki-Yiizey Yontemi (TYY), matematiksel ve istatistiksel tekniklerin bir arada
kullanildigr ve bagimli degiskenin (tepkinin) ¢ok sayida bagimsiz degiskenden
etkilendigi problemlerin analizinde, modellenmesinde ve tepkinin optimizasyonunda
uygulanan bir yontemdir. En ¢ok kullanilan deney tasarimlar1 “Central composite”
(Merkezil-bilesik), “Box-Benkhen”, tam faktoryel, kismi faktoryel ve rastgele
bloklamadir (Montgomery, 1997).

Merkezil-bilesik deney tasarimlarinda, iki veya daha fazla faktoriin cevap tizerindeki
etkileri aynm1 anda arastirilabilmekte ve en az sayidaki deneyden en diisiik maliyetle
cok sayida anlamli veri elde edilebilmekte; ayrica kritik oldugu diisiiniilen herhangi
bir degisken iizerinde yapilan degisikliklerin etkilerini Onceden tahmin etmeye

olanak saglanmaktadir (Dziezak, 1990; Montgomery, 1997).

Tepki-Yiizey YOntemi, yeni iiriin tasarimi, iiriin gelistirme ve formiilasyon olusturma
caligmalarinda ve mevcut iriinlerin iyilestirilmesi ¢aligmalarinda énemli uygulama

alanlarina sahiptir (Myers ve Montgomery, 2002).

Merkezil-bilesik deney desenleri kiip noktalar (cube points), yildiz noktalar (star
points) ve merkez noktalar1 (center points) olmak iizere ii¢ tip deneysel noktay1
kapsamaktadir. Kiip noktalar, n. olarak refere edilen hiperkiibiin iistiindeki noktalarda
yerlesmislerdir. Bu noktalar i¢in kodlanan bagimsiz degisken seviyesi +1’dir.
Merkezil-bilesik deney deney tasariminda ikinci noktalar grubu olan yildiz
noktalarinin (= «, 0, ...,0), (0, = «, 0,...,0),...,(0,...,0, £ o) koordinatlar1 vardir.
Uciincii grup noktalar, koordinatlar1 daima (0,......0) olan ve tasarimin merkezinde
yerlesen noktalaridir. Merkez noktalarimin sayisi, Tablo 3.2°de gosterildigi gibi,

gereksinim duyulan ortagonal tasarimla belirlenmektedir (Thomson, 1982).
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Tablo 3.2: Cevrilebilir merkezil bilesik deney tasarimlart (Thompson, 1982)

Bagimsiz | 2.Dereceden Kiip Yildiz Ortogonal Uniform
degisken | modelde noktalarimmin | noktalarmmin | tasarim bilgi

sayisl parametrelerin | sayisi sayisl merkez tasarimi
k sayisl 2""=n, Deger toplam merkez

p n, noktalarimin | toplam

o sayisl noktalarimin
n, sayisl
iy

2 6 4 4 8 5
1,414 16 13

3 10 8 6 9 6
1,682 23 20

4 15 16 8 12 7
2,0 36 31

5 21 32 10 17 10
2,378 59 52

5,5 tekrar 21 16 10 10 6
2,0 36 32

6 28 64 12 24 15
2,828 100 91

6,5 tekrar 28 32 12 15 9
2,378 59 53

7 36 128 14 35 21
3,364 177 163

7,5 tekrar 36 64 14 22 14
2,828 100 92

8 45 256 16 52 28
4,0 324 300

8,5 tekrar 45 128 16 33 20
3,364 177 164

8,25 45 64 16 20 13
tekrar 2,828 100 93

Anne siitii yagina benzer yapilandirilmis yaglarin tripalmitin ve findik yagi SYA’leri
kullanilarak iiretiminde ve GLA ve omega-3 YA ile zenginlestirilmesinde kullanilan

2 <6

enzimatik asidoliz reaksiyonlar iizerinde ‘“‘substrat mol orami”, “reaksiyon sicakligi”
ve “reaksiyon siiresi” gibi farkli faktorlerin etkisinin incelenmesi ve optimum
kosullarin belirlenmesi amaciyla deneysel tasarimdan yararlanilmis, bunun i¢in tepki
yiizey yontemi (TYY) kullanilmistir. 3 faktorlii, 5 seviyeli Merkezil Bilesik Deney
Tasarmmi (Central Composite Design)’nda faktér kombinasyonlar1 Modde 5.0
(Umetrics, Isvec) paket programi kullanilarak olusturulmustur (Montgomery, 1997;

Myers ve Montgomery, 2002).

Bagimsiz degiskenler i¢in deger araliklarinin seciminde hem ©On deneme

sonuclarindan hem de literatiir taramasi sonuglarindan yararlanilmistir.
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Anne siitii yagia benzer YY eldesinde kosullarin optimizasyonu ig¢in substrat mol
orani (Sr, yag asitleri/triagilgliserol, mol/mol) [8-14], reaksiyon sicakligi (T, °C) [55-
65°C] ve reaksiyon siiresi (t, saat) [12-24 saat] bagimsiz degisken (faktor) olarak

secilmis ve kullanildiklar seviyeler Tablo 3.3’de gosterilmektedir.

Tablo 3.3: Merkezil bilesik deney tasariminda belirlenen bagimsiz degiskenler ve
belirlenen noktalardaki kodlara karsilik gelen degerler

Bagimsiz degiskenler ve Kullanilan seviyeler ve degerleri
semboller

-a -1 0 +1 +a
Sr=Substrat mol orani (mol/mol) 6 8 11 14 16,1
T=Reaksiyon sicaklig1 (°C) 51,6 55 60 65 68.4
t=Reaksiyon siiresi (saat) 7,9 12 18 24 28,1

YY’larin GLA ve omega-3 YA'’leri ile zenginlestirilmesinde kullanilan kosullarin
optimizasyonu i¢in ise substrat mol orani (Sr, yag asitleri/triacilgliserol, mol/mol)
[12-16], reaksiyon sicakligi (T, °C) [55-65°C] ve reaksiyon siiresi (t, saat) [12-24
saat] bagimsiz degisken (faktor) olarak secilmis ve kullanildiklar1 seviyeler Tablo

3.4’de gosterilmektedir.

Tablo 3.4: GLA ve omega-3 YA ile zenginlestirilmis YY’larin merkezil bilesik
deney tasariminda belirlenen bagimsiz degiskenler ve belirlenen noktalardaki kodlara
karsilik gelen degerler

Bagimsiz degiskenler ve Kullanilan seviyeler ve degerleri
semboller

-a -1 -a +1 -a
Sr=Substrat mol orani1 (mol/mol) 10,6 12 14 16 17,4
T=Reaksiyon sicaklig1 (°C) 51,6 55 60 65 68,4
t=Reaksiyon siiresi (saat) 7,9 12 18 24 28,1

3.2.9. Uriiniin pilot 6lcekte iiretimi

Yapilandirilmis yaglarin pilot dlgekte tiretimi, Sekil 3.3’de gosterilen 1 litre hacime
sahip kanstirmali tank tipi kesikli biyoreaktorde Tepki-Yiizey Yontemi ile tespit
edilen optimum kosullar uygulanarak, gerceklestirilmistir. Substrat, enzim ve
¢Ozgenin homojen karistirilmasi icin dort bigakl bir karistirict kullanilmistir. Her bir

bicagin boyu ve eni sirasiyla, 2 cm ve 1 cm, tankin ¢apt 10,5 cm ve uzunlugu 15
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cm’dir. Karigtirici, bir pervane motor (SL 2400, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA)
yardimiyla calistirilmistir (Lee ve Akoh, 1998).

Biyoreaktoriin sicakligi su banyosundan (Cole Parmer Instrument Co. Niles, IL) su
sirkiilasyonu ile saglanmistir. TAG (tripalmitin) seviyesi 50 mg’dan 65,6 gram’a
artinlmis ve findik yag1 serbest yag asitlerinin miktar1 ve hekzan miktar1 ise bu
miktarla orantili olacak sekilde artirilmustir. Inkiibasyon optimum kosullar olan

64,5°C sicaklikta 22,8 saat siireyle gerceklestirilmistir.

Sekil 3.3: Tank tipi kesikli biyoreaktor ve su banyosu

3.2.10. Reaksiyon iiriinlerinin saflastirilmasi

Uretilen yapilandirilmis yagin saflastirilmast icin Sekil 3.4’de gosterilen KJIDL-4
model kisa-yollu distilasyon iinitesi (UIC Inc., Joliet, IL) kullanilmistir. Distilasyon
tinitesinin 1sitma sicakligi 185°C; sogutma suyu sicakligi 20°C; vakum pompast <

1Imm Hg; besleme hizi 100 ml/saat olacak sekilde calisilmistir (Lee ve Akoh, 1998).
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Sekil 3.4: Kisa-yollu distilasyon iinitesi
3.2.11. istatistiksel analiz

Tepki-yiizey yontemi ile elde edilen sonuclarin analizi

TYY ile optimizasyon calismalarinda, deneylerden elde edilen sonuglara regresyon
analizi, istatistiksel olarak ©nem derecesi analizi uygulanmis, tepki-yiizey ve
izdiisiim grafiklerinin ¢izimi Modde 5.0 (Umetrics, Isvec) ve Statistica 6.0 (StatSoft®
Inc., ABD) programi kullamilarak yapilmistir. Optimum reaksiyon kosullari,
“substrat mol oram”, “reaksiyon sicaklii” ve “reaksiyon siiresi” terimleri
kullamilarak, tepki-yiizey yonteminden tahminlenen esitlik ile elde edilmistir. Tkinci
derece terimlerin katsayilari, regresyon analizi ve “geriye doniik eleme” yontemiyle
saptanmistir. Modelin uygunlugu, R* model katsayisi ve varyans analizi (ANOVA)
sonuglari ile degerlendirilmistir (Shieh ve dig., 1995; Shieh ve dig., 1995; Xu ve dig.,
1998; Xu ve dig., 2000b; Muralidhar ve dig., 2001; Rao ve dig., 2002; Naessens ve
dig., 2004; Lumor ve Akoh, 2005). Tepki i¢in sonuglarin modellenmesinde 1 no’lu

esitlikte gosterilen ikinci derece-polinom model kullanilmistir:
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3 3 2 3
Y= ,80 + Z,BiXi +Z ,BiiXiz +Z Z,Binin 3.1)
i=1 i=1

i=1 j=i+l

Esitlikte:

Y: Tepki

Bo : Kesisim terimi

Bi : Lineer (1.derece) regresyon katsayisi

Bii . Kuadratik (2.derece) regresyon katsayist
Bi; : Etkilesim regresyon katsayisi

X; ve X;: Bagimsiz degiskenler

2 yollu varyans analizi (ANOVA) sonuclari

Anne siitiine benzer YY’larin tripalmitin, findik yagi SYA ve stearik asit kullanilarak
tiretiminde kullanilan farkli substrat mol oranlarinin (tripalmitin:SY A:stearik asit),
farkl: sicakliklarin ve bunlarin etkilesimlerinin oleik asit katilimi, stearik asit katilimi

ve oleik/palmitik asit oranmna etkileri, “2 yollu varyans analizi” (ANOVA) ile

incelenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Deneysel calismalarin bulgulari substratlarin karakterizasyonunun ardindan tezin

icermekte oldugu dort ayr1 ¢calismanin bulgular1 seklinde verilmistir.

4.1. Substratlarin Karakterizasyonu

4.1.1 Tripalmitin, findik yag: ve findik yag: serbest yag asitlerinin bilesimi

Kapiler gaz-s1vi kromatografisi yontemi (Agilent Technologies 6890N) ile belirlenen
tripalmitinin, findik yaginin, ve findik yagi SYA’lerinin yag asidi bilesimleri ve ilgili
literatiir degerleri ile Tiirk Gida Kodeksi “Bitki Adi ile Anilan Yemeklik Yaglar

Tebligi”nin limit degerleri Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1’den goriilecegi gibi, substrat olarak kullanilan tripalmitin %95,49 oraninda
palmitik asit icermektedir. Kullanilan findik yaginin YA bilesimi hem daha 6nce
cesitli arastiricilar tarafindan tespit edilen degerlere hem de Tiirk Gida Kodeksi, Bitki
Adi ile Anmilan Yemeklik Yaglar Tebligi’'nde Ek-1’deki Tabloda belirtilen aralik

degerlerine uygun bulunmustur.

49



0s

Tablo 4.1: Tripalmitin, findik yag: ve findik yagi SYA’lerinin yag asidi bilesimleri ve ilgili literatiir degerleri (%)

Yag asitleri Tripalmitin Findik yag1 TGK ' Tiirk tipi Tiirk tipi Tiirk tipi findik Tiirk tipi findik Findik yag1
findik findik cesitlerine ait cesitlerine ait SYA
cesitlerine ait cesitlerine ait literatiir degerleri literatiir degerleri
literatiir literatiir (tombul findik) * (tombul findik) >
degerleri * degerleri *

Miiristik asit 1,96+0,04 - TED-0,1 - - 0,03 +0,00 0,01-0,16 -

(C14:0)

Palmitik asit 95,49+0,09 6,78+0,22 4,32-8,89 543 6,6-8,3 4,85 +0,02 4,39-8,85 6,23+0,06

(C16:0)

Palmitoleik asit - 0,22+0,01 TED-1,15 0,20 - 0,16 £0,00 - 0,19+0,00

(Cl16:1)

Stearik asit 2,55+0,04 0,09+0,01 TED-2,67 2,76 2,8-3,8 2,73 £0,00 1,67-3,18 -

(C18:0)

Oleik asit - 82,60+0,24 71,0-91,0 83,47 75,7-77,7 82,72 £0,04 73,48-81,57 83,82+0,07

(C18:1)

Linoleik asit - 10,01£0,01 5,7-22,2 7,55 11,1-13,8 8,89 0,01 10,46-15,61 9,58+0,02

(C18:2)

Linolenik asit - 0,08+0,00 TED-0,2 0,08 - 0,10 +0,00 0,02-0,34 0,09+0,01

(C18:3)

Aragsidik asit - 0,09+0,00 TED-0,1 0,13 - 0,14 +0,00 - -

(C20:0)

Ekosenoik asit - 0,13+0,03 TED-0,2 0,16 - 0,16 0,00 - 0,01£0,01

(C20:1)

Behenik asit - - - 0,20 - 0,03+0,00 - -

(C22:0)

! Anon., 2003a; Anon., 2003b

? Bada ve dig., 2004

* Ozdemir ve dig., 2001
* Alasalvar ve dig., 2003
> Balta ve dig., 2006

TED: Tespit edilemeyen diizey




4.1.2. Hodan yagi, gamma-linolenik asit konsantresi, menhaden yag ve omega-

3 yag asidi konsantresinin yag asitleri bilesimi

Hodan yagi, ve hodan yagindan “iire fraksiyonlama” yontemi ile elde edilen GLA
konsantresinin gaz-sivi kromatografisi yontemi (Agilent Technologies 6890N) ile
belirlenen yag asidi bilesimleri ve ilgili literatiir degerleri Tablo 4.2°de verildigi
gibidir. Deneylerde kullanilan hodan yag ve GLA konsantresinin degerleri ikili

paralel ¢alisma sonuglarinin ortalamalaridir.

Tablo 4.2: Hodan yaginin ve “iire fraksiyonlama” yontemi ile elde edilen GLA

konsantresinin yag asidi bilesimi ve ilgili literatiir degerleri (% agirlik)

Yag asitleri Deneylerde Hodan yag ' Deneylerde GLA
kullamilan kullamlan GLA | Konsantresi >
hodan yag konsantresi

Palmitik asit 15,26+0,03 10,3-16,8 - -

(C16:0)

Stearik asit 5,53+0,06 3,9-54 - -

(C18:0)

Oleik asit 15,86+0,08 15,6-17,5 - -

(C18:1n9)

Linoleik asit 36,66+0,02 36-38,4 - 7,6020,04

(C18:2n6)

GLA 23,05+0,03 21,3-22,5 99,29+0,03 91,543,14

(C18:3n6)

Ekosenoik asit 2,66+0,02 2,4-4,68 0,71+0,03 -

(C20:1n9)

Erusik asit 0,97+0,02 0,8-3,14 - -

(C22:1 n9)

Nervonik asit - 2,15 - -

(C24:1 n9)

T Shimada ve dig., 1999; Spurvey ve Shahidi, 2000; Kawashima ve dig., 2002

> Spurvey ve Shahidi, 2000

Ure fraksiyonlama yontemi, hodan yagindan doymus ve tekli doymamis yag
asitlerinin elimine edilmesi i¢in sik¢a uygulanan bir yontemdir (Wanasundara ve
Shahidi, 1999; Spurvey and Shahidi, 2000). Tablo 4.2’den de goriilecegi tizere, GLA
konsantrasyonu bu yontemle %23’den %99,36’ya artmistir. Spurvey and Shahidi
(2000)’nin hodan yagindan iire fraksiyonlama yontemi ile GLA konsantresi elde
ettikleri ve reaksiyon kosullarimi optimize ettikleri calismada optimum kosullar
altinda (reaksiyon siiresi: 16 saat, reaksiyon sicakligi: -7°C ve iire:YA oram

(agirhik/agirhik): 3,7) GLA miktann %21,6’dan %91,5’e ¢ikarilmistir. Ancak bu
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calismada uygulanan kosullarda (reaksiyon siiresi: 16 saat, reaksiyon sicakligi: 0-4°C
ve iire: YA orani (agirlik/agirlik): 3,70) GLA miktar1 Spurvey and Shahidi (2000)’nin
elde ettigi GLA miktarindan daha yiiksek bulunmustur. Sonucun hem sicaklikta
yapilan modifikasyondan hem de baslangi¢ctaki hodan yagmin YA bilesiminden

kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Menhaden balik yagi ve bu yagdan “iire fraksiyonlama” yontemi ile elde edilen
omega-3 YA konsantresinin yag asidi bilesimi ve ilgili literatiir bilgileri Tablo 4.3’ de
gosterilmektedir. Asidoliz reaksiyonlarinda kullanilacak olan omega-3 YA

konsantresi icin verilen degerler ikili paralel ¢alisma sonuglarinin ortalamalaridir.

Tablo 4.3: Menhaden balik yaglarinin ve “ilire fraksiyonlama” yontemi ile elde
edilen omega-3 yag asidi konsantrelerinin yag asidi bilesimleri (% agirlik)

Menhaden balik yag: Omega-3 YA konsantresi
Yag asitleri 1 2 3 4 3 4 Deneylerde kullamlan
omega-3 YA Kkonsantresi

C14:0 8,5 5,6 9,0 4.8 0,5 1,1 -
C16:0 194 | 21,6 | 16,7 | 175 0,3 3,2 1,30+0,01
Cle:1 10,3 7.9 11,6 | 17,3 1,6 1,5 2,08+0,03
C16:2 - 2,2 - 2,6 - 2,65+0,04
C16:3n-4 - 1,5 - 3.8 - 9,48+0,19
C17:0 3,9 - - - - -
C18:0 54 9,0 3,1 2,6 3,9 0,6 -
C18:1n9 150 | 15,5 6,8 13 0,2 2,2 2,07+0,02
C18:1n7 - 32 - - - -
C18:2 3,5 1,5 1,3 - 04 - 1,16£0,04
C18:3n4 - 0,4 - 1,1 - -
C18:3n3 1,7 1.4 1,2 - 0,7 - -
C18:4n3 3,6 34 2,3 10,8 8,9 21,15+0,28
C20:1n9 14 1,1 - - - -
C20:4n6 - 0,8 - 0,9 - -
C20:4n3 - 1,7 - 2,8 - -
C20:5 (EPA) 11,9 | 13,5 | 12,3 | 13,5 | 23,6 | 294 25,00+0,06
C22:5 2,5 2,0 - 2,2 - 1,59+0,03
C22:0 - 5,3 - - - - -
C22:6 (DHA) 129 | 11,5 | 13,5 | 12,6 | 42,1 | 41,8 33,53+0,65
Diger - 5,8 - - - - -

" Fomuso, 2002; Xu ve dig., 2000b
2 Chen ve dig., 2006

3 Canve Ozgelik, 2005

* Lin ve dig., 2006
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Tablo 4.3’den goriilecegi gibi, cesitli arastirmacilar tarafindan analizlenen menhaden

balik yaginin YA bilesimleri birbirine olduk¢a benzemektedir.

Ure fraksiyonlama yontemi kullamlarak elde edilen omega-3 YA konsantresinde
menhaden balik yagindaki 6zellikle doymus ve tekli doymamis yag asitleri elimine
edilerek ¢oklu doymamis YA’lerinin konsantrasyonu artmistir. Bu islem sonucunda

omega-3 konsantresindeki EPA miktar1 %25 ve DHA miktart ise %33,53 olmustur.

4.1.3. Findik yagimin sn-2 pozisyonunda bulunan yag asidi bilesimi

Pankreatik lipaz enzimi katalizorliigiinde gergeklestirilen sn-2 pozisyonundaki yag
asitlerinin analizi sonucunda TLC’den elde edilen 2-MAG metillendirilmis ve kapiler
gaz-s1ivt kromatografisi yontemi (Agilent Technologies 6890N) ile deneylerde
kullanilan findik yaginin sn-2 pozisyonundaki YA oranlarn belirlenmis olup, dortlii
paralel calisma sonuclarinin ortalamalarn ve ilgili literatiir degerleri Tablo 4.4’de

belirtilmektedir.

Tablo 4.4: Findik yaginin sn-2 pozisyonundaki yag asidi oranlan ve ilgili literatiir
degerleri (% agirlik)

Yag asitleri Deneylerde kullamlan | Tiirk tipi findik cesitleri'
findik yagi

Palmitik asit (C16:0) 0,55+0,04 0,3-1,3

Palmitoleik asit (C16:1) 0,17+0,02 0,1

Stearik asit (C18:0) - 0,2-0,7

Oleik asit (C18:1) 86,60+0,25 78,7-88,2

Linoleik asit (C18:2) 12,68+0,21 11,0-20,0

Linolenik asit (C18:3) - 0,1-0,2

" Crews ve dig., 2005
Tablo 4.4’deki bulgular Crews ve arkadaslarinin Tiirkiye’den temin ettikleri 6 farkli

findik numunesinden ekstrakte ettikleri yaglardaki sn-2 pozisyonundaki yag asidi

oranlari ile benzerlik gostermektedir (Crews ve dig., 2005).
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4.2. “Anne Siitii Yagina Benzer Yapilandirilmis Yaglarin Tripalmitin, Findik
Yag1 Serbest Yag Asitleri ve Stearik Asit ile Enzimatik Asidoliz Yoluyla

Uretimi”

Ug farkli sicaklikta (55, 60, 65°C) ve 5 farkli substrat mol oramyla (1:1,5:0,5,
1:3:0,75, 1:6:1, 1:9:1,25 ve 1:12:1,5) tripalmitin, findik yag1 SYA ve stearik asit
arasinda sn-1,3 spesifik lipaz enzimi katalizorliiglinde gerceklestirilen enzimatik
asidoliz tepkimeleri sonucunda sn-1 ve sn-3 poziyonlarinda oleik asit, stearik asit ve
linoleik asit bulunan, sn-2 pozisyonunda %70 civarinda palmitik asit bulunan
YY’larin eldesi ve bu YY’larda oleik/palmitik asit oraninin anne siitii yagindaki

orana (~1,2) benzemesi hedeflenmistir.

Bes farkli substrat mol orant (1:1,5:0,5; 1:3:0,75; 1:6:1; 1:9:1,25 ve 1:12:1,5),
reaksiyon sicakligi (55, 60, 65°C) ve dort farkli reaksiyon siirelerinde (3, 6, 12, 24
saat) oleik ve stearik asidin tripalmitine katilma oranlar1 ve YY’larin oleik/palmitik

oranlar1 belirlenmistir.

4.2.1. Oleik asit katilimi

Farkli substrat mol oranlarindaki ve sicakliklardaki oleik asit katilim oranlart Sekil
4.1°de gosterilmektedir. Oleik asitin tripalmitine katilimi en fazla (%47,1) 1:12:1,5
S;, 65°C ve 24 saatlik reaksiyon sonunda olurken, en az (%10) katilim 1:1,5:0,5 S;,
65°C ve 3 saat reaksiyon sonunda gerceklesmistir (Sekil 4.1C). Reaksiyon siiresi ve
substrat mol oram arttikca oleik asit katilimi1 da ¢alisilan ti¢ sicaklikta da artmistir.
Reaksiyon siiresi ve substrat mol oraminin YA katilimina olan etkisi ¢esitli

aragtiricilar tarafindan da belirtilmistir (Lee ve Akoh, 1998; Fomuso ve Akoh, 1997).

Sekil 4.1A’dan goriilecegi gibi, oleik asidin tripalmitine katilma hiz1 1:3:0,75 S,/ na
kadar hizla artmis, 1:3:0,75 S;/ndan 1:6:1 S/ ’na kadar hiz1 azalmig, daha sonra
1:12:1,5 Sy’a kadar hiz1 artmaya devam etmistir. Ancak daha yiiksek S;’larinda
yilksek substrat konsantrasyonu nedeniyle olusabilecek enzim inhibisyonu
sonucunda oleik asidin tripalmitine katilma miktarinin azalabilecegi goriilmiistiir

(Sellapan ve Akoh, 2001).
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Sekil 4.1: Oleik asidin farkli substrat mol oranlarinda [1:1,5:0,5; 1:3:0,75; 1:6:1;
1:9:1,25; 1:12:1,5 (tripalmitin:findik yagi SY A:stearik asit)] tripalmitine katilimi.
Ornekler 3, 6, 12, 24 iincii saatlerde analizlenmistir (x-ekseni). Y-ekseni C18:1’in
katilimini (%mol) gostermektedir. inkiibasyonlar (A) 55°C, (B) 60°C, ve (C) 65°C.



4.2.2. Stearik asit katilinm

Farkli substrat mol oranlarindaki ve sicakliklardaki stearik asidin tripalmitine katilim
oranlar1 Sekil 4.2’de gosterilmektedir. Stearik asidin tripalmitine en fazla katilimi
(%8,9) 1:3:0,75 S;, 60°C ve 24 saat reaksiyon kosullarinda olurken, en az katilim
(%4,1) aym S/ninda ve sicaklikta fakat 3 saat reaksiyon sonunda gerceklesmistir.
Reaksiyon siiresi arttik¢a, incelenen tiim substrat mol oranlarinda stearik asit katilimi
da artmistir. Genel olarak, stearik asit katilmi incelenen her ii¢ sicaklikta da 1:3:0,75
substrat mol oraninda en yiiksek olmustur (Sekil 4.2). Bu substrat mol oraninda
katiliminin yiiksek olmasi reaksiyon karisimindaki stearik asit konsantrasyonun

yiiksek olmasindan kaynaklanabilmektedir.

Sekil 4.2B’den de goriilecegi iizere, stearik asidin tripalmitine katilimi 1:3:0,75
S/’ nda optimum olurken, 1:9:1,25 S;’ninda katilma hiz1 azalmis ve 1:12:1,5 S;’ninda
sabit kalmistir. Bu durum substrat mol orani arttik¢a, oleik asidin tripalmitine katilma
oraninin artmasindan dolay1r stearik asidin katilim oramimi diisiirmesi seklinde
aciklanabilir. Enzimin yiiksek substrat mol oranlarinda oleik aside olan tercihi, bu
substrat mol oranlarinda stearik asit katilmimin diisiik olmasimi  kismen

aciklamaktadir.
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Sekil 4.2: Stearik asidin [1:1,5:0,5; 1:3:0,75; 1:6:1; 1:9:1,25; 1:12:1,5
(tripalmitin:findik yag1 SYA:stearik asit)] tripalmitine katilimi. Ornekler 3, 6, 12, 24
tincli saatlerde analizlenmistir (x-ekseni). Y-ekseni C18:0’1n katilimini (%mol)
gostermektedir. Inkiibasyonlar (A) 55°C, (B) 60°C, ve (C) 65°C.
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4.2.3. “Oleik/palmitik’ asit oram

“Oleik/palmitik” asit oraninin farkli substrat mol oranlan ii¢ farkli sicakliktaki
degisimi Sekil 4.3’de verilmistir. Reaksiyon iiriinlerinin oleik/palmitik asit oraninin,
substrat mol orani ve reaksiyon siiresi ile birlikte arttigi, ve 1:12:1,5 Sr, 65°C’de ve
24 saat reaksiyon siiresi kosullarinda elde edilen iiriiniin en yiiksek (1,2)
“oleik/palmitik™ asit oranina sahip oldugu gozlenmistir. En diisiik oran (0,1) ise
1:1,5:0,5 Sr, 60°C ve 65°C’lerde 3 saat reaksiyon siiresi sonunda elde edilmistir.
Diisiik substrat mol oranlarinda diisiik “oleik/palmitik” asit oram1 gozlenmesi,

tripalmitin molekiiliine oleik asit katiliminin az olmasindan ileri gelmektedir.
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Sekil 4.3: Oleik/palmitik asit oram [1:1,5:0,5; 1:3:0,75; 1:6:1; 1:9:1,25; 1:12:1,5
(tripalmitin:findik yag1 SYA:stearik asit)]. Ornekler 3, 6, 12, 24 iincii saatlerde

analizlenmistir

(x-ekseni).

Y-ekseni

C18:1/C16:0

Inkiibasyonlar (A) 55°C, (B) 60°C, ve (C) 65°C.

oranini

gostermektedir.



4.2.4. Yapilandirilmis yaglarin sn-2 pozisyonunda bulunan yag asidi bilesimi

24 saat sonunda oleik/palmitik asit orant 0,9 ve daha yiiksek olan YY’larin, sn-2
pozisyonundaki YA kompozisyonlar1 belirlenmistir. Bu YY’larin toplam yag asidi
kompozisyonu ve sn-2 pozisyonundaki YA kompozisyonu Tablo 4.5°de
gosterilmektedir. Tablo 4.5’den de goriilecegi iizere, YY lardaki oleik asit miktari
%42,5-47,1, palmitik asit miktann %40,5-45,3, stearik asit miktart %7,0-8,3 ve
linoleik asit miktar1 %35,0-5,4 arasinda degismektedir. YY larin sn-2 pozisyonunda
bulunan palmitik asit miktar1 ise %69,2-76,0 arasinda degismistir. Palmitik asidi
oleik, stearik ve linoleik asit takip etmistir. Sn-1,3 spesifik lipaz kullanilmasina
ragmen sn-2 pozisyonuna YA’lerinin katilimi asidoliz reaksiyonlar1 sirasinda olan

acil migrasyon nedeniyle gerceklesmektedir (Xu ve dig., 1998).

Tablo 4.5: YY’larin YA kompozisyonu (% mol) ve sn-2 pozisyonundaki YA
oranlar1 (% mol)

1) ) 3 )

Yag asitleri | YA [ sn-2 YA | YA | sn-2YA | YA | sn-2YA | YA | sn-2YA
16:0 453 | 76,0 43,8 70,9 41,2 69,2 40,5 70,9
18:0 7,2 5,1 7,3 6,4 8,3 5,8 7,0 6,7
18:1 42,5 17,2 43,8 20,7 45,6 22,7 47,1 20,4
18:2 5,0 1,8 5,1 2,0 5,0 2.4 54 2,1

C18:1/C16:0 | 0,9 1,0 1,1 1,2

YY’larin elde edildigi kosullar: (1) 1/12/1,5 Sr, 55°C, 24 saat (2) 1/12/1,5 Sr, 60°C, 24 saat (3)
1/9/1,25 Sr, 65°C, 24 saat (4) 1/12/1,5 Sr, 65°C, 24 saat.

Elde edilen YY’larda oleik asit ve diger YA miktar1 arttik¢a, sn-1,3 spesifik lipazin
etkisi nedeniyle palmitik asidin miktar1 azalmistir. YY’larin sn-2 pozisyonunda
sirastyla palmitik, oleik, stearik ve linoleik asit azalan miktarlarda bulunmaktadir.
Tiim bu YY’larin sn-2 pozisyonundaki YA kompozisyonu anne siitii yaginin sn-2

pozisyonunun YA kompozisyonuna oldukca yakin bulunmustur.

Bilindigi lizere, anne siitii yagi TAG’lerindeki palmitik asidin pozisyonu, miktar1 ve
doymamis YA’lerinin pozisyonu bebeklerde yiikksek YA ve kalsiyum
absorpsiyonunu ve enerjinin verimli kullanimimi etkilemektedir (Innis ve dig, 1995;
Lépez- Lopez ve dig., 2001). Bu nedenle, anne siitii yagi kompozisyonuna benzer

kompozisyona sahip, ayni zamanda bebeklerin beslenmesi ve gelisimi acisindan
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gerekli olan olan YA’lerini dogru miktarlarda ve pozisyonlarda iceren YY’larin

iretilmeleri miimkiin olmustur.

4.2.5. istatistiksel analiz

Uc farkli sicakhigin ve 5 farkli substrat mol oranimin 24 saat reaksiyon siiresi
sonundaki stearik asit katilimi, oleik asit katilimi ve “oleik/palmitik asit” oranina
etkileri, “iki yollu ANOVA” istatistik yontemi ile incelenmistir. Oleik asit katilimi
icin varyans analizi Tablo 4.6’da, stearik asit katilimi icin varyans analizi Tablo

4.7’de ve “oleik/palmitik asit” orani i¢in varyans analizi Tablo 4.8’de verilmistir.

Tablo 4.6: Oleik asit katilimi i¢in “iki yollu ANOVA” istatistik yOntemi ile
degerlendirme sonuclar

SD KT KO F degeri F degeri
(Hesap) (Tablo)
KT toplam 29 2870,80
KT gubstrat 4 2776,53 694,13 517,15 3,06
KT gicaknk 2 44,55 22,27 16,59 3,68
KT interaksiyon 8 29759 3,70 2776 2,64
KT hata 15 20,13 1,34

SD: Serbestlik derecesi, KT: Kareler toplami, KO: Kareler ortalamasi

Tablo 4.7: Stearik asit katilimi i¢in “iki yollu ANOVA” istatistik yontemi ile
degerlendirme sonuclar

SD KT KO F degeri F degeri
(Hesap) (Tablo)
KT toplam 29 11,35
KT substrat 4 4,92 1,23 6,98 3,06
KT gcakik 2 0,92 0,46 2,62 3,68
KT interaksiyon 8 2, 87 0,36 2,03 2,64
KT e 15 2,64 0,18

SD: Serbestlik derecesi, KT: Kareler toplami, KO: Kareler ortalamasi

Tablo 4.7’ de gosterilen stearik asit katilimi i¢in yapilan “iki yollu ANOVA” istatistik
yontemi sonucuna gore, sadece substrat mol oraninin F degeri (6,98) FragLo (3,00)
degerinden yiiksek oldugundan p<0,05 olasilik diizeyinde substrat mol oram stearik
asit katilim i¢in istatistiksel olarak onemli bulunmustur. Ancak sicaklik ve substrat

mol oram ile sicakligin interaksiyonunun F degerleri (2,62; 2,03) FragrLo (3,68 ve
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2,64) degerlerinden kiiciik oldugu icin p<0,05 olasilik diizeyinde stearik asidin

katiliminda istatistiksel olarak énemsiz bulunmustur.

Tablo 4.8: “Oleik/palmitik” asit orani i¢in “iki yollu ANOVA” istatistik yontemi ile
degerlendirme sonuclar

SD KT KO F degeri F degeri
(Hesap) (Tablo)
KT toplam 29 2,768 147
KT gubstrat 4 2,536847 0,634212 174,234 3,06
KT gicakik 2 0,089447 0,044723 12,28663 3,68
KTinteraksiyon 8 0,087253 0,010907 2,996337 2,64
KT hata 15 0,0546 0,00364

SD: Serbestlik derecesi, KT: Kareler toplami, KO: Kareler ortalamasi

Tablo 4.6 ve 4.8’den goriilecegi gibi, 5 farkli substrat mol oram (1:1,5:0,5; 1:3:0,75;
1:6:1; 1:9:1,25 ve 1:12:1,5), 3 farkh sicaklik (55, 60 ve 65°C) ve bunlarin F degerleri
FragLo degerlerine gore yiiksek bulunmustur (F4;s; Fais; Fgsis tablo degerleri
strasiyla, 3,06; 3,68; 2,64). Bu nedenle, oleik asit katilimi ve oleik/palmitik asit oram
icin incelenen sicaklik, substrat mol orani ve bunlarin interaksiyonlarinin p<0,05

olasilik diizeyinde istatistiksel olarak onemli oldugu goriilmektedir (p<0,05).

4.3.“Anne Siitiine Benzer Yapilandirilmis Yaglarin Tripalmitin ve Findik Yag
Serbest Yag Asitleri ile Enzimatik Asidoliz Yoluyla Uretimi: Reaksiyon

Kosullarimin Tepki-Yiizey Yontemi ile Optimizasyonu”

Calismanin bu kisminda anne siitii yagina benzer Y'Y lar, tripalmitin ve findik yag:
SYA arasinda gerceklesen enzimatik asidoliz reaksiyonlar ile elde edilmis ve tepki-
yiizey yontemi kullanilarak reaksiyon kosullarinin (substrat mol orani, reaksiyon
sicakligi ve reaksiyon siiresi) optimizasyonu gerceklestirilmistir. Elde edilen
YY’larda oleik/palmitik asit oraninin anne siitii yagindaki orana (~1,25) benzemesi
ve TAG’larin sn-2 pozisyonunda %70 civarinda palmitik asidin bulunmasi

hedeflenmistir.
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4.3.1. Farkh reaksiyon kosullarimin oleik/palmitik asit oramina etkilerinin

istatistiksel acidan degerlendirmeleri

3 faktorlii, 5 seviyeli Merkezil Bilesik Deney Tasarimi ve 23 adet deney noktasi icin

elde edilen bagimli degisken (tepki) degerleri Tablo 4.9°da verilmektedir.

Tablo 4.9: Deney tasarimi ve deney noktalarinda gézlenen tepkiler

Bagimsiz degiskenler Tepki Uriin
Deney (mols/;ml) T(CC) | t(saat) | C18:1/C16:0 ?}2";:;‘3;‘

1 8 55 12 0,66 37,8
2 14 55 12 0,77 41,6
3 8 65 12 0,71 39,2
4 14 65 12 1,1 49,5
5 8 55 24 0,83 43,2
6 14 55 24 1,19 50,7
7 8 65 24 1,03 48,0
8 14 65 24 1,44 55,0
9 5,95 60 18 0,70 38,7
10 16,05 60 18 1,21 50,7
11 11 51,6 18 1,00 47,4
12 11 68,4 18 1,17 50,8
13 11 60 7,91 0,71 39,3
14 11 60 28,1 1,13 49,1
15 11 60 18 0,99 46,0
16 11 60 18 0,94 45,5
17 11 60 18 0,87 43,3
18 11 60 18 0,94 46,2
19 11 60 18 0,89 44,6
20 11 60 18 0,98 46,3
21 11 60 18 1,00 48,2
22 11 60 18 0,98 46,8
23 11 60 18 0,97 47,0

Tablo 4.9°da verilen bagimsiz degisken degerlerine karsilik elde edilen tepki
degerleri i¢in coklu regresyon ve ‘geriye doniik eleme’ yontemleri uygulanarak
basarili kuadratik modeller elde edilmistir. Bagimsiz degiskenler ile bagimli
degiskenler arasindaki iliskiye bagh olarak lineer ve kuadratik modellerde etkilerin
hesaplanan regresyon katsayilart () ve ©nem dereceleri (P) Tablo 4.10’da

gosterilmistir.
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Tablo 4.10: Lineer ve kuadratik modellerde geriye doniik eleme sonucunda elde
edilen regresyon katsayilari () ve 6nem dereceleri (P-degeri)

Bagimsiz degiskenler B P-degeri
Kesisim/Sabit 0,94 <0,0001
S; 0,16 <0,0001
T 0,08 <0,0001
t 0,14 <0,0001
T*T 0,04 0,007

Sr*T 0,04 0,049

Geriye doniik eleme yOntemi uygulandiktan sonra regresyon katsayilarinin 6nem
derecelerinin 0,05’den kiiciik oldugu goriilmektedir. Modelin katsayisi (R?) ve
diizeltilmis katsayisi (deuz.) stirasiyla 0,94 ve 0,92, modelin tahminleme giicii (Qz)
ise 0,84 olarak bulunmustur. Tablo 4.10’dan da goriilecegi gibi, biitiin birinci derece
katsayilarin “oleik/palmitik” asit oranina etkisi pozitif olmustur. Faktorler icinde
“oleik/palmitik™ asit oranina substrat mol oraninin etkisi en fazla iken, bunu sirasiyla
reaksiyon siiresi ve reaksiyon sicakligi izlemistir. Ikinci derece parametrelerden
sicaklik-sicaklik ve substrat mol orani-sicaklik arasindaki etkilesimin pozitif yonde

oldugu ve bu terimlerin model icin istatistiksel acidan énemli oldugu bulunmustur.

Varyans analizi (ANOVA) sonuglar1 Tablo 4.11°de belirtilmektedir. ANOVA
analizine gore, Fiodel (49,4)>F 517 (2,81) oldugundan modelin tahminleme i¢in uygun
oldugu, ayrica model hatasinin yani model yetersizliginin olasilik degeri (p>0,05)
oldugundan, modelin incelenen verilere uygun oldugu goriilmektedir (Muralidhar ve

dig., 2001; Rao ve dig., 2002; Naessens ve dig., 2004; Lumor ve Akoh, 2005).

Tablo 4.11: ANOVA analizi sonuglart

“Oleik/palmitik” asit | SD KT KO F P- | R}
oram degeri | degeri | R’
Toplam 23 22,24 0,97

Sabit 1 21,45 21,45

Toplam diizeltilen 22 0,80 0,04 004
Regresyon 5 0,75 0,15 49,38 0 0”92’
Hata 17 0,05 0,003

Model yetersizligi 0,04 0,004 1,88 0,19

Tekrar hatasi 8 0,02 0,002

SD: Serbestlik derecesi, KT: Kareler toplami, KO: Kareler ortalamast, p: Olasilik degeri
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Modelin uygunlugu, belirlenen model katsayisi (R?), diizeltilmis katsay1 (R%4ir) ve
model tarafindan tahminlenen degerler ile deney sonucu elde edilen degerler arasinda
cizilen grafik yardimiyla belirlenmektedir. Yiiksek R? degeri modelin deney
noktalarina uygunlugunu gostermektedir (Xu ve dig., 1998; Muralidhar ve dig.,
2001; Naessens ve dig., 2004). Bu calismada R’=0,94 olarak belirlenmis, ve
modelden tahminlenen degerler ile deneyler sonucu gozlenen degerler arasinda lineer
iliskinin oldugu, Sekil 4.4’den de goriilecegi gibi, modelin dlgiilen tepki ile reaksiyon

parametrelerinin birbiriyle iligkisini basarili bir sekilde temsil ettigi gozlenmistir.

16
15}
1,4}
13}
12}
1.1}
1,0}

0,91

Tahminlenen Degerler

0,81
0,71

0,6

0,5
05 06 07 08 09 10 1,1 12 13 14 15 16

Gozlenen Degerler

Sekil 4.4: Gozlenen degerlere karsilik modelden tahminlenen degerler arasindaki
iliski
“Oleik/palmitik” asit orani i¢in istatistiksel olarak 6nemli olan 1. derece, 2. derece ve

etkilesim terimleri ile olusturulan model denklemi asagidaki gibidir:

Y =0.94+0.16Sr +0.08T7 +0.14¢ +0.04T* +0.04Sr *T 4.1)

Bu denklemde;

Y: Tepki (“oleik/palmitik asit’)
S; : Substrat mol orani

T: Reaksiyon sicakligi

t: Reaksiyon siiresidir.
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4.3.2. Sonuclarin tepki-yiizey izdiisiim grafikleri ile yorumlanmasi

Tripalmitin’in findik yag: serbest YA’leri ile enzimatik asidoliz reaksiyonu sonucu
elde edilen iiriiniin “oleik/palmitik asit orami”nin, bagimsiz degiskenlerin
etkilesimine gore degisimini gosteren izdiisim grafikleri (surface plot)
olusturulmustur. Sekil 4.5°de siire ve substrat mol oraninin “oleik/palmitik asit” orani

iizerine olan etkisi goriilmektedir.
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Substrat molar orani (mol/mol)

Sekil 4.5: Oleik/palmitik asit oranina siire ve substrat mol oraninin etkisini gosteren
izdiigiim grafigi

Siire ve substrat mol oranmin “oleik/palmitik asit” oram1 {izerine olan
etkilegsimlerinden “maksimum tepki” olarak tanimlanan grafik elde edilmistir
(Montgomery, 1997). Bu grafiklerde, substrat mol oran1 ve reaksiyon siiresi arttikca,
“oleik/palmitik™ asit oraninin da arttifi ve hedeflenen C18:1/C16:0 oraninin (1,25)

incelenen aralikta oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.6’da “oleik/palmitik” asit oranina siire ve sicakligin etkisi, Sekil 4.7’de ise

substrat mol oran1 ve sicakligin etkisi goriilmektedir.
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Sekil 4.6: “Oleik/palmitik™ asit oranina siire ve sicakligin etkisini gosteren izdiisiim
grafigi
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Sekil 4.7: “Oleik/palmitik™ asit oranina substrat mol oram1 ve sicaklifin etkisini
gosteren izdiisiim grafigi

Sekil 4.6 ve 4.7°den goriilecegi gibi, reaksiyon sicakligi ile reaksiyon siiresi ve
reaksiyon sicakligi ile substrat mol orani etkilesimleri sonucunda literatiirde “sirt

noktasi” olarak tanimlanan izdiisiim grafikleri elde edilmistir (Montgomery, 1997).
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Sekil 4.6°da, reaksiyon siiresi Ozellikle 12 saatin {izerinde sabit tutulup reaksiyon

sicakligr arttirldiginda C18:1/C16:0 oraninin da arttigr goriilmektedir.

Oleik/palmitik” asit oranina substrat mol orami ve sicakligin etkisinin gosterildigi
Sekil 4.7°de ise hedeflenen “C18:1/C16:0” oranimi saglamak i¢in, yiiksek substrat
mol oranlarinda ya reaksiyon sicakligi diisiiriilmeli ya da diisitk substrat mol

oranlarinda reaksiyon sicakligi arttirilmalidir.

Hedeflenen oleik/palmitik asit oranina (1,25) sahip YY elde etmek icin, Modde 5.0
(Umetrics, Isvec) programi yardimiyla belirlenen optimum reaksiyon kosullar1 Tablo

4.12’de yer almaktadir.

Tablo 4.12: Modde 5.0 (Umetrics, Isvec) programu ile belirlenen optimum kosullar

Deney | Sr (mol/mol) T (°C) t (saat) Tahminlenen

no C18:1/C16:0 oram
1 13,4 62 23,6 1,25

2 12,9 62,7 234 1,24

3 12,2 64,5 22,8 1,24

4 13,2 62,7 23,6 1,26

5 12,9 64,1 22,1 1,25

6 12,5 64 22,6 1,24

Bu kosullar arasindan en diisiik substrat mol oranina sahip reaksiyon kosulu hem
substrat maliyetini hem de saflagtirma maliyetini azaltmak icin optimum deger olarak
secilmistir (Yang ve dig., 2003a). “12,2 mol/mol substrat mol orami”, “64,5°C
reaksiyon sicakligi’” ve ‘22,8 saat reaksiyon siiresi” optimum kosullar olarak

belirlenmistir.

4.3.3. Modelin dogrulanmasi ve karistirmali tank tipi biyoreaktorde iiretim

TYY ile elde edilen optimum kosullar kullanilarak modelin dogrulugunun
arastirilmasi icin, asidoliz reaksiyonlar1 belirlenmis optimum kosullar olan substrat
mol oranm (12,2 mol/mol), reaksiyon sicakligni (64,5°C), reaksiyon siiresi (22,8
saat)’nde Once test tiiplerinde, daha sonra pilot Olgekte karigtirmali tank tipi
biyoreaktorde gerceklestirilmistir. Bu kosullarda elde edilen YY’larin YA
kompozisyonu ve sn-2 pozisyonundaki YA kompozisyonu Tablo 4.13’de

belirtilmistir.
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Tablo 4.13: Optimum kosullarda elde edilen YY’larin YA kompozisyonu (% mol)
ve sn-2 pozisyonundaki YA oranlar1 (% mol)

Kiigiik olcekli iiretim Karistirmah tank tipi
biyoreaktorde iiretim
Yag asidi YA sn-2 pozisyonu YA sn-2 pozisyonu
16:0 39,9 75,7 37,2 76,9
18:0 1,5 3,0 1,2 2,4
18:1 52,1 19,3 54,0 18,2
18:2 5.9 2,0 7,10 1,5
C18:1/C16:0 1,3 1,45

Tablo 4.12 ve Tablo 4.13 birlikte incelendiginde, modelden tahminlenen degerler ile

deneyler sonucu elde edilen degerlerin birbirine yakin olduklar1 goriilmektedir.

Kiiciik olgekli iiretim sonucunda elde edilen anne siitii yagina benzer YY in, %52,1
oleik asit, %39,9 palmitik asit, ve %5,9 linoleik asit icerdigi ve palmitik asidin
%75,7’sinin de TAG’in sn-2 pozisyonunda bulundugu belirlenmistir. Tank tipi
kesikli biyoreaktérde yapilan iiretim sonucunda ise, YY %54,0 oleik asit, %37,2
palmitik asit, ve %7,10 linoleik asit icermis ve palmitik asidin %76,9’u TAG’iin sn-2
pozisyonunda bulunmustur. Karigtirmali tank tipi biyoreaktdrdeki yapilan itiretim
sonucunda elde edilen Y'Y ise kii¢iik 6lcekli tiretime gore daha yiiksek miktarda oleik
asit icermistir, bunun nedeni tank tipi biyoreaktdrde calkalamali su banyosuna gore

daha etkin bir karistirmanin yapilmasindan kaynaklanabilmektedir.

Yapilandirilmis yaglarin sn-1 ve sn-3 pozisyonlarinda doymamis YA’lerinin, sn-2
pozisyonunda ise yiiksek miktarlarda palmitik asidin bulunmasi, bebek beslenmesi
ve bebeklerin kemik gelisimi acisindan oldukc¢a énemli oldugundan, bu degerler anne
siitii yagina benzetme amacina ulasildigi seklinde degerlendirilmistir (Jensen, 2001;

Innis ve dig., 1995).

4.4.Gamma-Linolenik Asit ile Zenginlestirilmis Anne Siitii Yagina Benzer
Yapilandirilnis Yaglarin Enzimatik Asidoliz Yoluyla Uretimi: Reaksiyon

Kosullarimin Tepki-Yiizey Yontemi ile Optimizasyonu

GLA ile zenginlestirilmis anne siitii yagina benzer YY’larin iiretimi, tripalmitin,
findik yagi serbest YA’leri ve GLA konsantresi arasinda enzimatik asidoliz
reaksiyonlar ile gerceklestirilmis ve tripalmitine %10 GLA, %45 oleik asit katilim1

hedeflenerek, “Tepki Yiizey Yontemi” (TYY) ile reaksiyon kosullarinin (substrat
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sliresi)  optimizasyonu

RM IM ve

mol oram, reaksiyon sicaklifi ve reaksiyon
gerceklestirilmistir. Enzimatik asidoliz tepkimelerinde Lipozyme®
Lipozyme® TL IM enzimleri kullanilmus bu iki enzimin GLA ile zenginlestirilmis

anne siitii yagina benzer Y'Y larin iiretimi tizerindeki etkileri karsilagtirllmistir.

4.4.1. Farkh reaksiyon kosullarinin gamma-linolenik ve oleik asit katilinm

iizerindeki etkilerinin istatistiksel acidan degerlendirmeleri

3 faktorli, 5 seviyeli Merkezil Bilesik Deney Tasarimi ve 17 adet deney noktasinda
gozlenen tepkiler (Tepki 1: GLA katilimi, % mol; Tepki 2: Oleik asit katilimi, %
mol) Tablo 4.14’de gosterilmektedir.

Tablo 4.14: Deney tasarimi ve deney noktalarinda gozlenen tepkiler (GLA ve oleik
asit katilimi)

Bagimsiz degiskenler Lipozym'e®. l.{M M Lipozyn?e@? "I‘L M
enzimi ile enzimi ile
GLA Oleik GLA Oleik
Deney S: T t (saat) katilim, asit katilim, asit
noktasi | (mol/mol) | (°C) % mol | katilimi, | % mol | katilimi,
% mol % mol
1 12 55 12 6,2 35,5 4,9 35,8
2 16 55 12 6,9 38 6,7 40,6
3 12 65 12 7,1 37,1 5,9 36,9
4 16 65 12 7,2 40 7,1 38,6
5 12 55 24 11 39,9 9 41,3
6 16 55 24 10,4 44,3 11,4 43,5
7 12 65 24 11,3 41,1 7,4 41,6
8 16 65 24 11 46,3 10,1 44
9 10,64 60 18 9,9 39,6 7 39,3
10 17,36 60 18 9,9 444 8,1 42,5
11 14 51,59 18 7,9 38,8 9,4 41,3
12 14 68,41 18 10,4 43,7 6,8 41,4
13 14 60 7,91 5,4 33,6 3,9 30,9
14 14 60 28,09 9,8 45,9 10,3 46
15 14 60 18 11,3 41,3 8,1 41
16 14 60 18 10,4 40,3 7,3 41,5
17 14 60 18 11,4 40,3 7,3 433

Her iki enzimle katalizlenen reaksiyonlarda elde edilen tepkiler (Tepki 1: GLA
katilimi, % mol; Tepki 2: Oleik asit katilimi, % mol) icin ¢oklu regresyon ve “geriye

doniik eleme” yontemi uygulanarak basarili kuadratik modeller elde edilmistir.
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Bagimsiz degiskenler ile bagimli degiskenler arasindaki iliskiye bagli olarak, lineer
ve kuadratik modellerde etkilerin regresyon katsayilar1 (f) ve onem dereceleri (P)

hesaplanmis ve Tablo 4.15 ve Tablo 4.16’da gosterilmistir.

Tablo 4.15: Lipozyme® RM IM enzimi ile katalizlenen reaksiyonlar i¢in lineer ve
kuadratik modellerde geriye doniik eleme sonucunda elde edilen regresyon
katsayilan () ve 6nem dereceleri (P-degeri)

Tepki 1: Tepki 2:
GLA katilimm Oleik asit katilim

Bagimsiz B P-degeri B P-degeri
degiskenler

Kesisim/Sabit 10,55 < 0,0001 41,09 < 0,0001
Sr -0,001 0,969 1,69 < 0,0001
T 0,46 0,031 1,10 0,002
t 1,74 < 0,0001 3,05 < 0,0001
T*T -0,53 0,021 -0,04 0,889
t¥t -1,07 0,0002 -0,57 0,074

Tablo 4.15°den goriilecegi iizere, Lipozyme® RM IM ile katalizlenen reaksiyonlarda,
birinci derece terimlerden substrat mol oraninin GLA katilimina etkisi negatif yonde
olmustur. GLA katilimi i¢in siire en 6nemli 1. derece terim olurken, bunu sirasiyla
sicaklik ve substrat mol orani izlemistir. Her iki tepki i¢in, “sicaklik*sicaklik” ve
“siire*siire” terimlerinin etkisi negatif olmus, ancak her iki etki de istatistiksel agidan

onemli bulunmustur.

Tablo 4.16: Lipozyme® TL IM enzimi ile katalizlenen reaksiyonlar i¢in lineer ve
kuadratik modellerde geriye doniik eleme sonucunda elde edilen regresyon
katsayilan () ve 6nem dereceleri (P-degeri)

Tepki 1: Tepki 2:
GLA katilimm Oleik asit katilim

Bagimsiz B P-degeri B P-degeri
degiskenler

Kesigim/Sabit 7,83 <0,0001 41,43 <0,0001
Sr 0,73 0,002 1,21 0,011
T -0,43 0,035 0,01 0,990
t 1,76 <0,0001 3,21 <0,0001
t¥t -0,18 0,348 -1,08 0,022
T*t -0,54 0,042 0,21 0,688

Tablo 4.16’dan goriilecegi lizere, Lipozyme® TL IM ile katalizlenen reaksiyonlarda
GLA katilimina 1. derece terimler arasinda sicakligin etkisi negatif olmustur; her iki
tepki icin 1. derece terimlerden siirenin etkisi en dnemli olurken, bunu substrat mol

oran1 ve sicaklik izlemistir. Ikinci derece terimlerden “siire-siire” ve etkilesim
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terimlerinden “sicaklik-siire”nin her iki tepki icin istatistiksel olarak (p<0,05) onemli

oldugu goriilmiistiir.

Lipozyme® RM IM enzimi ile katalizlenen reaksiyonlar i¢in varyans analizi

(ANOVA) sonuglar1 Tablo 4.17°de, Lipozyme® TL IM enzimi ile katalizlenen

reaksiyonlar icin varyans analizi (ANOVA) sonuclar Tablo 4.18’degosterilmektedir.

Tablo 4.17: Lipozyme® RM IM enzimi ile katalizlenen reaksiyonlar icin ANOVA

analizi sonuglari

GLA katihm SD KT KO | Fdegeri | P-degeri | R*;R%g.
Toplam 17 | 152375 | 89,63

Sabit 1 1459,19 | 1459,19

Toplam diizeltilen 16 64,56 4,04

Regresyon 5 5933 | 11,87 | 24,96 0 0.92: 0.88
Hata 11 5,23 0,48

Model yetersizligi 9 4,62 0,51 1,69 0,43

Tekrar hatasi 2 0,61 0,30

Oleik asit katilimi SD KT KO F degeri | P-degeri | R*R’g,.
Toplam 17 | 28212.3 | 1659.55

Sabit 1 28014 | 28014

Toplam diizeltilen 16| 19835 | 12,40

Regresyon 5 186,93 | 37,39 | 36,02 0 0,94; 0,92
Hata 11 11,42 1,04

Model yetersizligi 9 10,75 1,20 3,58 0,24

Tekrar hatasi 2 0,67 0,33

SD: Serbestlik derecesi, KT: Kareler toplami, KO: Kareler ortalamasi, p: Olasilik degeri
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Tablo 4.18: Lipozyme® TL IM enzimi

analizi sonuglari

ile katalizlenen reaksiyonlar icin ANOVA

GLA katihmu SD KT KO F degeri | P-degeri | R*R’g,
Toplam 171 1064,55 62,62

Sabit 1 1004,85 | 1004,85

Toplam diizeltilen 16 59,70 3,73 0.92:
Regresyon > 54,90 1098 | 25.20 0 0.88
Hata 11 4,79 0,44

Model yetersizligi 9 4,37 0,49 2,27 0,34

Tekrar hatasi 2 0,43 0,21

Oleik asit katthom | SD KT KO F degeri | P-degeri | R*;R 4,
Toplam 171 28165,40 | 1656,79

Sabit 11 27965,30 | 27965,30

Toplam diizeltilen 16 200,11 12,51

Regresyon 5 176,61 35,32 16,53 0 %’882;
Hata 11| 2350 2,14 ’
Model yetersizligi 9 20,57 2,29 1,56 0,45

Tekrar hatas1 2 2,93 1,46

SD: Serbestlik derecesi, KT: Kareler toplami, KO: Kareler ortalamast, p: Olasilik degeri

ANOVA analizine gore, Lipozyme® RM IM ve Lipozyme® TL IM ile katalizlenen
reaksiyonlarin F degerleri (Fiodel) (24,96; 36,02; 25,20; 16,53) Frasro (Fs.11) (3,20)
degerinden biiyiik olduklar icin (p<0,05), modellerin tahminleme i¢in uygun oldugu,
ayrica her iki tepki i¢in olusturulan modellerde model yetersizliginin (model
hatasinin) p-degeri>0,05 oldugu i¢in, modellerin elde edilen verilere uygun oldugu
goriilmektedir (Muralidhar ve dig., 2001; Naessens ve dig., 2004; Lumor ve Akoh,
2005; Rao ve dig., 2002; Xu ve dig., 1998; Shieh ve dig., 1995).

Lipozyme® RM IM enzimi ile katalizlenen reaksiyonlarda, iki tepki icin olusturulan
modellerin katsayilari (Rz) ve diizeltilmis katsayilar (deuz.), GLA katilimi icin
sirastyla 0,92 ve 0,88, oleik asit katilimm icin ise sirasiyla 0,88 ve 0,83 olarak
bulunmustur. Lipozyme® TL IM enzimi ile katalizlenen reaksiyonlarda, iki tepki icin
olusturulan modellerin katsayilart (Rz) ve diizeltilmis katsayilari (deuz_), GLA
katilim1 icin sirasiyla 0,92 ve 0,88; oleik asit katilimi i¢in sirasiyla 0,88 ve 0,83

olarak bulunmustur.

Modellerden tahminlenen degerler ile deneyler sonucu gozlenen degerler arasindaki

iliskiler Sekil 4.8. ve Sekil 4.9’da goriillmektedir.
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Tahminlenen Degerler

4 5 6 7 8 9 10 11 12
Gozlenen Degerler

Tahminlenen De gerler

32 34 36 38 40 42 44 46 48
Gozlenen Degerler

Sekil 4.8: Lipozyme® RM IM ile katalizlenen reaksiyonlarda gozlenen degerlere
karsilik modelden tahminlenen degerler arasindaki iliski (A) GLA katilim1 (B) Oleik
asit katilimi
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Tahminlenen Degerler

A S 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Gozlenen Degerler

Tahminlenen De gerler

30 . . . : . . .
B 30 32 34 36 38 40 42 44 46
Gozlenen Degerler

Sekil 4.9: Lipozyme® TL IM ile katalizlenen reaksiyonlarda gozlenen degerlere
karsilik modelden tahminlenen degerler arasindaki iliski (A) GLA katilimi (B) Oleik
asit katilimai.

Bu caligmalarin sonunda modellerden tahminlenen degerler ile deneyler sonucu
gozlenen degerler arasinda lineer iligkinin oldugu, diger bir deyisle ol¢iilen tepkilerin
reaksiyon parametrelerinin birbiriyle iliskisini bagsarili bir sekilde temsil ettigi
goriilmiigtiir (Muralidhar ve dig., 2001; Rao ve dig., 2002; Naessens ve dig., 2004;
Lumor ve Akoh, 2005).
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Lipozyme® RM IM enzimi ile katalizlenen reaksiyonlar sonucunda, GLA ve oleik
asit katilimi icin istatistiksel olarak 6nemli olan 1. derece, 2. derece ve etkilesim

terimleri ile olusturulan model denklemleri asagidaki gibidir:

Y, =10.55-0.0018r + 0.46T +1.74¢t — 0.53T* —1.07¢° 4.2)

Y, =41.09+1.69Sr+1.10T +3.05¢ —0.04T* — 0.57¢° “4.3)

Lipozyme® TL IM enzimi ile katalizlenen reaksiyonlar sonucunda, GLA ve oleik asit
katilimi i¢in istatistiksel olarak 6nemli olan 1. derece, 2. derece ve etkilesim terimleri
ile olusturulan model denklemleri asagidaki gibidir:

Y3 =7.83+0.735r —0.43T +1.761 —0.18t*> —0.54T *1 4.4

4.5
Y4 =41.43+1.21S, +0.01T +3.21¢—1.08¢*> + 0.21T *¢ @3

Y, ve Y3: Tepki (GLA katilimi, %mol)

Y, ve Y4: Tepki (Oleik asit katilimi, %mol)
S, : Substrat mol orani

T: Reaksiyon sicakligi

t: Reaksiyon siiresidir.

4.4.2. Sonuclarm tepki-yiizey izdiisiim grafikleri ile yorumlanmasi

Tripalmitin’in findik yag1 serbest yag asitleri ve GLA ile enzimatik asidoliz
reaksiyonu sonucunda elde edilen iiriiniin GLA ve oleik asit iceriginin, bagimsiz
degiskenlerin etkilesimine gore degisimi tepki-yiizey izdiisim grafikleri ile
incelenmistir.

Sekil 4.10°da Lipozyme® RM IM enzimi ile katalizlenen reaksiyonlar icin GLA
katilimina substrat mol orani-sicakligin etkisi goriilmektedir. Sekil 4.11°de sicaklik-

siire etkisini, Sekil 4.12’de ise substrat mol orani-siire etkisini gosteren izdiigiim

grafikleri yer almaktadir.
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Sekil 4.10: Lipozyme® RM IM enzimi ile katalizlenen reaksiyonlar i¢in, GLA
katilimina substrat mol orani-sicaklik etkisini gosteren izdiisiim grafigi

“Substrat mol oran1” ve sicaklik arasindaki iligkinin verildigi Sekil 4.10’da GLA

katiliminin orta noktadan uzaklastik¢a azaldig goriilmektedir.

30

Sire (saat)
®

16

14

12

10 Il 10
B s

8 s

6 4

50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70=§

Sicaklik (°C)

Sekil 4.11: Lipozyme® RM IM enzimi ile katalizlenen reaksiyonlar icin, GLA
katilimina sicaklik-siire etkisini gosteren izdiigiim grafigi

Sekil 4.11°de reaksiyon sicakligl ve reaksiyon siiresinin artmasiyla GLA katiliminin

arttigr goriilmektedir.
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Sekil 4.12: Lipozyme® RM IM enzimi ile katalizlenen reaksiyonlar i¢in, GLA
katilimina substrat mol orani-siire etkisini gosteren izdiisiim grafigi

Sekil 4.12°de ise GLA katilminin 22 saat reaksiyon siiresinin altinda ve {izerinde
substrat mol oranindan bagimsiz bir sekilde azaldig1 goriilmektedir. Sekil 4.10, 4.11
ve 4.12 izdiisiim grafikleri “maksimum tepki” grafikleri olarak da adlandirilmaktadir

(Montgomery, 1997).

Sekil 4.13’de Lipozyme® RM IM enzimi ile katalizlenen reaksiyonlar i¢in oleik asit
katilimina substrat mol orani-sicaklik etkisi goriilmektedir. Sicaklik-siire ve substrat

mol orani-siire arasindaki iliski ise sirasiyla Sekil 4.14 ve 4.15’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.13: Lipozyme® RM IM enzimi ile katalizlenen reaksiyonlar icin, oleik asit
katilimina substrat mol orani-sicaklik etkisini gosteren izdiisiim grafigi

Sekil 4.13’de oleik asit katilimina substrat mol orami ve sicakligin etkisinin
goriildiigli grafikte, substrat mol orami ve sicakligin arttirilmasi ile oleik asit

katiliminin da arttig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.14: Lipozyme® RM IM enzimi ile katalizlenen reaksiyonlar i¢in, oleik asit
katilimina sicaklik-siire etkisini gosteren izdiigiim grafigi
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Sekil 4.14’den, reaksiyon siiresinin 6-17 saat oldugu kosullarda oleik asit katilimina
sicakliktaki artisin etkisinin olmadigi, reaksiyon siiresinin 17-30 saat oldugu
durumlarda, reaksiyon siiresindeki ve sicakliktaki artis ile birlikte oleik asit

katiliminin da arttig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.15: Lipozyme® RM IM enzimi ile katalizlenen reaksiyonlar i¢in, oleik asit
katilimina substrat mol orani-siire etkisini gosteren izdiisiim grafigi

Sekil 4.15°de ise substrat mol orani ve siire etkilesimleri sonucunda literatiirde “sirt
noktas1” olarak tanimlanan izdiisiim grafikleri elde edilmistir (Montgomery, 1997).
Reaksiyon siiresinin 8-12 saat oldugu durumda oleik asit katilimina substrat mol

oraninin etkisi olmamaktadir.

Tripalmitin’in findik yag1 serbest YA’leri ve GLA ile Lipozyme® TL IM enzimi
katalizorliigiindeki enzimatik asidoliz reaksiyonu sonucu elde edilen iiriiniin GLA ve
oleik asit iceriginin, bagimsiz degiskenlerin etkilesimine gore degisimi tepki-yiizey
izdiigiim grafikleri ile gosterilmektedir. Sekil 4.16’da sicaklik-substrat mol oraninin,
Sekil 4.17°de sicaklik-siire ve Sekil 4.18’de siire-substrat mol oran etkilerinin GLA

katilimina etkileri goriilmektedir.
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Sekil 4.16: Lipozyme® TL IM enzimi ile katalizlenen reaksiyonlar icin, GLA
katilimina substrat mol orani-sicaklik etkisini gosteren izdiisiim grafigi
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Sekil 4.17: Lipozyme® TL IM enzimi ile katalizlenen reaksiyonlar icin, GLA
katilimina sicaklik-siire etkisini gosteren izdiigiim grafigi

Reaksiyon sicakligl ve substrat mol oraninin GLA katilimina etkisinin incelendigi
Sekil 4.16’dan goriilecegi iizere, GLA katilmi diisiik sicakliklarda ve yiiksek

substrat mol oranlarinda daha yiiksek olmustur.
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Sekil 4.17°de sicaklik ve siirenin etkisinin GLA katilimina etkisi incelenmis ve
reaksiyon siiresi 22-24 saat ve reaksiyon sicakligi 55-57°C’de sabit oldugunda,
hedeflenen GLA katthmi (%10) gerceklesmistir. Ayrica, diisiik sicakliklarda

reaksiyon siiresinin arttirllmasiyla GLA katilimi da artmustir.
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Sekil 4.18: Lipozyme® TL IM enzimi ile katalizlenen reaksiyonlar icin, GLA
katilimina substrat mol orani-siire etkisini gosteren izdiisiim grafigi

Sekil 4.18’de substrat mol orani ve reaksiyon siiresinin GLA katilimina etkisi
gosterilmektedir. Bu grafige gore, substrat mol oran1 ve reaksiyon siiresi arttik¢a

GLA miktar1 da artmistir.

Sekil 4.19, Sekil 4.20 ve Sekil 4.21°de Lipozyme® TL IM enzimi ile katalizlenen
reaksiyonlar icin, sirasiyla oleik asit katilimina substrat mol orani-sicaklik, sicaklik-

siire ve substrat mol orani-siire etkisini gosteren izdiisiim grafikleri yer almaktadir.
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Sekil 4.19: Lipozyme® TL IM enzimi ile katalizlenen reaksiyonlar icin, oleik asit
katilimina substrat mol orani-sicaklik etkisini gosteren izdiisiim grafigi
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Sekil 4.20: Lipozyme® TL IM enzimi ile katalizlenen reaksiyonlar icin, oleik asit
katilimina sicaklik-siire etkisini gosteren izdiigiim grafigi

Reaksiyon sicakligi ve substrat mol oraninin oleik asit katilimina etkisi Sekil 4.19°da
gosterilmis olup, hedeflenen oleik asit katilimi yiiksek substrat mol oranlarinda

sicakliktan bagimsiz olarak gerceklesmistir. Reaksiyon siiresinin reaksiyon sicakligi
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ile birlikte oleik asit katilimina etkisinin incelendigi Sekil 4.20’ye gore hedeflenen

oleik asit katilimi yiiksek reaksiyon siirelerinde sicakliktan bagimsiz olarak artmaistir.
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Sekil 4.21: Lipozyme® TL IM enzimi ile katalizlenen reaksiyonlar i¢in, oleik asit
katilimina substrat mol orani-siire etkisini gosteren izdiisiim grafigi

Sekil 4.21°de substrat mol orani ve reaksiyon siiresinin oleik asit katilimina etkisi

gosterilmektedir. Bu grafige gore, substrat mol orani ve reaksiyon siiresi arttik¢a

oleik asit katilimi da artmastir.

Lipozyme® RM IM ve Lipozyme® TL IM enzimleri ile hedeflenen GLA (%10) ve

oleik asit (%45) katilim1 icin Modde 5.0 (Umetrics, Isvec) programi yardimiyla elde

edilen optimum kosullar Tablo 4.19 ve 4.20’de belirtilmistir.

Tablo 4.19: Lipozyme® RM IM enzimi ile katalizlenen reaksiyonlar icin Modde 5.0
(Umetrics, Isveg) programu ile elde edilen optimum kosullar

Deney Se T (°C) t (saat) Tahminlenen Tahminlenen
no (mol/mol) GLA katilim, oleik asit
% mol katilim,
% mol
1 14,8 55 24 10,2 43,1
2 15,6 56 21,3 10,5 43
3 15,6 55,1 22,8 10,3 434
4 16 65 24 11,1 46,3
5 15,4 55,5 22,3 10,4 43,1
6 16 55 21,6 10,2 43,3
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Lipozyme® RM IM ile katalizlenen reaksiyonlar i¢in, hedeflenen GLA (%10) ve
oleik asit (%45) katilimlar1 icin Modde 5.0 (Umetrics, Isveg) programi yardimiyla
belirlenen optimum kosullar: Substrat mol oram “14,8 mol/mol”, reaksiyon sicakligi
“55°C” ve reaksiyon siiresi ‘24 saat” olarak secilmistir. Bu kosullarda modelden

tahminlenen GLA katilim1 %10,2, oleik asit katilim1 ise %43,1°dir.

Tablo 4.20: Lipozyme® TL IM enzimi ile katalizlenen reaksiyonlar icin Modde 5.0

(Umetrics, Isvec) programu ile elde edilen optimum kosullar

Deney Sr T (°C) t (saat) Tahminlenen Tahminlenen
no (mol/mol) GLA katilm, | oleik asit katilimi,
% mol % mol

1 14 55 24 10,4 43,3

2 15,2 58 23,7 10,1 44,1

3 16 59,5 24 10,2 44,7

4 16 63 24 9,6 44,9

5 15,8 58,8 23,5 10,1 44,5

6 16 55 21,6 10,3 44

Lipozyme® TL IM ile katalizlenen reaksiyonlar igin, hedeflenen GLA (%10) ve oleik
asit (%45) katithmlar1 icin Modde 5.0 (Umetrics, Isve¢) programi yardimiyla
belirlenen optimum kosullar: Substrat mol orant “14 mol/mol”, reaksiyon sicaklig
“55°C” ve reaksiyon siiresi “24 saat” olarak secilmistir. Bu kosullarda modelden

tahminlenen GLA katilim1 %10,4, oleik asit katilimi ise %43,3’diir.

4.4.3. Modellerin dogrulanmasi

TYY ile elde olunan modellerin dogrulugunun arastirilmasi igin, interesterifikasyon
reaksiyonlart test tiiplerinde optimum kosullarda gerceklestirilmis ve elde edilen
YY’in YA bilesimi ve sn-2 pozisyonundaki YA bilesimi belirlenmistir. Lipozyme®
RM IM enzimi ile 14,8 mol/mol, 55°C, 24 saat; Lipozyme® TL IM enzimi ile ise 14
mol/mol, 55°C, 24 saat optimum kosullar1 kullamilmistir. Yapilan analizlere ait
sonuclar Tablo 4.21°de belirtilmektedir. Tablo 4.19, Tablo 4.20 ve Tablo 4.21’den
goriilecegi gibi, iiriinlerdeki GLA ve oleik asit miktarlarimin (sirasiyla, %9,7 ve
%43,3; %9,8 ve %43,8) modelden tahminlenen degerlere (%10,2 ve %43,1; %10,4
ve %43,3) oldukc¢a yakin olduklar1 gozlenmistir. Lipozyme® RM IM ile katalizlenen
asidoliz reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen GLA ile zenginlestirilmis YY’da, %43,3
oleik asit, %41,6 palmitik asit, %5,4 linoleik asit ve %9,7 GLA icermis ve palmitik
asidin %74,9’unun da TAG’iin sn-2 pozisyonunda bulundugu belirlenmistir.

Lipozyme® TL IM ile katalizlenen asidoliz reaksiyonlari sonucunda elde edilen GLA
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ile zenginlestirilmis YY’da, %43.8 oleik asit, %40,9 palmitik asit, %5,5 linoleik asit
ve %9,8 GLA icermis ve palmitik asidin %73,9’unun da TAG’iin sn-2 pozisyonunda

bulundugu belirlenmistir.

Tablo 4.21: Optimum kosullarda elde edilen YY’larin YA kompozisyonu (% mol)
ve sn-2 pozisyonundaki YA oranlari (% mol)

Lipozyme® RM IM enzimi ile Lipozyme® TL IM enzimi ile
elde edilen YY elde edilen YY
Yag asitleri YA sn-2 YA sn-2
pozisyonu pozisyonu

16:0 41,6 74,9 40,9 73,9
18:1 43,3 18,1 43,8 19,7
18:2 5,4 2,1 5,5 2,2
18:3n-6 9,7 2,0 9,8 1,4

Her iki enzimin GLA ve oleik asit katilimina etkisini karsilastirmak igin, iki enzim
ile substrat mol orant 16 mol/mol, reaksiyon sicakligi 55°C ve reaksiyon siiresi 21,6

saat reaksiyon kosulu kullanilarak asidoliz tepkimeleri gerceklestirilmistir.

Iki enzimin karsilastirmasi igin yapilan c¢alisma sonucunda, elde edilen YY’larin
GLA ve oleik asit icerikleri birbirine ve modelden tahminlenen degerlere oldukca
yakin bulunmustur. Lipozyme® RM IM ile elde edilen YY % 43,6 oleik asit, %10,1
GLA, Lipozyme® TL IM ile elde edilen YY ise %44,3 oleik asit ve % 10,0 GLA
icermistir. Belirtilen reaksiyon kosullar1 altinda her iki enzim ile benzer YA
bilesimine sahip tiriinler elde edilmis olup bunlarin YA dagilimi1 anne siitii yagina
olduk¢a benzemis ve ayn1 zamanda bebek beslenmesi ve gelisimi i¢in dnemli bir YA

olan GLA ile zenginlestirme saglanmustir.

4.5.“0mega-3 Yag Asitleri ile Zenginlestirilmis Anne Siitii Yagina Benzer
Yapilandirilnis Yaglarin Enzimatik Asidoliz Yoluyla Uretimi: Reaksiyon

Kosullarimin Tepki-Yiizey Yontemi ile Optimizasyonu

EPA ve DHA ile zenginlestirilmis anne siitii yagina benzer YY’larin iiretimi,
tripalmitin, findik yagi serbest YA’leri ve omega-3 YA Kkonsantresi arasinda
enzimatik asidoliz reaksiyonlari ile gerceklestirilmis ve tripalmitine %5 oraninda
omega-3 YA, %40 oraninda oleik asit katithmi hedeflenerek, “Tepki Yiizey
Yontemi” ile reaksiyon kosullarinin optimizasyonu gerceklestirilmistir. Enzimatik

asidoliz tepkimelerinde Lipozyme® RM IM ezimi kullanilmistir.
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4.5.1. Farkl reaksiyon kosullarinin omega-3 yag asitleri ve oleik asit katilim

iizerindeki etkilerinin istatistiksel acidan degerlendirmeleri

3 faktorlii, 5 seviyeli Merkezil Bilesik Deney Tasarimi ve 17 adet deney noktasinda
gozlenen tepkiler (Tepki 1: EPA+DHA katilimi, % mol; Tepki 2: Oleik asit katilima,
% mol) Tablo 4.22’de gosterilmektedir.

Tablo 4.22: Deney tasarimi ve deney noktalarinda gozlenen tepkiler (EPA+DHA ve
oleik asit katilimi)

Bagimsiz degiskenler Tepkiler (katilim, %mol)
Deney S: (mol/mol) | T (°C) t EPA ve DHA Oleik asit

noktasi (saat) katilim katilim
1 12 55 12 3,3 31,1

2 16 55 12 4,2 33,1

3 12 65 12 4,7 34,6

4 16 65 12 4,7 36,8

5 12 55 24 5,3 36,2

6 16 55 24 7,4 41,5

7 12 65 24 6,1 38,2

8 16 65 24 6,6 41,0

9 10,64 60 18 5,8 34,8
10 17,36 60 18 6,3 38,3
11 14 51,59 18 4,9 35,9
12 14 68,41 18 5,1 39,0
13 14 60 7,91 3,7 31,3
14 14 60 28,09 6,9 40,0
15 14 60 18 5,9 38,6
16 14 60 18 5,6 37,4
17 14 60 18 5,9 37,7

Elde edilen tepkiler (Tepki 1: EPA ve DHA katilimi, % mol ; Tepki 2: Oleik asit
katilimi, % mol) i¢in coklu regresyon ve “geriye doniik eleme” yontemi uygulanarak

basarili kuadratik modeller elde edilmistir.

Bagimsiz degiskenler ile bagimli degiskenler arasindaki iliskiye bagli olarak, lineer
ve kuadratik modellerde etkilerin regresyon katsayilar1 (f) ve onem dereceleri (P)
hesaplanmis ve Tablo 4.23’te gosterilmistir. Tablodan goriilecegi gibi, birinci derece
parametreler arasinda reaksiyon siiresi her iki tepki icin de en 6nemli parametre iken,
bunu substrat mol oram ve sicaklik takip etmektedir. Her iki tepki i¢in birinci derece
parametrelerin pozitif yonde etkisi olmustur, ikinci derece parametrelerin ise negatif
yonde etkisi olmustur. Omega-3 YA katilimi igin, sicaklik*sicaklik ve siire*siire

terimleri ve substrat mol orani*sicaklik etkilesim teriminin etkisi 6nemli olmustur.
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Tablo 4.23: Lineer ve kuadratik modellerde geriye doniik eleme sonucunda elde
edilen regresyon katsayilar () ve 6nem dereceleri (P-degeri)

Tepki 1: EPA ve DHA Tepki 2: Oleik asit
katilim katilim

Bagimsiz degiskenler B P-degeri B P-degeri
Kesisim/Sabit 5,88 < 0,0001 37,31 < 0,0001
S; 0,32 0,007 1,33 0,0003
T 0,16 0,103 1,02 0,001

t 1,02 <0,0001 2,63 < 0,0001
T*T -0,33 0,007 -0,003 0,99
t¥t -0,23 0,042 -0,64 0,03
S*T -0,31 0,027 -0,29 0,37
T*t -0,24 0,075 -0,71 0,047

Oleik asit katilimi i¢in ise, ikinci derece parametre olan siire*siire ve etkilesim terimi
olan sicaklik*siire’nin Onemli oldugu goriilmektedir. ANOVA analizi sonuglari
Tablo 4.24°de belirtilmektedir. ANOVA analizi sonuglarina goére, elde edilen
modellerin F degerleri Fpoqe (23,95; 26,65), Frasro (F 709 ) (3,29) (p<0,05)
degerinden biiyiik olduklar1 icin, modellerin tahminleme i¢in uygun oldugu, ayrica
Tablo 4.24’den goriilecegi gibi, iki tepki i¢in olusturulan modellerde model hatasi
degerlerinin p-degerleri (0,194 ve 0,343) >0,05 oldugu icin, modellerin elde edilen
verilere uygun oldugu goriilmektedir (Shieh ve dig., 1995; Xu ve dig., 1998; Xu ve
dig., 2000b; Muralidhar ve dig., 2001; Rao ve dig., 2002, Naessens ve dig., 2004;
Lumor ve Akoh, 2005).

Tablo 4.24: ANOVA analizi sonuglari

SD KT KO | Fdegeri | P-degeri | R ;R%,.
EPA+DHA katilim
Toplam 17 521,96 30,70
Sabit 1 502,22 502,22
Toplam diizeltilen 16 19,74 1,23 0,95;
Regresyon 7 18,73 2,68 23,95 0,000 0,91
Hata 9 1,01 0,11
Model yetersizligi 7 0,95 0,14 4,50 0,194
Tekrar hatasi 2 0,06 0,03
Oleik asit katilimi
Toplam 17 | 23164,60 | 1362,62
Sabit 1 23014,70 | 23014,70
Toplam diizeltilen 16 149,87 9,37 0,95;
Regresyon 7 142,97 20,42 26,65 0,000 0,92
Hata 9 6,90 0,77
Model yetersizligi 7 6,12 0,87 2,24 0,343
Tekrar hatas1 2 0,78 0,39

SD: Serbestlik derecesi, KT: Kareler toplami, KO: Kareler ortalamast, p: Olasilik degeri
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Modellerden tahminlenen degerler ile deneyler sonucu gozlenen degerler arasindaki

iliski Sekil 4.22°de verilmektedir.

Tahminlenen De gerler

3 4 5 6 7 8
A Gozlenen Degerler

Tahminlenen De gerler

30 32 34 36 38 40 42

Gozlenen Degerler

Sekil 4.22: Gozlenen degerlere karsilik modelden tahminlenen degerler arasindaki
iliski (A) EPA ve DHA katilimi (B) Oleik asit katilimi

Sekil 4.22’deki grafiklerden, modellerden tahminlenen degerler ile deneyler sonucu
gozlenen degerler arasinda lineer iliskinin oldugu [EPA+DHA katilimi i¢in R /°=0,95,
oleik asit katilimi ig¢in R,°=0,95], diger bir deyisle olgiilen tepkilerin reaksiyon

parametrelerinin birbiriyle iligkisini basaril1 bir sekilde temsil ettigi goriilmektedir.
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Iki tepki igin olusturulan modellerin katsayilart (R? ve diizeltilmis katsayilar
(R%41,), [EPA+DHA] katilim icin sirasiyla (R;°=0,95, R 4:.°=0,91) ve oleik asit
katilim igin ise (R22:0,95; ngdﬁz_2:0,92) olarak bulunmustur. Ayrica regresyon p-
degerleri <0,001 ve model yetersizliginin (model hatasi) p-degeri >0,05 oldugu i¢in
modellerin deney noktalar i¢in iyi bir sekilde temsil ettigi soylenebilmektedir (Shieh
ve dig., 1995; Xu ve dig., 1998; Muralidhar ve dig., 2001; Rao ve dig., 2002;
Naessens ve dig., 2004; Lumor ve Akoh, 2005).

EPA+DHA katilimi ve oleik asit katilimi igin istatistiksel olarak onemli olan 1.
derece, 2. derece ve etkilesim terimleri ile olusturulan model denklemleri asagidaki

gibidir:
Y, =5.88+0.325 +0.16T +1.02t — 0.337* —0.23t> —0.31S, *T — 0.24T *1 (4.6)

Y, =37.31+1.33S +1.02T +2.63t — 0.0037* — 0.64¢> —0.298 *T —0.717%r (47

Y : Tepki (EPA ve DHA katilimi, %mol)
Y, : Tepki (Oleik asit katilimi, %mol)

S; : Substrat mol orani

T: Reaksiyon sicakligi

t: Reaksiyon siiresidir.

Esitlik 4.6’daki birinci derece sicaklik terimi (T) ©nemli olmamasina ragmen
sicakligin substrat mol orami ile etkilesim terimi ve ayn1 zamanda sicakligin ikinci
derece terimi (T*T) Oonemli oldugu icin denklemde yer almistir. Aym sekilde T*t
etkilesimi de ikinci tepki icin (oleik asit katilimi) 6nemli oldugundan aym esitlikte
yer almistir. Esitlik 4.7°de yine T*T ikinci derece terimi EPA+DHA katilimi i¢in

onemli oldugundan dolay1 denklemde yer almistir.

4.5.2. Sonuclarm tepki-yiizey izdiisiim grafikleri ile yorumlanmasi

Tripalmitin’in findik yag: serbest YA’leri ve omega-3 YA konsantresi ile enzimatik
asidoliz reaksiyonu sonucunda elde edilen {iiriiniin EPA+DHA ve oleik asit igeriginin,
bagimsiz degiskenlerin etkilesimine gore degisimi tepki-yiizey izdiisiim grafikleri ile

gosterilmektedir.

Sekil 4.23, Sekil 4.24 ve Sekil 4.25’de sirasiyla omega-3 katilmina reaksiyon
sicakligi ve substrat mol oraninin, reaksiyon siiresi ve substrat mol oraninin,

reaksiyon siiresi ve reaksiyon sicakliginin etkileri goriilmektedir.
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Sekil 4.23: EPA+DHA katilimina sicaklik-substrat mol orani etkisini gosteren
izdiigiim grafigi

Sekil 4.23’den goriilecegi gibi, substrat mol oram arttikca omega-3 YA katilimi da
artmistir. Calisilan deney kosullarinda reaksiyon sicakliginin 55°C’den ve substrat
mol oraninin 15 mol/mol’den daha diisiik oldugu durumlarda DHA+EPA katilimi

hedeflenen katilimdan (%35) daha diisiik miktarda gerceklesmektedir.

30
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Sekil 4.24: EPA+DHA katilimina siire-substrat mol oran1 etkisini gosteren izdiisiim
grafigi
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Sekil 4.24°de kisa reaksiyon siirelerinde substrat mol oraninin cok fazla etkisinin
olmadigi, omega-3 YA’lerinin katiliminin 18-30 saat arasinda substrat mol oraninin

artmasiyla arttig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.25: EPA+DHA katilimina siire-sicaklik etkisini gosteren izdiigiim grafigi

Sekil 4.25’de ise omega-3 YA katilimi orta noktadan uzaklastikca azalmaktadir. Siire
ve sicakligin EPA+DHA katilimina olan etkilesimlerinden “maksimum tepki” grafigi

elde edilmistir (Montgomery, 1997).

Sekil 4.26, Sekil 4.27 ve Sekil 4.28’de sirasiyla oleik asit katilimina reaksiyon
sicakligt ve substrat mol oraninin, reaksiyon siiresi ve substrat mol oraninin,

reaksiyon siiresi ve reaksiyon sicakliginin etkileri goriilmektedir.
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Sekil 4.26: Oleik katilimina sicaklik-substrat mol orani etkisini gosteren izdiisiim
grafigi
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Sekil 4.27: Oleik katilimina siire-substrat mol orani etkisini gosteren izdiisiim grafigi
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Sekil 4.28: Oleik katilimina siire-sicaklik etkisini gosteren izdiistim grafigi

Sekil 4.26 ve 4.27°den goriilecegi iizere, substrat mol oran1 ve sicakligin, substrat
mol orani ve siirenin oleik asit katilimina olan etkilesimlerinden “maksimum tepki”

grafikleri elde edilmistir (Montgomery, 1997).

Oleik asit katilim1 calisilan araliklarda reaksiyon sicakligi ve substrat mol orani,
reaksiyon siiresi ve substrat mol orani, reaksiyon sicakligi ve reaksiyon siiresi

arttikca artmaktadir.

Ayrica tim grafikler incelendiginde, substrat mol orani, sicaklik ve siirenin hem
omega-3 YA katillmina hem de oleik asit katilimina etkisinin pozitif yonde oldugu

goriilmektedir.

Hedeflenen omega-3 YA (%5) ve oleik asit (%40) katilimi i¢in Modde 5.0
(Umetrics, Isvec) programi yardimiyla elde edilen optimum kosullar: Substrat mol
oran1 “12,4 mol/mol”, reaksiyon sicaklign “55°C” ve reaksiyon siiresi ‘24 saat”
olarak secilmistir. Bu kosullarda modelden tahminlenen EPA+DHA katilimi %35,9,
oleik asit katilimi1 ise %37,7dir.
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4.5.3. Modellerin dogrulanmasi

TYY ile elde olunan modellerin dogrulugunun arastirilmasi icin, interesterifikasyon
reaksiyonlari test tiiplerinde optimum kosullarda (Sr: 12,4 mol/mol, T: 55°C, t: 24
saat) gerceklestirilmis ve elde edilen YY 1n YA bilesimi ve sn-2 pozisyonundaki YA

bilesimi belirlenmistir. Yapilan analizlere ait sonuglar Tablo 4.25’de belirtilmektedir.

Tablo 4.25: Optimum kosullarda elde edilen YY’larin YA kompozisyonu (% mol)
ve sn-2 pozisyonundaki YA oranlari (% mol)

Yag asitleri YA sn-2 pozisyonu
C16:0 45,5 76,6
C18:1 37,5 14,9
C18:2 4.4 2,0
C20:5n-3+ C22:6n-3 6,2 <1,0

Tablo 4.25’den goriilecegi gibi, YY iriindeki EPA+DHA miktar1 %6,2, oleik asit
miktarlar1 ise %37,5 olmustur. Bu degerlerin modelden tahminlenen degerlere yakin
oldugu gozlenmistir. Ayrica palmitik asidin %76,6 oraninda sn-2 pozisyonunda
bulundugu belirlenmistir. TAG’iin sn-2 pozisyonunda biiyiilk oranda bulunan
palmitik asidin, sn-1,3 pozisyonlarinda ise doymamis yag asitlerinin bulunmasi elde
edilen YY 1 hem anne siitii yagina bilesim bakimindan benzerlik gostermesi hem de
absorpsiyon 6zelliklerini tasiyacak olmasi bakimindan 6nemlidir (Innis ve dig., 1995;
Xu, 2000; O’Shea ve dig., 2005). Ayrica elde edilen YY iiriinii, EPA ve DHA ile
zenginlestirildigi i¢in bu iiriiniin EPA ve DHA’in bebek sagligi ve gelismesindeki

olumlu etkilerine de sahip olacagi beklenmektedir.
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5. SONUCLAR

Bu tez calismasi sonucunda, sn-1,3 spesifik lipazlar katalizorliigiinde gerceklesen
interesterifikasyon reaksiyonlar1 ile, anne siitiindeki TAG’lere ¢ok benzer yapida,
ayrica GLA, EPA ve DHA gibi uzun zincirli YA ile de zenginlestirilmis
yapilandirilmis yaglarin laboratuar Olceginde iiretimleri miimkiin olmustur. Bu
siirecte tepki-ylizey yOntemi ile substrat mol orani, reaksiyon sicakligi, reaksiyon
siiresi gibi faktorlerin de reaksiyonlar {izerindeki etkileri incelenmis ve
reaksiyonlarin optimizasyonu gerceklestirilmistir. Bu calismada anne siitii yagi
tiretiminde findik yagi serbest yag asitleri ilk defa substrat olarak kullanilmis, ayrica
Lipozyme® RM IM ve Lipozyme® TL IM enzimleri de ilk defa GLA ile
zenginlestirilmis anne siiti yagina benzer YY’larin iiretiminde kullamlarak, iki

enzimin karsilastirmasi yapilmistir.

Calismanin ilk kisminda, uzun zincirli YA’lerini i¢eren anne siitii yagina benzer YY
eldesinde substrat olarak tripalmitin, findik yag1 SYA ve stearik asit kullanilmas,
asidoliz tepkimeleri Lipozyme® RM enzimi katalizorliigiinde gerceklestirilmistir.
Farkli substrat mol oran1 (1:1,5:0,5; 1:3:0,75; 1:6:1; 1:9:1,25 ve 1:12:1,5), reaksiyon
stcakligr (55, 60, 65°C) ve reaksiyon siirelerinde (3, 6, 12, 24 saat) oleik asidin ve
stearik asidin tripalmitine katilma oranlar1 ve YY’daki oleik/palmitik asit oranlar
belirlenmistir. Reaksiyonlar sonucunda, reaksiyon siiresinin artmasiyla tiim substrat
mol oranlarinda stearik asidin katihimi da artmistir (Sellapan ve Akoh, 2001).
Reaksiyon siiresi ve substrat mol oram arttikca da oleik asit miktar1 ve dolayisiyla

oleik/palmitik asit oran1 artmistir.

Farkli sicaklik ve farkli substrat mol oranlarinin 24 saat reaksiyon siiresi sonundaki
stearik asit, oleik asit katilimi ve oleik/palmitik asit oranina etkileri, “iki yollu
ANOVA” istatistik yontemi ile incelenmistir. Oleik asit katilimi ve oleik/palmitik
asit orani ic¢in incelenen substrat mol oranlarmin ve sicakliklarin ve bunlarin
interaksiyonlarinin p<0,05 olasilik diizeyinde istatistiksel olarak ©6nemli oldugu

goriilmektedir (p<0,05).
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Stearik asit katilimi icin yapilan “iki yollu ANOVA” istatistik yontemi sonucuna
gore ise, sadece substrat mol oran p<0,05 olasilik diizeyinde stearik asit katilim1 i¢in
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Sicaklik ve substrat mol orani ile sicakligin
interaksiyonu p<0,05 olasilik diizeyinde stearik asidin katiliminda istatistiksel olarak

Onemsiz bulunmustur.

En yiiksek stearik asit katilimi 1:3:0,75 S;ninda gerceklesmistir. 24 saat sonunda
oleik/palmitik asit oran1 0,9 ve daha yiiksek olan YY’larin, sn-2 pozisyonundaki YA
kompozisyonlar1 belirlenmistir. Bu YY %42,5’°den fazla miktarlarda oleik asit ve
%7’den fazla miktarlarda stearik asit icermis, Y'Y larin sn-2 pozisyonunda bulunan

palmitik asit miktar1 ise %69,2-76,0 arasinda degismistir.

Calismanin ikinci asamasinda ise, anne siitii yagina benzer YY’lar, tripalmitin ve
findik yagi SYA arasinda gerceklesen enzimatik asidoliz reaksiyonlari ile iiretilmis
ve tepki-ylizey yontemi kullanilarak reaksiyon kosullarinin [substrat mol orani, yag
asitleri/triacilgliserol, mol/mol), reaksiyon sicakligi (T, °C) ve reaksiyon siiresi (t,
saat)] optimizasyonu gerceklestirilmistir. Anne siitii yagina benzer YY eldesinde,
hedeflenen “oleik/palmitik” asit oramin1 (1,25) elde etmek icin gerekli optimum
reaksiyon kosullari 12,2 mol/mol substrat mol orani, 64,5°C sicaklik ve 22,8 saat
reaksiyon olarak bulunmustur. Bu kosullar altinda elde edilen anne siitii yagina
benzer YY %52,1 oleik asit, %39,9 palmitik asit, ve %35,9 linoleik asit icermis ve
palmitik asidin %75,7’sinin de TAG’1n sn-2 pozisyonunda bulundugu belirlenmistir.
Elde edilen optimum kosullar kullanilarak asidoliz reaksiyonlar1 laboratuar 6lgekli
kanstirmali tank tipi biyoreaktorde gerceklestirilmistir. Karigtirmali tank tipi
biyoreaktordeki yapilan iiretim sonucunda elde edilen YY %54,0 oleik asit, %37,2
palmitik asit, ve %7,1 linoleik asit icermis ve palmitik asidin %76,9’u TAG’iin sn-2

pozisyonunda bulunmustur.

Calismanin {i¢iincii asamasinda ise anne siitii yagina benzer YY’larin bebeklerin
saghgl ve gelisimleri agisindan O6nemli bir YA olan GLA ile zenginlestirilmesi
gerceklestirilmistir. Bunun i¢in, tripalmitin, findik yagi SYA ve hodan yagindan “iire
fraksiyonlama” yontemi ile elde edilen GLA konsantresi arasinda enzimatik asidoliz
reaksiyonlart ile gerceklestirilmis ve tripalmitine %10 GLA ve %45 oleik asit
katilim1 hedeflenerek, “Tepki Yiizey Yontemi” (TYY) ile reaksiyon kosullarinin
optimizasyonu gerceklestirilmistir. Enzimatik asidoliz tepkimelerinde Lipozyme®

RM IM ve Lipozyme® TL IM enzimleri kullanilmis ve bu iki enzimin GLA ile
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zenginlestirilmis anne siitli yagina benzer YY’larin iiretimi iizerindeki etkileri

karsilastirilmistir.

Lipozyme® RM IM ile katalizlenen reaksiyonlar i¢in, hedeflenen GLA (%10) ve
oleik asit (%45) katilimlar i¢in optimum kosullar substrat mol orani 14,8 mol/mol,
reaksiyon sicakligi 55°C ve reaksiyon siiresi 24 saat olarak bulunmustur. Bu
kosullarda iiretilen YY %43,3 oleik asit, %41,6 palmitik asit, %5,4 linoleik asit ve
%9,7 GLA igcermis ve palmitik asidin %74,9’unun da TAG’iin sn-2 pozisyonunda
bulundugu belirlenmistir. Lipozyme® TL IM ile katalizlenen reaksiyonlar i¢in ise,
optimum kosullar substrat mol orami 14 mol/mol, reaksiyon sicakligi 55°C ve
reaksiyon siiresi 24 saat olarak belirlenmistir. Bu kosullarda elde edilen YY %43,8
oleik asit, %40,9 palmitik asit, %35,5 linolenik asit ve %9,8 GLA ig¢ermis ve palmitik

asidin %73,9’unun da TAG’iin sn-2 pozisyonunda bulundugu belirlenmistir.

Iki enzimin GLA ve oleik asit katilimina etkisini karsilastirmak icin, her iki enzim
substrat mol oram1 16 mol/mol, reaksiyon sicakligi 55°C ve reaksiyon siiresi 21,6
saat reaksiyon kosulu kullanilarak asidoliz reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir.
Lipozyme® RM IM ile elde edilen YY %43,6 oleik asit, %10,1 GLA, Lipozyme® TL
IM ile elde edilen YY ise %44,3 oleik asit ve % 10,0 GLA icermistir. Sonug olarak,
belirtilen reaksiyon kosullar1 altinda her iki enzim ile benzer YA kompozisyonuna

sahip iiriin elde edilmistir.

Viicutta hizla DGLA’e ve ardindan prostaglandin E1 (PGE1) ve 15-OH DGLA gibi
bagisiklik saglayan ve iltihaplanmayi Onleyici hormonlara doniisen GLA’in de
bilinen saglik iizerine etkileri ve AA’m Onciisii olmas1 nedeniyle Y'Y lara eklenmesi
ve bebek mamalarinda potansiyel kullanim alanina sahip olmasi bebek beslenmesi ve

saghig acisindan 6nemli bir gelismedir.

Calismanin dordiincii asamasinda ise, anne siitii yagina benzer YY’larin EPA ve
amagla, tripalmitin, findik yag1 serbest YA’leri ve menhaden balik yagindan ‘“iire
fraksiyonlama” yontemi ile elde edilen omega-3 YA konsantresi arasinda Lipozyme®
RM IM enzimi varliginda enzimatik asidoliz reaksiyonlar1 gerceklestirilmis ve
tripalmitine %5 omega-3 YA, %40 oleik asit katilim hedeflenerek, “Tepki Yiizey
Yontemi” (TYY) ile reaksiyon kosullarinin optimizasyonu gergeklestirilmistir.
Optimizasyon c¢aligmalar1 sonucunda hedeflenen omega-3 YA (%5) ve oleik asit

(%40) katilimi icin gerekli optimum kosullar: Substrat mol orani “12,4 mol/mol”,
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reaksiyon sicaklign “55°C” ve reaksiyon siiresi ‘24 saat” olarak bulunmustur. Bu
kosullarda elde edilen YY iiriiniindeki EPA+DHA miktan %6,2, oleik asit miktari
%37,5, palmitik asit miktar1 %45,5 ve linoleik asit miktar1 %4,4 olmustur. Ayrica
elde edilen YY 1n sn-2 pozisyonunda %76,6 oraninda palmitik asit n-2 pozisyonunda

bulunmustur.

Her dort calismanin sonucunda elde edilen YY’larin sn-2 pozisyonundaki YA
kompozisyonu anne siitii yaginin sn-2 pozisyonunun YA kompozisyonuna oldukca
yakin bulunmustur. YY’larin sn-1 ve sn-3 pozisyonlarinda doymamis Y A’lerinin, sn-
2 pozisyonunda ise yiiksek miktarlarda palmitik asidin bulunmasi bebek beslenmesi,
yag asidi absorpsiyonu ve bebeklerin kemik gelisimi acisindan olduk¢a onemli bir
husustur (Innis ve dig., 1995; Jensen, 2001). Bu nedenle, anne siitii yag:
kompozisyonuna benzer kompozisyona sahip, ayn1 zamanda bebeklerin beslenmesi
ve gelisimi agisindan gerekli olan olan Y A’lerini dogru miktarlarda ve pozisyonlarda

iceren Y'Y larin iiretimi nem kazanmaktadir.

Ayrica GLA, EPA ve DHA ile zenginlestirilmis anne siitii yagina benzer Y'Y lar hem
s6zkonusu yag asitlerinin bebek sagligi ve gelismesindeki olumlu etkilerini hem de
anne siitiiniin absorpsiyon karakteristikleri/YA bilesimini iiriine kazandirmak icin
basariyla tiretilmistir. Bu tiriinlerin endiistriyel dlgekte tiretimleri bebek mamalarinin
formiilasyonlarinda bebek beslenmesi ve gelisimi i¢in ¢ok degerli bilesenler olarak

kullanilmalarina olanak saglayacaktir.
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