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Gamma-linolenik asit ile zenginlestirilmis anne siitii yagina

benzer yapilandirilmis yaglarin tiretimi

Nese SAHIN YESILCUBUK', Artemis KARAALI
ITU Fen Bilimleri Enstitiisii, Gida Miihendisligi Programi, 34469, Ayazaga, Istanbul

Ozet

Anne siitii yagina benzer yapilandirilmis yaglarin (YY) bitkisel kaynakl yaglardan spesifik lipaz
enzimlerinin katalizledigi interesterifikasyon (asidoliz) tepkimeleri ile tiretilmeleri miimkiin olmak-
tadir. Bu ¢calismada gamma-linolenik asit (GLA) ile zenginlestirilmis anne siitii yagina benzer
YY’larin tripalmitin, findik yagi serbest yag asitleri (SYA) ve hodan (boraj) yagindan elde edilen
GLA konsantresi arasinda gergeklestirilen enzimatik asidoliz tepkimeleri ile iiretilmesi ve tepki-
yiizey yontemi (TYY) ile reaksiyon kosullarimin optimizasyonu amag¢lanmistir. Enzimatik asidoliz
tepkimelerinde Rhizomucor miehei’den elde edilen ve bir sn-1,3 spesifik lipaz enzimi olan
Lipozyme®™ RM IM kullamlmistir. Tepki-yiizey yonteminde secilmis farkli faktorlerin etkilerinin in-
celenmesi ve optimum kogullarin belirlenmesi amacuyla, 5 seviyeli Merkezil Bilesik Deney Tasarimi
(CCD) kullanilmig ve "substrat mol orani (Toplam yag asitleri/Triagilgliserol, Sr)", "reaksiyon si-
cakligi (T, °C)" ve "reaksiyon siiresi (t, saat)" degisken faktorler olarak secilmistir. Reaksiyonlar
sonucunda segilen tepkiler [oleik asit miktar: (%) ve GLA miktari (%)] igin, “coklu regresyon” ve
“geriye doniik eleme” yontemleri uygulanarak basari kuadratik modeller elde edilmistir. Hedefle-
nen ozellikte iiriin (%10 oraninda GLA, %45 oraninda oleik asit iceren) elde etmek igin gerekli op-
timum kosullar [Sr: 14.8 mol/mol, T: 55°C ve t: 24 saat] olarak bulunmustur. Bu kosullarda mode-
lin dogrulugu deneysel olarak da kontrol edilmis ve ¢alisma sonucunda bebek beslenmesi ve sagligt
agisindan onemli etkileri olan GLA ile zenginlestirilmis ve anne siitii yagi ile benzer absorpsiyon
ozelliklerine ve yag asidi kompozisyonuna sahip bir YY n iiretimi miimkiin olmustur.

Anahtar Kelimeler: Yapilandiriimis yag, anne siitii yagi, gamma-linolenik asit, enzimatik asidoliz,
tepki yiizey yontemi.
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Lipase-catalyzed production of Human
Milk Fat Substitutes (HMFYS)
containing gamma-linolenic acid

Extended abstract

Breast milk is the main and most preferred source of
nutrients for infants and human milk fat (HMF) is its
component which supplies the highest fraction of the
infant's required dietary energy. Human milks are
characterized by the dominance of triacylglycerols
(TAG) (more than 98% of HMF) where the satu-
rated 16-carbon palmitic acid (C16:0) (20-30%) is
in the sn-2 position (60-70%) of the glycerol back-
bone, the sn-1 and sn-3 positions are being taken by
unsaturated fatty acids (FA). 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 absorp-
tion and efficient use of dietary energy was the result
of this specific position of these fatty acids in tria-
cylglycerol (TAG) moiety.

Structured lipids (SL) resembling TAGs of human
milk fat can be produced by interesterification from
vegetable oils, using sn-1,3 specific lipases as bio-
catalyst and such TAG can be used in infant food
formulations.

There has also been a great interest for the sup-
plementation of infant formulas with FA such as
gamma-linolenic acid (GLA). In infant formulae,
GLA-containing oil, especially borage oil is used
for its health benefits and for its antagonist action
on arachidonic acid (AA) metabolism. Since GLA
is rapidly elongated to di-homo gamma-linolenic
acid (DGLA) and subsequently A5-desaturated to
AA and is also cheaper and easier to produce than
AA, an alternative way for supplementation of in-
fant formulas with AA is to use GLA instead of
highly active AA. Human milk fat substitutes
(HMFS) containing GLA can be produced by en-
zymatic interesterification reactions. These formu-
lae are also helpful where A6-desaturase enzyme
is insufficient.

The purpose of the present work was to synthesize
SLs resembling HMF enriched with GLA by enzy-
matic acidolysis reactions between tripalmitin, ha-
zelnut oil FA and GLA in n-hexane. Commercially
immobilized 1,3 specific lipase, Lipozyme®™ RM IM,
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obtained from Rhizomucor michei, was used as the
biocatalyst for the acidolysis reactions. Moreover it
was aimed to model and optimize the reaction condi-
tions via response surface methodology (RSM). For
this purpose central composite design (CCD) with
five levels and three factors, substrate molar ratio
(Total FA/TAG, S,)", "reaction temperature (T, °C)"
and "reaction time (t, hour)" were used. The reac-
tions were optimized considering target GLA and
oleic acid incorporation.

Good quadratic models were obtained for the incor-
poration of GLA (response 1) and oleic acid (re-
sponse 2) by "multiple regression" and "backward
elimination". The determination coefficient (R’) val-
ues for the models were found to be 0.92 and 0.94.
Based on the experimental results, the regression
coefficients (p) and significance (P) values were cal-
culated. Among first order parameters substrate mo-
lar ratio had negative effect on the oleic acid incor-
poration. Time was the most significant first order
parameter followed by temperature and substrate
molar ratio for GLA incorporation. For both re-
sponses, second order parameters, tempera-
ture*temperature and time*time had negative effects
and were found to be significant. The predicted val-
ues obtained from the models had a linear relation-
ship with the observed values which indicates that
the generated models adequately represent the rela-
tionship between the response and reaction
parameters.

The optimal conditions generated from the models
for the targeted GLA (10%) and oleic acid (45%)
incorporation were: 14.8 mol/mol, 55°C and 24 h
for substrate molar ratio, reaction temperature and
reaction time, respectively. Models were verified
using the optimal conditions obtained with RSM.
The SL resembling HMFS contained palmitic acid
at 73.9 %, which is also close to that of HMF. In
this study, a HMFS product containing GLA was
successfully produced having both the associated
health benefits of GLA and similar fatty acid com-
position as well as similar absorption characteris-
tics with human milk fat. This SL may be an impor-
tant ingredient for commercial use in infant for-
mula and contribute to the infant’s nutrition and
development.

Keywords: Structured lipids, human milk fat,
gamma-linolenic acid, enzymatic acidolyis, response
surface methodology.
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Giris

Yapilandirilmis yaglar (YY), gliserol molekiilii-
nilin yag asitlerinin dogal pozisyonu degistiril-
mis veya uzun zincirli ¢oklu doymamis
(CDYA) veya orta zincirli yag asitleri spesifik
olarak yerlestirilmek suretiyle yag asidi profili
degistirilmis triacilgliserol’ler (TAG) veya yeni
TAG eldesi i¢in sentezlenen TAG’ler olarak ta-
nimlanmaktadir (Akoh, 2002; Akoh vd., 2002).

Lipaz enzimlerinin katalizorligiinde gercekle-
sen enzimatik interesterifikasyon modifikas-
yonlart ile, kakao yag1 ikameleri, anne siitli ya-
gina benzer yapilandirilmis TAG’ler, kismi
acilgliseroller, zenginlestirilmis yaglar, kalorisi
azaltilmis yaglar, ve cesitli lipit tirtinlerinin {ire-
timi miimkiin olabilmektedir (Sahin vd., 2003).

Yeni dogan bebekler icin anne siitii, hiicreleri
icin gerekli olan yapisal komponentleri ve ener-
Jjiyi saglayan tek dogal besin kaynagidir. Bu ne-
denle, bebek beslenmesi ve gelisimi agisindan
anne siitliniin son derece 6nemli oldugu bilin-
mektedir. Anne siitii yaklasik olarak %3-5 ora-
ninda yag icermektedir. Anne siitiiniin en énem-
li bileseni olan yagin gliserol molekiiliindeki
0zglin yag asidi dizilimi bitkisel ve hayvansal
yaglardan oldukga farklidir. Anne siitii bilesimi
beslenme, laktasyon (emzirme) devresi, irk, ge-
netik Ozellikler ve mevsim gibi birgok faktore
bagl olarak degisim gosterse de genel olarak
oleik (%30-35), palmitik (%20-30), ve linoleik
asitge (%7-14) zengin TAG karisimidir (Jensen,
2001). Anne siitiinde bulunan TAG’ler, anne
slitiiniin toplam yag asitlerinin %20-25’ini olus-
turan 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 siitii yaginda goriil-
mektedir. Yaglarin bagirsaklarda sindirimi sira-
sinda 1,3 spesifik enzim olan pankreaz enzimi
rol almaktadir. Sindirim esnasinda bu lipaz en-
zimi beslenme yoluyla alinan TAG molekiilleri-
nin 1. ve 3. pozisyonlarinda yer alan yag asitle-
rini hidroliz etmekte ve bu hidroliz sonucunda
2-monoagilgliseroller (2-MAG) ve TAG’iin 1.
ve 3. pozisyonundan ayrilan yag asitleri karisimi
olusmaktadir. A¢iga c¢ikan yag asitlerinin biiyiik

62

bir kismu siitte bulunan kalsiyum iyonlari ile sa-
bun olusturarak atilmaktadir. Bu durum bebek-
lerde hem enerji kaybina hem de iskelet siste-
minin gelisimi i¢in gerekli olan kalsiyum gibi
minerallerin kaybina neden olmaktadir. Oysa,
anne siitlinde sn-2 pozisyonunda yer alan palmi-
tik asit sindirim sirasinda korunmakta ve 2-
MAG olarak absorplanmakta oldugu i¢in, anne
siitii ile beslenen bebeklerde kalsiyum sabunu
olusumu hemen hi¢ goézlenmemektedir (Innis
vd., 1995; Innis vd., 1998; Lopez-Lopez vd.,
2001; Akoh ve Xu, 2002). Geleneksel ticari be-
bek mamalarinda kullanilan bitkisel kaynakli
yaglarda, palmitik asidin %80’inden fazlas
TAG’lerin 1. ve 3. pozisyonunda yer almakta ve
bebegin mamay1 sindirimi sirasinda, palmitik
asit ve stearik asit gibi serbest yag asitleri ile
coziinmeyen kalsiyum sabunlar1 olugturmaktadir
(Innis vd., 1995; Innis vd.,1998; Xu, 2000). Oy-
sa, anne siitli ile beslenemeyen bebeklerin ma-
malarinda kullanilan yaglarin yapisinda, anne
siiti yagina benzer sekilde, 2. pozisyonunda
palmitik asit ylizdesi yliksek TAG’ler bulunmasi
durumunda kalsiyum absorpsiyonu artmaktadir
(Carnielli vd.,1996). Palmitik asidi ytliksek mik-
tarlarda iceren ve TAG molekiiliindeki pozisyo-
nu spesifik olarak belirtilmeyen formiillerle bes-
lenen yeni dogmus bebeklerde kalsiyum
absorpsiyonu alinan miktarin sadece %6’s1 ka-
dar gerceklesirken, anne siitiiyle beslenen be-
beklerde bu oran %51 e yiikselmistir. Bu neden-
le anne siitii yaginin 6zgiin YA dizilimi bebek
beslenmesi ve gelisimi agisindan biiylik 6nem
tasimaktadir (Lopez- Lopez vd., 2001).

Gamma-linolenik asit (GLA) (18:3n-6), linoleik
asidin (LA, 18:2n-6) A6-desaturazla olusturdu-
gu iirilinii olup, viicutta olustuktan sonra hizla di-
homo v-linolenik aside (DGLA, 20:3n-6) do-
niismektedir. DGLA, prostaglandin E1 (PGE1)
ve 15-OH DGLA gibi, bagisiklik saglayan ve
enflamatuar hastaliklar1 6nleyici hormonlarin
onciisii olan bir yag asididir. DGLA AS-
desaturaz enzimi ile arasidonik aside (AA,
20:4n-6) dontismektedir. GLA’in seker hastali-
&1, yuksek tansiyon, kanser, sikleroz, sizofreni,
osteoporoz kardiyovaskiiler hastaliklar, cilt has-
taliklari, alerji, enflamatuar hastaliklar gibi bir-
cok hastalik iizerine olumlu etki gosterdigi, bun-
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larin yanisira LDL kolesterolii ve serum TAG
seviyesini diisirmede, HDL kolesterolii yiik-
seltmede, plak olusumunu 6nlemede olumlu et-
kisinin oldugu yapilan klinik ¢aligmalar sonu-
cunda iddia edilmistir (Engler vd., 1992; Elliot
vd., 1998; Senanayake ve Shahidi, 1999;
Clough, 2001; Lumor ve Akoh, 2005). GLA’in,
ayni zamanda beynin gri kisminda ve retinanin
yapisinda bulunan, hiicrelerin haberlesmesinde
ikinci haberci olarak gorev yapan AA’in viicutta
yapiminda 6nemli gérevinin oldugu da belirtil-
mektedir (Wainwright vd., 2001). Bu nedenler-
den dolay1, GLA igeren bitkisel yaglarin fiziksel
olarak bebek mamasi formiilasyonlarina eklen-
mesi son yillarda 6nem kazanmistir.

Bebek mamasi formiilasyonlarinda 6zellikle
GLA’1 yiiksek miktarda i¢eren hodan yag1 sag-
lik lizerine iddia edilen etkileri ve AA metabo-
lizmas1 iizerindeki antogonist etkisi nedeniyle
kullanilmaktadir. GLA hizla DGLA ve ardindan
AA’e doniistiigii i¢cin ve ayrica AA’e gére hem
daha giivenli ve ucuz, hem de iiretimi daha ko-
lay oldugu icin GLA’in AA’e alternatif olarak
bebek mamalarinda kullanimi Onerilmektedir
(Shimada vd., 1999; Kawashima vd., 2002;
Watkins ve German, 2002; Fewtrell vd., 2004;
Redden vd., 1998). Lipaz katalizorliigiinde ger-
ceklesen enzimatik interesterifikasyon reaksi-
yonlar1 ile fiziksel karigim hazirhigina gerek
kalmadan, GLA ile zenginlestirilmis anne siitii
yagina benzer yapilandirilmis yaglarin tiretilme-
leri miimkiin olmaktadir. Bu {riinler A6-
desaturaz enziminin yetersiz oldugu durumlarda
da yararli olmaktadir (Croizer vd., 1996).

Bu c¢alismada, iilkemiz i¢in tasidigr ekonomik
Oneminin yanisira saglik {izerine olumlu etkilere
sahip olan findik yagi kullanilarak sn-1,3 spesi-
fik lipaz enzimi katalizorliigiinde gerceklestiri-
len enzimatik asidoliz tepkimeleri ile anne siitii
yagina benzer yapida, ve ayrica GLA ile zengin-
lestirilmis, bebekler i¢in daha faydali fonksiyo-
nel Ozelliklerde YY’larin iiretilmesi amaglan-
mistir. Calismada ayrica tepki-ylizey yontemi
kullanarak reaksiyon kosullarinin (substrat mol
orani, reaksiyon sicakligi ve reaksiyon siiresi)
optimizasyonu ve modellenmesi de amaglan-
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mistir. Ulkemiz igin biiyiik ticari oneme sahip
olmasiin yanisira saglik agisindan da Onemli
bilesikleri iceren findik yaginin bu c¢alismada
kullanilmasi, gerek bu alandaki ¢alismalarin il-
kini olusturmasi gerekse diinyanin onde gelen
findik iireticisi konumunda olan iilkemiz eko-
nomisi agisindan onemlidir.

Materyal ve yontem

Kullanilan rafine findik yag1 yerel marketlerden,
tripalmitin (gliserol tripalmitat, minimum saflik
% 85), hodan yag1, ve sn-2 pozisyon analizinde
kullanilan pankreatik lipaz enzimi Sigma (St
Louis, MO) firmasindan temin edilmistir.
Immobilize 1,3 spesifik lipaz enzimi olan
Lipozyme® RM IM Novo Nordisk A/S
(Bagsvaerd, Danimarka) firmasindan satin
alimmistir. Kullanilan organik ¢dzgenler ve ince
tabaka kromatografisinde (TLC) kullanilan
20x20 cm boyutundaki plakalar sirasiyla J.T.
Baker Chemical Co. (Phillipsburg, NJ) ve
Fisher Scientific (Norcross, GA) firmalarindan
satin almmistir. Calismalarda kullanilan tim
cozelti ve kimyasallar kromatografik ve/veya
analitik safliktadir.

Findik yagi ve hodan yagindan serbest yag
asitlerinin eldesi

Findik yag1 ve hodan yagindan serbest yag asit-
lerinin eldesinde Senanayake ve Shahidi
(1999)’nin uyguladigr yontem kullanilmistir. Bu
yonteme gore 25 g yag, 5.75 g KOH, 11 ml su
ve 66 ml % 95’lik sulu etanol (hacim/hacim)
karigimi kullanilarak 1 saat boyunca 60°C’de
geri sogutucu altinda sabunlagtirilmigtir. Siire
sonunda karisima 50 ml distile su eklenmis ve
ortamdan sabunlagmayan maddelerin uzaklasti-
rilmasi i¢in, karistm ayirma hunisinde iki kez
100 ml hekzan ile c¢alkalanmistir. Sabunlasan
kismi igeren sulu fraksiyon 3 N HCI ile pH=1
olana dek asitlendirilmistir. Daha sonra karigim
ayirma hunisine alinmis ve agiga ¢ikan yag asit-
leri 50 ml hekzan ile ekstrakte edilmistir.
Hekzan faz1 susuz sodyum siilfat ile kurutulduk-
tan sonra doner buharlagtiricida 40°C’deki su
banyosunda uzaklagtirilmistir. Elde edilen findik
yagt ve hodan yagi SYA kullanima dek -
85°C’deki dondurucuda saklanmaistir.
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Hodan yagindan “iire fraksiyonlama”
yontemi ile gamma-linolenik asit konsantresi
eldesi

Hodan yagindan GLA konsantresi eldesinde
Spurvey ve Shahidi (2000)’nin uyguladig1 yon-
tem kullanilmistir. Bu yonteme gore, hodan ya-
gindan elde edilen SYA (10 g), iire ve etanol,
“yag asidi:lire:etanol” oranm1 1:3.7:20 olacak se-
kilde 60°C’de geri sogutucu altinda karigim ho-
mojen bir hal alincaya dek (1 saat boyunca) ka-
ristirilmustir. Siire sonunda karisim buzdolabinda
0-4°C’de 16 saat tutularak kristallendirilmistir.
Doymus ve tekli doymamis yag asitleri tire kris-
talleri olusturmustur. Kristalizasyon sonrasinda
coklu doymamis yag asitlerini igeren karigim
vakum uygulanarak siiziilmiis ve iire kristalleri
25 ml etanol ile yikanmistir. Filtrata esit hacim-
de su eklenerek 6 N HCI ile pH 4-5 olana dek
asitlendirilmistir. Karigima esit hacimde hekzan
eklenerek 1 saat boyunca karistirilmis ve bir
ayirma hunisine aktarilarak coklu doymamis
yag asitlerini igeren hekzan fazi, iire igeren su
fazindan ayrilmistir. Hekzan fazi, iginde kalabi-
lecek iireyi ayirmak icin Once distile suyla yi-
kanmig, sonra susuz sodyum siilfat ile kurutul-
mustur. Doner  buharlastirict  kullanarak,
40°C’de hekzanin uzaklastirilmasinin ardindan
ornek kullanima dek -85°C’deki dondurucuda
saklanmistir.

Interesterifikasyon (Asidoliz) reaksiyonu
Interesterifikasyon igin hazirlanan reaksiyon
karigimlart 3 ml hekzan, tripalmitin, findik YA
ve GLA konsantresinin farkli substrat mol oran-
larindan olusmustur. Findik yagi SYA ve GLA
karisimi hazirlamak i¢in, findik yagi SYA GLA
konsantresi ile 3:1 (agirlik/agirlik) oraninda ka-
ristirilmustir. Lipozyme® RM IM enzimi toplam
substrat miktarinin % 10’u olacak sekilde tarti-
larak reaksiyon karisimlarina eklenmistir.
Inkiibasyon, kapakl test tiiplerinde ve galkala-
ma hiz1 200 rpm olarak ayarlanmis ¢alkalamali
su banyosu (New Brunswick Scientific, ABD)
kullanilarak yapilmigtir. Biitiin reaksiyonlar 2
paralel olacak sekilde gerceklestirilmis ve so-
nuglarin ortalamalar1 alinmistir.

Tepki yiizey yontemi ve deneysel tasarim
Yapilandirilmig yaglarin iiretiminde enzimatik
asidoliz reaksiyonlar1 kullanilmis olup, bu reak-

siyonlarin lizerinde “substrat-mol oran1”, “reak-
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siyon sicakligi” ve “reaksiyon siiresi” faktorle-
rinin etkisinin incelenmesi ve optimum kosulla-
rin belirlenmesi amaciyla deneysel tasarim uy-
gulamasindan yararlanilmig, bunun igin Tepki-
Yiizey Yontemi kullanilmistir. Bu amagcla, fak-
tor kombinasyonlari, 3 faktorlii, 5 seviyeli
Merkezil Bilesik Deney Tasarimi’nda Modde
5.0 (Umetrics, Isveg) paket programu kullanila-
rak olusturulmustur.

Secilen 3 faktor ve limit degerleri:
-Substrat-mol ~ oranm1 (S,
ri/triagilgliserol, mol/mol) [12-16],
-Reaksiyon sicakligi (T, °C) [55-65°C] ve
-Reaksiyon siiresi (t, saat) [12-24 saat]’dir.

yag  asitle-

Merkezil Bilesik Deney tasariminda belirlenen
bagimsiz degiskenler ve belirlenen noktalardaki
kodlara karsilik gelen degerler Tablo 1°de
gosterilmektedir.

Interesterifikasyon reaksiyonlar1 igin 3’ii mer-
kez noktast olmak iizere toplam 17 adet deney
noktasi olusturulmus ve biitlin tasarim noktala-
rinda  2’ser  paralel deney  yapilmistir
(Montgomery, 1997; Myers ve Montgomery,
2002).

Tablo 1. Merkezil Bilesik Deney tasariminda
belirlenen bagimsiz degiskenler ve belirlenen
noktalardaki kodlara karsilik gelen degerler

Bagimsiz Kullanilan Seviyeler ve
Degiskenler Degerleri
- -1 0 1 o
Sr 10,6 12 14 16 17.4
T 51.6 55 60 65 684
t 7.9 12 18 24 28.1

Reaksiyon iiriinlerinin analizi

-Ince tabaka kromatografisi ile analiz

Asidoliz reaksiyonu sonucunda reaksiyon kari-
simi1, susuz sodyum siilfat kolondan filtre edile-
rek iriiniin icermekte oldugu enzim ve nem
uzaklastirllmistir. 50 pL  reaksiyon iirlini
Silikajel G ile kapli TLC plakalarma (20x20
cm) uygulanmistir. Ornekler ince tabakaya dam-
latildiktan sonra petrol eteri:dietil eter:asetik asit
(80:20:0.5, hacimce) ¢Ozgen sistemiyle gelisti-
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rilmistir.  Daha  sonra  tabakalara  2,7-
diklorofloresin’in metanoldeki % 0.2’lik ¢ozel-
tisi piskiirtiilmiis ve TAG bandi UV lambasi
altinda goriiniir hale getirildikten sonra plakadan
spatiille kazinarak kapakli tiiplere aktarilmistir
(Jennings ve Akoh, 1999).

-Yag asidi metil esterlerinin hazirlanmasi

TAG bandlarina 3 ml metanol ile hazirlanmis
%6’lik HCl1 c¢ozeltisi eklenerek 70-80°C’deki
etlivde 2 saat siireyle metillendirilmis ve daha
sonra yag asitleri metil esterleri (YAME) 2 kez
2 ml hekzan ve 1 ml KCI ile ekstrakte edilmis-
tir. YAME susuz sodyum siilfat kolondan gegi-
rilerek icerdigi nem uzaklastirilmis ve hekzan
miktar1 0.5 ml oluncaya dek azot kurutucuda
azot gazi altinda ugurulmustur (Jennings ve
Akoh, 1999).

-Yag asitlerinin gaz kromatografisi ile analizi
Calismada kullanilan substratlarin reaksiyon
tiriinlerinin yag asidi bilesimleri kapiler gaz-sivi
kromatografisi  yontemi  (GSK) (Agilent
Technologies 6890N) ile tespit edilmistir. 30 m
uzunluguna ve 0.25 mm i¢ ¢apina sahip, J&W
Scientific DB-225 (J&W Scientific, Folsom,
CA) kolonu kullanilmigtir. Alev iyonizasyon
dedektoru kullanilmis ve dagitmasiz modda ca-
lisilmigtir. Enjektor ve dedektor sicakliklar si-
rastyla 250 ve 260°C olarak ayarlanmistir. Ko-
lon sicaklig1 150°C’de 3 dk daha sonra 10°C/dk
sicaklik programiyla kademeli olarak 215°C’ye
kadar arttirilmis ve 215°C’de 10 dk bekletilmis-
tir. 1 uL ornek enjekte edilmis ve analiz sonug-
lar1 yag asidi metil esterlerinin % mol miktarlar
olarak belirtilmistir. Bunun i¢in C17:0 i¢ stan-
dardi kullanilarak bilgisayar programi yardimiy-
la hesaplamalar yapilmistir.

-Sn-2 pozisyonundaki yag asitlerinin analizi

TLC plakasindan kazinan TAG bandi 2 kez 2
ml dietil eter ile ekstrakte edilmis ve dietil eter
azot gazi altinda uzaklastirildiktan sonra saf
TAG elde edilmigstir. 8 mg saf pankreatik lipaz,
1 ml Tris tamponu (pH 8.0), 0.25 ml safra tuzla-
1 (% 0.05), 0.1 ml kalsiyum kloriir (% 2.2) saf
TAG ekstraktina eklenmistir. Karisim 40°C’deki
su banyosunda 3 dk tutulmus, reaksiyonun son-
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landirilmasi 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 ul olana dek
azot gazi altinda solvent uzaklastirilmistir ve
timi Silika jel G ile kapli TLC plakalarina
spotlanmistir. Plakalar hekzan/dietil eter/asetik
asit (50:50:1, v/v/v) ¢ozgen sistemiyle gelisti-
rilmigtir. 2-MAG band1 UV 15181 altinda 2,7-
diklorofloresin’in metanoldeki % 0.2’lik ¢ozel-
tisi ptiskiirtiildiikten sonra teshis edilerek TLC
plakasindan kazinmistir. 2-MAG bandin TLC
ile ayiriminda standart olarak 2-monoolein kul-
lanilmistir. Daha sonra 2-MAG metillendirilerek
GSK ile yag asidi bilesimi (%mol) belirlenmis-
tir (Jennings ve Akoh, 1999).

Istatistiksel analiz

Deneylerden elde edilen sonuglara regresyon
analizi ve istatistiksel olarak dnem derecesi ana-
lizi uygulanmis, tepki-ylizey izdiisiim grafikle-
rinin ¢izimi Modde 5.0 (Umetrics, Isveg) ve
Statistica 6.0 (StatSoft® Inc., USA) programu
kullanilarak yapilmistir. Optimum reaksiyon
kosullari, “substrat mol orani1”, “reaksiyon si-
caklig1” ve “reaksiyon siiresi” terimleri kullani-
larak, tepki-ylizey yonteminden tahminlenen
esitlik ile elde edilmistir. ikinci derece terimle-
rin katsayilar1 regresyon analizi ve “geriye do-
niikk eleme” yontemiyle saptanmistir. Modelin
uygunlugu, R* model katsayis1 ve varyans anali-
zi (ANOVA) sonuglar ile degerlendirilmistir
(Shieh vd., 1995; Xu wvd., 1998; Xu, 2000;
Muralidhar vd., 2001; Rao vd., 2002; Naessens
vd., 2003; Lumor ve Akoh, 2005). Model denk-
lemlerin olusturulmasi i¢in 1 no’lu esitlikte gos-

terilen  ikinci  derece-polinom  denklem
kullanilmistir:
3 3 2 3
Y =B+ D BXi+DY Sk +) D fiXiX; (1)
i=1 i=1

i=1 j=i+l

Esitlikte:

Y: Tepki

o : Kesigim terimi

pi : Lineer (1.derece) regresyon katsayist

pii : Kuadratik (2.derece) regresyon katsayisi
pij : Etkilesim regresyon katsayisi

Xi ve Xj : Bagimsiz degiskenlerdir.
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Deneysel ¢calisma sonuclari

Substratlarin yag asidi bilesimi a¢isindan
karakterizasyonu

Enzimatik asidoliz reaksiyonlarinda kullanilan
findik yag1 SYA, tripalmitin, hodan yagi ve
GLA konsantresinin gaz-sivi kromatografisi ile
belirlenen yag asidi bilesimleri Tablo 2’de ve-
rildigi gibidir.

Tablo 2. Findik yag1 SYA, tripalmitin, hodan
yvagun yag asidi bilegimleri (% agirlik)*

Yag Asitleri Tripalmitin ~ Findik Hodan
yagl yagl
SYA
Miristik asit 1.96 - -
Palmitik asit 95.49 6.25 15.26
Stearik asit 2.55 - 5.53
Oleik asit - 84.04 15.86
Linoleik asit - 9.61 36.66
Linolenik asit - 0.09 -
y-Linolenik asit - - 23.05
Ekosenoik asit - 0.01 2.66
Erusik asit - - 0.97

*:Verilen degerler ikili paralel ¢aligma sonuglarinin orta-
lamalaridir.

Tablo 2’den goriilecegi gibi, substrat olarak kul-
lanilan tripalmitin %95.6 oraninda palmitik asit
icermektedir. Kullanilan findik yagimin YA bi-
lesimi ise hem daha Once ¢esitli arastiricilar ta-
rafindan tespit edilen degerlere hem de Tiirk
Gida Kodeksi, Bitki Adi ile Anilan Yemeklik
Yaglar Tebligi’nde Ek-1’deki Tabloda belirtilen
aralik degerlerine uygun bulunmustur (Ozdemir
vd., 2001; Anon., 2003a; Anon., 2003b;
Alasalvar vd., 2003; Bada vd., 2004; Balta vd.,
20006).

Ure fraksiyonlama ydntemi, hodan yagindan
doymus ve tekli doymamis yag asitlerinin eli-
mine edilerek GLA’nin zenginlestirilmesi ic¢in
sikca uygulanan bir yontemdir (Wanasundara
ve Shahidi, 1999; Spurvey ve Shahidi, 2000).
GLA konsantrasyonu bu yontemle %23.05’den
%99.29’a artmistir. Spurvey ve Shahidi
(2000)’nin hodan yagindan {ire fraksiyonlama
yontemi ile GLA konsantresi elde ettikleri ve
reaksiyon kosullarini optimize ettikleri calis-
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mada optimum kosullar altinda (reaksiyon sii-
resi: 16 saat, reaksiyon sicakligi: -7°C ve iire:
YA oram (agirlik/agirlik): 3.7) GLA miktar
%21.6’dan %91.5’e¢ ¢ikarilmistir. Ancak bu
caligmada uygulanan kosullarda (reaksiyon sii-
resi: 16 saat, reaksiyon sicakligi: 0-4°C ve
ire:YA oram (agirhik/agirlik): 3.70) GLA
miktar1 Spurvey ve Shahidi (2000)’nin elde
ettiZi GLA miktarindan da daha yiiksek bu-
lunmustur. Bu sonucun hem sicaklikta yapilan
modifikasyondan hem de baslangictaki hodan
yaginin YA bilesiminden kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir.

Farkl reaksiyon kosullarimin GLA ve oleik
asit katilm iizerindeki etkilerinin
istatistiksel acidan degerlendirmeleri

GLA ile zenginlestirilmis anne siitii yagina
benzer Y'Y larin iiretimi i¢in olusturulan 3 fak-
torli, 5 seviyeli Merkezil Bilesik Deney Tasa-
rim1 ve 17 adet deney noktasinda gozlenen tep-
kiler (Tepki 1: GLA katilimi, % mol; Tepki 2:
Oleik asit katilimi, % mol) Tablo 3’de
gosterilmektedir.

Tepkiler i¢in ¢oklu regresyon ve “geriye doniik
eleme” yontemi uygulanarak kuadratik modeller
elde edilmistir. Bagimsiz degiskenler ile bagimhi
degiskenler arasindaki iligskiye bagli olarak, li-
neer ve kuadratik modellerde etkilerin regresyon
katsayilar1 (f) ve onem dereceleri (P) hesap-
lanmis ve Tablo 4’de gdsterilmistir.

Tablo 4’den goriilecegi iizere, birinci derece te-
rimlerden substrat mol oraninin GLA katilimina
etkisi negatif yonde olmustur. GLA katilim1 i¢in
sire en 6nemli 1. derece terim olurken, bunu
sirasiyla sicaklik ve substrat mol orani izlemis-
tir. Oleik asit katilimi igin ise siirenin etkisi en
Onemli olurken, bunu substrat mol orani ve si-
caklik izlemistir.

Tepkiler i¢in olusturulan modellerin katsayilar
(R?) ve diizeltilmis katsayilar (R%4i.), GLA ka-
tilimi i¢in sirasiyla 0.92 ve 0.88, oleik asit kati-
lim1 i¢in ise sirasiyla 0.88 ve 0.83 olarak bu-
lunmustur. Calismalarin sonunda modellerden
tahminlenen degerler ile deneyler sonucu gozle-
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nen degerler arasinda lineer iliskinin oldugu,
diger bir deyisle Olciilen tepkilerin reaksiyon
parametrelerinin birbiriyle iligkisini bagarili bir
sekilde temsil ettigi goriilmistir (Muralidhar
vd., 2001; Rao vd., 2002; Naessens vd., 2003;
Lumor ve Akoh, 2005).

Tablo 3. Deney noktalarinda gozlenen tepkiler
(GLA katilimi ve oleik asit katilimi, Y%omol)

Bagimsiz Degiskenler Tepkiler
No S, T t GLA Oleik
kati- asit
Imi  kati-
limu1
1 12 55 12 6.2 355
2 16 55 12 6.9 38
3 12 65 12 71 37.1
4 16 65 12 7.2 40
5 12 55 24 11 39.9
6 16 55 24 104 443
7 12 65 24 113 411
8 16 65 24 11 46.3
9 1064 60 18 99 396
10 1736 60 18 9.9 444
11 14 5159 18 79 388
12 14 6841 18 104 437
13 14 60 791 54 336
14 14 60 28.09 9.8 459
15 14 60 18 113 413
16 14 60 18 104 403
17 14 60 18 114 403

Kisaltmalar: Sr, substrat mol oran1 (mol/mol); T, reaksi-
yon siiresi (°C ); t, reaksiyon siiresi (saat).

Tablo 4. Reaksiyonlar igin elde edilen regresyon
katsayilart (B) ve onem dereceleri (P-degeri)

GLA katilim Oleik asit katilimi
Bagimsiz B P- B P-
Degiskenler degeri degeri
Kesisim 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
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Lipozyme® RM IM enzimi ile katalizlenen re-
aksiyonlar icin varyans analizi yapilmistir.
ANOVA analizine gore, F degerleri (Fuodel)
(25.0, 360) FraBro (F5,11) (320) degerinden bii-
yik oldugu i¢in (p<0.05), modellerin
tahminleme i¢in uygun oldugu, ayrica her iki
tepki i¢in olusturulan modellerde model yeter-
sizliginin (model hatasinin) p-degeri>0.05 oldu-
gu icin, modellerin elde edilen verilere uygun
oldugu goriilmektedir (Shieh vd., 1995; Xu vd.,
1998; Muralidhar vd., 2001; Rao wvd., 2002;
Naessens vd., 2003; Lumor ve Akoh, 2005).

GLA ve oleik asit katilimi i¢in istatistiksel ola-
rak Oonemli olan terimler ile olusturulan model
denklemleri asagidaki gibidir:

Y. =10.55 - 0.001Sr + 0.467 +1.747 - 0.537% —1.07:* (2)

Y, = 41.09+1.69Sr +1.107 +3.05¢ — 0047 —0.57:*(3)

Y; : Tepki (GLA katilimi, %6mol)
Y, : Tepki (Oleik asit katilimi, %6mol)

S, : Substrat mol orani
T . Reaksiyon sicakligi
t : Reaksiyon siiresi

Sonuclarin tepki-yiizey izdiisiim grafikleri ile
yorumlanmasi

Elde edilen iirtiniin GLA ve oleik asit i¢eriginin,
bagimsiz degigkenlerin etkilesimine gore degi-
simini gosteren tepki-yilizey izdiislim grafikleri
Sekil 1 ve Sekil 2°de gosterilmektedir.

Sekil 1’deki izdiisim grafikleri “maksimum
tepki” grafigi olarak da adlandirilmaktadir
(Montgomery, 1997).

Reaksiyon sicaklig1 ve reaksiyon siiresi arasin-
daki iliskinin goriildiigii Sekil 1A’da, reaksiyon
sicaklig1 ve reaksiyon siiresinin artmasiyla GLA
katiliminin da arttig1 goriilmektedir.

Reaksiyon sicakligi ve substrat mol orani ara-
sindaki iliskinin verildigi Sekil 1B’de ise GLA
katiliminin orta noktadan uzaklastikca azaldigi
gorlilmektedir.
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Sekil 2’de oleik asit katilimina substrat mol ora-

1A N -
ni-siire, substrat mol oranmi-sicaklik ve siire-
64 sicaklik arasindaki iliski gosterilmektedir.
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izdiisiim grafikleri

Sekil 1C’de ise GLA katiliminin 22 saat reaksi- Sekil 2. Oleik asit katilimina (A) Substrat mol
yon sliresinin altinda ve {lizerinde substrat mol  orani-Siire (B) Substrat mol orani- Sicaklik (C)
oranindan bagimsiz bir sekilde azaldig Stire-Sicaklik etkisini gosteren izdiisiim
goriilmektedir. grafikleri
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Sekil 2A’da ise substrat mol orani ve siire etki-
lesimleri sonucunda literatiirde “sirt noktasi”
olarak tanimlanan izdiisiim grafikleri elde edil-
mistir (Montgomery, 1997). Reaksiyon siiresi-
nin 8-12 saat oldugu durumda oleik asit katili-
mina substrat mol oraninin etkisi olmamaktadir.

Sekil 2B’de oleik asit katilimma substrat mol
orani ve sicakligin etkisinin goriildiigii grafikler-
de, substrat mol orani ve sicakligin arttirilmasi ile
oleik asit katiliminin da arttig1 goriilmektedir.

Sekil 2C’den, reaksiyon siiresinin 17-30 saat
oldugu durumlarda, reaksiyon siiresindeki ve
sicakliktaki artig ile birlikte oleik asit katilimi-
nin da arttig1 goriilmektedir.

Hedeflenen 6zellikte {iriin (%10 oraninda GLA,
%45 oraninda oleik asit igeren) eldesi igin
Modde 5.0 (Umetrics, Sweden) programi yar-
dimiyla belirlenen optimum optimum kosullar:
Substrat mol orant (14.8 mol/mol), reaksiyon
sicakligr (55°C), reaksiyon siiresi (24 saat) ola-
rak bulunmustur. Bu kosullarda modelden
tahminlenen degerler GLA katilimi i¢in %10.2,
oleik asit katilimi1 i¢in %43.1 olmustur.

Modelin dogrulanmasi

TYY ile elde olunan modellerin dogrulugunun
aragtirtlmasi igin, interesterifikasyon reaksiyon-
lar1 optimum kosullarda yeniden test tliplerinde
gerceklestirilmis ve elde edilen YY’1in YA bile-
simi ve sn-2 pozisyonundaki YA oranlar belir-
lenmistir. Yapilan analizlere ait sonuclar Tablo
5’te belirtilmektedir.

Tablo 5. Optimum kosullarda elde edilen YY 1n
YA kompozisyonu (% mol) ve sn-2 pozisyonun-
daki YA oranlari (% mol)

YA YA (% mol) sn-2 pozisyonu
YA (% mol)
16:0 41.6 74.9
18:1 433 18.1
18:2 5.4 2.1
18:3n-6 9.7 2.0

Tablo 5’den goriilecegi gibi, iiriindeki GLA ve
oleik asit miktarlarinin (sirastyla, %9.7 ve
%43.3) modelden tahminlenen degerlere (%10.2
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ve %43.1) olduk¢a yakin oldugu goézlenmistir.
Asidoliz reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen
GLA ile zenginlestirilmis YY %43.3 oleik asit,
%41.6 palmitik asit, %5.4 linoleik asit ve %9.7
GLA igermis ve palmitik asidin %74.9’unun da
TAG’in  sn-2  pozisyonunda  bulundugu
belirlenmistir.

Sonuclar

Elde edilen sonuglar asagidaki gibi dzetlenebilir:

e GLA ile zenginlestirilmis anne siitii yagina
benzer yapilandirilmis yag eldesinde,
enzimatik asidoliz reaksiyon kosullart op-
timize  edilerek model denklemleri
olusturulmustur.

e YY’larm sn-2 pozisyonundaki YA bilesimi
anne siitl yaginin sn-2 pozisyonundaki YA
kompozisyonuna oldukg¢a yakin bulunmustur.

e GLA ile zenginlestirilmis anne siitii yagina
benzer YY’lar hem GLA’nin bebek sagligi
ve gelismesindeki olumlu etkilerini hem de
anne siitiinlin absorpsiyon karakteristikle-
ri/Y A bilesimini {iriine kazandirmak i¢in ba-
sartyla tiretilmistir.

e Bu iiriinlerin endiistriyel olcekte {iretimleri,
ticari bebek mamalarimin formiilasyonlarinda
cok degerli ingrediyentler olarak kullanilma-
larina olanak saglayacaktir.
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