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Boraj yaginin enzimatik hidrolizi ile gamma-linolenik asit zengin-
lestirilmesi
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Ozet

Lipaz enzimleri deterjan sanayiinde, siit, ilag, meyve suyu, tekstil, yag ve margarin endiistrisinde, yem sana-
yiinde kimyasal maddelerin tiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada; boraj yagindan gam-
ma-linolenik asit (GLA) ce zengin iiriinler elde edebilmek amaciyla, boraj yagimin immobilize ve serbest
¢orekotu lipazi ile hidrolizi gercgeklestirilmis ve sonuglar karsilagtirmali olarak incelenmistir. Hidroliz reak-
siyonu serbest enzim varliginda fosfat tampon ¢ozelti ortaminda (pH 6), immobilize enzim varliginda ise,
hekzan ortaminda yiiriitiilmiistiir. Boraj yagimin hekzan ortaminda immobilize ¢orekotu enzimi ile 24 saat
hidrolizi sonunda, % 50 verimle ve icerisinde % 38 gamma-linolenik asit bulunan, 1.73 kat GLA ca zengin-
lesmis gliserid karigimi elde edilebilecegi ortaya ¢ikarimistir.

Anahtar Kelimeler: Boraj yagi, immobize lipaz, ¢orekotu tohumu.

Enrichment of gamma-linolenic acid by enzymatic hydrolsis of borage oil
Abstract

Lipases one of the most important classes of industrial enzymes, which are used in detergent, food, textile
industry. Since most of the industrial applications carried out in aqueous medium, regaining of lipases from
reaction medium without loosing activity is impossible and controlling of the reaction is difficult. For this
reason lipases are stabilized by immobilization Lipases immobilized in the presence of hexane showed high
thermal stability and activation energy with respect to native enzyme. On the other hand Km and Vm
constants of lipases decreases slightly after immobilization. Nigella sativa seed lipase both free and
immobilized form shown specificity, oils contains saturated fatty acids showed negative specifity to oils
containing polyunsatutared fatty acids. Fatty acid specifity did not change after immobilization. Borage oil,
containing % 23 y- linolenic acid, was used to determine fatty acid specifity of free and immobilized lipase.
In this study borage oil was hydrolysed in the presence of free lipase and immobilized lipase to obtain gam-
ma-linolenic enriched products. Hydrolysis reaction was carried out in phosphate medium the presence of
free lipase on the other hand, reaction was carried out in hexane medium in the presence of immobilized
lipase. It was found that, free and immobilized lipase showed negative specifity to gamma linolenic acid and vy-
linolenic acid was enriched in unhydrolyzed TG fraction to % 38.

Keywords: Borage oil, immobilized lipase, nigella sativa seeds.
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dergiye ulagmig, 20.05.2002 tarihinde basim karari alinmistir. Makale ile ilgili tartigmalar 31.12.2002 tarihine kadar
dergiye gonderilmelidir.
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Giris

Glinlimiizde y-linolenik asitin (GLA) besin ve
tibbi agidan degerinin anlasilmasi; bu asitin kay-
naklarindan saflastirilmasi, zenginlestirilmesi iize-
rine olan ¢alismalar1 hizlandirmistir. Bu amacla;
GLA igeren yaglara, degisik yOntemler
uygulanarak GLA'ca zengin (irilinler elde
edilmeye ¢alisiimaktadir. Uygulanan ydntemlere
ornek ola-rak; iire fraksiyonlamasi [Traitler v.
dig., 1988, Hayes v. dig., 2000), Y-zeolitleri
(Arai v. dig., 1987) veya silikajel (Hayashi v.

dig., 1993)  lize-rinde  ayrilma, yag
vinterizasyonu (Yokochi v. dig., 1990) ve
enzimatik  reaksiyonlar sayilabilir.  Bunlar

arasinda en 1yi sonuglar alman ve endiistriyel
iretimde de iimit vadeden ydntem, enzimatik
yolla zenginlestirmedir. Bu yontemde; yaglar
lipaz enzimi katalizorliigiinde se¢imli hidroliz,
secimli esterlesme veya alkoliz reaksiyonlarina
tabi tutulmaktadir.

Rahmatullah ve arkadaslart (1994), Candida
cylindracea lipaz1 kullanarak Evening primose
ve Boraj tohum yaglarimi hidroliz ettiklerinde,
reaksiyon  sonucunda  hidroliz  olmamis
acilgliserollerde GLA zenginlesmesi oldugunu
gozle-mislerdir. Evening primose tohum
yaginda baslangicta %9.4 oraninda mevcut olan
GLA'nin hidroliz olmadan kalan TAG'lerde
%46.5’e yiikseldigini; boraj yaginin aym
kosullarda kismi hidrolizinde ise baglangicta
Boraj yaginda 9%20.4 oraninda mevcut olan
GLA'nin reaksiyon sonunda TAG’lerde %47.8
degerine eristigini belirlemislerdir.

Foglia ve arkadaslar1 da (1995), benzer ¢alisma-
da, silikajel {lizerine immobilize ve cis-0-9 ¢ift
bagli doymamis yag asitlerine karsi seciciligi
bilinen Geotrichum candidum lipaz1 ile Boraj
yagl yag asitlerinin esterlestirilmesi iizerinde
calismiglardir. Bu yolla, baslangicta Boraj yagin-
da %25 oraninda GLA mevcut iken, esterlesme
sonunda, esterlesmeden kalan yag asitlerinde
GLA miktar1 %70 tizerine cikartilmistir. Elde
edilen GLA’ca zengin karisimda, GLA yaninda
C-20 ve daha uzun zincirli mono-doymamis yag
asitlerinin bulundugu saptanmistir. Bu calisma
ile, bu enzimin o&zellikle uzun zincirli yag

asitlerine kars1 secicilik gosterdigi de ortaya
koyul-mustur.

Schmitt ve arkadaslarinin yiiriittiikleri benzer
esterlesme reaksiyonunda ise (Schmitt v. dig.,
1999), boraj yagi yag asitlerinin bu kez
immobilize Candida rugosa lipaz1 ile GLA’ca
zenginlestirilmesi incelenmistir. Bu ¢aligmada;
Candida rugosa lipazinin Amberlit IRCS50,
IRA35 ve IRA93 ve Duolit A7, A368 ve A568
iyon degistirici recineleri lizerine
immobilizasyonlari yapilmis ve
immobilizasyonda kullanilan tastyi-cinin lipaz
enziminin  segiciliine  olan  etkisi  de
arastirilmistir. Calisma sonuclar1 degerlendiril-
diginde; tastyicinin enzim segiciligini bir miktar
degistirdigi ancak her bir immobilize enzim
orneginin kesinlikle GLA'ya negatif segicilik
gosterdigi belirlenmistir. Esterlesme reaksiyonu
sonunda ortamdaki palmitik, stearik, oleik ve
linoleik asitlerinin kolaylikla esterlesmis oldugu
ve esterlesmemis yag asitleri fraksiyonun da
GLA’nin orijinal yaga gore 3 kati kadar
konsantre hale gelmis oldugu tespit edilmistir.

Aggelis ve calisma grubu, direkt olarak boraj
yagl metil esterlerinin anyon degistirici regine
iizerine immobilize edilmis Mucor miehei lipazi
ile hidrolizinde de gamma-linolenik asitin zor
hidrolize oldugunu ve hidroliz olmayan ester
fraksiyonunda  bu  asitin  derisiklestigini
gostermislerdir (Aggelis v. dig.).

GLA’ca zengin iirlinlerin elde edilmesi lizerinde
calisan diger bir ¢alisma grubu ise Shimada ve
arkadaglanidir. Shimada ve arkadagslari, boraj yagin-
dan GLA konsantre edilmesinde immobilize
Rhizopus delemar enziminin etkinligini incele-
mislerdir. Arastiricilar 6nce boraj yagini1 Candi-
da rugosa (Shimada v. dig.,) veya Pseudomonas
sp. enzimi ile hidroliz ederek, igerisinde % 46
GLA bulunan yag asitlerini elde ettikten sonra,
bu asit fraksiyonunu, Rhizopus delemar enzimi
kullanarak, lauril alkol ile esterlestirmislerdir.
Esterlestirme reaksiyonunu miiteakiben, iirline
uyguladiklar1 distilasyon ve iire fraksiyonlamasi
gibi saflastirma islemleri sonucunda, % 98.6
GLA igerikli yag asitleri {riiniinii elde
edebilmislerdir (Shimada v. dig.)
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Bu ¢alismalarda; ticari mikrobial lipazlar denen-
mis olup, bitkisel lipazlar kullanilarak GLA de-
risiklestirilmesi iizerine literatiirde ¢cok az sayida
caligmaya rastlanmistir. Sadece ¢imlenmis
Rapiska (Hills v.dig., 1989; Jachmanian v. dig.,
1995) ve Vernonia (Adlercreutz v. dig., 1997)
tohumlarindan elde edilmis lipazlarin GLA segi-
ciligi gosterdigi tespit edilmistir.

[lk kez bu calismada, sistematik olarak hekzan/
tampon ¢Ozelti ortaminda hazirlanmis immobili-
ze enzim ile serbest c¢orekotu lipazi
katalizorliigiinde  boraj  yagmin  hidrolizi
incelenmistir. Bu calisma sonrasinda TUBITAK
ile CNR (italya Ulusal Arastirma Kurumu)
arasinda yiiri-tilen ve tamamlanan ortak
projenin bir bolii-miinde ise, amonyum siilfat ile
coktiirilmiis ve  DEAE-iyon  degistirici
kolununda  kismi  saflasti-rilmis  ¢orekotu
lipazinin da boraj yaginin gamma-linolenik asitce
zenginlestirilmesinde kullanila-bilecegi
gosterilmigtir (Aksoy v. dig., 2001).

Materyal ve yontem

Bu calismada kullanilan ¢orekotu tohumlari
Denizli yéresine ait olup, Istanbul Misir Carsi-
st’ndan temin edilmistir. Hidroliz
reaksiyonlarinda kullanilan Boraj yag1 (Borage)
ise Sigma Firmas1 (Buchs, Isvi¢re) ndan temin
edilmigtir. Lipaz enziminin immobilizasyonunda
kullanilmis tiim kimyasal maddeler yine analitik
saflikta olup Merck (Darmstadt, Almanya)
firmasindan saglanmistir.

Corekotu tohumlarindan lipaz enziminin
ekstraksiyonu

Corekotu tohumlarindan lipaz  ekstraktinin
eldesinde Once; analizlerde ozellikle protein
analizin-de sorun yaratan, siyah renkli tohum
kabuklariin giderilmesi yapilmistir. Bunun igin
40 gr tohum, distile su icerisinde karanlikta ve
oda sicakhiginda bekletilmis ve sonrasinda
yumusamis kabuklar tamamiyle soyulana kadar
distile su ile yikanmustir.

Kabuksuz, sar1 renkli tohumlar 1 litre hacmin-
deki Dblenderda (Braun, MX 82 Model,
Frankfurt, Almanya) 4°C’de sogutulmus, 200
mL 0.06 M fosfat tamponu (pH 7.2) igerisinde

homojeni-ze edilmistir. Kanistirma, yiiksek
devirde toplam 20 dakika siirdiirtilmiis ve
karistirma  esnasinda  sicakligim  25°C’yi
gecmemesine dikkat edilmis-tir. Elde edilen
homojenat, kati1 partikiillerin uzaklastirilmasi
icin iki katli tiilbentten sliziilmiistiir.

Homojenat igerisinde dagilmig yag partikiilleri
ile seliiloz, lignin liflerinin ayrilmasi igin,
homojenat 13 000 g (10 000 devirde) 30 dakika
santrifiijlenmistir.  Yiizeyde toplanan kabuk
seklindeki yagh kati tabaka, spatula ile
dikkatlice alindiktan sonra ¢ozelti bir kez daha
tillbentten siiziilmiistiir. Boylece elde edilen bu
cozelti, caligmamizda “Serbest Lipaz” olarak
adlandi-rilmistir.

Hekzan/tampon c¢ozelti ortaminda immobi-
lize ¢orekotu enziminin hazirlanmasi
Hekzan/tampon ¢ozelti ortaminda immobilize
enzim hazirlanmasinda, 6dnce enzim proteinleri-
nin selit lizerine adsorpsiyonu gerceklestirilmis
daha sonra ortama soguk hekzan ilave edilerek
selit lizerine proteinlerin ¢okmesi de saglanmis-
tir. Adsorpsiyon islemi dijital sicaklik kontrollii
calkalayicili su banyosunda 25°C yiiriitiilmiis-
tiir. Agz1 kapakli 250 mL lik erlenlere, igerisin-
de daha oOnce belirlenmis optimum protein
konsantrasyonunda, 5.0 mg/mL (Akova v. dig.,
2000), 20 mL tamponlanmis lipaz ¢ozeltileri ve
2’ser gram selit konulduktan sonra, erlenler
karistiriciya yerlestirilmis ve 2 saat boyunca
calkalanmistir. Bu siire sonunda, erlenlere 20
mL sogutulmus (0°C) hekzan ilave edilmis,
karisim sogukta 30 dakika daha karistirilmistir.
Daha sonra bu siispansiyon filtre kagidindan
siiziilmiistiir. Elde edilen immobilize enzimler
3x20 mL sogutulmus hekzan ile yikandiktan
sonra vakum desikatoriinde 4 saat 25°C’de
kurutulmustur.

Immobilize ve serbest lipaz enzimlerinin hid-
roliz aktivitelerinin belirlenmesi

Lipaz preparatlarinin spesifik aktivitesi, 1 mg
enzim proteini tarafindan 1 dakika igerisinde
trigliseridlerden agiga cikarilan yag asitlerinin
pumol cinsinden miktar1 olarak tarif edilmistir.
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Aktivite tayininde, trigliserid substrati olarak
zeytinyag1 (Riviera tipi) kullanilmistir. 0.5 mL
zeytinyagi, 0.5 mL 0.1 M CaCl, ¢6zeltisi, 3 mL
fosfat tampon ¢ozeltisi (0.06 M; pH 7) ve 5 mL
distile su karigimi  6nce, c¢alkalayicili su
banyosunda 10 dak. 37 °C de karnstirilmistir.
Boylece reaktanlarin sicakligi 37 °C’  ye
getirilmistir. Daha sonra bu karisima, 1mL
serbest enzim (lipaz ekstrakt1) veya immobilize
enzim (400-500 mg) ilave edilmis ve 20 dakika
daha ayni sicaklikta karisim calkalanmustir. Siire
sonunda, bu karistma 20 mL aseton-etilalkol
karisimi (1:1, hacmen) katilarak enzim inaktive
edilmis ve hidroliz reaksiyonu sonucu
zeytinyagindan agiga c¢ikan yag asitlerinin
miktart 0.02 M NaOH ile timol-ftalein
indikatoriine karst pH 10 kadar titre edile-rek
belirlenmistir. Paralel olarak, ayni kosullarda sahit
denemeler de yapilmustir.

Boraj yaginin serbest ve immobilize enzim ile
hidroliz yontemi

Hidroliz reaksiyonu 100 mL’lik cam balonda
yiirtitiilmiistiir. Balon sicaklig1 ayarlanabilen su
banyosuna yerlestirilmis, banyonun sicakligi
0zel bir 1sitma unitesi (Framo-Geraetetechnik
M22/1 5655, Franz Morat K G, Eisenbach,
Almanya) ile £1°C  hassasiyetle sabit
tutulmustur. Immobilize enzim calisildiginda,
balona 2 gram Boraj yagi, 5 mL su, 50 mL
hekzan ve gram basina 168 U enzim; serbest
enzim ile ¢alisil-diginda ise balona 2 gram boraj
yagi ile direkt 55 mL lipaz ekstrakti (335 U)
konulmustur. Karisim magnetik karistirict ile
500 devir hizinda karistirilarak reaksiyon
baglatilmistir ve 77 saat reaksiyona devam
edilmigstir. Hidroliz reaksiyonunun yiiriiylsti,
belirli zaman araliklarinda alinan numunelerin
TLC-FID (Thin Layer Chromatography-Flame
Ionization Dedector) Ilatroscan (Iatron Lab.,
Inc., Tokyo) cihazinda trigli-serid (TG),
digliserid (DG), monogliserid (MG) ve serbest
yag asitleri yiizde bilesimi saptanarak takip
edilmigtir. Bu amagla alinan numuneler once
90-100°C’lik bir su banyosunda 15 dakika
isitilmig, bdylece lipaz enziminin inaktive
edilmesi saglanmis, daha sonra bir santrifiij
yardimiyla hidroliz iriinlerinin  karigtmdan
ayrilmasi saglanmustir.

Hidroliz iiriin bilesimlerinin TLC-FID
Iatroscon cihazi ile belirlenmesi

Yukarida agiklandigt  sekilde  hazirlanan
numunelerin bilesimleri latroscan cihazinda S-IIT
cubuk-lar1  (rodlar1) kullanilarak  asagidaki
prosediire gore belirlenmistir :

0.1 gram numunenin 10 mL kloroform i¢indeki
cozeltisinden alman 1 pL’lik 6rnek, rodlara
enjekte edildikten sonra, rodlar igerisinde Petrol
eteri (40—60°C) : Dietileter : Asetik asit (35:20:1,
hacmen) ¢6ziicli karisimi bulunan kiivetlerde 20
dakika tutulmustur. 10 dakika havada, 10 dakika
110°C’lik etlivde kurutulan rodlar daha sonra
cihaza yerlestirilmis ve otomatik olarak daha
once saptanmis kosullarda taramasi yapilmistir
(Ustiin v. dig., 1997).

Otomatik yazicidan elde edilen piklerin
tanimlanmas1 ve kantitatif degerlendirilmesi,
standard TG (trigliserid), 1.3- DG (1.3-
digliserid), 1.2-DG (1.2-digliserid), 1-MG (1-
monogliserid), 2-MG (2-monogliserid), ve YA
(serbest yag asiti) karistmi  kullanilarak
yapilmustir.

Hidroliz iriiniiniin kolon kromatografisi ile
fraksiyonlanmasi

Boraj yaginin hidrolizinde elde edilen hidroliz
iirlinlinde hangi fraksiyonda 7y-linolenik asitin
zenginlestigini belirlemek i¢in, hidroliz {iriinii
kolon kromatografisi ile TG, DG ve MG
fraksiyonlarina ayrilmistir. Bu amagcla, (30x1.9
cm i¢ cap1) boyutlarindaki bir cam kolona, 25
gram Florisil (100-200 mesh; % 7 su igeren)
hekzan ile karistirildiktan sonra kolona
doldurulmugtur. Hassas olarak tartilan 1 gram
numune, 10 mL hekzanda c¢oziildiikten sonra
kolona beslenmis ve kolona TG fraksiyonunu
eliye etmek i¢in 200 mL hekzan:dietil eter
(85:15, hacmen); DG fraksiyonunu ayirmak i¢in
250 mL hekzan:dietil eter (50:50, hacmen) ve
MG fraksiyonunu almak i¢in 200 mL dietil eter
sirayla  beslenmistir.  Solvent  beslemeleri
dakikada 2 mL sabit hizda yapilmistir. Kolondan
alinan eltatlar 10'ar mL’lik porsiyonlar halinde
toplanmis ve igerikleri TLC yontemi ile kontrol
edilmistir. ~ Silica-gel G (Merck) kaplanmis
tabakalara toplanan her porsiyondan alinmis
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ornekler tatbik edildikten sonra, tabakalar
hekzan:dietil eter:asetik asit (70:30:1, hac-men)
¢oziicii sisteminde develope edilmistir. Iyot
buharlar1 ortaminda tabaka iizerinde ayril-mis
TG, DG ve MG spotlarinin belirlenmesi
yapilmistir. Toplanan tiim fraksiyonlarin TLC
incelemesi yapildiktan sonra saf TG, DG veya
MG igeren fraksiyonlar birlestirilmis, solventleri
doner evaporatorde ugurulmus ve boylece saf
olarak gliserid bilesikleri elde edilmistir.
Hidroliz iiriinlinden yag asitlerini ayirmak igin,
iriinden alinmis diger bir 6rnek hekzan igerisin-
de c¢ozildiikten sonra 0.5 N NaOH ile titre
edilmis, sulu faz ayrilmis ve {izerine 0.5 N HCI
ila-ve edilerek iirlinden ayrilan yag asitleri
tekrar serbest hale gecirilmistir. Ortamdan eter
ile ekstrakte edilmis ve daha sonra eteri
ucurulmustur.

Elde edilen saf tiim bilesiklerin daha sonra gaz
kromatografisi ile yag asitleri bilesenleri
belirlenmistir.

Hidroliz iiriinii fraksiyonlarimin yag asitleri
bilesimlerinin gaz  kromatografisi ile
belirlenmesi

Elde edilen TG, DG, MG ve TA fraksiyonlari
BF; ile metil esterlerine dontstiiriiliip, Hewlett-
Packard 5890 Seri 2 (Hewlett-Packard, Waldron,
Almanya) kapiler gaz kromatografi cihazinda
beslenmis ve analiz edilmistir.

Kromatogramlarda yer alan piklerin
tamimlanmasinda, 8:0, 12:0, 14:0, 16:0, 16:1,
18:0, 18:1, 18:2, 18:3 ve 20:0 yag asitlerinden
ibaret standart yag asitlerinin metil esterlerinin
aynt kosul-larda cihazdan elde edilmis
kromatogram kullanilmustir.

Deneysel ¢cahismalar

Hidroliz reaksiyonuna immobilizasyonun ve reak-
siyon ortaminin etkisini de tespit edebilmek ama-
ciyla, iki seri hidroliz reaksiyonu yiiriitiilmistiir.
1. seri deneylerde direkt serbest enzim kullanil-
mistir. Bu ¢alisma yonteminde, 2 gram boraj
yagina 55 ml lipaz ekstrakti (gram yag basina

168 U serbest enzim) ilave edilmis ve reaksiyon
pH 6 tampon ¢ozelti ortaminda 40°C’de 77 saat
stirdiirtilmiistiir.

Immobilize enzim kullanildig1 2. seri deneyler-
de ise, reaksiyon ortami olarak hekzan-su (50 ml
hekzan-5 ml su) karisimi kullanilmistir. Diger
biitlin reaksiyon kosullar1 aynen sabit tutulmus-
tur.

Serbest enzim ve ¢oziicii ortaminda immobilize
enzim ile yiiriitiilmiis hidroliz reaksiyonlarinda,
once reaksiyon esnasinda 2, 4, 6, 8, 24, 48 ve 77
saat sonunda alinmis Orneklerin bilesimleri,
icerdigi TG (trigliserid), DG (digliserid), MG
(monogliserid) ve YA (yag asitleri) fraksiyonla-
rinin miktarlar, TLC-FID latroscan cihaziyla
belirlenmistir. Daha sonra 8, 24 ve 77 saat
sonunda her iki deney serisinde elde edilen
hidroliz {irlinlerinin kolon kromatografisi ile
fraksiyonlarina ayrilmasi saglanmigtir. Boylece

elde edi-len her fraksiyonun da gaz
kromatografisi ile yag asitleri bilesimleri
saptanmigtir.

Boraj yagimin direkt ¢orekotu lipaz ekstrakti
(serbest enzim) ve hekzan ortaminda immobilize
enzim ile hidrolizinde, hidroliz {iriinii bilesim-
lerinin zamanla degisimi degerleri Tablo 1 ve

Tablo 2. Boraj yaginin hekzan ortaminda 168
U/g yag immobilize enzim ile hidrolizinde.
hidroliz iiriinii bilesiminin zamanla degigimi

Reaksiyon oy Bilegim (agirlikea)

Stiresi

(saat) TG DG MG YA

2 82.39 4.00 2.50 11.11
4 76.43 5.10 2.76 15.71
6 64.80 6.60 4.24 24.36
8 57.86 6.79 4.54 30.81
24 37.75  6.68 5.15 50.42
48 2491 5.88 4.51 64.70
77 23.05 1.71 0.31 74.93

2’de verilmistir.
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Tablo 1 ve 2’nin incelenmesiyle, ayn1 168 U/g
yag enzim miktarinda serbest ve immobilize
enzim kullanilmas1 halinde dahi boraj yaginin
hidroliz reaksiyonunun farkli mekanizmalarina
gore gergeklesmis oldugu anlasilmigtir. Aradaki
farki daha iyi gorebilmek i¢in, her iki reaksiyon-
da elde edilmis iriin bilesimlerinin zamanla
degisimi ayni grafik tizerinde, Sekil 1°de, goste-
rilmigtir.

Sekil 1°den, boraj yaginin hidrolizinde ortamda
hidrolizlenmeden kalan TG molekiillerinin zaman-
la degisim egrilerinin her iki enzim ile hemen

Tablo 1. Boraj yagimin sulu ortamda 168 U/g
yag serbest enzim ile hidrolizinde, hidroliz
tirtinii bilegiminin zamanla degigimi

Reaksiyon % Bilesim (agirlik¢a)
Siiresi (saat) TG DG MG YA

2 7791 8.87 3.08 10.14
4 72.66 9.51 410 13.73
6 61.90 1221 6.11 19.78
8 52.65 12.45 8.01 26.89
24 33.61 10.33 8.86 47.20
48 21.57 9.66 656 62.21
77 19.39  3.61 231 70.69

hemen ayni profili gosterdigi, ancak serbest

90 -
80 &
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

% Bilesim

enzim ile reaksiyonun immobilize enzim
ornegine gore daha hizli gergeklesmis oldugu
anlasil-maktadir. Reaksiyon ilk 8 saatte oldukga
hizli gergeklesmistir. Hidroliz siiresinin 8
saatten 48 saate uzatilmasiyla TG miktarinda
yaklasik yari-lanma olurken, silirenin 48 saatten
77 saate ¢ika-rilmasiyla ise pratik olarak
bilesimde degisiklik olmadigi gdzlenmektedir.

DG ve MG fraksiyonlart agisindan Sekil 1 incelen-
diginde ise, serbest enzimle elde edilmis hidroliz
iriniinde bulunan DG ve MG miktarlarinin
ayni1 kosullarda immobilize enzimle elde edilmis
olan iirlinlin icerdigi DG ve MG miktarlarina
gore hemen hemen iki kat daha fazla oldugu
acikca goriilmektedir.

Serbest ve immobilize enzimle yiiriitiilmiis ¢alis-
malara ait 24 ve 77 saat sonunda her iki
fraksiyonun yag asitleri bilesimi sirasiyla Tablo
3 ve Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 3 ve 4’teki verilere gore, serbest enzim ile
calisildiginda, GLA'ca zenginlesmenin TG ve
DG fraksiyonlarinda, 6zellikle TG fraksiyonun-
da gerceklesmis oldugu anlagilmaktadir. Tablo
3’ten, orijinal boraj yaginda % 21.9 oraninda bu-
lunan GLA, TG fraksiyonunda 24 saat sonunda
% 35.5’e yiikselmistir. 24 saat sonunda ise
GLA'ca 1.62 kat zenginlesme gerceklesmistir.
DG fraksiyonundaki zenginlesmenin daha az ol-

— < - Imm. Enzim TG

— O - Imm. Enzim DG

Imm. Enzim MG

— -0- - Imm. Enzim YA

—— Serbest Enzim TG

—— Serbest Enzim DG

0 10 20 30 40 50 60 70
Reaksiyon Siiresi (sa)

—¥— Serbest Enzim MG
80 90

—— Serbest Enzim YA

Sekil 1. Boraj yaginin serbest ve immobilize enzimle 40 °C’de ve 185 U/g yag enzim miktarinda
yiirtitiilmiis hidrolizinde, iiriin bilesiminin zamanla degisimi
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dugu, 24 saat sonunda GLA miktarinin 1.36
kata ulastig1 gozlenmistir. MG fraksiyonlarinda
ise herhangi bir zenginlesme s6z konusu
degildir.

Tablo 4’ten ise, reaksiyon siiresinin 77 saate
uzatilmasi ile, hidroliz iiriiniindeki TG ve DG
fraksiyonlarindaki GLA yiizdesinin sirastyla % 38
ve % 39 degerlerine eristigi anlasilmaktadir. Bu
kosullarda, s6z konusu bu fraksiyonlardaki
GLA zenginlesmesi 1.8 kat degerine erigmistir.
77 saat sonunda MG fraksiyonunda bile % 10
mertebesinde GLA'nin konsantre oldugu anlasil-
maktadir. Immobilize enzimle yiiriitiilmiis hidroliz
deneyinde, 24 saat sonunda hidroliz iirlinii bile-
senlerinin yag asitleri bilesimleri Tablo 5’te
goriilmektedir. Tablo 5’teki verilerden, GLA’ nin
DG fraksiyonunda % 43 degerine eristigi boylece
bu fraksiyonda % 95 GLA zenginlesmesi ger-
ceklestigi goriilmektedir. TG fraksiyonundaki
GLA yiizdesi 34.7 degerine erismis olup
zenginlesme % 58 oraninda gergeklesmistir.
MG fraksiyonunda ise bir miktar, % 14 oraninda,
GLA'nin konsantre oldugu da tespit edilmistir.

Tablo 5. Boraj yaginin immobilize enzim ile
hidrolizinde, 24 saat sonunda hidroliz tiriinii
bilesenlerinin yag asitleri bilesimleri

Yag Asitleri

% Yag asitleri bilegimi

TG DG MG YA

14:0
16:1
16:0
18:3
18:2
18:1
18:0
20:1
20:0
22:1
22:0
24:1
24:0

0.1 0.1 0.1 0.2
0.3 0.2 - 0.2
7.3 8.4 177 151
347 429 250 94
37.1 288 293 388
11.8 127 183 18.0
2.7 2.0 34 6.6
2.8 2.6 3.6 5.6
0.1 0.9 0.1 0.5
1.9 1.0 1.3 3.6

- 0.1 - 0.3
1.1 0.2 1.2 1.6
0.1 0.1 - 0.1

Tablo 6. Boraj yaginin immobilize enzim ile
hidrolizinde, 77 saat sonunda hidroliz iiriinii
bilesenlerinin yag asitleri bilegimleri

% Yag asitleri bilesimi

Yag Asitleri TG DG MG YA
14:0 - - - 0.3
16:1 0.1 - - 0.2
16:0 8.8 10.8 182 104
18:3 417 442 300 174
18:2 209 252 320 455
18:1 13,5 9.6 15.6 14.6
18:0 4.6 3.7 22 3.7
20:1 4.7 4.3 2.0 4.3
20:0 0.4 0.1 - 0.1
22:1 2.4 2.1 - 1.2
22:0 0.1 - - 0.2
24:1 2.0 - - 1.9
24:0 0.1 - - 0.2




A. Akova, G. Ustiin

Tablo 3. Boraj yaginin serbest enzim ile
hidrolizinde, 24 saat sonunda hidroliz tiriinii
bilesenlerinin yag asitleri bilesimleri

% Yag asitleri bilesimi

Yag Asitleri TG DG MG YA
14:0 0.1 0.1 - 0.1
16:1 0.2 0.2 0.1 0.1
16:0 7.7 11.6 200 99
18:3 355 300 199 118
18:2 38.1 346 273 40.6
18:1 10.3  13.1 195  19.6
18:0 2.0 3.6 4.8 6.9
20:1 2.2 3.5 4.2 5.5
20:0 0.3 0.3 - 0.4
22:1 1.7 1.8 2.6 23
22:0 0.1 0.1 - 0.7
24:1 1.7 1.1 1.6 1.9
24:0 0.1 - - 0.2

Tablo 4. Boraj yaginin serbest enzim ile
hidrolizinde, 77 saat sonunda hidroliz iiriinii
bilesenlerinin yag asitleri bilesimleri

Yag Asitleri % Yag asitleri bilesimi

TG DG MG YA

14:0 0.1 - - 0.2
16:1 0.1 0.1 - 0.1
16:0 9.5 8.2 18.9 11.8
18:3 38.0 390 242 173
18:2 22.4 29.1 289 432
18:1 13.7 126 180 154
18:0 4.9 3.4 3.3 4.3
20:1 53 3.6 4.5 4.2
20:0 0.3 - - 0.3
22:1 3.3 23 1.1 1.0
22:0 0.1 - - 0.2
24:1 2.2 1.7 1.1 1.8
24:0 0.1 - - 0.2

Reaksiyon siiresinin 77 saate c¢ikarilmasiyla,
Tablo 6’da sunulan degerlere gore, TG ve DG
ve MG fraksiyonlarindaki GLA zenginlesme
strast ile % 41.7, % 44.2 ve % 30.0 degerlerine
yikselmistir.  Diger bir  deyisle, aym

fraksiyonlarda GLA sirasiyla 1.90, 2.01 ve 1.36
kat konsantre olmustur.

Serbest ve immobilize ¢orekotu lipaz enzimi ile

boraj

yagimin hidrolizi

sonucu GLA

ile
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zenginlesmis hidroliz tirtinleri elde
edilebilmistir. Immobilize enzim ile hekzan
ortaminda mukayese edilen her zaman diliminde
serbest enzime gore daha yiiksek zenginlesme
degerlerine ulasi-labilmistir. Sonug¢larin
mukayesesi Tablo 7°de topluca verilmistir

Elde etmis oldugumuz sonuglarin degerlendiril-
mesi ile, boraj yagimin hidrolizinde reaksiyon
stiresinin  artmasiyla GLA’ca daha zengin
iriinler elde edilebilecegi ortaya cikarimustir.
Ancak elde edilen {irliniin miktar1 yani gliserid
karisi-minda bulunan GLA nin miktar1 ile YA
fraksiyonuna gecen kayip olarak
diisiinebilecegimiz GLA miktar1 da onemlidir.
Reaksiyon siiresinin artmasiyla elde edilen TG,
DG ve MG miktarlarinin azalmast ve YA
miktarinin artmasi dikkate alinarak, 8, 24 ve 77
saat sonunda GLA'nin gliserid karigiminda (TG,

DG ve MG karisi-minda) ve YA
fraksiyonundaki dagilimi incelen-meye
almmigtir.  Degerlendirmeler  Tablo  8’de
verilmistir.

Tablo 8’den, 100 gram boraj yaginin serbest
enzim ile hidrolizinde 8 saat sonunda 73 gram
gliserid karisimi elde edilebilecegi ve bu karisi-

min yag asitlerinde % 26.3 GLA bulunacagi go-
riilmektedir. Ayn1 kosullarda immobilize enzim
kullannm1 ile 70 gram gliserid karisimi ele
gegebilecegi ve bunun GLA igeriginin ise %
28.6  olacagr anlagilmaktadir.  Reaksiyon
stiresinin 24  saate  ¢ikarilmasiyla  elde
edilebilecek gliserid karigimlarinin serbest ve
immobilize enzim kul-lanim1 halinde sirasiyla
53 ve 50 gram olacagi ve bunlarin sirasiyla %
33 ve % 38 GLA igerecegi goriilmektedir. Aynm
tablodan, reaksiyonun 77 saat siirdiiriilmesiyle ise
gliserid karigtmi mik-tarlarinin hemen hemen
yarilanacagi, serbest enzim  kullanildig1
reaksiyonda 29 gram, immobilize enzim
kullanimi durumunda ise 25 gram gliserid
karisiminin - olusacagr gozlenmektedir. Buna
karsilik bu gliserid karigimlarinda ise bek-lenen
GLA  zenginlesmelerinin  ger¢eklesmedigi,
GLA'min ancak sirasiyla % 38 ve % 44 GLA
degerlerine yiikselebilecegi anlasilmaktadir.

Sonuclarin Degerlendirilmesi

Sonu¢ olarak, ¢orekotu lipaz enzimi her iki
formuyla boraj yagimin hidroliz reaksiyonu
esna-sinda gamma-linolenik asite karsi negatif
cecicilik

ogastermistir Tmmaohilizasvon  ile

Tablo 7. Boraj yaginin serbest ve immobilize enzim ile enzimatik hidrolizinde,tiriin bilesenlerinde
GLA iceriginin zamana gére degisimi.

Zaman % GLA
(saat) Serbest enzim Immobilize enzim

TG DG MG YA TG DG MG YA
Orjinal Yag 21.9 - - - 219 - - -
8 28.2 23.9 16.8 11.5 27.9 39.8 18.2 9.1
24 35.5 30.0 19.9 11.8 34.7 42.9 25.0 9.4
77 38.0 39.0 24.2 17.3 41.7 44.2 30.0 17.4

Tablo 8. Boraj yaginin serbest ve immobilize enzim ile enzimatik hidrolizinde, Gliserid karisimi ile
YA de bulunan GLA ‘in zamana gére degisimi.

Zaman Serbest enzim Immobilize enzim

(saat) Gliserid karisimi YA Gliserid karigimi YA
Miktar1 % GLA  Miktar1 % GLA Miktarn % GLA  Miktar1 % GLA

Borajyagi 100.0 21.9 - - 100.0 21.9 - -

8 73.1 26.3 26.9 11.5 69.1 28.6 30.8 9.1

24 52.8 33.1 47.2 11.8 49.6 37.8 50.4 9.4

77 29.3 38.8 70.7 17.3 25.1 44.1 74.9 17.4
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gdstermistir. Immobilizasyon ile enzimin yag
asiti seciciligi degismemistir. Miimkiin oldugu
kadar yiiksek verimle yiiksek GLA igerikli iiriin
eldesi i¢in hidroliz zamaninin 24 saat olarak
alinmasinin uygun olacagi saptanmistir. Boylece
serbest ve immobilize enzim kullanilarak 24 saat
sonunda sirastyla % 53 ve % 50 verimle ice-
risinde sirasiyla % 33 ve % 38 GLA bulunan
gliserid karigimlar1 elde edilebilmektedir. Lite-
ratlirde hidroliz reaksiyonu sonucunda boraj
yagindan igerisinde % 46 GLA igeren iiriinler
elde edilebilmisse de bunlarin verimleri % 10
civarindadir (Shimada v. dig., 1997; 1998). Bu
aci-dan da ¢orekotu lipazi ile elde edilmis bu
sonuglar kayda degerdir. Immobilize enzim ile
hidroliz reaksiyonu gerceklestirildiginde edilen
irliiniin saf olmasi, enzim ile kirletilmemis
olmasi ve endiistriyel uygulamaya daha uygun
calisma ortami yaratmasi biiyliik bir avantaj
olarak goriilmektedir. Sonug¢ olarak bu calis-
mayla, immobilize ¢orek otu lipazi ile boraj
yagindan % 50 gibi yiiksek bir verimle orijinal
yaga gore 1.73 kat GLA’ca zenginlesmis glise-
rid kanisimi  elde  edilebilecegi  ortaya
konulmustur.
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