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Ozet

Bu calismada, 1,3-spesifik Mucor miehei orijinli Lipozyme IM lipazi
kullanilarak, trioleinden laurik asitce (C12) zenginlegtirilmis T AGlerin
iretimine reaksiyon parametrelerinin (reaktanlarin mol orani, enzim miktar1 ve
stirenin) etkisi incelenmistir. Asidoliz reaksiyonlari, 0.7 g substrat, lipaz ve 5
mL n-hekzan kullanilarak 50 °C ve 200 rpm karigirma hizmda orbital
karigiricida yiiriitiilmiistiir. Farkli enzim ve substrat oranlarinda belirli zaman
araliklarmda gerceklestirilen reaksiyonlarda,T AG ve serbest yag asitleri (YA)
iceren reaksiyon iiriinlerinden T AGlar YA'nn 0.02 M NaOH vasttasiyla sabun
halinde doniigiiriiliip ortamdan uzaklagirilmasiyla saf olarak elde edilmistir.
Bu TAGlerin yag asitleri bilesimleri incelenerek trioleine katilan laurik asit
miktarlar1 belirlenmistir. En yiiksek laurik asit icerikli (%48) TAG iiriini, 1:5
triolein/laurik asit mol oran1 ve substratin %9'u kadar enzim kullanimi ile 6
saatte elde edilebilmistir. Elde edilen bu iiriin diisiik kalorili yag ikame maddesi
olarak kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: Enzimatik asidoliz, Mucor miehei, yapilandiriimis yag,
triolein.

Giris

Disiik  kalorili  yaglar lipidlerin  yapilandirilmalaryla  iretilen, 1,3-
pozisyonlarinda orta zincirli (C8-C12), 2-pozisyonlarinda uzun zincirli (C16-
C22) yag asitleri bulunan triacilgliserollerdir (T AG) (1-4). Orta zincirli yag
asitleri, bu tiir yaglarin bagirsaklarda 1,3-pozisyon secici olan pankreatik lipaz
enzimi ile hidrolizlenmesi sonucu agiga cikarlar ve kan yolu ile karacigere
tasinip oksidasyona ugrayarak enerji saglarlar. Uzun zincirli yag asitlerine gore
daha az kalori veren bu asitler yag hiicrelerinde de depolanmazlar (34).
Obezite bilincinin gelismesi, dogada bulunmayan ve kimyasal sentezle
tiretimleri zor olan diisiik kalorili lipid bazli yag ikame maddelerinin 6nemini
artrmistir.  Giintimiizde, yapilandirilmis  triacilgliserollerin  iiretiminde
enzimatik interesterlesme ve transesterlesme reaksiyonlar1 kullanilmaktadir ve
son yillarda bu konularda yapilan ¢alismalarda onemli bir artis olmustur. Bu
calismada, triolein/ laurik asit enzimatik asidolizi ile yapilandirilmis yag
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tiretiminin de 1,3-spesifik Mucormiehei lipazinin etkisi ve optimum reaksiyon
kosullarinin belirlenmistir.

Materyal ve Yontem

Kullanilan Kimyasal Maddeler: Calismada kullanilan triolein (T O, %65 teknik
saflikta) ve laurik asit (LA, %99-100 saflikta) Sigma-Aldrich (Buchs, Isvigre)
firmasindan temin edilmistir. Lipozyme IM ticari lipazi Novo-Nordisk A/S
(Copenhagen, Danimarka) firmasmndan temin edilen, Mocor miehei orijinli ve
1,3- pozisyon segiciligi olan bir lipazdir. Calismada kullanilan tiim ¢oziiciiler
ve diger kimyasallar Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilen saf
tirtinlerdir.

Hammaddelerin Karakterizasyonu: Triolein, laurik asid ve iiriinlerin yag asidi
bilesimlerini belirleyebilmek icin bu kimyasallar BF; — metanol komleksi ile
metil esterlerine doniistiiriilmiis ve hazwrlanan metil esterlerinin bilesimleri
Hewlett-Packard 5890 Seri II (Hewlett-Packard, Waldron, almanya) gaz
kromatografi cihazinda Ultra 2 kapiler kolonu ile incelenmigir. Analiz
kosullar1; tastyict gaz (N,) : 1,6 mL/dak, H,: 33 mL/dak, hava: 460 mL/dak,
dagitma orani: 88:1, sicaklik programi: 150 °C (5 dak), 150- 275 °C (5 °C/dak),
275 °C (10 dak) dir. Kromatogramlarda yer alan pikler, standart yag asitleri
metil esterlerinin kromatogramlar1 kullanilarak tanimlanmisgtir.

Trioleinin Laurik Asit ile Asidolizi ve Asidoliz Uriinlerinin Analizi: Asidoliz
reaksiyonlar1, kahverengi renkli, kapakli cam reaksiyon kaplarinda (25 mL) 0,7
g substrat (T O ve LA karisimi), lipaz ve 5 mL n-hekzan ile 50 °C ve 200 rpm’
de, orbital calkalayicida yiiritiilmiistir. Reaksiyonun yiiriiyiisiiniin kontrolii
icin, belirli siireler sonunda reaksiyon karisimindan 2 mL' lik numuneler alinip
90-100 °C deki su banyosunda 15 dakika 1stilarak enzimin inaktive
edilmesiyle reaksiyon durdurulmustur. Asidoliz reaksiyonu iiriinii yeni bir yag
asidi profiline sahip olan (T AG)' ler, reaksiyona girmemis LA ve TO' den aci8a
cikan yag asitleri (YA) igeren bir karisimdir. Ana iiriin olan yeni olusmus TAG
lerin yag asidi bilesimini belirleyebilmek i¢in, karisgtma 5 mL hekzan ve 5 mL
etil alkol ilave edilmis ve daha sonra fenolftalein esliginde 0,02 M NaOH ile
titrasyon yapilarak ortamda bulunan YA sabunlastirilmis, TAG ler hekzan
fazina almmistr. Hekzanin doner buharlastiricida uzaklastwrilmas: ile elde
edilen saf T AG iiriinlerinin yag asidi bilesimlerinin gaz kromatografik analizi
yapilarak TO' ne katilan LA miktar1 saptanmistir.

Bulgular ve Tartisma

Kapiler gaz kromatografisi ile yapilan analizlere gdre caligmalarda kullanilan
TO' nin %77.4 OA (18:0), %0,2 LA icerdigi, LA" in ise %99.5 saflikta oldugu
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belirlenmistir. Asidoliz reaksiyonu 1/3 TO/ LA mol oraninda ve 50 °C de %3-
%21 enzim miktarlari ile yiiriitiilerek en uygun enzim miktari belirlenmis daha
sonra bu miktarda enzim kullanilarak en uygun substrat mol orani ve reaksiyon

stiresi belirlenmistir. Reaksiyon kosullarinn TO' ne LA katilmasina etkileri
Sekil 1-3 de goriilmektedir.

Maksimum LA (%30) katilim1 %9 enzim kullanimmda gézlenmigir (Sekil 1).
%9 enzim ile yiiriitilen reaksiyonlarda, Sekil 2. de goriildiigii gibi 1/4-1/6
degerleri arasinda T O/LA mol oran1 kullanimi ile %40-%50 LA icerikli TAG
elde edilmistir. 1/6 mol TO/LA mol oraninda 1/5 mol oranina gére énemli bir
artis olmadigr icin en uygun mol orani 1/5 olarak secilmistir.
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Sekil 1. Trioleine katilan laurik asit yilizdesinin enzim miktari ile degisimi
(Triolein:laurik asit mol orani1:1:3; 50 °C; 6 saat)
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Sekil 2.Trioleine katilan laurik asit yiizdesinin substratlarin mol orani ile
degisimi (%9 enzim; 50 °C; 6 saat).

1/5 mol oraninda %9 enzim varliginda yiriitilen reaksiyonlarda, reaksiyon
stiresinin {iriin bilesimine etkisini incelemek amaci ile 1-8 saat siirdiiriilen
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reaksiyonlar sonucunda en yiksek LA (%48) katilimi1 6 saat sonunda
gerceklesmigir (Sekil 3).
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Sekil 3.Triolein katilan laurik asit yiizdesinin zamanla degigimi
(%9 enzim; 50 °C;triolein:laurik asit mol orani 1:5)

Sonug¢

Trioleinin laurik asit ile enzimatik alkolizinde en uygun reaksiyon kosullari;
%9 enzim miktari, 1/5 TO/LA mol oran1 ve 6 saat reaksiyon siiresi olup bu
kosullarda % 48 LA igeren, diisik kalorili yag ikame maddesi olarak
kullanilabilecek, yapilandirilmis yag tiretilmistir.
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