Arastirma/Research

Yapilandirilmis yaglarin enzimatik uretimi

Cansu AKGUL*!
Meryem BADAYMAN?

Gelis tarihi / Received: 10.05.2019
Diizeltilerek gelis tarihi / Received in revised form: 15.06.2019
Kabul tarihi: 21.06.2019

Oz

Yapuandirlmws  yaglar, triacilgliserollerin dogal yapisinda bulunan yag
asitlerinin  birbirleri ile ya da farkli yag asitlerinin yerlestirilmesi ile
degistirilmesidir. Yapuandirilmis yaglar, baska bir ifade ile molekiiler yapilar
belirlenmis olan triagilgliserol tiirleri olarak tamimlanabiliv. Yeni nesil yaglar
olarak ifade edilen yapilandirilmis yaglar, yaglarin kullanmim fonksiyonlarin
gelistirmek icin ya da yaglarin besinsel ozelliklerini gelistirerek hastaliklarin
onlenmesinde veya tedavi edilmesinde kullanilmak tizere sentezlenebilmektedir.
Yapilandirilmis yaglar, fonksiyonel gidalar olarak tamimlanabilirler. Bazi lipit
modifikasyonlart yapilarak yag bazh iiriinlere saglik iizerine belirli faydalar
saglayabilecek fonksiyonel ozellikler kazandirilabilir ya da bu iiriinlerde
cesitlilik arttirilabilir, iiriine istenen igleme ozellikleri kazandirilabilir veya
tiretim maliyetleri azaltilabilir. Yapilandirimig yaglarin sentezlenmesi, enzimatik
veya kimyasal sentez yontemleri ile genetik yapilarimin modifikasyonu ya da
yvag igeren tohumlarin islah calismalart veya mikrobiyal sentez yontemi gibi
biyolojik yontemlerle gerceklestirilebilmektedir. Enzimatik sentez yonteminde,
lipaz enzimi kullanilarak sulu olmayan ortamda, esterlesme, alkoliz, asidoliz ve
transesterifikasyon reaksiyonlart gerceklestirilebilmektedir. Bu reaksiyonlarin
gergeklestirilmesinde, enzimatik sentez yontemleri tercih edilmesinin nedenleri;
diisiik sicaklikta katalizlenmeleri, su olmayan kogullarda stabil ve aktif olmalart,
reaksiyonu katalizleme giictintin yiiksek olmasi, enzimlerin yiiksek substrat
segicililikleri ve kofaktor gerektirmemeleridiv. Bunun yami sira enzimatik
sentezin en onemli avantajlarindan biri, yan tiriin olusumunu engellemeleridir.
Bu ¢alismada, yapilandirilmis yaglarin gidalarda potansiyel kullanmim alanlar,
tiretim yontemleri ve enzimatik yontemin diger yapilandirilmis yag iiretim
yontemleri tizerindeki tistiinliigii konusunda bilgi vermek amac¢lanmstir.
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Yapilandirilmig yaglarin enzimatik iiretimi

Enzymatic production of structured oils

Abstract

The structured oils are modified triacylglycerol by altering the positions of the
natural fatty acids or by the placement of new fatty acids on the structure of
the triacylglycerols. In other words structured oils are certain types of defined
molecular structure of triacylglycerol. Structured oils, expressed as new generation
oils, can be synthesized for use in the prevention or treatment of diseases by
improving the use functions of the oils or improving the nutritional properties of
the oils. Structured oils are defined as functional foods. Some lipid modifications
can be used to impart functional properties to oil-based products that can provide
specific benefits to health, or to increase diversity in these products, to impart
desired processing properties to the product, or to reduce production costs.
The synthesis of structured oils may be accomplished by enzymatic or chemical
synthesis methods, by microbial synthesis, or by biological methods such as
breeding of fatty seeds or alteration of genetic constructs. In the enzymatic synthesis
method, esterification, alcoholysis, acidolysis and transesterification reactions
can be performed in the non-aqueous environment using the lipase enzyme.
In the enzymatic synthesis method, esterification, alcoholysis, acidolysis and
transesterification reactions can be performed in the non-aqueous environment
using the lipase enzyme. In the realization of these reactions, the reasons for
preferring enzymatic synthesis methods are; low temperature catalysis, stability
and activity in non-water conditions, high reaction catalytic power, high substrate
selectivities of enzymes and cofactor non-requirements. In addition, one of the
most important advantages of enzymatic synthesis is the inhibition of by-product
formation. In this work, it is aimed to give information about the potential uses of
structured oils on foods, production methods, and the superiority of the enzymatic
method over other structured oil production methods.

Keywords: Oil, structured oil, enzyme, lipase.

Giris

Yapilandirilmis yaglar kavrami, gliserol omurgasindaki yag asitleri
bilesiminin degismesini, yag asitlerinin kendi aralarinda yer degistirmesini
saglayarak yaglarin  fiziksel ve/veya fizyolojik  Ozelliklerinin
tyilestirilmesini ifade etmektedir.
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Yaglarin ozelliklerinin modifikasyon c¢aligmalar1 ile istenilen sekilde
degistirilebilmesi miimkiindiir. Kati yaglarin ve bitkisel yaglarin
kombinasyonlar1 ile sentezlenen yapilandirilmis yaglar, miikemmel
teknolojik ve besinsel 6zelliklere sahip tiriinler olusturabilmektedir.

Yapilandirilmig yaglarin sentezlenmesi, en ¢ok enzimatik veya kimyasal
sentez yontemleri kullanilarak gergeklestirilmektedir. Bunun yani sira
genetik yapiin modifikasyonu, yagl tohumlarin 1slah ¢aligsmalar1 veya
mikroorganizmalardan sentez yontemi ile de yapilandirilmis yaglarin
sentezi gergeklestirilebilmektedir (Aroujo ve ark., 2016).

Katalizor olarak lipaz enzimleri kullanilarak gergeklestirilen yag sentez
reaksiyonlari ile, anne siitii yagina benzer yapilandirilmis triagilgliseroller
(TAQG), kalorisi azaltilmis yaglar, kakao yag1 ikameleri, coklu doymamis
yag asitleri ile zenginlestirilmis TAG’ler {iiretilmektedir (Aroujo ve
ark., 2016; Yesilgubuk ve Karaali, 2008). Enzimatik sentez yontemi ile
hedeflenen {iriin elde edilebilmekte, yan iiriin olusumu engellenmekte
ve Uretim maliyetleri azaltilmaktadir. Bu ozellikler yapilandirilmis yag
iretim teknikleri arasinda enzimatik yontemin tercih sebebi olmasina
avantaj saglamaktadir (Khodadadi ve Kermasha, 2014). Son yillarda
enzimatik sentez ile yapilandirilmis yaglarin iiretiminde en c¢ok tercih
edilen reaksiyonlar, enzimatik interesterifikasyon reaksiyonlaridir (Elibal,

2009).

Bu calismada, yapilandirilmis yaglarin iiretim yontemleri konusunda
bilgi vermek, gidalarda kullanim alanlar1 ve yapilandirilmis yag iiretim
teknikleri arasinda enzimatik sentez yonteminin tercih edilme nedenlerinin
ortaya konulmas1 amaglanmaktadir.

Yapilandirilmis yag iiretim teknikleri

Yapilandirilmig yaglarin sentezlenmesi, enzimatik veya kimyasal sentez
yontemleriyle, genetik yapinin modifikasyonuyla, mikroorganizmalardan
sentez yontemiyle ya da yiiksek yagl bitki tohumlarinin 1slah ¢alismalari
gibi yontemlerle yapilabilmektedir. Calismalar enzimatik veya kimyasal
olarak yapilandirilmis TAG’lerin benzer yag asidi bilesimlerine sahip olan
harmanlanmis yaglara kiyasla benzer veya bazi durumlarda daha fazla
fayda sergiledigini gostermektedir (Araujo ve ark, 2016).

ABMYO Dergisi Sayi 54 - (2019) - (145-156) 147



Yapilandirilmig yaglarin enzimatik iiretimi

Yapilandirilmig  yaglar, hayvansal ve bitkisel kaynaklardan elde
edilmesinin yan1 sira reaktorlerde fermente edilerek gelismesi saglanan
mikroorganizmalar tarafindan da sentez edilmektedir. Basit bir yapiya sahip
olan mikrobiyal kaynakli yaglar, hayvansal ve balik yaglarina gore pestisit,
agir metal ve kolesterol icermemesinden dolay1 avantaj saglamaktadir.
Mikrobiyal kaynaklardan elde edilen yaglar, 6zellikle eikosapentaenoik
asit (EPA) ve dokosaheksanoikasit (DHA) gibi ¢oklu doymamis esansiyel
yag asidi kaynaklaridir. Coklu doymamis yag asitlerinin, Mortiella alpina,
Mortiella isabellina ve Crythecodium cohni gibi mikroorganizmalardan
elde edildigi calismalar bulunmaktadir (Can, 2004).

Yeni yaglar bitkisel kaynaklardan ii¢ sekilde elde edilebilmektedir. Birinci
yontem, yeni bir yag asidi ve/veya TAG profiline sahip bir bitkinin ticari
iiretime uygun hale getirilmesidir. ikinci yaklasimda, ¢esitlilige sahip
bir gen havuzu kullanarak istenen ozelliklere sahip uygun tiirler tohum
1slah1 yontemleriyle carprazlanmaktadir. Ugiincii yontem ise arzu edilen
yag asidi ve TAG’lerin biyolojik sentezi i¢in gerekli olan genler uygun
kaynaklardan temin edilip, klonlanarak transfer edilebilmektedir. Genetik
yapinin degistirilmesi soya fasulyesi, kolza tohumu ve diger yliksek oranda
yag igeren bitki tohumlarina uygulanan bir yontemdir (Can, 2004).

Kimyasal yontemle yapilandirilmis yaglarin sentezinde orta ve uzun zincirli
TAG karisimlar1 hidroliz edilmektedir. Hidroliz reaksiyonu sonunda
olusan yag asitleri karistminin yeniden esterlesme reaksiyonlarina katildigi
islem transesterifikasyon olarak tanimlanmaktadir. Transesterifikasyonun
gergceklesmesi icin susuz kosullar ve yiiksek sicaklik gereklidir. Reaksiyon
alkali metal ve alkali metal alkilat1 katalizorliiglinde gerceklesmektedir.
Kimyasal transesterifikasyon isleminde degisik TAG c¢esitleri olusur ve
bu olusan TAG’lerin i¢inde olusumu arzu edilmeyen ve uzaklastirilmasi
problem olan TAG’ler de mevcuttur. Yapilandirimis yaglar, Orta Uzun
Uzun ve Uzun Orta Uzun ya da Uzun Orta Orta ve Orta Uzun Orta yag
asitleri dizilimi modelindedir ve olugsmasi arzu edilmeyen orta ve uzun
zincirli yag asitleri igeren TAG’ler de igermektedir (Caglar, 2009; He ve
ark., 2018).

Kimyasal yolla gergeklestirilen yapilandirimis yag sentezinde, TAG’lerde
acil gruplarmin tamamen rastgele dagilimlari, yagin stabilitesinin
saglanmasinda ve erime Ozelliginin diizenlenmesinde, margarin ve

148



Cansu AKGUL, Meryem BADAYMAN

stirme (spread) tiretiminde tekstiirel 6zelliklerin iyilestirilmesi amaciyla
kullanilmaktadir (Rodri ve ark, 2009).

Enzim kullanarak yapilandirilmis yag iiretimi

Yapilandirilmig yaglarin enzimatik {iretimi, lipaz enzimi katalizorliiglinde
gerceklesmektedir. Enzimatik sentez reaksiyonlarinda amag, ytliksek verim
ve saflikta, istenen 6zelliklere sahip {iriin iretmektir. Lipazlar (triacilgliserol
acil hidrolaz) hidrolaz grubuna girmektedir; ancak esterazlarin 6zel bir
grubunun etkilerini de ortaya koymaktadir. Lipaz kaynaklar1 hayvan, bitki
ve mikroorganizma kaynakli olabilir (Hellner ve ark., 2010).

Genellikle suda ¢oziinmeyen uzun zincirli yag asitleri iceren TAG’lerde
lipitlere kars1 lipazlar yiiksek bir enzim aktivitesi gostermektedir. Lipazlar
sulu olmayan ortamda, esterlesme, alkoliz, asidoliz ve transesterifikasyon
reaksiyonlarin1 katalize edebilmektedir. Hidroliz ve transesterlesme
reaksiyonlarimi diigiik sicaklikta katalizlemeleri, su olmayan kosullarda
stabil ve aktif olmalari, reaksiyonu katalizleme gii¢lerinin yiiksek
olmasi, enzimlerin yiiksek substrat segicililikleri, yan iiriin olusumunu
engellemeleri ve kofaktor gerektirmemeleri, en 6nemli avantajlarindandir
(Araujo ve ark., 2016; Caglar, 2009).

Lipazlar (acilgliserolhidrolazlar), endiistriyel uygulamalarda dogal
TAG’lerdeki karboksilik ester baglarinin hidrolizini katalize etmek i¢in
kullanilan biyokatalistlerdir. Lipazlar,dogal TAG’lerin kimyasal yapilarinin
fizikokimyasal ozelliklerini ve/veya saglik yararlarini iyilestirmek icin
yaglarin modifikasyonunda kullanilabilir. Ornegin metabolizma ve
saglikla ilgili spesifik etkileri olan n-3 ailesi uzun zincirli ¢oklu doymamis
yag asitleri, lipaz katalizli reaksiyonlar yoluyla yaglardan TAG’lere dahil
edilebilmektedir (Araujo ve ark., 2016).

Mikrobiyal kaynakli lipazlarin kemo, regio ve enantiospesifik davraniglari,
sanayinin biiyiik ilgisini cekmektedir. Aspergillus niger, Rhizopus delemar,
Rhizopus miehei, Mucor javanicus, R. javanicus ve Yerrowia lipolytica gibi
mikrobiyal lipazlarin ¢ogu, substrattan {iriin olarak 1,3-konumlu spesifik
2-monoagilgliserol ve 1,2- ve 3-diacilgliserol olusumunu saglamaktadir.
A. niger’den alian lipaz, en 1yi verimi ve enantiyoselektifligi vermektedir
(Araujo ve ark., 2016).
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Bebek formiilasyonlari i¢in enzimatik interesterifikasyon yontemi ile orta
ve uzun zincirli TAG’ler ile zenginlestirilmis Y'Y larin hazirlanmasi iizerine
yapilan bir ¢aligmada; orta ve uzun zincirli TAG’ler agisindan zengin
YY’lar, solventsiz bir sistemde orta zincirli TAG’lerle arasidonik asidin
tek hiicre yaglariin lipaz katalizli interesterifikasyonu ile sentezlenmistir.
Farkli kaynaklardan elde edilen dort ticari immobilize lipaz, orta uzun
zincirli TAG verimi bakimindan karsilastirilmis, en yiiksek verimin, bir
biyolojik katalizor olarak Candida antarctica’dan Lipozim 435 ile elde
edildigi belirtilmistir (Korma ve ark., 2018)

Zhang, ve ark. (2018)’nin yaptig1 calismada ferulik asit ile yapilandirilmig
lipidler a¢isindan zengin bir dizi fonksiyonel yag, ultrasound 6n uygulamasi
altinda trigliseritler ile etil ferulat (EF) enzimatik transesterifikasyonu ile
hazirlanmistir. Hazirlanan Yapilandirilmis yaglarin, antioksidan aktivitesi,
ham yaga gore 1.0 ila 8.1 kat daha fazla arttig1 belirtilmistir.

Behenik asit ile zenginlestirilerek hazirlanan yapilandirilmis yaglarin,
fareler ilizerinde yapilan denemelerinde; YY’larin anti-obezite etkileri
sundugu ve arasidonik ve dokosaheksanoik yag asitlerinin seviyelerini
gelistirdigi, behenik asidin diskida lipit atilimini arttirdigr belirtilmistir
(Moreira ve ark., 2017).

Enzimatik siireci ve iiriin verimini etkileyen faktorler

Enzimatik prosesi ve verimi etkileyen cok fazla etmen bulunmaktadir.
Ortamin pH’si, substrat mol orani, ortamda bulunan su miktari, tepkime
sicakligi, 151k ve inkiibasyon siiresi, liriin verimini etkileyen etmenlerdir
(Korma ve ark, 2017).

Tepkimelerde kullanilan lipazin tiirdi, yiikii, miktari, etkinligi, TAG’lere
gore degisen se¢iciligi, tepkimeyi etkileyen 6nemli etkenlerdir. Lipazlarin
yag asidi ve pozisyonel segiciligi arzu edilen TAG’lerin sentez edilmesi i¢in
maksimum verimin elde edilmesine imkan vermektedir. Ornegin Rhizopus
niveus, Rhizomucor miehei, Rhizopus delemar ve Rhizopus javanicus gibi
mikroorganizmalardan sentezlenen sn-1,3 secicilige sahip lipazlar, TAG
yapisinda snl ve sn3 bdlgelerinde radikal grup degisimini saglamakta,
sn2 bolgesinde degisiklik olmamaktadir. Konum segiciligi bulunmayan
lipazlar ise Pseudomonas sp. ve Candida sp. gibi mikroorganizmalardan
sentez edilirler (Bakir, 2006; Yang ve ark., 2003).
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Enzimlerin ¢alismasina etki eden en 6nemli faktorlerden biri sicakliktir.
Reaksiyon sicakligi yiikseldiginde tepkime hizi artis gostermektedir.
Belirli bir sicakligin iistiine ¢ikildiginda tepkime hizi azalir ve bir siire
sonra tamamen durur. Enzimler yliksek sicakliklarda inaktif forma
doniismektedir. Lipazlarin bir ¢ogu i¢in optimum calisma sicakligi 30-62
°C araligindadir. Sicakligin yaga sitlerinin ¢oziinme hiz1 lizerine de etkisi
bulunmaktadir. Uzun zincirli yag asitleri, kisa zincirli yag asitlerine gore
daha hizli ¢oziinmektedir. Sicakligin reaksiyon karisiminin viskozitesi ve
acil transferi iizerinde etkisi bulunmaktadir (Caglar, 2009).

Sulu ¢ozeltilerde pH’1n enzim aktivitesi tizerindeki etkisi bilinmektedir,
coziiclilerdeki enzimler de pH’dan etkilenmektedir. Organik ¢oziiclide
kullanilan bir lipaz i¢in pH degerinin optimum olmas1 gerekmektedir.
Enzimler i¢in optimum pH degeri degismekle birlikte, ¢ogu lipaz, pH 6 ila
9 arasinda optimum degere sahiptir (Oztiirk, 2007). Reaksiyon igindeki su
miktari, reaksiyonun yoniinii, verimini ve hizin1 etkilemektedir. Substrat
miktarinin arttirilmasi, TAG yapisindaki yag asidi miktarint arttirir,
yiiksek miktarda substrat eklenmesi ise enzim inaktivasyonuna neden
olabilmektedir. Yapilandirilmis yaglarin enzimatik yontemle iiretiminde,
uzun reaksiyon siirelerinin a¢il migrasyonunu arttirdigr bildirilmektedir
(Caglar, 2009; Ye ve ark., 2017).

Enzimle yapilandirilmis yag iiretiminin avantajlari

Lipaz katalizorligi ile YY sentezinin en Onemli avantajlarindan
biri, enzimin segici Ozellik gostermesidir. Bu ozellik ile TAG’lerin
yapisindaki yag asitleri, enzimatik reaksiyonlarda istenen pozisyonlara
yerlestirilebilmektir (Yesilcubuk, 2007). Lipaz enziminin yag asidi selektif
ozelliginden, istenilen yag asidi profiline sahip fonksiyonel gidalarin
ve nutrasetik gidalarin iiretilmesinde, yaglarin besleyici 6zelliklerini
gelistirmesinde yararlanilmaktadir. Lipazlarin substratin nem miktarindan
etkilenmiyor olmalari, onlar1 kimyasal katalizorlere tistiin kilmaktadir.

Akanbi ve Barrow (2015)’un yaptig1 EPA’nin emu yagina lipaz varliginda
katalizasyonu ile YY iiretimi {izerine yaptig1 calismada, geleneksel
kimyasal katalizorlerden ziyade lipazlarin kullanilmasinin bir avantaji,
lipazlarin, yag asitlerini gliserol omurgasi iizerinde spesifik konumlara
dahil etme yetenegi ve boylece iyilestirilmis fonksiyonel 6zellikleri veya
biyoyararlanimi olan daha spesifik olarak uyarlanmig lipitleri iiretme
kabiliyeti oldugunu bildirmistir.
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Enzimatik sentez reaksiyonlari, kimyasal sentez reaksiyonlarina gore
daha diisiik sicakliklarda reaksiyonlarin gergeklesmesi, istenilen yag
asidi profiline sahip liriinlerin olusmasi, reaksiyon sonucunda daha az
istenmeyen iirlin olusmasi ya da hi¢ olusmamasi gibi sebeplerle avantaj
saglamaktadir. Orta zincirli yag asitlerinin spesifik dagilimini gerektiren
Yapilandirilmig yaglar, kimyasal olarak sentezlenemezler, daha ziyade,
regio-spesifik lipazlar kullanilarak enzimatik olarak, sentezlenebilmektedir
(Khodadadi ve ark, 2013; Gokge, 2011). Yapilandirilmis lipid tiretiminde
enzimatik sentezin avantajlari Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1: Enzimatik sentez yonteminin yapilandirilmis yag tiretiminde
avantajlart (Caglar 2009).

Enzimatik sentez yonteminin yapilandirilmis yag iiretiminde avantajlari

1- Istenen yag asitlerinin pozisyon 6zel birlesimi,

2- Bolgesel-secici sentez,

3-Yeni iiriinlerin sentezi,

4- Iliml reaksiyon kosullari,

5- Istenmeyen yan reaksiyon ve iiriinlerin azaltilmast,

6-Prosesin kolay kontrolii,

7- Yagin 6zelliklerinin ve fonksiyonlarmin gelistirilmesi,

8- Uretim kolaylig

9- Ucuz kaynaklardan saglanan yaglarin degerlendirilmesi,

10- Tedavi ve gida kullanimi gibi uygulamalarda sentez,

11- Kemoselektif sentez,

12- Enantioselektif sentez.

Sonu¢

Yapilandirilmig yaglar, yag asitleri kompozisyonu ve/veya bdlgesel
dagilimi agisindan yeniden yapilandirilmis olan triagilgliserollerdir. Bu
nedenle genis capta fonksiyonel veya nutrasotik uygulamalara sahip,
modifiye veya sentetik yaglar olarak adlandirilir. Yapilandirilmis yaglar,
tirlerine gore farkli sekilde sentezlenebilir. Yapilandirilmis yaglar,
genellikle gidanin kalorisini azaltmak, yagin yapisin1 coklu doymamis yag
asitleri ile zenginlestirmek veya yagin erime noktasini degistirmek gibi
istenen Ozellikler kazandirmak i¢in sentezlenmektedir.
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Enzimatik yontem ile lipaz katalizorliigiinde yapilandirilmig yag {iretimi,
enzimin segicilik 6zelligi nedeniyle istenen yag asidi profiline sahip bir
TAG yapist olusumuna olanak saglamaktadir. Ornegin orta zincirli yag
asitlerinin spesifik dagilimini gerektiren yapilandirilmis yaglar, kimyasal
olarak sentezlenemezler, daha ziyade bdlgesel segiciligi olan lipazlar
kullanilarak enzimatik olarak, sentezlenebilmektedir. Enzimatik prosesin
tirtinlerinin kolaylikla saflagtirilabilir ve atiklar1 ayristirilabilir olmasi
ve boylece cevresel kirlilik azaltilabilmesi gibi avantajlari nedeniyle
enzimatik yontem yapilandirilmis yag sentezinde tercih sebebi olmaktadir.
Diisiik sicaklikta enzim kullaniminin prosesin maliyetini disiirdiigi
calismalarda bildirilmistir.

Enzimatik yapilandirilmis yag {iretim proseslerinin bircok avantaji
olmasina ragmen, ticari iretim baslangic asamasindadir. Enzimlerin
endiistriyel gelisimde kullanilmasini engelleyen faktorler; sn2 bolgesel-
secici lipazin bulunmamasi, enzimin fiyati, biiyiik 6lgek problemleridir.
Ticari enzimlerde genel olarak yiiksek fiyatlarin endiistriyel uygulamalarda
kullanimin1 sinirlamasina ragmen, yeni ekonomik immobilize lipazlarin
geligtirilmesi, endiistrinin daha iyi Ozelliklere sahip dengeli iiriinler
iiretmesi i¢in firsat saglamaktadir.
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