Kat1 ve Siv1 Yaglarin Enzimatik
Interesterifikasyonu

Interesterifikasyon, yaglarin modifikasyonunda
kullanilan 6nemli bir tekniktir. Bu teknigin amaci,
trigliserid karigimlarinin ozelliklerini istenen yonde
degistirmektir. Bu derlemede, enzimatik interesterifi-
kasyonunun mekanizmasi; ge¢miste, giiniimiizde ve
gelecekteki uygulama alanlari ele alinmigtir.

Enzymatic Interesterification of Qils And Fats

Interesterification is the most important modifica-
tion process of oils and fats. The aim of this process
is to modify the properties of triglyceride mixtures.
In this review, the mechanisms and uses of enzyma-
tic interesterification and several past, present and
future applications of this technique are described.

1. GIRIS

Interesterifikasyon, yag modifikasyon teknikleri
arasinda yer alan ve gliseridlerde asit koklerinin yer-
degisimi ile istenen fiziksel ozellikte ve degisik kris-
talizasyon davraniglarinda margarin hammaddesi ka-
tt yag iiretimini miimkiin kilan bir tepkimedir. Bu
tepkime sirasinda gliserin ve yag asitlerinden olusan
gliseridlerde kimyasal bir degisim meydana gelme-
mektedir. Ortamda tek degerli alkollerin bulunmasi
halinde bu tepkime sadece ayni trigliserid molekii-
liindeki asit koklerinin yer degisimi (intraesterifikas-
yon) diizeyinde kalmamakta, molekiiller arasi yer de-
gisimi (interesterifikasyon) de s6z konusu olmaktadir
(1, 2).

Iki gesit yag asidinden olusan bir trigliseritte inte-
resterifikasyon tepkimesinin olusumu agagida goste-
rilmektedir (3);

S = doymusg yag asidi U = doymamuig yag asidi
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Interesterifikasyon; kimyasal ve enzimatik in-
teresterifikasyon olmak {izere iki grup altinda ince-
lenmektedir. Kimyasal interesterifikasyon igleminde
genellikle katalizor olarak metal alkolatlar, enzima-
tik interesterifikasyonda ise bio-katalizorler kullanil-
maktadir (4).

Aci8a cikardigi iiriinler ve yan tepkimeler agisin-
dan birbirinden belirli noktalarda farklilik gosteren
kimyasal ve enzimatik interesterifikasyon tepkimele-
ri agagida olumlu ve olumsuz yonleriyle karsilagtiril-
miglardir (3, 4, 5, 6);

e Kimyasal interesterifikasyon isleminde kullani-
lan katalizorler, enzimatik interesterfikasyon is-
leminde kullanilan biokatalizorlerden daha ucuz-
dur ve endiistriyel islemlerde daha kolay kulla-
nim olanagi saglamaktadir.

e Her iki yontemle elde edilen iiriinler kompozis-
yonlar agisindan benzerlik gostermekle beraber,
enzimatik interesterifikasyon iglemi ile elde edi-
len iriinlerin iiglii doymus trigliserid icerikleri
biraz daha yiiksektir.

» Daha yiiksek sicaklikta ve alkali ortamda uygula-
nan kimyasal interesterifikasyon tepkimesinde
yagin temel yapi taglarindan gliserin ve yag asit-
lerinde herhangi bir yan tepkime meydana gel-
memektedir. Ancak trigliserid ve tiirevleri digin-
daki bilegenler interesterifikasyon sirasinda tep-
kimeye girebilmektedir. Ornegin serbest tokofe-
rollerin fenolik hidroksil gruplari normal hidrok-
sil grubu gibi esterlesmektedir. Esterlesme sonu-
cu hareketli hidrojen atomunun kaldirilmasi ve
stabil formdaki serbest radikallerin olusumunun




engellenmesi, yaglarin oksidasyona dayanikligi-
nin azalmasina neden olmaktadir. Buna bagli ola-
rak iriiniin tat, koku gibi duyusal 6zelliklerinde
istenmeyen degisiklikler meydana gelebilmekte-
dir. Diger yandan yagdaki serbest steroller yag
asidi esterlerine doniigmekte, fakat bu yapi degi-
sikligi serbest sterollerde olugan oksitadif tepki-
meleri onledigi icin bir sakinca olarak degerlen-
dirilmemektedir.

e Enzimatik interesterifikasyon tepkimesi daha dii-
siik sicaklikta gerceklestirildigi ve segici enzim-
ler kullanilarak tepkimeleri yonlendirebilmek
miimkiin oldugu igin istenen ozelliklere sahip
tiriinler elde edebilmek miimkiin olmaktadir.

e Yukarida belirtilen olumlu yonleri nedeniyle en-
zimatik interesterifikasyon arastirmalari 6zellikle
immobilizasyon tekniklerindeki gelismelere pa-
ralel olarak son yillarda 6nemli bir artis goster-
mektedir. Dolayisiyla bu derlemede, heniiz labo-
ratuvar ve pilot tesis capinda uygulama bulmasi-
na karsin enzimatik interesterifikasyon teknikleri
ve bu tekniklerdeki geligsmeler 6zetlenmistir.

2. ENZIMATIK INTERESTERIFIKASYON

Enzimatik interesterifikasyon tepkimeleri hidro-
laz grubu enzimlerinden lipazlar tarafindan kataliz-
lenmektedir(7). Bilindigi gibi lipazlar ortam kosulla-
rina ve substratlara bagli olarak trigliserit sentezi ya
da hidrolozi yoniinde reaksiyonu katalizlemektedir.
Lipazlar bu 6zellikleri nedeniyle mono- ve di-gliserit
tiretimi yanisira interesterifiye tiriinlerin elde edilme-
sinde de kullanilmaktadir. Ancak s6z konusu kataliz-
lemenin yeni trigliserit yapilarinin eldesi yoniinde ol-
masinin arzu edildigi durumda mono, di-gliserit ve
serbest yag asidi gibi trigliserrt tirlinlerinin minimum
diizeyde olmasi gerekmektedir. Tepkimeler sirasinda
ortamdaki su miktarinin azaltilmasi, yaglarin hidro-
lizlenme tepkimesini en az diizeye indirirken, lipaz
tarafindan katalizlenen interesterifikasyon tepkime-
sinin baskin hale gelmesine neden olmaktadir (8).

Enzimatik interesterifikasyon reaksiyonunda bio-
katalizor olarak kullanilan ve elde edildikleri mikro-
biyal kaynaga gore farkli segicilik 6zellikleri goste-
ren lipazlar, ii¢ grup altinda incelenmektedir (4, 8);
e Secici olmayan lipazlar: Bu tip lipazlar trigliserit

molekiiliindeki yag asidi koklerini herhangi bir

ayrima tabi tutmadan koparirlar. Ornegin Candi-
da rugosa, Geotrichum candidum, Staphylococ-
cus aureus kaynakli lipazlar, secici olmayan li-
pazlardir.

o 1,3-seciciligi gosteren lipazlar: Bu tip lipazlar,
trigliseritteki 1- ve 3- pozisyonundaki yag asitle-
ri iizerinde etkili olan enzimlerdir. Bu tepkimenin
sonucu olarak 1,2 (2, 3)-digliseritler ya da 2-mo-
nogliseridler iiriin olarak meydana gelmektedir.
Ancak bu iiriinler stabil iiriinler olmadigi i¢in agil
grubunda olugan go¢ sonucu, 1,3-digliseridler ve
1(3)-monogliseridler agiga ¢ikmaktadir. Reaksi-
yonun uzamasl ise bazi trigliseridlerin par¢alana-
rak serbest yag asitlerinin ve gliseroliin olusma-
sina neden olmaktadir. Mucor miehei, Aspergil-
lus niger, Pseudomonas fluorescens ve Rhizopus
arrhizus kaynakli lipazlar, 1,3- segiciligi gosteren
lipazlara érnek olarak verilebilir.

e Yag asidi seciciligi gosteren lipazlar: Bu tip li-
pazlar, gliserid molekiiliindeki bazi yag asitleri
tizerinde pargalayici etki gostermektedir. Geot-
richum candidum dan tiretilen lipazin, cis-9 doy-
mamisg yag asitleri lizerinde segici etki gosterdigi
belirlenmistir.

Interesterifikasyon tepkimeleri secici olmayan li-
pazlar tarafindan katalizlendiginde, elde edilen trigli-
seridler kimyasal interesterifikasyon sonucu elde edi-
len trigliseridlere yapisal olarak benzerlik goster-
mektedir. Ancak 1,3- segici lipaz tarafindan katalizle-
nen tepkimelerde acil gocii 1- ve 3- pozisyonuna
dogru yoneldigi icin elde edilen iriiniin trigliserid
yapisi, kimyasal interesterifikasyon ile elde edilen
tirtinlerden farkli olmaktadir. Serbest yag asitlerini de
iceren tirgliserid karigiminda uygulanan enzimatik
interesterifikasyon tepkimeleri sonucunda ise, trigli-
seridlerdeki acil gruplari ile yer degistiren serbest
yag asitleri, bu yag asitlerince zengin yeni trigliserid-
lerin meydana gelmesine neden olmaktadir. Asagida
1,3-dipalmitoy 1-2-monoolein (POP) ile stearik asit
ve tristearinin, 1,3-secici lipaz ile interesterifiye edil-
mesi sonucu elde edilen iiriinler goriilmektedir (8,9):

(I PQOP + stearik asit
POP+S £ PPP+POS +SOS+P+S

D) POP + tristearin

POP + SSS £ POP + POS + SOS + PSP + PSS + SSS




Kimyasal acidan enzimatik interesterifikasyon
tepkimeleri, kimyasal interesterifikasyon tepkimeleri
ile benzerlik gostermektedir (10). Enzimatik interes-
terifikasyon igleminde lipaz, yag-su ara yiizeyinde
caligmaktadir. Substrat, Asp/Glu-His-Ser amino asit-
lerini iceren aktif noktalara dogru difiize olmadan
once, lipaz sekilsel degisiklige ugramaktadir. Tepki-
menin birinci kademesinde aktif noktada yer alan se-
rin, trigliseridin karbonil grubuna etki ederek, yag
asitlerinin veya yag asidi alkil esterlerinin tetrahedral
yap1 olusturmalarina neden olmaktadir. Histidin ve
aspartik asidin iglevi ise, kuvvetli bazik ortama ge-
reksinim duymaksizin serinin hidroksil grubunun,
kuvvetli niikleofil 6zellik gostermesini saglamaktir.
Lipaz olusan tetrahedral amid gruplarina baglanarak
stabil bir yapiya kavugmaktadir. Daha sonra esterle-
rin karbon-oksijen bag: kirilmakta, substratin trigli-
serid, yag asidi metil esterleri veya yag asidi olusla-
rina bagli olarak alkol ya da su olugsmaktadir. Son
asamada agil-encim ile tepkimeye girmesiyle olugan
tetrahedral yapi, yeni bir trigliserid ve yeni bir aktif
serin olugturacak sekilde etki gostermektedir (4).

Enzimatik interesterifikasyon isleminde subsrat-
lar yani trigliseritler ve uzun zincirli yag asitleri hid-
rofobik karakterde oldugundan organik ¢oziiciilerde
¢oziiniirler. Bir bio-katalizor olan lipazlar ise genel-
likle ticari olarak toz halde olup sadece sulu ortam-
larda ¢oziinmektedirler. Dolayisiyla su aktivitesi en-
zimatik interesterifikasyon i¢in olduk¢a Onemli bir
parametredir. Ancak daha 6nce de deginildigi gibi,
ortamda suyun fazla miktarda bulunmasi reaksiyo-
nun hidroliz yoniine kaymasina neden olmaktadir.
Bu nedenle toz enzim preparatlarinin kullaniimasi
durumunda %1-4 oraninda su i¢eren organik ¢oziicii-
lii ya da iki fazli emiilsiyon sistemlerinde ¢alisilmasi
onerilmektedir (10, 11, 12).

Enzim ¢alismalarindaki gelismeler.sonucunda yu-
karida aciklanan problemin ¢oziilebilmesi immobili-
zasyon tekniklerinin kullanilmasiyla miimkiin ol-
maktadir. Hazirlanan preperatlar genellikle sabit ya-
takli reaktorlerde, kolonlarda mikropor6z matrisler
tarafindan adsorbe edilerek tutulurlar. Bu durum en-
zimin tekrar kullanimi agisindan da oldukga elveris-
lidir (13, 14).

Bir diger yontem ise enzim molekiiliindeki ser-
best amino gruplarina hidrofobik gruplar baglanmasi
ya da polietilen glikol (PEG) benzeri materyallerle

kovalent bagli lipaz-PEG kompleksleri olusturulma-
sidir (12, 13). Ayrica organik ¢oziiciilii ortamlarda
enzim yapisini, ters misel sistemlerde bir su katmani
koruyuculugunda tutmak da miimkiindiir (9). Immo-
bilize enzim materyalleri ile organik ¢oziicii olarak
siiper kritik karbondioksitin kullamldig1 calismalar
da deneme asamasindadir (15, 16).

Yukarida agiklanan yontemlerden daha etkin ola-
rak uygulanan surfaktant-enzim kompleksi olugturul-
masiyla interesterifikasyon aktivitesi ve verimliligi
arttirilmaktadir. Sorbitan esterleri gibi iyonik olma-
yan surfaktantlarla enzim materyalinin kaplanmasi
sonucunda agifa ¢ikan kompleks suda ¢oziinmeyip;
hekzan, benzen, toluen, izooktan gibi organik ¢ozii-
ciilerde ¢oziinmektedir. Bu durumda, substratlar ve
bio-katalizor ayni1 fazda ¢oziinmiis olarak caligmak-
tadirlar (11, 12).

3. INTERESTERIFIKASYON YONTEMI-
NIN YAG SANAYIINDE KULLANIM ALANLA-
RI

Trigliseridlerin 6zelliklerini istenen yonde degis-
tirmek amaciyla uygulanan interesterifikasyon tepki-
meleri, ozellikle trans yag asidi icermeyen margarin
iiretiminde bagaril1 bir sekilde kullanilmaktadir. Bit-
kisel kaynakli s1v1 yaglarin, palm stearin ve doymus
trigliseridler gibi kat1 yag kaynagi ile karigtirilarak
kimyasal yontemlerle interesterifiye edilmesi, trans
yag asidi icermeyen margarin iliretimi i¢in yaygin
olarak kullanilan bir tekniktir. Ornegin; soya yagi
doymus trigliserit karigiminin %0.2 oraninda sod-
yum metoksit katalizorii varliginda, 75-80°C sicak-
likta, 30 dakika siireyle interesterifiye edilmesi, b ki-
ristal yapisinda, istenilen duyusal 6zellikte ve trans
yag asidi icermeyen margarin tiretimini miimkiin kil-
maktadir (17).

Enzimatik interesterifikasyon tepkimeleri ise,
ekonomik degeri olan kakao benzeri yaglarin iireti-
minde daha yaygin olarak kullanilmaktadir. Palm
fraksiyone kristalizasyonu ile iiretilen ve POP trigli-
seridini 6nemli miktarda iceren fazin, stearik asit ya
da etil stearat ile karigtirilmasi sonucunda elde edilen
karisimuin  1,3-secici lipaz ile interesterifikasyonu,
POS, SOS gibi simetrik doymug-doymamig-doymus
trigliseridlerin sentezlenmesini saglamakta ve erime
noktasi dar sinirlar iginde degisen (25-35°C) kakao
yag1 benzeri yaglarin daha ucuz olarak iiretimini
miimkiin kilmaktadir (18, 19).




Enzimatik interesterifikasyon iglemi, kardiyovas-
kiiler ve bagisiklik fonksiyonlarinin iyilestirilmesi
tizerindeki etkileri bilinen w-3 yag asitlerini yiiksek
oranda iceren bitkisel sivi yaglarla balik yaglarina da
uygulanmaktadir. Mucor miehei ve Candida antarc-
tica dan elde edilen immobilize lipazin katalizorlii-
giinde eikosapentaenoik asit (EPA) [C20:5(w-3)],
dokosahekzaenoik asit (DHA) [C22:6(w-3)] ve etil
esterlerinin kolza, yer fistig1 veya hidrojene soya ya-
g1 ile karistirilmasindan elde edilen karigimin interes-
terifiye edilmesi sonucunda w-3 yag asitlerini yiiksek
oranda igeren trigliseridlerin sentezlenmesi miimkiin
olmaktadir(4).

Sonu¢ olarak; interesterifikasyon son yillarda
yaygin kullanim bulan bir yag modifikasyonu islemi-
dir. Ozellikle enzimatik interesterifikasyon fiziksel
ozellikleri ve yag asidi bilesimi agisindan farklilik
gOsteren ve ekonomik degeri olan iirlinlerin eldesini
miimkiin kilmaktadir. Interesterifikasyon ve hidroje-
nasyon teknikleriyle sertlestirilmis yaglar kiyaslandi-
ginda, bu yontemin margarin hammaddesi kati yag
tiretiminde 6nemli bir secenek olusturdugu goriil-
mektedir.
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