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OZET

KIMYASAL YONTEMLE KONJUGE LINOLEIK ASIT URETIMI VE
SAFLASTIRILMASI

ISLER, Ibrahim Hakki
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman : Dr. Ogr. Uyesi Hakan ERINC
Temmuz 2018, 40 sayfa

Konjiige linoleik asit (KLA), kimyasal olarak linoleik asitin alkali izomerizasyonu ile
uiretilir. Bu ticari sentez, toplam KLA igerigini maksimize etmeye odaklanmistir; ancak
tim KLA izomerleri saglik acisindan faydali olmayip sadece bazi KLA izomerleri
sagligin korunmasi agisindan yararlidir. Bu ¢alismanin ilk amaci aspir yagindan KLA
izomerlerinin tiretiminde sicaklik ve zamanin etkisini ortaya koymaktir. Bu amagla KLA
tretimi farkli sicakliklarda (80-240°C) ve farkli zaman araliklarinda (1-10 saat)
gergeklestirilmistir. Alkali izomerizasyon ile optimum kosullar (faydali izomerler igin)
altinda (8 saat-240°C) %87,8'lik bir doniisiim saglandi ve %40,96 10trans-12cis, %40,37
9cis-11trans ve %6,35 istenmeyen KLA izomerleri elde edildi. Bu galismanin ikinci
amaci sicaklik ve farkli ¢oziiciilerin KLLA izomerlerinin saflastirilmasi tizerindeki etkisini
belirlemek olup bu amagla farkli ¢oziictiler (aseton, hekzan, metanol ve petrol eter) iceren
KLA ¢ozeltileri gesitli sicakliklarda (0 ila -85°C) kristalize edilmis ve en yiiksek KLA
konsantrelerinin (%94), %38,1'lik bir verimle ¢oziicii olarak aseton kullanilarak -55°C'de
elde edilmesine karsin, en yiiksek verimin (%89,6) %88,1'lik bir saflikla -85°C'de petrol

eteri kullanilarak elde edildigi belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Konjlige linoleik asit, {iretim, alkali izomerizasyon, fraksiyonel Kkristallesme,

saflagtirma



SUMMARY

CONJUGATED LINOLEIC ACID PRODUCTION WITH CHEMICAL METHODS
AND PURIFICATION

ISLER, Ibrahim Hakki
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Food Engineer

Supervisor . Assistant Professor Dr. Hakan ERINC
July 2018, 40 pages

Conjugated linoleic acid (CLA) is chemically produced from linoleic acid by alkali
isomerization. This commercial synthesis has focused on maximizing the total CLA
content; however, not all CLA isomers are useful for maintaining health since only some
CLA isomers are natural and functional components. The first objective of this study was
to reveal the effect of temperature and time on the production of CLA isomers from
safflower oil. For this purpose, CLA production was conducted at different temperatures
(80-240°C) and over different time durations (1-10 h). Alkali isomerization gave a total
conversion of 87.8% in the optimum conditions of 240°C for 8 h (for maximum beneficial
isomers), and produced 40.96% 10trans-12cis, 40.37% 9cis-11trans, and 6.35%
undesirable CLA isomers. The second aim of this study was to determine the effect of
temperature and solvents on the purification of CLA isomers. To achieve this, CLA
solutions containing different solvents (acetone, hexane, methanol and petroleum ether)
were crystallized at several temperatures (0 to -85 °C). It was determined that although
the highest CLA concentrates (94%) were obtained at -55°C using acetone as the solvent
with a yield of 38.1%, the highest yield (89.6%) was determined using petroleum ether at
-85°C with a purity of 88.1%.

Keywords: Conjugated linoleic acid, production, alkali isomerization, fractional crystallization, purification
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SIMGE VE KISALTMALAR
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BOLUM I

GIRIS

Gliniimiizde kanser hastaliklar1 ve obezite ile miicadele fonksiyonel gida tiiketiminde
artislara neden olmustur. Bu kapsamda konjlige yag asitleri biyolojik faydali fonksiyonel
lipitler olarak dikkat ¢ekmis olup konjiige linoleik asitin (KLA) farelerde deri (Ha vd.,
1987; Pariza ve Hargraves, 1985), mide (Ha vd., 1990) ve meme tiimoérlerinin (Ip vd.,
1991) gelisimini engelledigi ortaya konmustur. Ayrica bagisiklik sistemini gelistirdigi
(Cook vd., 1993; Miller vd., 1994), LDL/HDL oranint olumlu yonde degistirdigi (Lee
vd., 1994) ve obezite lizerine olumlu etkilerinin bulundugu saptanmistir (DeLany vd.,
1999; Keim, 2003; West vd., 1998). Ek olarak 2017 yilinda yapilan bir ¢alisma sonucunda
obezite iligkili astim hastaligina sahip domuzlarda KLA’nin rahatlatici etkiye sahip

oldugu belirlenmistir (Wendell vd., 2017).

KLA’nin insanlar tizerindeki biyolojik etkilerini gdsterilebilmesi i¢in giinliik tiiketilmesi
gereken miktart hakkinda farkli veriler bulunmasina karsin bir¢ok arastirmaci tarafindan
Onerilen miktar en az 3 g/giindiir (Blankson vd., 2000; Chamruspollert ve Sell, 1999;
Cherian vd., 2002; Ha vd., 1989; Hah vd., 2006; Ip vd., 1995).

KLA dogal olarak en ¢ok siit iiriinlerinde, daha sonra ise ette bulunmaktadir. Ancak bu
tirtinlerdeki KLA diizeylerinin ¢ok diisiik olmast nedeniyle faydali olabilecek KLA
miktar1 dogal yollarla karsilanamamaktadir. Hayvanlarin tiikettikleri yemlerin bilesimi
degistirilerek hayvansal gidalardaki KLA miktarinin arttirilmasina yonelik birgok
calisma yapilmis olup bu g¢aligmalar sonucunda hayvansal {iiriinlerdeki KLA oraninin
sinirlt bir diizeyde arttirtlabilecegi goriilmistiir. Bu nedenle ihtiya¢ duyulan miktarda

KLA’nin (3 g/giin) disaridan alinmasi1 zorunludur.

Tiketicinin bilinglenmesine, karin doyurmadan ziyade sagligin korunmasi bilincinin
artmasina, obezite ile miicadelenin Onem kazanmasina, kanser ve kalp-damar

hastaliklarinin artmasina bagli olarak KLA’ya olan ilginin artacag: diistiniilmektedir.

Gida firmalarinin da bu talebi karsilamak i¢in yeni tirlinler gelistirecegi diisiiniildiigiinde

giinliik alinmasi 6nerilen KLA miktarini (3 g) karsilamak iizere insan tiikketimine uygun



KLA kaynaklarina ihtiya¢ duyulacaktir. Ancak tilkemizde KLA iiretimi yapan herhangi

bir kurulus bulunmamaktadir.

KLA iiretiminde aspir, soya ve ayci¢cegi yagi gibi linoleik asit (LA) igerigi yiiksek bitkisel
yaglar kullanilabilmektedir. Bu tez ¢alismasinda, KLA iiretiminde baslangic maddesi
olarak LA igeriginin yiiksek olmasi nedeniyle aspir yagi kullanilmigtir. Caligmalar
kapsaminda aspir yagindan kimyasal yolla KLA {iretiminin optimizasyon ¢alismalar

gergeklestirilmis ve son iirlinden KLA nin saflastirilmasi ¢caligmalar1 yapilmaistir.



BOLUM 11

GENEL BIiLGILER

2.1 Aspir Bitkisi

Compositae (Asteraceae) familyasindan tek yillik bir bitki olan aspir (Carthamus
tinctorius L.), 80-100 cm boyunda, dikenli ve dikensiz formlari olan, kurakliga dayanikli,
yazlik karakterde, 110-140 giin arasinda yetisebilen tek yillik bir yag bitkisidir (Babaoglu,
2007; Eryilmaz vd., 2014). Tohumlarinda % 30-50 arasinda yag bulunan bu bitkinin, LA
ve oleik asit icerigi bakimindan zengin olmak iizere 2 ayri tipi vardir (Babaoglu, 2007).
Bu bitki ayn1 zamanda yalanci safran, amerikan safrani ve boyaci safrani olarak da bilinir.
Yabani tiirlerinin birkag1 iilkemizde de goriilebilen (6rnegin, Carthamus lanatus ve
Carthamus dentatus) aspirin diinyada 25 adet yabani tiirii bulunmaktadir (Babaoglu,
2014).

Aspir bitkisi Cin’de bitkisel ¢ay olarak tiiketilmektedir. Bunun yani sira pek ¢ok
hastaligin tedavisinde kullanildigi i¢in sadece ¢igekleri icin yetistirilmis olup ¢iceklerinde
amino asitler, mineral maddeler ve baz1 vitaminlerin (B1, B2, B12, C ve E) bulunmasi bu

bitkinin ¢ay olarak tiiketilmesinin temel nedenidir (Celenk, 2015).

Internet iizerinden satis yapan firmalarin bazilar1 aspir yagim KLA kaynagiymis gibi
gostermis olmalarima karsin yapilan caligmalarin tamaminda aspir yagimin 6nemli
diizeyde KLA igcermedigi saptanmistir. Ayrica Herbel vd. (1998) tarafindan yapilan bir
arastirmada, artan oranda aspir yag tiiketiminin plazmadaki KLA miktarini arttirmadigi
da belirlenmistir. Aspir yagi dogrudan KLA’nin kaynagi olmasa da KLA iiretimi i¢in

gerekli olan LA’ nin 6nemli bir kaynagi durumundadir.

2.2 Konjiige Linoleik Asit

Bilindigi tizere fonksiyonel gidalar, besleyici 6zellikleri disinda viicudumuza fizyolojik
yararlar saglayan ve hastalik riskini azaltabilen besinlerdir. Bazi besinlerin dogal
yollardan hastaliklarin dnlenmesi ve tedavisindeki etkinliginin bilimsel olarak ortaya
konulmasi besin desteginin Onemini artirmistir. Ayrica yazili ve gorsel medyada

fonksiyonel gidalar ile ilgili bircok haber yapilmasi ve tiiketicilerin bilinglenmesine bagl

3



olarak fonksiyonel gidalarin tiiketimine yonelik egilim de giderek artmaktadir. Son
yillarda KLA’nin insan saglhigina faydali etkilerine yonelik yapilan ¢alismalar biiyiik ilgi
uyandirmig olup KLA’nin viicut yag oranini azaltmasina, bagisiklik sistemini
giiclendirmesine ve antikanserojen etkilerine dair bulgular oldukca 6nemli kabul
edilmistir (Bhattacharya vd., 2006; Kurban ve Mehmetoglu, 2006; Suzuki vd., 2001;
Tricon vd., 2005; Tsuzuki ve Kawakami, 2008; Wabhle vd., 2004).

KLA, omega 6 yag asidi olan 9cis-12cis oktadekadienoik asitin (LA) konjiige formundaki
pozisyonel ve geometrik izomerleri i¢in kullanilan genel bir terimdir. Konjiige ¢ift baglar,
karbon zincirinde 7, 9; 8, 10; 9, 11; 10, 12; 11, 13 ya da 12, 14 pozisyonlarinda ve farkli
cis-trans konfigiirasyonlarinda (cis/cis; trans/trans; cis/trans ya da trans/cis) bulunurlar
(Bauman vd., 2000; Fritsche ve Steinhart, 1998; Hah vd., 2006; Hur vd., 2007; Mulvihill,
2001; Pariza vd., 2001; Schmid vd., 2006). Tespit edilen 28 izomerden, 9cis-11trans
oktadekadienoik asit gidalarda toplam KLA i¢inde %80 ile en yiiksek miktarda
bulunmaktadir (Aydin, 2005; Schmid vd., 2006). Miktar olarak bu izomeri 10trans-12cis
oktadekadienoik asit izomeri takip etmektedir (Huang vd., 2008) (Sekil 2.1).

12 9

/\/\/___.‘\/W\/\//\/ COOH

Linoleik Asit

11 9
NN NN TN NN CooH

Qcis-I1irens KLA

COOH
Ve P Ta Tt We Wae P

10trans-12¢is KLA

Sekil 2.1. Linoleik asit ve konjiige izomerleri

2.3 Konjiige Linoleik Asit Biyosentezi ve Kaynaklari

KLA, Butyrivibrio tiirleri gibi belli rumen bakterileri tarafindan, rasyonla alinan ¢oklu
doymamis yag asitlerinden tretilmektedir (Griinari ve Bauman, 1999). Sekil 2.2°de
LA’nin rumendeki biyohidrojenasyonu ve dokularda vaksenik asitten KLA olusum
mekanizmasi verilmis olup KLA’nin 9cis-11trans izomerinin, anaerobik rumen bakterisi

olan Butirivibrio fibrisolvens tarafindan LA’nin stearik asite biyohidrojenasyonu



sirasinda olusabildigi bildirilmistir (Kepler vd., 1966). Biyohidrojenasyon sirasinda
LA’dan izomerizasyon yoluyla 9cis-11ltrans oktadekadienoik asit, devaminda ise
9.C’daki ¢ift bagin hidrojene edilmesi ile trans-vaksenik asit ve son asamada ise stearik
asit olustugu diisiiniilmektedir. Ayrica memeli hiicrelerde trans-vaksenik asitin A°
desaturasyonu ile 9cis-11trans KLA olustugu da bildirilmistir (Adlof vd., 2000; Griinari
ve Bauman, 1999; Khanal, 2004).

Rumen Dokular
c9,cl2 C18:2 > c9, 112 C18:2
(Linoleik asit) (Linoleik asit)
c9,t11 C18:2 (KLA) ¥ c9,t11 C18:2 (KLA)

(Rumenik asit)

1 T A’ desaturaz

t11 C18:1 ¥ aicis
(Vaksenik asit) (Vaksenik asit)
C18:0 * C18:0 ———p c9 C18:1
(Stearik asit) A’ desaturaz

Sekil 2.2. LA’ ’nin rumendeki biyohidrojenasyonu ve dokularda vaksenik asitten KLA
olusum mekanizmasi (Turhaner ve Ozdogan, 2007)

KLA’'nin en Onemli kaynagi biyosentezinden de anlasildigi {izere gevis getiren
hayvanlarin viicut dokular ve 6zellikle yag dokusu ile siit ve siit iiriinleridir (Kelly, 2001,
Wahle vd., 2004; Wang ve Jones, 2004). Siit yagi, 55-912 mg/100 g yag diizeyindeki
KLA igerigi ile en 6nemli kaynak olup (Van Nieuwenhove vd., 2012) et ve et {irinleri de
ikinci sirada yer almaktadir. Kuzu eti 560 mg/100 g yag ve somon balig 30 mg/100 g
yag KLA igerir (Kurban ve Mehmetoglu, 2006). Bunlarin yaninda safran cicegi yagi1 70
mg/100 g, kanola yag 50 mg/100 g, aycicegi yagr 40 mg/100 g ve misirdzii yagi 20
mg/100 g KLA igermektedir (Kurban ve Mehmetoglu, 2006). Yumurta sarisinda KLA
varligina rastlanilmadig bildirilmistir (Gultemirina vd., 2009; Raes vd., 2002).

Isvigre’de dogal yollarla et ve siit iiriinlerinden alinan 9cis-11trans KLA miktar1 0,016
g/giin iken (Mulvihill, 2001) Almanya’da bu deger bayanlar i¢in 0,036 g/giin, erkekler
i¢cin 0,044 g/giin’diir (Fritsche ve Steinhart, 1998). Goriildiigii tizere dogal kaynaklarla



aliman KL A miktari, biyolojik etkilerinden faydalanmak icin gerekli olan miktardan (3 g)
¢ok daha diisiik seviyelerdedir.

2.4 Konjiige Linoleik Asitin Biyolojik Etkileri ve Etki Mekanizmasi

Izgara sigir etinden elde edilen ekstraktin antikanserojen etkiye sahip oldugunun
belirlenmesinin ardindan ilk kez 1987 yilinda Ha ve digerleri tarafindan bu maddenin
KLA oldugu bildirilmistir (Ha vd., 1987). KLA izomerlerinin (6zellikle 9cis-11trans
izomeri), biitillenmis hidroksi toluen ile ayni diizeyde, a-tokoferole gore daha giiclii ve
B-karotenden ise iki kat daha yiiksek antioksidan ozellik gosterdigi belirlenmistir

(Bauman vd., 2000; Hur vd., 2007; Muller ve Delahoy, 2008).

KLA izomerlerinin karsinojenik etkili serbest radikallerin olusumunu engelleyerek
antikarsinojenik 6zellik gosterdigi belirtilmektedir (Bolukbasi, 2006; Du ve Ahn, 2002;
Huang vd., 2008; Mir vd., 1999). KLAnin obezite iizerine olumlu etkisi bir¢ok arastirma
ile kanitlanmis olup, bu etkiyi viicutta yag doku birikimini azaltarak ortaya koydugu (Du
ve Ahn, 2002; Lee vd., 2006) ve bu etkinin KLLA’nin tiiketim siiresine ve dozuna bagl
oldugu tespit edilmistir (Huang vd., 2008). Deney hayvanlarinda KLA tiikketimi ile yag
doku olusumunu saglayan lipoprotein lipaz aktivitesinin azaldigi, degisik dokularda ise
yag asitlerinin mitokondriye girisini ve oksidasyonunu saglayan karnitin agil transferaz
aktivitesinin arttig1 gosterilmistir (Bessa vd., 2000; Ha vd., 1987; Mulvihill, 2001; Pariza
vd., 2001; Park vd., 1997; Park vd., 1999; Risérus vd., 2002; Wang ve Jones, 2004).
Ayrica 9cis-11trans ve 10trans-12cis KLA izomerlerinin birlikte alinmasi durumunda

sinerjist etki gostererek antiobezitik etkiyi arttirdiklari bildirilmistir (Pariza vd., 2001).

KLA’nin kandaki toplam kolesterol, LDL ve trigliserit miktarin1 diistirme, HDL
konsantrasyonunu artirma ve karacigerdeki kolesterol diizeyini azaltma &zelligi
sayesinde kalp damar saghigi iizerinde pozitif etkili oldugu bildirilmistir. KLA’ nin
hipertansiyon iizerine de pozitif etkisi oldugu belirlenmis ve bu etkinin, KLA izomerlerin

tiiketim stiresine ve dozuna bagl oldugu ¢alismalar sonucunda ortaya konulmustur (De
Deckere vd., 1999; Huang vd., 2008; Lee vd., 1994; Nicolosi vd., 1997).

Diyabet hastalarinda 6zellikle 10trans-12cis KLA izomerinin kan sekeri ve kan trigliserit

konsantrasyonunu azaltarak glukozun kullanilabilirligini arttirdigi gozlenmistir (Ryder



vd., 2001). KLA’nin iskelet sistemi iizerine olan pozitif etkisi yapilan calismalarla
kanitlanmistir (Huang vd., 2008). KLA’nin serbest radikallerin ve inflamatuvar sitokin
olusumunu engelleyerek bagisiklik sistemini kuvvetlendirdigi (Celik, 2007; Hwangbo
vd., 2006; Inang, 2006; Lee vd., 2006) ve menopoz sonrasi bayanlarda da kemik mineral
diizeyini iyilestirdigi ortaya konulmustur (Rahman vd., 2003).

KLA’nin bir diger izomeri olan 9trans-11trans KLA'nin kolon kanseri hiicrelerinde
etkileri ile ilgili bir¢ok ¢alisma rapor edilmistir (Beppu vd., 2006; Lai vd., 2005; Yasui
vd., 2007). Beppu vd. (2006) 9trans-11trans KLA'nin kolon kanseri hiicrelerine karsi
diger KL A izomerleri kadar etkin oldugunu bildirmistir.

Ayrica, Yasui vd. (2007), 4 hafta siireyle %0,1 veya %1 oraninda 9trans-11trans KLA
ile beslenen sicanlarda kemopreventif etkide bulundugunu bildirmistir. Diger bir

calismada ise 9trans-11trans KLA'nin zayiflattigi tespit edilmistir (Lai vd., 2005).

KLA’nin 10trans-12cis izomerinin 9cis-11trans izomerinden daha etkin oldugu ve kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini 6nledigi (Cho vd., 2005) ve ayn1 zamanda hayvanlarda (Park
vd., 1997; Yamasaki vd., 2003) viicut yagim azalttigi bildirilmistir. Ancak yapilan
calismalar, yiiksek oranda 10trans-12cis KLA izomeri bulunan gida destekleyicilerin
oksidatif stresi arttirdigin1 gostermektedir (Risérus vd., 2002). Ayrica yiiksek miktarda
10trans-12cis KLA izomeri tiikketiminin safradaki kolesterol konsantrasyonunu %32
oraninda arttirdigi ve safra tasit olusumu riskini arttirdigi belirtilmektedir (Benito vd.,
2001).

Literatiirde bulunan arastirma sonuglarindan, 6zellikle 9cis-11trans ve 10trans-12cis
izomerlerinin faydali oldugu anlasilmaktadir (Albers vd., 2003; Belury vd., 2003; Beppu
vd., 2006; Lai vd., 2005; Noone vd., 2002; Smedman ve Vessby, 2001; Von Loeffelholz
vd., 2003; Voorrips vd., 2002; Yasui vd., 2007).

Ticari olarak KLA, kimyasal izomerizasyon yoluyla LA’dan {iretilmekte ve bu islem
beklenmedik izomerlerin olusumuna yol agmaktadir. KLA’dan beklenen yararli etkilerin
goriilebilmesi i¢in uygun izomerlerin kullanilmasi gerektigi bildirilmistir (Van

Nieuwenhove vd., 2012).



2.5 Kimyasal Yolla KLA Uretimi Konulu Arastirmalar

KLA ticari olarak ¢ogunlukla LA’nin alkali izomerizasyonu ile iiretilmektedir. LA’ nin
alkali izomerizasyonunda gii¢lii bir alkali (KOH) kullanilmakta (Chin vd., 1992) olup bu
islemde verim %90-93 araligindadir. Bunun yaninda risinoleik asidin dehidrasyonu ile
KLA iiretimi miimkiin olsa da bu yontem c¢ok asamali oldugu icin fazla tercih

edilmemektedir (Body ve Shorland, 1965).

OH

Sekil 2.3. Risinoleik asit yapisi

Ma vd. (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada hidrolize edilmis aygigegi yaginin
kimyasal izomerizasyonuyla %93 verim elde edilmistir. Bir diger ¢aligmada ise LA
icerigi %80 olan aspir yagindan kimyasal izomerizasyon yoluyla %78 KLA iceren bir
iirtin elde edilmis ve sonrasinda uygulanan iire kristalizasyonu ile saflagtirma islemi
neticesinde KLA orani %95 diizeyine ¢ikartilmistir (Kim vd., 2003). Goli vd. (2008) yine
aspir yagindan alkali izomerizasyon yoluyla %73 KLA igeren bir {iriin elde ettikten sonra
tire kristalizasyonu yoluyla KLA diizeyini %85,6 degerine c¢ikartmislardir. LA nin
kimyasal izomerizasyonu ve risinoleik asitin kimyasal dehidrasyonu sonucunda risinoleik
asitten 80°C sicaklikta %77-88 verim ile, LA’dan ise 160°C sicaklikta %90 verim ile
KLA iiretilebildigi bildirilmistir (Yang vd., 2002).

Gangidi ve Proctor (2004) KLA iiretiminde fotokimyasal bir yontem izlemislerdir.
Calismada, iyot kristalleri ve civa lambasi (100 W) kullanarak, soya yagindan 90-91
saatte 90,61 9cis-1ltrans ve 9%0,59 10trans-12cis izomerlerini igeren bir yag
tiretilebilmistir. Pilot 6lgcekte yapilan baska bir arastirmada ise fotokimyasal islemler ile
soya yaginin KLA igerigi 22 g/100 g oranina kadar yiikseltilebilmistir. Ancak toplam
KLA’nin sadece 0,85 g’min 9cis-11trans, 1,11 g’min 9cis-11trans + 10cis-12trans ve

0,85 g’nin 10cis-12trans izomerlerinden olustugu, geriye kalan 19,19 g’lik kismin ise



biyolojik olarak etkisi kanitlanmayan trans-trans izomerlerinden olustugu bildirilmistir
(Jain vd., 2008). Sonug olarak fotokimyasal yolla KLA iiretiminde istenmeyen (biyolojik

etkisi bilinmeyen) izomerlerin yiiksek diizeylerde olustugu gériilmektedir.

KLA iiretiminde Demir ve Talpur (2010) ise kemoenzimatik bir yontem uygulamistir.
Aragtirmada LA, Lactobacillus plantarum ile 6nce hidroksi yag asidine doniistiiriilmiis
ve sonrasinda hidroksi yag asidi de mikrodalga teknigi ile KLA’ya doniistiiriilmiistiir.
Ancak bu calismada KLLA veriminin ¢ok diisiik oldugu (yaklasik %15-20) goriilmiistiir.

Liu vd. (2017) ise yapmis olduklari Ru destekli kimyasal izomerizasyon iglemi
sonucunda, hidrolize edilmemis pamuk yaginda bulunan LA’nin %51,3 oraninda
izomerizasyona ugrayarak KLA’ya doOniistiiglinii belirlemislerdir. Ancak burada
gerceklesen izomerizasyonun %483,7 oraninda LA’ya spesifik oldugu, diger yag

asitlerinin de izomerizasyona ugradig tespit edilmistir.



BOLUM I11

MATERYAL VE METOT

Bu ¢alismada yiiriitiilen islemler 3 ana baslik altinda toplanip Sekil 3.1°de sematik olarak

gosterildikten sonra detaylari agiklanmustir.

SAF LA KIMYASAL YOLLA KLA’NIN
ELDESI KLA URETIMI SAFLASTIRILMASI
< Aspir yaginm hidrolizi < " < Earklichzeenler
2 — Yag asitleri 2 Farkl sicakliklar 2 — (A@iltonl L}t)clt%;;l}ftlm
ckstraksiyonu | (80, 120, 160 He~kzan’Klorotb;'m)’
< < 200 ve 240°C) < :
< < <
LA’nin
™ - N — . . Farkli sicakliklar
— . N Farkl stireler FEL ) 5[0’ E')lgoc C
- (2,4,6 ()25, ve (-) 1
Yag asitleri 8 ve 10 saap)
p—r\
ekstrasyonu Yag asitleri
— =
ekstrasyonu
- Yag asitleri
= GC ekstrasyonu
— HPLC
— HPLC

Sekil 3.1 Calismanin asamalari

3.1 Aspir Yagimin Hidrolizi

Yapilmis ¢alismalara gore bir yagdan KLA {retimi gerceklestirilecekse oncelikle yagin
hidrolize edilip yag asitlerinin elde edilmesi gerektigi anlasilmaktadir. Bu amacla 500 g
aspir yagi 115 g KOH (400 mL etanolde) ve 125 mL saf su ile karistirilmis ve 1 saat geri
sogutucu altinda ceketli 1siticicda (MTops MS-E104, Japonya) kaynatilarak
sabunlastirilmistir. 1 saat sonunda sogutma islemi igin igerisine 0,5 L buz eklenmis, daha
sonra lizerine 600 mL H2SOs (4M) eklenerek pH 2-3 arasina diisliriilmiis ve ayirma
hunisine alimip faz ayrimi saglanmistir. Faz ayrimindan sonra eter (2x100 mlL)

kullanilarak ekstraksiyon yapilmis olup, ekstraksiyon isleminden sonra eter vakum
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altinda rotary evaporatdrde (Heidolph Hei-vap, Almanya) ugurulup vakum altinda
(50°C’de) 5 saat daha kalint1 eterin ugmasi saglanmistir (Gunstone vd., 1976).

3.2 Diisiik Sicaklik Kristalizasyon Yontemi ile Linoleik Asidin Saflastirilmasi

Bu amagla Frankel vd. (1943) tarafindan belirtilen metot modifiye edilerek hidrolize
edilmis yag asitleri karisimi farkli ¢6zgenler (aseton, petrol eter, kloroform ve n-hekzan)
icinde ¢oziindiiriildiikten (50 g/L) sonra -25°C’deki derin dondurucuda ¢ok yavas sekilde
karistirilarak (24 saat) doymus yag asitlerinin kristallesmesi saglanmistir. Daha sonra
kaba filtreden siiziilerek (soguk ¢6zgen ile yikama) faz ayirimi saglanmis olup buradan
elde edilen sivi faz -40°C’deki derin dondurucuda bekletildikten (24 saat) sonra filtre
edilerek kristaller uzaklastirilmistir. Buradan elde edilen sivi faz -55°C’deki derin
dondurucuda bekletildikten (24 saat) sonra kaba filtreden siiziilmiis ve sogutma islemine
devam edilerek -70°C’de (24 saat) kristallerin olusumu saglanmistir. Boylece -25, -40, -
55 ve -70°C’de kristallesen ve -70°C’de kristallesmeyen yag asitleri olmak {izere toplam

5 adet iiriin elde edilmistir.

3.3 Kimyasal Yolla Konjiige Linoleik Asit Uretimi

Bu asamada bir dnceki asamada saflagtirilmis olan LA’dan kimyasal yolla KLA iiretimi
yapilmistir. Bu amagla literatiir bilgilerinden ((Yang ve Liu, 2004) yararlanarak 10 g saf
LA (aspir yagindan elde edilen) 5,2 g KOH (10 mL etilen glikolde) ile geri sogutucu
altinda ceketli 1siticida (MTops MS-E104, Japonya) farkli sicakliklarda (80, 120, 160,
200 ve 240°C) ve farkli siirelerde (1, 4, 6, 8 ve 10 saat) izomerize edildikten sonra iizerine
20 mL etanol ve 6,5 mL 6 N HCl ilave edilerek pH <2’ye ayarlanmistir. Elde edilen iiriin,
once saf su (40 mL), sonra hekzan (40 mL) ve son asamada da %30’luk metanolle (40
mL) yikandiktan sonra susuz sodyum siilfat ile kurutulup rotary evaporatorde hekzan
ucurularak KLA eldesi saglanmistir. Elde edilen KLA -20°C’de depolanarak sonraki

agsamalar i¢in saklanmuistir.

3.4 Diisiik Sicaklikta Kristalizasyon Yoluyla Konjiige Linoleik Asitin Saflagtiriimasi

Optimum kosullarda iiretilen KLA ortamdan ekstrakte edildikten sonra Frankel vd.

(1943) tarafindan belirtilen yontem modifiye edilmis ve KLA’nin saflastirilmasinda
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kullanilmistir. Bu amagla KLA igeren karisim farkli ¢ozgenler (aseton, petrol eter,
hekzan, kloroform) igerisinde (5 g/100 mL) ¢oziindiiriilmiis ve sonra sirasiyla 0, -10, -25,
-50, -70 ve -85°C’lik sicakliklarda 24 saat bekletilmis ve olusan kristaller her sicaklikta
filtre edilerek ayrilmistir.

3.5 Yag Asitlerinin Transesterifikasyonu ile Metil Esteri Eldesi

Bu asamada, Christie (1989) tarafindan bildirilen ve Kim ve Liu (1999) tarafindan
degistirilen yag asitlerinin asidik ortamda transesterifikasyon metodu modifiye edilerek
serbest yag asitlerinin metil esterleri olusturmustur. Bu amagla 2 mg 6rnek iizerine 0,125
mL %1°lik H2SO4 (metanolde hazirlanmis) ilave edilmis ve 50°C’de 2 saat bekletilmistir.
Daha sonra iizerine %5°lik NaCl ¢ozeltisinden 0,150 mL ilave edilmis ve 50°C’de 10 dk
bekletildikten sonra ayirma hunisinde 15 mL hekzan ile 2 kez ekstraksiyon yapilmistir.
Hekzan fazi iizerine %4’liik 0,125 mL potasyum bikarbonat ilave edilip sodyum siilfat

varliginda vakum altinda filtre edilerek yag asitlerinin metil esterleri elde edilmistir.

3.6 Aspir Yagmin ve Saflastirilmis LA Karisimlarimin Yag Asitleri Kompozisyonu

Analizi

Hidrolize aspir yaginin ve diisiik sicaklik kristalizasyonu ile elde edilen LA karigimlarinin
metil esterleri elde edildikten sonra gaz kromatografi (Shimadzu GC-2010, Japonya)
cihazinda DB-23 kapiler kolon (60 m uzunluk x 0,25 mm i¢ ¢ap, 0,25 um film kalinlig1)
kullanilarak yag asidi bilesimleri belirlenmistir. Kolon firini, enjeksiyon blogu ve
dedektor (Alev iyonlastirmali dedektdr) sicakliklart sirastyla 190, 230 ve 240 °C olarak
belirlenmistir. Split oran1 80:1 olup tasiyici gaz olarak 1,0 mL/dk He akis hizinda helyum

kullanilmistir.
3.7 HPLC ile Yag Asitlerinin Miktar ve izomer Analizi

KLA igeren karisimlarin yag asitlerinin dagilimi, Sehat vd. (1999) tarafindan 6nerilen
metot kullanmlarak belirlenmistir. HPLC (Shimadzu LC-20A/Prominence, Japonya)
cihazina transesterifikasyon yoluyla olusturulan yag asidi metil esterlerini iceren 6rnekten
10 pL enjekte edilmistir. Orneklerin bilesenlerine ayristirilmasinda 2 adet seri bagh

“Chromspher 5 lipit” analitik kolonu (4,6 mm ID, 250 mm, 5 pm partikiil boyutu) ve
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belirlenmesinde ise UV-VIS detektor (Shimadzu SPD-20A, Japonya) (233 nm)

kullanilarak analiz gergeklestirilmistir.

Hareketli faz olarak %0,1 asetonitril igeren hekzan kullanilmistir (akis hiz1 1 mL/dk).
Izomerlerin tam olarak tespiti i¢in ayn1 sartlarda standartlarin enjeksiyonu yapilmustir.
Ayrica miktar belirlemek i¢in 0,1-2,0 mg/mL 9trans-11trans KLA transesterifikasyon
yoluyla metil esterleri olusturulduktan standart kurve ¢iziminde kullanilmistir. KLA nin
Otrans-11trans KLA izomeri kullanilarak olusturulmus olan standart kurve Sekil 3.2.’de
verilmistir. Sekilden de goriildiigii izere pik alani ile KLLA arasindaki korelasyon oldukga yiiksek

bulunmustur. KLA’nim doniisiimiiniin hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmigtir.

Olusan KLA miktari

i1k 6rnek LA miktar1 x 100

% Dontisiim =

7000000

6000000 y =3651100x - 326029
R*=0,9803

5000000
4000000
3000000

Pik Alani

2000000
1000000

0

0 0,5 l 15 2 2,5
9t-11t KLA (mg/mL)

Sekil 3.2. 9trans-11trans KLA kullanilarak olusturulan standart kurve

3.8 Deneme Deseni ve Istatistiksel Analizler

Deneme deseninin olusturulmasi, deney sonuglarinin varyans analizi, cevap yiizey
grafiklerinin olusturulmasi ve optimum noktalarin belirlenmesi i¢in Design Expert
8.0.7.1 paket programinda (Stat-Ease Inc., Minneapolis, Amerika) D-optimal Cubic
Model kullanilmistir. Biitiin analizler paralelli olarak yapilmis olup ortalamalar Design

Expert 8.0.7.1 paket programi kullanilarak analiz edilmistir.
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BOLUM IV

BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Aspir Yaginn ve Saflastirillmus LA’nin Yag Asitleri Analizi

Hidrolize aspir yagmin ve diisiik sicaklik kristalizasyonunda elde edilen LA

karigimlarinin yag asitleri dagilimi Cizelge 4.1-4.5°de verilmistir.

Aspir yaginin aseton ¢Oziiciisii igerisinde elde edilen yag asitleri Cizelge 4.1.°de
gosterilmistir. -25°C’de palmitik asit en fazla oranda (%41,15+1,25) elde edilmistir. EKSi
40°C’de yine palmitik asit (%49,53+1,22) elde edilmistir. Eksi 55°C’de ise oleik asit
(%90,52+1,85), -70°C’de (%97,42+1,89) oleik asit elde edilmistir. Eksi 70°C’de

katilasmayan si1v1 kisimdan ise LA en fazla oranda (%98,46+2,00) elde edilmistir.

Cizelge 4.1. Coziiciisii aseton olan yag asitleri

Aseton Kristalizasyon Durumu
% Yag asitleri Aspir yag -25°C’de  -40°C’de -55°C’de -70°C’de  -70 °C’de
kat1 kat1 kat1 kat1 Sivi
Miristik asit 0,12+0,01 0,13+0,01 0,38+0,01 TE TE TE
Palmitik asit 6,30+£0,15 41,15£1,25 49,53+£1,22 0,56£0,01  0,35+0,01 0,28+0,012
Stearik asit 2,41£0,22  40,99+1,52  16,76+0,98  0,32+0,01 0,32+0,01 TE
Oleik asit 33,54+1,12  1,284+0,13  21,73£0,88 90,52+1,85 97,42+1,89  1,24+0,02
Linoleik asit 57,30+1,25  1,83+0,12  9,33+0,25  8,61+0,08 1,91+£0,01 98,46+2,00
Arasidik asit 0,33+0,01  14,62+0,86  2,28+0,13 TE TE TE

TE: Tespit edilemedi

Aspir yagmin hekzan ¢oziiciisii igerisinde elde edilen yag asitleri Cizelge 4.2.°de
gosterilmistir. Eksi 25°C’de palmitik asit en fazla oranda (%67,02+1,25) elde edilmistir.
Eksi 40°C’de yine palmitik asit (%59,02+1,25) elde edilmistir. Eksi 55°C’de ise oleik asit
(%79,66+1,59), -70°C’de (%57,41+1,11) oleik asit elde edilmistir. Eksi 70°C’de

katilagmayan sivi kisimdan ise LA en fazla oranda (%73,12+1,28) elde edilmistir.
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Cizelge 4.2. Coziiciisii hekzan olan yag asitleri

Hekzan Kristalizasyon Durumu
% Yag asitleri Aspir ya@ -25°C’de  -40°C’de -55°C’de -70°C’de -70°C’de
kat1 kat1 kat1 kat1 Sivi
Miristik asit 0,12+0,01  0,35+0,01  0,65+0,01 TE TE TE
Palmitik asit 6,30+0,15 67,02+1,25 59,02+1,25 1,83+0,02  0,70+0,02 0,88+0,012
Stearik asit 2,41+£0,22  26,51+0,98 25,84+1,01 1,56+0,01  0,92+0,02 TE
Oleik asit 33,54+1,12 0,98+0,02  3,94+0,09 79,66+£1,59 57,41+1,11 26,00+0,74
Linoleik asit 57,30£1,25  1,15+0,13  6,05£0,12 16,95+0,99 40,97+1,24 73,12+1,28
Arasidik asit 0,33+0,01 4,00+0,25 4,51+0,10 TE TE TE

TE: Tespit edilemedi

Aspir yaginin petrol eter ¢oziiciisii icerisinde elde edilen yag asitleri Cizelge 4.3.’de
gosterilmis olup -25°C’de palmitik asit en fazla oranda (%62,96+1,52) elde edilmistir.
Eksi 40°C’de yine palmitik asit (%66,55+1,54) elde edilmis, -55°C’de oleik asit
(%83,06+1,85), -70°C’de ise (%91,44+1,95) oleik asit elde edilmistir. Eksi 70°C’de

katilasmayan s1v1 kisimdan ise LA en fazla oranda (%85,12+1,87) elde edilmistir.

Cizelge 4.3. Coziiclsii petrol eter olan yag asitleri

Petrol eter Kristalizasyon Durumu
% Yag asitleri Aspir yag -25°C’de  -40°C’de -55°C’de -70°C’de -70°C’de
kati kati kati kati Sivi
Miristik asit 0,12+£0,01  0,37+0,01  0,71+0,01 TE TE TE
Palmitik asit 6,30+0,15 62,96+1,52 66,55+1,54 10,25+0,27 1,62+0,03  0,80+0,012
Stearik asit 2,41+0,22  28,79+0,88 26,20+0,99  3,14+0,12 0,59+0,01 TE
Oleik asit 33,54+1,12  0,97+0,03  1,10+0,011 83,06+1,85 91,44+1,95 14,09+0,68
Linoleik asit 57,30+1,25  1,11+0,04  0,85+0,01 3,54+0,45 6,35+0,01  85,12+1,87
Arasidik asit 0,33+0,01 5,79£0,22  4,59+0,25 TE TE TE

TE: Tespit edilemedi

Aspir yagmin kloroform ¢oziiciisii igerisinde elde edilen yag asitleri Cizelge 4.4.’de
gosterilmis olup -25°C ve -40°C’de kristallesme gézlenmemistir. Eksi 55°C’de palmitik
asit (%53,68+1,11), -70°C’de ise (%64,96+1,25) palmitik asit elde edilmistir. Eksi
70°C’de katilasmayan sivi kisimdan ise LA en fazla oranda (%61,63+1,00) elde

edilmistir.
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Cizelge 4.4. Coziiciisii kloroform olan yag asitleri

Kloroform Kristalizasyon Durumu

% Yas asitleri Aspir vad1 -25°C’de  -40°C’de -55°C’de -70°C’de -70°C’de
o Yag piryag kati kati kati kati Sivi

Miristik asit 0,1240,01 0,21+0,01 0,510,011  0,09+0,01

Palmitik asit 6,3040,15 53,68+1,11 64,96£1,25  2,80+0,24

Stearik asit 2,414+0,22 . 27,67£1,00 19,94+0,99  0,73+0,01

. ] Kristallesme gozlenmedi

Oleik asit 33,54+1,12 4,86+0,13  4,48+0,45 34,75+0,89

Linoleik asit 57,30+1,25 8,04+£0,25  7,47+0,36  61,63+1,00

Arasidik asit 0,33+0,01 5,55+0,12  2,65+0,21 TE

TE: Tespit edilemedi

Sonuglardan goriildiigi tizere -25 ve -40°C’de elde edilen yag asitleri kristalleri bilyiik
oranda palmitik asit ve stearik asit (%60-40) igerirken, -55 ve -70°C’de elde edilen
kristallerin yliksek oranda oleik asit (%83-97) icerdigi belirlenmistir. Eksi 70°C’de kristal
olusturmayan yag asitlerinin ise biiyiik oranda LA (%85-98) igerdigi belirlenmistir.

Kullanilan farkli c¢oziiciiler igerisinde aseton ve petrol eterin oleik ve LA’nin
saflastirilmasinda etkin oldugu, oncelikle -55°C’de doymus yag asitlerinin ayrilmasi
saglandiktan sonra sogutma islemine (-70°C) devam edilmesi sonucunda elde edilen kati
fazin 6nemli oranda oleik asit (>%90) igerdigi belirlenmistir. Eksi 70°C’de kristal
olusturmayan yag asitlerinin ise yliksek oranda LA (asetonda %98 - petrol eterde %85)
icerdigi belirlenmis olup kloroform kullanilan denemede -25 ve -40°C’de faz ayriminin
olmadig1 -55°C’de faz ayriminin biiyiik oranda palmitik ve stearik asit karisimi seklinde
gerceklestigi  belirlenmistir. Literatlirde bulunan bir arastirma sonucunda {ire
kristalizasyon yontemi ile aygicek yagindan %87,80 oraninda LA igeren iiriin elde
edilebilecegi belirlenmistir (Wu vd., 2008). Sunulan bu ¢alisma sonucu olarak oleik ve
LA saflagtirilmasinda aseton (50 g/L) ve -70°C kullaniminin uygun oldugu tespit edilmis
ve daha yliksek miktarlarda iiretim yapilarak -70°C’de 2 giin bekletildikten sonra kristal
olusturan faz uzaklastirilarak %98,46+0,01 saflikta LA faz1 elde edilmistir.

4.2 Kimyasal Yolla KLA Uretimi

4.2.1 Kimyasal yolla gerceklestirilen izomerizasyon sonuglari

KLA f{iretiminin optimizasyonu caligmalar1 kapsaminda kimyasal yolla iiretilen KLA

karisimlarinin KLA igerikleri Cizelge 4.5°de, sicaklik ve siirenin etkisi ise Sekil 4.1-Sekil
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4.4°de verilmistir. Sekillerden goriildiigii tizere sicaklik ve siirenin artisi ile tim KLA

izomerlerinin olusum miktarlar1 artmaktadir.

Ek-A’da verilen ANOVA analizlerinden goriildiigii tizere tiim sonuglar i¢in “P degeri”
0,0001°den daha kiigiik ¢ikmistir. Dolayisiyla kullanilan D-Optimal Cubic model bu

caligma i¢in uygun bulunmustur.

Cizelge 4.5. Kimyasal yolla LA’dan % KLA doniisiim oranlar1 (D-Optimal Cubic

model)
Toplam 10trans-12cis  9cis-11trans Diger
Sira Sicakhk Siire KLA .
(°C)  (Saat) Déniisiimii KOLA KOLA |zon3erler
(%) (%) (%) (%)

1 80 1 0,802 0,087 0,097 0,618
2 120 1 1,190 0,268 0,085 0,838
3 160 1 5,197 2,021 1,905 1,270
4 200 1 24,384 9,491 8,989 5,904
5 240 1 48,437 21,384 20,363 6,690
6 80 4 2,626 0,291 0,354 1,981
7 120 4 4,412 1,349 1,236 1,826
8 120 4 4,294 1,303 1,194 1,798
9 160 4 21,965 10,424 9,893 1,649
10 200 4 66,790 28,943 29,952 7,895
11 200 4 66,518 28,961 29,652 7,904
12 240 4 72,598 35,021 34,594 2,982
13 80 6 1,293 0,249 0,269 0,775
14 80 6 1,317 0,257 0,277 0,783
15 120 6 4,337 1,907 1,521 0,908
16 160 6 28,154 14,736 12,172 1,246
17 200 6 72,648 33,791 34,922 3,935
18 240 6 85,846 37,791 39,062 8,993
19 240 6 85,451 37,956 38,536 8,959
20 80 8 4,550 2,010 1,610 0,930
21 120 8 16,837 10,268 6,181 0,388
22 160 8 31,843 13,915 13,247 4,681
23 160 8 31,666 13,767 13,277 4,621
24 200 8 76,617 33,504 33,896 9,217
25 240 8 87,973 42,540 43,150 2,283
26 80 10 11,597 0,321 0,315 10,961
27 120 10 15,240 1,681 1,590 11,970
28 160 10 36,617 15,611 14,934 6,071
29 200 10 86,340 35,588 36,212 14,540
30 240 10 93,437 36,866 37,469 19,102
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Siire ve sicaklik arttikca kimyasal yolla iiretilen bilinmeyen KLA izomerleri Sekil 4.1°de
gosterilmistir. Sekil incelendiginde siire ve sicaklik artisinda bilinmeyen KLA
izomerlerinin de artis gosterdigi belirlenmistir. Artis dogrusal bir artis degildir. 1-6 saatlik
periyotta ¢ok az bilinmeyen KLA izomeri artisi gozlenirken 6 saatten sonra hizli bir

sekilde dogrusal artis gdzlenmistir.

er (% doniisiim)
&

Bilinmeyen izomerl

B: Siire (saat) 1.00 ~ 80.00 A: Sicaklik (°C)

Sekil 4.1. Kimyasal yolla KLA {iretiminde sicaklik ve siirenin bilinmeyen KLA
izomerlerinin olusumundaki etkisi

Siire ve sicaklik arttik¢a kimyasal yolla iiretilen 10trans-12cis KLA izomerleri Sekil
4.2°de gosterilmistir. Sekil incelendiginde siire ve sicaklik artiginda 10trans-12cis KLA
izomerlerinin de artis gosterdigi belirlenmistir. Diisiik sicakliklarda siire ile 10trans-12cis
KLA izomerlerinde artis gozlenmez iken, yiiksek sicakliklarda dogrusal bir artig

gozlenmistir.
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trans-10. cis-12 KLA (% doniisiim)

B: Siire (saat) 200 2.0 A: Sicaklik (°C)

Sekil 4.2 Kimyasal yolla KLA tiretiminde sicaklik ve stirenin 10trans-12cis KLA
olusumundaki etkisi

Siire ve sicaklik arttik¢a kimyasal yolla iiretilen 9cis-11trans KLA izomerleri Sekil 4.3°de
gosterilmigtir. Sekil incelendiginde stire ve sicaklik artisinda 9cis-11trans KLA
izomerlerinin de artis gosterdigi belirlenmistir. Diisiik sicakliklarda siire ile 9cis-11trans
KLA izomerlerinde artis gbézlenmez iken, yiliksek sicakliklarda dogrusal bir artis

gozlenmistir.

cis-9. trans-11 KLA (% doniisiim)
8

B: Siire (saat) 200 A: Sicaklik (°C)

Sekil 4.3. Kimyasal yolla KLA iiretiminde sicaklik ve siirenin 9cis-11trans KLA
izomeri olusumundaki etkisi
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Sire ve sicaklik arttikca kimyasal yolla toplam KLA izomerleri Sekil 4.4’de
gosterilmistir. Sekil incelendiginde siire ve sicaklik artisinda toplam KLA izomerlerinin
de artis gosterdigi belirlenmistir. Diisiik sicakliklarda siire toplam KLA izomerlerinde

artis gozlenmez iken, yiiksek sicakliklarda dogrusal bir artig gozlenmistir.

—

=

T %
2

o= 60
i
-

es 40
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< 20
)
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£
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=}

= 10.00 240.00

B: Siire (saat) 200 S 00 A: Sicaklik (°C)

Sekil 4.4. Kimyasal yolla KLA iiretiminde sicaklik ve siirenin toplam KLA izomerleri
olusumundaki etkisi

Optimizasyon caligmalarinda en yiiksek KLA iiretiminin yani sira en yliksek oranda
saghga faydasi kanitlanmis olan KLA izomerlerinin (10trans-12cis+9cis-11trans KLA)
iretimi, bilinmeyen izomerlerin ise en az diizeyde kalmasi amaglanmistir. Bu nedenle
Design Expert programu ile yiiksek oranda 10trans-12cis+9cis-11trans KLA {iretimi
hedeflenmis ve Cizelge 4.6.’da Design Expert programi ile belirlenmis kimyasal yolla en
yiiksek 10trans-12cis+9cis-11trans KLA izomerlerinin iiretiminin gergeklestirilebilmesi

icin en uygun kosullar hesaplanmigtir.

Design Expert programi ile hesaplanan sonuglarin dogrulamasinin yapilmasi amaciyla
Cizelge 4.6’da hesaplanan sicaklik ve siireler kullanilarak kimyasal yolla tiretimler

yapilmis ve sonuglart Cizelge 4.7.’de sunulmustur.
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Cizelge 4.6. Kimyasal yolla yiiksek oranda 10trans-12cis+9cis-11trans KLA
izomerlerinin liretiminin gergeklestirilebilmesi i¢in en uygun kosullar

Sicakhik Siire T]g?ifi;gﬁ}fnl_ﬁA Diger izomerler 10trans-12cis+9cis-11trans
(°C) (Saat) (%) (%) KLA orani (%)
240 6 86,605 6,222 80,382
240 8 88,773 6,143 82,630
240 4 77,335 7,168 70,166
200 6 67,650 5,091 62,558
200 8 71,915 6,543 65,372

Cizelge 4.7. Kimyasal yolla yiiksek oranda 10trans-12cis+9cis-11trans KLA
izomerlerinin {iretiminin gergeklestirilebilmesi i¢in en uygun kosullarin dogrulamasi

Sicakhik Siire T](;Fi)ill?i?;ii}fnl;iA Diger izomerler  10trans-12cis+9cis-11trans
(°C) (Saat) (%) (%) KLA orami (%)
240 6 87,23 6,482 80,749
240 8 88,89 6,21 82,68
240 4 78,43 7,368 71,066
200 6 66,85 5,691 61,158
200 8 71,82 6,943 64,872

Bu sonuglardan anlasildigi tizere program ile hesaplanan ve bulunan sonuglar birbirine
oldukca yakindir ve hem yiiksek oranda KLA hem de yiiksek oranda yararli izomerler
tiretmek i¢in 240°C sicaklikta 8 saat kimyasal izomerizasyon iglemi yapilmasi gereklidir.

Bir sonraki asamada kitle iiretimi i¢in bu degerler kullanilmustir.

KLA ticari olarak ¢ogunlukla LA’nin alkali izomerizasyonu ile iiretilmekte olup bu
islemde verim %90-93 araligindadir. Ma vd. (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada
hidrolize edilmis aygicegi yagmin kimyasal izomerizasyonuyla %93, Kim vd. (2003)
tarafindan yapilan bir arasgtirmada ise LA icerigi %80 olan aspir yagindan kimyasal
izomerizasyon yoluyla %78, Goli vd. (2008) yine aspir yagindan alkali izomerizasyon
yoluyla %73, (Yang vd., 2002) LA’nin kimyasal izomerizasyonu ve risinoleik asitin
kimyasal dehidrasyonu sonucunda risinoleik asitten %77-88, LA’dan ise %90 KLA

doniisiimii gerceklestirmislerdir.

KLA iiretiminde fotokimyasal bir yontem izlemis olan Gangidi ve Proctor (2004), soya

yagindan 90-91 saatte %0,61 9cis-11trans ve %0,59 10trans-12cis izomerlerini i¢ceren bir
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yag tiretilebilmistir. Jain vd. (2008) tarafindan pilot 6l¢ekte yapilan bagka bir arastirmada
ise fotokimyasal iglemler ile soya yaginin KLA igerigi 22 g/100 g oranina kadar
yiikseltilebilmistir. Ancak toplam KLA’nin sadece 0,85 g’inin 9cis-11trans, 1,11 g’min
9trans-11cis + 10cis-12trans ve 0,85 g’nin 10trans-12cis KLA izomerlerinden olustugu,
geriye kalan 19,19 g’lik kismin biyolojik olarak etkisi kanitlanmayan izomerlerden

olustugu bildirilmistir.

Son yillarda yapilan bir arastirmada ise Liu vd. (2017) Ru destekli kimyasal
izomerizasyon islemi uyguladiklari hidrolize edilmemis pamuk yaginda bulunan LA nin

%351,3 oraninda izomerizasyona ugrayarak KLA’ya doniistiigiinii belirlemislerdir.

Sunulan bu ¢aligmada da kimyasal yolla KLA iiretiminde ortamdaki LA’nin yliksek
oranda izomerizasyona ugrayarak KLA izomerlerine doniistiigii belirlenmistir. Sicakligin
ve siirenin yiiksek olmasi ile literatiirdekine benzer sekilde daha fazla (>%90) KLA
olusumu gozlenmistir. Diger taraftan sagliga faydali oldugu kanitlanmis KLA
izomerlerinden 10trans-12cis ve 9cis-11trans KLA izomerlerinin olustugu ancak sagliga
faydali bir diger izomer olan trans-9,trans-11 KLA’nin olusmadigi (iz miktarda)
belirlenmistir. Ayn1 zamanda sicaklik ve siirenin artmasi ile tanimlanamayan ve sagliga
faydast kanitlanmayan izomerlerin daha fazla miktarlarda olusum gosterdigi

belirlenmistir.

4.3 Diisiik Sicaklikta Kristalizasyon Yoluyla KLA’nmin Saflastiriimasi

Bu asamada KLA igeren karisim farkli ¢bzgenler (aseton, petrol, eter, kloroform)
igerisinde ¢oziindiiriildiikten (5 g/100mL) sonra sirasiyla 0, -10, -25, -50, -70 ve -85°C’lik
sicakliklarda 24 saat bekletilmis ve kristallesme gdzlenen ornekler filtre edilerek olusan

kristaller ayrilmistir.

Kimyasal yolla {iretilen 6rneklerin ¢ozgen icerisinde 0, -10 ve -25°C sicakliklarda
kristalizasyonu ger¢eklesmemistir. Bunun nedeni tiretilen 6rneklerde erime noktasi diisiik
olan KLA izomerlerinin bulunmamasi olabilir. Ancak Cizelge 4.8’de goriildiigii tizere
¢oOziicli olarak aseton (5 g/100mL) kullanildiginda -55 °C’de 6rnegin %38,06’sinin
katilastigr ve %90,96 sagliga yararli oldugu bilinen KLA izomerleri ve %3,08 oraninda
bilinmeyen KLA izomerleri igerdigi tespit edilmistir. Eksi 55 °C’de olusan kristaller

22



ayrildiktan sonra sogutma islemine devam edilmis olup -70 °C’de %33,66 verimle
%85,42 oraninda sagliga yararli oldugu bilinen KLA izomerleri ve %4,69 oraninda
bilinmeyen KLA izomerleri igerdigi, -85°C’de ise ¢ok diisiik bir verimle (%2,46) %71,75
sagliga yararli oldugu bilinen KLA izomerleri ve %5,51 bilinmeyen KLA izomerleri
icerdigi, -85 °C’de katilagmayan son iiriiniin ise %43,52 sagliga yararli izomerleri, %4,52
bilinmeyen izomerleri ve %51,96 LA (KLA’ya doniistiiriilemeyen) icerdigi tespit

edilmistir.

Cizelge 4.8. Kimyasal yolla iiretilen KLA nin saflastirilmasinda aseton kullanima ile
elde edilen fraksiyonlarin yag asidi bilesimleri

% Yag Asitleri Ik Ornek  -55°CKati  -70°C Kati -85°C Kati  -85°C S
Linoleik asit 12,25+0,028  5,96£0,052  9,89+0,278  22,74+0,105  51,96+0,178
Bilinmeyen KLA 6,39+0,063  3,08+0,042  4,69+0,169  5,51+0,007  4,52+0,005
10trans-12cis KLA 40,92+0,002  63,58+0,024 28,78+0,183 27,62+0,010 14,27+0,015
9cis-11trans KLA 40,45+0,031 27,38+0,013 56,64+0,293  44,12+0,101 29,25+0,159
Toplam KLA 87,75+0,028  94,04+0,052 90,11+0,278  77,26+0,105  48,04+0,178
égit;f‘flst'rfncsisgl_ A 81,37+0,036 90,960,010  8542+0,110 71,75£0,112 43,520,173

% Verim  38,06£0,009 33,66£0,007  2,46+0,030  25,87+0,029

Coziicii olarak metanol (5 g/100mL) kullanildiginda ise -55 °C’de 6rnegin %36,87 sinin
katilastig1 ve %89.,47 sagliga yararli oldugu bilinen KL A izomerleri ve %3,19 oraninda
bilinmeyen KLA izomerleri igerdigi tespit edilmistir. Eksi 55°C’de katilasan kisim
ayrildiktan sonra gergeklestirilen sogutma isleminde -70 °C’de daha az bir verimle
(%22,66) %79,79 oraninda sagliga yararli oldugu bilinen KLA izomerleri ve %6,19
oraninda bilinmeyen KLA izomerleri icerdigi, -85 °C’de ise diisiik bir verimle (%11,15)
%77,41 saghga yararli oldugu bilinen KLA izomerleri ve %5,59 bilinmeyen KLA
izomerleri igerdigi, -85 °C’de katilasmayan son iiriiniin ise %57,35 sagliga yararl
izomerleri, %4,49 bilinmeyen izomerleri ve %38,16 LA (KLA’ya doniistiiriilemeyen)

icerdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.9.).
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Cizelge 4.9. Kimyasal yolla iiretilen KLA nin saflastiriimasinda metanol kullanimi ile

elde edilen fraksiyonlarin yag asidi bilesimleri

% Yag Asitleri ilk Ornek  -55°C Kati -70°C Kati -85°C Kati  -85°C Sm1
Linoleik asit 12,25£0,028  7,35£0,000  14,02+0,000 17,00+0,000 38,16+0,000
Bilinmeyen KLA 6,39+0,063 3,19+0,148 6,19+0,174 5,59+0,074 4,49+0,031
10trans-12cis KLA 40,92+0,000 47,34+0,098 37.21+0,082  35,67+0,050 25,79+0,011
9cis-11trans KLA 40,44+0,036  42,12+0,050 42,58+0,092  41,73+0,024  31,56+0,020
Toplam KLA 87,75+0,028  92,65+0,000  85,98+0,000  83,01+0,000  61,84+0,000
égitgf‘lnlst'rfn‘;islzl_ A 81,37£0,036 89,470,148  79,79+0,174 77,410,074  57,35£0,031
% Verim 36,870,003  22,26+0,022 11,15+0,022  29,72+0,040

Coziicti olarak petrol eter (5 g/100mL) kullanilarak gerceklestirilen fraksiyonlama iglemi
sonuglar1 Cizelge 4.10°da verilmis olup -55 °C’de Ornegin %73,45’inin kristal
olusturdugu ve %86,24 sagliga yararl oldugu bilinen KLA izomerleri ve %4,15 oraninda
bilinmeyen KLA izomerleri igerdigi tespit edilmistir. EKsi 55 °C’de katilasan yag asitleri
uzaklastirildiktan sonra yapilan sogutma isleminde -70 °C’de ise ¢ok az bir verimle
(%8,75) %78,19 oraninda sagliga yararli KLA izomerleri ve %6,73 oraninda bilinmeyen
KLA izomerleri i¢erdigi, devaminda yapilan -85 °C’ye sogutma sonucunda daha diisiik
bir verimle (%7,43) %63,97 sagliga yararli KLA izomerleri ve %5,38 bilinmeyen KLA
izomerleri igerdigi, -85 °C’de katilagmayan son iiriniin ise %20,74 sagliga yararh
izomerleri, %4,46 bilinmeyen izomerleri ve %74,80 LA (KLA’ya doniistiiriilemeyen)

icerdigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.10. Kimyasal yolla iiretilen KLA’nin saflastirilmasinda petrol eter kullanimi
ile elde edilen fraksiyonlarin yag asidi bilesimleri

% Yag Asitleri ilk Ornek  -55°CKati -70°C Kat1i -85°C Kati  -85°C Sm1
Linoleik asit 12,250,028  9,61+0,139  15,08+0,066 30,64+0,164 74,80+0,196
Bilinmeyen KLA 6,39+0,063 4,150,150 6,730,088  5,38+0,139  4,46+0,060
10trans-12cis KLA 40,92+0,000 44,97+0,024  28,62+0,002  20,45+0,050  6,48+0,155
9cis-11trans KLA 40,44£0,036  41,26£0,013  49,57+0,020  43,53+0,025 14,27+0,019
Toplam KLA 87,750,028  90,39+0,139  84,92+0,066 69,360,164  25,20+0,196
é&?ﬂi}ﬁ?i._ A 81,37£0,036  86,24+0,011  78,19£0,022  63,97£0,025  20,74+0,136
% Verim  73,45+0,041  8,75+0,025  7,43+0,008 10,410,008

24



BOLUM V

SONUCLAR

Bu tez calismasinda kimyasal yolla KLA iiretiminde optimum kosullar belirlenmis,
kimyasal yolla tiretilen KLA izomerleri arasindaki farklilik saptanmis ve diisiik sicaklikta

kristalizasyon uygulamasi ile KLA saflagtirilmistir.

Bu calisma kapsaminda KLA iiretiminde gerekli olan LA kaynagi olarak aspir yagi
kullanilmis olup hidrolize edilen aspir yag1 aseton (50 g/L) i¢inde ¢oziilmesi ve sirasiyla
-25, -40, -55 ve -70°C’de 24’er saat bekletilerek her sicaklikta kristal olusturan fazlar
uzaklagtirildiktan sonra elde edilen kristal olusturmayan fazin ¢6zgeninden ayrilmasi
sonucunda KLA {iretimi i¢in substrat olan LA igerigi yiiksek iiriin (>%98) elde edilmis

ve kimyasal yolla KLA {iretiminin optimizasyonu ¢alismalarinda bu tiriin kullanilmistir.

Farkl1 sicaklik ve siirelerde yapilan optimizasyon ¢alismalari sonucunda aspir yagindan
kimyasal yolla KLA iiretiminde sagliga faydali oldugu kabul edilen izomerlerin en
yiiksek diizeyde tretimi i¢in 240°C sicaklikta 8 saat kimyasal izomerizasyon islemi

yapilmasi gerekli oldugu belirlenmistir.

Calismanin ikinci asamasinda ise kimyasal yolla tiretilen KLA igerigi yiiksek son iirlinler
saflastirilmak amaciyla farkli ¢ozgenler ile ¢oziilmiis ve diisiik sicaklik kristalizasyon

yontemi kullanilarak %90’ 1n {lizerinde saflik degerine sahip son iiriin eldesi saglanmustir.

Sonug olarak, kimyasal yolla KLA iiretimi, fonksiyonel gidalarin gelistirilmesi i¢in yeni
firsatlar saglamaktadir. Dolayisiyla fonksiyonel 6zellikleri daha {istiin ve saglik agisindan
daha faydali izomerler ireteceginden, kimyasal yolla KLA iretiminin aktif olarak
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak fonksiyonel 6zelliklerinden dolay: tiikketimi
tavsiye edilen KLA nin kimyasal yolla iiretimi sonucunda olusan izomerler saglik iizerine
etkisi tam olarak bilinmeyen KLA izomerlerini de icermektedir. Bu nedenle kimyasal

tiretim sonrasinda saflagtirma isleminin etkin bir sekilde uygulanmasi gerekmektedir.
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Ek-A Kimyasal yolla LA’dan % KLA doniisiim oranlarinin ANOVA analizi

Response Toplam KLA

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob > F
Model 31833,683 9,000 3537,076 96,648 < 0,0001
A-Sicaklik (°C)  7168,988 1 7168,988 195,8894 < 0,0001
B-Siire (saat) 102,1726 1 102,1726 2,791821  0,1103
AB 708,442 1 708,442 19,35786  0,0003
A2 697,6099 1 697,6099 19,06188  0,0003
B"2 168,8293 1 168,8293 4,613186  0,0442
AN2B 18,27259 1 18,27259 0,49929 0,4880
AB"2 291,6344 1 291,6344 7,96878 0,0105
A3 1073,022 1 1073,022 29,31984 < 0,0001
B"3 103,4128 1 103,4128 2,825709  0,1083
Residual 731,9423 20 36,59712
Pure Error 0,137919 5 0,027584
Cor Total 32565,72 29
Response 10trans-12cis KLA

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob > F
Model 6483,936 9,000 720,437 81,942 < 0,0001
A-Sicaklik (°C)  1398,078 1 1398,078 159,0182 < 0,0001
B-Siire (saat) 59,42679 1 59,42679 6,759239  0,0171
AB 150,4584 1 150,4584 17,11323  0,0005
A2 120,997 1 120,997 13,76227  0,0014
B"2 138,2546 1 138,2546 15,72516  0,0008
A"2B 12,29357 1 12,29357 1,398278  0,2509
AB"2 68,02485 1 68,02485 7,737188  0,0115
A"3 180,0492 1 180,0492 20,4789 0,0002
B"3 0,138886 1 0,138886 0,015797  0,9012
Residual 175,8387 20 8,791935
Pure Error 0,025817 5 0,005163
Cor Total 6659,682 29
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Ek-A (Devam) Kimyasal yolla LA’dan % KLA doniisiim oranlarinin ANOVA analizi

Response 9cis-11trans KLA

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob > F
Model 6863,5811 9,000 762,620 91,519 < 0,0001

A-Sicaklik (°C)  1593,616 1 1593,616 191,2365 < 0,0001

B-Siire (saat) 35,24652 1 35,24652 4,229638  0,0530
AB 192,0018 1 192,0018 23,04052  0,0001
A2 155,0926 1 155,0926 18,61136  0,0003
B"2 140,3142 1 140,3142 16,83792  0,0006
AN2B 6,140978 1 6,140978 0,736927  0,4008
AB"2 85,46582 1 85,46582 10,25604  0,0045
A3 237,3251 1 237,3251 28,47939 < 10,0001
B"3 3,609987 1 3,609987 0,433204  0,5179
Residual 166,6644 20 8,333222
Pure Error 0,184702 5 0,03694
Cor Total 7030,292 29
Response Bilinmeyen izomerler

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob > F
Model 515,84178 9,000 57,316 8,347 < 0,0001

A-Sicaklik (°C)  54,14653 1 54,14653 7,885265  0,0109

B-Siire (saat) 12,51678 1 12,51678 1,822797 0,1921
AB 0,244241 1 0,244241 0,035568 0,8523
AN2 8,755742 1 8,755742 1,275083 0,2722
B"2 112,5837 1 112,5837 16,39537 0,0006
A"2B 2,924167 1 2,924167 0,425841 0,5215
AB"2 0,172215 1 0,172215 0,025079 0,8758
AN3 15,46878 1 15,46878 2,252692 0,1490
B"3 62,3562 1 62,3562 9,080825 0,0069
Residual 137,336 20 6,866799

Pure Error 0,002843 5 0,000569

Cor Total 653,1773 29
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