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BAZI BiITKISEL YAGLARIN GLISERIT
" YAPILARININ BELIRLENMESIi

DETERMINATION OF TRIACYLGLYCEROLS OF
- SOME VEGETABLE OILS

Aziz TEKIN
Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida MObendislilgi Batomd, ANKARA

OZET: soya, aygicek, misir ver zaytinyaglanmin gliserit yapilar, kiitle dedektérd (ELSD) bagh kargil faz yiksek performans sivi kromatog-
rafisi (RP-HPLC) ve enzimatik metot kullanilarak tespit edilmis ve senuglar kayaslanmistir.

Bulgulara gdre, her iki ydntemnle elde edilen sonuglar arasinda biyiik farkimiklar yoktur. Ancak RP-HPLC ile bazi glisent p|k|en ve
izomerileri ayrilamazken, enzimatik motot ta baz: yag asitleri agisindan duyarstz bulunmusgtur.

ABSTRACT!: Triglyceride structures of four ditferent vegetable oils (soybean, sunflower, com and alive oils) were determined by reversad-
phasa high performangs liguid chromatography (RP-HPLG) equipped with evaporatlve light scattering dedector (ELSD) and the results were
compared with those obtained by enzymatic method. According to the results, there are not considerabla difierences betwaen the results ob-
tained by both methods. However; some glyceride pics and isomers were not able to be saperated by RP-HPLC and enzymatlc method was
not found sensstive to some fatty acids.

Ginl$

Trigliseritier yaglann en 6nemli bitegenleridir. Degigik yapi ve ézellikte olan bu bilegiklerin analiz edil-
mesi, ytllardir (izerinde énemle durulan bir konudur. Bu amagla geligtirimig baz) teknikler mevcuttur. Gamis
nitratl ince tabaka kromatografisi, emzimatik metot ve yilksek performans sivI kromatograf|3| (HPLC) bunlar
arasinda en dnemlileridir,

Yillarca yaygin bir gekilde kullanilan giimiig nitrath ince tabaka kromatografisinde ayirma iglemi, pren-
sip olarak silikaya yiklenmig olan gtimis iyonlarimin doymamig baglarla kompleks yapmasina dayanmaktadir.
Bu aynmda karbon zincir uzunlugu etkiii degildir ve sadece doymamighk derecesine gére bir ayrnm sdzkonu-
sudur (ACKMAN, 1991). Enzimatik yontemde ise, lipaz enzimiyle beliri kogullarda gliseritlerin 1,3 baglar: par-
galanarak elde editen 2-monogliseritler silika tabakalardan izole edilmekte ve esterlestirilerek-gaz kromatogra-
fisine vetilmektedir (LUDDY ve ark. 1964). Elde edilen bulgulardan &zel formuller yardlmlyla gliserit cegit ve
oraniarl hesaplanmaktadir, :

Lipid analizlerinde yaygin olarak kullanilan HPLC tekniginin, diger kromatograh teknlklerme gore baZ|
avantajlan vardir (HAMILTON, 19886).

a) Hidroperoksitter ve baz gliseritler gibi ylksek sicakliktan zarar géren: bilegiklerin anahzlermde
HPLC tercih editmektedir, - :

b) Kantitatif analizlerde HPLC, ince tabaka teknigine gére daha avantajli ve kolaydir. -

c) Ayrilan bilegikler kolon ¢ikiginda kolayca toplanabilir ve daha ileri seviyelerde analiz edilebilir.

Kargit faz yiksek performans sivi kromotografi (RP-HPLC) tekniginin, kompleks gliseritlerin ayriminda
kullanitdi§l bilinmektedir. Polar kolonlarda ayirmada ¢ift bagin zincir uzunluguna gére daha etkili oldugu gaz
kromatografi tekniginin aksine, RP-HPLC ayrimlannda gelis zamar Gzerine ¢ift bad ve zincir uzunlugu ayni
etkiyi yapmaktadir (HAMMOND, 1993).

RP-HPLC Uzerine ilk galigmay! PIE ve ark. (1975) yapmiglar ve metanol/su kargimi kullanarak trikap-
rin ile trilaurini ayirmiglardir. PARRIS (1978) yeni bir RP-HPLC uygulamasiyla palm, misir ve balik karacigeri
yaglannda trigliserit analizleri yapmgtir. iferleyen yillarda bu konuda galigmalar devam etmis ve gesitli aragti-
nicilar tarafindan teknik siirekli modifiye edilmistir,
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HPLC analizlerinde degigik tipte dedektdrler kullamlabilmektedir. Bunlardan en yaygin olani ultravide
dedektdrdir. Ancak birgok lipid bitegeni ultraviole bblgesindeki isigt kuvvetli bir sekilde absorbe etmedigi igin,
bu dedektéran lipidler agisindan kullantmi sinithdir. Diger bir yaygin dedektor ise diferansiyel refraktometre
dedektoridir. Fakat gdzgen programi uygutandifinda bu dedektérden saglikll sonuglar almak miimkin olma-
maktadir. Clinkl ¢bzgen kompozisyonu degistidinde, refraktif indeks te degigsmekte ve bu durum referans kul-
janilarak da dizeltiememektedir. Bu nedenlerden dofayt son yillarda ultraviole ve refraktif indeks dedektdrle-
rin yerini kitle, alev iyonizasyon ve kitle speldrometri dedektdrleri aimaya baglamigtir. Bu cesit dedektdrler
bitlin gozgen ve gdzgen kangimtanyla galigmaya izin vermektedir (KUKSIS, 1994).

Bir kiitle dedektdri) olan ELSD, ¢ok ybniil ve kullamimi kolay olan bir dedektdrdir. Prensip olarak, &r-
nek dedektdre girdikten sonra N, gazi ile dedektdr tiplne dogru siriklenmekte ve burada g¢bzgen, sicakhk
etkisiyle buharlagmaktadir. Sitriiklenme hiziyla tipten ¢ikan partikiller lazer 151k demetinin iginden gegerken
s daditmakta ve bu dagilma dedektdr tarafindan algilanmaktadir. Burada énemli olan, 11k demetinin igine
giren katt kismin partiktl biyikligidir {(HAMMOND, 1993).

Bu calismada soya, aygigek, misir ve zeytinyaglannin gliserit analizleri gerek ELSD baglanmig RP-
HPLC, gerekse enzimatik yéntemle yaptlmig ve sonuglar kiyaslanmigtir.

MATERYAL VE METOD
Materyal .
Rafine soya, mistr ve aygigek yaglan ile riviera tipi zeytinyag kullamlmigtir.

Metod
a. Yag) Asitleri Kompozisyonu: HAMMOND (1991)'e gére hazirlanan érnekler, agafida ¢aligma kasgulla-

ri verilen gaz kromatografisine enjekte edilmigtir.

Gaz kromatografisi: Hewlett Packard 5890 Series Ill

Dedektdér : FID
Kolon : Supelco Sp-2380 15m, 0.25 mm
Sicakhklar

Dedektér :250°C
Kolon 1200 °C
Enjektdr :250°C

b. 2- Monogliseritlerin Analizi: Ornekler LUBDY ve ark. (1964)'na gére hazirttanmig ve analizde 1,3-
pankreatik lipaz (Sigma) kullanilmigtir, Yukarida verilen gaz kromatografi kogullar kullanilarak, 2- pozisyo-
nundaki yag asitleri tespit edilmigtir.

c. Trigliserit Yamlannin HPLC ile Belirlenmesi: Analizde kullanilan cihaza ait bilgiler asagidaki gibidir:

Kolon = : Supelcosil LC-18 25 cm, 4.6mm, 5 um
Pompa : Shimadzu LC-600

Integratér : Shimadzu CR 501

Dedektér : Varex ELSD

Tagiyici solvent olarak aseton: asetonitril (75:25) kangim: ve akig hizi olarak da 1.5 mi/dakika kullanil-
migtir (ANONYMOUS, 1989). Aseton i¢erisinde %2.5 oraninda hazirlanan drekler 0,45 pm'lik filtrelerden ge-
girildikten sonra 10 pl diizeyinde enjekte edilmistir. Yapilan denemeler sonucunda dedektbre ait cahgma ko-
sullan agagidaki gibi belinenmigtir.

Egzost sicaklg :64.5°C
Tup sicakhig 1104 °C
N, gaz akig hiz) : 40 ml/dakika.
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ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Soya, aygicek, misir ve zeytinyaglanna ait genel yag asiti dagiimlan Gizelge 1, 2- yerlesimli yag asiti
dagihimlan Cizelge 2 ve gliserit dagilimlan da Gizelge 3'te verilmigtir.

Gizelge i ve Gizelge 2 incelendiginde, genel yad asiti dagilimlannda %83.31-88.66 arasinda degigen
toplam dogmamig yad asiti oranlarinin 2- yerlegimde %98.10-99.69'a kadar yitkseldigi gériimektedir. Enzima-
tik olarak yaptlan diger ¢aligmalarda da 2- yerlegimde %98-99 oraninda oleik ve linoleik asitlerin yer aldigi be-
litilmigtir (HILDITCH, 1965). Ayrica soya, aygigek ve misir yadlaninda 2- yerlesimde oleik ve linolenik asitler,
genel yag asitlerine gére bir miktar azaimig, buna kargilik finoleik asit orani atrmigtir. LITCHFIELD (1972) to-
hum yaglarinda uzun zincirli ve doymug yag asitlerinin 1,3 yerlegime esit olarak dagildigini, daha sonra oleik
ve linolenik asitletin 1,3 yerlesim 6ncelikli olmak Gzere, her (i¢ pozisyona da dagiidigini ve geriye kalan yerle-
simlerin linoleik asit tarafindan dolduruldugunu belintmigtir. Fakat meyve yaglar igin bu durum sézkonusu de-
gildir. Nitekim aragtirmada da zeytinyaginda 2- yerlegimde oletk ve linolenik asit oranlannin arttigi gérillmek-
tedir.

Diger taraftan Cizelge 3 incelendiginde, HPLC ve enzimatik metotla tespit edilen gliserit oranlarinda ge-
nellikle bir uyum sdzkonusudur. Bes  farkh kakao yag lizerinde HPLC ve ince tabaka gaz kromatografi kom-

_binasyonu teknikleriyle yapilan gliserit analizleti sonuglaninda da birkag kiigUk farklilik diginda benzer sonug-
lar bulunmugtur (SHUKLA, 1881). Ancak yapilan ¢aligmalarda 1,3 baglanini pargalayan lipaz enziminin kisa
zincirli ve goklu doymamig yapidaki yag asitlerini (linolenik) daha kolay hidroliz edebildigi tespit ediimis ve

Cizelge 1. Soya, aygigek, misir ve zeytinyaglarina ait genel yag asiti analiz sonucunda &zellikle linoleik asit

dagiimlart (%) oraninin arthfi ifade ediimigtir. (FRANZ-
KE ve ark., 1973; KAYAHAN, 1981).
YAG ASITI Toplam | Toplam Aragtirmada da. benzer sonuglar bulun-

YAG

160 | 18:0 | 181 | 182 | 183 | Doymug| Doymamg| mustur. Ornek olarak, soya ve zeytin yag-
Soya 1067 | 450 2366 | 5432 | 685 1517 |ssgs larinda HPLC ile yapilan analizierde ssra.-
) siyla %0.14 ve %0.15 oranlarinda tespit
Aygicek | 651 | 483 | 1909 ] 69.02 | 055 | 1134 |8866 , - . i " o
: edilen trilinolenin ve tripalmitine enzimatik
Musir 10,92 | 2.02 2670 | 5924 | LI 12.94 87.05 denemelerde rastlanamamistir. Ayrica,
Zeytin | 13.16 302 | 7241 | 1059 | 031 | 1608 |833I bitin 8meklerde, trioleinin HPLC ile tes-
pit edilen cranlarn, enzimatik analizlerde
bulunanlardan daima fazla gikmigtir. Bu-

Cizelge 2. Soya, aycigek, msir ve zeytinyaglarma ait 2- yerlegimli yag

asiti dafilimlar: (%) nun diginda, doymusluk oram artan glise-
) ritler enzimatik denemelerde daha yiksek
YAG ASITI Toplam | Toplam oranlarda tespit edilmigtir.
YAG 16:0 | 18:0 18:1 18:2 18:3 Doymug | Doymanng Sonug olarak, HPLC ve enzimatik

metotla yapilan gliserit analizierinde gok

Soya 034 075 2282 | 70.13 | 595 1.09 98.90 . A N
farkll sonuglar elde edilmemesine rad-

Avgigek | 031 o 1535 | 8434) - 03t 5969 men, her iki yéntemde de bazi avantaj ve
Misir 128 026 | 2518 | 7247 | 03l 1.54 | 9846 dezavantajlar vardir. Kolay, hizli ve pratik
Zeytin | 158 | 031 8333 | 1418 | 0.59 1.89 98.10 olmasina ragmen, HPLC teknikleriyle ba-

z1 piklerin ve izomerilerin teghisi yapiia-
mamaktadir. Glinkii RP-HPLC aynmiarinda gelis zamani (izerine ¢ift bad ve zincir uzunlugu aym etkiyi yap-
maktadir (HAMMOND; 1993). Bu nedenie Cizelge 3'ten de gérilecedi gibi, LLL+LnLO, LLS+POL veya
SOL+POL gibi pikleri ayirmak mimkiin olmamistir. Enzimatik ydntemde bu saytlan dezavantajiar yoktur, an-
cak FRANZKE ve ark. (1973)'in da belirttigi gibi, duyarli bir yéntem degildir. Bu nedenle, gliserit analizlerinde
giivenilir sonuglar elde edilebilmesi igin, her iki ydntemin kombine edilerek galigiimasi daha uygun olacaktir.
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Cizelge 3. Soya, aygicek, misir ve zeytinyaglarinin HPLC ve enzimatik metotla belirlenen gliserit oranlari (%)

TRIGLI SOYA AYCICEK MISIR ZEYTIN
SERIT HPLC Enzimatik HPLC Enzimatik HPLC Enzimatik | HPLC Enzimatik
LaLnLn 0.14 - - - - - - _
LnLnL 0.99 077 - - - - - -
LLLn 8.29 6.06 0.15 0.85 0.64 117 - -
LnalnQ 033 - - - - - -
LLL 15.19 2069 31.86 20.14 0.19 0.11
LaLO 2235 534 0.44 24.26 1.06 - -
LnLaP 0.14 - - 042 - -
PLLn 345 1.89 - - - - - _
LLO 1737 20.65 2022 2748 2570 27.98 233
LLP 1036 13.13 1037 1131 342 0.48
LnOO 1.14 - - 16.01 0.23 042
LnOP 1534 0.10 - - 0.11 - -

| pPLn 0.15 - - _ _ - -
SLLn 1.05 - - - - _ _
OOL 821 9.17 7.02 7.64 13.26 12.75 15.90 16.22
LLS 12.69 430 1591 748 1229 228 7 |2
POL 874 527 10.19 6.55
PPL 170 1.79 0.16 0.8l 0.81 3.58 037 0.55
SOLn 0.42 - - - - - -
000 243 132 1.00 0.67 275 1.90 39.06 3744
SOL 484 366 149 3.90 201 2.15. 24.52 2178
Q0P 185 0.61 2.00 151
PSL 121 1.53 042 119 0.14 0.69 - -
PPO 0.60 0.14 021 065 195 337
FPP - - - - - - 0.15 -
00$ 0.66 0.70 041 0.46 036 040 348 5.01
SLS 0.13 033 0.15 044 - 0.12 - -
SOP 0.20 0.53 - 0.22 - 0.26 037 0.49
S0S - 0.11 - - - - 0.15 0.18
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