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ÖZET 

Balık yağı polidoymamıĢ yağ asitlerinden Dokosahekzaenoik asit (DHA) insan 

vücudu için pek çok faydasının olması sayesinde gıda ve ilaç endüstrisinde önemi 

giderek artan  bir maddedir. 

omega 3 polidoymamıĢ yağ asitleri (örn; DHA) vücudumuzda sentezlenemediği için 

dıĢarıdan beslenme yolu ile alınması gerekir. Yağ asitleri vücudumuzdaki tüm hücre 

zarlarının yapısında bulunur, ancak çok önemli yağ asitleri; DHA ve 

EPA(eikosapentaenoik asit), beyin ve kalp hücreleri ile bağıĢıklık sistemi hücre 

zarlarında depolanır. Bu iki yağ asidinin elde edilebileceği en iyi kaynak balık 

yağlarıdır. 

DHA, tıpta kalp, kan hücresi, böbrek ve romatizmal hastalıklar ile kanser ve bazı 

nörolojik rahatsızlıklar gibi pek çok hastalığın tedavisinde rol alırken bağıĢıklık 

sisteminin güçlendirilmesinde ve geliĢme çağındaki çocukların zihinsel geliĢimini 

artırmada da önemli ölçüde kullanıma sahiptir. DHA’in ilaç endüstrisinde yerini 

alması ile bu maddenin balık yağından daha yüksek konsantrasyonlarda elde 

edilmesi ihtiyacı doğmuĢtur. Bu sebeple DHA’in balık yağından elde edilmesinde 

kullanılabilecek en etkili yöntemin bulunması amacı ile pek çok çalıĢma yapılmıĢ ve 

araĢtırmalar halen devam etmektedir. 

Literatürde balık yağlarından omega 3 çoklu doymamıĢ yağ asitlerinin eldesi için üre 

ile fraksiyonlama, kromatografik yöntemler, kristalizasyon ve distilasyon, süper 

kritik CO2 ekstraksiyonu, enzimatik hidroliz ve esterleĢtirme gibi pek çok yöntem 

önerilmekte ve bunlarla ilgili yapılan çalıĢmalar yer almaktadır. 

Bu çalıĢmanın amacı, balık yağından enzimatik hidroliz ile DHA konsantrasyonu 

yüksek ürün elde edilmesinde enzim miktarı, reaksiyon süresi, pH, sıcaklık, tampon 

çözelti ve karıĢtırma hızının etkisini inceleyerek en uygun yöntemi belirlemek ve bu 

maddenin gıda ve ilaç endüstrisinde kullanımına katkıda bulunmaktır. 

Bu çalıĢmada Morina Balığı Karaciğer Yağı Candida rugosa Lipazı ile farklı enzim 

miktarı,  pH, sıcaklık, tampon çözelti ve karıĢtırma hızı uygulanarak hidroliz 

edilmiĢtir. Hidroliz ürünü Hegzan ve 0.5 N Etanolik KOH kullanılarak ekstrakte 

edilmiĢ ve serbest yağ asitlerinden oluĢan alt faz atılmıĢ trigliserid, digliserid ve 

mono gliseridlerden oluĢan üst faz alınarak 50 ml saf su ile 3 kez yıkanmıĢtır. 

Hegzanı döner vakum evaporatörde uçurulan üst faz esterleĢtirilmiĢ ve sonuçta elde 

edilen ürünün yağ asidi bileĢimleri gaz kromatografisinde incelenerek 

Dokosahekzaenoik asit bakımından zengin ürün eldesi için gerekli olan seçilen 

Uygun koĢullar belirlenmeye çalıĢılmıĢtır. 

Morina Karaciğer yağı’nın Candida rugosa Lipazı ile pH 5.0, T=35
0
C, E=1000U/gyağ, 

yağ:tampon çözelti, 12g:18ml koĢullarında 24 saat süre ile yürütülen hidroliz 

reaksiyonu sonucunda hidroliz miktarının %83.12 olduğu ve DHA miktarının orijinal 

yağa göre 1,45 kat arttırıldığı görülmüĢtür. 

Sonuçları literatürdeki örnekleri ile karĢılaĢtırdığımızda Candida rugosa Lipazının 

Morina Karaciğer yağı üzerinde etkili olduğu ve bu yöntemin balık yağlarından DHA 

bakımından zengin gliserid karıĢımı eldesinde verimli olduğu söylenebilir. 

 

 



  XI 

EFFECT OF REACTION TIME AND AMOUNT OF ENZYM ON THE 

ENRICHMENT OF DOCOSAHEXAENOIC ACID BY ENZYMATIC 

HYDROLYSIS OF COD LIVER OIL 

 

SUMMARY 

Docosahexaenoic acid (22:6, DHA) is omega 3 polyunsaturated fatty acid and it is 

mostly found in fishes. Because of its benefical effects on human body, usage of 

DHA in food and pharmaceutical industry increases day by day. 

omega 3 polyunsaturated fatty acids can not be synthesized in the human body , so it 

must be obtained in the diet. Fatty acids are contained in the membranes of every 

cells in human body but, essential fatty acids ; DHA and EPA (Eicosapentaenoic 

acid) are particularly concentrated in the membranes of  brain cells. The best source 

of these two fatty acids is fish oil. 

A number of diseases in humans such as; cardiovascular diseases, blood cell 

pathologies, neurological diseases, cancer, some kidney diseases, can be treated by 

DHA and it is also used for improving immune system, mental and visual 

development of growing children. After taking part in pharmaceutical industry, 

necessity of obtaning highly concentrated DHA from fish oil increased. For this 

reason several studies have been performed to find most efficient method for 

obtaining DHA enriched products from naturel fish oil. 

 In the literature, a number of methods have been proposed and employed including 

urea fractionation, chromatograpic methods, crystallization and distillation, 

supercritical CO2 extraction, lipase catalysed and esterification methods. 

The aim of this project is to observe the effect of the amount of enzyme, reaction 

time, pH, temperature and stirring velocity on the enrichment of DHA by enzimatic 

hydrolysis of fish oil and to be helpful for food and pharmaceutical industry by this 

study. 

In this study enzymatic hydrolysis of Cod Liver Oil with Candida rugosa lipase was 

performed using different amount of enzyme, different pH, temperature, and stirring 

velocity. The products of these reactions were extracted with hexane and 0.5 N 

ethanolic KOH solution and lower layer was separeted and discarded. Upper layer 

which consist of trigliserid, digliserid and monogliserid mixture was washed with 50 

ml distilled water  3 times and the lower aquous layer was separeted and discarded. 

Acylglycerol were subsequently recovered after hexane removal in rotary vacuum 

evaporator. After that, fatty acids of cod liver oil were converted in to methyl esters 

to determine the fatty acid composition of the product using gas chromatography 

method. By this way the best conditions for the enrichment of DHA from Cod Liver 

Oil was determined. 

At the end of this study it was seen that performing hydrolysis reaction of Cod Liver 

Oil with 1000U/gyağ Candida rugosa lipase at the pH5.0, T=35
0
C, fish oil:buffer 

solution, 12g:18ml for 24 hours result in 83.12% hydrolysis and 1,45 fold increase in 

the amount of DHA according to original Cod Liver Oil. 

The comparison of the results with the examples given in the literature was in a good 

agreement. As conclusion, it can be said that Candida rugosa lipase is effective on the 

Cod Liver Oil and this method is efficient to obtain the DHA rich glyceride mixture 

from the fish oil.
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1. GĠRĠġ ve AMAÇ 

Dokosahekzaenoik asit (DHA) uzun zincirli omega 3 çokludoymamıĢ yağ 

asitlerindendir. Yağ asitleri vücudumuzun tüm hücre zarlarının yapısında bulunur 

ancak DHA ve EPA (eikosapentaenoik asit) gibi önemli yağ asitleri beyin ve kalp 

hücreleri ile sinir sistemi hücre zarlarında depolanır. DHA’ in insan sağlığı açısından 

oldukça önemli etkileri bulunmaktadır. YetiĢkinlerde beyin fonksiyonlarını düzenler, 

sinir sistemini ve bağıĢıklık sistemini geliĢtirir, kalp hastalıkları ve damar sertliğini 

önler ayrıca ağrılı romatizmal hastalıkların, bazı böbrek hastalıklarının ve kanserin 

tedavisinde de kullanılmaktadır. Yeni doğan bebeklerde ise ilk 6 ay içinde görme 

yeteneklerinin geliĢmesini ve zeka seviyesinin yükselmesini sağlar. Bundan dolayı 

DHA bazı literatürlerde beyin yağı olarak da adlandırılır. Ancak bu önemli yağ 

asitleri insan vücudunda sentezlenemediğinden dıĢarıdan besinler yolu ile alınması 

gerekmektedir. DHA bakımından en zengin besin maddesi balık yağlarıdır.  

DHA’in insan sağlığı açısından son derece önemli olması ve insan vücudunda 

üretilememesi gıda endüstrisi, tıp ve buna bağlı olarak ilaç sanayinde bu maddeye 

olan ilgiyi oldukça artırmıĢtır. Son 20 yılda balık yağları üzerine yapılan çalıĢmalar 

oldukça hız kazanmıĢtır. 

DHA’ce zengin diyet ürünlerinin hazırlanması ve bu maddenin ilaç formülasyonunda 

kullanılması amacı ile balık yağlarından DHA’ce zengin ürün elde edilmesine 

yönelik çalıĢmalar hız kazanmıĢtır.  

Çoklu doymamıĢ yağ asitlerinin balık yağlarından üretimi yağın kompleks yapısı 

sebebi ile yine birtakım kompleks yöntemler ile yapılmaktadır. Literatürde üre ile 

fraksiyonlama, kromatografik yöntemler (HPLC ile) , süperkritik karbondioksit ile 

ekstraksiyon, enzimatik hidroliz veya esterleĢtirme yöntemleri ile yapılan pek çok 

çalıĢmaya yer verilmiĢtir. 

Enzimatik hidroliz yöntemi ile yapılan çalıĢmalarda hidroliz ürününün yağ asidi 

bileĢenlerinin saptanması için ürün, metil esterlerine dönüĢtürülerek gaz 

kromatografisinde analiz edilir. 
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Bu çalıĢmada Candida rugasa lipazı kullanılarak Morina Balığının Karaciğerinden 

elde edilen yağın (Cod Liver Oil) enzimatik hidroliz yöntemi ile DHA bakımından 

zenginleĢtirilmesi için gerekli seçilen uygun koĢullar araĢtırılacaktır.  Bu çalıĢma ile 

elde edilecek sonuçlar ile DHA’ in gıda ve ilaç endüstrisinde kullanımına katkıda 

bulunulacağı inancındayız.  
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2.   TEORĠK ÇALIġMALAR 

2.1. Yağların Yapısı Ve Türleri Hakkında Genel Bilgi 

Yağlar karbon, hidrojen, oksijen, yağ asitleri ve gliserolden oluĢan kimyasal 

bileĢiklerdir. Yağlar hayvansal ürünler, tohumlar, fındık ve sebze gibi pek çok besin 

maddesinde bulunurlar. Yağda çözünen vitaminler ile diğer besin maddelerinin 

absorpsiyonu ve taĢınmasına yardım ederler, enerji deposudurlar [1,2]. 

Yağlar 4 ana grupta incelenirler; 

1. DoymuĢ yağlar 

2. Tekli doymamıĢ yağlar 

3. Çoklu doymamıĢ yağlar 

4. Trans yağlar 

 

 ġekil 2.1. Yağların genel yapısı [1] 

Bu yağlar içerdikleri yağ asitlerinin yapılarına göre ayrılırlar. Yağ asitleri değiĢik 

uzunluklardaki karbon zincirlerinden meydana gelir ve değiĢik miktarlarda hidrojen 

ve oksijen atomu içerir. Yapısında çift bağ içeren karbon zincirleri tek bağ 

içerenlerden daha az sayıda hidrojen atomu taĢır. 

1. DoymuĢ yağlarda karbon atomu zinciri tekli bağlardan oluĢur ve maksimum 

miktarda hidrojen atomu içerir. Hayvansal yağlar (örneğin tereyağı, domuz yağı) ve 

Hindistan cevizi yağı doymuĢ yağ sınıfına aittir. DoymuĢ yağların erime ısıları 

yüksek olduğundan  oda ısısında katı haldedirler. 

                  O 

                  ║ 

CH2 – O – C – R  

 │             O 

 │             ║ 

CH – O – C – R’  

 │              O 

 │              ║ 

CH2 – O – C – R ’’ 
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2. Tekli doymamıĢ yağlar yapılarında en az bir adet çift bağ bulundururlar ve oda 

sıcaklığında sıvı haldedirler ancak buzdolabında donarak katı forma yaklaĢırlar. 

Zeytin yağı, kanola, ceviz, avakado ve badem yağı bu yağlara örnektir. 

3. Çoklu doymamıĢ yağlar yapılarında çok sayıda çift bağ bulundururlar. Erime 

ısıları düĢük olduğundan hem oda sıcaklığında hem de buzdolabında sıvı halde 

bulunurlar. Ayçiçek yağı gibi bitkisel yağlar ve balık yağları çok miktarda çift bağ 

içerirler. 

4. Trans yağlar bitkisel yağların çift bağlarına kimyasal yollarla hidrojen ilavesi ile 

elde edilirler. Margarinler moleküler yapısı değiĢen bu yağlara örnektirler. Oda 

sıcaklığında katı halde bulunurlar [2-6]. 

2.2. Yağ Asitleri 

Yağ asitleri bir ucunda asit grubu (COOH) diğer ucunda metil grubu (CH3) bağlı 

olan hidrokarbon zincirlerinden oluĢurlar ve fosfolipidler, trigliseridler ile kolesterol 

esterlerin en önemli bileĢenleridirler. Yağ asitleri karbon zincirlerinin uzunluğuna 

göre aĢağıdaki Ģekilde gruplandırılabilirler. 

 Kısa zincirli (2-4 karbon atomu) 

 Orta zincirli (6-12 karbon atomu) 

 Uzun zincirli (14-18 atomlu) 

 Çok uzun zincirli (18 karbon atomlu yağ asitlerinden türerler) 

Yağ asitleri enerji, metabolik ve yapısal aktivitelerden sorumludurlar. Kısa zincirliler 

geliĢme için etkili iken orta zincirliler ve doymuĢ uzun zincirli yağ asitleri enerji 

kaynağıdırlar. DoymamıĢ uzun zincirli yağ asitleri, oleik asit ve temel yağ asitleri, 

temel metabolik faaliyetler için gereklidir. Çok uzun zincirli yağ asitleri (DHA ve 

EPA) ise biyolojik hücre zarlarının karakteristik yapı taĢlarını oluĢturur. Yapılan pek 

çok araĢtırma yağ asitlerinin fizyolojik özelliklerinin onların sadece doymamıĢlık 

oranına değil zincir uzunluğuna da önemli derecede bağlı olduğunu gösteriyor. Çok 

uzun zincirli yağ asitleri insan geliĢiminin kalitesini önemli ölçüde etkilemektedir. 
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ġekil 2.2 DoymuĢ  ve doymamıĢ yağ asitleri. [7] 

 

ġekil 2.3 DoymamıĢ yağ asitlerinin yapıları. [7] 

Yağ asitleri içerdikleri karbon atomu sayısı, çift bağ sayısı ve ilk çift bağın yerine 

göre isimlendirilir. Yapılarındaki çift bağın varlığı doymuĢ, tekli doymamıĢ veya 

çoklu doymamıĢ olmaları yağ asitlerinin fiziksel ve biyolojik niteliklerini belirler [7]. 

DoymuĢ yağ asitlerinin tüm karbonları birbirlerine tekli bağlarla bağlanmıĢlardır. 

Tekli doymamıĢ yağ asitlerinde karbon zincirlerinde bir adet çift bağ bulunurken 

çoklu doymamıĢ yağ asitlerinde birden fazla çift bağ mevcuttur. 
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Tablo 2.1.  Önemli doymamıĢ yağ asitler. [7] 

 Zincir Uzunluğu 

(karbon sayısı) 

Çift Bağ 

Sayısı 

Kısaltma Erime Derecesi 

(
0
C) 

Bütirik 4 0 C4:0 -8 

Oleik 18 1 C18:1W9 13 

Linoleik 18 2 C18:2W6 -5 

α-linolenik  18 3 C18:3W3 -11 

γ-linolenik 18 3 C18:3W6 -11 

AraĢidonik 20 4 C20:3W6 -50 

Eikosapentaenoik 20 5 C20:5W3 -50 

Dokosahekzaenoik 22 6 C22:6W3 -50 

 

ġekil 2.4. Yiyeceklerde bulunan doymuĢ, teklidoymamıĢ ve çokludoymamıĢ yağ asit 

örnekleri. [7] 
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Yağ asitleri yapılarındaki çift bağın bulunduğu duruma göre iki farklı yapıda 

bulunurlar, bunlara cis ve trans denir. Cis formu yağ asitlerinin doğal formudur. 

Isıtma veya yapıya hidrojen ilavesi gibi iĢlemlerle yağ asitleri trans formuna dönüĢür. 

Bu iĢlemlerle yağın raf ömrü uzatılır veya sıvı formdan katı forma geçmesi sağlanır 

(örn. margarin). Yapılan pek çok araĢtırmada sağlıklı bir beslenme için en iyisinin 

oda sıcaklığında sıvı halde bulunan yağlar olduğu ve özellikle trans yağlardan uzak 

durulması gerektiği vurgulanmaktadır [8].  

Besinlerimizde vücudumuzda sentezlenebilen doymuĢ ve doymamıĢ yağların 

bulunması Ģart değildir. Ancak linoleik asit ve alpha-linolenik asitler vücudumuzda 

sentezlenmediğinden ‘temel yağ asitleri’ olarak adlandırılırlar ve hayati önem taĢıyan 

bu asitlerin vücudumuza dıĢarıdan besinler yolu ile alınmaları gerekir. Temel yağ 

asitleri iki grup altında incelenir, omega 6 ve omega 3. Omega 3 grubunda ilk çift 

bağ üçüncü karbon atomunda iken omega 6 grubunda altıncı karbon atomundadır 

(Ģekil 2.5). 

 

ġekil 2.5 n-6 ve n-3 çoklu doymamıĢ yağ asitleri. [8] 

Her iki yağ asidi grubu da iyi bir geliĢme ve yaĢam için gereklidir, ancak 

beslenmemizde omega 6 / omega 3 oranının dengede olması önem taĢır. Literatürde 

omega 6 ağırlıklı beslenmenin yol açacağı pek çok rahatsızlığa yer verilmektedir 

[9,10,11]. Genellikle besinlerde belirli oranlarda olmak üzere 20 çeĢitten fazla yağ 

asidi bulunur. Ancak gruplandırılırken içerdiği en yüksek orandaki yağ asidine göre 

gruplandırılırlar [2]. Tablo 2.2’de çoklu doymamıĢ yağ asitlerinin besin kaynakları 

verilmektedir [12,13]. 

Tüm balıklar EPA ve DHA açısından zengindirler, ancak bazılarında oranları 

düĢüktür. Örneğin; Kılıç balığı, dil balığı. EPA ve DHA bakımından en zengin 

balıklar ise uskumru, ringa ve somondur. Morina ve mezgit gibi bazı balıklar ise 
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yağları karaciğerlerinde depolarlar ve bu balıkların karaciğer yağı kullanılır. Tablo 

2.3’de bazı balıkların ve bitkilerin yağ asidi içerikleri verilmiĢtir [7]. 

Tablo 2.2 Çoklu doymamıĢ yağ asitlerinin besin kaynakları. [7] 

Yağ Asidi Tipi Kısaltma Ana Kaynaklar 

Alfa-linolenik n-3 Alpha-LA Keten,kanola,balık yağı 

Eikosapentaenoik n-3 EPA Yağlı balık 

Dokosahekzaenoik n-3 DHA Yağlı balık 

Linoleik n-3 LA Soya fasülyesi, ayçiçeği ve mısır yağı 

AraĢidonik n-3 AA kırmız et (çok az miktarda), balık, kümes 

hayvanları 

Tablo 2.3  Bazı balıkların yağ asidi kompozisyonları. [7] 

 %DoymuĢ %Tekli 

DoymamıĢ 

%Çoklu 

DoymamıĢ 

%EPA 

(C20:5W3) 

%DHA 

(C22:6W6) 

Uskumru  21 43 36 11.0 11.0 

Ringa  19 60 21 7.1 4.3 

Hamsi  28 29 43 17.0 9.0 

Somon  24 40 36 8.0 11.0 

Sardalye  24 34 42 15.0 10.0 

Morina Karaciğer 

Yağı 

18 51 31 9.0 9.5 

2.2.1. Yağ Asitlerinin Tanımlanması 

Endüstride yağ asitlerinin yaygın olarak kullanılması, yağ asitlerinin doğal 

kaynaklardan elde edilmesinde öncelikli olarak tanımlanmasını gerektirmektedir. 

Yağ asitlerinin tanımlanmasında en çok kullanılan ve en etkili yöntem gaz 

kromatografisidir. Diğer bir yöntem ise dolgulu kolonla yapılan tanımlama iĢlemidir. 

Bu yöntemle yağ asitlerinin tanımlanmasının verimi düĢüktür ve de bu iĢlem yaklaĢık 

dört saat sürmektedir. Fakat gaz kromatografisi kullanılarak yapılan tanımlama 

iĢlemlerinde C8 – C24 arası yağ asitleri tanımlanabilir ve bu iĢlem yaklaĢık 60 dakika 

sürer. Bu durum yağ asidi tanımlanmasında kullanılacak yöntemin gaz 

kromatografisi olmasını gerektirir [14 -17]. 
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3. BALIK ve BALIK YAĞLARI HAKKINDA GENEL BĠLGĠ 

3.1 Balık yağlarının besin değeri ve sağlık açısından önemi 

Balıklar protein ve çoklu doymamıĢ yağlar açısından zengin, doymuĢ yağlar 

açısından fakirlerdir. Balık yağları trigliserid yapısında olduğu halde trigliseid 

yapısında olan bitkisel yağlardan çok farklıdır [2]. Bitkisel yağlarda bulunan yağ 

asitlerinin sayısı 10’u geçmez ve esas olarak 1 ile 3 çift bağ içeren 18 karbonlu yağ 

asitleri temel yağ asitleridir. Balık yağlarında ise sayısı 30 ile 45 arasında değiĢen 

farklı zincir uzunluklarında ve bir ila 6 çift bağ içeren C8 – C26 yağ asitlerinin çeĢitli 

izomerleri yapıyı oluĢturmaktadır [18-19]. Balık yağlarının esas yapısını oluĢturan 

yağ asitleri 14:0, 16:0, 16:1 n-9, 18:1 n-9, 20:1 n-9, 22:1 n-9, 20:4 n-6, 20:5 n-3, 22:5 

n3/6 ve 22:6 n-3 dür. Bu asitlerin dağılımı balık çeĢitlerine göre değiĢir. Bazı önemli 

çoklu doymamıĢ yağ asitlerinin formülleri Tablo3.1’de verilmektedir [20]. 

Tablo 3.1 Bazı önemli çoklu doymamıĢ yağ asitlerinin formülleri. 

AraĢidonik asit (20:4 n-6) 

CH3-(CH2)4-CH=CH-CH2-CH=CH-CH2=CH=CH-CH2-CH=CH-(CH2)3-COOH 

Eikosapentaenoik asit (20:5 n-3 veya n-3 EPA) 

CH3-CH2-CH=CH-CH2-CH=CH-CH2-CH=CH-CH2-CH=CH-CH2-CH=CH-(CH2)3-COOH 

n-3 Dokosapentaenoik asit (22:5 n-3 veya n-3 DPA) 

CH3-CH2-CH=CH-CH2-CH=CH-CH2-CH=CH-CH2-CH=CH-CH2-CH=CH-(CH2)5-COOH 

n-6 Dokosapentaenoik asit (22:5 n-6 veya n-6 DPA) 

CH3-(CH2)4-CH=CH-CH2-CH=CH-CH2-CH=CH-CH2-CH=CH-CH2-CH=CH-(CH2)2-COOH 

Dokosahekzaenoik asit (22:6 n-3 veya DHA) 

CH3-CH2-CH=CH-CH2-CH=CH-CH2-CH=CH-CH2-CH=CH-CH2-CH=CH-CH2-CH=CH 

(CH2)2-COOH 
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Vücudumuzun fonksiyonel iĢlevleri açısından çok değerli olan Omega 3 yağ asitleri 

(örn. DHA ve EPA) vücudumuzda üretilmediğinden dıĢarıdan besinler yolu ile 

alınması gerekmektedir (örn. Fındık, soya, keten tohumu) vücuda alfa-linolenik asit 

alınır ve vücudumuzda enzimatik reaksiyon sonucu Omega-3 yağ asitlerinden DHA 

ve EPA’ ya dönüĢür. 

Yalnızca balık ve balık yağlarında hazır halde DHA ve EPA bulunur. 1979 yılında 

Dyerberg ve Bang’ın [21] Gröndland Eskimoları üzerine yaptıkları epidemiolojik 

araĢtırmalar sonucu bu insanlarda koroner kalp hastalıkları, ani kalp krizleri, yüksek 

tansiyon, kolesterol gibi hastalıklara rastlanmadığı görülmüĢ ve bunun üzerine 

onların temel besin kaynağı olan balık ve balık yağları hakkında araĢtırmalar 

yoğunlaĢmıĢtır. Balık yağının bu derece yararlı olmasının içerdiği bol miktardaki 

Omega 3 yağ asiditlerine, özellikle de DHA ’e bağlı olduğu anlaĢılmıĢtır [22-24]. 

Balık yağları, balık yağları endüstrisinin ve endüstriyel balıkçılığın yan ürünüdür. 

Balık yağları temel yağ asitlerinden DHA ve EPA  açısından zengindirler ancak balık 

türlerine göre bu oran değiĢir. Örneğin soğuk su balıklarında temel yağ asitlerinin 

oranı daha yüksektir [13].  

Balık yağları iki Ģekilde elde edilir[25]; 

 Yağlı balıkların  vücudundan 

 Beyaz balıkların karaciğerinden (örn. Morina, kalkan) 

Avustralya’da yapılan araĢtırmaların istatistiksel sonuçları yaĢlanmaya bağlı olarak 

ortaya çıkan göz hastalıklarının oranının balık yiyen insanlarda oldukça düĢük 

olduğunu göstermektedir. Bu durumun göz retinasının yapısında Omega 3 yağ 

asitlerinin bol miktarda bulunması ve balık yağlarının bu yağ asitleri açısından 

oldukça zengin olmasından kaynaklandığı pek çok bilimsel yayında belirtilmiĢtir 

[26,27]. 

YaklaĢık 20 yıldır yapılan istatistiksel araĢtırmalar sonucunda balık ve balık yağı 

tüketiminin içerdiği Omega 3 yağ asitleri sayesinde koroner kalp hastalıkları ve 

kolesterole iyi geldiği ortaya çıkarılmıĢtır [28-37]. 

Omega 3 yağ asitleri bakımından zengin besin maddeleri hipertrigliserid hastalarında 

vücuttaki trigliserid miktarını düĢürerek olumlu etki göstermektedir. Ancak yapılan 
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araĢtırmalar sonucu bitkisel kaynaklı omega 3 yağ asitlerinin bu konuda etkili 

olmadığı görülmüĢtür. [38-40] 

Balık yağları lipoprotein düzensizlikleri tedavisinde ve bağıĢıklık sistemi üzerinde de 

olumlu etki gösterir [40]. Balık yağlarındaki omega 3 yağ asitlerinin aynı zamanda 

akyuvarların antienfeksiyon ve immunolojik özelliklerini düzenleyerek astım, 

artritist, ülseratif, kolit gibi enfeksiyon hastalıkları ile bazı bağıĢıklık bozukluklarını 

önleyici ve tedavi edici etki gösterdiği saptanmıĢtır [41,42]. 

Yapılan pek çok araĢtırmada balık yağları ile beslenen insanlarda kalp krizi, tromboz 

vb. hastalıklar sonucu ani ölümlerin yaĢanma olasılığının oldukça düĢük olduğu 

ortaya çıkmıĢtır [43,44].  

Balık yağlarının kan basıncını düĢürdüğü bilinmekle birlikte hipertansiyon ve 

kolesterol hastalarında uzun vadede nasıl bir etki yaptığı konusunda henüz yeterli bir 

çalıĢma bulunmamaktadır. Ancak yüksek kan basıncı ve kolesterolü olan obezite 

hastalarında kilo verme amaçlı uygulanan diyette günlük balık alımının hastanın 

kolesterol seviyesini dengelediği, trigliserid miktarını azalttığı ve kan basıncını 

düĢürdüğü yapılan araĢtırmalar sonucu ortaya çıkarılmıĢtır [40,45,46].  

Kanser hastalarında da olumlu etkiye sahip olan balık yağlarının özellikle pankreas 

kanserinde hastaların yaĢadığı anormal kilo düĢüĢünün, hastanın günlük diyetinin 

balıkla desteklenmesi sonucu büyük oranda önlendiği görülmüĢtür [47-56].  

Balık yağlarının faydaları aĢağıdaki Ģekilde özetlenebilir; 

 Kandaki yağ oranını dengeler, 

 Kanın akıĢkanlığını arttırarak, kanın pıhtılaĢmasını önler, 

 Vücudumuzun enerji seviyesini arttırır, 

 Kalp hastalıkları, Alzheimer, anjina, romatizma, diyabet, ülser, depresyon,   

hiperaktivite, migren, multiple skleroz ve pek çok hastalığa karĢı metabolizmayı 

düzenler ve güçlendirir.  

 Hamilelikte erken doğum ve düĢük kilolu doğum riskini azaltır, bebeğin anne 

karnında ve doğum sonrası beyin ve sinir hücrelerinin geliĢmesini sağlar. [8,23,48-

52] 
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Margarin ve çoklu doymamıĢ yağlar birbirlerini engelleyici etki yaptıklarından balık 

yağından maksimum seviyede yararlanabilmek için beslenmemizden margarini 

çıkarmamız gerekmektedir [57].  

Sonuç olarak araĢtırmacılar ve doktorlar düzenli balık tüketiminin kandaki EPA ve 

DHA seviyesini arttırıp trigliserid ve kolesterol miktarını azaltacağı ve koroner kalp 

hastalıklarını da dört kat azaltacağını belirterek haftada en az iki porsiyon balık 

yenmesini tavsiye etmektedirler (örn. Somon, uskumru, hamsi) [53,58]. Ancak balık 

yağları temel yağ asitleri bakımından daha konsantre olduğu için pek çok hastalığın 

tedavisinde balık yerine balık yağı kullanımı önerilmektedir. 

3.2 Balık Yağı Kullanım Alanları 

Balık yağlarının çeĢitli monomerler ile polimerize edilmiĢ ürünlerin endüstriyel 

uygulama alanları çok çeĢitlidir. Bu ürünlerin yüksek kuruma hızı, aside ve baza 

dayanıklı filimler oluĢturması, boya , vernik, lak ve mürekkep yapımında tercih 

edilmesine sebep olur. [20] 

Balık yağları kısmen hidrojene edilerek sabun yapımında, tamamen hidrojene 

edilmiĢ haliyle kauçuk endüstrisinde, makine yağı üretiminde ve metalik sabun elde 

edilmesinde kullanılır. 

Balık yağlarının endüstriyel olarak yaygın diğer bir kullanım alanı ise deri sanayidir. 

Süet ve benzeri yumuĢak deri tiplerinin tabaklanması esnasında deriye yumuĢaklık 

sağlayıcı madde olarak sulfone edilmiĢ balık yağı ilave edilmekte, sert yapıda olan 

kollajeninin doymamıĢ yağ asitleri ile reaksiyonu, derinin yumuĢamasını 

sağlamaktadır [59, 60]. 

Balık yağları gıda endüstrisinde kullanımının yanı sıra sağlık açısından pek çok 

faydasının görülmesi üzerine ilaç endüstrisinde de önemli bir yer edinmeye 

baĢlamıĢtır. Balık yağlarının yüksek rafine teknolojisi ile damıtılması sonucunda 

uzun zincirli Omega 3 yağ asitlerince zengin kısmı ayrılır, sindirim sorunu yaĢatan 

uzun zincirli monoenezler ve polimerize olmuĢ yağlarla kirlilikler uzaklaĢtırılır. 

Böylece EPA ve DHA dengesi en uygun olan balık yağı elde edilerek ilaç haline 

getirilir. 1 gr balık yağı kapsülü en az 600mg uzun zincirli Omega 3 yağ asitleri içerir 

[61].  
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3.3 Morina Karaciğer Yağı Hakkında Genel Bilgi 

Morina karaciğer yağı bundan birkaç yüzyıl önce Skotland, Avustralya, Norveç ve 

Grolland gibi balıkçılığın önde olduğu ülkelerde bulundu. Onlar bu yağı çok soğuk 

geçen kıĢların getirdiği kas ve eklem hastalıklarının tedavisinde kullanıyorlardı. 

1950’li yıllarda birçok araĢtırmacı bu yağın ve diğer yağlı balıkların içerdiği temel 

yağ asitlerinden EPA ve DHA’i keĢfettiler ve araĢtırmayı bu alana kaydırdılar. Bu 

araĢtırmalar sonucu morina karaciğer yağının tüketiminin yalnızca romatizmal 

hastalıkların tedavisinde değil kalp, sinir sistemi ve beyin gibi önemli organların 

iĢlevlerini en iyi Ģekilde yerine getirmesinde de önemli rolü olduğu görülmüĢtür 

[11,25].  

Morina balığı kıĢ aylarında veya bahar mevsiminin baĢında yakalandığı zaman 

karaciğer yağı çıkarılır. Çünkü en yağlı olduğu zaman bu aylardır. Karaciğer yağı 

herhangi bir kimyasal madde kullanılmadan balığın karaciğerinin karaciğer yağında 

kaynatılması ile elde edilir. Tazeliğini koruması için doldurulduğu ĢiĢelerin içindeki 

hava alınarak nitrojen gazı doldurulur. Eski zamanlarda karaciğer bir fıçı içinde 

bekletilir ve yaz sıcağında fermente olan karaciğer yağı sıkılarak çıkarılır ve daha 

sonra sıkılan bu karaciğer derin bir kazan içinde kaynatılarak değerli olan karaciğer 

yağının büyük oranda ekstrakte edilmesi sağlanırdı. Bu iĢleme yıl boyunca devam 

edilirdi. [54,55]  

Morina karaciğer yağının Norveçliler tarafından kullanılan en eski adı ‘lysi’ yani 

ıĢıktır. Morina karaciğer yağı çok eski zamanlarda tüm Avrupa’da lambalarda 

kullanılırdı, ayrıca cildin parlaklığını sağlar ve boya ve sabun endüstrisinde 

kullanılırdı. Morina karaciğer yağı 1854’ten bu güne ilaç olarak kullanılmakta ve bu 

amaçla kullanılacak yağın hazırlığı da yağın kalitesini daha da arttıracak metotlarla 

yapılmaktadır. Karaciğer önce içi su dolu kaplarda kaynatılarak yüksek kaliteye 

ulaĢtırılır. Daha sonra morina, konik meĢe fıçılarda buharla piĢirilir. Çok değerli olan 

bu yağın geri kalan kısmını da elde edebilmek için karaciğer preslenir [55]. 

Morina karaciğer yağı içerdiği Omega 3 yağ asitlerinin yanı sıra doğal bir A ve D 

vitamini kaynağıdır. Bu yağ açık renkli olup, en büyük dezavantajı tadının kötü 

olmasıdır [51]. Morina karaciğer yağının yağ asidi bileĢimi Tablo 3.2’de verilmiĢtir. 
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Tablo 3.2 Bazı bitkisel yağların ve morina karaciğer yağın yağ asit bileĢimi (%).[2] 

Yağ Asidi Kanola Keten Uskumru Morina Karaciğer 

14.0 0.0 0.0 5.8 8.0 

14.1 0.0 0.0 0.3 0.3 

15.0 0.0 0.0 0.1 0.5 

16.0 3.8 6.1 15.3 16.8 

16.1 0.0 0.0 7.6 7.2 

17.0 0.0 0.0 0.3 0.3 

17.1 0.0 0.0 2.2 1.5 

16.4 0.0 0.0 0.1 0.2 

18.2 2.1 3.1 4.0 2.6 

18.1 62.6 17.3 17.3 22.0 

18.2 (W6) 19.5 19.1 1.3 4.9 

18.3 (W6) 0.0 0.0 0.6 0.3 

18.3 (W3) 10.9 53.0 0.3 2.1 

18.4 (W3) 0.0 0.0 0.7 2.4 

20.0 0.2 1.5 0.2 0.1 

20.1 (W9) 0.0 0.2 3.3 4.2 

20.2 (W6) 0.0 0.0 0.2 0.1 

20.3 (W6) 0.0 0.0 0.2 0.1 

20.4 (W6) 0.0 0.0 1.9 1.1 

20.4 (W3) 0.0 0.0 0.8 0.7 

20.5 (W3) 0.0 0.0 11.7 10.4 

22.0 0.2 0.0 0.0 0.0 

22.1 (W11) 0.0 0.0 3.6 3.2 

22.1 (W9) 0.0 0.0 0.7 0.9 

22.4 (W6) 0.0 0.0 0.2 0.0 

22.5 (W6) 0.0 0.0 0.3 0.0 

22.5 (W3) 0.0 0.0 3.2 1.1 

22.6 (W3) 0.0 0.0 13.3 6.0 

Toplam DoymuĢ 6.3 10.7 26.2 28.3 

Tekli DoymamıĢ 62.6 17.5 34.1 39.4 

Toplam W6 19.5 19.2 3.7 6.6 

Toplam  W3 10.9 52.9 29.9 22.6 

W3+W6 30.4 72.1 33.6 29.2 

Oran (W3+W6) 1.8 0.3 0.1 0.2 
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3.4 DHA Hakkında Genel Bilgi 

DHA Omega 3 yağ asitlerindendir. Bu isimin verilmesinin sebebi çift bağın 

molekülün metil ucundan üç karbon atomu sonra olmasıdır. Omega 3 ve Omega 6 

yağ asitleri temel yağ asitleridir ve vücudumuzda sentezlenemediklerinden dolayı 

dıĢarıdan besinler yolu ile alınmalıdırlar. Yağ asitleri tüm hücrelerin yapısını 

oluĢturur fakat temel yağ asitleri özellikle beyin hücreleri ve sinir sistemi 

hücrelerinin ana bileĢeridirler ve yoğun olarak burada depolanırlar [62,63,64]. 

Besinler yolu ile vücudumuza aldığımız alfa linolenik asit ve linoleik asit enzimler 

yardımı ile Omega 3 ve Omega 6 yağ asitlerine dönüĢürler. Bu dönüĢüm  ġekil3.3’de 

verilmiĢtir[7]. 

 

ġekil 3.1.  Alfa linolenik asit ve linoleik asitin enzimler yardımı ile omega 3 ve 

omega 6 yağ asitlerine dönüĢümleri. [7] 

n-3 grubu 

α-linolenik asit 

(18:3-W3) 

Stearidonik asit 

(18:4-W3) 

Eikosatetraenoik asit 

(20:4-W3) 

Eikosapentaenoik asit 

EPA (20:5-W3) 

Dokosapentaenoik asit 

DPA (22:5-W3) 

Dokosahekzaenoik asit 

DHA (22:6-W3) 

n-6 grubu 

Linoleik asit 

(18:2-W6) 

γ-linolenik asit   

(18:3-W6) 

Dihomo-γ-linolenik 

asit (20:3-W6) 

AraĢidonik asit 

(20:4-W6) 

Dokosatetraenoik 

asit (22:4-W6) 

Dokosapentaenoik 

asit (22:5-W6) 

∆6 desaturaz 

Elongaz  

 

∆5 desaturaz 

 

Elongaz 

∆4 desaturaz 

esaturaze 
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Fakat yaĢ ilerledikçe dönüĢümü sağlayan enzimlerin (örn. Desaturaz enzimi) 

azalması ile ALA’nın DHA ve EPA’e dönüĢümü de azalır. Vejetaryenlerde de bu 

dönüĢüm yok denecek kadar azdır. Bu durumda beyin ve sinir hücrelerindeki DHA 

azalmasını önlemek için besinler yolu ile vücuda direk DHA alımı gereklidir. 

Vücuda direk DHA alınmasını gerektiren durumlardan biri de alkol tüketiminin 

yüksek olmasıdır, çünkü alkol DHA dönüĢümünü sağlayan desaturaz enziminin 

çalıĢmasını engeller [62]. 

Beyin ve retinanın %60’ı yağlardan oluĢur, iĢlevsellik büyük oranda bu yağlara 

bağlıdır. Retina ve beyin fosfolipidlerinde ana yağ asidi komponenti olarak DHA 

bulunmaktadır [65-67]. Beyin yağı olarak da adlandırılan DHA’in zeka geliĢiminde 

önemli rolü vardır. Dolayısı ile DHA bakımından zengin olmayan ürünlerle 

beslendiğimizde özellikle beyin ve göz hücrelerinin iĢlevselliği bozulmaya baĢlar. 

Ġlerleyen yaĢlarda beyin ve göz hücrelerindeki DHA miktarının azalması ile de 

görme bozuklukları da artar, ancak balık yağı tüketimi ile vücuda DHA alımı devam 

ettiğinde beyin ve göz hücrelerinde bu bozulmalarda oldukça düĢüĢ olduğu görülür 

[68].  

Sinir hücrelerinin koruyucu tabakası olan myelinin zarar gördüğü peroksisomal 

hastalarında DHA eksikliği olduğu görülmüĢ ve bu hastalara günde 100-600 mg 

DHA verilmesi sonucu kandaki DHA seviyesinin artması sağlanarak myelinin zarar 

görmesi engellenebilmiĢtir [68]. 

Kalp krizlerinin %60’ı önceden hiçbir belirti vermeden yaĢanır. Kandaki DHA 

oranının yeterli seviyede olması bu tür kalp hastalıklarını engeller. DHA balık 

yağlarında bulunmasına rağmen direk DHA alımı balık yağından daha faydalıdır. 

Çünkü balık yağları DHA’in yanı sıra EPA da içerir. DHA balık yağlarını pek çok 

yönden faydalı kılarken, EPA bağıĢıklık sistemini baskılamak, kanın viskozitesini 

arttırmak ve lipid peroksidasyonuna sebep olmak gibi bazı olumsuz etkilere de 

sahiptir [11,62].  

Omega 3 yağ asitleri düzenli olarak kullanıldığında kandaki LDL (kötü kolesterol) 

seviyesini düĢürürken, HDL (iyi kolesterol) seviyesini arttırmaya yardım eder. DüĢük 

kolesterol seviyesini normal değere çıkartır. Kanı incelterek damar içerisinde 

pıhtılaĢmasını engeller. Kan basıncını düzenler, kalp krizi riskini azaltır. BağıĢıklık 

sistemini güçlendirir, romatizmal hastalıkların tedavisinde kullanılır, cildi 
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güzelleĢtirir, yaĢlılık etkilerini geciktirir. DHA’in olumlu etkilerinin olduğu 

hastalıklar arasında depresyon, multiple skleroz, astım, alerji de bulunur [68,69]. 

DHA bebeklerde ve hamilerde sağlık açısından oldukça önemlidir. Bebekler 

üzerinde yapılan araĢtırmalarda bebeklerin besinler yolu ile aldıkları alfa linolenik 

asitten enzimatik dönüĢümler  ile DHA sentezleme oranının çok düĢük olduğu 

görülmüĢtür (ġekil 3.3). Bebeğin geliĢiminde etkili olan araĢidonik asit ve DHA’in 

bebeğe verilmesinin en iyi yolu anne sütüdür [62,70-73].  Hamilelik döneminin 

özellikle ilk birkaç haftasında bebeğin anne karnında aldığı DHA miktarı çok 

önemlidir, çünkü bu dönemde beyin hücre zarı bölünmeleri en aktif durumdadır. 

Hamileliğin ikinci yarısında ise görme sistemi oluĢmaya baĢlar, son üç ayında ise 

beyin ve sinir hücrelerinde DHA depolanması baĢlar [11,74]. Bu sebeple özellikle 

hamilelik ve emzirme döneminde annenin alacağı DHA miktarı hem çocuğun hem de 

kendisinin ihtiyacı olan miktarı karĢılayacak kadar çok olmalıdır. Bir grup hamile 

kadın üzerinde yapılan araĢtırmada bir gruptakilere düzenli olarak mısır yağı 

içirilirken diğer gruptakilere balık yağı verilmiĢtir. Doğum sonrası üç ayda da bu 

diyet devam ettirilmiĢtir. Daha sonra bu annelerin çocuklarına zeka testi yapılmıĢ ve 

balık yağı alan grubun çocuklarının açık ara önde olduğu görülmüĢtür. Yapılan 

araĢtırmalara göre yeterli DHA alımı prematüre doğumları da engeller. Eğer anne 

yeteri kadar DHA alamazsa çocuk, annenin DHA depolarını kullanarak azaltır ve bu 

durum annede psikolojik ve fizyolojik pek çok rahatsızlığa sebep olabilir [62,74]. 

Prematüre bebekler anne karnında yeterince beslenemediği ve geliĢimini 

tamamlayamadığı için DHA açısından oldukça fakirdirler. Ġlerleyen yıllarda bu 

bebekler üzerinde yapılan zeka testlerinde bunların normal doğumlu bebeklerden 

ortalama 15 puan düĢük aldıkları görülmüĢtür. Bu durumun engellenmesi için bu 

bebeklerin DHA açısından zenginleĢtirilmiĢ bebek mamaları ile beslenmeleri 

önerilmektedir [68].  

Ġnsan doğası gereği Omega 6 / Omega 3 oranının yaklaĢık 1 olması gerekir ancak 

günümüzde bu oran beslenme kültürüne göre 10/1 ile 25/1 arasında değiĢmektedir. 

Bu Omega 6 ağırlıklı dengesiz beslenme Ģekilleri pek çok hastalığa sebep olmaktadır 

[75].  

DHA’in önemli özelliklerinden biri antifriz niteliğe sahip olmasıdır. Bu yüzden 

genellikle soğuksu balıklarında (örn. Uskumru,somon, tuna, morina) DHA miktarı 

diğer balıklara göre daha yüksektir [76]. DHA ve EPA balıklar tarafından tüketilen 
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phytoplantktonlar tarafından sentezlenir. Yağlı balıklar DHA bakımından en zengin 

balıklardır .  

Balık yağlarına göre düĢük oranlarda da olsa keten tohumu, kanola, fındık yağı ve 

bazı mikroalglerde de DHA mevcuttur ve bunlar vejetaryenler için iyi birer DHA 

kaynağıdır.  

Balık yağları oksijen ile kolayca bozulurlar, bu sebeple balık yağının içine bir miktar 

E vitamini ilave edilir. Doktorlar balık yağı kullanan hastalarına DHA ve EPA’in 

vücuttaki oksidasyondan zarar görmemesi için E vitamini almalarını önerirler [77]. 

3.5 Balık Yağlarından DHA Ġzolasyonu Ve ZenginleĢtirilmesinde Kullanılan 

Yöntemler 

Balık yağlarında çok miktarda bulunan Omega 3 yağ asitlerinin sağlık açısından 

öneminin anlaĢılması üzerine DHA ve EPA açısından zengin diyet ürünlerinin 

hazırlanması ve bu yağ asitlerinin pek çok hastalığa karĢı sağladığı olumlu etkiden 

yararlanmak için ilaç formülasyonunda kullanımı yönünde çalıĢmalar artmıĢtır [20]. 

Balık yağları kompleks yapıları nedeni ile iĢlemesi bitkisel yağlara uygulanan 

geleneksel yöntemlerle (kristalizasyon, distilasyon) yapılamamaktadır. Balık 

yağlarından  yüksek saflıkta çoklu doymamıĢ yağ asitleri elde etmek için tek bir 

fraksiyonlama metodu yeterli değildir, genellikle birkaç metodun kombinasyonu 

kullanılır. Hangi metotların kombinasyonlarının kullanılacağı balık yağının yağ asidi 

kombinasyonuna ve çoklu doymamıĢ yağ asitlerinin istenilen saflık oranına bağlı 

olarak belirlenir. Balık yağlarından Omega 3 yağ asitlerinin izolasyonu ve 

zenginleĢtirilmesi üzerine literatürde pek çok çalıĢma bulunmaktadır. Bunlar üre ile 

fraksiyonlama, kromatografik yöntemler, kristalizasyon ve distilasyon, süperkritik 

CO2 ekstrasyon yöntemi ve enzimatik hidroliz ve esterleĢme yöntemidir [78].  

3.5.1 Üre ile Fraksiyonlama Yöntemi ile DHA ZenginleĢtirilmesi 

Üre düz zincirli organik bileĢiklerle katı bileĢikler oluĢturur. Yağ asitleri veya onların 

esterlerinin üre solüsyonuna ilave edilmesi ile yağ asitlerinin veya esterlerinin daha 

doygun olan kısımları ile kristal bileĢikler oluĢur. OluĢan bu kristaller ortamdan 

uzaklaĢtırılır ve geriye kalan kısım çoklu doymamıĢ yağ asitleri veya esterleri 
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bakımından oldukça zengindir [78]. Üre fraksiyonlama yönteminin ilkeleri 1940 

yılında Bengen tarafından keĢfedilmiĢtir [78,79]. 

Wille ve arkadaĢlarının yürüttüğü çalıĢmalarda , %30 oranında EPA ve DHA içeren 

sardalye yağ asitlerinden üre ile doymuĢ ve tekli doymamıĢ yağ asitlerinin 

uzaklaĢtırılması ile geriye kalan fraksiyonda EPA ve DHA’in yüzdesi %90’a 

yükseltilmiĢtir. Yine aynı çalıĢmalarda EPA ve DHA in %80 saflıkta birbirinden 

ayrılabildiklerinden de bahsedilmektedir [20,80,81]. 

Balık yağı yağ asitlerinin etil esterlerinin yine üre fraksiyonlama yöntemi ile Etil 

EPA/Etil DHA oranı 20:1 olan EPA’ce zengin ürünün elde edilebileceği deneysel 

olarak saptanmıĢtır [20]. 

Swern ve Marklin üre ile fraksiyonlama yöntemini ayırma iĢlemlerinde ilk kez ve 

geniĢ ölçüde kullanmıĢlardır [78,82]. Üre ile fraksiyonlama basit ve ucuz bir 

teknoloji ile gerçekleĢtirilebilir ancak çok miktarda çözücü ve kimyasal kullanımı 

gerektirir, aynı zamanda çok miktarda yan ürün oluĢur. Çoklu doymamıĢ yağ asitleri 

çözeltiden filtrasyon yöntemi ile uzaklaĢtırılır. Ancak üre ile fraksiyonlama iĢlemi 

filtrattaki ürenin çoklu doymamıĢ yağ asitlerinden ayrılabilmesi için hidrokarbon 

solvent ekstrasyonu gerektirir ki bu  da çoklu doymamıĢ yağ asitlerinin gıda ve ilaç 

endüstrisinde kullanımında istenmeyen bir iĢlemdir. Bunun yerine üre ile 

fraksiyonlama iĢleminin ardından süperkritik CO2 yöntemi kullanılması tercih edilir. 

3.5.2 Süperkritik CO2 Ekstraksiyon Yöntemi Ġle DHA ZenginleĢtirilmesi 

Süperkritik akıĢkan ekstraksiyonu, süperkritik akıĢkan kullanılarak yapılan bir 

ekstraksiyon çeĢididir. Kritik sıcaklık noktasının üstünde bulunan akıĢkanlara 

süperkritik akıĢkan denir. Uygulanan basınç ne olursa olsun bu noktada akıĢkanın iki 

fazda birden bulunması sağlanamaz.  

Karbondioksitin kritik sıcaklığı 31.1
o
C ve kritik basıncı 1071 psi dır. Süperkritik 

durumda karbondioksit hem sıvı hem de gazlara ait özelliklere sahiptir. Gazlar gibi 

yüksek difüzyon katsayısına ve düĢük vizkoziteye sahipken sıvılar gibi yüksek 

çözücü gücüne sahiptir. Bu durum süperkritik akıĢkanları iyi bir çözücü yapar. 

Süperkritik akıĢkan ekstraksiyonunda kullanılabilecek pek çok akıĢkan vardır ancak 

toksik etkileri, reaktiviteleri, aĢındırıcılıkları ve fiyatları göz önünde 

bulundurulduğunda en uygun olanı karbondioksit olduğu görülür [83,84]. 
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Süperkritik karbondioksit trigliseridler ve pek çok organik madde için çok uygun bir 

çözücüdür. Süperkritik karbondioksitin çözücü gücü standart organik sıvı çözücülere 

(örn. Hegzan) oldukça yakındır. Karbondioksit toksik değildir ve alev almaz, bundan 

dolayı hem insan hem de çevre açısından zararsızdır ve atık maliyeti yoktur. Ġnert bir 

yapıya sahip olduğu için ekstraksiyon iĢlemi esnasında diğer maddelerle ve ekipman 

ile reaksiyona girmez. Kritik sıcaklık ve basınç değeri düĢük olduğundan kolayca 

elde edilir. Diğer tipik organik çözücülere göre daha yüksek buhar basıncına sahip 

olması sayesinde ekstrakttan kolayca uzaklaĢtırılır ve geriye zararlı hiçbir kalıntı 

bırakmaz. Karbondioksit etanol fermantasyonunun yan ürünü olarak gıdaya uygun 

olarak bol miktarda elde edilir ve ucuzdur [83,84].  

Son yıllarda gıda ve farmasütik alanda omega 3 çoklu doymamıĢ yağ asitlerinin 

konsantre edilmesinde kullanılan metodlara alternatif olarak süperkritik akıĢkan 

ekstraksiyonuna ilgi artmıĢtır.  

Süperkritik akıĢkan akstraksiyonunda ekstraksiyon iĢlemi öncesinde numune 

hazırlığı önemlidir. Küçük parçalar daha çabuk ekstrakte edildiği için numune 

önceden öğütülerek küçük parçalara ayrılır. Yağların ekstraksiyonunda ortamda 

suyun varlığı olumsuz etki yaratır [83]. 

Uygun sıcaklık ve basınç uygulandığında süperkritik CO2 genellikle hegzan dan daha 

seçici bir çözücüdür. Polar olmayan veya orta derecede polariteye sahip bileĢikler 

için oldukça iyi bir çözücüdür. Ancak fosfolipidler gibi polar yapıdaki maddelerin 

ekstraksiyonu için co-solvent ihtiyacı vardır [83]. Genellikle co-solvent olarak Etanol 

kullanılır. Yapılan araĢtırmalar balık yağlarının ekstraksiyonunda trigliseridlerin CO2 

deki çözünürlüğünün az olmasının yağ veriminin düĢük olmasına neden olduğunu ve 

trigliserid halinde EPA ve DHA’ce zenginleĢtirilmenin yapılama yacağını ortaya 

koymuĢtur.  Eisenbach’in süperkritik CO2 ekstraksiyonunda, yağ asitlerinin 

doymamıĢlık derecesinden bağımsız olarak sadece karbon sayısına göre 

fraksiyonlanabileceğini bulmasından sonra çalıĢmalarda baĢlangıç maddesi olarak 

üre ile ön zenginleĢtirilmesi yapılmıĢ yağ asidi esterleri kullanılmaya baĢlanmıĢtır 

[85].  

Süperkritik karbondioksit ekstrasyonu ile balık yağı yağ asitleri esterlerinin 

konsantre çoklu doymamıĢ yağ asitleri fraksiyonunun eldesi yüksek basınç ve pahalı 
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ekipmanlar gerektirmesinden dolayı pek tercih edilmesede bu yöntemin endüstriye 

uygulanabilirliğinin artırılması yönünde çalıĢmalar devam etmektedir [83]. 

3.5.3 Kromatografik Yöntemlerle DHA ZenginleĢtirilmesi 

Omega 3 yağ asitlerinin zenginleĢtirilmesi ve balık yağından izole edilmesi için 

kullanılan yöntemlerden biri de preparatif kromatografi yöntemidir. K.Hidajat ve 

arkadaĢlarının kullandığı bir yöntemde, balık yağı trigliseridleri yağ asitlerine 

dönüĢtürüldükten sonra üre ile kristalizasyon yöntemi ile çoklu doymamıĢ yağ 

asitlerince zenginleĢtirilmiĢ ve elde edilen bu ürün mikro Bondopak phenyl silika 

kolonda, asetonitril:su:tetrahidrofuran (45:35:20 hacimce)’dan oluĢan mobilfaz 

kullanılarak izokratik yöntemle Omega3 yağ asitlerince zengin kısımlarına 

ayrılmıĢtır. Ayırma iĢlemi geri dönüĢümsüz yaklaĢık 60 dakika da tamamlanmıĢtır. 

Elde edilen fraksiyonlar daha sonra analitik likit kromatografide analiz edilmiĢtir 

[86]. Çoklu doymamıĢ yağ asitlerince zenginleĢtirilmiĢ yüksek saflıkta ürün eldesi 

için son saflaĢtırma iĢlemi olarak genellikle kromatografik yöntem kullanılır (ġekil 

3.2). Bu yöntemin ekonomik açıdan maliyetini yükselten en önemli faktör kullanılan 

hareketli fazdır.  Eğer preparatif kromatografide kullanılan hareketli faz yerine 

süperkritik akıĢkan kullanılırsa yöntem ekonomik açıdan daha uygun hale gelebilir 

[78]. 
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ġekil 3.2.  EPA ve DHA’in TG, DG ve MG’lerden distilasyon ve kromatografi ile 

ayrılması. [78] 

Abe ve Tanaka sardalye yağı yağ asitleri etil esterlerinden molekül elek 10x dolgulu 

kolonu kullanılarak %84.5 oranında Etil eikosapentaenoik asit içeren bir fraksiyon 

elde etmiĢlerdir [87].  

Kromatografik yöntemlerle her ne kadar yüksek oranda konsantre EPA ve DHA 

fraksiyonları elde edilebilmekte ise de verim düĢüktür ve yöntemlerin endüstriyel 

boyutta uygulanması zordur. Kromatografik yöntemlerin analitik amaçlı uygulamalar 

için elveriĢli olduğu söylenebilir. 
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3.5.4 Kristalizasyon Ve Distilasyon Yöntemi Ġle DHA  ZenginleĢtirilmesi 

Stout ve arkadaĢlarının incelemesine göre balık yağı yağ asitlerinden EPA ve 

DHA’in zenginleĢtirilmesi için düĢük sıcaklık kristalizasyonu olumlu sonuç 

vermektedir [88,89]. Literatürde balık yağının asetonlu çözeltisinin -25
o
C de 

soğutulmasıyla çöken kristallerin ayrılması ile ele geçen filtratta EPA’nın konsantre 

olduğu , yine asetonlu çözeltinin -40
o
C ye soğutulması halinde ise EPA ve DHA’in 

birbirinden ayrılabildiği sonuçlarının sunulduğu çalıĢmalar yer almaktadır 

[20,89,90].  

EPA ve DHA doymuĢ veya teklidoymamıĢ etil esterlerden distilasyon yöntemi ile 

ayrılabilirler. Bu konuda yapılan araĢtırmaların birinde balık yağı ve etanol 

karıĢımına enzim ilave edilerek manyetik karıĢtırıcıda oda sıcaklığında 50 saat 

karıĢtırılarak hidroliz edilir. Lipazı bu karıĢımdan ayırmak için elde edilen bu ürün 

santrifüj de (5000 rpm, 10 dakika) tutulur.  Daha sonra ayrılan kısım 80
o
C de vakum 

altında distilasyon ile degase edilir bu esnada uçucu bileĢenlerin ayrılarak ester 

karıĢımının oluĢması sağlanır. Bu karıĢım 125
o
C, 0.005 mbar da distilasyona tabi 

tutularak DHA ve EPA’ca zengin fraksiyon elde edilir [78].  

Ancak bu proses koĢullarında doymamıĢlık derecesi yüksek olan omega 3 çoklu 

doymamıĢ yağ asitlerinin termal polimerizasyonunun önüne geçilemediği de 

vurgulanmıĢtır [78]. 

3.5.5 Enzimatik Hidroliz ve EsterleĢme Yöntemi ile DHA  ZenginleĢtirilmesi 

Omega-3 yağ asitlerinden Dokosahekzaenoik asidin insan sağlığına pek çok olumlu 

etkisinin olduğu ortaya çıkarıldıktan sonra balık yağların da bolca bulunan bu 

maddenin zenginleĢtirilerek elde edilmesi için pek çok metotlar denenmiĢtir. 

Özellikle son 20 yıldır üzerinde en çok durulan metotlardan biri de enzimatik 

hidroliz yolu ile balık yağlarının DHA açısından zenginleĢtirilmesidir. Lipazın seçici 

ve spesifik olması yağların DHA bakımından zenginleĢtirilmesin de önemli bir 

etkiye sahiptir [91,92]. 

Çoklu doymamıĢ yağ asitlerinin konsantre edilmiĢ formlarının tüketilmesinin direk 

balık tüketiminden daha faydalı olduğunun anlaĢılması üzerine çoklu doymamıĢ yağ 

asitlerinin zenginleĢtirilmesinde kullanılabilecek pek çok metot geliĢtirilmiĢtir. 

Distilasyon, kromatografi, üre ile fraksiyonlama, süperkritik CO2 ve enzimatik 

hidroliz bunlardan bazılarıdır. Ancak enzimatik hidroliz yönteminin diğer yöntemlere 
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nazaran daha avantajlı olduğu görülmüĢtür. Bu yöntem cis-omega 3 çoklu doymamıĢ 

yağ asitlerinin oksidasyon ile kısmi zarar görmesine, cis-trans izomerizasyonuna 

veya çift bağın yer değiĢimine sebep olacak kadar uç noktalarda pH ve yüksek 

sıcaklık kullanımı gerektirmez. Diğer metotlara kıyasla enerji tasarrufu sağlar ve 

ürün seçiciliğini arttırır. Enzimatik hidroliz yöntemi ile acylgliserol formunda omega 

3 yağ asitleri elde edilir, bu da beslenme açısından metil veya etil esterlere göre daha 

çok tercih edilir [93].  

Yağların enzimatik hidrolizi ile DHA mono, di ve trigliseridler içinde zenginleĢtirilir. 

Hidroliz reaksiyonu boyunca mono, di ve trigliserid yüzdeleri değiĢir. Hidroliz iĢlemi 

sonunda elde edilen ürün ekstrakte edilerek serbest yağ asitleri ortamdan 

uzaklaĢtırılır ve monogliserid, digliserid ve trigliserid’lerden oluĢan gliserid karıĢımı 

elde edilir. Elde edilen bu karıĢımdan ekstraksiyon çözücüsü evaporasyonla 

uzaklaĢtırıldıktan sonra karıĢım esterleĢtirilerek gaz kromatografide analiz yapılır. 

Gaz kromatografisi yağ asitlerinin analizinde kullanılan vazgeçilmez bir tekniktir. 

YaklaĢık yarım asırdır yağ asitlerinin analizinde en çok tercih edilen metottur. James 

ve Martin tarafından serbest yağ asitlerinin ilk kez ayrılmasının ardından birkaç yıl 

içinde gaz kromatografi metodu yağ asitlerinin küçük ölçekli çalıĢmalar ile pek çok 

alanda incelenmesinde çok uygun bir metot olarak görülmüĢ ve yaygın bir Ģekilde 

kullanılmaya baĢlanmıĢtır [94]. Yapılan pek çok çalıĢma sonunda hidroliz 

reaksiyonunda etkili olan faktörlerin sıcaklık, ortam pH’ı, enzim türü ve miktarı, su 

miktarı ve karıĢtırma hızı olduğu görülmüĢtür [95,96].  

Tamatsu Hoshino, Tsuneo Yamane ve Shoichi Shimizu 1989 yılında altı değiĢik 

lipaz kullanarak yaptıkları deneylerle Morina balığının karaciğer yağını DHA 

bakımından zenginleĢtirmeye çalıĢmıĢlar ve sıcaklığın hidroliz ile DHA bakımından 

konsantre ürün elde edilmesine etkilerini incelemiĢlerdir. Sonuç olarak Candida 

cylindracea ve Aspergillus niger lipazının orijinal yağa göre hidroliz ürünününde 2 

kat daha fazla DHA eldesini sağlayarak diğer lipazlardan daha etkili olduğunu 

görmüĢler. Ancak Aspergillus niger lipazının sadece DHA’ı değil beraberinde EPA 

ve DPA (dokosapentaenoik asit) artıĢına da sebep olduğu anlaĢılmıĢtır. Ayrıca düĢük 

sıcaklıklarda lipaz aktivitesinin de düĢük olmasına bağlı olarak DHA 

zenginleĢtirilmesinin yeterince iyi olmadığı ancak kötü koku oluĢumunun 

engellendiği görülmüĢtür [97]. 
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Yuji Shimada ve arkadaĢları ton balığıyağını 30
o
C de, 16 saatte değiĢik lipazlar 

kullanarak (Candida cylindracea, Geotricuim candium, R. delemor ve F. 

heterosporum) hidroliz etmiĢler ve Candida cylindracea lipazı ile gerçekleĢtirilen 

hidroliz sonunda %48.7 oranında DHA ve EPA içeren ürün elde etmiĢlerdir. Elde 

edilen bu ürünün ekstraksiyon sonrası ikinci kez aynı lipaz ile hidrolizi sonucu bu 

oran %58.7’ye yükseltilebilmiĢtir [98]. 

1990 yılında Matthew J.Hills ve arkadaĢları çalıĢmalarında bütanol ile lipaz 

katalizörlüğünde seçici esterleĢtirme yöntemini kullanarak morina balığının karaciğer 

yağı ile denemeler yapmıĢlardır. Küçük Ģalgam fidesinden elde edilen lipaz (Brassica 

rapus cx Ceres) ve Mucor miehei’den elde edilen lipaz (Lipozyme) kullanılarak DHA 

bakımından zenginleĢtirme yapıldığında 48 saat sonunda Ģalgam fidesi lipazı ile 

yapılan çalıĢmalarda yağ asitleri içinde DHA miktarının %9.4’ten %16.6’ye 

yükseldiği görülmüĢtür. Lipozyme ile yapılan çalıĢmalarda ise 16 saat sonunda bu 

değerin yaklaĢık %54’e yükseldiği belirtilmiĢtir [99].  

Yukihisa Tanaka ve arkadaĢlarının 1992 yılında yayınlanan makalelerinde DHA’in 

gliserid karıĢımı (mono, di, trigliserid) içinde konsantre edilmesine yönelik  

çalıĢmalarına yer verilmiĢtir. Bu çalıĢmalarda Tanaka ve arkadaĢları altı çeĢit lipaz 

(Candida cylindracea, Aspergillus niger, Pseudomonos sp., Rhizopus delemar, 

Chromobacterium viscosum, Rhizopus javanicus) kullanarak Ton balığını 37
o
C’de 

500devir/dakika’da 40 saat süre ile hidroliz etmiĢlerdir. Elde edilen ürünü ekstrakte 

ettikten sonra ekstraksiyon solventini uçurup BF3-MeOH ile esterleĢtirerek gaz 

Kromatografi cihazında analiz etmiĢlerdir. Sonuç olarak Candida cylindracea lipazı 

ile gliserid karıĢımı içindeki DHA miktarı orijinal yağa oranla 3 kat arttırılırken diğer 

lipazların gliserid karıĢımı içinde DHA zenginleĢtirmesi yapmadığı görülmüĢtür 

[100].  

Ton balığından DHA’ce zengin ürün elde edilmesi için Yuji Shimada ve 

arkadaĢlarının yaptığı diğer çalıĢmalarda da ton balığı önce NaOH-etanol 

çözeltisinde hidroliz edilmiĢ ve elde edilen yağ asidi karıĢımı daha sonra Rhizopus 

delemar lipazı kullanılarak 30
o
C’de 500 devir/dakika hızda karıĢtırılarak 

esterleĢtirilmiĢ ve gaz kromatografide analiz edilmiĢtir. Analiz sonrası DHA’in 

ağırlıkça %23’den %65’e  zenginleĢtirildiği görülmüĢtür [101]. 
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Yukihisa Tanaka ve arkadaĢları DHA’in Trigliseridlerin lipaza karĢı daha dirençli 

olmalarını sağlayıcı bir etkisinin olup olmadığını araĢtırmıĢlardır. Candida 

cylindracea lipazı kullanarak ton balığını hidroliz etmiĢler ve %70 hidroliz 

tamamlandığında gliserid karıĢımındaki DHA miktarının orijinal yağa göre 2 kat 

arttığını görmüĢlerdir. Ancak DHA bakımından zengin Trigliserid ve Digliserid elde 

edilirken monogliseridlerin olmadığı görülmüĢtür. Ġncelemeler sonucu Candida 

cylindracea lipazının genel bir değiĢle trigliserid spesifik olduğu ve özellikle içerdiği 

DHA miktarı arttıkça lipazın trigliseridleri hidrolize etmesinin güçleĢtiği görülmüĢtür 

[92]. Gerek spesifik olmayan Candida cylindracea lipazı gerekse 1,3 spesifik 

enzimlerin kullanıldığı hidroliz reaksiyonlarında çokludoymamıĢ yağ asitlerinin 

trigliserid ve digliserid fraksiyonlarında konsantre olması tüm bu enzimlerin 

çokludoymamıĢ yağ asitlerini özellikle DHA’i hidrolize edememesi veya diğer yağ 

asitlerine kıyasla çok zor hidrolize edilmesi ile açıklanabilmektedir. Candida 

cylindracea, Rhizomucor miehei ve Amono P (pseudomonas) lipazlarının özellikle 

Dokosahekzaenoik aside karĢı negatif bir spesifiklik gösterdiği yapılan çalıĢmalarda 

kesin olarak belirlenmiĢtir [92,102-106]. AraĢtırmacılara göre bu yağ asitlerinde yağ 

asitlerinin üç boyutlu yapısı ve son çift bağın karboksil grubuna olan yakınlığı 

reaksiyonda sterik engel oluĢturmaktadır.  

1997 yılında Yuji Shimada ve arkadaĢları enzimatik hidroliz sonucu elde edilen 

serbest yağ asitlerindeki DHA’in geri kazanımı için iki basamaklı hidroliz ve seçici 

esterleĢtirme yöntemini kullanmıĢlardır. Ton balığı Pseudomonas lipazı ile 40
0
C de 

48 saat süre ile hidroliz edildikten sonra gliseridler n-hekzan ile alkali ortamda 

ekstrakte edilerek ayrılır, suda kalan serbest yağ asitleri ise asidik ortamda n-hekzan 

ile yeniden ekstrakte edilir. Elde edilen serbest yağ asitleri lauryl alkol kullanılarak 

Rhizopus lipazı ile 30
0
C’ de 500 devir/dakika’da 20 saatte esterleĢtirilmiĢtir ve 

serbest yağ asitlerindeki DHA miktarının 24%’ten 72%’ye yükseldiği görülmüĢtür. 

DHA miktarını daha da artırmak için elde edilen üründen serbest yağ asitleri 

ekstrakte edilerek yeniden esterleĢtirildiğinde bu oranın %91 e kadar ulaĢtığı 

görülmüĢtür. Ayrıca bu çalıĢmalarda lauryl alkol yerine kısa zincirli (metanol, etanol 

gibi) alkoller kullanıldığında esterleĢme veriminin düĢtüğü görülmüĢtür [107]. 
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4. ENZĠM ve LĠPAZ HAKKINDA GENEL BĠLGĠ 

4.1.Enzimler Hakkında Genel Bilgi 

Kimyasal reaksiyonlarda, reaksiyon hızını arttıran ve reaksiyonun daha ılımlı 

koĢullarda meydana gelmesini sağlayan maddelere katalizör denir. Katalizörler 

tepkimeye giren maddelerin bir veya birkaçına bağlanarak aktivasyon enerjisini  

düĢürürler. Ancak reaksiyona girmezler ve reaksiyon sonucu oluĢacak yan ürünü 

etkilemezler. 

Bugüne kadar bilinen tüm enzimler kimyasal bakımdan protein veya protein sınıfı 

maddelerdir ve doğal olarak yalnız canlılar tarafından sentezlenirler. Hücre içerisinde 

meydana gelen binlerce tepkimenin hızını ve özgünlüğünü düzenlerler. Çok defa 

hücre dıĢında da etkinliklerini korurlar. Canlılarda gerçekleĢen solunum, büyüme, 

kas kasılması, sinirdeki iletim, fotosentez, azot bağlanması, deaminasyon ve sindirim 

gibi pek çok olayın temelini oluĢtururlar [108-109].  

Enzimin etki ettiği bileĢiğe ‘substrat’ denir ve saniye de etki ettiği substrat molekül 

sayısı enzimin etkinlik değerini gösterir. Enzim aktivitesi genellikle aktivite ünitesi 

Ģeklinde ifade edilir, standart Ģartlar altında dakikada 1µmol substratı ürüne çevirmek 

için gerekli olan enzim miktarına 1 ünite enzim denir [110]. Bazı enzimler çok özgül 

olup yalnız bir substrata etki ederken bazıları çeĢitli substratlara etki edebilirler. 

Enzim - sustrate iliĢkisi, anahtar-kilit iliĢkisine benzer. Bu durum enzimlerin sadece 

bir substrata veya aynı yapıya sahip birkaç substrata özgü olmasının nedenini açıkça 

ortaya koyar. Enzim-substrate iliĢkisini bozarak enzimin aktivitesini engelleyen 

maddelere ‘inhibitör’ denir. Ġnhibitörler yapıları doyalayısı ile enzim üzerinde 

substratla aynı noktaya bağlanmaya uygun olduğu için sustratın enzim ile 

bağlanmasını engelleyerek tepkimenin hızlanmasını ve ilerlemesini engellerler. 

Ancak sustratın miktarı yeteri kadar arttırılırsa inhibitörün etkisi yavaĢ yavaĢ azalır 

[108,111,112].  

Her enzimin dört rakamlı bir numarası vardır. Örneğin; 3,6,1,3 ‘ATP fosfohidrolaz’  

da birinci numara sınıfını, ikinci numara alt sınıfını, üçüncü numara gurubunu, son 
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numara ise kendine özgü sıra numarasını verir [108]. Bütün enzimler ‘az’ son ekini 

alırlar. Birden fazla enzimden oluĢan enzim sistemleri ‘az sistem’ Ģeklinde 

isimlendirilirler. Enzimler kendilerince katalizlenen reaksiyona uygun olarak 

adlandırılır ve sınıflandırılırlar. Birbirinden farklı tipte birden fazla reaksiyon adımını 

katalizleyen enzim, adlandırılırken katalizlediği ilk reaksiyon adımı esas alınır [113]. 

Katalizledikleri reaksiyon tipine göre enzimleri altı grupta toplamak mümkündür 

[108,112,114].  

1. Oksidoredüktazlar : Redoks  tepkimelerinin katalizler. 

2. Transferaz enzimler : Hidrojenin dıĢında bir atomun veya atom grubunun (metil, 

karboksil, glikozil, amino ve fosfat grupları) bir molekülden diğerine aktarılmasını 

sağlar.                     

3. Hidrolaz enzimler : Bir molekül su sokmak sureti ile yada su molekülü aracılığı 

ile moleküllerin yıkılmasını sağlayan enzimlerdir.  

4. Liyazlar : Su molekülü çıkarmadan molekülleri yıkan enzimlerdir.  

5. Ġzomerazlar : Molekül içinde değiĢiklik yaparak onun uzayda diziliĢini değiĢtiren 

enzimlerdir.                              

6. Ligazlar (=sentetazlar) : Enerji kullanarak substrat moleküllerinin birbirlerine 

bağlanmasını örneğin amino asitlerin yağ asitlerinin aktifleĢmesini sağlar. 

Enzimlerin ÇalıĢmasına Etki Eden Faktörler; 

Enzimlerin çalıĢmasında etkili faktörler arasında sıcaklık, ortam pH’ı , enzim/ 

substrat oranı ve su miktarı vardır. Sıcaklığın enzimatik reaksiyonlardaki etkisi 

Ģematik olarak Ģekil 4.1’de verilmiĢtir. 
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ġekil 4.1 Sıcaklığın enzim aktivitesine etkisi [112].   

Tepkime hızının yükselmesi sıcaklıkla doğru orantılıdır, fakat belirli noktadan 

itibaren tepkime hızı önce duraklar sonra düĢmeye baĢlar ve tamamen durur. 

Enzimlerin en iyi çalıĢabilecekleri sıcaklığa ‘optimum sıcaklık’ denir. Yüksek 

sıcaklıklarda (genellikle 55-60
o
C) enzimler etkisizdirler. DüĢük sıcaklıklar enzimin 

etkinliğini azaltır. 0
0
C’de enzim ya hiç yada çok az iĢlev gösterir. Fakat soğuğun 

enzim yapısını bozduğu görülmemiĢtir. Sıcaklık eski hale geldiğinde etkinlik yine 

baĢlar. Depolama sırasında enzimin aktivitesinin azalmasını minimuma indirmek için 

0-4
0
C arasında depolanması gerekir. 0

0
C altına soğuttuğumuz zaman daha stabil olur 

ancak buzlanmayı önlemek için uygun bir katkı maddesi kullanılmalıdır 

[108,113,115]. 

Enzimler pH değiĢimine karĢı çok duyarlıdırlar. H
+
 iyonu konsantrasyonundaki 

değiĢme özellikle aktif merkezinde asidik veya bazik gruplar taĢıyan enzimler ve 

hidrolazlar için çok etkindir ve enzimin aktivite gösterdiği pH skalası oldukça dardır. 

Genellikle çok fazla asidik ve alkali ortamda etkisizdirler. Bazı durumlarda enzimler 

en yüksek etkinliği belirli bir pH derecesinde gösterir. Bu pH dercesine ‘optimum 

pH’ denir. Aktivitenin pH ile ilgili olmasının nedeni yapılarında proteinleri 

taĢımalarındandır. ġekil 4.2’de enzimatik reaksiyon hızının pH’a bağlı olarak 

değiĢiminin genel gösterimi verilmiĢtir. 
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ġekil 4.2 Enzimatik reaksiyon hızının pH’a bağlı olarak değiĢiminin genel gösterimi 

[112]. 

Enzimlerin katalizör olarak kullanıldığı tepkimelerde, Enzim/Substrat deriĢimi 

arasındaki orana bağlı olarak tepkime hızı değiĢir. Bol substrat bulunan ortama 

eklenecek enzim, son ürün miktarının artmasını sağlar. Diğer kimyasal maddelerin 

varlığı ve su miktarı da enzim aktivitelerini etkileyen faktörler arasındadır. 

Genellikle %15’in altında su içeren ortamlarda, enzimler iĢlev göstermezler [108].  

4.2.Lipaz Hakkında Genel Bilgi 

Lipazlar, bitki ve hayvan hücrelerinden oluĢan geniĢ bir enzim grubunu içerirler ve 

Hidrolaz grubu enzimlerdir [116]. Lipazlar suda çözünmeyen trigliseridleri hidroliz 

ederek yağ asitlerine ve kısmi gliseridler veya gliserol’e dönüĢtüren enzimlerdir. 

Lipazlar yağ-su ara yüzeyinde çalıĢtıkları için suda çözünen esterlere etkili olan 

sıradan esterazlardan farklıdırlar [117]. 

Lipaz spesifikliği yağ asitleri spesifitesi ve pozisyonel spesifiteyi içerir. Pozisyonel 

spesifitesine göre lipazlar iki gruba ayrılırlar [118]. Birinci grup lipazlar 

trigliseridlerin dıĢ ester bağlarını kırarlar ve 1,3 spesifik lipazlar olarak 

adlandırılırlar. Ġkinci grup ise tüm ester bağları üzerinde etkilidirler ve spesifik 

olmayan lipazlar olarak adlandırılırlar [118]. 

Lipazları hayvansal, bitkisel ve mikrobiyel lipazlar olarak üç grupta toplamak 

mümkündür. En önemli hayvansal lipaz pankreas lipazıdır. Diğer bir hayvansal lipaz 

ise süt lipazı olup moleküler ağırlığı en küçük lipaz olarak bilinir [119].  
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Günümüzde lipazlar organik sentezinde çok yönlü katalizörler olarak 

kullanılmaktadırlar. Sadece geleneksel su bazlı sistemlerde çözünen substratlar için 

kullanılmazlar, aynı zamanda susuz sistemlerde de kullanılırlar. Son yıllarda 

mikrobiyal lipazların yağ kimyası, organik kimya ve deterjan formülasyonunda 

kullanımı hız kazanmıĢtır [120-124]. Lipazların hidrolitik spesifitelerinin kullanıldığı 

diğer bir alanda gıda endüstrisinde trigliseridlerin di ve mono gliseridlere 

çevrilmesidir. Lipazın endüstrideki diğer kullanım alanları  Tablo 4.1’de 

özetlenmiĢtir [125] .  

Tablo 4.1 Lipazın endüstrideki diğer kullanım alanları. [125] 

Kullanım Alanı Son Ürün 

Günlük süt endüstrisi Süt yağlarının hidrolizi 

Doğal yağlar Katı yağlar için sıvı yağların transesterifikasyonu. 

Deri üretimi Yüzeyden yağların uzaklaĢtırılması 

Deterjan endüstrisi Yağ lekelerinin uzaklaĢtırılması 

Bu endüstriyel alandaki uygulamaların geliĢmesi lipaz üzerinde yapılan akademik 

çalıĢmalara olan ilgiyi canlandırmıĢtır. 

4.2.1. Candida Rugosa Lipazı 

Candida rugosa lipazı (EC3.1.1.3) ham toz halinden saflaĢtırılır. Trigliseridleri zincir 

uzunluğu sipesifitesi göstermeksizin hidroliz eder. Spesifik aktivitesi yaklaĢık 800 

U/mg dır. Bu değer 37 
0
C ve pH 8 de triolein veya tributyrin’nin substrat olarak 

kullanılması ile yapılan çalıĢmalar sonucu hesaplanmıĢtır [126].  

Tablo 4.2 Candida rugosa lipazının özellikleri. [126] 

Kaynak Orijin Optimum Sıcaklık (
0
C) Pozisyonel pH Spesifite  

Candida Rugosa Maya 30 – 50 7.0 Yok 
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 5.DENEYSEL ÇALIġMALAR 

5.1.Kullanılan Malzeme, Cihazlar ve Metot 

5.1.1. Kullanılan Malzemeler 

 Metanol 

 Etanol 

 n-Heptan 

 n-Hegzan 

 Saf Su 

 BF3 - Metanol kompleksi 

 Fosforik Asit 

 Sodyum Klorür 

 Susuz Sodyum Sülfat 

 Sitrik Asit Monohidrat 

 Di Sodyum Hidrojen Fosfat 

 Sodyum Hidroksit 

 Potasyum Hidroksit 

 Siyah Bant Süzgeç Kağıdı 

 Kaynama TaĢı  

 Dokosahekzaenoik asit Standardı 

 Candida rugosa Lipazı (819 U/mg) 

 Morina Balığı Karaciğer Yağı  

5.1.2. Kullanılan Cihazlar 

 Hassas Terazi 

 pH Metre 

 Manyetik KarıĢtırıcı 

 Döner Vakum Evaporatör 

 Geri Soğutucu 

 Gaz Kromatografi Cihazı 
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5.1.3. Metot 

Balık yağı ekstraktının hazırlanması ve analizinin yapılmasında temel iĢlemler; 

 Enzimatik hidroliz 

 Asit değeri ve % hidroliz değeri bulunması 

 Ekstraksiyon 

 Vakum Evaporasyonu 

 Metil Ester Hazırlama  

 Gaz Kromatografisi 

  hidroliz ürünününün HPLC ile TG, DG,  MG ve YA % bileĢiminin        

       bulunması 

 Kolon kromatografisi 

5.1.3.1. Enzimatik Hidroliz 

 Hidroliz yolu ile yağlar gliserol ve yağ asitlerine dönüĢürler. Hidroliz reaksiyonunda 

katalizör olarak lipaz kullanılması enzimatik hidroliz olarak adlandırılır. Yağların 

DHA ve EPA gibi önemli yağ asitleri bakımından zenginleĢtirilmesinde enzimatik 

hidroliz en etkin yöntemlerdendir. Hidroliz reaksiyonu sonrası, kullanılan lipazın 

türüne göre, elde edilen ürünün mono, di ve tri gliserid yüzdeleri değiĢebilir. DHA 

gibi önemli yağ asitleri özellikle trigliseridler ve digliseridler içinde zenginleĢtirilir. 

Hidroliz iĢlemi sonunda elde edilen ürün ekstrakte edilerek alt faz uzaklaĢtırılır ve 

mono, di ve trigliserid bakımından zengin karıĢım elde edilir. 

5.1.3.2. Ekstraksiyon 

Ekstraksiyon bir ayırma tekniğidir. Ayırmak istediğimiz maddelerin sulu 

çözeltilerine, karıĢmayan bir organik çözücü (hegzan, kloroform vb) ilave edilir. 

Organik çözücü seçimi Ayırmak istediğimiz maddenin kimyasal özelliğine göre 

belirlenir. Bu çözücü karıĢımdan ayırmak istediğimiz maddeleri organik faza alır. 

Ayırma hunisi içinde iki ayrı faz oluĢturmak suretiyle çözeltideki istenen maddeler 

ve istenmeyen maddeler ayrı ayrı elde edilir [127]. 
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5.1.3.3. Evaporasyon 

Evaporasyon, bir çözeltiden uçucu olan çözücünün uzaklaĢtırılması yada çözücünün 

uçurulmasıyla çözeltinin daha deriĢik hale getirilmesidir. Endüstriyel uygulamalarda 

genellikle su olmakla beraber çözücü olarak organik çözücüler de kullanılır [14].  

Bu çalıĢmada döner vakum evaporatörü kullanılarak Morina karaciğer yağının 

Enzimatik hidroliz ürününün ekstraksiyonundan sonra elde edilen çözeltiler, 

çözücüleri uçurularak daha deriĢik hale getirilmiĢtir. 

5.1.3.4. Metil Ester Hazırlama 

Yağ asitlerinin tanımlanması için uygulanan yöntem olan gaz kromatografisinde ilk 

olarak örneğin metil esterlerinin hazırlanması gerekir. Yağ asitlerinin metil 

esterlerinin kaynama noktaları saf yağ asitlerinin kaynama noktalarından yaklaĢık 

30
0
C daha düĢüktür. Gaz kromatografisinde yağ asitleri yerine yağ asitlerinin metil 

esterlerinin kullanılmasının nedeni metil esteri hazırlanan yağ asitlerinin homolog 

sırasında yada yapılarında hiçbir değiĢikliğin meydana gelmemesidir. Böylece gaz 

kromatografisinin uygulamasında çok yüksek sıcaklıklarda çalıĢmaya gerek 

duyulmamaktadır [128]. 

Morina karaciğer yağının yağ asitlerinin metil esterlerin hazırlanmasında BF3-

Metanol kompleksi, n-Heptan, doygun tuz çözeltisi ve susuz sodyum sülfat 

kullanılmıĢtır [129]. 

5.1.3.5. Gaz Kromatografisi 

Yağ asitlerinin tanımlanmasında kullanılan yöntemlerden en geçerlisi gaz 

kromatografisidir. Gaz kromatografisi analizine baĢlamadan önce fırın sıcaklığı, 

dedektör sıcaklığı ve enjektör sıcaklığı gibi değerlerin belirlenmesi gerekir. Daha 

sonra analizi yapılacak olan numunenin metil esteri gaz kromatografisi cihazına 

enjekte edilerek integratör yardımı ile sonuç alınır. Alınan GC pikleri standartlara 

göre yorumlanarak numunenin yağ asidi içeriği belirlenir. Bu çalıĢmada HP6890 

marka gaz kromatografi cihazı kullanılmıĢtır. 
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5.2. Kullanılan Enzimin Hidroliz Aktivitesinin Belirlenmesi 

Hidroliz deneylerinde kullanılmıĢ olan lipaz enziminin hidroliz spesifik aktivitesi, 

1gr enzim tarafında 1dakika içerisinde trigliseridlerden açığa çıkarılan yağ asitlerinin 

μmol cinsinden miktarı olarak tarif edilir. 

Aktivite tayininde, trigliserid substratı olarak zeytinyağı (riviera tipi) kullanılmıĢtır. 

1ml zeytinyağı 0.5 ml 0.1M CaCl2 çözeltisi, 3ml fosfat tampon çözelti (pH 7) ve 5ml 

distile su karıĢımı önce çalkalayıcılı su banyosunda 10 dakika, 37
0
C’de 

karıĢtırılmıĢtır. Böylece reaktanların sıcaklığı 37
0
C’ye getirilmiĢtir. Daha sonra bu 

karıĢıma 1ml lipaz çözeltisi (içerisinde 10-20mg lipaz bulunan) ilave edilmiĢ ve 20 

dakika 37
0
C’de magnetik karıĢtırıcıda karıĢtırılmıĢtır. Süre sonunda bu karıĢıma 

20ml etanol:aseton, 1:1 hacmen, ilavesi ile enzim inaktive edilmiĢtir. Hidroliz 

reaksiyonu sonucu zeytinyağından açığa çıkan yağ asitlerinin miktarı 0.02N NaOH 

çözeltisiyle timolftalein indikatörlüğünde titre edilerek bulunmuĢtur. Paralel 

koĢullarda enzim çözeltisi içermeyen Ģahit deneme de yapılmıĢtır. Enzimin spesifik 

aktivitesi (U/genzim)(μmol/dak.g) formül 5.1’e göre hesaplanmıĢtır [130]. 

Spesifik aktivite = (V1-V2).1000.N/(20.E) ……………………..(5.1) 

V1 :Numune için sarfedilen NaOH miktarı (ml) 

V2: ġahit için sarfedilen NaOH miktarı (ml) 

N: NaOH çözeltisinin normalitesi 

E: 1ml enzim çözeltisi içinde bulunan enzim miktarı (g). 

5.3. Morina Balığının Karaciğer Yağının Enzimatik Hidrolizi 

Bu çalıĢmalarda kullanılan Morina karaciğer yağı Sanofi Synthelabo firması 

tarafından SIRH SA’dan (Fransa) temin edilmiĢtir. Morina karaciğer yağının standart 

yöntemlere göre belirlenmiĢ bazı karakteristik özellikleri Tablo 5.1’de verilmiĢtir. 

Morina balığının karaciğer yağının enzimatik hidroliz reaksiyonu için 50ml’lik erlen 

ve ısıtıcılı manyetik karıĢtırıcı kullanılmıĢtır.  Hidroliz deneylerinde spesifik olmayan 

Candida rugosa lipazı (EC3113) kullanılmıĢtır. Bu lipaz Sigma chemical 

company’den alınmıĢtır ve aktivitesi 819 U/mg’dır. 
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Tablo 5.1 Morina karaciğer yağının karakteristik özellikleri. 

ÖZELLĠK DEĞERLER 

SabunlaĢma değeri 161.38 

Asit değeri 0.48 

Ġyot indisi 117.68 

Kırılma indisi (refraktif indeks) 1.48 

Yoğunluk  0.924 g/ml 

Enzimatik hidroliz denemeleri sabit pH ortamında gerçekleĢtirilmiĢ olup pH 

ayarlaması sitrik asit ve disodyum hidrojen fosfat tampon çözeltileri ile yapılmıĢtır. 

Farklı pH değerlerine sahip tampon çözeltilerin hazırlanıĢ Ģekli aĢağıdaki Tablo 

5.2’de verilmiĢtir [131]. 

Tablo 5.2 : Farklı pH  değerlerinde tampon çözeltilerin hazırlanması. [131] 

pH Sitrik asit çözeltisi (a) 

(ml) 

Di sodyum hidrojen fosfat çözeltisi, Na2HPO4 (b)     

(ml) 

3 80.3 19.7 

5 50.0 50.0 

7 37.4 62.6 

8 4.6 95.4 

9 - 100 

(a) Sitrik asit çözeltisi, litrede 21.014 g sitrik asit monohidrat çözülmesi ile 

hazırlanır. 

(b) Litrede 28.4 g Di sodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) çözülmesi ile hazırlanır. 

Hazırlanan bu çözeltilerin pH ayarı NaOH veya H3PO4 ile yapılır. 
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ġekil 5.1 Morina karaciğer yağının enzimatik hidroliz ile ‘DHA’ bakımından 

zenginleĢtirilmesi yönteminin akım Ģeması. 

Hidroliz Reaksiyonu 

Morina Karaciğer Yağı 

Tampon Çözelti 

Lipaz 

Metanol 

0.5N KOH 

Hegzan 

Saf Su 

Lipaz Ġnaktivasyonu 

Hidroliz olmuĢ serbest yağ 

asitlerinin ayrılması 

Hegzan fazı 

Serbest yağ asitlerinin gliseridlerden 

ayrılması  

Serbest yağ asitleri 

Sulu faz (serbest yağ asitleri ve 

diğer polar bileĢikler) 
Susuz sodyum sülfat 

(Na2SO4) 

Hegzan fazı 

Hidratlı sodyum 

sülfat 

Vakum evaporasyonu 
Hegzan  

Omega 3 çoklu doymamıĢ yağ asitleri 

BF3-MeOH Metil ester hazırlanıĢı 

Gaz kromatografisi 

Serbest yağ asitlerinin gliseridlerden 

ayrılması için 3 kez su ile yıkama 

 

Hegzan fazının filtrasyonla kurutulması 

Hegzan fazı 

n - Heptan 
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Morina karaciğer yağı ve tampon çözeltisi oranları 1:1.5 olacak Ģekilde 50 ml’lik 

erlene konmuĢ ve üzerine belirli miktarda enzim ilave edilmiĢtir. Erlen, ısısı önceden 

ayarlanmıĢ manyetik karıĢtırıcıya konulup hızı 600devir/dakika’ya ayarlanarak 

hidroliz reaksiyonu baĢlatılmıĢtır [92,93,97,98,100,107]. Reaksiyon boyunca belirli 

aralıklarla sıcaklık ölçümü yapılarak reaksiyonun istenen sıcaklıkta gerçekleĢmesi 

sağlanmıĢtır. Morina karaciğer yağının enzimatik hidroliz ile ‘DHA’ bakımından 

zenginleĢtirilmesi yönteminin akım Ģeması ġekil 5.1’de görülmektedir. 

Bu çalıĢmada morina karaciğer yağının enzimatik hidroliz ile ‘DHA’ bakımından 

zenginleĢtirilmesinde, hidroliz reaksiyonuna enzim miktarı ve hidroliz süresinin 

etkilerinin yanısıra tampon çözeltinin pH’sının, reaksiyon sıcaklığının, ve karıĢtırma 

hızının etkileri de incelenmiĢtir.  

5.4.Morina Karaciğer Yağının Enzimatik Hidroliz Reaksiyonunda Hidroliz 

Değerlerinin Bulunması 

5.4.1.Asit Değeri Bulunması 

Morina karaciğer yağının Candida rugosa lipazı ile hidroliz reaksiyonu esnasında 

zamana göre hidrolizlenme miktarındaki değiĢimi bulmak için hidroliz ürünününün 

asit değeri hesaplanır 

1g balık yağına daha önceden 0.5ml fenolftalein indikatörlüğünde 0.1M KOH ile 

nötralize edilmiĢ Etanol:Eter (1:1 hacimce) karıĢımından 5 ml ilave edilir ve iyice 

karıĢtırılır. Daha sonra bu karıĢım 0.1M KOH ile pembe renk 15 dakika sabit kalana 

kadar titre edilir. Yapılan 0.1M KOH sarfiyatına göre asit değeri hesabı formül 5.2 

ile yapılır; 

AD =5.61x(V/W)……………………………………………..(5.2) 

V : 0.1M KOH sarfiyatı (ml) 

W : Tartılan balık yağı miktarı (g) 

AD : Asit değeri 

Hidroliz ürününün asit değeri hesaplandıktan sonra orijinal yağın asit değeri ve 

sabunlaĢma değeri hesaplanır [131]. 
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5.4.2 SabunlaĢma Değerinin Bulunması 

2g balık yağına 200ml’lik balonjojede 25ml 0.5N etanolik KOH çözeltisi ilave edilir 

ve geri soğutucu altında 1 saat kaynatılır. Solüsyon sıcakken alkali fazlası 0.5M HCl 

ile 1ml fenolftalein indikatörlüğünde titre edilir. Aynı iĢlem balık yağı konulmadan 

hazırlanan çözeltiye de yapılarak (boĢ deney) formül 5.3 ile hesaplanır. 

SabunlaĢma Değeri = 28.05x (Vnum – VboĢ) / W………………….(5.3) 

Vnum : Numune için yapılan sarfiyat (ml)  

VboĢ  : BoĢ deney için yapılan sarfiyat (ml) 

W    : Numune ağırlığı (g) 

5.4.3. % Hidroliz Değerinin Bulunması 

Hidroliz yüzdesini hesaplamak için aĢağıdaki formül kullanılır [93]; 

B - C

B-A
100% xHidroliz  ………..(5.4) 

A: Hidroliz olan yağın asit değeri 

B: Hidroliz olmayan yağın asit değeri 

C: Hidroliz olmayan yağın sabunlaĢma değeri 

5.5.Morina Karaciğer Yağının Enzimatik Hidroliz Ürününününün  

Ekstraksiyonu 

Hidroliz reaksiyonu sırasında belirli aralıklarla erlenden 2 ml numuneleme yapılmıĢ 

ve enzimi inaktive etmek için üzerine 2ml metanol ilave edilerek  ayırma hunisine 

alınmıĢtır. Serbest yağ asitlerini nötralize etmek için 25 ml 0.5N etanolik potasyum 

hidroksit çözeltisi karıĢıma ilave edilmiĢtir. Serbest yağ asitlerini acylglyserollerden 

ayırmak için 50ml hegzan ayırma hunisindeki karıĢım üzerine ilave edilmiĢ ve iki faz 

oluĢumu sağlanmıĢtır. Serbest yağ asitlerini içeren alt faz atılarak hegzan fazı üç kez 

50 ml saf su ile yıkanmıĢ ve böylece serbest yağ asitleri ve diğer polar maddelerin 

ayrılması sağlanmıĢtır. Daha sonra susuz sodyum sülfattan geçirilen hegzan fazı 

döner vakum evaporatöre alınarak burada hegzanın uçması sağlanmıĢtır [93,98,107]. 
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5.6.Metil Ester Hazırlama 

Morina karaciğer yağının Enzimatik hidroliz ürününün yağ asidi bileĢenlerinin gaz 

kromatografi ile tanımlanabilmesi için metil esterleri hazırlanmıĢtır. Ekstraksiyon 

sonrası elde edilen hegzan fazının döner vakum evaporatörde hegzanın 

uçurulmasından sonra geriye kalan kalıntı 2 ml hegzan ile çözülmüĢ ve buradan 

600mg alınarak bir erlene konmuĢtur. Bunun üzerine 9ml BF3-Methanol kompleksi 

ilave edilmiĢtir. Madde miktarına göre eklenmesi gereken BF3-Methanol kompleks 

değerleri Tablo 5.3’ de verilmiĢtir. Erlene kaynama taĢı atıp geri soğutucu altında su 

banyosunda 2 dakika kaynatılmıĢ ve bu süre sonunda geri soğutucu üstünden 5 ml n-

Heptan eklenerek reaksiyona 1 dakika daha devam edilmiĢtir. Bu süre sonunda erlen 

geri soğutucu ve su banyosundan çıkartılarak reaksiyon durdurulmuĢtur. Erlendeki 

çözelti balonjojeye aktarılmıĢ ve üzerine doygun tuz çözeltisi ilave edilip bir süre 

bekletilerek faz ayrımı sağlanmıĢtır. Bu çözelti içindeki suyu tutabilmek amacı ile bir 

flakona bir miktar susuz sodyum sülfat konarak üzerine 1 ml n-heptan ve 

balonjojedeki çözeltinin üst fazı eklenmiĢtir. Elde edilen örnek etiketlenerek gaz 

kromatografi cihazına enjekte edilebilecek hale getirilmiĢtir [14,100].  

Tablo 5.3 : Metil esteri hazırlanacak madde miktarına karĢılık gelen BF3-Metenol 

kompleksi miktarı. 

Ekstrakt (mg) Balonjoje (ml) BF3-Metenol kompleksi (ml) 

100-250 50 5 

250-500 50 7 

500-750 125 9 

750-1000 125 12 

5.7.Metil Esterlerin Gaz Kromatografisi Analizi 

Bu çalıĢmada HP6890 marka gaz kromatografi cihazı kullanılmıĢtır. Morina 

karaciğer yağının yağ asitleri bileĢiminin en iyi Ģekilde ayrılıp bulunabilmesi için 

EP’de (Avrupa Farmakopesi) sayfa 958-959’da verilen gaz kromatografisi metodu 

kullanılmıĢtır. Analize baĢlamadan önce cihazın gerekli ayarları yapılmıĢtır. TaĢıyıcı 

gaz olarak azot gazı kullanılmıĢtır. Gaz kromatografisi fırın programı ġekil 5.2’de 

görülmektedir [131]. 
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Gaz kromatografisi koĢulları; 

Dedektör tipi  : FID 

Dedektör sıcaklığı  : 280
0
C 

Enjektör tipi : Dağıtmalı (1:200) 

Enjektör sıcaklığı : 250
0
C 

Kolon : ZB1 (kapilar kolon, 30m x 0.25mm x 0.25μm 

Fırın sıcaklık programı : 170- 225
0
C (1

0
C / dk) 

225
0
C (20 dk) 

TaĢıyıcı gaz (N2) akıĢ hızı : 4.5 ml/dk 

Hava akıĢ hızı : 400 ml/dk 

H2 akıĢ hızı : 30 ml/dk 

 

 

ġekil 5.2  Gaz kromatografisi fırın programı  

Metil esterleri hazırlanan örnekler ve orjinal morina karaciğer yağı gaz 

kromatografide analiz edilmiĢtir. Elde edilen kromatogramda Dokosahekzaenoik 

asidin kesin olarak tanımlanması için sigma chemical company’den alınan %90 

Saflıktaki Dokosahekzaenoik Asit metil esteri standardı da aynı koĢullarda gaz 

kromatografide analiz edilmiĢtir. Numune kromotogramında gözlenen diğer yağ asiti 

piklerinin tanımlanmasında 8:0, 12:0, 14:0, 16:0, 18:0, 18:1, 20:0 yağ asitlerinden 

ibaret standart yağ asitleri metil esterlerinin gaz kromatografide analizi sonucu elde 

edilen kromatogram ve EP’de sayfa 959’da [131] verilen morina karaciğer yağının 

gaz kromatografisi ile analizinden elde edilen kromatogram referans alınmıĢtır. 

 

 

 

170
0
C 

225
0
C (20 dak) 

 

1
0
C/dak 
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5.8. Hidroliz Ürünlerinin TG, DG, MG ve YA BileĢiminin Saptanması 

Morina karaciğer yağının Candida rugosa lipazı ile hidrolizi sonucu elde edilen ürün 

ekstrakte edildikten sonra döner vakum evaporatörde hegzanı uçurulmuĢtur. Kalıntı 

5ml tetrahidrofuronda (THF) çözülerek TG, DG ve MG bileĢimini tespit etmek üzere 

HPLC (yüksek basınçılı likit kromatografi)’de aĢağıda verilen koĢullarda analiz 

edilmiĢtir; 

Kolon: PL-Gel  50 A 

Yöntem: Ġzokratik 

Kolon ısısı: 35
0
C 

AkıĢ hızı: 0,5 ml/ dk 

Hareketli faz: %100 THF 

5.9. Hidroliz Ürünününün Kolon Kromatografisi Ġle Fraksiyonlanması ve Her 

Fraksiyonun Yağ Asitleri BileĢiminin Saptanması 

Morina karaciğer yağının enzimatik hidroliz reaksiyonunun deneysel olarak 

saptanmıĢ en uygun koĢullarda elde edilen hidroliz ürünü kolon kromatografisi ile 

fraksiyonlanmıĢ ve elde edilen her fraksiyonun (TG, DG, MG ve YA) kapiler gaz 

kromatografisi ile içerdiği yağ asitleri bileĢimleri de saptanmıĢtır. Böylece her 

fraksiyonda hangi yağ asitlerinin zenginleĢtirildiği belirlenerek hidrolizin son 

değerlendirilmesi yapılmıĢtır.  

Serbest yağ asitleri fraksiyonunu karıĢımdan ayırmak için karıĢım hegzanda 

çözüldükten sonra etanolik KOH çözeltisi ile titre edilmiĢ ve serbest yağ asitlerinin 

potasyum tuzları elde edilmiĢtir. Daha sonra bu karıĢım içinde su bulunan ayırma 

hunisine aktarılmıĢtır. TG, DG, MG fraksiyonlarını içeren hegzan fazı ile yağ asitleri 

potasyum sabunlarını içeren sulu fazın ayrılması için bir süre beklenmiĢtir. Ayırma 

hunisinden alınan sulu faza daha sonra damla damla %3’lük H2SO4 çözeltisi, 

çözeltinin pH’ı 3 olana kadar ilave edilmiĢtir. Asit ilavesi ile tekrar serbest hale 

geçen yağ asitleri ortamdan hegzanla ekstrakte edilerek ayrılmıĢtır. Böylece hidroliz 

ürününündeki yağ asitleri fraksiyonu saf olarak elde edilmiĢtir. Ayırma hunisinde 

kalan ve içerisinde TG, DG, MG fraksiyonları bulunan hegzan fazı ise döner vakum 

evaporatörde çözücüsü tamamen uçana kadar tutulmuĢtur. Evaporasyon sonucu ele 
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geçen gliserit karıĢımına daha sonra kolon kromatografisi uygulanarak TG, DG ve 

MG fraksiyonlarının saf olarak birbirinden ayrılması sağlanmıĢtır.Kolon 

kromatografisi ile gliserid karıĢımından Mono, di ve trigliserid fraksiyonlarının 

ayrılmasında, 18 mm iç çapında, 30 cm uzunluğunda ve içerisinde 25 g slika jel 

bulunan cam kolon kullanılmıĢtır. Slika jel dietileterle karıĢtırıldıktan sonra kolona 

doldurulmuĢtur.Tartılan 1g numune 10 ml hegzanda çözülerek kolona beslenmiĢtir. 

TG fraksiyonunu ayırmak için 250 ml hegzan:dietileter (85:15 hacmen), DG 

fraksiyonunu ayırmak için 250 ml hegzan:dietileter (50:50 hacmen) ve MG 

fraksiyonunu ayırmak için ise 250 ml dietileter 2ml/dk hızla kolondan geçirilmiĢtir. 

Kolondan alınan elüatlar 50 ml’lik porsiyonlar halinde toplanmıĢ ve içerikleri TLC 

ile kontrol edilmiĢtir. Slika jel G (merck) kaplanmıĢ tabakalara elüatlardan alınmıĢ 

örnekler tatbik edildikten sonra, tabakalar hegzan:dietileter:asetikasit (70:30:2 

hacmen) çözücü sisteminde doyurulmuĢtur. Daha sonra bu tabaka, içerisinde iyot 

buharı bulunan cam küvete yerleĢtirilmiĢtir. Böylece tabaka üzerindeki TG, DG ve 

MG spotları görünür hale getirilmiĢtir. Kolondan alınan tüm elüatların TLC 

incelemesi yapıldıktan sonra sadece saf olarak TG, DG veya MG içeren fraksiyonlar 

bir araya toplanmıĢtır. Bunların çözücüleri uçurulmuĢ ve böylece gliserid bileĢikleri 

saf olarak elde edilmiĢtir [20,130].  

Elde edilen TG, DG, MG ve YA fraksiyonları daha sonra MeOH kompleksi ile metil 

esterlerine dönüĢtürülmüĢtür ve yağ asitleri bileĢimi kapilar gaz kromatografisinde 

Bölüm 5.7’de açıklanan analiz koĢullarında belirlenmiĢtir. 

5.10. Morina Karaciğer Yağının Enzimatik Hidroliz Ürününününün Yağ Asidi 

BileĢimi 

Numunelerin bölüm 5.7’de anlatıldığı Ģekilde Gaz kromatografisi ile analizi sonucu 

elde edilen pikler sigma chemical company’den temin edilen Dokosahekzaenoikasit 

metil ester standardı  ve  8:0, 12:0, 14:0, 16:0, 18:0, 18:1, 20:0 yağ asitlerinden ibaret 

standart yağ asitleri metil esterlerinin gaz kromatografide analizi sonucu elde edilen 

kromotogramlarla ve aynı balık yağına ait EP’de sayfa 959’daki gaz kromatografisi 

kromotogramı [131] ile karĢılaĢtırılarak tanımlanmıĢtır. Orijinal yağa oranla 

Enzimatik hidroliz ürününününün yağ asidi bileĢenlerinin ne kadar değiĢtiğini 

belirlemek için orijinal morina karaciğer yağı aynı koĢullarda gaz kromatografide 

analiz edilmiĢ, yağ asidi yüzdeleri hesaplanmıĢtır. 
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5.10.1.Morina Karaciğer Yağının Candida Rugosa Lipazı Ġle Hidroliz 

Reaksiyonunun YürüyüĢüne Enzim Miktarının ve Hidroliz Süresinin Etkisi  

Bu bölümde Morina karaciğer yağının hidroliz reaksiyonunun yürüyüĢüne enzim 

miktarı ve hidroliz süresinin etkisi araĢtırılmıĢtır. Öncelikli olarak orjinal morina 

karaciğer yağı gaz kromatografisi cihazında analiz edilerek yağ asitleri bileĢimi 

belirlenmiĢtir. Bu çalıĢmadan elde edilen veriler Tablo 5.4.’de, örnek kromatogram 

ise Ek A’da verilmiĢtir. 

Tablo 5.4. Orjinal Morina karaciğer yağının yağ asitleri bileĢimi. 

Yağ Asitleri % Bileşim 

14:00 7,81 

15:00 2,94 

16:00 16,68 

16:1 n-7 8,38 

16:4 n-1 0,39 

18:00 2,32 

18:1 n-9 11,24 

18:1 n-7 2,46 

18:2 n-6 5,75 

18:3 n-3 1,60 

18:4 n-3 1,76 

20:1 n-9 6,72 

20:1 n-7 0,49 

20:5 n-3 7,28 

20:4 n-6 3,00 

20:3 n-3 - 

20:4 n-3 4,52 

22:1 n-11 5,22 

22:1 n-9 0,72 

22:6 n-3 10,72 

Doymuş yağ asitleri 
Mono doymamış yağ asitleri 
Didoymamış yağ asitleri 
Polidoymamış yağ asitleri 
DHA 

29,75 
35,23 
5,75 
29,27 
10,72 

Morina karaciğer yağı pH 7.0, T=35
0
C, yağ : tampon çözelti, 12g:18ml koĢullarında 

sırası ile 400U/gyağ, 1000U/gyağ, 2000U/gyağ, 5000U/gyağ ve 10.000U/gyağ enzim 

kullanılarak 48 saat süre ile hidroliz edilmiĢtir. Elde edilen hidroliz ürünlerinin metil 

esterlerinin gaz kromatografi cihazında analizi sonucu gözlemlenen pikler 

standartlarla kıyaslanarak ürünün yağ asitleri bileĢimi saptanmıĢ ve örnek 

kromatoramlar EK A’da verilmiĢtir. Yapılan hesaplamalar sonucu elde edilen yağ 

asidi bileĢimi verileri Tablo 5.5, Tablo 5.6, Tablo 5.7, Tablo 5.8 ve Tablo 5.9’da 

verilmiĢtir.  
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Tablo 5.5. Morina karaciğer yağının pH 7.0, T=35
0
C, E=400 U/gyağ, yağ : tampon 

çözelti (12 gram : 18 ml), 600 devir/dakika koĢullarında enzimatik hidrolizinde 

hidroliz ürününün yağ asidi bileĢiminin zamana göre değiĢimi. 

Yağ 
asitleri 

Reaksiyon süresi (saat) 

3 6 9 12 24 30 48 

%Bileşim 

14:00 7,28 7,06 6,90 6,77 6,68 6,32 7,24 

15:00 0,29 0,30 0,39 0,28 0,70 1,28 0,60 

16:00 17,39 16,61 15,47 15,19 15,06 13,84 15,82 

16:1 n-7 0,20 0,18 0,83 1,42 2,01 3,56 2,50 

16:4 n-1 0,51 0,48 0,48 0,45 0,48 0,47 0,49 

18:00 4,23 4,21 4,28 4,03 3,97 3,91 4,21 

18:1 n-9 11,35 10,76 10,52 9,58 9,50 8,60 9,85 

18:1 n-7 2,89 2,95 2,85 2,69 2,74 2,36 2,68 

18:2 n-6 0,18 - 0,40 1,16 1,24 2,27 1,17 

18:3 n-3 - - 0,48 0,36 0,37 0,75 0,38 

18:4 n-3 0,16 - 0,84 0,49 0,45 0,86 0,53 

20:1 n-9 16,03 16,08 15,68 14,86 14,32 13,90 15,21 

20:1 n-7 1,03 1,05 1,08 1,00 0,99 0,95 0,98 

20:5 n-3 9,41 10,08 9,47 9,13 9,31 7,74 6,85 

20:4 n-6 0,15 0,21 0,35 1,95 2,85 3,34 1,45 

20:3 n-3 0,65 0,66 0,62 0,62 0,62 0,61 0,60 

20:4 n-3 0,28 0,16 0,52 1,28 1,30 2,01 1,48 

22:1 n-11 15,38 15,18 15,02 13,78 13,09 12,97 13,19 

22:1 n-9 1,87 1,94 1,80 2,47 1,70 1,57 1,70 

22:6 n-3 10,71 12,11 12,04 12,60 12,65 12,70 13,00 

Tablo 5.5 ‘in incelenmesiyle, 400 U enzim kullanılarak pH 7.0 ve 35
0
C  koĢullarında 

gerçekleĢtirilen hidroliz reaksiyonu sonrası  Orjinal yağda %10.72 olan DHA 

miktarının hidroliz ürünününde 3 saat içinde  herhangi bir değiĢme göstermediği 

ancak  12 saat sonrasında % 12,60’a yükseldiği görülmüĢtür. Reaksiyon süresinin 48 

saate uzatılması ile ise belirgin bir artıĢ gözlenmemiĢ ve orijinal yağa göre 1.21 kat 

artıĢ elde edilebilmiĢtir. 
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Tablo 5.6. Morina karaciğer yağının pH 7.0, T=35
0
C, E=1000 U/gyağ, yağ : tampon 

çözelti (12 gram : 18 ml), 600 devir/dakika koĢullarında enzimatik hidrolizinde 

hidroliz ürününün yağ asidi bileĢiminin zamana göre değiĢimi. 

Yağ asitleri 

Reaksiyon süresi (saat) 

3 6 9 12 24 30 48 

%Bileşim 

14:00 6,98 6,56 6,29 6,33 5,80 4,62 5,01 

15:00 0,30 0,30 0,59 0,72 0,85 2,31 2,50 

16:00 15,64 14,60 13,36 12,90 12,44 9,48 10,27 

16:1 n-7 0,70 0,76 1,73 1,93 2,19 5,19 4,78 

16:4 n-1 0,47 0,58 0,47 0,55 0,47 0,40 0,41 

18:00 4,44 4,57 4,40 4,41 4,30 3,48 3,46 

18:1 n-9 8,92 8,43 7,56 7,40 7,36 5,71 5,78 

18:1 n-7 2,81 2,71 2,61 2,85 2,64 1,91 1,95 

18:2 n-6 0,48 0,50 1,04 1,25 1,23 3,05 2,91 

18:3 n-3 0,00 0,00 0,36 0,43 0,40 1,12 0,98 

18:4 n-3 0,26 0,26 0,47 0,53 0,51 1,26 1,19 

20:1 n-9 16,65 16,96 16,20 15,83 15,61 12,15 12,10 

20:1 n-7 1,08 1,10 1,09 1,29 1,09 0,85 0,86 

20:5 n-3 9,40 9,47 9,66 9,49 9,24 7,23 7,80 

20:4 n-6 0,78 0,93 1,80 1,88 2,81 7,37 6,79 

20:3 n-3 0,68 0,71 0,72 0,86 0,69 0,55 0,52 

20:4 n-3 0,66 0,76 1,62 1,37 1,76 4,66 4,47 

22:1 n-11 16,35 16,75 14,98 14,18 14,50 11,39 10,96 

22:1 n-9 1,95 2,00 1,95 1,90 1,91 1,41 1,43 

22:6 n-3 11,51 11,99 13,09 13,87 14,45 15,86 15,83 

1000 U enzim kullanılarak pH7.0 ve 35
0
C’de gerçekleĢtirilen hidroliz reaksiyonu 

sonrası  DHA miktarı 24 saat sonrasında orijinal yağa göre 1,34 kat yükseltilmiĢtir. 

Reaksiyon süresinin 48 saate uzatılması ile DHA miktarındaki artıĢın 1,48 kata 

ulaĢtığı görülmüĢtür. Tablo 5.5 ve Tablo 5.6’nın değerlendirilmesi sonucu, 400U 

enzim kullanımında ilk 3 saaat boyunca DHA miktarında herhangi bir artıĢ 

görülmezken 1000U enzim kullanıldığında reaksiyonun ilk saatlerinden itibaren 

DHA miktarında artıĢ olduğu görülmüĢ ve  enzim miktarını 400 U’den 1000U’ye 

yükseltmenin DHA artıĢında etkili olduğu anlaĢılmıĢtır. 
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Tablo 5.7. Morina karaciğer yağının pH 7.0, T=35
0
C, E=2000 U/gyağ, yağ : tampon 

çözelti (12 gram : 18 ml), 600 devir/dakika koĢullarında enzimatik hidrolizinde 

hidroliz ürününün yağ asidi bileĢiminin zamana göre değiĢimi. 

Yağ asitleri 

Reaksiyon süresi (saat) 

3 6 9 12 24 30 48 

%Bileşim 

14:00 7,30 7,34 6,47 6,26 5,61 5,43 5,66 

15:00 0,08 0,09 0,26 0,47 0,97 1,18 0,88 

16:00 17,26 16,69 14,25 13,15 11,67 11,11 11,57 

16:1 n-7 0,37 0,37 0,85 1,35 2,55 2,89 2,63 

16:4 n-1 0,45 0,45 0,41 0,39 0,42 0,40 0,44 

18:00 3,81 3,93 4,10 4,00 4,00 3,83 3,66 

18:1 n-9 10,17 9,47 7,85 7,15 6,50 6,14 6,21 

18:1 n-7 3,06 3,05 2,78 2,75 2,31 2,25 2,03 

18:2 n-6 0,26 0,28 0,50 0,69 1,41 1,53 1,58 

18:3 n-3 0,08 0,10 0,19 0,21 0,49 0,53 0,57 

18:4 n-3 0,09 0,11 0,27 0,36 0,72 0,67 0,61 

20:1 n-9 15,41 15,64 16,45 16,07 15,21 14,65 15,46 

20:1 n-7 0,92 0,92 0,82 0,96 0,89 0,81 0,77 

20:5 n-3 10,56 10,76 10,54 11,08 9,13 9,20 7,99 

20:4 n-6 0,22 0,37 0,68 1,32 3,30 3,81 3,32 

20:3 n-3 0,55 0,56 0,54 0,58 0,55 0,54 0,48 

20:4 n-3 0,32 0,46 1,19 1,28 2,85 3,12 3,26 

22:1 n-11 14,52 14,61 16,49 15,46 15,08 14,68 14,84 

22:1 n-9 1,73 1,78 1,80 1,89 1,70 1,53 1,40 

22:6 n-3 13,02 13,51 13,94 14,58 14,64 15,71 16,61 

Enzim miktarının 1000 U’den 2000 U’ye çıkarılması sonucu pH7.0 ve 35
0
C 

koĢullarında gerçekleĢtirilen hidroliz reaksiyonu sonrası  DHA miktarı 12 saat 

sonrasında orijinal yağa göre 1,36 kat yükselirken , 48 saat sonrasında bu değerin 

1.55 kata ulaĢtığı görülmüĢtür. 
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Tablo 5.8. Morina karaciğer yağının pH 7.0, T=35
0
C, E=5000 U/gyağ, yağ : tampon 

çözelti (12 gram : 18 ml), 600 devir/dakika koĢullarında enzimatik hidrolizinde 

hidroliz ürününün yağ asidi bileĢiminin zamana göre değiĢimi. 

Yağ asitleri 

Reaksiyon süresi (saat) 

3 6 9 12 24 30 48 

%Bileşim 

14:00 6,59 6,11 5,07 4,61 4,99 4,75 4,99 

15:00 - 0,32 1,02 1,61 0,22 0,38 0,31 

16:00 14,37 12,11 9,36 8,82 9,96 8,88 8,57 

16:1 n-7 0,52 0,69 2,26 3,39 0,24 1,02 0,52 

16:4 n-1 0,42 0,27 1,36 - 0,29 - 0,21 

18:00 4,49 4,24 4,36 4,34 5,33 5,19 5,11 

18:1 n-9 8,42 7,10 5,64 5,36 6,27 5,45 5,76 

18:1 n-7 2,93 2,49 2,16 1,78 2,30 1,94 2,18 

18:2 n-6 - 0,48 1,36 2,08 0,27 0,66 0,54 

18:3 n-3 - - 0,41 0,67 - 0,27 - 

18:4 n-3 - 0,36 0,61 0,92 - 0,32 0,33 

20:1 n-9 17,03 18,10 15,54 14,56 18,52 17,97 17,96 

20:1 n-7 1,13 1,18 1,07 0,98 1,22 1,15 1,22 

20:5 n-3 11,05 10,11 9,56 7,82 11,31 9,43 11,29 

20:4 n-6 - 1,03 3,89 4,80 0,61 1,67 1,26 

20:3 n-3 0,75 0,79 0,73 0,65 0,85 0,82 0,89 

20:4 n-3 - 0,96 2,34 3,89 0,32 1,45 0,74 

22:1 n-11 16,88 17,72 15,01 14,86 18,00 18,95 18,00 

22:1 n-9 2,17 2,21 1,98 1,75 2,36 2,24 2,40 

22:6 n-3 13,65 13,71 16,46 17,02 16,92 17,45 17,65 

Tablo 5.8’in incelenmesi sonucu enzim miktarı 5000 U’ye yükseltilerek pH7.0 ve 

35
0
C koĢullarında gerçekleĢtirilen hidroliz reaksiyonu ile DHA miktarında daha hızlı 

bir artıĢ gözlenmiĢtir. DHA miktarı 9 saat gibi kısa bir süre sonunda orijinal yağa 

göre 1.53 kat artarken sürenin 48 saate yükseltilmesi ile artıĢın ancak 1.65 kata 

çıktığı görülmüĢtür. 
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Tablo 5.9. Morina karaciğer yağının pH 7.0, T=35
0
C, E=10.000 U/gyağ, yağ : tampon 

çözelti (12 gram : 18 ml), 600 devir/dakika koĢullarında enzimatik hidrolizinde 

hidroliz ürününün yağ asidi bileĢiminin zamana göre değiĢimi. 

Yağ asitleri 

Reaksiyon süresi (saat) 

3 6 9 12 24 30 48 

%Bileşim 

14:00 10,50 4,47 3,12 3,32 3,45 3,87 3,56 

15:00 - 1,81 2,43 2,29 1,73 1,25 2,14 

16:00 21,98 8,59 5,58 6,24 6,58 7,60 6,92 

16:1 n-7 2,49 3,92 5,33 5,16 4,35 3,01 5,60 

16:4 n-1 - - - - - - - 

18:00 1,56 3,99 3,64 3,71 3,43 3,91 3,10 

18:1 n-9 5,26 4,64 3,50 4,01 4,11 4,80 4,66 

18:1 n-7 4,35 1,77 1,15 1,20 1,30 1,47 1,19 

18:2 n-6 1,60 2,23 3,26 3,19 3,05 2,03 4,08 

18:3 n-3 - 0,72 0,99 - 0,73 0,47 0,99 

18:4 n-3 0,89 1,02 1,34 1,12 0,97 0,63 1,14 

20:1 n-9 7,08 13,12 10,51 10,60 10,60 11,73 8,80 

20:1 n-7 0,77 0,88 0,64 - 0,71 0,79 0,59 

20:5 n-3 9,79 7,63 5,32 5,73 7,63 8,98 6,88 

20:4 n-6 3,28 6,59 10,84 10,63 6,96 4,86 6,67 

20:3 n-3 - 0,71 0,52 - 0,65 0,69 0,53 

20:4 n-3 3,71 4,41 6,56 6,35 5,75 3,59 6,43 

22:1 n-11 8,12 14,10 12,33 12,93 14,46 16,42 12,33 

22:1 n-9 1,25 1,73 1,34 1,39 1,65 1,98 1,41 

22:6 n-3 17,36 17,64 21,60 22,13 21,90 21,94 22,98 

Morina karaciğer yağının Candida rugosa lipazı ile hidroliz reaksiyonuna enzim 

miktarı ve sürenin etkisini incelediğimiz 1.seri deneylerde enzim miktarı 10.000U’ye 

yükseltilerek enzim miktarındaki büyük artıĢların % DHA artıĢını nasıl etkileyeceği 

incelenmiĢ ve ilk saatlerden itibaren % DHA miktarında hızlı bir artıĢ olduğu 

görülmüĢtür. 9 saat gibi kısa bir süre sonunda %DHA miktarı %21,60’a ulaĢmıĢ ve 

orijinal yağa göre 2.02’lik bir artıĢ sağlanmıĢtır. Ancak reaksiyon süresinin 48 saat 

boyunca devam ettirilmesinin %DHA artıĢına belirgin bir etkisi olmamıĢ ve orijinal 

yağın 2.14 katına ulaĢtığı görülmüĢtür. 

Hidroliz ürünündeki ‘DHA’ miktarının kullanılan enzim miktarına bağlı 

olarak zamana göre değiĢim grafiği düzenlenmiĢ ve ġekil 5.3’de sunulmuĢtur. 
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ġekil 5.3. Morina karaciğer yağının enzimatik hidrolizinde hidroliz ürününün DHA 

içeriğine enzim miktarının etkisi (pH 7, T=35
0
C, yağ : tampon çözelti, 12g:18ml, 

600devir/dakika). 

ġekil 5.3.’de yer alan tüm eğrilerin değerlendirilmesi sonucu enzim miktarının gyağ 

baĢına 400 U’den 1000 U’ye arttırılmasının DHA içeriğinin artmasına büyük etkisi 

olduğu görülmüĢtür. Orijinal balık yağına göre DHA miktarı 48 saat sonunda 400 

U/gyağ kullanımında 1,21 katına çıkarken, 1000 U/gyağ kullanımında 1,48 kat artıĢ 

görülmüĢtür. Enzim miktarının 2000 U/gyağ ve 5000 U/gyağ olarak artmasında 1000 

U/gyağ’a oranla çok büyük farklılıklar olmadığı görülmüĢtür. 48 saat sonunda DHA 

artıĢı 2000 U/gyağ’da 1,55 kat olurken 5000 U/gyağ’da 1,65 kat artıĢ elde edilmiĢtir. 

Enzim miktarı 10.000 U/gyağ’a yükseldiğinde ise DHA miktarında daha yüksek artıĢ 

elde edilmiĢtir. 9 saat gibi kısa bir süre sonunda orijinal yağa göre DHA miktarı 2,02 

kat artmıĢtır, fakat devam eden süreler boyunca bu değerde fazla bir değiĢme 

görülmeyip 48 saat sonunda ancak  2,14 katına ulaĢabilmiĢtir. 

Farklı enzim miktarları kullanılarak yürütülen bu deneylerde reaksiyon süresi ile % 

hidroliz miktarının değiĢimi de incelenmiĢtir. % Hidroliz değerleri bölüm 5.4’de 

anlatıldığı Ģekilde bulunmuĢtur ve sonuçlar tablo 5.10’da verilmiĢtir. 
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Tablo 5.10. Morina karaciğer yağının pH 7.0, T=35
0
C, E=400-1000-2000-5000-

10.000 U/gyağ, yağ : tampon çözelti (12 gram : 18 ml), 600 devir/dakika koĢullarında 

enzimatik hidrolizinde %hidroliz miktarının zamana göre değiĢimi      

Reaksiyon 

süresi (saat) 

% Hidroliz 

400 U 1000 U 2000 U 5000U 10.000 U 

3 28,12 35,18 42,30 55,35 67,16 

6 55,74 65,09 70,15 77,68 80,12 

9 65,36 72,04 76,32 83,33 88,92 

12 72,14 74,30 82,64 84,47 89,31 

24 73,18 79,97 83,17 84,98 89,55 

30 74,02 80,06 83,42 85,52 90,07 

48 76,04 80,56 84,05 86,41 90,24 

% Hidroliz tablosunun incelenmesi ile enzim miktarının % hidroliz miktarının 

artıĢında etkili olduğu görülmüĢtür. Enzim miktarının arttırılması ile balık yağının 

daha hızlı hidroliz olduğu anlaĢılmıĢtır. 400 U/gyağ enzim kullanımı ile 48 saat 

sonuda  %76,04 hidroliz gerçekleĢirken bu değer 1000 U/gyağ enzim kullanımı ile 24. 

saatte %79,97’ye ulaĢmıĢ ve  fazla bir yükselme göstermeden 48 saat sonunda 

%80,56 olduğu görülmüĢtür. 2000 U/gyağ enzim kullanımı ile 12 saatte % 82,64 

hidroliz gerçekleĢmiĢ ve bu saatten sonra belirgin bir artıĢ gözlenmemiĢtir. 5000 

U/gyağ ve 10.000 U/gyağ enzim kullanımında ise 9 saat sonunda sırası ile % 83,33 ve 

% 88,92 hidroliz gerçekleĢmiĢ ve 48 saat sonuna kadar belirgin bir artıĢ 

gözlenmemiĢtir. 

Amacımız ekonomik boyutuda göz önünde bulundurarak en uygun koĢulları bulmak 

olduğu için, arada çok büyük farklılıkların bulunmaması sebebi ile 5000 U/gyağ ve 

10.000 U/gyağ gibi yüksek enzim miktarlarının kullanımı tercih edilmemiĢtir. 1000 ve 

2000 U/gyağ enzim kullanımında hidroliz reaksiyonu süresince DHA miktarında 

meydana gelen değiĢimler incelenmiĢ ve 2000 U/gyağ enzim kullanımı ile 12 saat 

sonunda DHA miktarında 1,36 kat artıĢ görülürken 1000 U/gyağ enzim kullanımı ile 

24 saat sonunda DHA miktarının 1,35 katına ulaĢtığı anlaĢılmıĢtır. Sürenin 48 saate 

uzatılması durumunda ise % DHA miktarında ve % hidroliz miktarında dikkate değer 

bir artıĢ olmadığı görülmüĢ ve sürenin 48 saate uzatılmasının gerekli olmadığı 

anlaĢılmıĢtır.  

Candida rugosa lipazı ile yürütülen birinci seri denemeler sonucunda morina 

karaciğer yağının hidroliz denemelerinin diğer parametrelerinin incelenmesine 

1000U/gyağ enzim kullanılarak 24 saatlik reaksiyon süresi ile devam edilmesinin 

daha uygun olacağı kanaatine varılmıĢtır. 
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5.10.2. Morina Karaciğer Yağının Candida Rugosa Lipazı ile Hidroliz 

Reaksiyonunun YürüyüĢüne pH Etkisi 

Lipaz enzimlerinin protein yapısında olmalarından dolayı aktivitelerinde pH’ın etkisi 

çok büyüktür. Enzimler pH değiĢimine karĢı çok duyarlıdırlar ve aktivite 

gösterdikleri pH skalası dardır. Genellikle çok fazla asidik ve bazik ortamlarda 

etkisizdirler. Bu sebeple çalıĢmalarımızda ikinci step olarak Candida rugosa lipazının 

hidroliz aktivitesinin en yüksek olduğu pH’ın saptanması için çalıĢmalar yapılmıĢtır. 

Bu amaçla, Morina karaciğer yağı ile tampon çözelti oranı 12g:18ml olacak Ģekilde, 

1000U/gyağ enzim ilavesi ile, 35
0
C’de, 600 devir/dakika ve 24 saat süre ile sırası ile 

pH 3.0, pH 5.0, pH 7.0, pH 8.0, pH 9.0’da hidroliz deney serileri yürütülmüĢtür. 

Bu deneye ait sonuçlar Tablo 5.11, Tablo 5.12, Tablo 5.6, Tablo 5.13 ve Tablo 5.14’ 

de verilmiĢtir. Bu verilere ait gaz kromatografi örnek kromotogramları Ek A’da 

görülmektedir. 



  53 

Tablo 5.11. Morina karaciğer yağının pH 3.0, T=35
0
C, E=1000 U/gyağ, yağ : tampon 

çözelti (12 gram : 18 ml), 600 devir/dakika koĢullarında enzimatik hidrolizinde 

hidroliz ürününün yağ asidi bileĢiminin zamana göre değiĢimi. 

Yağ 
asitleri 

Reaksiyon süresi (saat) 

1 2 3 6 9 12 24 

%Bileşim 

14:0 7,70 7,74 7,68 7,58 8,60 9,62 6,73 

15:0 0,25 0,29 0,39 0,58 0,22 0,44 - 

16:0 21,93 23,05 20,52 19,84 21,76 24,00 25,47 

16:1 n-7 0,97 0,89 1,77 1,60 0,51 1,06 0,22 

16:4 n-1 0,27 0,28 0,28 0,35 0,35 0,37 0,17 

18:0 2,38 2,33 2,63 2,95 3,11 2,84 1,41 

18:1 n-9 14,72 14,79 14,07 13,80 14,65 14,42 17,26 

18:1 n-7 2,79 2,91 2,65 2,85 2,97 2,79 - 

18:2 n-6 0,65 0,55 1,25 1,14 - - - 

18:3 n-3 0,16 - 0,33 0,27 - - - 

18:4 n-3 0,15 0,13 0,33 0,21 0,33 0,52 3,23 

20:1 n-9 13,51 13,61 14,01 13,27 13,34 12,94 12,00 

20:1 n-7 0,39 0,38 0,41 0,64 0,50 0,36 0,29 

20:5 n-3 9,96 8,63 7,88 9,20 9,14 7,56 10,57 

20:4 n-6 0,48 0,62 0,87 1,22 0,32 0,60 - 

20:3 n-3 0,17 0,17 0,19 0,27 0,24 - - 

20:4 n-3 0,47 0,28 1,01 0,63 0,23 0,28 - 

22:1 n-11 11,42 11,83 12,03 11,17 11,97 10,44 9,81 

22:1 n-9 0,95 0,92 0,95 1,13 1,05 0,73 0,76 

22:6 n-3 10,68 10,58 10,75 11,30 10,73 11,03 12,08 

Tablo 5.11’in incelenmesi ile hidroliz reaksiyonunun pH3.0’de gerçekleĢtirilmesi ile 

% DHA miktarında 12 saat boyunca artıĢ olmadığı ve 24 saat sonunda ise  orijinal 

yağa göre yalnızca 1,12 kat artıĢ sağlandığı görülmüĢtür. 
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Tablo 5.12. Morina karaciğer yağının pH 5.0, T=35
0
C, E=1000 U/gyağ, yağ : tampon 

çözelti (12 gram : 18 ml), 600 devir/dakika koĢullarında enzimatik hidrolizinde 

hidroliz ürününün yağ asidi bileĢiminin zamana göre değiĢimi. 

Yağ 
asitleri 

Reaksiyon süresi (saat) 

1 2 3 6 9 12 24 

% Bileşim 

14:0 8,68 9,99 8,76 7,85 8,44 4,37 5,55 

15:0 0,41 0,57 0,27 0,22 0,48 - 0,11 

16:0 22,17 19,96 20,49 17,73 18,06 26,24 19,97 

16:1 n-7 1,59 1,64 0,60 0,36 1,24 0,71 0,63 

16:4 n-1 2,34 - 0,28 0,24 0,25 - 0,12 

18:0 12,28 3,37 3,04 3,46 3,46 0,91 1,39 

18:1 n-9 2,81 8,97 10,86 8,73 8,38 15,40 8,19 

18:1 n-7 0,90 2,60 2,98 2,95 2,78 2,97 2,62 

18:2 n-6 0,23 0,62 0,35 0,19 0,51 0,28 0,26 

18:3 n-3 0,23 - - - - - - 

18:4 n-3 13,34 - - - - - - 

20:1 n-9 0,41 15,84 14,82 16,20 15,52 12,45 15,82 

20:1 n-7 9,35 0,41 0,55 0,61 0,48 - 0,32 

20:5 n-3 0,48 8,79 10,29 11,28 10,40 10,39 11,53 

20:4 n-6 0,73 0,79 0,57 0,42 1,05 0,37 0,84 

20:3 n-3 0,16 - 0,21 0,29 0,25 - - 

20:4 n-3 0,88 0,94 0,26 0,12 0,58 - 0,60 

22:1 n-11 10,92 13,39 12,57 14,73 13,70 10,67 15,44 

22:1 n-9 0,88 0,90 1,08 1,34 1,17 1,03 1,06 

22:6 n-3 11,20 11,21 12,03 13,29 13,26 14,21 15,55 

Hidroliz reaksiyonunda ortam pH’ının 5.0’a yükselmesi ile Morina Karaciğer 

yağının hidrolizinde yükselme gözlenmektedir. % DHA miktarında 1saat sonunda 

değiĢme görülmezken 24 saat sonunda DHA miktarının orijinal yağa göre 1,45 kat 

arttığı görülmüĢtür. Tablo 5.6 ile kıyaslama yapıldığında pH’ın 7.0 olması 

durumunda hidroliz miktarının pH 5.0’e göre biraz daha düĢük olduğu ve orijinal 

yağa göre DHA miktarında 1.34 kat artıĢ elde edildiği görülmüĢtür. 



  55 

Tablo 5.13. Morina karaciğer yağının pH 8.0, T=35
0
C, E=1000 U/gyağ, yağ : tampon 

çözelti (12 gram : 18 ml), 600 devir/dakika koĢullarında enzimatik hidrolizinde 

hidroliz ürününün yağ asidi bileĢiminin zamana göre değiĢimi. 

Yağ 
asitleri 

Reaksiyon süresi (saat) 

1 2 3 6 9 12 24 

% Bileşim 

14:0 5,90 4,37 3,75 6,05 5,59 6,21 3,85 

15:0 3,01 - 0,65 2,00 2,20 2,31 3,57 

16:0 19,57 21,41 29,11 22,30 18,22 22,05 12,21 

16:1 n-7 10,89 2,66 4,04 10,30 9,54 11,64 12,30 

16:4 n-1 - - - - - - - 

18:0 0,87 1,46 1,01 0,89 1,08 - 1,08 

18:1 n-9 11,42 19,20 14,49 11,10 10,25 10,04 7,48 

18:1 n-7 1,59 2,95 1,98 1,49 1,63 1,41 1,49 

18:2 n-6 6,82 1,43 2,12 5,69 5,77 6,22 7,72 

18:3 n-3 1,87 - 0,71 1,75 1,70 2,01 2,45 

18:4 n-3 0,92 - 2,90 0,87 1,11 - 1,77 

20:1 n-9 7,71 15,54 9,54 8,92 9,61 8,06 7,14 

20:1 n-7 - - - - - - - 

20:5 n-3 4,87 5,95 6,61 4,53 4,95 3,55 4,98 

20:4 n-6 5,72 1,36 2,59 4,57 5,67 5,58 8,26 

20:3 n-3 - - - - - - - 

20:4 n-3 3,02 0,89 1,26 3,02 3,57 2,86 6,10 

22:1 n-11 4,74 10,57 7,00 5,41 6,95 5,85 5,37 

22:1 n-9 - 1,13 1,14 - 0,36 - 0,53 

22:6 n-3 11,09 11,07 11,10 11,11 11,78 12,21 13,69 

Tablo5.13 incelendiğinde pH’ın 8.0’a yükseltilmesi ile % DHA artıĢlarında pH 5.0 

ve 7.0’a göre azalma olduğu görülmüĢ ve 24 saat sonunda ulaĢılan %13,69 DHA 

miktarı ile orijinal yağa göre 1.28 kat artıĢ gerçekleĢmiĢtir. pH 7.0’nin üstüne 

çıkıldığında enzim aktivitesinin azalmaya baĢladığı anlaĢılmıĢtır. 
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Tablo 5.14. Morina karaciğer yağının pH 9.0, T=35
0
C, E=1000 U/gyağ, yağ : tampon 

çözelti (12 gram : 18 ml), 600 devir/dakika koĢullarında enzimatik hidrolizinde 

hidroliz ürününün yağ asidi bileĢiminin zamana göre değiĢimi. 

 Yağ 
asitleri 

Reaksiyon süresi (saat) 

1 2 3 6 9 12 24 

% Bileşim 

14:0 7,06 9,39 8,53 8,41 7,93 7,95 8,79 

15:0 - 0,43 0,30 0,35 - - 0,26 

16:0 25,86 24,56 22,79 21,99 26,63 26,53 22,42 

16:1 n-7 0,25 1,99 0,82 0,96 0,99 1,55 0,69 

16:4 n-1 0,21 - 0,28 0,31 - - 0,31 

18:0 1,69 2,03 2,65 2,83 1,57 1,77 2,79 

18:1 n-9 16,20 15,09 14,65 14,29 15,76 15,02 14,73 

18:1 n-7 3,19 2,69 3,01 2,94 2,85 2,64 3,00 

18:2 n-6 - 1,09 0,49 0,59 0,31 0,87 0,42 

18:3 n-3 - - - - - - - 

18:4 n-3 - - - - - - - 

20:1 n-9 13,01 12,68 13,32 13,28 12,80 12,80 13,17 

20:1 n-7 0,31 - 0,45 0,53 0,30 - 0,47 

20:5 n-3 9,21 7,27 8,95 8,86 8,46 7,46 9,10 

20:4 n-6 0,21 0,68 0,58 0,74 0,33 0,79 0,54 

20:3 n-3 - - 0,19 0,21 - - 0,23 

20:4 n-3 - 0,79 0,32 0,40 - 0,57 0,38 

22:1 n-11 11,54 10,26 11,41 11,39 10,87 10,90 11,00 

22:1 n-9 1,08 0,89 1,08 1,13 1,01 0,91 1,12 

22:6 n-3 10,18 10,17 10,19 10,80 10,19 10,25 10,60 

Tablo 5.14’de verilen değerler incelendiğinde %DHA miktarında orijinal yağa göre 

hiç artıĢ olmadığı görülmüĢ ve Morina Karaciğer yağının enzimatik hidrolizinde 

ortam pH’ı 9.0 olduğunda enzimin inaktif olduğu anlaĢılmıĢtır. 

Farklı pH ortamlarında elde edilmiĢ sonuçların karĢılaĢtırmalı değerlendirilmesi için 

zamana göre farklı pH’lardaki %DHA artıĢ grafiği ġekil 5.4 ’de verilmiĢtir.  
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ġekil 5.4. Morina karaciğer yağının enzimatik hidrolizinde hidroliz ürünününün 

DHA içeriğine pH’ın etkisi (T=35
0
C, E=1000U/gyağ, yağ:tampon çözelti, 

12gr:18ml). 

Tüm pH denemelerindeki % DHA artıĢının bir arada kıyaslamalı olarak gösterildiği 

Ģekil 5.4 incelendiğinde Morina Karaciğer yağının hidrolizinde Candida rugosa 

enziminin çok asidik ve çok bazik ortamlarda aktif olmadığı görülmüĢtür. Bu 

çalıĢmada en yüksek %DHA artıĢının pH 5.0 ortamında gerçekleĢtiği görülmüĢ ve 

enzimin bu pH’ta daha iyi çalıĢtığı düĢünülerek en uygun pH olarak deney serilerinin 

geri kalanına pH5.0’te devam edilmiĢtir. 

5.10.3. Morina Karaciğer Yağının Candida Rugosa Lipazı Ġle Hidroliz 

Reaksiyonunun YürüyüĢüne Sıcaklığın Etkisi 

Enzimlerin katalizör olarak kullanıldığı tepkimelerde tepkime hızının yükselmesi 

belirli bir noktaya kadar sıcaklıkla doğru orantılıdır. Ancak belirli bir noktadan sonra 

tepkime hızı önce duraklar sonra düĢmeye baĢlar ve tamamen durur. Enzimler 

yüksek sıcaklıklarda etkisizdirler (genellikle 55-60
0
C üstünde). Lipaz enzimlerinin 

genel olarak 30-55
0
C arasında aktivite gösterdiği ifade edilse de maksimum aktivite 

sıcaklığı lipazın cinsine göre farklılık gösterir. Bu çalıĢmanın üçüncü seri 

deneylerinde Candida rugosa lipazının maksimum aktivite gösterdiği sıcaklığın 

bulunması amaçlanmıĢtır.  

Morina karaciğer yağının Candida rugosa lipazı ile yürütülen üçüncü seri 

deneylerinde 24 saat süre ile sırası ile 30, 35, 45, 50 ve 65
0
C sıcaklıklarda 
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çalıĢılmıĢtır. Tüm deneylerde enzim miktarı 1000U/gyağ , pH 5.0, yağ:tampon çözelti 

oranı, 12gr:18ml, ve karıĢtırma hızı 600devir/dakika olarak sabit tutulmuĢtur. 

Bu deneylere ait hidroliz ürünlerinin yağ asidi bileĢimleri Tablo 5.12, Tablo 5.15, 

Tablo 5.16, Tablo 5.17 ve Tablo 5.18’de verilmiĢtir. Bu sonuçlara ait örnek 

kromotogramlar Ek A’da görülmektedir. 

Tablo 5.15. Morina karaciğer yağının pH 5.0, T=30
0
C, E=1000 U/gyağ, yağ : tampon 

çözelti (12 gram : 18 ml), 600 devir/dakika koĢullarında enzimatik hidrolizinde 

hidroliz ürününün yağ asidi bileĢiminin zamana göre değiĢimi. 

Yağ 
asitleri 

Reaksiyon süresi (saat) 

1 2 3 6 9 12 24 

% Bileşim 

14:0 7,51 7,29 7,38 6,73 6,54 6,08 6,29 

15:0 0,41 0,47 0,33 0,72 0,83 0,93 0,10 

16:0 19,61 17,64 17,07 16,99 13,90 12,68 12,95 

16:1 n-7 1,28 1,38 0,79 2,30 2,19 2,28 0,28 

16:4 n-1 0,51 0,52 0,65 0,53 0,44 0,51 0,47 

18:0 3,07 3,66 4,04 3,16 3,99 4,18 4,55 

18:1 n-9 12,34 10,34 9,34 7,65 6,76 6,69 7,03 

18:1 n-7 2,97 2,87 2,90 2,07 2,41 2,30 2,69 

18:2 n-6 0,76 0,81 0,45 1,07 1,10 1,21 0,28 

18:3 n-3 0,20 0,22 0,15 0,42 0,34 0,43 - 

18:4 n-3 0,14 0,23 - 0,40 0,40 0,53 - 

20:1 n-9 13,52 14,56 15,81 15,82 15,82 15,66 17,10 

20:1 n-7 0,62 0,80 0,92 0,56 0,80 0,86 1,17 

20:5 n-3 9,85 9,69 9,63 7,93 9,18 8,44 11,40 

20:4 n-6 1,02 1,33 0,83 2,72 2,78 3,15 0,41 

20:3 n-3 0,36 0,44 0,52 0,31 0,47 0,55 0,70 

20:4 n-3 0,46 0,72 0,44 1,62 1,73 2,13 0,38 

22:1 n-11 11,46 12,85 15,00 15,31 14,85 16,11 17,21 

22:1 n-9 1,32 1,52 1,66 1,31 1,62 1,66 2,12 

22:6 n-3 12,58 12,68 12,09 12,38 13,86 13,64 14,88 

Hidroliz reaksiyonuna enzim miktarı ve pH’ın etkilerinin araĢtırıldığı 

denemelerimizde sıcaklık 35
0
C olarak sabit tutulmuĢtur 3.seri denemelerimize 

geçildiğinde ise sıcaklık ilk önce 30
0
C’ye düĢürülerek bu değiĢimin hidroliz 

reaksiyonuna etkisi incelenmiĢtir. Tablo 5.15’de görüldüğü gibi sıcaklığın 30
0
C’ye 

düĢürülmesi ile DHA artıĢında da düĢüĢ olmuĢ ve 24 saat sonunda orijinal yağa göre 

1.39 kat artıĢ sağlanmıĢtır. 
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Tablo 5.16. Morina karaciğer yağının pH 5.0, T=45
0
C, E=1000 U/gyağ, yağ : tampon 

çözelti (12 gram : 18 ml), 600 devir/dakika koĢullarında enzimatik hidrolizinde 

hidroliz ürününün yağ asidi bileĢiminin zamana göre değiĢimi. 

 Yağ 
asitleri 

Reaksiyon süresi (saat) 

1 2 3 6 9 12 24 

% Bileşim 

14:0 7,29 6,47 6,57 6,78 6,69 6,57 6,78 

15:0 0,13 0,75 0,61 0,26 0,09 0,21 0,10 

16:0 17,21 14,58 15,56 14,74 14,36 14,53 14,09 

16:1 n-7 0,63 2,05 1,93 0,55 0,37 0,30 0,15 

16:4 n-1 0,46 0,42 0,42 0,47 0,44 0,45 0,44 

18:0 3,98 3,87 3,68 4,31 4,23 4,30 4,45 

18:1 n-9 10,87 8,53 9,34 8,37 8,13 8,43 7,99 

18:1 n-7 2,82 2,73 2,75 2,81 2,97 2,91 2,96 

18:2 n-6 0,47 1,20 1,17 0,34 0,24 0,16 0,12 

18:3 n-3 0,14 0,38 0,36 0,12 - - - 

18:4 n-3 0,17 0,40 0,32 0,18 - 0,12 - 

20:1 n-9 15,69 14,85 14,82 16,95 16,84 16,99 17,29 

20:1 n-7 0,96 0,92 0,90 1,03 1,03 1,05 1,06 

20:5 n-3 9,57 9,74 9,66 10,03 11,33 10,64 11,23 

20:4 n-6 0,52 1,96 1,71 0,46 0,53 0,31 0,09 

20:3 n-3 0,54 0,58 0,51 0,62 0,62 0,62 0,64 

20:4 n-3 0,71 1,47 1,25 0,61 0,24 0,31 0,13 

22:1 n-11 14,69 13,50 13,38 16,32 16,15 17,10 16,65 

22:1 n-9 1,82 1,72 1,67 1,96 1,95 1,91 2,00 

22:6 n-3 11,32 13,87 13,39 13,10 13,78 13,08 13,82 

Tablo 5.16’nın incelenmesi ile reaksiyon sıcaklığının 45
0
C’ye yükseltilmesi sonucu 

hidroliz miktarının azaldığı ve 24 saat sonunda ancak 1,29 kat artıĢ sağlandığı 

görülmektedir. 
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Tablo 5.17. Morina karaciğer yağının pH 5.0, T=50
0
C, E=1000 U/gyağ, yağ : tampon 

çözelti (12 gram : 18 ml), 600 devir/dakika koĢullarında enzimatik hidrolizinde 

hidroliz ürününün yağ asidi bileĢiminin zamana göre değiĢimi. 

Yağ 
asitleri 

Reaksiyon süresi (saat) 

1 2 3 6 9 12 24 

% Bileşim 

14:0 6,69 7,05 6,86 6,60 6,01 6,80 7,00 

15:0 0,93 0,80 0,96 1,00 1,34 0,62 0,35 

16:0 17,05 16,60 15,06 15,19 13,38 15,27 15,68 

16:1 n-7 2,78 2,39 2,72 2,89 3,89 1,95 1,29 

16:4 n-1 0,56 0,57 0,58 0,45 0,48 0,53 0,56 

18:0 3,32 3,36 3,63 3,27 3,37 3,70 3,85 

18:1 n-9 10,79 9,63 8,58 8,89 7,73 8,50 8,84 

18:1 n-7 2,83 2,82 2,65 2,72 2,31 2,71 2,94 

18:2 n-6 1,81 1,43 1,60 1,80 2,37 1,05 0,60 

18:3 n-3 0,53 0,45 0,55 0,56 0,95 0,36 0,21 

18:4 n-3 0,50 0,48 0,63 0,62 1,00 0,42 0,25 

20:1 n-9 12,86 13,57 13,94 13,47 13,35 15,11 15,29 

20:1 n-7 0,81 0,83 1,30 0,91 0,81 0,86 0,89 

20:5 n-3 9,16 9,52 8,88 9,74 7,92 9,25 10,17 

20:4 n-6 2,48 1,98 2,48 2,84 3,87 1,74 0,96 

20:3 n-3 0,47 0,45 0,53 0,49 0,50 0,56 0,58 

20:4 n-3 1,51 1,67 2,13 2,28 3,49 1,82 1,07 

22:1 n-11 10,84 12,07 12,64 11,15 12,52 14,54 14,78 

22:1 n-9 1,38 1,45 1,53 1,54 1,46 1,70 1,78 

22:6 n-3 12,72 12,88 12,79 13,60 13,25 12,53 12,90 

Sıcaklığın 50
0
C’ye yükseltilmesi ile enzimin 1.saatten sonra belirgin bir aktivite 

göstermediği ilk 1saat sonunda 1.19 kat olan DHA artıĢının ilerleyen saatlerde fazla 

değiĢim göstermeyip 24 saat sonunda orijinal yağın 1.20 katına ulaĢtığı görülmüĢtür. 
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Tablo 5.18. Morina karaciğer yağının pH 5.0, T=65
0
C, E=1000 U/gyağ, yağ : tampon 

çözelti (12 gram : 18 ml), 600 devir/dakika koĢullarında enzimatik hidrolizinde 

hidroliz ürününün yağ asidi bileĢiminin zamana göre değiĢimi. 

 Yağ 
asitleri 

Reaksiyon süresi (saat) 

1 2 3 6 9 12 24 

% Bileşim 

14:0 7,27 7,24 6,69 7,74 7,99 7,86 8,03 

15:0 0,14 1,07 1,23 1,02 0,21 0,35 0,25 

16:0 18,56 18,02 15,35 18,04 19,03 18,89 19,95 

16:1 n-7 0,36 1,75 4,11 3,62 1,01 1,37 0,37 

16:4 n-1 0,53 0,47 0,52 0,53 0,55 0,61 0,62 

18:0 3,68 3,47 3,38 3,85 3,73 3,57 3,65 

18:1 n-9 12,36 12,18 10,17 12,14 11,83 11,84 12,81 

18:1 n-7 2,91 2,92 2,28 2,78 2,72 2,76 3,02 

18:2 n-6 0,28 0,13 2,86 2,64 0,55 0,77 0,17 

18:3 n-3 - - 0,85 0,75 0,18 0,24 - 

18:4 n-3 0,09 - 0,84 0,87 0,17 0,22 - 

20:1 n-9 15,10 14,14 13,12 14,56 15,08 14,50 13,61 

20:1 n-7 0,93 0,86 0,73 0,91 0,88 0,83 0,83 

20:5 n-3 9,55 9,76 7,03 9,02 8,23 8,18 9,41 

20:4 n-6 0,32 1,12 3,04 2,58 0,38 0,69 0,23 

20:3 n-3 0,57 0,52 0,46 0,53 0,52 0,49 0,51 

20:4 n-3 0,37 0,11 2,81 2,83 0,64 0,89 0,19 

22:1 n-11 14,22 13,06 12,29 2,46 14,15 13,99 13,87 

22:1 n-9 1,68 1,60 1,36 1,60 1,55 1,39 1,58 

22:6 n-3 11,08 11,59 10,90 11,54 10,60 10,55 10,91 

Enzimin inaktif olduğu sıcaklık değerinin saptanabilmesi için reaksiyon sıcaklığı 

65
0
C’ye yükseltilerek denemelere devam edilmiĢ ve tablo5.18’de görüldüğü gibi 24 

saat devam ettirilen hidroliz reaksiyonu sonunda DHA miktarında artıĢ 

gerçekleĢmemiĢtir. 

Morina karaciğer yağının Candida rugosa lipazı ile faklı sıcaklıklarda elde edilmiĢ 

sonuçlarının karĢılaĢtırılmalı değerlendirilmesi için farklı sıcaklıklardaki DHA 

artıĢının zamana bağlı grafiği ġekil 5.5’de verilmiĢtir. 
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ġekil 5.5 Morina karaciğer yağının enzimatik hidrolizinde hidroliz ürünününün DHA 

içeriğine sıcaklığın etkisi (pH 5.0 E=1000U/gyağ, yağ:tampon çözelti, 12gr:18ml) 

ġekil 5.5’in incelenmesi sonucu Candida rugosa Lipazının Morina Karaciğer yağının 

hidrolizinde en iyi aktivite gösterdiği sıcaklık değerinin 35
0
C olduğu görülmüĢtür. 

Sıcaklığın 30
0
C’ye düĢürülmesi ile enzimin aktivitesini koruduğu ancak 50

0
C’den 

itibaren sıcaklık arttıkça aktivitesinde azalma göstererek 65
0
C’de inaktive olduğu 

söylenebilir. 

5.10.4. Morina Karaciğer Yağının Candida Rugosa Lipazı Ġle Hidroliz 

Reaksiyonuna KarıĢtırma Hızının Etkisi 

Enzimatik hidroliz reaksiyonunda enzim miktarı, reaksiyon süresi, pH ve sıcaklığın 

yanı sıra etkili olan parametrelerden biri de reaksiyonun karıĢtırma hızıdır. 

Literatürde yer alan çalıĢmalarda karıĢtırma hızının reaksiyon veriminde etkili 

olduğu ve düĢük hızlarda gerçekleĢtirilen reaksiyonlarda hidrolizin de daha yavaĢ 

ilerlediği belirtilmektedir. Bu sebeple çalıĢmalarımızın bu bölümünde birinci, ikinci 

ve üçüncü seri denemeler sonucu elde edilen en uygun pH, sıcaklık ve enzim miktarı 

ile karıĢtırma hızı 200 devir/dakika olacak Ģekilde azaltılarak 24 saat süre ile hidroliz 

reaksiyonu gerçekleĢtirmek ve karıĢtırma hızının hidroliz ürününündeki yağ asidi 

bileĢimini nasıl etkilediğini saptamak amaçlanmıĢtır.  

Morina karaciğer yağının pH 5.0, E=1000U/gyağ, T=35
0
C ve 200 devir/dakikada 24 

saat süre ile devam ettirilen enzimatik hidroliz reaksiyonu sonucu elde edilen veriler 
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Tablo 5.19’da, bu verilerin elde edildiği örnek kromotogram ise Ek A’da 

görülmektedir.  

Tablo 5.19. Morina karaciğer yağının pH 5.0, T=35
0
C, E=1000 U/gyağ, yağ : tampon 

çözelti (12 gram : 18 ml), 200 devir/dakika koĢullarında enzimatik hidrolizinde 

hidroliz ürününün yağ asidi bileĢiminin zamana göre değiĢimi. 

 Yağ 
asitleri 

Reaksiyon süresi (saat) 

1 2 3 6 9 12 24 

% Bileşim 

14:0 7,99 8,02 6,81 6,69 7,19 6,35 5,87 

15:0 0,45 0,39 1,09 1,03 0,49 1,56 1,89 

16:0 18,92 19,29 15,80 15,34 15,98 13,32 12,81 

16:1 n-7 1,98 1,74 3,24 2,83 1,75 3,81 4,60 

16:4 n-1 0,48 0,51 0,40 0,44 0,40 0,52 0,40 

18:0 3,65 3,88 3,49 3,47 3,88 3,59 3,09 

18:1 n-9 11,83 11,31 10,17 9,58 9,48 7,92 7,38 

18:1 n-7 2,47 2,43 2,58 2,70 2,75 2,31 2,43 

18:2 n-6 1,29 1,05 2,30 2,07 1,17 2,26 2,77 

18:3 n-3 0,38 0,32 0,67 0,55 0,38 0,81 0,93 

18:4 n-3 0,45 0,35 0,71 0,62 0,57 1,14 0,90 

20:1 n-9 14,55 15,26 12,95 13,06 14,85 12,98 11,76 

20:1 n-7 0,77 0,61 0,81 0,82 0,81 0,66 0,69 

20:5 n-3 7,54 7,37 8,53 9,17 9,33 8,78 8,73 

20:4 n-6 0,97 0,83 2,52 2,48 1,32 3,51 4,74 

20:3 n-3 0,45 0,48 0,46 0,47 0,54 1,43 0,43 

20:4 n-3 1,46 1,24 2,47 2,07 1,95 3,07 3,47 

22:1 n-11 13,92 14,92 11,58 12,52 13,84 11,97 10,38 

22:1 n-9 1,32 1,34 1,33 1,48 1,59 1,20 1,34 

22:6 n-3 9,14 8,65 12,10 12,60 11,71 12,79 15,07 

Belirlenen en uygun koĢullarda 600 devir/dakikada gerçekleĢtirilen hidroliz 

reaksiyonuna ait DHA değerlerinin 200 devir/dakika karıĢtırma hızı ile elde 

edilenlerle kıyaslamalı grafiği ġekil 5.6’da görülmektedir.  

Reaksiyonun karıĢtırma hızının düĢürülmesi ile reaksiyon hızında ve hidroliz 

miktarında düĢüĢ gözlenmiĢtir. Reaksiyonun ilk 2 saati boyunca DHA miktarında 

artıĢ gözlenmemiĢ ancak 3.saatten itibaren DHA artıĢı baĢlamıĢ ve 24 saat sonunda 

orijinal yağa göre DHA miktarı 1.40 kat artmıĢtır. 
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ġekil 5.6. Morina karaciğer yağının enzimatik hidrolizinde hidroliz ürününün DHA 

içeriğine karıĢtırma hızının etkisi. 

5.10.5. Morina Karaciğer Yağının En Uygun KoĢullarda Candida Rugosa Lipazı 

Ġle Hidroliz Reaksiyonu Süresince %Hidroliz Miktarının Saptanması 

Enzimatik hidroliz reaksiyonu süresince hidroliz miktarında artıĢ görülür ancak belli 

bir süre sonunda bu artıĢ azalarak sabit kalır. Hidroliz miktarının zamana göre 

değiĢim miktarı Tablo 5.20 ve ġekil 5.7’de görülmektedir. 

Tablo5.20. Morina karaciğer yağının Candida rugosa lipazı ile belirlenen uygun 

koĢullarda (pH5.0, E=1000 U/gyağ,T=35
0
C,600devir/dakika) enzimatik hidrolizinde 

hidroliz miktarının zamana göre değiĢim 

Reaksiyon Süresi 

(saat) 

Hidroliz 

Miktarı (%) 

1 26.5 

2 35.6 

3 49.1 

6 71.8 

9 80.0 

12 81.3 

24 83.1 
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ġekil 5.7. Morina karaciğer yağının Candida rugosa lipazı ile enzimatik hidrolizinde 

hidroliz miktarının zamana göre değiĢimi 

Morina karaciğer yağının Candida rugosa lipazı ile en uygun koĢullarda hidroliz 

reaksiyonunun gerçekleĢtirilmesi esnasında % hidroliz miktarındaki değiĢimler takip 

edilmiĢ ve Ģekil 5.7’nin incelenmesi sonucu ilk 9 saat içinde % hidroliz miktarında 

hızlı bir artıĢ olduğu ancak devam eden saatlerde bu artıĢın azalarak sabit kaldığı 

görülmüĢtür. 

5.10.6. Morina Karaciğer Yağının Candida Rugosa Lipazı Ġle Belirlenenen 

Uygun KoĢullarda Hidroliz Reaksiyonundan Elde Edilen hidroliz ürünününün 

TG, DG, MG BileĢiminin Saptanması 

Morina karaciğer yağının Candida rugosa lipazı ile en uygun koĢullardaki (pH 5.0, 

T=35
0
C, yağ:tampon çözelti, 12g:18ml) hidroliz reaksiyonunda elde edilen ürünün 

TG, DG, MG ve YA bileĢiminin saptanması için bölüm 5.8’de anlatılan yöntem 

kullanılmıĢ ve elde edilen sonuçlar Tablo5.21 ve ġekil 5.8’de verilmiĢtir. 
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Tablo 5.21. Morina karaciğer yağının belirlenen uygun koĢullardaki enzimatik 

hidroliz ürününün TG, DG, MG ve YA bileĢimi.  

Reaksiyon 
süresi 
(saat) 

% Bileşim (ağırlıkça) 

TG DG MG YA 

1 75,5 14,0 0,6 9,9 

2 65,3 18,8 0,9 15,0 

3 53,4 20,9 4,1 21,6 

6 38,3 21,8 3,4 36,5 

9 33,9 22,5 3,8 39,8 

12 31,8 23,0 5,0 40,3 

24 29,7 23,4 6,4 40,5 
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ġekil 5.8. Morina karaciğer yağının belirlenen uygun koĢullardaki Enzimatik hidroliz 

ürününününün TG, DG, MG ve YA bileĢiminin zamanla değiĢimi. 

Hidroliz ürünündeki TG, DG, MG ve YA bileĢiminin zamanla değiĢiminin 

kıyaslamalı olarak verildiği ġekil 5.8 incelendiğinde Reaksiyon boyunca TG miktarı 

azalırken DG ve YA’da artıĢ olduğu görülmüĢtür. MG miktarında ise oldukça az 

miktarda bir artıĢ sağlanabilmiĢtir. 24 saat sonunda hidroliz ürünününün TG : DG: 

MG : YA oranının sırası ile 29,70 : 23,40 : 6,40 : 40,50 olduğu görülmüĢtür. 
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5.10.7. Morina Karaciğer Yağından Belirlenen Uygun KoĢullarda Enzimatik 

Olarak Üretilen hidroliz ürünününün Fraksiyonlarına Ayrılması ve Her 

Fraksiyonun Yağ Asitleri BileĢiminin Saptanması 

Morina karaciğer yağı Candida rugosa lipazı ile pH 5.0, T=35
0
C, yağ:tampon 

çözelti, 12g:18ml oranında 24 saat süre ile hidroliz edilmiĢ ve elde edilen hidroliz 

ürünü Bölüm 5.9’da anlatıldığı Ģekilde trigliserid, digliserid, monogliserid ve yağ 

asidi fraksiyonlarına ayrılmıĢtır. Bu fraksiyonların yağ asitleri metil esterlerine 

dönüĢtürülerek %bileĢimleri bulunmak üzere gaz kromatografisi cihazı ile Bölüm 

5.7’de anlatıldığı gibi analiz edilmiĢtir. TG, DG, MG ve YA fraksiyonlarının yağ 

asidi bileĢimleri Tablo 5.22, Tablo 5.23  ve Tablo 5.25’de görülmektedir. 
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Tablo 5.22 Morina karaciğer yağı Enzimatik hidroliz ürününününün 1. saatteki TG, 

DG, MG ve YA  bileĢenlerinin yağ asitleri bileĢimi.  

Yağ    Asidi 
% Bileşim  

TG DG MG YA 

14:00 8,34 8,81 13,88 14,05 

15:00 0,38 0,59 - - 

16:00 21,8 23,72 27 27,82 

16:1 n-7 3,08 3,22 6,02 6,27 

16:4 n-1 1,16 1,62 - 2,25 

18:00 2,3 2,26 4,56 4,72 

18:1 n-9 10,8 9,55 15,48 12,24 

18:1 n-7 1,89 1,65 2,54 2,68 

18:2 n-6 5,89 7,89 5,82 4,22 

18:3 n-3 1,18 1,02 0,69 3,07 

18:4 n-3 1,17 0,99 - - 

20:1 n-9 6,89 6,56 - - 

20:1 n-7 0,36 0,34 0,52 0,56 

20:5 n-3 7,54 7,2 6,66 4,6 

20:4 n-6 2,25 2,01 1,98 1,87 

20:3- n-3 0,09 0,11 - 0,29 

20:4 n-3 4,21 3,57 3,44 1,88 

22:1 n-11 8,02 6,89 0,97 6,58 

22:1 n-9 0,9 0,78 - - 

22:6 n-3 11,75 11,22 10,44 6,9 

Doymuş yağ 
asitleri 32,82 35,38 45,44 46,59 

Mono doymamış 
yağ asitleri 31,94 28,99 25,53 28,33 

Didoymamış yağ 
asitlei 5,89 7,89 5,82 4,22 

Poli doymamış 
yağ asitleri 29,35 27,74 23,21 20,86 

DHA 11,75 11,22 10,44 6,9 

Morina Karaciğer yağı enzimatik hidrolizinde 1. saat sonunda alınan numunenin 

fraksiyonlanması sonucu TG, DG, MG ve YA içerisindeki % DHA miktarının sırası 

ile %11,75, %11,22, %10,44  ve % 6,9 olduğu görülmüĢtür.  
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Tablo 5.23 Morina karaciğer yağı Enzimatik hidroliz ürününününün 12. saatteki TG, 

DG, MG ve YA  bileĢenlerinin yağ asitleri bileĢimi. 

Yağ    Asidi 
% Bileşim  

TG DG MG YA 

14:00 7,9 8,03 11,14 12,85 

15:00 0,32 0,48 0,36 0,49 

16:00 17 20 25,96 28,32 

16:1 n-7 3,09 4,11 6,79 6,01 

16:4 n-1 1,21 1,6 0,98 1,89 

18:00 2,28 2,2 4,48 4,61 

18:1 n-9 9,6 9,42 14,96 12 

18:1 n-7 1,65 1,42 2,24 2,56 

18:2 n-6 6,02 7,24 4,36 4,01 

18:3 n-3 1,99 1,01 1 2,27 

18:4 n-3 1,65 1,23 1,46 1,39 

20:1 n-9 6,46 7,25 3,32 3,34 

20:1 n-7 0,2 0,24 0,48 0,52 

20:5 n-3 10,06 9,08 6,44 4,01 

20:4 n-6 3,36 2,21 1,65 1,52 

20:3- n-3 0 0,05 0,16 0,24 

20:4 n-3 4,89 3,2 3,58 1,95 

22:1 n-11 7,2 7,03 3,97 5,89 

22:1 n-9 1,12 1 0,18 0,32 

22:6 n-3 14 13,2 6,49 5,81 

Doymuş yağ 
asitleri 27,5 30,71 41,94 46,27 

Mono doymamış 
yağ asitleri 29,32 30,47 31,94 30,64 

Didoymamış yağ 
asitlei 6,02 7,24 4,36 4,01 

Poli doymamış 
yağ asitleri 37,16 31,58 21,76 19,08 

DHA 14 13,2 6,49 5,81 

Hidroliz reaksiyonunun 12. saati sonunda alınan ürününün fraksiyonlanması ve bu 

fraksiyonların  gaz kromatografide çalıĢılması ile elde edilen  % yağ asitleri 

bileĢiminin incelenmesi sonucu  DHA’in TG ve DG fraksiyonları içindeki yüzdesi 

artarken , MG ve YA içinde azaldığı görülmüĢtür. 12 saat sonunda elde edilen 

ürünün  TG, DG, MG ve YA fraksiyonları içindeki % DHA değerleri sırası ile %14,0 

: %13,2 : %6,49 : %5,81 olarak bulunmuĢtur. 
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Tablo 5.24 Morina karaciğer yağı Enzimatik hidroliz ürününününün 24. saatteki TG, 

DG, MG ve YA  bileĢenlerinin yağ asitleri bileĢimi. 

Yağ    Asidi 
% Bileşim  

TG DG MG YA 

14:00 6,6 7,79 11,14 12,85 

15:00 0,32 0,48 0,36 0,49 

16:00 14,92 20,21 28 30 

16:1 n-7 4,09 4,11 6,79 6,01 

16:4 n-1 2,21 1,55 0,98 1,89 

18:00 2,28 2,2 4,48 4,61 

18:1 n-9 9,2 8,51 15,03 12,19 

18:1 n-7 1,65 1,42 2,12 2,56 

18:2 n-6 6,02 6,56 4,36 4,01 

18:3 n-3 1,99 1,01 1 2,27 

18:4 n-3 1,65 1,23 1,46 1,39 

20:1 n-9 5,18 7,25 3,32 3,34 

20:1 n-7 0,2 0,24 0,68 0,71 

20:5 n-3 11,38 9,2 5,02 3,5 

20:4 n-6 3,36 2,21 1,65 1,52 

20:3- n-3 0 0,05 0,16 0,24 

20:4 n-3 4,89 3,2 3,58 1,95 

22:1 n-11 3,84 6,52 3,97 5,89 

22:1 n-9 1,12 1 0,18 0,32 

22:6 n-3 19,1 15,26 5,72 4,26 

Doymuş yağ 
asitleri 24,12 30,68 43,98 47,95 

Tekli doymamış 
yağ asitleri 25,28 29,05 32,09 31,02 

Çiftli doymamış 
yağ asitlei 6,02 6,56 4,36 4,01 

Çoklu doymamış 
yağ asitleri 44,58 33,71 19,57 17,02 

DHA 19,1 15,26 5,72 4,26 

24 saat sonunda DHA bakımından en zengin fraksiyonun TG olduğu görülmüĢtür. 

TG, DG, MG ve YA fraksiyonlarında % DHA miktarları sırası ile %19,1, %15,26, 

%5,72 ve %4,26 olarak bulunmuĢtur. 
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ġekil 5.9 Morina karaciğer yağının enzimatik hidrolizinde TG, DG, MG ve YA 

fraksiyonları içinde DHA zenginleĢmesinin zamana göre değiĢimi. 

Morina karaciğer yağının Candida rugosa lipazı ile enzimatik hidrolizi sonucu 1., 

12. ve 24. saatlerdeki TG, DG, MG ve YA fraksiyonlarının % DHA bileĢimi Ģekil 

5.8’de karĢılaĢtırmalı olarak incelendiğinde DHA bakımından en yüksek 

zenginleĢmenin hidrolize olmayan Trigliserid fraksiyonunda olduğu anlaĢılmıĢtır. 

Orijinal Morina karaciğer yağında % 10,72 olan DHA miktarı Hidrolize olmayan TG 

fraksiyonunda %19,1’e yükselmiĢ ve %78’lik bir artıĢ sağlanmıĢtır. Aynı fraksiyonda 

orijinal yağa göre polidoymamıĢ yağ asitlerinde de en yüksek artıĢ sağlanmıĢ ve 

orijinal yağda %29,27 olan bu değer  44,58’e yükselmiĢtir.  

DG fraksiyonunda da DHA zenginleĢtirmesi yapılabilmiĢ ve DHA miktarı 1. saatte 

%11,22 iken 24 saat sonuda %15,26’ya yükselmiĢtir. MG fraksiyonunda ise DHA 

bakımından zenginleĢtirme gerçekleĢtirilememiĢ zamanla DHA ve polidoymamıĢ 

yağ asitleri içeriği azalmıĢtır. 
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6.SONUÇLAR VE YORUMLAR 

Bu çalıĢmada Sanofi Synthelabo firması tarafından SIRH SA’dan (Fransa) temin 

edilen ve soğuksu balığı olan Morina balığının karaciğer yağının enzimatik hidroliz 

ile DHA bakımından zenginleĢtirilmesi amaçlanmıĢtır. ÇalıĢmaların baĢında ilk 

olarak orijinal balık yağının yağ asitleri bileĢimi belirlenmiĢ ve sonuçlar tablo 5.4’de 

verilmiĢtir. Orijinal balık yağında DHA miktarı  %10,72 olarak bulunmuĢtur. Ayrıca 

EPA ve toplam çoklu doymamıĢ yağ asidi miktarının da sırası ile %7,28 ve % 29,27 

olduğu görülmüĢtür. 

Morina karaciğer yağının enzimatik hidrolizinde Candida rugosa lipazı daha önce 

denenmediği için, enzim miktarı ve reaksiyon süresinin yanı sıra ortam pH’ı , 

sıcaklık ve karıĢtırma hızının hidroliz reaksiyonuna etkileri sistematik olarak 

incelenmiĢ bu yağdan DHA bakımından zengin ürün eldesi için gerekli uygun 

koĢullar saptanmaya çalıĢılmıĢtır. 

Enzim miktarı ve reaksiyon süresinin hidroliz reaksiyonuna etkileri 1.seri 

denemelerde incelenmiĢtir. ÇalıĢmanın bu bölümünde 400U/gyağ ile 10.000U/gyağ 

arasında değiĢen enzim miktarları kullanılarak pH7.0 ve 35
0
C koĢullarında 600devir/ 

dakika karıĢtırma hızı ile denemeler yapılmıĢtır. Bu deneylerden elde edilen sonuçlar 

Tablo 5.5, Tablo 5.6, Tablo 5.7, Tablo 5.8 ve Tablo 5.9’da verilmiĢtir. 48 saat 

sürdürülen reaksiyonlar sonucu elde edilen ürünlerdeki % DHA bileĢimleri 

400U/gyağ, 1000U/gyağ, 2000U/gyağ, 5000U/gyağ ve 10.000U/gyağ enzim kullanımında 

sırası ile %13,0, %15,83, %16,61, %17,65 ve %22,98 olarak bulunmuĢ ve orijinal 

yağla kıyaslandığında sırası ile 1,21, 1,48, 1,55, 1,65 ve 2,14 kat artıĢ olduğu 

görülmüĢtür. Bu sonuçlar incelendiğinde enzim miktarının 400U/gyağ,’dan 

1000U/gyağ,’a yükseltilmesi ile DHA miktarında belirgin bir artıĢ olduğu ancak 

enzim miktarının 10.000U/gyağ gibi yüksek bir değere çıkarılması ile artıĢın aynı 

oranda devam etmediği görülmüĢtür. Bunun sebebinin ortamda yeteri kadar substrat 

bulunmaması yada enzimin kendi kendini parçalaması olduğu söylenebilir. 

Amacımız DHA bakımından zengin ürün elde etmek olduğundan ve 400U/gyağ 

kullanılarak yapılan denemelerde de yeterince iyi zenginleĢtirme yapılamadığından 
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dolayı enzim denemelerinde 400U/gyağ’ın altına inilmemiĢtir. Amacımız ekonomik 

boyutu da göz önünde bulundurarak en uygun koĢulları bulmak olduğu için, arada 

çok büyük farklılıkların bulunmaması sebebi ile 5000 U/gyağ ve 10.000 U/gyağ gibi 

yüksek enzim miktarlarının kullanımı tercih edilmemiĢtir. 1000 ve 2000 U/gyağ 

enzim kullanımında hidroliz reaksiyonu süresince DHA miktarında meydana gelen 

değiĢimler incelenmiĢ ve 2000 U/gyağ enzim kullanımı ile 12 saat sonunda orijinal 

yağa göre 1,36 kat artıĢ görülürken 1000 U/gyağ enzim kullanımı ile 24 saat sonunda 

benzer bir artıĢ ile DHA miktarının 1,35 kata ulaĢtığı anlaĢılmıĢtır.  

Farklı enzim miktarları kullanılarak pH7.0 ve 35
0
C koĢullarında yürütülen bu 

deneylerde reaksiyon süresi ile % hidroliz miktarının değiĢimi de incelenmiĢtir. % 

Hidroliz değerleri tablo 5.10’da verilmiĢtir. % Hidroliz miktarı 1000 U/gyağ enzim 

kullanımı ile 24. saatte %79,97’ye ulaĢmıĢ ve  fazla bir yükselme göstermeden 48 

saat sonunda %80,56 olduğu görülmüĢtür. Sürenin 48 saate uzatılması durumunda % 

hidroliz miktarında ve % DHA miktarında dikkate değer bir artıĢ olmadığı görülmüĢ 

ve sürenin 48 saate uzatılmasının gerekli olmadığı anlaĢılmıĢtır.  

Candida rugosa lipazı ile yürütülen birinci seri denemeler sonucunda morina 

karaciğer yağının hidroliz denemelerinin diğer parametrelerinin incelenmesine 

1000U/gyağ enzim kullanılarak 24 saatlik reaksiyon süresi ile devam edilmesinin 

uygun olacağı kanaatine varılmıĢtır. 

Morina Karaciğer yağının hidrolizinde 2.seri denemelerde ortam pH’ının hidroliz 

reaksiyonuna etkileri araĢtırılmıĢ ve bu amaçla pH3.0, pH5.0, pH7.0,  pH8.0 ve 

pH9.0’da çalıĢmalar yapılmıĢtır. Sonuçlar incelendiğinde Candida rugosa lipazının 

pH5.0 – pH8.0 aralığında çalıĢtığı ancak ortamın çok asidik veya çok bazik olması 

durumunda aktivitesini kaybettiği görülmüĢtür. Bu çalıĢmada en yüksek %DHA 

artıĢının pH 5.0 ortamında gerçekleĢtiği ve 24 saat sonunda orijinal yağa göre 1,45 

kat artıĢ olduğu görülmüĢtür. Enzimin bu pH’ta daha iyi çalıĢtığı düĢünülerek en 

uygun pH olarak deney serilerinin geri kalanına pH5.0’te devam edilmiĢtir. 

Sıcaklığın enzimatik hidroliz reaksiyonuna etkileri 3.seri deneylerde incelenmiĢtir. 

Lipazımızın aktivite gösterdiği ve inaktif olduğu sıcaklıkları belirleyebilmek için  

30
0
C – 65

0
C gibi geniĢ bir aralıkta çalıĢılmıĢtır. Elde edilen sonuçlar incelendiğinde 

lipazın 30
0
C – 50

0
C aralığında çalıĢtığı ancak 65

0
C’de inaktive olduğu görülmüĢtür. 
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Lipazın en iyi aktivite gösterdiği sıcaklığın orijinal yağa göre 1,45 kat artıĢın elde 

edildiği 35
0
C olduğuna karar verilmiĢtir. 

Morina karaciğer yağının Candida rugosa lipazı ile enzimatik hidrolizi için gereken 

en uygun koĢullar  1000 U/gyağ enzim, pH5.0  ve 35
0
C olarak belirlendikten sonra bu 

koĢullarda gerçekleĢtirilen hidroliz reaksiyonundan elde edilen ürünün 

TG:DG:MG:YA içeriği HPLC metodu ile saptanmıĢtır. 24 saat sonunda elde edilen 

TG : DG : MG : YA değerleri ise sırası ile %29,70: %23,40 : %6,40 : %40,50 olarak 

belirlenmiĢtir. Hidroliz reaksiyonundan elde edilen ürün önce TG, DG, MG ve YA 

fraksiyonlarına ayrılmıĢ daha sonra elde edilen bu fraksiyonlar gaz kromatografisi ile 

analiz edilerek Yağ asitleri bileĢimi bulunmuĢtur. 24 saat sonunda % DHA 

miktarlarının TG, DG, MG ve YA fraksiyonlarında sırası ile %19,1, %15,26, %5,72 

ve %4,26 olduğu görülmüĢtür. Bu sonuçların incelenmesi ile DHA’in özellikle TG 

ve DG fraksiyonlarında arttığı anlaĢılmıĢtır. Orijinal morina karaciğer yağında % 

10,72 olan DHA miktarı Hidrolize olmayan TG fraksiyonunda %19,1’e yükselmiĢ ve 

böylece %78’lik bir artıĢ sağlanmıĢtır. Aynı fraksiyonda orijinal yağa göre çoklu 

doymamıĢ yağ asitlerinde de en yüksek artıĢ sağlanmıĢ ve orijinal yağda %29,27 olan 

bu değer  %44,58’e yükselmiĢtir. 24 saat sonunda % Hidroliz miktarının %83,12’ye 

ulaĢmasına rağmen hidroliz ürünününde yüksek oranda DHA içeren TG’lerin 

varlığının literatürde de [92] belirtildiği gibi DHA içeren TG’lerin diğerlerine göre 

çok zor hidrolize olması ile açıklanabilir. DG fraksiyonunda da DHA 

zenginleĢtirmesi yapılabilmiĢ ve DHA miktarı 1. saat sonunda %11,22 iken 24 saat 

sonunda %15,26’ya yükselmiĢtir. MG fraksiyonunda ise DHA bakımından 

zenginleĢtirme gerçekleĢtirilememiĢtir. 

ÇalıĢmanın son bölümünde karıĢtırma hızının hidroliz reaksiyonuna etkileri 

incelenmiĢtir. 600 devir/dakika karıĢtırma hızı ile belirlenen en uygun koĢullarda 

orijinal balık yağına göre 1,45 kat DHA artıĢı elde edilirken karıĢtırma hızı 200 

devir/dakikaya düĢürüldüğünde Ģekil 5.6’da da görüldüğü gibi hidroliz reaksiyonu 

daha yavaĢ ilerlemiĢ ve 24 saat sonunda 1.40 kat artıĢ elde edilmiĢtir. Literatürde de 

benzer çalıĢmalar yapılmıĢ ve karıĢtırma hızı arttıkça yağ ile enzim çözeltisinin iyice 

karıĢmasının sağlanmasından dolayı reaksiyon hızının da  arttığı belirtilmiĢtir [93]. 

Sonuçları literatürdeki örnekleri ile karĢılaĢtırdığımızda Candida rugosa Lipazının 

Morina Karaciğer Yağı üzerinde etkili olduğu ve bu yöntemin balık yağlarından 

DHA bakımından zengin gliserid karıĢımı eldesinde verimli olduğu söylenebilir. Bu 
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çalıĢmanın devamı olarak yağ:tampon çözelti oranı ve tampon çözelti  türü 

değiĢtirilerek bu değiĢimlerin enzim miktarı ve reaksiyon süresi üzerine etkileri 

incelenebilir. 
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