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ONSOZ
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OZET

Balik yagi polidoymamis yag asitlerinden Dokosahekzaenoik asit (DHA) insan
viicudu i¢in pek ¢ok faydasinin olmasi sayesinde gida ve ilag endiistrisinde 6nemi
giderek artan bir maddedir.

omega 3 polidoymamis yag asitleri (6rn; DHA) viicudumuzda sentezlenemedigi i¢in
disaridan beslenme yolu ile alinmasi gerekir. Yag asitleri viicudumuzdaki tiim hiicre
zarlarinin  yapisinda bulunur, ancak c¢ok Onemli yag asitleri; DHA ve
EPA(eikosapentaenoik asit), beyin ve kalp hiicreleri ile bagisiklik sistemi hiicre
zarlarinda depolanir. Bu iki yag asidinin elde edilebilecegi en iyi kaynak balik
yaglaridir.

DHA, tipta kalp, kan hiicresi, bobrek ve romatizmal hastaliklar ile kanser ve bazi
norolojik rahatsizliklar gibi pek ¢ok hastaligin tedavisinde rol alirken bagisiklik
sisteminin giliclendirilmesinde ve gelisme cagindaki ¢ocuklarin zihinsel gelisimini
artirmada da onemli Olclide kullanima sahiptir. DHA’in ilag endiistrisinde yerini
almas1 ile bu maddenin balik yagindan daha yiliksek konsantrasyonlarda elde
edilmesi ihtiyact dogmustur. Bu sebeple DHA’in balik yagindan elde edilmesinde
kullanilabilecek en etkili yontemin bulunmasi amaci ile pek ¢ok ¢aligma yapilmis ve
arastirmalar halen devam etmektedir.

Literatiirde balik yaglarindan omega 3 ¢oklu doymamis yag asitlerinin eldesi i¢in {ire
ile fraksiyonlama, kromatografik yontemler, kristalizasyon ve distilasyon, siiper
kritik CO, ekstraksiyonu, enzimatik hidroliz ve esterlestirme gibi pek ¢ok yontem
onerilmekte ve bunlarla ilgili yapilan ¢aligmalar yer almaktadir.

Bu ¢alismanin amaci, balik yagindan enzimatik hidroliz ile DHA konsantrasyonu
yiiksek {iriin elde edilmesinde enzim miktari, reaksiyon siiresi, pH, sicaklik, tampon
¢ozelti ve karistirma hizinin etkisini inceleyerek en uygun yontemi belirlemek ve bu
maddenin gida ve ila¢ endiistrisinde kullanimina katkida bulunmaktir.

Bu calismada Morina Baligi Karaciger Yagi Candida rugosa Lipazi ile farkli enzim
miktar;, pH, sicaklik, tampon c¢ozelti ve karistirma hizi uygulanarak hidroliz
edilmistir. Hidroliz {irlinii Hegzan ve 0.5 N Etanolik KOH kullanilarak ekstrakte
edilmis ve serbest yag asitlerinden olusan alt faz atilmis trigliserid, digliserid ve
mono gliseridlerden olusan iist faz alinarak 50 ml saf su ile 3 kez yikanmistir.
Hegzan1 doner vakum evaporatérde ucurulan iist faz esterlestirilmis ve sonucta elde
edilen iriiniin yag asidi bilesimleri gaz kromatografisinde incelenerek
Dokosahekzaenoik asit bakimindan zengin iriin eldesi i¢in gerekli olan secilen
Uygun kosullar belirlenmeye calisilmistir.

Morina Karaciger yagi’nin Candida rugosa Lipazi ile pH 5.0, T=35°C, E=1000U/0ysg,
yag:tampon c¢ozelti, 12g:18ml kosullarinda 24 saat siire ile yiiriitiilen hidroliz
reaksiyonu sonucunda hidroliz miktarinin %83.12 oldugu ve DHA miktarinin orijinal
yaga gore 1,45 kat arttirlldig1 goriilmiistiir.

Sonuglart literatiirdeki Ornekleri ile karsilastirdigimizda Candida rugosa Lipazinin
Morina Karaciger yagi iizerinde etkili oldugu ve bu yontemin balik yaglarindan DHA
bakimindan zengin gliserid karisimi eldesinde verimli oldugu sdylenebilir.



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 CO, 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/g,; Candida rugosa lipase at the pH5.0, T=35°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. GIRIS ve AMAC

Dokosahekzaenoik asit (DHA) uzun zincirli omega 3 ¢okludoymamis yag
asitlerindendir. Yag asitleri viicudumuzun tiim hiicre zarlarinin yapisinda bulunur
ancak DHA ve EPA (eikosapentaenoik asit) gibi 6nemli yag asitleri beyin ve kalp
hiicreleri ile sinir sistemi hiicre zarlarinda depolanir. DHA” in insan saglig1 agisindan
oldukca 6nemli etkileri bulunmaktadir. Yetigkinlerde beyin fonksiyonlarini diizenler,
sinir sistemini ve bagisiklik sistemini gelistirir, kalp hastaliklar1 ve damar sertligini
Onler ayrica agrili romatizmal hastaliklarin, bazi bobrek hastaliklarinin ve kanserin
tedavisinde de kullanilmaktadir. Yeni dogan bebeklerde ise ilk 6 ay icinde gorme
yeteneklerinin gelismesini ve zeka seviyesinin yiikselmesini saglar. Bundan dolay1
DHA baz literatiirlerde beyin yagi olarak da adlandirilir. Ancak bu 6nemli yag
asitleri insan viicudunda sentezlenemediginden disaridan besinler yolu ile alinmasi

gerekmektedir. DHA bakimindan en zengin besin maddesi balik yaglaridir.

DHA’in insan sagligi acisindan son derece Oonemli olmasi ve insan viicudunda
tiretilememesi gida endiistrisi, tip ve buna bagl olarak ila¢ sanayinde bu maddeye
olan ilgiyi oldukga artirmistir. Son 20 yilda balik yaglari {izerine yapilan ¢aligmalar

oldukc¢a hiz kazanmaistir.

DHA’ce zengin diyet liriinlerinin hazirlanmasi ve bu maddenin ila¢ formiilasyonunda
kullanilmast amaci ile balik yaglarindan DHA’ce zengin iiriin elde edilmesine

yonelik ¢caligmalar hiz kazanmustir.

Coklu doymamis yag asitlerinin balik yaglarindan iiretimi yagin kompleks yapisi
sebebi ile yine birtakim kompleks yontemler ile yapilmaktadir. Literatiirde iire ile
fraksiyonlama, kromatografik yontemler (HPLC ile) , siiperkritik karbondioksit ile
ekstraksiyon, enzimatik hidroliz veya esterlestirme yontemleri ile yapilan pek cok

caligmaya yer verilmistir.

Enzimatik hidroliz yontemi ile yapilan ¢alismalarda hidroliz iirliniiniin yag asidi
bilesenlerinin saptanmasi i¢in {iriin, metil esterlerine doniistiiriilerek gaz

kromatografisinde analiz edilir.



Bu calismada Candida rugasa lipaz1 kullanilarak Morina Baliginin Karacigerinden
elde edilen yagm (Cod Liver Oil) enzimatik hidroliz yontemi ile DHA bakimindan
zenginlestirilmesi i¢in gerekli secilen uygun kosullar arastirilacaktir. Bu ¢alisma ile
elde edilecek sonuglar ile DHA’ in gida ve ilag endiistrisinde kullanimina katkida

bulunulacag inancindayiz.



2. TEORIK CALISMALAR

2.1. Yaglarin Yapisi Ve Tiirleri Hakkinda Genel Bilgi

Yaglar karbon, hidrojen, oksijen, yag asitleri ve gliserolden olusan kimyasal
bilesiklerdir. Yaglar hayvansal triinler, tohumlar, findik ve sebze gibi pek ¢ok besin
maddesinde bulunurlar. Yagda ¢oziinen vitaminler ile diger besin maddelerinin

absorpsiyonu ve taginmasina yardim ederler, enerji deposudurlar [1,2].

Yaglar 4 ana grupta incelenirler;

1. Doymus yaglar

2. Tekli doymamis yaglar
3. Coklu doymamis yaglar
4

Trans yaglar

o)
CH,-O-C-R
‘ 0

[
CH-O-C-R’
‘ 0

I
CH,~-O-C-R”

Sekil 2.1. Yaglarin genel yapisi [1]

Bu yaglar icerdikleri yag asitlerinin yapilarina gore ayrilirlar. Yag asitleri degisik
uzunluklardaki karbon zincirlerinden meydana gelir ve degisik miktarlarda hidrojen
ve oksijen atomu igerir. Yapisinda c¢ift bag iceren karbon zincirleri tek bag

igerenlerden daha az sayida hidrojen atomu tagir.

1. Doymus yaglarda karbon atomu zinciri tekli baglardan olusur ve maksimum
miktarda hidrojen atomu igerir. Hayvansal yaglar (6rnegin tereyagi, domuz yagi) ve
Hindistan cevizi yagi doymus yag sinifina aittir. Doymus yaglarin erime 1silar

yiiksek oldugundan oda 1sisinda kat1 haldedirler.



2. Tekli doymamis yaglar yapilarinda en az bir adet ¢ift bag bulundururlar ve oda
sicakliginda sivi haldedirler ancak buzdolabinda donarak kati forma yaklasirlar.

Zeytin yagi, kanola, ceviz, avakado ve badem yag1 bu yaglara 6rnektir.

3. Coklu doymamis yaglar yapilarinda ¢ok sayida ¢ift bag bulundururlar. Erime
isilart diisiik oldugundan hem oda sicakliginda hem de buzdolabinda sivi halde
bulunurlar. Aycigek yag1 gibi bitkisel yaglar ve balik yaglar1 ¢ok miktarda ¢ift bag

igerirler.

4. Trans yaglar bitkisel yaglarin ¢ift baglarina kimyasal yollarla hidrojen ilavesi ile
elde edilirler. Margarinler molekiiler yapist degisen bu yaglara ornektirler. Oda

sicakliginda kati halde bulunurlar [2-6].

2.2. Yag Asitleri

Yag asitleri bir ucunda asit grubu (COOH) diger ucunda metil grubu (CHs) baglh
olan hidrokarbon zincirlerinden olusurlar ve fosfolipidler, trigliseridler ile kolesterol
esterlerin en 6nemli bilesenleridirler. Yag asitleri karbon zincirlerinin uzunluguna

gore asagidaki sekilde gruplandirilabilirler.

e Kisa zincirli (2-4 karbon atomu)

e Orta zincirli (6-12 karbon atomu)

e Uzun zincirli (14-18 atomlu)

e Cok uzun zincirli (18 karbon atomlu yag asitlerinden tiirerler)

Yag asitleri enerji, metabolik ve yapisal aktivitelerden sorumludurlar. Kisa zincirliler
gelisme i¢in etkili iken orta zincirliler ve doymus uzun zincirli yag asitleri enerji
kaynagidirlar. Doymamis uzun zincirli yag asitleri, oleik asit ve temel yag asitleri,
temel metabolik faaliyetler icin gereklidir. Cok uzun zincirli yag asitleri (DHA ve
EPA) ise biyolojik hiicre zarlarinin karakteristik yap1 taslarini olusturur. Yapilan pek
cok arastirma yag asitlerinin fizyolojik ozelliklerinin onlarin sadece doymamislik
oranina degil zincir uzunluguna da 6nemli derecede bagli oldugunu gosteriyor. Cok

uzun zincirli yag asitleri insan gelisiminin kalitesini dnemli 6l¢tide etkilemektedir.
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Sekil 2.2 Doymus ve doymamus yag asitleri. [7]
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Sekil 2.3 Doymamis yag asitlerinin yapilari. [7]

Yag asitleri igerdikleri karbon atomu sayisi, ¢ift bag sayis1 ve ilk ¢ift bagin yerine
gore isimlendirilir. Yapilarindaki ¢ift bagin varligi doymus, tekli doymamis veya

coklu doymamis olmalar1 yag asitlerinin fiziksel ve biyolojik niteliklerini belirler [7].

Doymus yag asitlerinin tiim karbonlar1 birbirlerine tekli baglarla baglanmislardir.
Tekli doymamis yag asitlerinde karbon zincirlerinde bir adet ¢ift bag bulunurken

coklu doymamis yag asitlerinde birden fazla ¢ift bag mevcuttur.



Tablo 2.1. Onemli doymamus yag asitler. [7]

Zincir Uzunlugu Cift Bag Kisaltma Erime Derecesi

(karbon say1si) Sayist (°c)
Biitirik 4 0 C4:.0 -8
Oleik 18 1 C18:1W9 13
Linoleik 18 2 C18:2W6 -5
a-linolenik 18 3 C18:3wW3 -11
y-linolenik 18 3 C18:3W6 -11
Arasidonik 20 4 C20:3wW6 -50
Eikosapentaenoik 20 5 C20:5W3 -50
Dokosahekzaenoik 22 6 C22:6W3 -50
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oklu doymamiz yad asidi yapis (Linoleik asit)

Sekil 2.4. Yiyeceklerde bulunan doymus, teklidoymamis ve ¢gokludoymamais yag asit
ornekleri. [7]



Yag asitleri yapilarindaki ¢ift bagin bulundugu duruma gore iki farkli yapida
bulunurlar, bunlara cis ve trans denir. Cis formu yag asitlerinin dogal formudur.
Isitma veya yapiya hidrojen ilavesi gibi igslemlerle yag asitleri trans formuna doniisiir.
Bu islemlerle yagin raf omrii uzatilir veya sivi formdan kat1 forma gegmesi saglanir
(6rn. margarin). Yapilan pek ¢ok aragtirmada saglikli bir beslenme i¢in en iyisinin
oda sicakliginda siv1 halde bulunan yaglar oldugu ve 6zellikle trans yaglardan uzak

durulmasi gerektigi vurgulanmaktadir [8].

Besinlerimizde viicudumuzda sentezlenebilen doymus ve doymamis yaglarin
bulunmasi sart degildir. Ancak linoleik asit ve alpha-linolenik asitler viicudumuzda
sentezlenmediginden ‘temel yag asitleri’ olarak adlandirilirlar ve hayati 6nem tasiyan
bu asitlerin viicudumuza digsaridan besinler yolu ile alinmalar1 gerekir. Temel yag
asitleri iki grup altinda incelenir, omega 6 ve omega 3. Omega 3 grubunda ilk ¢ift
bag iigiincii karbon atomunda iken omega 6 grubunda altinct karbon atomundadir

(sekil 2.5).

R )
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n-6 yad asidi n-3 yad azidi

Sekil 2.5 n-6 ve n-3 ¢coklu doymamis yag asitleri. [8]

Her iki yag asidi grubu da iyi bir gelisme ve yasam icin gereklidir, ancak
beslenmemizde omega 6 / omega 3 oraninin dengede olmasi dnem tasir. Literatiirde
omega 6 agirlikli beslenmenin yol agacagi pek ¢ok rahatsizlifa yer verilmektedir
[9,10,11]. Genellikle besinlerde belirli oranlarda olmak iizere 20 gesitten fazla yag
asidi bulunur. Ancak gruplandirilirken igerdigi en yiiksek orandaki yag asidine gére
gruplandirilirlar [2]. Tablo 2.2’de ¢oklu doymamis yag asitlerinin besin kaynaklari
verilmektedir [12,13].

Tiim baliklar EPA ve DHA acisindan zengindirler, ancak bazilarinda oranlar1
diisiiktiir. Ornegin; Kili¢ bahg, dil baligi. EPA ve DHA bakimindan en zengin

baliklar ise uskumru, ringa ve somondur. Morina ve mezgit gibi bazi baliklar ise



yaglar1 karacigerlerinde depolarlar ve bu baliklarin karaciger yagi kullanilir. Tablo

2.3’de baz1 baliklarin ve bitkilerin yag asidi i¢erikleri verilmistir [7].

Tablo 2.2 Coklu doymamis yag asitlerinin besin kaynaklar. [7]

Yag Asidi Tipi Kisaltma Ana Kaynaklar
Alfa-linolenik n-3 Alpha-LA Keten,kanola,balik yag:
Eikosapentaenoik n-3 EPA Yaglh balik
Dokosahekzaenoik n-3 DHA Yagli balik
Linoleik n-3 LA Soya fasiilyesi, ayg¢igegi ve misir yagi
Arasidonik n-3 AA kirmiz et (¢cok az miktarda), balik, kiimes
hayvanlari

Tablo 2.3 Bazi baliklarin yag asidi kompozisyonlari. [7]

%Doymus %Tekli %Coklu %EPA %DHA

Doymamis Doymamig (C20:5W3) (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 Karaciger 18 51 31 9.0 9.5
Yagi

2.2.1. Yag Asitlerinin Tamimlanmasi

Endiistride yag asitlerinin yaygin olarak kullanilmasi, yag asitlerinin dogal
kaynaklardan elde edilmesinde Oncelikli olarak tanimlanmasini gerektirmektedir.
Yag asitlerinin tanimlanmasinda en c¢ok kullanilan ve en etkili yontem gaz
kromatografisidir. Diger bir yontem ise dolgulu kolonla yapilan tanimlama islemidir.
Bu yontemle yag asitlerinin tanimlanmasinin verimi diisiiktiir ve de bu islem yaklasik
dort saat siirmektedir. Fakat gaz kromatografisi kullanilarak yapilan tanimlama
islemlerinde Cg — Cy4 aras1 yag asitleri tanimlanabilir ve bu islem yaklagik 60 dakika
sirer. Bu durum yag asidi tanimlanmasinda kullanilacak yontemin gaz

kromatografisi olmasini gerektirir [14 -17].



3. BALIK ve BALIK YAGLARI HAKKINDA GENEL BIiLGi

3.1 Balik yaglarimin besin degeri ve saghk acisindan 6nemi

Baliklar protein ve coklu doymamis yaglar agisindan zengin, doymus yaglar
acisindan fakirlerdir. Balik yaglar1 trigliserid yapisinda oldugu halde trigliseid
yapisinda olan bitkisel yaglardan ¢ok farklidir [2]. Bitkisel yaglarda bulunan yag
asitlerinin sayis1 10’u gegmez ve esas olarak 1 ile 3 ¢ift bag iceren 18 karbonlu yag
asitleri temel yag asitleridir. Balik yaglarinda ise sayis1 30 ile 45 arasinda degisen
farkl1 zincir uzunluklarinda ve bir ila 6 ¢ift bag igeren Cg— Cy yag asitlerinin gesitli
izomerleri yapiyr olusturmaktadir [18-19]. Balik yaglarinin esas yapisini olusturan
yag 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 diir. Bu asitlerin dagilim1 balik gesitlerine gore degisir. Baz1 6nemli

¢oklu doymamis yag asitlerinin formiilleri Tablo3.1’de verilmektedir [20].

Tablo 3.1 Baz1 6nemli ¢oklu doymamus yag asitlerinin formiilleri.

Arasidonik asit (20:4 n-6)

CH;-(CH,)4-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,=CH=CH-CH,-CH=CH-(CH,);-COOH

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

CH;-CH,.CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-(CH,)5-COOH

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

CH3-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-(CH,)s-COOH

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

CHs-(CH,),-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-(CH,),-COOH

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

CHa3-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH
(CH,),-COOH




Viicudumuzun fonksiyonel islevleri agisindan ¢ok degerli olan Omega 3 yag asitleri
(6rn. DHA ve EPA) viicudumuzda iiretilmediginden disaridan besinler yolu ile
alinmasi1 gerekmektedir (6rn. Findik, soya, keten tohumu) viicuda alfa-linolenik asit
alinir ve viicudumuzda enzimatik reaksiyon sonucu Omega-3 yag asitlerinden DHA

ve EPA’ ya doniisiir.

Yalnizca balik ve balik yaglarinda hazir halde DHA ve EPA bulunur. 1979 yilinda
Dyerberg ve Bang’in [21] Grondland Eskimolart tizerine yaptiklar1 epidemiolojik
arastirmalar sonucu bu insanlarda koroner kalp hastaliklar1, ani kalp krizleri, yiiksek
tansiyon, kolesterol gibi hastaliklara rastlanmadigi goriilmiis ve bunun iizerine
onlarin temel besin kaynagi olan balik ve balik yaglart hakkinda arastirmalar
yogunlagmistir. Balik yaginin bu derece yararli olmasmin igerdigi bol miktardaki

Omega 3 yag asiditlerine, 6zellikle de DHA ’e bagli oldugu anlagilmistir [22-24].

Balik yaglari, balik yaglar1 endiistrisinin ve endiistriyel balik¢iligin yan {irtintidiir.
Balik yaglar1 temel yag asitlerinden DHA ve EPA agisindan zengindirler ancak balik
tiirlerine gére bu oran degisir. Ornegin soguk su baliklarinda temel yag asitlerinin

orani daha yiiksektir [13].

Balik yaglar iki sekilde elde edilir[25];

e Yagl baliklarin viicudundan

e Beyaz baliklarin karacigerinden (6rn. Morina, kalkan)

Avustralya’da yapilan arastirmalarin istatistiksel sonuglar1 yaglanmaya bagli olarak
ortaya cikan goz hastaliklarinin oranmmin balik yiyen insanlarda oldukga diisiik
oldugunu gostermektedir. Bu durumun g6z retinasinin yapisinda Omega 3 yag
asitlerinin bol miktarda bulunmasi ve balik yaglarinin bu yag asitleri agisindan
oldukca zengin olmasindan kaynaklandigi pek cok bilimsel yaymda belirtilmistir
[26,27].

Yaklagik 20 yildir yapilan istatistiksel arastirmalar sonucunda balik ve balik yagi
tilketiminin icerdigi Omega 3 yag asitleri sayesinde koroner kalp hastaliklart ve

kolesterole iyi geldigi ortaya ¢ikarilmistir [28-37].

Omega 3 yag asitleri bakimindan zengin besin maddeleri hipertrigliserid hastalarinda

viicuttaki trigliserid miktarin1 diistirerek olumlu etki gostermektedir. Ancak yapilan
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aragtirmalar sonucu bitkisel kaynakli omega 3 yag asitlerinin bu konuda etkili

olmadigi gorilmiistiir. [38-40]

Balik yaglari lipoprotein diizensizlikleri tedavisinde ve bagisiklik sistemi tizerinde de
olumlu etki gosterir [40]. Balik yaglarindaki omega 3 yag asitlerinin ayn1 zamanda
akyuvarlarin antienfeksiyon ve immunolojik Ozelliklerini diizenleyerek astim,
artritist, ilseratif, kolit gibi enfeksiyon hastaliklari ile baz1 bagisiklik bozukluklarini

onleyici ve tedavi edici etki gosterdigi saptanmustir [41,42].

Yapilan pek ¢ok arastirmada balik yaglar ile beslenen insanlarda kalp krizi, tromboz
vb. hastaliklar sonucu ani Oliimlerin yasanma olasiliginin olduk¢a diisiik oldugu

ortaya ¢ikmistir [43,44].

Balikk yaglarmnin kan basincini diistirdiigii bilinmekle birlikte hipertansiyon ve
kolesterol hastalarinda uzun vadede nasil bir etki yaptig1 konusunda heniiz yeterli bir
calisma bulunmamaktadir. Ancak yiliksek kan basinci ve kolesterolii olan obezite
hastalarinda kilo verme amagli uygulanan diyette giinlilk balik alimimin hastanin
kolesterol seviyesini dengeledigi, trigliserid miktarim1 azaltti§i ve kan basincini

diistirdiigii yapilan arastirmalar sonucu ortaya ¢ikarilmistir [40,45,46].

Kanser hastalarinda da olumlu etkiye sahip olan balik yaglarinin 6zellikle pankreas
kanserinde hastalarin yasadigi anormal kilo diisiisiinlin, hastanin giinliik diyetinin

balikla desteklenmesi sonucu biiyiik oranda 6nlendigi gériilmiistiir [47-56].
Balik yaglarinin faydalar1 agagidaki sekilde 6zetlenebilir;

e Kandaki yag oranin1 dengeler,

e Kanmn akigkanligin arttirarak, kanin pithtilagmasini 6nler,

e Viicudumuzun enerji seviyesini arttirir,

e Kalp hastaliklari, Alzheimer, anjina, romatizma, diyabet, iilser, depresyon,
hiperaktivite, migren, multiple skleroz ve pek ¢ok hastaliga karsi metabolizmayi

diizenler ve gli¢lendirir.

e Hamilelikte erken dogum ve diisiik kilolu dogum riskini azaltir, bebegin anne

karninda ve dogum sonrasi beyin ve sinir hiicrelerinin gelismesini saglar. [8,23,48-
52]
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Margarin ve ¢oklu doymamis yaglar birbirlerini engelleyici etki yaptiklarindan balik
yagindan maksimum Seviyede yararlanabilmek igin beslenmemizden margarini

¢ikarmamiz gerekmektedir [57].

Sonug olarak arastirmacilar ve doktorlar diizenli balik tiiketiminin kandaki EPA ve
DHA seviyesini arttirip trigliserid ve kolesterol miktarini azaltacagi ve koroner kalp
hastaliklarin1 da dort kat azaltacagini belirterek haftada en az iki porsiyon balik
yenmesini tavsiye etmektedirler (6rn. Somon, uskumru, hamsi) [53,58]. Ancak balik
yaglar1 temel yag asitleri bakimindan daha konsantre oldugu i¢in pek ¢ok hastaligin

tedavisinde balik yerine balik yag1 kullanimi 6nerilmektedir.

3.2 Balik Yag1 Kullamm Alanlar

Balik yaglarinin ¢esitli monomerler ile polimerize edilmis iiriinlerin endiistriyel
uygulama alanlar1 ¢ok ¢esitlidir. Bu iriinlerin yiiksek kuruma hizi, aside ve baza
dayanikli filimler olusturmasi, boya , vernik, lak ve miirekkep yapiminda tercih

edilmesine sebep olur. [20]

Balik yaglari kismen hidrojene edilerek sabun yapiminda, tamamen hidrojene
edilmis haliyle kauguk endiistrisinde, makine yagi tiretiminde ve metalik sabun elde

edilmesinde kullanilir.

Balik yaglariin endiistriyel olarak yaygin diger bir kullanim alani ise deri sanayidir.
Siiet ve benzeri yumusak deri tiplerinin tabaklanmasi esnasinda deriye yumusaklik
saglayict madde olarak sulfone edilmis balik yag: ilave edilmekte, sert yapida olan
kollajeninin doymamis yag asitleri ile reaksiyonu, derinin yumusamasini

saglamaktadir [59, 60].

Balik yaglar1 gida endiistrisinde kullaniminin yami sira saglik agisindan pek ¢ok
faydasinin goriilmesi iizerine ila¢ endiistrisinde de Onemli bir yer edinmeye
baglamistir. Balik yaglarinin yiiksek rafine teknolojisi ile damitilmasi sonucunda
uzun zincirli Omega 3 yag asitlerince zengin kismi ayrilir, sindirim sorunu yasatan
uzun zincirli monoenezler ve polimerize olmus yaglarla kirlilikler uzaklastirilir.
Boylece EPA ve DHA dengesi en uygun olan balik yag1 elde edilerek ila¢ haline
getirilir. 1 gr balik yag: kapsiilii en az 600mg uzun zincirli Omega 3 yag asitleri igerir
[61].
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3.3 Morina Karaciger Yag1 Hakkinda Genel Bilgi

Morina karaciger yagi bundan birkag¢ yiizy1l 6nce Skotland, Avustralya, Norveg ve
Grolland gibi balik¢iligin 6nde oldugu iilkelerde bulundu. Onlar bu yag1 ¢ok soguk
gecen kislarin getirdigi kas ve eklem hastaliklarinin tedavisinde kullantyorlardi.
1950’11 yillarda birgok arastirmaci bu yagin ve diger yaglh baliklarin igerdigi temel
yag asitlerinden EPA ve DHA’i kesfettiler ve arastirmayi bu alana kaydirdilar. Bu
aragtirmalar sonucu morina karaciger yagmin tiiketiminin yalnizca romatizmal
hastaliklarin tedavisinde degil kalp, sinir sistemi ve beyin gibi énemli organlarin
islevlerini en iyi sekilde yerine getirmesinde de onemli rolii oldugu goriilmiistiir

[11,25].

Morina baligi kis aylarinda veya bahar mevsiminin basinda yakalandigi zaman
karaciger yagi ¢ikarilir. Ciinkii en yagl oldugu zaman bu aylardir. Karaciger yagi
herhangi bir kimyasal madde kullanilmadan baligin karacigerinin karaciger yaginda
kaynatilmasi ile elde edilir. Tazeligini korumasi i¢in dolduruldugu siselerin icindeki
hava alinarak nitrojen gazi doldurulur. Eski zamanlarda karaciger bir fi¢1 i¢inde
bekletilir ve yaz sicaginda fermente olan karaciger yagi sikilarak ¢ikarilir ve daha
sonra sikilan bu karaciger derin bir kazan i¢inde kaynatilarak degerli olan karaciger
yaginin biiyiikk oranda ekstrakte edilmesi saglanirdi. Bu isleme yi1l boyunca devam

edilirdi. [54,55]

Morina karaciger yaginin Norvegliler tarafindan kullanilan en eski adi ‘lysi’ yani
isiktir. Morina karaciger yagi cok eski zamanlarda tiim Avrupa’da lambalarda
kullanilirdi, ayrica cildin parlakligin1 saglar ve boya ve sabun endiistrisinde
kullanilirdi. Morina karaciger yagi 1854’ten bu giine ilag olarak kullanilmakta ve bu
amagcla kullanilacak yagin hazirligi da yagin kalitesini daha da arttiracak metotlarla
yapilmaktadir. Karaciger once i¢i su dolu kaplarda kaynatilarak yiiksek kaliteye
ulastirilir. Daha sonra morina, konik mese fig¢ilarda buharla pisirilir. Cok degerli olan

bu yagin geri kalan kismini da elde edebilmek i¢in karaciger preslenir [55].

Morina karaciger yag1 icerdigi Omega 3 yag asitlerinin yan1 sira dogal bir A ve D
vitamini kaynagidir. Bu yag acik renkli olup, en biiylik dezavantaji tadinin kotii
olmasidir [51]. Morina karaciger yaginin yag asidi bilesimi Tablo 3.2’de verilmistir.
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Tablo 3.2 Bazi bitkisel yaglarin ve morina karaciger yagin yag asit bilesimi (%).[2]

Yag Asidi Kanola Keten Uskumru Morina Karaciger
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 6.1 153 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 15
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 15 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 (We6) 0.0 0.0 0.2 0.1
20.4 (W6) 0.0 0.0 1.9 11
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 11
22.6 (W3) 0.0 0.0 13.3 6.0
Toplam Doymus 6.3 10.7 26.2 28.3
Tekli Doymamis 62.6 175 34.1 394
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 Hakkinda Genel Bilgi

DHA Omega 3 yag asitlerindendir. Bu isimin verilmesinin sebebi cift bagin
molekiiliin metil ucundan ii¢ karbon atomu sonra olmasidir. Omega 3 ve Omega 6
yag asitleri temel yag asitleridir ve viicudumuzda sentezlenemediklerinden dolay1
disaridan besinler yolu ile alinmalidirlar. Yag asitleri tim hiicrelerin yapisini
olusturur fakat temel yag asitleri Ozellikle beyin hiicreleri ve sinir sistemi
hiicrelerinin ana bileseridirler ve yogun olarak burada depolanirlar [62,63,64].
Besinler yolu ile viicudumuza aldigimiz alfa linolenik asit ve linoleik asit enzimler

yardimi ile Omega 3 ve Omega 6 yag asitlerine doniisiirler. Bu doniisiim Sekil3.3°de

verilmistir[7].
n-3 grubu n-6 grubu
a-linolenik asit Linoleik asit
(18:3-W3) (18:2-W6)
A6 desaturaz
@ rrrEEEEEIEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEES >
v v
Stearidonik asit v-linolenik asit
(18:4-W3) (18:3-W6)
Elonoaz
‘IIllllllllllllllllllllll IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII ’
\ 4 v
Eikosatetraenoik asit Dihomo-y-linolenik
(20:4-W3) asit (20:3-W6)
‘lllIlllIlllIlllIlllIlllISIIdI?§?{E];1!IIZIllllllllllllllllllllll’
\ 4 v
Eikosapentaenoik asit Aragidonik asit
EPA (20:5-W3) (20:4-W6)
3 Elongaz 3
" ‘Illlllllllllllllllll IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII ’ "
Dokosapentaenoik asit Dokosatetraenoik
DPA (22:5-W3) asit (22:4-W6)
A /'
A4 desaturaz
v ‘ -------------------- llllllllllllllllllllllllllllll’ v
Dokosahekzaenoik asit Dokosapentaenoik
DHA (22:6-W3) asit (22:5-W6)

Sekil 3.1. Alfa linolenik asit ve linoleik asitin enzimler yardimi ile omega 3 ve
omega 6 yag asitlerine dontisiimleri. [7]
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Fakat yas ilerledikge doniisiimii saglayan enzimlerin (6rn. Desaturaz enzimi)
azalmasi ile ALA’nin DHA ve EPA’e doniisiimii de azalir. Vejetaryenlerde de bu
doniisiim yok denecek kadar azdir. Bu durumda beyin ve sinir hiicrelerindeki DHA
azalmasin1 Onlemek i¢in besinler yolu ile viicuda direk DHA alimi gereklidir.
Viicuda direk DHA alinmasimi gerektiren durumlardan biri de alkol tiiketiminin
yiksek olmasidir, ¢linkii alkol DHA doniisiimiinii saglayan desaturaz enziminin

calismasini engeller [62].

Beyin ve retinanin %60’1 yaglardan olusur, islevsellik biiyiik oranda bu yaglara
baglidir. Retina ve beyin fosfolipidlerinde ana yag asidi komponenti olarak DHA
bulunmaktadir [65-67]. Beyin yag1 olarak da adlandirilan DHA’in zeka gelisiminde
onemli rolii vardir. Dolayisi ile DHA bakimindan zengin olmayan firiinlerle
beslendigimizde ozellikle beyin ve goz hiicrelerinin islevselligi bozulmaya baslar.
llerleyen yaslarda beyin ve gbz hiicrelerindeki DHA miktarmin azalmasi ile de
gorme bozukluklari da artar, ancak balik yagi tiiketimi ile viicuda DHA alimi1 devam

ettiginde beyin ve goz hiicrelerinde bu bozulmalarda oldukga diisiis oldugu goriiliir

[68].

Sinir hiicrelerinin koruyucu tabakasi olan myelinin zarar gordiigii peroksisomal
hastalarinda DHA eksikligi oldugu goriilmiis ve bu hastalara giinde 100-600 mg
DHA verilmesi sonucu kandaki DHA seviyesinin artmasi saglanarak myelinin zarar

gormesi engellenebilmistir [68].

Kalp krizlerinin %60’1 6nceden hicbir belirti vermeden yasanir. Kandaki DHA
oraninin yeterli seviyede olmast bu tiir kalp hastaliklarin1 engeller. DHA balik
yaglarinda bulunmasina ragmen direk DHA alimi balik yagindan daha faydalidir.
Ciinkii balik yaglart DHA’in yan1 sira EPA da igerir. DHA balik yaglarimi pek ¢ok
yonden faydali kilarken, EPA bagisiklik sistemini baskilamak, kanin viskozitesini
arttirmak ve lipid peroksidasyonuna sebep olmak gibi bazi olumsuz etkilere de

sahiptir [11,62].

Omega 3 yag asitleri diizenli olarak kullanildiginda kandaki LDL (kétii kolesterol)
seviyesini diistiriirken, HDL (iyi kolesterol) seviyesini arttirmaya yardim eder. Diisiik
kolesterol seviyesini normal degere cikartir. Kani incelterek damar igerisinde
pihtilagmasini engeller. Kan basincini diizenler, kalp krizi riskini azaltir. Bagisiklik

sistemini  gli¢lendirir, romatizmal hastaliklarin tedavisinde kullanilir, cildi
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giizellestirir, yashilik etkilerini geciktirir. DHA’in olumlu etkilerinin oldugu

hastaliklar arasinda depresyon, multiple skleroz, astim, alerji de bulunur [68,69].

DHA bebeklerde ve hamilerde saglik agisindan olduk¢a Onemlidir. Bebekler
tizerinde yapilan arastirmalarda bebeklerin besinler yolu ile aldiklar1 alfa linolenik
asitten enzimatik dontisiimler ile DHA sentezleme oraninin ¢ok diisiik oldugu
goriilmiistiir (Sekil 3.3). Bebegin gelisiminde etkili olan arasidonik asit ve DHA’in
bebege verilmesinin en iyi yolu anne siitiidiir [62,70-73]. Hamilelik doneminin
ozellikle ilk birka¢ haftasinda bebegin anne karninda aldigt DHA miktar1 ¢ok
onemlidir, ¢linkii bu dénemde beyin hiicre zar1 boliinmeleri en aktif durumdadir.
Hamileligin ikinci yarisinda ise gérme sistemi olusmaya baslar, son ii¢ ayinda ise
beyin ve sinir hiicrelerinde DHA depolanmasi baslar [11,74]. Bu sebeple 6zellikle
hamilelik ve emzirme doneminde annenin alacagt DHA miktar1 hem ¢ocugun hem de
kendisinin ihtiyaci olan miktar1 karsilayacak kadar ¢ok olmalidir. Bir grup hamile
kadin iizerinde yapilan arastirmada bir gruptakilere diizenli olarak misir yagi
icirilirken diger gruptakilere balik yagi verilmistir. Dogum sonrasi ii¢ ayda da bu
diyet devam ettirilmistir. Daha sonra bu annelerin ¢ocuklarina zeka testi yapilmig ve
balik yagi alan grubun c¢ocuklarinin acik ara 6nde oldugu goriilmiistiir. Yapilan
arastirmalara gore yeterli DHA alimi prematiire dogumlar1 da engeller. Eger anne
yeteri kadar DHA alamazsa ¢ocuk, annenin DHA depolarini kullanarak azaltir ve bu
durum annede psikolojik ve fizyolojik pek ¢ok rahatsizliga sebep olabilir [62,74].
Prematiire bebekler anne karninda yeterince beslenemedigi ve gelisimini
tamamlayamadig1 icin DHA agisindan oldukg¢a fakirdirler. ilerleyen yillarda bu
bebekler lizerinde yapilan zeka testlerinde bunlarin normal dogumlu bebeklerden
ortalama 15 puan diisiik aldiklar1 goriilmistiir. Bu durumun engellenmesi igin bu
bebeklerin DHA agisindan zenginlestirilmis bebek mamalar1 ile beslenmeleri

onerilmektedir [68].

Insan dogas1 geregi Omega 6 / Omega 3 oranmin yaklasik 1 olmasi gerekir ancak
giiniimiizde bu oran beslenme kiiltiiriine gore 10/1 ile 25/1 arasinda degismektedir.
Bu Omega 6 agirlikli dengesiz beslenme sekilleri pek ¢ok hastaliga sebep olmaktadir
[75].

DHA’in 6nemli ozelliklerinden biri antifriz nitelige sahip olmasidir. Bu ylizden
genellikle soguksu baliklarinda (6rn. Uskumru,somon, tuna, morina) DHA miktari

diger baliklara gore daha yiiksektir [76]. DHA ve EPA baliklar tarafindan tiiketilen
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phytoplantktonlar tarafindan sentezlenir. Yagl baliklar DHA bakimindan en zengin
baliklardir .

Balik yaglarina gore diisiik oranlarda da olsa keten tohumu, kanola, findik yag1 ve
bazi mikroalglerde de DHA mevcuttur ve bunlar vejetaryenler i¢in iyi birer DHA

kaynagidir.

Balik yaglar1 oksijen ile kolayca bozulurlar, bu sebeple balik yaginin i¢ine bir miktar
E vitamini ilave edilir. Doktorlar balik yagi kullanan hastalarna DHA ve EPA’in

viicuttaki oksidasyondan zarar gérmemesi i¢in E vitamini almalarini 6nerirler [77].

3.5 Bahk Yaglarindan DHA izolasyonu Ve Zenginlestirilmesinde Kullanilan

Yontemler

Balik yaglarinda ¢ok miktarda bulunan Omega 3 yag asitlerinin saglik acisindan
Oneminin anlagilmasi ilizerine DHA ve EPA agisindan zengin diyet {iriinlerinin
hazirlanmasi ve bu yag asitlerinin pek ¢ok hastaliga karsi sagladigi olumlu etkiden

yararlanmak i¢in ilag formiilasyonunda kullanim1 yoniinde ¢alismalar artmistir [20].

Balik yaglari kompleks yapilart nedeni ile islemesi bitkisel yaglara uygulanan
geleneksel yontemlerle (kristalizasyon, distilasyon) yapilamamaktadir. Balik
yaglarindan yiiksek saflikta coklu doymamis yag asitleri elde etmek icin tek bir
fraksiyonlama metodu yeterli degildir, genellikle birka¢ metodun kombinasyonu
kullanilir. Hangi metotlarin kombinasyonlariin kullanilacag: balik yaginin yag asidi
kombinasyonuna ve ¢oklu doymamis yag asitlerinin istenilen saflik oranina baglh
olarak belirlenir. Balik yaglarindan Omega 3 yag asitlerinin izolasyonu ve
zenginlestirilmesi iizerine literatiirde pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Bunlar iire ile
fraksiyonlama, kromatografik yontemler, kristalizasyon ve distilasyon, siiperkritik

CO, ekstrasyon yontemi ve enzimatik hidroliz ve esterlesme yontemidir [78].

3.5.1 Ureile Fraksiyonlama Yontemi ile DHA Zenginlestirilmesi

Ure diiz zincirli organik bilesiklerle kat1 bilesikler olusturur. Yag asitleri veya onlarin
esterlerinin iire soliisyonuna ilave edilmesi ile yag asitlerinin veya esterlerinin daha
doygun olan kisimlari ile kristal bilesikler olusur. Olusan bu kristaller ortamdan

uzaklastirillir ve geriye kalan kisim g¢oklu doymamis yag asitleri veya esterleri

18



bakimindan olduk¢a zengindir [78]. Ure fraksiyonlama yonteminin ilkeleri 1940

yilinda Bengen tarafindan kesfedilmistir [78,79].

Wille ve arkadaslarinin yuriittiigli calismalarda , %30 oraninda EPA ve DHA igeren
sardalye yag asitlerinden {iire ile doymus ve tekli doymamis yag asitlerinin
uzaklastirilmas: ile geriye kalan fraksiyonda EPA ve DHA’in yiizdesi %90’a
yiikseltilmistir. Yine ayni ¢alismalarda EPA ve DHA in %80 saflikta birbirinden
ayrilabildiklerinden de bahsedilmektedir [20,80,81].

Balik yag1 yag asitlerinin etil esterlerinin yine iire fraksiyonlama yontemi ile Etil
EPA/Etil DHA oran1 20:1 olan EPA’ce zengin {iriiniin elde edilebilecegi deneysel
olarak saptanmustir [20].

Swern ve Marklin iire ile fraksiyonlama yontemini ayirma islemlerinde ilk kez ve
genis Olciide kullanmuslardir [78,82]. Ure ile fraksiyonlama basit ve ucuz bir
teknoloji ile gergeklestirilebilir ancak ¢ok miktarda ¢oziiclii ve kimyasal kullanimi
gerektirir, ayn1 zamanda ¢ok miktarda yan triin olusur. Coklu doymamis yag asitleri
¢ozeltiden filtrasyon yontemi ile uzaklastirilir. Ancak iire ile fraksiyonlama islemi
filtrattaki iirenin ¢oklu doymamis yag asitlerinden ayrilabilmesi i¢in hidrokarbon
solvent ekstrasyonu gerektirir ki bu da ¢oklu doymamis yag asitlerinin gida ve ilag
endistrisinde kullaniminda istenmeyen bir islemdir. Bunun yerine iire ile

fraksiyonlama isleminin ardindan siiperkritik CO; yontemi kullanilmas tercih edilir.

3.5.2 Siiperkritik CO, Ekstraksiyon Yontemi [le DHA Zenginlestirilmesi

Stiperkritik akigkan ekstraksiyonu, siiperkritik akigkan kullanilarak yapilan bir
ekstraksiyon c¢esididir. Kritik sicaklik noktasinin iistiinde bulunan akiskanlara
stiperkritik akiskan denir. Uygulanan basing ne olursa olsun bu noktada akiskanin iki

fazda birden bulunmasi saglanamaz.

Karbondioksitin kritik sicakligi 31.1°C ve kritik basmci 1071 psi dir. Siiperkritik
durumda karbondioksit hem sivi hem de gazlara ait 6zelliklere sahiptir. Gazlar gibi
yiiksek diflizyon katsayisina ve disiik vizkoziteye sahipken sivilar gibi yiiksek
¢oziicii giliciine sahiptir. Bu durum siiperkritik akigkanlar1 iyi bir ¢oziicii yapar.
Stiperkritik akigkan ekstraksiyonunda kullanilabilecek pek ¢ok akigskan vardir ancak
toksik etkileri, reaktiviteleri, asindiriciliklart  ve fiyatlar1 g6z  Oniinde

bulunduruldugunda en uygun olan1 karbondioksit oldugu goruliir [83,84].
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Stiperkritik karbondioksit trigliseridler ve pek ¢ok organik madde i¢in ¢ok uygun bir
coziiciidiir. Siiperkritik karbondioksitin ¢oziicii giicli standart organik sivi ¢oziiciilere
(6rn. Hegzan) oldukca yakindir. Karbondioksit toksik degildir ve alev almaz, bundan
dolay1 hem insan hem de ¢evre acisindan zararsizdir ve atik maliyeti yoktur. Inert bir
yaptya sahip oldugu icin ekstraksiyon islemi esnasinda diger maddelerle ve ekipman
ile reaksiyona girmez. Kritik sicaklik ve basing degeri diisikk oldugundan kolayca
elde edilir. Diger tipik organik ¢oziiclilere gore daha yiiksek buhar basincina sahip
olmas1 sayesinde ekstrakttan kolayca uzaklastirilir ve geriye zararli hi¢bir kalinti
birakmaz. Karbondioksit etanol fermantasyonunun yan iriinii olarak gidaya uygun

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

Son yillarda gida ve farmasiitik alanda omega 3 ¢oklu doymamis yag asitlerinin
konsantre edilmesinde kullanilan metodlara alternatif olarak siiperkritik akiskan

ekstraksiyonuna ilgi artmistir.

Stiperkritik akigkan akstraksiyonunda ekstraksiyon islemi Oncesinde numune
hazirligt 6nemlidir. Kiiciik pargalar daha cabuk ekstrakte edildigi i¢in numune
onceden ogiitiilerek kiigiik pargalara ayrilir. Yaglarin ekstraksiyonunda ortamda

suyun varligi olumsuz etki yaratir [83].

Uygun sicaklik ve basing uygulandiginda siiperkritik CO, genellikle hegzan dan daha
segici bir ¢oziiciidiir. Polar olmayan veya orta derecede polariteye sahip bilesikler
icin oldukga iyi bir ¢oziiclidiir. Ancak fosfolipidler gibi polar yapidaki maddelerin
ekstraksiyonu i¢in co-solvent ihtiyaci vardir [83]. Genellikle co-solvent olarak Etanol
kullanilir. Yapilan aragtirmalar balik yaglarinin ekstraksiyonunda trigliseridlerin CO2
deki ¢oziiniirliiglinlin az olmasinin yag veriminin diisiik olmasina neden oldugunu ve
trigliserid halinde EPA ve DHA’ce zenginlestirilmenin yapilama yacagimni ortaya
koymustur.  Eisenbach’in siiperkritik CO; ekstraksiyonunda, yag asitlerinin
doymamighk derecesinden bagimsiz olarak sadece karbon sayisina gore
fraksiyonlanabilecegini bulmasindan sonra calismalarda baslangic maddesi olarak
ire ile 6n zenginlestirilmesi yapilmis yag asidi esterleri kullanilmaya baslanmigtir

[85].

Siiperkritik karbondioksit ekstrasyonu ile balik yagi yag asitleri esterlerinin

konsantre ¢oklu doymamis yag asitleri fraksiyonunun eldesi yiiksek basing ve pahali
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ekipmanlar gerektirmesinden dolay1 pek tercih edilmesede bu yontemin endiistriye

uygulanabilirliginin artirilmasi yoniinde ¢alismalar devam etmektedir [83].

3.5.3 Kromatografik Yontemlerle DHA Zenginlestirilmesi

Omega 3 yag asitlerinin zenginlestirilmesi ve balik yagindan izole edilmesi ig¢in
kullanilan yontemlerden biri de preparatif kromatografi yontemidir. K.Hidajat ve
arkadaglarinin kullandig1 bir yontemde, balik yagi trigliseridleri yag asitlerine
dontstiiriildiikten sonra iire ile kristalizasyon yontemi ile ¢oklu doymamis yag
asitlerince zenginlestirilmis ve elde edilen bu tiriin mikro Bondopak phenyl silika
kolonda, asetonitril:su:tetrahidrofuran (45:35:20 hacimce)’dan olusan mobilfaz
kullanilarak izokratik yontemle Omega3 yag asitlerince zengin kisimlarina
ayrilmistir. Ayirma islemi geri doniisiimsiiz yaklasik 60 dakika da tamamlanmistir.
Elde edilen fraksiyonlar daha sonra analitik likit kromatografide analiz edilmistir
[86]. Coklu doymamis yag asitlerince zenginlestirilmis yiiksek saflikta {irtin eldesi
icin son saflagtirma islemi olarak genellikle kromatografik yontem kullanilir (Sekil
3.2). Bu yontemin ekonomik agidan maliyetini yiikselten en 6nemli faktor kullanilan
hareketli fazdir. Eger preparatif kromatografide kullanilan hareketli faz yerine

stiperkritik akigskan kullanilirsa yontem ekonomik agidan daha uygun hale gelebilir
[78].
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Abe ve Tanaka sardalye yag1 yag asitleri etil esterlerinden molekiil elek 10x dolgulu

kolonu kullanilarak %84.5 oraninda Etil eikosapentaenoik asit iceren bir fraksiyon

elde etmiglerdir [87].

Kromatografik yontemlerle her ne kadar yiiksek oranda konsantre EPA ve DHA
fraksiyonlar1 elde edilebilmekte ise de verim diisiiktiir ve yontemlerin endiistriyel

boyutta uygulanmasi zordur. Kromatografik yontemlerin analitik amag¢li uygulamalar
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3.5.4 Kristalizasyon Ve Distilasyon Yontemi ile DHA Zenginlestirilmesi

Stout ve arkadaglarinin incelemesine gore balik yagi yag asitlerinden EPA ve
DHA’in zenginlestirilmesi i¢in disiik sicaklik kristalizasyonu olumlu sonug
vermektedir [88,89]. Literatiirde balik yagmm asetonlu c¢ozeltisinin -25°C de
sogutulmasiyla ¢oken kristallerin ayrilmasi ile ele gegen filtratta EPA’nin konsantre
oldugu , yine asetonlu ¢ozeltinin -40°C ye sogutulmasi halinde ise EPA ve DHA’in
birbirinden ayrilabildigi sonuglarinin  sunuldugu c¢alismalar yer almaktadir

[20,89,90].

EPA ve DHA doymus veya teklidoymamis etil esterlerden distilasyon yontemi ile
ayrilabilirler. Bu konuda yapilan arasgtirmalarin birinde balik yagi ve etanol
karisimina enzim ilave edilerek manyetik karistiricida oda sicakliginda 50 saat
karistirillarak hidroliz edilir. Lipazi bu karisimdan ayirmak i¢in elde edilen bu iiriin
santrifiij de (5000 rpm, 10 dakika) tutulur. Daha sonra ayrilan kisim 80°C de vakum
altinda distilasyon ile degase edilir bu esnada ugucu bilesenlerin ayrilarak ester
karigtmimin olusmasi saglanir. Bu karigtm 125°C, 0.005 mbar da distilasyona tabi
tutularak DHA ve EPA’ca zengin fraksiyon elde edilir [78].

Ancak bu proses kosullarinda doymamiglik derecesi yiliksek olan omega 3 ¢oklu
doymamis yag asitlerinin termal polimerizasyonunun Oniine gecilemedigi de

vurgulanmigtir [78].

3.5.5 Enzimatik Hidroliz ve Esterlesme Yontemi ile DHA Zenginlestirilmesi

Omega-3 yag asitlerinden Dokosahekzaenoik asidin insan sagligina pek ¢ok olumlu
etkisinin oldugu ortaya c¢ikarildiktan sonra balik yaglarin da bolca bulunan bu
maddenin zenginlestirilerek elde edilmesi i¢in pek c¢ok metotlar denenmistir.
Ozellikle son 20 yildir iizerinde en ¢ok durulan metotlardan biri de enzimatik
hidroliz yolu ile balik yaglarinin DHA agisindan zenginlestirilmesidir. Lipazin segici
ve spesifik olmasi yaglarin DHA bakimindan zenginlestirilmesin de onemli bir

etkiye sahiptir [91,92].

Coklu doymamis yag asitlerinin konsantre edilmis formlarinin tiiketilmesinin direk
balik tiikketiminden daha faydali oldugunun anlasilmasi iizerine ¢oklu doymamis yag
asitlerinin zenginlestirilmesinde kullanilabilecek pek c¢ok metot gelistirilmistir.
Distilasyon, kromatografi, iire ile fraksiyonlama, siiperkritik CO, ve enzimatik

hidroliz bunlardan bazilaridir. Ancak enzimatik hidroliz yonteminin diger yontemlere
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nazaran daha avantajli oldugu goriilmiistiir. Bu yontem cis-omega 3 ¢coklu doymamis
yag asitlerinin oksidasyon ile kismi zarar gormesine, cis-trans izomerizasyonuna
veya c¢ift bagin yer degisimine sebep olacak kadar u¢ noktalarda pH ve yiiksek
sicaklik kullanimi gerektirmez. Diger metotlara kiyasla enerji tasarrufu saglar ve
tirlin se¢iciligini arttirir. Enzimatik hidroliz yontemi ile acylgliserol formunda omega
3 yag asitleri elde edilir, bu da beslenme agisindan metil veya etil esterlere gére daha

cok tercih edilir [93].

Yaglarin enzimatik hidrolizi ile DHA mono, di ve trigliseridler iginde zenginlestirilir.
Hidroliz reaksiyonu boyunca mono, di ve trigliserid yiizdeleri degisir. Hidroliz islemi
sonunda elde edilen {iriin ekstrakte edilerek serbest yag asitleri ortamdan
uzaklastirilir ve monogliserid, digliserid ve trigliserid’lerden olusan gliserid karigimi
elde edilir. Elde edilen bu karisimdan ekstraksiyon ¢dziiciisii evaporasyonla
uzaklagtirildiktan sonra karigim esterlestirilerek gaz kromatografide analiz yapilir.
Gaz kromatografisi yag asitlerinin analizinde kullanilan vazgegilmez bir tekniktir.
Yaklasik yarim asirdir yag asitlerinin analizinde en ¢ok tercih edilen metottur. James
ve Martin tarafindan serbest yag asitlerinin ilk kez ayrilmasinin ardindan birkag yil
icinde gaz kromatografi metodu yag asitlerinin kii¢iik 6lgekli caligmalar ile pek ¢ok
alanda incelenmesinde ¢ok uygun bir metot olarak goriilmiis ve yaygin bir sekilde
kullanilmaya baglanmistir [94]. Yapilan pek c¢ok ¢alisma sonunda hidroliz
reaksiyonunda etkili olan faktorlerin sicaklik, ortam pH’1, enzim tiirii ve miktari, su

miktari ve karigtirma hizi oldugu goriilmiistiir [95,96].

Tamatsu Hoshino, Tsuneo Yamane ve Shoichi Shimizu 1989 yilinda alt1 degisik
lipaz kullanarak yaptiklari deneylerle Morina baliginin karaciger yagmi DHA
bakimindan zenginlestirmeye ¢alismislar ve sicakligin hidroliz ile DHA bakimindan
konsantre iriin elde edilmesine etkilerini incelemislerdir. Sonug¢ olarak Candida
cylindracea ve Aspergillus niger lipazinin orijinal yaga goére hidroliz {irliniiniinde 2
kat daha fazla DHA eldesini saglayarak diger lipazlardan daha etkili oldugunu
gormiigler. Ancak Aspergillus niger lipazinin sadece DHA’1 degil beraberinde EPA
ve DPA (dokosapentaenoik asit) artisina da sebep oldugu anlasilmistir. Ayrica diisiik
sicakliklarda lipaz aktivitesinin de diisiik olmasina bagli olarak DHA
zenginlestirilmesinin  yeterince iyi olmadigi ancak koti koku olusumunun

engellendigi gorilmiistiir [97].
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Yuji Shimada ve arkadaslar1 ton bahigiyagimi 30°C de, 16 saatte degisik lipazlar
kullanarak (Candida cylindracea, Geotricuim candium, R. delemor ve F.
heterosporum) hidroliz etmisler ve Candida cylindracea lipaz1 ile gergeklestirilen
hidroliz sonunda %48.7 oraninda DHA ve EPA igeren iiriin elde etmislerdir. Elde
edilen bu {irlinlin ekstraksiyon sonrasi ikinci kez ayni lipaz ile hidrolizi sonucu bu

oran %58.7’ye yiikseltilebilmistir [98].

1990 yilinda Matthew J.Hills ve arkadaslar1 caligmalarinda biitanol ile lipaz
katalizorliigiinde segici esterlestirme yontemini Kullanarak morina baliginin karaciger
yagi ile denemeler yapmislardir. Kiigiik salgam fidesinden elde edilen lipaz (Brassica
rapus cx Ceres) ve Mucor miehei’den elde edilen lipaz (Lipozyme) kullanilarak DHA
bakimindan zenginlestirme yapildiginda 48 saat sonunda salgam fidesi lipazi ile
yapilan calismalarda yag asitleri i¢ginde DHA miktarinin %9.4’ten %16.6’ye
yiikseldigi goriilmiistiir. Lipozyme ile yapilan ¢alismalarda ise 16 saat sonunda bu
degerin yaklasik %54 e yiikseldigi belirtilmistir [99].

Yukihisa Tanaka ve arkadaslarinin 1992 yilinda yayinlanan makalelerinde DHA’in
gliserid karistmi  (mono, di, trigliserid) i¢inde konsantre edilmesine yonelik
caligmalarina yer verilmistir. Bu ¢alismalarda Tanaka ve arkadaslari alt1 ¢esit lipaz
(Candida cylindracea, Aspergillus niger, Pseudomonos sp., Rhizopus delemar,
Chromobacterium viscosum, Rhizopus javanicus) kullanarak Ton baligin1 37°C’de
500devir/dakika’da 40 saat siire ile hidroliz etmislerdir. Elde edilen {iriinii ekstrakte
ettikten sonra ekstraksiyon solventini ucurup BF3-MeOH ile esterlestirerck gaz
Kromatografi cihazinda analiz etmislerdir. Sonug olarak Candida cylindracea lipazi
ile gliserid karigimi i¢indeki DHA miktar orijinal yaga oranla 3 kat arttirthirken diger
lipazlarm gliserid karisimi icinde DHA zenginlestirmesi yapmadigi gorilmistiir
[100].

Ton baligindan DHA’ce zengin iirliin elde edilmesi i¢cin Yuji Shimada ve
arkadaglarinin yaptigi diger c¢alismalarda da ton baligi o6nce NaOH-etanol
cozeltisinde hidroliz edilmis ve elde edilen yag asidi karisimi daha sonra Rhizopus
delemar lipazi kullamlarak 30°C’de 500 devir/dakika hizda karistirilarak
esterlestirilmis ve gaz kromatografide analiz edilmistir. Analiz sonrast DHA’in

agirlikga %23’den %65’e zenginlestirildigi gortilmistiir [101].
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Yukihisa Tanaka ve arkadaslart DHA’in Trigliseridlerin lipaza karsi daha direngli
olmalarin1 saglayici bir etkisinin olup olmadigint arastirmislardir. Candida
cylindracea lipaz1 kullanarak ton baligini hidroliz etmisler ve %70 hidroliz
tamamlandiginda gliserid karistmindaki DHA miktarinin orijinal yaga gore 2 kat
arttigin1 gérmiislerdir. Ancak DHA bakimindan zengin Trigliserid ve Digliserid elde
edilirken monogliseridlerin olmadig1 goriilmiistiir. incelemeler sonucu Candida
cylindracea lipazinin genel bir degisle trigliserid spesifik oldugu ve o6zellikle igerdigi
DHA miktar arttik¢a lipazin trigliseridleri hidrolize etmesinin giiclestigi goriilmiistiir
[92]. Gerek spesifik olmayan Candida cylindracea lipaz1 gerekse 1,3 spesifik
enzimlerin kullanildig1 hidroliz reaksiyonlarinda cokludoymamis yag asitlerinin
trigliserid ve digliserid fraksiyonlarinda konsantre olmasi tim bu enzimlerin
cokludoymamis yag asitlerini 6zellikle DHA’1 hidrolize edememesi veya diger yag
asitlerine kiyasla c¢ok zor hidrolize edilmesi ile agiklanabilmektedir. Candida
cylindracea, Rhizomucor miehei ve Amono P (pseudomonas) lipazlarinin 6zellikle
Dokosahekzaenoik aside karsi negatif bir spesifiklik gosterdigi yapilan ¢alismalarda
kesin olarak belirlenmistir [92,102-106]. Arastirmacilara gére bu yag asitlerinde yag
asitlerinin ti¢ boyutlu yapisi ve son cift bagin karboksil grubuna olan yakinlig

reaksiyonda sterik engel olusturmaktadir.

1997 yilinda Yuji Shimada ve arkadaglar1 enzimatik hidroliz sonucu elde edilen
serbest yag asitlerindeki DHAin geri kazanimi igin iki basamakli hidroliz ve segici
esterlestirme ydntemini kullanmuslardir. Ton baligi Pseudomonas lipazi ile 40°C de
48 saat siire ile hidroliz edildikten sonra gliseridler n-hekzan ile alkali ortamda
ekstrakte edilerek ayrilir, suda kalan serbest yag asitleri ise asidik ortamda n-hekzan
ile yeniden ekstrakte edilir. Elde edilen serbest yag asitleri lauryl alkol kullanilarak
Rhizopus lipaz1 ile 30°C° de 500 devir/dakika’da 20 saatte esterlestirilmistir ve
serbest yag asitlerindeki DHA miktarinin 24%’ten 72%’ye yiikseldigi goriilmiistiir.
DHA miktari1 daha da artirmak i¢in elde edilen {irlinden serbest yag asitleri
ekstrakte edilerek yeniden esterlestirildiginde bu oranin %91 e kadar ulastig
goriilmiistiir. Ayrica bu c¢aligmalarda lauryl alkol yerine kisa zincirli (metanol, etanol

gibi) alkoller kullanildiginda esterlesme veriminin diistigi gorilmistiir [107].
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4. ENZIM ve LiPAZ HAKKINDA GENEL BiLGIi
4.1 Enzimler Hakkinda Genel Bilgi

Kimyasal reaksiyonlarda, reaksiyon hizini arttiran ve reaksiyonun daha ilimlh
kosullarda meydana gelmesini saglayan maddelere katalizér denir. Katalizorler
tepkimeye giren maddelerin bir veya birkagina baglanarak aktivasyon enerjisini
diistiriirler. Ancak reaksiyona girmezler ve reaksiyon sonucu olusacak yan iirtinii

etkilemezler.

Bugiine kadar bilinen tiim enzimler kimyasal bakimdan protein veya protein sinifi
maddelerdir ve dogal olarak yalniz canlilar tarafindan sentezlenirler. Hiicre igerisinde
meydana gelen binlerce tepkimenin hizin1 ve 6zgilinligiinii diizenlerler. Cok defa
hiicre disinda da etkinliklerini korurlar. Canlilarda gerceklesen solunum, biiylime,
kas kasilmasi, sinirdeki iletim, fotosentez, azot baglanmasi, deaminasyon ve sindirim

gibi pek ¢ok olayin temelini olustururlar [108-109].

Enzimin etki ettigi bilesige ‘substrat’ denir ve saniye de etki ettigi substrat molekiil
sayis1 enzimin etkinlik degerini gosterir. Enzim aktivitesi genellikle aktivite {linitesi
seklinde ifade edilir, standart sartlar altinda dakikada 1pmol substrati {iriine ¢evirmek
icin gerekli olan enzim miktarma 1 iinite enzim denir [110]. Baz1 enzimler ¢ok 6zgiil
olup yalniz bir substrata etki ederken bazilar1 gesitli substratlara etki edebilirler.
Enzim - sustrate iliskisi, anahtar-kilit iliskisine benzer. Bu durum enzimlerin sadece
bir substrata veya ayni yapiya sahip birkag substrata 6zgii olmasinin nedenini agik¢a
ortaya koyar. Enzim-substrate iligkisini bozarak enzimin aktivitesini engelleyen
maddelere ‘inhibitdr’ denir. Inhibitdrler yapilar1 doyalayisi ile enzim iizerinde
Substratla ayni1 noktaya baglanmaya uygun oldugu igin sustratin enzim ile
baglanmasin1 engelleyerek tepkimenin hizlanmasimi ve ilerlemesini engellerler.
Ancak sustratin miktar1 yeteri kadar arttirilirsa inhibitoriin etkisi yavas yavas azalir

[108,111,112].

Her enzimin dort rakamli bir numarasi vardir. Ornegin; 3,6,1,3 ‘ATP fosfohidrolaz’

da birinci numara sinifini, ikinci numara alt sinifini, {iglincli numara gurubunu, son
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numara ise kendine 6zgii sira numarasini verir [108]. Biitiin enzimler ‘az’ son ekini
alirlar. Birden fazla enzimden olusan enzim sistemleri ‘az sistem’ geklinde
isimlendirilirler. Enzimler kendilerince Kkatalizlenen reaksiyona uygun olarak
adlandirilir ve smiflandirilirlar. Birbirinden farkli tipte birden fazla reaksiyon adimin
katalizleyen enzim, adlandirilirken katalizledigi ilk reaksiyon adimi esas alinir [113].
Katalizledikleri reaksiyon tipine gore enzimleri alti grupta toplamak miimkiindiir
[108,112,114].

1. Oksidorediiktazlar : Redoks tepkimelerinin katalizler.

2. Transferaz enzimler : Hidrojenin disinda bir atomun veya atom grubunun (metil,
karboksil, glikozil, amino ve fosfat gruplari) bir molekiilden digerine aktarilmasini

saglar.

3. Hidrolaz enzimler : Bir molekiil su sokmak sureti ile yada su molekiilii araciligi

ile molekdillerin yikilmasini saglayan enzimlerdir.
4. Liyazlar : Sumolekiilii ¢ikarmadan molekiilleri yikan enzimlerdir.

5. Izomerazlar : Molekiil i¢inde degisiklik yaparak onun uzayda dizilisini degistiren

enzimlerdir.

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

baglanmasini 6rnegin amino asitlerin yag asitlerinin aktiflesmesini saglar.
Enzimlerin Calismasina Etki Eden Faktorler;

Enzimlerin c¢alismasinda etkili faktorler arasinda sicaklik, ortam pH’1 , enzim/
substrat oranit ve su miktart vardir. Sicakligin enzimatik reaksiyonlardaki etkisi

sematik olarak sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1 Sicakligin enzim aktivitesine etkisi [112].

Tepkime hizinin yiikselmesi sicaklikla dogru orantilidir, fakat belirli noktadan
itibaren tepkime hizi once duraklar sonra diismeye baslar ve tamamen durur.
Enzimlerin en iyi calisabilecekleri sicakliga ‘optimum sicaklik’ denir. Yiiksek
sicakliklarda (genellikle 55-60°C) enzimler etkisizdirler. Diisiik sicakliklar enzimin
etkinligini azaltir. 0°C’de enzim ya hi¢ yada ¢ok az islev gosterir. Fakat sogugun
enzim yapisini bozdugu goriilmemistir. Sicaklik eski hale geldiginde etkinlik yine
baglar. Depolama sirasinda enzimin aktivitesinin azalmasint minimuma indirmek i¢in
0-4°C arasinda depolanmasi gerekir. 0°C altina soguttugumuz zaman daha stabil olur
ancak buzlanmayi o6nlemek i¢in uygun bir katki maddesi kullanilmalidir
[108,113,115].

Enzimler pH degisimine kars1 ¢ok duyarhdirlar. H* iyonu konsantrasyonundaki
degisme Ozellikle aktif merkezinde asidik veya bazik gruplar tasiyan enzimler ve
hidrolazlar i¢in ¢ok etkindir ve enzimin aktivite gosterdigi pH skalas1 oldukg¢a dardir.
Genellikle ¢ok fazla asidik ve alkali ortamda etkisizdirler. Bazi durumlarda enzimler
en yiiksek etkinligi belirli bir pH derecesinde gosterir. Bu pH dercesine ‘optimum
pH’ denir. Aktivitenin pH ile ilgili olmasmin nedeni yapilarinda proteinleri
tagimalarindandir. Sekil 4.2’de enzimatik reaksiyon hizinin pH’a bagli olarak

degisiminin genel gosterimi verilmistir.
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Sekil 4.2 Enzimatik reaksiyon hizinin pH’a bagli olarak degisiminin genel gdsterimi
[112].

Enzimlerin katalizor olarak kullanildigi tepkimelerde, Enzim/Substrat derigimi
arasindaki orana bagli olarak tepkime hizi degisir. Bol substrat bulunan ortama
eklenecek enzim, son iirlin miktarmin artmasini saglar. Diger kimyasal maddelerin
varlii ve su miktar1 da enzim aktivitelerini etkileyen faktorler arasindadir.

Genellikle %15’in altinda su igeren ortamlarda, enzimler islev gostermezler [108].

4.2 Lipaz Hakkinda Genel Bilgi

Lipazlar, bitki ve hayvan hiicrelerinden olusan genis bir enzim grubunu igerirler ve
Hidrolaz grubu enzimlerdir [116]. Lipazlar suda ¢6ziinmeyen trigliseridleri hidroliz
ederek yag asitlerine ve kismi gliseridler veya gliserol’e doniistiiren enzimlerdir.
Lipazlar yag-su ara yiizeyinde calistiklari i¢in suda ¢Oziinen esterlere etkili olan

siradan esterazlardan farklidirlar [117].

Lipaz spesifikligi yag asitleri spesifitesi ve pozisyonel spesifiteyi igerir. Pozisyonel
spesifitesine gore lipazlar iki gruba ayrilirlar [118]. Birinci grup lipazlar
trigliseridlerin dis ester baglarimi  kirarlar ve 1,3 spesifik lipazlar olarak
adlandirilirlar. Ikinci grup ise tiim ester baglar1 iizerinde etkilidirler ve spesifik

olmayan lipazlar olarak adlandirilirlar [118].

Lipazlar1 hayvansal, bitkisel ve mikrobiyel lipazlar olarak ii¢ grupta toplamak
miimkiindiir. En 6nemli hayvansal lipaz pankreas lipazidir. Diger bir hayvansal lipaz

ise siit lipaz1 olup molekiiler agirligi en kiigiik lipaz olarak bilinir [119].
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Giliniimiizde lipazlar organik sentezinde ¢ok yonlii katalizorler olarak
kullanilmaktadirlar. Sadece geleneksel su bazli sistemlerde ¢oziinen substratlar i¢in
kullanilmazlar, ayn1 zamanda susuz sistemlerde de kullanilirlar. Son yillarda
mikrobiyal lipazlarin yag kimyasi, organik kimya ve deterjan formiilasyonunda
kullanimi hiz kazanmistir [120-124]. Lipazlarin hidrolitik spesifitelerinin kullanildig
diger bir alanda gida endiistrisinde trigliseridlerin di ve mono gliseridlere
cevrilmesidir. Lipazin endiistrideki diger kullanim alanlari Tablo 4.1°de

Ozetlenmistir [125] .

Tablo 4.1 Lipazin endiistrideki diger kullanim alanlari. [125]

Kullanim Alani Son Uriin

Giinliik siit endiistrisi ~ Siit yaglarinin hidrolizi

Dogal yaglar Kat1 yaglar i¢in s1v1 yaglarin transesterifikasyonu.
Deri iiretimi Yiizeyden yaglarin uzaklastirilmasi
Deterjan endiistrisi Yag lekelerinin uzaklastirilmast

Bu endiistriyel alandaki uygulamalarin gelismesi lipaz {izerinde yapilan akademik

calismalara olan ilgiyi canlandirmistir.

4.2.1. Candida Rugosa Lipaz

Candida rugosa lipaz1 (EC3.1.1.3) ham toz halinden saflastirilir. Trigliseridleri zincir
uzunlugu sipesifitesi gostermeksizin hidroliz eder. Spesifik aktivitesi yaklasik 800
U/mg dir. Bu deger 37 °C ve pH 8 de triolein veya tributyrin’nin substrat olarak

kullanilmast ile yapilan ¢aligmalar sonucu hesaplanmistir [126].

Tablo 4.2 Candida rugosa lipazinin 6zellikleri. [126]

Kaynak Orijin  Optimum Sicaklik (°C)  Pozisyonel pH  Spesifite

Candida Rugosa Maya 30-50 7.0 Yok
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5.DENEYSEL CALISMALAR

5.1.Kullanilan Malzeme, Cihazlar ve Metot

5.1.1. Kullamilan Malzemeler

e Metanol
e Etanol

e n-Heptan
e n-Hegzan
e Saf Su

e BF;- Metanol kompleksi

e Fosforik Asit

e Sodyum Kloriir

e Susuz Sodyum Siilfat

e Sitrik Asit Monohidrat

e Di Sodyum Hidrojen Fosfat

e Sodyum Hidroksit

e Potasyum Hidroksit

e Siyah Bant Siizge¢ Kagidi

e Kaynama Tas1

e Dokosahekzaenoik asit Standardi
e Candida rugosa Lipazi (819 U/mg)
e Morina Balig1 Karaciger Yagi

5.1.2.  Kullanilan Cihazlar

e Hassas Terazi

e pH Metre

e Manyetik Karistirici

e Doner Vakum Evaporator
e QGeri Sogutucu

e Gaz Kromatografi Cihazi

32



5.13. Metot

Balik yag1 ekstraktinin hazirlanmasi ve analizinin yapilmasinda temel islemler;

e Enzimatik hidroliz

e Asitdegeri ve % hidroliz degeri bulunmasi

e Ekstraksiyon

e Vakum Evaporasyonu

e Metil Ester Hazirlama

e Gaz Kromatografisi

e  hidroliz {iriiniiniiniin HPLC ile TG, DG, MG ve YA % bilesiminin
bulunmas1

e Kolon kromatografisi

5.1.3.1. Enzimatik Hidroliz

Hidroliz yolu ile yaglar gliserol ve yag asitlerine doniistirler. Hidroliz reaksiyonunda
katalizor olarak lipaz kullanilmasi enzimatik hidroliz olarak adlandirilir. Yaglarin
DHA ve EPA gibi 6nemli yag asitleri bakimindan zenginlestirilmesinde enzimatik
hidroliz en etkin yontemlerdendir. Hidroliz reaksiyonu sonrasi, kullanilan lipazin
tiiriine gore, elde edilen iiriiniin mono, di ve tri gliserid ylizdeleri degisebilir. DHA
gibi 6nemli yag asitleri 6zellikle trigliseridler ve digliseridler i¢inde zenginlestirilir.
Hidroliz islemi sonunda elde edilen iiriin ekstrakte edilerek alt faz uzaklastirilir ve

mono, di ve trigliserid bakimindan zengin karigim elde edilir.

5.1.3.2. Ekstraksiyon

Ekstraksiyon bir ayirma teknigidir. Ayirmak istedigimiz maddelerin sulu
¢ozeltilerine, karismayan bir organik ¢o6ziicli (hegzan, kloroform vb) ilave edilir.
Organik ¢0ziicli se¢imi Ayirmak istedigimiz maddenin kimyasal 6zelligine gore
belirlenir. Bu ¢oziicli karisimdan ayirmak istedigimiz maddeleri organik faza alir.
Ayirma hunisi i¢inde iki ayr1 faz olusturmak suretiyle ¢ozeltideki istenen maddeler

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

Evaporasyon, bir ¢ozeltiden ugucu olan ¢oziicliniin uzaklastirilmast yada ¢oziicliniin
ucurulmasiyla ¢ozeltinin daha derisik hale getirilmesidir. Endiistriyel uygulamalarda

genellikle su olmakla beraber ¢6ziicii olarak organik ¢oziiciiler de kullanilir [14].

Bu calismada doner vakum evaporatorii kullanilarak Morina karaciger yaginin
Enzimatik hidroliz {irlininiin ekstraksiyonundan sonra elde edilen ¢ozeltiler,

¢oziiciileri ugurularak daha derisik hale getirilmistir.

5.1.3.4. Metil Ester Hazirlama

Yag asitlerinin tanimlanmasi i¢in uygulanan yontem olan gaz kromatografisinde ilk
olarak Ornegin metil esterlerinin hazirlanmas1 gerekir. Yag asitlerinin metil
esterlerinin kaynama noktalar1 saf yag asitlerinin kaynama noktalarindan yaklasik
30°C daha diisiiktiir. Gaz kromatografisinde yag asitleri yerine yag asitlerinin metil
esterlerinin kullanilmasinin nedeni metil esteri hazirlanan yag asitlerinin homolog
sirasinda yada yapilarinda higbir degisikligin meydana gelmemesidir. Boylece gaz
kromatografisinin uygulamasinda ¢ok yiiksek sicakliklarda c¢aligmaya gerek
duyulmamaktadir [128].

Morina karaciger yagimin yag asitlerinin metil esterlerin hazirlanmasinda BFs3-
Metanol kompleksi, n-Heptan, doygun tuz ¢ozeltisi ve susuz sodyum siilfat
kullanilmigtir [129].

5.1.3.5. Gaz Kromatografisi

Yag asitlerinin tamimlanmasinda kullanilan yontemlerden en gecerlisi gaz
kromatografisidir. Gaz kromatografisi analizine baslamadan oOnce firin sicakligdi,
dedektor sicakligi ve enjektor sicakligi gibi degerlerin belirlenmesi gerekir. Daha
sonra analizi yapilacak olan numunenin metil esteri gaz kromatografisi cihazina
enjekte edilerek integrator yardimi ile sonug alinir. Alman GC pikleri standartlara
gore yorumlanarak numunenin yag asidi igerigi belirlenir. Bu ¢alismada HP6890

marka gaz kromatografi cihazi kullanilmistir.
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5.2. Kullanilan Enzimin Hidroliz Aktivitesinin Belirlenmesi

Hidroliz deneylerinde kullanilmis olan lipaz enziminin hidroliz spesifik aktivitesi,
lgr enzim tarafinda 1dakika igerisinde trigliseridlerden agiga ¢ikarilan yag asitlerinin

umol cinsinden miktar1 olarak tarif edilir.

Aktivite tayininde, trigliserid substrati olarak zeytinyagi (riviera tipi) kullanilmistir.
Iml zeytinyag1 0.5 ml 0.1M CaCl; ¢ozeltisi, 3ml fosfat tampon ¢ozelti (pH 7) ve Sml
distile su karigimi 6nce calkalayicili su banyosunda 10 dakika, 37°C’de
kanistirllmistir. Boylece reaktanlarin sicakligi 370C’ye getirilmistir. Daha sonra bu
karisima 1ml lipaz ¢ozeltisi (igerisinde 10-20mg lipaz bulunan) ilave edilmis ve 20
dakika 37°C’de magnetik karistiricida karistirilmustir. Siire sonunda bu karisima
20ml etanol:aseton, 1:1 hacmen, ilavesi ile enzim inaktive edilmistir. Hidroliz
reaksiyonu sonucu zeytinyagindan agiga ¢ikan yag asitlerinin miktar1 0.02N NaOH
cozeltisiyle timolftalein indikatorliigiinde titre edilerek bulunmustur. Paralel
kosullarda enzim ¢ozeltisi icermeyen sahit deneme de yapilmistir. Enzimin spesifik

aktivitesi (U/Qenzim)(umol/dak.g) formiil 5.1°e gore hesaplanmistir [130].
Spesifik aktivite = (V1-V2).1000.N/(20.E) ......cccoiviinininnn.n. (5.1)

V1 :Numune i¢in sarfedilen NaOH miktar1 (ml)
V3: Sahit i¢in sarfedilen NaOH miktar1 (ml)
N: NaOH ¢ozeltisinin normalitesi

E: Iml enzim ¢ozeltisi i¢cinde bulunan enzim miktari (g).
5.3. Morina Bahgimmin Karaciger Yagimin Enzimatik Hidrolizi

Bu calismalarda kullanilan Morina karaciger yagi Sanofi Synthelabo firmasi
tarafindan SIRH SA’dan (Fransa) temin edilmistir. Morina karaciger yaginin standart

yontemlere gore belirlenmis bazi karakteristik 6zellikleri Tablo 5.1°de verilmistir.

Morina baliginin karaciger yaginin enzimatik hidroliz reaksiyonu ig¢in 50ml’lik erlen
ve 1siticilt manyetik karistirict kullanilmistir. Hidroliz deneylerinde spesifik olmayan
Candida rugosa lipazi (EC3113) kullanilmistir. Bu lipaz Sigma chemical

company’den alinmistir ve aktivitesi 819 U/mg’dir.
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Tablo 5.1 Morina karaciger yaginin karakteristik 6zellikleri.

OZELLIK DEGERLER
Sabunlagsma degeri 161.38
Asit degeri 0.48
Iyot indisi 117.68
Kirilma indisi (refraktif indeks) 1.48
Yogunluk 0.924 g/mi

Enzimatik hidroliz denemeleri sabit pH ortaminda gergeklestirilmis olup pH
ayarlamasi sitrik asit ve disodyum hidrojen fosfat tampon ¢ozeltileri ile yapilmistir.
Farkli pH degerlerine sahip tampon ¢ozeltilerin hazirlanis sekli asagidaki Tablo
5.2’de verilmistir [131].

Tablo 5.2 : Farkli pH degerlerinde tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi. [131]

pH Sitrik asit ¢ozeltisi (a) Di sodyum hidrojen fosfat ¢6zeltisi, Na,HPO,4 (b)
(ml) (ml)

3 80.3 19.7

5 50.0 50.0

7 374 62.6

8 4.6 95.4

9 - 100

(@) Sitrik asit ¢ozeltisi, litrede 21.014 g sitrik asit monohidrat ¢oziilmesi ile

hazirlanir.
(b) Litrede 28.4 g Di sodyum hidrojen fosfat (Na;HPO,) ¢6ziilmesi ile hazirlanir.

Hazirlanan bu ¢ozeltilerin pH ayar1 NaOH veya H3PO, ile yapilir.
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Morina Karaciger Yagi

Tampon Cozelti l
Lipaz

v

Hidroliz Reaksiyonu
Lipaz Inaktivasyonu

;

0.5N KOH Hidroliz olmus serbest yag
asitlerinin ayrilmasi

|

Metanol

v

v

Hegzan Serbest yag asitlerinin gliseridlerden
g ayrilmasi
Hegzan fazi Serbest yag asitleri
Saf Su Serbest yag asitlerinin gliseridlerden

v

ayrilmasi i¢in 3 kez su ile yikama

’ ’

Hegzan fazi Sulu faz (serbest yag asitleri ve
diger polar bilesikler)

Susuz sodyum siilfat l
(Nast4)

Hegzan fazinin filtrasyonla kurutulmasi

’ ’

Hegzan fazi Hidratli sodyum
l stilfat

v

Vakum evaporasyonu

|

Omega 3 ¢oklu doymamis yag asitleri

— Hegzan

BF;-MeOH Metil ester hazirlanisi

v

n - Heptan l

Gaz kromatografisi

Sekil 5.1 Morina karaciger yagmnin enzimatik hidroliz ile ‘DHA’ bakimindan
zenginlestirilmesi yonteminin akim semasi.
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Morina karaciger yagi ve tampon ¢ozeltisi oranlart 1:1.5 olacak sekilde 50 ml’lik
erlene konmus ve iizerine belirli miktarda enzim ilave edilmistir. Erlen, 1s1s1 6nceden
ayarlanmis manyetik karistirictya konulup hizi 600devir/dakika’ya ayarlanarak
hidroliz reaksiyonu baslatilmistir [92,93,97,98,100,107]. Reaksiyon boyunca belirli
araliklarla sicaklik ol¢ilimii yapilarak reaksiyonun istenen sicaklikta gerceklesmesi
saglanmigtir. Morina karaciger yagmin enzimatik hidroliz ile ‘DHA’ bakimindan

zenginlestirilmesi yonteminin akim semas1 Sekil 5.1°de goriilmektedir.

Bu ¢alismada morina karaciger yaginin enzimatik hidroliz ile ‘DHA’ bakimindan
zenginlestirilmesinde, hidroliz reaksiyonuna enzim miktar1 ve hidroliz siiresinin
etkilerinin yanisira tampon ¢6zeltinin pH’sinin, reaksiyon sicakliginin, ve karigtirma

hizinin etkileri de incelenmistir.

5.4.Morina Karaciger Yaginin Enzimatik Hidroliz Reaksiyonunda Hidroliz

Degerlerinin Bulunmasi

5.4.1.Asit Degeri Bulunmasi

Morina karaciger yagmin Candida rugosa lipazi ile hidroliz reaksiyonu esnasinda
zamana gore hidrolizlenme miktarindaki degisimi bulmak i¢in hidroliz {iriiniiniiniin

asit degeri hesaplanir

lg balik yagina daha onceden 0.5ml fenolftalein indikatérliigiinde 0.1M KOH ile
notralize edilmis Etanol:Eter (1:1 hacimce) karistmindan 5 ml ilave edilir ve iyice
karistirilir. Daha sonra bu karisim 0.1M KOH ile pembe renk 15 dakika sabit kalana
kadar titre edilir. Yapilan 0.1M KOH sarfiyatina gore asit degeri hesabi formiil 5.2
ile yapilir;

AD Z581X(V/W)..e oo (5.2)

V : 0.1M KOH sarfiyat1 (ml)
W : Tartilan balik yag1 miktar1 (g)
AD : Asit degeri
Hidroliz iirliniintin asit degeri hesaplandiktan sonra orijinal yagin asit degeri ve

sabunlagma degeri hesaplanir [131].
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5.4.2 Sabunlagsma Degerinin Bulunmasi

2g balik yagina 200ml’lik balonjojede 25ml 0.5N etanolik KOH ¢dzeltisi ilave edilir
ve geri sogutucu altinda 1 saat kaynatilir. Soliisyon sicakken alkali fazlas1 0.5M HCI
ile 1ml fenolftalein indikatorliigiinde titre edilir. Ayn islem balik yagi konulmadan

hazirlanan ¢ozeltiye de yapilarak (bos deney) formiil 5.3 ile hesaplanir.
Sabunlasma Degeri = 28.05X (Vnum — Vbos) / Weeoviiiiiiiiiiint. (5.3)

Vhum : Numune igin yapilan sarfiyat (ml)

Vo : Bos deney i¢in yapilan sarfiyat (ml)

W : Numune agirhigi (g)

5.4.3. % Hidroliz Degerinin Bulunmasi
Hidroliz yiizdesini hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanilir [93];

%Hidroliz =100x 22 .. (5.4)
C-B

A: Hidroliz olan yagin asit degeri
B: Hidroliz olmayan yagin asit degeri

C: Hidroliz olmayan yagin sabunlagma degeri

5.5.Morina  Karaciger Yagmm Enzimatik Hidroliz  Uriiniiniiniiniin

Ekstraksiyonu

Hidroliz reaksiyonu sirasinda belirli araliklarla erlenden 2 ml numuneleme yapilmis
ve enzimi inaktive etmek icin tizerine 2ml metanol ilave edilerek ayirma hunisine
alinmistir. Serbest yag asitlerini nétralize etmek i¢in 25 ml 0.5N etanolik potasyum
hidroksit ¢ozeltisi karigima ilave edilmistir. Serbest yag asitlerini acylglyserollerden
ayrrmak i¢in 50ml hegzan ayirma hunisindeki karigim iizerine ilave edilmis ve iki faz
olusumu saglanmistir. Serbest yag asitlerini iceren alt faz atilarak hegzan fazi ii¢ kez
50 ml saf su ile yitkanmis ve bdylece serbest yag asitleri ve diger polar maddelerin
ayrilmasi saglanmistir. Daha sonra susuz sodyum siilfattan gegirilen hegzan fazi

doner vakum evaporatore alinarak burada hegzanin ugmasi saglanmigtir [93,98,107].
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5.6.Metil Ester Hazirlama

Morina karaciger yaginin Enzimatik hidroliz {iriiniiniin yag asidi bilesenlerinin gaz
kromatografi ile tanimlanabilmesi igin metil esterleri hazirlanmistir. Ekstraksiyon
sonrasi elde edilen hegzan fazinin doner vakum evaporatérde hegzanin
ucurulmasindan sonra geriye kalan kalinti 2 ml hegzan ile ¢6ziilmiis ve buradan
600mg alinarak bir erlene konmustur. Bunun iizerine 9ml BF3;-Methanol kompleksi
ilave edilmistir. Madde miktarina gore eklenmesi gercken BF3-Methanol kompleks
degerleri Tablo 5.3 de verilmistir. Erlene kaynama tas1 atip geri sogutucu altinda su
banyosunda 2 dakika kaynatilmis ve bu siire sonunda geri sogutucu iistiinden 5 ml n-
Heptan eklenerek reaksiyona 1 dakika daha devam edilmistir. Bu siire sonunda erlen
geri sogutucu ve su banyosundan ¢ikartilarak reaksiyon durdurulmustur. Erlendeki
cozelti balonjojeye aktarilmis ve iizerine doygun tuz ¢ozeltisi ilave edilip bir siire
bekletilerek faz ayrimi saglanmistir. Bu ¢ozelti igindeki suyu tutabilmek amaci ile bir
flakona bir miktar susuz sodyum siilfat konarak {izerine 1 ml n-heptan ve
balonjojedeki ¢ozeltinin iist faz1 eklenmistir. Elde edilen ornek etiketlenerek gaz

kromatografi cihazina enjekte edilebilecek hale getirilmistir [14,100].

Tablo 5.3 : Metil esteri hazirlanacak madde miktarina karsilik gelen BF3-Metenol
kompleksi miktari.

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 calismada HP6890 marka gaz kromatografi cihazi kullanilmistir. Morina
karaciger yaginin yag asitleri bilesiminin en iyi sekilde ayrilip bulunabilmesi i¢in
EP’de (Avrupa Farmakopesi) sayfa 958-959’da verilen gaz kromatografisi metodu
kullanilmistir. Analize baglamadan once cihazin gerekli ayarlart yapilmistir. Tasiyici
gaz olarak azot gaz1 kullanilmistir. Gaz kromatografisi firin programi Sekil 5.2°de

goriilmektedir [131].
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Gaz kromatografisi kosullart;

Dedektor tipi . FID

Dedektor sicakligt . 280°C

Enjektor tipi : Dagitmali (1:200)

Enjektor sicakligt . 250°C

Kolon . ZB1 (kapilar kolon, 30m x 0.25mm x 0.25um
Firin sicaklik programi : 170- 225°C (1°C / dk)

225°C (20 dk)

Tasiyict gaz (Np) akis hizi : 4.5 ml/dk
Hava akis hiz1 . 400 ml/dk
H, akis hizi : 30 ml/dk
225°C (20 dak)
1°C/dak
170°C

Sekil 5.2 Gaz kromatografisi firin programi

Metil esterleri hazirlanan o6rnekler ve orjinal morina karaciger yag gaz
kromatografide analiz edilmistir. Elde edilen kromatogramda Dokosahekzaenoik
asidin kesin olarak tanimlanmasi i¢in sigma chemical company’den alinan %90
Safliktaki Dokosahekzaenoik Asit metil esteri standardi da aymi kosullarda gaz
kromatografide analiz edilmistir. Numune kromotograminda gozlenen diger yag asiti
piklerinin tanimlanmasinda 8:0, 12:0, 14:0, 16:0, 18:0, 18:1, 20:0 yag asitlerinden
ibaret standart yag asitleri metil esterlerinin gaz kromatografide analizi sonucu elde
edilen kromatogram ve EP’de sayfa 959’da [131] verilen morina karaciger yaginin

gaz kromatografisi ile analizinden elde edilen kromatogram referans alinmistir.
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5.8. Hidroliz Uriinlerinin TG, DG, MG ve YA Bilesiminin Saptanmasi

Morina karaciger yaginin Candida rugosa lipazi ile hidrolizi sonucu elde edilen {iriin
ekstrakte edildikten sonra doner vakum evaporatorde hegzani ugurulmustur. Kalinti
Sml tetrahidrofuronda (THF) ¢6ziilerek TG, DG ve MG bilesimini tespit etmek iizere
HPLC (yiiksek basingili likit kromatografi)’de asagida verilen kosullarda analiz
edilmistir;

Kolon: PL-Gel 50 A

Yéntem: Izokratik

Kolon 1sist: 35°C

Akis hizi: 0,5 ml/ dk

Hareketli faz: %100 THF

5.9. Hidroliz Uriiniiniiniin Kolon Kromatografisi Ile Fraksiyonlanmasi ve Her

Fraksiyonun Yag Asitleri Bilesiminin Saptanmasi

Morina karaciger yaginin enzimatik hidroliz reaksiyonunun deneysel olarak
saptanmig en uygun kosullarda elde edilen hidroliz {irinii kolon kromatografisi ile
fraksiyonlanmis ve elde edilen her fraksiyonun (TG, DG, MG ve YA) kapiler gaz
kromatografisi ile igerdigi yag asitleri bilesimleri de saptanmistir. Bdylece her
fraksiyonda hangi yag asitlerinin zenginlestirildigi belirlenerek hidrolizin son

degerlendirilmesi yapilmistir.

Serbest yag asitleri fraksiyonunu karigimdan ayirmak i¢in karigim hegzanda
¢oziildiikten sonra etanolik KOH ¢ozeltisi ile titre edilmis ve serbest yag asitlerinin
potasyum tuzlar1 elde edilmistir. Daha sonra bu karisim i¢inde su bulunan ayirma
hunisine aktarilmistir. TG, DG, MG fraksiyonlarini i¢eren hegzan fazi ile yag asitleri
potasyum sabunlarini igeren sulu fazin ayrilmasi igin bir siire beklenmistir. Ayirma
hunisinden alinan sulu faza daha sonra damla damla %?3’likk H,SO, c¢o6zeltisi,
¢Ozeltinin pH’1 3 olana kadar ilave edilmistir. Asit ilavesi ile tekrar serbest hale
gegen yag asitleri ortamdan hegzanla ekstrakte edilerek ayrilmistir. Boylece hidroliz
iriintiniindeki yag asitleri fraksiyonu saf olarak elde edilmistir. Ayirma hunisinde
kalan ve igerisinde TG, DG, MG fraksiyonlar1 bulunan hegzan fazi ise doner vakum

evaporatorde ¢oziiciisii tamamen ugana kadar tutulmustur. Evaporasyon sonucu ele
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gecen gliserit karisimina daha sonra kolon kromatografisi uygulanarak TG, DG ve
MG fraksiyonlarinin  saf olarak birbirinden ayrilmasi saglanmistir.Kolon
kromatografisi ile gliserid karistmindan Mono, di ve trigliserid fraksiyonlarinin
ayrilmasinda, 18 mm i¢ c¢apinda, 30 cm uzunlugunda ve igerisinde 25 g slika jel
bulunan cam kolon kullanilmigstir. Slika jel dietileterle karistirildiktan sonra kolona
doldurulmustur.Tartilan 1g numune 10 ml hegzanda ¢oziilerek kolona beslenmistir.
TG fraksiyonunu ayirmak i¢in 250 ml hegzan:dietileter (85:15 hacmen), DG
fraksiyonunu ayirmak i¢in 250 ml hegzan:dietileter (50:50 hacmen) ve MG
fraksiyonunu ayirmak i¢in ise 250 ml dietileter 2ml/dk hizla kolondan gegirilmistir.
Kolondan alinan eliiatlar 50 ml’lik porsiyonlar halinde toplanmis ve igerikleri TLC
ile kontrol edilmistir. Slika jel G (merck) kaplanmis tabakalara eliiatlardan alinmis
ornekler tatbik edildikten sonra, tabakalar hegzan:dietileter:asetikasit (70:30:2
hacmen) ¢oziicii sisteminde doyurulmustur. Daha sonra bu tabaka, igerisinde iyot
buhar1 bulunan cam kiivete yerlestirilmistir. Boylece tabaka iizerindeki TG, DG ve
MG spotlar1 gorlinlir hale getirilmistir. Kolondan aliman tiim eliiatlarin TLC
incelemesi yapildiktan sonra sadece saf olarak TG, DG veya MG igeren fraksiyonlar
bir araya toplanmistir. Bunlarin ¢oziiciileri ugurulmus ve boylece gliserid bilesikleri

saf olarak elde edilmistir [20,130].

Elde edilen TG, DG, MG ve YA fraksiyonlar1 daha sonra MeOH kompleksi ile metil
esterlerine doniistlirlilmiistiir ve yag asitleri bilesimi kapilar gaz kromatografisinde

Bolim 5.7°de agiklanan analiz kosullarinda belirlenmistir.

5.10. Morina Karaciger Yagimin Enzimatik Hidroliz Uriiniiniiniiniin Yag Asidi

Bilesimi

Numunelerin boliim 5.7°de anlatildig: sekilde Gaz kromatografisi ile analizi sonucu
elde edilen pikler sigma chemical company’den temin edilen Dokosahekzaenoikasit
metil ester standard1 ve 8:0, 12:0, 14:0, 16:0, 18:0, 18:1, 20:0 yag asitlerinden ibaret
standart yag asitleri metil esterlerinin gaz kromatografide analizi sonucu elde edilen
kromotogramlarla ve ayni balik yagina ait EP’de sayfa 959°daki gaz kromatografisi
kromotogram1 [131] ile karsilastirilarak tanimlanmistir. Orijinal yaga oranla
Enzimatik hidroliz {iriiniiniiniiniin yag asidi bilesenlerinin ne kadar degistigini
belirlemek i¢in orijinal morina karaciger yagi ayni kosullarda gaz kromatografide

analiz edilmis, yag asidi yiizdeleri hesaplanmistir.
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5.10.1.Morina Karaciger Yagmmn Candida Rugosa Lipazi ile Hidroliz

Reaksiyonunun Yiiriiyiisiine Enzim Miktariin ve Hidroliz Siiresinin Etkisi

Bu boliimde Morina karaciger yagmin hidroliz reaksiyonunun yiiriiyiisiine enzim
miktar1 ve hidroliz siiresinin etkisi arastirilmistir. Oncelikli olarak orjinal morina
karaciger yagi gaz kromatografisi cihazinda analiz edilerek yag asitleri bilesimi
belirlenmistir. Bu c¢alismadan elde edilen veriler Tablo 5.4.’de, 6rnek kromatogram

ise Ek A’da verilmistir.

Tablo 5.4. Orjinal Morina karaciger yaginin yag asitleri bilesimi.

Yag Asitleri % Bilesim
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
Doymus yag asitleri 29,75
Mono doymamig yag asitleri | 35,23
Didoymamis yag asitleri 5,75
Polidoymamis yag asitleri 29,27
DHA 10,72

Morina karaciger yagi pH 7.0, T=35°C, yag : tampon ¢dzelti, 12g:18ml kosullarinda
sirast ile 400U/gyas, 1000U/Qy,s, 2000U/gyq5, 5000U/gy,; Ve 10.000U/gy,; enzim
kullanilarak 48 saat siire ile hidroliz edilmistir. Elde edilen hidroliz {iriinlerinin metil
esterlerinin gaz kromatografi cihazinda analizi sonucu gozlemlenen pikler
standartlarla kiyaslanarak triiniin yag asitleri bilesimi saptanmis ve Ornek
kromatoramlar EK A’da verilmistir. Yapilan hesaplamalar sonucu elde edilen yag
asidi bilesimi verileri Tablo 5.5, Tablo 5.6, Tablo 5.7, Tablo 5.8 ve Tablo 5.9°da

verilmistir.
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Tablo 5.5. Morina karaciger yagimin pH 7.0, T=35°C, E=400 U/Qyas, yag : tampon
cozelti (12 gram : 18 ml), 600 devir/dakika kosullarinda enzimatik hidrolizinde
hidroliz iirliniiniin yag asidi bilesiminin zamana gore degisimi.

Reaksiyon siiresi (saat)

Yag 3 | 6 | 9 | 12 | 24 | 30 | 4s
asitleri %Bilesim

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 kullanilarak pH 7.0 ve 35°C kosullarinda
gerceklestirilen hidroliz reaksiyonu sonrast  Orjinal yagda %10.72 olan DHA
miktarinin hidroliz iirliniiniinde 3 saat icinde herhangi bir degisme gostermedigi
ancak 12 saat sonrasinda % 12,60’a yiikseldigi goriilmiistiir. Reaksiyon siiresinin 48
saate uzatilmasi ile ise belirgin bir artis gézlenmemis ve orijinal yaga gore 1.21 kat

artis elde edilebilmistir.
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Tablo 5.6. Morina karaciger yagmm pH 7.0, T=35°C, E=1000 U/Qyas, yag : tampon
cozelti (12 gram : 18 ml), 600 devir/dakika kosullarinda enzimatik hidrolizinde
hidroliz iirliniiniin yag asidi bilesiminin zamana gore degisimi.

Reaksiyon siiresi (saat)
3 | 6 | 9 | 12 | 24 | 30 | 48
Yag asitleri %Bilesim

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
20:1n-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
22:1n-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
22:6n-3 |11,51| 11,99 13,09 13,87 14,45 15,86 15,83

1000 U enzim kullanilarak pH7.0 ve 35%C de gergeklestirilen hidroliz reaksiyonu
sonrast DHA miktar1 24 saat sonrasinda orijinal yaga gore 1,34 kat yiikseltilmistir.
Reaksiyon siiresinin 48 saate uzatilmasi ile DHA miktarindaki artisin 1,48 kata
ulastigi goriilmiistiir. Tablo 5.5 ve Tablo 5.6’nin degerlendirilmesi sonucu, 400U
enzim kullaniominda ilk 3 saaat boyunca DHA miktarinda herhangi bir artis
goriilmezken 1000U enzim kullanildiginda reaksiyonun ilk saatlerinden itibaren
DHA miktarinda artis oldugu goriilmiis ve enzim miktarim1 400 U’den 1000U’ye
yiikseltmenin DHA artisinda etkili oldugu anlagilmistir.
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Tablo 5.7. Morina karaciger yagmm pH 7.0, T=35°C, E=2000 U/Qyas, yag : tampon
cozelti (12 gram : 18 ml), 600 devir/dakika kosullarinda enzimatik hidrolizinde
hidroliz iirliniiniin yag asidi bilesiminin zamana gore degisimi.

Reaksiyon siiresi (saat)
3 | 6 | 9 | 12 | 24 | 30 | 48
Yag asitleri %Bilesim

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
18:1n-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
20:1n-9 |1541]| 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
20:5n-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
22:1n-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
22:6n-3 13,02 13,51 13,94 14,58 14,64 15,71 16,61

Enzim miktarinin 1000 U’den 2000 U’ye ¢ikarilmasi sonucu pH7.0 ve 35%C
kosullarinda gerceklestirilen hidroliz reaksiyonu sonrast DHA miktar1 12 saat
sonrasinda orijinal yaga gore 1,36 kat yiikselirken , 48 saat sonrasinda bu degerin

1.55 kata ulastig1 goriilmiustiir.
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Tablo 5.8. Morina karaciger yagmm pH 7.0, T=35°C, E=5000 U/Qyas, yag : tampon
cozelti (12 gram : 18 ml), 600 devir/dakika kosullarinda enzimatik hidrolizinde
hidroliz iirliniiniin yag asidi bilesiminin zamana gore degisimi.

Reaksiyon siiresi (saat)
3 | 6 | 9 | 12 | 24 | 30 | 48
Yag asitleri %Bilesim
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
20:1n-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
20:5n-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
22:1n-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
22:6n-3 |13,65[ 13,71 16,46 17,02 16,92 17,45 17,65

Tablo 5.8’in incelenmesi sonucu enzim miktar1 5000 U’ye yiikseltilerek pH7.0 ve
35°C kosullarinda gerceklestirilen hidroliz reaksiyonu ile DHA miktarinda daha hizli
bir artis gozlenmistir. DHA miktar1 9 saat gibi kisa bir siire sonunda orijinal yaga
gore 1.53 kat artarken silirenin 48 saate yiikseltilmesi ile artisin ancak 1.65 kata

ciktig1 gorilmiistiir.
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Tablo 5.9. Morina karaciger yaginmn pH 7.0, T=35°C, E=10.000 U/Qyas, yag : tampon
cozelti (12 gram : 18 ml), 600 devir/dakika kosullarinda enzimatik hidrolizinde
hidroliz iirliniiniin yag asidi bilesiminin zamana gore degisimi.

Reaksiyon siiresi (saat)
3 | 6 | 9 | 12 | 24 | 30 | 48
Yag asitleri %Bilesim

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
22:1n-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
22:6n-3 |17,36| 17,64 21,60 22,13 21,90 21,94 22,98

Morina karaciger yagmin Candida rugosa lipazi ile hidroliz reaksiyonuna enzim
miktar1 ve siirenin etkisini inceledigimiz 1.seri deneylerde enzim miktar1 10.000U’ye
yiikseltilerek enzim miktarindaki biiyiik artiglarin % DHA artisint nasil etkileyecegi
incelenmis ve ilk saatlerden itibaren % DHA miktarinda hizli bir artis oldugu
gorilmiistiir. 9 saat gibi kisa bir siire sonunda %DHA miktart %21,60’a ulagsmis ve
orijinal yaga gore 2.02’lik bir artis saglanmistir. Ancak reaksiyon siiresinin 48 saat
boyunca devam ettirilmesinin %DHA artisina belirgin bir etkisi olmamis ve orijinal

yagin 2.14 katina ulastigi goriilmiustiir.

Hidroliz iirliniindeki ‘DHA’ miktarmin kullanilan enzim miktarina bagh

olarak zamana gore degisim grafigi diizenlenmis ve Sekil 5.3°de sunulmustur.
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Sekil 5.3. Morina karaciger yaginin enzimatik hidrolizinde hidroliz {iriiniiniin DHA
icerigine enzim miktarinin etkisi (pH 7, T:350C, yag : tampon c¢ozelti, 12g:18ml,
600devir/dakika).

Sekil 5.3.’de yer alan tiim egrilerin degerlendirilmesi sonucu enzim miktarinin gy.s
basina 400 U’den 1000 U’ye arttirllmasimin DHA igeriginin artmasina biiyiik etkisi
oldugu goriilmiistiir. Orijinal balik yagina gére DHA miktar1 48 saat sonunda 400
U/Qys; kullaniminda 1,21 katma ¢ikarken, 1000 U/gy,; kullaniminda 1,48 kat artis
goriilmiistiir. Enzim miktarinin 2000 U/gy,; ve 5000 U/gy,; olarak artmasinda 1000
U/gyas’a oranla ¢ok biiyiik farkliliklar olmadigr goriilmiistiir. 48 saat sonunda DHA
artis1 2000 U/gy,s’da 1,55 kat olurken 5000 U/gy.s’da 1,65 kat artis elde edilmistir.
Enzim miktar1 10.000 U/gy.;’a yiikseldiginde ise DHA miktarinda daha yiiksek artis
elde edilmigtir. 9 saat gibi kisa bir siire sonunda orijinal yaga gére DHA miktar1 2,02
kat artmistir, fakat devam eden siireler boyunca bu degerde fazla bir degisme

goriilmeyip 48 saat sonunda ancak 2,14 katina ulasabilmistir.

Farkli enzim miktarlar kullanilarak yiiriitiilen bu deneylerde reaksiyon siiresi ile %
hidroliz miktarinin degisimi de incelenmistir. % Hidroliz degerleri boliim 5.4’de

anlatildig1 sekilde bulunmustur ve sonuglar tablo 5.10°da verilmistir.
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Tablo 5.10. Morina karaciger yagmin pH 7.0, T=35°C, E=400-1000-2000-5000-
10.000 U/gya.g, yag : tampon ¢dzelti (12 gram : 18 ml), 600 devir/dakika kosullarinda
enzimatik hidrolizinde %hidroliz miktarinin zamana gore degisimi

Reaksiyon % Hidroliz

stiresi (saat) | 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 miktarinin % hidroliz miktarinin
artisinda etkili oldugu goriilmiistiir. Enzim miktarinin arttirtlmasi ile balik yaginin
daha hizli hidroliz oldugu anlasilmistir. 400 U/Qy,; enzim kullanimi ile 48 saat
sonuda %76,04 hidroliz gergeklesirken bu deger 1000 U/gy,; enzim kullanim ile 24.
saatte 9%79,97’ye ulasmis ve fazla bir yiikselme gostermeden 48 saat sonunda
%380,56 oldugu goriilmiistiir. 2000 U/gy.; enzim kullanimi ile 12 saatte % 82,64
hidroliz gerceklesmis ve bu saatten sonra belirgin bir artis gozlenmemistir. 5000
U/Qy.z ve 10.000 U/gy,; enzim kullaniminda ise 9 saat sonunda siras1 ile % 83,33 ve
% 88,92 hidroliz gergeklesmis ve 48 saat sonuna kadar belirgin bir artis

gbzlenmemistir.

Amacimiz ekonomik boyutuda g6z 6niinde bulundurarak en uygun kosullart bulmak
oldugu i¢in, arada ¢ok biiyiik farkliliklarin bulunmamas: sebebi ile 5000 U/gy,; ve
10.000 U/gyaz gibi yiiksek enzim miktarlarinin kullanimi tercih edilmemistir. 1000 ve
2000 U/gy.; enzim kullaniminda hidroliz reaksiyonu siiresince DHA miktarinda
meydana gelen degisimler incelenmis ve 2000 U/gyag enzim kullanimi ile 12 saat
sonunda DHA miktarinda 1,36 kat artig gortiliircken 1000 U/gyag enzim kullanimu ile
24 saat sonunda DHA miktarinin 1,35 katina ulastig1i anlagilmistir. Siirenin 48 saate
uzatilmas1 durumunda ise % DHA miktarinda ve % hidroliz miktarinda dikkate deger
bir artis olmadigi goriilmiis ve siirenin 48 saate uzatilmasinin gerekli olmadig

anlasilmistir.

Candida rugosa lipaz1 ile yiiriitiilen birinci seri denemeler sonucunda morina
karaciger yagmin hidroliz denemelerinin diger parametrelerinin incelenmesine
1000U/gyag enzim kullanilarak 24 saatlik reaksiyon siiresi ile devam edilmesinin

daha uygun olacagi kanaatine varilmistir.
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5.10.2. Morina Karaciger Yagmn Candida Rugosa Lipaz1 ile Hidroliz

Reaksiyonunun Yiiriiyiisiine pH Etkisi

Lipaz enzimlerinin protein yapisinda olmalarindan dolayi aktivitelerinde pH’1n etkisi
cok biiyiiktir. Enzimler pH degisimine karst ¢ok duyarhdirlar ve aktivite
gosterdikleri pH skalasi dardir. Genellikle ¢ok fazla asidik ve bazik ortamlarda
etkisizdirler. Bu sebeple caligmalarimizda ikinci step olarak Candida rugosa lipazinin
hidroliz aktivitesinin en yiiksek oldugu pH’in saptanmasi i¢in ¢aligmalar yapilmistir.
Bu amagla, Morina karaciger yagi ile tampon ¢ozelti oram1 12g:18ml olacak sekilde,
1000U/gyag enzim ilavesi ile, 35°C’de, 600 devir/dakika ve 24 saat siire ile sirast ile
pH 3.0, pH 5.0, pH 7.0, pH 8.0, pH 9.0°da hidroliz deney serileri yiirtitilm{istiir.

Bu deneye ait sonuglar Tablo 5.11, Tablo 5.12, Tablo 5.6, Tablo 5.13 ve Tablo 5.14°
de verilmistir. Bu verilere ait gaz kromatografi ornek kromotogramlart Ek A’da

goriilmektedir.
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Tablo 5.11. Morina karaciger yagmim pH 3.0, T=35°C, E=1000 U/Qyas, yag : tampon
cozelti (12 gram : 18 ml), 600 devir/dakika kosullarinda enzimatik hidrolizinde
hidroliz iirliniiniin yag asidi bilesiminin zamana gore degisimi.

Reaksiyon siiresi (saat)

Yag 1 | 2 | 3 | 6 | 9 | 12 | 24
asitleri %Bilesim

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 2547
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 gerceklestirilmesi ile
% DHA miktarinda 12 saat boyunca artis olmadig1 ve 24 saat sonunda ise orijinal

yaga gore yalnizca 1,12 kat artis saglandig1 gériilmiistiir.
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Tablo 5.12. Morina karaciger yagmim pH 5.0, T=35°C, E=1000 U/Qyas, yag : tampon
cozelti (12 gram : 18 ml), 600 devir/dakika kosullarinda enzimatik hidrolizinde
hidroliz iirliniiniin yag asidi bilesiminin zamana gore degisimi.

Reaksiyon siiresi (saat)

Yag 1. | 2 | 3 | 6 | 9 | 12 | 24
asitleri % Bilesim

14:0 8,68 9,99 8,76 785 | 844 4,37 5,55

15:0 0,41 0,57 0,27 022 | 048 - 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 - 0,28 024 | 025 - 0,12

18:0 12,28 3,37 3,04 346 | 346 0,91 1,39
18:1 n-9 2,81 8,97 10,86 873 | 8,38 15,40 8,19
18:1 n-7 0,90 2,60 2,98 295 | 278 2,97 2,62
18:2 n-6 0,23 0,62 0,35 019 | 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 15,62 12,45 15,82
20:1 n-7 9,35 0,41 0,55 0,61 0,48 - 0,32
20:5n-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’mimn 5.0’a yiikselmesi ile Morina Karaciger
yagmin hidrolizinde ylikselme gozlenmektedir. % DHA miktarinda lsaat sonunda
degisme goriilmezken 24 saat sonunda DHA miktarinin orijinal yaga gore 1,45 kat
arttigl gorilmistir. Tablo 5.6 ile kiyaslama yapildiginda pH’in 7.0 olmasi
durumunda hidroliz miktarinin pH 5.0’e gore biraz daha diisiik oldugu ve orijinal

yaga gore DHA miktarinda 1.34 kat artis elde edildigi goriilmiistiir.
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Tablo 5.13. Morina karaciger yagmim pH 8.0, T=35°C, E=1000 U/Qyas, yag : tampon
cozelti (12 gram : 18 ml), 600 devir/dakika kosullarinda enzimatik hidrolizinde
hidroliz iirliniiniin yag asidi bilesiminin zamana gore degisimi.

Reaksiyon siiresi (saat)

Yag 1. | 2 | 3 | 6 | 9 | 12 | 24
asitleri % Bilesim

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 incelendiginde pH’1n 8.0’a yiikseltilmesi ile % DHA artislarinda pH 5.0
ve 7.0’a gore azalma oldugu goriilmiis ve 24 saat sonunda ulasilan %13,69 DHA
miktar1 ile orijinal yaga gore 1.28 kat artis gergeklesmistir. pH 7.0’nin {istiine

cikildiginda enzim aktivitesinin azalmaya bagladig1 anlasilmistir.
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Tablo 5.14. Morina karaciger yagmim pH 9.0, T=35°C, E=1000 U/Qyas, yag : tampon
cozelti (12 gram : 18 ml), 600 devir/dakika kosullarinda enzimatik hidrolizinde
hidroliz iirliniiniin yag asidi bilesiminin zamana gore degisimi.

Reaksiyon siiresi (saat)
Yag 1. | 2 | 3 | 6 | 9 | 12 | 24
asitleri % Bilesim

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
20:5n-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 degerler incelendiginde %DHA miktarinda orijinal yaga gore
hi¢ artis olmadig1 goriilmiis ve Morina Karaciger yaginin enzimatik hidrolizinde

ortam pH’1 9.0 oldugunda enzimin inaktif oldugu anlasilmistir.

Farkli pH ortamlarinda elde edilmis sonuglarin karsilastirmali degerlendirilmesi i¢in

zamana gore farkli pH’lardaki %DHA artis grafigi Sekil 5.4 *de verilmistir.
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Sekil 5.4. Morina karaciger yagiin enzimatik hidrolizinde hidroliz iirlinliniiniin
DHA igerigine pH’mn etkisi (T=35°C, E=1000U/gyag, yag:tampon cdzelti,
12gr:18ml).

Tiim pH denemelerindeki % DHA artisinin bir arada kiyaslamali olarak gosterildigi
sekil 5.4 incelendiginde Morina Karaciger yagmin hidrolizinde Candida rugosa
enziminin ¢ok asidik ve c¢ok bazik ortamlarda aktif olmadigr goriilmiistiir. Bu
calismada en yliksek %DHA artisinin pH 5.0 ortaminda gerceklestigi goriilmiis ve
enzimin bu pH’ta daha iyi ¢alistig1 diisiiniilerek en uygun pH olarak deney serilerinin

geri kalanina pH5.0’te devam edilmistir.

5.10.3. Morina Karaciger Yagmmn Candida Rugosa Lipazi ile Hidroliz
Reaksiyonunun Yiiriiyiisiine Sicakhigin Etkisi

Enzimlerin katalizoér olarak kullanildigi tepkimelerde tepkime hizinin ylikselmesi
belirli bir noktaya kadar sicaklikla dogru orantilidir. Ancak belirli bir noktadan sonra
tepkime hizi 6nce duraklar sonra diismeye baslar ve tamamen durur. Enzimler
yiiksek sicakliklarda etkisizdirler (genellikle 55-60°C iistiinde). Lipaz enzimlerinin
genel olarak 30-55°C arasinda aktivite gosterdigi ifade edilse de maksimum aktivite
sicakligi lipazin cinsine gore farklilik gosterir. Bu c¢aligmanin ii¢lincii  seri
deneylerinde Candida rugosa lipazinin maksimum aktivite gosterdigi sicakligin

bulunmasi amaglanmaistir.

Morina karaciger yaginin Candida rugosa lipazi ile yiiriitilen tgiincii seri
deneylerinde 24 saat siire ile sirast ile 30, 35, 45, 50 ve 65°C sicakliklarda
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calisiimistir. Tiim deneylerde enzim miktar1 1000U/gy.;s , pH 5.0, yag:tampon ¢ozelti
orani, 12gr:18ml, ve karistirma hiz1 600devir/dakika olarak sabit tutulmustur.

Bu deneylere ait hidroliz iriinlerinin yag asidi bilesimleri Tablo 5.12, Tablo 5.15,
Tablo 5.16, Tablo 5.17 ve Tablo 5.18’de verilmistir. Bu sonuglara ait Ornek

kromotogramlar Ek A’da goriilmektedir.

Tablo 5.15. Morina karaciger yagmim pH 5.0, T=30°C, E=1000 U/Qyas, yag : tampon
cozelti (12 gram : 18 ml), 600 devir/dakika kosullarinda enzimatik hidrolizinde
hidroliz iirliniiniin yag asidi bilesiminin zamana gore degisimi.

Reaksiyon siiresi (saat)

Yag 1. | 2 | 3 | 6 | 9 | 12 | 24
asitleri % Bilesim

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 miktar1 ve pH’in etkilerinin arastirildig
denemelerimizde sicaklik 35°C olarak sabit tutulmustur 3.seri denemelerimize
gecildiginde ise sicaklik ilk once 30°C’ye diistiriilerek bu degisimin hidroliz
reaksiyonuna etkisi incelenmistir. Tablo 5.15°de goriildiigii gibi sicakligin 300C’ye
diistiriilmesi ile DHA artisinda da diisiis olmus ve 24 saat sonunda orijinal yaga gore

1.39 kat artig saglanmustir.
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Tablo 5.16. Morina karaciger yagmin pH 5.0, T=45°C, E=1000 U/Qyas, yag : tampon
cozelti (12 gram : 18 ml), 600 devir/dakika kosullarinda enzimatik hidrolizinde
hidroliz iirliniiniin yag asidi bilesiminin zamana gore degisimi.

Reaksiyon siiresi (saat)

Yag 1. | 2 | 3 | 6 | 9 | 12 | 24
asitleri % Bilesim

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
20:5n-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’nin incelenmesi ile reaksiyon sicakliginin 450C’ye yiikseltilmesi sonucu
hidroliz miktarinin azaldigi ve 24 saat sonunda ancak 1,29 kat artig saglandigi

gorilmektedir.
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Tablo 5.17. Morina karaciger yagmim pH 5.0, T=50°C, E=1000 U/Qyas, yag : tampon
cozelti (12 gram : 18 ml), 600 devir/dakika kosullarinda enzimatik hidrolizinde
hidroliz tiriiniiniin yag asidi bilesiminin zamana gore degisimi.

Reaksiyon siiresi (saat)

Yag 1. | 2 | 3 | 6 | 9 | 12 | 24
asitleri % Bilesim

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
20:5n-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

Sicakligin SOOC’ye yiikseltilmesi ile enzimin 1.saatten sonra belirgin bir aktivite
gostermedigi ilk 1saat sonunda 1.19 kat olan DHA artisinin ilerleyen saatlerde fazla

degisim gostermeyip 24 saat sonunda orijinal yagin 1.20 katina ulastig1 goriilmiistiir.
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Tablo 5.18. Morina karaciger yagmimn pH 5.0, T=65°C, E=1000 U/Qyas, yag : tampon
cozelti (12 gram : 18 ml), 600 devir/dakika kosullarinda enzimatik hidrolizinde
hidroliz iirliniiniin yag asidi bilesiminin zamana gore degisimi.

Reaksiyon siiresi (saat)
Yag 1. | 2 | 3 | 6 | 9 | 12 | 24
asitleri % Bilesim
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
20:5n-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 oldugu sicaklik degerinin saptanabilmesi igin reaksiyon sicakligi
650C’ye yiikseltilerek denemelere devam edilmis ve tablo5.18’de goriildiigii gibi 24
saat devam ettirilen hidroliz reaksiyonu sonunda DHA miktarinda artis

ger¢eklesmemistir.

Morina karaciger yaginin Candida rugosa lipazi ile fakli sicakliklarda elde edilmis
sonuclarinin  karsilagtirllmali  degerlendirilmesi i¢in farkli sicakliklardaki DHA

artisinin zamana bagli grafigi Sekil 5.5°de verilmistir.
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Sekil 5.5 Morina karaciger yaginin enzimatik hidrolizinde hidroliz {iriiniiniiniin DHA
icerigine sicakligin etkisi (pH 5.0 E=1000U/gyag, yag:tampon ¢ozelti, 12gr:18ml)

Sekil 5.5’in incelenmesi sonucu Candida rugosa Lipazinin Morina Karaciger yaginin
hidrolizinde en iyi aktivite gosterdigi sicaklik degerinin 35°C oldugu griilmiistiir.
Sicakligm 30°C’ye diisiiriilmesi ile enzimin aktivitesini korudugu ancak 50°C’den
itibaren sicaklik arttikca aktivitesinde azalma gostererek 65°C’de inaktive oldugu

sOylenebilir.

5.10.4. Morina Karaciger Yagmn Candida Rugosa Lipazn fle Hidroliz

Reaksiyonuna Karistirma Hizimin Etkisi

Enzimatik hidroliz reaksiyonunda enzim miktari, reaksiyon siiresi, pH ve sicakligin
yan1 sira etkili olan parametrelerden biri de reaksiyonun karistirma hizidir.
Literatiirde yer alan calismalarda karistirma hizinin reaksiyon veriminde etkili
oldugu ve diisiik hizlarda gergeklestirilen reaksiyonlarda hidrolizin de daha yavas
ilerledigi belirtilmektedir. Bu sebeple ¢alismalarimizin bu boliimiinde birinci, ikinci
ve liglincii seri denemeler sonucu elde edilen en uygun pH, sicaklik ve enzim miktar1
ile karistirma hiz1 200 devir/dakika olacak sekilde azaltilarak 24 saat siire ile hidroliz
reaksiyonu gergeklestirmek ve karistirma hizinin hidroliz {iriiniiniindeki yag asidi

bilesimini nasil etkiledigini saptamak amaclanmistir.

Morina karaciger yagmn pH 5.0, E=1000U/g,,;, T=35°C ve 200 devir/dakikada 24

saat siire ile devam ettirilen enzimatik hidroliz reaksiyonu sonucu elde edilen veriler
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Tablo 5.19°da, bu verilerin elde edildigi ornek kromotogram ise Ek A’da

goriilmektedir.

Tablo 5.19. Morina karaciger yagmm pH 5.0, T=35°C, E=1000 U/Qyag, yag : tampon
cozelti (12 gram : 18 ml), 200 devir/dakika kosullarinda enzimatik hidrolizinde
hidroliz iirlinliniin yag asidi bilesiminin zamana gore degisimi.

Reaksiyon siiresi (saat)

Yag 1. | 2 | 3 | 6 | 9 | 12 | 24
asitleri % Bilesim

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
20:5n-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 kosullarda 600 devir/dakikada gergeklestirilen hidroliz
reaksiyonuna ait DHA degerlerinin 200 devir/dakika karistirma hizi ile elde

edilenlerle kiyaslamali grafigi Sekil 5.6’da gortilmektedir.

Reaksiyonun karistirma hizinin diigtliriilmesi ile reaksiyon hizinda ve hidroliz
miktarinda diisiis gbézlenmistir. Reaksiyonun ilk 2 saati boyunca DHA miktarinda
artis gozlenmemis ancak 3.saatten itibaren DHA artis1 baslamis ve 24 saat sonunda

orijinal yaga gére DHA miktar1 1.40 kat artmistir.
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Sekil 5.6. Morina karaciger yaginin enzimatik hidrolizinde hidroliz {iriiniiniin DHA
igerigine karistirma hizinin etkisi.

5.10.5. Morina Karaciger Yagimin En Uygun Kosullarda Candida Rugosa Lipaz

fle Hidroliz Reaksiyonu Siiresince % Hidroliz Miktarinin Saptanmasi

Enzimatik hidroliz reaksiyonu siiresince hidroliz miktarinda artig goriiliir ancak belli
bir siire sonunda bu artig azalarak sabit kalir. Hidroliz miktarinin zamana gore

degisim miktar1 Tablo 5.20 ve Sekil 5.7°de goriilmektedir.

Tablo5.20. Morina karaciger yaginin Candida rugosa lipazi ile belirlenen uygun
kosullarda (pHS5.0, E=1000 U/gyag,T:35°C,600devir/dakika) enzimatik hidrolizinde
hidroliz miktarinin zamana gore degisim

Reaksiyon Siiresi Hidroliz
(saat) Miktar (%)
1 26.5
2 35.6
3 49.1
6 718
9 80.0
12 81.3
24 83.1
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Sekil 5.7. Morina karaciger yagiin Candida rugosa lipazi ile enzimatik hidrolizinde
hidroliz miktarinin zamana gore degisimi

Morina karaciger yagmin Candida rugosa lipazi ile en uygun kosullarda hidroliz
reaksiyonunun gerceklestirilmesi esnasinda % hidroliz miktarindaki degisimler takip
edilmis ve sekil 5.7 nin incelenmesi sonucu ilk 9 saat i¢cinde % hidroliz miktarinda
hizli bir artis oldugu ancak devam eden saatlerde bu artigin azalarak sabit kaldigi

gOriilmiistiir.

5.10.6. Morina Karaciger Yagimn Candida Rugosa Lipazi ile Belirlenenen
Uygun Kosullarda Hidroliz Reaksiyonundan Elde Edilen hidroliz iiriiniiniiniin
TG, DG, MG Bilesiminin Saptanmasi

Morina karaciger yagmin Candida rugosa lipazi ile en uygun kosullardaki (pH 5.0,
T=35°C, yag:tampon ¢6zelti, 12g:18ml) hidroliz reaksiyonunda elde edilen iiriiniin
TG, DG, MG ve YA bilesiminin saptanmasi i¢in bdliim 5.8’de anlatilan yontem

kullanilmis ve elde edilen sonuglar Tablo5.21 ve Sekil 5.8’de verilmistir.
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Tablo 5.21. Morina karaciger yagmin belirlenen uygun kosullardaki
hidroliz triiniiniin TG, DG, MG ve YA bilesimi.

50,00 -
40,00 -
30,00 -
20,00 -
10,00 -

% Bilesim

0,00 -

Rea}.ksiy_on % Bilesim (agirhkga)
siresi
(saat) 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
80,00
70,00 -
60,00 -

Reaksiyon Siiresi (saat)

—— TG
—a— DG
—a— MG
—l—YA

enzimatik

Sekil 5.8. Morina karaciger yagiin belirlenen uygun kosullardaki Enzimatik hidroliz
tirlinliniiniintin TG, DG, MG ve YA bilesiminin zamanla degisimi.

Hidroliz iirlinlindeki TG, DG, MG ve YA bilesiminin zamanla degisiminin

kiyaslamal1 olarak verildigi Sekil 5.8 incelendiginde Reaksiyon boyunca TG miktar1

azalirken DG ve YA’da artis oldugu goriilmiistiir. MG miktarinda ise oldukca az

miktarda bir artis saglanabilmistir. 24 saat sonunda hidroliz {iriinliniiniin TG : DG:

MG : YA oraninin sirasi ile 29,70 : 23,40 : 6,40 : 40,50 oldugu goriilmiistiir.
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5.10.7. Morina Karaciger Yagindan Belirlenen Uygun Kosullarda Enzimatik
Olarak Uretilen hidroliz iiriiniiniiniin Fraksiyonlarina Ayrilmas1 ve Her

Fraksiyonun Yag Asitleri Bilesiminin Saptanmasi

Morina karaciger yagi Candida rugosa lipazi ile pH 5.0, T=35°C, yag:tampon
cozelti, 12g:18ml oraninda 24 saat siire ile hidroliz edilmis ve elde edilen hidroliz
trtinii Boliim 5.9°da anlatildigi sekilde trigliserid, digliserid, monogliserid ve yag
asidi fraksiyonlarina ayrilmistir. Bu fraksiyonlarin yag asitleri metil esterlerine
dontistiiriilerek %bilesimleri bulunmak tizere gaz kromatografisi cihazi ile Boliim
5.7°de anlatildig1 gibi analiz edilmistir. TG, DG, MG ve YA fraksiyonlarinin yag
asidi bilesimleri Tablo 5.22, Tablo 5.23 ve Tablo 5.25’de goriilmektedir.
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Tablo 5.22 Morina karaciger yagi Enzimatik hidroliz iirtiniiniiniiniin 1. saatteki TG,
DG, MG ve YA bilesenlerinin yag asitleri bilesimi.

o - % Bilesim

vag Asidl ma 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
Doymus yag
asitleri 32,82 35,38 45,44 46,59
Mono doymamis
yag asitleri 31,94 28,99 25,53 28,33
Didoymamis yag
asitlei 5,89 7,89 5,82 4,22
Poli doymamis
yag asitleri 29,35 27,74 23,21 20,86
DHA 11,75 11,22 10,44 6,9

Morina Karaciger yagi enzimatik hidrolizinde 1. saat sonunda alinan numunenin
fraksiyonlanmasi sonucu TG, DG, MG ve YA igerisindeki % DHA miktarinin sirasi
ile %11,75, %11,22, %10,44 ve % 6,9 oldugu gorilmiistiir.
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Tablo 5.23 Morina karaciger yagi Enzimatik hidroliz tiriiniiniiniiniin 12. saatteki TG,
DG, MG ve YA bilesenlerinin yag asitleri bilesimi.

o - % Bilesim

vag  Asidi 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
20:5n-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
Doymus yag
asitleri 275 30,71 41,94 46,27
Mono doymamis
yag asitleri 29,32 30,47 31,94 30,64
Didoymamis yag
asitlei 6,02 7,24 4,36 4,01
Poli doymamig
yag asitleri 37,16 31,58 21,76 19,08
DHA 14 13,2 6,49 5,81

Hidroliz reaksiyonunun 12. saati sonunda alinan {irlinlinlin fraksiyonlanmasi ve bu
fraksiyonlarin  gaz kromatografide calisilmasi ile elde edilen % yag asitleri
bilesiminin incelenmesi sonucu DHA’in TG ve DG fraksiyonlar1 i¢indeki yiizdesi
artarken , MG ve YA ig¢inde azaldigi goriilmustiir. 12 saat sonunda elde edilen
iiriiniin TG, DG, MG ve YA fraksiyonlari i¢cindeki % DHA degerleri sirast ile %14,0
: %13,2 : %6,49 : %5,81 olarak bulunmustur.
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Tablo 5.24 Morina karaciger yagi Enzimatik hidroliz tiriiniiniiniiniin 24. saatteki TG,
DG, MG ve YA bilesenlerinin yag asitleri bilesimi.

o - % Bilesim

vag Asidl ma 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
Doymus yag
asitleri 24,12 30,68 43,98 47,95
Tekli doymamis
yag asitleri 25,28 29,05 32,09 31,02
Ciftli doymamis
yag asitlei 6,02 6,56 4,36 4,01
Coklu doymamis
yag asitleri 44,58 33,71 19,57 17,02
DHA 19,1 15,26 5,72 4,26

24 saat sonunda DHA bakimindan en zengin fraksiyonun TG oldugu goriilmustiir.
TG, DG, MG ve YA fraksiyonlarinda % DHA miktarlar siras1 ile %19,1, %15,26,
%?5,72 ve %4,26 olarak bulunmustur.
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Sekil 5.9 Morina karaciger yagmin enzimatik hidrolizinde TG, DG, MG ve YA
fraksiyonlari i¢inde DHA zenginlesmesinin zamana gore degisimi.

Morina karaciger yaginin Candida rugosa lipazi ile enzimatik hidrolizi sonucu 1.,
12. ve 24. saatlerdeki TG, DG, MG ve YA fraksiyonlarinin % DHA bilesimi sekil
5.8’de karsilagtirmali olarak incelendiginde DHA bakimindan en yiiksek
zenginlesmenin hidrolize olmayan Trigliserid fraksiyonunda oldugu anlasilmistir.
Orijinal Morina karaciger yaginda % 10,72 olan DHA miktar1 Hidrolize olmayan TG
fraksiyonunda %19,1’e yiikselmis ve %78’lik bir artis saglanmistir. Ayni1 fraksiyonda
orijinal yaga gore polidoymamis yag asitlerinde de en yiiksek artis saglanmis ve

orijinal yagda %29,27 olan bu deger 44,58’e yiikselmistir.

DG fraksiyonunda da DHA zenginlestirmesi yapilabilmis ve DHA miktar1 1. saatte
%11,22 iken 24 saat sonuda %15,26’ya yiikselmistir. MG fraksiyonunda ise DHA
bakimindan zenginlestirme gerceklestirilememis zamanla DHA ve polidoymamis

yag asitleri icerigi azalmigtir.
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6.SONUCLAR VE YORUMLAR

Bu calismada Sanofi Synthelabo firmasi tarafindan SIRH SA’dan (Fransa) temin
edilen ve soguksu balig1 olan Morina baliginin karaciger yaginin enzimatik hidroliz
ile DHA bakimindan zenginlestirilmesi amag¢lanmistir. Calismalarin baginda ilk
olarak orijinal balik yaginin yag asitleri bilesimi belirlenmis ve sonuglar tablo 5.4’de
verilmistir. Orijinal balik yaginda DHA miktar1 %10,72 olarak bulunmustur. Ayrica
EPA ve toplam ¢oklu doymamis yag asidi miktarinin da sirasi ile %7,28 ve % 29,27
oldugu goriilmiistiir.

Morina karaciger yaginin enzimatik hidrolizinde Candida rugosa lipaz1 daha once
denenmedigi i¢in, enzim miktar1 ve reaksiyon siliresinin yani sira ortam pH’1 ,
sicaklik ve karistirma hizinin hidroliz reaksiyonuna etkileri sistematik olarak
incelenmis bu yagdan DHA bakimindan zengin iiriin eldesi i¢in gerekli uygun

kosullar saptanmaya calisilmistir.

Enzim miktar1 ve reaksiyon siiresinin hidroliz reaksiyonuna etkileri 1.seri
denemelerde incelenmistir. Calismanm bu boliimiinde 400U/gy,; ile 10.000U/ gy,
arasinda degisen enzim miktarlar1 kullanilarak pH7.0 ve 35°C kosullarinda 600devir/
dakika karistirma hizi ile denemeler yapilmistir. Bu deneylerden elde edilen sonuglar
Tablo 5.5, Tablo 5.6, Tablo 5.7, Tablo 5.8 ve Tablo 5.9’da verilmistir. 48 saat
siirdliriilen reaksiyonlar sonucu elde edilen iiriinlerdeki % DHA bilesimleri
400U/gyag, 1000U/gyag, 2000U/gy.5, 5000U/gy.s Ve 10.000U/gyas enzim kullaniminda
sirast ile %13,0, %15,83, %16,61, %17,65 ve %22,98 olarak bulunmus ve orijinal
yagla kiyaslandiginda siras1 ile 1,21, 1,48, 1,55, 1,65 ve 2,14 kat artis oldugu
goriilmiistir. Bu sonuglar incelendiginde enzim miktarinin  400U/gy.;,"dan
1000U/gy,5,’a yiikseltilmesi ile DHA miktarinda belirgin bir artis oldugu ancak
enzim miktarmm 10.000U/gy,; gibi yiiksek bir degere ¢ikarilmasi ile artismn ayni
oranda devam etmedigi goriilmiistiir. Bunun sebebinin ortamda yeteri kadar substrat
bulunmamast yada enzimin kendi kendini parcalamasi oldugu sdylenebilir.
Amacimiz DHA bakimindan zengin iiriin elde etmek oldugundan ve 400U/Qy.;

kullanilarak yapilan denemelerde de yeterince iyi zenginlestirme yapilamadigindan
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dolay1 enzim denemelerinde 400U/gy.;’1n altina inilmemistir. Amacimiz ekonomik
boyutu da g6z oniinde bulundurarak en uygun kosullart bulmak oldugu i¢in, arada
cok biiyiik farkliliklarin bulunmamasi sebebi ile 5000 U/gy,; ve 10.000 U/gy.s gibi
yiksek enzim miktarlarinin kullanimi tercih edilmemistir. 1000 ve 2000 U/gyas
enzim kullaniminda hidroliz reaksiyonu siiresince DHA miktarinda meydana gelen
degisimler incelenmis ve 2000 U/gyag enzim kullanimi ile 12 saat sonunda orijinal
yaga gore 1,36 kat artig goriiliirken 1000 U/gyag enzim kullanimi ile 24 saat sonunda
benzer bir artis ile DHA miktariin 1,35 kata ulastig1 anlasilmistir.

Farkli enzim miktarlart kullamlarak pH7.0 ve 35°C kosullarinda vyiiriitilen bu
deneylerde reaksiyon siiresi ile % hidroliz miktarmin degisimi de incelenmistir. %
Hidroliz degerleri tablo 5.10°da verilmistir. % Hidroliz miktar1 1000 U/gy,; enzim
kullanimu ile 24. saatte %79,97°ye ulasmis ve fazla bir yiikselme gostermeden 48
saat sonunda %80,56 oldugu goriilmiistiir. Stirenin 48 saate uzatilmas1 durumunda %
hidroliz miktarinda ve % DHA miktarinda dikkate deger bir artig olmadigi goriilmiis

ve siirenin 48 saate uzatilmasinin gerekli olmadig1 anlasilmistir.

Candida rugosa lipaz1 ile yiiritiilen birinci seri denemeler sonucunda morina
karaciger yaginin hidroliz denemelerinin diger parametrelerinin incelenmesine
1000U/gyag enzim kullanilarak 24 saatlik reaksiyon siiresi ile devam edilmesinin

uygun olacagi kanaatine varilmistir.

Morina Karaciger yaginin hidrolizinde 2.seri denemelerde ortam pH’inin hidroliz
reaksiyonuna etkileri arastirilmis ve bu amagla pH3.0, pH5.0, pH7.0, pH8.0 ve
pH9.0’da ¢alismalar yapilmistir. Sonuglar incelendiginde Candida rugosa lipazinin
pHS.0 — pH8.0 araliginda calistig1 ancak ortamin ¢ok asidik veya ¢ok bazik olmasi
durumunda aktivitesini kaybettigi goriilmistiir. Bu ¢alismada en yiiksek %DHA
artiginin pH 5.0 ortaminda gergeklestigi ve 24 saat sonunda orijinal yaga gore 1,45
kat artis oldugu goriilmiistiir. Enzimin bu pH’ta daha iyi ¢alistig1 disiiniilerek en

uygun pH olarak deney serilerinin geri kalanina pH5.0’te devam edilmistir.

Sicakligin enzimatik hidroliz reaksiyonuna etkileri 3.seri deneylerde incelenmistir.
Lipazimizin aktivite gosterdigi ve inaktif oldugu sicakliklar1 belirleyebilmek igin
30°C — 65°C gibi genis bir aralikta calisilmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde
lipazin 30°C — 50°C aralifinda calistig1 ancak 65°C’de inaktive oldugu goriilmiistiir.
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Lipazin en iyi aktivite gosterdigi sicakligin orijinal yaga gore 1,45 kat artisin elde

edildigi 35°C olduguna karar verilmistir.

Morina karaciger yagimin Candida rugosa lipazi ile enzimatik hidrolizi i¢in gereken
en uygun kosullar 1000 U/gy,s enzim, pH5.0 ve 35°C olarak belirlendikten sonra bu
kosullarda  gerceklestirilen  hidroliz  reaksiyonundan elde edilen iiriiniin
TG:DG:MG:YA igerigi HPLC metodu ile saptanmistir. 24 saat sonunda elde edilen
TG : DG : MG : YA degerleri ise sirast ile %29,70: %23,40 : %6,40 : %40,50 olarak
belirlenmistir. Hidroliz reaksiyonundan elde edilen iirin 6nce TG, DG, MG ve YA
fraksiyonlarina ayrilmis daha sonra elde edilen bu fraksiyonlar gaz kromatografisi ile
analiz edilerek Yag asitleri bilesimi bulunmustur. 24 saat sonunda % DHA
miktarlarinin TG, DG, MG ve YA fraksiyonlarinda sirasi1 ile %19,1, %15,26, %5,72
ve %4,26 oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglarin incelenmesi ile DHA’in 6zellikle TG
ve DG fraksiyonlarinda arttigi anlasilmistir. Orijinal morina karaciger yaginda %
10,72 olan DHA miktar1 Hidrolize olmayan TG fraksiyonunda %19,1’¢e yiikselmis ve
bdylece %78’lik bir artis saglanmistir. Ayni fraksiyonda orijinal yaga gore c¢oklu
doymamuis yag asitlerinde de en yiiksek artig saglanmis ve orijinal yagda %29,27 olan
bu deger %44,58’¢ yiikselmistir. 24 saat sonunda % Hidroliz miktarinin %83,12’ye
ulagmasina ragmen hidroliz iriinliniinde yiiksek oranda DHA igceren TG’lerin
varligiin literatiirde de [92] belirtildigi gibi DHA iceren TG’lerin digerlerine gore
¢ok zor hidrolize olmasi ile agiklanabilir. DG fraksiyonunda da DHA
zenginlestirmesi yapilabilmis ve DHA miktar1 1. saat sonunda %11,22 iken 24 saat
sonunda %15,26’ya ylikselmistir. MG fraksiyonunda ise DHA bakimindan

zenginlestirme gergeklestirilememistir.

Calismanin son boliimiinde karistirma hizinin  hidroliz reaksiyonuna etkileri
incelenmistir. 600 devir/dakika karigtirma hizi ile belirlenen en uygun kosullarda
orijinal balik yagina gore 1,45 kat DHA artis1 elde edilirken karistirma hizi 200
devir/dakikaya diistiriildiigiinde sekil 5.6’da da goriildiigii gibi hidroliz reaksiyonu
daha yavas ilerlemis ve 24 saat sonunda 1.40 kat artis elde edilmistir. Literatiirde de
benzer caligmalar yapilmis ve karistirma hiz1 arttik¢a yag ile enzim ¢dzeltisinin iyice

karismasinin saglanmasindan dolayi reaksiyon hizinin da arttig1 belirtilmistir [93].

Sonuglar literatiirdeki ornekleri ile karsilastirdigimizda Candida rugosa Lipazinin
Morina Karaciger Yag: iizerinde etkili oldugu ve bu yontemin balik yaglarindan

DHA bakimindan zengin gliserid karisimi eldesinde verimli oldugu soylenebilir. Bu

74



calismanin devami olarak yag:tampon c¢oOzelti orant ve tampon c¢ozelti tiirl
degistirilerek bu degisimlerin enzim miktar1 ve reaksiyon siiresi lizerine etkileri

incelenebilir.
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Sample Name s ZYTNYG MTL EST Vial i
Acqg. Operator : OZLEM SIRIN -TUBA YASAR Trie) s 1

Inj Volume : Manually
Acqg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\DHA2 .M
Last changed : 11.08.2003 14:28:07 by OZLEM SIRIN -TUBA YASAR
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\DHA2.M
Last changed : 11.08.2003 17:14:50 by OZLEM SIRIN -TUBA YASAR

(modified after loading)

DHA ICERIGI
: FIDT A, (DHA\11080202.D)

| ~
: 3
‘ &
? e !
i @ |
| 1 |
i |
|
|
38 i
| (s o © ~ ‘
i 8 § Rg 8 » &
! o < b5 oL 9 |
| Sl s 1 - — —— w
! e T T lj &
1 20 30 40 50 60 0 min
Area Percent Report
Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution 3 1.0000
Signal 1 FID1 A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pPA*s] [pA] %
e e e | e e e (e i s | ===—~=%g
i 2.204 BV § 0.0157 8.49795e4 7.83511led4d 91.69487
2 2.257 VB S 0.0294 891.67596 504.76511 0.96214
3 2.329 BV X 0.0298 32.46386 14.66233 0.03503
4 2400 N X0 . 0187 13.21309 10,.14873 0.01426
5 25581 VX -D.0238 13:93351 8.64%47 0.01503
6 2:%19 VV- X  0.0369 23.00626 9:30241 0.02482
o 2.818 VW X .0.0311 35.44724 15:85254 0.03825
8 2.864 VWV X  0.0330 25338132 11..38555 0.02739
9 2,928 VV-X ©.0283 12.06005 6.17959. 0.01301
10 3358 W X- 0.0348 14.44956 518861 0,01559
il 3.464 Vv X 0.0390 40.73046 16.10427 0.04395
Instrument 1 11.08.2003 17:15:04 OZLEM SIRIN -TUBA YASAR Page 1 of 2
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA\DHA\11080302.D Sample Name: ZYTNYG MTL EST.
Peak RetTime Type Width Area Height Area
i [min] [min] [pA*s] [pA] %

X 0.0356 30.00484 12.01624

13 4.030 VW X 0.0451 18,20965 3.63015
X 0.0404 46.61976 17.90847

. T. -0.036/7 91.74448 3720162

16 6.489 BB 0.0522 35.39853 10.26910
1408 6. 733 BB 0.0537 38 . 21751 10.81118
18 8910 BB 0.0660 41.26671 9.53320
1.9 OBl 3 VNV -0.0815 17.34043 2.62711
20 .,16.882. VP 0...0995 2.61863 4.61338
el 1851 1.5 BB 0.1197 1375.96692 149.77098
22 21.444 BB 0. 1035 11.38%948 1:..3093%5
2327697 BV 0.1994 3272.15454 205.34077
24 27.834 VB 00915 - 1370622 19.38425
250 29,282 BB 01259 22526968 21.47604
26231 +286BP 0.1260 29,1215 215139
207 30396 BV 0.1716 44.07343 3+B28311
28  38.066 VV 0.2376 90.96042 4.53308

29438370 VP 01569 -5183.19215 14.11676 19767
30:539.110 BB 0.1422 72.86670 6.28910 07862
31 7'38.885 BB 0.2826 208.79892 8.68018 22530
32 40.599 BB 0.1214 16.78078 1.65345 01811
33 41.910 BB 02159 33.13002 1.82431 03575
34 42.328 BV 0.0407 1165171 3:55598 01257

35 42.832 vV 0, 1419 265.57541 22.54826
36 42.890 VB Q1179 261 .45599 27.02447
37 45.947 v 0.0932 11.00252 1.41457

0000000 DODODOO0OWOHOOODO® OO0
-
=
~
@®
S

fatals o 9.26764e4 7.9557%e4

Results obtained_with enhanced integrator!

*x% End of Repeort *¥**

Instrument 1 11.08.2003 17:15:04 OZLEM SIRIN -TUBA YASAR Page 2 of 2
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Vala rille Ci\BFUAmM\L\DATA\DHA\290%0304.D Sample Name: STD
YAG ASITLERI KOMPOZISYONU
ORJINAL BALIK YAGI 2mel
Injection Date 29.09.2003 16218314
Sample Name STD Vial 1
Acqg. Operator OZLEM SIRIN-TUBA YASAR Tage e 1
Inj Volume : Manually
Method C:\HPCHEM\ 1 \METHODS\DHA2 .M
Last changed 25.09.2003 12:59:35 by OZLEM SIRIN
DHA ICERIGI A
S FIDTA (DRARDNGODAD) . T e AT e
1R 5
| o 2
1| =
45- S
] = 1
- | ’ \
] 8 |
: ol R @ |
B+ | é ] |
303 | § ,\'b"é\
E ) ‘ = R g g @ S
1 - 2 - > ~ 5 O
® oy g 8 By @ o g o Aéy
8 6% oo FoEp 8 ¢ B &
204 | g g% g § «:ggsg 3 g & 5 8 5 8
| 2% g §R"Y g3 5 & <
0 10 : 20 0 40 0 €0 70 ___min
Area Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Bilgtion 1.0000
Signal 1: FID1 A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [PA*s] [pA] %
ol e = e | St e = i feeesmases
1 2.251 BB S 0.0355 6.40449e4 4.81438e4 96.88999
2 2:592 BV X 0.0539  12.86495 3.26984 0.01946
8 10,271 VB 0.0732/ 121.9343¢ 26,73293 0.18447
4: 125513 VB 0.0858 45, ] 3.13669 0.06942
o - 1.3 5652 PP 0.0926 8. 1.40308 0.01248
6 15,7008 VY 0..1135 14. 2.04448 0.02268
- 16,095 Vi 01153 10. 1..36104 0.01541
8 16,543 UV 0.1694 G, 5.47188e-1 0.01032
9 16.865 VB 0. 2151 ' 140, 18.81986 0.21264
10 18.012 VB 01141 - 260, 35.30859 0.39406
11 20.180 BV 0.1359 ST 6.71673 0.08700
L2 .20.600 VB 0.1658 9. 7.9712%e=1 " 0.013863
527 . 501 BB 0.1363 130. 14.64308 0.19796
ifd. 23212 BB 0.1443 6. 6.52175e-1 0.00920
istrument 1 29.09.2003 17:41:35 OZLEM SIRIN-TURA YASAR Page 1 of 2
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Lata rile C:\dPCHzM\I\DATA\DHA\29090304.D Sample Name: STD

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [PA*s] [pA] %

i el e e e [eEmr s e R [t |
15 25.806 VB 0.1688 36.23232 3..28250 ;0. 05481
16 26,738 BY 0.1546 24.55109 2.41590 0.03714
1015 26949 VV O 2377 12.62508 1.39828 +0.01910
ST DL 38 WV 01618 “175.5402% 17.38374 " 0.26557
19527 .697 VB 0.160¢% 51.14949 5.10485 0.07738
20 29.249 BB 0...1597 38.42792 3.74599 = 0.05814
21 29.888 BB 0.1808 2.0978¢ 1.03142 0.01830

2 230,992 BV D AT04 11.19109 100112 0.01688
SIS R B A B R 720 0.1680 89.8220 8.18428 0.13589
24, .32.,038 VB 0.1700 25.017¢6¢5 2.31622 0.03785
25 . 33.703 BB 0.1896 27.49%¢1 2.20284 0.04160
26 37,178 BB 0.1856 104.8977¢% 3.64423 0.15869
27 38.643 BB 0.1863 7.70428 6.31779e-1 0.01166
28 40.648 Vv 0 6.73482 0.17198
290 5L, 120 IV 0. 5.37755e-1 0.01000
910« . 611 VB (658 3.57466 0.07094
31 45,433 BP G 5.18600 0.10671
32 50.012 BP (65 6.25028 0.12339
83 251,218 BP (038 70573e-1 0.01690
34 54.770 MM (518 8.77087 0.25315
35 55.991 MM (088 .21364e-1 0.01525
36 59.982 MM 0% 5.46612 0.14968
37 74,204 PP 0.2766 6.61550 3.05564e-1 0.01001

Totals 6.61006ed4 4.33617e4

Results obtained with enhanced integrator!

**% End of Report ***

nstrument 1 29.09.2003 17:41:35 OZLEM SIRIN-TUBA YASAR Bage ., 2-0f 2
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA\DHA\02100301.D

YAG ASITLERI KOMPOZISYONU

BT 35°%C,

400 IU/GYAG, 48.SAAT,

2mcl

Injection Date
Sample Name
Acqg. Operator

02:10.2003 16:293l16

OZLEM SIRIN-TUBA YASAR

Vials 1
LRy 1

Inj Volume : Manually
Method C:\HPCHEM\1\METHODS\DHA2 .M
Last changed 25.09.2003 12:59:35 by OZLEM SIRIN
DHA ICERIGI
; FID1 A, (DHA\02100201.D) ,
1 g 3 |
o @ i
60— i \
48 g ! J
,‘ ‘o_ { § |
07 | ’ 5
‘ | ~ | §
ol 8 ‘ - 8
] | ~ ‘ R
40 8 g e
A 8 g &
: i g« ¥ b
* By b | o
] _ il - &
] §5% &¢ *?@3‘%%2 g gl 0 og ol i
-!._,AL___‘,‘,. SRS N Y S| s A & L"V,A"L)\‘?u', ;'7 s Voo A W A e L R e AR e B i - = e |
0 10 20 20 ' 50 60 70 min
Area Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: FID1 A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
= [min] [min] [pA*s] [PA] %
B i e i e E———r—es Rt [re=s ey
il 2.257 PB S 0.0311 9.98942e4 .04138e4 97.24885
2 10.2%0 VB ¢.0769 167.71306 34.38618 0.16327
3t 11,987 BB 0.0906 5.04194 8.83008e-1 0.00491
4. 12.352 BV 0.0850 6.96884 1.28169 0.00678
512,528 VB 0., 0895 1378972 2.02238 0.01342
6 13,671 BP 0.0931 1135523 1,81836 - 0.01105
T LS. 22 BB 0.1149 3491273 4.91249 0.03399
8 16,116 BY 0.1160 236023865 3:12963 0.02298
9°,16.882 VW 0..1235 % .153. 78979 18.77882 0.14972
10 18,041 VB 0.1207 366.30524 48.16397 0.35660
LA 20190 BV 0.1296 10.06806 1.20290 0.00980
12 20..607 VB 0.:1465 11.01977 1082302 0,01073
18 21,502 VB 0.:1545 44,75832 4.40543 0.04357
14 23.243 BB 0.1482 11.39804 1.18473 0.01110
Instrument 1 02.10.2003 17:54:39 OZLEM SIRIN-TUBA YASAR
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA\DHA\02100301.D

Peak RetTime Type Width Area
# [min] [min] [pA*s]

= s e o —— | mo—te e B e e o
15 "25.839 VW 0.1626 9755369
6 26,762 VV 01722 37.82428
17..26.971 V¥V 0.1449 18.01358
18- 272387 VYV 0.1649 228.12569
19 2.7 522 “NVB 01593 80.07664
20 28:343:BB 0.1564 6.06818
2129267 'BY 0.1644 62.04333
22 29.902 VB “0.:-1646 6.1 9015
23 31,000 PV 0.2869 6.10778
24 . 3%.635 NV Gd7 37 27.03296
25 32.056 VP 0..1733 8.78933
26: 33.710 BB 0.1861 2.16690
27375256 BB 01456 35217599
2877 38.674 BY 0.2034 22.79715
29 40.017 PV 0.1919 6.04164
30" 40.685 VV 0.1928 197.66985
81 41.144 yv 0l 1 S5 11.81731
32 H41ye31- VB 0.1954 33.64191
33 44.25]1 PP 0.1859 13.85007
34 45.444 BB 0.2008 34.29883
35« 50:098 BB 02116 328.51447%7
36 '51.256 BP 0.1941 39.44696
37 54.804 MM D..-2862 - 253, 51120
38 55.639 MM 0.3846 8.81115
32 59.996 MM (01} 6 8 60.70025
40 74.259 BP 0.2846 11.99883

Totals 1.02720e5

5,

5%

8.98847
3.33791
1.92908
22.00969
7.82946

.88077e-1

6. 01 LTS

+19550e-1
. 1.5225e~-1

2,33835

#9321 7e~1
.45869e-1

29.42745
371180

.03906e-1

1:5509311.

.33443e-1

2589867
1.13901
2.+595149
24:01725
2.98584
14.26392

.81803e~1

3..35938
37152e-1

06923e4

Results obtained with enhanced integrator!

20800 00E 000D DA 0 RO RO a0 DRSO S

**¥ End of Report ***

Instrument 1 02.10.2003 17:54:39 OZLEM SIRIN-TUBA YASAR
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA\DHA\01100300.D

YAG ASITLERI KOMPOZISYONU
pH:7, 35°C, 1000 IU/GYAG,48.SAAT, 2mcl

Injection Date: : 01.10.2003 09:45:52

Sample Name > Vial : 1
Acqg. Operator : OZLEM SIRIN-TUBA YASAR e iy G 1
Inj Volume : Manually
Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\DHA2 .M
Last changed 125 09,2003 12 5595358 by \OZEEM STRIN
DHA ICERIGI :
FID1 A, (DHA\O1100300.0)
PA |
o g g
i | & T g
g | o ~
- | v ‘ 3 3
] ! | { g &
®] | } f ‘ §‘¢5?
] Lo o g b
1 ) ~ . 98 I &
a0 %; & ! | 15 i &
B o F g -
e @ 8 3 | &
25 b & $ SEE.: 9 ‘ '
b | 2 AV
a - P NS : & 0
1 88 8 g8 M3 BeRa sy ; B ¥
el i5 B o o8 0 GG BT
e WS fi g ¥ ";_.J/r‘d'y [ S L9 L R & S A Ay e et G e
0 10 20 o) ) 50 60 70
Area Percent Report
Sorted By 5 Signal
Multiplier - 1.0000
Dilution H 1.0000
Signal 17 FIDI 2,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pA] %
it et ke v kb st [~ s mtter || et
1 2.260°PB S : 0.0327 1.03773e5 '5.84439e4 97.33811
2 b0 S296..V8 0.0770 " 109.10429 22.34122: "0.102384
= 120863 BV 0.0881 555413 1.01081 0500521
4.-12.541 VB 0.0934 48.48613 B8.18536 . 0.04548
5513681 PR 0.0927 6.81482 1.15796 0.00639
6. A5 T3 VB 01162 28.34423 392708 - 0:02652
Bl By 0.1159 18.74320 2.488B77  0.01758
B alon 675 V. 0.1636 6.84791 5.41138e-1 0.00642
9 ) 16.885 VV 0.1224 81.55998 10.07661 - 0.07650
105 T8 034 VB U.al20035 " 219,141 86 29501682 0.,20555
Bl 8l BRITBV: 0.1298 18,2235 15254636 05 01240
21O 27 OV 0.1383 9.04883 1203576 . 0.00849
L3 200 200V 0:.1530 42.86359 4.00086 0.04021
1420.622 W 0.1624 12.34559 118959 10 01158
Instrument 1 01.10.2003 11:26:18 OZLEM SIRIN-TUBA YASAR Page 1 of 2
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA LHANOL1100300.L

Peak RetTime Type

Totals

[min]

3 VWV

VB
PP
VP
BV
Vv
VE
BB
BB
BE
PV

vV

BV

BP
Vv

.

BB
BB
MM
MM
MM
PB

s
§
t

oA

Widtn
[min]
0.12235
0.1497
0.2509
051639
0..TE34
Q.1435
0.1595
0.145%2
0. 1540
0.1222
01662
(0 FRI A
0.1€40
0.15321
0.1571
0.2116
0.1320
0.1947
0.15319
0.1923
022251
0.

0.

0.

0.

Che

0.

0.

0%

(68

(039

2

3

1

Area

B2
32
63.
225
a7,
10.

27152
20132
85260

1.06611e5

12,13695
.7141%e-1
:.117%6e-1
1. 88127
1.85114
S.39036e-1
2.96227
. 08375
< sl
«LE5119

s
)

~J)
(Ve )R T S T N T U S 3 B o O TR S |

n

. ~1
o
o0
o
1
=

w o« iy
Lo R T T S e MU A I B

O
Ea
-

1o
~
=
w
@ n
it
(1]
|
=

Results obtained with enhanced integrztor!

0
0
0
0

(o o X e o Mo el ®ollsilodaloiiollelcilellel ol

.10303
.00880
< Q0559
.07450
L 0E83T
.00857
.12453

exd End of Bepart e
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1 G R i ik

e \AIDOCIILT \ L \ WA\ VIR NV Y L A VIVU . L

YAG ASITLERI KOMPOZISYONU

2000 IU

IGYAG, 35°C, pH:7, 48. SAAT, 2mcl

16n.bate ¢ 03011,2003 09709428

Inject

Sample Name :

Acg. ‘Operator : OZLEM SIRIN- TUBA YASAR
Method C:\HPCHEM\ 1\METHODS\DHA2 .M

Vial : i
Ina ¢ i
Inj Volume : Manually

Last changed + 230,18, 20038 11112530 by OZLEM-SIRIN= "TUBA YASAR
DHA ICERIGI

~FID1 A, (DHAO3110300.D)

PA 1 DB Av 3
8 & g g
B e > 8 |
s ‘ N
xs% g ?
e \© ?
30% | ffa g -q;@?‘ |
275- | 8 g2 & A
o : ; - |
» ! 8 | & |
25 = § Q 2 ] ;E 2 géﬁ& i
B 85 PRy 7% @ o |
201 N © EE & ‘gﬁ S & @ 5 |18 D f
| »i‘.__u..___.___ " ?,“3 ';A A 8 { "‘? 1'8 %S} 8 : ¥ i i ! \
175 e I e e AL P b f N Y b by e N n
0 10 20 0 Pl 50 80 o i
Area Percent Report
Sorted Byy 2 Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution s 1.0000
Signalsl:" FIDl &,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pA] o
g ol etk an ot fr=mSfmatee - i g o S v e b i I
1 2.251 MM 0227 1.08372e5: - 7.73175e4d 98.52905
210835 BB 0.0835 71 41418 12.29611 0.0671L0
IS i A K e Ty 0. 0752 3.40818 5.62702e-1 0.00319
4-'12.584 VB 0.0907 11.2747T1 1.535%12 0.0104%9
b Tl RS R T ) 0.0879 3.49719 5.07594e~1 0.00327
6 15.797 BB 0.0899 14.28161 15.95010 001336
7, 51683 BB 0.0934 10.05905 1330572 0.,00941
8 16.948 VB 0.1038 58.01991 6.88571 " 0.05429
g 18,094 BB 080960 146,62183 18.59981"-0.13720
102002078 BV Q112 8.43535 2.09611le-1 . 0.00789
11 20.695 VP 01250 5.14764 4.92238e-1 0.00482
18215267 BV 084199 3.28747 .3.32312e~1":'0.00308
Instrument 1 03.11.2003 10:33:33 OZLEM SIRIN- TUBA YASAR Page 1 of 2
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pA] %

e T e, Moo g | e ot [ = e e e fet= e |
1821 .580 ¥B 01225 33.36407 3.28482. - 0.03122
L 2% 366 BB 01211 5.60028 5.5791% -1 0.00524
25,938 BB 0.1267 46.358683 4.44257 0.04338
Lo 26,857 BY R 1228 9.40251 9.23375e-1 0.00880
R 2T 20T 8V 0.1070 5.19277 5.79643e-1 "0.00486
18 27,4850V 0.1296 78.67475 154956 0.07362
Lo 2965818 VB 0.1350 28.6778¢ 2407305 0.02683
20/ 29,372 BB 61283 25T T80 2039951 0.02412
2127305022 VB 0. 1350 6.87460 €.05325e-1 0.00643
220 31960 BV 0.1386 20:. 05759 LS50 = 0501877
23032.163 VP 0.1407 7.25073-6:22103e-1 0.00678
24 33828 BV 0:2:215 7.68106 7.49633e-1  0.00719
25 -37.854 BV 0. 1472 “195.86700 e AT23150, E8328
26 -38.814 VV 0.1583 9. 18257 32 T17e=l = 000916
27 40.810 MM OeZ1207< 1 01528963 7.96367 0.09478
28 41.793 VV 0.1601 42.,02561 3.10147  :0.03932
29 '44.393 BB 0.1458 6.07031 4.94244e-1 0.00568
30 45.613; BB Q1621 415350 31394, '0.03870
1803 PR 0.1546 188.06491 145 52059 0., 17598
828 51,413 BB 0.1530 17.79062 1.37919 0.01665
33 54.950 MM 043757 . 210.44592 9.33643 0.19692
34 60.215 MM 0.3089 73.8B9293 3.98741 0.06914

Totals 1.06869%9e5 7.74500e4

Results obtained with enhanced integrator!

¥+ End -ofsRegiort **+*
Instrument 1 03.11.2003 10:33:33 OZLEM SIRIN- TUBA YASAR
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA\DHA\29090300.D Sample Name: NUMUNE

YAG ASITLERI KOMPOZISYONU
pH:7, 35°C, 5000 IU/GYAG 48.SAAT, 2mcl, 2.ENJ

Injection ‘Date : 29.09.2003 09:31:24

Sample Name : NUMUNE Vial 1
Acq. Operator : OZLEM SIRIN-TUBA YASAR 1 N 1
Inj Volume : Manually
Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\DHA2 .M
Last changed ¢ 2509,2003 12:59:35 by OZLEM SIRIN
DHA ICERIGI
1 FID1 A, (DHA\2S0S03C0 D) “W
ha R @8 g g g
| 1 ¥ 7 ® 8 &
! 1 - 0
| 60 g o 2 0'&6 ‘
: T i o ‘
] ¢ ‘
| ] ! |
L g 1 |
] = Q)
} “! ! ~ |
3)*1‘ & E 8 s § i © ‘bé) |
| ¢ % ggBoodlueg - o Bl Ty g .
‘ ] 8 3 %g BB B5Ez 2 BE83e | B e&ed @ 3
| 201_‘1,,.;, _l?._..,u.-g?m.-:;"-,-.f‘:r_, urt‘t‘a_,:—,-«‘l\iga%%?:ﬂﬁ%q ng "{;A ¥ u?Le VIA;;‘_,, '\?»’).H‘ y‘umﬁ,, “2'".' N E I h
o 10 20 ) Pl 50 0 70 min
Area Percent Report
Sorted By 4 Signal
Multiplier 5 1.0000
Dilution 3 1.0000
Signal 1: FID1 A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pA] %
e e e === e i s
1 2.252 BB S - 0,0379 9.77164ed 6.36753¢4 95.34723
2 5.928 VP 0.0787 6.19560 1.08366 0.00605
3 9.798 VvV 0.1438 5.33786 5.02834e-1 0.00521
4 10.291 VB 0.0806 198.2794¢ 38.20092 0.19347
5~ 11989 BB 0.02947 12.744853 210372 0.:01244
67> 12355 BV 0.0902 14.06521 2.47792 0.01372
7 12..533 VB 0.1242 12.37484 1.38579 0.01207
8 13.675 PP 0.0972 12.22424 1.94962 0.01193
9 15,731 BV 0.1152 70.03038 9.36454 0.06833
L0 161285 WV, 0.;11:98 47.35729 6.29326 0.04621
1% 16,890 TV 0.1270 166.18140 L9STETS 0,16215
02170308 VW 0.1409 5..-19228 5,77454e=1 0.00507
120 18,050 VB 0.1178 376.48151 48.93203 0.36735
14 19.249 VB 05:1.820 6.91096 5.23534e~-1 0.00674
Instrument 1 29.09.2003 10:55:57 OZLEM SIRIN-TUBA YASAR Page 1 of 2
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA\DHA\239090300.D Sample Name: NUMUNE

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pA] %

= ol e R = e | =
15:.20.200 BV Q. 1387 7.85257 B8.92448e-1 0.00766
165 200621 VB 0.1544 19.15137 1.82588 0.01869
ol 26 o5 108 NV 0.1424 20, 82295 2..28296: 0.02032
18~ 215692 VB 0.1465 12.09166 1.19036: 0.01180
19+ 234241, BB 0.1460 8.25061 8.74774e~=1 - 0.00805
2068 2457200 BV 0.1778 5.96552 5.04921e~1 0.00582
21 25:221 NV 0.2664 10.64470 5.39041e-1 0.01039
22 -25.864.VV +001683:. 202,93967 18.89843 0.19802
23 ~26.281 UV 01565 5.84882 5.66412e-1 0.00571
24°-26.777 VNV 0.1624 36.64334 3.38264 0.03575
285 26.983"'VV 0.1484 19.15644 1.98757 0.01869
26 " 27.398 VvV 0.1674 - 229.07121 21.65401 0.22352
Tl 20 T30, VB 0.1609 92 .32355 8.62233 0.09009
2817 28,360 BB 0.1899 10.70893 2.80574e-1 0.01045
29 28.287 BV 0.1694 86.52941 8.31812 0.08443
30 29.920 VB 0.1582 9.61434 3.88891le-1 0.00938
31 30,824 BV 0.2474 6.39131 3.46094e-1 0.00624
32" 31,650 YV Qs 1787 21.36564 1.78379" 0.02085
335335711 BB 0.2817 13.13916 5.44809e-1 0.01282
34. 35.918 BB 03219 13.93431 5.45751le=1 «0.013660
885, 37.341 PB 0.1913 713:81055 53.:62234%70.69650
36 38.694 BV 0.2061 48 .5703% 3.49644 0.04739
37 393123 VP 0.1953 6.58587 4.82374e-1 0.00643
38 40.042 BV 0.2045 11,.96010 2.39433e~1 “@.01L167
38 405752 VW 0.2063 452.52466 34.20595 i0.44155
40 41.169 vV 0.1854 28.21661 2..327 67 1002953
41 41.654 VB 0.2033 50.03505 3.85708 0.04882
42 42.904 BB 0.1950 12.14632 2.64285e-1 0.01185
43 44.270 BP 0.2060 35.20872 2.81309 10.03436
44 45.457 BP 01888 29.40800 2.27498 0.02869
45 5052051 BB 02026 733.31708 5015075  ONT1554
46 51.286 BB 0.2149 95.31402 6.99700 0.092300
47. B2.875 BP Qe2122 6.84984 4,98703e-1 0.00668
48 54.915 MM 0.2844 654.73590 38.37077 0.63886
49 55.688 MM 0.2819 16.99958 1.00512 - 0.01659
80" 512505 PV 0:2191 5.41708 3.78276e-1 0.00529
51 59.985 MM 0.2921 54.16663 3.09044 0.05285
52 67.812 BP 0.2969 11.87386 5.84682e-1 0.01159
53. -74.277 PP 0.3016 35.41854 1.57980 0.03456

Totalsi.: 1.02485e5 6.40925e4

Results obtained with enhanced integrator!

**%* End of Report ***

Instrument 1 29.09.2003 10:55:57 OZLEM SIRIN-TUBA YASAR Page 2 of 2
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA\DHA\01100300.D

YAG ASITLERI KOMPOZISYONU

pH: 7, + 357

c,

1000 IU/GYAG, 48.SRAT, 2mcl

Injection Date

01,10%2003 0944552

Sample Name Vial ik
Acqg. Operator OZLEM SIRIN-TUBA YASAR TRijes 1
Inj Volume : Manually
Method C:\HPCHEM\1\METHODS\DHA2 .M
Last changed 25.,08.,2003 12:59:35, by OZLEM SIRIN
DHA ICERIGI
i FID1 A, (DRA'0110C300 O e !
AT 8
- o %
& | g <
o e & &
i 2 5 |
a5 ‘ & Qéy :
: . 8. %
i o ~ 8 ~
30- § & s LT °
ﬁ © L - = \5'\
4 o~ o $ °»0$5'
g = QN 8 b &
25’ : Fh}) 'é i :“ ® ~ N
; = @ o B RLR e 8 g af :
3 B2 w2 %Y 858 R Cofg® . 8 ¥
204 in @ &g 88 88 8= N 8 © > &
0 10 0 0 © 50 60 70 min
Area Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: FID1 A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pA] %
] e et et e s Lo e e s |
e 2.260.PB 8 0.0327 1.03773e5 5.,84439%9e4 97.33811
25-10:296 VB 0.0770 109.104z¢ 22.34122 0.10234
Fa 12,863 BY 0.0881 5.55413 1.,01081. - 0.00521
4 12.541 VB 0.0934 43.48613 8.15536 0.04548
B 135681 BB DR0827 6.81422 1.15796 0.00639
6 15,731 VB 0.1162 28.34423 3.92708 0.02659
el 62 5By 0.1159 18.74320 2.,48877 0.01758
8 :.16.675 VWV 0.1636 6.84791 5.41138e-1 0.00642
9% 16,885 VV 0.1224 81.55998 10.07661: 0.07650
10 18.034 VB 01201 - 219.14186 29.01682: 10520555
el 8. 881 BY. 0.1298 1322353 1.5153650.01240
(2 G 27T N 0.1:383 9.04883 1.03176 0.00849
13200207 VW 0. 1530 42.86359 4.00086 0.04021
14" 20.622 VV 0.1624 12.34559 1.13818: 0. 01158
Instrument 1 01.10.2003 11:26:18 OZLEM SIRIN-TUBA YASAR Page 1 of 2
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA LHANOL1100300.L

Peak RetTime Type

Totals

[min]

3 VWV

VB
PP
VP
BV
Vv
VE
BB
BB
BE
PV

vV

BV

BP
Vv

.

BB
BB
MM
MM
MM
PB

s
§
t

oA

Widtn
[min]
0.12235
0.1497
0.2509
051639
0..TE34
Q.1435
0.1595
0.145%2
0. 1540
0.1222
01662
(0 FRI A
0.1€40
0.15321
0.1571
0.2116
0.1320
0.1947
0.15319
0.1923
022251
0.

0.

0.

0.

Che

0.

0.

0%

(68

(039

2

3

1

Area

B2
32
63.
225
a7,
10.

27152
20132
85260

1.06611e5

12,13695
.7141%e-1
:.117%6e-1
1. 88127
1.85114
S.39036e-1
2.96227
. 08375
< sl
«LE5119

s
)

~J)
(Ve )R T S T N T U S 3 B o O TR S |

n

. ~1
o
o0
o
1
=

w o« iy
Lo R T T S e MU A I B

O
Ea
-

1o
~
=
w
@ n
it
(1]
|
=

Results obtained with enhanced integrztor!

0
0
0
0

(o o X e o Mo el ®ollsilodaloiiollelcilellel ol

.10303
.00880
< Q0559
.07450
L 0E83T
.00857
.12453

exd End of Bepart e
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YAG ASITLERI KOMPOZISYONU
G000 TU/GYAG, 35°C, ‘pH»3,« 184 SANT?. 20me]

Injection Date : 22.10.2003 09:29:46

Sample Name : Viad: @ 1
Acqg. Operator : OZLEM SIRIN- TUBA YASAR iR by S it
Inj Volume : Manually
Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\DHA2 .M
Last changed ¢ 21.10.2003 12:50:29 by OZLEM SIRIN- TUBA YASAR
DHA ICERIGI
; FIDT A, (DHA22100300.D)
§ Al BB & 2
13 & s
R |
( i
é 70
| ® i
| T B B |
= P : |
| ‘ | ¥ , v B n &
| 04 | 5 | | 2 e 8 8
s ‘ | | | ! ‘
= | i 33 bl e |
‘i ‘[ ; i 2 | it i
| | BEE me @S R
| 20 Iw—_“‘r% ememrri v ]"-f?——*;ﬁ-#;;':rffgvﬁ'g——'{rh:ﬁl‘m—— ¥ “r_ﬁ»ﬁﬁg—_«——hf = :"l‘f:._ %“b—f i o 7 T
' 0 10 20 0 0 50 60 70 min

Area Percent Report

Sorted By 3 Signal

Multiplier 3 1.0000
Dilution : 1.0000

Signal -ls FIDI &,

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pA] %

2257 M 0.0274 1.04768e5 6.36154ed 97.63242
10:362:VB 0.0708 143.79288 S+ 15759 5 :0.13400
135 763°BB 0.0769 3..956090.5,73972e-1  0.00332

1

2

3

4 15.844 BP 0.1000 3.65187 4.48398e-1 0.00340
bl 227 BE 0.0922 3.18142 4.25538e-1 0.00296
6 1720038, BB 0.1002: 208.61179 29.61430 0.19440
7o 1105402 BV 0.1198 5.82618 5.92073e-1 0.00543
B EBSETe VB 0.1055 544.04126 72.16449 0.50699
9% 20.718-8BB 0.1056 4.24167 4.77627e-1 0.00395
10 21.814 BB 0-1:3'60 4.67824 4.10520e-1 0.00436
T 235 359 BB 0.1091 3.64210 4.04453e-1 0.00339
1.21,.25:994 VB 0.:1166 30.13902 3.34462 0.02809
L3 2619224 BV 0313857 2326774 2+36690  0,.02168

Instrument 1 22.10.2003 10:49:31 OZLEM SIRIN- TUBA YASAR Page 1 of 2
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pA] %

L2 g ol ROV 0.1224 16.72481 1.63363
i 29 D dV 051451 536859097 36 25379
16 27.869 VB 0:1293 118.44170 11.5377%
1 28.2476- BB 0.1385 6.41341 5.48235e-1
18 29.414 BB 0:-E307 68.99818 6.98958
01390 256.21512 26.10610

2 01270 6.12189 5.73865e-1

21 40.870 BV 051631 + 225,84398 193142 5%
01525 10.83768 8.48772e-1

2 01526 20359856 19053948
24.°51.452 ‘BP 0.1442 16.24526 1.33784
2505 55 5049: BB 0. 1749 257950286 19018523

QO OO OO O 00
o
o
(8]
~J
o

Totals : 1.07309%9e5 6.39010e4

Results obtained with enhanced integrator!

** k2 Hnd of iRBpoEt * k¥

Instrument 1 22.10.2003 10:49:31 OZLEM SIRIN- TUBA YASAR

Page 2 of 2
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ata File C:\HPCHEM\1\DATA\DHA\21100300.D

YAG ASITLERI KOMPOZISYONU

1000 1U/GYAG, 35°C,

pH:5, 24. SAAT, 2mecl

Injection Dat
Sample Name
Acg. Operator

Acqg. Method

Last changed
Analysis Meth
Last changed

DHA ICERIGI

e

od

21.10.2003709:17:56
Vial
Inj
Inj Volume

OZLEM SIRIN- TUBA YASAR

C:\HPCHEM\1\METHODS\DHAZ2 .M

1
1

: Manually

20.10.2003 12:24:05 by OZLEM SIRIN- TUBA YASAR

C:\HPCHEM\1\METHODS\DHAZ .M
235 E052003 1094621
(modified after loading)

by OZLEM SIRIN- TUBA YASAR

[ FID1 A, (DHA\21100300.D)

pA{ I N & ‘
501 3¢ o |
Y |
6? i
mﬁ ‘ g ) ;
] o
| | ) b 8 4
! s P g g &
] = 8 8 & ‘
: 1 o Q B’ |
S e | i | | |
1 12 (
s | . 3 gﬁ L
- TN g - MO < |
o omy 355 ®pa@tr 3§ 3 &
3 |= : & pesy 5
Llgue R R W s R R e e e
0 10 20 0 40 50 60 min
Area Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: FID1 A,
Peak RetTime Type Width Rrea Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pA] %
e he e e i it L e i e ==t
1 2.244 MM 0.0274 1.05441e5 6.42199e4 98.73312
2 3257 -BP 0.0341 6.61521e-1 2.79528e-1 0.00062
3 360 PP 0.0384 6.17917e-1 2.29829¢-1 0.00058
i 4 5.854 BV 0.0498 9.69671le-1 2.52655e-1 0.00091
5 5.991 VB 0.0604 8.96751e-1 1.92455e-1 0.00084
Gl T PR 0.0620 1.0580¢ 2.05725e-1 0.00099
e n3de VB 0.0665 67.98116 15.10585_ 0.06366
§.10.666.BB 0.0823 2.57417 3.83474e-1 - 0.00241
9 12.048 BB 0.0624 7.8364le-1 1.51310e-1 0.00073
PO 12,4071 BY 0.0644 1.00051 1.87124e-1 0.00094
Instrument 1 21.10.2003 10:47:02 OZLEM SIRIN- TUBA YASAR Page 1 of 2

102



lata File C:\HPCHEM\1\DATA\DHA\211lUuU300.D

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pA] %

o ol e it it [ s =ity (==
3125601 VB 0.0820 1.31131 1.93%764e~1 " 0.00123
e 13,747 BP 0.0750 15 18302 1. 9081 e—1% 0L 001 EL
La o 15,816 8B 0.1043 2. 75175 3. 13710e=-1 ¥0.00258
4 16,215 BB 0.1024 2.26364 2.63104e-1 0.00212
5. 16,975 BB 051077 36.75886 5.00603 0.03442
16 18,125 BB 0.1031 244.80756 3564228 022923
e 2207061 BB 0.0950 1.,83011 25 30824e~1 000171
8821237 BV 0.1044 183908 212500 exl - 0200172
1990 21...603- VB 0.1374 T 73411 0.972949e~1" 000724
20 23361 PB 0.1086 1.48060 1.62117&e-1 0.00139
2l -.25.984 BB QL1223 17.02485 1287683 '0.01594
22 26.884 BB G¥1513 5.09511 2.9805le-1 0.00477
B3 205 005BY 0.1288  100.36202 1817168 009398
24 ' 27.838 VB 0.1413 43.12451 4.20014 0.04038
2520 303 BB 0.1204 2.14078 3.38479 " 0.03010
26 291798 BP 0.0902 1.04523 1.39921e-1 0.00098
231 168 BP 0.1241 3.18576 3.05645e-1 0.00298
28 37.430 BB 01897 -193.88205 20516672 (018185
29 38.841 BP 0.1241 3.93886 3.763550e-1 0.00369
30 +40.852 EB B8l 141.39615 12.77908 0.13240
31 41,297 BB 01562 7.46014 £.64475e-1 0.00699
32 41.816 BB 0.1885 10.33929 7.46849e-1 0.00968
33" d5.b24 BB 0.1430 7.38740 6.2026%9e-1 0.00692
34500315 BB Q.1872 189.32988 L e81i8.  0.17728
@551 .455 BB 0.1544 12.97481 1.04793  0,01215
56 55.00°9 MM Q.2508  190.57249 12.69154. 0.17845
371 60,247 BB 0.1816 15.18789 9.97498e-1 0.01422

Totals : 1.06794e5 6.43687e4

Results obtained with enhanced integrator!
***x End of Report ***
X
Instrument 1 21.10.2003 10:47:02 OZLEM SIRIN- TUBA YASAR
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YAG ASITLERI KOMPOZISYONU

1000 IU/GYAG,

355€;

PH:8, 24. SAAT, 2 mcl

Injection Date

16.10.2003 16:06:06

Sample Name Vial 1
Acqg. Operator OZLEM SIRIN-TUBA YASEAR Inj g
Inj Volume : Manually
Method C:\HPCHEM\ 1\METHODS\DHA2 .M
Last changed 25.09.2003 12:59:35. by OZEEM SIRIN
DHA ICERIGI
ey FID1 A, (DHA\18100304 D)
PA 1 @ Bt
R g
| & N
| 0] |¥ |
| 5% i
1 8 0
40 3 2 &
F o o il B
3= o 2 | e @ i = B &
: ' a 8 | [ oL ol 8 S ) 8 &
: : 2; i | ] ; {
" Bk - & o, 4 &’
3 : : o J q
25+ i I~ ;g ‘5\6
z  om @ s o8
g e %e N e N
0 10 20 K] 4 50 80 70 min
Arsa Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Dilution 1.000C0
Signal 1: EIDL A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] {min] [pA*s] [pA] %
i e [[Srm=nmasnaas e = s i o e e e rneee
1i 2.254 MM 0.0275 1.06518e5 6.4482%9e4 97.32166
2. 10,332 VB 0.06°0 $2.39330 20.32215 0.08442
312687 VB 0.0874 85.65672 1.5.71395 0.078286
4 16.950 VB 0.1095 91.08929 12.42357 ©0.08322
5 .18.106 ‘BB 0.1146 293.32458 39.51659 0.26800
6 18.908 BV 0.1485 9.3668% 5.77606e-1 0.00856
7519353 VB 0.1610 7.69100 €.74620e-1 0.00703
8 20,285 BV 0.1239 90.45128 11.00046 0.08264
9  20.689 VB 0.1766 10.27595 58.29334e-1 0.00939
10 21.624 BB 01291 1 295.36850 34.75652 0.26987
11 25,945 BB 0.1419 26.00253 2.75987 0.02376
42 126870 BY 0.1488 11.38573 1.17847 0.01041
13+ 270076 VV 0.1396 6.27406 6.55952e-1 0.00573
14 27.483 VNV 0.1585 179.62704 18.29971 0.16412

Instrument 1 16.10.2003 17:22:38
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Peak RetTime Type
# [min]

0.1634
18731 .134 BY 0.1665
19 31.367 VW 0.1545
200 31,784 WV 0.1605
21 32.179 VB 0. 1726
22 33.839 BB 0.1682
23 37.374 BB 0.1606
24 40.816 BV  0.1839
25 141.825 VB 0.1809
26 45.629 BV 0.1889
27 46.124 VB 0.2188
28 50.241 BB 0.1726
29 51.419 BB 0.2397
30 54.885 MM 0.3241
31 56.198 MM 0.2457
32 60.262 MM 0.2726
Totals
Results obtained with

32.67276
14.00114
6.73507
185.49078
58.79097
42.56853
171.46950
119.66079
198.34851
146.56682
7.56497
128.93665
12.80103
328.67914
12.97617
168.63637

1.09450e5

Ty

o

6

57871
3.53195
24599282
1.29098

.41471e-1

17.38182
517360
3.87340

16.59436

10.27525

16.90364

13..79835

.16864e-1

11.34526

.63277e-1

16.90254

.80047e-1

1033187

.4778%e4

enhanced integrator!

0.05553
0.03275
0.02985
0.01279
0.00615
0.16943
0.05371
0.03889
0.15666
0.10933
0.18122
0.13391
0.00691
0.11780
0.01170
0.30030
0.01186
0.15408

Astrument 1 16.10.2003 17:22:38
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*** End of Report ***
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ata File C:\HPCHEM\1\DATA\DHA\lslUUsu<.D

YAG ASITLERI KOMPOZISYONU
1000 IU7TGYAG, 35°C, pH:9, 24. SAAT, 2 mcl

Injection Date 181042003 12225328

106

Sample Name Vial i
Acg. Operator OZLEM SIRIN- TUBA YASAR Inj 1}
Inj Volume : Manually
Method + C:\HPCHEM\1\METHODS\DHA2 .M
Last changed 25.09.2003 12:59:35 by OZLEM SIRIN
DHA ICERIGI
‘ FID1 A, (DHAVIB1002C2.0) =
“i g |
: uni a & g
? g 1§9 l
[ o | |
fer oy : |
L : g |
b e R |
g ’z | | 5 8 .
| j | | { : ~ fg\\ i
! 50 | i 3 3 g |
3 | | L s ] ﬁ@w
- \ : 8 | i ]
5 g %p gh: QR 8 Ry Y g |
N O i ol b S MDont . b R = RS PR
{5 0 10 20 ) © 50 60 70 min
Area Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1:"FIDL A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pA] %
i ol Bkttt Zenltnes et e Vi e e g =
2 2,253 MM 0.0274 1.02048e5 6.21852e4 96.28172
2--10:328 VB 0.0785 279.55688 55T 6T - B.263T6
12 R0 B 0.0898 739101 1.31011 ' 0,00697
412 562 VB 0.1263 8.29666 9.10619e-1 0.00783
513,714, BB 0.0933 13.81245 2.32368 0.01303
6 15.786 BB 0.1022 22.74741 3.39268 0.02146
= Tl s BB 0.1296 24.68654 % 127451002329
8  16.962-BV 0.31206" 347 .500%5 43.75956 0.32786
9 17.363 VW 0.1380 9.76303 1.07503 0.00921
PO g 139 VB 0373 71307885 89.15086 0.67278
LT 200 261 PV, 0.1338 6.52817 7.78899e-1 0.00616
1P 20605 VE 01522 11.40813 1.07122 0.01076
13 -21.306 BV QLTS 6.29720 5.61253e-1 0.00594
Instrument 1 18.10.2003 14:49:48 OZLEM SIRIN- TUBA YASAR Page 1 of 2



ata File C:\HPCHEM\1\DATA\DHA\18100302.D

Peak RetTime Type

Totals

Width

[min]

Area
[pA*s]

21.87180
10..57557%
975322
88.79708
53.13362
33.70916
468.52893
149.46725
13.05718
95.58094
7.82851
13.51864
418.89304
14.94339
289.4195¢6
18.18284
17.04265
6.32869
7.42745
135938717
349.90512
35.49426
38713986
16.77178

1.05989e5

Height

1.01268
1.08363
8.97477
5.10262
3.43979
43.89756
14.36607
9.26376e-1
9.30426
4.43403e-1
1.23990
35.69477
1.28504
23.30566
1.26704
QLA 3ie—1
3.74304e-1
5.26097e-1
5.47258e-1
28.63595
2.60093
22.01161
1.05606

6.25987e4

Results obtained with enhanced integrator!

0.01582

Instrument 1 18.10.2003 14:49:48

*** End of Report ***

OZLEM SIRIN- TUBA YASAR
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AL DALT Voo VAL Lllild Vi NI R d4d NE2Edd s |\ M1 b W

YAG ASITLERI KOMPOZISYONU
PH:5, 30°C, 24.SAAT, 2mcl

1000 IU/GYAG,

Injection Date

Sample Name
Acg. Operator

Method
Last changed
DHA ICERIGI

0751122003 1404432
Vvial @ 1
OZLEM SIRIN-TUBA YASAR ERER 1
Inj Volume : Manually
C:\HPCHEM\ 1\METHODS\DHA2 .M -,
06.11.2003 15:31:50 by OZLEM SIRIN-TUBA YASAR

FiD1 A, (DHAD7110303.D)

Al @ & bS]
! j 8 & & § 5 l
60 & | D :
i 1 8
] 8 | | ! & |
; = ' ‘ g & ‘
: | E . |
.. | g Q l
a | |
i ‘ T 8 “ j l
m"] ! ! g ﬁ {]. ‘ ! i }
i g mraite g abet o 8§
BE TR pRI@BeRR g 28 b8 3
] | B | [E -%ﬁ”g“—  Bowgd g8 8
“__’_T_J'.. = _J.A,.i,rl._a‘_._ﬁ.‘.-%,g_,a',w._;’.‘;@ 1|§&Tw_§4 ]‘l gﬁ?ﬁg.r.g_ il 9-'1‘r 53.._ ’ﬁ_—y__ .._._.._28 :!
0 10 20 o) 4 50 80 70 min
Area Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Sional l: FIDL A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pA] %
e e i I===ml=rr=5"" oS s e ke [=satewgy |
L 2.249 MM 0.0262 1.09599e5 6.98075e4 96.71174
2 5.956 VB 0.0685 4.01348 7.86746e-1 0.00354
S 33 50 0.0861 197.71249 34.11771 0.17446
Acoai2 00 B 0.0889 8.72976 137719080770
5 12.410 BV 0.0785 11.04934 1.84029 0.00975
6ul 12,685 VP 0.0714 3.04068 5.30168e-1 0.00268
TSI BP 0.0926 11.81720 1576303 0.01052
8 LS OB PV 0.1020 47.24819 6.05772 0.04169
9" 16,187 BB 0.1014 33..32539 4.16214 0.02941
10-° 16,956 BB 0.1267 161 .89781 18.21267 0.14286
R BT B 0.0983 3.96755 4.88172e-1 0.00350
228 s 121 VB 0.1157 407.16409 505170383 0.35929
Instrument 1 07.11.2003 15:29:04 OZLEM SIRIN-TUBA YASAR Page 1 of 2
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Peak RetTime Type Width
# [min] [min]
13 19,264 PV 0.1500
34 205705 BV 0.1109
15520, 304 BV 0.1386
16 21.580 VV 0L TT75
SRR S A 0.1284
18 23.346.BB 0.1164
19 240815°PV 0,115
20 25303 VWV 0.1249
At 25056 MY T 3R
22 26.:383 VV o 1 Ml 23
23" 260862 VV 0.1441
24 20 50T NV @.1122
25 27.488 VV 0.1339
26 27832 VB 01317
200285849 PP 01192
28 29.390 BV 01281
29" 29,813 VV 0.1262
3G-31.7178. BB 0..1296
31 36.026 ‘BB 0.1267
32, 37.434 BB 0.1554
33" 38.822 BV 0.1835
34 39.247 VP G 1981
35" 40,163 "BV 0.1434
36 40.863 VV 0.1662
37 41.286 VB 0.1525
SR S, BY: 0.1549
39 43.036 BP 0.1380
40 44.407 BP 0.1545
41 45.593 BP 0. 1550
42 50.337 BV 0.1855
43 51.440 BP 0.1717
44 53.129 PP 0.1644
45 55.041 MM 0.2657
46 55.851 BV 0.1637
el 205 BV 0.1994
48 68.220 BV 0.2082
49 74.595 BBA 0.2602

Totals

Area
[pA*s]

3.50288
13.-92152
6.53180
8.6522¢
1015679
14.66502
3e13289
3..30233
143.16241
3.48253
32.0111¢6
15293303
221.00468
85.46930
662121
84.46354
3. 77503
8.77390
3.08787
53780322
36.79484
5. 87929
8.08777
358.47482
21.41878
12.98481
8.24702
21.96642
12102585
541.16193
66.61291
4.6716%9
468.03244
10..53031
2504529
5.67665
19.23951

1.13326e5

2.7616le-1
1.52689
5.57763e-1
8.92988e-1
9:52F50e=1
1.50837
3.231%91e-1
3.10112e-1
13.08997
3.51877e-1
2.83705
150985
20.39830
7.99638
6.70392e-1
7.90890
3.54475e-1
8.02164e-1
2.8999%4e-1
43.01924
243552
3.90547e-1
6./ 72276e—1
2685379
1.70043
1.01747
7.1016%e-1
1573170
9.29080e-1
39.70038
4.89638
3.35b24e-1
29.36042
75997 6e=1
1.54301
3.21959e=1
8.70985e-1

7.01470e4

Results obtained with enhanced integrator!

0.00309
0.01228
0.00576
0.00763
0.00896
0.01294
0.00276
0.00291
0012633
0.00307
0.02825
0.01406
0.19502
0.07542
0.00584
0.07453
0.00333
0.00774
0.00272
0.47456
0.03247
0.00519
0.00714
0.31632
0.01890
0.01146
0.00728
0.01938
0.01068
0.47753
0.05878
0.00412
0.41300
0.00929
0.02210
0.00501
0.01698

xxk | Fnd/cf Repbirt |tk

Instrument 1 07.11.2003 15:29:04 OZLEM SIRIN-TUBA YASAR
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bata Fkile C:\HPCHEM\1\DATA\DHA\05110304.D

YAG ASITLERI KOMPOZISYONU
1000 IU/GYAG,45°C, pH:5, 24.SAAT, 2mcl

Injection Date 061112003 15424 st A

Sample Name Vial 1
Acg. Operator OZLEM SIRIN- TUBA YASAR TS 1
Inj Volume : Manually
Method : .C:\HPCHEM\1\METHODS\DHA2 .M
Last changed 30.10.2003 11:12:30 by OZLEM SIRIN- TUBA YASAR
DHA ICERIGI
FID1 A, (DHA\05110304.D)
pA ? dﬁk § |
e P T § |
N~
] g ! T § '
60 I =] i { 8 A ‘
4 ’ ! ] o
| i P |
e | 3 N . |
g g Y | ; f
e % ? g!
i = |
] | g8y e :
ik oo B P . g & |
-~ B2 ‘ o~ o < 1 = ‘ = T - '\'\:
L8 i orEranver g gRaly cgpt 5
) 1 | % IJI.,JT:, B ~'E.;’u\ I ﬁ“;'vl..\_)& o ,_8_ L) g;m:?_; _?,__‘L’ \U;._EJ ﬁf’_i__._.,_j‘i___.?l
0 10 20 40 50 0 70 min
Area Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 13 FID1:A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pA] %
S o v ot s Rt felemsamaes g e |
1 2.249 MM 0.0228 9.91794e4 7.24203e4 95.87067
2 5:950 VB 00677 4.66344 9.11246e-1 0.00451
S = L0u331 Vi 0.0844 241.91435 40.95773 - 0.,23384
4 10.661 VP 0.0831 3.71448 5.37401le-1 0.00359
5 12,035 BP 0.0833 8.66758 129950 0.00838
6y 12398 BB 0.0876 12, 08371 1.84042 0.01168
T2 684 BP 0.0802 3.61783 5.50138e-1 0.00350
B 30718 B 0.0853 15.18585 220622 - 0.01468
9 A B TBE BV 8541 M 54.42749 6..70471;  0.,05261
1057116180 -V 0.1183 38.87624 4.58853 0.03758
JRlserelie s SOTUNER 0.0933 4.86842 6.22310e-1 0.00471
1216 .748" BV 0.0709 576729 9.96475e-1 "0, 00557
Instrument 1 05.11.2003 16:45:37 OZLEM SIRIN- TUBA YASAR Page 1 of 2
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA\DHA\05110304.D

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pA] %

oo el [ [Sorsrrants (B Gmeos oo s ot |
13:-716.948 VB 0.1095 188.04866 2R R B L R O S T
Ta - 1360 “BB 0.0988 5.70605 6.91078e~-1 . 0.00552
LSy 18012258 QW11 7= 503518245 58.76632 . 048635
Pana 10 2285 BP 0.1606 5.44824 4.00677e-1 0.00527
210, 688 VB 04305 16.99139 L3147 001 ed2
88200 305 BV 0.1536 1103826, 8a52028e~1 001067
NI 2D T 2 N 0.:1118 5.29226.5.65140e~1 0.00512
A0 S e T R AT o X i 4 11.85608 L. 01586 0.01L1486
205 234331 BB 0.1246 15.64339 150701 .0, 01512
22 24.807 PP 0. 1117 3.20065 3.40389e-1 0.00309
23 258930 VY 001394 "158.76727 1388167 0.15347
28 26367V 021105 3.70456 3.98518e-1 .- 0.00358
25 26.864 VWV 0.1391 40.94359 3.62848 0.03958
2627069 VYV 0.1189 21.01898 2:41524 0.02032
27027494 NV 0.1421° 285.14450 2503 AT 052868
2807.27:831 VB Ol317 ~118.63567 11.05886 0.11468
29 28.439 PP 001231 8.57761 8.33406e-1 0.00829
30529 372 BY 013821 °.105.77654 9.63602 0.10225
Sil29.803 ' VB 0.1458 4.18894 3.39856e-1 0.00405
S 3 T4 PR 0.1464 4.24812 3.43214e-1 0.00411
33035983 PP 0.31417 3:25734 2,919 7e~1+ 0.00315
34 37.428 BB Qsd658° «617.32520 46.99357 0.59673
35 5 384800 BV QeI F13 37..90755 2.00965 " 0.03664
36 " 39.234 VP 0.1622 597575 4.35079% -1 '0.005%8
37-.40.179 BV 0.1472 10.00831:8.07138e~1 0..00867
38540, 855 VV 0.1623 400.93369 30n02612  0.38756
39 541 28 VNV 0.1454 22.11099 179874 0.02137
40 41973 VvV galal7 3230125 2. 7761%=-1 0.003819
41 43.028 BB USd539 9.898581"%.62627e—~1 0.00957
42 44,412 BP 01477 22.92990 1.85502 0.02216
43 45.585 BB 0% 336 4.49193 3.99700e-1 0.00434
44 50.326 BB 0.1714 594.44971 42.06602 0.57462
48 " 51432 BB 0.1659 41533214 5.18823  0.06895
46 53.148 BP 0.1610 5.16334 3.78901le-1 0.00499
47 55.028 MM 0.2654 493.43713 30.98709 0.47698
48 55.841 MM 0.1984 8.71492 7.31989%e-1 0.00842
49 57,671 BP 0.1686 4.17855 2.92683e-1 0.00404
SUTSE00 181 BB 01873 13.30846 8.40015e-1 0.01286
SHp 8L 196 BV 0.2266 eI L1089 °3.83832e~1. 0.00713
52 74.550 BBA 0. 2722 24.60097 1.06997 0.02378

Totals 1.03451e5 7.28054e4

Results obtained with enhanced integrator!

*x% End of Report ***
Instrument 1 05.11.2003 16:45:37 OZLEM SIRIN- TUBA YASAR
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Data

tiie C:\HPCHEM\1\DATA\DHA\N1011U30U3.D

YAG ASITLERI KOMPOZISYONU

1000 IU/GYAG, PH:5,

50°¢C, 24 JSAAT . omel

Injection Date :
Sample Name
Acqg. Operator

Method
Last changed
DHA ICERIGI

10.1132003:13:456:35

OZLEM SIRIN-TUBA YASAR

: .C:\HPCHEM\1\METHODS\DHA2 .M
10.11.2003 08:56:45 by OZLEM SIRIN-TUBA YASAR

Vial
Inj
Inj Volume

1
1

: Manually

FID1 A, (DHA\10110303.D)

[
{
|
D 3
| o G ?
w }
e | i )
et i >
| % 8 S ‘
| 80—+ | i 5 A |
| i | B 8 ohd |
‘, 40— E | g | | ] i
{ 1t - |
b . | 8 | |
| 304 i < |
, ] Lo L 3@?% Sl ¥ o
o 8 E¥0eg @I funBe  EReEE oy dg 3 g
7| y - ufs 1 | N g i ‘( 8 s
i Lk et U S )..-.Jw";",M.‘.«ﬂ.m_.JL.,A o "R,Qﬁﬁ E oot et ) _E." LTl #;»E-‘l 't‘?—iL L e ~:}
0 10 20 30 0 50 60 0wl
Area Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1:. FIDL A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pPA*s] [pA] %
ke | e o ot e e [reEssnaan e T DR |
1 2.249 MM 0.0240 1.0306%9e5 7.16982e4 96.52855
2 5.959 VvV 0R0755 4.56842 8.13521e-1 0.00428
S 1i05 338 V. 00850216, 89613 34.991226  06.20313
4 10.671 VB 0.0862 5.39455 7.84614e-1 0.00505
5 12,043 BB 0.0813 5.30776 8.05867e-1 0.00497
6 12.408 BV 0.0745 7.67197 1261190, 00719
P12 S 585 VB QR 1143 10 . 82772 1.24066 0.01014
813,732 BV 0.0899 1.2:, HOR 1.80369 0.01179
9 - 15,803.BV 0.0998 38.84670 4.70448 0.03638
10 16.191 VB 0.1244 31.89289 3.21002" 0.02987
11 16.969 BB 0lZ200: 16993205 17.62063 . 0.15915
d 2017 386 BV (o R 5.49287 5.89405e-1 0.00514
Instrument 1 10.11.2003 15:18:42 OZLEM SIRIN-TUBA YASAR
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data File C:\HPCHEM\1\DATA\DHA\10110303.D

Peak RetTime Type

# [min]

g3 18134
14 20.284
15:20.698
P62 28
g e 240600
gr 23 1355
S B g
203265879
21 2T L0854
220215058
S AT S TSN
24 28,462
253r 28 . 394
20630024
2 e8] 6D
28:..32.180
29 33.849
S0 37432
Sl 38:821
3 595303
33 40,179
34 40.865
355417306
N I C ko
37" 435055
38 44.414
oo d5.607
405:50,.316
Al 51440
45 5301929
AE w55 5028
44 . 55,854
450757 S651
4660213
Sl £ 628

Totals

clislcliciclicisReielclicliaicleiele oisailsteillsl=felne sl gl

Width

0.1148
01399
0.1447
0t o5l
041229
<1413
<1318
SERLG
« 18106
1320
«1183
Si323
.1300
1383
« 1339
.1400
L1523
LB
.1664
+1.360
. 1691
.1488
+1536
.1498
.1495
.1636
.1741
1716
.1563
+ 216
.1492
- AB530
1891
.2164

Area

- [pA*s]

485.66711
6.81184
13.70037
10.02505
40.09428
17.44891
119580877
36.80316
17.71636
27.3. 87622
106.92567
6499811
9109570
5.13681
18.65241
6.62562
78232 %
473583
27 .50188
5.30441
799675
314.96640
17598632
29.63564
A
17097412
33.03286
457.91428
55.02482
4.09735
399.70096
T.37542
3.05405
54.39920
1:54 6710

1.06775e5

Height
[pA]

58321728
7.10853e=1
1.19340
8.2249%-1
S8
LeYO51%
10.59913
3.34631
1391254
24.94954
10.02067
7.08494e-1
8.44870
4.71802e-1
1.60824

A AN e
6..68707e=1
F750-3099
2.15065

3 16494e=1
6.96176e-1
23.68540
1.46423
2.:31150
5.88058e-1
1.43098
2.40720
33.06093
3429793
3.09754e-1
24.07809
5:84693e~1
2.36731e-1
3.42920
B.5202% -1

7.20338e4

Results obtained with enhanced integrator!

cliclecleclclalolelletlol ool il e ol oo i e e M o flog s il e il aky ey = g =i 8o So )

*xk BEnd ofiBeport ***

Instrument 1 10.11.2003 15:18:42 OZLEM SIRIN-TUBA YASAR
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YAG ASITLERI KOMPOZISYONU
RH: 5, 65°C,

1000 IU/GYAG,

24 ,SARAT,

2mcl

Injection Date

Sample Name
Acqg. Operator

Method
Last changed

DHA ICERIGI

LAl 200 31161 Deied

OZLEM SIRIN-TUBA YASAR

C:\HPCHEM\ 1\METHODS\DHA2 .M

FLLE1, 2003 d6sletan

(modified after loading)

Vial
ilialy|

Inj Volume :

1
1

Manually

by OZLEM SIRIN-TUBA YASAR

! FID1 A, (DHA\11110305.D)

|
Al @ o & 5
1 a '\% % |
e e
70_j :YS !
80 ) F
: g 8 ]
1 e :
50| 3 T ® g >
| ] | 8 1 8 &
: | i | - i LRy
1 . < 8 [ ! 3 F
4 e e} \ o3 | Q | 0 e |
| g s8N gsgmE ¢ e (cepese oz g8 ¢
20- b S@° TroagmR Pl § (Bg%e¥¢ & B 8
N EOU— ) BVE NN o [ ¥ \J‘,M‘,__l‘__ i AR i‘,..c',_:v,\’wr_‘,,_'v.'..g,,.. 7._114,_ S :
0 10 40 50 60 70 min
Area Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: FID1 A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pA] %
e ek [ e e e pat=sent=ata Mg |
Sk 2.249 MM 0.0230 1.06615e5 .73281e4 96.95964
2 5.953 VB 0.0728 5.07561 9.50126e-1 0.00462
S 10,3325 VWV 00893 218.25490 3647845 - 0.19849
4 - 10,661 VB 0.0957 4.78957 7.00676e-1 0.00436
S 120331 RE 0.0864 4.69785 7.08143e-1 0.00427
6 12,403 BV 0.0734 6.67470 1.09861 0.00607
el B BB 0. 0855 14.00634 29508287 0,032 74
B 15, 783 BB 0. 1026 33.96549 4:,16799 -'0.03089
g 6185 BB 0.1292 28.09723 25750197 0:02555
10:¢ 16.961 BB Dicl222 1229.,13724 2551517 0520839
P e L8 6 BY: 0.1108 7.58088 8.20075e-1 0.00689
Instrument 1 11.11.2003 17:22:14 OZLEM SIRIN-TUBA YASAR Page 1 of 2
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Peak RetTime Type

# [min]

32 18.132
132108293
14 20,692
dis s 2321
1624562
L 2te 386
g 780333
19028947
207126 .883
e
2290270520
235 2843
24528450
25:0:°29.,.3583
265 ol 743
3 Al e RIS
2838813
29 40.136
30 @ 40.841
31 5292
32 il V59
33. 49030
34 44.415
85 5,586
36 .. 50.284
3TiEhisd 3
3858y 906
30..:55,858
40260195

Totals

Q.. 1156
0. 1726
Q51276
0.1296
0.1346
0.1280
021272
01399

01327

B 256
0. L2788
0.1258
DB
0.1378
0.1242
0.1586
0.1660
01393
0.1679
0.1537
0.1540
0.1421
0.1483
0.1444
0.1627
0.1605
0.2582
0.1410
B 1853

542.18933
3. 76541
9.86540
8.38480
993722
8.52672

16.96843
099.12811
47.74574
2795038

348.03421

113.301:60
6.20160

82.12524
4.74285
396.82654
22.45514
6.49018
255.83846
15.24827
6.12854
5.83093
13.9588°
5.10426
376.80420
42.86063

296.52386
6.34268

1156005

1.09958e5

o))

s

&
7

7

64.47523
~Dilagde=1
81123e-1
.66586e-1
“S0NORe 1
.95858e~1

1.62008
8.90382
4.37911
2.77530

3299312
11.02707
+39598e~1

7.74033
+58543e-1

31.56943

1.67450
+53330e~1

1921252

1017278
< 11997e-1
.85668e-1

1512831
.19565e-1
27.60853

3.21647

1813841
.34364e-1
+35963e-1

.76493e4

Results obtained with enhanced integrator!

0.00342
0.00897
0.00763
0.00904
0:.,00°775
0.01543
0.09015
0.04342
0.02542
0..3%652
0.10304
0.00564
0.07469
0.00431
0.36089
0.02042
0.00590
0.23267
0.01387
0.00557
0.00530
0.01269
0.00464
0.34268
0.03898
0.26967
0.00577
0.01051

Instrument 1 k101102008 1722014

**% Endiof Report ***
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YAG ASITLERI KOMPOZISYONU

1000 IU/GYAG,

Ph S,

3500,

24 .SAAT,

200 rpm,

2mcl

Injection Date
Sample Name
Acg. Operator

Method
Last changed
DHA ICERIGI

0351 2,2003 105087

OZLEM SIRIN-TUBA

10

YASAR

C:\HPCHEM\1\METHODS\DHAZ2 .M
10.11.2003 08:56:45 by OZLEM SIRIN-TUBA YASAR

Vial: i
15 i s

Inj Volume

: Manually

FID1 A, (DHA\G3120301.D)

AT € > =
P :
| 0l }§W i
| 1 © 2
: 1 E 8 é 1
e ' v g e & |
' ] ; g |5 g8 2 |
i i i ~ 8 | E#S
| 40- ? & o g { |
1 1 3 é‘ B | ;§ , |
] t T ‘ 3 | E
e ol a8e LR L G
| 4 2 & | 8 Ry e ot i R \
i T { o B BpB B | SpYabasl¥ !
‘ 1 3 gg; "@ 2 3@%@@ i @ 8 R5 gg-@ g8l |l g 5
l 201 iV % o’ ._1%.,,A‘;‘,,?,..AJ::‘?‘-::%JSVJ;, g%@ ,.?!.I(ﬁ:&,%.. j'» s A“ ,?i?‘:f,_%;;?, E% Ey.bj",__,‘.J: ‘ﬁh_.‘,.v.gi» TSR R o T RO e 5
o 10 20 30 40 S0 eo 70 min
Area Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: FIDl A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
4  [min] [min] [pA*s] [pA] %
] Bl ol s = e [Esmena s S i e ] Ry e et |
1 2.246 MM 0.0205 9.96719e4 8.09920e4 95.82637
2 5.941 VB 0:0719 4.02263 7.82919e-1 0.00387
B 05 3 L8N 0.0815:205: 53703 28552 DS Te ]
4 10.645 VB 0.0838 3.49398 5.07892e-1 0.00336
S 2T 025 BB 0.0859 6.29214 9.07688e-1 0.00605
620397 BV 0.0776 7.40777 £.,22391 - 0.00¥12
a2 Doy VB 0.0989 66.01196 9.18412 0.06347
Geondi 3L P B 0.1024 1278216 1. 76699 001228
gl TS BE 0.1048 35.64088 4.23026 0.03427
LU kBl 9B 6 g Rt 25029852 2.86674 0.02624
1 1628 BV 0.1567 10.51310 7.98080e-1 0.01011
12 16,941 VB 0.1285. 1 540892 14 16.,36171: 0:14801

InsEnpument 1°03.12.2003" 11223313
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Peak RetTime Type Width Area Height Area

e = mmmmme e st o Plgin o !
0.1100  5.28473 5.68407e-1 0.00508
0.1167 448.46152 51.16947 0.43116

15 165.695 BP . 0,110l 10.00081  1.13163  0.00961
0.1096  7.37601 8.15137e-1 0.00709
0.1264 47.63780  4.75559 0.04580

e’ 20,697 BE  0.1336 14.74235 @ 1.33747 001807

0.1227  5.40119 5.26565e-1 0.00519
0.1242 ~161.21867 15.707520.15500
0.1301 14.04643  1.29395 0.01350
0.1157  3.94760 4.14349%-1 0.00380
0.2347  7.38471 3.71895e-1 0.00710
0.1467" 108.30472 9.04241 0.10413
0.1350 34.68427  3.07617 0.03335
0.1146 16.22682  1.70401 0.01560
0.1341 258.38019  23.44221 0.24841
0.1336  97.75224  8.90328 0.09398
0.1185  6.13639 6.19785e-1 0.00590
0.1377 85.00278  7.44244 0.08172
0.1563 35.64274  2.83346 0.03427
0.1337  9.24759 8.38514e-1 0.00889
0.1067 3.40830 3.87127e-1 0.00328
0.1504 97.13052  8,01500 0.09338
0.1400 ' 32.43822 .\ 2.78337 0.03139
0.1447 31.42503  2.62509 0.03021
0.1652 411.62283 31.23558 0.39574
38 38.821 BV  0.1690 24.17967  1.76349 0.02325
0.1479  6.97883 5.59854e-1 0.00671
0.1682 305.81006 22.13647 0.29401
0.1618 25715 1.272%6: 0.01689
0.1656 165.56439 12.18052 0.15918
0.1531  6.38512 4.94580e-1 0.00614
0.1457 6.79672 5.51822e-1 0.00633
0.1518 15510869 1.18428 0.01453
0.1677 12155328 . '8.63714 0.11686
0 .74361 5.07463e-1 0.00648
0 .14440 2.46545e-1 0.00302
0 .81959 4.12304e-1 0.00560
0 .27527  26.63568 0.34926
0 .76184  3.33812 0.04496
0
0
0
0
0
0

N
< o
o o
o ~J
w
O oW U W o

3 B
(6, e}
= @
=
(6]

W s Oy

. .05688 25.36915 0.51826
L1661 9.87091 7.01806e-1 0.00949
.1679 £7.80350 125054 =0,01712
2034 161l S699 9.64462 0.15572
w1519 1441543 1.12578  0.01386
57 74.648 BBA .2626 15.72446 7.08090e-1 0.01512
Eotals 1.04013e5 8.13641e4

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***
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infection Date: . =11.08,2003 1434502

Sample Name : n-Heptan Vials 1
Acqg. Operator : OZLEM SIRIN -TUBA YASAR Ing 1
Inj Volume : Manually
Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\DHAZ2 .M
Last changed : 11.08.2003 14:28:07 by OZLEM SIRIN =TUBA ¥ASAR

DHA ICERIGI

FID1 A, (DHA\11080301.D)
Al 8
N
80000
ann:
40000 —
2(11!)— 1]
]
(6 o it ;
[¢] b ﬁ & b‘w é $ i % min
Area Percent Report
Sorted By 3 Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution ¥ 1.0000

Sdgnal 1: FIDL ‘A,

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pA] %

i) 2.200 BB'S 0.0158 9.55171e4 9.08464e4 1.000e2
Totals 9.55171ed4 9.08464e4

Results obtained with enhanced integrator!

**% “Fnd of Report. ***
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OZGECMIS

Tuba YASAR, 1975 yilinda Erzurum’da dogdu. Ilk, orta ve lise 6grenimini
Liileburgaz’da tamamladi. 1993 yilinda Orta Dogu Teknik Universitesinin Kimya
Miihendisligi boliimiinii kazandi. Lisans egitimini bu boliimde tamamladiktan sonra
1998 yili Haziran aymnda mezun oldu. 2001 yilinda iTU Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Miihendisligi Boliimii yiiksek lisans programina kabul edildi. Yiiksek lisans
egitiminin tez asamasinda olup, halen bu programa devam etmektedir.
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