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Tepki ylizey metodolojisi ile optimizasyonu
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Ozet

-3 ¢oklu doymamis yag asitleri (CDYA), ozellikle eikosapentaenoik asit (EPA) ve
dokosahekzaenoik asit (DHA) insan saghgi acisindan énemlerinden dolayr artan bir ilgi gormekte-
dir. EPA ve DHA antiinflamatuar, antitrombotik, antiaritmik, antimitojenik, hipolipemik ve
vazodilator ozellikler gosterirler. Bu ozellikleri ile basta koroner kalp hastaliklar: olmak iizere, hi-
pertansiyon, tip 2 diyabet, iilseratif kolit, romatoid artrit, depresyon ve kanser gibi bir¢ok hastaligin
onlenmesinde ve tedavisinde potansiyel etkiye sahiptir. Bu ¢alismada balik yagindan gida ve
farmasdétik kullanimlar icin CDYA ’ince zenginlestirilmis iiriinlerin eldesi amag¢lanmistir. Bu amag-
la, alabalik (Oncorhynchus mykiss) yagindan tire fraksiyonlama yéntemine gére CDYA (EPA,
DHA, 18:3w-3, 20:4 w-3 ve 22:5 w-3) icerigi yiiksek konsantratlar iiretilmistir. Ure fraksiyonlama
deneyleri 4 °C’ de ii¢ degiskenli ve ii¢ seviye degerli yiizey merkezli kiip tasarim noktalarinda ya-
pilmistir. Bagimsiz degiskenler olan iire:yag asitleri oram (ag/ag), etanol:iire orani (hac/ag) ve
kristalizasyon zamaninin (saat) elde edilen iiriinlerin CDYA icerigine (tepki degerine) olan etkileri
incelenmis ve reaksiyon kogullari Tepki Yiizey Metodolojisi’'ne gore optimize edilmistir. Optimum
reaksiyon kosullart 3.5 iire:yag asitleri orani (ag/ag), 5.6 etanol:iire oram (hac/ag) ve 4.8 saat
kristalizasyon zamani olarak bulunmustur. Bu kosullarda, alabalik yagindan % 88.1 CDYA iceren
trtin elde edilmistir. Ayrica degiskenlerin tepki degerine olan etkisini gosteren kuadratik
polinomiyal model denklem olusturulmustur. Elde edilen model denklemin regresyon katsayist 0.99
olarak bulunmugstur. Bu da model denklemin giivenilir oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Coklu doymamis yag asidi, EPA, DHA, alabalik, iire fraksiyonlama, tepki yii-
zey metodolojisi.
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Production of polyunsaturated fatty
acids from rainbow trout oil:
Optimization by responce surface
methodology

Extended abstract

The w-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA), espe-
cially eicosapentaenoic acid (EPA), docosahex-
aenoic acid (DHA), alpha-linolenic acid (ALA) are
attracting increasing attention because of their im-
portance to human health. EPA is the precursor of
prostaglandins, tromboxanes and leukotrienes,
which are effective anti aggregatory substances.
DHA is a main component of membrane phospholip-
ids of brain and retina cells. Clinical studies show
that DHA is essential for the growth and develop-
ment of the brain in infants and for maintenance of
normal brain functions in adults. Recently it has
been shown that EPA and DHA supplementation has
positive health effects including attenuation of coro-
nary heart disease risk factors (hypertension, hyper-
lipidemia, platelet aggregation, glucose tolerance);
modulation of eicosanoid synthesis (cellular immune
system, dermal integrity) and tumoricidal activity.
Some studies indicated that the PUFA concentrates,
devoid of more saturated fatty acid, are much better
than oils themselves since they allow the daily intake
of total lipid to be kept as low as possible. The
PUFA concentrates can be produced by several me-
thods, including fractional crystallization, urea frac-
tionation, molecular distillation, supercritical fluid
extraction, silver ion complexation and enzymatic
hydrolysis and esterification reactions. However, the
simplest and the most efficient technique for obtain-
ing PUFA concentrates in the form of free fatty ac-
ids is urea fractionation. Initially the triacylglyc-
erols of the oil are split into their constituent fatty
acids by using alcoholic KOH and these fatty acids
are then mixed with an ethanol solution of urea for
complex formation. The saturated and the monoun-
saturated fatty acids easily complex with urea and
crystallize out on cooling. The liquid or non-urea
complexed fraction (extract) is enriched with PUFA.

In this study, urea fractionation of rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) fatty acids was carried out
to produce PUFA. Urea fractionation experiments
were carried out at 4 °C according to a three-factor
and three-level face-centered cube design points.
The effects of independent variables such as urea-to-
fatty acid ratio (w/w), ethanol-to-urea ratio (v/w)
and crystallization time (h) on the PUFA content of

the obtained products (responce) were investigated
and reaction conditions were optimized by Responce
Surface Methodology (RSM). Free fatty acids (4 g)
were mixed with urea in 95 % aqueous ethanol and
heated at 60°C with stirring until the mixture was
turned into a clear homogenous solution. The ratio
of urea-to-fatty acids was changed by using different
amounts of urea, and the ratio of ethanol-to-urea
was changed by using different amounts of ethanol.
The homogenous solution was cooled to room tem-
perature, placed in refrigerator kept at 4 °C for dif-
ferent periods for further crystallization. The crys-
tals formed (urea-fatty acid adducts, also referred to
as the urea complexing fraction) were separated
from the liquid (non-urea complexing fraction) by
fast filtration. The liquid was diluted with an equal
volume of water and acidified to pH 2-3 with 6 N
HCI; an equal volume of hexane and 10 mL of satu-
rated salt solution were subsequently added and the
mixture was stirred thoroughly for 1 h, and then
transferred to a separatory funnel. The hexane layer
containing the liberated extract fatty acids was se-
parated from the aqueous layer.The solvent was re-
moved using a rotary evaporator. The obtained fatty
acids were weighted and designated as ‘extract’
throughout this study. The fatty acid composition of
the extract was determined by GC.

Before RSM was applied, an appropriate range
(lower, middle, and upper points, levels) for each
independent variable was determined by varying one
independent variable at a time while keeping the
others constant. A total of 17 experiments were car-
ried out according to a three factor, three level face-
centered cubic design points. In the urea fractiona-
tion of rainbow trout fatty acids, the range of each
variable was selected as follows: urea-to-fatty acids
ratio, 2-4; ethanol-to-urea ratio, 5-9; time, 1-15 h.
Optimal conditions were determined to be a urea-to-
fatty acids ratio of 3.5, ethanol-to-urea ratio of 5.6
and a time of 4.8 h. Experiments conducted under
these optimized conditions will be yielded an prod-
uct containing 88.1 % PUFA. A good quadratic
model was obtained as highly significant with a sat-
isfactory regression coefficient (R) found as 0.99. In
conclusion, the PUFA enriched product was ob-
tained from rainbow trout fatty acids by urea frac-
tionation in this study. This concentrate could be
used as valuable supplement for food and pharma-
ceutical purposes.

Keywords: PUFA, EPA, DHA, rainbow trout, urea
fractionation, responce surface methodology.
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Giris

Giliniimiizde obezite, kalp ve damar hastaliklar
gibi rahatsizliklar insanlarin en biiyiik sorunla-
rindan biridir. Bu hastaliklarda goézlenen hizl
artis, endiistriyellesme, sehirlesme, teknolojinin
hizli gelisimi ve gida marketlerinin globalles-
mesi sonucu insanlarin beslenme tarzinin degi-
simine ve is kosullar1 geregi fiziksel aktivitele-
rinde gozlenen azalmaya baglanmaktadir (Ano-
nim, 2006; 2007a). Diinya Saglik Orgiitii’ne go-
re, son yillarda insanlar yiiksek enerjili, fazla
miktarda yag, tuz, protein ve rafine karbonhidrat
iceren, buna karsilik vitamin ve mineral degeri
diisiik gida maddelerini daha fazla tiiketmekte-
dir. Orgiit bu hastaliklarin énlenmesi ve tedavi-
sinde, Oncelikle yag, protein ve karbonhidratca
dengeli gida tiiketilmesini, kompleks karbonhid-
ratlar ve 6zellikle omega-3 coklu doymamis yag
oran1 yiiksek yaglar kullanilmasim1 ve ayrica
yaglarla alman ®-6/®-3 oranmin 1:5-1:10 ara-
sinda olmasina dikkat edilmesini 6nemle tavsiye
etmektedir.

Son yillarda yapilan bilimsel ve klinik ¢alisma-
larla ®-3 ¢oklu doymamis yag asitlerinin insan
saglig1 lizerinde pek ¢ok olumlu etkisinin oldugu
ortaya c¢ikarilmistir. Omega-3 c¢oklu doymamis
yag asitleri olan alfa-linolenik asit (ALA),
eikosapentaenoik asit (EPA) ve dokosahek-
zaenoik asit (DHA) antiinflamatuar, antitrombo-
tik, antiaritmik, antimitojenik, hipolipemik ve
vazodilatator 6zellikler gosterirler. Bu 6zellikle-
ri ile basta koroner kalp hastaliklar1 olmak iize-
re, hipertansiyon, tip 2 diyabet, astim, alzhei-
mer, ilseratif kolit, romatoid artrit, depresyon
ve kanser gibi bir¢ok hastalifin 6nlenmesinde
ve tedavisinde potansiyel etkiye sahiptir. Ayrica
gdérme, motor sinir sistemi geligimi, duygusal ve
davranig gelisimi iizerinde yapisal ve fonksiyo-
nel olarak etkin oldugu bilinen ®-3 yag asitleri
ozellikle DHA'nin, beyin gelismesini, 6grenme-
yi, hafizay1 ve gorsel fonksiyonlar1 gelistirdigi
de saptanmistir (Lauritzen vd., 2001, SanGio-
vanni, 2000). Omega-3 yag asitleri trombosit
agregasyonu ve reaktivitesini ve de plasma vis-
kozitesini azaltirken pihtilagsma zamanini arttirir.
Inflama-tuar eikosanoidlerin iiretimini azaltir.
Damarlarda plak olusumunu oOnler (Brown
2000).

Literatiirde EPA ve DHA igeren yaglardan bu asit-
lerin konsantre edilmesi {izerine yapilmis ¢alisma-
larda, fraksiyonlu kristalizasyon, iire fraksiyonla-
ma, kromatografik ayirim, enzimatik hidroliz ve
esterlesme ve stliperkritik CO, ekstraksiyon yon-
temi gibi yontemlerin denendigi goriilmektedir.
Ure fraksiyonlama yontemi 1940 senesinden beri
yag asitlerinin, esterlerinin, alkollerinin ve diger
tiirevlerinin birbirlerinden, yaglardan ve diger ka-
tilma yapmayan maddelerden ayrilmasi i¢in gelis-
tirilmis uygulamasi en basit ve verimli ¢alisan bir
yontemdir. Burada karbon zincir uzunlugu, mole-
kiildeki doymamisligin varlig1 ve derecesi 6nem-
lidir. Ure fraksiyonlama yontemi digerlerine gére
basitligi, cabuk sonug¢ verebilmesi ve uygulama
maliyetinin diisiikliigi acisindan endiistriyel o6l-
cekte uygulamalar i¢in daha elverigli olan bir yon-
temdir (Hayes, 2002).

Olusan iire bilesigindeki yag asitleri minimal
olarak hava ile temas ettiginden doymamis yag
asitlerinin stabilitesi artar ve arzu edilen yag
asitleri yliksek saflikta elde edilir (Luthria,
2001).

Bu calismada, alabalik yag asitlerinden c¢oklu
doymamis yag asitler (CDYA) ile zenginlesmis
iirlinlerin eldesinde, reaksiyon parametrelerinin
(degiskenlerin) iirlin bilesimi tizerine olan etkisi
ve optimum kosullarin belirlenmesinde deneysel
tasarimdan yararlanilmistir. Bu amagla Tepki
Yiizey Metodolojisi (TMY) kullanilmistir. TYM
istatiksel ve matematiksel tekniklerin bir arada
kullanildig1 bir yontemdir. 3 degiskenli ve 3 se-
viyeli ylizey merkezli kiip tasarimina uygun ola-
rak iire fraksiyonlama deneylerinin tasarimi ya-
pilmistir (Myers ve Montgomery, 2002; Neter
vd., 1999; Bektasg, 20006).

Calismalarimizda CDYA eldesinde alabalik yagi
kullanilmistir.  Tiirkiye’de iiretimi en yliksek
olan kiiltir baliklarindan biri olan alabalik
(Oncorhynchus mykiss) Salmonidae familyasi-
nin en taninmis mensubudur ve somon balig ile
yakin akrabadir. Ulkemizde deniz ve tatli su
alabalig1 olmak tizere bir¢ok tiirii bulunur. Tiir-
kiye’nin neredeyse her yerinde alabalik iiretilen
kiiciik veya biiylik ciftliklere rastlamak miim-
kiindiir (Anonim, 2007b).
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Literatiirde iire fraksiyonlamasi yontemine gore
ton baligt ve ayibaligi yaglarindan EPA ve
DHA’ca zengin iirlinler eldesi iizerine iki ¢alig-
ma bulunmaktadir. Bu c¢aligmalarda Tepki Yii-
zey Metodolojisi kullanilarak optimizasyon ko-
sullar belirlenmigstir. Buna karsilik iire fraksi-
yonlama yontemi kullanilarak alabalik yagindan
coklu doymamis yag asitlerinin zenginlestiril-
mesi ile ilgili diinyada ve Tiirkiye’de yapilmis
herhangi bir calismaya rastlanmamustir.

Liu ve arkadaglarmin yirttikleri g¢aligmada
(Liu vd., 2006), ton yagindan DHA ve EPA’nin
iire fraksiyonlama ydntemine gore eldesi opti-
mize edilmistir. Bu calismada ii¢ degiskenli ii¢
seviyeli tasarim yoOntemine gore iire:yag asidi
orani, kristalizasyon sicakligi ve kristalizasyon
zamaninin tepki degerlerine olan etkileri ince-
lenmistir. Ure katilim reaksiyonu iizerinde
iire:yag asidi orani ve kristalizasyon sicakliginin
cok biiyiik etkisinin oldugu belirlenmistir. Ca-
lismada optimum kosullar: iire:yag asidi orani 3
(g/g), kristalizasyon sicakligir -5 °C ve kristali-
zasyon zamani 20 saat olarak tespit edilmis olup
bu kosullarda elde edilmis konsantre iiriiniin
DHA ve EPA toplam1 % 85.02, iiriin verimi %
25.1 olarak saptanmustir.

Wanasundara ve Shahidi tarafindan yapilan diger
caligmada ise, ayibalig1 yagindan iire fraksiyon-
lama yontemi ile Tepki Yiizey Metodolojisi kul-
lanilarak EPA ve DHA’ca zenginlestirilmis {iriin
elde edilmistir.Yapilan bu g¢alismada optimum
kosullar: iire:yag asiti oran1 4.5 (g/g), krista-
lizasyon sicakligi -10°C ve kristalizasyon zama-
n1 24 saat’dir. Bu kosullarda iiriinin DHA ve
EPA  toplami1 %88 olarak  bulunmustur
(Wanasundara ve Shahidi, 1999).

Materyal ve yontem

Bu calismada kullanilan alabalik yagi Kardelen
Tarim Uriinleri Ltd. Sirketinden temin edilmis-
tir. Deneylerde kullanilan tiim ¢dziicliler ve
kimyasallar Merck (Darmstadt, Almanya) fir-
masindan temin edilmis saf {iriinlerdir.

Alabalik yagindan serbest yag asitlerinin
eldesi

Calismada kullanilan alabalik yagindan serbest
yag asitlerin eldesinde Senanayake ve Shahi-

di'nin  kullandigi  yontem  kullanilmistir
(Senanayaka ve Shahidi, 2000). 250 mL’lik cam
balona 20 g yag ve 100 mL IN etanolli NaOH
cozeltisi konulmus ve karisim geri sogutucu al-
tinda 2 saat sabunlastirma islemine tabi tutul-
mustur. Siire sonunda reaksiyon karigimia 100
mL su ilave edilmistir. Reaksiyon ortamindan
sabunlagmayan maddelerin uzaklastirilmasi i¢in,
karigim ayirma hunisinde 2 kez 100 mL hekzan
ile c¢alkalanmigtir. Sabunlagsmayan maddeler
hekzan fazinda ¢oziinmiis ve yag asitleri sod-
yum sabunlar ise sulu fazda kalmistir. Sabunla-
san maddeleri i¢eren sulu faza 3N HCI pH 1,0
olana kadar damla damla ilave edilmis ve yag
asitlerinin serbest hale ge¢mesi saglanmistir.
Daha sonra bu yag asitleri 100 mL hekzan ile
ekstrakte edilmistir. Hekzan fazi1 2 kez 50 mL su
ile yikanmis, sodyum siilfat ile kurutulduktan
sonra doner buharlastiricida hekzanin ugurulma-
st saglanmistir. Bu sekilde elde edilen yag asit-
leri kapali kaplara alinmis ve kullanilana kadar
derin sogutucuda muhafaza edilmistir.

Ure fraksiyonlama yontemine gore alabalik
yag1 yag asitlerinden ¢oklu doymamis yag
asitlerince zengin iiriinlerin eldesi

Ure fraksiyonlama yontemine gére alabalik ya-
gindan EPA ve DHA ile zengin konsantre iiriin-
lerin edilmesinde Wanasundura ve Shahidi’nin
caligma prosediirii uygulanmistir (Wanasundara
ve Shahidi, 1999). Bu yonteme gore, 400
mL’lik behere 4 gram yag asitleri ve %96’lik
etanolde c¢oziilmiis tire ¢ozeltisi konulduktan
sonra, karisim 60 °C da tamamen berrak ¢ozelti
elde edilene kadar karigtirnlmigtir. Deneylerde,
yag asidi:iire (agirlik/agirlik) orani 1:2.0-5.0 ve
iire:etanol (agirlik/hacim) orani ise 1:5-10 ara-
sinda degistirilmistir. Berrak ¢ozelti elde edil-
dikten sonra, karisim oda sicakligina kadar so-
gutulmus ve buzdolabinda +4 °C da 1-16 saat
bekletilmistir. Siire bitiminde, beher icerigi nuge
erlenine aktarilmis ve vakum uygulanarak der-
hal stiziilmiistiir. Siizlintliye hacmi kadar sicak
su (60 °C) eklendikten sonra 6N HCI ile pH 2
olana kadar asitlendirilmistir. Filtrata daha sonra
esit hacimde hekzan ve 10 mL doymus tuz ¢o-
zeltisi ilave edilmis, 1 saat karistirildiktan sonra
karigim bir ayirma hunisine aktarilmistir. Ure ile
kompleks olusturmayan yag asitlerini iceren
hekzan fazi, ireli sulu fazdan ayrilmstir.
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Hekzan fazi iire kalmayana kadar birka¢ kez su
ile yikanmis ve susuz sodyum siilfat ile kuru-
tulmustur. Hekzan fazi1 daha sonra darasi belli
balona alinmig ve doner buharlastiricida
hekzanin tamamen ugurulmasi saglanmistir. Ba-
londa kalan bakiye daha sonra tartilmistir. Ure
ile kompleks yapmayan yag asitlerini iceren bu
fraksiyon caligmada “Ekstrat” olarak adlandi-
rilmastir.

Niice bashiginda kalan kristaller ise igerisinde
100 mL sicak su (60 °C) bulunan behere aktaril-
diktan sonra, ¢ozelti 6N HCI ile pH 2 olana ka-
dar asitlendirilmistir. A¢iga ¢ikan bu yag asitleri
cozeltiden ekstrat yag asitlerinin eldesinde agik-
lanan islemler uygulanarak geri kazanilmstir.
Ure ile kompleks yapan yag asitlerini iceren bu
fraksiyon caligmada “Rafinat” olarak adlandi-
rilmagtir.

Deneysel tasarimda kullanilan degiskenlerin

ve degisken seviye degerlerinin belirlenmesi

Literatiir verilerine gore, yag asitlerinin iire
fraksiyonlama yontemi ile fraksiyonlanmasinda;
yag asitleri:lire orani, ¢Oziicii cinsi (etanol,
metanol), iire:¢coziicli orani, reaksiyon siiresi ve
reaksiyon sicakligi en 6nemli degiskenler ara-
sindadir. Optimizasyonun en verimli ve dogru
sekilde uygulanabilmesi icin degiskenlerin ve
degisken etki araliklarinin se¢imi son derece
onemlidir. Bu se¢im yapilirken reaksiyon siste-
mi disinda, ekonomiklik ve uygulanabilirlik fak-
torleri de goz onilinde bulundurulmalidir. Bu ¢a-
lismada yag asitleri:iire (agirlik/agirlik) orani,
ire:¢coziicii (agirlik/hacim) orant ve reaksiyon
stiresi (saat) bagimsiz degiskenler olarak seg¢il-
migtir. Elde edilen ekstratlarin % CDYA igerik-
leri tepki degerleridir. Coziicii olarak etanol
(%96°11k) ve caligma sicakligi +4 °C secilmis ve
sicaklik parametre olarak incelenmemistir. Segi-
len degiskenlerin seviye degerlerinin belirlen-
mesi i¢in {i¢ seri On lire fraksiyonlama deneyleri
yiriitiilmiistiir. Herbir seride, 2 parametre sabit
tutularak 3. parametrenin farkli degerlerinde de-
neyler gerceklestirilmistir. Yiiriitillen 3 seri 6n
iire fraksiyonlama deneyi sonucunda, yag asi-
di:lire oranmin, lre:etanol oranmnin ve Kkrista-
lizasyon siiresinin degisimine gore ekstrat iiriin-
lerinin ¢oklu doymamis yag asitleri igeriklerinin

degisimi incelenmistir. Degisim egrilerinden,
herbir parametre icin etkin ¢alisma arali1 yani
yiksek c¢oklu doymamis yag asidi igerikli
ekstratlarin elde edilebilecegi araliklar belirlen-
mis ve bu aralikta herbir parametre i¢in 3 seviye
degeri (-1, 0, +1 degerleri) saptanmustir.

Deneysel tasarim ve reaksiyon kosullarinin
optimizasyonu

Tepki Yiizey Metodolojisine gore reaksiyon ko-
sullariin optimizasyonu i¢in, bagimsiz degis-
kenler icin belirlenmis 9 seviye degeri kullanila-
rak, 3 degisken ve 3 seviyeli yiizey merkezli
kiip tasarimina uygun 17 iire fraksiyonlama de-
neyi gergeklestirilmistir.

Deneysel sonuglara regresyon analizi, istatiksel
olarak 6nem derecesi analizi uygulanmis, tepki
ylzey (Response surface) ve izdiisiim (Contour
plot) grafiklerinin ¢izimi Statistica 7.0 (Stat
Soft” Inc.) paket programi kullanilarak yapil-
mistir.

Tepkilerin degerlendirilmesinde asagida verilen 2.
dereceden polinom esitliginden yararlanilmistir.

Y = ﬂo +iﬂiXi +ZﬂiiXi2 +z Zslﬂinin

i(j=1

Bu denklemde Y tepki, By ortalama etki, B, Bii,
Biii ise sirastyla degiskenlerin lineer, kuadratik
ve etkilesimleri i¢in belirlenen regresyon katsa-
yilaridir. X; ve X;de bagimsiz degiskenlerdir.

Deneysel ¢calisma sonuclari

Alabalik yag1 yag asitleri bilesimi

Calismada  kullanilan  alabalik  yag1 yag
asitlerinin 6nce metil esterleri hazirlanmis ve
bilesimi gaz kromatografisi ile belirlenmistir. 30
m uzunluguna, 0.25 mm i¢ ¢apina sahip, 0.1 pm
film kalinliginda %S5 difenil ve %95 dimetil
polisiloksan iceren kapiler kolonda caligilmistir.
Alev iyonizasyon detektori kullanilmistir.
Enjektor ve detektor sicakliklar sirasiyla 250 ve
280 °C olarak ayarlanmigtir. Kolon sicakligi 150
°C’de 5 dak bekletildikten sonra 5 °C/dak
sicaklik programiyla kademeli olarak 275 °C ye
kadar artinllmis ve 275 °C’de 10 dak daha
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bekletilmistir. 1 pL 6rnek enjekte edilmis ve
analiz sonuglar1 yag asidi metil esterlerinin %
agirlik miktarlar1 olarak verilmistir. Sonuglar
Tablo 1’ de gdsterilmistir.

Tablo 1. Alabalik yag: yag asitleri bilesimi

Yag asidi Bilesim (%)
14:0 7.6
16:1 10.5
16:0 21.2
18:3 2.2
18:2 3.8
18:1 17.4
18:0 4.1

20:5 (EPA) 11.1
20:4 0.8
20:1 1.7
20:0 0.6

22:6 (DHA) 15.9
22:5 1.0
22:1 1.9
22:0 0.2

CDYA 31.0

Tablo 2. Yiizey merkezli tasarim noktalarinda
yiirtittilmiis deneyler sonucunda elde edilen
tepki degerleri

Deney Degisken seviyeleri Tepkiler
No X, X, X; Y
1 2 5 1 74.6
2 2 5 15 76.9
3 2 9 1 64.0
4 2 9 15 65.9
5 4 5 1 86.9
6 4 5 15 87.2
7 4 9 1 82.3
8 4 9 15 84.0
9 2 7 8 71.7
10 4 7 8 86.5
11 3 5 8 86.4
12 3 9 8 79.8
13 3 7 1 84.9
14 3 7 15 86.2
15 3 7 8 85.1
15 3 7 8 84.7
17 3 7 8 84.9

CDYA: EPA, DHA, 18:3w-3, 20:4 ®-3 ve 22:5 ©-3

Degiskenlerin seviye degerlerinin belirlenmesi
deneylerinin sonucunda, her degisken icin uy-
gun calisma araligi [-1 (diisik), O (orta) ve +1
(yiiksek) seviye degerleri] belirlenmistir. Belir-
lenen -1, 0 ve +1 seviye degerleri: iire:yag asit-
leri orani i¢in 2, 3 ve 4; etanol:iire orani i¢in 5, 7
ve 9 ve zaman igin 1, 8 ve 15 saat’dir.

Yiizey merkezli kiip tasarimina gore belirlenen
ii¢ degiskenli ve ii¢ seviye degerli deney tasarim
noktalar1 ve bu kosullarda yiiriitiilmiis 17 deney
sonucunda ekstratlardan elde edilen tepki deger-
leri Tablo 2’de verilmistir.

Tepki ylizey metodolojisine gore bagimsiz degis-
kenler icin belirlenen kritik (optimum) degerler
Tablo 3’te goriilmektedir.

Tepki yiizey metodolojisine gore bu kritik ko-
sullarda elde edilecek maksimum tepki degeri
(CDYA) % 88.1 olarak bulunmustur.

X: Ure:yag asitleri orani, agirhk/agirhik
X,: Etanol:iire orani, hacim/agirlik

Xj3: Zaman, saat

Y:% CDYA

Tablo 3. Bagimsiz degiskenlerin kritik degerleri

Degiskenler Minimum Kritik Maksimum
deger deger deger
X 2 3.5 4
Xz 5 5.6 9
X3 1 4.8 15

X;: Ure:yag asitleri orani, agirlik/agirlik
X,: Etanol:iire orani, hacim/agirlik
Xj3: Zaman, saat

Farkh reaksiyon kosullarinin alabahk yag
asitlerinden CDYA’ince zengin iiriin eldesi
iizerindeki etkilerinin istatiksel acidan
degerlendirilmesi

Deneysel tasarimdan elde edilen tepkilerin deger-
lendirilmesinde kullanilan 2. dereceden polinom
esitliginde; ortalama etki, degiskenlerin lineer,
kuadratik ve etkilesimleri i¢in belirlenen regres-
yon katsayilar1 ve bagimsiz degiskenlere ait kat-
sayilar Tablo 4’te goriilmektedir.
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Tablo 4. Alabalik yag asitlerinden (CDYA ce
zengin tirtin eldesinde, bagimsiz degiskenler ile
bagimli degiskenler arasindaki iligkiye bagl
olarak lineer ve kuadratik modellerde etkilerin
tahminleri ve katsayilar

Etki p degeri  Katsayl
Kesisim 84.9507  0.000000° 84.95070
Lineer

X 14.7600  0.000000*  7.38000

X5 -7.2000  0.000000* -3.60000

X3 1.5000  0.000173*  0.75000
Kuadratik

Xi1 -11.7775 0.000000° -5.88873

X2 -3.7775  0.000032* -1.88873

X33 1.1225  0.026491°  0.56127
Etkilesim

Xi2 3.4500  0.000000* 1.72500

X3 -0.5500  0.049507° -0.27500

X3 0.2500 0.316820  0.12500

X;=Ure:YA orani (ag/ag)

X,= Etanol:Ure orani (hacim/ag)
X3= Zaman (saat)

X,;= Ure:YA orant* Ure:YA orani
X,,= Etanol:Ure oran1* Etanol:Ure orani
X33= Zaman*Zaman

X,,= Ure:YA orant*Etanol:Ure orani
X5= Ure:YA oran1*Zaman

X,3;= Etanol:Ure oran1*Zaman
*p<0.01 diizeyinde anlamh

® p < 0.05 diizeyinde anlamli

Tablo 4 incelendiginde, ekstratlarin CDYA ige-
rigine 1. derece terimler arasinda etanol:iire ora-
ninin etkisinin negatif oldugu goriilmekte ve %
CDYA degerine 1. derece terimlerden iire:yag
asitleri oraninin etkisinin en yiiksek oldugu, za-
manin ise en az etki gosterdigi anlasilmaktadir.
Benzer sekilde 2. derece terimler igin iire:yag
asitleri orani en yiiksek etkiyi gostermektedir.

Alabalik yag asitlerinden CDY A’ca zengin iiriin
eldesinde, iiriiniin CDYA yiizdesinin hesaplan-
mast i¢in olusturulan ve 2. dereceden bir poli-
nom olan model denklem asagida verilmistir:

% CDYA = 84.950 + 7.380*X;- 5.889* X,* -
3.600%X, — 1.889*X,% + 0.750%X;
+ 0.561*%X52  + 1.725 Xi*X, —
0.275 X *X5 + 0.125 X5*X;

Tabloda gosterilen p degeri anlamlilik testi i¢in
gerekli bir degerdir. Bu deger Statictica 7.0
programi aracilifi ile Fipio degerinin Fresaplanan
degeri ile kiyaslanmasi sonucunda bulunmustur.
Tabloda gosterilen p degerlerinin 0.01°den ve
0.05’den diisiik olmas1 katsayilarin %99 ve %95
giiven araliginda dogru (anlamli) oldugunu gos-
termektedir.

Alabalik yag asitlerinden CDYA’in eldesi igin
olusturulan model denklemin korelasyon katsa-
yi1s1 (R?) 0.99 olarak bulunmustur. Ayrica de-
neysel degerler ve tahmin edilen deger arasin-
daki kalanlar toplami 0.1076 olarak bulunmus-
tur. Korelasyon katsayisinin 1’e yakin olmasi ve
kalanlar toplaminin neredeyse 0 olmasi olustu-
rulan model denklemin uygunlugunu destekle-
mektedir.

Sonuclar

Yurdumuzda iiretim potansiyeli biiyilik olan ala-
balik yagindan iire fraksiyonlama yontemi ile
CDYA’ince zenginlestirilmis iiriin eldesinin ko-
sullar1 optimize edilmistir. Optimum kosullar
olarak iire:yag asitleri orani 3.5, etanol:iire orani
5.6 ve zaman 4.8 saat olarak belirlenmistir. Bu
optimum kosullarda igerisinde % 88.1 CDYA
bulunan {iriin elde edilebilecektir.

Belirlenen optimum kosullarin literatiirde yer
alan benzer calismalarin optimum sonuglar ile
karsilastirilmas: Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5. Elde edilen optimum kosullarin
literatiirde yeralan benzer ¢calismalarin
optimum degerleri ile karsilastiriimasi

Degiskenler 1 11 111
Ure:YA orani, ag/ag 3.5 3.0 4.5
Sicaklik, °C +4 -5 -10
Zaman, saat 4.8 20 24
CDYA, % 88.1 85.0 &8.0

I: Alabalik yag asitleri ile yapilan ¢aligma

II: Ton balig1 yag asitleri ile Liu ve arkadaglarinin
(2006) yaptig1 caligma

[II:Ayibaligi yag asitleri ile Wanasundara ve
Shahidi’nin (1999) yaptig1 calisma

Tablo 5’ten alabalik yagindan diger yaglardan
elde edilen iiriinlerin CDYA igerikleri seviye-
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sinde liriiniin ¢cok daha kisa zamanda ve +4 °C’
de elde edilebilecegi goriilmektedir.

Bu c¢alisma ile alabalik yag1 yag asitlerinden gi-
da ve farmasoétik amaglar i¢in saglik degeri daha
yiiksek destek maddesi olarak kullanilabilecek
CDYA’ce zengin iirlin elde edilmistir.
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