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OZET

Bu calismada, ¢ikolatada bulunan oleik asit (OA), palmitik asit (PA) ve stearik asidin (SA)
voltametrik yontemle tayini amaciyla bir analiz yontemi gelistirilmistir. Oncelikle gikolatada
ester formunda bulunan bu bilesikler, uygun kimyasal islemlerle serbest yag asitlerine
doniistiirilmiistiir. Voltametrik analizlerde destek elektrolit olarak tetrabiitilamonyum
tetrafloroboratin alkoldeki ¢ozeltisi, referans elektrot olarak ise Ag/AgCl elektrot, calisma
elektrodu olarak altin elektrot kullanilmigtir. Analizlerde kare dalga katodik siyirma
voltametrisi (SWCSV) yontemi uygulanmis ve pH, sicaklik, biriktirme siiresi ve biriktirme
potansiyeli gibi parametreler optimize edilmistir. Optimizasyon sonucunda; ortam sicakligi
her ti¢ analit i¢in 60 °C, ortam pH’1 ise 2,0 olarak belirlenmistir. Biriktirme potansiyeli OA
icin -1,1 V, PA ve SA i¢in -1,2 V olarak saptanmistir. Biriktirme siiresi ise OA i¢in 50 s, PA
ve SA icin 60s olarak optimize edilmistir. Yontemin duyarlifi degerlendirildiginde;
gozlenebilme sinirlart PA icin 0,15 mM, OA icin 0,12mM ve SA icin 0,51 mM; tayin
sinirlart ise sirastyla 0,51 mM, 0,40mM ve 1,71mM olarak bulunmustur. Ayrica,
cikolatadaki yag asitlerinin oranlar1 Fityk programi kullanilarak ¢akisan voltametrik piklerin
ayristirtlmasiyla belirlenmis; OA, PA ve SA yiizdeleri sirastyla %28,19, %24,31 ve %38,37
olarak hesaplanmistir.
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ABSTRACT

In this study, an analytical method was developed for the voltammetric determination of
oleic acid (OA), palmitic acid (PA), and stearic acid (SA) present in chocolate. Initially, the
compounds, which are found in esterified forms in chocolate, were converted into free fatty
acids through appropriate chemical treatments. In the voltammetric analyses, a solution of
tetrabutylammonium tetrafluoroborate in alcohol was used as the supporting electrolyte, an
Ag/AgCl electrode as the reference electrode, and a gold electrode as the working electrode.
Square wave cathodic stripping voltammetry (SWCSV) was employed in the analyses, and
parameters such as pH, temperature, deposition time, and deposition potential were
optimized. As a result of the optimization, the optimal temperature for all three analytes was
determined to be 60 °C, and the optimal pH was set at 2,0. The deposition potential was
found to be -1.1V for OA, and -1.2V for both PA and SA. The deposition time was
optimized as 50 s for OA and 60 s for PA and SA. Regarding the sensitivity of the method,
the limits of detection (LOD) were determined as 0.15 mM for PA, 0.12 mM for OA, and
0.51 mM for SA; while the limits of quantification (LOQ) were calculated as 0.51 mM,
0.40 mM, and 1.71 mM, respectively. In addition, the percentages of OA, PA, and SA in
chocolate were determined as 28.19%, 24.31%, and 38.37%, respectively, by deconvoluting
overlapping voltammetric peaks using the Fityk program.
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1. GIRIS

Cikolata, her yastan insan tarafindan sevilerek tiiketilen, diinya genelinde yaygin bir gidadir
[1]. Tat profili, dokusu ve tiiketim aligkanliklart agisindan kiiltiirel cesitlilik gosterse de
temel bilesenleri genellikle benzerdir: kakao, kakao yagi ve seker [2]. Bunlara ek olarak, siit
tozu, emiilgatorler ve aroma vericiler gibi yardimc1 maddeler de {iriiniin tliriine bagli olarak

formiilasyonda yer alabilmektedir.

Son yillarda, 6zellikle kakao ¢ekirdeklerinde dogal olarak bulunan biyolojik olarak aktif
bilesenler iizerine yapilan arastirmalar artis gostermistir. Bu bilesenlerin antioksidan, anti
inflamatuvar ve kardiyovaskiiler sistem {izerinde olumlu etkileri oldugu ¢esitli calismalarla
ortaya konmustur [3]. Bu durum, ¢ikolatanin yalnizca bir tath iriinii degil, ayn1 zamanda

potansiyel bir fonksiyonel gida olarak degerlendirilmesine de olanak tanimaktadir.

Bu dogrultuda, cikolatada bulunan polifenoller, metilksantinler (6rnegin kafein ve
teobromin) ve flavonoidler gibi bilesiklerin tanimlanmasi ve miktarlarinin dogru bir sekilde
tayini biiyiik onem tasimaktadir. Son teknolojilerle donatilmis analitik cihazlar, 6zellikle s1v1
kromatografisi (LC), gaz kromatografisi (GC) ve kiitle spektrometrisi (MS) gibi yontemler,
bu bilesiklerin hem niteliksel hem de niceliksel analizlerinde yiiksek hassasiyet

saglamaktadir [4].

Elde edilen bilimsel veriler yalnizca akademik literatiire katki sunmakla kalmayip, ayni
zamanda c¢ikolata ve kakao ¢ekirdegi lireticileri agisindan da yol gosterici niteliktedir. Bu
bilgiler 15181nda, iireticiler belirli bilegenlerin igerigini artirmak veya istenmeyen maddeleri
azaltmak amaciyla ham madde se¢imi, fermantasyon stireci, kavurma sicaklig1 gibi iretim
parametrelerini optimize edebilmektedir. Boylece hem iirliniin besinsel degeri artirilmakta

hem de duyusal kalitesi gelistirilerek tiiketici memnuniyeti saglanmaktadir [4].






2. GENEL BILGILER

2.1. Cikolata

Cikolata, kendine 6zgii tat, doku ve aroma 6zelliklerinin yan1 sira, yiiksek besin ve enerji
icerigi sayesinde tiim yas gruplar tarafindan yaygin olarak tiiketilen bir iiriindiir. I¢eriginde
protein, karbonhidrat, yag, mineral ve vitaminler bulunmasi, besleyici degerini artiran

baslica etkenlerdendir.

2.1.1. Cikolatanin tarihi

Kakao ¢ekirdekleri, ¢gikolata iiretiminde kullanilan temel hammadde olup Theobroma cacao
adli bitki tlirliniin meyvesinden elde edilmektedir. Farkli kakao tiirleri bulunsa da, ticari
cikolata iiretiminde yaygin olarak kullanilan tiir yalnizca T. cacao’dur. Bu tiirlin adi,
Yunanca kokenli “theos” (tanr1) ve “bromos” (yiyecek) kelimelerinden tiiretilmis olup,

“tanrilarin yiyecegi” anlamina gelmektedir [4—6].

Giliniimiizde yetistirilen kakao bitkisi, yaklasik 35.000 y1l dnce baslayan dogal ¢aprazlama
ve seleksiyon siireclerinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaistir. T. cacao’yu ilk olarak kiiltiire
alan topluluklar, giinlimiiz Orta Amerika ve Giiney Meksika bdlgelerinde yasamis yerli
halklardir. Bu topluluklar, kakao c¢ekirdeklerinden genellikle biber gibi baharatlarla

tatlandirilmis ac1 igecekler hazirlamiglardir [5, 7].

Kakao ¢ekirdeklerinin insanlar tarafindan tiiketimine iliskin bulgular, MS 400 yilina kadar
uzanmaktadir. Cikolatanin kdkeni biiyiik olasilikla, kakao bitkisini ilk olarak ehlilestirdigi
diistiniilen Maya uygarligina dayanmaktadir. Bu donemde kakao c¢ekirdekleri ytliksek deger
gormiis; para birimi olarak kullanilmis ve altin ile degerli taslarla birlikte kasalarda

saklanarak korunmustur [7-8].

Kakao ve ¢ikolata, yalnizca bir besin kaynagi olarak degil, ayn1 zamanda birincil ilag¢ ya da
diger ilaglarin tastyicisi olarak da kullanilmistir. Bu tibbi kullanim bigimi, ilk olarak Orta
Amerika ve Giiney Meksika’nin yerli halklar1 arasinda ortaya c¢ikmis, 16. yiizyilin

ortalarinda ise Avrupa’ya aktarilmistir [8].
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16. yiizy1lda Ispanyollar tarafindan Avrupa’ya ihrac edilmeye baslanan kakao ¢ekirdekleri,
zamanla ¢esitli islemlerden geg¢irilmis; ¢ikolatadan elde edilen iiriinler tatlandirilarak yaygin

bi¢imde tiiketilen bir gida haline gelmistir [5].

2.1.2. Cikolatanin bilesenleri

Cikolatanin temel bilesenleri kakao kitlesi, kakao yagi ve sekerdir. Siitlii ¢cikolata iiretiminde

ise bu bilesenlere ek olarak siit tiirevleri de formiilasyona dahil edilmektedir [9].

Kakao kitlesi, literatiirde kakao likorii olarak da adlandirilmaktadir. Fermente edilmis,
kavrulmus ve 6giitiilmiis kakao cekirdeklerinden elde edilen, kompleks yapida bir gidadir
ve ¢ok sayida biyoaktif bilesik icermektedir [4]. Hem yagsiz kakao katilarin1 hem de kakao
yagini biinyesinde barindirir. Gida ambalajlarinda sik¢a karsilasilan “% kakao” ifadesi,

genellikle bu igerigi tanimlamak igin kullanilmaktadir [8].

Ham kakao, kendine 6zgii acims1 ve keskin bir tada sahiptir. Bu karakteristik tat, basta
metilksantin tiirevleri olan kafein, teobromin ve teofilin gibi alkaloid bilesiklerden
kaynaklanmaktadir. Cikolatanin nihai aroma ve lezzet profili ise; kakao ¢ekirdeklerinin
genetik yapisi ve cografi kokeni, kimyasal bilesimi, uygulanan iiretim siiregleri ve kullanilan

formiilasyona bagl olarak 6nemli dl¢iide farklilik gosterebilmektedir [10].

Kakao yagi, kakao kitlesinin preslenmesiyle elde edilir ve ¢ikolata iiretiminde en kritik
bilesenlerden biri olarak kabul edilmektedir [4]. Tekli doymamis ve doymus yag asitlerinden
olusan bir yag karigtmidir. Doymus yag asitleri arasinda baglica palmitik ve stearik asit
bulunurken; doymamus yag asitleri oleik ve linoleik asitleri icermektedir [2, 5]. Kakao yag,
sahip oldugu fiziksel (reolojik ve dokuya iligkin), kimyasal ve organoleptik (tat, koku,
goriiniim) 6zellikleri sayesinde, gida endiistrisinde en degerli kakao tiirevlerinden biri olarak

degerlendirilmektedir [11].

Seker, c¢ikolatanin lezzetini, dokusunu ve reolojik Ozelliklerini belirleyen temel
bilesenlerden biridir. Amorf yapida kullanilan seker, 6zellikle konglama islemi sirasinda
gerceklesen Maillard reaksiyonlart (¢ikolatanin kavrulmasi esnasinda sekerler ve amino

asitlerin bir seri tepkimeye girerek kavrulmus tadi kokusu ve aromasini olusturdugu



kimyasal siireglerdir) agisindan kritik bir rol oynamaktadir. Bu reaksiyonlar, ¢ikolatanin

kompleks aromatik profilinin olusumuna 6nemli 6l¢iide katkida bulunur [10].

2.1.3. Cikolata cesitleri

Cikolata, temel olarak siitlii, bitter ve beyaz olmak lizere ii¢ ana kategoriye ayrilmaktadir.
Ayrica farkli katkilar1 ve farkli islemlerle rengini degismesi nedeniyle pralin ve de ruby
cikolata da yaygin kullanima sahiptir. Bununla birlikte, kakao ve tatlandirici oranlarinin yani
sira kuruyemis, meyve gibi ilave bilesenlerin farkli kombinasyonlariyla {iriin cesitliligi
saglanabilmektedir [1-2]. Bazi ¢ikolata tiirlerine ait bilesenlerin karsilastirmali igerigi

Cizelge 2.1°de sunulmustur.

Bitter ¢ikolata

Yari tath veya aci tath ¢ikolata olarak da adlandirilan bitter cikolata, iiretiminde siit {iriinleri
kullanilmayan bir ¢ikolata tiirtidiir. Ayrica cesitli Genellikle %15-%35 oraninda kakao
kitlesi icermesinin yani sira, kakao yagi, vanilin, tatlandiricilar ve emiilgator olarak siklikla

lesitin igermektedir [1].

Cikolatadaki kakao orani arttikca karbonhidrat igerigi azalma egilimi gosterirken, yag ve
protein miktarlar1 artis gostermektedir. Kakao kitlesi oran1 daha yiiksek olan ¢ikolatalar,
daha yiiksek yag igerigine sahip olduklarindan dolay1 kalori degerleri de daha yiiksektir [3-
4].

Siitlii ¢ikolata

Siitlii cikolata, ¢ikolata karisimina yogunlastirilmis siit veya siit tozu eklenmesiyle
tiretilmektedir [5].Formiilasyonunda kakao yagi, seker, siit tiirevleri ve lesitine ek olarak en

az %20-25 oraninda kakao igerigi bulunmaktadir [6].

Beyaz cikolata

Beyaz cikolata, kakao kitlesi igermemekte olup, formiilasyonunda seker, siit tiirevleri ve
vanilin gibi istege bagli aroma bilesenlerine ek olarak en az %20 oraninda kakao yagi

bulunmaktadir [1].



Pralinli cikolata

Pralin, seker ile findik veya badem gibi kuruyemislerin 6giitiilerek bir araya getirilmesiyle
hazirlanan; kakao oram1 %25 civarinda olan pastacilik iirlinleri ve ¢esitli tathilarda yaygin
olarak kullanilan bir dolgu ve tatlandiricidir. Avrupa kokenli bu {iriin hem geleneksel tatli
mutfaginda hem de endiistriyel gida iiretiminde 6nemli bir yere sahiptir. Pralinin besin
degeri, iceriginde kullanilan bilesenlere bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Genel
olarak yiiksek enerji icerigine sahip olup, saglikli yaglar, E vitamini gibi vitaminler ve
magnezyum gibi mineraller i¢cermektedir. Ancak yiiksek seker igerigi nedeniyle asiri

tiikketiminden kaginilmasi dnerilmektedir.

Pralin, mutfakta olduk¢a genis bir kullanim yelpazesine sahiptir; 6zellikle tatlilar, ¢ikolata

iiretimi, pastacilik iiriinleri, dondurma ve soguk tatlilarda yaygin bi¢imde tercih edilmektedir

[7]1.

Ruby cikolata

Ruby cikolata, klasik ¢ikolatalarda oldugu gibi kakao ¢ekirdeklerinden iiretilmekle birlikte,
uygulanan ozel isleme teknikleri sayesinde kendine ©zgii renk ve aroma Ozellikleri
kazanmaktadir. Ruby ¢ikolatanin en ayirt edici 6zelligi, tamamen dogal bir siirecle elde
edilen ruby kakao ¢ekirdeklerinden kaynaklanan kirmizimsi pembe renk tonudur. Tat profili
acisindan, beyaz cikolatanin tatlilifina, bitter ¢ikolatanin yogunluguna ve siitlii ¢ikolatanin
kremsiligine benzer 6zellikler tagisa da kendine 6zgili aromatik karakteri ile diger ¢ikolata

tiirlerinden ayrilmaktadir.



Cizelge 2.1. Bazi ¢ikolata tiirlerinin igeriklerinin karsilastirilmast

Cikoatélotg))leri* Yag (g) Protein () Seker (g) Ene(rf'( 1C gle)geri
Beyaz ¢ikolata 35 9,3 48 550
Pralinli ¢ikolata 34,7 9,8 33,2 545
%380 kakaolu bitter ¢ikolata 43,6 11,2 18 141
%70 kakaolu bitter ¢ikolata 36 11 31 534
%54 kakaolu bitter ¢ikolata 32 7,2 44 531
%45 kakaolu bitter ¢ikolata 34 8 39 245
Sitli ¢ikolata 32 9,1 52 542
Seker ilavesiz ¢ikolata 32,3 6,9 11,8 481
Kuvertiir ¢ikolata 34,5 5,6 42,2 558
Ruby cikolata 42 12 35 534

2.1.4. Cikolatanin iiretim siirecleri

Cikolata iiretimi, ¢ok sayida kimyasal reaksiyonun meydana geldigi karmasik ve ¢ok asamali
bir siirectir. Bu siire¢; fermantasyon, kurutma, kavurma, kakao ¢ekirdeklerinin 6giitiilmesi,
kakao kitlesi, seker, kakao yagi, emiilgatorler, aroma vericiler ve gerektiginde siit

tiirevlerinin karistirilmasi, ardindan konglama ve temperleme islemlerinden olusmaktadir

(Sekil 2.1) [8].

Fermantasyon, kurutma, kakao ¢ekirdeklerinin kavrulmasi
konglanmasi sirasinda, ¢ikolatanin duyusal Ozelliklerini belirleyen ¢esitli kimyasal

reaksiyonlar meydana gelmektedir. Bu reaksiyonlar, 6zellikle lezzet ve aroma gelisimi

agisindan en kritik agamalari olusturmaktadir [8].

ve c¢ikolata kitlesinin




Fermantasyon siirecinde olusan serbest amino asitler, kisa zincirli peptitler ve indirgen
sekerler gibi aroma Onciisii bilesikler, kavurma asamasinda ger¢eklesen Maillard

reaksiyonlar1 yoluyla karakteristik kakao aromasinin olusumuna katki saglamaktadir [8].
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Sekil 2.1. Cikolata tiretimi akis semasi
Hasat

Kakao bitkisinin hasadi, ¢ikolata iiretim zincirinin ilk adimini olusturur ve nihai {irliniin
kimyasal kalitesini dogrudan etkileyen tarimsal bir siirectir. Kakao meyveleri (kabuklu
kapsiiller), dollenmeden yaklagik 5—6 ay sonra olgunlasir ve genellikle elle, keskin bicak

veya Ozel hasat oraklar1 kullanilarak dikkatlice toplanir. Hasat zamanlamasi, ¢ekirdeklerin



iceriginde bulunan seker, organik asit, polifenol ve lipid bilesimleri agisindan kritik 6neme
sahiptir. Olgunlasmamis meyvelerin erken hasadi, diisiik yag icerigi ve yetersiz aromatik
onciillerle sonuglanirken; asir1 olgunlasmis meyveler, mikrobiyal kontaminasyon riskini
artirarak fermantasyon siirecini olumsuz etkileyebilir. Bu nedenle, hasatta fizyolojik
olgunluk, yani meyve kabugunun rengine, sertligine ve meyve suyunun seker asit oranina

gore degerlendirme yapilmasi gereklidir.

Hasat edilen kapstiller genellikle 24 saat icinde kirilir ve igerisindeki kakao g¢ekirdekleri
jelatin kivaminda 6z suyuyla birlikte fermantasyon ig¢in hazirlanir. Bu asamada g¢evresel
kosullar (sicaklik, nem) ve hasat sonrasi bekleme siiresi, ¢ekirdeklerdeki enzimatik ve
oksidatif siireclerin baglamasi agisindan énem tasir. Ozellikle lipid bilesenleri (kakao yag1)
ve polifenol igerigi hem fermantasyonun seyrini hem de sonraki kavurma adiminda olusacak
tat ve aroma bilesiklerini belirleyici faktorlerdir. Dolayisiyla, kakao hasadi yalnizca bir
tarimsal faaliyet degil, ayn1 zamanda ¢ikolata iiretiminin 6nciil kimyasal kalitesini belirleyen

temel bir basamaktir.

Fermantasyon

Fermantasyon, ¢ikolata {iretiminin sonraki asamalarinda gerceklesen kimyasal reaksiyonlar
icin gerekli olan aroma Onciillerinin olusmasinda kritik 6neme sahip bir anahtar basamaktir

[8-9].

Bu siireg, basta mayalar, ardindan asetik asit bakterileri ve son olarak laktik asit

bakterilerinin ardisik mikrobiyal faaliyetleriyle gerceklesir [10].

Fermantasyon sirasinda, kakaoya acimsi tadi veren alkaloidlerin miktar1 kademeli olarak
azalirken, c¢ekirdegi cevreleyen tabaka ve seker bilesenleri parcalanir. Organik asitlerin
sentezi, proteinlerin parcalanmasi, ¢Oziinmeyen bilesiklerin olusumu ve glikozitlerin
hidrolizi gibi ¢ok sayida kimyasal doniisiim, bu siirecin temel bilesenlerini olusturmaktadir
[10].

Kakao cekirdeginin kurutulmasi

Fermantasyonun ardindan gerceklestirilen kurutma islemi, kakao cekirdeklerinin nem

icerigini diisiirmek ve fermantasyon sirasinda baslatilan oksidatif siireclerin tamamlanmasini
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saglamak amaciyla uygulanir. Bu islem, c¢ekirdeklerin tasima ve depolama sirasinda

mikrobiyal bozulmalara karsi daha stabil hale gelmesini saglar [8].

Kurutma siireci, ¢ekirdeklerin nem orani %8’in altina diisene kadar siirdiiriiliir. Diisiik nem
icerigi, ozellikle kiif olusumunu 6nleyerek mikrobiyal kaliteyi korur. Bu asamada yeni
aroma bilesikleri olusurken, ucucu yag asitleri—ozellikle propiyonik, asetik, biitirik ve
izobiitirik asitlerin—derigiminde azalma gozlenir. Etkili bir sekilde kurutulmus kakao
cekirdekleri, karakteristik kahverengi renkleriyle birlikte daha az acimsi ve nahos bir tada

sahip olur [10].

Kakao cekirdeginin kavrulmasi

Kavrulma iglemi sirasinda kakao c¢ekirdeklerinin kabuklart kirilarak i¢ kisimlarindan

ayristirilir. Ardindan, kavrulmus ¢ekirdekler 1s1 altinda ezilerek kakao kitlesi haline getirilir

[1].

Bu islem, ¢ikolatanin karakteristik aroma ve lezzet profiline katki saglayan en kritik
adimlardan biridir. Kavurma islemi sirasinda istenmeyen bilesiklerin uzaklastirilmasi
saglanirken, ayn1 zamanda ¢ikolataya 6zgii aroma bilesikleri de gelisir. Genellikle 120-140
°C arasinda gerceklestirilen bu yliksek sicaklikli islem, Maillard reaksiyonlarinin meydana

gelmesi agisindan 6nemlidir [8-10].

Fermantasyon ve kurutma gibi 6nceki asamalarda olusan amino asitler, kisa zincirli peptitler
ve indirgen sekerler kavurma sirasinda reaksiyona girerek ¢ok sayida aromatik bilesigin
olusumunu saglar. Maillard reaksiyonlar1 sayesinde c¢ikolataya 6zgii lezzet bilesenleri
gelisirken, ugucu asitlerden 6zellikle asetik asit gibi bilesiklerin derisimi azalir; bdylece
kakao ¢ekirdeklerinin asiditesi diisliriilmiis olur. Buna karsin, laktik, tartarik, siiksinik,

oksalik ve sitrik asit gibi ugucu olmayan organik asitler kavurma isleminden etkilenmez [10].

Ayrica kavurma, Salmonella gibi potansiyel patojenlerin etkisiz hale getirilmesini

saglayarak toplam mikrobiyal yiikii azaltir ve gida giivenligi acisindan 6nemli katkilar sunar.
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Kakao cekirdeklerinin dgiitiilmesi

Cikolata tiretiminde, kakao cekirdeklerinin 6giitiilmesi islemi; kakao kitlesi, seker, siit
bilesenleri ve diger katki maddelerinin uygun partikiil boyutuna getirilerek homojen bir
karisim elde edilmesi agisindan kritik 6neme sahiptir.[8]. Bu asamada, kakao kitlesinde
bulunan yagin bir kismi (kakao yag1), presleme yontemiyle ayristirilarak geriye kalan kati

kisim kakao tozu haline donistiiriilebilir [1].

Bilesenlerin karistirilmasi

Cikolata tretiminde, kakao Kkitlesi; siitlii cikolata iiretimi durumunda siit tiirevleri,
emiilgatorler (Ornegin lesitin, poligliserol polirisinoleat) ve tatlandiricilar ile birlikte

homojen bir karisim olusturacak sekilde karistirilmaktadir [1].

Cikolatanin kon¢lanmasi

Konglama, cikolata iiretiminde lezzet gelisimi agisindan kritik 6neme sahip bir asamadir. Bu
islem, ¢ikolatanin uygun viskoziteye ulagsmasini, fazla nemin giderilmesini, ugucu asitlerin
buharlastirilarak istenmeyen asiditenin azaltilmasim1 ve arzu edilen renk ile doku
ozelliklerinin gelistirilmesini saglar. Ayn1 zamanda tiim kati partikiillerin kakao yagi ile
kaplanarak homojen bir sivi ¢ikolata yapisinin elde edilmesine olanak tanir. Konglama

islemi, kontrollii sicaklik altinda uzun siireli karigtirma ve 1sitma yoluyla gergeklestirilir [8].

Cikolatanin temperlemesi

Temperleme, cikolatanin fiziksel ve duyusal Ozelliklerinin istenen diizeyde olmasini
saglamak amaciyla uygulanan ve {iriin stabilitesi agisindan kritik 6neme sahip bir islemdir.
Bu islem, ¢ikolatanin dokusu {iizerinde dogrudan etkili olup, diizgiin bir kristal yap1
olusumunu tesvik eder. Miikemmel sekilde temperlenmis c¢ikolata; parlak goriinlime,
homojen bir dokuya ve silispansiyondaki aroma bilesiklerini koruyabilen diizenli bir

mikroyapiya sahiptir [10].

Temperleme islemi, termal olarak kontrollii bir sekilde gergeklestirilir ve bu sayede kakao

yaginin kararli ve tutarli boyutlarda kristaller olusturmasi saglanir. Bu kristaller, sogutma
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asamasinda kararli bir kristal agimin olusumunu destekleyerek {iiriiniin istenen fiziksel

ozelliklerini kazandirir [8].

2.1.5. Cikolatanin saghga etkisi

Cikolata, uzun yillar boyunca yiiksek yag ve seker icerigi nedeniyle sagliksiz bir gida olarak
degerlendirilmis ve bu nedenle genellikle beslenme amaciyla degil, keyif ve tat alma
amaciyla tiiketilmistir. Ancak son yillarda yapilan diyet arastirmalari, ozellikle bitter
cikolata tliketiminin, igerdigi flavonoidler gibi belirli kakao bilesenleri araciligiyla cesitli

potansiyel saglik yararlari saglayabilecegini ortaya koymustur [11].

16. ve 20. yiizyillar arasinda, kakao ve ¢ikolatanin tibbi amaglarla 100°den fazla farkli
kullanim alani belgelenmistir. Bu kullanimlar arasinda en yaygin olan {i¢ uygulama; zayif
ve giicsiiz hastalarda kilo alimini tesvik etmek, sinir sistemini uyarmak ve sindirim

fonksiyonlarini iyilestirmek seklinde 6ne ¢ikmaktadir [5].

Yapilan aragtirmalar, orta diizeyde kakao ya da ozellikle bitter ¢ikolata tiikketiminin
potansiyel saglik risklerinden ziyade daha fazla fayda sagladigini ortaya koymaktadir [5].
Cikolatanin saglik tizerindeki olumlu etkileri biiylik olgiide icerdigi flavonoidler ve
teobrominden kaynaklanmaktadir. Bu dogrultuda, yiiksek kakao oranina ve diisiik seker
icerigine sahip bitter ¢ikolatanin; siitlii ya da klasik ¢ikolata tiirlerine kiyasla ¢ok daha
belirgin ve olumlu biyolojik etkiler gosterdigi bildirilmektedir [4].

Bir¢ok epidemiyolojik calisma, kakao ve cikolata tiiketiminin kronik hastalik riskinde
azalma ile iliskili oldugunu ortaya koymustur. Bu olumlu etkiler, biiylik 6l¢iide kakao
bilesiklerinin sahip oldugu antioksidan ve anti-inflamatuar 6zelliklere dayandirilmaktadir [2,

12].

Kakaoda bulunan bilesiklerin antioksidan etkileri, insiilin direncini dogrudan etkileyerek
antidiabetik ve antiobezite etkiler gostermektedir. Ayrica, prebiyotik 6zellikleri sayesinde
bagirsak mikrobiyotasinin kompozisyonunu olumlu yonde etkileyerek mikrobiyal
cesitliligin artmasina ve bagirsak sagliginin iyilestirilmesine katkida bulunmaktadir.
Bununla birlikte hem dogustan gelen hem de sonradan kazanilmis bagisiklik sistemlerinde

rol alan immiin hiicrelerinin diizenlenmesinde de etkili oldugu gosterilmistir.
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Kakao bilesenleri, bagirsakta karbonhidratlarin sindirimini ve emilimini yavagslatarak glikoz
dengesinin korunmasina katkida bulunur. Bununla birlikte, bazi c¢alismalar kakao
tiketiminin kanserin Onlenmesi ve destekleyici tedavisinde potansiyel faydalar
saglayabilecegini gostermektedir. Ayrica, stres hormonlarmin diizeyini azaltarak biligsel

islevler ve ruh hali {izerinde olumlu etkiler olusturdugu da bildirilmektedir [4-6].

Kakao bilesenlerinin, cilt kanseri, sedef hastaligi, akne ve yara iyilesmesi gibi dermatolojik
durumlarin tedavisinde potansiyel uygulama alanlarina sahip oldugu bildirilmistir. Ayrica,
glokom ve katarakt gibi okiiler hastaliklarin semptomlarini hafifletici etkiler gostermekte;
karaciger fonksiyonlarini iyilestirici 0Ozelliklere sahip oldugu belirtilmektedir. Kan
basincinin diizenlenmesine katki saglayarak kardiyoprotektif etkiler sunmasinin yani sira,
merkezi sinir sistemi ve ndrolojik islevler tlizerinde de noéroprotektif ozellikler

gostermektedir [4, 12].

Bu kapsamli biyolojik etkileri nedeniyle ¢ikolata, besleyici ve terapotik ozelliklerini bir

arada barindiran bir “fonksiyonel gida” olarak degerlendirilmektedir [4].

Genel kabul goéren bulgulara gore, doymamis yag asitlerinin kan kolesterol diizeylerini
diistirticii etkisi bulunmaktadir; buna karsilik, doymus yag asitleri toplam kolesterol

seviyelerini artirma egilimindedir [3].

Cikolatanin enerji yogun bir gida olmasi nedeniyle, asir1 tiikketimi kilo alimi riskinin artmasi
da dahil olmak iizere ¢esitli olumsuz saglik etkilerine yol acabilmektedir. Ozellikle doymus
yag alimmin artmasi, serum kolesterol diizeylerinin yiikselmesine ve buna bagl olarak

kardiyovaskiiler hastaliklar gibi kronik hastalik risklerinin artmasina neden olabilmektedir
[5-6].

Bununla birlikte ¢ikolata, asir1 duyarlilik reaksiyonlarina yol agabilen baslica potansiyel
alerjenik gidalardan biri olarak kabul edilmektedir. Bu reaksiyonlar; yorgunluk, sinirlilik,

uykusuzluk, bas agrist ve astim gibi ¢esitli klinik semptomlarla kendini gosterebilmektedir

[4].
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Siitlii ¢ikolata, icerdigi yiiksek seker miktari ve lezzet profilini iyilestirmek amaciyla eklenen
diger yiiksek yagli bilesenler nedeniyle; obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar ve baz1 kanser

tirleri gibi olumsuz saglik etkileriyle iliskilendirilebilmektedir [4].

2.1.6. Cikolatanin kulanim alanlari

Cikolata, genis bir kullanim yelpazesine sahip, popiiler ve ¢ok yonlii bir gida bilesenidir.
Tatl1 ve firincilik triinlerinde; kek, pasta, kurabiye, dondurma, muhallebi ve puding gibi
cesitli gidalarda lezzet artiric1 bir unsur olarak yaygin bigimde kullanilmaktadir. Sekerleme
kategorisinde ise cikolata barlari, ¢ikolatali drajeler, triifler ile ¢ikolata kaplamali kuru

meyve ve ¢erezler, en sik karsilasilan tirlinler arasinda yer almaktadir.

Cikolata, icecek endiistrisinde de dnemli bir bilesen olarak yer almaktadir. Sicak ¢ikolata,
ozellikle kis aylarinda tiiketimi artan geleneksel bir icecek olarak one ¢ikarken; ¢ikolatali
milkshake ve smoothie gibi soguk igeceklerde de yaygin sekilde kullanilmaktadir. Ayrica
mocha gibi kahve bazli iceceklerde, ¢ikolatanin kahveyle harmanlanmasi sonucu 6zgiin ve

zengin aromatik profiller elde edilmektedir.

Cikolata, saglik ve kozmetik alanlarinda da yaygin olarak kullanilan bir bilesendir. Ozellikle
kakao tiirevlerinin sahip oldugu giiclii antioksidan 6zellikler sayesinde, c¢ikolata ekstraktlar
birgok cilt bakim iriiniiniin formiilasyonunda yer almaktadir. Bu bilesenler; cildi
nemlendiren, canlandiran ve yenileyici etkilere sahip maske, losyon ve krem gibi iiriinlerde
kullanilmaktadir. Ayrica ¢ikolata yagi, masaj yaglari ve cilt bakim kremlerinde sikca tercih

edilen fonksiyonel bir igerik olarak 6ne ¢ikmaktadir [6].

Cikolata, dekoratif amaclh kullanimiyla da pastacilik ve tatli sunumlarinda 6nemli bir rol
istlenmektedir. Pasta ve kek siislemelerinde estetik goriiniim saglamak amaciyla cesitli
cikolata sekilleri, ¢ikolatali kaplamalar ve g¢ikolata selaleleri yaygin olarak tercih
edilmektedir. Gorsel ¢ekiciliginin yani sira, 6zel giinlerde hediyelik olarak sunulan iiriinlerde

de cikolata 6nemli bir yer tutmaktadir.

Endiistriyel gida iiretiminde ise ¢ikolata; basta biskiivi ve gofret olmak iizere birgok iiriiniin
kaplamasinda kullanilmaktadir. Ayrica ¢ikolata tozu ve parcaciklari, tat ve doku 6zelliklerini

gelistirmek amaciyla ¢esitli islenmis gida iirtinlerinin formiilasyonuna dahil edilmektedir.
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2.1.7. Cikolatanin kimyasal bilesimi

Kakao firiinleri ve cikolata, igerdigi lipidler, sekerler, mineraller (6rnegin potasyum,
magnezyum, bakir ve demir) ve polifenoller aracilifiyla insan beslenmesine Onemli
katkilarda bulunmaktadir [13]. Kakao ¢ekirdeginin islenmesinden son iiriin olan ¢ikolataya
kadar uzanan iiretim siireci, istenen aroma ve besin bilesiklerinin olusumunu saglamak ve

istenmeyen bilesenleri uzaklastirmak iizere dikkatle tasarlanmistir.

Kakao iirtinleri; 6zellikle kakao kitlesi, kakao tozu ve kakao yagi ile ¢ikolata, oldukca
karmasgik bir aromatik yapiya sahiptir. Yapilan arastirmalar, kakao ve ¢ikolata iiriinlerinde
600’iin iizerinde farkli bilesik bulundugunu ortaya koymustur. Bu bilesikler arasinda
ozellikle aldehitler, pirazinler, alkoller, karboksilik asitler, esterler, ketonlar, furanlar,
aminler, amidler, fenolik bilesikler, terpenler ve hidrokarbonlar yer almaktadir. Bu ugucu ve
yar1 ugucu bilesiklerin tiirii ve miktari, ¢ikolatanin duyusal 6zelliklerini ve 6zellikle aroma

profilini belirlemede temel rol oynamaktadir [9-10].

2.1.8. Cikolatada yag asitleri, lipitler ve trigliseritler

Yag asitleri

Yag asitleri, kimyasal yapilarina gére doymus yag asitleri ve doymamis yag asitleri olarak
iki gruba ayrilmaktadir: Genel olarak, hayvansal kaynakli yaglar daha yiiksek oranda
doymus yag asitleri icerirken; bitkisel kokenli yaglar, cogunlukla doymamis yag asitleri
agisindan zengindir. Beslenme biliminde, doymus yag asitleri ve 6zellikle endiistriyel olarak
iiretilen trans yag asitleri, kardiyometabolik saglik iizerinde olumsuz etkileri nedeniyle
zararl1 olarak degerlendirilirken; tekli ve c¢oklu doymamis yag asitleri, kalp saghigmni
destekleyen ve genel metabolik dengeye katkida bulunan bilesikler olarak kabul
edilmektedir [14].

Doymamis yag asitleri, kimyasal yapilarina gore geleneksel olarak iki gruba ayrilmaktadir:
bir adet ¢ift bag igeren tekli doymamis yag asitleri ve birden fazla ¢ift bag iceren ¢oklu
doymamus yag asitleri [14].
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Doymamis yag asitleri, ilk ¢ift bagmm metil ucuna olan konumuna gore de
siiflandirilmaktadir. Eger ilk ¢ift bag metil ucundan itibaren {igiincii karbon atomunda yer
aliyorsa, bu yag asidi n-3 (omega-3) yag asidi olarak adlandirilir; altinci karbon atomunda

yer aliyorsa n-6 (omega-6) yag asidi olarak siniflandirilir [14].

Cogu diyet yagi hem doymus hem de doymamis yag asitlerini i¢eren 18 karbonlu yag asitleri
dizisinin tamamini1 veya bir kismint biinyesinde barindirmaktadir. Doymus yag asitleri
grubuna ait baslica bilesikler arasinda palmitik asit (C16:0) ve stearik asit (C18:0) yer
alirken; doymamuis yag asitleri arasinda oleik asit (C18:1n-9) tekli doymamis yag asidi olarak
smiflandirilmaktadir. Coklu doymamis yag asitleri (PUFA) grubunda ise linoleik asit
(C18:2n-6; omega-6) ve a-linolenik asit (C18:3n-3; omega-3) one ¢ikan temel bilesiklerdir
[14].

Kakao ¢ekirdekleri, %50-58 oraninda yag igerigine sahip olup, bu yagin yaklasik %97-98’1
trigliserit formundadir. Kakao yagi igerisinde bulunan baslica yag asitleri; palmitik asit
(%25,56 + 2,06), stearik asit (%39,33 + 5,25), oleik asit (%25,99 + 6,89) ve daha diisiik
oranda linoleik asit (%3,34 + 1,28) seklindedir. Yag asidi bilesimi; kakao g¢ekirdeklerinin
genetik cesidine, cografi kokenine, yetistirme mevsimine ve uygulanan tarimsal iiretim

yontemlerine bagl olarak degiskenlik gostermektedir [1-2, 8].

Yapilan bir ¢alismada, kakao ¢ekirdekleri ve ¢ikolata {iriinlerinde bulunan yag asitlerinin
tiirleri ve miktarlart incelenmistir [3]. Aragtirma bulgularina gore, kakao ¢ekirdeklerinin yag
asidi bilesimi cografi kokenlerine bagli olarak farklilik goéstermektedir. Aynmi sekilde,
cikolatalardaki karbonhidrat ve toplam yag icerigi de bu cografi kokenden anlaml diizeyde
etkilenmektedir. Ancak, iiretim siirecindeki isleme kosullarinin ¢ikolata bilesimi tizerindeki

etkisi belirgin bir degisiklik gostermemistir.

Bir ¢alismada, palm yagindaki serbest yag asidini (palmitik asit) belirlemek i¢in indirgenmis
grafen oksit ile modifiye edilmis ekran baskili karbon elektrot (rGO-SPCE) gelistirilmistir.
Yapilan voltametrik 6l¢timlerde, dogrusal ¢alisma araligi 0,192-0,833 mM araliginda elde

edilmis, gozlenebilme sinir1 ise 0,079 mM bulunmustur [15].

Literatiirde, Tiirkiye’de yaygin olarak tiiketilen ¢ikolatalarda gaz kromatografi yontemiyle

yapilan analizler sonucunda, toplam yag asitleri i¢inde stearik asidin %39,33 + 5,25; oleik
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asidin %25,99 + 6,89; palmitik asidin ise %25,56 + 2,06 oraninda oldugu raporlanmistir
(Cizelge 2.2) [16]. Bir baska c¢alismada yine gaz kromatografi yontemi ile yapilan
analizlerde, bes farkli markaya ait bitter ¢ikolata numunesi incelenmis ve yag asitlerinin
ortalama oranlar1 raporlanmistir: stearik asit %33,11 + 0,66; oleik asit %33,71 + 0,89;
palmitik asit ise %25,94 + 0,43 oranlarindadir [13].

Cizelge 2.2. Cikolatadaki yag asitleri

Yag Asidi Karbon Zinciri Yapi Ortalama (%)
Oleik asit C18:1 (n-9) Tekli doymamisg %25,99 + 6,89
Stearik asit C18:.0 Doymus %39,33 + 5,25
Palmitik asit C16:0 Doymus %25,56 + 2,06
Linoleik asit C18:2 (n-6) Coklu doymamis %3,34 £ 1,28
Arakidik asit C20:0 Doymus (uzun zincirli) %1,22 + 0,28
Miristik asit C14:0 Doymus (kisa zincirli) %0,03 + 0,04

Oleik asit (C17H33COOH)

Oleik asit, 18 karbon atomu igeren, dogada yaygin olarak bulunan tekli doymamis bir yag
asididir. Kimyasal formiilii C17H33COOH olan oleik asit, doymamis yapisi nedeniyle sivi
halde bulunan ve birgok bitkisel ve hayvansal yagda dogal olarak yer alan bir bilesiktir.
Molekiil kiitlesi 282,46 g/mol olup, bu o6zelligi onu organik bilesikler arasinda orta

biiytikliikte bir molekiil olarak siniflandirir.

Oleik asidin erime noktas1 yaklasik 13—14 °C olup, bu 6zelligi onun oda sicakliginda sivi
halde bulunmasimi saglar. Kaynama noktasi ise oldukca yiiksektir ve yaklagik 360 °C
civarindadir. Bu termal Ozellikler, oleik asidin hem endiistriyel hem de biyolojik
uygulamalarda genis sicaklik araliklarinda kararli bir bilesik olarak kullanilmasina olanak
tamir. Yaklasik 0,895 g/cm’olan yogunlugu da oleik aside 6zgii karakteristik fiziksel

ozelliklerden biridir.

Oleik asit, 6zellikle alkol, eter ve kloroform gibi apolar organik c¢dziiciilerde yiiksek
¢oziliniirliik gosteren tekli doymamus bir yag asididir. Bu ¢oziintirliik 6zellikleri, oleik asidin
hem kimyasal analizlerde hem de ¢esitli endiistriyel uygulamalarda sikca tercih edilmesini

saglamaktadir.



18

Dogada yaygin olarak bulunan oleik asit, bir¢ok bitkisel ve hayvansal yagin énemli bir
bilesenidir. Ozellikle kakao yaginda yaklasik %33 oraninda yer almakta olup, bu yoniiyle
cikolata iiretiminde 6nemli bir lipid bilesigidir. Cikolata iiriinlerinde ise formiilasyona bagh
olarak oleik asit oran1 genellikle %5 ila %10 arasinda degisiklik géstermektedir. Bu durum,
oleik asidin gida endiistrisinde 6ne ¢ikan degerli yag asitlerinden biri olmasia katkida

bulunmaktadir.

Kakaoda bulunan tekli doymamis yag asitleri fraksiyonunda oleik asit, tipki zeytinyaginda
oldugu gibi baskin bilesen konumundadir [5]. Genel olarak, oleik asit; zeytinyagi, aygigek
yag1 ve kanola yagi gibi bitkisel yaglarin yan1 sira, donyagi ve domuz yag1 gibi hayvansal

yaglarda da 6nemli oranlarda bulunur [14].

Kimyasal olarak oleik asit, n-9 pozisyonunda bir ¢ift bag i¢eren bir yapi sergiler (Sekil 2.2)
[14].

NN TN ACO0H

Sekil 2.2. Oleik asidin kimyasal gosterimi

Palmitik asit (C1sH3:COOH)

Palmitik asit, 16 karbon atomu iceren, doymus bir yag asidi olup, dogal yaglar ve yagh
maddeler igerisinde yaygin olarak bulunan bir bilesiktir. Kimyasal formiilii C16H3202 olan
palmitik asidin molekiil kiitlesi 256,42 g/mol’diir. Bu 6zellikleri, palmitik asidi organik
bilesikler arasinda orta molekiiler biiyiikliige sahip doymus yag asitlerinden biri olarak
siiflandirilmasini saglar. Erime noktasi yaklasik 62,9 °C olup, bu 6zelligi nedeniyle oda
sicakliginda kat1 formda bulunur. Kaynama noktasi ise yaklasik 351,5 °C diizeyindedir ve
bu yiiksek deger, palmitik asidin ¢esitli kimyasal ve endiistriyel uygulamalarda termal olarak

kararl1 bir bilesik olmasi saglamaktadir. Yaklasik 0,853 g/cm® yogunluga sahiptir.

Coziintirliik agisindan palmitik asit, suda ¢oziinmeyen; ancak alkol, eter ve benzeri organik
coziiciilerde ¢oziinebilen bir yapiya sahiptir. Bu ¢6ziiniirliik profili, onu ¢oziintirliik temelli

uygulamalarda ve analitik ¢aligmalarda tercih edilen bir yag asidi haline getirmektedir.
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Dogada hem bitkisel hem de hayvansal yaglarda yaygin olarak bulunan palmitik asit,
ozellikle kakao yaginda %24-30 oraninda bulunur. Cikolata {iriinlerinde ise formiilasyona
bagl olarak toplam palmitik asit oran1 genellikle %5 ila %10 arasinda degismektedir. Bu
yoniiyle palmitik asit, ¢ikolatanin dokusal 6zellikleri, erime davranis1 ve raf omrii gibi

teknolojik parametreleri lizerinde belirleyici rol oynayan bir bilesen konumundadir.

Palmitik asit hem serbest formda hem de trigliserit yapilarinin bir pargasi olarak bulunabilir.
Ozellikle kakao yaginda yaygin olarak yer almasi, ¢ikolatanin sertlik, erime noktasi ve

fiziksel stabilitesi gibi 6zelliklerine dogrudan katki saglamaktadir.

Kakao yaginin yag asidi bilesiminde palmitik asit yaklasik %24-30 oraninda bulunur ve bu
bilesik, kakao yaginda yer alan trigliseritlerin temel bilesenlerinden biridir. Doymus bir yag
asidi olmasi nedeniyle, ¢ikolatanin sertlik diizeyine dogrudan katki saglar. Ayrica, palmitik
asidin varligi ¢ikolatanin agizda erime hissini iyilestirmekte ve temperleme islemi sirasinda
stabil kristal yapilarin olusumunu destekleyerek teknolojik islem verimliligini artirmaktadir

[17].

Kakao yaginda bulunan stearik ve oleik asit gibi diger yag asitleriyle dengeli bir bilesim
icerisinde yer aldiginda, cikolata igerigindeki palmitik asit genellikle saglik iizerinde
olumsuz bir etki olusturmaz. Bu denge, 6zellikle bitter ¢ikolata gibi yiiksek kakao igerigine
sahip triinlerin, igerdigi antioksidan bilesikler sayesinde genel saglik agisindan faydali

olarak degerlendirilmesini miimkiin kilmaktadir [7].

Palmitik asidin kimyasal yapis1 Sekil 2.3’te gosterilmistir.

AN NN COOH

Sekil 2.3. Palmitik asidin kimyasal gosterimi

Stearik asit (C17H3sCOOH)

Stearik asit, 18 karbon atomu igeren doymus bir yag asidi olup, kimyasal formiilii
C17H3sCOOH ve molekiil kiitlesi 284,48 g/mol’diir. Oda sicakliginda genellikle kat1 halde
ve beyaz kristal formda bulunan bu bilesik, cikolata ve diger yag bazli iiriinlerde yaygin

olarak yer almaktadir. Stearik asidin erime noktas1 yaklasik 69—70 °C, kaynama noktasi ise
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yaklasik 374 °C civarindadir. Bu termal ozellikler, stearik asidin yiiksek sicaklik
kosullarinda kararliligin1 koruyan bir bilesik olmasini saglar. Ayrica yogunlugu yaklagik

0,847 g/mL’dir.

Coziiniirlik ozellikleri bakimindan stearik asit suda ¢Oziinmeyen, ancak etanol, eter,
kloroform ve benzen gibi organik ¢dziiciilerde ¢coziinebilen bir bilesiktir. Bu 6zellikleri, onu

cesitli kimyasal islemler ve analitik uygulamalar i¢in uygun hale getirmektedir.

Dogal kaynaklarda yaygin olarak bulunan stearik asit hem bitkisel hem de hayvansal yaglar
ierisinde yer alir. Ozellikle kakao yagimda yaklasik %33 oraninda bulunur ve bu ydniiyle
cikolata tiretiminde 6nemli bir bilesen olarak 6ne ¢ikar. Nihai ¢ikolata tiriinlerinde ise stearik
asit oran1 %5 ila %10 arasinda degisiklik gdstermektedir. Bu oranlar, stearik asidin
cikolatanin sertlik, erime davranisi ve fiziksel stabilitesi lizerindeki belirleyici etkilerini

destekleyen temel faktorlerdir.

Stearik asit, kimyasal olarak oktadekanoik asit (C18:0) olarak adlandirilan, 18 karbon
atomuna sahip uzun zincirli bir doymus yag asididir. Yunanca kokenli “stearikos”
kelimesinden tiiretilmis olup, “sert yag” anlamina gelmektedir. Stearik asit hem bitkisel hem
de hayvansal yaglarda yaygin olarak bulunur ve palmitik asitten sonra dogada en bol bulunan
ikinci doymus yag asidi olarak kabul edilmektedir. Bu bilesigin yapisal formiilii Sekil 2.4’te
gosterilmistir [14, 18-19].

Stearik asit, serum lipit ve kolesterol diizeylerini diger doymus yag asitleri ile ayn1 dl¢giide
artirmamas1 bakimindan dikkat ¢ekici bir farklilik gostermektedir. Bu ayirt edici 6zelligin,
stearik asidin intestinal emilim oraninin gorece diisiik olmasiyla iligkili olabilecegi
diisiiniilmektedir. S6z konusu yag asidinin, geleneksel olarak kolesterol diizeylerini

yiikselten diger doymus yaglardan ayri olarak degerlendirilmesi 6nerilmistir [5, 13].

NN CO0H

Sekil 2.4. Stearik asidin kimyasal gosterimi
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Lipitler, trigliseritler

Cikolata, kakao ¢ekirdeklerinden elde edilen ana bilesenlerin yani sira, 6nemli miktarda lipid
(yag) bilesenleri de icermektedir. Cikolatadaki lipidler, agirlikli olarak trigliserit formunda
bulunur. Bu lipid fraksiyonu, c¢ikolatanin lezzet profili, tekstiirel Ozellikleri ve saglik

izerindeki potansiyel etkileri agisindan belirleyici bir rol oynamaktadir.

Lipitler, yag asitleri ile gliseroliin esterlesmesi sonucu olusan biyomolekiillerdir ve
cikolatanin yapisinda énemli bir yer tutar. Cikolatada bulunan baslica yag asitleri doymus
ve tekli doymamis yag asitleri olup, bu bilesikler iriiniin kendine 6zgii dokusunu, erime

noktasini ve agizda erime hissini belirleyen temel unsurlardir.

Cikolatadaki lipitler, 6zellikle trigliseritler, tiriiniin fiziksel 6zelliklerini ve duyusal kalitesini
belirleyen temel bilesenler arasinda yer almaktadir. Trigliserit bilesimi; ¢ikolatanin erime

davranisi, doku 6zellikleri ve lezzet profili tizerinde dogrudan etkilidir.

Kakao yaginda bulunan trigliseritler, ¢ikolatanin insan viicut sicakliginda hizla erimesini
saglayan diisiik ve dar bir erime noktasi araligina sahiptir. Bu 6zellik, ¢ikolatanin agizda

eriyerek hos bir tiiketim deneyimi sunmasina olanak tanir.

Trigliseritlerin yapisi, ¢ikolatanin sertlik veya yumusaklik gibi dokusal 6zelliklerini belirler.
Doymus yag asitleri (60rnegin palmitik ve stearik asit), ¢ikolataya daha sert ve kirilgan bir
yap1 kazandirirken; tekli doymamis yag asitleri (6rnegin oleik asit), daha yumusak ve

pliriizsiiz bir doku olusumunu destekler.

Lipitler, g¢ikolatanin lezzet gelisiminde ve agizda biraktigi hissiyatta Onemli rol
oynamaktadir. Trigliseritleri olugturan yag asitlerinin tiirli ve orani, ¢ikolatanin tat profiline

ve duyusal yogunluguna dogrudan etki eder.

2.2. Elektrokimyasal Yontemler

Elektrokimyasal yontemler, bir maddenin indirgenme ve yiikseltgenme tepkimelerini

inceleyerek analitik bilgi elde etmeye yonelik kullanilan tekniklerdir. Bu yontemler, elektrot
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yilizeyinde gergeklesen elektron transferine dayali olarak maddenin kimyasal 6zelliklerinin

belirlenmesini saglar (Sekil 2.5).

Elektrokimyasal dl¢limler, numunenin yani sira en az iki elektrot i¢eren bir elektrokimyasal
hiicre icerisinde gerceklestirilir. Bu yontemler, sulu ¢ozeltilerle sinirli kalmayip, susuz
cozeltiler ve gaz fazindaki sistemler lizerinde de uygulanabilir. Cogu elektrokimyasal
teknikte, sistemdeki elektriksel parametrelerden biri — genellikle gerilim (voltaj), akim,
direng veya yiik — Olgiiliirken, diger parametreler sabit tutulur. Bu sayede, kimyasal yapi,

analit derisimi gibi kimyasal bilgiler elde edilebilir.

Elektrokimyasal yontemlerin 6nemli avantajlarindan biri, belirli kimyasal tiirlerin tespitinde
yiksek ozgiilliik (spesifite) gostermeleridir. Bu durum, s6z konusu yontemlerin yalnizca
analiz edilmek istenen hedef bilesiklerin tayini i¢in kullanish hale gelmesini saglar. Ote
yandan, bazi elektrokimyasal teknikler daha diisiik 6zgiilliige sahip olabilir; ancak iletkenlik
Olgtimleri gibi genel elektriksel parametreler iizerinden, Ozellikle iyonik tiirlerin
belirlenmesinde 6nemli avantajlar sunmaktadir [20]. Elektrokimyasal analizlerin en dikkat
cekici yonlerinden biri ise, bir¢ok durumda 6l¢iimiin bir elementin belirli bir yiikseltgenme
veya indirgenme durumuna 6zgii olmasidir. Bu &zellik, ayn1 elementin birden fazla
yikseltgenme basamagina sahip oldugu karigimlarda, her bir tiirlin derisiminin bagimsiz

olarak ve yliksek hassasiyetle tayin edilmesine olanak tanir.

Elektroanalitik
Teknikler
L Arayiizey L Analiz ortamina ait
Yontemleri yontemler
L Statik Teknikler ( Dinamik Kondiiktometri || [ Kondiiktrometrik
(1=0) Teknikler Titrasyonlar
~ [ ~ (1>0) (G=1/R) (hacim)
) . Potansiyometrik )
Potansiyometri Titrasyonlar | Sabit
(E) ) || Kontrollii L Akim
(hacimy) || Potansiyel r :
Kulometrik . -
U Titrasyonlar |L Elektrogravimetri
L Amperometrik ([~ Sabit Elektrot | | | -
Titrasyonlar L Potansiyelli [_ Elektrogravimetri L Voltametri
Kulometri

Sekil 2.5. Elektroanalitik tekniklerin siniflandirilmasi
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2.2.1. Voltametri

Voltametri, bir elektrolitik hiicreye disaridan potansiyel uygulandiginda, ortamda bulunan
elektrokimyasal olarak aktif tlirlerin tepkimeleri sonucu olusan akimin dl¢giilmesine dayanan

bir elektrokimyasal analiz yontemidir.

Voltametriyi diger elektrokimyasal yontemlerden ayiran bazi temel o6zellikler
bulunmaktadir.  Ornegin;  elektrogravimetri ve  kulometri gibi  ydntemlerle
karsilagtirildiginda, voltametrik analizlerde derisim polarizasyonunun etkilerini en aza
indirmek amaciyla 6zel onlemler alinmaktadir. Ayrica voltametri, analitin yalnizca ¢ok
kiicik bir kismimin tiiketilmesiyle gerceklestirilebildiginden, minimal analit tiiketimi
saglayan bir yontem olarak one ¢ikar. Voltametrik ol¢limler, tam derisim polarizasyonu
kosullarinda akimin izlenmesine dayanirken, potansiyometrik yontemlerde Olgiimler,

sistemden akim gegmezken yani polarizasyonun olmadigi kosullarda yapulir.

Voltametride nitel analiz

Voltametrik analizlerde, uygulanan potansiyele karsilik Olciilen akimin grafiksel olarak
gosterilmesiyle elde edilen voltamogram, 6rnek iizerinde yapilan nitel analizin temelini
olusturur. Voltamogram {izerindeki akim-piklerinin analizi, elektroaktif tiirlerin

tanimlanmasinda kullanilir.

Pik akiminin yarisina karsilik gelen potansiyel degeri, yani l¢;2 noktasindaki potansiyel, yar1
pik potansiyeli olarak adlandirilir ve genellikle Ep. semboliiyle gosterilir. Ep/2 degeri, belirli
bir ortam kosulunda her bir elektroaktif tiir i¢in karakteristik olup, madde tanimlamasinda

onemli bir parametre olarak kullanilir.

Ancak, ayni ortamda bulunan iki farkl tiiriin Ep/2 degerleri ortiistiigiinde, yani voltametrik
pikleri c¢akistiginda, analitik ayrim zorlasir. Bu durumda, destek elektrolit bilesimi,
cozeltinin pH degeri veya komplekslestirici ajanlarin kullanimi gibi yontemlerle ortam
kosullart degistirilerek piklerin ayrilmast ve bilesiklerin ayr1 ayri tayini miimkiin hale

getirilebilir [21].

Voltametri ile elde edilen akim-potansiyel iliskisi, ilk kez Heyrovsky ve Ilkovi¢ tarafindan

matematiksel olarak ifade edilmistir. Bu iliskiyi tanimlayan denklem, literatiirde
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Heyrovsky—Ilkovi¢ esitligi olarak bilinmektedir. S6z konusu esitlik, voltametrik dlgtimler
sirasinda elde edilen akimin uygulanan potansiyelle nasil bir iliski i¢cinde oldugunu ortaya
koyar ve Ozellikle polarografi basta olmak tizere elektroanalitik kimyada teorik temel olarak

onemli bir yer tutar.
E =Ep,; +-In"— 2.1)
Burada;

E: Uygulanan potansiyel (mV)
Ep2 Yari pik potansiyeli (mV)

>
>
» 1 Akim siddeti (LA)

» ig: Diflizyon akimi1 (nA)

» n: Aktarilan elektron sayisi

» F: Faraday sabiti (96500 C/mol)

Olgiilen akim siddeti i, difiizyon akiminin yarisma esit oldugunda, yani i = ig2 oldugunda,

logaritmik denklem su sekilde olur:

log [# =0 (2.2)
Iki elektroaktif maddenin voltametrik dalgalarmmn birbirinden ayrilabilir olmas1 igin, bu
maddelere ait yar1 dalga potansiyelleri (E1/2) arasinda en az 100 mV’luk bir fark bulunmasi
gerekmektedir. Eger E12 farki 100 mV’tan daha kiiciik ise, voltamogram iizerinde olusan

dalgalar genellikle birbirine ¢akisir, bu da bilesiklerin ayr1 ayr tayin edilmesini zorlastirir.

Voltametride nicel analiz

Voltametrik analizde, difiizyon akimi, Olgiilen sinir akimi ile artik akim arasindaki fark
olarak tanimlanir ve biiytikliigi, ¢ozeltideki elektroaktif tiirlin derisimiyle dogru orantilidir.
Analiz sirasinda, analitin yalnizca ihmal edilebilir diizeyde kiigiik bir kismi
elektrolizlendiginden, madde tiiketimi oldukca diisiiktiir ve genellikle g6z ard1 edilebilir. Bu
nedenle, difiizyon akimi, voltametrik yontemlerde nicel analiz amaciyla yaygin sekilde

kullanilmaktadir.
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la=kC
lq : Difiizyon akimi
k= Orant1 sabiti

YV V V VY

C: Indirgenen maddenin derisimi (mmol/L)

Voltametrik analizlerde, elektroaktif tiirlerin derisimlerinin belirlenmesine yonelik ¢esitli
nicel analiz yaklagimlar1 kullanilmaktadir. Bu yontemler arasinda dogrudan karsilastirma,

kalibrasyon grafigi ve standart ekleme yontemleri en yaygin olarak bagvurulanlardir.

Dogrudan karsilastirma yontemi

Bu yontemde, analizi yapilacak maddeye ait bilinen derisimde bir standart ¢ozeltisi
hazirlanir ve bu ¢6zeltinin voltamogrami alinarak difiizyon akimi kaydedilir. Daha sonra,
derisimi belirsiz olan 6rnegin voltamogrami alinir ve elde edilen difiizyon akimi, standart
cozelti ile karsilastirilir. Diflizyon akimlari arasindaki oranti, bilinmeyen ¢dzeltinin

derisiminin hesaplanmasina olanak tanir.

Kalibrasyon grafigi yontemi

Bu yontemde, saf analit maddesinden farkli derisimlerde standart ¢ozeltiler hazirlanir. Her
bir ¢ozeltinin voltamogrami alinarak difiizyon akimlari dl¢iiliir. Elde edilen akim degerleri,
karsilik geldikleri derisimlerle birlikte grafige dokiilerek bir kalibrasyon dogrusu elde edilir.
Daha sonra bilinmeyen derisime sahip ¢ozeltinin voltamogrami alinir ve 6l¢iilen diflizyon

akimi bu kalibrasyon egrisi iizerinde degerlendirilerek 6rnegin derisimi belirlenir.

Standart ekleme yOntemi

Bu yontemde, oncelikle analiz edilecek 6rnek ¢ozeltinin voltamogrami alinarak difiizyon
akimi 6lciiliir. Daha sonra, ayn1 ¢ozeltiye bilinen derisimlerde analit ¢ozeltisi ilave edilir.
Her ekleme sonrasinda voltamogramlar kaydedilir ve diflizyon akimlar1 6l¢iiliir. Elde edilen
diflizyon akimi — derigim verileri bir grafige aktarilir. Bu dogrusal iliski grafigi iizerinde

dogrunun derigim eksenini kestigi nokta, baslangictaki bilinmeyen derisimi verir.
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Voltametrik analizlerde baslica iki temel elektrot tiirli kullanilir: ¢alisma elektrotu ve
referans (karsilagtirma) elektrotu. Ayrica, akimin tamamlanmasini saglayan yardimci

(karsit) elektrot da sistemin onemli bir bilesenidir.

Calisma elektrotlari

Voltametride kullanilan c¢alisma elektrotlari; civa kokenli elektrotlar, kati elektrotlar,
modifiye elektrotlar ve donen elektrotlar gibi ¢esitli tiplerde olabilir. Bu elektrotlar
genellikle mikro elektrot boyutunda tasarlanir. Mikro elektrotlarin kullanimi sayesinde,
numunede bulunan elektroaktif tiirlerin yalnizca ¢ok kiigiik bir kismi elektrokimyasal

tepkimeye girer; boylece ¢ozeltideki bilesim, hacmin biiyiik kisminda degismeden korunur.

Hiicrede yer alan destek elektrolit olarak analitin en az 100 kati1 derisimde, elektroaktif
olmayan iletken bir ¢ozelti kullanilir. Destek elektrolitin temel islevi, iyonlarin elektriksel
cekim nedeniyle gogiinii engellemek, sadece diflizyonla tasinimi ve elektrigin ¢ozelti

ortaminda iletilmesini saglamaktir.

Voltametrik analiz sirasinda, calisma elektrotu ile referans elektrot arasinda belirli bir
potansiyel farki uygulanir, bu sirada ¢aligma elektrotu ile yardimei elektrot (karsit elektrot)
arasindaki akim oOl¢iiliir. Bu akim-potansiyel iligkisi, analitin hem nitel hem de nicel

analizine olanak tanir.

Referans elektrotlar

Referans elektrotlar (karsilastirma elektrotlari), sabit ve iyi tanimlanmis potansiyele sahip
olmalar1 nedeniyle voltametrik sistemlerin 6nemli bir bilesenidir. Kiiciik akim siddetlerinde
genellikle polarizasyon gdstermeyen, ancak akim siddeti arttik¢a ideallikten sapma egilimi

gosterebilen bu elektrotlar, potansiyel uygulamalarinda referans noktasi olarak gérev yapar.

Voltametrik c¢alismalarda en yaygin kullanilan referans elektrotlar1 doygun kalomel
elektrotu (SCE) ve giimiis/giimiis kloriir elektrotudur (Ag/AgCl). Bu elektrotlar,
elektrokimyasal Ol¢limlerde stabil ve giivenilir potansiyel degerleri saglayarak sistemin

dogrulugunu artirir.

Hg.Clz + 26 5 2Hg + 2CI- (0,241 V 25 °C’de) (2.3)
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Ag +ClI S AgCly + & (0,199 V 25 °C’de) (2.4)

Bir referans elektrotun ideal olarak degerlendirilebilmesi i¢in bazi temel kriterleri saglamasi
gerekmektedir. Bu kriterler arasinda; elektrot reaksiyonunun tersinir olmasi ve Nernst
denklemine uygunluk géstermesi, sicaklik degisimlerinden 6nemli ol¢iide etkilenmemesi,
zamana bagli olarak sabit bir potansiyel saglamasi ve kiigiik miktarda akim gegtikten sonra
bile kisa siirede baglangictaki potansiyel degerine donebilme 6zelligine sahip olmasi yer alir.
Bu oOzellikleri tasiyan referans elektrotlar, voltametrik Olgiimlerde giivenilir ve

tekrarlanabilir sonuglarin elde edilmesini miimkiin kilmaktadir.

Kare dalga voltametrisi (SWV)

Kare dalga voltametrisi (SWV): Kare dalga voltametrisi, ylksek hizda ve yiiksek
duyarlilikla ¢alisan bir puls voltametrisi teknigidir. SWV ile elde edilen voltamogramlar,
genellikle 10 milisaniyeden daha kisa siirede kaydedilebilir, bu da yontemin zaman

acisindan oldukc¢a verimli olmasini saglar.

SWYV yonteminde uyarma potansiyelinin olusumu ve elde edilen basamakli sinyali Sekil

2.6’da gosterilmektedir.

3

Potansiyel

Zaman

Sekil 2.6. Bir SWV yonteminde uyarma potansiyelinin olusumu
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Siyirma voltametrisi (SV)

Voltametrinin bir alt dali olup elektroanalitik yontemler arasinda yiiksek hassasiyet sunan
onemli tekniklerden biridir. SV nin en biiylik avantaji, analiz 6ncesinde gergeklestirilen 6n
biriktirme asamasidir. Bu asamada, analit ¢alisma elektrotu tizerinde veya i¢inde biriktirilir.
Ardindan gelen siyirma adiminda, dnceden biriktirilen analit ¢dzeltiden elektrokimyasal
olarak siyrilir. Bu slirecte gozlemlenen akim, numunedeki analit derisimiyle dogru
orantilidir. Styirma voltametrisinin iki temel varyasyonu olan anodik siyirma voltametrisi
(ASV) ve katodik styirma voltametrisi (CSV), 6n biriktirme ve siyirma adimlarinin dogasi
bakimindan farklilik gosterir. ASV’de ilk olarak katodik bir biriktirme islemi gergeklestirilir;
analit elektrot yilizeyine indirgenerek biriktirilir. Daha sonra, pozitif yonde potansiyel
taramasi yapilarak styirma sirasinda olusan anodik (oksidatif) akimlar dl¢iiliir. CSV’de ise,
analit 6nce anodik olarak biriktirilir, ardindan negatif yonde potansiyel uygulanarak katodik
akimlar kaydedilir. Her iki yontem elektrolizle zenginlestirmeyle yapildigindan 6zellikle

ultra eseri metal iyonlarinin tayininde kullanilmaktadir [22].

Donisimlii voltametri (CV)

Molekiiler tiirlerin indirgenme ve yiikseltgenme 6zelliklerini belirlemek amaciyla yaygin
olarak kullanilan temel bir elektrokimyasal tekniktir. CV, yalnizca redoks ozelliklerini
saptamakla kalmaz; ayn1 zamanda elektron transferiyle tetiklenen kimyasal reaksiyonlarin
kinetik ve mekanistik 6zelliklerini incelemek acisindan da oldukca degerli bir yontemdir
[21].
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Potansiyel (V)

1
1 T

0 20 40

Zaman (s)

Sekil 2.7. CV’de uygulanan potansiyelin zamanla degisimi

Bu teknikte, uygulanan potansiyel, 6nceden belirlenen bir aralikta pozitiften negatife ve
tekrar pozitife dogru taranarak degistirilir; bu siire¢ boyunca sistemden gecen akim degerleri
kaydedilir (Sekil 2.7). CV olgtimleri sayesinde, elektrot yiizeyinin kapasitif davranisi analiz
edilebilir ve incelenen maddenin yiikseltgenme ve indirgenme potansiyelleri belirlenebilir.

Ayrica, bu yontemle maddenin genel elektrokimyasal davranisi hakkinda nitelikli bilgi elde

edilir [23].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar

3.1.1. Elektrokimyasal analizor (\VVoltametri cihazi, potansiyostat cihazi)

Elektrokimyasal analizler, bilgisayar destekli CHI760D model potansiyostat (CH
Instruments Electrochemical Workstation) ve BAS marka CGME hiicre sistemi kullanilarak

gergeklestirilmistir.

Resim 3.1. Voltametri cihazi

3.1.2. Analitik terazi

Tiim tartim iglemleri, 0,1 mg hassasiyete sahip OHAUS marka EP214C model analitik terazi

kullanilarak gergeklestirilmistir.

=

Resim 3.2. Analitik terazi
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3.1.3. Elektrotlar

Calisma elektrotu

Calismalarda, platin ¢alisma elektrotu (CHI102), cams1 karbon ¢alisma elektrotu (MF-2010)
ve altin ¢alisma elektrotu (2 mm ¢apli) (CHI101) kullanilmistir. Elektrotlardan giivenilir ve
tekrarlanabilir sonuglar elde edebilmek amaciyla, her analiz dncesinde elektrotlar kimyasal
ve mekanik temizleme islemlerine tabi tutulmustur. Temizleme isleminin ardindan, elektrot
ylizeyleri saf etil alkol ve ultra saf su ile durulanarak kurutulmus, boylece bir sonraki analiz

icin uygun kosullarda kullanima hazir hale getirilmistir.

% // S

Resim 3.3. Sirayla platin elektrot, camsi karbon elektrot ve altin elektrot

Referans elektrot

Analizlerde, susuz ortam kosullarinda referans elektrot olarak, 0,01 M AgCl ¢ozeltisi igeren

BAS MF-2052 RE-5B model Ag/AgCl elektrotu kullanilmistir.

/’

=

Resim 3.4. Ag/AgClI referans elektrot



Karsit elektrot

Analizlerde karsit elektrot olarak Platin tel kullanilmistir.

Resim 3.5. Platin tel

3.1.4. pH metre

pH olgiimleri Mettler Toledo markali cihaz ile gerceklestirilmistir.

Resim 3.6. pH metre

33
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3.1.5. Ultra saf su cihazi

Deneysel ¢alismalarda, Innovation marka ultra saf su sistemi kullanilmigtir. Bu cihazdan
elde edilen ultra saf suyun iletkenligi 0,055 puS/cm olup, tiim ¢dzelti hazirlama ve temizlik

islemlerinde kullanilmistir.

3.1.6. Ultrasonik su banyosu

Deneysel calismalarda, ¢ozeltilerin homojenlestirilmesi ve ¢oziniirliigiin artirilmasi

amaciyla Isolab marka ultrasonik su banyosu kullanilmistir.

Resim 3.7. Ultrasonik su banyosu

3.1.7. Isitica

Deneysel caligsmalarda, sicaklik kontrollii islemlerde kullanilmak iizere Haake marka su

banyosundan yararlanilmistir.

Resim 3.8. Su banyosu
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3.1.8. Elektrokimyasal hiicre

Deneysel calismalarda, sicaklik kontrolii ve dis ortamla temasin minimize edilmesi amaciyla

kapakli ceketli elektrokimyasal hiicre kullanilmistir.

Resim 3.9. Kapakli ceketli elektrokimyasal hiicre

3.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Calismalarda kullanilan kimyasal maddelere ait marka, katalog numarasi ve saklama

kosullart ayrintilt olarak Cizelge 3.1°de sunulmustur.
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Cizelge 3.1. Deneylerde kullanilan kimyasal maddelerin listesi

Adi Markasi Katalog Saklama kosullar
Numarasi
+2°C ile +30°C
NaOH Merck 106498 Sikica kapatilmig
Kuru
H,S04 Merck 112080 Sikica kapatilmis
Serin yerde
Tetrabiitilamonyum
tetrafloroborat Merck 217964 Slklcaslz?ﬁ]augigg Kuru
(TBA TFB) y
Dimetilsiilfoksit Sikica kapatilmis
(DMSO) Merck 102931 Serin yerde
+2°C ile +30°C
Etanol Merck 100983 Sikica kapatilmis
Kuru Isidan uzak
30°C’in altinda
Palmitik asit Merck 800508 Sikica kapatilmig
Kuru
Stearik asit Merck 800673 Rikca kapatilmig
Kuru serin yerde
20 °Cile 25 °C
Oleik asit Merck 104415 Kuru ve karanlik ortamda
Kapali ambalajda

3.3. Ornekler, Reaktifler ve Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.3.1. 1,0 M NaOH cozeltisi

4,01 g NaOH, 100 mL’lik bir beherde ¢6ziilmiis, ardindan ¢ozelti 6lgiilii balona aktarilmig

ve ultra saf su ilavesiyle toplam hacim 100 mL’ye tamamlanmastir.

3.3.2. 1,0 M H2S04 ¢ozeltisi

Yogunlugu 1,84 g/mL ve %98 derisime sahip H2SO4 ¢ozeltisinden 1,38 mL olgiilerek

alinmuis, lizerine ultra saf su ilave edilerek toplam hacim 25 mL’ye tamamlanmistir.
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3.3.3. 0,01 M Destek elektrolit ¢cozeltisi

3,280 g tetrabiitilamonyum tetrafloroborat (mol kiitlesi: 329,27 g/mol), bir kap igerisine
alinarak tizerine 20 mL DMSO ilave edilmistir. Ardindan ¢6zelti, saf etanol ile karistirilarak

toplam hacim 100 mL’ye tamamlanmistir.

3.3.4. 00,1000 M Palmitik asit

0,6410 g palmitik asit (256,42 g/mol), beherde etanol igerisinde ¢6ziilmiis ve ardindan

¢oOzelti Ol¢iilii balonda 25 mL hacme tamamlanarak hazirlanmistir.

3.3.5.0,1000 M Oleik asit

3,21 mL oleik asit (282,46 g/mol) beherde etanol igerisinde ¢oziilmiis ve ardindan ¢ozelti,

oOl¢iilii balonda 100 mL hacme tamamlanmustir.

3.3.6. 0,1000 M Stearik asit

2,844 g stearik asit (284,48 g/mol), beherde etanol igerisinde ¢oziilmiis ve ardindan ¢ozelti,

Olciilii balonda 100 mL olacak sekilde tamamlanmastir.

3.3.7. Cikolata numunesinin hazirlanmasi

1,864 g ¢ikolata numunesi tartilarak kiigiik pargalara ayrilmistir. Numune, 20 mL n-hegzan
ilave edilerek 30 °C sicaklikta, ultrasonik banyoda 20 dakika isleme tabi tutulmus ve
ardindan 2 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Ekstrakte edilen faz ayr1 bir kaba alinmis ve
lizerine sirasiyla 20 mL 1,0 M NaOH c¢o6zeltisi ile 4 mL etanol ilave edilmistir. Karisim, geri
sogutucu altinda 110 °C’de 1 saat siireyle 1sitilmistir. Daha sonra, 4 mL DMSO ve pH =2,0
olacak sekilde ayarlanmis 1,0 M H2SO4 ¢ozeltisi ilave edilmistir. Son olarak, ¢ozelti etil
alkolle 100 mL’ye tamamlanmistir. Bu islem sonucunda, ¢ikolata numunesinde ester

formunda bulunan analitler, yag asitlerine doniistiirilmiistiir.
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3.3.8. Kare dalga katodik siyirma voltametrisi icin potansiyostat cihazinin calisma

degerleri

Analizlerde, kare dalga katodik siyirma voltametrisi ve doniisiimlii voltametri yontemleri

kullanilmis olup cihaz parametreleri Cizelge 3.2 ve 3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.2. Kare dalga katodik s1yirma voltametrisinin cihaz parametreleri

Kare dalga katodik styirma voltametrisi

Baslangig potansiyeli (V) 0
Bitis potansiyeli (V) -1,8
Frekans (Hz) 15
Maksimum akim (pA) 1
Minimum akim (nA) 1
Genlik (V) 0,025
Potansiyel artis1 (V) 0,004
Biriktirme siiresi (s) 50 ile 60
Biriktirme potansiyeli (V) -1,2ile-1,1
Hassasiyet (A/V) 1.10*
Bekleme siiresi (s) 2
Cizelge 3.3. Doniisiimlii voltametri cihaz parametreleri
Doniigiimlii voltametri
Baglangi¢ potansiyeli (V) 0
Yiiksek potansiyel (V) 0
Diisiik potansiyel (V) -1,8
Tarama hiz1 (V/s) 0,1
Potansiyel artig araligi (V) 0,001
Bekleme siiresi (s) 2
Hassasiyet (A/V) 1,10*
Maksimum akim (pA) 1
Minimum akim (nA) 1
Ara eklemelerde N2 gaz1 gegis siiresi (s) 2

3.3.9. Fityk programiyla ¢akisan piklerin ayrilmasi

Bu matematiksel metot her bir bilesenin sinyalini Gauss egrisiyle modellemeye

dayanmaktadir. Gauss egrisi, elektrokimyasal Gl¢iimlerde gozlenen simetrik ve diizgiin

piklerin analitik olarak temsil edilmesi i¢in uygun bir fonksiyon tipidir:
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— 2
f(x) = h - exp (— 225 (3.1)
Burada f(x), X potansiyelindeki teorik akim siddeti; h, pik yiiksekligi; xo, pik merkezi, o, pik
genisligi ve x ise potansiyeldir. Bu modelleme islemleri Fityk yazilimi [24] kullanilarak

gerceklestirilmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Kare Dalga Katodik Siyirma Voltametrisi Yontemiyle Oleik Asit Tayini

Oleik asidin tayini, kare dalga katodik siyirma yontemi ile belirlenmistir. Bu yontemde oleik
asidin tayini i¢in ¢alisma elektrotu, sicaklik, biriktirme potansiyeli, biriktirme siiresi, pH

optimize edilmistir.

4.1.1. Oleik asidin doniisiimlii voltamogrami

Oleik asidin indirgenme/yiikseltgenme pik potansiyellerinin ve tersinirliginin belirlenmesi
i¢in yapilan doniistimlii voltamogramda katodik yonde, -1,225 V anodik yonde -1,400 V’ta
belirgin pikler gozlemlenmistir (Sekil 4.1).

100
2.0 /
8.0 § ,/
7.0 4 J
6.0

40
3.0 7 .
20 /-
1.0 P

Alkam /1075 A

'1-0: LI T i T T T T L |
0 02 04 06 08 40 A2 44 A6 8

Potansiyel (V), Ag/AgCl’e karsi

Sekil 4.1. 3,23 mM OA’nin 60 °C’deki doniisiimlii voltamogrami (0,1 V/s)

Oleik asitle yapilan ¢alismalarda daha sonra yapilan sicaklik optimizasyonunda 60 °C’deki

akim degeri en yiiksek ¢iktigindan, bu ¢alismada 60 °C’deki voltamogram alinmustir.

CV teknigi ile redoks tepkimelerinin tersinirligini belirlerken yaygin olarak kullanilan

bagmtilardan biri su sekildedir:

| Epa— Epk | =(0,059/m) V (4.1)
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Epa:anodik pik potansiyeli(V), Epk : katodik pik potansiyeli(V), n: aktarilan elektron sayisi: 1

Elektron aktarimi olan tepkimede katodik pik potansiyeli ile anodik pik potansiyeli

arasindaki fark 0,059 V ise tepkime tersinirdir.

» Epa:-1,400V  Ep:-1,225V
> |E,—E, | =(0,059m) v

> |-1,400 - (-1,225) | = (0,059/1) V
> 0,175 > 0,059

Yapilan analizde oleik asidin bu ortamdaki indirgenme yiikseltgenmesinin tersinir olmadig1

anlagilmistir.

4.1.2. Oleik asit tayini i¢in ¢cahisma elektrotunun optimizasyonu

Calisma elektrotunun optimizasyonu amaciyla kare dalga katodik siyirma voltametrisi ile Pt,
Au, camsi karbon ve kalem ucu elektrotlar1 denenmistir. Denemeler, 5 mL destek elektrolitte
(tetrabiitilamonyum tetrafloroborat) 5,66 mM oleik asit ¢ozeltisi 60 °C sicaklikta, -1,1 V
biriktirme potansiyelinde ve 50 saniye biriktirme siiresinde yapilmistir. En i1yi sonug, Au
elektrotunda elde edilmistir ve bu sonug Sekil 4.2°de ve oleik asidin, Pt, Au ve camsi karbon
ve kalem ucu ¢alisma elektrotlari ile 6l¢iilen, akim degerleri Cizelge 4.1°de gosterilmistir.
Oleik asit i¢in altin elektrottan elde edilen akim degeri (5,515 pA) en biiyiik oldugundan,

calismalarda altin elektrot tercih edilmistir.
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Sekil 4.2. 5,66 MM OA’nin kare dalga siyirma voltametrisi ile Pt, Au, camsi1 karbon
elektrotlari ile 60 °C’de, -1,1 V biriktirme potansiyelinde, 50 s biriktirme

stiresinde elde edilen voltamogramlar:

Cizelge 4.1. 5,66 MM OA’nin kare dalga siyirma voltametrisi ile Au, Pt, camsi karbon ve
kalem ucu elektrotlari ile 60 °C’de, -1,1 V biriktirme potansiyelinde, 50 s

biriktirme siiresinde olgiilen akim degerleri

Calisma Elektrotu Olgiilen Akim Degeri (nA)
Altin 5,515
Platin 4,291
Camsi1 karbon 2,801
Kalem ucu 2,601

4.1.3. Oleik asit tayini i¢in sicakhigin optimizasyonu

Oleik asidin ¢ozinirliigii sicaklikla degistiginden, uygun sicakligi belirlemek icin dncelikle
en uygun sicaklik degeri tespit edilmistir. Calisma elektrotu olarak altin elektrot
kullanilmigtir. Bu amagla, 9 mL destek elektrolit (tetrabiitilamonyum tetrafloroborat) 10
dakika boyunca N2 gazi ile gegirildikten sonra izerine 0,1000 M oleik asit ¢zeltisinden 0,3
mL eklenmistir. 3,23 mM OA ¢ozeltisinin kare dalga siyirma voltametrisiyle altin ¢alisma
elektrotu ile sicakligi, 10 °C’lik artiglarla 20 °C’den 80 °C’ye kadar sekiz farkli sicaklikta
Ol¢iilmiis ve 70 °C’ye kadar piklerin artis1 gézlemlenmis, 70 °C’den sonra pik kiigiilmeye

baglamistir (Sekil 4.3). Oleik asidin sicakliga bagli olarak degisen akim degerleri Cizelge

4.2’de gosterilmistir.

— T
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Sekil 4.3. 3,23 MM OA’nin kare dalga katodik siyirma voltametrisiyle altin ¢caligma
elektrotu ile farkli sicakliklarda elde edilen voltamogramlar:

Cizelge 4.2. 3,23 mM OA’nin kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin elektrot ile
farkli sicakliklardaki akim degerleri

Sicaklik (°C) Akim (nA)
20 2,860
30 2,957
40 3,988
50 4,424
60 5,059
70 5,666
75 5,947
80 5,535

Oleik asit ¢ozeltisi i¢in akim degerlerine gore en yiiksek akim 75 °C’de olmasina ragmen
buharlasma da hesaba katilarak ve diger yag asitleri ile birlikte tayini i¢in optimum sicaklik

olarak 60 °C secilmistir (Sekil 4.4).

Akim (pA)
O L N Wk~ oo N

30 50 70 90
Sicaklik (°C)

=
o

Sekil 4.4. 3,23 mM OA’nin kare dalga katodik s1yirma voltametrisinde altin ¢aligma
elektrotu ile farkli sicakliklarda elde edilen akim degerleri
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4.1.4. Oleik asit tayini i¢in biriktirme potansiyelinin optimizasyonu

5 mL destek elektrolit (tetrabiitilamonyum tetrafloroborat) 2 dakika boyunca N2 gazi ile

gecirildikten sonra {izerine 0,1000 M oleik asit ¢ozeltisinden 0,3 mL eklenmistir. 5,66 mM

oleik asit ¢ozeltisinin sicakligi kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢aligma

elektrotu ile 60 °C’de tutulmus ve -0,9 V, -10 V, -1,1 V ve -1,2 V biriktirme

potansiyellerinde olgtimler yapilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.5’te verilmistir.

Potansiyel ve akim degerleri Cizelge 4.3 te verilmistir.

21

de.bin
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Sekil 4.5. 5,66 mM OA’nin kare dalga katodik styirma voltametrisinde altin ¢aligma
elektrot ile 60 °C’de -0,9; 1,0 V; -1,1 V ve —1,2 V biriktirme potansiyel

degerlerinde elde edilen voltamogramlar:

Cizelge 4.3. 5,66 MM OA’nin kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢alisma
elektrotu ile 60 °C’de farkli biriktirme potansiyellerindeki akim degerleri

Potansiyel (V) Akim (nA)
-0,9 8,736
-1,0 8,924
-1,1 9,732
-1,2 9,458

5,66 mM oleik asit ¢ozeltisinin, kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢alisma
elektrotu ile 60 °C -0,9V; -1,0 V; -1,1 V ve —-1,2 V biriktirme potansiyellerinin pik

potansiyellerine karsilik gelen akim degerlerine gore biriktirme potansiyeli -1,1 V olarak

tespit edilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. 5,66 MM OA’nin kare dalga katodik styirma voltametrisinde altin ¢aligma
elektrotu ile 60 °C’de -0,9; -1,0 V; —-1,1 V ve —1,2 V biriktirme potansiyellerinde
elde edilen akim degerleri

4.1.5. Oleik asit tayini i¢in biriktirme siiresinin optimizasyonu

Kare dalga katodik siyirma yontemi ile oleik asidin uygun biriktirme siiresini belirlemek
amaciyla, altin c¢alisma elektrotu ile 5 mL destek elektrolit (tetrabiitilamonyum
tetrafloroborat) iki dakika boyunca N2 gazi ile gegirildikten sonra tizerine 0,1000 M oleik
asit ¢cozeltisinden 0,3 mL eklenmistir. 5,66 mM OA ¢o6zeltisinin kare dalga katodik siyirma
voltametrisinde sicakligi 60 °C’de tutulmus ve -1,1 V biriktirme potansiyelinde bes farkli
zaman diliminde voltamogramlar alinmistir (Sekil 4.7). Biriktirme siiresi ve akim degerleri

Cizelge 4.4’te verilmistir.

21

de OA.bin

5,66 mM OA 60 C-1,1V 20 s.bin
5,66 mM OA 60 C-1,1 V 30 s.bin
5,66 mM OA 60 C-1,1V 40 s.bin

5,66 mM OA60C-1,1V S0 s.bin

Akim/10° A

Potansiyel (V), Ag/AgCl’e karsi

Sekil 4.7. 5,66 mM OA’nin kare dalga siyirma voltametrisinde altin ¢alisma elektrotu ile
60 °C’de -1,1 V biriktirme potansiyelinde farkl1 biriktirme siirelerinde elde
edilen voltamogramlar:
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Cizelge 4.4. 5,66 mM OA’nin kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢alisma
elektrotu ile 60 °C’de -1,1 V biriktirme potansiyelindeki farkli biriktirme
stirelerindeki akim degerleri

Siire(s) Akim (pA)
20 7,902
30 8,229
40 8,560
50 9,059
60 9,038

5,66 mM oleik asit ¢ozeltisinin kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢alisma
elektrotu ile 60 °C’de -1,1 V biriktirme potansiyelindeki 20, 30, 40, 50 ve 60 saniyelik
biriktirme siirelerinde yapilan dl¢limler sonucunda, en uygun biriktirme siiresi 60 saniye

olarak tespit edilmistir (Sekil 4.8).

Akim (pA)
[#s]
e

10 20 30 40 50 60 70

Siire (s)

Sekil 4.8. 5,66 MM OA’nin kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢alisma
elektrotu ile 60 °C’de -1,1 V biriktirme potansiyelindeki farkli biriktirme
stirelerinde elde edilen akim degerleri

4.1.6. Oleik asit tayini i¢in pH’nin optimizasyonu

Hiicreye, 5 mL destek elektrolit (tetrabiitilamonyum tetrafloroborat) eklenmis ve iizerine
0,1000 M oleik asit ¢ozeltisinden 0,3 mL eklenmistir. 5,66 mM oleik asit ¢ozeltisi 2 dakika
boyunca N2 gaz1 gecirildikten sonra kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢alisma

elektrotu ile 60 °C’de -1,1 V biriktirme potansiyeli ve 50 saniye biriktirme siiresinde
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voltamogramlart alinmistir. pH ayarlamalart 1,0 M NaOH ve 1,0 M H;SOs c¢ozeltileri
kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 4.9). Oleik aside ait, farkli pH’larda ol¢iilen akim
degerleri Sekil 4.9°da gosterilmistir. Oleik asidin farkli pH’lardaki akim degerleri Cizelge

4.5’te gosterilmistir.

36

. —— 5,66 mM DA 60 C-1,1V 50 5 pH2 .bi

327 5,66 mM OA B0 C-1,1V 50 3 pH4.bil
—— 5,66 mM DA 60 C-1,1V 505 pHE.bin

28 1 — deDAbin SN,

Akim/10° A

Potansiyel (V), Ag/AgCl’e karsi

Sekil 4.9. 5,66 MM OA’nin kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢alisma
elektrotu ile 60 °C’de -1,1 V biriktirme potansiyelinde, 50 s biriktirme stiresinde
farkli pH degerlerinde elde edilen voltamogramlari

Cizelge 4.5. 5,66 MM OA’nin kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢alisma
elektrotu ile 60 °C’de -1,1 V biriktirme potansiyelinde, 50 s biriktirme
stiresinde farkli pH degerlerindeki akim degerleri

pH Akim (pnA)
2,0 23,58
4,0 15,65
6,0 6,506

Oleik asit i¢in yapilan deneyler sonucunda en uygun pH’1n 2,0 oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.10).
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30 y = -4,9415x + 34,114
R2=0,9872
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Sekil 4.10. 5,66 mM OA’nin kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢alisma
elektrotu ile 60 °C’de -1,1 V biriktirme potansiyeli, 50 s biriktirme siiresinde,
farkli pH degerlerinde elde edilen akim degerleri

4.1.7. Kalibrasyon grafigi ile oleik asit tayini

Hiicreye 9 mL destek elektrolit (tetrabiitilamonyum tetrafloroborat) eklenmis ve ¢ozeltiden
2 dakika boyunca N2 gazi gegirilmistir. Sonrasinda 3,23 mM oleik asit ¢ozeltisinin kare dalga
katodik siyirma voltametrisinde altin ¢alisma elektrotu ile 60 °C’de -1,1 V biriktirme
potansiyelinde ve 50 saniye biriktirme siiresinde 0,1000 M OA ¢ozeltisinden 0,1 mL
eklenerek artan derigsimlerde voltamogramlari alinmigtir (Sekil 4.11). Akim degerleri

Cizelge 4.6’da listelenmistir.

60 1
] — de OA bin
50] —109mMOAB0C-1,1V50s b
1 — 217 mMOA60C-1,1V 50 s.bi
{ —323mMOAB0C-1,1V50s.bi
< 40] —426mMOAGDC-1,1V50s.bi
S 304
% 20 1
10 1
: e —————
0 T T T T
0 02 04 06 08

Potansiyel (V), Ag/AgCl’e karsi

Sekil 4.11. OA’nin kare dalga katodik styirma voltametrisinde altin ¢aligma elektrotu ile 60
°C’de -1,1 V biriktirme potansiyelinde, 50 s biriktirme siiresinde artan
derisimlerde elde edilen voltamogramlari
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Kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin galisma elektrotu ile 60 °C’de -1,1 V

biriktirme potansiyelinde ve 50 saniye biriktirme siiresinde 0,1000 M oleik asit derisimlerine

kars1 akim degerleri Cizelge 4.6’da verilmis, degerler grafige gecirilmistir (Sekil 4.12).

Cizelge 4.6. OA’nin kare dalga katodik s1yirma voltametrisinde altin ¢alisma elektrotu ile
60 °C’de -1,1 V biriktirme potansiyelinde, 50 s biriktirme siiresinde artan
derisimlerdeki akim degerleri

Derigim (mM) Akim(pA)
1,09 0,801
2,17 2,113
3,23 3,156
4,26 4,266
5,26 5,108

Cizelge 4.6’da elde edilen derisim akim degerleri grafige gegirildiginde I = 1,0333C-0,2202

dogrusu elde edilmis olup (Sekil 4.12), bu dogrunun egim degeri gozlenebilme (3s/m) ve

tayin sinirinin (10s/m) hesaplanmasinda kullanilmastir.

Akim (pA)

R2=10,9966
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Sekil 4.12. OA’nin kare dalga katodik styirma voltametrisi ile elde edilen kalibrasyon grafigi
(Calisma elektrotu: altin; sicaklik: 60 °C; biriktirme potansiyeli: -1,1 V;
biriktirme siiresi: 50 S)

4.1.8. Oleik asit tayini i¢in gozlenebilme (LOD) ve tayin sitmirimin (LOQ) belirlenmesi

9 mL destek elektrolit (tetrabiitilamonyum tetrafloroborat) iizerine tek sefer eklenen 1,1 mM

oleik asidin kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢caligma elektrotu ile 60 °C’de -
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1,1 V biriktirme potansiyelinde ve 50 saniye biriktirme siiresinde 10 tekrarli 6l¢timii alinmig
ve 1,556 ile 1,713 pA arasinda degisen akim degerleri 6lgiilmiistiir (Cizelge 4.7). Bu akim

degerlerinin standart sapmasi 0,0409 olarak hesaplanmaistir.

Cizelge 4.7. 1,1 mM OA igin kare dalga katodik siyirma voltametrisiyle elde edilen akim
degerleri ve standart sapmas1 (Calisma elektrotu: altin; sicaklik: 60 °C;
biriktirme potansiyeli: -1,1 V; biriktirme siiresi: 50 saniye)

1,1 mM OA Akim (pA)
1,673
1,662
1,652
1,651
1,637
1,621
1,556
1,713
1,669
1,632
1,646
5= 0,0409

3s HA
LOD = —i= 4 1 — = 0,12 mM
ODoa) — 3 % 0,04091A/1,0333 M 0,12 m

Blo|lo|~N|o|v|s|w(n|e

x
I

10s HA
LOQ(oa) = — = 10 X 0,04094A/1,0333 — = 0,40 mM

4.2. Kare Dalga Katodik Siyirma Voltametrisiyle Palmitik Asit Tayini

Palmitik asidin tayini, kare dalga katodik styirma yontemi ile belirlenmistir. Bu yontemde
palmitik asidin tayini i¢in ¢aligma elektrotu, sicaklik, biriktirme potansiyeli, biriktirme

stiresi, pH optimize edilmistir.

4.2.1. Palmitik asidin doniisiimlii voltamogrami

3,23 mM palmitik asidin pik potansiyellerinin ve tersinirliginin belirlenmesi i¢in yapilan
doniisiimlii voltametri ¢aligmasinda katodik yonde -1,100 V anodik yonde -1,520 V’ta
belirgin pikler gézlemlenmistir (Sekil 4.13).
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Potansiyel (V), Ag/AgCl’e karsi

Sekil 4.13. 3,23 mM PA’nin 60 °C’deki doniisiimlii voltamogrami (0,1 V/s)

Palmitik asitle yapilan sicaklik optimizasyon ¢aligsmalarinda 60 °C’deki akim degeri referans

olarak alindigindan, bu ¢alismada da ayni sekilde 60 °C’de 6lgiim alinmustir.

PA indirgenme/yiikseltgenme tepkimelerinin tersinirligi icin asagidaki hesaplama

yapilmistir.

> Epa:-1,520V Epk: -1,100 V
> |E,-E, | = (0,059/n) V
> |-1,520- (-1,100) | = (0,059/1) V

» 0,420 > 0,059

Yapilan analizde palmitik asidin bu ortamdaki indirgenme yiikseltgenmesinin tersinir

olmadig: anlagilmistir.

4.2.2. Palmitik asit tayini i¢in ¢alisma elektrotunun optimizasyonu

Calisma elektrotunun optimizasyonu amaciyla Pt, Au, camsi karbon ve kalem ucu
elektrotlar1 test edilmistir. Denemeler, 5 mL destek elektrolitte (tetrabiitilamonyum
tetrafloroborat) 5,66 mM palmitik asit ¢ozeltisinin 60 °C sicaklikta, -1,2 V biriktirme
potansiyelinde ve 50 saniye biriktirme siiresinde yapilmistir. En iyi sonug, Au elektrotunda

elde edilmistir ve bu sonug Sekil 4.14°te ve palmitik asidin, Pt, Au ve camsi karbon ¢alisma
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elektrotlar ile 6l¢iilen, akim degerleri Cizelge 4.8’de gosterilmistir. Palmitik asit i¢in altin
elektrottan elde edilen akim degeri (6,924 pA) en biiyiik oldugundan, ¢aligmalarda altin

elektrot tercih edilmistir.

30 4 : ) . ) . ) N
4 | .-’ |,"
27 1 de.bin S -
] —566mMPAGOC-1.2V 60 s Aubin / '
24 1 5,66 mM PA 60 C 1,2 V 60 s CC.bin AR -
RTE 5,66 mM PA 60 C 1,2V 60 s Pt bin _ I/ o
] f ."IJ ;f
I4;1 18 7 ..l. ..l’r fJ C
S L] ISy :
— 15 [ ]/ / -
E 12 _r\.-"'l ,f / 3
] / i /N /
06 AN LN -
1 yoas /\ v/
034 L "'_,_/' .‘_J,/ e L
U —— — T —I_'_-—_J'_[L T — T T T
0 02 04 06 08 10 12 14 16 18

Potansiyel (V), Ag/AgCl’e karsi

Sekil 4.14. 5,66 mM PA’nin kare dalga siyirma voltametrisinde Pt, Au, cams1 karbon
elektrotlari ile 60 °C’de, -1,2 V biriktirme potansiyelinde, 50 s biriktirme
stiresinde elde edilen voltamogramlari

Cizelge 4.8. 5,66 MM PA’nin kare dalga styirma voltametrisi ile Au, Pt, camsi1 karbon ve
kalem ucu elektrotlari ile 60 °C’de, -1,2 V biriktirme potansiyelinde, 50 s
biriktirme siiresinde olgiilen akim degerleri

Calisma Elektrotu Olgiilen Akim Degeri (uA)
Altin 6,924
Platin 5,741
Camsi karbon 4,740
Kalem ucu 2,806

4.2.3. Palmitik asit tayini i¢in sicakhi@in optimizasyonu

PR

Palmitik asidin ¢oziintirliigii sicaklikla degistiginden, uygun sicakligi belirlemek igin
oncelikle en uygun sicaklik degeri tespit edilmistir. Bu amagla, 9 mL destek elektrolit
(tetrabiitilamonyum tetrafloroborat) 2 dakika boyunca N2 gazi gecirildikten sonra {izerine
0,1000 M palmitik asit ¢ozeltisinden 0,3 mL eklenmistir. 3,23 mM PA ¢ozeltisinin kare
dalga styirma voltametrisinde altin ¢alisma elektrotu ile sicakligi 10 °C’lik artiglarla 20
°C’den 80 °C’ye kadar sekiz farkli sicaklikta 6l¢iilmiis ve 70 °C’ye kadar piklerin artisi
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gozlemlenmis, 70 °C’den sonra pikte azalma olmustur (Sekil 4.15). Palmitik asidin sicakliga

bagli olarak degisen akim degerleri Cizelge 4.9°da gosterilmistir.

—— de PAbin

214 —— 3,23 mM PA 20 C.bin
1 — 3,23 mMPA 30 C.bin
184 —— 3.23 mM PA 40 C.bin
1 — 3.23 mM PA 50 C.bin

12] — 323 mMPA 75 C bin

mM PA 80 C bin
1 3,23 mM PA 80 C.b

Akim/10° A

e — ——

—

03 4 —u s /A_/{::;}//”

et

T T T — T T
04 086 08 10 -12 -14 -16 -18

Potansiyel (V), Ag/AgCl’e karsi

Sekil 4.15. 3,23 mM PA’nin kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢alisma
elektrotu ile farkli sicakliklarda elde edilen voltamogramlar:

Cizelge 4.9. 3,23 mM PA’nin kare dalga katodik siyirma voltametrisinde farkli
sicakliklardaki akim degerleri

Sicaklik (°C) | Akim (uA)
20 2,738
30 3,323
40 4,157
50 4,728
60 4,957
70 6,581
80 6,265

Palmitik asit i¢in altin ¢alisma elektrotu ile akim degerlerine bakildiginda optimum
sicakligin 70 °C oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.16). Ancak buharlasmay1 hesaba katinca

ve diger yag asitleri ile birlikte tayin i¢in 60 °C optimum sicaklik olarak secilmistir.
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Sekil 4.16. 3,23 mM PA’nin kare dalga katodik styirma voltametrisinde altin ¢alisma
elektrotu ile farkli sicakliklarda elde edilen akim degerleri

4.2.4 Palmitik asit tayini icin biriktirme potansiyelinin optimizasyonu

5 mL destek elektrolit ¢ozeltisinden (tetrabiitilamonyum tetrafloroborat) 2 dakika boyunca
N2 gaz1 ile gecirildikten sonra {izerine 0,1000 M palmitik asit ¢dzeltisinden 0,3 mL
eklenmistir. 5,66 mM palmitik asit ¢ozeltisinin kare dalga katodik siyirma voltametrisinde
altin ¢aligma elektrotu ile sicakligi 60 °C’de sabit tutulmus ve -0,9 V,-1,0V,-1,1V ve -1,2
V biriktirme potansiyellerinde 6lgtimler yapilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.17°de

verilmistir. Potansiyel ve akim degerleri Cizelge 4.10°da verilmistir.

2.1 " " " 1 " " 1 1 L 1 " " " 1 " "
—— de.bin |J i

151 — 5,66 mMPAB0C-0,9 V.bin [
— 5,66 mM PA 60 C -1,0 V.bin [
5] — 5,66 mMPAGOC-1,1V.bin /f
< — 5,66 mM PA 60 C -1,2 V.bin [
w12 _ g/
< ] /[\‘;-\- [/
— ,l’ Fy ._::._\\ ,-' _",I‘l
é 091 4 \ [
= 1 4 'EI_\ I
2 o
61 / \N_ /,
P ey
03 P A
0 - — _I T T T T T T T
0 0.2 0.4 06 08 -1.0 -1.2 -14 -16 -1.8

Potansiyel (V), Ag/AgCl’e karsi

Sekil 4.17. 5,66 mM PA’nin kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢alisma
elektrodu ile 60 °C’de -0,9; 1,0 V; -1,1 V ve —1,2 V biriktirme
potansiyellerinde elde edilen voltamogramlari
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Cizelge 4.10. 5,66 mM PA’nin kare dalga katodik styirma voltametrisinde altin ¢aligma
elektrodu ile 60 °C’de farkl biriktirme potansiyeline kars1 akim degerleri

Potansiyel (V) Akim (pA)
-0,9 6,577
-1,0 6,859
-1,1 7,831
-1,2 8,804

5,66 mM palmitik asit ¢ozeltisinin, kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢alisma
elektrotu ile 60 °C -0,9; -1,0 V; -1,1 V ve —1,2 V biriktirme potansiyellerinin pik
potansiyellerine karsilik gelen akim degerlerine gore biriktirme potansiyeli -1,2 V olarak
tespit edilmistir (Sekil 4.18).

10 -
9 y= -7,653X = 0’5179
/ Q
8 | .o-,‘ ----------
EJ | e .....
: o..-
26 A
<
5 -
4 | I I I I
-0,8 -0,9 -1,0 -1,1 " )
Potaniyel (V)

Sekil 4.18. 5,66 MM PA’nin, kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢caligma
elektrotu ile 60 °C’de -0,9; -1,0 V; -1,1 V ve —1,2 V biriktirme
potansiyellerinde elde edilen akim degerleri

4.2.4. Palmitik asit tayini icin biriktirme siiresinin optimizasyonu

Kare dalga katodik siyirma yontemi ile palmitik asidin uygun biriktirme siiresini belirlemek
amaciyla, 5 mL destek elektrolit (tetrabiitilamonyum tetrafloroborat) 2 dakika boyunca N
gazi ile gegirildikten sonra iizerine 0,1000 M palmitik asit ¢ozeltisinden 0,3 mL eklenmistir.
5,66 mM PA ¢ozeltisinin kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢aligma elektrotu

ile sicaklig1 60 °C’de tutulmus ve -1,2 V biriktirme potansiyelinde 5 farkli zaman diliminde
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voltamogramlar alinmistir (Sekil 4.19). Biriktirme siiresi ve akim degerleri Cizelge 4.11°de

verilmistir.
21
o de.bin
5,66 mM PA 60 C -1,2 V 20 s.bin
- 5,66 mM PA 60 C -1,2 V 30 s.bin
< — 5,66 mM PA 60 C -1,2V 40 s.bin

5,66 mM PA60 C -1,2V S0 s.bin

02 04 06

08

-10 12

Potansiyel (V), Ag/AgCl’e karsi

-14 -16 -18

Sekil 4.19. 5,66 mM PA’nin kare dalga siyirma voltametrisinde altin ¢aligsma elektrotu ile
60 °C’de -1,2 V biriktirme potansiyelinde farkli biriktirme siirelerinde elde
edilen voltamogramlari

Cizelge 4.11. 5,66 MM PA’nin kare dalga styirma voltametrisinde altin ¢alisma elektrotu
ile 60 °C’de -1,2 V biriktirme potansiyelinde farkli biriktirme siiresine karsi

akim degerleri

Stire (s) Akim (nA)
20 7,181
30 7,231
40 7,251
50 7,613
60 7,626

5,66 mM palmitik asit ¢6zeltisinin kare dalga siyirma voltametrisinde altin ¢aligma elektrotu

ile 20, 30, 40, 50 ve 60 saniyelik biriktirme siirelerinde yapilan 6l¢iimler sonucunda, en

uygun biriktirme siiresi 60 saniye olarak tespit edilmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. 5,66 mM PA’nin kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢alisma
elektrotu ile 60 °C’de -1,1 V biriktirme potansiyelindeki farkli biriktirme
siirelerinde elde edilen akim degerleri

4.2.5. Palmitik asit tayini icin pH’nin optimizasyonu

Analiz hiicresine 5 mL destek elektrolit (tetrabiitilamonyum tetrafloroborat) ¢ozeltisi
eklenmis ve tlizerine 0,1000 M palmitik asit ¢ozeltisinden 0,3 mL eklenmistir. 5,66 mM
palmitik asit ¢ozeltisi 2 dakika boyunca N2 gazi gegirildikten sonra altin ¢alisma elektrotu
ile 60 °C’de -1,2 V biriktirme potansiyelinde ve 60 saniye biriktirme siiresinde kare dalga
katodik s1yirma voltamogramlar: alimmistir. pH ayarlamalar1 1,0 M NaOH ve 1,0 M H>SO4
cozeltileri kullanilarak gerceklestirilmistir. Palmitik aside ait, farkli pH’larda 6l¢iilen akim
degerleri Sekil 4.21°de gosterilmistir. Palmitik asidin farkli pH’lardaki akim degerleri
Cizelge 4.12°de gosterilmistir.

703 T
8] CiEmmRCEEI
< 301 TN / .
. 251 SR {E
= N\ o
% 154 \‘"--.\M Jfrf I—
10 i N “‘/‘7‘ :
05— N\ J
(pa=——— :
-10 12 -14 -16 -18
Potansiyel (V), Ag/AgCl’e karsi

Sekil 4.21. 5,66 mM PA’nin kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢aligma
elektrotu ile 60 °C’de -1,1 V biriktirme potansiyeli, 60 s biriktirme siiresinde
farkli pH degerlerinde elde edilen voltamogramlari



59

Cizelge 4.12. 5,66 mM PA ‘nin kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢aligsma
elektrotu ile 60 °C’de -1,1 V biriktirme potansiyeli, 60 s biriktirme siiresinde
farkli pH degerlerindeki akim degerleri

pH Akim (pA)
2,0 18,61
4,0 12,53
6,0 6,8

5,66 mM PA ¢6zeltisinin kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢alisma elektrotu

ile 60 °C’de -1,1 V biriktirme potansiyeli, 60 s biriktirme siiresinde alinan voltamogramlar

sonucunda en uygun ortamin pH’in 2,0 oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.22).

=
N

Akim (pA)
o

ON B O

y =-2,9525xX + 24,457
R2=0,9997

pH

Sekil 4.22. 5,66 mM PA’nin kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢aligma

elektrotu ile 60 °C’de -1,2 V biriktirme potansiyeli, 60 s biriktirme siiresindeki
farkli pH degerlerinde elde edilen akim degerleri

4.2.6. Kalibrasyon grafigi yontemi ile palmitik asit tayini

Hiicreye 9 mL destek elektrolit (tetrabiitilamonyum tetrafloroborat) eklenmis ve ¢ozeltiden

2 dakika boyunca N2 gaz1 gegirilmistir. Sonrasinda kare dalga katodik siyirma

voltametrisinde altin ¢alisma elektrotu ile 60 °C’de -1,2 V biriktirme potansiyelinde ve 60

saniye biriktirme stiresinde 0,1000 M PA ¢d6zeltisinden 0,1 mL eklenerek artan derigimlerde

voltamogramlar1 alinmistir (Sekil 4.23). Akim degerleri Cizelge 4.13’te listelenmistir.
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Sekil 4.23. PA’nin kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢alisma elektrotu ile 60
°C’de -1,2 V biriktirme potansiyeli, 60 s biriktirme siiresindeki artan derigim
degerlerinde elde edilen voltamogramlari

Kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin galisma elektrotu ile 60 °C’de -1,2 V
biriktirme potansiyelinde ve 60 saniye biriktirme siiresinde 0,1000 M oleik asidin artan
derisimlerine kars1 akim degerleri Cizelge 4.13’te verilmis, degerler grafige gecirilmistir

(Sekil 4.24).

Cizelge 4.13. PA’nin kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢aligma elektrotu ile
60 °C’de -1,2 V biriktirme potansiyelinde, 60 s biriktirme siiresinde artan
derisimlerdeki akim degerleri

Derigim (mM) Akim(pA)
1,09 1,466
2,17 3,300
3,23 4,843
4,26 7,059
5,26 8,216




61

9 ~
o | y =1,6552x - 0,3233 )
R2=10,9943
7t o
6 -
z 5 F .
EER! __..‘
<
2 r
[ 4
1 -
O 1 L L ! I I
0 1 2 3 4 > °
Derigim (mM)

Sekil 4.24. PA’nin kare dalga katodik siyirma voltametrisi ile elde edilen kalibrasyon
grafigi (Calisma elektrotu: altin; sicaklik: 60 °C; biriktirme potansiyeli: -1,2 V;
biriktirme siiresi:60 s)

Cizelge 4.13’teki degerler kullanilarak standart sapma elde edilmistir. Grafigin egiminden

yararlanarak (1,6552) gozlenebilme sinir1 (3s/m) ve tayin smirt (10s/m) hesaplanmustir.

4.2.7. Palmitik asit tayini i¢in gozlenebilme (LOD) ve tayin simirinin (LOQ)
belirlenmesi

9 mL destek elektrolit (tetrabiitilamonyum tetrafloroborat) tizerine tek sefer eklenen 1,1 mM
palmitik asit ¢ozeltisinin kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin galisma elektrotu
ile 60 °C’de -1,2 V biriktirme potansiyelinde ve 60 saniye biriktirme siiresinde 10 tekrarl
Olctimii alinmis ve 2,434 ile 2,675 pA arasinda degisen akim degerleri 6lctilmiistiir (Cizelge

4.14). Bu akim degerlerinin standart sapmasi 0,0836 olarak hesaplanmustir.
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Cizelge 4.14. 1,1 mM PA i¢in kare dalga katodik styirma voltametrisiyle elde edilen akim
degerleri ve standart sapmasi (Calisma elektrotu: altin, sicaklik: 60 °C,
biriktirme potansiyeli: -1,2 V, biriktirme siiresi:60 saniye)

1,1 mM PA Akim (pA)
2,551
2,675
2,461
2,475
2,559
2,637
2,664
2,434
2,556
2,551
2,556
0,0836

OO NOO|Oa|R~W|IN|F

[EEN
o

x
I

wn
]

3s HA
LOD =—=3x%x0,0836nA/1,6552—— = 0,15 mM
(PA) = uA/ m—y m

10s HA
LOQepa) = o= 10 X 0,0836}1A/1,6552m =0,51 mM

4.3. Kare Dalga Katodik Siyirma Voltametrisiyle Stearik Asit Tayini

Stearik asidin tayini, kare dalga katodik siyirma yontemi ile belirlenmistir. Bu yontemde
stearik asidin tayini i¢in ¢alisma elektrotu, sicaklik, biriktirme potansiyeli, biriktirme siiresi,

pH optimize edilmistir.

4.3.1. Stearik asidin doéniisiimlii voltamogrami

Stearik asidin indirgenme/yiikseltgenme pik potansiyellerinin ve tersinirliginin belirlenmesi
icin elde edilen doniistimlii voltamogramda katodik yonde -1,180 V anodik yonde -1,380
V/’ta belirgin pikler gdzlemlenmistir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. 3,23 mM SA’nin 60 °C’deki doniisiimlii voltamogrami (0,1 V/s)
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Stearik asit tayini igin sicaklik optimizasyonu ¢alismalarinda 60 °C’deki akim degeri uygun

bulundugundan, bu ¢alismada da ayni sekilde 60 °C’de voltamogram alinmustir.

>
>
>
>
>

Yapilan analizde stearik asidin bu ortamdaki indirgenme yiikseltgenmesinin tersinir

olmadigi anlagilmistir.

4.3.2. Stearik asit tayini i¢in calisma elektrotunun optimizasyonu

Epa:-1,380 V
Epk:-1,180 V

|E.,-E, | =(0,059m) v

| -1,380- (-1,180) | =(0,059/1) V

0,200 > 0,059

Calisma elektrotunun optimizasyonu amaciyla kare dalga katodik styirma voltametrisi ile Pt,

Au ve camsi karbon ve kalem ucu elektrotlar test edilmistir. Denemeler, 5 mL destek

elektrolitte (tetrabiitilamonyum tetrafloroborat) 5,66 mM stearik asit ¢ozeltisinin 60 °C

sicaklikta, -1,1 V biriktirme potansiyelinde ve 60 saniye biriktirme siiresinde yapilmistir. En

iyi sonug, Au elektrotunda elde edilmistir ve bu sonug Sekil 4.26’da ve stearik asidin, Pt, Au

ve camsi karbon ve kalem ucu ¢alisma elektrotlari ile dlgiilen, akim degerleri Cizelge 4.15°te
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gosterilmistir. Stearik asit i¢in altin elektrottan elde edilen akim degeri (2,209 pA) en biiyiik

oldugundan, caligsmalarda altin elektrot tercih edilmistir.

30 L
7] de.bin
"1 — 566 mMSAB0C-1,2V60s Ptbin
247 —— 566 mM SAB0C-1,2V 60 s Au.bin
< 21{ — 566 mM SAB0C-1,2V60s CC.bin
w18
o
— 15 1
F-BRTE
e
é 09
06 4
0 T r r r r - - -
0 02 04 06 08 -1.0 -1.2 -14 -16 -18
Potansiyel (V), Ag/AgCl’e karsi

Sekil 4.26. 5,66 mM SA’nin kare dalga siyirma voltametrisi ile Pt, Au, cams1 karbon
elektrotlari ile 60 °C’de, -1,1 V biriktirme potansiyelinde, 60 s biriktirme
stiresinde elde edilen voltamogramlari

Stearik asit i¢in altin elektrottan elde edilen akim degeri (2,209 pA) en biiyiik oldugundan,
caligmalarda altin elektrot tercih edilmistir (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15. 5,66 mM stearik asit ¢ozeltisinin kare dalga sityirma voltametrisi ile Au, Pt,
camsl! karbon ve kalem ucu elektrotlar: ile 60 °C’de, -1,1 V biriktirme
potansiyelinde, 60 s biriktirme siiresinde 6l¢iilen akim degerleri

Calisma Elektrotu Olgiilen Akim Degeri (uA)
Altin 2,209
Platin 2,063
Camsi1 karbon 1,971
Kalem ucu 1,208

4.3.3. Stearik asit tayini icin sicakhi@in optimizasyonu

PR

Stearik asidin ¢Oziiniirliigii sicaklikla degistiginden, uygun sicakligi belirlemek icin
oncelikle en uygun sicaklik degeri tespit edilmistir. Bu amagla, 9 mL destek elektrolit
(tetrabiitilamonyum tetrafloroborat) altin ¢aligma elektrotu ile 10 dakika boyunca N2 gazi ile
gecirildikten sonra lizerine 0,1000 M stearik asit ¢dzeltisinden 0,3 mL eklenmistir. 3,23 mM
SA ¢ozeltisinin kare dalga siyirma voltametrisiyle sicakligi, 20 °C’den 75 °C’ye kadar yedi
farkli sicaklikta Olclilmiis ve 70 °C sicakliga kadar piklerin artisi, 70 °C’den sonra pikte
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azalma gozlenmistir (Sekil 4.27). 3,23 mM Stearik asidin sicakliga bagli olarak degisen akim
degerleri Cizelge 4.16°da gosterilmistir.

20 ,

18 1 — deSbin f /" S
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12 I 1/ /

7 -~ 323 mM SA 70 C.bir / / /
101 — 323 mM SA75C.bin / / /
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Sekil 4.27. 3,23 mM SA’nin kare dalga katodik styirma voltametrisiyle altin ¢alisma
elektrotu ile farkli sicaklik degerlerinde elde edilen voltamogramlar:

Cizelge 4.16. 3,23 mM SA’nin kare dalga katodik styirma voltametrisinde farkli
sicakliklardaki akim degerleri

Sicaklik (°C) Akim (pA)
20 1,183
30 1,343
40 2,081
50 2,857
60 3,253
70 3,388
75 2,459

Stearik asit icin akim degerlerine bakildiginda en yiiksek akimm 70 °C’de oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.28). Ancak buharlagsmay1 hesaba katinca ve birlikte tayin i¢in 60

°C optimum sicaklik olarak se¢ilmistir.
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Sekil 4.28. 5,66 mM SA ait kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢caligma
elektrotu ile farkli sicakliklarda elde edilen akim degerleri

4.3.4. Stearik asit tayini icin biriktirme potansiyelinin optimizasyonu

5 mL destek elektrolit (tetrabiitilamonyum tetrafloroborat) ¢6zeltisinden 2 dakika boyunca
N2 gazi ile gecirildikten sonra iizerine 0,1000 M stearik asit ¢ozeltisinden 0,3 mL
eklenmistir. 5,66 mM stearik asit ¢ozeltisinin sicaklig altin ¢alisma elektrotu ile 60 °C’de
tutulmus ve -0,9 V, -10 V, -1,1 V ve -1,2 V biriktirme potansiyellerinde ol¢limler
yapilmigtir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.29°da verilmistir. Potansiyel ve akim degerleri

Cizelge 4.17°de verilmistir.

21

| de.bin

184 — 566 mM SA60C-0,9 V.bin
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Sekil 4.29. 5,66 mM SA’nin kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢alisma
elektrot ile 60 °C’de -0,9; -1,0 V; —-1,1 V ve —1,2 V biriktirme potansiyellerinde
elde edilen voltamogramlari
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Cizelge 4.17. 5,66 mM SA’nin kare dalga katodik styirma voltametrisinde altin ¢aligma
elektrotu ile 60 °C’de farkli biriktirme potansiyelindeki akim degerleri

Potansiyel (V) Akim (nA)
-0,9 9,605
-1,0 9,780
-1,1 9,819
-1,2 10,610

5,66 mM stearik asit ¢ozeltisinin, kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢alisma
elektrotu ile 60 °C -0,9; -1,0 V; -1,1 V ve —1,2 V biriktirme potansiyellerinin pik
potansiyellerine karsilik gelen akim degerlerine gore biriktirme potansiyeli -1,2 V olarak
tespit edilmistir (Sekil 4.30).

11 -
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Sekil 4.30. 5,66 MM SA’nin, kare dalga katodik sityirma voltametrisinde altin ¢aligma
elektrotu ile 60 °C’de -0,9; -1,0 V; -1,1 V ve —1,2 V biriktirme
potansiyellerinde elde edilen akim degerleri

4.3.5. Stearik asit tayini icin biriktirme siiresinin optimizasyonu

Kare dalga katodik styirma yontemi ile stearik asidin uygun biriktirme siiresini belirlemek
amaciyla, 5 mL destek elektrolit (tetrabiitilamonyum tetrafloroborat) ¢ozeltisinden 2 dakika
boyunca N gazi ile gegirildikten sonra iizerine 0,000 M stearik asit ¢dzeltisinden 0,3 mL
eklenmistir. 5,66 MM SA c¢ozeltisinin kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin
calisma elektrotu ile sicakligi 60 °C’de, -1,2 V biriktirme potansiyelinde 5 farkli zaman
diliminde voltamogramlar alinmistir Sekil (4.31). Biriktirme siiresi ve akim degerleri

Cizelge 4.18°de verilmistir.
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Sekil 4.31. 5,66 MM SA’nin kare dalga styirma voltametrisinde altin ¢aligma elektrotu ile
60 °C’de -1,2 V biriktirme potansiyelinde farkli biriktirme siirelerinde elde
edilen voltamogramlari

Cizelge 4.18. 5,66 mM SA’nin kare dalga katodik styirma voltametrisinde altin ¢aligma
elektrotu ile 60 °C’de -1,2 V biriktirme potansiyelindeki farkli biriktirme
stiresine kars1 akim degerleri

Siire(s) Akim (pA)
20 12,38
30 12,32
40 13,73
50 13,92
60 14,95

5,66 mM stearik asit ¢ozeltisi igin kare dalga katodik s1yirma voltametrisinde altin ¢alisma
elektrotu ile 60 °C’de -1,2 V biriktirme potansiyelindeki 20, 30, 40, 50 ve 60 saniyelik
biriktirme siirelerinde yapilan dlgiimler sonucunda, en uygun biriktirme siiresi 60 saniye

olarak tespit edilmistir (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. 5,66 mM SA’nin kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢aligma
elektrotu ile 60 °C’de -1,2 V biriktirme potansiyelindeki farkli biriktirme siire
degerlerinde elde edilen akim degerleri

4.3.6. Stearik asit tayini icin pH’nin optimizasyonu

Analiz hiicresine 5 mL destek elektrolit (tetrabiitilamonyum tetrafloroborat) ¢ozeltisi
eklenmis ve tizerine 0,1000 M stearik asit ¢ozeltisinden 0,3 mL eklenmistir. 5,66 mM stearik
asit ¢Ozeltisi 2 dakika boyunca N2 gazi gegirildikten sonra kare dalga katodik siyirma
voltametrisinde altin ¢alisma elektrotu ile 60 °C’de -1,2 V biriktirme potansiyelinde ve 60
saniye biriktirme siiresinde voltamogramlar alinmistir. pH ayarlamalar1 1,0 M NaOH ve 1,0
M H2SOg4 ¢ozeltileri kullanilarak gergeklestirilmistir. Stearik aside ait, farkli pH’larda
oOlgiilen akim degerleri Sekil 4.33’te gosterilmistir. Stearik asidin farkli pH’lardaki akim
degerleri Cizelge 4.19°da gosterilmistir.
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Sekil 4.33. 5,66 MM SA’nin kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢alisma
elektrotu ile 60 °C’de -1,2 V biriktirme potansiyeli, 60 s biriktirme siiresindeki
farkli pH degerlerinde elde edilen voltamogramlari

Cizelge 4.19. 5,66 mM SA’nin kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢aligma
elektrotu ile 60 °C’de -1,2 V biriktirme potansiyeli, 60 s biriktirme
stiresindeki farkli pH degerlerindeki akim degerleri

pH Akim (nA)
2,0 22,96
4,0 19,35
6,0 9,928

Stearik asit i¢in yapilan gézlemler sonucunda en uygun pH’1n 2,0 oldugu tespit edilmistir
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Z 15t
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Sekil 4.34. 5,66 mM SA’nin kare dalga katodik styirma voltametrisinde altin ¢alisma
elektrotu ile 60 °C’de -1,2 V biriktirme potansiyeli, 60 s biriktirme stiresindeki
farkli pH degerlerinde elde edilen akim degerleri
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4.3.7. Kalibrasyon grafigi yontemi ile stearik asit tayini

Hiicreye 9 mL destek elektrolit (tetrabiitilamonyum tetrafloroborat) eklenmis ve ¢ozeltiden
2 dakika boyunca N2 gaz1 gegirilmistir. Sonrasinda 3,23 mM stearik asit ¢6zeltisi kare dalga
katodik siyirma voltametrisinde altin ¢alisma elektrotu ile 60 °C’de -1,2 V biriktirme
potansiyelinde ve 60 saniye biriktirme siiresinde 0,1000 M SA ¢6zeltisinden eklenerek artan

derisimlerde voltamogramlar1 alinmistir (Sekil 4.35). Akim degerleri Cizelge 4.20°de

listelenmistir.
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Sekil 4.35. SA’nin kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢alisma elektrotu ile 60
°C’de -1,2 V biriktirme potansiyeli, 60 s biriktirme siiresindeki artan derigim
degerlerinde elde edilen voltamogramlari

Kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢alisma elektrotu ile 60 °C’de -1,1 V
biriktirme potansiyelinde ve 50 saniye biriktirme siiresinde 0,1000 M stearik asit
derisimlerine kars1 akim degerleri Cizelge 4.20°de verilmis, degerler grafige gegirilmistir
(Sekil 4.36). Grafigin egiminden yararlanarak (0,4262) gozlenebilme sinir1 (3s/m) ve tayin

sinir1 (10s/m) hesaplanmustir.
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Cizelge 4.20. SA’nin kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢alisma elektrotu ile
60 °C’de -1,1 V biriktirme potansiyelinde, 50 s biriktirme siiresinde artan
derisimlerdeki akim degerleri

Derigsim (mM) Akim (nA)
1,09 0,83
2,17 1,31
3,23 1,78
4.26 2,24
5,26 2,58
3,0
y = 0,4262x + 0,3851
2’5 | R2:0,9978.__.-"".
20 e
< o
. T
5+ e
N
0F e
(4
0,5
0,0 .
0 1 2 3 4 5 6
Derisim (mM)

Sekil 4.36. SA’nin kare dalga katodik styirma voltametrisinde ile elde edilen kalibrasyon
grafigi (Calisma elektrotu: altin; sicaklik: 60 °C; biriktirme potansiyeli: -1,2 V;
biriktirme stiresi: 60 s)

4.3.8. Stearik asit tayini icin gozlenebilme (LOD) ve tayin sinirimin (LOQ)
belirlenmesi

9 mL destek elektrolit (tetrabiitilamonyum tetrafloroborat) ¢ozeltisi lizerine tek sefer eklenen
1,1 m M stearik asit ¢ozeltisinin, kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢alisma
elektrotu ile 60 °C’de -1,2 V ve 60 s biriktirme siirelerindeki 10 tekrarli 6l¢limii alinmis ve
0,7564 ile 0,9491 pA arasinda degisen akim degerleri Ol¢iilmiistiir (Cizelge 4.21). Bu akim

degerlerinin standart sapmasi 0,0730 olarak hesaplanmistir.
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Cizelge 4.21. 1,1 mM SA i¢in kare dalga katodik styirma voltametrisiyle elde edilen akim
degerleri ve standart sapmasi (Calisma elektrotu: altin, sicaklik: 60 °C,
biriktirme potansiyeli: -1,2 V, biriktirme siiresi: 60 saniye)

1,1 mM SA Akim (pA)
0,858
0,84
0,758
0,756
0,756
0,841
0,934
0,949
0,904
10 0,923
X= 0,755
3 0,0730

OO |INO |01 WIN|F-

3s HA
LOD =—=3x%x0,0730uA/0,4262—— = 0,51 mM
(sa) = nA/ M m

10s HA
LOQ(SA) = F =10 X 0,0730|JA/0,4'262W =1,71 mM

4.4. Cikolata Numunesinde PA, SA ve OA Tayini

0,3 mL ¢ikolata numunesi 9 mL destek elektrolit (tetrabiitilamonyum tetrafloroborat)
cozeltisine eklenerek 2 dakika boyunca N2 gazi gegirildikten sonra kare dalga katodik
styirma voltametrisinde altin ¢aligma elektrotu ile 60 °C’de -1,2 V biriktirme potansiyelinde
ve 60 saniye biriktirme siiresinde voltamogramlar1 alinmis ve 4,648 pA akim kaydedilmistir

(Sekil 4.37).
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Sekil 4.37. Kare dalga katodik siyirma voltametrisinde altin ¢alisma elektrotu ile 60 °C’de
-1,2 V biriktirme potansiyelinde ve 60 saniye biriktirme siiresinde 0,3 mL
cikolata numunesinin voltamogrami

4.4.1. OA, PA ve SA voltamogramlarindaki ¢akismanin Fityk programai ile
giderilmesi

OA, PA ve SA, voltametrik 6l¢iimlerde -1,1 V civarinda indirgendiklerinden dolay1 pikleri
st iiste ¢gakismaktadir. Dolayisiyla ¢ikolata numunesinin voltametrik analizinde de -1,1 V
civarinda tek pik gozlenmektedir. Bu c¢akisma nedeniyle, dogrudan deneysel yolla
cikolatadaki her bir yag asidinin ayr1 ayr1 miktarlarini belirlemek miimkiin olmamistir. Bu
sorunu agmak i¢in ortlisen voltametrik sinyalleri matematiksel olarak ayristirmaya dayali bir
yaklasim kullanilmistir. Her bir yag asidi (OA, PA, SA) i¢in ayr1 ayr1 voltametrik 6l¢iimler
almmugtir. OA i¢in 0,5 mL 0,1000 M ¢ozelti (5,26 mM), PA igin 0,5 mL 0,1000 M ¢ozelti
(5,26 mM) ve SA i¢in 0,5 mL 0,1000 M (5,26 mM) ¢ozelti kullanilmistir. Voltamogramlarin
x:y degerlerini almak i¢in voltamogramlar, .txt formatina gevrilerek elde edilen veriler Fityk
programinda iglenmistir. Bu sayede, her bilesige ait karakteristik pik konumunun ve seklinin

belirlenmesini saglamistir.

Her bir bilesene ait modellenmis Gauss egrileri Sekil 4.38-4.40’ta, Gauss egrisi

parametreleri Cizelge 4.22°de verilmistir.



5.0+

q: 4.0=
‘4;1
S 3.0+
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é 2.0+
Gauss
Egrisi  __ OA'~.._
l /\
1 1 —t—
-0.5 -1.0 -1.5

Potansiyel (V), Ag/AgCl’e karsi

Sekil 4.38. 5,26 mM OA’nin voltamogrami ve Gauss egrisi ile modellenmis sinyali

40-
<€ 5o
‘4:]
=
]
§ = PA
Gauss ™
6 -
Lok Egrisi

: — i — i '
-0.5 -1.0 -1.5

Potansiyel (V), Ag/AgCl’e karsi

Sekil 4.39. 5,26 mM PA’nin voltamogrami ve Gauss egrisi ile modellenmis sinyali
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Sekil 4.40. 5,26 mM SA’nin voltamogrami ve Gauss egrisi ile modellenmis sinyali

Cizelge 4.22. Yag asidi ¢ozeltilerinin voltamogramlarindan Gauss egrileri ile elde edilen
parametreler

Akim (Yiikseklik, h) (A) Epk (Merkez) (V) b ?ﬁ\ll‘vﬁ;r;mhgl
OA 9,358.10° -1,108 0,166
PA 1,265.10° -1,236 0,196
SA 5,155.10° -1,048 0,238

Modellenmeye hazir hale gelen Gauss egrileri, voltamogramlar1 alinmis olan iki sisteme
uygulanmigtir. Dogruluk testi i¢in bilinen derisimlerdeki yag asidi karisimina ve tayin i¢in
cikolata ¢ozeltisinin voltamogramina Gauss egrilerinin parametreleri eklenmistir. Her iki
sistem i¢in de elde edilen voltamogramlarin iizerine 6nceden olusturulan iic Gauss egrisi
(OA, PA, SA) parametrik olarak yiiklenmistir. Bu egrilerin merkez ve yari pik genislik (half
width at half maximum, hwhm) parametreleri sabit tutulmustur. Fityk programinda Fit
—>Run komutu ile sabit parametreli teorik Gauss egrilerinin en iyi Ortiismesi saglanmustir.
Bu islem sirasinda sadece tepe yiiksekligi, h, optimizasyon algoritmasi ile ayarlanmistir. Fit
sonucu elde edilen h degerleri, her bir Gauss egrisinin toplam sinyale katkisini temsil eder.
Bu ytikseklikler, her bir yag asidinin karigimdaki goreli miktarina orantilidir. Bu sekilde,
dogrudan ayristirilamayan Ortlisen sinyaller, sayisal olarak ayristirilabilir ve bilesen oranlari

hesaplanabilir.



77

Model sistem 0,3 mL 0,1000 M OA (3,03 mM), 0,3 mL 0,1000 M PA (3,03 mM) ve 0,3 mL
0,1000 M SA (3,03 mM) igermektedir. Her bir asitten es molar alinarak hazirlanmistir ve
voltamogrami alinmistir. Elde edilen sinyal Fityk programi ve saf maddelerin

voltamogramlarindan olusturulan Gauss egrileri kullanilarak ayristirilmistir (Sekil 4.41).

4.07 4.0= Toplam Gauss Kansl}n
Egrisi *~. el
< Karisim :d o 7
¢ 3.0- Toplam Gauss . & 3.0-
S Egrisi *~. =
E N 8
2 20- é 2.0=
1.0m= ) '\__\ g Fau 1.0=
’/ ’ : \\\ ~ . N\
e = 1_;"&_ 5 - —— 1 1 —
-0.5 -1.0 -1.5 -0.5 -1.0 -1.5
Potansiyel (V). Ag/AgCl'e karst Potansiyel (V). Ag/AgCl’e karst

Sekil 4.41. Es molar (3,03 mM) OA, (3,03 mM) PA ve (3,03 mM) SA igeren model
sistemin voltamogrami ile eklenen Gauss parametreleri (sol) ve fit edilmis
Gauss egrileri (sag)

Fit sonucunda elde edilen yiikseklik degerleri kullanilarak her bir asidin karisimdaki goreli
oranlar1 hesaplanmistir. Sonuglar oleik asit i¢in %34,62, palmitik asit i¢in %32,53 ve stearik
asit icin %32,86 olarak belirlenmistir. Bu degerler karisimdaki oranlarla olduk¢a uyumludur

ve sonugta bu yontemin % hatalar1 Cizelge 4.23te verilmistir.

Cizelge 4.23. Es molar OA, PA ve SA igeren model sistem i¢in fit sonrasi elde edilen
yiikseklik degerleri ve yag asitlerinin ylizde bilesimleri

Yag Asidi Fltfggjﬁf;?;g)‘fzf?an % Bilesim %Hata
OA 1,635.10° %34,62 (34,62-33,33)/33,33=3,87
PA 1,537.10° %32,53 (32,53-33,33)/33,33=2,40
SA 1,552.10° %32,86 (32,86-33,33)/33,33=1,41

Yontemin dogrulugu belirlendikten Sonra, ayni prosediir c¢ikolata Ornegi lizerine
uygulanmigtir. Bu amagla, ¢ikolatadan hazirlanmis 0,5 mL’lik ¢6zelti kullanilarak 6lgiim
gerceklestirilmistir. Elde edilen voltamogram iizerine, daha 6nce modellenmis OA, PA ve
SA’ya ait Gauss egrileri parametrik olarak tanimlamis ve yine merkez ve genislik
parametreleri sabitlenerek yalnmizca yiikseklikler optimize edilmistir. Bu analizde de fit

edilerek deneysel veri ile model egriler eslestirilmistir (Sekil 4.42).
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Sekil 4.42. Cikolata numunesinin voltamogramu ile eklenen Gauss parametreleri (sol) ve fit

edilmis Gauss egrileri (sag)

Analiz sonucunda, ¢ikolata 6rnegindeki OA, PA ve SA oranlan sirasiyla %31,02; %26,75
ve %42,23 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.24). Yag asitlerinin i¢inde OA, PA ve SA’nin

toplami ortalama %90,88 olarak bildirilmistir [16]. Raporlanan bu deger ile diizeltme faktorii

hesaplanmis (90,88/100) ve diizeltilmis yag asidi oranlar Cizelge 4.24’te verilmistir. Elde

edilen bu degerlerin, literatiirde raporlanan ¢ikolata yag asidi bilesimleri ile uyumlu oldugu

gOriilmiistiir.

Cizelge 4.24. Cikolata ¢ozeltisindeki OA, PA ve SA igeren model sistem igin fit sonrasi
elde edilen yiikseklik degerleri, yag asitlerinin yiizde bilesimleri ve
literatiirde raporlanan yag asidi yiizde bilesimleri

Fit Sonrasi

Yag asitleri

XS ei‘gi Hesaplanan % Bilesim (Fityk) |  icindeki % | % Bilesim [16]
Yiikseklik (h) (A) (90,88/100) [16]

OA 1,276.10° %31,02 + 3,22 28,19 %25,99 + 6,89

PA 1,101.10° %26,75 + 2,48 24,31 %25,56 + 2,06

SA 1,737.10° %42,23 + 4,34 38,37 %39,33 + 5,25

Sonuglar 3 deney verisinin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, cikolatada ester formunda bulunan oleik asit (OA), palmitik asit (PA) ve
stearik asit (SA) bilesiklerinin serbest yag asitlerine doniistiiriilerek kare dalga katodik
styirma  voltametrisi  (SWCSV) yontemiyle kantitatif tayinleri gergeklestirilmistir.
Voltametrik analizlerde, calisma elektrotu olarak altin elektrot; referans elektrot olarak
Ag/AgCl; karsit elektrot olarak platin tel; destek elektrolit olarak ise alkol i¢inde ¢6ziinmiis

tetrabiitilamonyum tetrafloroborat kullanilmaistir.

Yontemin gelistirilmesi ve optimizasyonu siirecinde calisma elektrodu, sicaklik, biriktirme
potansiyeli, biriktirme siiresi, pH gibi parametrelerin analiz hassasiyeti ve segiciligi
tizerindeki etkileri sistematik olarak arastirilmistir. En uygun analiz kosullari, ortam
sicakliginin 60 °C, pH’1n ise 2 olarak ayarlanmasiyla elde edilmistir. Biriktirme potansiyeli
OA icin —1,1 V, PA ve SA igin —1,2 V olarak belirlenmis; biriktirme siiresi OA igin 50

saniye, PA ve SA igin ise 60 saniye olarak optimize edilmistir.

Baslangigta, OA, PA ve SA’nin voltametrik sinyallerinin ayni potansiyel araliginda yer
aldigr ve piklerin {ist {iste bindigi goézlenmistir. Bu durum, ayr1 ayri kantitatif tayini
zorlastirmigtir. Ancak Fityk programi kullanilarak gergeklestirilen pik ayristirma islemi

sayesinde, analitlerin sinyalleri ayrilmig ve kantitatif tayin miimkiin hale gelmistir.
Uygulanan yontemle elde edilen analitik performans parametreleri asagida verilmistir:

> Gozlenebilme sinirlar1 (LOD)
e OAigin 0,12 Mm

e PAicin 0,15 mM

e SAicin 0,51 mM

> Tayin smirlar1 (LOQ)

e OA icin 0,40 mM

e PAi¢in 0,51 mM

e SAigin 1,71 mM

Gelistirilen yontem, ¢ikolata 6rneklerinde uygulanmis ve yag asitlerinin yiizdesel dagilimlari

asagidaki gibi hesaplanmstir:
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> Oleik asit (OA): %28,19
> Palmitik asit (PA): %24,31
> Stearik asit (SA): %38,37

Elde edilen bu degerlerin, literatiirde raporlanan ¢ikolata yag asidi bilesimleri ile uyumlu

oldugu goriilmiistiir.

Ayrica, altin elektrot ylizeyinin karbon nanotiip gibi iletken nanomalzemelerle modifiye
edilmesiyle sinyal ayrimi ve yogunlugunun daha da artirilabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
yontem, yalnizca ¢ikolata degil, ayn1 zamanda siit ve yagli tohumlar gibi farkli gida
matrislerinde de uygulanabilir potansiyele sahiptir. Coklu analizi destekleyen
elektrokimyasal sensor sistemlerinin gelistirilmesi ise gida analizlerinde yontemsel

cesitliligi ve giivenilirligi artirabilecek 6nemli bir ilerleme olarak degerlendirilmektedir.
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