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ÖZET 

Yağ asitleri hücre yapısında bulunan önemli bileĢenlerdir. Metabolik fonksiyonun bir 

parçası olarak, hücre memran yapısında, sinyal iletim kaskatında, enerji depolanmasında 

ve protein açillenmesinde yer alırlar. Bazı yağ asitleri esansiyel yağ asitleridir, vücuda 

sadece besinlerle alınırlar. Yağ asit miktarı ve tipleri gıdanın besinsel ve sağlık değerini 

gösterir. Bu tür besinlerin içeriklerindeki yağ asitlerinin hızlı, doğru, tekrarlanabilir ve 

ucuz yöntemlerle analizi önemlidir. Tez çalıĢmasında bazı yağlarda (tereyağ, margarin, 

zeytinyağı, kekik yağı ve balık yağı) bulunan yağ asitlerinin (FAs) analizi tek damla 

mikroekstraksiyon (SDME) ve tepe boĢluk mikroekstraksiyon (HS-SDME) yöntemleri 

kullanılarak gaz kromatografi alev iyonlaĢtırma dedektörü (GC-FID) ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Mikroekstraksiyon öncesinde metanol içinde hazırlanmıĢ 0,2 ml 2 M 

KOH kullanılarak FAs‟leri metil ester (FAMEs) türevlerine dönüĢtürülmüĢtür. 

Mikroekstraksiyon Ģartları optimize edilerek en uygun koĢullar belirlenmiĢtir. Zeytin yağı, 

kekik yağı ve balık yağında linoleik asit, ɣ-linolenik asit ve linolenik asit analizi için HS-

SDME yöntemi kullanılmıĢtır. 2,0 µl sodyum dodesil sülfat:1-bütanol (1:3, h/h) karıĢımı 

ekstraksiyon çözeltisi olarak kullanılmıĢ, 2,0 ml‟lik vial içerisinde 360 µl FAMEs 

kullanılarak, 0,07 g NaCl, 450 C‟de ve 35 dak ekstraksiyon süresi en iyi 

mikroekstraksiyon Ģartları olarak belirlenmiĢtir. SDME yönteminde ise mikroekstraksiyon 

çözücüsü olarak karbon tetra klorür kullanılmıĢ, diğer mikroekstraksiyon Ģartları; 

ekstraksiyon çözücü miktarı (20 µl CCl4), tuz etkisi (salting out) için NaCI deriĢimi (%10), 

mikroekstraksiyon sıcaklığı (25 C), karıĢtırma hızı (1000 rpm) ve mikroekstraksiyon 

süresi (20 dak) optimize edilmiĢtir. SDME-GC-FID yönteminin kesinlik çalıĢmasında 

(%RSD) %2,1-32,1 (n= 4) ve doğruluk çalıĢmasında geri kazanım değeri %95-105 olarak 

hesaplanmıĢtır. Yöntemlerin doğruluğu için standart GC-FID analiz sonuçları SDME-GC-

FID ve HS-SDME-GC-FID sonuçları student-t testine göre karĢılaĢtırılmıĢ ve %95 güven 

aralığında (p= 0,05) fark anlamsız bulunmuĢtur. 
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ABSTRACT 

Fatty acids are the essential components for cells. They take part in metabolic functions 

from membrane structure to signal transmission cascades, energy storage and acylation of 

proteins. Some fatty acids are essential and are taken into the body only through nutrition. 

Fatty acid‟s types, and amounts are the sign of the nutritional, and health value of the food. 

So, single drop micro extraction (SDME) and headspace single drop micro extraction (HS-

SDME) methods followed by gas chromatography–flame ionization detector (GC–FID) 

were developed for the analysis of fatty acids (FAs) in some oils (butter, margarine, olive 

oil, sun flower oil, thyme oil, fish oil).  Before micro extractions step, derivatization was 

carried out with 0.2 ml of 2 M KOH in methanol to transfer the FAs into the methyl esters 

(FAMEs). Then proposed methods‟ micro extraction conditions were optimized. Linolenic 

acid, ɣ-linolenic acid, and linoleic acid in olive oil, thyme oil, and fish oil were determined 

by HS-SDME. 2.0 µl of sodium dodecyl sulphate:1-butanole (1:3, v/v) mixture was used 

as the head space single drop micro extraction solvent. Most suitable extraction conditions 

were that 360 µl of the fatty acid methyl esters (FAMEs), 2.0 ml vial, 0.07 g NaCl, 45 C, 

and 35 min. In SDME method carbon tetra chloride (CCl4) was used as a single drop 

microextraction solvent to trap the FAMEs before the gas chromatographic analysis. 

Amount of micro extraction solvent (20 µl CCl4), concentration of NaCl (10%, w/v) as 

salting out effect, microextraction temperature (25 °C), stirring rate (1000 rpm), and micro 

extraction time (20 min) that affect the extraction yield were optimized using the relative 

peak area. The precision (RSD%) of SDME-GC-FID was found as 2.1-32.1% (n= 4) and 

the recovery of the method was calculated as 95-105%. According to the student t-test no 

differences were found between GC-FID (n= 3), SDME-GC-FID  (n= 3), and HS-SDME-

GC-FID results in the 95% confidence limit (p= 0.05).  
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Kısaltmalar    Açıklamalar 

 

BSS               Bağıl standart sapma 

BF3 Bor tri florür 
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1. GĠRĠġ 

Hayvansal organizmanın baĢlıca besin kaynaklarından biri olan lipidler önemli depo yakıt 

maddeleridir ve özellikle sinir dokularında miktarları oldukça fazladır. Hücre ve 

sitoplazmik organellerin membranlarının %50'si lipitlerden oluĢturmaktadır. Lipitler 9 

kcal/g, karbonhidratlar ise 4.5 kcal/g enerji sağlarlar [1-3]. Lipitlerin görevleri yapılarında 

bulunan yağ asitlerine göre farklılık gösterirken en temel iĢlevleri; membranların yapı taĢı 

olmaları, metabolizma için gerekli olan hücre yakıt maddesi olarak depo edilmeleri ve 

böceklerin, bakterilerin hücre duvarları ile cilt yapısını koruyucu özellikte olmalarıdır. 

Ayrıca lipitler, enzimlerin aktive edilmesinde, yağda eriyen vitaminlerin hedef doku ve 

organlara taĢınmasında ve absorpsiyonunda, mitekondride elektron taĢıma iĢlevinde, 

hücrelerde iletimde, bağıĢıklık olaylarında, hormonların özellikle prostoglandinlerin 

biyosentezinde prekürsör olarak önemli rol oynarlar. Nonpolar lipitler ise depolarizasyon 

dalgalarının miyelinli sinirler boyunca hızla yayılmasını sağlarlar [4, 1] . 

Bazı lipitler organizmada sentezlenirken, büyük kısmı organizmaya dıĢarıdan alınır. 

Hayvansal organizmalar yalnızca bir tek çifte bağ sentezleyebildiğinden 2, 3,ve 4 çifte 

bağlı esansiyel yağ asitleri dıĢarıdan alınmak zorundadır. Yağ asitleri 2-34 karbon 

sayısında alifatik monokarboksilik asitler olup lipitlerin yapı taĢıdır ve karbon uzunluğuna 

göre farklılık gösterirler. Çift bağ bulunmasına göre doymuĢ veya doymamıĢ yağ asitleri, 

yapısındaki çift bağ sayısına bağlı olarak da tekli (MUFA) ya da çoklu doymamıĢ yağ 

asitleri (PUFA) olarak sınıflandırılırlar. Uzun zincirli yağ asitleri (LCFA) 12 karbon ya da 

fazlasını içeren alifatik yağ asitleridir.  Bu gruptaki yağ asitleri, çoklu doymamıĢ yağ 

asitleri sınıfında yer alır, iki ya da daha fazla çift bağ bulundurur [5]. 

Yağların yüksek sıcaklıklara maruz kalmaları trans yağ asidi oluĢma olasılığını arttırır.  

Yüksek sıcaklık, nem ve bakteriyel kontaminasyon sonucu yağlar lipaz enzimiyle kısmen 

hidroliz olurlar. Ayrıca bazı mantarlar varlığında da yağda bozulma gerçekleĢip ketonlar, 

aldehitler, kısa zincirli yağ asitleri ile yağ alkolleri oluĢur. IĢık, sıcaklık, nem, oksijen ve 

bazı katalitik maddelerle doymamıĢ yağ asitlerini içeren yağlar otooksidasyona uğrayarak 

içeriklerindeki yağ asitleri parçalanarak serbest radikaller oluĢabilir. Yağın oksijenle temas 

ettiği yüzeyin geniĢliği ve metaller (Cu ve Fe) oksidasyon hızını arttırır. Lipitlerin 

peroksidasyonu yani otooksidasyonu sırasında oluĢan serbest radikaller sadece gıdaların 

bozunmasına yol açmaz aynı zamanda lezzet kalitesinde de kayıplara ve dokulara zarar 



2 

 

vererek kanser, ateroskleroz, enflamatuar olaylar ve yaĢlılığa neden olur. Bu bakımdan 

yağların oksidasyona uğrayıp uğramadığının belirlenmesi için içerdikleri yağ asitlerinin 

miktarının ve türünün gerek üretim aĢamasındaki iĢlemler sonrasında gerekse depolama 

koĢullarında rutin olarak kontrol edilmesi önemlidir. Bu amaçla kullanılan analiz 

yöntemlerinin kolay, güvenilir ve duyarlı olması gerekir. Analiz sonuçlarına göre 

oksidasyona neden olan etmenlerin ortamdan uzaklaĢtırılması, iĢleme ve saklama 

sürecinde olabildiğince oksijen ile temasın kesilmesi, yağların depolama koĢullarının 

iyileĢtirilmesi ve antioksidan madde kullanılması gibi basit önlemlerle lipit oksidasyonu 

önlenebilir.  

Bitkisel yağların yağ asidi alkil esterlerinin içeriği, bitki tohumunun durumuyla da 

bağlantılıdır. Fermente edilmiĢ meyvelerden çıkarılan yağlar düĢük kaliteli yağlardır. Bu 

yağların hoĢ olmayan kokuları nedeniyle ticari değeri düĢüktür ve 100 °C‟nin altındaki 

sıcaklıklarda kokudan arındırma sürecinden geçmeden tüketilmezler. Bu tür yağlar 

karıĢtırılarak piyasada satıĢa sunulabilmektedir. Yağların rafinerizasyonu sırasında 

özellikle de deodorizasyon yani kokudan arındırma iĢlemlerinde, buhar distilasyonu 

aĢamasından sonra trans yağ asiti miktarlarında artıĢ olup olmadığının belirlenmesi,  

kokudan arındırılmıĢ yağ karıĢımı olarak markette bulundurulmalarının artıĢının 

engellenmesi için güvenilir analitik yöntemlerin geliĢtirilmesi önemlidir.  

Tez çalıĢmamızda farklı bitkisel (zeytinyağı, ayçiçek yağı ve kekik yağı)  ve hayvansal 

yağlardaki (tereyağ, margarin ve balık yağı) yağ asitleri analiz edilmiĢtir. Gaz kromatografi 

yağ asitlerinin analizinde çok yaygın kullanılan bir yöntem olup yağ asitlerinin gaz 

kromatografik analize uygun olarak uçucu hale getirilmesi gerekmektedir. Yağ asitlerinin 

uçucu türlerine dönüĢtürülmesinde yapılarındaki karboksil gruplarının asidik ya da alkali 

ortamda alkollerle esterleĢme reaksiyonu kullanılır [6, 7].
 
Serbest yağ asitleri, alkollerin ya 

da bazların nükleofilik ataklarına duyarlı olmadığından katalizörsüz Ģartlarda reaksiyon 

gerçekleĢmez. Asidik ortamda yağ asidi metil esteri, metil alkolün aĢırısının bulunduğu 

ortamda termal koĢulda gerçekleĢir. Asidik ortam, metil alkol içerisine hidroklorik asit 

(HCl) ya da sülfürik asit (H2SO4) ilave edilerek sağlanır. Metanol ve HCI kantitatif verimi 

yüksek türevlendirme reaktifi olmasına rağmen transmetilasyon hızının düĢük olması 

nedeniyle reaksiyon süresi otuz dakikanın üzerindedir. Metanol ve H2SO4 ortamında ise 

çoklu doymamıĢ yağ asitlerinin bozulma problemi ile karĢılaĢılır [8]. Yağ asidi metil ester 

türevi oluĢturmada kullanılan diğer bir yöntem BF3 asit katalizörü varlığında metil alkollün 
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aĢırısının kullanıldığı reaksiyon ortamıdır. BF3 kullanıldığında reaksiyon veriminin arttığı 

ve reaksiyon süresinin azaldığı, fakat GC kolonuna kalıcı zarar verdiği bildirilmiĢtir [5]. 

Yağ asidinin alkali ortamda türevlendirilmesinde ise anyonik bir ara basamak oluĢur, bu da 

alkolün aĢırısının bulunması halinde yeni bir estere dönüĢebilir. KOH, NaOH ya da 

sodyum metoksit çok yaygın olarak kullanılan bazik katalizörlerdir. Bazik katalizör 

varlığında tepkime asidik katalizöre göre daha hızlıdır, fakat bazik kataliz reaksiyonları 

susuz ortam gerektirdiğinden biyolojik numunelerle çalıĢmak zordur. Ortamda su 

bulunduğunda, su güçlü bir elektron donor olduğundan alifatik alkollerden esterleĢme 

iĢlemi tam olarak gerçekleĢmez. Suyun ortamdan uzaklaĢtırılması için susuz sodyum 

sülfatın (Na2SO4) reaksiyon ortamına ilave edilmesi gereklidir [5]. 

Yağ asitlerinin metil esterlerini oluĢturmak için basitliği, uygulanabilirliği, esterleĢtirme 

veriminin iyi olması ve kullanılan kimyasalların ulaĢılabilir olmasından dolayı tezimizde 

IUPAC yöntem 2,301‟e göre KOH katalizörü ortamında metanolün kullanıldığı 

türevlendirilme yöntemi tercih edilmiĢtir [9].  

Matriks ortamında yapılan analizlerde genellikle analitleri alma, zenginleĢtirme gibi ön 

iĢlem uygulanması gerekmektedir. Zaman alıcı, karmaĢık ekstraksiyon adımları içeren, 

aynı zamanda fazla miktarda örnek ve çözücü kullanımını gerektiren yöntemlerin yerine 

organik çözücü tüketimini en aza indiren (µl), otomasyona imkân sağlayan, ekstraksiyon 

basamaklarını basitleĢtiren ve daha iyi zenginleĢtirme sağlayan mikroekstraksiyon 

yöntemleri kullanılmaya baĢlamıĢtır.  

Tez çalıĢmamızda bitkisel ve hayvansal yağlardaki yağ asitleri esterleĢtirildikten sonra sıvı 

faz mikroekstraksiyon tekniklerinden üst katman mikroekstraksiyon (HSME) ve tek damla 

mikroekstraksiyon (SDME) yöntemleri ile önzenginleĢtirilmiĢtir.  Küçük örnek hacminin 

gaz kromatografi analizlerine uygun olması ve uzun karbon zircirli yağ asitlerinin alev 

iyonlaĢma dedektörü ile yüksek hassasiyetle tayin edilmesi mikroekstraksiyon yöntemi 

sonrası yağ asitlerinin analizinde avantaj sağlamaktadır. Yağ asidi metil ester 

standartlarının yüksek maliyetli olması, toplam yağ asidi miktarı üzerinden tayin yapma 

zorunluluğu doğurmaktadır. Kromatogramdaki tüm piklerin alanları hesaplanıp, analit 

yüzdesi, analit pik alanının toplam pik alanlarına bölünmesiyle hesaplanmıĢtır. HSME ve 

SDME yöntemleri ile yapılan önzenginleĢtirme yöntemi düĢük deriĢimdeki yağ asitlerinin 

tayinine imkân verdiğinden toplam yağ asit miktarlarının doğru, duyarlı, güvenilir ve kolay 
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uygulanabilir bir yöntem olarak kullanılmasında doğrudan GC-FID analizine göre 

avantajlıdır. 

SDME yönteminde sulu ortamda faz oluĢturan ve karıĢtırma esnasında dağılmayan CCl4  

mikroekstraksiyon çözücüsü olarak seçilmiĢtir. Ekstraksiyon verimini etkileyen karıĢtırma 

hızı, sıcaklık, tuz etkisi için sodyum klorür deriĢimi, ekstraksiyon süresi ve ekstraksiyon 

çözücü miktarı parametrelerinin pik alanları üzerine etkisi incelenerek optimum koĢullar 

belirlenmiĢtir. Optimizasyon çalıĢmalarında her seferinde bir parametre değiĢtirilerek 

diğerinin sabit tutulduğu ardıĢık optimizasyon yaklaĢımı kullanılmıĢtır. Farklı marka 

tereyağ, margarin, ayçiçeği yağı ve zeytin yağı numunelerinin içeriğindeki FAMEs 

optimum koĢullarda HSME-GC-FID ve SDME-GC-FID ile analiz edilmiĢtir.  
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Yağların Fiziksel ve Kimyasal Özellikleri [10] 

Saf yağlar tatsız kokusuz ve renksizdir. Besinler için temel lezzet ve aroma kaynağıdırlar. 

Besinlerin yapısının oluĢturulmasında rol oynarlar ve yağda eriyen vitamin ve bileĢikleri 

taĢırlar. Bazı yağlar esansiyel yağ asitlerini içerirler. 

Özgül ağırlıkları 1‟den küçük ve hidrofobik özellikte olduklarından su ile karıĢmayıp 

suyun yüzeyinde dururlar. Bitkisel sıvı yağların özgül ağırlıkları 0,941-0,930 arasında 

değiĢmektedir. Oksidasyonun artması özgül ağırlıklarının artmasına neden olur [10-12].
 

Erime noktaları: Yağların erime noktaları, zincir uzunluğuna ve yapısındaki doymamıĢlık 

derecesine göre faklılık gösterir. Erime noktası uzun zincirli yağ asitlerinde, kısa zincirli 

yağ asitlerine göre daha yüksektir. Çünkü bu yağın kristal yapısı daha güçlüdür ve 

kristaller arası bağı koparmak için daha yüksek ısı gerekir. Çift bağ sayısına göre erime 

noktası da değiĢir yani doymamıĢlık arttıkça erime noktası düĢer. Çünkü çift bağlar yağ 

asitlerindeki düz zincirli yapıyı bozar ve kristal oluĢumunu zorlaĢtırır [11, 13].
 

Çözünürlükleri: Yağın yapısında bulunan gliserol kısmı –OH grupları nedeniyle suda 

kolay çözünürken yağ asitlerinin hidrokarbon kısmı su ile karıĢmaz [10]. 
 
Ancak altı 

karbona kadar olan kısa zincirli yağ asitleri suda az miktarda çözünür. Uzun zincirli yağ 

asitlerinin sadece alkali metal tuzlarının (sabun) suda çözünürlüğü yüksektir. Gliserol 

yapısındaki –OH grupları tamamen esterleĢtiğinde, hidrofilik olan –OH grubu olmadığı 

için trigliseritler hidrofobik özellik gösterirler. Mono ve digliseritler ise hem yağın hem de 

suyun özelliklerini taĢıdıklarından gıda endüstrisinde emülgatör olarak kullanılırlar. 

Fosfolipitler,   yapılarındaki –PO4 ve –OH grupları, glikolipitler ise Ģeker molekülündeki –

OH gruplarından dolayı suda gliseritlere göre daha iyi çözünür. 

Dumanlanma noktası: Yağlar yüksek sıcaklıkta ısıtıldıklarında yapıları parçalanır ve 

parçalanma ürünü olarak gazlar açığa çıkar. Dumanlanma noktası, yağların parçalanma 

ürünü olan bu uçucu gazların gözle görülebilecek bir Ģekilde ve belirli hızla açığa çıktığı 

en düĢük derecedir. 
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EsterleĢme: Yağ asitlerinin karboksil grupları ile alkollerin hidroksil grupları arasında su 

çıkıĢı ile gerçekleĢen, yağ asidi ve alkolün ester bağı oluĢma tepkimesidir. 

Tuz oluĢturma: Yağ asitleri, hidroksil grupları vasıtasıyla metaller ile tuzları oluĢtururlar. 

Karbon sayısı 6‟dan fazla olan yağ asitlerinin metal ile oluĢturduğu tuzlara sabun denir. 

Sabunlar yüzey gerilimini azaltıcı özelliği nedeniyle emülsiyon yapıcı ve emülsiyon 

sabitleyicidirler. Yağlar alkalilerle hidroliz edildikleri zaman sabun oluĢtururlar. 

 

ġekil 2.1. Yağların hidrolizi ile sabun oluĢma reaksiyonu [1] 

SabunlaĢma sayısı: bir gram yağı sabunlaĢtırmak için gerekli olan KOH miktarı olarak 

tanımlanır. 

Reichert-Meissl sayısı: 5 gram yağdaki asitleri nötralize etmek için gerekli olan 0,1 M 

KOH ml‟si dir [14, 15].
 

Polenske sayısı: 5 gram yağda bulunan uçucu olmayan ve suda çözünmeyen yağ asitlerinin 

titrasyonunda harcanan 0,1 M bazın ml olarak miktarıdır [16]. 

Hidrolizi: Yağlar asit, baz ve enzimlerle yapılarını oluĢturan gliserol ve yağ asitlerine 

hidroliz olurlar. 

https://www.google.com/search?q=Reichert-Meissl+say%C4%B1s%C4%B1&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjqqvqz_ePoAhUTxMQBHfbpCGEQkeECKAB6BAgNECk
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ġekil 2.2. Yağların gliserol ve yağ asidine hidroliz reaksiyonu [17, 3] 

Oksidasyon: Yağın ekĢimesine ransifikasyon denir. IĢık, sıcaklık, oksijen ve bazı katalitik 

maddeler varlığında doymamıĢ yağ asitlerini içeren yağlar otooksidasyona uğrarlar. 

Oksidasyon sonucunda yağ asitleri parçalanır ve serbest radikaller oluĢur. Serbest 

radikaller oluĢmaya baĢladıktan sonra ortamda antioksidan yoksa oluĢan reaktif peroksitler 

diğer tekli doymamıĢ yağ asitleri (MUFA) ve çoklu doymamıĢ yağ asitlerinden  (PUFA) 

bir hidrojen kopararak hidrojen peroksit ile serbest radikal oluĢturur. Bu olaya yağların 

otooksidasyonu denir ve oluĢan serbest oksijen türleri protein ve DNA‟yı okside eden 

serbest radikal oluĢumuna neden olurlar. Oksijene maruz kalan lipitlerin peroksidasyonu 

yani otooksidasyonu sırasında oluĢan serbest radikaller sadece gıdaların bozunmasına 

(ransifidikasyon) yol açmaz aynı zamanda lezzet kalitesinde kayıplara ve dokulara zarar 

vererek kanser, ateroskleroz, enflamatuar olaylar ve yaĢlılığa neden olur. Lipit 

otooksidasyonunu etkileyen faktörler, yağın bileĢimindeki yağ asitlerinin çeĢit ve miktarı, 

ortamdaki oksijen varlığı, ıĢık, sıcaklık ve nem gibi saklama koĢullarıdır. Lipitin oksijenle 

temas ettiği yüzeyin geniĢliği ve metaller (Cu ve Fe) ise oksidasyon hızını artırırır ve 

acımayı çabuklaĢtırır. Oksidasyona neden olan etmenleri ortamdan uzaklaĢtırmak, iĢleme 

ve saklama sürecinde olabildiğince oksijen ile teması kesmek, yağların depolama 

koĢullarını iyileĢtirmek ve antioksidan madde kullanmak lipit oksidasyonunu önler. 

Yağların diğer bozulma (rasidite) nedenlerinden yüksek sıcaklık ve nem varlığında 

bakteriyel kontaminasyon sonucu yağlar lipaz enzimiyle kısmen hidroliz olurlar. Ayrıca 

uçucu kısa zincirli yağ asitleri kötü kokuya neden olurlar. Aspergillus Niger gibi bazı 

mantarlar ile kontaminasyon sonucunda bozulma gerçekleĢir ve ketonlar, aldehitler, kısa 

zincirli yağ asitleri ile yağ alkolleri oluĢur. Nem miktarı arttıkça bu tür bozulma riskleri de 

artar. 
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Çift bağların hidrojenlenmesi (hidrojenasyon): Çoklu doymamıĢ yağ asitleri içeren 

yağların basınç altında ve uygun bir katalizör kullanılarak çift bağların açılıp hidrojen ile 

doyurulması iĢlemidir. Hidrojenlenme ile sıvı yağlardan margarin ve yumuĢak margarin 

elde edilir. 

Halojenlenme: DoymamıĢ yağ asitlerinin yapısında yer alan etilen bağının florür, klorür, 

bromür veya iyodür gibi halojenlerden biri ile doyurulması iĢlemidir. 

Ozonoid içeriği: Yağ asitlerinin oksitlenmesinde oksitleyici olarak KMnO4 kullanılır. 

Oksidasyon iĢlemi çok karmaĢık olduğundan oksitlenme esnasında birçok ara metabolitler 

de meydana gelebilir. Oksidasyonda etken olan ozon (O3),  çift bağlara bağlanması ile 

ozonoid oluĢur. Bu reaksiyonlar yağ asitlerindeki doymamıĢ bağların hangi karbonlar 

arasında olduğunu belirlemeye yarar. 

Peoksit sayısı: Yağlarda bulunan aktif oksijen miktarının ölçüsü olup, 1 gram yağda 

bulunan oksijenin mikrogram cinsinden miktarıdır.  

Ġyot sayısı: 200 gram yağda adsorbe edilen iyodun gram cinsinden ifadesidir. DoymamıĢ 

yağ asitlerinin çift bağına iyodür veya diğer halojenlerin bağlanmasıyla doymuĢ yağ 

asitlerinin halojenleri oluĢur. Ticari yağların saflığını ya da bozulup bozulmadığını kontrol 

etmek için iyot sayısına bakılır. 

Asetil sayısı: Yapısında hidroksil grubu içeren yağ asitlerini bulunduran yağlar asetik 

anhidrit ile tepkimelerinden ester oluĢtururlar.  1 g asetillenmiĢ yağın sabunlaĢtırılması 

sonucu oluĢan asetik asidin bağlanması için gereken KOH‟in mg cinsinden miktarına 

“asetil sayısı” denir. 

Asit sayısı: Yağlarda hidroliz ya da oksidasyon meydana gelen acılaĢmanın tayininde 

kullanılır. 1 gram yağda bulunan serbest yağ asitlerini nötralize etmek için gerekli KOH‟ın 

mg cinsinden miktarıdır [18, 19]. 

Uçucu yağ asitleri sayısı: Yağdaki uçucu yağ asidi sayısı yağların niteliklerinin 

belirlenmesindeki en önemli karakteristik özelliklerden birisidir. 
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2.2. Bitkisel Yağların Üretimi 

Yağlı tohum ve dokulara uygulanan yağ çıkarma iĢlemleri çok farklı uygulamaları 

içermektedir. Farklı yağ çıkarma iĢlemleri arasında rendering, presleme ve çözücü 

ekstraksiyonu gibi farklı iĢlemlere dayanan uygulamalar vardır. Ham yağı tüketime 

hazırlama iĢlemine rafinasyon denir. Rafinasyon kısaca yağın yapısında bulunan ve 

istenmeyen bileĢenlerden kutulmak için yapılan arıtma ya da saflaĢtırma iĢlemidir. Temel 

aĢamalar aynı olsa da kademe sırası, uygulama Ģekli ve süresi ve yağa özgü nitelikler 

bakımından farklılaĢan rafinasyonun aĢamaları genel olarak aĢağıdaki gibidir: 

Musilaj giderme (degumming): Fosfatidlerce zengin (%1-2,5) olan ayçiçeği, keten ve soya 

gibi yağlı tohumlarda patolojik etkenler veya yaralanmalar sonucu meydana gelen zamksı 

maddelerdeki müsilaj giderilmezse rafinasyon iĢleminde kayıplar meydana gelir. Müsilaj 

giderme iĢleminde hidroklorik asit, fosforik asit, sodyum klorür veya pirofosfatın %40-

65‟lik çözeltisi kullanılır. Bu çözeltilerden herhangi biri ham yağa %2-3 oranında eklenir 

ve yağ karıĢtırılarak 40-50 C‟ye kadar ısıtılır. Bu iĢlem sonunda çöken sulu tabaka 

santrifüjlenerek yağdan ayrılır. YapıĢkan maddeler bir elektrolit yardımıyla 

pıhtılaĢtırılırken fosfatidler gibi diğer yapıĢkan maddeler su ve sıcaklık yardımıyla 

hidrotasyon sonucu çöktürülür. Bu sırada yağda bulunan bazı yabancı maddeler ile birlikte 

çöken mineral maddelerde,  bu maddelerle birlikte yağdan uzaklaĢtırılır. Müsilaj maddeleri 

lesitin eldesinde kullanılır. 

Nötralizasyon: Yağ sanayiinde asitlik giderme iĢlemi serbest asitlerin bazlarla 

nötralizasyonu Ģeklinde tanımlanır. Yağda serbest halde bulunan yağ asitleri NaOH ile 

muamele edilince yağda çözünmeyen sabun ile asit karakterdeki bazı maddeler ve sabun 

tarafından adsorbe edilen maddeler çöker. Ayrıca, yüksek derecede vakumda damıtılarak 

serbest yağ asitlerinin yağdan ayrılması sağlanabilir. Buna fiziksel nötralizasyon denir. 

Nötralizasyon kuru ve yaĢ olarak yapılır. Nötralizasyon iĢleminde genellikle 10-12 tonluk 

kazanlar kullanılır. Bu kazanlar ısıtıcı buhar helezonları, karıĢtırma paletleri ve baz 

çözeltisi püskürten sistemlerle donatılmıĢtır. Kullanılacak NaOH miktarı, serbest asitlik 

derecesi 7 olacak Ģekilde hesaplanır. Fakat bazın bir kısmı nötr yağ ile reaksiyona 

girebileceğinden hesaplanan miktarın %10 fazlası kullanılır. Asit giderme kayıpları 

yabancı maddelerin cinsine, miktarlarına ve serbest yağ asitlerinin miktarına göre değiĢir. 
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Fosfatidler az olduğunda kayıp azalır. Yemeklik, kızartmalık, margarin yapılacak yağlarda 

asitlik giderilmezse serbest yağ asitleri duman çıkararak yanar.  

Ağartma (renk giderme): Yağ sanayiinde ağartma iĢlemi yapmanın amacı, ham yağın 

doğal olarak içerdiği ve tohumun yağ olarak iĢlenmesi sırasında oluĢan renk maddelerinin 

uzaklaĢtırılmasıdır. Bu iĢ için Tonsil, Bentonit gibi çeĢitli adlar altında satılan ve sanayide 

“ağartma toprağı” genel adı ile bilinen adsorban maddeler kullanılır. Son zamanlarda bu 

amaçla sülfirik asit veya hidroklorik asitle muamele edilerek aktif hale getirilmiĢ topraklar 

veya aktif kömür de kullanılmaktadır. Aktif kömür, özellikle kırmızı, mavi ve yeĢil 

renklerin adsorbsiyonunda kullanılır. Pahalı olması aynı zamanda fazla yağ adsorplaması 

nedeniyle yalnız baĢına kullanılmaz. Kullanılacak ağartma toprağının miktarı yağın 

rengine, toprağın aktivitesine bağlı olarak değiĢebilir. Ağartma iĢleminde 25-30 tonluk 

kazanlar kullanılır. Kazanda ısıtıcı serpantin ve karıĢtırıcı bulunur. Yağın sıcaklığı 70-80 

o
C‟ye çıkarılır ve toprak ilave edilerek sıcaklık 90-100 C‟ye arttırılır. Toprağın ilave 

edilmesi sırasında karıĢtırıcılar çalıĢtırılarak bir süspansiyon elde edilir. Isıtma 

tamamlandıktan sonra 15-20 dakika daha karıĢtırmaya devam edilir. Daha sonra yağ presli 

filtrelerden geçirilerek süzülür. Bu aĢamada yağ kaybı en fazla, kullanılan toprak miktarı 

kadar olmaktadır. Süzme iĢleminden sonra kazana önce basınçlı hava verilerek serbest yağ, 

sonra basınçlı buhar verilerek de toprağın adsorbe ettiği yağ alınır. Bu iĢlemler esnasında 

oksidasyonu önlemek için vakum uygulanır. 

Koku giderme (deodorizasyon): Ġstenmeyen koku ve tat maddelerinin yağdan 

uzaklaĢtırılması amacıyla uygulanır. Koku giderme iĢleminde yağın tat ve kokusunu bozan 

bazı uçucu maddeler su buharı ile yağdan uzaklaĢtırılır. Koku giderme aĢamasında 

kurutma,  gazları uçurma, ısıtma, soğutma ve boĢaltma iĢlemleri uygulanır. Kokusu 

giderilecek yağ kazana alınıp alttan buhar verilerek sıcaklık 180 C‟ye çıkarılır. Bu sırada 

yağda istenmeyen koku maddeleri buharla birlikte uzaklaĢtırılır. Kokusu giderilmiĢ yağ 

yüksek vakum altında 100 C‟ye soğutulur. Daha sonra da plakalı soğutuculara 

gönderilerek sıcaklık 30-50 C‟ye düĢürülür. Bu asırada oksidasyonu önlemek amacıyla 1 

kg yağa 50 mg sitrik asit eklenir. 

Vinterizasyon: Yemeklik yağlarda bulunan doymuĢ trigliseritlerin, özellikle de stearinlerin, 

8-10 
o
C‟de donarak yağı bulandırmalarını önlemek için yapılır. Bu iĢlem genellikle 

ayçiçeği, çiğit ve mısırözü gibi yağlara uygulanır. Rafinasyonu biten yağ kristalizatörlere 
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alınır ve istenilen kristalizasyon sıcaklığına kadar (0-10 C ) soğutulur. Böylece yağlarda 

bulunan ve yüksek derecede eriyen trigliseritler (genelde stearin) ve vakslar (mumlar) 

ayrılır. Bu iĢlemle yağın oda sıcaklığında kristalleĢmesi önlenmiĢ olur. Ayırma iĢleminden 

sonra yağ, soğutulmuĢ filtrelerden geçirilerek berrak kısım alınır. Vinterizasyonun baĢarılı 

olabilmesi için yağın mutlaka diğer rafinasyon aĢamalarından geçmiĢ olması gerekir. Aksi 

halde ortamdaki serbest asitlik, yapıĢkan maddeler ve renk maddeleri kristalizasyonu 

güçleĢtirir [19].
 

2.2.1. Soxhlet ekstraksiyonu 

Yağlı tohumlardan yağ eldesinde geleneksel olarak kullanılan presleme yöntemlerinin 

temel eksikliği olan düĢük ekstraksiyon verimini arttırmak amacıyla günümüzde genellikle 

çözücü ekstraksiyonu veya çözücü destekli presleme kullanılmaktadır [20, 21]. Diğer 

yöntemlere kıyasla, çözücü destekli ekstraksiyon ile yağ eldesi daha yüksek verimle 

gerçekleĢmektedir [22]. Yeni ekstraksiyon yöntemleri geliĢtirilse de, soxhlet gibi 

geleneksel çözücü destekli ekstraksiyon yöntemlerinin sağladığı yüksek verim, yeni 

yöntemlerin baĢarı ölçüsünün referansı olmuĢtur [23]. Yüksek verimde yağ elde 

edilmesinde en kritik unsurlardan biri olan yüksek sıcaklık, ekstraksiyon sırasında hücre 

duvarlarının parçalanarak çözücünün kolaylıkla hücre içine etki etmesini kolaylaĢtırır [24, 

25].
 

Soxhlet ekstraktörü bir çözücü ĢiĢesi, orta çemberde bir sıvı akıĢ borusu (sifon), 

soğutulmuĢ bir yoğuĢturucu ve ısıtma sisteminden meydana gelir (ġekil 2.3). Katı numune 

orta çemberin içindeki ektraksiyon bölmesine yerleĢtirilir, çözücü ĢiĢesi uygun 

ekstraksiyon çözücüsü ile doldurulup kaynama sıcaklığına kadar ısıtılır. Kaynayan çözücü 

buharı yoğunlaĢmanın olduğu kondansatöre hareket ederek yoğunlaĢıp örneğe doğru 

damlayarak örneği ıslatır. Çözücü seviyesi sifonun tepesine ulaĢtığında çözücü tüm örnek 

bölmesini boĢaltarak çözücü ĢiĢesine geri damlamaya baĢlar. Böylece sıcak çözücü birkaç 

kez örnek içerisinde sirküle olur. Ekstrakte olan analitler çözücü ĢiĢesinin içinde kalırken, 

yalnızca temiz çözücü buharlaĢtığından, her dolaĢımda taze çözücü kullanılır. Ekstraksiyon 

zamanı 6-24 saat arasında değiĢir ve oldukça büyük çözücü hacimleri (100-500 ml) 

gereklidir. Çevrim sayısı ve ekstraksiyon zamanı ektraksiyon verimini etkiler.     
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ġekil 2.3. Soxhlet Ekstraksiyon Cihazı (1. KarıĢtırma çubuğu ve ekstraksiyon çözeltisi 2. 

Ġmbik 3. Damıtma yolu 4. Ekstraksiyon tüpü 5. KartuĢ ve numune 6. Sifon baĢı 

7. Sifon çıkıĢı 8. GeniĢletme adaptörü 9. Geri soğutucu 10. Soğutma suyu çıkıĢı 

11. Soğutma suyu giriĢi) [26]
 

2.2.2. Zeytinyağı çeĢitleri 

Zeytinyağı, elde ediliĢ Ģekillerine ve üretimde uygulanan yöntemlere göre natürel 

zeytinyağı, rafine zeytinyağı ve riviera zeytinyağı olmak üzere üç sınıfa ayrılır.  

Natürel zeytinyağı (sızma); serbest yağ asitliği oleik asit cinsinden her 100 gramda 1 

gramdan daha fazla olmayan yağa denir. 

Natürel birinci zeytinyağı; serbest yağ asitliği oleik asit cinsinden her 100 gramda 1 ve 2 

gram arasında olan yağdır. 
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Natürel ikinci zeytinyağı; serbest yağ asitliği oleik asit cinsinden her 100 gramda 2,0 

gramdan az, 3,3 gramdan fazla olmayan yağlardır. Asit derecesi yüksek olduğu için bu 

yağlar hafif kusurlu olarak değerlendirilir. 

Rafine zeytinyağı; doğal halde gıda olarak tüketilemeyen ham zeytinyağının, doğal 

trigliserit yapısında değiĢikliğe yol açmayan yöntemlerle rafine edilmeleri sonucu elde 

edilen, rafinasyon artığı madde içermeyen ve gıda olarak tüketilebilen yağlardır. Yüksek 

asit, kötü tat ya da kokuya sahip zeytinyağlarının doğal yapısını bozmadan yağdan 

uzaklaĢtırılarak (rafine edilerek) yenilebilir hale getirilmiĢ yağlara rafine zeytinyağı denir. 

Rafinasyon atığı içermeyen bu yağlarda serbest yağ asitliği, oleik asit cinsinden her 100 

gramda 0,3 gramdan fazla olmayan yağlardır. 

Riviera zeytinyağı; naturel zeytinyağı ile rafine zeytinyağı karıĢımı olup, özellikleri naturel 

zeytinyağı ile rafine zeytinyağı arasında değiĢen ve gıda olarak tüketilebilen yağlardır.  

Oleik asit türünden 100 gramda 1 gramı geçmeyen yağlardır [27].
 

Tohumların preslenerek veya modern sistemlerle sıkılarak ve çıkan yağın zeytin suyundan 

ve pirina denen zeytin posasından ayrılması ile elde edilen yağlar natürel yağlardır. 

Bitkisel yağların yağ asidi alkil esterlerinin içeriği, bitki tohumunun durumuyla 

bağlantılıdır. Örneğin zeytinin, hidrolitik ortama maruz bırakılmasıyla ya da bünyesinde 

bulunan Ģekerin laktik asit bakterileri tarafından parçalanarak laktik asite dönüĢmesiyle 

fermentasyonu sonucu serbest yağ asitleri ve alkol miktarları artar. Fermantasyon iĢlemi 

zeytinin yapısındaki oleuropein isimli acı maddeyi azaltarak zeytini tatlandırmayı, 

salamura iĢlemi ile zeytine dayanıklılık kazandırarak uzun süre saklamayı amaçlar. 

Fermente edilmiĢ meyvelerden çıkarılan yağlar düĢük kaliteli natürel zeytinyağlarıdır. Bu 

yağlar arıtım sürecinden geçmeden tüketilmezler.  Bu nedenle, 100 C‟nin altındaki 

sıcaklıklarda “kokudan arındırma”, bu yağların kokularını düzeltmek için kullanılır ve 

böylece bu yağlar natürel sızma zeytinyağlarıyla karıĢtırılarak illegal olarak kullanılabilir. 

Kokudan arındırma iĢlemi, trans yağ asitlerinin oluĢumu gibi kimyasal değiĢimlere sebep 

olmaz. “ArıtılmıĢ” zeytinyağlarını belirlemek için genellikle trans yağ asitlerine bakılır. 

Böylece, kokudan arındırılmıĢ zeytinyağlarının karıĢım ya da saf olarak markette 

bulundurulmalarının artıĢını engellemek için bu güvenilir iĢaretler kullanılabilir. Bu 

yağların belirlenmesi için kullanılan yöntemler kokudan arındırma iĢlemi sırasında veya 

zeytinyağlarının yaĢlandırılması esnasında oluĢan konjuge linoleik asit ve digliserit 
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izomerlerin miktarlarının belirlenmesi ile klorofilin açığa çıkarılmasıdır [28]. Analitik 

metotlar kokudan arındırılmıĢ zeytinyağlarını yaĢlanmıĢ zeytinyağlarından ayırt etmek için 

yeterli olmayabilir. Avrupa Birliği, kokudan arındırılmıĢ ve düĢük kaliteli yağların natürel 

sızma zeytinyağlarından ayırt edilebilmesinde Uluslararası Zeytin Komisyonu tarafından 

önerilen GC–FID ile yağ asidi alkil esterlerinin tespit edilebilmesi yötemini kabul etmiĢtir. 

Yöntemin temeli, kokudan arındırma sürecinin düĢük kaliteli yağlardaki yağ asidi alkil 

esterlerinin içeriğini azaltmamasına dayanır. Fakat yöntem, öncelikle yağın içinden yağ 

asidi alkil esterlerinin ayrıĢtırılmasını gerektirir. Bunun için klasik cam seviyeli 

kromatografi, emici madde olarak silika jel, eluent olarak da hekzan ve etil eter 

kullanılmakta ve rotavapor ile çözücüler buharlaĢtırılmaktadır. Bu süreç hem zaman 

kaybına sebep olmakta hem de yaklaĢık 300 ml gibi yüksek miktarda çözücü 

gerektirmektedir. Alternatif olarak yağ asidi alkil esterlerinin ayrıĢtırılmasında katı faz 

ekstraksiyon (SPE) yöntemi de kullanılmaktadır [29, 30]. SPE çözücü miktarını yaklaĢık 

30 ml‟ye düĢürmüĢ fakat dietil eter yerine toluen kullanılması sağlık riskini artırmıĢ ve 

tekrarlanabilirlik artmamıĢtır [30]. 

2.3. Yağ Asitleri 

Yağ asitleri genel olarak çift karbon sayılı, cis yapısında, dallanmamıĢ veya düz zincirli, 

asiklik yapıda monokarboksilik asitlerdir (ġekil 2.4). Az olmakla birlikte doğada trans 

yapısında (elaidik asit), tek karbon sayılı (propiyonik asit, valerik asit) ve dallanmıĢ yağ 

asitleri (tüberkülostearik asit veya laktobasillik asit) ile siklik yağ asitleri (hidnokarpik asit 

ve Ģolmugrik asit) de bulunmaktadır. Yağ asitleri doğal sıvı ve katı yağlar içerisinde 

esterler halinde bulunurlar. EsterleĢme yağ asitlerinin karboksil grupları ile alkollerin 

hidroksil grupları arasında su çıkıĢı sonucu olur. Ancak plazmada serbest yağ asitleri 

esterleĢmemiĢ halde bulunurlar. Yağ asitlerinin erime noktaları zincir uzunluğuna, 

doymamıĢlık derecesine göre değiĢir. Doğada bulunan yağ asitleri çift sayıda karbon 

atomu içerir ve çift bağların sayısı arttıkça yani doymamıĢlık arttıkça erime noktaları 

düĢer. Kısa zincirli yağ asitlerinin erime noktalar uzun zincirli yağ asitlerinin erime 

noktalarından daha düĢüktür [28, 31, 32].
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ġekil 2.4. Düz zincirli yağ asiti [33] 

Yağ asitlerindeki karbon sayısı 4-28 arasında değiĢmektedir. Yağ asitleri yapılarındaki 

karbon sayılarına, hidrokarbon zincir yapısına ve hidrokarbon zincirindeki bağlara göre 

sınıflandırılırlar [33].
 

Hidrokarbon zincir uzunluğuna göre yağ asitleri [33];
 

a) Kısa zincirli yağ asitleri (karbon sayısı 6‟dan az) 

b) Orta zincirli yağ asitleri (karbon sayısı 6 –10 arasında) 

c) Uzun zincirli yağ asitleri (karbon sayısı 12‟den fazla) 

Hidrokarbon zincir yapısına göre yağ asitleri; 

a) Düz zincirli yağ asitleri 

b) Substitüe olmuĢ yağ asitleri 

c) Halka içeren yağ asitleri 

d) DallanmıĢ yağ asitleri 

Hidrokarbon zincirdeki bağlara göre; 

a) DoymuĢ yağ asitleri (çift bağ sayısı sıfır, CnH2nO2)  
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b) DoymamıĢ yağ asitleri (en az bir çift bağ içeren yağ asitleri, CnH2n-2xO2; x= çift bağ 

sayısı) 

- Monoen yağ asitleri (çift bağ sayısı 1) 

- Polien yağ asitleri (çift bağ sayısı > 1) 

- Ġzo yağ asitleri 

- Konjuge yağ asitleri 

Zinciri dallanma gösteren yağ asitlerinin radikal gruplarında metil, etil ya da propil kökü 

bağlı olabilir. Yapısında metil kökü bulunanlarına izo yağ asidi denir. Bunlar en çok 

bakterilerde bulunur. 

2.3.1. DoymamıĢ yağ asitleri  

Yapılarında bir veya daha fazla çift bağ içerirler ve genellikle bitkisel kaynaklıdırlar. 

Yağdaki çift bağ sayısı yağın fiziksel ve kimyasal özelliklerini önemli Ģekilde etkiler 

(Çizelge 2.1). Linoleik asit (18 C‟lu), linolenik asit (18 C‟lu), araĢidonik asit (20 C‟lu) ve 

oleik asit (18 C‟lu) doymamıĢ yağ asitlerinden olup oleik asit tabiatta en yaygın bulunan 

yağ asididir. AraĢidonik asitten sentezlenen prostaglandinler ise birçok biyolojik özelliğe 

sahiptir [34, 35]. 

DoymamıĢ yağ asitleri oda sıcaklığında sıvı halde bulunurlar. Bu yağ asitlerince zengin 

yağlar hidrojenize edilerek yarı sıvı ya da katı hale getirilebilir. Çift bağları sayesinde 

kimyasal tepkimelere kolaylıkla girerler. Çift bağ sayısı arttıkça erime noktası düĢer ve 

metaller, ısı, oksijen varlığı, ıĢık ile oksidasyon kolaylaĢır [34, 36]. 

Çizelge 2.1. Bazı doymamıĢ yağ asitlerinin özellikleri [34, 37] 

Yağ asitleri Zincir uzunluğu, çift 

bağ sayısı 

Erime noktası,  

(°C) 
Kaynak 

Palmiteloik asit C-16:1 1 Balık ve hayvansal yağlar 

Oleik asit C-18:1 13 Hayvan ve bitki yağları 

Linoleik asit C-18:2 -6 Soya yağı 

Linolenik asit C-18:3 -11 Keten ve soya yağı 

AraĢidonik asit C-20:4 -50 Hayvansal yağlar 
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DoymamıĢ yağ asitleri, çift bağlı karbon atomlarının bağlı oldukları hidrojen atomlarının, 

zincirin aynı tarafında ya da zıt yönlerde olmalarına göre cis ya da trans olarak adlandırılır. 

Hidrojen atomları aynı taraftaysa cis, zıt yöndelerse trans olarak adlandırılır (ġekil 2.5). 

 

ġekil 2.5. Karbon zincirinde cis ve trans konfigürasyonları [38] 

Cis formundaki yağ asitlerinin erime noktaları trans formundakilerden daha düĢüktür. Cis 

konfigürasyonununda hidrojen atomlarının aynı tarafta bulunmasından kaynaklı zincirde 

burkulma vardır (ġekil 2.6). Trans konfigürasyonu doymuĢ yağlar gibi düzdür. Bu düzlük 

yağ molekülünün kristal yapısının kuvvetlendirdiğinden erime noktasını yükseltmektedir 

[38].
 

 

ġekil 2.6. Cis ve trans yağ asitleri [33] 

Yağ asitleri çift bağların bağlı bulundukları yere göre konjuge ve konjuge olmayan yağ 

asitleri olmak üzere iki grupta incelenir. Konjuge yağ asidinde yapıdaki çift bağlar bir 

doymuĢ bir doymamıĢ Ģekilde yani iki çift bağlı karbonun bir tek bağlı karbon ile ayrılması 

Ģeklindedir (ġekil 2.7) [39]. 
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― CH2 ― CH = CH ― CH = CH ― (a) 

― CH=CH ― CH2 ― CH=CH― (b) 

ġekil 2.7. (a) Konjuge yağ asiti zinciri, (b) Konjuge olmayan yağ asidi zinciri 

Konjuge yağ asitleri (KYA) çoklu doymamıĢ yağ asitlerinin konjuge çift bağlı geometrik 

ve pozisyonel izomerleridir. Konjuge linoleik asitin, kalp ve damar hastalıkları, kanser,  

diyabet, vücut kompozisyonu, bağıĢıklık sistemi ve kemik sağlığı üzerinde faydalı etkileri 

mevcuttur. Ancak hayvan modellerinde yapılan çalıĢmalar sonucu elde baĢarılı sonuçlar 

klinik çalıĢmalara henüz tam olarak yansımamıĢtır.  Ancak her KYA izomerinin sahip 

olduğu biyolojik etkiler ve mekanizmaları farklılık sergilemektedir [40, 41, 5]. 

Sahip oldukları konjuge yapıya bağlı olarak kimyasal tepkimelere meyilli olmaları 

nedeniyle konjuge yağ asitleri sanayide çok yönlü iĢlenebilmektedirler. Konjugasyona 

bağlı olarak kromofor yapı içermeleri ve belirli dalga boylarındaki ıĢığı absorplamaları 

nedeniyle yapısında yer aldıkları bileĢikte saptanabilmeleri mümkündür [35].
 

Konjuge yağ asitlerinde oksidasyon ve polimerizasyon reaksiyonları çok daha kolay 

meydana gelmektedir. Alkali katalizli interesterifikasyon, sabunlaĢma ve kısmi 

hidrojenasyon iĢlemleri esnasında da çoklu doymamıĢ yağ asitlerinin konjugasyonuyla 

konjuge yağ asitleri oluĢur [42].
 

Konjuge yağ asitlerinin izomerleri ġekil 2.8‟de 

gösterilmiĢtir.  

 

ġekil 2.8. Konjuge yağ asiti izomerlerinin yapıları a- konjuge dienoik asitler, b-konjuge 

trienoik asitler  [40]   
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KYA‟lar arasında en çok bilinen ve üzerinde çalıĢmalar yapılanları konjuge linoleik asit 

(KLA) ve konjuge linolenik asid (KLNA)‟tir. Bitki tohumu yağlarında bulunan linolenik 

asitin konjuge izomeri olan konjuge linolenik asid (KLNA) birçok biyolojik özelliğe 

sahiptir [40]. KLA ve KLNA doğal gıdalarda çok az miktarlarda bulunan önemli yağ 

asitleridir. Bunların dıĢında, sorbik asit, trikosanoik asit, punisinik asit, α-eleostearik asit 

ve α-parinarik asit doğada rastlanan konjuge yağ asitlerinden bazılarıdır. Bunlardan sorbik 

asit koruyucu madde olarak gıda sanayinde yaygın olarak kullanılır. KLA‟nın dıĢındaki 

konjuge yağ asitleri doğada çeĢitli tohum yağlarında bulunurlar. Fakat KLA ile ilgili 

yapılan çalıĢmalarla karĢılaĢtırıldığında onların biyolojik aktiviteleriyle ilgili kapsamlı 

çalıĢmalar çok fazla değildir [43].
 

2.3.2. DoymuĢ yağ asitleri  

Hayvansal yağlar doymuĢ yağ asitlerince zengin yağlardır [39]. Genel formülleri CnH2nO2 

Ģeklindedir. DoymuĢ yağların zincir uzunlukları (molekül ağırlıkları) arttıkça viskozite ve 

kırılma indisleri artar, yoğunlukları azalır ve erime noktaları yükselir. Bu nedenle doymuĢ 

yağ asitleri, bir yağın sıvı veya katı olma durumunda, sertliğinde önemli ölçüde etkinliğe 

sahiptirler. Bütirik asit (4 C‟lu), palmitik asit (16 C‟lu) ve stearik asit (18 C‟lu) doymuĢ 

yağ asitlerinden bazılarıdır [44]. 
 
Çizelge 2.2‟de bazı doymuĢ yağ asitlerinin özellikleri 

verilmiĢtir.  

Çizelge 2.2. DoymuĢ yağ asitleri ve özellikleri [45].
 

Yağ Asiti Yağ asiti metil esteri 

C: ǂ çift bağ 

Zincir Uzunluğu 

Sistematik Adı Kapalı 

Formülü 

EN 

(°C) 

KN
(a)

 

(°C) 

EN 

(°C) 

KN
(a) 

(°C) 

Molekül 

Ağırlığı 

C4:0 Bütanoik Asit CH3 (CH2)2 

COOH 
-5,3 164 - 103 88,1 

C6:0 HeksanoikAsit 

(Kaproik Asit) 

CH3 (CH2)4 

COOH 
-3,2 206 -69,6 151 116,2 

C8:0 OktanoikAsit 

(Kaprilik Asit) 

CH3 (CH2)6 

COOH 
16,5 240 -36,7 195 140,2 

C10:0 Dekanoik Asit 

(Kaprik Asit) 

CH3 (CH2)8 

COOH 
31,6 271 -12,8 228 172,3 

C12:0 Dodekanoik 

Asit  

(Laurik Asit) 

CH3 (CH2)10 

COOH 
44,8 130

(1)
 5,1 262 200,3 
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Çizelge 2.2. (devam) DoymuĢ yağ asitleri ve özellikleri [45].
 

Yağ Asiti Yağ asiti metil esteri 

C: ǂ çift bağ 

Zincir Uzunluğu 

Sistematik Adı Kapalı 

Formülü 

EN 

(°C) 

KN
(a)

 

(°C) 

EN 

(°C) 

KN
(a) 

(°C) 

Molekül 

Ağırlığı 

C14:0 Tetradekanoik 

Asit  

(Miristik Asit) 

CH3 (CH2)12 

COOH 
54,4 149

(1)
 19,1 114

(1)
 228,4 

C16:0 Heksadekanoik 

Asit  

(Palmitik Asit) 

CH3 (CH2)14 

COOH 
62,9 167

(1)
 30,7 136

(1)
 256,4 

C18:0 Oktadekanoik 

Asit  

(Stearik Asit) 

CH3 (CH2)16 

COOH 
70,1 184

(1)
 37,8 156

(1)
 284,5 

C20:0 Eikosanoik 

Asit  

(AraĢidik Asit) 

CH3 (CH2)18 

COOH 
76,1 204

(1)
 46,4 188

(2)
 312,5 

C22:0 Dokasonoik 

Asit 

CH3 (CH2)20 

COOH 
80,0 - 51,8 206

(2)
 340,6 

C24:0 Tetrakosanoik 

Asit 

CH3 (CH2)22 

COOH 
84,2 - 57,4 222

(2)
 368,6 

a: Kaynama noktaları normal atm basıncında elde edilmiĢtir; 1: Kaynama noktaları 1 mmHg 

vakumda elde edilmiĢtir; b: Kaynama noktaları 2 mmHg vakumda elde edilmiĢtir. 

Kısa ve Orta Zincirli DoymuĢ Yağ Asitleri (C4-C14): Kısa zincirli yağ asitleri yaygın 

olarak tereyağında  (C6-C12) ve süt yağında bulunan yağ asitleridir. Ġnek sütünde bütirik 

asit (bütanoik asik) ~%4 oranındadır. Bazı tohum yağları (kakao ve palm çekirdeği yağı) 

yüksek oranlarda (~%50) laurik (C12), kaprilik (C8), kaprik (C10) ve miristik asit (C14) 

içerirler. 

Uzun Zincirli DoymuĢ Yağ Asitleri: Zincir uzunluğu 16 ve daha fazla olan yağ asitleridir. 

20 veya daha fazla karbon içeren yağ asitlerine mum asitleri de denir. Doğada yaygın 

olarak bulunmazlar. Ancak yer fıstığı yağında %5-8 oranında araĢidik, behenik ve 

lignoserik yağ asitleri bulunmaktadır. 

a) Tekli doymamıĢ (monoen) yağ asitleri (Mono Unsaturated Fatty Acid; MUFA): Doğada 

10 ila 30 karbon içeren 100‟e yakın monoen yağ asidi mevcuttur. 16, 18 ve 22 karbon 

içeren,  cis yapısında yağ asitleri en yaygın olanlarıdır. Palmitoleik asitin (zoomerik asit) 

bitkisel ve hayvansal yağlarda oranı %1„in altındadır. Ancak balık yağlarında oranı %10 
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civarına çıkmaktadır. Bunun yanında S. cerevisiae mayasında %30-50 arasında bulunur. 

En yaygın monoen yağ asiti oleik asit (ġekil 2.9) zeytin, fındık, antep fıstığı ve ceviz 

yağlarında %60-80 oranında bulunur. Kanola ve yer fıstığı yağları da önemli oranlarda 

oleik asit içerirler. Ayrıca bazı transgenik tohum yağlarındaki oleik asit oranı artırılmıĢtır. 

Elaidik asit oleik asitin trans formudur ve daha çok hidrojenasyon sırasında oluĢmaktadır. 

Oleik asitin erime noktası 13-14°C iken, elaidik asitin erime noktası 43 °C‟dir. Erusik asit 

kolza yağında %45 civarında bulunur. Nervonik asit daha çok sinir hücrelerinde ve 

sfingolipitlerin yapısında yer alır [11].
 

  

ġekil 2.9. Cis ve trans oleik asit [11]
 

b) Çoklu doymamıĢ (polien) yağ asitleri (Poly Unsaturated Fatty Acid; PUFA): Çoklu 

doymamıĢ yağ asitleri 2‟den daha fazla çift bağ içeren, genellikle cis ve izolen yapısında 

olan yağ asitleridir (Çizelge 2.3). Bitkisel yağlarda 18 karbonlu doymamıĢ yağ asitleri, 

balık yağlarında ise 20 karbon ve üzeri çoklu doymamıĢ yağ asitleri bulunur. 

Linoleik asit bitkisel yağların çoğunda önemli major bileĢen olarak bulunan, ikili çift bağ 

içeren çoklu doymamıĢ yağ asididir (ġekil 2.10). Ayçiçeği, aspir, mısır özü, pamuk ve 

susam yağlarında linoleik asit miktarı %50‟nin üzerindedir [11].
 

 

ġekil 2.10. Linoleik asit [46]
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AraĢidonik asit (ġekil 2.11) daha çok hayvansal ürünlerin fosfolipitlerinde bulunan, 

vücutta prostoglandin ve lökotrien gibi metabolitlerin üretiminde önemli rol oynayan bir 

yağ asididir [47].  

 

 

 

ġekil 2.11. AraĢidonik asit (20:4 Δ
5,8,11,14

) [11] 

Alfa-linolenik asit (ġekil 2.12) cevizde %10-17, soya ve kanola yağlarında %7-10, keten 

tohumu yağında %50-60 oranında bulunan bir yağ asididir. 

 

ġekil 2.12. Alfa-linolenik asit (18:3 Δ
9,12,15

) [11, 47]
 

En önemli kaynağı balık yağları olan ve oranları %30„a kadar çıkan omega-3 (-3) yağ 

asitlerinin en önemli temsilcileri eikozapentaenoik asit (EPA) ve dokozahekzaenoik asit 

(DHA)„dir. EPA vücutta eikosanoitlerin üretiminde kullanılırken DHA retinada bulunur.  

Çizelge 2.3. Çoklu doymamıĢ yağ asitleri (PUFA) [11]
 

Yaygın Adı Yapısı Çift Bağın Pozisyonu 

Linoleik asit  18:2 (n-6)   9, 12 

α-linolenik asit 18:3 (n-3) 9, 12, 15 

Stearidienoik asit  18:4 (n-3) 6, 9, 12, 15 

Dihomo-γ-linolenik asit  20:3 (n-6)  8, 11, 14 

Mead‟s asit  20:3 (n-9) 5, 8, 11, 14 

Eikosapentaenoik asit (EPA) 20:5 (n-3) 5, 8, 11, 14, 17 

Dokosapentaenoik asit (DPA) 22:5 (n-3) 7, 10, 13, 16, 19 

Dokosaheksaenoik asit (DHA) 22:6 (n-3) 4, 7, 10, 13, 16, 19 

 

COOH

CH3
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c) Trans yağ asitleri: Trans yağ asitlerinin en önemli kaynağı kısmi hidrojenasyonla 

üretilmiĢ yağlar ile memeli hayvansal ürünlerin yağlarıdır (süt yağı). Hayvanlarda trans 

yağ asitleri, yağ üretimi sırasında hayvanın midesindeki rumen bakterileri enzimleri ile yağ 

doyurularak oluĢmaktadır. OluĢan trans asitler büyük oranda vaksenik asit (trans-11 

oktadesenoik asit) ve konjuge linoleik asit (KLA) yapısındadır. Elaidik asit (18:1) ise oleik 

asitin trans izomeridir ve kısmi hidrojenasyonla üretilir. 

Yağların yüksek sıcaklıklara maruz bırakılmaları trans yağ asidi oluĢma olasılığını arttırır. 

Uzun deoderizasyon süreleri ve sıcaklıklarında (240 °C üzeri) trans asitler oluĢmaktadır. 

Soya ve kanola yağlarında bulunan linolenik asit (9c 12c 15c), ısıl iĢlemler sonucu 9c 12c 

15t ve 9t 12c 15c izomerlerine, linoleik asit ise 9c 12t ve 9t 12c izomerlerine 

dönüĢebilmektedir. 

2.3.3. Esansiyel yağ asitleri 

Hayvansal organizmada ancak bir tek çift bağlı yağ asitleri sentezlenebilmektedir. Birden 

fazla çift bağı olan linoleik, alfa-linolenik ve araĢidonik asitler hayvansal organizmada 

sentezlenemez ve dıĢarıdan alınması gereklidir [48, 49, 5]. Organizmada sentezlenemeyen 

ve besinlerle birlikte alınması gereken linoleik, linolenik, araĢidonik asit, omega-3 ve 

omega-6‟ya esansiyel yağ asitleri denir. Esansiyel yağ asitleri metil grubundan baĢlanarak 

yapılan numaralandırmaya göre ω3 ve ω6 gruplarında yer alırlar. Omega-6 (-6) yağ 

asitleri linoleik asitten türerken, omega-3 (-3) yağ asitleri alfa-linolenik asitten türer. 

Vücut tarafından üretilemeyen omega-3 ve omega-6 yağ asitleri, vücuda alındığında daha 

uzun zincirli yağ asitlerine dönüĢtürülebilir. Daha uzun zincirli yağ asitleri ise 

prostaglandin benzeri etkileri olan eikozanoidlerin yapı taĢlarını oluĢturur [50, 48].
 

Eikozanoidler hücre zarı oluĢumunda, kanın pıhtılaĢmasında, yaraların iyileĢmesinde ve 

inflamasyonda görev alır. Vücut, düĢük oranda da olsa alfa-linoleik asidi uzun zincirli 

eikosapentaenoik aside (EPA) ve dokosaheksaenoik (DHA) aside dönüĢtürebilir (ġekil 

2.13). 
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ġekil 2.13. Esansiyel yağ asitlerinin metabolizması (EPA: Eikosapantenoik asit, DPA: 

Dokosapantenoik asit, DHA: Dokosaheksanoik asit) [51, 52] 

Büyüme ve geliĢim için gerekli olan yağ asitlerinden omega-3 ve omega-6‟nın en zengin 

kaynağı yağlı balıklardır. Bu yağ asitlerinin organizmaya yeterli miktarlarda alınamaması 

çocuklarda dermatitis ve beyin geliĢmesinin yavaĢlamasına neden olur. Böbreklerde 

harabiyet ve hematüri görülür. Esansiyel yağ asidinin kaynağı, yağda eriyen vitaminlerin 

taĢınmasını ve insan vücudu için besin ya da antioksidan rolünü belirler. Yağların besin 

olarak önemli olmasının yanı sıra yapılan çalıĢmalarla kronik hastalıklar, obezite, diabet, 

kanser, astım ve kalp hastalıklarından korunmada da faydalı olduğu görülmüĢtür [53, 54, 

52]. Yüksek linoleik asit içeriğine sahip gıdaların alımının kistikfibroz, diyabet ve dermatit 

gibi bazı hastalıklarda profilaktik ve tedavi edici etkilerinin olduğu gösterilmiĢtir. Doğru 

miktarda, doğru yağ özellikle konjugelinoleik asit tüketmek ve kilo kaybı arasında 

doğrusal iliĢki olduğu gösterilmiĢtir [55, 5]. Ġsolen yağ asitleri, beslenme açısından büyük 

önem taĢıyan esansiyel yağ asitlerini içerirler.  

2.3.4. Yağ asitlerinin adlandırılması 

Yağ asitlerinin adlandırılmasında zincirdeki karbon atomları ―COOH grubundan 

baĢlayarak numaralandırılır ve karboksil grubuna bitiĢik karbon atomu (2 nolu karbon) -



25 

 

 

karbon, üç nolu karbon atomu -karbon, son metil grubundaki karbon atomu ise -karbon 

atomudur. 

― CH2 ― CH2 ― COOH 

       3           2         1  

DoymamıĢ yağ asitlerinde çift bağın yerinin gösterilmesinde delta (∆) simgesi kullanılır 

[56, 57]. Çift bağın zincirin kaçıncı karbon atomunda olduğu deltanın üzerine yazılarak 

belirtilir. Örneğin linoleik asiddeki (oktadekadienoik asit) 9. ve 12. karbon atomlarındaki 

çift bağlar 
 
∆

9,12
 Ģeklinde gösterilir. Diğer bir adlandırmada, yağ asidinin karbon sayısı 

yazılıp “:” veya ";" iĢareti konduktan sonra çift bağ sayısı ve açılan parantez içerisinde de 

çift bağın yeri belirtilir [56, 57]. DoymamıĢ yağ asitlerindeki bu sistem yerine, karbon ve 

çift bağ sayısının önüne hidrokarbon zincirdeki -karbon atomdan itibaren sayılarak ilk 

çift bağın yerinin gösterildiği sistem de kullanılmaktadır (Çizelge 2.4). 

Çizelge 2.4. Yağ asitleri [11, 58] 

Yağ asitleri Sistematik adı Karbon 

sayısı ve çift 

bağın yeri 

Erime 

Noktası 

(C) 

Kaynak 

Kaproleik asit 9-desenoik asit 10:1 Δ
9

 - Süt yağı 

Lauroleik asit 9-dodesenoik asit  12:1 Δ
9

 - Süt yağı 

Miristoleik asit  9-tetradesenoik asit  14:1 Δ
9

 -5 Ġnek sütü, balina 
depo yağı 

Palmitoleik asit 9-hekzadesenoik asit  16:1 Δ
9

 1 Balık, Hayvan ve 
Bitki Yağları 

Petroselinik asit 6-octadesenoik asit  18:1 Δ
6

 30 Maydanoz tohumu 

Oleik asit 9-octadesenoik asit  18:1 Δ
9

 13 Hayvan ve Bitki 
Yağları 

Elaidik asit trans 9-octadesenoik asit  18:1 Δ
9 

t  44  

Vaksenik asit 11-octadesenoik asit  18:1 Δ
11

 40 Hayvan depo ve süt 

yağları 

Linoleik asit 9,12-octadekadienoik asit 18:2 Δ
9,12

 -6 Soya Yağı  

α-Linolenik asit 9,12,15-octadekatrienoik 
asit  

18:3 Δ
9,12,15

 -11 Keten ve Soya Yağı 

Gadoleik asit 9-eikosenoik asit  20:1 Δ
9

 24 Deniz hayvanları 
yağları 

AraĢidonik asit 5,8,11,14-
eikosatetraenoik asit  

20:4 Δ
5,8,11,14

 -50 Hayvan yağları 

Erüsik asit 13-dokosenoik asit  22:1 Δ
13

 34 Kolza tohumu 
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2.4. Kromatografi ve Temel Kavramlar 

Kromatografi (chroma-renk, ve graphein-yazma) terimi ilk defa 1906‟da Rus kimyacı ve 

botanikçi Michael Semenovich Tswett tarafından kullanılmıĢtır [59]. IUPAC tanımına göre 

kromatografi, biri hareketli diğeri sabit olan iki faz arasında dağılmıĢ bileĢenlerin 

ayrılmasında kullanılan bir yöntemdir [59, 60].
  

Bir kolon içine veya düz bir yüzeye 

tutturulmuĢ faz durgun faz, durgun fazın üzerinden veya arasından geçen ve analiti de 

içeren faz ise hareketli fazdır. Kromatografi, gaz veya sıvı hareketli fazda karıĢım halinde 

bulunan birbirine yakın özellikteki bileĢenlerin durgun fazdan geçme hızlarına bağlı olarak 

ayrıldığı,  teĢhis ve tayin edildiği birçok farklı yöntemi kapsar ve analitin durgun faz ile 

etkileĢme mekanizmalarına göre çeĢitli sınıflara ayrılır: 

Adsorpsiyon kromatografisi: Bir katı durgun faz ile sıvı veya gaz haldeki hareketli fazda 

analitin katı tanecikler üzerine tutunma (adsorplanma) dengesine göre ayrım gerçekleĢir. 

Dağılma kromatografisi: Katı yüzeyine tutturulmuĢ sıvı faz ile sıvı hareketli faz arasında 

analitin çözünme dengesine göre ayrım gerçekleĢir. 

Ġyon değiĢtirme kromatografisi: -SO3
-
 yapısındaki anyonların veya –N(CH3)3

+
 yapısındaki 

katyonların kovalent bağlandığı durgun fazda zıt yüklü analit iyonlarının yer değiĢtirme 

dengesine göre ayrım gerçekleĢir. 

Moleküler eleme kromatografisi: Analit moleküllerinin boyutlarına göre ayrıldığı 

kromatografidir. Boyut olarak daha büyük olan analitler kolonu ilk terkederler. 

EtkileĢim (afinite) kromatografisi: Analitin durgun faza kovalent bağlanmıĢ (immobilize 

edilmiĢ) tür ile seçici etkileĢimine dayanan kromatografidir.  

Kromatografik bir yöntemde numune bileĢenlerinin kolona verilmesinden dedektöre 

gelene kadar geçen süreye karĢı, dedektör tarafından elektronik olarak algılanan sinyallerin 

grafiğine kromatogram denir [61].
 
Ayrımı iyileĢtirmek, uygun sabit faz ve hareketli faz 

seçimiyle doğrudan iliĢkilidir. KoĢulların uygunluğuna ise kromatogramlar yorumlanarak 

karar verilir. Bir kromatogram alıkonma zamanı (tR),  kapasite faktörü (k), seçicilik 

faktörü (α), kolonun ayırma gücü (Rs), kolon verimliliğinin kantitatif göstergesi olan, 

tabaka sayısı (N) ve tabaka yüksekliği (H) parametreleri hesaplanarak yorumlanır. 
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Alıkonma Zamanı (tR)  

Numunenin enjeksiyonundan sonra, analitin dedektöre ulaĢması için geçen zamana 

alıkonma zamanı denir ve tR ile gösterilir.  

Kapasite Faktörü (k)  

Kapasite faktörü ya da alıkonma faktörü kolonda ilerleyen numune bileĢenlerinin göç 

hızlarını ifade eder.  

   
     
  

 (2.1) 

Bir analit için alıkonma faktörünün 1 den küçük olması, numunenin kolondan çıkıĢ 

süresinin çok hızlı olduğunu, alıkonma faktörünün 20-30‟dan büyük olması ise çıkıĢ 

süresinin çok uzun olduğunu gösterir. Ġdeal ayrımlar alıkonma faktörünün 2 ila 10 arasında 

olduğu koĢullarda sağlanır. 

Seçicilik Faktörü (α)  

Kolonun iki bileĢeni ayırma yeteneği seçicilik olarak adlandırılır ve seçicilik faktörü (α) ile 

ifade edilir. Hareketli faza daha kuvvetli tutunan tür için kapasite faktörü k2, daha az 

kuvvetle tutunan veya daha hızlı kolondan elue edilen tür için ise kapasite faktörü k1dir ve 

iyi bir ayırım için α‟nın 1‟den büyük olması gerekir [59]. 

  
  

 

  
  

(  )    
(  )    

 (2.2) 

k2′  kolonda daha kuvvetli tutulan analit için kapasite faktörü 

k1′ kolondan daha hızlı ayrılan analit için kapasite faktörü 

Kolon Ayırma Gücü (Rs)  

Kromatografide analitlerin iyi ayrıldığının göstergesi analitlerin alıkonma süreleri 

arasındaki fark ve bantların geniĢliğidir. Kolon ayırma gücü (Rs), kolonun iki analiti 

ayrılabilmesinin kantitatif bir ölçüsüdür. Kolon ayırma gücü, pik geniĢliklerinin orta 
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noktaları açısından komĢu iki pik arasındaki mesafeyi ifade eder. Rs‟nin 1.5 olması iki 

bileĢenin tam olarak ayrıldığını gösterir. Bu durumda iki bileĢenin sadece % 0.3‟ü çakıĢır. 

Ayrılmanın 1.0 olduğu durumda ise A bileĢenine ait pik % 2.8 B bileĢeni içerirken aynı 

Ģekilde B bileĢeni de A bileĢenini içerir. Belli bir sabit faz için ayırma gücü kolon 

uzunluğunu arttırarak iyileĢtirilebilir. Ancak bu kez ayırma için gereken süre artar [59]. 

   
 [(  )  (  ) ]

(     )
 (2.3) 

Kolon verimliliği  

Kromatografik analizlerde pik geniĢliği kolon verimliliğinin göstergesidir. Kromatografik 

kolon verimliliğinin kantitatif bir ölçüsü olarak tabaka yüksekliği (H) ve tabaka sayısı (N)  

kullanılır. 

  
 

 
 

H; Tabaka yüksekliği 

L; kolonun uzunluğu (cm) 

N; tabaka sayısı 

(2.4) 

 

    (
  
 

)
 

 W; pik geniĢliği  (2.5) 

Kromatografi hızlı, kolay ve çok iyi bir ayırma yöntemi olması nedeniyle son 30 yılda çok 

fazla alanda kullanılmaktadır. Kantitatif analizlerde analit pikinin alanı veya yüksekliği bir 

veya daha çok sayıdaki standartla kıyaslanır ve pik yüksekliği veya alanı deriĢim ile 

doğrusal olarak değiĢir. Bu yüzden ayrımı etkileyen kolon sıcaklığı, hareketli fazın akıĢ 

hızı, enjeksiyon hızı gibi parametrelerin ve standartların kromatogramlarının alındığı süre 

boyunca sabit tutulması ve kolonun aĢırı yüklenmemesi gerekir. Örneğin kolona 

enjeksiyon hızı, bir kromatogramda ilk çıkan pikler için  %5-10'a kadar ulaĢan bağıl 

hatalara yol açabilir. Örneğin kolona enjeksiyon hızı pik alanına göre yapılan analizlerde 

daha az etkilidir ve dar piklerde bu yöntemle daha doğru sonuçlar alınır.  

Kantitatif analizde kullanılan yöntemler 

Alan Normalizasyonu yöntemi: Örnek enjeksiyonundaki düzensizlikten kaynaklanan hata, 

alan normalizasyonu ile giderilebilir. Bu yöntemde örnekteki tüm maddelerin kolondan 



29 

 

 

çıkması gerekir. Kromatogramdaki tüm piklerin alanları hesaplanır ve her madde için 

bilinen detektör algılama faktörü ile çarpılarak düzeltilir. Analitin deriĢimi, analit pikine ait 

alanın toplam pik alanlarına bölünmesiyle hesaplanır [60]. 

%A= pi  alanıA

 oplam pi  alanı

A+B+C 

(2.5) 

Ġnternal (iç) standart yöntemi: Kantitatif kromatografik analizlerdeki en önemli hata 

kaynağı, enjekte edilen standart ve analit örnek hacminin aynı olmayıĢı ve enjeksiyon 

hızıdır. Örnek miktarı çoğunlukla 1 mikrolitre gibi çok az miktarlardır ve her defasında 

aynı hacimde madde verebilmek için bir mikro Ģırınga kullanılarak bağıl hata % birkaç 

seviyesine kadar düĢürülebilir. Bu hata gaz-sıvı kromatografisinde daha da büyüktür. 

Kantitatif kromatografik analizde en iyi kesinlik, iç standart kullanılarak elde edilir, çünkü 

bu metod ile numune enjeksiyonu, akıĢ hızı ve kolon Ģartlarındaki belirsizlikler en aza 

indirilir. Bu yöntemde standart ve numune çözeltilerinin her birine bilinen miktarda bir iç 

standart madde eklenir, analit pik alan (veya yükseklik) değerinin iç-standart pik alan 

(veya yüksekliği) değerine oranı analitik parametre olarak kullanılır. Bu yöntemin baĢarılı 

olabilmesi için iç standart piki numunedeki bileĢenlerin piklerinden ayrılmalı ve analit 

pikine yakın olmalıdır [62]. 

Eksternal (dıĢ) standart yöntemi: Kantitatif kromatografik analizde en çok uygulanan bu 

yöntemde bilinmeyen maddelerin bileĢimine yakın bileĢimlerdeki bir seri standart çözelti 

hazırlanır. Standartların kromatogramları alınarak pik yüksekliklerinin veya alanlarının, 

analit deriĢimlerine göre "kalibrasyon grafiği" çizilir ve grafik orijinden geçen bir doğru 

Ģeklindedir. Örneğin pik yüksekliğinden/alanından kalibrasyon doğru denklemi yardımıyla 

analit deriĢimi hesaplanır. Bu yöntemde standart çözeltilerin ve kalibrasyon grafiğinin 

belirli aralıklarla tekrarlanması gerekir [62].  

Standart katma yöntemi: Bir ya da iki maddenin analizi için uygulanabilen bu yöntemde, 

aynı miktarda numune içeren 5 ayrı çözelti hazırlanır. Ġlk çözelti hariç diğerlerine giderek 

artan miktarlarda standart çözelti eklenir. Herbiri için okunan pik alanı/yüksekliği değerleri 

grafiğe geçirilerek elde edilen doğrunun ekstrapolasyonu ile numunedeki madde miktarı 

tayin edilir [63]. 
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2.5. Gaz Kromagrafi 

Gaz kromatografisinin temelini ilk kez 1941 yılında Martin ve Synge oluĢturmasına 

rağmen, cihaz olarak Martin ve James tarafından 1952 yılında geliĢtirilmiĢtir. 1952‟den 

beri GC özellikle 1960‟larda hızlı bir Ģekilde geliĢerek analitik kimyada ve pek çok alanda 

araĢtırmalarda kullanılmaya baĢlanmıĢtır [59]. 

Gaz-katı kromatografi katı bir durgun fazda, analitlerin fiziksel adsorbsiyon sonucu 

tutulmasına dayanırken adsorbsiyon izotermlerinin doğrusal olmayan özelliklerinden 

dolayı piklerde kuyruklanma görülür. Ayrıca aktif gazların sabit faz üzerinde kalıĢ 

sürelerinin kararlı olmaması gibi dezavantajlardan dolayı gaz-sıvı kromatografisi (GLC) 

geliĢtirilmiĢtir [62].
 

Gaz-sıvı kromatografisinde hareketli faz inert bir gaz, sabit faz ise kolonun iç tarafına veya 

ince inert bir katı destek üzerinde tutturulmuĢ uçucu olmayan bir sıvıdır ve gaz-sıvı 

dağılma dengesine göre ayrım gerçekleĢir. Numunede bulunan bileĢenlerin sabit sıvı 

fazdaki çözünürlükleri birbirinden farklı olduğunda, denge kanununa göre bileĢenler gaz 

fazı ile sabit sıvı faz arasında dağılırlar (partisyon kromatografisi). Kolon boyunca hareket 

eden maddelerin hareket hızı, o maddelerin sıvı fazdaki çözünürlüklerine bağlıdır. Sıvı 

fazdaki çözünürlüğü düĢük olan maddelerin kolondaki ilerleme hızları da düĢüktür, ayrıca 

akıĢkanlıkları az olan maddelerin hareketleri daha yavaĢ olur. En ideal durum, maddeler 

arasında çan eğrisi (Gaussian) veren taĢıma eğrileri ile elde edilir. 

Gaz kromatografide uçucu sıvı veya gaz halindeki örnek bir septum (lastik disk) içinden 

enjeksiyon odacığına tatbik edildikten sonra ısı ile gaz formuna dönüĢtürülür. Gaz 

halindeki örnek, helyum (He) veya azot (N2) gibi inert bir taĢıyıcı gaz ile kolon boyunca 

taĢınır, inert gaz basınçla kolondan akar. Kolon, analitlerin uygun sürede kolondan geri 

alınması (elue edilmesi) için yeterli buhar basıncını sağlayacak sıcaklıkta olmalıdır. 

Kolonu terk eden analitler kolondan daha yüksek sıcaklıkta olan dedektöre ulaĢarak sinyal 

oluĢturur.  

Gaz kromatografi taĢıyıcı gaz, numune enjeksiyon bölmesi, bölücülü-bölücüsüz 

(µ/splitless) enjektör kısmı, kolon ve dedektörden oluĢur (ġekil 2.14). 
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ġekil 2.14. Gaz kromatografi Ģeması [64]
 

TaĢıyıcı Gaz: TaĢıyıcı gazlar helyum (He), azot (N2) gibi kimyasal olarak inert gazlardır ve 

basınçlı tüplerde bulunurlar. Kolona gaz, basınç düzenleyicileri, göstergeler ve 

akıĢmetreler yardımıyla verilir. Su veya diğer safsızlıkların tutulması için taĢıyıcı gaz 

sisteminde bir moleküler elek bulunur. 

Numune Enjeksiyonu: Numunenin verildiği kısımdır. Kolonun verimli çalıĢabilmesi için 

uygun miktarda numunenin gaz halinde verilmesi gerekir. Enjeksiyonun yavaĢ yapılması 

veya gereğinden fazla numune verilmesi bant geniĢlemesine ve ayrımın kötü olmasına 

neden olur. Enjeksiyon, silikon lastik diyaframdan veya septumdan yapılır. Septumun 

arkasında, kolonun giriĢ ucunda hızlı buharlaĢtırıcı bölmesi bulunur. Bu kısım numune 

içinde kaynama noktası en yüksek analitin kaynama noktasından 50 C daha yüksek 

sıcaklığa kadar ısıtılır. Enjeksiyon hacmi 0,2-10 µl‟dir. GeliĢtirilmiĢ enjeksiyon bloğu 

sayesinde bölücülü ve bölücüsüz enjeksiyon yapılabilmektedir (ġekil 2.15) [65].
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ġekil 2.15. Gaz kromatografisi enjeksiyon bloğu [66]
 

Bölücülü-Bölücüsüz (Split-Splitless) Enjektör: DeriĢik örneklerin kapiler kolonlara  

enjeksiyonunda kullanılan bölücülü-bölücüsüz enjektörlerde örnek, ısıtılarak  cam kılıf 

içine enjekte edilerek buharlaĢtırılır. Bölücülü enjeksiyonda kolonun giriĢine konulan bir 

numune- bölücü sayesinde numunenin sadece %0,2-2 kadarı kolona verilir, diğer kısmı 

dıĢarı atılır. Bölücü oranı 50/1- 600/1 arasında değiĢir. Genellikle deriĢik örneklerde (analit 

miktarı > %0,1) uygulanır. Örnekteki bileĢikler 1 ng‟dan daha az olduğunda, en iyi 

rezolüsyon 1 ml‟den daha az miktarlardaki numunelerle çalıĢıldığında elde edilir. Bölücü 

sabit olmadığından kantitatif uygulamalarda tercih edilmez. 

Bölücüsüz enjeksiyonda kolona örneğin tamamı verilir. Analit miktarının, örneğin 

%0,01‟den küçük olduğu eser miktarların analizinde uygulanan bir yöntemdir.  Fazla 

miktarda numune (yaklaĢık 2 ml) enjekte edilir. Bu sistemde bir karıĢtırma odacığı veya 

bölücü venti bulunmaz. Enjeksiyon sıcaklığı çözücünün kaynama noktasından 40 C daha 

düĢük sıcaklıktadır. 

Kolon: Dolgulu, kılcal (açık borusal) kolonlar 2-100 m uzunluğunda olabilir. Paslanmaz 

çelik, cam, eritilmiĢ silis, teflon kolonlar sıcaklığı sabit tutmak için kullanılan etüve 

sığmaları için 10-30 cm çapında spiraller halindedir. Dolgulu kolonlarla kıyaslandığında 
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kapiler kolonların (açık borusal kolonlar) daha verimli, kısa analiz süresi, daha yüksek 

seçimlilik gibi avantajları yanında düĢük örnek kapasitesi gibi dezavantajı vardır.  

GC kolonlarında kullanılan durgun sıvı fazlar düĢük uçuculuk (ideal olarak sıvının 

kaynama noktası kolonun sıcaklığından 100 C fazla olmalıdır), termal kararlılık, kimyasal 

inertlik, ayrımı yapılacak türler için uygun aralıkta kapasite ve seçicilik faktör değerlerini 

verebilecek çözücü niteliklerine sahip olmalıdır. Bu amaçla polidimetil siloksan, dimetil 

siloksan, fenil-polidimetil siloksan, siyanopropil-polidimetil siloksan, polietilen glikol ve 

trifloropropil- fazları kullanılmaktadır. 

Gaz kromatografisinde tekrarlanabilir çalıĢmalar ve iyi bir ayırım yapabilmek için kolon 

sıcaklığı önemli bir parametre olup sıcaklık derecenin onda biri düzeyinde kontrol 

edilebilmelidir. Bu yüzden kullanılan kolonlar sıcaklığı kontrol edilebilen bir etüv içine 

yerleĢtirilirler. Optimum kolon sıcaklığı numunenin kaynama noktasına ve istenen ayırma 

verimine bağlıdır. GeniĢ aralıkta kaynama noktası içeren numuneler için sıcaklık 

programlaması yapılır. Ġzotermal ya da gradient sıcaklık programı yapılarak numune 

bileĢenlerinin kolonda etkin bir biçimde ayrılmaları sağlanabilir. Ġzotermal sıcaklık 

programında sıcaklık sürekli olarak arttırılırken gradient sıcaklık programında basamaklar 

halinde arttırılır. Uygun sıcaklık programına göre numune bileĢenlerinin elüsyonu 2-30 

dakika arasında gerçekleĢebilir. Genel olarak, optimum ayrılma en düĢük sıcaklıkla 

ilgilidir, düĢük sıcaklığın sakıncası ise, elüsyon süresinin ve dolayısıyla analiz süresinin 

artıĢıdır [59].
 

Dedektör: Kolonda ayrılan analitler gaz fazında dedektöre gelerek atık kısmından çıkarlar. 

Kromatogram, kolonda ayrılan numune bileĢenlerinin zamana karĢı dedektörde 

oluĢturdukları pik Ģeklinde sinyallerden oluĢur. Gaz kromatografisinde kullanılan 

dedektörler [60];  

Alev ĠyonlaĢtırma Dedektörü (Flame Ionization Detector-FID): Alev iyonlaĢtırmalı 

dedektör, gaz kromatografide yaygın bir Ģekilde kullanılmakta olup aynı zamanda da en 

genel kullanım alanı olan bir dedektördür. Kolondan gelen gaz, hidrojen ve hava ile karıĢıp 

kıvılcım ile ateĢlenerek alev oluĢur. Organik bileĢiklerin çoğu Hidrojen/hava ortamında 

yakıldığında alevde elektrik iletkenliği oluĢturan iyon ve elektronlar meydana getirerek 

alevden elektrik akımının geçmesini sağlarlar. Alev baĢlığının ucu ile üzerinde bulunan 
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toplayıcı elektroda birkaç yüz voltluk bir gerilim uygulanırsa 10
-12

 amper akım oluĢur. Bu 

akım iĢlemsel yükselticiye ölçüm için gönderilir. Bu dedektör karbonil, alkol, halojen, 

amin gibi fonksiyonel gruplar, H2O, CO2, SO2, NOx gibi gazlara duyarlı değildir.  

Termal Ġletkenlik Dedektörü (TCD): Termal iletkenlik dedektörü ya da katarometre, gaz 

kromarografide ilk kullanılan detektörlerden biridir. Kolondan geçen gazın içinde analit 

moleküllerinin bulunması halinde termal iletkenlikte meydana gelen değiĢime dayanır. 

Elektriksel olarak ısıtılan Pt, Au veya W‟nin sıcaklığı, etrafından geçen gazın ısı 

iletkenliğine bağlı olarak değiĢir. He ve H2„nin ısı iletkenliği çoğu organik bileĢiğe göre 

altı ile on kat daha fazladır (Çizelge 2.5) [64, 60].  Çok az miktarda organik maddenin 

varlığında dahi kolonu terk eden gazın iletkenliğinde büyük değiĢiklik meydana gelir ve 

kolon dedektör sıcaklığı değiĢir. Organik gazların termal iletkenlikleri birbirine yakın 

olduğundan, termal iletkenlik dedektörlerinde ısı iletkenliği çoğu organik bileĢiğe göre altı 

ile on kat daha fazla olan He, H2 gazları kullanıldığında daha iyi duyarlık elde edilir.  

Çizelge 2.5. 100 C‟de bazı gazlarının vizkozite ve termal iletkenlik değerleri 

Gaz Molekül ağırlığı Vizkozite, ηx10
-6 

(p) Termal iletkenlik 

(cal.s
-1 

°C
-1

cm
-1

)x10
-4

 

CO2 44 189 42 

Ar 40 269 44 

O2 32 256 66 

N2 28 219 64 

He 4 228 369 

H2 2 108 459 

CH4 16 - 86 

C2H5OH 46 - 35 

Elektron Yakalama Dedektörü (ECD): Pestisit gibi halojen içeren numunelerin analizinde 

kullanılan dedektörlerdir. Kolondan çıkan gazlar bir beta yayıcısının (genellikle Ni-63) 

üzerinden geçirilir. Beta tanecikleri, genellikle azot olan taĢıyıcı gazı iyonlaĢtırarak çok 

sayıda elektron oluĢmasına neden olur. Organik maddelerin yokluğunda dedektördeki bir 

çift elektrod arasında belli bir akım meydana gelir. Elektron yakalama özelliği olan organik 

madde kolondan geldiğinde elektronların bir kısmı tutulur ve elektrotlarda akım düĢmesi 

gözlenir. 



35 

 

 

Atomik Emisyon Dedektörü (AED): Kolon gazları mikrodalga ile enerjilendirilmiĢ He 

plazmasına gönderilir. He plazması, bir dinod serili optik emisyon spektrometreye bağlıdır. 

Plazmada numunedeki tüm elementler atomlaĢtırılır ve karakteristik atomik emisyon 

spektrumu oluĢturulur.  

Kütle (Mass) Dedektörü (MS): Atom veya moleküllerden gaz fazında iyonlar 

oluĢturulması ve bu iyonlar kütlelerine göre birbirinden ayrılması prensibine dayanır. 

Ġyonların bağıl miktarlarının (kütle/yük) oranlarına göre oluĢan grafiğine kütle spektrumu 

denir. 

Nitrojen-Fosfor Dedektörü (NPD): Nitrojen-fosfor dedektörü (termiyonik dedektör), alev 

iyonizasyon dedektörüne benzeyen, fakat bunlardan tamamen farklı prensiplere göre 

çalıĢan çok hassas özel ve seçici bir dedektördür. Nitrojen veya fosfor içeren bileĢiklere 

özgü olan bu dedektör bir fosfor atomuna karĢı, bir azot atomundan 10 kat, bir karbon 

atomundan da 10
4
 –10

6
 kat daha fazla cevap verir. Bu nedenle özellikle fosfor içeren 

pestisitlerin tayin edilmesinde kullanılan bir dedektör olup çevresel uygulamalar ya da adli 

tıp uygulamaları için uygundur. NPD hidrojen jetine yakın bir mesafeye yerleĢtirilmiĢ, 

içinde ısıtıcı bir sarım olan bir ribüdyum veya sezyum klorür tanecik içerir ve taneciğin 

bulunduğu yerde, H2 ve taĢıyıcı gaz N2 karıĢır. Dedektör hem nitrojen ve hem de fosforun 

algılanması için kullanıldığında hidrojen akımı en düĢük düzeyde tutulmalıdır; bu durumda 

jette gaz yanmaz. Dedektörün sadece fosforu algılanması istendiğinde daha fazla hidrojen 

verilir ve karıĢım jette yanar. Isıtılan alkali tanecik, termiyonik emisyonla elektronlar 

yayar, bunlar anotta toplanır ve elektrot sisteminde arka plan akımını oluĢtururlar. Nitrojen 

veya fosfor içeren bir örnekle çalıĢıldığında kısmen yanmıĢ nitrojen ve fosforlu maddeler 

taneciğin yüzeyinde adsorblanır. AdsorblanmıĢ madde yüzeyin iĢ fonksiyonunu düĢürür, 

bunun sonucu olarak elektron emisyonu artar ve anotta toplanan akım yükselir. 

Fotoiyonizasyon Dedektör (PID): Bir fotoiyonizasyon dedektöründe, kolondan çıkan 

karıĢım yüksek enerjili fotonlarla (tipik olarak UV ıĢık) ıĢınlanır ve molekülleri pozitif 

yüklü iyonlar haline dönüĢtüren bir iyon dedektörüdür. Moleküller yüksek enerjili UV ıĢığı 

(10.6 eV, 11.7 eV veya 11.8 eV) absorblar ve iyonizasyon potansiyeli fotonun enerjisinden 

daha düĢük olanlar iyonlaĢarak pozitif iyonlar meydana gelir. Meydana gelen bu iyonları 

içeren hücreye potansiyel uygulanırsa bir iyon akımı oluĢur; iyon akımı amplifiye edilir ve 

okuyucuya gönderilir.  
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Alev Termoçift Dedektör (FTD): Ġlk üretilen GC dedektörlerinden olan bu dedektör, alev 

iyonizasyon dedektörlerin (FID) öncüsü olarak kabul edilebilir. FID‟lerin üretilmesi ile 

birlikte FTD‟lerin çok fazla ticari önemi kalmamıĢtır. FTD‟de taĢıyıcı gaz olarak hidrojen 

veya hidrojen, nitrojen karıĢımı kullanılır. Kolondan gelen gazın küçük bir jetin ucunda 

yakılması ile oluĢan alev jetin üst kısmına yerleĢtirilmiĢ olan termoçifti ısıtır. Eğer gaz 

akımında analitin olması halinde gazın yanma ısısı artacağından alevin sıcaklığı ve 

termoçiftin çıkıĢı da yükselir. ÇıkıĢ, bir potansiyometrik kaydediciye gönderilir. 

Dedektörün cevabı, maddenin yanma ısısıyla orantılıdır. 

Emisyon Dedektörü:  Alev termoçift dedektörün daha geliĢmiĢ Ģekli olan yenilikçi bir 

dedektördür. Kolon akımı ile yanabilen bir gaz karıĢtırılır ve bir jette yakılarak alevin 

parlaklığının veya renginin artması algılanır. Alevin ters tarafında, yayılan ıĢığa 

odaklanmıĢ bir mercek (bir fotoselin üzerinde) bulunur. Alev ıĢığının çıkıĢı, basit bir 

potansiyometre ağıyla dengelenmiĢtir. Dedektör, aromatik hidrokarbonlara karĢı seçicidir. 

Alevin parlaklığı veya rengi değiĢtiğinde sistemdeki mevcut denge bozulur ve cevap 

potansiyometrik kaydedicide algılanır. Hassasiyet 10
-6

 g/ml seviyesindedir. Doygun 

hidrokarbonlar, aromatik hidrokarbonların tersine, yandıkları zaman alevin parlaklığını 

yeteri kadar değiĢtirebilme özelliği olmadığından cevapları zayıftır ve dolayısıyla bu tür bir 

dedektörle tayinlerinde hassasiyet düĢük olur. 

Alev Fotometrik Dedektör (FPD): Yaygın olarak hava ve sudaki kirleticiler, pestisitler ve 

kömür hidrojenasyonu sonucu oluĢan ürünleri analiz etmek için kullanılır. Özellikle sülfür 

veya fosfor içeren bileĢiklere seçici olup bunların  tayininde yaygın olarak kullanılan 

dedektörlerdir. Kolondan çıkan gaz hidrojen/hava alevinden geçirilir; bu esnada fosforun 

bir kısmı 510 ile 526 nm dolaylarında emisyon yapan HPO türüne dönüĢürken kükürt ise 

394 nm pik verecek Ģekilde emisyon bandı oluĢturan S2 türüne dönüĢür. Bu türlerin 

karakteristik kemiluminesans emisyonu bir fotoçoğaltıcı tüple, uygun optik filtreler 

kullanılarak ölçülür. Dedektör cevabı fosfor için doğrusal, sülfür içinse deriĢiminin 

karesine bağlıdır. Seçici algılama yapılabilmesi için, alev ve fotoçoğaltıcı tüp arasına bir 

giriĢim filtresi konulmuĢtur. Sistemde bir yanma odacığı, hidrojen (yakıt) ve hava 

(oksitleyici) giriĢleri için gaz hatları ve yanma ürünlerinin uzaklaĢtırıldığı bir eksoz çıkıĢı 

bulunur. Ayrıca, alevden yayılan UV ve görünür ıĢınların tutulması için termal bir filtre 

(bandpass) kullanılır. Fotoçoğaltıcı tüp, yanma odacığından fiziksel olarak izole edilmiĢtir. 
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Pulslu Alev Fotometrik Dedektörler (PFPD): Eski alev fotometrik dedektörleri (FPD) 

sadece sülfür ve fosfor için seçici iken yeni geliĢtirilen PFPD, baĢta sülfür ve fosforun 

yanısıra N, Ga, Sn, Se, Ge, Te, Sb, Br, As, In ve Cu için de seçicidir. Alev fotometrede 

olduğu gibi PFPD‟de de bir yanma odacığı (veya yakma tüpü) ve bir fotoçoğaltıcı tüp 

bulunur; farklı olarak ise iki tane gaz akımı giriĢi vardır. Ġkinci gaz akımı, yanma iĢleminde 

analit emisyon parlaklığını düzeltmede kullanılır. PFPD‟nin üst kısmındaki yakma teli 

sürekli olarak kızgın (kırmızı) haldedir. Gazlar ve kolondan gelen akım yakıcının içine 

akar ve burada alevlenebilir karıĢım oranına ulaĢtıklarında yakma teli tarafından yakılır ve 

alev geriye, yakma tüpüne döner. Yakma tüpünde bulunan kolay alevlenebilir tüm 

maddeleri 10 milisaniyeden daha kısa bir sürede süratle yakar. Bu kısa alev pulsundan 

sonra daha zor alevlenebilen analitler uyarılır ve elementlerinin özelliklerine uygun 

emisyon oluĢur. Bu aĢamalar esnasında fotoçoğaltıcı tüp, yakma odacığındaki olaylar 

sonucu analitten yayılan emisyonu kaydeder. 300 milisaniye sonra, giriĢ tüpleri ve 

kolondan yeni bir akım gelir, alev pulsu ile aynı iĢlemler tekrarlanır. Saniyede üç alev 

pulsu kaydedilecek Ģekilde iĢlem devam eder. 

-IĢını Ġyonizasyon Dedektörü: -ıĢını dedektörü üretilen ilk iyonizasyon dedektörü  

(1956) olup; içinden saf taĢıyıcı gazın geçtiği bir referans hücre ile kolon akımını taĢıyan 

bir sensör hücreden oluĢur. Her hücrede,  emisyonu veren ve üç kademeli fisyon 

iĢlemiyle kararlı Zr(90) atomuna dönüĢen stronsyum (90) kaynağı bulunur. Bu sırada 

iyonizasyon akımları birbirlerini yok edecek, yani sistemi dengede tutacak yönlerde 

düzenlenir. Bu durumda dengede olan iki hücrede meydana gelebilecek küçük bir basınç 

veya sıcaklık farkı bile dengeyi bozar. Test edilecek maddeyi içeren kolon akımının 

bulunduğu hücrede oluĢan diferensiyal sinyal amplifiye edilir ve kaydedilir.  

Termiyonik Ġyonizasyon Dedektörü: Isıtılan bir flamentten üretilen elektronlar uygun bir 

potansiyel ile hızlandırıldığında, yolu üzerindeki herhangi bir gaz veya buhar moleküllerini 

iyonlaĢtırabilecek kadar enerjiye sahip olur. Bu bakıĢ açısıyla, gaz kromatografi 

çalıĢmalarının ilk yıllarında (1957), standart bir vakum iyonizasyon geyci modifiye 

edilerek bir GC dedektörü olarak kullanılabilir hale getirilmiĢtir. Algılayıcı, içinde bir 

flament, ızgara toplayıcı-elektrot ve anot bulunan bir vakum tüpüdür; Ģekil olarak 

termiyonik triod valfe benzer. Tüp vakum altında çalıĢır; kolon akımını alabilecek 

ayarlanabilir bir giriĢ deliği vardır. TaĢıyıcı gaz olarak helyum kullanılır. Dedekörün 

cevabı, içindeki gazın basıncı ile orantılıdır (0.02-1 5 mm Hg).  
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Argon Ġyonizasyon Dedektörleri: Ġlk iyonizasyon dedektörlerini takiben pek çok organik 

bileĢiği dahi iyonize edebilecek yeterli enerjiye sahip yarı-kararlı (metastabil) atomlar 

üretebilen asal gazlar kullanılarak tamamen farklı prensiplere göre çalıĢan iyonizasyon 

dedektörleri geliĢtirilmiĢtir. Metastabil atomlar yüksüzdür, fakat dıĢ orbitteki bir 

elektronun yer değiĢtirmesi sırasındaki çarpıĢmalarla oluĢan yüksek enerjiyi absorplar. 

Metastabil atom bir organik bileĢiğe çarptığında absorpladığı enejiyi (11.6 eV kadar) 

moleküle aktarır; sonuçta, elektronu orijinal orbitine dönerken molekülden de bir elektron 

kopar. Bu iĢlemle üretilen elektronlar anot akımında büyük bir artıĢ meydana getirirler. 

11.6 eV enerji pek çok organik maddeyi iyonlaĢtırmaya yeterli bir enerjidir. Bu grupta 

toplanabilen dedektöler; basit veya makro, mikro ve termal argon dedektörleridir. 

Helyum Ġyonizasyon Dedektörü (HID): Helyum iyonizasyon dedektörün kullanım alanı 

oldukça yaygındır. Özellikle NOX, CO, CO2, O2, N2, ve H2 gibi, FID ve diğer dedektörler 

tarafından algılanamayan inorganik uçucu bileĢiklerin tayininde kullanılır. Helyum 

atomunun iyonlaĢması için radyoaktif bir kaynak kullanılır. TaĢıyıcı gaz helyumdur. Gaz 

kromatografi cihazından çıkan akım helyum iyonlarıyla karıĢtırılarak bileĢenlerin 

iyonlaĢmaları sağlanır. Bu iyonlar bir elektrik akımı yaratırlar; iyon miktarı ne kadar fazla 

ise o kadar büyük akımlar meydana gelir. HID‟ler algılayacakları bileĢiği bozmaz veya 

tüketmez; bu nedenle birden fazla dedektör kullanılması gereken sistemlerde diğer 

dedektörlerin önünde olacak Ģekilde yerleĢtirilir. Helyum dedektörü, argon dedektörü 

prensibine göre çalıĢır ve metastabil helyum atomu hızlandırılmıĢ elektronlar tarafından 

üretilir; enerjileri 19.8 ve 20.6 eV civarında olduğundan kolayca iyonlaĢırlar ve kararlı 

gazları ve diğer uçucu bileĢikleri algılayabilirler. HID‟lerde, radyoaktif bir kaynak 

kullanılmadan da elektron üretimi yapılabilir. Elektronlar, bir elektrik deĢarjıyla veya 

fotometrik olarak üretilir, uygun bir potansiyel altında bir inert gaz atmosferinde 

hızlandırılır ve helyumla karĢılaĢtırılarak metastabil helyum atomlar üretilir. 

Pulslu helyum deĢarj iyonizasyon dedektörü: Pulslu helyum deĢarj dedektöründe üst kısım 

çapı 1,6 m deĢarj bölgesi olan bir tüp ve alt kısım ise metastabil helyum atomları ve 

fotonların oluĢtuğu 3 mm çaplı bir tüp olmak üzere iki bölümden oluĢur. Helyum takviye 

gaz dedektörün üst kısmından girer deĢarj kısmına geçer. DeĢarj elektrotlara potansiyel 

uygulandığında elektronlar yüksek enerjili fotonlar ve biraz da metastabil helyum atomları 

üretilir.  
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Pulslu DeĢarj Elektron Yakalama Ġyonizasyon Dedektörü: Pulslu elektron yakalama 

dedektörü, pulslu deĢarj helyum iyonizasyon dedektörünün geliĢmiĢ bir tipidir. ÇalıĢma 

prensibi, geleneksel elektron yakalama dedektörüne benzer; fakat elektron üretim yöntemi 

daha farklıdır. Dedektör iki kısımdan oluĢur; üst kısım deĢarj olayının meydana geldiği 

çapı daha küçük olan bir bölmedir. Alt kısım kolon akımında elektron yakalama iĢleminin 

meydana geldiği geniĢ çaplı bir bölmedir. Elektrotlar arasına potansiyel uygulandığında, 

deĢarjla elektronlar, yüksek enerjili fotonlar ve bir miktar da metastabil helyum atomları 

meydana getirir. Propanla doplanmıĢ helyum ikinci elektrodun tam altından girer ve 

metastabil atomların parçalanmasıyla ve fotonlar tarafından elektronlar üretilir.  

Radyoaktivite Dedektörü: Radyoaktif dedektörlerin iki tipi vardır; biri sadece 
13

C ölçer, 

diğeri 
13

C ve 
3
H ölçer. Her iki türdede de taĢıyıcı gaz olarak helyum veya argon 

kullanılabilir; kolon akımı, bakır oksit doldurulmuĢ bir fırına gönderilir. Bu fırında  tüm 

maddeler oksitlenerek karbon dioksit ve su oluĢturur. Sadece 
13

C‟ün sayılması istendiğinde 

yanma ürünleri bir kurutma tüpünden geçirilir, sonra %10 propan karıĢtırılır ve sayıcı tüpe 

gönderilir. Sayıcı tüpte radyoaktif tanecikler tarafından iyonlaĢır ve elektronlar üretilir ve 

anoda doğru hızlandırılır. Böylece aynı iĢlemler devam ederek taĢıyıcı gazın iyonizasyonu 

ilerler ve alınan sinyal artar. Bu reaksiyonlar kararlı bir deĢarj oluĢtuğunda sonlanır. 

Reaksiyonların durmaması için ortamın soğutulması gerekir; bu iĢ akıma karıĢtırılan 

soğutucu gaz olan propan ile gerçekleĢtirilir. Sayıcı tüp metal bir silindirdir, merkezinde 

izole edilmiĢ çubuk Ģeklinde bir elektrot bulunur. DıĢı topraklanan kasa ve merkez elektron 

arasına yüksek potansiyel uygulanır. Sayıcıdan alınan sinyal zamana göre integre (toplanır) 

edilir ve böylece integratörden çıkıĢ akımı, saniyede meydana gelen parçalanma sayısıyla 

orantılıdır. 
13

C ve 
3
H‟in birarada sayılması istendiğinde, kolon akımındaki maddelerin 

tümünün karbon ve suya dönüĢmesinden sonra, gaz akımına bir miktar hidrojen ilave edilir 

ve diğer bir fırındaki ısıtılmıĢ demir tozlarından geçirilir. Bu fırında karıĢımdaki 

hidrojenler ve trityuma indirgenir. Ayrıca, hidrojenin fazlası sistemdeki adsorbtif uçları 

doyurararak trityumun adsorblanmasını minimum düzeye düĢürür. Sonra çıkıĢ gazı, %10 

propan ile karıĢtırılır ve sonra sayıcıya gönderilir bundan sonrası için  iĢlem 
13

C de olduğu 

gibi devam eder; sonuçta, hem 
3
H ve hem de 

13
C sayılır. 
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2.6. Numune Hazırlama Yöntemleri 

2.6.1. Türevlendirme 

Türevlendirme, kromatografik seçiciliği ve duyarlılığı arttırmaya yönelik olarak yapılan 

kimyasal iĢlemlerdir. GC ile yapılan çalıĢmalarda bileĢiklerin termal kararlılığının 

arttırılması, bileĢiklerin uçucu hale getirilmesi için türevlendirme gerekmektedir. Özellikle 

–COOH, -OH, -NH ve  –SH gibi polar fonksiyonel gruplar içeren bileĢikler kendi 

aralarında hidrojen bağı yaptıklarından gaz kromatografi analizleri için uçuculukları 

yetersiz olmakta veya kolon ile etkileĢime girmeleri söz konusu olabilmektedir. 

BileĢiklerdeki polar gruplar üzerinden alkilleme, açilleme ve sililleme tepkimeleri ile 

türevlendirme yapılarak bileĢikler uçucu hale getirilerek gaz kromatografik analizleri 

yapılabilir. Karboksilik asitler katalizör varlığında (asit, baz) alkollerle esterleĢme 

reaksiyonu vererek uçucu türlere dönüĢürler (ġekil 2.16) [67, 68].
 

 

 

 

ġekil 2.16. a) Karboksilik asitlerinin asit katalizli esterleĢme reaksiyonu [42] b) Asit 

katalizli transesterleĢme [68]
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ġekil 2.16.a‟da ilk basamakta asitin proton vermesiyle oksonyum iyonu oluĢtuktan sonra 

(1) alkolün nükleofilik atağı ile bir ara basamak oluĢarak (2) susuz ortamda estere dönüĢür 

(3). Karboksilik asitlerin asit katalizli esterleĢtirilmesi ya da trans esterleĢtirilmesinde 

ortamda alkolün fazlasının olması gerekirken suyun ortamdan uzaklaĢtırılması gerekir. 

Ortamda suyun bulunması halinde kararsız ara basamak üzerinden tekrar karboksilik asit 

oluĢur. Reaksiyon ortamından suyun uzaklaĢtırılması için susuz sodyum sülfat kullanılır.  

Yağ asitlerinin gaz kromatografi ile analizinde yağ asitlerini uçucucu türevlerine 

dönüĢtürmek gerekir. Yağ asitlerinin –COOH fonksiyonel grubu üzerinden asit katalizli 

esterleĢtirme reaksiyonu pratik olarak kullanıĢlıdır ve reaksiyon gerçekleĢirken istenmeyen 

yan ürünlerin oluĢumu minimumdur. Pratikte bu yöntemde bütün alkoller kulanılabilirken 

alkolün fazlasını reaksiyon ortamından buharlaĢtırarak kolaylıkla uzaklaĢtırmak için metil 

alkol ya da etil alkol tercih edilir. Serbest yağ asitlerinin etanol, metanol gibi düĢük 

molekül ağırlıklı alkollerle esterleĢmesi asit ya da alkali ortamda sıcaklığa ve reaktifin 

içeriğine bağlı olarak kolayca meydana gelir.  

2.6.2. Sıvı Faz Mikroekstraksiyon Teknikleri (LPME)  

Hassas, doğru ve hızlı analizler için yeni cihazlar geliĢtirilmesine rağmen karmaĢık matriks 

varlığında örneklerin analizinde bu cihazlar yetersiz kalabilmektedir. Bu nedenle matriks 

ortamından analitleri ayırmak ve zenginleĢtirmek için genellikle ön iĢlem 

uygulanmaktadır. Örnek hazırlamanın amacı numuneyi analitik sisteme göndermeden önce 

saflaĢtırıp deriĢtirmektir. Analitik örnek hazırlama yöntemleri çeĢitli basamaklardan 

oluĢmaktadır. Yöntemlerin çoğunda fazla miktarda kimyasal ve zaman harcanmaktadır 

[67]. Son yıllarda örnek hazırlama basamaklarını basitleĢtirmek, küçültmek ve kullanılan 

çözücülerin miktarlarını azaltmak için farklı ekstraksiyon teknikleri geliĢtirilmiĢtir [69]. 

AkıĢa enjeksiyon ekstraksiyon, katı faz ekstraksiyon bu dezavantajları ortadan kaldırmak 

için geliĢtirilmiĢ yöntemlerdir.
 
Sıvı- sıvı ekstraksiyon (LLE) yöntemi çok tercih edilen 

klasik bir örnek hazırlama yöntemi olmasına rağmen zaman alıcı olması ve çok fazla 

organik çözücü kullanımı gerektirmesi yöntemin dezavantajıdır. Çok kullanılan diğer bir 

örnek hazırlama yöntemi ise katı faz mikroekstraksiyon (SPME) yöntemi olup LLE 

yöntemine göre daha az çözücü kullanımı gerektirir fakat karmaĢık ekstraksiyon 

basamaklarını içerir. Bu dezavantajlar nedeniyle daha kolay uygulanabilir, ekstraksiyon 

basamaklarını basitleĢtiren, otomasyon imkânı sağlayan, organik çözücü kullanımını μL 
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seviyelerine indiren, daha iyi zenginleĢtirme imkânı sağlayan, gaz kromatografi, 

kapilerelektroforez ve yüksek performanslı sıvı kromatografi ile uyumlu 

mikroekstraksiyon yöntemlerine ilgi artmıĢtır. Single drop mikroekstraksiyon (SDME) 

ucuz, çok fazla aĢama içermeyen, kolay uygulanabilir,  çok az çözücü kullanımı ve analitik 

sistemde direkt çalıĢılan bir ön zenginleĢtirme Ģekli olması nedeniyle sıvı faz 

mikroekstraksiyon teknikleri içerisinde en çok tercih edilen yöntemdir. Gaz kromatogafide, 

indüktif eĢleĢmiĢ plazma kütle spektrometrisinde, kapiler elektroforezde ve elektrotermal 

atomik absorpsiyon spektrometresinde kolaylıkla uygulanabilir [70]. Günümüzde 

kullanılan farklı LPME yaklaĢımları aĢağıdaki Ģekilde özetlenebilir [71, 29].
 

1- Tek damla mikroekstraksiyon (SDME) 

- Doğrudan daldırma tek damla mikroekstraksiyon (DI-SDME) 

- Tepe boĢluk (head space) tek damla mikroekstraksiyon (HS-SDME) 

- Sıvı-sıvı-sıvı mikroekstraksiyon (LLLME) 

- Sürekli akıĢ mikroekstraksiyon (CFME) 

2- Dispersif sıvı-sıvı damla mikroekstraksiyon ( (DLLME) 

3- Katı damla mikroekstraksiyon  

4- Oyuk fiber sıvı faz mikroekstraksiyon ( (HF-LPME) 

5- Doğrudan askıda damla mikroekstraksiyonu (DSDME) 

Tek Damla Mikroekstraksiyon (SDME): Mikro Ģırınga ile 1-10 μl hacminde organik 

çözücü damlacığı ekstraksiyon ortamında tutulur.  Ekstraksiyon sonrası organik çözücü 

mikroĢırıngaya tekrar geri çekilir ve analiz edilir.   

DI-SDME yönteminde su ile karıĢmayan organik çözücünün enjektör ucunda oluĢturulan 

damlası sulu örneğin içinde tutulur (ġekil 2.17). Bu yöntem sulu örnekteki apolar veya 

ortapolar analitlere uygulanabilir, damlacığın koparak çözeltiye karıĢma olasılığı vardır 

[72]. 
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ġekil 2.17. Doğrudan daldırma tek damla mikroekstraksiyon (DI-SDME) yöntemi [73]
 

HS-SDME yöntemi uçucu organik bileĢiklerin zenginleĢtirmesinde kullanılır. Yöntem 

uygun çözücünün mikro damlasının örnek çözeltinin üst kısmındaki boĢluğa (headspace) 

yerleĢtirilip uçucu analitlerin mikro çözücüde ekstrakte edilmesine dayanır (ġekil 2.18). Bu 

yöntemde sulu ortam, gaz fazı ve organik damla olmak üzere üç faz söz konusudur. 

Yöntemde karmaĢık matrikslerde analitin kolaylıkla matriksten uzaklaĢtırılması sağlanır 

[74].
 

 

ġekil 2.18. Tepe boĢluk tek damla mikroekstraksiyon (HS-SDME) yöntemi [73]
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Sıvı-sıvı-sıvı mikroekstraksiyon (LLLME) tekniği asidik ve bazik analitlerin ekstraksiyonu 

için iki basamakta gerçekleĢtirilen bir yöntemdir. Ġlk basamakta iyonlaĢabilen analitler 

pH‟nın ayarlanması yapılarak moleküler forma getirilir ve organik faza alınır. Ġkinci 

basamakta ise analitler iyonlaĢabilecekleri pH‟lara ayarlanmıĢ geri ekstraksiyon çözeltisi 

kullanılarak sulu faza alınarak sıvı kromatografi veya kapiler elektroforez ile analiz edilir. 

En sık kullanılan organik çözücüler 1-oktanol, n-oktan ve tolüendir [75]. 

Sürekli akıĢ mikroekstraksiyon tekniğinde (CFME), ekstraksiyon çözücü damlacığı sürekli 

akıĢ halinde olan örnek çözelti ile temas halindedir. Örnek çözelti sürekli akarken 

ekstraksiyon çözücü damlası ekstraksiyon iĢlemini gerçekleĢtirir  [76, 77].
 

Dispersif Sıvı-Sıvı Mikroekstraksiyon (DLLME): Organik ve inorganik bileĢiklerin sudan 

ekstraksiyonu ve analitlerin zenginleĢtirilmesi amacıyla uygulanır. Mikrolitre seviyesinde 

çözücünün kullanıldığı bir sıvı-sıvı ekstraksiyon yöntemidir. Ekstraksiyon, ekstraksiyon 

çözücüsü ve örnek çözelti arasındaki dağılım dengesine dayanır. Dağılma katsayısı (K), 

ekstraksiyon çözücüsündeki ve örnek çözeltisindeki analit deriĢimlerinin oranıdır. Yöntem 

yüksek veya orta derecede lipofilik özellikteki (K >500) analitler için uygulanabilir ve 

yüksek derecede hidrofilik özellikteki nötr alanalitler için uygun değildir. Asidik ya da 

bazik analitlerin dağılma katsayısı, örnek çözeltisinin pH değerinin kontrol edilmesiyle 

arttırılabilir. 

DLLME yönteminde özkütlesi yüksek organik bir çözücü ekstraksiyon çözücüsü olarak, 

hem ekstraksiyon çözücüsü hem de suyla karıĢabilen bir çözücü dispersif olarak kullanılır. 

Ekstraksiyon çözücüsü ve dispersif çözücü karıĢımı sulu örneğe hızlı bir Ģekilde enjekte 

edildiğinde yüksek bir türbülans oluĢur. Bu türbülans sulu çözeltide organik çözücü 

damlacıklarının oluĢmasına neden olur. Bulutsu çözeltinin oluĢmasından sonra ektraksiyon 

çözücüsü ile sulu örnek arasındaki yüzey alanı çok büyüktür. Bu nedenle dengeye çabuk 

ulaĢılır ve ekstraksiyon süresi kısadır. Bulutsu çözeltinin santrifüjünden sonra tüpün 

dibinde çökelek çöker ve uygun bir analitik teknik kullanılarak çökelek analiz edilir (ġekil 

2.19) [74, 78]. 
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ġekil 2.19. Dispersive sıvı-sıvı ekstraksiyon [79] 

DLLME yönteminde ektraksiyon çözücüsünün özellikleri; 

1. Ekstraksiyon çözücüsünün sulu fazdan santrifüjle ayrılabilmesi için özkütlesi sudan 

büyük olmalıdır (klorobenzen, kloroform, karbontetraklorür ve tetrakloroetilen gibi 

halojenürlü hidrokarbonlar). 

2. Analitleri ekstre edebilmelidir.  

3. Ġyi kromatografik davranıĢ göstermeli ve sudaki çözünürlüğü az olmalıdır [80].
 

Ekstraksiyon çözücü hacminin ön deriĢtirme faktörü üzerinde etkisi büyüktür. Çözücü 

hacminin artmasıyla santrifüjden sonra elde edilen organik faz hacmi artar ve analitin 

organik fazdaki deriĢimi azalır. Ekstraksiyon geri kazanımı sabit kalırken önderiĢtirme 

faktörü düĢer ve duyarlık azalır. Bu yüzden ekstraksiyon çözücü hacmi hem yüksek 

önderiĢtirme faktörü sağlamalıdır, hem de santrifüjden sonraki basamaklar için hacmin 

yeterli olması gerekir. DLLME iĢlemlerinde genellikle 5-100 µl ekstraksiyon çözücüsü 

kullanılır [80].  

Ekstraksiyon çözücüsünün sulu fazda küçük damlalar halinde dağılması ve bulutsu 

çözeltinin oluĢması için dispersif çözücünün ekstraksiyon çözücüsünde çözünmesi ve suyla 

karıĢabilir olması gerekir. Böylece ekstraksiyon çözücüsü ve sulu faz arasındaki yüzey 
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alanı büyük olur ve ekstraksiyon verimi artar. Aseton, metanol, asetonitril dispersif çözücü 

olarak kullanılır [45]. 
 

Dispersif çözücü hacmi, bulutsu çözeltinin oluĢumunu, ekstraksiyon çözücüsünün sulu 

fazda dağılma derecesini yani ekstraksiyon verimini etkiler. Dispersif çözücü hacminin 

değiĢmesi çökelek miktarını değiĢtirir ve genellikle 0,5-1,5 ml dispersif çözücü kullanılır. 

Ġyi bir bulutsu çözelti elde etmek için gerekli uygun dispersif çözücü hacmi hem sulu fazın 

hem de ekstraksiyon çözücüsünün hacmine bağlıdır [80].
 

Ekstraksiyon süresi ve iyonik Ģiddet ekstraksiyon verimini etkileyen diğer faktörlerdir. 

DLLME‟de ekstraksiyon süresi, dispersif çözücü-ekstraksiyon çözücü karıĢımının örneğe 

enjekte edilmesiyle santrifüje baĢlamadan önceki zaman aralığı olarak tanımlanır. Analitin 

ve ekstraksiyon çözücüsünün sulu fazdaki çözünürlüğü genellikle iyonik Ģiddetin 

artmasıyla azalır. Bu olay yüksek geri kazanım için faydalıdır. Bununla birlikte elde edilen 

organik fazın miktarı artar, bu da analit deriĢiminin ve önderiĢtirme faktörünün azalmasına 

neden olur [80, 81]. 

Katı damla mikroekstraksiyon: KatılaĢarak yüzen organik damla oluĢumuna bağlı sıvı-sıvı 

mikroekstraksiyon tekniğinde organik çözücü damlasını tutmak için özel bir aparat 

gerekmemektedir. Analitleri içeren sulu çözelti tüpe aktarılır, donma noktası oda 

sıcaklığına yakın olan (1-undekanol, 1-dodekanol, difenileter gibi) organik çözücünün 

aktarılmasından sonra karıĢım soğutularak organik çözücünün katılaĢması sağlanır. 

KatılaĢan organik çözücü uygun bir teknik ile viale aktarılıp doğrudan veya dolaylı olarak 

analitik cihazlara enjekte edilir [82, 79]. 

Gözenekli lif sıvı faz mikroekstraksiyon (HF-LPME): Tek kullanımlık, polipropilenden 

üretilmiĢ gözenekli, oyuk liflerin kullanıldığı mikroekstraksiyon yönteminde oyuk fiberin 

lumen olarak adlandırılan kısmında birkaç mikrolitre hacminde organik çözücü bulunur ve 

mikro ekstraktant çözücüsü örnek çözeltisi ile doğrudan temas etmez [83, 84].  

Ekstraksiyon öncesi gözenekli lif, su ile karıĢmayan bir organik çözücüye daldırılır. Bu 

iĢlem ile bu organik çözücü liflerin gözeneklerinin içine yerleĢerek lifin duvarlarında ince 

bir tabaka oluĢturur. Daha sonra lumen kısmı akseptör çözelti ile doldurulur. Akseptör 

çözelti, organik çözücü (iki fazlı sistem) olabileceği gibi asidik veya bazik sulu çözelti de 
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(üç fazlı sistem) olabilir. Bu Ģekilde hazırlanmıĢ gözenekli lif, analitlerin bulunduğu sulu 

çözelti kabına yerleĢtirilir. Ekstraksiyonu hızlandırmak için örnek çözeltisi sürekli 

karıĢtırılır. Analitler sulu çözeltiden porlardaki organik faz aracılığıyla ekstrakte olur. 

Sonra da lumen içindeki akseptör çözeltiye geçer (ġekil 2.20) [85, 86].
 

 

ġekil 2.20. Gözenekli lif ekstraksiyon yöntemi (a) Ġki faz [87]
 
 (b) üç faz (c) LPME 

sistemi [85] 

Doğrudan askıda damlacık mikroekstraksiyon (DSDME): Doğrudan askıda damla 

mikroekstraksiyon (DSDME) olarak isimlendirdirilen yeni bir mikroekstraksiyon 

yöntemidir [88, 89]. Bu yöntemde, bir manyetik karıĢtırıcı sulu örnek içeren bir kabın 

dibine yerleĢtirilerek düĢük girdaplı bir karıĢtırma sağlanır. Eğer suyla karıĢmayan organik 

damla, sulu örneğin yüzeyine yerleĢtirilirse damla girdaba yakın veya merkezine 

yerleĢtirilmiĢ olur. Kütle transferi gerçekleĢirken damla da sulu fazın yüzeyinde kendi 

etrafında döner. Bu yöntem diğer LPME sistemleri ile karĢılaĢtırıldığında, iĢlemsel 

parametrelerin seçiminde, özellikle organik çözücü miktarında ve karıĢtırma hızı 

parametrelerinde daha çok esneklik sağlar. DSDME organik çözücünün büyük 

hacimlerinin de kullanımına izin verdiği için GC‟nin yanı sıra HPLC sistemleri ile de 

kullanılabilir [82, 90].
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2.7. Yağ Asitlerinin Analizi  

Yağ asitlerinin analizinde GC-FID ve GC-MS en çok kullanılan yöntemlerdendir. GC-MS 

ile konjuge yağ asiti izomerlerinin kantitatif analizi mümkündür. Ecker J. ve ekibi [91]
 

çalıĢmalarında yağ asitlerinin metilasyonunu asetil klorür ve methanol transesterifikasyonu 

ile gerçekleĢtirmiĢler, cis/trans izomerizasyonunun önlenmesi için türevlendirme 

sıcaklığını 95 °C den oda sıcaklığına düĢürerek karbon uzunluğu C8-C28 arasında olan 

geometrik ve yapı izomerlerini kısa ve polar ciyano kolon kullanarak GC-MS ile 17,2 dak 

da analiz etmiĢlerdir. C20:2 (n-6) ve C21:0 gibi kısmi olarak çakıĢan yağ asitleri metil 

esterler ise selected ion monitoring (SIM) ile çözümlenmiĢtir. Bu yöntem, hem klinik 

çalıĢmalar hem de kararlı izotop bileĢiklerinin uygulanmasını içeren temel araĢtırmalar için 

uygundur. 

Kısa zincirli yağ asitleri, insan kalın barsağındaki bakteriyel metobolizmanın temel ürünü 

olup karbonhidratların bakteriler tarafından fermantasyonu sonucu oluĢur ve miktarları 

insan sağlığı hakkında bilgi verir. Kim H. ve ekibi [92] mikrobiyal örneklerdeki kısa 

zincirli yağ asitlerini asit modifiye polietilen glikol kolon kullanılarak gaz kromatografi 

alev iyonlaĢtırma dedektörü ile analiz etmiĢlerdir. Gaz kromatografi analizinden önce yağ 

asitleri aminopropil kolonda etil eter:heksan (1:1 h/h) çözücüsü ile ekstre edilmiĢtir. 

Bicalho B. ve ekibi [93] kandaki yağ fraksiyonlarında bulunan yağ asitlerini kapiler 

kromatografi (CGC) ile birleĢtirilmiĢ kütle spektrometre (MS) ile tayin etmiĢlerdir. Parmak 

ucundan alınan (50 µl) kan örneğindeki yağ asitleri metil alkol ile esterleĢtirilerek 100 m × 

0,25 mm iç çaplı bis-siyanopropil polisiloksan (HP-88) kolon ile analiz edilmiĢtir. Elektron 

impakt (EI) ve pozitif kimyasal iyonlaĢtırma (PCI) kütle spektrometre kombinasyonu ile 

yağ asitleri alkil uzunluğu, doymamıĢlık derecesi, alıkonma zamanlarına göre 

belirlenmiĢtir. Solvent venting modda progamlanabilir sıcaklık buharlaĢtırma enjektörü 

(PTV) ile çok küçük miktardaki örneklerin yüksek duyarlılıkta, 60 dak da analizi 

yapılmıĢtır. Bu çalıĢma metabolomik çalıĢmalara uygulanacak çok sayıda yağ asidi metil 

esteri alıkonma zamanları ve kütle spektral bilgileri ile yapılmıĢtır. 

Yağ asitleri organizmalarda anahtar moleküller olup eikosanoid, prostaglandin ve 

leukodrin baĢta olmak üzere lipid bloklarından oluĢarak hücre membran yapısında yer 

alırlar ve metabolik fonsiyonlarda enerji kaynağıdırlar. Bu çalıĢmada trigliserid, fosfolipid 



49 

 

 

ve kolesterol gibi farklı tür lipidlerin erterleĢtirme Ģartları karĢılaĢtırılmıĢtır. ÇalıĢmada yağ 

asitlerinin esterleĢtirilmesi 90 °C‟de %2 H2SO4, %5 H2SO4, %5 asetil klorür, %10 asetil 

klorür, %14 BF3 ve %5 HCl katalizli metanol ortamında gerçekleĢtirilmiĢtir. %5 asetil 

klorür ve %2 H2SO4 kullanıldığında daha iyi pik alanları elde edilmiĢtir [93]. 

Fosfolipid yağ asitleri (PLFA), çevresel örneklerdeki mikrobiyal toplulukların belirlenmesi 

için kullanılan biyobelirteçlerdir. PLFA‟lerin ekstraksiyonu ester türevinin oluĢturulması 

yöntemleri, standart olmayan fakat yaygın olarak yapılan çalıĢmalardır. Metil esterinin 

oluĢturulmasında HCI/MeOH, KOH/MeOH ya da her ikisi birlikte kullanılabilir. 

Chowdhury T. R. ve ekibinin yaptığı çalıĢmada [94] topraktaki mikrobiyal profili 

değerlendirilirken katalizör türünün metilasyona etkisi incelenmiĢtir.  Sulak arazilerde, sel 

baskınına uğramıĢ arazilerde ve bunlara yakın olan yüksek bölgelerden alınan 

topraklardaki yağ asitleri ekstre edilerek HCI/MeOH ve KOH/MeOH katalizli metilasyon 

sonrası PLFA analiz edilmiĢtir. HCI/MeOH ile yapılan metilasyonda PLFA deriĢimi 

KOH/MeOH ile yapılan metilasyona göre daha yüksek bulunmuĢtur. Ayrıca metil grupları  

içeren  yağ asitleri  HCI/MeOH katalizörü kullanıldığında belirlenemezken  KOH/MeOH  

katalizörü ile kolaylıkla analiz edilebilmiĢtir.  

Bal Y. ve ekibi [95] Zanthoxyli Semende bulunan palmitik asit, stearik asit, oleik asit, 

linoleik asit ve alfa linoleik asiti katı faz mikroekstraksiyon yöntemi ile zenginleĢtirilerek 

GC-FID dedektörü ile PEG-2M (30mx0,25mm 0,5 µl) kolon kullanılarak analiz 

etmiĢlerdir. Sıcaklık programı 170 °C‟den baĢlatılıp dakikada 5 °C artarak 190 °C‟ye 

çıkarılmıĢ ve 10 dakika beklendikten sonra dakikada 5 °C artıĢla 210 °C‟ye yükseltilip 5 

dakika beklenmiĢtir. Ġnlet sıcaklığı 250 °C, dedektör sıcaklığı 250 °C, bölücü oranı 25:1‟de 

analiz gerçekleĢtirilmiĢtir. Ekstraksiyon verimini etkileyen ekstraksiyon çözeltisi (n-

dodekanol) ve hacmi (20 µl), ekstraksiyon süresi (20 dak), karıĢtırma hızı (700 rpm), tuz 

deriĢimi (%10 NaCI) ve örnek miktarı (60 µl) gibi parametreler optimize edilerek en 

uygun ekstraksiyon Ģartları belirlenmiĢtir. ɣ-linolenik asit klasik sıvı-sıvı ekstraksiyon 

sonrası gaz kromatografi ile analiz edilmiĢ ve sonuçlar katı damla mikroekstraksiyon 

(SFODLPME) ile karĢılaĢtırılmıĢtır. Doğruluk ve kesinlik parametreleri karĢılaĢtırıldığında 

anlamlı fark olmadığı fakat çözücü hacminin az ve ekstraksiyon süresinin kısa olması 

nedeni ile katı damla mikroekstraksiyon yöntemi tercih edilmiĢtir. 



50 

 

Wejnerowska G.„nın yaptığı çalıĢmada [96] tek damlacık mikroekstraksiyon yöntemi 

kullanarak su içerisindeki uçucu yağ asitlerini (C2-C7) GC-FID ile analiz etmiĢlerdir. 

Mikroekstraksiyon çözücüsü (karbon tetra klorür) ile birlikte iç standart olarak kullanılan 

linoleik asit metil esterinden oluĢan 2 µl damla sulu çözeltiye batırılarak doğrudan 

daldırma (DI-SDME) yöntemi ile ekstrakte etmiĢlerdir. Ekstraksiyon süresi (13 dakika), 

karıĢtırma hızı (500 rpm), örnek pH‟sı (3), sıcaklık (oda sıcaklığında) ve iyonik güç (%4 

NaCI) parametreleri optimize edilmiĢtir. Ekstraksiyondan sonra N-metil-N-(tersiyer-

butildimetilsilil) trifloro aset amid ile sililleme tepkimesi sonunda gaz kromatografi analizi 

yapılmıĢtır. 

Chen Y. ve ekibinin [97] yaptığı çalıĢmada komleks matriks içindeki kısa zincirli yağ 

asitlerinin (SCFA) belirlenmesi için yağ asitlerinin esterleĢtirilmesi ve tepe boĢluklu tek 

damla mikroekstraksiyon (HS-SDME) örnek hazırlama yöntemi geliĢtirilmiĢtir. Kısa 

zincirli yağ asitlerinin HS-SDME iĢleminden önce transesterifikasyonu BF3/etanol 

kullanılarak yapılmıĢtır. HS-SDME için optimum Ģartlar 1,0 µI dibutilftalat (DBP) ile 1000 

rpm karıĢtırma hızı, %30 (a/h) NaCI, 20 dak ekstraksiyon süresi ve 7 ml örnek hacmi, 12 

ml vial içerisinde gerçekleĢtirilmiĢtir. Etil esterin kantitatif analizi gaz kromatografi 

kullanılarak yapılmıĢ, optimize edilen ekstraksiyon Ģartlarında lineer kalibasyon eğimi ve 

iyi tekrarlanabilirlik elde edilmiĢtir.   

He Y. ve ekibi [86] iki farklı sıvı faz mikroekstraksiyon (LPME) yöntemi (klorobenzen ile 

statik mikroekstraksiyon ve toluen ile dinamik tek damlacık mikroekstraksiyon) sonrası 

gaz kromatografi ile yağ asiti analizi gerçekleĢtirmiĢlerdir. Her iki sıvı faz 

mikroekstraksiyon yönteminde 50 µl mikroĢırınga kullanılarak 2 µl‟den az çözücü direkt 

gaz kromatografi cihazına enjekte edilmiĢtir. Klorobenzen ile statik ekstraksiyonda 12 kat 

zenginleĢtirme, iyi bir tekrarlanabilirlik (%9,7) ve kolay uygulanabilirlik avantajı 

sağlanırken daha uzun ekstraksiyon süresinda analiz gerçekleĢtirilmiĢtir. Toluen ile 

dinamik tek damlacık mikroekstraksiyon yönteminde ise daha yüksek zenginleĢtirme 

faktorü 27 kat) ve kısa ekstraksiyon süresinde (3 dak) düĢük tekrarlanabilirlikle (%12,8) 

analiz gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Konjuge oktadekadienoik asit (18:2)„in 56 geometrik ve yapı izomeri olup bunlar konjuge 

linoleik asit (CLA) olarak bilinir.  9c, 11t 18:2 ve 10t, 12c 18:2 izomerlerinin sağlık 

açısından faydalı olduğu bilinirken, diğer izomerlerin besleyici özelliği yoktur. CLA 
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izomerlerinin, kanser riskini azalttığı, kalp hastalıklarını önlediği, bağıĢıklık 

fonksiyonlarını geliĢtirdiği ve ĢiĢmanlığı tedavi etmede önemli rolü olduğu bilinmektedir. 

Roach J.A.G. ve ekibi [98] yaptıkları çalıĢmada kompleks yapıdaki biyolojik öneklerdeki 

bu asitleri ve miktarlarını belirlemeye çalıĢmıĢlardır.  Konjuge linoleik asit analiz 

öncesinde sodyum metoksit/metanol ile 50 C, 15 dak ya da HCl/metanol ile 80 C, 1 

saatte metil esterlerine dönüĢtürülmüĢtür. Ag
+
 HPLC‟nin konjuge linoleik asit 

izomerlerinin analizinde çok etkili bir yöntem olduğu ve CLA izomerlerinin analizinin 

MS- NMR ya da GC-FTIR ile gerçekleĢtirilebileceği belirtilmiĢtir. 

Brondz I. [99] insan kanındaki yağ asitlerinin tayininde NaOCH3/MeOH ve BF3/MeOH ile 

esterleĢme reaksiyonlarını kullanmıĢlar ve BF3 reaktifine karĢı daha duyarlı ve daha fazla 

ester türevinin oluĢtuğunu belirtmiĢlerdir. 

Eras J. ve ekibinin [100] yaptığı çalıĢmada yağ asitlerinin 1-propanol ile esterleĢmesinde 

klorotrimetilsilan (CTMS) kullanılmıĢ ve bu yöntem geleneksel yöntemlerle 

karĢılaĢtırıldığında bazı avantajlar sağlamıĢtır. CTMS ile çalıĢmanın deriĢik HCI ve 

H2SO4„e göre daha kolay olduğu, CTMS‟nin BF3‟e göre daha ucuz ve farklı alkollerin 

kullanımına uygun olduğu belirtilmiĢtir. Metanol yerine 1-propanolun kullanıldığı ortamda 

yağın çözünürlüğü daha fazla olduğu için reaksiyon süresi kısalmıĢ ve gaz kromatografi ile 

analiz süresi önemli ölçüde azalmıĢtır. 

Challinor J. M ve ekibinin [101] kullandığı termal katalizli hidroliz ve metilasyon yöntemi 

tetrametilamonyum hidroksit (TMAH) gibi organik bir bazın kullanıldığı basit ve hızlı 

örnek hazırlama tekniğidir. Termal hidroliz ve metilasyon yağ asitlerinin metilasyonunda 

geleneksel yöntemlere göre daha küçük örnek miktarı ile çalıĢabilme, daha hızlı analiz 

süresi gibi avantajlar sağlamaktadır. 

Soria A. C. ve ekibi [102]  farklı matrikslerdeki uçucu bileĢenlerin ekstraksiyonu için statik 

headspace (S-HS) ve dinamik headspace (D-HS) tekniklerini kullanmıĢlardır. Ġyonik sıvı 

çözeltilerinde S-HS ve D-HS çok az miktardaki örnekler için hızlı, etkili bir örnek 

hazırlama yöntemidir. Örneklerdeki uçucu bileĢenler matriks etkisinden dolayı birden çok 

aĢamadan geçirilerek analiz edilmektedir. GiriĢimi engellemek için HS ile örnek hazırlama 

kullanıĢlı, hızlı, etkili ve çevreye dost bir tekniktir. 
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Ostermann, A. I [103] doku hücelerindeki yağ asitlerinin analizinde gaz sıvı kromatografi 

yöntemini kullanmıĢtır. ÇalıĢma öncesinde yağ asitleri transesterifikasyon ile metil 

esterlerine dönüĢtürülerek uçucu hale getirilmiĢtir. Plazma ve dokudaki faklı lipit 

sınıflarının türevlendirilmesi için altı farklı yöntem karĢılaĢtırılmıĢtır. Trimetilsülfonyum 

hidroksitin çoklu doymamıĢ yağ asitlerinin esterleĢtirilmesinde yetersiz olduğu 

görülmüĢtür (PUFA <%50). KOH ile esterleĢtirme serbest yağ asitleri için baĢarısız 

bulunmuĢtur. Hekzan/CH3OH içinde %7 BF3 ile esterleĢtirme kolestrol esterlerinde ve 

triaçil gliserolde yetersiz bulunurken methanolik HCI ve BF3 ile methanolik NaOH 

kombinasyonu serbest yağ asitlerinin, polar lipitlerin, triaçil gliserollerin ve kolestrollerin 

esterleĢmesinde uygun bir yöntem olarak kullanılmıĢtır ( >%80). Plazma yağ asitleri 

esterleĢtirildiğinde benzer sonuçlar elde edilmektekle birlikte EPA+DHA (n-3)‟da belirgin 

fark görülmüĢtür. Yağ asitleri plazma deriĢimi KOH ve BF3 ile esterleĢtirildiğinde verim 

düĢük bulunmuĢtur.  

Roman Kandar [104] çalıĢmasında plazma ve kuru ter damlalarındaki yağ asitlerinin 

analizini gaz kromatografi alev iyonlaĢtırma dedektörü kullanarak yapmıĢtır. Ter örnekleri 

butil hidroksitoluen içeren kâğıtlarda toplanıp yağ asitlerinin metil ester türevleri metanol 

ve asetil klorür ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Kuru ter damlaları butil hidroksitoluen ile birlikte -

20 C‟de 3 hafta bekletilmiĢ, sonuçlar ter içerisinde kısa zincirli, uzun zincirli ve 

doymamıĢ yağ asitlerinin olduğunu göstermiĢtir. Kan ve plazmada bulunan yağ asitleri 

yüzdesinin doğru orantılı olduğu gözlenmiĢtir. 

Giuseppe Micalizzi ve ekibi [105], insan kanındaki yağ asitlerinin kalitatif ve kantitatif 

analizinin hastalıkların önlenmesi ve sağlıklı kalmak için önemli olduğunu göstermiĢtir. 

Yağ asitleri kiĢisel metabolik durum hakkında ayrıntılı bilgi sağladığından insan kanındaki 

bütün yağ asitlerinin hızlı ve düĢük miktarlarda analiz edilmesi önemlidir. Örnek toplama, 

kan damlalarının kurutulması Ģeklinde gerçekleĢtirilmiĢtir. Sodyum metoksit ve 

bortriflorür kullanılarak yağ asitleri metil esterleri oluĢturulmuĢtur. Yağ asitlerinin metil 

ester türevleri için örnekler CH3ONa ve CH3OH ile 15 dak 95 C‟de ısıtılıp, soğuduktan 

sonra 500 µl BF3‟ün metanolde hazırlanmıĢ çözeltisi eklenmiĢtir. 15 dak 95 C tekrar 

ısıtıldıktan sonra 300 µl doygun NaCI çözeltisi ilave edilip 350 µl n-heptan kullanılarak 

yağ asidi metil esterleri ekstre edilmiĢ ve gaz kromatografi ile analiz edilmiĢtir. Ġç standart 

kullanılarak tekrarlanabilirlik, doğrusal aralık, LOD (tayin sınırı) ve miktar tayini 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Metodun doğruluğu insan plazmasına standartların ilavesi ve analizi 
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ile kontrol edilmiĢtir. Analitik yöntem kan dıĢında insan plazma ve serum örneklerine de 

uygulanmıĢ ve otomasyona uygun bir analitik yöntem geliĢtirmiĢtir.  

Beata Plutowska ve ekibi [106], patates püresi veya tohumların fermantasyonu ve 

distilasyonu sonucunda elde edilen saf ispirto içindeki yağ asitlerinin ölçümü için analitik 

metod geliĢtirerek optimize etmiĢlerdir. Bunun için headspase katı faz mikroekstraksiyon 

(HS-SPME) tekniği ve gaz kromatografi alev iyonizlaĢma dedektörü (GC-FID) 

kullanmıĢlardır. HS-SPME yönteminde fiber tipinin seçimi en önemli aĢamayı 

oluĢtururken ekstraksiyon sıcaklığı (45 

C), ekstraksiyon süresi (30 dak), örnek hacmi (8 

ml), karıĢtırma hızı (700 rpm), iyonik Ģiddet gibi koĢullar da önemlidir.  Bütün bu 

parametreler çalıĢılarak en uygun koĢullar belirlenmiĢtir. Ġç standart olarak metil oktanoat  

(4 µl ) kullanılmıĢtır. 

Gan Hui Siang [107], bitkilerdeki yağ asitlerinin (laurik asit, miristik asit, palmitik asit, 

stearik asit, palmitoleik asit, oleik asit, linoleik asit ve araĢidik asit) ikili faz oyuk fiber 

mikroekstraksiyon ve GC-FID ile analizinde iç standart olarak heptanoik asit metil esteri 

kullanmıĢtır. Yağ asitleri mikroekstraksiyon öncesinde yağ asitleri metil ester türevlerine 

dönüĢtürülmüĢtür. Ekstraksiyon parametreleri olan ekstraksiyon çözücüsü, sıcaklık, süre, 

karıĢtırma hızı, tuz ilavesi çalıĢılarak en uygun Ģartlar belirlenmiĢtir. Ekstraksiyon 

çözücüsü olarak n-tridekan, ekstraksiyon süresi 35 dak, tuz eklemeden oda sıcaklığında 

çalıĢılmıĢtır. ZenginleĢtirme faktörü 37-115 arasında bulunmuĢtur. Dokuz yağ asidi için 

10-5000 µg l
-1

 aralığında doğrusallık gözlenmiĢtir (r
2 

> 0,994). Bu metot palm yağı ve 

diğer bitki yağlarındaki yağ asitleri için baĢarılı bir Ģekilde uygulanmıĢtır.  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Gereçler ve Kimyasallar 

100 mg Supelco 37 comp. FAME mix, FAME 37, C4-24 (Sigma Aldrich, USA), 

Linoleik asit (Sigma-Aldrich, Germany),  

Linolenik asit (Sigma-Aldrich, Germany  

ɣ-linolenik asit (Sigma-Aldrich, Germany), 

Kaproik asit metil esteri  (Sigma-Aldrich, Germany),  

Heptanoik asit metil esteri  (Sigma-Aldrich, Germany), 

Undekanoik asit metil esteri  (Sigma-Aldrich, Germany),  

Tridekanoik asit metil esteri (Sigma-Aldrich, Germany)  

Myristik asit metil esteri  (Sigma-Aldrich, Germany) 

Dikloro metan, CH2Cl2 (MS SupraSolv®, Sigma-Aldrich, Germany) 

Potasyum hidroksit, KOH (Sigma–Aldrich, Germany) 

Heptan, C7H16 (%99, Sigma Aldrich Co.,Riedel-de Haёn, Seelze, Germany) 

Metanol, CH30H %0.5‟den az su içeren (Merck, Darmstandt, Germany) 

Sülfirik asit, H2SO4 (Merck, Darmstandt, Germany), 

Hidroklorik asit, HCl (Merck (Darmstandt, Germany) 

Sodyum klorür, NaCl (J.T.Baker (Deventer, Holland) 

Karbon tetra klorür, CCl4 (Sigma-Aldrich, Germany,) 

Sodyum sülfat, Na2SO4 (Sigma–Aldrich, Germany)  

Asetonitril (Merck, Darmstandt, Germany) 

 Kloroform (Merck, Darmstandt, Germany)  

1-undekanol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) 

 Sodyum hidroksit, NaOH ( J.T.Baker, Deventer, Holland)  

Sodyum dodesil sülfat (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)  

Etanol (Merck, Darmstandt, Germany)  

Helyum (He) gaz kromatografik kalitede Oksan Co., Ltd. (Ankara, Turkey) 

Hidrojen (H2) gaz kromatografik kalitede Oksan Co., Ltd. (Ankara, Turkey) 

Kuru hava, gaz kromatografik kalitede Oksan Co., Ltd. (Ankara, Turkey). 
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3.2. Cihazlar 

Gaz Kromatografi – Alev ĠyonlaĢma Dedektörü (Agilent Technologies 7890A GC System, 

Agilent Technologies Inc, Santa Clara, CA),  

Auto sampler (Agilent 7693A Automatic Liquid Sampler, China) 

Gaz Kromatografi kolonu (Rt-2560, 100 mx0.25 mm i.d.,0.20 µm) (Restek Corporation 

Bellefonte, US) ve HP-5 Agilent Technologies (30 m x 0,25 µm ID x 0,20 µm) 

Hamilton gastight syringe (1700 series, SL syringe, 50 µl, needle size 22s ga, Germany) 

Vial içine yerleĢtirilen 250 µl hacimli polimer ayaklı cam tüp (Agilent Technologies Inc., 

US) 

Vial, screw top, 2 ml, ambr (AgilentTechnologies Inc., US)  

Cap, screw, blue, PTFE/red silicone septa (Agilent Technologies Inc., US) 

Vortex (Firloba, Lyon) 

Hassas terazi (Ohaus) 

Derin dondurucu  

Deiyonize su cihazı (Milli-Q Water Purification System) 

3.3. Yöntem 

Tez çalıĢmamızda tepe boĢluk mikroekstraksiyon (HSME) ve tek damla mikroekstraksiyon 

(SDME) yöntemleri kullanılarak farklı tip yağlardaki yağ asitleri önzenginleĢtirildi. Tez 

çalıĢmalarımızda kullandığımız yağlardan yemeklik olarak kullanılan yağlar marketten, 

pastörize olmamıĢ sütten elde edilen tereyağlar ise hayvancıkla uğraĢıp bu ürünleri yapan 

kiĢilerden, balık yağı eczaneden, aromaretapi amaçlı kullanılan bitkisel yağlar ise aktardan 

temin edildi. Ayçiçek yağı, zeytin yağı, tereyağ ve margarin yağ asitleri SDME yöntemi ile 

zeytin yağı, kekik yağı ve balık yağı yağ asitleri ise HSME yöntemi ile önzenginleĢtirilerek 

GC-FID ile tayin edildi. Mikroekstraksiyon iĢlemlerinden önce yağ asitleri, yapılarındaki  

–COOH polar fonksiyonel gruplar üzerinden asit ve baz katalizörü varlığında alkol 

(metanol) ile esterleĢme tepkimesiyle türevlendirilerek uçucu hale getirildi. 

100 mg Supelco 37 comp. FAME mix; FAME 37; C4-24, linoleik asit, linolenik asit, ɣ-

linolenik asit, kaproik asit metil esteri, heptanoik asit metil esteri, undekanoik asit metil 

esteri, tridekanoik asit metil esteri ve myristik asit metil esteri yağ asiti standartları olarak 

kullanıldı. Supelco 37 comp. FAME mix standart yağ asiti çözeltisi kromatografik kalitede 
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metilen klorür (CH2Cl2) içerisinde çözülerek hazırlandı ve -20 °C‟de saklandı. Linoleik 

asit, linolenik asit, ɣ-linolenik asit yağ asiti standartları CH3OH ile KOH katalizörü 

varlığında esterleĢtirildi [108]. Numunelerin içeriğindeki yağ asitleri KOH [108], HCl [83] 

ve H2SO4 [83] katalizörleri varlığında metanol ile metil esterlerine dönüĢtürüldü ve 

reaksiyon ortamından suyun uzaklaĢtırılması için susuz sodyum sülfat kullanıldı.  

SDME ve HSME iĢleminde tuz etkisi etkisi için NaCl, tek damla çözeltisi olarak HSME 

yönteminde sodyumdodesil sülfat:1-bütanol, SDME yönteminde ise CCl4 kullanılarak yağ 

asitleri metil esterleri GC-FID ile analiz edildi. 

3.3.1. FAME mix, FAME37, C4-24 yağ asitleri standart çözeltisinin hazırlanması ve 

analizi 

100 mg Supelco 37 comp. FAME mix, FAME37, C4-24 (Sigma Aldrich, USA) -20°C‟de 

muhafaza edildi ve standart çözeltilerin tümü buz banyosunda hazırlandı. 400 mg/ml 

FAME 37 standart çözeltisi hazırlamak için 250 µl CH2Cl2 çözeltisi 100 mg FAME37 

standartı üzerine ilave edilerek vortekslendi. Bu çözeltinin 75 µl‟si gaz kromatografi 

vialine alınıp üzerine 925 µl CH2Cl2 ilave edildikten sonra (30 mg/ml FAME37) ağzı 

kapatılarak vortekslendi. 100 l, 30 mg/ml FAME37 standart çözelti vial içine yerleĢtirilen 

250 µl hacimli polimer ayaklı cam tüp içerisine kondu ve 2 ml‟lik amber renkli vial 

içerisinde ağzı kapatılarak GC-FID ile aĢağıdaki kromatografik Ģartlarda analiz edildi. 

Cihaz: Agilent Technologies 7890A GC System, Agilent Technologies Inc, Santa Clara, 

CA), FID dedektör 

Kolon: Restek-2560, bissiyanopropil polisiloksan (Restek Corporation, Bellefonte, PA) 

(100 m x 0,25 µm ID x 0,20 µm)  

Fırın sıcaklığı: 100 °C (4 dak), 3 C/dak ile 240 °C‟ye çıkarılır (10 dak) 

Enjeksiyon sıcaklığı: 225 °C 

Dedektör sıcaklığı: 250  °C  

TaĢıyıcı gaz He: 1,0 ml/dak, 20 cm/saniye  

Enjeksiyon hacmi: 2 µl 

Bölücü oranı: 200:1 

Alev iyonlaĢma dedektör gazları: Hidrojen (H2) ve kuru hava  
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Elde edilen kromatogramdaki (ġekil 4.1) alınkonma zamanları Rt-2560 (bissiyanopropil 

polisiloksan) kolon referans alıkonma zamanları (ġekil 4.2, Çizelge 4.1) ile karĢılaĢtırılarak 

37 adet yağ asiti metil esteri tayin edildi. 

3.3.2. Linoleik asit, linolenik asit, ɣ-linolenikasit metil ester standart çözeltilerinin 

hazırlanması ve analizi [109]
 

Buz banyosu içerisinde linoleik asit, linolenik asit, ɣ-linolenik asit standartları üzerine 200 

µl heptan çözeltisi ilave edilip çalkalandıktan sonra 0,2 ml 2 M potasyum hidroksitli 

metanol çözeltisi eklenip kapakları kapatıldı. 30 saniye Ģiddetle vortekste karıĢtırıldıktan 

sonra berrak üst faz oluĢana kadar bekletildi ve metil esterleri içeren üst faz ayrılıp 12 saat 

içinde GC-FID ile aĢağıdaki kromatografik Ģartlarda analiz edildi. Linoleik asit, linolenik 

asit, ɣ-linolenik asit metil esterlerine ait kromatogramlar sırasıyla ġekil 4.3-5‟te gösterildi. 

Kolon: HP-5 Agilent Technologies, (%5-fenil)-metilpolisiloksan kolon, (30 m x 0,25 µm 

ID x 0,20 µm)  

Fırın sıcaklığı: 80 °C (2 dak), 4 C/dak ile 210 °C (5 dak), 15 C/dak ile 300 C (5 dak) 

Enjeksiyon sıcaklığı: 270 °C 

Dedektör sıcaklığı: 280 °C  

TaĢıyıcı gaz He: 1,0 ml/dak 

Enjeksiyon hacmi: 1 µl 

Bölücü oranı: 100:1 

Alev iyonlaĢma dedektör gazları; hidrojen (H2) ve kuru hava 

3.3.3. Yağ örneklerinin türevlendirilmesi ve GC-FID ile analizi 

Yağ asitlerinin gaz kromatografi ile analizinden önce en önemli basamaklardan biri olan 

esterleĢtirerek uçucu hale getirme iĢlemi çeĢitli yöntemlerle yapılabilmektedir. Tez 

çalıĢmamızda üç farklı yöntem ile (IUPAC yöntem 2,301 [110], Avrupa Farmakopesi 7,0 

[108] ve H2SO4 katalizli [109, 9, 111] ) esterleĢtirilen yağ örneklerinin GC-FID ile analizi 

bölüm 3.3.1‟deki kromatografik Ģartlarda gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde edilen kromatogramlar 

(ġekil 4.6-8) değerlendirilerek çalıĢmanın devamında en uygun esterleĢtirme yöntemi 

belirlenmiĢtir. 



59 

 

 

a- Yağ asitlerinin (FAMEs) IUPAC yöntem 2,301‟e göre türevlendirilmesi [9] 

Yağ örnekleri 100 °C‟ye ısıtılmıĢ etüvde 3 saat bekletildikten sonra 1 g yağ numunesi 5 ml 

kapaklı test tüp içerisinde tartıldı. Üzerine 2 ml heptan çözeltisi ilave edilip çalkalandıktan 

sonra 0,2 ml 2 M potasyum hidroksitli metanol çözeltisi eklenip kapakları kapatıldı. 30 

saniye Ģiddetle vortekste karıĢtırıldıktan sonra berrak üst faz oluĢana kadar bekletildi ve 

metil esterleri içeren üst faz ayrılıp 12 saat içinde GC-FID ile analiz edildi.  

b- Yağ asitlerinin (FAMEs) Avrupa Farmakopesi 7,0‟a göre türevlendirilmesi [108] 

2,0 ml zeytinyağı örneği düz tabanlı, yaklaĢık 50 mm i.d x 30 mm kap içerisinde 100-105 

°C‟de etüvde kurutulduktan sonra içinde silika jel bulunan desikatörde soğutuldu. Buradan 

alınan 1,0 g yağ numunesi 25 ml yuvarlak altlı rodajlı cam balonda tartıldı. 10 ml susuz 

metanol ve 0,2 ml metanol içinde hazırlanmıĢ 60 g/l potasyum hidroksit çözeltisinden 

eklenerek geri dönüĢümlü soğutucuya bağlanarak 50 ml/dak azot gazı akıĢ hızında 

magnetik karıĢtırıcı ile karıĢtırılarak kaynama noktasına kadar ısıtıldı. YaklaĢık 10 dak‟da 

berraklaĢan çözelti 5 dak daha ısıtıldıktan sonra soğutulup içerik ayırma hunisine aktarıldı. 

10 ml 200 g/l NaCI çözeltisi eklenerek kuvvetlice çalkalandı. Fazlar ayrılınca üstteki 

organik faz, susuz sodyum sülfat içeren viale alınarak süzülüp GC-FID ile analiz edildi.  

c- Yağ asitlerinin asit (H2SO4) katalizli türevlendirilmesi [109, 5, 110] 
 

10 ml zeytinyağı örneği 100 ml‟lik cam balona alınarak üzerine CH3OH içerisinde 

hazırlanmıĢ 20 ml %3‟lük H2SO4 karıĢımı ve ortamdaki suyu uzaklaĢtırmak için 1 g 

NaSO4 eklendi. Kurutma baĢlığı takılmıĢ geri soğutucu altında 2 saat ısıtıldı. Reaksiyon 

sonunda balonda oluĢan iki fazdan üst faz viale alınarak GC-FID ile analiz edildi.  

3.3.4. Tepe BoĢluk Mikroekstraksiyon (HSME) Yöntemi ile yağ asitleri metil 

esterlerinin önzenginleĢtirilmesi ve GC-FID ile analizi 

Zeytinyağı,  kekik yağı ve balık yağındaki yağ asitleri IUPAC yöntem 2,301‟e göre [9] 

türevlendirilip yağ asitleri metil esterlerine dönüĢtürülerek uçucu hale getirildi ve HSME 

ile önzenginleĢtirildi. HSME iĢleminde 360 μL yağ asidi metil esteri NaCl bulunan 2,0 ml 

vial içerisine konarak vial kauçuk septum ile kapatıldı. Ekstraksiyon ve enjeksiyon 

Ģırıngası olarak 50 μl‟lik gaz kromatografi Hamilton mikro Ģırınga kullanıldı. Ekstraksiyon 
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çözücüsü mikro Ģırınga içine çekildi ve Ģırınga iğnesi, numune vialinin kauçuk 

septumundan örnek çözeltisinin 0,5 cm üzerinde olacak Ģekilde tepe boĢluğa yerleĢtirildi. 

ġırınga pistonuna yavaĢca bastırılıp çözücü damlacığı iğne ucunda askıya alındı. 

Ekstraksiyon esnasında, mikro Ģırınga ekstraksiyon vialinin üzerine metal kelepçe 

kullanılarak sabitlendi. Ekstraksiyondan sonra, damlacık iğnenin içine geri çekilerek gaz 

kromatografiye enjekte edildi. Ekstraksiyona etki eden faktörlerden ekstraksiyon sıcaklığı 

(ġekil 4.9 ve ġekil 4.10), ekstraksiyon zamanı (ġekil 4.11 ve ġekil 4.12), çözücü türü ve 

oranı (1-bütanol, 1-oktanol, asetonitril, dietilasetat, toluen, hekzan, heptan, 

diklormetan:hekzan:toluen, sodyum dodesil sülfat) (ġekil 4. 13) (Çizelge 4.3 ) ve NaCl 

(tuz etkisi) miktarının optimizasyonu yapıldı. En yüksek pik alanının elde edildiği Ģartlarda 

ektstre edilen örnekler Bölüm 3.3.2‟deki kromatografik koĢullarda analiz edildi. 

IUPAC yöntem 2,301‟e göre esterleĢtirilen zeytinyağı, kekik yağı ve balık yağı yağ 

asitlerinin bir miktarı önzenginleĢtirilmeden GC-FID ile de Bölüm 3.3.2‟deki 

kromatografik Ģartlarda analiz edilerek HSME-GC-FID analiz sonuçlarıyla karĢılaĢtırıldı. 

Numunelerin içeriklerindeki linoleik asit, linolenik asit ve -linoleik asit miktarları standart 

linoleik asit, linolenik asit ve -linoleik asit metil esterlerinin alıkonma zamanları ile (ġekil 

4.14-17) karĢılaĢtırılarak pik alanları üzerinden % (a/a) olarak hesaplandı (Çizelge 4.4).  

3.3.5. Tek Damla Mikroekstraksiyon (SDME) yöntemi ile yağ asitleri metil 

esterlerinin önzenginleĢtirilmesi 

 Ayçiçek yağı, zeytinyağı, tereyağı ve margarin yağ asitleri IUPAC yöntem 2,301‟e göre 

türevlendirilerek yağ asitleri metil esterlerine dönüĢtürülüp uçucu hale getirildi ve gaz 

kromatografik analizden önce SDME yöntemi ile önzenginleĢtirildi.  Mikroekstraksiyon 

çözücüsü olarak özgül ağırlığı sudan daha büyük olan kloroform, diklormetan ve 

karbontetraklorür denendi.  Diklorometan ve kloroform numune içinde dağıldığı için 

ekstraksiyon çözücüsü olarak kullanılamadı. CCl4 mikroekstraksiyon çözücüsü olarak 

kullanıldığında numune içerisinde iki ayrı faz oluĢtu (Resim 3.1). EsterleĢtirilen yağ 

asitleri numunesinin 500 µl‟si 1 ml %10 (a/a) NaCl çözeltisine ilave edilip üzerine 20 µl 

CCl4 eklenerek optimum ektraksiyon koĢullarında yağ asitleri metil esterleri CCl4 

damlacığına ekstre edildi.  Damlada toplanan yağ asitleri metil esterleri GC enjektör ile 

alınıp 250 µl‟lik vial içerisine yerleĢtirilebilen polimer ayaklı cam tüp içerisine konup 2 
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ml‟lik amber renkli vial içerisinde ağzı kapatılarak GC-FID ile Bölüm 3.3.1‟deki 

kromatografik Ģartlarda analiz edildi. 

 

Resim 3.1. Tek damla mikroekstraksiyon (SDME) yöntemi ile yağ asitlerinin 

önzenginleĢtirilmesi (mikroekstraksiyon çözücüsü CCl4) 

Ekstraksiyona etki eden faktörlerden sodyum klorür deriĢimi (tuz etkisi), karıĢtırma hızı, 

sıcaklık, mikroekstraksiyon süresi ve mikroekstraksiyon çözücü miktarı parametreleri ayrı 

ayrı çalıĢılarak optimum Ģartlar belirlendi. SDME-GC-FID ile analiz sonrası elde edilen 

pik alanları, önzenginleĢtirme yapılmadan elde edilen GC-FID kromatogramları ile 

karĢılaĢtırıldı.  

Ayçiçek yağı, zeytinyağı, tereyağı ve margarin numuneleri SDME-GC-FID ve GC-FID ile 

analiz edilerek içeriklerindeki yağ asiti miktarları, FAME37 standartların alıkonma 

zamanları ile karĢılaĢtırılarak pik alanları üzerinden % (a/a) olarak hesaplandı (Çizelge 

4.4).  
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4. BULGULAR 

4.1.  Standart Yağ Asiti Metil Esterlerinin (Supelco 37 comp. FAME mix, FAME37, 

C4-24) Gaz Kromatografi-Alev ĠyonlaĢma Dedektörü (GC-FID) ile Analizi 

Supelco 37 comp. FAME mix, FAME37, C4-24 standart yağ asitleri metil esterlerinin 

Bölüm 3.3.1‟e göre yapılan analizinden elde edilen kromatogram ġekil 4.1‟de, alıkonma 

zamanları Çizelge 4.1‟de, Supelco 37 comp. FAME mix, FAME37, C4-24 standart yağ 

asiti metil esterlerinin aynı kromatografik Ģartlardaki referans GC-FID kromatogramı ve 

referans alıkonma zamanları ise sırasıyla ġekil 4.2 ve Çizelge 4.2‟de verilmiĢtir.  

 

ġekil 4.2. Supelco 37 comp. FAME mix, FAME37, C4-24 standart yağ asitleri metil 

esterlerinin GC-FID kromatogramı 

Çizelge 4.1. Supelco 37 comp. FAME mix, FAME37, C4-24 standart yağ asitleri metil 

esterlerinin GC-FID analizi alıkonma zamanları 

Pik no FAME tR (dak) % (a/a) 

1 Metil butirat; C4:0 12.977 4 

2 Metil  kaproat; C6:0 15.195 4 

3 Metil oktanoat; C8:0 18.895 4 

4 Metil dekanoat; C10:0 23.814 4 

5 Metil andekanoat; C11:0 26.456 2 

6 Metil  laurat; C12:0 29.092 4 

7 Metil tridekanoat; C13:0 31.657 2 

8 Metil  miristat; C14:0 34.146 4 
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Çizelge 4.1. (devam) Supelco 37 comp. FAME mix, FAME37, C4-24 standart yağ asitleri 

metil esterlerinin GC-FID analizi alıkonma zamanları 

Pikler FAME tR (dak) % (a/a) 

9 Metil miristoleat; C14:1 36.146 2 

10 Metil  pentadekanoat; C15:0 36.516 2 

11 Metil pentadesenoat; C15:1 (c10) 38.468 2 

12 Metil  palmitat; C16:0 38.818 6 

13 Metil  palmitoleat; C16:1 (c9) 40.393 2 

14 Metil  heptadekanoat; C17:0 40.972 2 

15 Metil  heptadesenoat; C17:1 (c10) 42.519 2 

16 Metil  stearat; C18:0 43.083 4 

17 Metil  octadesenoat; C18:1 (t9) 43.984 2 

18 Metil  oleat; C18:1 (c9) 44.394 4 

19 Metil  linolelaidat; C18:2 (t9, t12) 45.431 2 

20 Metil  linoleat; C18:2 (c9,  c12) 46.327 2 

21 Metil  araĢidat; C20:0 47.004 4 

22 Metil  linolenate; C18:3 (c6, c9, c12) 47.760 2 

23 Metil  eikosenoat; C20:1 (c11) 48.202 2 

24 Metil  linolenate; C18:3 (c9, c12, c15) 48.520 2 

25 Metil heneikosanoat; C21:0 48.825 2 

26 Metil  eikosadienoat; C20:2 (c11, c14) 50.027 2 

27 Metil  behenat; C22:0 50.629 4 

28 Metil  eikosatrienoat; C20:3 (c8, c11, c14) 51.381 2 

29 Metil  erukat; C22:1 (c13) 51.774 2 

30 Metil  eikosatrienoat; C20:3 (c11, c14, c17) 52.111 2 

31 Metil  trikosanoat; C23:0 52.365 2 

32 Metil  araĢidonat; C20:4 (c5, c8, c11, c14) 52.454 2 

33 Metil  dokosadienoat; C22:2 (c13, c16) 53.594 2 

34 Metil  lignoserat; C24:0 54.201 4 

35 Metil eikosapentaenoat; C20:5 (c5, c8, c11, c14, c17 54.772 2 

36 Metil  nervonat;C24:1 (C15) 55.421 2 

37 Metil dokosahekzaenoat; C22:6 (c4, c7, c10, c13, c16, c19) 60.328 2 
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ġekil 4.3. Supelco 37 comp. FAME mix, FAME37, C4-24 standart yağ asitleri metil 

esterlerinin referans GC-FID kromatogramı 

Çizelge 4.2. Supelco 37 comp. FAME mix, FAME37, C4-24 standart yağ asitleri metil 

esterlerinin GC-FID analizi referans alıkonma zamanları 

Pik no FAME tR (dak) % (a/a) 

1 Metil butirat; C4:0 13.16 4 

2 Metil  kaproat; C6:0 15.53 4 

3 Metil oktanoat; C8:0 19.43 4 

4 Metil dekanoat; C10:0 24.50 4 

5 Metil andekanoat; C11:0 27.20 2 

6 Metil  laurat; C12:0 29.87 4 

7 Metil tridekanoat; C13:0 32.47 2 

8 Metil  miristat; C14:0 34.97 4 

9 Metil miristoleat; C14:1 37.01 2 

10 Metil  pentadekanoat; C15:0 37.37 2 

11 Metil pentadesenoat; C15:1 (c10) 39.36 2 

12 Metil  palmitat; C16:0 39.68 6 

13 Metil  palmitoleat; C16:1 (c9) 41.30 2 

14 Metil  heptadekanoat; C17:0 41.86 2 

15 Metil  heptadesenoat; C17:1 (c10) 43.45 2 

16 Metil  stearat; C18:0 43.97 4 

17 Metil  octadesenoat; C18:1 (t9) 44.92 2 

18 Metil  oleat; C18:1 (c9) 45.34 4 

19 Metil  linolelaidat; C18:2 (t9, t12) 46.39 2 

20 Metil  linoleat; C18:2 (c9,  c12) 47.32 2 

21 Metil  araĢidat; C20:0 47.92 4 
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Çizelge 4.2. (devam) Supelco 37 comp. FAME mix, FAME37, C4-24 standart yağ asitleri 

metil esterlerinin GC-FID analizi referans alıkonma zamanları 

Pikler FAME tR (dak) % (a/a) 

22 Metil  linolenate; C18:3 (c6, c9, c12) 48.77 2 

23 Metil  eikosenoat; C20:1 (c11) 49.20 2 

24 Metil  linolenate; C18:3 (c9, c12, c15) 49.54 2 

25 Metil heneikosanoat; C21:0 49.78 2 

26 Metil  eikosadienoat; C20:2 (c11, c14) 51.09 2 

27 Metil  behenat; C22:0 51.60 4 

28 Metil  eikosatrienoat; C20:3 (c8, c11, c14) 52.52 2 

29 Metil  erukat; C22:1 (c13) 52.88 2 

30 Metil  eikosatrienoat; C20:3 (c11, c14, c17) 53.28 2 

31 Metil  trikosanoat; C23:0 53.42 2 

32 Metil  araĢidonat; C20:4 (c5, c8, c11, c14) 53.65 2 

33 Metil  dokosadienoat; C22:2 (c13, c16) 54.85 2 

34 Metil  lignoserat; C24:0 55.32 4 

35 Metil eikosapentaenoat; C20:5 (c5, c8, c11, c14, c17 56.09 2 

36 Metil  nervonat;C24:1 (C15) 56.74 2 

37 Metil dokosahekzaenoat; C22:6 (c4, c7, c10, c13, c16, c19) 62.17 2 

4.2.  Linoleik Asit, Linolenik Asit, ɣ-Linolenik Asit Metil Ester Standartlarının Gaz 

Kromatografi-Alev ĠyonlaĢma Dedektörü (GC-FID) ile Analizi 

Linoleik asit, linolenik asit ve ɣ-Linolenik asit standartları metil esterlerinin Bölüm 3.3.2‟e 

göre GC-FID ile yapılan analizi sonucu elde edilen kromatogramlar sırasıyla ġekil 4.3-5‟te 

verilmiĢtir. Alıkonma zamanları tR(linoleik asit metil ester)= 34,32 dak, tR (linolenik asit 

metil ester)= 35,82 dak ve tR (ɣ-linolenik asit metil ester)= 35,04 dak olarak bulunmuĢtur.  

 

ġekil 4.4. Linolenik asit metil esterinin GC-FID kromatogramı (tR linolenik asit metil 

ester= 35,82 dak) 
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ġekil 4.5. ɣ-linolenik asit metil esterinin GC-FID Kromatogramı (tR ɣ-linolenik asit metil 

ester= 35,04 dak) 

 

ġekil 4.6. Linoleik asit metil esterine ait GC-FID Kromatogramı (tR linoleik asit metil 

ester= 34,32 dak) 

4.3. Asit ve Baz Katalizli Türevlendirilen (EsterleĢtirilen) Zeytinyağı Numunesinin 

GC-FID ile Analizi 

Zeytinyağı örnekleri IUPAC Yöntem 2,301 (Bölüm 3.3.3.a), Avrupa Farmakopesi 7,0 

(Bölüm 3.3.3.b) ve H2SO4 katalizli (Bölüm 3.3.3.c) olmak üzere üç farklı yöntemle 

esterleĢtirilerek GC-FID ile analiz edildi. Zeytinyağı örneğinin üç farklı esterleĢtirme 

reaksiyonu sonrası GC-FID ile analizine ait kromatogramlar ġekil 4.6-8‟de, içeriğindeki 

linoleik asit, linolenik asit ve ɣ-linolenik asit metil ester miktarları ise % a/a olarak Çizelge 

4.4‟te verilmiĢtir. Her üç esterleĢtirme yöntemi basitlik, zaman, kimyasal tüketimi ve 

kromatogram pik alanları açısından kıyaslandığında bundan sonraki çalıĢmalarda 

esterleĢtirme yöntemi olarak IUPAC Yöntem 2,301‟in uygun olduğuna karar verilmiĢtir. 

 

ġekil 4.7. IUPAC yöntem 2,301‟e göre türevlendirilen zeytinyağının GC-FID 

kromatogramı 
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ġekil 4.8. Avrupa farmakopesi 7,0‟a göre türevlendirilen zeytinyağının GC-FID 

kromatogramı 

 

ġekil 4.9. Asit katalizli (H2SO4) türevlendirilen zeytinyağının GC-FID kromatogramı 

4.4. Tepe BoĢluk Mikroekstraksiyon (HSME) Yönteminin Optimizasyonu 

Optimizasyon çalıĢmalarında IUPAC yöntem 2,301‟e göre türevlendirilen zeytin yağı 

kullanıldı. Zeytin yağındaki linoleik asit metil esteri (tR= 34.32 dak) pik alanı dikkate 

alınarak tepe boĢluk mikroekstraksiyon yöntemi için optimum koĢullar belirlendi. 

HSME Yönteminde Mikroekstraksiyon Sıcaklığının Optimizasyonu 

Tepe boĢluk mikroekstraksiyonun hızını ve verimliliğini etkileyen önemli parametrelerden 

biri sıcaklıktır. 360 µl zeytinyağ FAMEs 1,5 ml vial içerisine alınak 25, 45 ve 70 °C‟de 

HSME yapılarak GC-FID analiz edildi. Elde edilen kromatogramlar ġekil 4.9‟da 

gösterilmiĢtir.  
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ġekil 4.10. Farklı mikroekstraksiyon sıcaklıklarında HSME-GC-FID ile elde edilen zeytin 

yağı FAMEs kromatogramları a) 25 C b) 45 C c) 70 C 

 

ġekil 4.11. HSME-GC-FID yönteminde linoleik asit metil ester pik alanlarına sıcaklığın 

etkisi   

Sıcaklığa karĢı linoleik asit metil esterinin pik alanları grafiğe geçirildiğinde (ġekil 4.10) 

en yüksek pik alanının elde edildiği 45 C HSME için optimum sıcaklık olarak 

belirlenmiĢtir. 

(a) 

(b) 

(c) 
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HSME Yönteminde Mikroekstraksiyon Süresinin Optimizasyonu 

Ekstraksiyon süresini belirlemek için 45 °C‟de 15, 25, 35 ve 45 dak yapılan 

mikroekstraksiyonlar sonrası GC-FID analiz sonucu elde edilen kromatogramlar ġekil 

4.11‟de görülmektedir.  

 

 

 

 

ġekil 4.12. Farklı mikroekstraksiyon sürelerinde HSME-GC-FID ile elde edilen 

zeytinyağı FAMEs kromatogramları a) 15 dak b) 25 dak c) 35 dak d) 45 dak 

(2,0 ml vial hacmi, 360 µl yağ asidi metil esteri, mikroekstraksiyon sıcaklığı 

45 °C) 

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 
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ġekil 4.13. Ekstraksiyon süresinin linoleik asit metil ester pik alanına etkisi (2,0 ml vial, 

360 µl yağ asidi metil esteri, mikroekstraksiyon sıcaklığı 45 °C) 

Ekstraksiyon süresine karĢı linoleik asit metil esterinin pik alanları grafiğe geçirildiğinde 

HSME için optimum ektsraksiyon süresi olarak en yüksek pik alanının elde edildiği 35 dak 

seçilmiĢtir (ġekil 4.12). 

HSME Yönteminde Mikroekstraksiyon çözücü oranının optimizasyonu 

HSME yönteminde çözücü seçiminde çözücünün kaynama noktası ve vizkositesi önemli 

parametrelerdir. Çözücünün kaynama noktasının gaz kromatografik analize uygun olacak 

kadar düĢük, ekstraksiyon iĢlemi sırasında buharlaĢmaması için de analitlerin kaynama 

noktasından yüksek olması istenir. Çözücünün Ģırınga iğnesinin ucunda tutunabilmesi için 

yeterince yüksek viskoziteye sahip olması, bunun yanısıra ekstraksiyon süresini önemli 

derecede etkileyecek olan, analitin damlaya hızlı difüzyonuna imkân verecek viskozlukta 

olması gerekir. ÇalıĢmamızda bu özelliklere uygun çözücü ve çözücü karıĢımları denendi. 

Ekstraksiyon çözücüsü olarak buhar basıncı düĢük ve yağ asiti metil esterlerinin yüksek 

çözünürlükte olduğusodyum dodesil sülfat, 1-bütanol karıĢımının mikroekstraksiyon iĢlemi 

için uygun olduğuna karar verildi. Sodyum dodesil sülfatın doygun çözeltisi hazırlanarak 

bu çözeltinin %25 (a/h)‟lik çözeltisi 1-bütanol ile 1:3 (h/h) oranında karıĢtırılarak 

mikroekstraksiyon için kullanıldı. Farklı oranlarda sodyum dodesesil sülfat: 1-bütanol 

karıĢımının ekstraksiyon çözücüsü olarak kullanılmasıyla elde edilen kromatogramlar 

ġekil 4.13‟te ve pik alanlarına etkisi Çizelge 4.3‟te gösterilmiĢtir.   
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ġekil 4.14. Farklı mikroekstraksiyon çözücü oranlarında (sodyum dodesil sülfat:1-

bütanol, h/h) HSME-GC-FID ile elde edilen zeytin yağı kromatogramları a) 

1:0  b) 1:1  c) 1:2  d) 1:3 (2,0 ml vial, 360 µl zeytinyağı yağ asidi metil esteri, 

45 C mikroekstraksiyon sıcaklığı, 35 dak mikroekstraksiyon süresi) 

Çizelge 4.3. Mikrokstraksiyon çözücü oranının (sodyum dodesil sülfat: 1-bütanol:, h/h) 

linoleik asit metil ester pik alanına etkisi (2,0 ml vial, 360 µl zeytinyağı yağ 

asidi metil esteri, 20 dakika mikroekstraksiyon süresi, 45 C 

mikroekstraksiyon sıcaklığı) 

Çözücü Oranı, h/h 

(sodyum dodesesil sülfat: 1-bütanol) 
1:0 1:1 1:2 1:3 

Linoleik asit metil esteri pik alanı 95,86 112,37 290 403,33 

(a) 

(b) 

(c)  

(d)  
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Ekstraksiyon çözücü oranına karĢı linoleik asit metil esterinin pik alanları dikkate 

alındığında en yüksek pik alanının elde edildiği sodyum dodesil sülfat: 1-bütanol (1:3, h:h) 

optimum tepe boĢluk ektraksiyon çözücü oranı olarak seçilmiĢtir (Çizelge 4.3). 

HSME Yönteminde optimum koĢullar 

Zeytin yağındaki linolenik asit metil esteri pik alanı dikkate alınarak tepe boĢluk 

mikroekstraksiyon yöntemi için optimum koĢullar aĢağıda listelenmiĢtir. 

HSME çözücüsü: Sodyum dodesesil sülfat: 1-bütanol (1:3, h:h) 

HSME çözücü hacmi: 2 µl 

Mikroekstraksiyon süresi: 35 dak 

NaCl miktarı: 0,07 gram 

Numune miktarı: 360 µl 

4.4.1. ÇeĢitli yağlardaki yağ asitlerinin GC-FID ve HSME-GS-FID ile analizi 

Kekik yağı, zeytin yağı ve balık yağı yağ asidi metil esterlerinin GC-FID ve optimum 

koĢullarda HSME-GS-FID ile alınan kromatogramları sırasıyla ġekil 4.14-16‟da 

verilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.14. Kekik yağı metil esterlerinin a) GC-FID b) HSME-GC ile elde edilen 

kromatogramı 

(a) 

(b) 
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ġekil 4.15. Zeytin yağı metil esterlerinin a) GC-FID ile b) HSME-GC-FID ile elde edilen 

kromatogramı 

 

 

ġekil 4.16. Balık yağı yağ asidi metil esterlerinin a) GC-FID b) HSME-GC-FID 

kromatogramı 

Zeytinyağı, kekik yağı ve balık yağı yağ asiti metil esterlerinin alıkonma zamanları ġekil 

4.3-5‟teki standart linoleik asit metil esteri, linolenik asit metil esteri ve ɣ-linolenik metil 

esteri alıkonma zamanları ile karĢılaĢtırılmıĢ ve yağların içeriğindeki yağ asiti miktarları 

Çizelge 4.4‟te verilmiĢtir. 

(a) 

(b) 

(b) 

(a) 
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Çizelge 4.4. GC-FID (n= 3) ve HS-SDME (n= 3) ile elde edilen FAMEs miktarları, % 

(a/a), 

Numune 

Linoleik asit  

metil ester 

(% ortalama ± ss*) 

ɣ-linolenik   asit   

metil ester 

(% ortalama ± ss*) 

 

Linolenik  asit 

metil ester 

(% ortalama ± ss*) 

Balık yağı 

(HSME-GC-FID)  
1,0 ± 0,2 2,9 ± 0,4 1,2 ± 0,3 

Balık yağı 

(GC-FID) 
1,5 ± 0,1 2,8 ± 0,2 1,0 ± 0,2 

thesap < ttablo 1,78 < 2,78 0,61 < 2,78 1,1 < 2,78 

Reference değer  

(balık yağı)[111]
 
 

 0,5-3,0 0,5-3,0 

*standart sapma 

p= 0.05 
 

Çizelge 4.4. (devam) GC-FID (n= 3) ve HS-SDME (n= 3) ile elde edilen FAMEs 

miktarları, %(a/a),  

Numune 

Linoleik asit  

metil ester 

(% ortalama ± ss*) 

ɣ-linolenik   asit   

metil ester 

(% ortalama ± sd* 

 

Linolenik  asit 

metil ester 

(% ortalama ± ss*) 

Kekik yağı 

(HSME-GC-FID) 
23,7 ± 1,3 1,0 ± 0,3 2,5 ± 0,1 

Kekik yağı 

(GC-FID) 
25,4 ± 1,5 1,4 ± 0,2 2,7 ± 0,2 

tcalculated < ttable 2,55 < 2,78 1,00 < 2,78 2,08 < 2,78 

Referans değer 

(kekik yağı) [112] 
 max 1,2 3,5-20,0 

Zeytin yağı 

(HSME-GC-FID) 
5,2 ± 0,5 1,7 ± 0,2 2,2 ± 0,1 

Zeytin yağı 

(GC-FID) 
5,9 ± 0,2 1,9 ± 0,1 2,1 ± 0,2 

thesap < ttablo 1,21 < 2,78 0,51 < 2,78 0,78 < 2,78 

Referans değer (zeytin 

yağı)[113]  
 max 1,2 3,5-20 

*standart sapma  

p= 0.05 
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Zeytinyağı,  kekik yağı ve balık yağı yağ asidi metil esterlerinin GC-FID ve HSME-GS-

FID analiz sonuçları alan normalizasyon yöntemine göre toplam yağ asidi metil ester 

miktarları üzerinden hesaplanmıĢtır. Sonuçlar referans değerlerle uyumludur. Student t-

testine göre GC-FID ve HSME-GC-FID analiz sonuçları kıyaslandığında fark anlamsız 

bulunmuĢtur. 

4.4.2. HSME–GC-FID Analizine ait kromatografik veriler 

HSME–GC-FID ve GC-FID ile yağ asitlerinin analizinde kolon performans değerleri balık 

yağı kromatogramı üzerinden hesaplanmıĢ ve Çizelge 4.5 ve Çizelge 4.6 da verilmiĢtir. 

Çizelge 4.5. Balık yağı metil esterlerinin HSME–GC-FID analizine ait kromatografik 

veriler 

Yağ asidi             tR, dak             α         Teorik plaka sayısı (N)            Rs 

                                  

Linoleik asit; 18:3   34,91         1,02      7,4×10
5
               8,90 

Linolenik asit; C18:2  35,40       1,02      6,3×10
5
         8,90 

 

 

Çizelge 4.6. Balık yağı metil esterlerinin GC-FID analizine ait kromatografik veriler 

Yağ asidi              tR, dak   α            Teorik plaka sayısı (N)           Rs 

Linoleik asit; C18:3  34,96    1,02  8,4×10
5
                   9.06 

Linolenik asit; C18:2  35,44  1,02   5,9×10
5
     9,06 

  

Bir kolonda, tabaka sayısının artması ve tabaka yüksekliğinin azalmasıyla kolon etkinliği 

artar. Türlerine ve içerdikleri hareketli ve durgun fazların çeĢitliliğine bağlı olarak kolonun 

etkinliği büyük farklılıklar gösterebilir. Tabaka sayısı birkaç yüz ile birkaç bin arasında 

değiĢebilirken tabaka yüksekliği birkaç mm ile bir santimetrenin binde biri hatta daha az 

olabilir [114]. Kolon performans ölçütü olarakta kullanılan N, pikin tutulma süresi tR ve 

pikin zaman biriminden taban geniĢliğine bağlı olararak ölçülür. Kolonun ayırma gücü RS 

değeri, kolonun iki analiti ayırma gücünün kantitatif ölçütüdür. Ayırma güçleri kolondan 
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çıkan iki türün alıkonma zamanları farkının iki ile çarpılması ve piklerin taban geniĢliğinin 

(zaman biriminden)  toplamına bölünmesi ile bulunur. Ġki pik için  RS değeri 1,5 ve üzeri 

olduğunda iki türün ayrılması sağlanırken bu değer daha küçük olduğunda pikler arasında 

ayrılma olmaz. Buna göre teorik plaka sayısı yaklaĢık 10
6 

olup kolon verimi oldukça iyidir. 

Kolon ayırma gücünün 1,5‟in üzerinde olması kolon ayırma gücünün uygun olduğunu 

göstermektedir. 

4.5. Tek Damla Mikroekstraksiyon (SDME) Yönteminin Optimizasyonu 

SDME yönteminde ekstraksiyon çözücüsü olarak hidrofobik ve yoğunluğu sudan farklı 

olan çözücülerden toluen, kloroform, karbon tetraklorür ve diklorometan 

mikroekstraksiyon çözücüsü olarak denendi. Mikroekstraksiyon çözücüsü olarak 

kullanılan bazı organik çözücülere ait fiziksel ve kimyasal özellikler Çizelge 4.7‟de 

verilmiĢtir. 

Çizelge 4.7. Organik çözücülerin fiziksel ve kimyasal özellikleri 

Çözücü Yoğunluk, d (g/ml) Sudaki çözünürlüğü  

Toluen 0,867  0,52 g/l (20 °C‟de) 

Kloroform 1,49 0,809 g/100 ml (20 °C‟de) 

Karbon tetraklorür 1,59  0,081 g/100 ml (25 °C‟de) 

Diklorometan 1,33 13,2 g/l (25 °C‟de) 

ÇalıĢmamızda sulu ortamda faz oluĢturan ve karıĢtırma esnasında dağılmayan karbon 

tetraklorür mikroekstraksiyon çözücüsü olarak seçildi. Ekstraksiyon verimini etkileyen 

karıĢtırma hızı, sıcaklık, tuz etkisi için sodyum klorür deriĢimi, ekstraksiyon süresi ve 

ekstraksiyon çözücü miktarı parametrelerinin pik alanları üzerine etkisi incelerek optimum 

koĢullar belirlendi. Optimizasyon çalıĢmalarında her seferinde bir parametre değiĢtirilerek 

diğerinin sabit tutulduğu ardıĢık optimizasyon yaklaĢımı kullanıldı. Optimizayon 

çalıĢmasında veriler 3 tekrar sonucunda elde edildi. Farklı marka tereyağ, margarin, 

ayçiçeği yağı ve zeytin yağı numunelerinin içeriğindeki FAMEs optimum koĢullarda 

SDME-GC-FID ile analiz edildi. Optimizasyon çalıĢmalarında IUPAC yöntem 2,301‟e 
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göre [9]
 
türevlendirilen pastörize tereyağı yağ asiti metil esterlerinin 500 l‟si ve 20 L 

CCl4 ekstraksiyon çözücüsü olarak kullanıldı. 

SDME yönteminde NaCI deriĢiminin optimizasyonu 

Geleneksel ekstraksiyon yöntemlerde ekstraksiyon etkinliğini artırmak ve organik faz 

içerisindeki polar analitlerin bozunmadan kalmasını sağlamak için sulu örnek çözeltisine 

tuz eklenmesi kabul edilen bir yaklaĢımdır. Sulu ortamda hazırlanmıĢ örneklere elektrolit 

ilavesiyle ortamın iyonik Ģiddeti arttığından polar analitlerin sudaki çözünürlüğü ve 

organik bileĢiklerin sudaki çözünürlüğü azalır. Böylece organik faza geçen analit oranı ve 

buna bağlı olarak yöntemin ekstraksiyon etkinliği artar. Analitlerin sudaki çözünürlüğünün 

azalması, sulu ortamdaki iyonik tuz moleküllerinin (tuz etkisi) hidrasyon tabakasını 

sarmasıyla gerçekleĢir. Ayrıca tuz molekülleri, polar moleküller ile elektrostatik etkileĢime 

girerek analitlerin kütle transferinin azalmasına neden olabilir. Analitlerin çözünürlüğüne 

bağlı olarak, yüksek tuz deriĢimlerinde tuz etkisiyle ekstraksiyonun etkinliği artabilir veya 

çözeltide dağılmıĢ olarak bulunan yüklü tanecikler (elektrolitler ve analitler) arasındaki 

çekim kuvvetleri nedeniyle analitlerin ekstraksiyonu azalabilir. Örnek çözeltisine tuz 

eklenmesi genellikle ekstraksiyon etkinliği arttırır. Ancak yüksek deriĢimlerde tuz varlığı 

ekstraksiyon filminin fiziksel özelliklerini değiĢtirebileceğinden organik faz içine analitin 

difüzlenme oranının azalmasına da neden olabilir. Bu nedenle SDME verimine tuz (NaCl) 

deriĢiminin etkisi, 500 l tereyağı metil esterlerinin 50 l CCI4 ile 20 dak 

mikroekstraksiyon süresinde, 25 °C‟de, 500 rpm karıĢtırma hızında incelenmiĢtir. Pik 

alanına tuz etkisi %0, %5, %10, %20 ve %25 (a/h) sodyum klorür çözeltileri ile 

denenmiĢtir. Mikroekstraksiyon iĢleminde ortama NaCl eklenmediğinde alt faz bulanık 

olup damla görülemediğinden analiz gerçekleĢtirilememiĢtir. %0-25 (a/h) NaCl 

deriĢimlerinde elde edilen kromatogramlar ġekil 4.18‟de, NaCl deriĢiminin pik alanına 

etkisi ise ġekil 4.19‟da verilmiĢtir.  
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ġekil 4.17. Farklı NaCl deriĢimlerinde (a/h) tereyağı metil esterlerinin SDME-GC-FID 

kromatogramları (500 l tereyağı metil esterleri, 50 l CCI4, 20 dak, 25 °C ve 

500 rpm karıĢtırma hızı)  a) %5 (a/h) NaCl  b) %10 (a/h) NaCl c) %20 (a/h)  

NaCl  d) %25 (a/h) NaCl 

 

ġekil 4.18. Tereyağı metil esterlerinin SDME-GC-FID ile analizinde NaCl deriĢiminin pik 

alanlarına etkisi   

En yüksek pik alanının elde edildiği %10 NaCI (a/h) deriĢimi optimum NaCl deriĢimi 

olarak seçilmiĢtir. 

SDME yönteminde karıĢtırma hızının optimizasyonu 

Sıvı faz mikroekstraksiyon tekniklerinde karıĢtırma, sulu faz ile ekstraksiyon çözücüsü 

arasındaki transferi arttırmada etkili bir yoldur. Örneği karıĢtırma, analitin organik faza 

olan dağılımını arttırarak örnek çözeltisi ile damla arasındaki denge için gerekli zamanın 

azalmasını sağlar. Diğer yandan çok yüksek karıĢtırma hızı organik damlanın dağılmasına 

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 
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ve bozulmasına sebep olacağı için ekstraksiyon veriminde azalmaya neden olabilir. Bu 

amaçla uygun bir karıĢtırma hızı seçimi önemlidir. KarıĢtırma hızının optimizasyonunda  

%10 (a/h) NaCl, 500 l tereyağı metil esterleri, 50 l CCI4, 25 °C ve 20 dak 

mikroektraksiyon ortamında 0, 250, 500, 750, 1000 ve 1250 rpm karıĢtırma hızları 

denenmiĢ ve karıĢtırma hızının pik alanına etkisi incelenmiĢtir. Farklı karıĢtırma hızlarında 

elde edilen kromatogramlar ġekil 4.20‟de ve karıĢtırma hızının pik alanına etkisi ġekil 

4.21‟de verilmiĢtir.  

 

ġekil 4.19. Farklı karıĢtırma hızlarında tereyağı metil esterlerinin SDME-GC-FID 

kromatogramları  (%10 NaCl (a/h), 500 l tereyağı metil esterleri, 50 l CCI4, 

25 °C ve 20 dak mikroektraksiyon ortamı) a) 0 rpm b) 250 rpm c) 500 rpm  d) 

750 rpm   e) 1000 rpm   f) 1250 rpm 

 

ġekil 4.20. Tereyağı metil esterlerinin SDME-GC-FID ile analizinde karıĢtırma hızının 

pik alanlarına etkisi (%10 NaCl (a/h), 500 l tereyağı metil esterleri, 50 l 

CCI4, 25 °C ve 20 dak mikroektraksiyon ortamı) 

(a) 

(b

(c) 

(e) 

(d) 
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Optimum karıĢtırma hızı olarak en yüksek pik alanlarının elde edildiği 1000 rpm 

karıĢtırma hızı olarak belirlenmiĢtir. 1250 rpm karıĢtırma hızında damlacık kararlılığı 

bozulduğundan daha yüksek hızlarda karıĢtırma hızı denenmemiĢtir.  

SDME yönteminde sıcaklık optimizasyonu 

Mikrokstraksiyonun yapıldığı sıcaklık ekstraksiyon verimini etkileyen önemli 

parametrelerden biridir. Pik alanlarının sıcaklık ile değiĢimini gözlemlemek için 25 °C, 30 

°C, 40 °C ve 50 °C sıcaklıklarda ekstraksiyon yapılarak elde edilen kromatogramlar ġekil 

4.22‟te, sıcaklığın pik alanına etkisi ise ġekil 4.23‟te verilmiĢtir.  

 

ġekil 4.21. Tereyağı metil esterlerinin farklı mikroekstraksiyon sıcaklıklarında SDME-

GC-FID kromatogramları (%10 (a/h) NaCl, 500 l tereyağı metil esterleri, 50 

l CCI4, 20 dak ve 1000 rpm mikroektraksiyon ortamı)   a) 25 °C b) 30 °C     

c) 40 °C   d) 50 °C 

 

ġekil 4.22. Tereyağı metil esterlerinin SDME-GC-FID ile analizinde mikroekstraksiyon 

sıcaklığının pik alanlarına etkisi  (%10 (a/h) NaCl, 500 l tereyağı metil 

esterleri, 50 l CCI4, 20 dak, 1000 rpm mikroektraksiyon ortamı) 

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 
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En yüksek pik alanın elde edildiği 25 °C optimum koĢul olarak belirlenmiĢtir. 

SDME yönteminde mikroekstraksiyon süresinin optimizasyonu 

Mikrokstraksiyon süresinin pik alanlarına etkisi 10, 20, 30 ve 40 dak ekstraksiyon 

sürelerinde yapılmıĢ ve SDME-GC-FID ile analizinde elde edilen kromatogramlar ġekil 

4.24‟te ekstraksiyon sürelerin pik alanına etkisi ise ġekil 4.25‟te gösterilmiĢtir. 

 

ġekil 4.23. Tereyağı metil esterlerinin farklı mikroekstraksiyon sürelerinde SDME-GC-

FID kromatogramları (%10 NaCl (a/h), 500 l tereyağı metil esterleri, 50 l 

CCI4, 25 °C, 1000 rpm mikroektraksiyon ortamı)  a) 10 dak b) 20 dak c) 30 

dak  d) 40 dak  

 

ġekil 4.24. Tereyağı metil esterlerinin SDME-GC-FID ile analizinde mikroekstraksiyon 

karıĢtırma süresinin optimizasyonu (%10 NaCl, 500 l tereyağı metil esterleri, 

50 l CCI4, 25 °C, 1000 rpm mikroektraksiyon ortamı) 

Pik alanının en yüksek olduğu 20 dak CCl4 optimum ekstraksiyon süresi olarak 

belirlenmiĢtir. 

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 
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SDME yönteminde çözücü miktarının optimizasyonu 

Ekstraksiyon çözücüsü olarak kullanılan karbon tetraklorür (CCl4)‟ün hacmi ekstraksiyon 

verimini etkileyen diğer bir parametredir. Ekstraksiyon çözücü hacminin pik alanlarına 

etkisi 10, 20, 30, 40 ve 50  μl CCl4 kullanılarak denenmiĢ ve SDME-GC-FID ile 

analizinden elde edilen kromatogramlar ġekil 4.26‟da ekstraksiyon çözücü hacminin pik 

alanına etkisi ise ġekil 4.27‟de gösterilmiĢtir. 

 

ġekil 4.25. Tereyağı metil esterlerinin farklı CCl4 miktarlarında SDME-GC-FID 

kromatogramları (%10 NaCl (a/h), 500 L tereyağı metil esterleri,  25 °C, 20 

dak ve 1000 rpm mikroektraksiyon ortamı)  a) 10 μl b) 20 μl c) 30 μl  d) 40 μl    

 

 

ġekil 4.26. Tereyağı metil esterlerinin SDME-GC-FID ile analizinde mikroekstraksiyon 

çözücü (CCl4) hacminin pik alanlarına etkisi (%10 NaCl, 500 l tereyağı metil 

esterleri,  25 °C, 20 dak ve 1000 rpm mikroektraksiyon ortamı) 

Pik alanının en yüksek olduğu 20 μL CCl4 optimum ekstraksiyon hacmi olarak 

belirlenmiĢtir. 
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4.5.1. Optimum KoĢullarda Tek Damla Mikroekstraksiyon (SDME) Yönteminin yağ 

numunelerinde uygulanması 

Tek Damla Mikroekstraksiyon (SDME) Yönteminin optimum koĢulları Çizelge 4.8‟de 

verilmiĢtir. 

Çizelge 4.8. SDME yönteminde optimum koĢullar 

SDME çözücüsü CCl4 

SDME çözücü hacmi 20 l 

KarıĢtırma hızı 1000 rpm 

KarıĢtırma süresi 20 dak 

NaCl miktarı %10 (a/h) 

Numune miktarı 500 µl 

SDME sıcaklığı 25 °C 

Tereyağı, margarin, ayçiçek yağı ve zeytin yağı türevlendirildikten sonra optimum 

koĢullarda (Çizelge 4.8) önzenginleĢtirilerek GC-FID ile analiz edilmiĢtir. Elde edilen 

kromatogramlardaki alıkonma zamanları, Supelco 37 comp. FAME mix, FAME 37, C4-24 

standartlarının alıkonma zamanları ile karĢılaĢtırılarak yağlarda bulunan yağ asitleri tayin 

edilmiĢtir. TürevlendirilmiĢ tereyağ numunesi üzerine miristik asit metil ester standartı 

ilavesinden sonra aynı Ģartlarda yapılan analiz sonucu alıkonma zamanları ve pik alanları 

karĢılaĢtırılmıĢ ve miristik asit metil esterine ait 34.78 dak‟daki pik alanındaki artıĢa göre 

geri kazanım %95-105 olarak hesaplanmıĢtır (ġekil 4.28). 

 

 

ġekil 4.27. Tereyağı metil esterlerinin a) SDME-GC-FID b) Miristik asit ilavesinden 

sonra SDME-GC-FID kromatogramları 

(a) 

(b) 
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EsterleĢtirilmiĢ margarin numunesinin optimum Ģartlarda SDME-GC-FID ve GC-FID ile 

analizinden elde edilen kromatogramlar ġekil 4.29‟da görülmektedir. Kromatogramlarda 

yağ asitleri pik alanları karĢılaĢtırıldığında SDME yöntemi sonrası GC-FID ile elde edilen 

kromatogramda pik alanlarındaki artıĢ önzenginleĢtirmenin baĢarıyla yapıldığını 

göstermektedir. EsterleĢtirilmiĢ margarin numunesi üzerine 10 µl tridekanoik asit metil 

ester standartı eklenip SDME-GC-FID ile analiz edilmiĢ ve 32,40 dak alıkonma zamanında 

tridekanoik asit metil ester piki gözlenmiĢtir (ġekil 4.29).  

 

 

ġekil 4.28. Margarin yağ asiti metil esterlerinin a) SDME-GC-FID b) GC-FID                  

c) Tridekanoik asit metil ester standartının eklenmesinden sonra SDME-GC-

FID  kromatogramları 

EsterleĢtirilen yağ asitleri metil esterlerinin en fazla kaç saat kullanılacağını belirlemek için 

0. saat, 12 saat -20 °C ve 24. saat -20 °C‟de bekletildikten sonra SDME-GC-FID 

kromatogramları alınmıĢtır [9]. EsterleĢtirilen tereyağ numunesinin analizlerden elde 

edilen kromatogramlar ġekil 4.30‟da,  % (a/a) yağ asiti miktarları ise Çizelge 4.8‟de 

verilmiĢtir. 

(a) 

(b) (c) 
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ġekil 4.29. Tereyağı yağ asitleri metil esterlerinin SDME-GC-FID ile a) 0. Saat b) 12 saat 

-20 °C‟de c) 24 saat-20 °C‟de bekletilmesinden sonraki kromatogramları 

Çizelge 4.9. Gün içi kararlılık  

Yağ asiti 0. Saat 12 saat (-20 
0
C) 24 saat (-20 

0
C) %RSD 

C4:0 % 3,1 % 3,4 % 2,4 18,3 

C6:0 % 2,5 % 2,9 % 2,3 11,5 

C10:0 % 2,7 % 2,8 % 2,8 2,1 

C12:0 % 3,0 % 2,8 % 3,1 4,5 

C14:0 % 9,9 % 9,5 % 10,3 3,9 

C16:0 % 24,6 % 25,5 % 25,4 2,1 

Çizelge 4.9‟a göre metil esterlerin gün içi kararlılığı kısa zincirli yağ asitleri için %RSD 

11,5–18,3 arasında iken uzun zincirli yağ asitleri için %RSD 2,1-4,5 arasında 

değiĢmektedir. Farmakopede belirtilen yağ asitleri aralıklarına bakıldığında kesinlik kabul 

edilebilir değerler arasında olmakla birlikte çalıĢmalarımızın devamında hazırlanan yağ 

asiti metil esterleri -20 °C‟de en fazla 12 saat boyunca kullanılmıĢtır.  

a 

b 

c 
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4.5.2. SDME-GC-FID Yöntemi için Kromatografik Veriler 

Çizelge 4.10‟da SDME-GC-FID ile Rt-2560 kolon kullanılarak alınan kromatogramlara ait 

ard arda gelen piklerden hesaplanan veriler yer almaktadır. Buna göre teorik plaka sayısı 

yaklaĢık 10
6 

olup kolon verimi oldukça iyidir. Kolon ayırma gücünün (Rs) 1,5‟in üzerinde 

olması kolon ayırma gücünün uygun olduğunu göstermektedir. 

Çizelge 4.10. SDME-GC-FID ile tereyağı yağ asiti metil esterleri için kromatoğrafik 

veriler 

Yağ asidi  tR,dak              α       Teorik plaka  sayısı (N)  Rs 

               

C4:0  13,01  1,17     5,5×10
5
    27,6 

C6:0  15,22   1,56   4,5×10
5
    27,6 

C10:0  23,84  1,22    9,0×10
5
    24,3 

C12:0  29,16  1,08  1,3×10
6
    12,1 

C14:0  31,55  1,43      2,4×10
6
     13,0 

C18:1  45,30    1,02      4,0×10
6
   3,72 

C18:2  46,27   1,02    3,4×10
6
    1,60 

  

 

Çizelge 4.11. Tereyağı yağ asiti metil esterlerinin GC-FID analizinde kromatografik 

veriler. 

Yağ asidi    tR,dak              α      Teorik plaka sayısı ( N)         Rs 

                     

C4:0  12,97  1,17     5,4×10
5
   13,87 

C6:0  15,20  1,57     4,5×10
5
    13,87 

C10:0  23,81  1,22     9,0×10
5
    26,40 

C12:0  29,09  1,09      1,3×10
6
    27,05 

C14:0  31,66  1,43      1,9×10
6
    27,05 

C18:1  45,43    1,02      4,0×10
6
    10,59 

C18:2  46,33   1,02     5,3×10
6
    10,59 
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4.6. SDME-GC-FID Yöntemi ile Yağ Asitlerinin Miktar Tayini 

Tereyağının içeriğindeki yağ asitlerinin GC-FID ve SDME-GC-FID ile kantitatif 

analizinde FAME37 standart yağ asitlerinin alıkonma zamanlarına göre yağ asitleri 

belirlenmiĢ ve pik alanlarından alan normalizasyon yöntemi kullanılarak miktar tayinleri 

yapılmıĢtır. GC-FID ve SDME-GC-FID kromatogramları ġekil 4.31‟de verilmiĢtir. 

Tereyağ, margarin, ayçiçek yağı ve zeytinyağı yağ asiti içerikleri sırasıyla Çizelge 4.12-

16‟de verilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.30. Tereyağı yağ asiti metil esterlerinin a) GC-FID b) SDME- GC-FID 

kromatogramları 

 

 

 

(a) 

(b) 
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ġekil 4.31. Margarin yağ asiti metil esterlerinin a) GC-FID b) SDME- GC-FID 

kromatogramları 

 

 

ġekil 4.32. Ayçiçek yağ asiti metil esterlerinin a) GC-FID b) SDME- GC-FID 

kromatogramları 

 

(a) 

(b) 

(a) 

(b) 
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ġekil 4.33. Zeytin yağ asiti metil esterlerinin a) GC-FID b) SDME- GC-FID 

kromatogramları 

Çizelge 4.12. Tereyağı yağ asit miktarları 

    Yağ asitler                    
(%, a/a) 

Numune 

C4:0 C6:0 C10:0 C12:0 C14:0 C16:0 C18:1  C18:2 

Tereyağ1   

SDME-GC-FID 
2,75 2,50 1,41 3,01 10,26 25,03 11,93 1,81 

Tereyağ2   

SDME-GC-FID 
3,92 3,30 1,73 2,75 8,80 23,76 10,57 0,46 

Tereyağ3    

SDME  
2,28 2,22 1,28 2,55 9,12 27,34 16,49 7,00 

Tereyağ4   

SDME-GC-FID 
3,19 2,55 1,35 2,75 9,70 26,92  6,70 

Referans
a
 ~1,84 ~1,32 ~ 0,86 ~2,67 ~8,87 ~25,35 ~18,17 ~1,87 

a
 Tarım ve Orman Bakanlığı Gıda Kompozisyonu [115] 

 

 

(a) 

(b) 
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Çizelge 4.13. Margarin yağ asit miktarları 

       Yağ asitleri 

          (%, a/a) 

Numune 

C12:0 C14:0 C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C22:0 

Margarin                   

SDME-GC-FID 

 

Referans
b
 

 

5,5 

 

0,9-15,7 

 

2,5 

 

0,3-5,5 

 

28,9 

 

14,2-38,0 

 

9,5 

 

4,0-12,8 

 

30,4 

 

15,0-49,8 

 

10,9 

 

14,0-44,9 

 

0,5 

 

0,2-3,6 

 

1,0 

 

0,1-1,2 

b
International Journal of Food Sciences and Nutrition[116] 

Çizelge 4.14. Ayçiçek yağı yağ asit miktarları 

       Yağ asitleri 

             (%, a/a) 

Numune 

C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 

Ayçiçek yağı1   

SDME-GC-FID 

 

6,0 

 

4,0 

 

36,0 

 

49,0 

Ayçiçek yağı2   

SDME-GC-FID 

 

1,0 

 

- 

 

16,0 

 

19,0 

Ayçiçek yağı3    

SDME-GC-FID 

 

6,0 

 

- 

 

11,0 

 

21,0 

Referans
c
 4,0-9,0 1,0-7,0 14,0-40,0 48,0-74,0 

c
 Sunflower oil, refined European Pharmacopoeia 7.0[117] 
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Çizelge 4.15. Zeytinyağı yağ asit miktarları 

         Yağ asitleri 

          (%, a/a) 

Numune 

C18:1 C18:2 C16:0 C18:3 C16:1 C18:0 

Zeytin yağı1   

SDME-GC-FID 

 

 

13,0 

 

1,0 

 

2,0 

 

69,0 

 

12,0 

 

 

1,0 

 

Zeytin yağı2   

SDME-GC-FID 

 

 

12,0 

 

 

1,0 

 

 

2,0 

 

 

69,0 

 

 

12,0 

 

 

1,0 

 

Referans
d
 7,5-20,0 3,5 0,5-5,0 56,0-85,0 3,5-20,0 1,2 

d
 Olive oil, refined European Pharmacopoeia 7.0 [113] 

SDME-GC-FID yönteminin tekrarlanabilirlik çalıĢmasında tereyağ numunesi 

kullanılmıĢtır. Tereyağ içeriğindeki yağ asitleri metil esterlerine dönüĢtürüldükten sonra, 

esterleĢtirilmiĢ bu numuneden dört farklı tek damla mikro ektraksiyon yapılarak GC-FID 

ile yağ asitleri analiz edilmiĢtir. Analiz sonuçları Çizelge 4.16‟da verilmiĢtir.  SDME-GC-

FID yöntemi ile tereyağ numunesinde yapılan analizlerde (n= 4) tekrarlanabilirliğin 

%32,1- 2,1 arasında değiĢtiği görülmüĢtür. Tekrarlanabilirliğin (%BSS) kısa zincirli yağ 

asitlerinde daha yüksek olması, kısa zincirli yağ asitlerinin uçuculuklarının uzun zincirli 

yağ asitlerine göre daha yüksek olması nedeniyle numune hazırlama aĢamasında rastgele 

hataların daha fazla olduğu tahmin edilmektedir.  

Çizelge 4.16. SDME-GC-FID yönteminin tekrarlanabilirlik çalıĢmaları 

Yağ 

asitleri 

% (a/a) 

 

% (a/a) 

 

% (a/a) 

 

% (a/a) 

 

%RSD 

C4:0 2,7 3,3 3,9 3,6 15,2 

C6:0 2,5 2,9 3,3 3,5 14,5 

C10:0 2,7 3,0 3,0 3,6 12,3 

C12:0 3,0 3,1 2,7 3,4 9,5 

C14:0 10,3 10,0 9,0 10,0 5,8 

C16:0 25,0 24,0 24,0 24,0 2,1 

C18:1 12,0 15,0 11,0 11,0 15,4 

C18:2 1,8 1,2 2,7 2,0 32.1 
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Yöntemin doğruluğu için standart GC-FID analiz sonuçları ile SDME-GC-FID sonuçları 

student-t testine göre karĢılaĢtırılmıĢ ve %95 güven aralığında (p= 0,05) fark anlamsız 

bulunmuĢtur (Çizelge 4.17). 

Çizelge 4.17. SDME-GC-FID yönteminin doğruluk çalıĢması 

Yağ asitleri 
GC-FID 

% (a/a) ± ss* (n=3) 

SDME-GC-FID 

% (a/a) ± ss* (n=3) 
thesap < ttablo 

C4:0 1,65 ± 0,07 2,58 ± 0,60 2,30 <2,78 

C6:0 1,95 ± 0.21 2,24 ± 0,34 1,62 <2,78 

C10:0 1,45 ± 0,07 1,78 ± 0,28 1,57 <2,78 

C12:0 2,95 ± 0,21 2,99 ± 0,07 0,46 <2,78 

C14:0 10,20 ± 0,28 9,87 ± 0,45 0,11 <2,78 

C16:0 25,90 ± 0,14 24,23 ± 1,38 1,61 <2,78 

C18:1 12,05 ± 0,07 12,0 2± 0,04 0,70 <2,78 

C18:2 2,15 ± 0,35 1,80± 0.10 2,24 <2,78 

*ss: standart sapma 
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5. TARTIġMA VE SONUÇ 

Besinlerde özellikle hayvansal yağlardaki doymuĢ yağ asitleri kandaki kolesterol miktarını 

artırıp kalp hastalıklarının oluĢmasında etkiliyken zeytinyağı gibi bazı bitkisel yağların 

içeriklerindeki yağ asitlerinin türünün ve oranının kolesterolü düzenleyici yönde olumlu 

etkileri vardır.  

DoymamıĢ yağ asitleri, özellikle de C18:2, C18:3 ve türevleri esansiyel yağ asitleri olup 

vücut tarafından sentezlenemediği için dıĢardan ek besinlerle alınmaları ve kalp damar 

sağlığı açısından tüketilmesi gereken, çocuklarda zeka ve bedensel geliĢimde oldukça etkili 

olan yağ asitleridir. Yüksek linoleik asit içeriğine sahip gıdalar kistik fibroz, diyabet ve 

dermatit gibi bazı hastalıklarda profilaktik ve tedavi edici etkiye sahip olup doğru miktarda 

ve doğru yağ tüketilmesi beslenme ve sağlık açısından önemlidir.   

Bütirik asit gibi kısa zincirli yağ asitleri bağırsakta bakteriyel fermantasyonla üretilen 

organik asitlerdir. Bütirik asit sütte doğal olarak bulunurken, gıda maddeleri ve içecek 

endüstrisinde bütirik asitin birçok kullanım alanı bulunmaktadır. Bütirik asit, kolonik 

savunma bariyerinin çeĢitli bileĢenlerini takviye ederek ve oksidatif stresi azaltarak 

inflamasyon ve karsinogenez inhibisyonu gibi çeĢitli kolonik mukozal fonksiyonlar 

üzerinde güçlü etki gösterir. Ayrıca ülseratif kolitin ve sindirim sisteminde görülen Crohn 

hastalığının tedavisinde de etkilidir.  

Yağların yüksek sıcaklıklara maruz bırakılmaları trans yağ asidi oluĢma olasılığını arttırır.  

Yüksek sıcaklık, nem ve bakteriyel kontaminasyon sonucu yağlar lipaz enzimiyle kısmen 

hidroliz olurlar. Ayrıca bazı mantarlar varlığında da yağda bozulma gerçekleĢip ketonlar, 

aldehitler, kısa zincirli yağ asitleri ile yağ alkolleri oluĢur. IĢık, sıcaklık, oksijen, nem ve 

bazı katalitik maddelerle doymamıĢ yağ asitlerini içeren yağlar otooksidasyona uğrayıp 

içeriklerindeki yağ asitleri parçalanarak serbest radikaller oluĢabilir. Yağın oksijenle temas 

ettiği yüzeyin geniĢliği ve metaller (Cu ve Fe) oksidasyon hızını artırırır. Lipitlerin 

peroksidasyonu yani otooksidasyonu sırasında oluĢan serbest radikaller sadece gıdaların 

bozunmasına yol açmaz aynı zamanda lezzet kalitesinde de kayıplara ve dokulara zarar 

vererek kanser, ateroskleroz, enflamatuar olaylar ve yaĢlılığa neden olur. Bu bakımdan 

yağların oksidasyona uğrayıp uğramadığının belirlenmesi için içerdikleri yağ asitlerinin 

miktarının ve türünün gerek üretim aĢamasındaki iĢlemler sonrasında gerekse depolama 
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koĢullarında rutin olarak kontrol edilmesi önemlidir. Bu amaçla kullanılan analiz 

yöntemlerinin kolay, güvenilir ve duyarlı olması gerekir.  Analiz sonuçlarına göre 

oksidasyona neden olan etmenlerin ortamdan uzaklaĢtırılması, iĢleme ve saklama 

sürecinde olabildiğince oksijen ile temasın kesilmesi, yağların depolama koĢullarının 

iyileĢtirilmesi ve antioksidan madde kullanılması gibi basit önlemlerle lipit oksidasyonu 

önlenebilir.  

Yağ asitlerinin yapılarının kalitatif ve kantitatif olarak aydınlatılması, yağların özellikleri 

hakkında bilgi edinmemize de yardımcı olur. Bitkisel yağların yağ asidi alkil esterlerinin 

içeriği, bitki tohumunun durumuyla bağlantılıdır. Fermente edilmiĢ meyvelerden çıkarılan 

yağlar düĢük kaliteli yağlardır. Bu yağların hoĢ olmayan kokuları nedeniyle ticari değeri 

düĢüktür ve 100 °C‟nin altındaki sıcaklıklarda kokudan arındırma sürecinden geçmeden 

tüketilmezler. Bu tür yağlar karıĢtırılarak piyasada satıĢa sunulabilmektedir. Yağların 

rafinerizasyonu sırasında özellikle de deodorizasyon, buhar distilasyonu aĢaması 

sonrasında trans yağ asiti miktarlarında artıĢ olup olmadığının belirlenmesi,  kokudan 

arındırılmıĢ yağ karıĢımı olarak markette bulundurulmalarının artıĢının engellenmesi için 

güvenilir analitik yöntemlerin geliĢtirilmesi önemlidir.  

Tez çalıĢmamızda farklı bitkisel yağlar (zeytinyağı, ayçiçek yağı ve kekik yağı), tereyağ ve 

margarin yağ asitleri analiz edildi. Gaz kromatografi yağ asitlerinin belirlenmesinde çok 

yaygın kullanılan bir yöntem olup katı ve sıvı yağlarda polar yapıdaki yağ asitlerinin gaz 

kromatografi ile analizinde ilk olarak yağ asitleri uygun alkol ve katalizör varlığında uçucu 

yağ asiti esterlerine dönüĢtürüldü. Yağ asitlerinin metil esterlerini oluĢturmak için birçok 

esteleĢtirme iĢleminin basitliği, uygulanabilirliği, esterleĢtirme etkinliğinin iyi olması ve 

kullanılan kimyasalların ulaĢılabilir olmasından dolayı IUPAC yöntem 2,301‟e göre KOH 

katalizörü ortamında metanolün kullanıldığı türevlendirilme yöntemi tercih edildi. 

EsterleĢtirilerek uçucu hale getirilen yağ asitlerinin saklama koĢullarının ve süresinin 

belirlenmesi için esterleĢtirme sonrası,  -20 C‟de 12 saat ve  -20 C‟de 24 saat sonra GC-

FID ile yapılan analiz sonuçları %BSS açısından karĢılaĢtırıldı. Yağ asitleri metil esterlerin 

gün içi kararlılığı kısa zincirli yağ asitleri için %BSS 11,5–18,3 arasında iken uzun zincirli 

yağ asitleri için %RSD 2,1-4,5 arasında değiĢmektedir. Ulusal Gıda Kompozisyonu Veri 

Tabanına göre butirik asit ~1,84 kaproik asit ~1,32 dekanoik asit ~ 0,86 laurik asit ~2,67 

miristik asit ~8,87 palmitik asit ~25,35 oleik asit ~18,17 linoleik asit ~1,87 belirtilen yağ 

asitleri aralıklarına bakıldığında gün içi kararlılık kabul edilebilir değerler arasında 
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olmakla birlikte çalıĢmalarıızın devamında hazırlanan yağ asiti metil esterleri -20 °C‟de en 

fazla 12 saat boyunca kullanıldı.  

Matriks ortamında yapılan analizlerde genellikle analitleri alma, zenginleĢtirme gibi ön 

iĢlem uygulanması gerekmektedir. Zaman alıcı, karmaĢık ekstraksiyon adımları içeren, 

fazla miktarda örnek ve çözücü kullanımını gerektiren klasik ekstraksiyon yöntemlerin 

yerini organik çözücü tüketimini en aza indiren (µl), çevre dostu, otomasyona imkân 

sağlayan, ekstraksiyon basamaklarını basitleĢtiren ve daha iyi zenginleĢtirme sağlayan 

mikroekstraksiyon yöntemleri almıĢtır.  

Tez çalıĢmamızda bitkisel ve hayvansal yağlardaki yağ asitleri esterleĢtirildikten sonra sıvı 

faz mikroekstraksiyon tekniklerinden üst katman mikroekstraksiyon (HSME) ve tek damla 

mikroekstraksiyon (SDME) yöntemi ile önzenginleĢtirildi. Küçük örnek hacminin gaz 

kromatografi analizlerine uygun olması ve uzun karbon zircirli yağ asitlerinin alev 

iyonlaĢma dedektörü ile yüksek hassasiyetle tayin edilmesi mikroekstraksiyon yöntemi 

sonrası yağ asitlerinin analizinde avantaj sağlamaktadır. Yağ asidi metil ester 

standartlarının yüksek maliyetli olması, toplam yağ asidi miktarı üzerinden tayin yapma 

zorunluluğu doğurmaktadır. Kromatogramdaki tüm piklerin alanları hesaplanıp, analit 

yüzdesi analit pikine ait alanın toplam pik alanlarına bölünmesiyle hesaplandığından 

numunedeki tüm analitlere ait piklerin tespit edilmesi gerekir. HSME ve SDME yöntemleri 

ile yapılan önzenginleĢtirme yöntemi düĢük deriĢimdeki yağ asitlerinin tayinine imkân 

verdiğinden toplam yağ asit miktarlarının duyarlı, güvenilir ve kolay uygulanabilir bir 

yöntem olarak belirlenmesinde doğrudan GC-FID analizine göre avantaj sağlamaktadır. 

HSME-GC-FID yönteminde, gaz veya sıvı örnek içerisinde karıĢmayan ekstraksiyon 

çözücü damlası (1–10 µl) enjektör ucunda asılı durur. Bu yöntemde organik çözücü, mikro 

enjektörün ucunda örnek çözeltisinden bağımsız tepe boĢluğuna yerleĢtirilir. Örnek 

ısıtılarak analiz edilecek maddelerin buharlaĢıp damlaya geçmesi sağlanır. Belirli bir 

zaman yapılan ekstraksiyon iĢlemi sonrasında maddeler sulu örnekten pasif difüzyon ile 

asılı damla içersine alınır ve analiz edilir. Bu yöntemle yağ asiti tayininde pik alanlarını 

etkileyen organik çözücü seçimi, sıcaklık, ekstraksiyon süresi, tuz etkisi etkisi gibi 

parameteler çalıĢılarak en uygun mikroekstraksiyon Ģartları belirlendi. Ekstraksiyon 

çözücüsü olarak sodyum dodesil sülfat: 1-bütanol (1:3, h/h), çözücü hacmi 2 µl, 
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mikroekstraksiyon süresi 35 dak, NaCl miktarı 0,07 gram, numune miktarı 360 µl olarak 

belirlendi.  

HSME-GC-FID yöntemi ile zeytinyağ numunesinde yapılan analizlerde linoleik asit 

miktarı üzerinden hesaplanan tekrarlanabililik (n=3)  %BSS olarak 12,1 bulunmuĢtur.   

HSME-GC-FID ile zeytinyağında yapılan yağ asiti analizleri sonuçları referans değerlerle 

karĢılaĢtırıldığında yağ asiti miktarlarının refarans değerler aralığında olduğu görülmüĢtür. 

HP-5 Agilent Technologies (30 m x 0,25 µm ID x 0,20 µm) kolon kullanılarak hesaplanan 

kromatografik verilere göre ardarda iki pik için RS değeri 1,5 ve üzeri olduğunda iki türün 

ayrılması sağlanırken bu değer daha küçük olduğunda pikler birbirinden ayrılmaz. Kolon 

ayırma gücünün 1,5‟in üzerinde olması kolon ayırma gücünün uygun olduğunu 

göstermektedir. Ayrıca teorik plaka sayısı yaklaĢık 10
6 

olup kolon verimi oldukça iyidir 

ÇalıĢmamızda katı ve sıvı üzere iki farklı yapıdaki yağlarda SDME-GC-FID yöntemi ile de 

yağ asitleri miktar tayini yapılmıĢtır. Optimizasyon çalıĢmalarında IUPAC yöntem 2,301‟e 

göre [9]
 
türevlendirilen pastörize tereyağı yağ asiti metil esterleri kullanıldı ve optimum 

koĢullarda SDME-GC-FID ile analiz edilmiĢtir. 

SDME yönteminde ilk olarak uygun ektraksiyon çözücüsü seçildi. Ektraksiyon çözücüsü 

olarak yağ asiti metil esterlerinin bulunduğu heptan ortamında faz oluĢturan ve su ile 

karıĢmayan çözücüler (CCl4, kloroform ve diklorometan) denenerek CCl4 en uygun tek 

damla mikroektraksiyon çözücüsü olarak seçildi. Ekstraksiyon etkinliğini etkileyen 

karıĢtırma hızı, sıcaklık, tuz etkisi için sodyum klorür deriĢimi, ekstraksiyon süresi ve 

ekstraksiyon çözücü miktarı parametrelerinin pik alanları üzerine etkisi incelenerek 

optimum koĢullar belirlendi. Optimizasyon çalıĢmalarında her seferinde bir parametre 

değiĢtirilerek diğerinin sabit tutulduğu ardıĢık optimizasyon yaklaĢımı kullanıldı. Kısa 

zincirliği yağ asitlerinin uzun zincirli yağ asitlerine göre daha uçucu olması numune 

hazırlama aĢamasında kayıpların olabileceği ve yağ asitlerinin % (a/a) deriĢimini 

etkileyeceği düĢünülerek numune hazırlama iĢlemleri ağzı kapalı 10 ml‟lik vial içerisinde 

yapıldı. 
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Geleneksel ekstraksiyon metodlarında ekstraksiyon verimini artırmak ve organik faz 

içerisindeki polar analitlerin bozunmadan kalmasını sağlamak için sulu örnek çözeltisine 

tuz eklenmesi kabul edilen bir yaklaĢımdır. Sulu ortamda hazırlanmıĢ örneklere elektrolit 

ilavesiyle ortamın iyonik Ģiddeti arttığından polar analitlerin sudaki çözünürlüğü ve 

organik bileĢiklerin sudaki çözünürlüğü azalır. Böylece organik faza geçen analit oranı ve 

buna bağlı olarak yöntemin ekstraksiyon verimliliği artar. Analitlerin sudaki 

çözünürlüğünün azalması, sulu ortamdaki iyonik tuz moleküllerinin tuz etkisi hidrasyon 

tabakasını sarmasıyla gerçekleĢir. Ayrıca tuz molekülleri, polar moleküller ile elektrostatik 

etkileĢime girerek analitlerin kütle transferinin azalmasına neden olabilir. Analitlerin 

çözünürlüğüne bağlı olarak, yüksek tuz deriĢimlerinde tuz etkisi etkisiyle ekstraksiyonun 

miktarı artabilir veya çözeltide dağılmıĢ olarak bulunan yüklü tanecikler (elektrolitler ve 

analitler) arasındaki çekim kuvvetleri nedeniyle analitlerin ekstraksiyonu azalabilir. Örnek 

çözeltisine tuz eklenmesi genellikle ekstraksiyon verimliliğini arttırır. Ancak yüksek 

deriĢimlerde tuz varlığı ekstraksiyon filminin fiziksel özelliklerini değiĢtirebileceğinden 

organik faz içine analitin difüzlenme oranının azalmasına da neden olabilir. Bu nedenle 

SDME verimine tuz (NaCl) deriĢiminin etkisi %0-25 (a/h) aralığında sodyum klorür 

çözeltileri ile denenmiĢtir. Mikroekstraksiyon iĢleminde ortama NaCl eklenmediğinde alt 

faz bulanık olup damla görülemediğinden analiz gerçekleĢtirilememiĢtir. En yüksek pik 

alanının elde edildiği %10 NaCI (a/h) deriĢimi optimum NaCl deriĢimi olarak seçilmiĢtir 

(ġekil 4.18). Sıvı faz mikroekstraksiyon tekniklerinde karıĢtırma, sulu faz ile ekstraksiyon 

çözücüsü arasındaki transferi arttırmada etkili bir yoldur. Örneği karıĢtırma, analitin 

organik faza olan dağılımını arttırarak örnek çözeltisi ile damla arasındaki denge için 

gerekli zamanın azalmasını sağlar. Diğer yandan çok yüksek karıĢtırma hızı organik 

damlanın dağılmasına ve bozulmasına sebep olacağı için ekstraksiyon veriminde azalmaya 

neden olabilir. Bu amaçla uygun bir karıĢtırma hızı seçimi önemlidir. KarıĢtırma hızının 

optimizasyonunda 0-1250 rpm aralığında karıĢtırma hızları denenmiĢ ve optimum 

karıĢtırma hızı olarak en yüksek pik alanlarının elde edildiği 1000 rpm karıĢtırma hızı 

olarak belirlenmiĢtir (ġekil 4.20). Mikrokstraksiyonun yapıldığı sıcaklık ektraksiyon 

verimini etkileyen önemli parametrelerden biridir. Mikroekstraksiyon verimine sıcaklığın 

etkisi 25
-
50 


C aralığında denenmiĢ ve sıcaklık arttıkça eksraksiyon veriminde azalma 

gözlendiğinden en yüksek pik alanın elde edildiği oda sıcaklığı (25 C) optimum koĢul 

olarak belirlenmiĢtir (ġekil 4.20). Mikrokstraksiyon süresinin ekstraksiyon verimine etkisi 

10-40 dak aralığında ekstraksiyon sürelerinde yapılmıĢ ve 20 dak optimum ekstraksiyon 

süresi olarak seçilmiĢtir (ġekil 4.24). Ekstraksiyon çözücü hacminin pik alanlarına etkisi 
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10-50 μl aralığında CCl4 kullanılarak denenmiĢ ve 20 μl CCl4 optimum ekstraksiyon hacmi 

olarak belirlenmiĢtir (ġekil 2.26).  

SDME-GC-FID yöntemi ile tereyağ numunesinde yapılan analizlerde (n= 4) 

tekrarlanabilirlik %RSD cinsinden %2,1-32,1 aralığında bulunmuĢtur. SDME yönteminin 

doğruluk çalıĢmasında türevlendirilmiĢ numune üzerine miristik asit metil ester standartı 

ilavesinden sonra optimum Ģartlarda mikroekstraksiyon sonrası yapılan analiz sonucu 

alıkonma zamanları ve pik alanları karĢılaĢtırılmıĢ ve geri kazanım %95-105 olarak 

hesaplanmıĢtır. EsterleĢtirilmiĢ margarin numunesi üzerine margarin içeriğinde 

bulunmayan tridekanoik asit metil ester standartı eklenip SDME-GC-FID ile optimum 

koĢullarda analiz edildiğinde tridekanoik asit metil ester (tR= 32,40 min) piki gözlenmiĢ ve 

böylece tridekanoik asit metil esterinin mikro damlaya ekstre edildiği görülmüĢtür. 

Numunelerin SDME-GC-FID analizi sonrası yağ asitleri miktarları, yağ asitlerinin 

tayininde standart yöntem olarak kullanılan GC-FID
 
analiz sonuçları student t-testine göre 

karĢılaĢtırılmıĢ ve %95 güven aralığında (p= 0.05) fark anlamsız bulunmuĢtur (Çizelge 

4.17). Ayrıca SDME-GC-FID ile optimum koĢullarda 4 farklı tereyağının ve iki farklı 

zeytin yağının analiz sonuçlarının Türk Gıda Kodeksi ile uyumlu olduğu görülmüĢtür. 

GC-FID duyarlığı karbon sayısına bağlı olduğundan kısa zincirli yağ asitleri metil 

esterlerinde duyarlık uzun zincirli yağ asitleri metil esterlerinden daha düĢüktür. SDME 

yöntemiyle yapılan önzenginleĢtirme ile pik alanlarında artıĢ gözlenmiĢ, bu artıĢ GC-FID 

aynı numuneden aynı kromatografik Ģartlarda yapılan kromatogram pik alanları ile 

karĢılaĢtırıldığında zenginleĢtirme faktörü yaklaĢık 4 kat olarak hesaplanmıĢtır.  

SDME-GC-FID ile Rt-2560 kolon kullanılarak alınan kromatogramlara ait piklerden 

hesaplanan verilere göre teorik plaka sayısı yaklaĢık 10
6 

olup kolon verimi oldukça iyidir. 

Kolon ayırma gücünün 1,5‟in üzerinde olması kolon ayırma gücünün uygun olduğunu 

göstermektedir. 

 SDME-GC-FID yöntemi, katı ve sıvı yağlardaki yağ asitlerinin analizinde kolay numune 

hazırlama, düĢük kimyasal tüketimi, çevre dostu, güvenilir ve tekrarlanabilir bir yöntem 

olarak kullanılabilir. 
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Sonuç olarak, yağ asitlerinin karboksilik asit grupları esterleĢme reaksiyonu ile kolaylıkla 

uçucu hale getirilerek gaz kromatografi ile analiz edilebilirken, alifatik karbon zincirli 

yapıları FID dedektör ile duyarlı analiz imkânı sağlar. SDME ve HSME yöntemleri ise katı 

ve sıvı yağlardaki yağ asitlerinin tayininde hızlı, duyarlı, tekrarlanabilir ve az çözücü 

kullanımı nedeniyle çevre dostu bir analiz yöntemidir. Önerilen yöntem kolay numune 

hazırlamaya imkân verdiği ve tekrarlanabilir sonuçlar elde edildiği için farklı tip yağların 

rutin analizinde baĢarıyla kullanılabilir. 
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