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OZET

Yag asitleri hiicre yapisinda bulunan 6nemli bilesenlerdir. Metabolik fonksiyonun bir
parcast olarak, hiicre memran yapisinda, sinyal iletim kaskatinda, enerji depolanmasinda
ve protein agillenmesinde yer alirlar. Baz1 yag asitleri esansiyel yag asitleridir, viicuda
sadece besinlerle alinirlar. Yag asit miktar1 ve tipleri gidanin besinsel ve saglik degerini
gosterir. Bu tiir besinlerin igeriklerindeki yag asitlerinin hizli, dogru, tekrarlanabilir ve
ucuz yontemlerle analizi 6nemlidir. Tez calismasinda bazi yaglarda (tereyag, margarin,
zeytinyagi, kekik yagi ve balik yagi) bulunan yag asitlerinin (FAs) analizi tek damla
mikroekstraksiyon (SDME) ve tepe bosluk mikroekstraksiyon (HS-SDME) yontemleri
kullanilarak gaz  kromatografi alev iyonlastirma dedektori (GC-FID) ile
gerceklestirilmistir. Mikroekstraksiyon oncesinde metanol i¢inde hazirlanmis 0,2 ml 2 M
KOH kullanilarak FAs’leri metil ester (FAMEs) tiirevlerine dontstiiriilmiistiir.
Mikroekstraksiyon sartlari optimize edilerek en uygun kosullar belirlenmistir. Zeytin yagi,
kekik yag1 ve balik yaginda linoleik asit, y-linolenik asit ve linolenik asit analizi i¢in HS-
SDME yo6ntemi kullanilmigtir. 2,0 ul sodyum dodesil siilfat: 1-biitanol (1:3, h/h) karisimi
ekstraksiyon ¢ozeltisi olarak kullanilmis, 2,0 ml’lik vial igerisinde 360 pl FAMES
kullanilarak, 0,07 g NaCl, 450 °C’de ve 35 dak ekstraksiyon siiresi en 1iyi
mikroekstraksiyon sartlar1 olarak belirlenmistir. SDME yo6nteminde ise mikroekstraksiyon
¢Oziiciisii olarak karbon tetra kloriir kullanilmis, diger mikroekstraksiyon sartlart;
ekstraksiyon ¢oziicii miktar1 (20 pl CCly), tuz etkisi (salting out) i¢in NaClI derisimi (%10),
mikroekstraksiyon sicakligi (25 °C), karistirma hizt (1000 rpm) ve mikroekstraksiyon
stiresi (20 dak) optimize edilmistir. SDME-GC-FID yonteminin Kesinlik ¢aligmasinda
(%RSD) %2,1-32,1 (n= 4) ve dogruluk c¢aligmasinda geri kazanim degeri %95-105 olarak
hesaplanmistir. Yontemlerin dogrulugu i¢in standart GC-FID analiz sonuglart SDME-GC-
FID ve HS-SDME-GC-FID sonuglar1 student-t testine gore karsilastirilmis ve %95 giiven
araliginda (p= 0,05) fark anlamsiz bulunmustur.
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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, y-linolenic acid, and linoleic acid in olive oil, thyme oil, and fish oil were determined
by HS-SDME. 2.0 ul 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 ul 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 (CCl;) was used as a single drop
microextraction solvent to trap the FAMEs before the gas chromatographic analysis.
Amount of micro extraction solvent (20 ul CCly), 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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1. GIRIS

Hayvansal organizmanin baslica besin kaynaklarindan biri olan lipidler 6nemli depo yakat
maddeleridir ve Ozellikle sinir dokularinda miktarlar1 oldukc¢a fazladir. Hiicre ve
sitoplazmik organellerin membranlarinin %50'si lipitlerden olusturmaktadir. Lipitler 9
kcal/g, karbonhidratlar ise 4.5 kcal/g enerji saglarlar [1-3]. Lipitlerin gorevleri yapilarinda
bulunan yag asitlerine gore farklilik gosterirken en temel islevleri; membranlarin yapi tasi
olmalari, metabolizma i¢in gerekli olan hiicre yakit maddesi olarak depo edilmeleri ve
boceklerin, bakterilerin hiicre duvarlar ile cilt yapisim1 koruyucu o6zellikte olmalaridir.
Ayrica lipitler, enzimlerin aktive edilmesinde, yagda eriyen vitaminlerin hedef doku ve
organlara tasinmasinda ve absorpsiyonunda, mitekondride elektron tagima islevinde,
hiicrelerde iletimde, bagisiklik olaylarinda, hormonlarin 6zellikle prostoglandinlerin
biyosentezinde prekiirsor olarak énemli rol oynarlar. Nonpolar lipitler ise depolarizasyon

dalgalarinin miyelinli sinirler boyunca hizla yayilmasini saglarlar [4, 1] .

Bazi lipitler organizmada sentezlenirken, biiyiik kismi organizmaya disaridan alinir.
Hayvansal organizmalar yalnizca bir tek cifte bag sentezleyebildiginden 2, 3,ve 4 cifte
bagli esansiyel yag asitleri disaridan alinmak zorundadir. Yag asitleri 2-34 karbon
sayisinda alifatik monokarboksilik asitler olup lipitlerin yapi tagidir ve karbon uzunluguna
gore farklilik gosterirler. Cift bag bulunmasina goére doymus veya doymamis yag asitleri,
yapisindaki ¢ift bag sayisina bagl olarak da tekli (MUFA) ya da ¢oklu doymamis yag
asitleri (PUFA) olarak siniflandirilirlar. Uzun zincirli yag asitleri (LCFA) 12 karbon ya da
fazlasini igeren alifatik yag asitleridir. Bu gruptaki yag asitleri, ¢oklu doymamis yag

asitleri sinifinda yer alir, iki ya da daha fazla ¢ift bag bulundurur [5].

Yaglarin yiiksek sicakliklara maruz kalmalar trans yag asidi olugsma olasiligini arttirir.
Yiiksek sicaklik, nem ve bakteriyel kontaminasyon sonucu yaglar lipaz enzimiyle kismen
hidroliz olurlar. Ayrica bazi mantarlar varliginda da yagda bozulma gergeklesip ketonlar,
aldehitler, kisa zincirli yag asitleri ile yag alkolleri olusur. Isik, sicaklik, nem, oksijen ve
bazi katalitik maddelerle doymamis yag asitlerini igeren yaglar otooksidasyona ugrayarak
iceriklerindeki yag asitleri parcalanarak serbest radikaller olusabilir. Yagin oksijenle temas
ettigi ylizeyin genigligi ve metaller (Cu ve Fe) oksidasyon hizini arttirir. Lipitlerin
peroksidasyonu yani otooksidasyonu sirasinda olusan serbest radikaller sadece gidalarin

bozunmasina yol agmaz ayni zamanda lezzet kalitesinde de kayiplara ve dokulara zarar



vererek kanser, ateroskleroz, enflamatuar olaylar ve yagliliga neden olur. Bu bakimdan
yaglarin oksidasyona ugrayip ugramadigmin belirlenmesi i¢in icerdikleri yag asitlerinin
miktarinin ve tiirliniin gerek liretim asamasindaki islemler sonrasinda gerekse depolama
kosullarinda rutin olarak kontrol edilmesi Onemlidir. Bu amagla kullanilan analiz
yontemlerinin kolay, gilivenilir ve duyarli olmasi gerekir. Analiz sonuclarina gore
oksidasyona neden olan etmenlerin ortamdan uzaklastirilmasi, isleme ve saklama
stirecinde olabildigince oksijen ile temasin kesilmesi, yaglarin depolama kosullarinin
iyilestirilmesi ve antioksidan madde kullanilmasi gibi basit dnlemlerle lipit oksidasyonu

Onlenebilir.

Bitkisel yaglarin yag asidi alkil esterlerinin igerigi, bitki tohumunun durumuyla da
baglantilidir. Fermente edilmis meyvelerden ¢ikarilan yaglar diisiik kaliteli yaglardir. Bu
yaglarin hos olmayan kokular1 nedeniyle ticari degeri diisiiktiir ve 100 °C’nin altindaki
sicakliklarda kokudan arindirma silirecinden ge¢meden tiiketilmezler. Bu tiir yaglar
karigtirillarak piyasada satisa sunulabilmektedir. Yaglarin rafinerizasyonu sirasinda
ozellikle de deodorizasyon yani kokudan arindirma islemlerinde, buhar distilasyonu
agamasindan sonra trans yag asiti miktarlarinda artig olup olmadiginin belirlenmesi,
kokudan armmdirilmis yag karisimi olarak markette bulundurulmalarinin artiginin

engellenmesi i¢in glivenilir analitik yontemlerin gelistirilmesi 6nemlidir.

Tez ¢alismamizda farkli bitkisel (zeytinyagi, aycicek yagi ve kekik yagi) ve hayvansal
yaglardaki (tereyag, margarin ve balik yagi) yag asitleri analiz edilmistir. Gaz kromatografi
yag asitlerinin analizinde ¢ok yaygin kullanilan bir yontem olup yag asitlerinin gaz
kromatografik analize uygun olarak ucucu hale getirilmesi gerekmektedir. Yag asitlerinin
ucucu tiirlerine doniistiiriilmesinde yapilarindaki karboksil gruplarmin asidik ya da alkali
ortamda alkollerle esterlesme reaksiyonu kullanilir [6, 7]. Serbest yag asitleri, alkollerin ya
da bazlarin niikleofilik ataklarina duyarli olmadigindan katalizorsiiz sartlarda reaksiyon
gerceklesmez. Asidik ortamda yag asidi metil esteri, metil alkoliin asirisinin bulundugu
ortamda termal kosulda gerceklesir. Asidik ortam, metil alkol igerisine hidroklorik asit
(HCl) ya da siilfiirik asit (H2SO,) ilave edilerek saglanir. Metanol ve HCI kantitatif verimi
yiiksek tlirevlendirme reaktifi olmasina ragmen transmetilasyon hizinin diisiik olmast
nedeniyle reaksiyon siiresi otuz dakikanin tizerindedir. Metanol ve H,SO, ortaminda ise
coklu doymamis yag asitlerinin bozulma problemi ile karsilasilir [8]. Yag asidi metil ester

tiirevi olugturmada kullanilan diger bir yontem BFj3 asit katalizorii varliginda metil alkolliin



asirisinin kullanildigi reaksiyon ortamidir. BF3 kullanildiginda reaksiyon veriminin arttigi
ve reaksiyon siiresinin azaldigi, fakat GC kolonuna kalict zarar verdigi bildirilmistir [5].
Yag asidinin alkali ortamda tlirevlendirilmesinde ise anyonik bir ara basamak olusur, bu da
alkoliin asirisinin bulunmasi halinde yeni bir estere doniisebilir. KOH, NaOH ya da
sodyum metoksit ¢ok yaygin olarak kullanilan bazik katalizorlerdir. Bazik katalizor
varliginda tepkime asidik katalizore gore daha hizhidir, fakat bazik kataliz reaksiyonlari
susuz ortam gerektirdiginden biyolojik numunelerle calismak zordur. Ortamda su
bulundugunda, su giiclii bir elektron donor oldugundan alifatik alkollerden esterlesme
islemi tam olarak gerceklesmez. Suyun ortamdan uzaklastirilmasi i¢in susuz sodyum

stilfatin (Na2SO,) reaksiyon ortamina ilave edilmesi gereklidir [5].

Yag asitlerinin metil esterlerini olusturmak icin basitligi, uygulanabilirligi, esterlestirme
veriminin iyi olmasi ve kullanilan kimyasallarin ulasilabilir olmasindan dolay: tezimizde
IUPAC yontem 2,301°e gore KOH katalizérii ortaminda metanoliin  kullanildigi

tiirevlendirilme yontemi tercih edilmistir [9].

Matriks ortaminda yapilan analizlerde genellikle analitleri alma, zenginlestirme gibi 6n
islem uygulanmasi gerekmektedir. Zaman alic1i, karmagsik ekstraksiyon adimlari iceren,
ayn1 zamanda fazla miktarda 6rnek ve ¢oziicii kullanimini gerektiren yontemlerin yerine
organik ¢oziicii tiiketimini en aza indiren (ul), otomasyona imkan saglayan, ekstraksiyon
basamaklarini basitlestiren ve daha iyi zenginlestirme saglayan mikroekstraksiyon

yontemleri kullanilmaya baglamistir.

Tez ¢aligmamizda bitkisel ve hayvansal yaglardaki yag asitleri esterlestirildikten sonra sivi
faz mikroekstraksiyon tekniklerinden {ist katman mikroekstraksiyon (HSME) ve tek damla
mikroekstraksiyon (SDME) yontemleri ile dnzenginlestirilmistir. Kiigiik 6rnek hacminin
gaz kromatografi analizlerine uygun olmasi ve uzun karbon zircirli yag asitlerinin alev
iyonlasma dedektorii ile yliksek hassasiyetle tayin edilmesi mikroekstraksiyon ydntemi
sonrast yag asitlerinin analizinde avantaj saglamaktadir. Yag asidi metil ester
standartlarinin yiiksek maliyetli olmasi, toplam yag asidi miktar1 lizerinden tayin yapma
zorunlulugu dogurmaktadir. Kromatogramdaki tiim piklerin alanlar1 hesaplanip, analit
yiizdesi, analit pik alaninin toplam pik alanlarina béliinmesiyle hesaplanmistir. HSME ve
SDME yontemleri ile yapilan 6nzenginlestirme yontemi diisiik derisimdeki yag asitlerinin

tayinine imkan verdiginden toplam yag asit miktarlarinin dogru, duyarl, giivenilir ve kolay



uygulanabilir bir yontem olarak kullanilmasinda dogrudan GC-FID analizine gore

avantajlidir.

SDME yo6nteminde sulu ortamda faz olusturan ve karistirma esnasinda dagilmayan CCly
mikroekstraksiyon ¢oziiciisii olarak secilmistir. Ekstraksiyon verimini etkileyen karistirma
hiz1, sicaklik, tuz etkisi i¢in sodyum kloriir derisimi, ekstraksiyon siiresi ve ekstraksiyon
¢ozlicli miktar1 parametrelerinin pik alanlari iizerine etkisi incelenerek optimum kosullar
belirlenmistir. Optimizasyon calismalarinda her seferinde bir parametre degistirilerek
digerinin sabit tutuldugu ardisik optimizasyon yaklasimi kullanilmistir. Farkli marka
tereyag, margarin, aycicegi yaglt ve zeytin yagi numunelerinin igerigindeki FAMEs

optimum kosullarda HSME-GC-FID ve SDME-GC-FID ile analiz edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Yaglarn Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri [10]

Saf yaglar tatsiz kokusuz ve renksizdir. Besinler i¢in temel lezzet ve aroma kaynagidirlar.
Besinlerin yapisinin olusturulmasinda rol oynarlar ve yagda eriyen vitamin ve bilesikleri

tasirlar. Baz1 yaglar esansiyel yag asitlerini igerirler.

Ozgiil agirliklar1 1°den kiiciik ve hidrofobik &zellikte olduklarindan su ile karismayip
suyun yiizeyinde dururlar. Bitkisel sivi yaglarin 6zgiil agirliklart 0,941-0,930 arasinda

degismektedir. Oksidasyonun artmasi 6zgiil agirliklarinin artmasina neden olur [10-12].

Erime noktalart: Yaglarin erime noktalari, zincir uzunluguna ve yapisindaki doymamislik
derecesine gore faklilik gosterir. Erime noktasi uzun zincirli yag asitlerinde, kisa zincirli
yag asitlerine gore daha yiiksektir. Cilinkii bu yagin kristal yapis1 daha gii¢liidiir ve
kristaller aras1 bagi koparmak igin daha yiiksek 1s1 gerekir. Cift bag sayisina gore erime
noktasi da degisir yani doymamislik arttik¢a erime noktasi diiser. Ciinkii ¢ift baglar yag

asitlerindeki diiz zincirli yapiy1 bozar ve kristal olusumunu zorlagtirir [11, 13].

Coziiniirlikleri: Yagin yapisinda bulunan gliserol kismi —OH gruplar1 nedeniyle suda
kolay ¢Oziinlirken yag asitlerinin hidrokarbon kismi su ile karismaz [10]. Ancak alti
karbona kadar olan kisa zincirli yag asitleri suda az miktarda ¢oziiniir. Uzun zincirli yag
asitlerinin sadece alkali metal tuzlarmin (sabun) suda ¢oztnirligi yiiksektir. Gliserol
yapisindaki —OH gruplar1 tamamen esterlestiginde, hidrofilik olan —OH grubu olmadig:
icin trigliseritler hidrofobik 6zellik gosterirler. Mono ve digliseritler ise hem yagin hem de
suyun Ozelliklerini tasidiklarindan gida endiistrisinde emiilgatér olarak kullanilirlar.
Fosfolipitler, yapilarindaki -PO4 ve —OH gruplari, glikolipitler ise seker molekiiliindeki —

OH gruplarindan dolay1 suda gliseritlere gore daha iyi ¢0ziiniir.

Dumanlanma noktasi: Yaglar yiiksek sicaklikta isitildiklarinda yapilar1 parcalanir ve
pargalanma triinii olarak gazlar agiga ¢ikar. Dumanlanma noktasi, yaglarin pargalanma
tirlinii olan bu ugucu gazlarin gozle goriilebilecek bir sekilde ve belirli hizla agiga ¢iktig

en disiik derecedir.



Esterlesme: Yag asitlerinin karboksil gruplar ile alkollerin hidroksil gruplart arasinda su

cikist ile gerceklesen, yag asidi ve alkoliin ester bagi olugsma tepkimesidir.

Tuz olusturma: Yag asitleri, hidroksil gruplar1 vasitasiyla metaller ile tuzlar1 olustururlar.
Karbon sayis1 6’dan fazla olan yag asitlerinin metal ile olusturdugu tuzlara sabun denir.
Sabunlar ylizey gerilimini azaltict 6zelligi nedeniyle emiilsiyon yapict ve emiilsiyon

sabitleyicidirler. Yaglar alkalilerle hidroliz edildikleri zaman sabun olustururlar.
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Sekil 2.1. Yaglarm hidrolizi ile sabun olusma reaksiyonu [1]

Sabunlagsma sayisi: bir gram yagi sabunlastirmak i¢in gerekli olan KOH miktar1 olarak

tanimlanir.

Reichert-Meiss| sayisi: 5 gram yagdaki asitleri ndtralize etmek igin gerekli olan 0,1 M
KOH ml’si dir [14, 15].

Polenske sayist: 5 gram yagda bulunan ugucu olmayan ve suda ¢ézlinmeyen yag asitlerinin

titrasyonunda harcanan 0,1 M bazin ml olarak miktaridir [16].

Hidrolizi: Yaglar asit, baz ve enzimlerle yapilarii olusturan gliserol ve yag asitlerine

hidroliz olurlar.
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Sekil 2.2. Yaglarin gliserol ve yag asidine hidroliz reaksiyonu [17, 3]

Oksidasyon: Yagin eksimesine ransifikasyon denir. Isik, sicaklik, oksijen ve bazi katalitik
maddeler varliginda doymamis yag asitlerini iceren yaglar otooksidasyona ugrarlar.
Oksidasyon sonucunda yag asitleri pargalanir ve serbest radikaller olusur. Serbest
radikaller olusmaya basladiktan sonra ortamda antioksidan yoksa olusan reaktif peroksitler
diger tekli doymamis yag asitleri (MUFA) ve ¢oklu doymamis yag asitlerinden (PUFA)
bir hidrojen kopararak hidrojen peroksit ile serbest radikal olusturur. Bu olaya yaglarin
otooksidasyonu denir ve olusan serbest oksijen tiirleri protein ve DNA’y1 okside eden
serbest radikal olusumuna neden olurlar. Oksijene maruz kalan lipitlerin peroksidasyonu
yani otooksidasyonu sirasinda olusan serbest radikaller sadece gidalarin bozunmasina
(ransifidikasyon) yol agmaz ayni zamanda lezzet kalitesinde kayiplara ve dokulara zarar
vererek kanser, ateroskleroz, enflamatuar olaylar ve yaslhiliga neden olur. Lipit
otooksidasyonunu etkileyen faktorler, yagin bilesimindeki yag asitlerinin ¢esit ve miktari,
ortamdaki oksijen varligi, 151k, sicaklik ve nem gibi saklama kosullaridir. Lipitin oksijenle
temas ettigi yiizeyin genisligi ve metaller (Cu ve Fe) ise oksidasyon hizimi artiririr ve
acimay1 cabuklastirir. Oksidasyona neden olan etmenleri ortamdan uzaklastirmak, isleme
ve saklama siirecinde olabildigince oksijen ile temasi1 kesmek, yaglarin depolama

kosullarini iyilestirmek ve antioksidan madde kullanmak lipit oksidasyonunu 6nler.

Yaglarin diger bozulma (rasidite) nedenlerinden yiiksek sicaklik ve nem varliginda
bakteriyel kontaminasyon sonucu yaglar lipaz enzimiyle kismen hidroliz olurlar. Ayrica
ucucu kisa zincirli yag asitleri kotii kokuya neden olurlar. Aspergillus Niger gibi bazi
mantarlar ile kontaminasyon sonucunda bozulma gergeklesir ve ketonlar, aldehitler, kisa
zincirli yag asitleri ile yag alkolleri olusur. Nem miktar1 arttik¢a bu tiir bozulma riskleri de

artar.



Cift baglarin hidrojenlenmesi (hidrojenasyon): Coklu doymamis yag asitleri igeren
yaglarin basing altinda ve uygun bir katalizor kullanilarak ¢ift baglarin agilip hidrojen ile
doyurulmasi islemidir. Hidrojenlenme ile sivi yaglardan margarin ve yumusak margarin

elde edilir.

Halojenlenme: Doymamis yag asitlerinin yapisinda yer alan etilen baginin florir, kloriir,

bromiir veya iyodiir gibi halojenlerden biri ile doyurulmasi iglemidir.

Ozonoid igerigi: Yag asitlerinin oksitlenmesinde oksitleyici olarak KMnO,4 kullanilir.
Oksidasyon islemi ¢ok karmasik oldugundan oksitlenme esnasinda bir¢ok ara metabolitler
de meydana gelebilir. Oksidasyonda etken olan ozon (Os3), c¢ift baglara baglanmasi ile
ozonoid olusur. Bu reaksiyonlar yag asitlerindeki doymamis baglarin hangi karbonlar

arasinda oldugunu belirlemeye yarar.

Peoksit sayisi: Yaglarda bulunan aktif oksijen miktarinin 6l¢iisii olup, 1 gram yagda

bulunan oksijenin mikrogram cinsinden miktaridir.

Iyot sayis1: 200 gram yagda adsorbe edilen iyodun gram cinsinden ifadesidir. Doymamis
yag asitlerinin ¢ift bagina iyodiir veya diger halojenlerin baglanmasiyla doymus yag
asitlerinin halojenleri olusur. Ticari yaglarin safligin1 ya da bozulup bozulmadigini kontrol

etmek icin iyot sayisina bakilir.

Asetil sayisi: Yapisinda hidroksil grubu iceren yag asitlerini bulunduran yaglar asetik
anhidrit ile tepkimelerinden ester olustururlar. 1 g asetillenmis yagin sabunlastiriimasi
sonucu olusan asetik asidin baglanmasi icin gereken KOH’in mg cinsinden miktarina

“asetil say1s1” denir.

Asit sayisi: Yaglarda hidroliz ya da oksidasyon meydana gelen acilagmanin tayininde
kullanilir. 1 gram yagda bulunan serbest yag asitlerini notralize etmek icin gerekli KOH’1n

mg cinsinden miktaridir [18, 19].

Ugucu yag asitleri sayist: Yagdaki ucgucu yag asidi sayist yaglarin niteliklerinin

belirlenmesindeki en 6nemli karakteristik 6zelliklerden birisidir.



2.2. Bitkisel Yaglarm Uretimi

Yagli tohum ve dokulara uygulanan yag cikarma islemleri ¢ok farkli uygulamalari
icermektedir. Farkli yag c¢ikarma islemleri arasinda rendering, presleme ve c¢oziicii
ekstraksiyonu gibi farkli islemlere dayanan uygulamalar vardir. Ham yagi tiiketime
hazirlama islemine rafinasyon denir. Rafinasyon kisaca yagin yapisinda bulunan ve
istenmeyen bilesenlerden kutulmak icin yapilan aritma ya da saflastirma iglemidir. Temel
asamalar aymi olsa da kademe sirasi, uygulama sekli ve siliresi ve yaga 0zgii nitelikler

bakimindan farklilasan rafinasyonun asamalar1 genel olarak asagidaki gibidir:

Musilaj giderme (degumming): Fosfatidlerce zengin (%1-2,5) olan aygicegi, keten ve soya
gibi yagl tohumlarda patolojik etkenler veya yaralanmalar sonucu meydana gelen zamksi
maddelerdeki miisilaj giderilmezse rafinasyon isleminde kayiplar meydana gelir. Miisilaj
giderme isleminde hidroklorik asit, fosforik asit, sodyum kloriir veya pirofosfatin %40-
65’lik ¢ozeltisi kullanilir. Bu ¢ozeltilerden herhangi biri ham yaga %?2-3 oraninda eklenir
ve yag karigtirilarak 40-50 °C’ye kadar isitilir. Bu islem sonunda ¢6ken sulu tabaka
santrifiijlenerek  yagdan ayrilir. Yapiskan maddeler bir elektrolit yardimiyla
pthtilastirilirken fosfatidler gibi diger yapiskan maddeler su ve sicaklik yardimiyla
hidrotasyon sonucu ¢oktiiriiliir. Bu sirada yagda bulunan bazi yabanci maddeler ile birlikte
¢coken mineral maddelerde, bu maddelerle birlikte yagdan uzaklastirilir. Miisilaj maddeleri

lesitin eldesinde kullanilir.

Notralizasyon: Yag sanayiinde asitlik giderme islemi serbest asitlerin bazlarla
notralizasyonu seklinde tanimlanir. Yagda serbest halde bulunan yag asitleri NaOH ile
muamele edilince yagda ¢oziinmeyen sabun ile asit karakterdeki baz1 maddeler ve sabun
tarafindan adsorbe edilen maddeler ¢oker. Ayrica, yiikksek derecede vakumda damitilarak
serbest yag asitlerinin yagdan ayrilmasi saglanabilir. Buna fiziksel nétralizasyon denir.
Notralizasyon kuru ve yas olarak yapilir. Notralizasyon isleminde genellikle 10-12 tonluk
kazanlar kullanilir. Bu kazanlar 1sitict buhar helezonlari, karigtirma paletleri ve baz
cozeltisi piiskiirten sistemlerle donatilmistir. Kullanilacak NaOH miktari, serbest asitlik
derecesi 7 olacak sekilde hesaplanir. Fakat bazin bir kismi notr yag ile reaksiyona
girebileceginden hesaplanan miktarin %10 fazlast kullanilir. Asit giderme kayiplari

yabanci maddelerin cinsine, miktarlarina ve serbest yag asitlerinin miktarina gore degisir.
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Fosfatidler az oldugunda kayip azalir. Yemeklik, kizartmalik, margarin yapilacak yaglarda

asitlik giderilmezse serbest yag asitleri duman ¢ikararak yanar.

Agartma (renk giderme): Yag sanayiinde agartma islemi yapmanin amaci, ham yagin
dogal olarak igerdigi ve tohumun yag olarak islenmesi sirasinda olusan renk maddelerinin
uzaklastirilmasidir. Bu is i¢in Tonsil, Bentonit gibi cesitli adlar altinda satilan ve sanayide

=9

“agartma toprag1” genel adi ile bilinen adsorban maddeler kullanilir. Son zamanlarda bu
amacla siilfirik asit veya hidroklorik asitle muamele edilerek aktif hale getirilmis topraklar
veya aktif komiir de kullanilmaktadir. Aktif komiir, 6zellikle kirmizi, mavi ve yesil
renklerin adsorbsiyonunda kullanilir. Pahali olmast ayn1 zamanda fazla yag adsorplamasi
nedeniyle yalniz basina kullanilmaz. Kullanilacak agartma topragmin miktar1 yagin
rengine, topragin aktivitesine bagh olarak degisebilir. Agartma isleminde 25-30 tonluk
kazanlar kullanilir. Kazanda 1sitic1 serpantin ve karistirict bulunur. Yagin sicakligr 70-80
°C’ye ¢ikarilir ve toprak ilave edilerek sicaklik 90-100 °C’ye arttirilir. Topragmn ilave
edilmesi sirasinda karistiricilar  galistirilarak  bir siispansiyon elde edilir. Isitma
tamamlandiktan sonra 15-20 dakika daha karistirmaya devam edilir. Daha sonra yag presli
filtrelerden gecirilerek siiziiliir. Bu asamada yag kaybi en fazla, kullanilan toprak miktari
kadar olmaktadir. Stizme isleminden sonra kazana 6nce basingli hava verilerek serbest yag,

sonra basingli buhar verilerek de topragin adsorbe ettigi yag alinir. Bu islemler esnasinda

oksidasyonu 6nlemek i¢in vakum uygulanir.

Koku giderme (deodorizasyon): Istenmeyen koku ve tat maddelerinin yagdan
uzaklastirilmasi amaciyla uygulanir. Koku giderme isleminde yagin tat ve kokusunu bozan
bazi ugucu maddeler su buhart ile yagdan uzaklastirilir. Koku giderme asamasinda
kurutma, gazlar1 ugurma, 1sitma, sogutma ve bosaltma islemleri uygulanir. Kokusu
giderilecek yag kazana alinip alttan buhar verilerek sicaklik 180 °C’ye ¢ikarilir. Bu sirada
yagda istenmeyen koku maddeleri buharla birlikte uzaklastirilir. Kokusu giderilmis yag
yiksek vakum altinda 100 °C’ye sogutulur. Daha sonra da plakali sogutuculara
gonderilerek sicaklik 30-50 °C’ye diistiriiliir. Bu asirada oksidasyonu onlemek amaciyla 1

kg yaga 50 mg sitrik asit eklenir.

Vinterizasyon: Yemeklik yaglarda bulunan doymus trigliseritlerin, 6zellikle de stearinlerin,
8-10 °C’de donarak yagi bulandirmalarini 6nlemek i¢in yapilir. Bu islem genellikle

aycicegi, ¢igit ve misirdzii gibi yaglara uygulanir. Rafinasyonu biten yag kristalizatorlere
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alinir ve istenilen kristalizasyon sicakligina kadar (0-10 °C ) sogutulur. Boylece yaglarda
bulunan ve yiiksek derecede eriyen trigliseritler (genelde stearin) ve vakslar (mumlar)
ayrilir. Bu islemle yagin oda sicakliginda kristallesmesi 6nlenmis olur. Ayirma isleminden
sonra yag, sogutulmus filtrelerden gecirilerek berrak kisim alinir. Vinterizasyonun basarilt
olabilmesi i¢in yagin mutlaka diger rafinasyon asamalarindan ge¢mis olmasi gerekir. Aksi
halde ortamdaki serbest asitlik, yapiskan maddeler ve renk maddeleri kristalizasyonu

gliglestirir [19].

2.2.1. Soxhlet ekstraksiyonu

Yagl tohumlardan yag eldesinde geleneksel olarak kullanilan presleme yontemlerinin
temel eksikligi olan diislik ekstraksiyon verimini arttirmak amaciyla giiniimiizde genellikle
¢oziicii ekstraksiyonu veya ¢oziicii destekli presleme kullanilmaktadir [20, 21]. Diger
yontemlere kiyasla, ¢oziicii destekli ekstraksiyon ile yag eldesi daha yiiksek verimle
gergeklesmektedir [22]. Yeni ekstraksiyon yontemleri gelistirilse de, soxhlet gibi
geleneksel ¢oziicii destekli ekstraksiyon yontemlerinin sagladigi yiiksek verim, yeni
yontemlerin basari Olglisiiniin referansi olmustur [23]. Yiiksek verimde yag elde
edilmesinde en kritik unsurlardan biri olan yiiksek sicaklik, ekstraksiyon sirasinda hiicre

duvarlarinin pargalanarak ¢6ziiciiniin kolaylikla hiicre igine etki etmesini kolaylastirir [24,

25].

Soxhlet ekstraktorii bir ¢oziicli sisesi, orta cemberde bir sivi akis borusu (sifon),
sogutulmus bir yogusturucu ve 1sitma sisteminden meydana gelir (Sekil 2.3). Kati numune
orta c¢emberin igindeki ektraksiyon bolmesine yerlestirilir, ¢Oziicli sisesi uygun
ekstraksiyon ¢oziiciisii ile doldurulup kaynama sicakligina kadar 1sitilir. Kaynayan ¢oziicii
buhar1 yogunlagsmanin oldugu kondansatore hareket ederek yogunlasip Ornege dogru
damlayarak 6rnegi 1slatir. Coziicii seviyesi sifonun tepesine ulastiginda ¢oziicii tiim 6rnek
bolmesini bosaltarak ¢oziicii sisesine geri damlamaya baslar. Boylece sicak ¢oziicli birkag
kez ornek icerisinde sirkiile olur. Ekstrakte olan analitler ¢oziicii sisesinin i¢inde kalirken,
yalnizca temiz ¢6ziicii buharlastigindan, her dolasimda taze ¢oziicii kullanilir. Ekstraksiyon
zamani1 6-24 saat arasinda degisir ve oldukga biiyiik ¢oziicii hacimleri (100-500 ml)

gereklidir. Cevrim sayis1 ve ekstraksiyon zamani ektraksiyon verimini etkiler.
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L

Sekil 2.3. Soxhlet Ekstraksiyon Cihazi (1. Karistirma ¢ubugu ve ekstraksiyon ¢ozeltisi 2.
Imbik 3. Damitma yolu 4. Ekstraksiyon tiipii 5. Kartus ve numune 6. Sifon bas1
7. Sifon ¢ikist 8. Genisletme adaptorii 9. Geri sogutucu 10. Sogutma suyu ¢ikisi
11. Sogutma suyu girisi) [26]

2.2.2. Zeytinya@ cesitleri

Zeytinyagi, elde edilis sekillerine ve iiretimde uygulanan yontemlere gore natiirel

zeytinyagl, rafine zeytinyagi ve riviera zeytinyagi olmak iizere ti¢ sinifa ayrilir.

Natiirel zeytinyag1 (sizma); serbest yag asitligi oleik asit cinsinden her 100 gramda 1

gramdan daha fazla olmayan yaga denir.

Natiirel birinci zeytinyagi; serbest yag asitligi oleik asit cinsinden her 100 gramda 1 ve 2

gram arasinda olan yagdir.



13

Natiirel ikinci zeytinyagi; serbest yag asitligi oleik asit cinsinden her 100 gramda 2,0
gramdan az, 3,3 gramdan fazla olmayan yaglardir. Asit derecesi yliksek oldugu icin bu

yaglar hafif kusurlu olarak degerlendirilir.

Rafine zeytinyagi; dogal halde gida olarak tiiketilemeyen ham zeytinyaginin, dogal
trigliserit yapisinda degisiklige yol agcmayan yontemlerle rafine edilmeleri sonucu elde
edilen, rafinasyon artigi madde igermeyen ve gida olarak tiiketilebilen yaglardir. Yiiksek
asit, kotii tat ya da kokuya sahip zeytinyaglarmin dogal yapisim1 bozmadan yagdan
uzaklastirilarak (rafine edilerek) yenilebilir hale getirilmis yaglara rafine zeytinyagi denir.
Rafinasyon atig1 icermeyen bu yaglarda serbest yag asitligi, oleik asit cinsinden her 100

gramda 0,3 gramdan fazla olmayan yaglardir.

Riviera zeytinyagi; naturel zeytinyagi ile rafine zeytinyagi karigimi olup, 6zellikleri naturel
zeytinyagi ile rafine zeytinyagi arasinda degisen ve gida olarak tiiketilebilen yaglardir.

Oleik asit tirlinden 100 gramda 1 grami gegcmeyen yaglardir [27].

Tohumlarin preslenerek veya modern sistemlerle sikilarak ve ¢ikan yagin zeytin suyundan
ve pirina denen zeytin posasindan ayrilmasi ile elde edilen yaglar natiirel yaglardir.
Bitkisel yaglarin yag asidi alkil esterlerinin igerigi, bitki tohumunun durumuyla
baglantilidir. Ornegin zeytinin, hidrolitik ortama maruz birakilmasiyla ya da biinyesinde
bulunan sekerin laktik asit bakterileri tarafindan pargalanarak laktik asite doniismesiyle
fermentasyonu sonucu serbest yag asitleri ve alkol miktarlar1 artar. Fermantasyon islemi
zeytinin yapisindaki oleuropein isimli ac1 maddeyi azaltarak zeytini tatlandirmayi,
salamura islemi ile zeytine dayamiklilik kazandirarak uzun siire saklamayr amaglar.
Fermente edilmis meyvelerden ¢ikarilan yaglar diisiik kaliteli natiirel zeytinyaglaridir. Bu
yaglar aritim silirecinden ge¢meden tiiketilmezler. Bu nedenle, 100 °C’nin altindaki
sicakliklarda “kokudan arindirma”, bu yaglarin kokularini diizeltmek i¢in kullanilir ve
bdylece bu yaglar natiirel sizma zeytinyaglariyla karistirilarak illegal olarak kullanilabilir.
Kokudan armndirma islemi, trans yag asitlerinin olusumu gibi kimyasal degisimlere sebep
olmaz. “Aritilmis” zeytinyaglarim1 belirlemek i¢in genellikle trans yag asitlerine bakilir.
Boylece, kokudan arindirilmis zeytinyaglarinin karigim ya da saf olarak markette
bulundurulmalarinin artisin1 engellemek icin bu giivenilir isaretler kullanilabilir. Bu
yaglarin belirlenmesi i¢in kullanilan yontemler kokudan arindirma iglemi sirasinda veya

zeytinyaglarinin yaslandirilmasi esnasinda olusan konjuge linoleik asit ve digliserit
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izomerlerin miktarlarinin belirlenmesi ile klorofilin aciga ¢ikarilmasidir [28]. Analitik
metotlar kokudan arindirilmis zeytinyaglarini yaglanmis zeytinyaglarindan ayirt etmek igin
yeterli olmayabilir. Avrupa Birligi, kokudan arindirilmis ve diisiik kaliteli yaglarin natiirel
sizma zeytinyaglarindan ayirt edilebilmesinde Uluslararasi Zeytin Komisyonu tarafindan
onerilen GC-FID ile yag asidi alkil esterlerinin tespit edilebilmesi yotemini kabul etmistir.
Yontemin temeli, kokudan arindirma siirecinin digiik kaliteli yaglardaki yag asidi alkil
esterlerinin icerigini azaltmamasina dayanir. Fakat yontem, oncelikle yagin i¢inden yag
asidi alkil esterlerinin aynistirilmasini gerektirir. Bunun i¢in klasik cam seviyeli
kromatografi, emici madde olarak silika jel, eluent olarak da hekzan ve etil eter
kullanilmakta ve rotavapor ile coziiciiler buharlastirilmaktadir. Bu siireg hem zaman
kaybina sebep olmakta hem de yaklasik 300 ml gibi yiiksek miktarda c¢oziicii
gerektirmektedir. Alternatif olarak yag asidi alkil esterlerinin ayristirilmasinda kat1 faz
ekstraksiyon (SPE) yontemi de kullanilmaktadir [29, 30]. SPE ¢oziicii miktarini yaklagik
30 ml’ye diisiirmiis fakat dietil eter yerine toluen kullanilmasi saglik riskini artirmis ve

tekrarlanabilirlik artmamstir [30].

2.3. Yag Asitleri

Yag asitleri genel olarak cift karbon sayili, cis yapisinda, dallanmamis veya diiz zincirli,
asiklik yapida monokarboksilik asitlerdir (Sekil 2.4). Az olmakla birlikte dogada trans
yapisinda (elaidik asit), tek karbon sayili (propiyonik asit, valerik asit) ve dallanmis yag
asitleri (tiiberkiilostearik asit veya laktobasillik asit) ile siklik yag asitleri (hidnokarpik asit
ve solmugrik asit) de bulunmaktadir. Yag asitleri dogal sivi ve kati yaglar igerisinde
esterler halinde bulunurlar. Esterlesme yag asitlerinin karboksil gruplar ile alkollerin
hidroksil gruplari arasinda su ¢ikist sonucu olur. Ancak plazmada serbest yag asitleri
esterlesmemis halde bulunurlar. Yag asitlerinin erime noktalar1 zincir uzunluguna,
doymamislik derecesine gore degisir. Dogada bulunan yag asitleri ¢ift sayida karbon
atomu igerir Ve ¢ift baglarin sayist arttikca yani doymamislik arttikca erime noktalari
diiser. Kisa zincirli yag asitlerinin erime noktalar uzun zincirli yag asitlerinin erime

noktalarindan daha diisiiktiir [28, 31, 32].
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Sekil 2.4. Diiz zincirli yag asiti [33]

Yag asitlerindeki karbon sayis1 4-28 arasinda degismektedir. Yag asitleri yapilarindaki
karbon sayilarina, hidrokarbon zincir yapisina ve hidrokarbon zincirindeki baglara gore

smiflandirilirlar [33].

Hidrokarbon zincir uzunluguna gore yag asitleri [33];

a) Kisa zincirli yag asitleri (karbon sayis1 6’dan az)
b) Orta zincirli yag asitleri (karbon sayis1 6 —10 arasinda)

¢) Uzun zincirli yag asitleri (karbon sayist 12’den fazla)
Hidrokarbon zincir yapisina gore yag asitleri;

a) Diiz zincirli yag asitleri

b) Substitiie olmus yag asitleri

C) Halka igeren yag asitleri

d) Dallanmis yag asitleri

Hidrokarbon zincirdeki baglara gore;

a) Doymus yag asitleri (¢ift bag sayisi sifir, CyH2,02)
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b) Doymamis yag asitleri (en az bir ¢ift bag iceren yag asitleri, ChH2n2xO2; x= ¢ift bag

sayist)

- Monoen yag asitleri (¢ift bag sayisi 1)
- Polien yag asitleri (¢ift bag sayis1 > 1)
- izo yag asitleri

- Konjuge yag asitleri

Zinciri dallanma gosteren yag asitlerinin radikal gruplarinda metil, etil ya da propil kokii
bagl olabilir. Yapisinda metil kokii bulunanlarina izo yag asidi denir. Bunlar en ¢ok

bakterilerde bulunur.

2.3.1. Doymamuis yag asitleri

Yapilarinda bir veya daha fazla ¢ift bag icerirler ve genellikle bitkisel kaynaklidirlar.
Yagdaki cift bag sayist yagin fiziksel ve kimyasal ozelliklerini 6nemli sekilde etkiler
(Cizelge 2.1). Linoleik asit (18 C’lu), linolenik asit (18 C’lu), arasidonik asit (20 C’lu) ve
oleik asit (18 C’lu) doymamis yag asitlerinden olup oleik asit tabiatta en yaygin bulunan
yag asididir. Arasidonik asitten sentezlenen prostaglandinler ise bir¢ok biyolojik 6zellige

sahiptir [34, 35].

Doymamis yag asitleri oda sicakliginda sivi halde bulunurlar. Bu yag asitlerince zengin
yaglar hidrojenize edilerek yar1 sivi ya da kati hale getirilebilir. Cift baglar1 sayesinde
kimyasal tepkimelere kolaylikla girerler. Cift bag sayist arttikga erime noktasi diiser ve

metaller, 1s1, oksijen varligy, 151k ile oksidasyon kolaylasir [34, 36].

Cizelge 2.1. Bazi doymamis yag asitlerinin 6zellikleri [34, 37]

Yag asitleri Zincir uzunlugu, ¢ift Erime noktasi, Kaynak

bag sayisi (°C)
Palmiteloik asit C-16:1 1 Balik ve hayvansal yaglar
Oleik asit C-18:1 13 Hayvan ve bitki yaglar
Linoleik asit C-18:2 -6 Soya yagi
Linolenik asit C-18:3 -11 Keten ve soya yagi
Aragsidonik asit C-20:4 -50 Hayvansal yaglar
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Doymamis yag asitleri, ¢ift bagli karbon atomlarinin bagli olduklart hidrojen atomlarinin,

zincirin ayni tarafinda ya da zit yonlerde olmalarina gore cis ya da trans olarak adlandirilir.

Hidrojen atomlar1 ayni taraftaysa cis, zit yondelerse trans olarak adlandirilir (Sekil 2.5).

H HH H
1]
—C—=C=C—C—
| I
H H

Cis

H H H
bl
LA

Trans

Sekil 2.5. Karbon zincirinde cis ve trans konfigiirasyonlar1 [38]

Cis formundaki yag asitlerinin erime noktalari trans formundakilerden daha diisiiktiir. Cis

konfiglirasyonununda hidrojen atomlarinin ayni tarafta bulunmasindan kaynakli zincirde

burkulma vardir (Sekil 2.6). Trans konfiglirasyonu doymus yaglar gibi diizdiir. Bu diizliik

yag molekiilliniin kristal yapisinin kuvvetlendirdiginden erime noktasini yiikseltmektedir

[38].
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Sekil 2.6. Cis ve trans yag asitleri [33]

Yag asitleri ¢ift baglarin bagli bulunduklar1 yere gére konjuge ve konjuge olmayan yag

asitleri olmak tizere iki grupta incelenir. Konjuge yag asidinde yapidaki ¢ift baglar bir

doymus bir doymamus sekilde yani iki ¢ift bagl karbonun bir tek bagl karbon ile ayrilmasi

seklindedir (Sekil 2.7) [39].
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— CH,—CH=CH— CH=CH — (a)
— CH=CH — CH, — CH=CH— (b)

Sekil 2.7. (a) Konjuge yag asiti zinciri, (b) Konjuge olmayan yag asidi zinciri

Konjuge yag asitleri (KYA) coklu doymamis yag asitlerinin konjuge ¢ift bagl geometrik
ve pozisyonel izomerleridir. Konjuge linoleik asitin, kalp ve damar hastaliklari, kanser,
diyabet, viicut kompozisyonu, bagisiklik sistemi ve kemik sagligi tizerinde faydal etkileri
mevcuttur. Ancak hayvan modellerinde yapilan ¢aligmalar sonucu elde basarili sonuglar
klinik caligmalara heniiz tam olarak yansimamistir. Ancak her KYA izomerinin sahip

oldugu biyolojik etkiler ve mekanizmalar farklilik sergilemektedir [40, 41, 5].

Sahip olduklar1 konjuge yapiya bagli olarak kimyasal tepkimelere meyilli olmalar
nedeniyle konjuge yag asitleri sanayide ¢ok yonlii islenebilmektedirler. Konjugasyona
bagli olarak kromofor yapi icermeleri ve belirli dalga boylarindaki 15181 absorplamalari

nedeniyle yapisinda yer aldiklari bilesikte saptanabilmeleri miimkiindiir [35].

Konjuge yag asitlerinde oksidasyon ve polimerizasyon reaksiyonlar1 ¢ok daha kolay
meydana gelmektedir. Alkali katalizli interesterifikasyon, sabunlasma ve kismi
hidrojenasyon islemleri esnasinda da coklu doymamis yag asitlerinin konjugasyonuyla

konjuge yag asitleri olusur [42]. Konjuge yag asitlerinin izomerleri Sekil 2.8’de

gosterilmistir.
g9 COOH COOH
a_
10
1 2
cis 9, trans 11-18:2 trans 10, cis 12-18:2
9 O0OH COOH
b-
11
13
13
cis 9 trans 11, ¢is 13-18:3 cis 9 _frans 11, frans 13-183

Sekil 2.8. Konjuge yag asiti izomerlerinin yapilar1 a- konjuge dienoik asitler, b-konjuge
trienoik asitler [40]
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KYA’lar arasinda en ¢ok bilinen ve lizerinde ¢aligmalar yapilanlar1 konjuge linoleik asit
(KLA) ve konjuge linolenik asid (KLNA)’tir. Bitki tohumu yaglarinda bulunan linolenik
asitin konjuge izomeri olan konjuge linolenik asid (KLNA) bir¢cok biyolojik Ozellige
sahiptir [40]. KLA ve KLNA dogal gidalarda ¢ok az miktarlarda bulunan onemli yag
asitleridir. Bunlarin disinda, sorbik asit, trikosanoik asit, punisinik asit, a-eleostearik asit
ve a-parinarik asit dogada rastlanan konjuge yag asitlerinden bazilaridir. Bunlardan sorbik
asit koruyucu madde olarak gida sanayinde yaygin olarak kullanilir. KLA’nin digindaki
konjuge yag asitleri dogada cesitli tohum yaglarinda bulunurlar. Fakat KLA ile ilgili
yapilan calismalarla karsilastirildiginda onlarin biyolojik aktiviteleriyle ilgili kapsamli

caligmalar ¢ok fazla degildir [43].

2.3.2. Doymus yag asitleri

Hayvansal yaglar doymus yag asitlerince zengin yaglardir [39]. Genel formiilleri CyH2,0;
seklindedir. Doymus yaglarin zincir uzunluklar1 (molekiil agirliklari) arttik¢a viskozite ve
kirilma indisleri artar, yogunluklar1 azalir ve erime noktalar1 yiikselir. Bu nedenle doymus
yag asitleri, bir yagin siv1 veya kat1 olma durumunda, sertliginde 6nemli 6l¢giide etkinlige
sahiptirler. Biitirik asit (4 C’lu), palmitik asit (16 C’lu) ve stearik asit (18 C’lu) doymus
yag asitlerinden bazilaridir [44]. Cizelge 2.2’de bazi doymus yag asitlerinin 6zellikleri

verilmistir.

Cizelge 2.2. Doymus yag asitleri ve dzellikleri [45].

Yag Asiti Yag asiti metil esteri
C: 4 ¢ift bag Sistematik Adi1 | Kapali EN | KN® EN | KN® | Molekiil
Zincir Uzunlugu Formiilii (°C) (°C) (°C) (°C) | Agirligi
C4:.0 Biitanoik Asit CH; (CH,), ) )

COOH 5,3 164 103 88,1
C6:0 HeksanoikAsit | CHz  (CH,),

(Kaproik Asit) | COOH -3,2 206 -69,6 151 116,2

C8:0 OktanoikAsit CH; (CH))s

(Kaprilik Asit) | COOH 16,5 240 -36,7 195 140,2

C10:0 Dekanoik Asit | CH;  (CH,)g

(Kaprik Asit) COOH 316 | 271 -12,8 | 228 172,3
C12:0 Dodekanoik

Asit CHs (CHz)io 44,8 | 130W 5,1 262 200,3

COOCH

(Laurik Asit)
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Cizelge 2.2. (devam) Doymus yag asitleri ve 6zellikleri [45].

Yag Asiti Yag asiti metil esteri
C: f¢ift bag Sistematik Adi | Kapah EN | KN® EN | KN® | Molekiil
Zincir Uzunlugu Formiilii (°O) (°O) (°O) (°C) | Agirhg
C14:.0 Tetradekanoik CHs (CHy)
Asit 3 2)12 @ @
b _ COOH 54,4 149 19,1 114 228,4
(Miristik Asit)
C16:0 Heksadekanoik CHs (CHy)
Asit 3 2)14 @ @
B _ COOH 62,9 | 167 30,7 | 136 256,4
(Palmitik Asit)
C18:.0 Oktadekanoik CHs (CHy)
Asit 3 2)16 @ )
_ _ COOH 70,1 | 184 37,8 | 156 284,5
(Stearik Asit)
C20:0 Eikosanoik CHs (CHy)
Asit 3 2)18 @ )
“ . COOH 76,1 | 204 46,4 | 188 3125
(Arasidik Asit)
C22:0 Dokasonoik CH3z (CH,) . @
Asit COOH 80,0 51,8 | 206 340,6
C24:0 Tetrakosanoik | CHz (CH,) i @
Asit COOH 84,2 57,4 | 222 368,6

a: Kaynama noktalar1 normal atm basincinda elde edilmistir; 1: Kaynama noktalar1 1 mmHg
vakumda elde edilmistir; b: Kaynama noktalar1 2 mmHg vakumda elde edilmistir.

Kisa ve Orta Zincirli Doymus Yag Asitleri (C4-C14): Kisa zincirli yag asitleri yaygin
olarak tereyaginda (C6-C12) ve siit yaginda bulunan yag asitleridir. Inek siitiinde biitirik
asit (biitanoik asik) ~%4 oranindadir. Baz1 tohum yaglar1 (kakao ve palm ¢ekirdegi yagi)
yiiksek oranlarda (~%50) laurik (C12), kaprilik (C8), kaprik (C10) ve miristik asit (C14)

igerirler.

Uzun Zincirli Doymus Yag Asitleri: Zincir uzunlugu 16 ve daha fazla olan yag asitleridir.
20 veya daha fazla karbon iceren yag asitlerine mum asitleri de denir. Dogada yaygin
olarak bulunmazlar. Ancak yer fistig1 yaginda %35-8 oraninda arasidik, behenik ve

lignoserik yag asitleri bulunmaktadir.

a) Tekli doymamis (monoen) yag asitleri (Mono Unsaturated Fatty Acid; MUFA): Dogada
10 ila 30 karbon iceren 100’e yakin monoen yag asidi mevcuttur. 16, 18 ve 22 karbon
iceren, cis yapisinda yag asitleri en yaygin olanlaridir. Palmitoleik asitin (zoomerik asit)

bitkisel ve hayvansal yaglarda oran1 %]1‘in altindadir. Ancak balik yaglarinda orant %10
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civarina ¢ikmaktadir. Bunun yaninda S. cerevisiae mayasinda %30-50 arasinda bulunur.
En yaygin monoen yag asiti oleik asit (Sekil 2.9) zeytin, findik, antep fistig1 ve ceviz
yaglarinda %60-80 oraninda bulunur. Kanola ve yer fistig1 yaglar1 da dnemli oranlarda
oleik asit igerirler. Ayrica bazi transgenik tohum yaglarindaki oleik asit oran1 artirilmustir.
Elaidik asit oleik asitin trans formudur ve daha ¢ok hidrojenasyon sirasinda olusmaktadir.
Oleik asitin erime noktast 13-14°C iken, elaidik asitin erime noktas1 43 °C’dir. Erusik asit
kolza yaginda %45 civarinda bulunur. Nervonik asit daha ¢ok sinir hiicrelerinde ve

sfingolipitlerin yapisinda yer alir [11].

trans-oletk asit

cis-oleik asit

T

Sekil 2.9. Cis ve trans oleik asit [11]

b) Coklu doymamis (polien) yag asitleri (Poly Unsaturated Fatty Acid; PUFA): Coklu
doymamis yag asitleri 2’den daha fazla ¢ift bag iceren, genellikle cis ve izolen yapisinda
olan yag asitleridir (Cizelge 2.3). Bitkisel yaglarda 18 karbonlu doymamis yag asitleri,

balik yaglarinda ise 20 karbon ve iizeri ¢oklu doymamais yag asitleri bulunur.

Linoleik asit bitkisel yaglarin ¢ogunda 6nemli major bilesen olarak bulunan, ikili ¢ift bag
iceren ¢oklu doymamis yag asididir (Sekil 2.10). Aygicegi, aspir, misir 0zii, pamuk ve

susam yaglarinda linoleik asit miktart %50 nin {izerindedir [11].

o)

®
6 1
HOW VNN N

9 12

Sekil 2.10. Linoleik asit [46]
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Arasidonik asit (Sekil 2.11) daha ¢ok hayvansal iiriinlerin fosfolipitlerinde bulunan,
viicutta prostoglandin ve 16kotrien gibi metabolitlerin iiretiminde 6nemli rol oynayan bir

yag asididir [47].

Sekil 2.11. Arasidonik asit (20:4 A>®1114) [11]

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

tohumu yaginda %50-60 oraninda bulunan bir yag asididir.

18 15 12 9

OH

Sekil 2.12. Alfa-linolenik asit (18:3 A%**#%) [11, 47]

En 6nemli kaynag1 balik yaglari olan ve oranlari %30°‘a kadar ¢ikan omega-3 (®-3) yag
asitlerinin en 6nemli temsilcileri eikozapentaenoik asit (EPA) ve dokozahekzaenoik asit

(DHA)dir. EPA viicutta eikosanoitlerin iiretiminde kullanilirken DHA retinada bulunur.

Cizelge 2.3. Coklu doymamus yag asitleri (PUFA) [11]

Yaygin Adi Yapist Cift Bagin Pozisyonu
Linoleik asit 18:2 (n-6) 9,12

a-linolenik asit 18:3 (n-3) 9,12,15
Stearidienoik asit 18:4 (n-3) 6,9, 12,15
Dihomo-y-linolenik asit 20:3 (n-6) 8,11, 14

Mead’s asit 20:3 (n-9) 58,11, 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
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c) Trans yag asitleri: Trans yag asitlerinin en 6nemli kaynagi kismi hidrojenasyonla
iiretilmis yaglar ile memeli hayvansal tiriinlerin yaglaridir (siit yagi). Hayvanlarda trans
yag asitleri, yag liretimi sirasinda hayvanin midesindeki rumen bakterileri enzimleri ile yag
doyurularak olusmaktadir. Olusan trans asitler biiyilk oranda vaksenik asit (trans-11
oktadesenoik asit) ve konjuge linoleik asit (KLLA) yapisindadir. Elaidik asit (18:1) ise oleik

asitin trans izomeridir ve kismi hidrojenasyonla iiretilir.

Yaglarin yiiksek sicakliklara maruz birakilmalari trans yag asidi olusma olasiligini arttirir.
Uzun deoderizasyon siireleri ve sicakliklarinda (240 °C {izeri) trans asitler olusmaktadir.
Soya ve kanola yaglarinda bulunan linolenik asit (9¢ 12¢ 15c¢), 1s1l iglemler sonucu 9c 12¢
15t ve 9t 12c 15c izomerlerine, linoleik asit ise 9c 12t ve 9t 12c izomerlerine

doniisebilmektedir.

2.3.3. Esansiyel yag asitleri

Hayvansal organizmada ancak bir tek ¢ift bagli yag asitleri sentezlenebilmektedir. Birden
fazla cift bag1 olan linoleik, alfa-linolenik ve arasidonik asitler hayvansal organizmada
sentezlenemez ve disaridan alinmasi gereklidir [48, 49, 5]. Organizmada sentezlenemeyen
ve besinlerle birlikte alinmasi gereken linoleik, linolenik, arasidonik asit, omega-3 ve
omega-6’ya esansiyel yag asitleri denir. Esansiyel yag asitleri metil grubundan baglanarak
yapilan numaralandirmaya gére ®3 ve ®6 gruplarinda yer alirlar. Omega-6 (®-6) yag
asitleri linoleik asitten tiirerken, omega-3 (®-3) yag asitleri alfa-linolenik asitten tiirer.
Viicut tarafindan iiretilemeyen omega-3 ve omega-6 yag asitleri, viicuda alindiginda daha
uzun zincirli yag asitlerine doniistiiriilebilir. Daha uzun zincirli yag asitleri ise

prostaglandin benzeri etkileri olan eikozanoidlerin yap1 taglarini olusturur [50, 48].

Eikozanoidler hiicre zar1 olusumunda, kanin pihtilasmasinda, yaralarin iyilesmesinde ve
inflamasyonda gorev alir. Viicut, diisiik oranda da olsa alfa-linoleik asidi uzun zincirli
eikosapentaenoik aside (EPA) ve dokosaheksaenoik (DHA) aside donistiirebilir (Sekil
2.13).
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Omega-6 Omega-3
l <1 A6Desaturaz >
o-Linoleik asit (C18:2) o-Linolenik asit (18:3)
l < Elongam —— > l
o-Linolenik asit (C18:3) Steanndomik asit (18:4)
<I,:]&5_Desamﬂ |:\|>' l
Aragidonik asit (C20:4) EPA (20:53)
i < ] Elongazl 1> l
c22:4 DPA (22:5)
i G I m—
C22:5 DHA (22:6)

Sekil 2.13. Esansiyel yag asitlerinin metabolizmas1 (EPA: Eikosapantenoik asit, DPA:
Dokosapantenoik asit, DHA: Dokosaheksanoik asit) [51, 52]

Biiytime ve gelisim i¢in gerekli olan yag asitlerinden omega-3 ve omega-6’nin en zengin
kaynag: yagl baliklardir. Bu yag asitlerinin organizmaya yeterli miktarlarda alinamamasi
cocuklarda dermatitis ve beyin gelismesinin yavaslamasina neden olur. Bobreklerde
harabiyet ve hematiiri goriliir. Esansiyel yag asidinin kaynagi, yagda eriyen vitaminlerin
tasinmasini ve insan viicudu i¢in besin ya da antioksidan roliinii belirler. Yaglarin besin
olarak 6nemli olmasimin yani sira yapilan ¢aligsmalarla kronik hastaliklar, obezite, diabet,
kanser, astim ve kalp hastaliklarindan korunmada da faydali oldugu goriilmiistiir [53, 54,
52]. Yiiksek linoleik asit i¢erigine sahip gidalarin aliminin kistikfibroz, diyabet ve dermatit
gibi bazi hastaliklarda profilaktik ve tedavi edici etkilerinin oldugu gosterilmistir. Dogru
miktarda, dogru yag Ozellikle konjugelinoleik asit tiiketmek ve kilo kaybi arasinda
dogrusal iliski oldugu gosterilmistir [55, 5]. Isolen yag asitleri, beslenme acisindan biiyiik

onem tagiyan esansiyel yag asitlerini igerirler.

2.3.4. Yag asitlerinin adlandirilmasi

Yag asitlerinin adlandirilmasinda zincirdeki karbon atomlar1 —COOH grubundan

baslayarak numaralandirilir ve karboksil grubuna bitisik karbon atomu (2 nolu karbon) a-
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karbon, ti¢ nolu karbon atomu -karbon, son metil grubundaki karbon atomu ise w-karbon

atomudur.

— CH; — CH; — COOH
3 2 1

Doymamis yag asitlerinde ¢ift bagin yerinin gosterilmesinde delta (A) simgesi kullanilir
[56, 57]. Cift bagin zincirin kaginci karbon atomunda oldugu deltanin iizerine yazilarak

belirtilir. Ornegin linoleik asiddeki (oktadekadienoik asit) 9. ve 12. karbon atomlarindaki

9,12

cift baglar A™“ seklinde gosterilir. Diger bir adlandirmada, yag asidinin karbon sayisi

66,9 n.n

yazilip “:” veya ";" isareti konduktan sonra ¢ift bag sayist ve agilan parantez igerisinde de
cift bagn yeri belirtilir [56, 57]. Doymamis yag asitlerindeki bu sistem yerine, karbon ve
cift bag sayisinin oniine hidrokarbon zincirdeki w-karbon atomdan itibaren sayilarak ilk

cift bagin yerinin gosterildigi sistem de kullanilmaktadir (Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4. Yag asitleri [11, 58]

Yag asitleri Sistematik ad1 Karbon Erime Kaynak
sayisi ve ¢ift | Noktasi
bagin yeri (°C)
Kaproleik asit 9-desenoik asit 10:1 Ag - Siit yag
Lauroleik asit 9-dodesenoik asit 12:1 Ag - Siit yag
Miristoleik asit 9-tetradesenoik asit 141 Ag -5 Inek siitii, balina
depo yag1
Palmitoleik asit | 9-hekzadesenoik asit 16:1 Ag 1 Balik, Hayvan ve
Bitki Yaglan
Petroselinik asit | 6-octadesenoik asit 18:1 A6 30 Maydanoz tohumu
Oleik asit 9-octadesenoik asit 18:1 Ag 13 Hayvan ve Bitki
Yaglari
Elaidik asit trans 9-octadesenoik asit 18:1 Agt 44
Vaksenik asit 11-octadesenoik asit 181 A 40 Hayvan depo ve siit
yaglari
Linoleik asit 9,12-octadekadienoik asit | 1g.0 A** -6 Soya Yagi
a-Linolenik asit | 9,12,15-octadekatrienoik 18:3 AP -11 Keten ve Soya Yagi
asit
Gadoleik asit 9-eikosenoik asit 20:1 Ag 24 Deniz hayvanlari
yaglari
Arasidonik asit | 5,8,11,14- 20:4 AS‘B’“‘” -50 Hayvan yaglari
eikosatetraenoik asit
Eriisik asit 13-dokosenoik asit 291 A" 34 Kolza tohumu




26

2.4. Kromatografi ve Temel Kavramlar

Kromatografi (chroma-renk, ve graphein-yazma) terimi ilk defa 1906’da Rus kimyaci1 ve
botanik¢i Michael Semenovich Tswett tarafindan kullanilmistir [59]. IUPAC tanimina gore
kromatografi, biri hareketli digeri sabit olan iki faz arasinda dagilmis bilesenlerin
ayrilmasinda kullanilan bir yontemdir [59, 60]. Bir kolon igine veya diiz bir yiizeye
tutturulmus faz durgun faz, durgun fazin {izerinden veya arasindan gegen ve analiti de
iceren faz ise hareketli fazdir. Kromatografi, gaz veya sivi hareketli fazda karisim halinde
bulunan birbirine yakin 6zellikteki bilesenlerin durgun fazdan gegme hizlarina baglh olarak
ayrildigi, teshis ve tayin edildigi bir¢ok farkli yontemi kapsar ve analitin durgun faz ile

etkilesme mekanizmalarina gore ¢esitli siniflara ayrilir:

Adsorpsiyon kromatografisi: Bir kati1 durgun faz ile sivi veya gaz haldeki hareketli fazda

analitin kat1 tanecikler {izerine tutunma (adsorplanma) dengesine gore ayrim gergeklesir.

Dagilma kromatografisi: Kati yiizeyine tutturulmus sivi faz ile sivi hareketli faz arasinda

analitin ¢oziinme dengesine gore ayrim gergeklesir.

fyon degistirme kromatografisi: -SOs” yapisindaki anyonlarin veya ~N(CHs)s" yapisindaki
katyonlarin kovalent baglandig1 durgun fazda zit yiikli analit iyonlarmin yer degistirme

dengesine gore ayrim gergeklesir.

Molekiiler eleme kromatografisi: Analit molekiillerinin boyutlarina gore ayrildig:

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

Etkilesim (afinite) kromatografisi: Analitin durgun faza kovalent baglanmis (immobilize

edilmis) tiir ile segici etkilesimine dayanan kromatografidir.

Kromatografik bir yontemde numune bilesenlerinin kolona verilmesinden dedektore
gelene kadar gegen siireye karsi, dedektor tarafindan elektronik olarak algilanan sinyallerin
grafigine kromatogram denir [61]. Ayrimi iyilestirmek, uygun sabit faz ve hareketli faz
secimiyle dogrudan iligkilidir. Kosullarin uygunluguna ise kromatogramlar yorumlanarak
karar verilir. Bir kromatogram alikonma zamani (tr), kapasite faktorii (k'), segicilik
faktorii (o), kolonun ayirma giicii (Rs), kolon verimliliginin kantitatif gostergesi olan,

tabaka sayis1 (N) ve tabaka yiiksekligi (H) parametreleri hesaplanarak yorumlanir.



27

Alikonma Zamani (tg)

Numunenin enjeksiyonundan sonra, analitin dedektdre ulasmasi i¢in gegen zamana

alikonma zamani denir ve tg ile gosterilir.

Kapasite Faktort (k')

Kapasite faktorii ya da alikonma faktorii kolonda ilerleyen numune bilesenlerinin gog

hizlarmi ifade eder.

tg-t
k: RT™M (21)
tm

Bir analit i¢in alikonma faktOriiniin 1 den kiiclik olmasi, numunenin kolondan ¢ikis
stiresinin ¢ok hizli oldugunu, alikonma faktoriintin 20-30°dan biiyiik olmas1 ise c¢ikis
siiresinin ¢ok uzun oldugunu gosterir. Ideal ayrimlar alikonma faktdriiniin 2 ila 10 arasinda

oldugu kosullarda saglanir.
Secicilik Faktorii (o)

Kolonun iki bileseni ayirma yetenegi se¢icilik olarak adlandirilir ve segicilik faktorii (a) ile
ifade edilir. Hareketli faza daha kuvvetli tutunan tiir i¢in kapasite faktori k,', daha az
kuvvetle tutunan veya daha hizli kolondan elue edilen tiir i¢in ise kapasite faktorii ky'dir ve

iyi bir ayirim i¢in o’nin 1’den biiyiik olmasi gerekir [59].

_ky  (tr)z —tu

. k_,l ~ (tr)1 —tw (22)

ko' kolonda daha kuvvetli tutulan analit igin kapasite faktori

ki’ kolondan daha hizli ayrilan analit i¢in kapasite faktorii
Kolon Ayirma Gicii (Rs)

Kromatografide analitlerin 1iy1 ayrildiginin gostergesi analitlerin alikonma siireleri
arasindaki fark ve bantlarin genisligidir. Kolon ayirma giicii (R;), kolonun iki analiti

ayrilabilmesinin kantitatif bir Olgiisiidiir. Kolon ayirma giicii, pik genisliklerinin orta
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noktalar1 agisindan komsu iki pik arasindaki mesafeyi ifade eder. Rg’nin 1.5 olmast iki
bilesenin tam olarak ayrildigin1 gosterir. Bu durumda iki bilesenin sadece % 0.3’i gakisir.
Ayrilmanin 1.0 oldugu durumda ise A bilesenine ait pik % 2.8 B bileseni igerirken ayni
sekilde B bileseni de A bilesenini igerir. Belli bir sabit faz i¢in ayirma giicii kolon

uzunlugunu arttirarak iyilestirilebilir. Ancak bu kez ayirma i¢in gereken siire artar [59].

Re = 2[(tr)p — (tr)Al
T (Wa+Ws)

(2.3)

Kolon verimliligi

Kromatografik analizlerde pik genisligi kolon verimliliginin goéstergesidir. Kromatografik

kolon verimliliginin kantitatif bir 6l¢lisii olarak tabaka yiiksekligi (H) ve tabaka sayis1 (N)

kullanilir.
L H; Tabaka yiiksekligi
H=— L; kolonun uzunlugu (cm) (2.4)
N N; tabaka sayist
tr)\? . —
N =16 (W) W; pik genisligi (2.5)

Kromatografi hizli, kolay ve ¢ok 1yi bir ayirma yontemi olmasi nedeniyle son 30 yilda ¢ok
fazla alanda kullanilmaktadir. Kantitatif analizlerde analit pikinin alan1 veya yiiksekligi bir
veya daha c¢ok sayidaki standartla kiyaslanir ve pik yliksekligi veya alani derisim ile
dogrusal olarak degisir. Bu yiizden ayrimi etkileyen kolon sicakligi, hareketli fazin akis
hizi, enjeksiyon hizi gibi parametrelerin Ve standartlarin kromatogramlarinin alindig siire
boyunca sabit tutulmasi ve kolonun asir1 yiiklenmemesi gerekir. Ornegin kolona
enjeksiyon hizi, bir kromatogramda ilk ¢ikan pikler i¢in %5-10'a kadar ulasan bagil
hatalara yol agabilir. Ornegin kolona enjeksiyon hizi pik alanina gore yapilan analizlerde

daha az etkilidir ve dar piklerde bu yontemle daha dogru sonuglar alinir.

Kantitatif analizde kullanilan yontemler

Alan Normalizasyonu yéntemi: Ornek enjeksiyonundaki diizensizlikten kaynaklanan hata,

alan normalizasyonu ile giderilebilir. Bu yontemde ornekteki tiim maddelerin kolondan
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cikmas1 gerekir. Kromatogramdaki tiim piklerin alanlari hesaplanir ve her madde i¢in
bilinen detektor algilama faktorii ile ¢arpilarak diizeltilir. Analitin derisimi, analit pikine ait

alanin toplam pik alanlarina béliinmesiyle hesaplanir [60].

%A= pik alaniA
toplam pik alani

A+B+C

Internal (i¢) standart yontemi: Kantitatif kromatografik analizlerdeki en 6nemli hata

kaynagi, enjekte edilen standart ve analit 6rnek hacminin ayni olmayis1 ve enjeksiyon
hizidir. Ornek miktar1 gogunlukla 1 mikrolitre gibi ¢ok az miktarlardir ve her defasinda
ayni hacimde madde verebilmek i¢in bir mikro siringa kullanilarak bagil hata % birkag
seviyesine kadar diistiriilebilir. Bu hata gaz-sivi kromatografisinde daha da biiyliktiir.
Kantitatif kromatografik analizde en iyi kesinlik, i¢ standart kullanilarak elde edilir, ¢linkii
bu metod ile numune enjeksiyonu, akis hizi ve kolon sartlarindaki belirsizlikler en aza
indirilir. Bu yontemde standart ve numune ¢6zeltilerinin her birine bilinen miktarda bir i¢
standart madde eklenir, analit pik alan (veya yiikseklik) degerinin ig-Standart pik alan
(veya yiiksekligi) degerine orani analitik parametre olarak kullanilir. Bu yontemin basarili
olabilmesi i¢in i¢ standart piki numunedeki bilesenlerin piklerinden ayrilmali ve analit

pikine yakin olmalidir [62].

Eksternal (dis) standart yontemi: Kantitatif kromatografik analizde en ¢ok uygulanan bu

yontemde bilinmeyen maddelerin bilesimine yakin bilesimlerdeki bir seri standart ¢ozelti
hazirlanir. Standartlarin kromatogramlart alinarak pik yiiksekliklerinin veya alanlarinin,
analit derisimlerine gore "kalibrasyon grafigi" cizilir ve grafik orijinden gecen bir dogru
seklindedir. Ornegin pik yiiksekliginden/alanindan kalibrasyon dogru denklemi yardimiyla
analit derisimi hesaplanir. Bu yontemde standart ¢ozeltilerin ve kalibrasyon grafiginin

belirli araliklarla tekrarlanmasi gerekir [62].

Standart katma ydntemi: Bir ya da iki maddenin analizi i¢in uygulanabilen bu yontemde,

ayn1 miktarda numune igeren 5 ayr1 ¢ozelti hazirlanir. Ik ¢ozelti hari¢ digerlerine giderek
artan miktarlarda standart ¢ozelti eklenir. Herbiri i¢in okunan pik alani/yiiksekligi degerleri
grafige gegirilerek elde edilen dogrunun ekstrapolasyonu ile numunedeki madde miktari

tayin edilir [63].

(2.5)



30

2.5. Gaz Kromagrafi

Gaz kromatografisinin temelini ilk kez 1941 yilinda Martin ve Synge olusturmasina
ragmen, cihaz olarak Martin ve James tarafindan 1952 yilinda gelistirilmistir. 1952°den
beri GC ozellikle 1960’1arda hizli bir sekilde geliserek analitik kimyada ve pek ¢ok alanda

arastirmalarda kullanilmaya baslanmistir [59].

Gaz-kat1 kromatografi kati bir durgun fazda, analitlerin fiziksel adsorbsiyon sonucu
tutulmasma dayanirken adsorbsiyon izotermlerinin dogrusal olmayan o&zelliklerinden
dolay1 piklerde kuyruklanma goriiliir. Ayrica aktif gazlarin sabit faz {izerinde kalig
stirelerinin kararlt olmamasi gibi dezavantajlardan dolay1r gaz-sivi kromatografisi (GLC)

gelistirilmistir [62].

Gaz-s1v1 kromatografisinde hareketli faz inert bir gaz, sabit faz ise kolonun i¢ tarafina veya
ince inert bir kat1 destek lizerinde tutturulmus ucucu olmayan bir sividir ve gaz-sivi
dagilma dengesine gore ayrim gerceklesir. Numunede bulunan bilesenlerin sabit sivi
fazdaki c¢oziiniirlikkleri birbirinden farkli oldugunda, denge kanununa goére bilesenler gaz
fazi ile sabit s1v1 faz arasinda dagilirlar (partisyon kromatografisi). Kolon boyunca hareket
eden maddelerin hareket hizi, o maddelerin sivi fazdaki ¢oziiniirliiklerine baglidir. Sivi
fazdaki ¢oziiniirliigii diisiik olan maddelerin kolondaki ilerleme hizlar da diisiiktiir, ayrica
akiskanliklar1 az olan maddelerin hareketleri daha yavas olur. En ideal durum, maddeler

arasinda ¢an egrisi (Gaussian) veren tasima egrileri ile elde edilir.

Gaz kromatografide ucucu sivi veya gaz halindeki 6rnek bir septum (lastik disk) icinden
enjeksiyon odacigina tatbik edildikten sonra 1s1 ile gaz formuna donistiirilir. Gaz
halindeki 6rnek, helyum (He) veya azot (N3) gibi inert bir tastyic1 gaz ile kolon boyunca
tasinir, inert gaz basingla kolondan akar. Kolon, analitlerin uygun siirede kolondan geri
alinmas1 (elue edilmesi) icin yeterli buhar basimcini saglayacak sicaklikta olmalidir.
Kolonu terk eden analitler kolondan daha yiiksek sicaklikta olan dedektdre ulasarak sinyal

olusturur.

Gaz kromatografi tasiyict gaz, numune enjeksiyon bodlmesi, bdliiciilii-boliiciisiiz

(u/splitless) enjektor kismi, kolon ve dedektorden olusur (Sekil 2.14).
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Sekil 2.14. Gaz kromatografi semasi [64]

Tasiyici Gaz: Tasiyici gazlar helyum (He), azot (N3) gibi kimyasal olarak inert gazlardir ve
basingli tliplerde bulunurlar. Kolona gaz, basing diizenleyicileri, gostergeler ve
akigmetreler yardimiyla verilir. Su veya diger safsizliklarin tutulmasi i¢in tasiyict gaz

sisteminde bir molekiler elek bulunur.

Numune Enjeksiyonu: Numunenin verildigi kisimdir. Kolonun verimli ¢alisabilmesi igin
uygun miktarda numunenin gaz halinde verilmesi gerekir. Enjeksiyonun yavas yapilmasi
veya gereginden fazla numune verilmesi bant genislemesine ve ayrimin kotii olmasina
neden olur. Enjeksiyon, silikon lastik diyaframdan veya septumdan yapilir. Septumun
arkasinda, kolonun giris ucunda hizli buharlastirict bélmesi bulunur. Bu kistm numune
icinde kaynama noktas1 en yiiksek analitin kaynama noktasindan 50 °C daha yiiksek
sicakliga kadar isitilir. Enjeksiyon hacmi 0,2-10 pl’dir. Gelistirilmis enjeksiyon blogu
sayesinde boliiciilii ve boliiciisiiz enjeksiyon yapilabilmektedir (Sekil 2.15) [65].
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Sekil 2.15. Gaz kromatografisi enjeksiyon blogu [66]

Boliiciilii-Boliiciisiiz (Split-Splitless) Enjektor: Derisik 6rneklerin  kapiler kolonlara

enjeksiyonunda kullanilan boliiciilii-boliiciisiiz enjektorlerde ornek, isitilarak cam kilif
icine enjekte edilerek buharlastirilir. Boliiciilii enjeksiyonda kolonun girigsine konulan bir
numune- boliicli sayesinde numunenin sadece %0,2-2 kadari kolona verilir, diger kismi
disar1 atilir. Boliicii oran1 50/1- 600/1 arasinda degisir. Genellikle derisik 6rneklerde (analit
miktar1 > %0,1) uygulanir. Ornekteki bilesikler 1 ng’dan daha az oldugunda, en iyi
rezoliisyon 1 ml’den daha az miktarlardaki numunelerle ¢alisildiginda elde edilir. Boliicii

sabit olmadigindan kantitatif uygulamalarda tercih edilmez.

Boliiciisiiz  enjeksiyonda kolona &rnegin tamami verilir. Analit miktarinin, 6rnegin
%0,01°den kiiclik oldugu eser miktarlarin analizinde uygulanan bir yontemdir. Fazla
miktarda numune (yaklasik 2 ml) enjekte edilir. Bu sistemde bir karistirma odacigi veya
boliicii venti bulunmaz. Enjeksiyon sicakligi ¢oziiciiniin kaynama noktasindan 40 °C daha

diistik sicakliktadir.

Kolon: Dolgulu, kilcal (agik borusal) kolonlar 2-100 m uzunlugunda olabilir. Paslanmaz
celik, cam, eritilmis silis, teflon kolonlar sicakligi sabit tutmak i¢in kullanilan etiive

sigmalar1 i¢in 10-30 cm ¢apinda spiraller halindedir. Dolgulu kolonlarla kiyaslandiginda
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kapiler kolonlarin (agik borusal kolonlar) daha verimli, kisa analiz siiresi, daha yiiksek

secimlilik gibi avantajlar1 yaninda diisiik 6rnek kapasitesi gibi dezavantaji vardir.

GC kolonlarinda kullanilan durgun sivi fazlar disiik ucuculuk (ideal olarak sivinin
kaynama noktas1 kolonun sicakligindan 100 °C fazla olmalidir), termal kararlilik, kimyasal
inertlik, ayrim1 yapilacak tiirler igin uygun aralikta kapasite ve segicilik faktor degerlerini
verebilecek ¢6ziicli niteliklerine sahip olmalidir. Bu amagla polidimetil siloksan, dimetil
siloksan, fenil-polidimetil siloksan, siyanopropil-polidimetil siloksan, polietilen glikol ve

trifloropropil- fazlar kullanilmaktadir.

Gaz kromatografisinde tekrarlanabilir ¢alismalar ve iyi bir ayirim yapabilmek igin kolon
sicakligt 6nemli bir parametre olup sicaklik derecenin onda biri diizeyinde kontrol
edilebilmelidir. Bu yilizden kullanilan kolonlar sicakligi kontrol edilebilen bir etiiv icine
yerlestirilirler. Optimum kolon sicakligi numunenin kaynama noktasina ve istenen ayirma
verimine baghdir. Genis aralikta kaynama noktasi iceren numuneler i¢in sicaklik
programlamas: yapilir. izotermal ya da gradient sicaklik programi yapilarak numune
bilesenlerinin kolonda etkin bir bigimde ayrilmalar1 saglanabilir. Izotermal sicaklik
programinda sicaklik stirekli olarak arttirilirken gradient sicaklik programinda basamaklar
halinde arttirtlir. Uygun sicaklik programina gére numune bilesenlerinin eliisyonu 2-30
dakika arasinda gergeklesebilir. Genel olarak, optimum ayrilma en disiikk sicaklikla
ilgilidir, distik sicakligin sakincasi ise, eliisyon siiresinin ve dolayisiyla analiz siiresinin

artigidir [59].

Dedektdr: Kolonda ayrilan analitler gaz fazinda dedektore gelerek atik kismindan ¢ikarlar.
Kromatogram, kolonda ayrilan numune bilesenlerinin zamana karst dedektorde
olusturduklar1 pik seklinde sinyallerden olusur. Gaz kromatografisinde kullanilan

dedektorler [60];

Alev Iyonlastirma Dedektorii (Flame lonization Detector-FID): Alev iyonlastirmali
dedektor, gaz kromatografide yaygin bir sekilde kullanilmakta olup ayni zamanda da en
genel kullanim alani olan bir dedektordiir. Kolondan gelen gaz, hidrojen ve hava ile karisip
kivileim ile ateslenerek alev olusur. Organik bilesiklerin ¢ogu Hidrojen/hava ortaminda
yakildiginda alevde elektrik iletkenligi olusturan iyon ve elektronlar meydana getirerek

alevden elektrik akiminin gegmesini saglarlar. Alev basliginin ucu ile iizerinde bulunan
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toplayici elektroda birkag yiiz voltluk bir gerilim uygulanirsa 10" amper akim olusur. Bu
akim iglemsel yiikselticiye Ol¢lim i¢in gdnderilir. Bu dedektoér karbonil, alkol, halojen,

amin gibi fonksiyonel gruplar, H,O, CO,, SO,, NOy gibi gazlara duyarli degildir.

Termal Iletkenlik Dedektorii (TCD): Termal iletkenlik dedektdrii ya da katarometre, gaz
kromarografide ilk kullanilan detektorlerden biridir. Kolondan gecen gazin iginde analit
molekiillerinin bulunmasi halinde termal iletkenlikte meydana gelen degisime dayanir.
Elektriksel olarak 1sitilan Pt, Au veya W’nin sicakligi, etrafindan gegcen gazin 1s1
iletkenligine bagli olarak degisir. He ve Hynin 1s1 iletkenligi ¢ogu organik bilesige gore
alt1 ile on kat daha fazladir (Cizelge 2.5) [64, 60]. Cok az miktarda organik maddenin
varliginda dahi kolonu terk eden gazin iletkenliginde biiyiik degisiklik meydana gelir ve
kolon dedektdr sicakligi degisir. Organik gazlarin termal iletkenlikleri birbirine yakin
oldugundan, termal iletkenlik dedektdrlerinde 1s1 iletkenligi cogu organik bilesige gore alt1
ile on kat daha fazla olan He, H; gazlari kullanildiginda daha iyi duyarlik elde edilir.

Cizelge 2.5. 100 °C’de baz1 gazlarinin vizkozite ve termal iletkenlik degerleri

Gaz Molekiil agirligt Vizkozite, nx10°® (up) Termal iletkenlik
(cal.s™°C'em™)x10™
CO, 44 189 42
Ar 40 269 44
0, 32 256 66
N, 28 219 64
He 4 228 369
H, 2 108 459
CH, 16 - 86
C,HsOH 46 - 35

Elektron Yakalama Dedektorii (ECD): Pestisit gibi halojen igeren numunelerin analizinde
kullanilan dedektorlerdir. Kolondan ¢ikan gazlar bir beta yayicisinin (genellikle Ni-63)
lizerinden gecirilir. Beta tanecikleri, genellikle azot olan tasiyici gazi iyonlagtirarak gok
sayida elektron olugsmasina neden olur. Organik maddelerin yoklugunda dedektdrdeki bir
cift elektrod arasinda belli bir akim meydana gelir. Elektron yakalama 6zelligi olan organik
madde kolondan geldiginde elektronlarin bir kismi tutulur ve elektrotlarda akim diigsmesi

gozlenir.
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Atomik Emisyon Dedektorii (AED): Kolon gazlari mikrodalga ile enerjilendirilmis He
plazmasina gonderilir. He plazmasi, bir dinod serili optik emisyon spektrometreye baglidir.
Plazmada numunedeki tiim elementler atomlastirilir ve karakteristik atomik emisyon

spektrumu olusturulur.

Kiitle (Mass) Dedektorii (MS): Atom veya molekiillerden gaz fazinda iyonlar
olusturulmas: ve bu iyonlar kiitlelerine goére birbirinden ayrilmasi prensibine dayanir.
Iyonlarin bagil miktarlarinin (kiitle/yiik) oranlarina gére olusan grafigine kiitle spektrumu

denir.

Nitrojen-Fosfor Dedektorii (NPD): Nitrojen-fosfor dedektorii (termiyonik dedektor), alev
iyonizasyon dedektoriine benzeyen, fakat bunlardan tamamen farkli prensiplere gore
calisan cok hassas 6zel ve segici bir dedektordiir. Nitrojen veya fosfor iceren bilesiklere
0zgli olan bu dedektor bir fosfor atomuna karsi, bir azot atomundan 10 kat, bir karbon
atomundan da 10°-10° kat daha fazla cevap verir. Bu nedenle ozellikle fosfor igeren
pestisitlerin tayin edilmesinde kullanilan bir dedektor olup ¢evresel uygulamalar ya da adli
tip uygulamalar i¢in uygundur. NPD hidrojen jetine yakin bir mesafeye yerlestirilmis,
icinde 1s1tict bir sarim olan bir ribidyum veya sezyum kloriir tanecik igerir ve tanecigin
bulundugu yerde, H; ve tasiyic1 gaz N karisir. Dedektér hem nitrojen ve hem de fosforun
algilanmasi i¢in kullanildiginda hidrojen akimi en diisiik diizeyde tutulmalidir; bu durumda
jette gaz yanmaz. Dedektoriin sadece fosforu algilanmasi istendiginde daha fazla hidrojen
verilir ve karisgim jette yanar. Isitilan alkali tanecik, termiyonik emisyonla elektronlar
yayar, bunlar anotta toplanir ve elektrot sisteminde arka plan akimini olustururlar. Nitrojen
veya fosfor iceren bir ornekle calisildiginda kismen yanmis nitrojen ve fosforlu maddeler
tanecigin yiizeyinde adsorblanir. Adsorblanmis madde yiizeyin is fonksiyonunu diisiiriir,

bunun sonucu olarak elektron emisyonu artar ve anotta toplanan akim yiikselir.

Fotoiyonizasyon Dedektor (PID): Bir fotoiyonizasyon dedektoriinde, kolondan g¢ikan
karigim yliksek enerjili fotonlarla (tipik olarak UV 1s1k) 1smlanir ve molekiilleri pozitif
yiiklii iyonlar haline doniistiiren bir iyon dedektoriidiir. Molekiiller yiiksek enerjili UV 15181
(10.6 eV, 11.7 eV veya 11.8 eV) absorblar ve iyonizasyon potansiyeli fotonun enerjisinden
daha diisiik olanlar iyonlasarak pozitif iyonlar meydana gelir. Meydana gelen bu iyonlar
iceren hiicreye potansiyel uygulanirsa bir iyon akimi olusur; iyon akimi amplifiye edilir ve

okuyucuya gonderilir.



36

Alev Termogift Dedektdr (FTD): Ik iiretilen GC dedektdrlerinden olan bu dedektor, alev
iyonizasyon dedektorlerin (FID) Onciisii olarak kabul edilebilir. FID’lerin iiretilmesi ile
birlikte FTD’lerin ¢ok fazla ticari 6nemi kalmamistir. FTD’de tasiyic1 gaz olarak hidrojen
veya hidrojen, nitrojen karigimi kullanilir. Kolondan gelen gazin kiigiik bir jetin ucunda
yakilmasi ile olusan alev jetin list kismina yerlestirilmis olan termogifti 1sitir. Eger gaz
akiminda analitin olmas: halinde gazin yanma 1sis1 artacagindan alevin sicakliglr ve
termogiftin ¢ikist da yiikselir. Cikis, bir potansiyometrik kaydediciye gonderilir.

Dedektoriin cevabi, maddenin yanma 1sisiyla orantilidir.

Emisyon Dedektorii: Alev termogift dedektoriin daha gelismis sekli olan yenilik¢i bir
dedektordiir. Kolon akimi ile yanabilen bir gaz karistirilir ve bir jette yakilarak alevin
parlakliginin veya renginin artmasi algilanir. Alevin ters tarafinda, yayilan 1518a
odaklanmis bir mercek (bir fotoselin iizerinde) bulunur. Alev 1s1gmnin ¢ikisi, basit bir
potansiyometre agiyla dengelenmistir. Dedektor, aromatik hidrokarbonlara karsi segicidir.
Alevin parlakligi veya rengi degistiginde sistemdeki mevcut denge bozulur ve cevap
potansiyometrik kaydedicide algilamir. Hassasiyet 10° g/ml seviyesindedir. Doygun
hidrokarbonlar, aromatik hidrokarbonlarin tersine, yandiklar1 zaman alevin parlakligin
yeteri kadar degistirebilme 6zelligi olmadigindan cevaplari zayiftir ve dolayisiyla bu tiir bir

dedektorle tayinlerinde hassasiyet diistik olur.

Alev Fotometrik Dedektor (FPD): Yaygin olarak hava ve sudaki kirleticiler, pestisitler ve
komiir hidrojenasyonu sonucu olusan iiriinleri analiz etmek i¢in kullanilir. Ozellikle siilfiir
veya fosfor igeren bilesiklere secici olup bunlarn tayininde yaygin olarak kullanilan
dedektorlerdir. Kolondan ¢ikan gaz hidrojen/hava alevinden gegirilir; bu esnada fosforun
bir kism1 510 ile 526 nm dolaylarinda emisyon yapan HPO tiiriine dontistirken kiikiirt ise
394 nm pik verecek sekilde emisyon bandi olusturan S, tiiriine doniisiir. Bu tiirlerin
karakteristik kemiluminesans emisyonu bir fotogogaltici tliple, uygun optik filtreler
kullanilarak olgtliir. Dedektor cevabi fosfor i¢in dogrusal, siilfiir i¢inse derigiminin
karesine baghdir. Segici algilama yapilabilmesi i¢in, alev ve fotocogaltici tiip arasina bir
girisim filtresi konulmustur. Sistemde bir yanma odacigi, hidrojen (yakit) ve hava
(oksitleyici) girisleri i¢in gaz hatlar1 ve yanma {riinlerinin uzaklastirildig1 bir eksoz ¢ikisi
bulunur. Ayrica, alevden yayilan UV ve goriiniir 1sinlarin tutulmasi i¢in termal bir filtre

(bandpass) kullanilir. Fotogogaltict tiip, yanma odacigindan fiziksel olarak izole edilmistir.
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Pulslu Alev Fotometrik Dedektorler (PFPD): Eski alev fotometrik dedektorleri (FPD)
sadece siilfiir ve fosfor i¢in segici iken yeni gelistirilen PFPD, basta siilfiir ve fosforun
yanisira N, Ga, Sn, Se, Ge, Te, Sb, Br, As, In ve Cu i¢in de segicidir. Alev fotometrede
oldugu gibi PFPD’de de bir yanma odacig1 (veya yakma tiipii) ve bir fotogogaltici tiip
bulunur; farkli olarak ise iki tane gaz akimu girisi vardir. Ikinci gaz akimi, yanma isleminde
analit emisyon parlakligini diizeltmede kullanilir. PFPD’nin iist kismindaki yakma teli
stirekli olarak kizgin (kirmizi) haldedir. Gazlar ve kolondan gelen akim yakicinin igine
akar ve burada alevlenebilir karisim oranina ulastiklarinda yakma teli tarafindan yakilir ve
alev geriye, yakma tiipiine doner. Yakma tiiplinde bulunan kolay alevlenebilir tiim
maddeleri 10 milisaniyeden daha kisa bir siirede siiratle yakar. Bu kisa alev pulsundan
sonra daha zor alevlenebilen analitler uyarilir ve elementlerinin 6zelliklerine uygun
emisyon olusur. Bu asamalar esnasinda fotogogaltic1 tiip, yakma odacigindaki olaylar
sonucu analitten yayillan emisyonu kaydeder. 300 milisaniye sonra, girig tiipleri ve
kolondan yeni bir akim gelir, alev pulsu ile ayni islemler tekrarlanir. Saniyede ii¢ alev

pulsu kaydedilecek sekilde islem devam eder.

B-Istm Iyonizasyon Dedektodrii: B-1sini dedektorii iiretilen ilk iyonizasyon dedektorii
(1956) olup; iginden saf tastyict gazin gegtigi bir referans hiicre ile kolon akimini tagiyan
bir sensor hiicreden olusur. Her hiicrede, B emisyonu veren ve ii¢ kademeli fisyon
islemiyle kararli Zr(90) atomuna doniisen stronsyum (90) kaynagi bulunur. Bu sirada
iyonizasyon akimlar1 birbirlerini yok edecek, yani sistemi dengede tutacak yonlerde
diizenlenir. Bu durumda dengede olan iki hiicrede meydana gelebilecek kiigiik bir basing
veya sicaklik farki bile dengeyi bozar. Test edilecek maddeyi iceren kolon akiminin

bulundugu hiicrede olusan diferensiyal sinyal amplifiye edilir ve kaydedilir.

Termiyonik Iyonizasyon Dedektérii: Isitilan bir flamentten iiretilen elektronlar uygun bir
potansiyel ile hizlandirildiginda, yolu tizerindeki herhangi bir gaz veya buhar molekiillerini
iyonlastirabilecek kadar enerjiye sahip olur. Bu bakis acisiyla, gaz kromatografi
caligmalarinin ilk yillarinda (1957), standart bir vakum iyonizasyon geyci modifiye
edilerek bir GC dedektorii olarak kullanilabilir hale getirilmistir. Algilayici, i¢inde bir
flament, 1zgara toplayici-elektrot ve anot bulunan bir vakum tiiptdir; sekil olarak
termiyonik triod valfe benzer. Tiip vakum altinda calisir; kolon akimini alabilecek
ayarlanabilir bir giris deligi vardir. Tasiyici gaz olarak helyum kullanilir. Dedekdriin

cevabi, i¢indeki gazin basinci ile orantilidir (0.02-1 5 mm Hg).
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Argon Iyonizasyon Dedektérleri: Ilk iyonizasyon dedektdrlerini takiben pek ¢ok organik
bilesigi dahi iyonize edebilecek yeterli enerjiye sahip yari-kararli (metastabil) atomlar
iiretebilen asal gazlar kullanilarak tamamen farkli prensiplere gore calisan iyonizasyon
dedektorleri gelistirilmistir. Metastabil atomlar yiiksiizdiir, fakat dis orbitteki bir
elektronun yer degistirmesi sirasindaki carpigmalarla olusan yiiksek enerjiyi absorplar.
Metastabil atom bir organik bilesige carptiginda absorpladigi enejiyi (11.6 eV kadar)
molekiile aktarir; sonugta, elektronu orijinal orbitine donerken molekiilden de bir elektron
kopar. Bu islemle iiretilen elektronlar anot akiminda biiyiik bir artis meydana getirirler.
11.6 eV enerji pek ¢ok organik maddeyi iyonlagtirmaya yeterli bir enerjidir. Bu grupta

toplanabilen dedektoler; basit veya makro, mikro ve termal argon dedektorleridir.

Helyum Iyonizasyon Dedektérii (HID): Helyum iyonizasyon dedektériin kullanim alani
oldukc¢a yaygindir. Ozellikle NOx, CO, CO,, Oy, N, ve H, gibi, FID ve diger dedektorler
tarafindan algilanamayan inorganik ugucu bilesiklerin tayininde kullanilir. Helyum
atomunun iyonlagmasi i¢in radyoaktif bir kaynak kullanilir. Tasiyic1 gaz helyumdur. Gaz
kromatografi cihazindan ¢ikan akim helyum iyonlartyla karistirilarak bilesenlerin
iyonlagmalar1 saglanir. Bu iyonlar bir elektrik akimi yaratirlar; iyon miktar1 ne kadar fazla
ise 0 kadar biiylik akimlar meydana gelir. HID’ler algilayacaklari bilesigi bozmaz veya
tiketmez; bu nedenle birden fazla dedektor kullanilmasi gereken sistemlerde diger
dedektorlerin Onilinde olacak sekilde yerlestirilir. Helyum dedektorii, argon dedektorii
prensibine gore calisir ve metastabil helyum atomu hizlandirilmis elektronlar tarafindan
iretilir; enerjileri 19.8 ve 20.6 eV civarinda oldugundan kolayca iyonlasirlar ve kararli
gazlart ve diger ucucu bilesikleri algilayabilirler. HID’lerde, radyoaktif bir kaynak
kullanilmadan da elektron iiretimi yapilabilir. Elektronlar, bir elektrik desarjiyla veya
fotometrik olarak {retilir, uygun bir potansiyel altinda bir inert gaz atmosferinde

hizlandirilir ve helyumla karsilastirilarak metastabil helyum atomlar {iretilir.

Pulslu helyum desarj iyonizasyon dedektorii: Pulslu helyum desarj dedektoriinde tist kisim
cap1 1,6 m desarj bolgesi olan bir tiip ve alt kisim ise metastabil helyum atomlar1 ve
fotonlarin olustugu 3 mm capli bir tiip olmak tizere iki boliimden olusur. Helyum takviye
gaz dedektoriin tst kismindan girer desarj kismina geger. Desarj elektrotlara potansiyel
uygulandiginda elektronlar ytliksek enerjili fotonlar ve biraz da metastabil helyum atomlari

uretilir.
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Pulslu Desarj Elektron Yakalama Iyonizasyon Dedektérii: Pulslu elektron yakalama
dedektorii, pulslu desarj helyum iyonizasyon dedektdriinlin gelismis bir tipidir. Calisma
prensibi, geleneksel elektron yakalama dedektoriine benzer; fakat elektron iiretim yontemi
daha farklidir. Dedektor iki kistmdan olusur; iist kistm desarj olaymin meydana geldigi
cap1 daha kiiclik olan bir bolmedir. Alt kisim kolon akiminda elektron yakalama isleminin
meydana geldigi genis ¢apli bir bélmedir. Elektrotlar arasina potansiyel uygulandiginda,
desarjla elektronlar, yiiksek enerjili fotonlar ve bir miktar da metastabil helyum atomlar1
meydana getirir. Propanla doplanmis helyum ikinci elektrodun tam altindan girer ve

metastabil atomlarin parcalanmasiyla ve fotonlar tarafindan elektronlar iiretilir.

Radyoaktivite Dedektdrii: Radyoaktif dedektérlerin iki tipi vardir; biri sadece **C 6lger,
digeri *C ve®H 6lger. Her iki tirdede de tastyict gaz olarak helyum veya argon
kullanilabilir; kolon akimi, bakir oksit doldurulmus bir firmna gonderilir. Bu firinda tiim
maddeler oksitlenerek karbon dioksit ve su olusturur. Sadece **C’iin sayilmas istendiginde
yanma Urtinleri bir kurutma tiiptinden gegirilir, sonra %10 propan karistirilir ve sayici tiipe
gonderilir. Sayici tiipte radyoaktif tanecikler tarafindan iyonlasir ve elektronlar iiretilir ve
anoda dogru hizlandirilir. Boylece ayni1 islemler devam ederek tasiyici gazin iyonizasyonu
ilerler ve alinan sinyal artar. Bu reaksiyonlar kararli bir desarj olustugunda sonlanir.
Reaksiyonlarin durmamast i¢in ortamin sogutulmasi gerekir; bu is akima karistirilan
sogutucu gaz olan propan ile gergeklestirilir. Sayici tiip metal bir silindirdir, merkezinde
izole edilmis ¢ubuk seklinde bir elektrot bulunur. Dis1 topraklanan kasa ve merkez elektron
arasina yliksek potansiyel uygulanir. Sayicidan alinan sinyal zamana gore integre (toplanir)
edilir ve boylece integratorden ¢ikis akimi, saniyede meydana gelen par¢alanma sayisiyla
orantilidir. **C ve *H’in birarada sayllmasi istendiginde, kolon akimindaki maddelerin
tiimiiniin karbon ve suya doniismesinden sonra, gaz akimina bir miktar hidrojen ilave edilir
ve diger bir firindaki 1sitilmis demir tozlarindan gecirilir. Bu firinda karigimdaki
hidrojenler ve trityuma indirgenir. Ayrica, hidrojenin fazlasi sistemdeki adsorbtif uglari
doyurararak trityumun adsorblanmasint minimum diizeye disiiriir. Sonra ¢ikis gazi, %10
propan ile karistirilir ve sonra sayiciya gonderilir bundan sonrasi i¢in islem **C de oldugu

gibi devam eder; sonugta, hem H ve hem de C sayilir.
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2.6. Numune Hazirlama Y ontemleri
2.6.1. Tiirevlendirme

Tiirevlendirme, kromatografik seciciligi ve duyarliligi arttirmaya yonelik olarak yapilan
kimyasal islemlerdir. GC ile yapilan calismalarda bilesiklerin termal kararlili§inin
arttirilmast, bilesiklerin ucucu hale getirilmesi igin tiirevlendirme gerekmektedir. Ozellikle
—COOH, -OH, -NH ve -SH gibi polar fonksiyonel gruplar igeren bilesikler kendi
aralarinda hidrojen bagi yaptiklarindan gaz kromatografi analizleri i¢in uguculuklar
yetersiz olmakta veya kolon ile etkilesime girmeleri s6z konusu olabilmektedir.
Bilesiklerdeki polar gruplar iizerinden alkilleme, agilleme ve sililleme tepkimeleri ile
tirevlendirme yapilarak bilesikler ugucu hale getirilerek gaz kromatografik analizleri
yapilabilir. Karboksilik asitler katalizér varliginda (asit, baz) alkollerle esterlesme

reaksiyonu vererek ugucu tiirlere doniisiirler (Sekil 2.16) [67, 68].

o H O ROH 0 HY 0
R—C R-C. R—C. R—C,
OH OH; +0-R OR'
H
(1) (2) )
0O +
0 H pe R"OH | H
R—C’ R—C’ R-C—OR
OR! +O_R| OR”
b H
2) 4)
+
e —H 7
R—C. R—C,_
OR" +?—R"
H
(6) &)

Sekil 2.16. a) Karboksilik asitlerinin asit katalizli esterlesme reaksiyonu [42] b) Asit
katalizli transesterlesme [68]
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Sekil 2.16.a’da ilk basamakta asitin proton vermesiyle oksonyum iyonu olustuktan sonra
(1) alkoliin niikleofilik atagi ile bir ara basamak olusarak (2) susuz ortamda estere doniisiir
(3). Karboksilik asitlerin asit katalizli esterlestirilmesi ya da trans esterlestirilmesinde
ortamda alkoliin fazlasinin olmasi gerekirken suyun ortamdan uzaklastirilmasi gerekir.
Ortamda suyun bulunmasi halinde kararsiz ara basamak iizerinden tekrar karboksilik asit

olusur. Reaksiyon ortamindan suyun uzaklastirilmasi i¢in susuz sodyum siilfat kullanilir.

Yag asitlerinin gaz kromatografi ile analizinde yag asitlerini ugucucu tiirevlerine
dontistiirmek gerekir. Yag asitlerinin —COOH fonksiyonel grubu iizerinden asit katalizli
esterlestirme reaksiyonu pratik olarak kullanighdir ve reaksiyon gerceklesirken istenmeyen
yan triinlerin olusumu minimumdur. Pratikte bu yontemde biitiin alkoller kulanilabilirken
alkoliin fazlasini reaksiyon ortamindan buharlastirarak kolaylikla uzaklastirmak igin metil
alkol ya da etil alkol tercih edilir. Serbest yag asitlerinin etanol, metanol gibi diisiik
molekiil agirlikli alkollerle esterlesmesi asit ya da alkali ortamda sicakliga ve reaktifin

icerigine bagli olarak kolayca meydana gelir.

2.6.2. Siv1 Faz Mikroekstraksiyon Teknikleri (LPME)

Hassas, dogru ve hizli analizler i¢in yeni cihazlar gelistirilmesine ragmen karmagik matriks
varliginda 6rneklerin analizinde bu cihazlar yetersiz kalabilmektedir. Bu nedenle matriks
ortamindan analitleri ayirmak ve zenginlestirmek i¢in genellikle ©on islem
uygulanmaktadir. Ornek hazirlamanin amac1 numuneyi analitik sisteme géndermeden dnce
saflastirip deristirmektir. Analitik 6rnek hazirlama yontemleri ¢esitli basamaklardan
olusmaktadir. Yontemlerin ¢ogunda fazla miktarda kimyasal ve zaman harcanmaktadir
[67]. Son yillarda 6rnek hazirlama basamaklarini basitlestirmek, kiigiiltmek ve kullanilan
¢oziiclilerin miktarlarin1 azaltmak icin farkli ekstraksiyon teknikleri gelistirilmistir [69].
Akisa enjeksiyon ekstraksiyon, kat1 faz ekstraksiyon bu dezavantajlar1 ortadan kaldirmak
icin gelistirilmis yontemlerdir. Sivi- sivi ekstraksiyon (LLE) yontemi ¢ok tercih edilen
klasik bir 6rnek hazirlama yontemi olmasina ragmen zaman alici olmasi ve ¢ok fazla
organik ¢oziicli kullanim1 gerektirmesi yontemin dezavantajidir. Cok kullanilan diger bir
ornek hazirlama yontemi ise kati faz mikroekstraksiyon (SPME) yontemi olup LLE
yontemine gore daha az ¢oziicii kullanimi gerektirir fakat karmasik ekstraksiyon
basamaklarini igerir. Bu dezavantajlar nedeniyle daha kolay uygulanabilir, ekstraksiyon

basamaklarini basitlestiren, otomasyon imkani saglayan, organik ¢oziicii kullanimini pL
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seviyelerine indiren, daha iyi zenginlestirme imkani saglayan, gaz kromatografi,
kapilerelektroforez ve  yiiksek performansli  sivi  kromatografi ile uyumlu
mikroekstraksiyon yontemlerine ilgi artmustir. Single drop mikroekstraksiyon (SDME)
ucuz, ¢ok fazla asama igermeyen, kolay uygulanabilir, ¢ok az ¢oziicii kullanimi ve analitik
sistemde direkt calisgilan bir On zenginlestirme sekli olmast nedeniyle sivi faz
mikroekstraksiyon teknikleri igerisinde en ¢ok tercih edilen yontemdir. Gaz kromatogafide,
indiiktif eslesmis plazma kiitle spektrometrisinde, kapiler elektroforezde ve elektrotermal
atomik absorpsiyon spektrometresinde kolaylikla uygulanabilir [70]. Giiniimiizde
kullanilan farkli LPME yaklasimlar1 asagidaki sekilde 6zetlenebilir [71, 29].

1- Tek damla mikroekstraksiyon (SDME)
- Dogrudan daldirma tek damla mikroekstraksiyon (DI-SDME)
Tepe bosluk (head space) tek damla mikroekstraksiyon (HS-SDME)
S1vi-s1vi-sivi mikroekstraksiyon (LLLME)
Siirekli akis mikroekstraksiyon (CFME)

2- Dispersif sivi-sivi damla mikroekstraksiyon ( (DLLME)
3- Kati damla mikroekstraksiyon

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

5- Dogrudan askida damla mikroekstraksiyonu (DSDME)

Tek Damla Mikroekstraksiyon (SDME): Mikro siringa ile 1-10 pl hacminde organik

¢oziicii damlacigr ekstraksiyon ortaminda tutulur. Ekstraksiyon sonrasi organik ¢oziicii

mikrosiringaya tekrar geri ¢ekilir ve analiz edilir.

DI-SDME yonteminde su ile karigmayan organik ¢oziicliniin enjektdér ucunda olusturulan
damlas1 sulu 6rnegin i¢inde tutulur (Sekil 2.17). Bu yontem sulu 6rnekteki apolar veya
ortapolar analitlere uygulanabilir, damlacigin koparak ¢ozeltiye karigsma olasiligi vardir
[72].
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—— —-—— Manyetik karistirici

Sekil 2.17. Dogrudan daldirma tek damla mikroekstraksiyon (DI-SDME) yontemi [73]

HS-SDME yontemi ugucu organik bilesiklerin zenginlestirmesinde kullanilir. Yontem
uygun ¢oziicliiniin mikro damlasinin 6rnek ¢ozeltinin iist kismindaki bosluga (headspace)
yerlestirilip ugucu analitlerin mikro ¢oziiciide ekstrakte edilmesine dayanir (Sekil 2.18). Bu
yontemde sulu ortam, gaz fazi ve organik damla olmak {izere ii¢ faz s6z konusudur.
Yontemde karmasik matrikslerde analitin kolaylikla matriksten uzaklastirilmasi saglanir

[74].

GC siringasi

Parafilm
materyal

Organik ¢ozlicl Headspace

Ornek
Manyetik karistirma

{ O O Isitici-karistirici

Sekil 2.18. Tepe bosluk tek damla mikroekstraksiyon (HS-SDME) yontemi [73]
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S1vi-sivi-sivi mikroekstraksiyon (LLLME) teknigi asidik ve bazik analitlerin ekstraksiyonu
icin iki basamakta gerceklestirilen bir yontemdir. Ilk basamakta iyonlasabilen analitler
pH’nin ayarlanmas1 yapilarak molekiiler forma getirilir ve organik faza alinir. Ikinci
basamakta ise analitler iyonlasabilecekleri pH’lara ayarlanmis geri ekstraksiyon ¢ozeltisi
kullanilarak sulu faza alinarak sivi kromatografi veya kapiler elektroforez ile analiz edilir.

En sik kullanilan organik ¢oziiciiler 1-oktanol, n-oktan ve toliiendir [75].

Stirekli akis mikroekstraksiyon tekniginde (CFME), ekstraksiyon ¢oziicii damlacig siirekli
akis halinde olan ornek ¢ozelti ile temas halindedir. Ormek ¢ozelti siirekli akarken

ekstraksiyon ¢oziicii damlasi ekstraksiyon iglemini gergeklestirir [76, 77].

Dispersif Sivi-Sivi Mikroekstraksiyon (DLLME): Organik ve inorganik bilesiklerin sudan

ekstraksiyonu ve analitlerin zenginlestirilmesi amaciyla uygulanir. Mikrolitre seviyesinde
coziiclinlin kullanildig1 bir sivi-sivi ekstraksiyon yontemidir. Ekstraksiyon, ekstraksiyon
coziiciisii ve 0rnek ¢ozelti arasindaki dagilim dengesine dayanir. Dagilma katsayis1 (K),
ekstraksiyon ¢oziiciisiindeki ve 6rnek ¢ozeltisindeki analit derisimlerinin oranidir. Yontem
yiikksek veya orta derecede lipofilik 6zellikteki (K >500) analitler i¢in uygulanabilir ve
yiiksek derecede hidrofilik o6zellikteki notr alanalitler icin uygun degildir. Asidik ya da
bazik analitlerin dagilma katsayisi, ornek ¢ozeltisinin pH degerinin kontrol edilmesiyle

arttirilabilir.

DLLME yonteminde ozkiitlesi yiiksek organik bir ¢oziicii ekstraksiyon ¢oziiclisli olarak,
hem ekstraksiyon ¢oziiciisii hem de suyla karisabilen bir ¢oziicii dispersif olarak kullanilir.
Ekstraksiyon ¢oziiciisii ve dispersif ¢oziicii karigimi sulu 6rnege hizli bir sekilde enjekte
edildiginde yiiksek bir tiirbiilans olusur. Bu tiirbiilans sulu ¢ozeltide organik c¢oziicii
damlaciklarinin olusmasina neden olur. Bulutsu ¢6zeltinin olugsmasindan sonra ektraksiyon
¢oziicisii ile sulu 6rnek arasindaki yiizey alan1 ¢ok biiyiiktiir. Bu nedenle dengeye ¢abuk
ulasilir ve ekstraksiyon siiresi kisadir. Bulutsu c¢ozeltinin santrifiijiinden sonra tiipiin
dibinde ¢okelek ¢oker ve uygun bir analitik teknik kullanilarak ¢okelek analiz edilir (Sekil
2.19) [74, 78].
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Ornek Ekstraktant iceren Bulutsu ¢ozelti Sediment
cozeltisi disper sive (dispersiyon) fazi
gozucusunun
enjeksiyonu

Sekil 2.19. Dispersive sivi-sivi ekstraksiyon [79]

DLLME yonteminde ektraksiyon ¢oziiciisiiniin 6zellikleri;

1. Ekstraksiyon ¢oziiclisiiniin sulu fazdan santrifiijle ayrilabilmesi i¢in 6zkiitlesi sudan
biliyiik olmalidir (klorobenzen, kloroform, karbontetrakloriir ve tetrakloroetilen gibi
halojentirlii hidrokarbonlar).

2. Analitleri ekstre edebilmelidir.

3. lyi kromatografik davranis gostermeli ve sudaki ¢oziiniirliigii az olmalidir [80].

Ekstraksiyon ¢oziicli hacminin 6n deristirme faktorii lizerinde etkisi biiyiiktiir. Coziicii
hacminin artmasiyla santrifiijden sonra elde edilen organik faz hacmi artar ve analitin
organik fazdaki derisimi azalir. Ekstraksiyon geri kazanimi sabit kalirken Onderistirme
faktorii diiser ve duyarlik azalir. Bu yiizden ekstraksiyon ¢oziicii hacmi hem yiiksek
onderistirme faktorii saglamalidir, hem de santrifiijden sonraki basamaklar i¢in hacmin
yeterli olmas1 gerekir. DLLME islemlerinde genellikle 5-100 pl ekstraksiyon ¢oziiciisii
kullanilir [80].

Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin sulu fazda kii¢iik damlalar halinde dagilmasi ve bulutsu
¢Ozeltinin olusmasi i¢in dispersif ¢oziiciiniin ekstraksiyon ¢oziiciisiinde ¢ozlinmesi ve suyla

karigabilir olmas1 gerekir. Boylece ekstraksiyon ¢oziiclisii ve sulu faz arasindaki yiizey
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alan1 biiyiik olur ve ekstraksiyon verimi artar. Aseton, metanol, asetonitril dispersif ¢oziicii
olarak kullanilir [45].

Dispersif ¢oziicii hacmi, bulutsu ¢ozeltinin olusumunu, ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin sulu
fazda dagilma derecesini yani ekstraksiyon verimini etkiler. Dispersif ¢oziicii hacminin
degismesi ¢okelek miktarini degistirir ve genellikle 0,5-1,5 ml dispersif ¢oziicii kullanilir.
Iyi bir bulutsu ¢ozelti elde etmek igin gerekli uygun dispersif ¢dziicii hacmi hem sulu fazin

hem de ekstraksiyon ¢6ziiclisiiniin hacmine baglidir [80].

Ekstraksiyon siiresi ve iyonik siddet ekstraksiyon verimini etkileyen diger faktorlerdir.
DLLME’de ekstraksiyon siiresi, dispersif ¢oziicii-ekstraksiyon ¢oziicii karisiminin 6rnege
enjekte edilmesiyle santrifiije baglamadan onceki zaman aralig1 olarak tanimlanir. Analitin
ve ekstraksiyon c¢oziiciisiiniin sulu fazdaki ¢oziiniirliigii genellikle iyonik siddetin
artmasiyla azalir. Bu olay yiiksek geri kazanim igin faydalidir. Bununla birlikte elde edilen

organik fazin miktari artar, bu da analit derisiminin ve dnderistirme faktoriiniin azalmasina

neden olur [80, 81].

Kati1 damla mikroekstraksiyon: Katilagarak yiizen organik damla olusumuna bagli sivi-sivi

mikroekstraksiyon tekniginde organik ¢oziici damlasini tutmak igin 6zel bir aparat
gerekmemektedir. Analitleri igeren sulu c¢ozelti tiipe aktarilir, donma noktast oda
sicakligina yakin olan (1-undekanol, 1-dodekanol, difenileter gibi) organik ¢oziicliniin
aktarilmasindan sonra karisim sogutularak organik c¢oziiciiniin katilagsmast saglanir.
Katilasan organik ¢oziicii uygun bir teknik ile viale aktarilip dogrudan veya dolayli olarak

analitik cihazlara enjekte edilir [82, 79].

Gozenekli lif sivi faz mikroekstraksiyon (HE-LPME): Tek kullanimlik, polipropilenden

iretilmis gozenekli, oyuk liflerin kullanildig1 mikroekstraksiyon yonteminde oyuk fiberin
lumen olarak adlandirilan kisminda birka¢ mikrolitre hacminde organik ¢dziicii bulunur ve

mikro ekstraktant ¢oziiciisii 0rnek ¢ozeltisi ile dogrudan temas etmez [83, 84].

Ekstraksiyon oncesi gozenekli lif, su ile karigmayan bir organik ¢oziicliye daldirilir. Bu
islem ile bu organik ¢oziicii liflerin gézeneklerinin i¢ine yerleserek lifin duvarlarinda ince
bir tabaka olusturur. Daha sonra lumen kismi akseptor ¢ozelti ile doldurulur. Akseptor

cozelti, organik ¢oziicli (iki fazli sistem) olabilecegi gibi asidik veya bazik sulu ¢ozelti de
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(¢ fazli sistem) olabilir. Bu sekilde hazirlanmis gézenekli lif, analitlerin bulundugu sulu
cozelti kabina yerlestirilir. Ekstraksiyonu hizlandirmak igin o6rnek c¢ozeltisi siirekli
karistirilir. Analitler sulu ¢ozeltiden porlardaki organik faz araciligiyla ekstrakte olur.

Sonra da lumen igindeki akseptor ¢ozeltiye gecer (Sekil 2.20) [85, 86].

Akseptor faz
(organik
¢ozlcl) - Gozenekli lif
T g [ 1= Desteklenmis
Mikrogiringa sivi membran
W
J ' ™ Ornek
| 2-faz LPME
Gozenekli lif _ - b
B o Isooktan ‘ ’
" | Omek cozeltisi Gozenekli lifin
< lGmeni
_:_\\\ T s Akseptor faz
0 © 1 kanstirici T~ (suda 9026&_ & Gozenekli lif
™| [l¢—— Desteklenmis
sivi membran
=
™ Ornek
a
3-faz LPME
Cc

Sekil 2.20. Gozenekli lif ekstraksiyon yontemi (a) Iki faz [87] (b) ii¢ faz (c) LPME
sistemi [85]

Dogrudan askida damlacik mikroekstraksiyon (DSDME): Dogrudan askida damla

mikroekstraksiyon (DSDME) olarak isimlendirdirilen yeni bir mikroekstraksiyon
yontemidir [88, 89]. Bu yontemde, bir manyetik karistirict sulu 6rnek igeren bir kabin
dibine yerlestirilerek diisiik girdapli bir karistirma saglanir. Eger suyla karismayan organik
damla, sulu Ornegin ylizeyine yerlestirilirse damla girdaba yakin veya merkezine
yerlestirilmis olur. Kiitle transferi gerceklesirken damla da sulu fazin yiizeyinde kendi
etrafinda doner. Bu yontem diger LPME sistemleri ile karsilastirildiginda, islemsel
parametrelerin  se¢iminde, Ozellikle organik ¢oziicii miktarinda ve karistirma hizi
parametrelerinde daha c¢ok esneklik saglar. DSDME organik ¢oziiciiniin biiyiik
hacimlerinin de kullanimina izin verdigi i¢gin GC’nin yani sira HPLC sistemleri ile de

kullanilabilir [82, 90].
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2.7. Yag Asitlerinin Analizi

Yag asitlerinin analizinde GC-FID ve GC-MS en ¢ok kullanilan yontemlerdendir. GC-MS
ile konjuge yag asiti izomerlerinin kantitatif analizi miimkiindiir. Ecker J. ve ekibi [91]
caligmalarinda yag asitlerinin metilasyonunu asetil kloriir ve methanol transesterifikasyonu
ile gerceklestirmigler, cis/trans izomerizasyonunun Onlenmesi igin tiirevlendirme
sicakligint 95 °C den oda sicakligia diisiirerek karbon uzunlugu C8-C28 arasinda olan
geometrik ve yap1 izomerlerini kisa ve polar ciyano kolon kullanarak GC-MS ile 17,2 dak
da analiz etmislerdir. C20:2 (n-6) ve C21:0 gibi kismi olarak cakisan yag asitleri metil
esterler ise selected ion monitoring (SIM) ile ¢6ziimlenmistir. Bu yontem, hem klinik
caligmalar hem de kararli izotop bilesiklerinin uygulanmasini igeren temel aragtirmalar i¢in

uygundur.

Kisa zincirli yag asitleri, insan kalin barsagindaki bakteriyel metobolizmanin temel iiriinii
olup karbonhidratlarin bakteriler tarafindan fermantasyonu sonucu olusur ve miktarlar
insan saglhig hakkinda bilgi verir. Kim H. ve ekibi [92] mikrobiyal 6rneklerdeki kisa
zincirli yag asitlerini asit modifiye polietilen glikol kolon kullanilarak gaz kromatografi
alev iyonlastirma dedektdrii ile analiz etmislerdir. Gaz kromatografi analizinden 6nce yag

asitleri aminopropil kolonda etil eter:heksan (1:1 h/h) ¢oziiciisii ile ekstre edilmistir.

Bicalho B. ve ekibi [93] kandaki yag fraksiyonlarinda bulunan yag asitlerini kapiler
kromatografi (CGC) ile birlestirilmis kiitle spektrometre (MS) ile tayin etmislerdir. Parmak
ucundan alian (50 pl) kan 6rnegindeki yag asitleri metil alkol ile esterlestirilerek 100 m X
0,25 mm i¢ gapli bis-siyanopropil polisiloksan (HP-88) kolon ile analiz edilmistir. Elektron
impakt (EI) ve pozitif kimyasal iyonlastirma (PCI) kiitle spektrometre kombinasyonu ile
yag asitleri alkil uzunlugu, doymamishk derecesi, alikonma zamanlarina gore
belirlenmistir. Solvent venting modda progamlanabilir sicaklik buharlastirma enjektorii
(PTV) ile ¢ok kiigiik miktardaki &rneklerin yiiksek duyarlilikta, 60 dak da analizi
yapilmistir. Bu ¢alisma metabolomik ¢aligsmalara uygulanacak ¢ok sayida yag asidi metil

esteri alikonma zamanlar1 ve kiitle spektral bilgileri ile yapilmstir.

Yag asitleri organizmalarda anahtar molekiiller olup eikosanoid, prostaglandin ve
leukodrin basta olmak iizere lipid bloklarindan olusarak hiicre membran yapisinda yer

alirlar ve metabolik fonsiyonlarda enerji kaynagidirlar. Bu ¢alismada trigliserid, fosfolipid
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ve kolesterol gibi farkl: tiir lipidlerin erterlestirme sartlar1 karsilastirilmistir. Calismada yag
asitlerinin esterlestirilmesi 90 °C’de %2 HSO4, %5 H,SO4, %S5 asetil kloriir, %10 asetil
kloriir, %14 BF3 ve %5 HCI katalizli metanol ortaminda gergeklestirilmistir. %5 asetil
kloriir ve %2 H,SO4 kullanildiginda daha iyi pik alanlari elde edilmistir [93].

Fosfolipid yag asitleri (PLFA), ¢evresel drneklerdeki mikrobiyal topluluklarin belirlenmesi
icin kullanilan biyobelirteclerdir. PLFA’lerin ekstraksiyonu ester tiirevinin olusturulmasi
yontemleri, standart olmayan fakat yaygin olarak yapilan c¢alismalardir. Metil esterinin
olusturulmasinda HCI/MeOH, KOH/MeOH ya da her ikisi birlikte kullanilabilir.
Chowdhury T. R. ve ekibinin yaptigi calismada [94] topraktaki mikrobiyal profili
degerlendirilirken katalizor tiirliniin metilasyona etkisi incelenmistir. Sulak arazilerde, sel
baskinina ugramis arazilerde ve bunlara yakin olan yiiksek bolgelerden alinan
topraklardaki yag asitleri ekstre edilerek HCI/MeOH ve KOH/MeOH katalizli metilasyon
sonrast PLFA analiz edilmistir. HCI/MeOH ile yapilan metilasyonda PLFA derisimi
KOH/MeOH ile yapilan metilasyona gore daha yiiksek bulunmustur. Ayrica metil gruplar
iceren yag asitleri HCI/MeOH katalizorii kullanildiginda belirlenemezken KOH/MeOH

katalizorii ile kolaylikla analiz edilebilmistir.

Bal Y. ve ekibi [95] Zanthoxyli Semende bulunan palmitik asit, stearik asit, oleik asit,
linoleik asit ve alfa linoleik asiti kat1 faz mikroekstraksiyon yontemi ile zenginlestirilerek
GC-FID dedektorii ile PEG-2M (30mx0,25mm 0,5 pl) kolon kullanilarak analiz
etmiglerdir. Sicaklik programi 170 °C’den baglatilip dakikada 5 °C artarak 190 °C’ye
cikarilmig ve 10 dakika beklendikten sonra dakikada 5 °C artigla 210 °C’ye yiikseltilip 5
dakika beklenmistir. Inlet sicaklig1 250 °C, dedektdr sicakligr 250 °C, béliicii oran1 25:1°de
analiz gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon verimini etkileyen ekstraksiyon c¢ozeltisi (n-
dodekanol) ve hacmi (20 pl), ekstraksiyon siiresi (20 dak), karigtirma hizi (700 rpm), tuz
derisimi (%10 NaCIl) ve ornek miktar1 (60 pl) gibi parametreler optimize edilerek en
uygun ekstraksiyon sartlar1 belirlenmistir. y-linolenik asit klasik sivi-sivi ekstraksiyon
sonrasi gaz kromatografi ile analiz edilmis ve sonuglar kati damla mikroekstraksiyon
(SFODLPME) ile karsilastirilmistir. Dogruluk ve kesinlik parametreleri karsilastirildiginda
anlamli fark olmadig1 fakat ¢oziicii hacminin az ve ekstraksiyon siiresinin kisa olmasi

nedeni ile kat1 damla mikroekstraksiyon yontemi tercih edilmistir.
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Wejnerowska G.‘nin yaptigi c¢alismada [96] tek damlacik mikroekstraksiyon yontemi
kullanarak su igerisindeki ugucu yag asitlerini (C2-C7) GC-FID ile analiz etmislerdir.
Mikroekstraksiyon ¢oziiciisii (karbon tetra kloriir) ile birlikte i¢ standart olarak kullanilan
linoleik asit metil esterinden olusan 2 pl damla sulu ¢ozeltiye batirilarak dogrudan
daldirma (DI-SDME) yontemi ile ekstrakte etmislerdir. Ekstraksiyon siiresi (13 dakika),
karistirma hiz1 (500 rpm), 6rnek pH’st (3), sicaklik (oda sicakliginda) ve iyonik gii¢ (%4
NaCI) parametreleri optimize edilmistir. Ekstraksiyondan sonra N-metil-N-(tersiyer-
butildimetilsilil) trifloro aset amid ile sililleme tepkimesi sonunda gaz kromatografi analizi

yapilmistir.

Chen Y. ve ekibinin [97] yaptig1 ¢alismada komleks matriks i¢indeki kisa zincirli yag
asitlerinin (SCFA) belirlenmesi i¢in yag asitlerinin esterlestirilmesi ve tepe bosluklu tek
damla mikroekstraksiyon (HS-SDME) o6rnek hazirlama yontemi gelistirilmistir. Kisa
zincirli yag asitlerinin HS-SDME isleminden Once transesterifikasyonu BF3/etanol
kullanilarak yapilmistir. HS-SDME i¢in optimum sartlar 1,0 ul dibutilftalat (DBP) ile 1000
rpm karigtirma hizi, %30 (a/h) NaCl, 20 dak ekstraksiyon siiresi ve 7 ml 6rnek hacmi, 12
ml vial icerisinde gerceklestirilmistir. Etil esterin kantitatif analizi gaz kromatografi
kullanilarak yapilmis, optimize edilen ekstraksiyon sartlarinda lineer kalibasyon egimi ve

1y1 tekrarlanabilirlik elde edilmistir.

He Y. ve ekibi [86] iki farkli siv1 faz mikroekstraksiyon (LPME) yontemi (klorobenzen ile
statik mikroekstraksiyon ve toluen ile dinamik tek damlacik mikroekstraksiyon) sonrasi
gaz kromatografi ile yag asiti analizi gergeklestirmislerdir. Her iki sivi faz
mikroekstraksiyon yonteminde 50 pl mikrosiringa kullanilarak 2 pl’den az ¢oziicii direkt
gaz kromatografi cihazina enjekte edilmistir. Klorobenzen ile statik ekstraksiyonda 12 kat
zenginlestirme, iyi bir tekrarlanabilirlik (%9,7) ve kolay uygulanabilirlik avantaj
saglanirken daha uzun ekstraksiyon siliresinda analiz gergeklestirilmistir. Toluen ile
dinamik tek damlacik mikroekstraksiyon yonteminde ise daha yiiksek zenginlestirme
faktorii ~27 kat) ve kisa ekstraksiyon siiresinde (~3 dak) diisiik tekrarlanabilirlikle (%12,8)

analiz gergeklestirilmistir.

Konjuge oktadekadienoik asit (18:2)‘in 56 geometrik ve yap1 izomeri olup bunlar konjuge
linoleik asit (CLA) olarak bilinir. 9c, 11t 18:2 ve 10t, 12¢ 18:2 izomerlerinin saglik

acisindan faydali oldugu bilinirken, diger izomerlerin besleyici 6zelligi yoktur. CLA
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izomerlerinin, kanser riskini azalttigi, kalp hastaliklarin1  Onledigi, bagisiklik
fonksiyonlarini gelistirdigi ve sismanlig1 tedavi etmede 6nemli rolii oldugu bilinmektedir.
Roach J.A.G. ve ekibi [98] yaptiklar1 ¢alismada kompleks yapidaki biyolojik 6neklerdeki
bu asitleri ve miktarlarin1 belirlemeye c¢alismislardir.  Konjuge linoleik asit analiz
oncesinde sodyum metoksit/metanol ile 50 °C, 15 dak ya da HCl/metanol ile 80 °C, 1
saatte metil esterlerine doniistiiriilmiistir. Ag® HPLC’nin konjuge linoleik asit
izomerlerinin analizinde ¢ok etkili bir yontem oldugu ve CLA izomerlerinin analizinin

MS- NMR ya da GC-FTIR ile gerceklestirilebilecegi belirtilmistir.

Brondz I. [99] insan kanindaki yag asitlerinin tayininde NaOCH3/MeOH ve BF3;/MeOH ile
esterlesme reaksiyonlarini kullanmiglar ve BF3 reaktifine kars1 daha duyarli ve daha fazla

ester tiirevinin olustugunu belirtmislerdir.

Eras J. ve ekibinin [100] yaptig1 calismada yag asitlerinin 1-propanol ile esterlesmesinde
klorotrimetilsilan (CTMS) kullanilmis ve bu yontem geleneksel yontemlerle
karsilastirildiginda bazi1 avantajlar saglamistir. CTMS ile calismanin derisik HCI ve
H,SO4‘e gore daha kolay oldugu, CTMS’nin BF3’e gore daha ucuz ve farkli alkollerin
kullanimina uygun oldugu belirtilmistir. Metanol yerine 1-propanolun kullanildigi ortamda
yagin ¢oziiniirliigli daha fazla oldugu i¢in reaksiyon siiresi kisalmis ve gaz kromatografi ile

analiz siiresi onemli Ol¢iide azalmistir.

Challinor J. M ve ekibinin [101] kullandig1 termal katalizli hidroliz ve metilasyon yontemi
tetrametilamonyum hidroksit (TMAH) gibi organik bir bazin kullanildigi basit ve hizh
ornek hazirlama teknigidir. Termal hidroliz ve metilasyon yag asitlerinin metilasyonunda
geleneksel yontemlere gore daha kiiciik 6drnek miktar: ile ¢alisabilme, daha hizli analiz

stiresi gibi avantajlar saglamaktadir.

Soria A. C. ve ekibi [102] farkli matrikslerdeki ugucu bilesenlerin ekstraksiyonu igin statik
headspace (S-HS) ve dinamik headspace (D-HS) tekniklerini kullanmislardir. Iyonik sivi
cozeltilerinde S-HS ve D-HS ¢ok az miktardaki oOrnekler igin hizli, etkili bir 6rnek
hazirlama ydntemidir. Orneklerdeki ugucu bilesenler matriks etkisinden dolay1 birden ¢ok
asamadan gegirilerek analiz edilmektedir. Girisimi engellemek i¢in HS ile 6rnek hazirlama

kullanish, hizli, etkili ve ¢evreye dost bir tekniktir.
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Ostermann, A. | [103] doku hiicelerindeki yag asitlerinin analizinde gaz sivi kromatografi
yontemini kullanmistir. Calisma Oncesinde yag asitleri transesterifikasyon ile metil
esterlerine dontstiiriilerek ucucu hale getirilmistir. Plazma ve dokudaki fakli lipit
simiflarinin tiirevlendirilmesi igin alt1 farkli yontem karsilastirilmistir. Trimetilsiilfonyum
hidroksitin ¢oklu doymamis yag asitlerinin esterlestirilmesinde yetersiz oldugu
goriilmistir (PUFA <%50). KOH ile esterlestirme serbest yag asitleri icin basarisiz
bulunmustur. Hekzan/CH3OH i¢inde %7 BFj3 ile esterlestirme kolestrol esterlerinde ve
triagil gliserolde yetersiz bulunurken methanolik HCI ve BF; ile methanolik NaOH
kombinasyonu serbest yag asitlerinin, polar lipitlerin, triagil gliserollerin ve kolestrollerin
esterlesmesinde uygun bir yontem olarak kullanilmistir ( >%80). Plazma yag asitleri
esterlestirildiginde benzer sonuglar elde edilmektekle birlikte EPA+DHA (n-3)’da belirgin
fark goriilmiistiir. Yag asitleri plazma derisimi KOH ve BFj ile esterlestirildiginde verim

disiik bulunmustur.

Roman Kandar [104] calismasinda plazma ve kuru ter damlalarindaki yag asitlerinin
analizini gaz kromatografi alev iyonlastirma dedektorii kullanarak yapmustir. Ter 6rnekleri
butil hidroksitoluen igeren kagitlarda toplanip yag asitlerinin metil ester tiirevleri metanol
ve asetil kloriir ile ger¢eklestirilmistir. Kuru ter damlalari butil hidroksitoluen ile birlikte -
20 °C’de 3 hafta bekletilmis, sonuglar ter icerisinde kisa zincirli, uzun zincirli ve
doymamis yag asitlerinin oldugunu gostermistir. Kan ve plazmada bulunan yag asitleri

yilizdesinin dogru orantili oldugu gozlenmistir.

Giuseppe Micalizzi ve ekibi [105], insan kanindaki yag asitlerinin kalitatif ve kantitatif
analizinin hastaliklarin 6nlenmesi ve saglikli kalmak i¢in 6nemli oldugunu gostermistir.
Yag asitleri kisisel metabolik durum hakkinda ayrintili bilgi sagladigindan insan kanindaki
biitiin yag asitlerinin hizl1 ve diisiik miktarlarda analiz edilmesi énemlidir. Ornek toplama,
kan damlalarinin  kurutulmasi seklinde gergeklestirilmistir. Sodyum metoksit ve
bortrifloriir kullanilarak yag asitleri metil esterleri olusturulmustur. Yag asitlerinin metil
ester tiirevleri i¢in drnekler CH3ONa ve CH3OH ile 15 dak 95 °C’de 1sitilip, soguduktan
sonra 500 ul BF3’iin metanolde hazirlanmis ¢ozeltisi eklenmistir. 15 dak 95 °C tekrar
1sitildiktan sonra 300 pl doygun NaCl ¢ozeltisi ilave edilip 350 pl n-heptan kullanilarak
yag asidi metil esterleri ekstre edilmis ve gaz kromatografi ile analiz edilmistir. I¢ standart
kullanilarak tekrarlanabilirlik, dogrusal aralik, LOD (tayin smir1) ve miktar tayini

gerceklestirilmigtir. Metodun dogrulugu insan plazmasina standartlarin ilavesi ve analizi
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ile kontrol edilmistir. Analitik yontem kan disinda insan plazma ve serum Orneklerine de

uygulanmis ve otomasyona uygun bir analitik yontem gelistirmistir.

Beata Plutowska ve ekibi [106], patates piiresi veya tohumlarin fermantasyonu ve
distilasyonu sonucunda elde edilen saf ispirto i¢indeki yag asitlerinin 6l¢timii i¢in analitik
metod gelistirerek optimize etmislerdir. Bunun i¢in headspase kati faz mikroekstraksiyon
(HS-SPME) teknigi ve gaz kromatografi alev iyonizlasma dedektorii (GC-FID)
kullanmiglardir. HS-SPME yonteminde fiber tipinin se¢imi en Onemli asamayi
olustururken ekstraksiyon sicakligi (45 'C), ekstraksiyon siiresi (30 dak), drnek hacmi (8
ml), karistirma hizi (700 rpm), iyonik siddet gibi kosullar da 6nemlidir. Biitiin bu
parametreler calisilarak en uygun kosullar belirlenmistir. I¢ standart olarak metil oktanoat

(4 pl) kullanilmastir.

Gan Hui Siang [107], bitkilerdeki yag asitlerinin (laurik asit, miristik asit, palmitik asit,
stearik asit, palmitoleik asit, oleik asit, linoleik asit ve arasidik asit) ikili faz oyuk fiber
mikroekstraksiyon ve GC-FID ile analizinde i¢ standart olarak heptanoik asit metil esteri
kullanmistir. Yag asitleri mikroekstraksiyon Oncesinde yag asitleri metil ester tiirevlerine
dontistirtilmustir. Ekstraksiyon parametreleri olan ekstraksiyon ¢oziiciisii, sicaklik, siire,
karistirma hizi, tuz ilavesi calisilarak en uygun sartlar belirlenmistir. Ekstraksiyon
coziiciisli olarak n-tridekan, ekstraksiyon siiresi 35 dak, tuz eklemeden oda sicakliginda
calisilmistir. Zenginlestirme faktorii 37-115 arasinda bulunmustur. Dokuz yag asidi i¢in
10-5000 pg I araliginda dogrusallik gozlenmistir (r> > 0,994). Bu metot palm yag1 ve
diger bitki yaglarindaki yag asitleri i¢in basaril bir sekilde uygulanmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler 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

y-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, CH,Cl, (MS SupraSolv®, Sigma-Aldrich, Germany)
Potasyum hidroksit, KOH (Sigma—Aldrich, Germany)

Heptan, C;H16 (%99, Sigma Aldrich Co.,Riedel-de Haén, Seelze, Germany)
Metanol, CH30H %0.5’den az su igeren (Merck, Darmstandt, Germany)
Siilfirik asit, H,SO,4 (Merck, Darmstandt, Germany),

Hidroklorik asit, HCI (Merck (Darmstandt, Germany)

Sodyum kloriir, NaCl (J.T.Baker (Deventer, Holland)

Karbon tetra kloriir, CCl4 (Sigma-Aldrich, Germany,)

Sodyum siilfat, Na,SO, (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 siilfat (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)

Etanol (Merck, Darmstandt, Germany)

Helyum (He) gaz kromatografik kalitede Oksan Co., Ltd. (Ankara, Turkey)
Hidrojen (H,) 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 Iyonlasma Dedektorii (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 um) (Restek Corporation
Bellefonte, US) ve HP-5 Agilent Technologies (30 m x 0,25 um ID x 0,20 um)

Hamilton gastight syringe (1700 series, SL syringe, 50 ul, needle size 22s ga, Germany)
Vial igine yerlestirilen 250 pl hacimli polimer ayakli cam tiip (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 cihaz1 (Milli-Q Water Purification System)

3.3. Yontem

Tez galismamizda tepe bosluk mikroekstraksiyon (HSME) ve tek damla mikroekstraksiyon
(SDME) yontemleri kullanilarak farkli tip yaglardaki yag asitleri 6nzenginlestirildi. Tez
calismalarimizda kullandigimiz yaglardan yemeklik olarak kullanilan yaglar marketten,
pastorize olmamus siitten elde edilen tereyaglar ise hayvancikla ugrasip bu iriinleri yapan
kisilerden, balik yagi eczaneden, aromaretapi amagli kullanilan bitkisel yaglar ise aktardan
temin edildi. Aygcicek yagi, zeytin yagi, tereyag ve margarin yag asitleri SODME yontemi ile
zeytin yagi, kekik yagi ve balik yagi1 yag asitleri ise HSME yontemi ile 6nzenginlestirilerek
GC-FID ile tayin edildi. Mikroekstraksiyon islemlerinden 6nce yag asitleri, yapilarindaki
—COOH polar fonksiyonel gruplar iizerinden asit ve baz katalizorii varhiginda alkol

(metanol) ile esterlesme tepkimesiyle tlirevlendirilerek ugucu hale getirildi.

100 mg Supelco 37 comp. FAME mix; FAME 37; C4-24, linoleik asit, linolenik asit, y-
linolenik asit, kaproik asit metil esteri, heptanoik asit metil esteri, undekanoik asit metil
esteri, tridekanoik asit metil esteri ve myristik asit metil esteri yag asiti standartlar1 olarak

kullanildi. Supelco 37 comp. FAME mix standart yag asiti ¢ozeltisi kromatografik kalitede
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metilen kloriir (CH,Cl,) igerisinde ¢oziilerek hazirland1 ve -20 °C’de saklandi. Linoleik
asit, linolenik asit, y-linolenik asit yag asiti standartlar1 CH3OH ile KOH katalizori
varliginda esterlestirildi [108]. Numunelerin igerigindeki yag asitleri KOH [108], HCI [83]
ve H,SO, [83] katalizorleri varliginda metanol ile metil esterlerine doniistiiriildii ve

reaksiyon ortamindan suyun uzaklastirilmasi i¢in susuz sodyum siilfat kullanildi.

SDME ve HSME isleminde tuz etkisi etkisi i¢in NaCl, tek damla ¢6zeltisi olarak HSME
yonteminde sodyumdodesil siilfat:1-biitanol, SDME yonteminde ise CCly kullanilarak yag

asitleri metil esterleri GC-FID ile analiz edildi.

3.3.1. FAME mix, FAME37, C4-24 yag asitleri standart cozeltisinin hazirlanmasi ve

analizi

100 mg Supelco 37 comp. FAME mix, FAME37, C4-24 (Sigma Aldrich, USA) -20°C’de
muhafaza edildi ve standart ¢ozeltilerin tiimii buz banyosunda hazirlandi. 400 mg/ml
FAME 37 standart ¢ozeltisi hazirlamak igin 250 pul CH,Cl, ¢o6zeltisi 100 mg FAME37
standart1 ilizerine ilave edilerek vortekslendi. Bu c¢ozeltinin 75 pl’si gaz kromatografi
vialine almip tizerine 925 ul CHCl, ilave edildikten sonra (30 mg/ml FAME37) agz
kapatilarak vortekslendi. 100 ul, 30 mg/ml FAME37 standart ¢ozelti vial igine yerlestirilen
250 pl hacimli polimer ayakli cam tiip igerisine kondu ve 2 ml’lik amber renkli vial

icerisinde agz1 kapatilarak GC-FID ile asagidaki kromatografik sartlarda analiz edildi.

Cihaz: Agilent Technologies 7890A GC System, Agilent Technologies Inc, Santa Clara,
CA), FID dedektor

Kolon: Restek-2560, bissiyanopropil polisiloksan (Restek Corporation, Bellefonte, PA)
(100 m x 0,25 pm ID x 0,20 pm)

Firin sicakligi: 100 °C (4 dak), 3 °C/dak ile 240 °C’ye ¢ikarilir (10 dak)

Enjeksiyon sicakligi: 225 °C

Dedektor sicakligi: 250 °C

Tasiyici gaz He: 1,0 ml/dak, 20 cm/saniye

Enjeksiyon hacmi: 2 ul

Boliicii orani: 200:1

Alev iyonlagsma dedektor gazlari: Hidrojen (H;) ve kuru hava
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Elde edilen kromatogramdaki (Sekil 4.1) alinkonma zamanlar1 Rt-2560 (bissiyanopropil
polisiloksan) kolon referans alikonma zamanlar1 (Sekil 4.2, Cizelge 4.1) ile karsilastirilarak

37 adet yag asiti metil esteri tayin edildi.

3.3.2. Linoleik asit, linolenik asit, y-linolenikasit metil ester standart c¢ozeltilerinin

hazirlanmasi ve analizi [109]

Buz banyosu igerisinde linoleik asit, linolenik asit, y-linolenik asit standartlar1 tizerine 200
pl heptan c¢ozeltisi ilave edilip calkalandiktan sonra 0,2 ml 2 M potasyum hidroksitli
metanol ¢ozeltisi eklenip kapaklar1 kapatildi. 30 saniye siddetle vortekste karistirildiktan
sonra berrak tist faz olusana kadar bekletildi ve metil esterleri igeren iist faz ayrilip 12 saat
icinde GC-FID ile asagidaki kromatografik sartlarda analiz edildi. Linoleik asit, linolenik

asit, y-linolenik asit metil esterlerine ait kromatogramlar sirasiyla Sekil 4.3-5’te gosterildi.

Kolon: HP-5 Agilent Technologies, (%5-fenil)-metilpolisiloksan kolon, (30 m x 0,25 um
ID x 0,20 pm)

Firin sicakligi: 80 °C (2 dak), 4 °C/dak ile 210 °C (5 dak), 15 °C/dak ile 300 °C (5 dak)
Enjeksiyon sicakligi: 270 °C

Dedektor sicakligt: 280 °C

Tastyic1 gaz He: 1,0 ml/dak

Enjeksiyon hacmi: 1 pl

Boliicii orani: 100:1

Alev iyonlagma dedektor gazlari; hidrojen (H») ve kuru hava

3.3.3. Yag orneklerinin tiirevlendirilmesi ve GC-FID ile analizi

Yag asitlerinin gaz kromatografi ile analizinden 6nce en dnemli basamaklardan biri olan
esterlestirerek ucucu hale getirme islemi c¢esitli yontemlerle yapilabilmektedir. Tez
caligmamizda ii¢ farkli yontem ile (IUPAC yontem 2,301 [110], Avrupa Farmakopesi 7,0
[108] ve H,SO, katalizli [109, 9, 111] ) esterlestirilen yag 6rneklerinin GC-FID ile analizi
bolim 3.3.1°deki kromatografik sartlarda gergeklestirilmistir. Elde edilen kromatogramlar
(Sekil 4.6-8) degerlendirilerek ¢alismanin devaminda en uygun esterlestirme ydntemi

belirlenmistir.
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a- Yag asitlerinin (FAMESs) TUPAC yontem 2.301’e gore turevlendirilmesi [9]

Yag ornekleri 100 °C’ye 1sitilmis etlivde 3 saat bekletildikten sonra 1 g yag numunesi 5 ml
kapakli test tiip icerisinde tartild1. Uzerine 2 ml heptan ¢ozeltisi ilave edilip ¢alkalandiktan
sonra 0,2 ml 2 M potasyum hidroksitli metanol ¢ozeltisi eklenip kapaklar1 kapatildi. 30
saniye siddetle vortekste karistirildiktan sonra berrak {ist faz olusana kadar bekletildi ve

metil esterleri igeren iist faz ayrilip 12 saat i¢inde GC-FID ile analiz edildi.

b- Yag asitlerinin (FAMEs) Avrupa Farmakopesi 7.0’a gore tiirevlendirilmesi [108]

2,0 ml zeytinyagi ornegi diiz tabanli, yaklagik 50 mm i.d X 30 mm kap icerisinde 100-105
°C’de etiivde kurutulduktan sonra iginde silika jel bulunan desikatdrde sogutuldu. Buradan
alinan 1,0 g yag numunesi 25 ml yuvarlak altli rodajli cam balonda tartildi. 10 ml susuz
metanol ve 0,2 ml metanol i¢cinde hazirlanmis 60 g/l potasyum hidroksit ¢ozeltisinden
eklenerek geri doniisiimlii sogutucuya baglanarak 50 ml/dak azot gazi1 akis hizinda
magnetik karistirict ile karistirilarak kaynama noktasina kadar 1sitildi. Yaklasik 10 dak’da
berraklasan ¢ozelti 5 dak daha 1sitildiktan sonra sogutulup igerik ayirma hunisine aktarildi.
10 ml 200 g/l NaCI ¢ozeltisi eklenerek kuvvetlice calkalandi. Fazlar ayrilinca istteki

organik faz, susuz sodyum siilfat igeren viale alinarak siiziiliip GC-FID ile analiz edildi.

C- Yag asitlerinin asit (H,SO,) katalizli tiirevlendirilmesi [109, 5, 110]

10 ml zeytinyagi ornegi 100 ml’lik cam balona alinarak iizerine CH3OH igerisinde
hazirlanmis 20 ml %3’lik H,SO4 karisimi ve ortamdaki suyu uzaklastirmak icin 1 g
NaSO, eklendi. Kurutma baslig: takilmis geri sogutucu altinda 2 saat 1sitildi. Reaksiyon

sonunda balonda olusan iki fazdan iist faz viale alinarak GC-FID ile analiz edildi.

3.3.4. Tepe Bosluk Mikroekstraksiyon (HSME) Yontemi ile yag asitleri metil

esterlerinin onzenginlestirilmesi ve GC-FID ile analizi

Zeytinyagi, kekik yagi ve balik yagindaki yag asitleri [IUPAC yontem 2,301’e gore [9]
tirevlendirilip yag asitleri metil esterlerine doniistiiriilerek ugucu hale getirildi ve HSME
ile 6nzenginlestirildi. HSME isleminde 360 uL yag asidi metil esteri NaCl bulunan 2,0 ml
vial igerisine konarak vial kauguk septum ile kapatildi. Ekstraksiyon ve enjeksiyon

siringast olarak 50 pl’lik gaz kromatografi Hamilton mikro siringa kullanildi. Ekstraksiyon



60

¢oziicisi mikro siringa igine ¢ekildi ve siringa ignesi, numune vialinin kauguk
septumundan 6rnek ¢dzeltisinin 0,5 cm iizerinde olacak sekilde tepe bosluga yerlestirildi.
Siringa pistonuna yavasca bastirilip ¢oziici damlacigi igne ucunda askiya alindi.
Ekstraksiyon esnasinda, mikro siringa ekstraksiyon vialinin iizerine metal kelepge
kullanilarak sabitlendi. Ekstraksiyondan sonra, damlacik ignenin igine geri cekilerek gaz
kromatografiye enjekte edildi. Ekstraksiyona etki eden faktorlerden ekstraksiyon sicakligi
(Sekil 4.9 ve Sekil 4.10), ekstraksiyon zamani (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12), ¢oziicii tlrii ve
oran1  (I-biitanol, 1-oktanol, asetonitril, dietilasetat, toluen, hekzan, heptan,
diklormetan:hekzan:toluen, sodyum dodesil stilfat) (Sekil 4. 13) (Cizelge 4.3 ) ve NaCl
(tuz etkisi) miktarinin optimizasyonu yapildi. En yiiksek pik alaninin elde edildigi sartlarda

ektstre edilen 6rnekler Boliim 3.3.2°deki kromatografik kosullarda analiz edildi.

IUPAC yontem 2,301°e gore esterlestirilen zeytinyagi, kekik yagi ve balik yagi yag
asitlerinin bir miktart Onzenginlestirilmeden GC-FID ile de Bolim 3.3.2°deki
kromatografik sartlarda analiz edilerek HSME-GC-FID analiz sonuglariyla karsilastirildi.
Numunelerin i¢eriklerindeki linoleik asit, linolenik asit ve y-linoleik asit miktarlari standart
linoleik asit, linolenik asit ve y-linoleik asit metil esterlerinin alikonma zamanlari ile (Sekil

4.14-17) karsilastirilarak pik alanlari tizerinden % (a/a) olarak hesaplandi (Cizelge 4.4).

3.3.5. Tek Damla Mikroekstraksiyon (SDME) yontemi ile yag asitleri metil

esterlerinin onzenginlestirilmesi

Aycicek yagi, zeytinyagi, tereyagi ve margarin yag asitleri [UPAC yontem 2,301°e gore
tiirevlendirilerek yag asitleri metil esterlerine doniistiiriiliip ugucu hale getirildi ve gaz
kromatografik analizden énce SDME yontemi ile 6nzenginlestirildi. Mikroekstraksiyon
coziiclisii olarak ozgilil agirligi sudan daha biiylik olan kloroform, diklormetan ve
karbontetrakloriir denendi. Diklorometan ve kloroform numune i¢inde dagildig igin
ekstraksiyon ¢oziiclisii olarak kullanilamadi. CClsy mikroekstraksiyon ¢oziiciisii olarak
kullanildiginda numune igerisinde iki ayr1 faz olustu (Resim 3.1). Esterlestirilen yag
asitleri numunesinin 500 pl’si 1 ml %10 (a/a) NaCl ¢ozeltisine ilave edilip tizerine 20 ul
CCly eklenerek optimum ektraksiyon kosullarinda yag asitleri metil esterleri CCl4
damlacigina ekstre edildi. Damlada toplanan yag asitleri metil esterleri GC enjektor ile

almip 250 pl’lik vial igerisine yerlestirilebilen polimer ayakli cam tiip icerisine konup 2
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ml’lik amber renkli vial igerisinde agzi kapatilarak GC-FID ile Bolim 3.3.1°deki
kromatografik sartlarda analiz edildi.

Resim 3.1. Tek damla mikroekstraksiyon (SDME) vyontemi ile yag asitlerinin
onzenginlestirilmesi (mikroekstraksiyon ¢oziiciisii CCly)

Ekstraksiyona etki eden faktorlerden sodyum kloriir derisimi (tuz etkisi), karistirma hizi,
sicaklik, mikroekstraksiyon siiresi ve mikroekstraksiyon ¢oziicli miktar1 parametreleri ayri
ayr1 ¢alisilarak optimum sartlar belirlendi. SDME-GC-FID ile analiz sonrasi elde edilen
pik alanlari, Onzenginlestirme yapilmadan elde edilen GC-FID kromatogramlari ile

karsilagtirildi.

Aygigek yagi, zeytinyagi, tereyagl ve margarin numuneleri SDME-GC-FID ve GC-FID ile
analiz edilerek iceriklerindeki yag asiti miktarlari, FAME37 standartlarin alikonma

zamanlart ile karsilagtirilarak pik alanlari tizerinden % (a/a) olarak hesaplandi (Cizelge

4.4).






4. BULGULAR

63

4.1. Standart Yag Asiti Metil Esterlerinin (Supelco 37 comp. FAME mix, FAME37,
C4-24) Gaz Kromatografi-Alev iyonlasma Dedektorii (GC-FID) ile Analizi

Supelco 37 comp. FAME mix, FAME37, C4-24 standart yag asitleri metil esterlerinin

Boliim 3.3.1°e gore yapilan analizinden elde edilen kromatogram Sekil 4.1°de, alikonma

zamanlar1 Cizelge 4.1°de, Supelco 37 comp. FAME mix, FAME37, C4-24 standart yag

asiti metil esterlerinin ayni kromatografik sartlardaki referans GC-FID kromatogrami ve

referans alikonma zamanlari ise sirasiyla Sekil 4.2 ve Cizelge 4.2°de verilmistir.

FID1A, Front Signal (AYSEL\FAME1ORTT.D)
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Sekil 4.2. Supelco 37 comp. FAME mix, FAME37,
esterlerinin GC-FID kromatogrami

C4-24 standart yag asitleri metil

Cizelge 4.1. Supelco 37 comp. FAME mix, FAME37, C4-24 standart yag asitleri metil
esterlerinin GC-FID analizi alikonma zamanlari

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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Cizelge 4.1. (devam) Supelco 37 comp. FAME mix, FAME37, C4-24 standart yag asitleri
metil esterlerinin GC-FID analizi alikonma zamanlari

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 (19, t12) 45.431 2
20 Metil linoleat; C18:2 (c9, c12) 46.327 2
21 Metil arasidat; 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 (cl11, c14, c17) 52.111 2
31 Metil trikosanoat; C23:0 52.365 2
32 Metil arasidonat; C20:4 (c5, ¢8, cl11, 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, ¢8, c¢11, c¢14, 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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Sekil 4.3. Supelco 37 comp. FAME mix, FAME37, C4-24 standart yag asitleri metil

esterlerinin referans GC-FID kromatogrami

Cizelge 4.2. Supelco 37 comp. FAME mix, FAME37, C4-24 standart yag asitleri metil
esterlerinin GC-FID analizi referans alikonma zamanlari

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 (19, t12) 46.39 2
20 Metil linoleat; C18:2 (c9, c12) 47.32 2
21 Metil arasidat; C20:0 47.92 4
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Cizelge 4.2. (devam) Supelco 37 comp. FAME mix, FAME37, C4-24 standart yag asitleri
metil esterlerinin GC-FID analizi referans alikonma zamanlari

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, ¢12, 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 arasidonat; 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, ¢8, 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, y-Linolenik Asit Metil Ester Standartlarinin Gaz
Kromatografi-Alev Iyonlasma Dedektorii (GC-FID) ile Analizi

Linoleik asit, linolenik asit ve y-Linolenik asit standartlar1 metil esterlerinin Bolim 3.3.2°¢
gore GC-FID ile yapilan analizi sonucu elde edilen kromatogramlar sirasiyla Sekil 4.3-5’te
verilmistir. Alikonma zamanlar1 tg(linoleik asit metil ester)= 34,32 dak, tg (linolenik asit

metil ester)= 35,82 dak ve tr (y-linolenik asit metil ester)= 35,04 dak olarak bulunmustur.

FID1 A, Front Signal (AYSEL\FAMEAS54.D)

80 J

60, ’

e

l g g { l l g T T T
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Sekil 4.4. Linolenik asit metil esterinin GC-FID kromatogrami (tg linolenik asit metil
ester= 35,82 dak)
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FID1 A, Front Signal (AYSEL\FAMEAS66.D)

15 17.5 20 225 25 275 30 325 35 s min

Sekil 4.5. y-linolenik asit metil esterinin GC-FID Kromatogrami (tg y-linolenik asit metil
ester= 35,04 dak)

FID1 A, Front Signal (AYSEL\FAMEAST0.D)
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Sekil 4.6. Linoleik asit metil esterine ait GC-FID Kromatogrami (tr linoleik asit metil
ester= 34,32 dak)

4.3. Asit ve Baz Katalizli Tiirevlendirilen (Esterlestirilen) Zeytinyagi Numunesinin
GC-FID ile Analizi

Zeytinyag1 Ornekleri [IUPAC Yontem 2,301 (Bolim 3.3.3.a), Avrupa Farmakopesi 7,0
(Bolim 3.3.3.b) ve H,SO,4 katalizli (B6lim 3.3.3.c) olmak {izere ii¢ farkli yontemle
esterlestirilerek GC-FID ile analiz edildi. Zeytinyagi Oorneginin ii¢ farkli esterlestirme
reaksiyonu sonrast GC-FID ile analizine ait kromatogramlar Sekil 4.6-8de, icerigindeki
linoleik asit, linolenik asit ve y-linolenik asit metil ester miktarlar1 ise % a/a olarak Cizelge
4.4°te verilmistir. Her ii¢ esterlestirme yoOntemi basitlik, zaman, kimyasal tiiketimi ve
kromatogram pik alanlar1 agisindan kiyaslandiginda bundan sonraki caligmalarda

esterlestirme yontemi olarak [UPAC Yontem 2,301’in uygun olduguna karar verilmistir.

FID1 A, Front Signal (YAGESTEIU3F0301.0)
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Sekil 4.7. TUPAC yontem 2,301’e gore tiirevlendirilen zeytinyaginin  GC-FID
kromatogrami
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FID1 A, Front Signal (YAGESTE\104F0401.D)
PA -
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100- 2 @ = 18 e g
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Sekil 4.8. Avrupa farmakopesi 7,0’a gore tiirevlendirilen zeytinyagimin GC-FID
Kromatogrami

FID1 A, Front Signal (AYSEL\FAMEZY3H D)
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Sekil 4.9. Asit katalizli (H,SO,) tiirevlendirilen zeytinyaginin GC-FID kromatogrami

4.4. Tepe Bosluk Mikroekstraksiyon (HSME) Yoénteminin Optimizasyonu

Optimizasyon caligmalarinda [UPAC yontem 2,301°e gore tiirevlendirilen zeytin yagi
kullanildi. Zeytin yagindaki linoleik asit metil esteri (tg= 34.32 dak) pik alan1 dikkate

alinarak tepe bosluk mikroekstraksiyon yontemi i¢in optimum kosullar belirlendi.

HSME Y onteminde Mikroekstraksivon Sicakliginin Optimizasyonu

Tepe bosluk mikroekstraksiyonun hizini ve verimliligini etkileyen 6nemli parametrelerden
biri sicakliktir. 360 pl zeytinyag FAMEs 1,5 ml vial igerisine alinak 25, 45 ve 70 °C’de
HSME yapilarak GC-FID analiz edildi. Elde edilen kromatogramlar Sekil 4.9’da

gosterilmistir.
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Sekil 4.10. Farkli mikroekstraksiyon sicakliklarmda HSME-GC-FID ile elde edilen zeytin
yag1 FAMEs kromatogramlari a) 25 °C b) 45 °C ¢) 70 °C
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Sekil 4.11. HSME-GC-FID yonteminde linoleik asit metil ester pik alanlarina sicakligin

etkisi

Sicakliga karsi linoleik asit metil esterinin pik alanlar1 grafige gegirildiginde (Sekil 4.10)

en yiiksek pik alaninin elde edildigi 45 °C HSME i¢in optimum sicaklik olarak

belirlenmistir.
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HSME Y onteminde Mikroekstraksiyon Siiresinin Optimizasyonu

Ekstraksiyon siiresini belirlemek icin 45 °C’de 15, 25, 35 ve 45 dak yapilan

mikroekstraksiyonlar sonrast GC-FID analiz sonucu elde edilen kromatogramlar Sekil

4.11°de goriilmektedir.

FID1 A, Front Signal (AYSEL\FAMEASTS D)
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Sekil 4.12. Farkli mikroekstraksiyon siirelerinde HSME-GC-FID ile elde edilen
zeytinyagi FAMEs kromatogramlari a) 15 dak b) 25 dak c) 35 dak d) 45 dak

(2,0 ml vial hacmi, 360 pl yag asidi metil esteri, mikroekstraksiyon sicakligi
45 °C)
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Sekil 4.13. Ekstraksiyon siiresinin linoleik asit metil ester pik alanina etkisi (2,0 ml vial,
360 pl yag asidi metil esteri, mikroekstraksiyon sicakligi 45 °C)

Ekstraksiyon siiresine kars1 linoleik asit metil esterinin pik alanlar1 grafige geg¢irildiginde
HSME igin optimum ektsraksiyon siiresi olarak en yiiksek pik alaninin elde edildigi 35 dak
secilmistir (Sekil 4.12).

HSME Y onteminde Mikroekstraksiyvon ¢Oziicli oraninin optimizasyonu

HSME yonteminde ¢oziicli seciminde ¢oziiclinlin kaynama noktas1 ve vizkositesi dnemli
parametrelerdir. Coziiclinlin kaynama noktasinin gaz kromatografik analize uygun olacak
kadar distik, ekstraksiyon islemi sirasinda buharlasmamasi i¢in de analitlerin kaynama
noktasindan yiiksek olmasi istenir. Coziiciiniin siringa ignesinin ucunda tutunabilmesi i¢in
yeterince yliksek viskoziteye sahip olmasi, bunun yanisira ekstraksiyon siiresini dnemli
derecede etkileyecek olan, analitin damlaya hizli difiizyonuna imkan verecek viskozlukta
olmas1 gerekir. Calismamizda bu 6zelliklere uygun ¢oziicli ve ¢oziicli karisimlart denendi.
Ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak buhar basinci diisiik ve yag asiti metil esterlerinin yiiksek
¢oziiniirliikte oldugusodyum dodesil stilfat, 1-biitanol karisiminin mikroekstraksiyon islemi
icin uygun olduguna karar verildi. Sodyum dodesil siilfatin doygun ¢ozeltisi hazirlanarak
bu ¢o6zeltinin %25 (a/h)’lik ¢6zeltisi 1-biitanol ile 1:3 (h/h) oraninda Kkaristirilarak
mikroekstraksiyon i¢in kullanildi. Farkli oranlarda sodyum dodesesil siilfat: 1-biitanol
karisiminin  ekstraksiyon ¢oziiclisii olarak kullanilmasiyla elde edilen kromatogramlar

Sekil 4.13’te ve pik alanlarina etkisi Cizelge 4.3 te gosterilmistir.
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Sekil 4.14. Farkli mikroekstraksiyon ¢oziicii oranlarinda (sodyum dodesil siilfat:1-

biitanol, h/h) HSME-GC-FID ile elde edilen zeytin yagi kromatogramlari a)
1:0 b) 1:1 c) 1:2 d) 1:3 (2,0 ml vial, 360 pul zeytinyag: yag asidi metil esteri,
45 °C mikroekstraksiyon sicakligi, 35 dak mikroekstraksiyon siiresi)

Cizelge 4.3. Mikrokstraksiyon ¢oziicli oraninin (sodyum dodesil siilfat: 1-biitanol:, h/h)

linoleik asit metil ester pik alanina etkisi (2,0 ml vial, 360 ul zeytinyagi yag
asidi

metil esteri, 20 dakika mikroekstraksiyon siiresi, 45 °C
mikroekstraksiyon sicakligi)
Coziicii Orani, h/h
1:0 11 1:2 1:3
(sodyum dodesesil siilfat: 1-biitanol)
Linoleik asit metil esteri pik alan1 95,86 112,37 290 403,33
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Ekstraksiyon ¢oziicii oranina karsi linoleik asit metil esterinin pik alanlar1 dikkate
alindiginda en yiiksek pik alaninin elde edildigi sodyum dodesil siilfat: 1-biitanol (1:3, h:h)

optimum tepe bosluk ektraksiyon ¢6ziicii oran1 olarak segilmistir (Cizelge 4.3).

HSME Y onteminde optimum kosullar

Zeytin yagindaki linolenik asit metil esteri pik alani dikkate alinarak tepe bosluk

mikroekstraksiyon yontemi i¢in optimum kosullar asagida listelenmistir.

HSME c¢oziiciisii: Sodyum dodesesil siilfat: 1-biitanol (1:3, h:h)
HSME ¢oziicii hacmi: 2 pl

Mikroekstraksiyon siiresi: 35 dak

NaCl miktar1: 0,07 gram

Numune miktari: 360 pl

4.4.1. Cesitli yaglardaki yag asitlerinin GC-FID ve HSME-GS-FID ile analizi

Kekik yagi, zeytin yagi ve balik yagi yag asidi metil esterlerinin GC-FID ve optimum
kosullarda HSME-GS-FID ile alinan kromatogramlar1 sirasiyla Sekil 4.14-16’da
verilmistir.

FID1 A, Front Signal (EFE ASLi2\104F0401 D)
[
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Sekil 4.14. Kekik yagi metil esterlerinin a) GC-FID b) HSME-GC ile elde edilen
kromatogrami
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Sekil 4.15. Zeytin yagi metil esterlerinin a) GC-FID ile b) HSME-GC-FID ile elde edilen
kromatogrami
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Sekil 4.16. Balik yagi yag asidi metil esterlerinin a) GC-FID b) HSME-GC-FID
kromatogrami

Zeytinyag, kekik yagi ve balik yag1 yag asiti metil esterlerinin alikonma zamanlar1 Sekil
4.3-5’teki standart linoleik asit metil esteri, linolenik asit metil esteri ve y-linolenik metil
esteri alikonma zamanlari ile karsilagtirilmis ve yaglarin icerigindeki yag asiti miktarlar

Cizelge 4.4’te verilmistir.
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Cizelge 4.4. GC-FID (n= 3) ve HS-SDME (n= 3) ile elde edilen FAMEs miktarlari, %

Numune

Balik yagi

(HSME-GC-FID)

Balik yagi
(GC-FID)

thesap < ttablo

Reference deger
(balik yagi)[111]

Linoleik asit
metil ester

(% ortalama + ss*)

1,0+0,2

15+0,1

1,78 < 2,78

y-linolenik asit

metil ester

(% ortalama + ss*)

29+04

2,8+0,2

0,61<2,78

0,5-3,0

Linolenik asit
metil ester
(% ortalama + ss*)

1,2+0,3
1,0+0,2
1,1<2,78

0,5-3,0

*standart sapma

p=0.05

Cizelge 4.4. (devam) GC-FID (n= 3) ve HS-SDME (n= 3) ile
miktarlari, %(a/a),

elde edilen FAMEs

Linoleik asit y-linolenik asit . . :

] . Linolenik asit

Numune metil ester metil ester .
(% ortalama £+ ss*) (% ortalama + sd* metil ester
(% ortalama + ss*)
Kekik yagi
+ + +
(HSME-GC-FID) 237+1,3 1,0+0,3 2,5+0,1
Kekik yagi
+ + +

(GC-FID) 254+ 1,5 14+0,2 2,7+£0,2
tcalculated < ttable 2,55 < 2178 1,00 < 2,78 2108 < 2,78
Referans deger
(kekik yag1) [112] max 1,2 3,5-200
Zeytin yag1

+ + +
(HSME-GC-FID) 52%0,5 1,7+0,2 2,20,
Zeytin yag1

+ + +
(GC-FID) 59+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 deger (zeytin max 1.2 3520

yagn[113]

*standart sapma

p=0.05
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Zeytinyag1, kekik yag1 ve balik yagi yag asidi metil esterlerinin GC-FID ve HSME-GS-
FID analiz sonuglari alan normalizasyon yontemine gore toplam yag asidi metil ester
miktarlar1 {izerinden hesaplanmustir. Sonuglar referans degerlerle uyumludur. Student t-
testine gore GC-FID ve HSME-GC-FID analiz sonuglar1 kiyaslandiginda fark anlamsiz

bulunmustur.

4.4.2. HSME-GC-FID Analizine ait kromatografik veriler

HSME-GC-FID ve GC-FID ile yag asitlerinin analizinde kolon performans degerleri balik

yag1 kromatogrami iizerinden hesaplanmis ve Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6 da verilmistir.

Cizelge 4.5. Balik yagi metil esterlerinin HSME-GC-FID analizine ait kromatografik

veriler
Yag asidi tr, dak o Teorik plaka sayis1 (N) Rs
Linoleik asit; 18:3 34,91 1,02 7.4x10° 8,90
Linolenik asit; C18:2 35,40 1,02 6,3x10° 8,90

Cizelge 4.6. Balik yagi metil esterlerinin GC-FID analizine ait kromatografik veriler

Yag asidi tr, dak o Teorik plaka sayis1 (N) Rs
Linoleik asit; C18:3 34,96 1,02 8,4x10° 9.06
Linolenik asit; C18:2 35,44 1,02 5,9%10° 9,06

Bir kolonda, tabaka sayisinin artmasi ve tabaka yiiksekliginin azalmasiyla kolon etkinligi
artar. Tiirlerine ve icerdikleri hareketli ve durgun fazlarin cesitliligine bagli olarak kolonun
etkinligi bliylik farkliliklar gosterebilir. Tabaka sayis1 birkag yiiz ile birka¢ bin arasinda
degisebilirken tabaka ytiksekligi birkag mm ile bir santimetrenin binde biri hatta daha az
olabilir [114]. Kolon performans o6lgiitii olarakta kullanilan N, pikin tutulma siiresi tg Ve
pikin zaman biriminden taban genisligine bagli olararak 6l¢iiliir. Kolonun ayirma giicii Rs

degeri, kolonun iki analiti ayirma giiciiniin kantitatif dlciitiidiir. Ayirma giicleri kolondan
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cikan iki tlirtin alikonma zamanlar1 farkinin iki ile ¢arpilmasi ve piklerin taban genisliginin
(zaman biriminden) toplamina béliinmesi ile bulunur. Iki pik i¢in Rs degeri 1,5 ve iizeri
oldugunda iki tiirtin ayrilmasi saglanirken bu deger daha kii¢iik oldugunda pikler arasinda
ayrilma olmaz. Buna gore teorik plaka sayis1 yaklasik 10° olup kolon verimi oldukga iyidir.
Kolon ayirma giicliniin 1,5’in iizerinde olmasi kolon ayirma giiciiniin uygun oldugunu

gostermektedir.
4.5. Tek Damla Mikroekstraksiyon (SDME) Yonteminin Optimizasyonu

SDME yonteminde ekstraksiyon ¢oziiclisii olarak hidrofobik ve yogunlugu sudan farkli
olan ¢oOziicilerden toluen, kloroform, karbon tetraklorir ve diklorometan
mikroekstraksiyon ¢0Ozliciisii olarak denendi. Mikroekstraksiyon ¢oziiclisii olarak
kullanilan bazi1 organik c¢oziiciilere ait fiziksel ve kimyasal ozellikler Cizelge 4.7°de

verilmistir.

Cizelge 4.7. Organik ¢oziiclilerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Coziicii Yogunluk, d (g/ml) Sudaki ¢oziiniirliigi
Toluen 0,867 0,52 g/l (20 °C’de)
Kloroform 1,49 0,809 g/100 ml (20 °C’de)
Karbon tetrakloriir 1,59 0,081 g/100 ml (25 °C’de)
Diklorometan 1,33 13,2 g/l (25 °C’de)

Calismamizda sulu ortamda faz olusturan ve karistirma esnasinda dagilmayan karbon
tetrakloriir mikroekstraksiyon ¢oziiciisii olarak segildi. Ekstraksiyon verimini etkileyen
karistirma hizi, sicaklik, tuz etkisi i¢in sodyum kloriir derisimi, ekstraksiyon siiresi ve
ekstraksiyon ¢oziicli miktar1 parametrelerinin pik alanlari tizerine etkisi incelerek optimum
kosullar belirlendi. Optimizasyon ¢aligsmalarinda her seferinde bir parametre degistirilerek
digerinin sabit tutuldugu ardisik optimizasyon yaklagimi kullanildi. Optimizayon
caligmasinda veriler 3 tekrar sonucunda elde edildi. Farkli marka tereyag, margarin,
aycicegi yaglt ve zeytin yagr numunelerinin icerigindeki FAMEs optimum kosullarda

SDME-GC-FID ile analiz edildi. Optimizasyon caligmalarinda IUPAC yontem 2,301°e
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gore [9] tiirevlendirilen pastorize tereyagi yag asiti metil esterlerinin 500 ul’si ve 20 uL

CCly ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kullanildi.

SDME vonteminde NaCl derisiminin optimizasyonu

Geleneksel ekstraksiyon yontemlerde ekstraksiyon etkinligini artirmak ve organik faz
icerisindeki polar analitlerin bozunmadan kalmasinmi1 saglamak i¢in sulu 6rnek ¢ozeltisine
tuz eklenmesi kabul edilen bir yaklasimdir. Sulu ortamda hazirlanmis 6rneklere elektrolit
ilavesiyle ortamin iyonik siddeti arttifindan polar analitlerin sudaki ¢Oziiniirligi ve
organik bilesiklerin sudaki ¢6ziinlirliigii azalir. Boylece organik faza gegen analit orani ve
buna bagli olarak yontemin ekstraksiyon etkinligi artar. Analitlerin sudaki ¢6ziiniirliigiiniin
azalmasi, sulu ortamdaki iyonik tuz molekiillerinin (tuz etkisi) hidrasyon tabakasini
sarmastiyla gergeklesir. Ayrica tuz molekiilleri, polar molekiiller ile elektrostatik etkilesime
girerek analitlerin kiitle transferinin azalmasina neden olabilir. Analitlerin ¢oziiniirliigiine
bagli olarak, yiiksek tuz derisimlerinde tuz etkisiyle ekstraksiyonun etkinligi artabilir veya
cozeltide dagilmis olarak bulunan yiiklii tanecikler (elektrolitler ve analitler) arasindaki
cekim kuvvetleri nedeniyle analitlerin ekstraksiyonu azalabilir. Ornek ¢dzeltisine tuz
eklenmesi genellikle ekstraksiyon etkinligi arttirir. Ancak yliksek derisimlerde tuz varligi
ekstraksiyon filminin fiziksel 6zelliklerini degistirebileceginden organik faz igine analitin
diflizlenme oraninin azalmasina da neden olabilir. Bu nedenle SDME verimine tuz (NaCl)
derisiminin etkisi, 500 pl tereyagi metil esterlerinin 50 ul CCls ile 20 dak
mikroekstraksiyon siiresinde, 25 °C’de, 500 rpm karistirma hizinda incelenmistir. Pik
alanma tuz etkisi %0, %5, %10, %20 ve %25 (a/h) sodyum Kkloriir ¢ozeltileri ile
denenmistir. Mikroekstraksiyon isleminde ortama NaCl eklenmediginde alt faz bulanik
olup damla goriilemediginden analiz gergeklestirilememistir. %0-25 (a/h) NaCl
derisimlerinde elde edilen kromatogramlar Sekil 4.18’de, NaCl derisiminin pik alanina

etkisi ise Sekil 4.19°da verilmistir.
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Sekil 4.17. Farkli NaCl derisimlerinde (a/h) tereyagi metil esterlerinin SDME-GC-FID
kromatogramlar1 (500 pl tereyagi metil esterleri, 50 pl CCly, 20 dak, 25 °C ve
500 rpm karistirma hiz1) a) %5 (a/h) NaCl b) %10 (a/h) NaCl c¢) %20 (a/h)
NaCl d) %25 (a/h) NaCl

Pik Alani
25000 B metil butirat
B metil hekzanoat
20000 m metil oktanoat
B metil dekanoat
15000 m metil laurat
B metil miristat
10000
metil palmitat
5000 ———1 - H metil elaidat
metil oleat
metil linoleat (cis-9,12)
> 10 20 25 o4 (a/h) NaCl

Sekil 4.18. Tereyag1 metil esterlerinin SDME-GC-FID ile analizinde NaCl derisiminin pik
alanlarina etkisi

En yiiksek pik alanmin elde edildigi %10 NaCl (a/h) derisimi optimum NaCl derisimi

olarak se¢ilmistir.

SDME vonteminde karistirma hizinin optimizasyonu

S1v1 faz mikroekstraksiyon tekniklerinde karistirma, sulu faz ile ekstraksiyon ¢oziiciisli
arasindaki transferi arttirmada etkili bir yoldur. Ornegi karistirma, analitin organik faza
olan dagilimini arttirarak ornek ¢ozeltisi ile damla arasindaki denge i¢in gerekli zamanin

azalmasin saglar. Diger yandan c¢ok yiiksek karistirma hizi organik damlanin dagilmasina
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ve bozulmasia sebep olacagi icin ekstraksiyon veriminde azalmaya neden olabilir. Bu
amagla uygun bir karigtirma hizi se¢imi dnemlidir. Karistirma hizinin optimizasyonunda
%10 (a’/h) NaCl, 500 ul tereyagi metil esterleri, 50 ul CCls, 25 °C ve 20 dak
mikroektraksiyon ortaminda 0, 250, 500, 750, 1000 ve 1250 rpm karistirma hizlar
denenmis ve karistirma hizinin pik alanina etkisi incelenmistir. Farkli karistirma hizlarinda
elde edilen kromatogramlar Sekil 4.20’de ve karistirma hizinin pik alanina etkisi Sekil

4.21°de verilmistir.
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Sekil 4.19. Farkli karistirma hizlarinda tereyagi metil esterlerinin  SDME-GC-FID
kromatogramlar1 (%10 NacCl (a/h), 500 pl tereyagr metil esterleri, 50 pl CCly,
25 °C ve 20 dak mikroektraksiyon ortami) a) 0 rpm b) 250 rpm c¢) 500 rpm d)
750 rpm e) 1000 rpm ) 1250 rpm

Pik alani . .
60000 - m metil butirat
m metil hekzanoat
50000 - ® metil oktanoat
m metil dekanoat
40000
m metil laurat
30000 - metil miristat
metil palmitat
20000 - metil elaidat
10000 - metil oleat
h metil linoleat (cis-9,12)
0 : h ol . ° A . . .
metil heneicosanoat
0 250 500 750 1000 1250
Karistirma hizi, rpm

Sekil 4.20. Tereyagi metil esterlerinin SDME-GC-FID ile analizinde karistirma hizinin
pik alanlarina etkisi (%10 NaCl (a/h), 500 pl tereyagi metil esterleri, 50 pl
CCly, 25 °C ve 20 dak mikroektraksiyon ortami)
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Optimum karistirma hizi olarak en yiliksek pik alanlarinin elde edildigi 1000 rpm
karistirma hizi olarak belirlenmistir. 1250 rpm karistirma hizinda damlacik kararlilig

bozuldugundan daha yiiksek hizlarda karistirma hiz1 denenmemistir.

SDME vyonteminde sicaklik optimizasyonu

Mikrokstraksiyonun  yapildigir sicaklik  ekstraksiyon verimini etkileyen Onemli
parametrelerden biridir. Pik alanlarinin sicaklik ile degisimini gézlemlemek icin 25 °C, 30
°C, 40 °C ve 50 °C sicakliklarda ekstraksiyon yapilarak elde edilen kromatogramlar Sekil
4.22’te, sicakligin pik alanina etkisi ise Sekil 4.23’te verilmistir.
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Sekil 4.21. Tereyagr metil esterlerinin farkli mikroekstraksiyon sicakliklarinda SDME-
GC-FID kromatogramlari (%10 (a/h) NaCl, 500 ul tereyagi metil esterleri, 50
ul CCly, 20 dak ve 1000 rpm mikroektraksiyon ortami) a) 25 °C b) 30 °C
c)40°C d)50°C

35000 ~ B metil butirat
30000 - | metil hekzanoat
metil oktanoat
25000 7 B metil dekanoat
é 20000 - B metil laurat
E 15000 - metil miristat
metil palmitat
10000 -
metil elaidat
5000 metil oleat
0 _“ Ilj ,u ‘I_. . : metil linoleat (cis-9,12)
25 30 40 50

metil heneicosanoat

Sicaklhik, °C

Sekil 4.22. Tereyagi metil esterlerinin SDME-GC-FID ile analizinde mikroekstraksiyon
sicakliginin pik alanlarina etkisi (%10 (a/h) NaCl, 500 pl tereyagir metil
esterleri, 50 ul CCly, 20 dak, 1000 rpm mikroektraksiyon ortami)
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En yiiksek pik alanin elde edildigi 25 °C optimum kosul olarak belirlenmistir.

SDME vonteminde mikroekstraksiyon siiresinin optimizasyonu

Mikrokstraksiyon siiresinin pik alanlarma etkisi 10, 20, 30 ve 40 dak ekstraksiyon

siirelerinde yapilmis ve SDME-GC-FID ile analizinde elde edilen kromatogramlar Sekil

4.24’te ekstraksiyon siirelerin pik alanina etkisi ise Sekil 4.25°te gosterilmistir.

FID1 A, Front Signal (AYSEL\FAMEDRA7 D)
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Sekil 4.23.

20 2 30 3 40 45 mn

Tereyagi metil esterlerinin farkli mikroekstraksiyon siirelerinde SDME-GC-
FID kromatogramlart (%10 NaCl (a/h), 500 ul tereyagi metil esterleri, 50 pl
CCly, 25 °C, 1000 rpm mikroektraksiyon ortami1) a) 10 dak b) 20 dak c) 30
dak d) 40 dak

H metil butirat
35000 - ® metil hekzanoat
30000 -~ ® metil oktanoat
25000 - H metil dekanoat
5 20000 | m metil laurat
= I
E 15000 4 metil miristat
metil palmitat
10000 -
metil elaidat
5000 metil oleat
o |l '“ " '- 1 1 metil linoleat (cis-9,12)
10 20 30 40 ] ]
metil heneicosanoat
Siire. dk
Sekil 4.24. Tereyagi metil esterlerinin SDME-GC-FID ile analizinde mikroekstraksiyon

karistirma siiresinin optimizasyonu (%10 NaCl, 500 pl tereyagi metil esterleri,
50 ul CCly, 25 °C, 1000 rpm mikroektraksiyon ortami)

Pik alanmnin en yiiksek oldugu 20 dak CCl, optimum ekstraksiyon siiresi olarak

belirlenmistir.
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SDME vonteminde ¢Oziicii miktarinin optimizasyonu

Ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kullanilan karbon tetrakloriir (CCls)’lin hacmi ekstraksiyon
verimini etkileyen diger bir parametredir. Ekstraksiyon ¢oziicii hacminin pik alanlarina
etkisi 10, 20, 30, 40 ve 50 ul CCls kullanilarak denenmis ve SDME-GC-FID ile
analizinden elde edilen kromatogramlar Sekil 4.26’da ekstraksiyon ¢oziicii hacminin pik

alanina etkisi ise Sekil 4.27°de gdsterilmistir.

FID1 A, Frant Signal (AYSEL\FAMEDR18 D)

i} (a)
|Uﬂﬂ' P
1LY A A A
I‘S QID ?IE 30 S 40 45 min
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Sekil 4.25. Tereyagi metil esterlerinin farkli CCls miktarlarinda SDME-GC-FID
kromatogramlari (%10 NaCl (a/h), 500 uL tereyagi metil esterleri, 25 °C, 20
dak ve 1000 rpm mikroektraksiyon ortami) a) 10 pl b) 20 pl ¢) 30 ul d) 40 pl

i W metil butirat

90008|k alani
80000 B metil hekzanoat
70000 ® metil oktanoat
60000 H metil dekanoat
>0000 | B metil laurat
40000 -

® metil miristat
30000 i -
20000 metil palmitat

10000 - - 5 metil elaidat
o I mal ﬂ ﬁ i .

T T T T 1 metll Oleat
10 20 30 40 50 Coziict hacmi, (uL)

Sekil 4.26. Tereyagi metil esterlerinin SDME-GC-FID ile analizinde mikroekstraksiyon

¢oziicli (CCly) hacminin pik alanlarina etkisi (%10 NaCl, 500 pl tereyagi metil
esterleri, 25 °C, 20 dak ve 1000 rpm mikroektraksiyon ortami)

Pik alaninin en yiiksek oldugu 20 pL CCls optimum ekstraksiyon hacmi olarak

belirlenmistir.
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4.5.1. Optimum Kosullarda Tek Damla Mikroekstraksiyon (SDME) Yénteminin yag

numunelerinde uygulanmasi

Tek Damla Mikroekstraksiyon (SDME) Yonteminin optimum kosullar1 Cizelge 4.8’de

verilmistir.

Cizelge 4.8. SDME yonteminde optimum kosullar

SDME ¢6ziiciisii CCl,
SDME ¢oziicii hacmi 20 pl
Karigtirma hizi 1000 rpm
Karistirma siiresi 20 dak
NaCl miktar1 %10 (a/h)
Numune miktari 500 pl
SDME sicakligi 25°C

Tereyagi, margarin, aycicek yagi ve zeytin yagi tiirevlendirildikten sonra optimum
kosullarda (Cizelge 4.8) onzenginlestirilerek GC-FID ile analiz edilmistir. Elde edilen
kromatogramlardaki alikonma zamanlari, Supelco 37 comp. FAME mix, FAME 37, C4-24
standartlarinin alikonma zamanlar ile kargilagtirilarak yaglarda bulunan yag asitleri tayin
edilmistir. Turevlendirilmis tereyag numunesi lizerine miristik asit metil ester standarti
ilavesinden sonra ayni sartlarda yapilan analiz sonucu alikonma zamanlar1 ve pik alanlari
karsilastirilmig ve miristik asit metil esterine ait 34.78 dak’daki pik alanindaki artisa gore

geri kazanim %95-105 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.28).

FID1 A, Front Signal (AYSEL\FAMEDRT0.D)
pA
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FID1 A, Front Signal (AYSELIFAMEDRE4 D)
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0 -._,ALJ;,_) k—_— — /I S -_A}L_,_"._ﬁQ'/ ‘\_,J/\_fk H,___,f (N ,__;’/ J a__ f}lk_J._u_/\/'\_ ~

Kl % 40 45 min

Sekil 4.27. Tereyagi metil esterlerinin a) SDME-GC-FID b) Miristik asit ilavesinden
sonra SDME-GC-FID kromatogramlari
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Esterlestirilmis margarin numunesinin optimum sartlarda SDME-GC-FID ve GC-FID ile
analizinden elde edilen kromatogramlar Sekil 4.29°da goriilmektedir. Kromatogramlarda
yag asitleri pik alanlar1 karsilastirildiginda SDME yontemi sonrast GC-FID ile elde edilen
kromatogramda pik alanlarindaki artis Onzenginlestirmenin basariyla yapildigini
gostermektedir. Esterlestirilmis margarin numunesi {izerine 10 ul tridekanoik asit metil
ester standart1 eklenip SDME-GC-FID ile analiz edilmis ve 32,40 dak alikonma zamaninda
tridekanoik asit metil ester piki gozlenmistir (Sekil 4.29).

FIDY A, Front Signal (AYSEL\FAMEDRT3 D)
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Sekil 4.28. Margarin yag asiti metil esterlerinin a) SDME-GC-FID b) GC-FID
¢) Tridekanoik asit metil ester standartinin eklenmesinden sonra SDME-GC-
FID kromatogramlari

Esterlestirilen yag asitleri metil esterlerinin en fazla kag saat kullanilacagini belirlemek i¢in
0. saat, 12 saat -20 °C ve 24. saat -20 °C’de bekletildikten sonra SDME-GC-FID
kromatogramlari alimmistir [9]. Esterlestirilen tereyag numunesinin analizlerden elde
edilen kromatogramlar Sekil 4.30°da, % (a/a) yag asiti miktarlar1 ise Cizelge 4.8’de

verilmistir.
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Sekil 4.29. Tereyag1 yag asitleri metil esterlerinin SDME-GC-FID ile a) 0. Saat b) 12 saat
-20 °C’de c) 24 saat-20 °C’de bekletilmesinden sonraki kromatogramlari

Cizelge 4.9. Giin ici kararlilik

Yag asiti 0. Saat 12 saat (-20°C) | 24 saat (-20°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

Cizelge 4.9’a gore metil esterlerin giin i¢i kararlilig1 kisa zincirli yag asitleri i¢in %RSD

11,5-18,3 arasinda iken uzun zincirli yag asitleri i¢cin %RSD 2,1-4,5 arasinda

degismektedir. Farmakopede belirtilen yag asitleri araliklarina bakildiginda kesinlik kabul

edilebilir degerler arasinda olmakla birlikte calismalarimizin devaminda hazirlanan yag

asiti metil esterleri -20 °C’de en fazla 12 saat boyunca kullanilmistir.
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4.5.2. SDME-GC-FID Yontemi icin Kromatografik Veriler

Cizelge 4.10°da SDME-GC-FID ile Rt-2560 kolon kullanilarak alinan kromatogramlara ait

ard arda gelen piklerden hesaplanan veriler yer almaktadir. Buna gore teorik plaka sayisi

yaklasik 10° olup kolon verimi oldukg¢a iyidir. Kolon ayirma giictiniin (Rs) 1,5’in {izerinde

olmasi kolon ayirma giiciliniin uygun oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.10.

SDME-GC-FID ile tereyagi yag asiti metil esterleri i¢in kromatografik
veriler

Yag asidi tr,dak o Teorik plaka sayis1 (N) Rs

C4:0 13,01 1,17 5,5%10° 27,6
C6:0 15,22 1,56 4,5x10° 27,6
C10:0 23,84 1,22 9,0x10° 24,3
C12:0 29,16 1,08 1,3x10° 12,1
C14:0 31,55 1,43 2,4x10° 13,0
ci18:1 45,30 1,02 4,0x10° 3,72
C18:2 46,27 1,02 3,4x10° 1,60

Cizelge 4.11.

Tereyagi yag asiti metil esterlerinin GC-FID analizinde kromatografik
veriler.

Yag asidi tr,dak o Teorik plaka sayis1 ( N) Rs

C4:0 12,97 1,17 5,4x10° 13,87
C6:0 15,20 1,57 4,5%10° 13,87
C10:0 23,81 1,22 9,0x10° 26,40
C12:0 29,09 1,09 1,3x10° 27,05
C14:0 31,66 1,43 1,9x10° 27,05
ci18:1 45,43 1,02 4,0x10° 10,59
c18:2 46,33 1,02 5,3x10° 10,59
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4.6. SDME-GC-FID Yontemi ile Yag Asitlerinin Miktar Tayini

Tereyaginin igerigindeki yag asitlerinin GC-FID ve SDME-GC-FID ile kantitatif
analizinde FAME37 standart yag asitlerinin alikonma zamanlarma gore yag asitleri
belirlenmis ve pik alanlarindan alan normalizasyon yontemi kullanilarak miktar tayinleri
yapilmistir. GC-FID ve SDME-GC-FID kromatogramlart Sekil 4.31°de verilmistir.
Tereyag, margarin, aycicek yagi ve zeytinyagi yag asiti icerikleri sirasiyla Cizelge 4.12-

16’de verilmistir.

A=

©
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mUJLL_nL—JJ—/LL’J UALJ /U .Ju\_,.nfg__w_,\___‘m

S

. (b)
} L |
=11 I I I . PO

Sekil 4.30. Tereyagi yag asiti metil esterlerinin a) GC-FID b) SDME- GC-FID
kromatogramlari
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Sekil 4.31. Margarin yag asiti metil esterlerinin a) GC-FID b) SDME- GC-FID
kromatogramlari
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Sekil 4.32. Aygicek yag asiti metil esterlerinin a) GC-FID b) SDME- GC-FID
kromatogramlari
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| FIDY A, Front Signal (BYSOGUK{T-ZY2001104F0401.0)
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Sekil 4.33. Zeytin yag asiti metil esterlerinin a) GC-FID b) SDME- GC-FID
kromatogramlari
Cizelge 4.12. Tereyag: yag asit miktarlari
Yag asitler
(%,a/2)] C4:0 | C6:0 | C10:0 | C12:0 | C14:0 | C16:0 | Cl8:1 | C18:2
Numune
Tereyagl
2,75 2,50 1,41 3,01 10,26 | 25,03 | 11,93 1,81
SDME-GC-FID
Tereyag?2
3,92 3,30 1,73 2,75 8,80 23,76 | 10,57 0,46
SDME-GC-FID
Tereyag3
2,28 2,22 1,28 2,55 9,12 27,34 | 16,49 7,00
SDME
Tereyag4
3,19 2,55 1,35 2,75 9,70 26,92 6,70
SDME-GC-FID
Referans® ~184 | ~132 | ~0,86 | ~2,67 | ~8,87 | ~2535 | ~18,17 | ~1,87

& Tarim ve Orman Bakanligi Gida Kompozisyonu [115]
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Cizelge 4.13. Margarin yag asit miktarlari

¢ Sunflower oil, refined European Pharmacopoeia 7.0[117]

Yag asitleri
%,ala)| C12:0 | C14:0| C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 | C18:3| C22:0
Numune
Margarin
SDME-GC-FID 55 2,5 28,9 9,5 30,4 10,9 0,5 1,0
Referans” 0,9-15,7| 0,3-5,5| 14,2-38,0| 4,0-12,8| 15,0-49,8| 14,0-44,9| 0,2-3,6| 0,1-1,2
®International Journal of Food Sciences and Nutrition[116]
Cizelge 4.14. Aycicek yag1 yag asit miktarlari
Yag asitleri
%, ala)| C16:0 C18:0 C18:1 C18:2
Numune
Aycicek yagil
SDME-GC-FID 6,0 4,0 36,0 49,0
Aygicek yagi2
SDME-GC-FID 1,0 - 16,0 19,0
Aycicek yagi3
SDME-GC-FID 6,0 - 11,0 21,0
Referans® 4,0-9,0 1,0-7,0 14,0-40,0 | 48,0-74,0
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Cizelge 4.15. Zeytinyag1 yag asit miktarlari

Yag asitleri
%, a/a)| C18:1 C18:2 C16:0 C18:3 Cle:1l C18:0

Numune

Zeytin yagil

SDME-GC-FID 13,0 1,0 2,0 69,0 12,0 1,0
Zeytin yagi2

SDME-GC-FID 12,0 1,0 2,0 69,0 12,0 1,0
Referans’ 7,5-20,0 3,5 0,5-5,0 | 56,0-85,0| 3,5-20,0 1,2

4 Olive oil, refined European Pharmacopoeia 7.0 [113]

SDME-GC-FID  yonteminin tekrarlanabilirlik  ¢aligmasinda tereyag numunesi
kullanilmistir. Tereyag icerigindeki yag asitleri metil esterlerine doniistiiriildiikten sonra,
esterlestirilmis bu numuneden dort farkli tek damla mikro ektraksiyon yapilarak GC-FID
ile yag asitleri analiz edilmistir. Analiz sonuclar1 Cizelge 4.16’da verilmistir. SDME-GC-
FID yontemi ile tereyag numunesinde yapilan analizlerde (n= 4) tekrarlanabilirligin
%32,1- 2,1 arasinda degistigi goriilmistiir. Tekrarlanabilirligin (%BSS) kisa zincirli yag
asitlerinde daha yiiksek olmasi, kisa zincirli yag asitlerinin uguculuklarinin uzun zincirli
yag asitlerine gore daha yiiksek olmasi nedeniyle numune hazirlama asamasinda rastgele

hatalarin daha fazla oldugu tahmin edilmektedir.

Cizelge 4.16. SDME-GC-FID yonteminin tekrarlanabilirlik ¢alismalar

Yag % (a/a) % (a/a) % (a/a) % (a/a) %RSD
asitleri

C4:0 2,7 3,3 39 3,6 15,2
C6:0 2,5 2,9 33 35 14,5
C10:0 2,7 3,0 3,0 3,6 12,3
C12:0 3,0 3,1 2,7 34 9,5
C14:0 10,3 10,0 9,0 10,0 58
C16:0 25,0 24,0 24,0 24,0 2,1
Ci18:1 12,0 15,0 11,0 11,0 15,4

C18:2 18 1,2 2,7 2,0 32.1
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Yontemin dogrulugu igin standart GC-FID analiz sonuglar1 ile SDME-GC-FID sonuglari
student-t testine gore karsilastirilmis ve %95 giiven araliginda (p= 0,05) fark anlamsiz

bulunmustur (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17. SDME-GC-FID yonteminin dogruluk c¢alismasi

Yag asitleri 0 GC-FID SDME-GC-FID b < taoi
% (a/a) £ ss* (n=3) % (a/a) + ss* (n=3)
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
Cc18:1 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. TARTISMA VE SONUC

Besinlerde 6zellikle hayvansal yaglardaki doymus yag asitleri kandaki kolesterol miktarini
artirip kalp hastaliklarinin olusmasinda etkiliyken zeytinyagi gibi bazi bitkisel yaglarin
iceriklerindeki yag asitlerinin tiirinlin ve oraninin kolesterolii diizenleyici yonde olumlu

etkileri vardir.

Doymamis yag asitleri, 6zellikle de C18:2, C18:3 ve tiirevleri esansiyel yag asitleri olup
viicut tarafindan sentezlenemedigi icin disardan ek besinlerle alinmalar1 ve kalp damar
saglig1 agisindan tiiketilmesi gereken, ¢ocuklarda zeka ve bedensel gelisimde oldukea etkili
olan yag asitleridir. Yiiksek linoleik asit icerigine sahip gidalar kistik fibroz, diyabet ve
dermatit gibi baz1 hastaliklarda profilaktik ve tedavi edici etkiye sahip olup dogru miktarda

ve dogru yag tiiketilmesi beslenme ve saglik agisindan 6nemlidir.

Biitirik asit gibi kisa zincirli yag asitleri bagirsakta bakteriyel fermantasyonla iiretilen
organik asitlerdir. Biitirik asit siitte dogal olarak bulunurken, gida maddeleri ve igecek
endiistrisinde biitirik asitin bir¢ok kullanim alani bulunmaktadir. Biitirik asit, kolonik
savunma bariyerinin ¢esitli bilesenlerini takviye ederek ve oksidatif stresi azaltarak
inflamasyon ve karsinogenez inhibisyonu gibi c¢esitli kolonik mukozal fonksiyonlar
iizerinde giiclii etki gdsterir. Ayrica lilseratif kolitin ve sindirim sisteminde goriilen Crohn

hastaliginin tedavisinde de etkilidir.

Yaglarin yiiksek sicakliklara maruz birakilmalari trans yag asidi olusma olasiligint arttirir.
Yiiksek sicaklik, nem ve bakteriyel kontaminasyon sonucu yaglar lipaz enzimiyle kismen
hidroliz olurlar. Ayrica bazi mantarlar varliginda da yagda bozulma gergeklesip ketonlar,
aldehitler, kisa zincirli yag asitleri ile yag alkolleri olusur. Isik, sicaklik, oksijen, nem ve
baz1 katalitik maddelerle doymamis yag asitlerini iceren yaglar otooksidasyona ugrayip
iceriklerindeki yag asitleri parcalanarak serbest radikaller olusabilir. Yagin oksijenle temas
ettigi ylizeyin genisligi ve metaller (Cu ve Fe) oksidasyon hizini artiririr. Lipitlerin
peroksidasyonu yani otooksidasyonu sirasinda olusan serbest radikaller sadece gidalarin
bozunmasina yol agmaz ayni zamanda lezzet kalitesinde de kayiplara ve dokulara zarar
vererek kanser, ateroskleroz, enflamatuar olaylar ve yasliliga neden olur. Bu bakimdan
yaglarin oksidasyona ugrayip ugramadigimin belirlenmesi i¢in igerdikleri yag asitlerinin

miktarinin ve tlirlinlin gerek iiretim asamasindaki islemler sonrasinda gerekse depolama
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kosullarinda rutin olarak kontrol edilmesi Onemlidir. Bu amagla kullanilan analiz
yontemlerinin kolay, giivenilir ve duyarli olmasi gerekir. Analiz sonuglarina gore
oksidasyona neden olan etmenlerin ortamdan uzaklastirilmasi, isleme ve saklama
stirecinde olabildigince oksijen ile temasin kesilmesi, yaglarin depolama kosullarinin
iyilestirilmesi ve antioksidan madde kullanilmasi gibi basit dnlemlerle lipit oksidasyonu

Onlenebilir.

Yag asitlerinin yapilarinin kalitatif ve kantitatif olarak aydinlatilmasi, yaglarin 6zellikleri
hakkinda bilgi edinmemize de yardimci olur. Bitkisel yaglarin yag asidi alkil esterlerinin
icerigi, bitki tohumunun durumuyla baglantilidir. Fermente edilmis meyvelerden ¢ikarilan
yaglar diisiik kaliteli yaglardir. Bu yaglarin hos olmayan kokular1 nedeniyle ticari degeri
diisiiktiir ve 100 °C’nin altindaki sicakliklarda kokudan arindirma siirecinden ge¢meden
tilkketilmezler. Bu tiir yaglar karistirilarak piyasada satisa sunulabilmektedir. Yaglarin
rafinerizasyonu sirasinda oOzellikle de deodorizasyon, buhar distilasyonu agamasi
sonrasinda trans yag asiti miktarlarinda artis olup olmadiginin belirlenmesi, kokudan
arindirilmis yag karisimi olarak markette bulundurulmalarinin artisinin engellenmesi igin

giivenilir analitik yontemlerin gelistirilmesi 6nemlidir.

Tez calismamizda farkli bitkisel yaglar (zeytinyagi, aycigek yagi ve kekik yagi), tereyag ve
margarin yag asitleri analiz edildi. Gaz kromatografi yag asitlerinin belirlenmesinde ¢ok
yaygin kullanilan bir yontem olup kat1 ve sivi yaglarda polar yapidaki yag asitlerinin gaz
kromatografi ile analizinde ilk olarak yag asitleri uygun alkol ve katalizdr varliginda ugucu
yag asiti esterlerine doniistiiriildii. Yag asitlerinin metil esterlerini olugturmak i¢in birgok
estelestirme isleminin basitligi, uygulanabilirligi, esterlestirme etkinliginin iyi olmas1 ve
kullanilan kimyasallarin ulasilabilir olmasindan dolay1 IUPAC yontem 2,301°e gore KOH
katalizorii ortaminda metanoliin kullanildig1 tiirevlendirilme yontemi tercih edildi.
Esterlestirilerek ugucu hale getirilen yag asitlerinin saklama kosullarinin ve siiresinin
belirlenmesi igin esterlestirme sonrasi, -20 °C’de 12 saat ve -20 °C’de 24 saat sonra GC-
FID ile yapilan analiz sonuglar1 %BSS ag¢isindan karsilastirildi. Yag asitleri metil esterlerin
giin i¢i kararlilig1 kisa zincirli yag asitleri i¢in %BSS 11,5-18,3 arasinda iken uzun zincirli
yag asitleri igin %RSD 2,1-4,5 arasinda degismektedir. Ulusal Gida Kompozisyonu Veri
Tabanina gore 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 yag

asitleri araliklarina bakildiginda giin i¢i kararlilik kabul edilebilir degerler arasinda
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olmakla birlikte caligmalaruzin devaminda hazirlanan yag asiti metil esterleri -20 °C’de en

fazla 12 saat boyunca kullanildi.

Matriks ortaminda yapilan analizlerde genellikle analitleri alma, zenginlestirme gibi 6n
islem uygulanmasi gerekmektedir. Zaman alici, karmasik ekstraksiyon adimlar igeren,
fazla miktarda 6rnek ve ¢oziicii kullanimini gerektiren Kklasik ekstraksiyon yontemlerin
yerini organik ¢oziicli tiiketimini en aza indiren (pl), cevre dostu, otomasyona imkan
saglayan, ekstraksiyon basamaklarini basitlestiren ve daha iyi zenginlestirme saglayan

mikroekstraksiyon yontemleri almistir.

Tez calisgmamizda bitkisel ve hayvansal yaglardaki yag asitleri esterlestirildikten sonra sivi
faz mikroekstraksiyon tekniklerinden iist katman mikroekstraksiyon (HSME) ve tek damla
mikroekstraksiyon (SDME) yontemi ile onzenginlestirildi. Kiiciik 6rnek hacminin gaz
kromatografi analizlerine uygun olmasi ve uzun karbon zircirli yag asitlerinin alev
iyonlasma dedektorii ile yiiksek hassasiyetle tayin edilmesi mikroekstraksiyon yontemi
sonrast yag asitlerinin analizinde avantaj saglamaktadir. Yag asidi metil ester
standartlarinin yiiksek maliyetli olmasi, toplam yag asidi miktari tizerinden tayin yapma
zorunlulugu dogurmaktadir. Kromatogramdaki tiim piklerin alanlar1 hesaplanip, analit
ylizdesi analit pikine ait alanin toplam pik alanlarina bdliinmesiyle hesaplandigindan
numunedeki tiim analitlere ait piklerin tespit edilmesi gerekir. HSME ve SDME yontemleri
ile yapilan Onzenginlestirme yontemi diisiik derisimdeki yag asitlerinin tayinine imkan
verdiginden toplam yag asit miktarlarinin duyarli, gilivenilir ve kolay uygulanabilir bir

yontem olarak belirlenmesinde dogrudan GC-FID analizine gore avantaj saglamaktadir.

HSME-GC-FID yonteminde, gaz veya sivi Ornek igerisinde karismayan ekstraksiyon
¢oziicii damlasi (1-10 ul) enjektoér ucunda asilt durur. Bu yontemde organik ¢6ziicii, mikro
enjektdriin ucunda ornek ¢ozeltisinden bagimsiz tepe bosluguna yerlestirilir. Ornek
isitilarak analiz edilecek maddelerin buharlasip damlaya ge¢mesi saglanir. Belirli bir
zaman yapilan ekstraksiyon islemi sonrasinda maddeler sulu ornekten pasif diflizyon ile
asil1 damla icersine alinir ve analiz edilir. Bu yontemle yag asiti tayininde pik alanlarim
etkileyen organik ¢Oziicli se¢imi, sicaklik, ekstraksiyon siiresi, tuz etkisi etkisi gibi
parameteler calisilarak en uygun mikroekstraksiyon sartlart belirlendi. Ekstraksiyon

¢oziiciisii olarak sodyum dodesil siilfat: 1-biitanol (1:3, h/h), ¢dziicii hacmi 2 pl,
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mikroekstraksiyon siiresi 35 dak, NaCl miktar1 0,07 gram, numune miktart 360 ul olarak

belirlendi.

HSME-GC-FID yontemi ile zeytinyag numunesinde yapilan analizlerde linoleik asit

miktari tizerinden hesaplanan tekrarlanabililik (n=3) %BSS olarak 12,1 bulunmustur.

HSME-GC-FID ile zeytinyaginda yapilan yag asiti analizleri sonuglari referans degerlerle

karsilastirildiginda yag asiti miktarlarinin refarans degerler araliginda oldugu goriilmiistiir.

HP-5 Agilent Technologies (30 m x 0,25 pm ID x 0,20 pm) kolon kullanilarak hesaplanan
kromatografik verilere gore ardarda iki pik i¢in Rs degeri 1,5 ve tizeri oldugunda iki tiiriin
ayrilmasi saglanirken bu deger daha kii¢iikk oldugunda pikler birbirinden ayrilmaz. Kolon
ayirma glciiniin  1,5’in iizerinde olmasi kolon ayirma giicliniin uygun oldugunu

gostermektedir. Ayrica teorik plaka sayisi yaklasik 108 olup kolon verimi oldukg¢a tyidir

Calismamizda kati1 ve siv1 tizere iki farkli yapidaki yaglarda SDME-GC-FID yontemi ile de
yag asitleri miktar tayini yapilmistir. Optimizasyon c¢aligmalarinda [UPAC yontem 2,301°e
gore [9] tiirevlendirilen pastorize tereyagi yag asiti metil esterleri kullanildi ve optimum

kosullarda SDME-GC-FID ile analiz edilmistir.

SDME yonteminde ilk olarak uygun ektraksiyon ¢oziiciisii se¢ildi. Ektraksiyon ¢oziiciisii
olarak yag asiti metil esterlerinin bulundugu heptan ortaminda faz olusturan ve su ile
karismayan ¢oziiciiler (CCly, kloroform ve diklorometan) denenerek CCl, en uygun tek
damla mikroektraksiyon ¢oziliclisii olarak secildi. Ekstraksiyon etkinligini etkileyen
karistirma hizi, sicaklik, tuz etkisi igin sodyum kloriir derisimi, ekstraksiyon siiresi ve
ekstraksiyon ¢ozilici miktart parametrelerinin pik alanlar1 iizerine etkisi incelenerek
optimum kosullar belirlendi. Optimizasyon c¢alismalarinda her seferinde bir parametre
degistirilerek digerinin sabit tutuldugu ardisik optimizasyon yaklasimi kullanildi. Kisa
zincirligi yag asitlerinin uzun zincirli yag asitlerine gére daha ugucu olmasi numune
hazirlama asamasinda kayiplarin olabilecegi ve yag asitlerinin % (a/a) derisimini
etkileyecegi diisliniilerek numune hazirlama islemleri agz1 kapali 10 ml’lik vial igerisinde

yapildi.
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Geleneksel ekstraksiyon metodlarinda ekstraksiyon verimini artirmak ve organik faz
icerisindeki polar analitlerin bozunmadan kalmasini saglamak i¢in sulu 6rnek ¢ozeltisine
tuz eklenmesi kabul edilen bir yaklasimdir. Sulu ortamda hazirlanmis 6rneklere elektrolit
ilavesiyle ortamin iyonik siddeti arttifindan polar analitlerin sudaki ¢Ozlniirligii ve
organik bilesiklerin sudaki ¢oziiniirliigli azalir. Boylece organik faza gegen analit oran1 ve
buna bagli olarak yoOntemin ekstraksiyon verimliligi artar. Analitlerin sudaki
¢ozlnirliigiiniin azalmasi, sulu ortamdaki iyonik tuz molekiillerinin tuz etkisi hidrasyon
tabakasini sarmastyla gerceklesir. Ayrica tuz molekiilleri, polar molekiiller ile elektrostatik
etkilesime girerek analitlerin kiitle transferinin azalmasina neden olabilir. Analitlerin
¢ozlnirligiine bagh olarak, yiiksek tuz derisimlerinde tuz etkisi etkisiyle ekstraksiyonun
miktart artabilir veya ¢ozeltide dagilmis olarak bulunan yiiklii tanecikler (elektrolitler ve
analitler) arasindaki ¢ekim kuvvetleri nedeniyle analitlerin ekstraksiyonu azalabilir. Ornek
cozeltisine tuz eklenmesi genellikle ekstraksiyon verimliligini arttirir. Ancak yiiksek
derisimlerde tuz varlig1 ekstraksiyon filminin fiziksel 6zelliklerini degistirebileceginden
organik faz i¢ine analitin difiizlenme oraninin azalmasina da neden olabilir. Bu nedenle
SDME verimine tuz (NaCl) derisiminin etkisi %0-25 (a/h) araliginda sodyum Kkloriir
cozeltileri ile denenmistir. Mikroekstraksiyon isleminde ortama NaCl eklenmediginde alt
faz bulanik olup damla goriilemediginden analiz gerceklestirilememistir. En yiiksek pik
alanmin elde edildigi %10 NaCl (a/h) derisimi optimum NaCl derisimi olarak se¢ilmistir
(Sekil 4.18). Siv1 faz mikroekstraksiyon tekniklerinde karigtirma, sulu faz ile ekstraksiyon
¢oziiciisii arasindaki transferi arttirmada etkili bir yoldur. Ornegi karistirma, analitin
organik faza olan dagilimini arttirarak 6rnek ¢ozeltisi ile damla arasindaki denge igin
gerekli zamanin azalmasini saglar. Diger yandan cok yiiksek karistirma hizi organik
damlanin dagilmasina ve bozulmasina sebep olacagi icin ekstraksiyon veriminde azalmaya
neden olabilir. Bu amagla uygun bir karistirma hizi se¢imi 6nemlidir. Karistirma hizinin
optimizasyonunda 0-1250 rpm araliginda karistirma hizlari denenmis ve optimum
karistirma hiz1 olarak en yiiksek pik alanlarinin elde edildigi 1000 rpm karistirma hizi
olarak belirlenmistir (Sekil 4.20). Mikrokstraksiyonun yapildig1 sicaklik ektraksiyon
verimini etkileyen énemli parametrelerden biridir. Mikroekstraksiyon verimine sicakligin
etkisi 2550 ‘C araliginda denenmis ve sicaklik arttikga eksraksiyon veriminde azalma
gozlendiginden en yiiksek pik alanin elde edildigi oda sicakligi (25 °C) optimum kosul
olarak belirlenmistir (Sekil 4.20). Mikrokstraksiyon siiresinin ekstraksiyon verimine etkisi
10-40 dak araliginda ekstraksiyon siirelerinde yapilmis ve 20 dak optimum ekstraksiyon

stiresi olarak segilmistir (Sekil 4.24). Ekstraksiyon ¢6ziicii hacminin pik alanlarina etkisi
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10-50 pl araliginda CCl4 kullanilarak denenmis ve 20 pl CCl, optimum ekstraksiyon hacmi
olarak belirlenmistir (Sekil 2.26).

SDME-GC-FID yontemi ile tereyag numunesinde yapilan analizlerde (n= 4)
tekrarlanabilirlik %RSD cinsinden %2,1-32,1 araliginda bulunmustur. SDME y6nteminin
dogruluk calismasinda tlirevlendirilmis numune {izerine miristik asit metil ester standarti
ilavesinden sonra optimum sartlarda mikroekstraksiyon sonrasi yapilan analiz sonucu
alikonma zamanlar1 ve pik alanlar1 karsilastirilmis ve geri kazamim %95-105 olarak
hesaplanmistir.  Esterlestirilmis margarin numunesi {izerine margarin igeriginde
bulunmayan tridekanoik asit metil ester standarti eklenip SDME-GC-FID ile optimum
kosullarda analiz edildiginde tridekanoik asit metil ester (tg= 32,40 min) piki gozlenmis ve

boylece tridekanoik asit metil esterinin mikro damlaya ekstre edildigi goriilmiistiir.

Numunelerin SDME-GC-FID analizi sonrasi yag asitleri miktarlari, yag asitlerinin
tayininde standart yontem olarak kullanilan GC-FID analiz sonuglari student t-testine gore
karsilastirtlmis ve %95 giiven araliginda (p= 0.05) fark anlamsiz bulunmustur (Cizelge
4.17). Ayrica SDME-GC-FID ile optimum kosullarda 4 farkli tereyaginin ve iki farkli

zeytin yagiin analiz sonuglarinin Tiirk Gida Kodeksi ile uyumlu oldugu goriilmiistir.

GC-FID duyarligi karbon sayisina bagli oldugundan kisa zincirli yag asitleri metil
esterlerinde duyarlik uzun zincirli yag asitleri metil esterlerinden daha diisiiktiir. SDME
yontemiyle yapilan 6nzenginlestirme ile pik alanlarinda artis gézlenmis, bu artis GC-FID
aynt numuneden ayni kromatografik sartlarda yapilan kromatogram pik alanlari ile

karsilastirildiginda zenginlestirme faktorii yaklasik 4 kat olarak hesaplanmastir.

SDME-GC-FID ile Rt-2560 kolon kullanilarak alinan kromatogramlara ait piklerden
hesaplanan verilere gore teorik plaka sayis1 yaklasik 10° olup kolon verimi oldukg¢a iyidir.
Kolon ayirma giicliniin 1,5’in iizerinde olmasi kolon ayirma giiciiniin uygun oldugunu

gostermektedir.

SDME-GC-FID yontemi, kat1 ve s1vi yaglardaki yag asitlerinin analizinde kolay numune
hazirlama, diisiik kimyasal tliketimi, ¢cevre dostu, glivenilir ve tekrarlanabilir bir yontem

olarak kullanilabilir.
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Sonug olarak, yag asitlerinin karboksilik asit gruplar1 esterlegsme reaksiyonu ile kolaylikla
ucucu hale getirilerek gaz kromatografi ile analiz edilebilirken, alifatik karbon zincirli
yapilar1 FID dedektor ile duyarli analiz imkani saglar. SDME ve HSME yontemleri ise kati
ve sivi yaglardaki yag asitlerinin tayininde hizli, duyarli, tekrarlanabilir ve az ¢oziicii
kullanim1 nedeniyle ¢evre dostu bir analiz yontemidir. Onerilen ydntem kolay numune
hazirlamaya imkan verdigi ve tekrarlanabilir sonuglar elde edildigi i¢in farkli tip yaglarin

rutin analizinde basariyla kullanilabilir.
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