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OZET

KATI FAZ MiKROEKSTRAKSIYON-GAZ KROMATOGRAFIiSi YONTEMIi
iLE MALONALDEHIT VE HEGZANAL TAYINIi

YUCEL, Tahir
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Mithendisligi Anabilim Dal
Tez Danismani: Prof. Dr. Isa CAVIDOGLU
Subat 2016, 44 Sayfa

Bu ¢alismada, Matriks (hava matriksi ve aygigegi yagi matriksi), ekstraksiyon
sicakligr (40, 50 ve 60 °C) ve ekstraksiyon siiresinin (20, 30 ve 40 dakika) hegzanalin
(HEG) ve malonaldehitin (MAD) Kat1 Faz Mikroekstraksiyon (SPME) fiberi tarafindan
ekstraksiyonu fizerinde etkileri arastirilmistir. HEG ve MAD’in nicel analizi igin
Internal Standart (IS) olarak 5-Metil 2-hegzanon (0.5 ppm) kullanilmistir. HEG ve
MAD’n IS ile aralarindaki dogrusal iligkinin diizeyini belirlemek iizere matriks olarak
kullanilan hava ve ay¢igegi yagina farkli oranlarda HEG ve MAD (5 ppb, 10 ppb, 50
ppb, 100 ppb, 0.5 ppm, 1 ppm, 5 ppm ve 10 ppm) ve IS (0.5 ppm) eklenerek, SPME
teknigi uygulamak suretiyle degiskenler arasindaki iliski, regresyon denklemi (y=ax+b)
ve degiskenler (x= Derisim HEG veya MAD/Derisim IS; y= HEG veya MAD Alan/IS
Alan) arasindaki kolerasyon katsayilarinin (R?) belirlenmesi ile degerlendirilmistir.
HEG ve MAD hava matriksinde IS ile iy1 bir korelasyon gostermistir. MAD'i oldukga
reaktif ve polar olmasindan dolay1 yag matriksinde MAD ile IS arasindaki R? degeri
(0.015 < R* < 0.606) bu iki degisken arasindaki dogrusal iligkinin MAD’in nicel
analizine olanak saglayacak diizeyde olmadigin1 gostermistir. Yag matriksinde HEG ile
IS arasindaki R® degeri dikkate alindiginda HEG’mn analizinde en uygun ekstraksiyon
kosulunun 60 °C ve 20 dakika oldugu saptanmustir.

Sonug olarak, basit, hizli, duyarli ve ¢o6ziicli gerektirmeyen bir yontem olan
SPME’nin, HEG’in hem hava hem de ya§ matriksinde tespitinde kullanilabilirken,
MAD'n yag matriksinde tespit edilebilmesi i¢in SPME yontemi ile saptanabilecegi

tiirevlerine dontistiiriilmesi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Kati faz mikroekstraksiyon, Matriks, Hegzanal,

Malonaldehit, Ekstraksiyon






ABSTRACT

DETERMINATION OF MALONALDEHYDE AND HEXANAL BY SOLID
PHASE MICROEXTRACTION-GAS CHROMATOGTAPHY METHOD

YUCEL, Tahir
M. Sc. Thesis, Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Isa CAVIDOGLU
February 2016, 44 Pages

In this study, the effects of matrix (air matrix and sunflower oil matrix), extraction
temperature (40, 50 and 60 °C) and extraction time (20, 30 and 40 minutes) on
extraction of hexanal (HEG) and malonaldenyde (MAD) by Solid Phase Micro-
extraction fiber (SPME) were investigated. 5-Methyl 2-hexanone (0.5 ppm) was used as
Internal Standard (IS) for quantification of HEG and MAD. In order to determine the
level of linearity between HEG and MAD with IS, various ratios of HEG and MAD (5
ppb, 10 ppb 50 ppb, 100 ppb, 0.5 ppb, 1 ppm, 5 ppm and 10 ppm) and IS (0.5 ppm)
were added to sunflower oil samples and empty vials, and by applying the SPME
technique the relation between variables (x = Concentration of HEG or
MAD/Concentration of IS, y = Area of HEG or MAD/Area of IS) were evaluated by
regression equation (y=ax+b) and correlation coefficient (R%). Both HEG and MAD
demonstrate a good correlation with IS in the air matrix, but because of the high
reactivity and polarity of MAD, the correlation between MAD and IS was not sufficient
(0.015 < R? < 0.606) to explain the linearity between MAD and IS in the sunflower oil
and consequently using 5-methyl 2-hexanone as IS for quantification of MAD in
sunflower oil. By evaluation the R? values between HEG and IS, it was found that the
most appropriate condition for extraction of HEG was 60 °C and 20 minutes.

As a result, SPME which is a simple, fast, sensitive and solvent-free technigque can
be used in determination of HEG in both air and sunflower oil matrix, while for

determination of MAD in sunflower, it must be derivatized to analysis by SPME.

Key words: Solid phase micro-extraction, Matrix, Hexanal, Malonaldehyde,

Extraction
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu ¢aligmada kullanilmis baz1 simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler Aciklama

°C Santigrat derece

cm Santimetre

dk Dakika

kcal Kilokalori

kg Kilogram

ml Mililitre

pm Mikrometre

nm Nanometre

pH Hidrojen kuvveti

pKa Asitlik sabitinin eksi logaritmasi
ppb Milyarda bir kisim

ppm Milyonda bir kistim

R? Kolerasyon katsayisi
Kisaltmalar Aciklama

CAR Karboksen

Cw Karbovaks

DVB Divinilbenzen

DNA Deoksiribo niikleik asit

FID Alev iyonazisyon dedektorii

GC Gaz kromatografisi

GC-MS Gaz kromatografisi-kiitle spektroskopisi
HEG Hegzanal

HPLC Yiiksek performansli sivi kromatografisi
HS Headspace (tepe boslugu)
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1. GIRIS

Otooksidasyon ve fotooksidasyon gibi farkli kimyasal mekanizmalar oksijen
cesidine bagli olarak isleme ve depolama siliresince gidalardaki oksidasyondan
sorumludurlar. Atmosferik triplet ve singlet oksijen olmak tizere iki ¢esit oksijen gida
ile reaksiyona girerek oksidasyona neden olmaktadir. Gidalardaki oksidasyon; 1s1 ve 151k
gibi bir enerji kaynagi, yag asidi bilesimi, oksijen g¢esidi, metal, pigment, fosfolipid,
antioksidan vb. minér bilesenler gibi etmenlere baglidir (Choe ve Min, 2006).

Gidalardaki otooksidasyon sireci; bu unsurlarin varliginda oksijen tarafindan
meydana gelen kompleks bir olaydir. Baslangig, gelisme ve sonlanma gibi {ic agamadan
olusan bu siiregte hidroperoksitler ve ugucu bilesenler meydana gelir. Otooksidasyon
icin radikal formdaki yag asitleri veya acilgliserol gerekmektedir. Normalde yag asitleri
veya agilgliseroller singlet durumdadir. Yag asitlerinin triplet oksijen ile tepkimeye
girmesi istenmeyen bir durumdur. Baslangi¢ asamasinda yag asidindeki hidrojen atomu
uzaklasarak alkil radikalleri olusmaktadir. Yag asidinden hidrojeni uzaklagtirmak i¢in
gerekli olan enerji hidrojenin molekildeki konumuna baghdir. Ozellikle iki ¢ift bag
arasindaki karbona bagli olan hidrojen basta olmak iizere ¢ift baga komsu hidrojen
kolay bir sekilde ayrilabilmektedir. Alkil radikal, triplet oksijen ile tepkimeye girer
baska reaktif radikal olan peroksi radikalini olusturur. Peroksi radikali diger lipid
molekiillerinden bir hidrojen ayirir ve hidrojen ile reaksiyona girerek hidroperoksit ve
diger alkil radikalini olusturur. Bu radikaller oksidasyon reaksiyonunu katalizler ve
bundan dolay1 otooksidasyon, serbest radikal zincir reaksiyonu olarak adlandirilir.
Peroksi radikal ve hidroperoksit olusum hiz1 oksijen varligina ve sicakliga baghdir.
Radikaller birbiriyle reaksiyona girdiginde radikal olmayan bilesikler olusur ve
reaksiyon durur. Birincil oksidasyon iirlinleri olan hidroperoksitler oda sicakliginda ve
metal bulunmamasi durumunda kismen kararlidirlar. Ancak, metal varliginda veya
yiiksek sicakliklarda hidroperoksitler, kolaylikla alkoksi radikallerine ayrisir ve daha
sonra aldehitler, ketonlar, asitler, esterler, alkoller ve kisa zincirli hidrokarbonlara
doniistirler. Hidroperoksit par¢alanmasindaki en muhtemel yol oksijen ve oksijen bagi
arasindaki homolitik ayrilmadir ve bunun sonucunda alkoksi ve hidroksi radikalleri
olusur. Oksijen-oksijen bagini parcalamak i¢in gerekli olan aktivasyon enerjisi oksijen-

hidrojen bagina gore 46 kcal/mol daha azdir. Daha sonra alkoksi radikaller karbon-



karbon bagi arasinda homolitik B-pargalanmasi ile doymus ve doymamis alkil
radikallere doniisiir. Hidroksi radikali ilavesi veya hidrojen transferi ile elektron
diizenlemesinden sonra olusan nihai ikincil oksidasyon firiinlerin ¢ogu diisiik molekil
agirlikli aldehitler, ketonlar, alkoller ve kisa zincirli hidrokarbonlardir (Mariutti ve ark.,
2009; Pignoli ve ark., 2009; Mildner-Szkudlarz ve ark., 2002; Choe ve Min, 2006).

Hidroperoksitlerin ~ parcalanmasi  genis  Olgekte aldehit olusumu ile
sonuclanmaktadir. Olusan bu aldehitler gidada hosa gitmeyen tat ve kokularin
olusmasindan sorumludurlar. HEG, MAD, pentanal, propanal ve 4-hidroksi nonenal en
¢ok olusan aldehitlerdir. HEG, n-6 c¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonu ile
olusan bir bilesendir. Propanal ise, n-3 ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidayonu ile
olugmaktadir. Omega-3 ve omega-6 yag asitlerinin oksidasyonu ile HEG ve propanal
gibi pek ¢ok ugucu pargalanma tiriinleri olugsmaktadir. HEG ve propanal, gidalarda daha
cok lipid oksidasyonunun bir gostergesi olarak kullanilmaktadirlar. HEG ve propanal
cift bag icermemelerinden dolayr doymamis aldehitlere gore oksidatif olarak daha
stabildirler. Ozellikle HEG oksidatif stabilitenin ve tadm kabul edilebilirliginin bir
belirteci olarak ve ayrica gidalardaki lipid oksidasyonunun diizeyini belirlemek tizere
kullanilmaktadir (Pignoli ve ark., 2009; Mariutti ve ark., 2009).

Yaglarin oksidatif stabilitelerinin belirlenmesinin disinda aldehitlerin canli
organizmalarda da  oksidastif ~ stresin  g0stergesi  olarak  degerlendirilip
degerlendirilemeyecekleri arastirilmaktadir. Organizmada aldehitler, serbest radikaller
ile hiicre lipidlerinin reaksiyona girmesi ile olusurlar. Aldehitlerin varlig1r serbest
radikallerin aracilik ettigi reaksiyonlarin bir gostergesidir. Aldehit derisimindeki artis
oksidatif stresin oldugunu gostermektedir. Kanser hastalarinin kaninda yiiksek oranda
aldehit bulunmustur ve aldehitler kanserin bir belirteci olarak degerlendirilmektedir.
Gogiis kanseri olan hastalarin kaninda akrolein ve formaldehit tespit edilmistir. Timorli
transgenik farelerin kaninda yiiksek oranlarda formaldehit ve asetaldehit saptanmistir.
Kanserli hastalarin kan oOrneklerindeki HEG, heptanal ve MAD seviyesi kontrol
grubundakilerden carpici bicimde yiiksek bulunmustur. Kanser hastalarinin nefesinde ve
akciger kanseri hastalarmin kaninda yiliksek oranda HEG ve heptanal tespit edilmistir.
Oksidatif stresin gostergesi olarak kabul edilen yiksek seviyelerdeki aldehit kanserin

teshisinde bir 6l¢iit olarak gosterilmektedir (Li ve ark., 2005).



C1ve Cz pozisyonlarinda karbonil grubuna sahip ii¢ karbonlu bir dialdehit olan
MAD, ii¢ ve daha ¢ok cift baga sahip olan coklu doymamis yag asitlerinin
otooksidasyonu ile olusan hidroperoksitlerden tiremektedir (Mariutti ve ark., 2009).
MAD'1n yiksek reaksiyon yetenegi sayesinde protein ve DNA gibi makromolekillerle
reaksiyona girmektedir. MAD'in biyolojik makromolekuller ile reaksiyona girebilmesi
ve kanser gibi hastaliklarla muhtemel iliskili oldugundan dolayr tip ve biyoloji
bilimlerinde genis bir ¢alisma alani bulmaktadir. MAD'm pKa (asitlik sabitinin eksi
logaritmasi) degeri 4.5 olup erime noktasi yaklasik 72 °C'dir. MAD'm oldukga diistik
pKa degeri onun yapisi ile agiklanabilmektdir. Temel olarak bu bilesen igin
gozlemlenen diisikk pKa degerini agiklamak i¢in MAD bir di-aldehit veya bir vinilojenik
karboksilik asit olarak gosterilebilir. Bir a, B doymamis karbonil grubuna sahip
yapisindan dolayr MAD asidik kosullarda 245 nm'de veya bazik kosullarda 267 nm'de
spektrofotometrik olarak belirlenebilmektedir (Giera ve ark., 2012).

MAD ayrica lipid oksidasyonunun ve Ozellikle et ve et lriinleri gibi gesitli
gidalardaki acilasmanin bir gostergesi olarak kullanilmaktadir. Lipid oksidasyonu et ve
balik iiriinlerinde lipit igerigi ¢ok diisiik oldugu durumlarda bile tat, koku, lezzet, tekstiir
ve goriinimde bozulmalara neden olan kalite kaybi nedenidir. Elverissiz depolama
kosullar1 altinda uzun depolama siirecinde ransit kokular olusabilmektedir. Bu kokular
doymamig yag asitlerinin otooksidasyonu sonucu gelismektedir. Meydana gelen bu
triinler arasinda o6zellikle MAD basta olmak iizere aldehitler etteki ransit tat
olusumundan sorumludurlar (Fan, 2002; Shin ve Jung, 2009; Shin, 2009; Ruan ve ark.,
2014).

MAD olusum mekanizmasi Sekil 1.1.'de gosterilmektedir. Reaktif bilesenlerin
hedefi ¢oklu doymamus yag asitlerinin ¢ift bag karbonudur. Bu ¢ift bag karbon-hidrojen
bagin1 zayiflatarak hidrojenin radikal tarafindan kolay bir sekilde ayrilmasini saglar.
Bundan dolay1 herhangi bir serbest radikal lipitten hidrojeni uzaklastirarak bagka serbest
radikaller olusur. Olusan serbest radikalin oksidasyona maruz kalmasiyla peroksi
radikali olusur. Peroksi radikali diger doymamis yag asitleri ile tepkimeye girerek
hidroperoksitleri ve diger serbest radikalleri olusturur. Bu siire¢ bir zincir reaksiyonu
seklinde devam edebilir. Lipit hidroperoksitleri kararsizdirlar ve MAD ve 4-hidroksi-2-

nonenal gibi tiriinlere doniisiirler.
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Sekil 1.1. Doymamis yag asitlerinden MAD olusum basamaklar1 (Grotto, 2009).

Gidalardaki oksidasyon durumunu tespit etmek i¢in peroksit, anisidin, konjuge-
dien ve -trien, toplam oksidasyon ve 2-tiyobarbtirik asit reaktif maddeler (TBARS)
degerleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunlarin arasinda TBARS degeri diger
yontemlere gore kismen kolay ve hizli bir yontemdir. Ancak TBARS degeri spesifik ve
duyarl bir analiz olmadigi i¢in genis 6l¢ekte tartisilmaktadir. TBARS analizinde diger
oksidasyon drlnleri veya lipid oksidasyonu ile iligkili olmayan bilesenler tiyobarbiitirik
asit ile reaksiyona girebildiklerinden dolay1 lipit oksidasyonunun diizeyi olmas1 gereken
degerden daha fazla ¢ikmaktadir. HEG yaglarin oksidasyonu sonucu olusan esas ugucu
bilesenlerden biridir. Lipit oksidasyon siirecini ve pigmis gidalardaki istenmeyen lezzet
bilesenlerinin olusumunu gozlemlemek i¢in son zamanlarda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. HEG gidalarda ¢im kokusu niteliginde algilanan istenmeyen bir koku
olarak tanimlanir. HEG'in sudaki koku esik degeri 4.5 pg/kg'dir (Panseri ve ark., 2011;
Brunton ve ark., 2000; Ma ve ark., 2014).

Gilinlimiizde analitik ve ayirma yontemleri pratik olarak gazlardan biyolojik
makro molekiillere kadar her ¢esit kompleks karisimi ayirabilmektedir. Genel olarak,

analiz yontemleri 6rnek alma (6rnegin toplanmasi), 6rnek hazirlama, ayirma, saptama



ve data analizi gibi islemleri igermektedir. Yapilan arastirmalarda analiz siiresinin
o6nemli bir boliminu 6rnek toplama ve Ornek hazirlamaya ayirmak gerekmektedir.
Enstriimantal cihazlarin 6rnek matriksinden dogrudan analiz yapamamasindan dolay1 bu
siire gereklidir. Giinlimiizde ¢oziicii kullanilarak yapilan 6rnek hazirlama islemleri (s1v1-
stvi ekstraksiyon teknikleri) zaman alici, yogun emek ve cok asamali islemleri
gerektirmektedir. Ancak analiz asamalarin artmasi, hata ve kayiplara neden olur. Sivi-
sivi ekstraksiyon yonteminde yiiksek oranda ¢oziicli kullanilmasini gerektirmektedir.
Atik ¢oziiclilerin imhasi analiz maliyetini arttirmakla beraber ¢evreyi kirletmekte ve
laboratuvarda calisanlar igin saglik riskleri teskil etmektedir. Kati faz ekstraksiyon
kartusu kullanmak klasik sivi-sivi ekstraksiyon yonteminin yol actigi kisitlamalari
azaltmaktadir. Kartus kullanilarak uygulanan kati faz ekstraksiyonunda daha az
coziclye ihtiyag vardir ancak sivi-sivi ekstraksiyonda oldugu gibi yine zaman alic1 ve
cok asamali islemleri gerektirmekte ve yogunlastirma asamasinda ugucu bilesenlerde
kayip s6z konusu olmaktadir (Vas ve Vekely, 2004).

Son zamanlarda o6rnek hazirlamada yeni bir yontem olan SPME
uygulanmaktadir. SPME, sivi-sivi ekstraksiyonu ve kati faz ekstraksiyonunun
dezavantajlarin1 gidermek tlizere Pawlisyn ve meslektaslar1 tarafindan icat edilmistir.
SPME; 0rnekleme, ekstraksiyon ve yogunlastirma gibi bir ¢ok adimi ¢6ziicii
gerektirmeden tek bir asamada birlestirmektedir. Ornek igindeki analitler dogrudan fibre
ile ekstrakte edilip yogusmasi saglanmaktadir. Bu yontem, 6rnek hazirlamada zamandan
ve atiklarin bertaraf edilmesi maliyetinden tasarruf saglamaktadir. SPME rutin olarak
Gaz Kromatografisi (GC) ve Gaz Kromatografisi/Kutle Spektroskopisi (GC/MS) ile
kombine bir sekilde kullanilmaktadir. Ozellikle ¢evresel, biyolojik ve gida
orneklerindeki ugucu ve yari ugucu bilesenlerin ekstraksiyonu ve tanimlanmasi igin bu
kombinasyon kullanilabilmektedir. SPME ayrica uguculugu zayif olan ve GC veya
GC/MS'ten etkilenerek termal olarak bozulan bilesenleri analiz etmek i¢in Yiiksek
Performans Sivi Kromatografisi (HPLC) ile kombine olarak kullanilmaktadir (Vas ve
Vekely, 2004; Pawliszyn, 2000).

SPME basit bir diizenekten olusmaktadir. Modifiye edilmis bir siringa
gorunimindedir. SPME bir fibre tasiyici ve 1-2 ¢cm uzunlugunda igeri ¢ekilebilir bir
diizenekten  olusmaktadir. SPME  fibresi, polidimetilsiloksan (PDMS),
polidimetilsiloksan-divinbenzen  (PDMS-DVB), poliakrilat (PA), karboksen-



polidimetilsiloksan (CAR-PDMS), karbovaks-divinilbenzen (CW-DVB) DVB-PDMS-
CAR gibi ince bir polimer film ile kaplanmistir (Vas ve Vekely, 2004).

SPME'nin, tepe boslugundan veya ¢ozeltiye dogrudan daldirmak olmak tizere iKi
uygulamasi vardir. Tepe boslugu yonteminde su veya kat1 6rnek bir viale konur. Isitilip
ve karistirilan 6rnekteki ugucu bilesenler 6rnegin tepe boslugunda asili bulunan fibreye
gecmeleri saglanir. Fibreye gegcen ucucu bilesenler bir sonraki asamada GC’ye
dogrudan aktarilarak analiz edilir. Dogrudan daldirma yonteminde ise fibre dogrudan
ornege birakilir ve bilesenler fibre (izerine adsorbe veya icine absorbe olur (Shin ve
Lim, 2011). Her iki yontemde de SPME ignesi uygun bir sekilde ige yerlestirilir, daha
sonra fibreyi koruyan igne geri ¢ekilir ve boylece fibre ortama maruz birakilir. Fibrenin
uzerindeki polimer kaplama sunger gibi absorbsiyon/adsorbsiyon islemi ile analitleri
konsantre eder. SPME ekstraksiyon kinetigi; fibrenin cesidi ve ozellikleri (kalinligi ve
uzunlugu), 6rnegin miktari, ekstraksiyon sicaklig1 ve siiresi gibi parametrelere baglhdir.
Bundan sonraki asamada fibre iizerindeki bilesenlerin GC, GC/MS veya HPLC ile nitel
ve nicel analizi gergeklestirilir (Vas ve Vekely, 2004).

SPME'de fibre Onceden belirlenmis olan bir siire boyunca Ornege maruz
birakilmaktadir. Fibre ornege maruz birakildigi anda bilesenlerin 6rnekten fibreye
aktarimi baglar. Eger belirlenen siire yeterli ise fibre kaplama ile 6rnek arasinda bir
denge olugsmaktadir. Denge kosullarina ulasildiginda fibreyi 6rnege maruz birakmak
daha fazla bilesen ekstrakte edilmesini saglamaz. Denge kosullar1 su sekilde

tanimlanabilir:

_ KfsvfvsCo

Kfs + Vs (1.1)

n= Fibre tarafindan ekstrakte edilen mol sayisi
Kss= Fibre kaplama/ornek matriksi dagilim dengesi katsayisi
Vs = Fibre kaplamanin hacmi, Vs = Ornek hacmi
Co= Bilesenin 6rnek i¢indeki baslangi¢ derigimi
Bu esitlik, 6rnek icindeki bilesenin baslangi¢ derisimi ile fibre tarafindan absorbe edilen

miktar arasinda dogrusal bir iligki oldugunu gostermektedir (Zang ve ark. 1994).



Fibre kaplamanin ¢esidi, ekstraksiyon yontemi, ekstraksiyon siire ve sicakligi,
fibre kaplamanin kalinligi, 6rnek hacmi, karigtirma, tuz ve pH SPME performansini
etkileyen baslica etmenlerdir.

Ticari olarak bulunan fibre kaplamalar PDMS, DVB, PA, CAR, CW ve
polietilen glikol (PEG) gibi ¢esitli kalinlik ve kombinasyonda bulunmaktadir.
PDMS/DVB, PDMS/CAR ve CW/DVB gibi polar/nonpolar kombinasyonlar da
bulunmaktadir. Fibre kaplama seciminde dikkat edilmesi gereken temel prensip, polar
fibreler polar bilesenler, polar olmayan fibreler ise polar olmayan bilesenlerin
analizinde tercih edilmesidir. Bu prensibe gore PA gibi fibreler fenoller, pestisitler ve
herbisitler gibi polar bilesenlerin analizinde kullanilirken PDMS/DVB, PDMS/CAR ve
CW/DVB gibi daha ylksek polariteye sahip fibreler alkoller, aminler eterler gibi
polaritesi oldukga yiiksek olan bilesenlerin analizinde kullanilir. Ayni sekilde PDMS
gibi polar olmayan fibreler benzen, toluen, etilbenzen, ksilen veya polisiklik aromatik
hidrokarbon gibi polar olmayan bilesenlerin ekstraksiyonunda kullanilmaktadir
(Spietelun ve ark., 2013; Prosen ve Kralj, 1999).

Ekstraksiyon yontemi SPMEmin performansint etkileyen Onemli bir
parametredir. SPME, gaz veya saflig1 yiiksek olan sivilardaki bilesenleri ekstrakte
etmek i¢in dogrudan daldirarak yapilabilmektedir. Bu durumda bilesenler 6rnekten
fibreye dogrudan gecis yapabilmektedir. Stvi veya kati orneklerin tepe boslugundan
ekstraksiyonu kullanilan diger bir yontemidir (HS-SPME). Bu yontemde analizi
yapilacak bilesenler 6rnegin tepe bosluguna dogru buharlastirilarak bu tepe boslugunda
ekstraksiyonu saglanmaktadir. Ekstraksiyonu yapilacak bilesenin uguculugu ve
bilesenin 6rnek matriksindeki afinitesi ve matriks bilesimine bagli olarak ekstraksiyon
yontemine karar verilmektedir. Tepe boslugundan ekstraksiyon genellikle ucucu
bilesenler i¢in ve kati matriksindeki bilesenleri ekstrakte etmek ve kiuguk partikil veya
yag ile kontamine olmus sularin analizinde kullanilmadir. Tepe boslugu ekstraksiyonu
fibrenin kontaminasyonunu ve ornekteki yiiksek molekiil agirlikli bilesenlerden dolayi
fibrenin zarar gérme riskini azaltir (Spietelun ve ark., 2013).

Ekstraksiyon siire ve sicakligt islemin etkinligini belirleyen temel
parametrelerdir. Sicaklik, ekstraksiyon Gzerine iki yonlu etki etmektedir. Sicakligin
artis1 fazlar arasindaki kiitle transferini arttirirken ayni zamanda dagilim katsayisini da

diistirmektedir. Bundan dolay1 sicaklik degisimi en ¢ok tepe boslugu ekstraksiyonu



tekniginde uygulanmaktadir. Clinkii sicaklik artisi ile beraber bilesenlerin 6rnekten tepe
bosluguna aktarimini hizlanmaktadir (Spietelun ve ark., 2013; Prosen ve Kralj, 1999;
Pawlisyn, 2000).

Ekstraksiyon siresi; sicaklik, bilesenin dagilim katsayisi ve karistirma gibi bir
kac faktore bagli olarak degismektedir. Dengeye ulasildiginda bilesenin maksimum
sorbsiyona ulagildigi anlamima gelmektedir. Dengeye ulasmak igin gereken siire
genellikle uzundur ve siddetli karistirma ile bu siire kisaltilabilir. Karigtirma dogrudan
ekstraksiyon yonteminde dnemli bir parametredir (Spietelun ve ark., 2013; Prosen ve
Kralj, 1999).

Ekstraksiyon etkinligi sorbentin hacmine bagli olarak degismektedir. Fibre
lizerine adsorbe olan bilesen miktar1 sorbent kaplamanin kalinligi ile orantilidir. Daha
kalin bir kaplama ince olandan daha fazla miktarda bilesen tutmaktadir. Ama dengeye
ulasmak icin gereken siire kalinlik artmasina bagli olarak daha fazladir. Kalin
kaplamalar genellikle ucucu bilesenlerin ekstraksiyonunda kullanilmaktadir. Ince
kaplamalar yiiksek molekiil agirlikli bilesenler ve polar olmayan bilesenlerin analizinde
geri kazanimi daha iyi oldugundan dolay1 daha fazla tercih edilmektedir (Spietelun ve
ark., 2013; Prosen ve Kralj, 1999).

Ornek hacmi SPME'nin verimliligine etki eden onemli bir parametredir.
Ekstraksiyonla 6rnek bilesimi degismedigi yani 6rnekteki bilesen miktar1 % 1'den daha
fazla degismedigini varsaydigimizda, SPME {izerinde ekstrakte olan bilesen miktar
sadece partisyon katsayist ve sorbent hacmine baglidir. Uygun bir 6rnek hacmi segerek
ornek bilesiminin sabit tutulmasini saglamak kalibrasyonu basitlestirir. (Spietelun ve
ark., 2013; Prosen ve Kralj, 1999).

Tepe boslugu ekstraksiyonunda bilesenler drnek, tepe boslugu ve SPME fibresi
olmak {tizere ii¢ faz arasinda boliinmektedir. Bu durumda ekstraksiyon etkinligi ayrica
tepe boslugundaki notr gazin hacmine de baghdir. Tepe boslugunun hacmi bu fazdaki
bilesenlerin asir1 seyrelmesini Onlemek i¢in miimkiin oldugunca kii¢ciik olmalidir
(Spietelun ve ark., 2013; Pawlisyn, 2000).

Karigtirma, sistemdeki kiitle transferini arttirarak ekstraksiyon siiresini
kisaltmaktadir. Teflon kapli manyetik karistirict kullanilarak karistirma uygulanabilir.
Ornegi iceren vial vorteks karistiricida karistirilabilir veya ornegi karistirmak igin

ultrasonik ses dalgalar1 kullanilabilir. Ultrasonik karistirma daha ¢ok etkili olmaktadir.



Ciinkii ¢cok kisa bir ekstraksiyon siiresi saglamaktadir. Ancak bu karistirma ile 6rnek
isinmaktadir. Bundan dolayr bu yontem termal olarak stabil olmayan orneklere
uygulanamamaktadir. Dikkat edilmesi gereken bir diger husus manyetik karistiric
¢ubugun kendisi kontaminasyon kaynagi olabilmektedir (Spietelun ve ark., 2013).

Ornege kiigiik miktarlarda tuz ilavesi soliisyonun iyonik giiciinii arttirdigindan
dolayr ekstraksiyonun verimliligini etkilemektedir. Organik bilesenler daha az
cozllebilir olmakta ve partisyon katsayilar1 artmaktadir. Ancak ekstraksiyon verimliligi
lizerine tuzun ayrintili etkisi 6rnegin i¢indeki tuz ve bilesenlerin derisimine baglhdir.
Sodyum Klorir ve sodyum sulfat genellikle bu amaclar i¢in kullanilan tuzlardir. Ancak
tuz ilavesi drnegin kontaminasyon riskini biiylik dlciide arttirmaktadir. Ayica dogrudan
daldirma yontemi uygulandiginda, fibre mekanik hasara daha ¢ok maruz kalmaktadir
(Spietelun ve ark., 2013; Prosen ve Kralj, 1999).

Omegin pH's1 6zellikle dissosiye olmamis formda bulunmasi gereken fenoller ve
aminler gibi zayif asidik ve bazik bilesenler oldugu durumda 6nemlidir. Ayrica drnegin
pH's1 fibrenin mekanik giiciinii etkileyen 6énemli bir parametredir. Ciinkii bazi fibrelerin
gucli asidik ve bazik ortamlara kars1 direngleri zayiftir (Spietelun ve ark., 2013; Prosen
ve Kralj, 1999; Pawlisyn, 2000).

Bilesenlerin dogal yapilariyla fibreye kars1 diisiik afinite gosterdigi durumlarda
SPME'nin etkinligini arttirmanin 1iyi bir yolu hedef bilesenleri tlrevlerine
doniistiirmektir. Bilesenin tiirevi farkli bir kimyasal yap1 ve 6zellige sahiptir. Boylece
bu turevler SPME'nin fibresine daha iyi bir afinite saglamaktadir. Tiirevlestirme
ekstraksiyonun ¢esitli basamaklarinda gergeklestirilebilir. Orneklemeden 6nce,
bilesenler SPME fibre iizerinde adsorbe olduktan sonra veya bilesenlerin desorbsiyonu
kromatografik kolonda gerceklestigi sirada tiirevlestirme gerceklestirilebilmektedir.
(Spietelun ve ark., 2013; Prosen ve Kralj, 1999; Pawlisyn, 2000).

SPME'ye en uygun tirevlendirme g¢esidi bilesenlerin doniisiimiiniin fibre
kaplama tizerinde gergeklestirilmesidir. BOylece 6rnekte gerceklestirilen tiirevlendirme
sirasinda meydana gelmesi kacinilmaz olan yan reaksiyonlarin olusmasi engellenir
(Spietelun ve ark., 2013; Prosen ve Kralj, 1999).

Yapilan nicel ¢aligmalarin ¢ogunda daha hassas ve dogru sonug elde etmek igin
kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi gerekmektedir. Kalibrasyon egrisi, bir enstriiman

cikisinda Olgiilen sinyalin analitin derisimi ile iliskisinin dogru bir sekilde saptanmasi
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amactyla yapilan islem olarak tanimlanabilir. Enstriimandan ¢ikan sinyalin kalibrasyonu
yapilmadan 6rnekten alinan verilerle derisim bagintisi elde edilemez. Kalibrasyon egrisi
metodu, standart ilavesi metodu ve i¢ standart yéntemi nicel analizler icin uygulanan
baslica yontemlerdir.

Kalibrasyon egrisi yontemi; bir Ornekteki bilinmeyen bir maddeyi derigimi
bilinen bir seri standart ile karsilastirarak Ornekteki bilinmeyen maddenin derisimini
belirlemek i¢in kullanilan genel bir yontemdir. Kalibrasyon egrisi enstriimantal sinyalin
analit derisimi ile nasil degistigini gésteren bir grafiktir.

IS; Ornek, sahit ve kalibrasyon standartlarina sabit miktarda eklenen kimyasal bir
maddedir. Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasinda derisimin bir fonksiyonu olarak
aranan bilesenin sinyali (alan) ile IS’ sinyalinden yararlanilmaktadir. IS, aranan
bileseni sinyal agisindan temsil etme 6zelligine sahip olmakla birlikte, dogal olarak
matrikste bulunmamalidir. Bilesenlerin nicel analizinde Standart Ekleme, uygulanan
baslica yontemler arasinda yer almaktadir (Skoog ve ark., 1997).

Standart Ekleme yOnteminde nicel analizi yapilmak istenen maddenin saf
standardindan farkli derisimleri hazirlanir ve her bir derisim icin sabit miktarda 1S
eklenerek ilgili cihaz ile analizi gergeklestirilir. Sonug olarak, aranan maddenin derisimi
ve yanit1 (alani) ile IS 1n derigim ve yanit1 degerlerinden yararlanarak hedef bilesen ile
IS arasindaki dogrusal iligkiyi gosteren denklem (y=ax+b; x=Hedef Madde Derisim/IS
Derigsimi, y=Hedef Madde Alan/IS Alani) ve bu iki degisken arasindaki dogrusal
iliskinin diizeyini gosteren R? degerleri elde edilir. R? degerinin 1’e yakin olmasi hedef
bilesenin nicel analizinde IS’in kullanilabilecegini gosterir. Iki degisken arasindaki
regresyon denklemi kullanilarak herhangi bir 6rnekteki aranan bilesenin nicel analizi
gerceklestirilebilir. (Giuffrida ve ark., 2005; Javidipour ve Qian, 2008).

Arbitrary birim (arb. unit), bir maddenin miktarmin veya yogunlugunun daha
onceden belirlenmis referans bir 6l¢iim ile oransal miktarin1 gdsteren goreceli bir 6lglim
birimidir. Referans alinan madde ile olgiilecek madde arasindaki oran boyutsuz bir
buyikluktiir. Referans alinan 0Olgiim genellikle yerel laboratuvarlar tarafindan
tanimlanmistir. Bu ylizden arbitrary biriminin 6nceden nasil tanimlandig1 bilinmeden,
farkli laboratuvarlar tarafindan oOlgiilen degerleri karsilagtirmak miimkiin degildir.
Avrbitrary birim benzer kosullarda 6lgtilmiis ¢oklu degerleri karsilastirmak igin kullanilir

Andi¢ ve ark. (2010), Tirk tulum peynirlerindeki her bir ugucu bilesenin miktarini
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belirlemek i¢in GC'den elde edilen her bir ugucu bilesenin pik alani/IS olarak kullanilan
5-metil 3-hegzanonun pik alanina oranlayarak bu orani arbitrary birim olarak
kullanmiglardir. Ayrica dogru oranti yapilarak Ornek i¢indeki maddelerin derisimi
belirlenebilmektedir. Bunun i¢in konsantrasyonu belli olan IS 6rnege ilave edilir. Daha
sonra aranan maddenin pik alani ile IS nin pik alani dogru orant1 ile karsilastirilarak
ilgili maddenin derisimi belirlenebilir.

Bu calismada, yaglarin oksidasyon diizeyinin gostergesi olarak degerlendirilen
HEG ve MAD'n, son yillarda sikca uygulanan SPME yontemi ile saptanmasi
aragtirtlmistir. Calismada, 2 farkli ortam olarak aygicegi yagina ve herhangi bir matriks
olmadan bir ortama (bos vial) farkli oranlarda HEG ve MAD konularak IS (5-metil 2-
hegzanon) varliginda 3 fazli SPME fibrenin bu bilesenleri ekstarkte etme etkinligi
arastirilmistir. Boylece 3 fazli SPME fibresi ve GC ile farkli sicaklik ve siire
kosullarinda HEG ve MAD"n tespit edilebilecegi diizeyler arastirilirken, ayn1 zamanda
bu iki bilesenin IS olarak kullanilan 5-metil 2-hegzanon ile iliskilerini gosteren denklem

ve iligki katsayilar1 hesaplamistir.



2. KAYNAK BILDIiRISLERI

Mauritti ve ark. (2009), yapmis olduklar1 bir ¢aligmada -18 °C de 90 gin
boyunca depolanmis ¢ig ve kizartilmis tavuk koftelerindeki HEG, pentanal ve MAD
olusumunu DVB/CAR/PDMS fibre kullanarak SPME ile analiz etmislerdir.
Tekrarlanabilir sonuglar elde edebilmek igin ekstraksiyon kosullarin1 optimize
etmislerdir. Degisik parametreler arasinda baglantt kurulmus ve bu parametreler
geleneksel TBARS testi ile karsilastirilmistir. Cig 6rneklerin Pearson kolerasyonu 0.93
ten 0.99 kadar degisen oranlarda biitlin parametreler arasinda onemli bulunmustur.
Ancak kizarmis oOrneklerde HEG ile pentanal arasinda 0.98 lik bir korelasyon
bulunmustur.

Fujioka ve Shibamoto (2005), antioksidan aktivitesi igin HS-SPME teknigini
kullanarak modifiye edilmis bir MAD analizi gelistirmislerdir. Dogal bilesenlerin
antioksidan aktivitesi Fenton reaksiyonu ile oksitlenen balik yagindaki MAD
olusumunun yiizde inhibisyonu seklinde belirlenmistir. MAD olusumunu, % 86.1 ile en
cok sesamol, bunu takiben % 84.4 6jenol, % 80.7 kapsaisin % 45.3 etilvanilin ve % 31.6
vanilinin inhibe ettigi belirtilmistir.

Fan (2002), y-1sinina maruz kalmis elma suyundaki MAD miktari1 GC-MS
kullanarak tespit etmistir ve bu yontemi TBARS testi ile karsilastirmistir. GC-MS ile
kiyaslandiginda TBARS testi ile dlgilen MAD miktar1 daha yiiksek bulunmustur. 5
°C'de depolama boyunca 1ginlanmig meyve suyundaki MAD igeriginin hizli bir sekilde
distiigi GC-MS yontemi ile saptanirken, TBARS testi uygulandiginda MAD
icerigindeki azalmanin daha diisiik diizeyde oldugu belirlenmistir.

Ma ve ark. (2014), yemeklik yaglarda lipid oksidasyonu sonucu olusan
aldehitlerin oksidasyonun indikatorii olarak kullanilabilecegini SPME-GC yontemi ile
arastirmiglardir. Ticari olarak bulunan bes fibrenin ekstraksiyon etkinligi arastirilirken,
ekstraksiyon stiresi ve sicakligi ile desorpsiyon siire ve sicakligi optimize edilmistir. En
iyi sonu¢ 85 pum CAR/PDMS ile 50 °C'de ve 15 dk ekstraksiyonun uygulandigi
kosullarda alinmistir. Optimize edilmis kosullarda biitiin yemeklik yaglardaki 7 aldehit
arasinda en yiiksek oranda HEG bulunmustur. Gelistirilen yontem yerfistigi, soya ve
zeytin yag1 orneklerindeki HEG'1 tespit etmek ic¢in basarili bir sekilde uygulanirken,
SPME-GC ve TBARS yontemi ile elde edilen sonuglar karsilastirilmistir.
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Brunton ve ark. (2000), pismis hindi 6rneklerindeki HEG'in miktarin1 6lgmek
icin HS-SPME yontemini kullanmiglardir. Sirasiyla; 75, 65 ve 65 um kalinhigindaki
CAR/PDMS, PDMS/DVB ve CW/DVB fibreler dogrusallik, saptama limiti ve
tekrarlanabilirlik  yoniinden karsilastirilmistir.  Tekrarlanabilirlik  ve dogrusallik
yonunden (g fibre icinden PDMS/DVB en etkili olmustur. Ancak HEG'i 2 ng/g saptama
limiti ile CAR/PDMS en duyarli bulunmustur. 2-metil pentanali IS olarak kullanmakla
orneklerdeki HEG ve pentanal 6l¢iimii daha dogru bir sekilde yapilmistir. Taze ve
pisirilmis hindi orneklerinde SPME/GC ile belirlenen HEG ve pentanal miktarlari
arasinda yiiksek bir korelasyon bulunmustur.

Panseri ve ark. (2011), 4 °C'de depolanmis tereyagindaki HEG'in ekstraksiyonu
ve analizi igin GC-MS ile kombine edilmis HS-SPME kullanarak bir ydntem
gelistirmislerdir. Tereyaginda mevsime bagli olarak HEG igerigindeki degisimi ve
ekstraksiyon sicakliginin tereyagindaki baslangic HEG miktar1 iizerine etkisini
degerlendirmislerdir. Dogrusallik, tekrarlanabilirlik ve hassasiyet gibi analitik
parametreler yontemin kullanilabilir oldugunu gostermistir. Uygulama icin CAR/PDMS
fibre ile 4 °C'de 180 dk boyunca ekstraksiyon yapilmistir. Biitiin depolama siiresi
boyunca farkli periyotlardaki 6rneklerin HEG igerigi ve farkli mevsimlerde elde edilen
tereyaglarindaki HEG igerigi analiz edilmistir. Raf Omriinln Sonuna dogru olan
orneklerde ve Agustosta iiretilen 6rneklerde en yiikksek HEG miktar1 tespit edilmistir.

Pignoli ve ark. (2009), yapmis olduklari ¢aligmada doymus aldehitlerin lipid
oksidasyon gostergesi olarak uygunlugunu arastirmislardir. Bunun igin HS-SPME-GC
kombinasyonu ile ¢alismiglardir. Elde etmis olduklar1 sonuclar1 yaygin olarak kullanilan
TBARS yontemi ile karsilastirmiglardir. TBARS, propanal ve HEG derisimlerindeki
zamana bagli degisimi sodyum fosfat tamponu ile yikanmis hindi gégsii etinden olusan
bir model iginde belirlemislerdir. Analiz siiresi boyunca meydana gelen oksidasyonu
durdurmak icin etilendiamin tetraasetik asit (EDTA), troloks ve propil gallattan olusan
bir antioksidan karigimi analizden hemen Once eklenmistir. Antioksidan ilavesinden
sonra 8 saat fazladan yapilan depolama siliresince TBARS ve propanal derisimlerinde
bir artis gozlenmezken HEG'de beklenmedik bir diisiis gozlemlenmistir. Aldehitlerin
ornek ile etkilesime girip girmedigini belirlemek i¢in hem sodyum fosfat tamponuna
(kontrol) hem de 6rnege HEG ve propanal ilave edilerek derisimlerindeki degisim 24

saat boyunca gozlemlenmistir. Fosfat tamponunda hem HEG hem de propanal
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derisimlerinde zamanla bir azalma olmamustir. Ancak 6rnekteki propanal ve HEG
derigimlerinde zamana bagli olarak belirgin diizeyde bir diisiis gozlemlenmistir. Aldehit
derisimindeki bu dististen dolayt TBARS'n hindi gogsii etindeki oksidatif
parcalanmanin gostergesi olarak daha hassas ve dogru bir parametre oldugu
saptanmigtir.

Llatas ve ark. (2005), HS-SPME-GC yontemini kullanarak sivi bebek
mamalarindaki ikincil oksidasyon iirlinii olan HEG ve pentani belirlemek i¢in yeni bir
yontem gelistirip dogrulamislardir. Bunun i¢in fibre konumu, denge ve ekstraksiyon
stiresi gibi SPME kosullarini belirlemiglerdir. Dogrusallik, hassasiyet ve saptama limiti
gibi analitik parametreler gelistirilen yontemin kullanilabilirliligini gostermistir.
Gelistirilen bu yontemle dort ve yedi ay depolanmus siit ve tahil bazli sivi bebek
mamalar1 ve toz bebek mamalarindaki HEG ve pentanal analiz edilmistir. Toz bebek
mamalarindaki HEG igerigi sivi bebek mamalarindakinden daha yiiksek bulunmustur.
Toz bebek mamalarinda pentan bulunmamustir.

Shin (2009), kandaki MAD'" belirlemek icin basit ve hassas bir HS-SPME-GC-
MS yontemi gelistirmistir. IS olarak aseton-ds kullanilmistir. Kandaki MAD ve IS 50
°C de 40 dk boyunca 2,2,2-trifloroetilhidrazin (TFEH) ile bir vialde reaksiyona tabi
tutulmus ve ayni anda olusan tiirevler buharlastirihip, PDMS-DVB fibreye adsorbe
edilmistir. Daha sonra GC-MS'te 240 °C'de 1 dk'lik siire ile bilesenlerin desorbsiyonu
gerceklestirilmistir. Belirlenen kosullarda yontemin saptama limiti 0.4 pg/L olarak
saptanmigtir. Normal insan kanindaki ortalama MAD derisimi 187.9 pg/L olarak
Olgtilmiistiir.

Shin ve Jung (2009), yapmis olduklar1 benzer bir ¢aligmada
pentaflorofenilhidrazin ile tirevlendirip daha sonra HS-GC-MS kullanarak insan
idrarindaki MAD" analiz etmek igin hassas bir yontem gelistirmislerdir.

Iglesias ve ark. (2007), balik yag1 emiilsiyonlarinda oksidasyon siiresince olusan
ucucu bilesenleri belirlemek i¢in HS-SPME yontemini kullanmislardir. Ug farkli SPME
fibresini hassasiyet ve tekrarlanabilirlik agisindan karsilastirmislardir. Emiilsiyonda
bulunan uguculari analiz etmek i¢in en uygun fibrenin CAR-PDMS oldugu saptanmustir.
Ornek miktari, ekstraksiyon siire ve sicakligi ve karistirma gibi CAR-PDMS'in
ekstraksiyon islemini etkileyen faktorleri bir faktoryel dizayn ile aragtirmiglardir. 0.5 g

ornegi 60 °C'de ve 30 dk boyunca ekstraksiyon uyguladiklarinda en iyi sonucu elde
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etmiglerdir. GC-MS ile kombine bir sekilde kullanilan HS-SPME yontemi ile sit ve
mayonez gibi balik yagi ile zenginlestirilmis gidalarda oksidasyon sonucu olusan
ucucularin kalitatif ve kantitatif analizi ger¢eklestirilmistir.

Sanches-Silva ve ark. (2004), patates cipslerinde depolama siiresince olusan
HEG'i saptamak icin SPME-GC ve HPLC olmak {izere iki farkli ydntemi
karsilagtirmiglardir. Bu yontemler dogrusallik, tekrarlanabilirlik ve saptama limiti
acisindan karsilastirilmistir. SPME-GC yonteminin (saptama limiti = 1 ng/ml) HPLC
yonteminden (saptama limiti = 9 ng/ml) daha hassas oldugu sonucuna varilmistir.

Fang ve Qian (2005), saraptaki kiikiirtli bilesenlerin nicel analizini yapmak igin
hassas bir SPME-GC teknigi gelistirmislerdir. Bu calismada ti¢ IS kullanilarak ayni
anda yedi kukdrtli bilesenin nicel analizini gergeklestirmislerdir. Sentetik sarap
kullanarak hazirlamis olduklar1 kalibrasyon egrilerinin R? degerleri biitiin hedef
kikartli bilesenler igin 0.99'dan daha biiyiik ¢ikmistir. Cogu kiikiirtlii bilesen igin
saptama limiti 0.5 ppb ve altinda bulunmustur. Gelistirmis olduklar1 bu yontem ile
piyasada bulunan bir kag sarap 6rnegindeki kiikiirtlii bilesenleri analiz etmislerdir.

Javidipour ve Qian (2008), peynir alt1 suyu konsantresi tozu sulu ¢ozeltisindeki
HEG'in nicel analizinde IS olarak kullanilan 2-metil-3-heptanon varliginda, farkli HEG
derisimleriyle hazirlanan karisimlariin GC-SPME yo6ntemiyle analizi sonucu elde
edilen verilerin bu iki bilesen arasindaki dogrusal iliskinin y=0.3937x regresyon
denklemiyle agiklanabilecegini (R?=0.99) ve HEG'm en diisiik tespit edilme smirinimn
1.6 ppb oldugu saptanmugtir.

Andi¢c ve ark (2010), vakum ambalajli ve dondurulmus Motal peyniri
orneklerinin ugucu bilesenleri iceriklerini SPME-GC yontemi ile belirleyerek, Motal
peynirinde 16 ester, 10 asit, 6 keton, 4 alkol, 3 aldehit, stiren, p-kresol ve m-kresol
varligini saptamiglardir.

Ocak ve ark. (2015), ¢ig ve pastorize farklr siitlerle tirettikleri otlu peynirlerinin
SPME-GC profilinde 8 ester, 5 keton, 6 aldehit, 9 asit, 6 alkol ve 14 hidrokarbon

bilesenin varligin1 saptamiglardir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismada, HEG ve MAD igermeyen aygcicegi yagi kullanilmistir. Aygicegi
yag1 oksidatif stabilite calismalarinda sik¢a kullanilan bir yag oldugundan dolayr bu
caligmada kullanilmistir. Arastirmada, bilimsel hassasiyeti saglayacak saflikta ve
nitelikte HEG (Merck, Germany) ve MAD (Acros Organics, New Jersey, USA)
kullanilmustir. IS olarak 5-metil 2-hegzanon (Merck, Germany) kullanilmistir.

3.2. YOntem

Bu ¢alismada HEG ve MAD'n nicel analizi i¢in IS olarak kullanilan 5-metil 2-
hegzanon ile iliskilerini gosteren denklemi ve iliskinin diizeyini belirlemek {izere,
aycicegi yagina ve bos viale, metanolde hazirlanan stok HEG ve MAD cozeltilerinden
daha once belirlenen derisimlerde (5 ppb, 10 ppb, 50 ppb, 100 ppb, 500ppb, 1 ppm, 5
ppm ve 10 ppm) sulu ¢ozeltileri hazirlanarak, yag 6rnegine ve bos viale konulmustur.
Calismada 3 faz DVB/CAR/PDMS (Supelco Co., Bellefonte, PA, USA) SPME fibresi
kullanilarak her bir derisimde 3 farkli sicaklik ve siire uygulandiginda SPME fibresinin
yapisina alabilecegi HEG ve MAD miktarlar1 saptanmistir. Calismada analiz
parametreleri olarak 2 6rnek matriksi (aycicegi yagi ve bos vial) 1 fibre ¢esidi (3 faz), 3
sicaklik (40, 50 ve 60 °C), 3 sure (20, 30 ve 40 dk) ve 8 farkli derisime 2 tekerriirlii
SPME ekstraksiyonu uygulanmustir.

3.2.1. Hegzanal ve malonaldehit analizi

HEG ve MAD tayini i¢in ugucu bilesenlerin ekstraksiyonunda kullanilan 3 faz
SPME fibresi, ekstraksiyondan once 1 saat slreyle 250 °C’de GC’nin enjeksiyon
blogunda sartlandirildi. Ekstraksiyon islemi i¢in 2 g 6rnek 30 ml’lik viale tartild1 ve
orneklere daha dnce belirlenen oranda HEG ve MAD ve IS olarak batiin 6rnekler igin
sabit miktarda 0.5 ppm diizeyinde 5-metil-2-hegzanon eklendikten sonra vialin kapagi
kapatildi. Ekstraksiyon islemi uygulanacak 6rnekler hazirlanip viale konulduktan sonra
5 dk siire ile daha Once belirlenen sicakliga ayarli dijital manyetik karistiricida

karistirtlarak 1sitildi ve ortam sicakliginin istenilen diizeye ulasmasi saglandi. Daha
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sonra SPME fibresi vialin tepe bosluguna birakilarak istenilen sicaklik ve siireyle HEG
ve MAD'In tepe bosluguna ve oradan da SPME fibresine ge¢mesi saglandi.
Ekstraksiyon siresinin sonunda SPME fibresi kosullar1 Cizelge 3.1.’de verilmekte olan
FID ile donatilmis Agilent 6890 model GC cihazina dogrudan enjekte edildi. GC ile
elde edilen alanlar kullanilarak veriler degerlendirildi. Bunun i¢in MAD"in derisiminin
IS'nin derigimine orani ile MAD'in alaninin IS'nin alanina orani bir grafige aktarilarak
grafigin regresyon denklemi ve R? degeri her sicaklik ve siire i¢in hesaplandi. Ayni
sekilde HEG ve IS arasindaki iliski de bu sekilde belirlendi. Boylece farkli ekstraksiyon
sicakligi ve stireleri icin elde edilen denklemlerle bilinmeyen bir yag érnegindeki HEG

ve MAD miktarlarini saptamaya yarayan denklemler tiiretilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan gaz kromotografisi cihazinin HEG ve MAD tayini i¢in ¢alisma

kosullari
Cihaz Calisma Kosullar
Alet : Agilent 6890N model
Dedektor : FID
Kolon : J&W Scientific, HP-INNOWAX-
30mX0.25mmX0.25um
Gazlar : He: 40 ml/dk. Hz: 40 ml/dk., Hava: 450 ml/dk.
Sicakliklar : Enjektor:200°C, Kolon: Izotermal 140°C Dedektor:
260°C
Split : Splitless
3.3. Veri Analizi

Verilerin analizinde; regresyon denklemleri ve R? degerlerini hesaplamak iizere,
Microsoft Excel 2007 programi uygulanmustir. R% bagimsiz ve bagimsiz degisken
arasindaki iligkinin derecesini ve yoniinii belirten katsayidir. Bu katsayi, (-1) ile (+1)
arasinda bir deger alir. Eger; R? = 1 ise iki degisken arasinda pozitif tam bir iliski vardir.
Bu. R? = -1 ise iki degisken arasinda negatif tam bir iliski vardir. (Kayaalp ve Cankaya,
2008). Verilerin degerlendirilmesi ile degiskenler (x= Derisim HEG veya
MAD/Derisim IS; y= HEG veya MAD Alan/IS Alan) arasindaki dogrusal iliskiyi
belirlemek tizere her bir kosul i¢in regresyon denklemleri elde edildi. Bu denklemlerden
yararlanarak herhangi bir aygicegi yagi 6rneginde belirli diizeyde IS eklenerek, SPME
yontemi uygulandiginda elde edilen IS piki alan1 ve derisimi ile 6rnekteki HEG veya
MAD alan1 kullanilarak regresyon denkleminden 6rnekteki HEG veya MAD derisimi
hesaplanabilir (Javidipour ve Qian, 2008).



4. BULGULAR

Bu ¢alismada oksidasyonunun gostergesi olarak degerlendirilen HEG ve MAD"
SPME ile ekstrakte ederken ortamin (bos vial ve ay¢icegi yagi), sicakligin (40, 50 ve 60
°C) ve sirenin (20, 30 ve 40 dk) SPME performansi tizerine etkisi arastirilmistir.

Belirlenen parametrelerin SPME performansi iizerine olan etkisini aragtirmadan
once HEG, MAD ve IS'nin gelis siirelerini belirlemek igin iki farkli vial kullanilmustir.
Birinci viale 100 ppb HEG, 100 ppb MAD ve 0.5 ppm IS ilave edilirken; ikinci viale 10
ppb HEG, 10 ppb MAD ve yine 0.5 ppm IS ilave edilmistir. 40 °C'de 30 dk
ekstraksiyondan sonra GC'de yapilan analiz sonucunda Sekil 4.1.'deki kromatogramlar

elde edilmistir.

Nom.
=100 pph
b=10 pph

3000 4
2600 A
2000 4

1800 4

1000 1
Malonaldehit
na

5001

T T T T T T
178 2 224 28 275 3 328 35 n

Sekil 4.1. iki farkli derisimde HEG ve MAD ile 0.5 ppm IS ilave edilen 6rnege 40 °C'de
30 dk ekstraksiyondan sonra elde edilen GC kromatogrami.

Kromatogramda goriildiigli tizere HEG, IS ve MAD'In gelis siireleri sirasiyla,

1.7, 1.8 ve 3.3 dk olarak belirlenmistir. Kromatograma bakildiginda IS sabit miktarda

ilave edildigi icin her iki pik de aym yiikseklikte oldugu gorilmektedir. HEG ve

MAD'in derisimlerinin artmas: ile ilgili piklerin alaninda da artis saptanmistir.
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4.1. Ornek Matriksinin SPME'nin Performansi Uzerine Etkisi

Analiz edilecek 6rnek matriksinin bilesimi SPME'nin performansini etkileyen
O6nemli bir parametredir. Ekstraksiyon sabit sicaklikta denge kosullar1 altinda
gerceklestirildiginde, fibre/0rnek matriksinin dagilim katsayist matriks bilesimine bagl
olarak degistiginden dolay1 kalibrasyon egrisinin egimi de degisir. Ornegin iyonik giicii,
ornek icindeki madde/organik ¢ozlicl yiizdesi ve analiz edilecek bilesen ile reaksiyona
girebilecek bilesenlerin yiizdesi gibi pek cok faktor matriks etkisini meydana getirir
(Ezquerro ve ark., 2003).

Matriks etkisini aragtirmak amaciyla hi¢ bir madde konulmadan bos vial ve
aycicegi yagr matriks olarak segilmistir. Bu iki ortamda belirlenen derisimlerde farkli
stire ve sicakliklarda SPME'min performans: arastirilmistir. Belirlenen 6rnek
matrikslerine 0.5 ppm HEG, IS ve MAD konulmustur. 40 °C'de 30 dk ekstraksiyondan
sonra GC'de Sekil 4.2.'de gorulen kromatogram elde edilmistir.

5000 Malonaldehit | |

a = Hava Matriksi
b = Yag Matriksi

4000

3000 5

internal standart

2000

- Hegzanal

T T T T T T T T
175 2 225 25 275 3 325 35

Sekil 4.2. 0.5 ppm HEG, IS ve MAD ilave edilmis hava ve yag matrikslerinde 40 °C ve
30 dk ekstraksiyon sonrasina ait GC kromatograma.

Sekil 4.2.°deki kromatograma bakildiginda her iki ortamda da IS ve HEG'in
pikleri birbirine benzerken, yag drneginde MAD'm pikinde carpici bigimde bir diisiis
oldugu goriilmektedir. Hava ortaminda (bos vialde) MAD'a ait pikin alan1 keskin ve
belirgin iken, yag ortaminda MAD'n piki HEG ve IS'ye ait piklerden ¢ok daha diisiik
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oldugu saptanmistir. Bu durum, yag ortaminda bulunan MAD"'!n 3 faz SPME fibresi
tarafindan hava ortami ile karsilastirildiginda ayni diizeyde ekstrakte edilmedigini
ortaya koymaktadir. Benzer bir durum, hava ve yag matrikslerine 100 ppb MAD
eklenerek 50 °C'de 30 dk boyunca yapilan ekstraksiyonda da goriilmektedir (Sekil 4.3.)

Nom

a=Hava matriksi
b b =Yag matriksi
* Malonaldehit

800 1 a

600 4

400 4

200 1

T T T T T 1
3 32 4 36 38 4

Sekil 4.3. Hava ve yag matrikslerine 100 ppb MAD ilave edilerek 50 °C'de 30 dk
eksraksiyon sonucu elde edilen GC kromatogrami.

MAD'a ait pikin Sekil 4.2. ve 4.3."te hava ve yag matriksinde benzer davranig
gOstermemesinin nedeni MAD"'In oldukca reaktif ve polar bir bilesen olmasindan
dolayidir. Bu yiizden yapilan ¢alismalarin ¢ogunda Oncelikle MAD'in stabil tirevleri
olusturulmustur. Daha Sonra olugsan bu tiirevler GC ve HPLC gibi kromatografi
teknikleri ile analiz edilmistir. Fujioka ve Shibamoto (2005), antioksidan aktivite
Olcimii igin gelistirmis olduklar1 bir ¢alismada MAD tayininde tirevlendirme
yapmislardir. Bunun i¢cin MAD'"1 N-metil hidrazin ile reaksiyona tabi tutmuslardir.
Olusan 1-metilpirazol tirevini SPME ile ekstrakte edip, GC ile MAD miktarini
saptamiglardir. Fan (2002), elma suyundaki MAD miktarini belirlemek igin MAD"
pentaflorofenil hidrazin ile tirevlendirmistir. Yine ayni sekilde Shin (2009), insan
kanindaki MAD miktarimi belirlemek i¢in 2,2,2-trifoloroetilhidrazin ile MAD" 50 °C'de
40 dk boyunca tiirevlendirmistir.
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4.2. Hava Ortaminda (Bos Vial) Farkll Siire ve Sicakhklarda Malonaldehit ve
Hegzanalin Internal Standart ile Iliskisi

Son yillarda aldehitler; kanser ve astim gibi bazi1 hastalilarin teshisinde gosterge
olarak kullanilmaktadir Ayrica aldehitler oksidatif stresin de bir gdstergesi olarak
degerlendirilmektedir. MAD ve HEG basta olmak iizere aldehitlerin, hem insan
nefesinde hem de bulundugumuz atmosferdeki miktarini tespit etmek icin ¢ok sayida
calisma yapilmistir. Oksidatif strese maruz kalmis insanlarin kan, idrar ve nefesinde
oksidatif stresin siddetine bagli olarak yiiksek miktarda aldehit tespit edilmistir. Insan
nefesi, kan ve idrar matrikslerine gére daha basit bir matriks oldugu i¢in viicutta olusan
aldehitlerin arastirllmasinda daha ¢ok kullanilmaktadir (Larstad ve ark., 2001; Fuchs ve
ark., 20010). Yapilan bu g¢alismalardan yola ¢ikarak hava matriksine benzerliginden
dolay1 bos vial se¢ilmistir.

Bu amagla 30 ml'lik viale 6nceden belirlenen derisimlerde (10 ppm, 5 ppm, 1
ppm, 0.5 ppm, 100 ppb, 50 ppb, 10 ppb ve 5 ppb) MAD ve HEG ilave edilerek, IS ile
olan iligkilerini incelemek tizere 0.5 ppm 5-metil 2-hegzanon ilave edildi. 40, 50 ve 60
°C'de ve 20, 30 ve 40 dk boyunca SPME ekstraksiyonu gerceklestirildi.

4.2.1. 40 °C'de farkh siirelerde malonaldehit ve hegzanalin internal standart ile
derisim ve alan iligkisini gosteren bulgular

40 °C ekstraksiyon sicakligr ve 20, 30 ve 40 dk ekstraksiyon siresi uygulanan

orneklere ait alanlar ve derisimler oran1 Cizelge 4.1.'de verilmistir.

Cizelge 4.1. 40 °C'de 20, 30 ve 40 dk suresince havada yapilan ekstraksiyon sonucu
HEG ve MAD'in derisim ve alanlariin IS ile oranlari

Derisim Oram ALAN (HEG/IS) ALAN (MAD/IS)

HEG/IS veya MAD/IS 20 DK 30 DK 40 DK 20 DK 30 DK 40 DK
20 1.4801 1.4703 1.7628 6.9838 7.4747 9.2356
10 1.0305 1.1639 1.4804 5.0250 5.8007 8.2700
2 0.2539 0.3144 0.3101 1.9556 1.7181 2.0391
1 0.2015 0.1962 0.1856 1.4430 1.1688 1.0248
0.2 0.1016 0.1145 0.0956 0.0679 0.1451 0.2061
0.1 0.0713 0.0733 0.0786 0.0368 0.0934 0.1631
0.02 0.0367 0.0326 0.0356 0.0256 0.0468 0.0279
0.01 0.0189 0.0198 0.0271 0.0105 0.0064 0.0081

HEG: Hegzanal, MAD: Malonaldehit, IS: Internal standard
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20, 30 ve 40 dk boyunca 40 °C ekstraksiyon uygulandiginda HEG ile IS
arasindaki dogrusal iliskinin yakmligmi gosteren R? degerleri Sekil 4.4.'de

gosterilmektedir.

N
&)

— 20 dakika

R2=0.9125 — 30 dakika
R? =0.9367

N

40 dakika

Hegzanal alany/IS alam
'_\
ol

0.5

Hegzanal derisimi/IS derisimi

Sekil 4.4. Hava ortaminda 40 °C'de farkli siirelerde HEG ile IS arasindaki derisim ve
alan oranlari iliskisi.

20 dk boyunca ekstraksiyon uygulandiginda elde edilen regresyon denklemi y =
0.296x + 0.098 ve R? degeri 0.936 olarak bulunmustur. 30 dk boyunca ekstraksiyon
uygulandiginda elde edilen regresyon denklemi y = 0.308x + 0.084 ve R?degeri 0.936
olarak saptanirken, ekstraksiyon siiresi 40 dk oldugunda regresyon denklemi y = 0.366x
+ 0.142 ve R? degeri 0.912 bulunmustur. R? degeri degiskenler arasindaki dogrusal
iliskinin diizeyini gostermektedir. R? degeri dikkate alindiginda 40 °C igin en uygun
stire 20 veya 30 dk oldugu goriilmektedir. 40 dk ekstraksiyon uygulandiginda ise iki
degisken arasindaki R? degerinin azaldig1 goriilmektedir.

40 °C'de 20, 30 ve 40 dk boyunca yapilan ekstraksiyon kosullarinda MAD ve IS
arasindaki iligki Sekil 4.5.'te gosterilmistir. 20, 30 ve 40 dk ekstraksiyon uygulanmis
orneklere ait regresyon denklemleri ve R? degerleri sirasiyla, y = 1.464x + 0.233 (R? =
0.945), y = 1.543x + 0.526 (R?= 0.903) ve y = 3.346x - 0.034 (R?= 0.992) olarak tespit
edilmistir. R? degerleri dikkate alindiginda en iyi ekstraksiyon siiresinin 40 dk oldugu

gorilmektedir.
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Sekil 4.5. Hava ortaminda 40 °C'de farkli siirelerde MAD ile IS arasindaki derisim ve
alan oranlar iliskisi.

100, 10 ve 5 ppb dizeylerinde HEG ve MAD ile 0.5 ppm IS ilave edilerek 40
°C'de 30 dk boyunca yapilan ekstraksiyon sonucu elde edilen kromatogramlar Sekil
4.6.'da gosterilmektedir.
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Sekil 4.6. 40 °C'de 30 dk'da farkl1 derisimlere (100, 10 ve 5 ppb) ait kromatogram.

MAD ve HEG'in derisiminin azalmasina dogru orantili olarak piklerin alanlari

da azalmaktadir (Sekil 4.6.). Ug farkli derisim i¢in de ayn1 miktarda IS kullamldig: igin
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pikin ozelliklerinde herhangi bir degisiklik meydana gelmemistir. GC'den elde edilen
piklerin nicel analizde kullanilabilmesi i¢in mimkiin oldugunca keskin ve belirgin
olmalar1 gerekmektedir. 100 ppb diizeyinde elde edilen pikin daha belirgin ve keskin
oldugu goriilmektedir. Piklerin keskinliginin derisimin azalmasina paralel olarak
azaldig1 goriilmektedir. 5 ppb diizeyinin altindaki derisimlere karsilik gelen pikleri GC
tespit edebilse dahi keskin ve belirgin olamamasi alan hesaplamasinda kesin ve
tekrarlanabilir sonu¢ veremeyeceginden veri analizinde kullanimi dogru bir yaklasim

olmayacag diisiiniilmektedir.

4.2.2. 50 °C'de farkh siirelerde malonaldehit ve hegzanalin internal standart ile
derisim ve alan iliskisini gosteren bulgular

Ekstraksiyon sicakligi 50 °C ve ekstraksiyon suresi 20, 30 ve 40 dk olarak

uygulanan orneklere ait alanlar ve derisimler oran1 Cizelge 4.2.'de verilmistir.

Cizelge 4.2. 50 °C'de 20, 30 ve 40 dk siresince havada yapilan ekstraksiyon sonucu
HEG ve MAD"n derisim ve alanlarinin IS ile oranlari

Derisim Orani ALAN (HEG/IS) ALAN (MAD/IS)
HEG/IS veya MAD/IS 20 DK 30 DK 40 DK 20 DK 30 DK 40 DK
20 1.5813 1.9342 1.3333 145197  27.2897 19.3410
10 1.2235 1.6729 1.0191 9.9023 19.3725 15.4825
2 0.2847 0.3344 0.4027 4.7092 5.1928 5.7433
1 0.2345 0.2383 0.2619 2.9379 3.4732 3.0484
0.2 0.1805 0.1752 0.1890 0.2968 0.3511 0.8677
0.1 0.1080 0.0983 0.1135 0.2844 0.3352 0.4635
0.02 0.0331 0.0356 0.0533 0.0717 0.0858 0.0830
0.01 0.0219 0.0322 0.0350 0.0168 0.0173 0.0752

HEG: Hegzanal, MAD: Malonaldehit, IS: Internal standard

20, 30 ve 40 dk boyunca 50 °C'de ekstraksiyon uygulandiginda HEG ile IS
arasindaki dogrusal iliskinin yakinhigm gosteren R2 degerleri Sekil 4.7.'de
gosterilmektedir. 20 dk boyunca ekstraksiyon uygulandiginda elde edilen regresyon
denklemi y = 0.312x + 0.961, R? = 0.906 olarak hesaplanmistir. 30 dk boyunca
ekstraksiyon uygulandiginda elde edilen regresyon denklemi y = 0.405x + 0.152, R?=
0,911 iken; ekstraksiyon siiresi 40 dk oldugunda regresyon denklemi y = 0.262x + 0.144
ve R%? = 0.935 olarak saptanmustir. 50 °C'de HEG ve IS arasindaki R? degerlerine
bakildiginda en 1yi ekstrsaksiyon siiresi sirasiyla, 40, 30 ve 20 dk oldugu goriilmektedir.
50 °C'de yapilan ekstraksiyonda siirenin artmasina bagl olarak HEG ve IS arasindaki

iliski diizeyi (R?) de artis gostermistir.
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Sekil 4.7. Hava ortaminda 50 °C'de farkl siirelerde HEG ile IS arasindaki derisim ve
alan oranlar iliskisi.

50 °C'de 20, 30 ve 40 dk boyunca yapilan ekstraksiyon kosullarinda MAD ve IS
arasindaki iligski Sekil 4.8.'de gosterilmistir. 20, 30 ve 40 dk ekstraksiyon uygulanmis
orneklere ait regresyon denklemleri ve R? degerleri sirasiyla, y = 2.919x + 0.961 (R? =
0.927), y = 5.723x + 0.876 (R?= 0.958) ve y = 4.058x + 1.279 (R?= 0.915) olarak tespit
edilmistir. R? degerleri dikkate alindiginda en iyi ekstraksiyon siiresinin 30 dk oldugu

gorulmektedir.
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Sekil 4.8. Hava ortaminda 50 °C'de farkli siirelerde MAD ile IS arasindaki derisim ve
alan oranlari iliskisi.
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4.2.3. 60 °C'de farkh siirelerde malonaldehit ve hegzanalin internal standart ile
derisim ve alan iliskisini gosteren bulgular

Ekstraksiyon sicakligi 60 °C ve ekstraksiyon suresi 20, 30 ve 40 dk uygulanan

orneklere ait alanlar ve derisimler oran1 Cizelge 4.3.'te verilmistir.

Cizelge 4.3. 60 °C'de 20, 30 ve 40 dk suresince havada yapilan ekstraksiyon sonucu
HEG ve MAD'1n derigsim ve alanlarinin IS ile oranlar1

Derisim Orani ALAN (HEG/IS) ALAN (MAD/IS)
HEG/IS veya MAD/IS 20DK _ 30DK _ 40DK _ 20DK __ 30DK __ 40DK
20 15826  1.2564 106553  17.0221 189738  19.3410
10 15324 11591 152545 157317  18.0629  15.4825
2 03582 04096  4.6814  4.8619  3.4552 57433
1 02437 02312 32397 30096 27415  3.0484
0.2 01293  0.1494 08631 11327 009358  0.8677
0.1 00689 00680 03881 06570 03383  0.4635
0.02 00622 00628 0079  0.1459 02116  0.0830
0.01 00136  0.0234  0.0424 01412 00304  0.0752

HEG: Hegzanal, MAD: Malonaldehit, IS: Internal standard

60 °C'de 20, 30 ve 40 dk boyunca yapilan ekstraksiyon kosullarinda HEG ve IS
arasindaki iliski Sekil 4.9.'da gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Hava ortaminda 60 °C'de farkl siirelerde HEG ile IS arasindaki derisim ve
alan oranlar iligkisi.

20, 30 ve 40 dk boyunca ekstraksiyon uygulandiginda belirlenen regresyon
denklemleri ve R? degerleri sirasiyla, y = 0.345x + 0.127 (R? = 0.868), y = 0.262x +
0.138 (R?=0.873) ve y = 0.322x + 0.117 (R? = 0.963) olarak bulunmustur. 60 °C'de
HEG ve IS arasindaki R? degerine bakildiginda en iyi ekstrsaksiyon siiresi 40 dk olarak

belirlenmistir. Siirenin artmastyla beraber R? degerlerinin de arttig1 tespit edilmistir.
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60 °C'de 20, 30 ve 40 dk sire ile yapilan ekstraksiyon kosullarinda MAD ve IS
arasindaki iligki Sekil 4.10.'da gosterilmistir.

25 -
R? = 0.8762 =20 dakika
g 20 - =30 dakika
> *=0.9715 40 dakika
wn
= BR2 = 0.8754
& 15 -
[+
=
E 10 -
S
5
5+
S O
o i .
0 Malorialdehit defigimi/IS dbrigimi 6

Sekil 4.10. Hava ortaminda 60 °C'de farkli siirelerde MAD ile IS arasindaki derigim ve
alan oranlari iliskisi.

20 dk boyunca ekstraksiyon uygulandiginda elde edilen regresyon denklemi y =
3.809x + 0.827, R? = 0.971 olarak bulunmustur. 30 dk boyunca ekstraksiyon
uygulandiginda elde edilen regresyon denklemi y = 3.664x + 1.407, R? = 0.875
saptanirken; ekstraksiyon suresi 40 dk oldugunda regresyon denklemi y = 4.224x +
1.063 ve R? = 0.876 olarak belirlenmistir. 60 °C'de MAD ve IS arasindaki R?
degerlerine bakildiginda en iyi ekstrsaksiyon suresinin 20 dk oldugu goriilmektedir.

4.3. Aygicegi Yaginda Farkh Siire ve Sicakhklarda Malonaldehit ve Hegzanahn
Internal Standart ile Iliskisi

SPME'nin aygigegi yagi matriksindeki performansi aragtirilmadan dnce aygicegi
yaginin HEG ve MAD igerip igermedigi arastirilmistir. Diger bir deyisle aycicegi
yagmin igerisinde disaridan eklenen HEG ve MAD disinda bozulmadan dolay1 HEG ve
MAD olusup olusmadigi arastirtlmistir. Bunun i¢in bir viale 2 g yag ve 0.5 ppm IS;
diger bir viale 2 g yag, 0.5 ppm IS, 1ppm HEG ve 1 ppm MAD ilave edilmistir. 60
°C'de 40 dk boyunca ekstraksiyon yapildiktan sonra Sekil 4.11.'deki kromatogram elde

edilmistir.
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Sekil 4.11. 60 °C ve 40 dk ekstraksiyon sonucu kontrol 6rnegi ve disaridan HEG, MAD
ve IS ilave edilmis 6rneklere ait GC kromatograma.

Sekil 4.11. incelendiginde kontrol 6rneginde HEG ve MAD'n gelis siirelerinin
oldugu yerde keskin ve belirgin herhangi bir pik tespit edilmemistir. Bu da segilen
matriksin HEG ve MAD igermedigini gostermektedir. SPME ekstraksiyonu sirasinda
sicakligin ve silirenin etkisiyle aranan madde miktarinda artisin meydana gelmemesi
dikkat edilmesi gereken baslica husustur. Baska bir deyisle sicaklik ve siireye bagli
olarak matrikste aranan bilesenin olugsmamasini saglayacak diizeyde sicaklik ve sire
uygulanmalidir. Bu ¢alismada belirlenen sicaklik (40, 50 ve 60 °C) ve sureler (20, 30 ve
40 dk) dikkate alindigina kontrol 6rneginde azami sicaklik ve siirelerde bile HEG ve
MAD bulgusuna rastlanmamustir (Sekil 4.11).

Sonraki asamada aycicegi yaginda ¢esitli sicaklik ve siirelerde SPME'nin
performansi arastiritlmistir. Bu amagla 30 ml'lik viale 2 g aygigegi yagi konuldu. Daha
Once metanolde hazirlanan standart cozeltilerden (10000 ppm) kaynatilmis ve
sogutulmus saf su ile bu ¢alismada uygulanmasi planlanan derisimlere (10 ppm, 5 ppm,
1 ppm, 0.5 ppm, 100 ppb, 50 ppb, 10 ppb ve 5 ppb) seyreltilerek MAD ve HEG
cozeltileri yag matriksine ilave edildi. IS ile olan iliskilerini incelemek amaciyla 0.5
ppm 5-metil 2-hekzanon ilave edildi. 40, 50, 60 °C'de ve 20, 30, 40 dk boyunca SPME
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ekstraksiyonu gergeklestirilirken, bu farkli siire ve sicakliklarda HEG ve MAD"'n IS ile

olan iligkilerini gosteren denklemler tiiretilmistir.

4.3.1. 40 °C'de farkh siirelerde malonaldehit ve hegzanalin internal standart ile
derisim ve alan iliskisini gosteren bulgular

Ekstraksiyon sicakligi 40 °C ve ekstraksiyon suresi 20, 30 ve 40 dk uygulanan

orneklere ait alanlar ve derisimler orani1 Cizelge 4.4.'de verilmistir.

Cizelge 4.4. 40 °C'de 20, 30 ve 40 dk siresince yagda yapilan ekstraksiyon sonucu
HEG ve MAD'1n derisim ve alanlarinin IS ile oranlari

Derisim Orani ALAN (HEG/IS) ALAN (MAD/IS)

HEG/IS veya MAD/IS 20DK  30DK  40DK _ 20DK _ 30DK __ 40DK
20 23979 20147 00485 00576  0.0641  9.2356
10 15806  1.4094 00432 00329 00512  8.2700
2 06622 07048  0.1646  0.1500 00608  2.0391
1 04975 04367 0570 02733 00931  1.0248
0.2 04655 04056  0.0060  0.0526 00507  0.2061
0.1 03845 03852 00301 00167 00177  0.1631
0.02 03801 03223 00069 00216 00373  0.0279
0.01 02748 02982  0.0990  0.0255 00362  0.0081

HEG: Hegzanal, MAD: Malonaldehit, IS: Internal standard

40 °C'de 20, 30 ve 40 dk boyunca ekstraksiyon uygulandiginda HEG'in IS ile
olan iligkisi Sekil 4.12.'de verilmistir. 40 °C'de 20 dk boyunca ekstraksiyon
uygulandiginda elde edilen regresyon denklemi y = 0.217x + 0.373 (R? = 0.992) olarak
bulunmustur. 30 dk boyunca ekstraksiyon uygulandiginda elde edilen regresyon
denklemi y = 0.200x + 0.373 (R?= 0,983) olarak tespit edilirken; ekstraksiyon siiresi 40
dk oldugunda regresyon denklemi y = 0.224x + 0.284 (R?= 0,986) olarak saptanmustir.
R? degerleri incelendiginde 40°C icin en uygun siire sirasiyla, 20, 40 ve 30 dk oldugu
gorulmektedir.
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Sekil 4.12. Aygicegi yaginda 40 °C'de farkl: siirelerde HEG ile IS arasindaki derisim ve
alan oranlari iliskisi.

40 °C'de 20, 30 ve 40 dk boyunca ekstraksiyon uygulandiginda MAD"n IS ile
olan iligkisini gdsteren R? degerleri Sekil 4.13.'te gdsterilmistir. 40 °C'de 20, 30 ve 40
dk ekstraksiyon uygulandiginda elde edilen regresyon denklemleri ve R? degerleri
sirasiyla; y = 0.200x + 0.0174 (R? = 0.015), y = 0.003x + 0.085 (R?>= 0.015) ve y =
0.002x - 0.047 (R?= 0.084) olarak tespit edilmistir R? degerleri dikkate alindiginda 40
°C'de ti¢ farkl: siirede de MAD ve IS arasinda dogrusal bir iliski bulunamamistir. Bunun
nedeni MAD'n oldukga reaktif ve polar olmasindan kaynaklanmaktadir. MAD'in bu
ozelliginden dolay: tiirevlendirilmesi gerekmektedir. Literatiir bilgilerine bakildiginda
yapilan ¢alismalarin cogunda MAD o6nce tiirevlerine doniistiiriilmiis daha sonra SPME-
GC uygulanarak tespit edilmistir. Umano ve ark. (1988), sigir yagi ve misirdzil
yagindaki MAD"1 tespit etmek i¢in metilhidrazin kullanarak 1-metilpirazole
tirevlendirmislerdir. Benzer bir ¢alismada Fujioka ve Shibamoto (2005), okside olmus
yaglarda MAD'"1 1-metilpirazole doniistiirerek SPME-GC'de miktarini tespit etmislerdir.
Ruan ve ark. (2014), etteki MAD miktarimi tespit etmek i¢in MAD"

pentaflorofenilhidrazin ile tiirevlendirmislerdir.
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Sekil 4.13. Aycigegi yaginda 40 °C'de farkli siirelerde MAD ile IS arasindaki derigim ve
alan oranlari iliskisi.

4.3.2. 50 °C'de farkh siirelerde malonaldehit ve hegzanalin internal standart ile
dersim ve alan iliskisini gosteren bulgular

Ekstraksiyon sicakligi 50 °C ve ekstraksiyon suresi 20, 30 ve 40 dk uygulanan

orneklere ait alanlar ve derisimler oran1 Cizelge 4.5.'de verilmistir.

Cizelge 4.5. 50 °C'de 20, 30 ve 40 dk siresince yagda yapilan ekstraksiyon sonucu
HEG ve MAD"n derisim ve alanlarinin IS ile oranlari

Derisim Oram ALAN (HEG/IS) ALAN (MAD/IS)

HEG/IS veya MAD/IS 20 DK 30 DK 40 DK 20 DK 30 DK 40 DK
20 2.0216 1.9590 1.5893 0.0655 0.0935 0.1036
10 1.5529 1.3779 1.2412 0.0733 0.0885 0.0819
2 0.5530 0.5716 0.5751 0.0554 0.0692 0.0968
1 0.3654 0.3963 0.4300 0.0212 0.0409 0.1550
0.2 0.2922 0.3300 0.2839 0.0242 0.0574 0.0533
0.1 0.2689 0.2898 0.2810 0.0173 0.0328 0.0321
0.02 0.2295 0.2474 0.2426 0.0486 0.0599 0.0476
0.01 0.2145 0.2217 0.2265 0.0111 0.01871 0.0174

HEG: Hegzanal, MAD: Malonaldehit, IS: Internal standard

50 °C'de 20, 30 ve 40 dk boyunca ekstraksiyon uygulandiginda HEG ve IS
arasindaki iliski Sekil 4.14.'te verilmistir. 20 dk'lik bir ekstraksiyonla elde edilen
regresyon denklemi y = 0.272x + 0.231 (R? = 0.955) olarak tespit edimistir. 30 dk
boyunca ekstraksiyon uygulandiginda elde edilen regresyon denklemi y = 0.171x +
0.311 (R? = 0.982) olarak bulunurken; ekstraksiyon siiresi 40 dk oldugunda regresyon
denklemi y = 0.247x + 0.258 (R? = 0.991) olarak saptanmustir. R? degerleri
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incelendiginde 50 °C igin en uygun ekstraksiyon siresi 40 dk oldugu goriilmektedir.

Siirenin artmasina bagh olarak R? degerlerinde artis gdzlenmistir.

25 1 ——20 dakika
%)
Z 2 S 2209821 ——30 dakika
= R? =0.955
< 40 dakika
=15 -
S
g
305 | ¢
<
0 ! T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Hegzanal derisimi/ IS derisimi

Sekil 4.14. Aygicegi yaginda 50 °C'de farkl: siirelerde HEG ile IS arasindaki derisim ve
alan oranlari iliskisi.
100 ppb HEG ve 0.5 ppm IS ilave edilmis aygigegi yagma 50 °C'de 20, 30 ve 40
dk boyunca yapilan ekstraksiyon sonucunda GC'den elde edilen kromatogram Sekil
4.15.'te gosterilmektedir.
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Sekil 4.15. 100 ppb HEG ilave edilmis ayg¢icegi yaginda 50° C'de 20, 30 ve 40 dk
ekstraksiyon sonrasi elde edilen GC kromatogrami.
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50 °C'de yapilan ekstraksiyonda siirenin artmasina bagli olarak pik alanlarinda
artis gdzlemlenmistir. R? degerleri goz éniinde bulunduruldugunda bu sicaklik igin en
uygun siire 40 dk oldugu goriilmektedir

50 °C'de 20, 30 ve 40 dk boyunca ekstraksiyon uygulandiginda MAD'n IS ile
olan iligkisi Sekil 4.16.'da gosterilmistir. 20, 30 ve 40 dk boyunca ekstraksiyon
uygulandiginda elde edilen regresyon denklemleri sirasiyla, y = 0.005x + 0.028 (R? =
0.562), y = 0.005x + 0.048 (R?= 0.606) ve y = 0.005x + 0.063 (R?= 0.134) olarak tespit
edilmistir. R? degerlerine bakildiginda 50 °C'de en yiiksek korelasyon 30 dk'da elde
edilmistir. Ancak bulunan bu deger MAD ve IS arasindaki dogrusal iliskiyi gostermek
icin yeterli degildir. Bagka bir deyimle MAD ile IS arasindaki dogrusal iligkinin bu
diizeyde olmasi nedeniyle MAD'"n nicel anazinde dogru sonu¢ vermemesine yol

a¢gmaktadir.

0.18 1 ——20 dakika
0.16 - =30 dakika
014 - 40 dakika

0.12 1 R2 = 0.1347

2= 0.6062
|

2=0.5625
L 4

0.1 1
0.08 -
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B

0 2 4 6 8 10 12
Malonaldehit derisimi/IS derigimi

Sekil 4.16. Aycicegi yaginda 50 °C'de farkl: siirelerde MAD ile IS arasindaki derisim ve
alan oranlar iligkisi.

4.3.3 60 °C'de farkh siirelerde malonaldehit ve hegzanalin internal standart ile
derisim ve alan iliskisini gosteren bulgular

Ekstraksiyon sicakligi 60 °C ve ekstraksiyon siresi 20, 30 ve 40 dk uygulanan

orneklere ait alanlar ve derisimler oran1 Cizelge 4.6.'da verilmistir.
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Cizelge 4.6. 60 °C'de 20, 30 ve 40 dk siresince yagda yapilan ekstraksiyon sonucu
HEG ve MAD'n derisim ve alanlarinin IS ile oranlari

Derisim Orani ALAN (HEG/IS) ALAN (MAD/IS)

HEG/IS veya MAD/IS 20 DK 30 DK 40 DK 20 DK 30 DK 40 DK
20 2.1411 1.8981 1.8712 0.1241 0.1814 0.2441
10 1.4637 1.2633 1.4387 0.0617 0.1072 0.1483
2 0.5037 0.5352 0.5239 0.1207 0.2916 0.0770
1 0.3499 0.3448 0.3781 0.0649 0.1624 0.3577
0.2 0.2965 0.2869 0.3025 0.0160 0.1421 0.2061
0.1 0.2803 0.2546 0.2393 0.0489 0.0398 0.0562
0.02 0.2110 0.2192 0.2070 0.0276 0.0489 0.0178
0.01 0.2014 0.2056 0.2003 0.0235 0.0614 0.0298

HEG: Hegzanal, MAD: Malonaldehit, IS: Internal standard

20 dk'da ekstraksiyon sonucu elde edilen regresyon denklemi y = 0.201x + 0.244
(R? = 0.991) olarak bulunurken;. 30 dk boyunca ekstraksiyon uygulandiginda elde
edilen regresyon denklemi y = 0.147x + 0.294 (R? = 0.978) olarak tespit edilmistir.
Ekstraksiyon siiresi 40 dk oldugunda ise regresyon denklemi y = 0.200x + 0.263 (R?=
0.989) olarak saptanmustir. R? degerleri incelendiginde 60 °C igin en uygun

ekstraksiyon stresinin 20 dk oldugu goriilmektedir.

2.5 1 —— 20 dakika

32 =0.991 =30 dakika
Rz =0.9899 =0.9786 40 dakika

Alan hegzanal/ alan 1S

O T T T —

0 5 10 15
Hegzanal derisimi/ IS derisimi

Sekil 4.17. Aycigegi yaginda 60 °C'de farkh siirelerde HEG ile IS arasindaki derisim ve
alan oranlari iligkisi.

60 °C'de 20, 30 ve 40 dk boyunca ekstraksiyon uygulandiginda MAD ve IS
arasindaki iliski Sekil 4.18.'de gosterilmektedir.
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Sekil 4.18. Aycicegi yaginda 60 °C'de farkl: siirelerde MAD ile IS arasindaki derisim ve
alan oranlari iliskisi.

20, 30 ve 40 dk ekstraksiyon sonucu elde edilen regresyon denklemleri sirasiyla;
y = 0.007x + 0.045 (R? = 0.406), y = 0.007x + 0.118 (R?>=0.094) ve y = 0.012x + 0.116
(R? = 0.118) olarak saptanmustir. R? degerleri dikkate alindiginda 60 °C'de en yiiksek
korelasyon 20 dk'lik ekstraksiyonda bulunmustur. Ancak bulunan bu deger MAD ve IS
arasindaki dogrusal iliskiyi gostermek i¢in yeterli degildir.

Aygicegi yagina 100 ppb HEG ve 0.5 ppm IS ilave edilerek 30 dk boyunca 40,
50 ve 60 °C'de yapilan ekstraksiyon sonucu elde edilen kromatogram Sekil 4.19.'da
gosterilmistir. Sicaklik 40 ve 50 °C oldugunda piklerin ozellikleri benzer davranis
gosterirken, 60 °C'de daha keskin ve belirgin bir pik elde edilmistir. GC'den elde edilen
piklerin nicel analizde kullanilabilmesi i¢in miimkiin oldugunca keskin ve belirgin
olmast gerekmektedir. Keskin piklerin elde edilmesi ile bilesenler arasindaki iligskiyi
tespit etmek mimkiindiir. Aycicedi yaginda kullanilan sicaklik degerleri géz Oniinde
bulunduruldugunda uygulanmasi gereken en uygun sicaklik 60 °C oldugu tespit
edilmistir. 60 °C'de uygulanan siirelere bakildiginda en uygun siire 20 dk (R? = 0.991)
oldugu saptanmistir. Iglesias ve ark. (2007), balik yagi ile zenginlestirilmis siit ve
mayonezlerdeki oksidasyon sonucu olusan bilesenleri tespit etmek i¢in gelistirmis

olduklar1 yontemde 60 °C'de 30 dk boyunca ekstraksiyon islemi uygulamiglardir.
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Sekil 4.19. 100 ppb HEG ilave edilmis aygigegi yaginda 30 dk'da 40, 50 ve 60 °C'de
ekstraksiyon sonrasi elde edilen kromatogram.



5- TARTISMA VE SONUC

Lipit oksidasyonu yag igerigi bakimindan zengin olan gidalarda kalite kaybinin
olusmasinda baslica etmendir. Gidalarin raf Omriiniin belirlenmesinde oksidasyon
duzeyinin belirlenmesi 6nemli bir faktordir. Lipid oksidasyonu ile iliskili olan diger
sorunlar lezzet, renk ve tekstiirde meydana gelen bozulmalardir. Oksidasyon; doymamis
yag asitlerinin serbest oksijen ile tepkimeye girdigi karmasik bir olaydir. Bu
reaksiyonun sonucu olusan birincil driinler hidroperoksitlerdir. Hidroperoksitler
renksizdir ve stabil degildir. Hidroperoksitlerin par¢alanmasi sonucu alkanlar, alkenler,
aldehitler ve ketonlar gibi ikincil oksidasyon tiriinleri olusur. Olusan ikincil oksidasyon
tirtinleri arasinda aldehitler, en 6nemli parcalanma Urtinleri olarak degerlendirilmektedir.
Cunku aldehitler diisiik esik degerine sahip oldugundan, istenmeyen lezzet ve kokularin
gelismesine neden olurlar (Ross ve Smith, 2006).

Gidalardaki oksidasyon durumunu tespit etmek i¢in peroksit, anisidin,
konjugedien, konjugetrien, toplam oksidasyon ve TBARS degerleri yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bunlarin arasinda TBARS degeri diger yontemlere gore kismen kolay
ve hizli bir yontemdir. Ancak TBARS yontemi 6rnekteki oksidasyon diizeyini olmasi
gereken degerden daha yiiksek gosterdiginden dolayr spesifik ve duyarli bir yontem
degildir. (Brunton ve ark., 2000; Ma ve ark., 2014).

TBARS yontemi spesifik ve hassas olmadigindan dolay1 oksidasyon diizeyini
belirlemek icin HEG ve MAD gibi ugucu bilesenlerin analizi son zamanlarda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Oksidasyon siiresince olusan ugucu bilesenleri analiz etmek
icin pek ¢ok analitik yontem kullanilmaktadir. Bunlarin arasinda SPME son zamanlarda
yaygin olarak kullanilmaktadir. SPME o6rnekleme, ekstraksiyon ve yogunlastirma gibi
bir ¢ok adim ¢dziicii gerektirmeden tek bir asamada birlestirmektedir. Ornek igindeki
bilesenler dogrudan fibre iizerinde ekstrakte edilip yogusmasi saglanmaktadir. Bu
yontem, Ornek hazirlamada zamandan ve atiklarin bertaraf edilmesi maliyetinden
tasarruf saglamaktadir. SPME rutin olarak GC ve GC/MS ile kombine bir sekilde
kullanilmaktadir. (Vas ve Vekely, 2004; Pawliszyn, 2000 Ross ve Smith, 2006).

Fibre kaplamanin g¢esidi, ekstraksiyon yontemi, ekstraksiyon siire ve sicakligi,

fibre kaplamanin kalinligi, 6rnek hacmi, karistirma, tuz ve pH SPME performansini
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etkileyen baglica etmenlerdir. Bu ¢alisma kapsaminda 6rnek matrisi, sicaklik ve silirenin
SPME performansi iizerine olan etkisi arastirilmistir.

Matriks etkisini arastirmak amaciyla hava matriksi olarak hi¢ bir madde
konulmadan bos vial ve ay¢igegi yag1 matriks olarak segilmistir. HEG ve MAD'm IS ile
olan iliskisi R? degerleri karsilastirilarak her iki matrikste de arastirilmustir. Hava
matriksinde 40 °C sicaklik uygulandiginda en iyi sonu¢ HEG igin 20 veya 30 dk'lik (R?
= 0.936) ekstraksiyon siiresinde saptanirken, MAD i¢in en yakin iliski 40 dk'da (R? =
0.992) elde edilmistir. Sicaklik 50°C olarak se¢ildiginde HEG ve MAD i¢in en iyi sonug
sirasiyla, 40 (R?=0.935) ve 30 (R?=0.958) dk'lik ekstraksiyon siirelerinde bulunmustur.
60 °C en yakm iliski HEG igin 40 (R? =0.963) ve MAD icin 20 (R? = 0.971) dk
ekstraksiyon siiresinde saptanmistir.

Yag matriksinde yapilan ekstraksiyonda HEG ve IS arasinda dogrusal bir iliski
saptanirken, MAD ve IS arasindaki iliski diigiik ¢ikmistir. MAD ve IS arasindaki en
yilksek R? degeri (R? = 0.606) 50 °C'de 30 dk'lik ekstraksiyonda goriilmiistiir. Ancak bu
deger MAD ve IS arasindaki dogrusal iligkiyi agiklamak icin yeterli degildir. MAD'in
diisiik korelasyon gdstermesinin nedeni oldukga reaktif ve polar bir bilesen olmasindan
dolayidir. Bu yiizden yapilan ¢alismalarin ¢ogunda oncelikle MAD'In stabil tiirevleri
olusturulmustur. Daha sonra olusan bu tirevler GC ve HPLC gibi kromatografi
teknikleri ile analiz edilmistir. Fujioka ve Shibamoto (2005), antioksidan aktivite
Olciimii i¢cin gelistirmis olduklar1 bir c¢alismada MAD tayininde tiirevlendirme
yapmiglardir. Bunun i¢cin MAD'1' N-metil hidrazin ile reaksiyona tabi tutmuslardir.
Olusan 1-metilpirazol tiirevini SPME ile ekstrakte edip, GC ile MAD miktarin
saptamislardir. Fan (2002), elma suyundaki MAD miktarini belirlemek icin MAD"
pentaflorofenil hidrazin ile tlirevlendirmistir. Yine ayni sekilde Shin (2009), insan
kanindaki MAD miktarini belirlemek igin 2,2,2-trifoloroetilhidrazin ile MAD'1 50 °C'de
40 dk boyunca tlirevlendirmistir.

HEG ve IS arasinda yakn bir iliski saptanmustir (0.955 < R? <0.992). Sicaklik
60 °C uygulandiginda olusan pikler diger sicakliklara gore daha keskin ve belirgin
oldugu gortilmiistlr. Bundan dolay1 en uygun ekstraksiyon sicakligi 60 °C ve en uygun
siire 20 dk (R? = 0.991) olarak saptanmistir. Ekstraksiyon siire ve sicakligi prosesin
etkinligini belirleyen temel parametrelerdir. Sicakligin ekstraksiyon tzerine iki yonli

etkisi vardir. Sicakligin artis1 fazlar arasindaki kiitle transferini arttirirken ayni zamanda
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dagilim katsayisin1 da diisiirmektedir. Bundan dolay1 sicaklik degisimi en c¢ok tepe
boslugu ekstraksiyonu tekniginde uygulanmaktadir. Cilinkii sicaklik artist ile beraber
bilesenlerin 6rnekten tepe bosluguna transferi hizlanmaktadir. (Spietelun ve ark., 2013;
Prosen ve Kralj, 1999; Pawlisyn, 2000).

Sonu¢ olarak, 3 fazli SPME'min dogrudan aygicegi yagindan MAD'In
ekstraksiyonu ve GC analizi i¢in uygun olmadigi tespit edilmistir. 3 faz SPME'in
HEG'in ekstrksiyonu ve nicel analizi i¢in uygulanabilecegi ve R? degerine bakildiginda
HEG'in yagda tespit edilebilecegi en uygun kosulun 60 °C'de 20 dk (R =0.991) oldugu
saptamigtir. Bu kosullarda elde edilen y = 0.201x + 0.244 (x = HEG derisimi/IS
derisimi, y = HEG alany/IS alan1) denklemi ile herhangi bir aygigegi yagina IS olarak 5-
metil 2-hegzanon (0.5 ppm) ilave edilerek igerigindeki HEG tespit edilebilecektir.
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