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Oz: Bu caligmada, aygicegi yaginda Kat1 faz mikroekstraksiyon (SPME) teknigi
ile ekstraksiyon siiresi (20, 30 ve 40 dakika) ve sicakliginin (40, 50 ve 60 °C)
hegzanal (HE) ve malonaldehit (MA) ekstraksiyonu iizerindeki etkileri
arastirilmistir. HE ve MA’nin Kantitatif analizi icin i¢ Standart (IS) olarak 5-Metil
2-hegzanon (500 ppb) kullanilmigtir. HE ve MA’n IS ile aralarindaki iligkinin
diizeyini belirlemek i¢in aycigegi yagma farkli oranlarda HE ve MA (5 ppb, 10
ppb, 50 ppb, 100 ppb, 0.5 ppm, 1 ppm, 5 ppm ve 10 ppm) ve IS (500 ppb)
eklenmistir. Degiskenler arasindaki iligki, regresyon denklemi (y =mx+n) ve
degiskenler (x = HE veya MA’nin derisimi/IS’nin derisimi; y = HE veya MA’nin
alani/IS’nin alan1) arasindaki regresyon katsayilarmin (R?) belirlenmesi ile
degerlendirilmistir. MA polar ve reaktif oldugu icin MA ile IS arasindaki R?
degeri (0.015 < R? < 0.606) oldukea diisiik bulunmus ve MA nin nicel analizi igin
bu ydntemin uygun olmadig tespit edilmistir. HE ile IS arasindaki R? gdz 6niine
alindiginda HE nin analizi i¢in en uygun ekstraksiyon sicakligi ve siiresinin 60 °C
ve 20 dakika oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak, hizli ve ¢oziicli gerektirmeyen
bir yontem olan SPME’nin, HE’in ay¢icegi yaginda tespitinde kullanilabilirken,
MA'nin tespit edilebilmesi icin SPME yontemi ile saptanabilecegi tiirevlerine
doniistiiriilmesi gerektigi saptanmistir.

Quantification of Malonaldehyde and Hexanal by Solid Phase Microextraction-Gas

Chromatography Method

Avrticle Info

Received: 07.12.2022
Accepted: 10.03.2023
Online August 2023

DOI:10.53433/yyufbed.1215854

Keywords

Extraction,

Hexanal,

Malonaldehyde,

Solid phase microextraction

Abstract: In the present study, the effects of extraction time (20, 30 and 40
minutes) and temperature (40, 50 and 60 °C) on the extraction of hexanal (HE)
and malonaldehyde (MA) in sunflower oil with Solid Phase Micro-extraction
technique (SPME) were investigated. For the quantification of HE and MA, 5-
Methyl 2-hexanone (500 ppb) was added as Internal Standard (IS). In order to
determine the level of relationship between HE and MA with IS, different ratios
of HE and MA (5 ppb, 10 ppb, 50 ppb, 100 ppb, 0.5 ppm, 1 ppm, 5 ppm and 10
ppm) and IS (500 ppb) were added to sunflower oil. The relationship between the
variables was evaluated by the regression equation (y=mx+n) and the
determination of the correlation coefficients (R?) between the variables (x=HE or
MA concentration/IS concentration; y = HE or MA area/IS area). Because of the
high reactivity and polarity of MA, the correlation between MA and IS was not
sufficient (0.015 < R? < 0.606) to explain the linearity between MA and IS in the
sunflower oil. Considering the R? values between HE and IS, it was determined
that the optimum extraction temperature and time for the analysis of HE was 60
°C and 20 minutes. As a result, SPME which is a fast and solvent-free technique,
can be used in the determination of HE in sunflower oil, while for determination
of MA, it must be derivatized for analysis by SPME.
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1. Giris

Gidalardaki oksidasyon siireci; 1s1 ve 151k gibi bir enerji kaynagi, yag asidi bilesimi, oksijen
¢esidi, metal, pigment, fosfolipid, antioksidan vb. minor bilesenler gibi unsurlarin varliginda meydana
gelen kompleks bir olaydir. Oksidasyon baslangig, ilerleme ve sonlanma olmak iizere ti¢ basamaktan
olusur ve siire¢ sonunda hidroperoksitler ve ugucu bilesenler meydana gelmektedir (Choe & Min,
2006).

Hidroperoksitlerin parcalanmasi sonucunda onemli oranda aldehitler olusmaktadir. Aldehitler
gidada hosa gitmeyen tat ve kokularin olusmasindan sorumludurlar. HE (hegzanal), MA
(malonaldehit), pentanal, propanal ve 4-hidroksi nonenal yaygin olarak olusan aldehitlerdir. HE ve
propanal, gidalarda lipid oksidasyonunun bir gostergesi olarak kullanilmaktadirlar. HE ve propanal
¢ift bag icermemelerinden dolayr doymamis aldehitlere gére daha stabildirler. Ozellikle HE basta
olmak {izere oksidatif stabilitenin ve tadin kabul edilebilirliginin bir gostergesi olarak ve ayrica
gidalardaki yag oksidasyonunun diizeyini belirlemek i¢in kullanilmaktadir (Mariutti ve ark., 2009;
Pignoli ve ark., 2009; Bak ve ark., 2020).

MA, omega-3 ve omega-6 yag asitlerinin oksidasyonu sonucu olusan karakteristik bir
aldehittir (Vandemoortele ve ark., 2021). MA lipid oksidasyonunun ve ozellikle et ve et tiriinleri gibi
cesitli gidalardaki acilasmanin bir gostergesi olarak kullanilmaktadir. Elverissiz depolama kosullart
altinda uzun depolama siirecinde ransit tat ve kokular olugabilmektedir (Fan, 2002; Shin, 2009; Shin &
Jung, 2009; Ruan ve ark., 2014).

Gidalardaki oksidasyon durumunu tespit etmek igin peroksit, anisidin, konjuge-dien ve -trien,
toplam oksidasyon ve 2-tiyobarbiitirik asit reaktif maddeler (TBARS) degerleri yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bunlarin arasinda TBARS diger yontemlere gore kismen kolay ve hizli bir
yontemdir. Ancak TBARS degeri spesifik ve duyarli bir analiz olmadig1 icin genis Olgekte
tartisilmaktadir. TBARS analizinde diger oksidasyon iiriinleri veya lipid oksidasyonu ile iligkili
olmayan bilesenler tiyobarbiitirik asit ile reaksiyona girebildiklerinden dolay1 lipit oksidasyonunun
diizeyi olmas1 gereken degerden daha fazla ¢ikabilmektedir (Ma ve ark., 2014). HE, aygigegi yaginin
baslica yag asidi olan linoleik asidin oksidasyonu sonucu olusan bir aldehittir (Camiletti ve ark.,
2023). HE yaglarin oksidasyonu sonucu olusan esas ugucu bilegenlerden biridir. Lipit oksidasyon
stirecini ve pismis gidalardaki istenmeyen lezzet bilesenlerinin olusumunu goézlemlemek igin son
zamanlarda sikga kullanilmaktadir (Brunton ve ark., 2000; Panseri ve ark., 2011; Ma ve ark., 2014; Xu
ve ark., 2023).

Genel olarak analiz yontemleri 6rnek alma (6rnegin toplanmasi), 6rnek hazirlama, ayirma,
saptama ve data analizi gibi islemleri igermektedir (Vas & Vekely, 2004; Jalili ve ark., 2020). Yapilan
aragtirmalarda analiz siiresinin 6nemli bir boliimiinii 6rnek toplama ve 6rnek hazirlamaya ayirmak
gerekmektedir. Enstriimantal cihazlarm 6rnek matriksinden dogrudan analiz yapamamasindan dolay1
bu siire gereklidir. Gilinlimiizde c¢oziicii kullanilarak yapilan 6rnek hazirlama islemleri (sivi-sivi
ekstraksiyon teknikleri) zaman alici, yogun emek ve ¢ok agamali islemleri gerektirmektedir. Ancak
analiz agamalarin artmasi, hata ve kayiplara neden olur. Sivi-sivi ekstraksiyon yontemi yiiksek oranda
¢oziicii kullanilmasimi gerektirmektedir. Atik ¢oziiciilerin imhasi analiz maliyetini arttirmakla beraber
cevreyi kirletmekte ve laboratuvarda calisanlar icin saglik riskleri teskil etmektedir. Kati faz
ekstraksiyon kartusu kullanmak klasik sivi-sivi ekstraksiyon yonteminin yol agtigi kisitlamalari
azaltmaktadir. Kartus kullanilarak uygulanan kat1 faz ekstraksiyonunda daha az ¢oziiciiye gereksinim
duyulmasina ragmen sivi-sivi ekstraksiyonda oldugu gibi zaman alict ve ¢ok asamali islemleri
gerektirmekte ve yogunlagtirma asamasinda ugucu bilesenlerde kayip s6z konusu olmaktadir (Vas &
Vekely, 2004).

Giintimiizde 6rnek hazirlamada pratik bir metot olan SPME yontemi sikga uygulanmaktadir.
SPME teknigi, sivi-sivi ekstraksiyonu ve kati faz ekstraksiyonunun dezavantajlarini gidermek tiizere
tasarlanmistir. SPME; ¢6ziicii kullanmadan 6rnekleme, ekstraksiyon ve yogunlastirma gibi birgok
adim1 birlestirmektedir. Ornek igindeki analitler dogrudan fiber ile ekstrakte edilip yogusmasi
saglanmaktadir. Bu yontem, 6rnek hazirlamada zamandan ve atiklarin bertaraf edilmesi maliyetinden
tasarruf saglamaktadir. SPME genellikle Gaz Kromatografisi (GC) ve GC/Kiitle Spektroskopisi (MS)
ile kombinasyon olarak kullanilmaktadir. Ozellikle gevresel, biyolojik ve gida 6rneklerindeki ugucu ve
yar1 ugucu bilesenlerin ekstraksiyonunda kullanilabilmektedir. SPME ayrica uguculugu diisiik olan ve
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termal olarak bozulan bilesenleri analiz etmek igin Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC)
ile kombine olarak kullanilmaktadir (Vas & Vekely, 2004; Pawliszyn, 2012; Jalili ve ark., 2020).

SPME teknigi; kullanilan fiber kaplamanin ¢esidi, fiber kaplamanin kalinligi, ekstraksiyon
slire ve sicakligi, ornek hacmi, karistirma, tuz ekleme ve pH gibi pek ¢ok faktérden etkilenmektedir
(Prosen & Kiralj, 1999; Spietelun ve ark., 2013; Dadali & Elmaci, 2019). Ekstraksiyonun siire ve
sicakligl, islemin etkinligini belirleyen temel parametrelerdir. Sicaklik, ekstraksiyona iki sekilde
etkilemektedir. Sicakligin artisiyla fazlar arasindaki kiitle transferi hizlanirken ayni zamanda dagilim
katsayis1 da diismektedir. Dolayisiyla sicaklik degisimi en ¢ok tepe boslugu ekstraksiyon tekniginde
uygulanmaktadir. Ciinkii sicakligin artmasiyla birlikte bilesenlerin ornekten tepe bosluguna aktarim
hizi artmaktadir (Prosen & Kralj, 1999; Pawliszyn, 2012; Spietelun ve ark., 2013). Ekstraksiyon
siiresi; sicaklik, bilesenin dagilim katsayis1 ve karigtirma gibi birkag faktdre bagli olarak
degismektedir. Bilesenler maksimum sorbsiyona ulastiginda dengeye ulasilmaktadir. Dengeye
ulasmak icin gereken siire genellikle uzundur ve siddetli karistirma ile bu siire kisaltilmaktadir.
Karigtirma dogrudan ekstraksiyon yonteminde Onemli bir parametredir (Prosen & Kralj, 1999;
Spietelun ve ark., 2013).

Fan (2002), y-1isinina maruz kalmis elma suyundaki MA miktarini GC-MS kullanarak tespit
edip, bu yontemi TBARS testi ile karsilagtirmistir. GC-MS ile kiyaslandiginda TBARS testi ile
Olglilen MA miktar1 daha yiiksek bulunmusgtur. Bu durum GC-MS yo6nteminin TBARS yontemine
kiyasla daha hassas oldugunu gostermistir. Nzekoue ve ark. (2019) peynirdeki serbest yag asitleri ve
HE’yi tespit etmek igin SPME-GC-MS yontemini uygulamiglardir. Gelistirilen bu yontemin gida
endiistrisindeki raf émrii ve kalite kontrolii ¢alismalarina katki sunabilecegini belirtmislerdir. Maher
ve ark. (2015) konvansiyonel sprey kurutucu kullanarak hazirlanan emiilsiyon ve nano-emiilsiyondaki
lipit oksidasyon derecesinin gostergesi olan pentanal ve HE miktarini tespit etmek igin SPME-GC
yontemini uygulamiglardir. Ma ve ark. (2014), SPME-GC yontemi ile yerfistigi, soya ve zeytin yagi
orneklerindeki HE miktarini tespit etmislerdir.

Bu calismada, yaglarin oksidasyon diizeyinin gostergesi olarak degerlendirilen HE ve MA'nin
miktar1 hizli ve ¢6ziicli kullanilmadan ugucu bilesenlerin ekstraksiyonunu saglayan SPME yontemi ile
saptanmasi arastirtlmistir. Calismada, aygicegi yagma farkli oranlarda HE ve MA konularak, IS (5-
metil 2-hegzanon) varliginda 3 fazli SPME fiberin bu bilesenleri ekstrakte etme etkinligi
arastinlmigtir. Boylece 3 fazli SPME fiberi ve GC ile farkli sicaklik ve siire kosullarinda HE ve
MA'nin tespit edilebilecegi diizeyler arastirilirken, ayni zamanda bu iki bilesenin i¢ Standart olarak
kullanilan 5-metil 2-hegzanon ile iligki diizeyini gosteren denklem ve iligki katsayilar1 hesaplamistir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Materyal

Yapilan ¢aligmada Van ili piyasasindan temin edilen aygigegi yag1 kullamlmistir. Aygicegi
yag1 oksidatif stabilite calismalarinda sik¢a kullanilan bir yag oldugundan dolay1r bu g¢aligmada
kullanilmigtir. Calismada, yiiksek saflikta ve nitelikte HE (Merck, Germany), MA (Acros Organics,
New Jersey, USA) ve IS (Merck, Germany) kullanilmustir.

2.2. Yontem

Calismada HE ve MA'nin kantitatif analizi i¢in i¢ standart olarak kullanmilan 5-metil 2-
hegzanon ile iliskilerini gosteren regresyon denklemi ve regresyon katsayisi belirlenmigtir. Bunun igin,
aycicegi yagina metanolde hazirlanan stok HE ve MA c¢ozeltilerinden daha 6nce belirlenen derisimler
(5 ppb, 10 ppb, 50 ppb, 100 ppb, 500 ppb, 1 ppm, 5 ppm ve 10 ppm) hazirlanarak 6rnege konulmustur.
3 faz DVB/CAR/PDMS (Supelco Co., Bellefonte, PA, USA) SPME fiberi kullanilarak her bir 6rnege
3 farkli sicaklik ve siire uygulanarak SPME fiberinin yapisina alabilecegi HE ve MA miktarlart
saptanmigtir. Calismada analiz parametreleri olarak 3 farkli sicaklik (40, 50 ve 60 °C), 3 farkli siire
(20, 30 ve 40 dk) ve 8 farkli derisime 2 tekerriirlit SPME ekstraksiyonu uygulanmistir.

2.2.1. Hegzanal ve malonaldehit analizi

HE ve MA analizi i¢in 3 fazli SPME fiberi, ekstraksiyondan once 1 saat boyunca 250 °C’de
GC cihazinin enjeksiyon blogunda kosullandirilmigtir. 2 g yag 6rnegi 30 ml’lik cam bir viale tartilmis
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ve Orneklere belirlenen oranda HE ve MA ve IS olarak biitiin 6rnekler igin sabit miktarda 500 ppb
diizeyinde 5-metil-2-hegzanon eklendikten sonra vial dijital olarak sicakligi ayarlanabilen bir
manyetik karistiricida istenilen sicakliga gelmesi i¢in 5 dk boyunca bekletilmistir. Boylece ortam
sicakliginin istenen degere ulasmasi saglanmigtir. Sonrasinda SPME fiberi vialin tepe bosluguna
daldirilarak daha once belirlenen sicaklik ve siireyle HE ve MA'nin 6rnekten tepe bosluguna oradan da
fibere gegmesi saglanmgtir. Ekstraksiyon sonunda SPME fiberi, dedektor olarak Alev Iyonizasyon
Dedektorii (FID) bulunduran GC cihazina absorbe olan orneklerin desorbe olmasi i¢in dogrudan
enjekte edilmistir. Bu ¢aligmada Agilent firmasinin 6890N model GC cihaz1 kullanilmig olup kolon
olarak 30m x 0.25mm x 0.25um boyutlarinda HP-INNOWAX secilmistir. Gazlarin akis hizi helyum,
hidrojen ve kuru hava igin sirasiyla, 40 ml/dk, 40 mil/dk ve 450 mi/dk olarak belirlenmistir. Enjektor,
kolon ve dedektoriin sicakliklari ise sirasiyla, 200 °C, 140 °C ve 260 °C segilmistir. GC ile elde edilen
alanlar kullanilarak veriler degerlendirilmistir. Bunun i¢in MA’nin derisiminin IS nin derigimine orani
ile MA’nin alanmin IS'nin alanina orani bir grafige aktarilarak grafigin regresyon denklemi ve R?
degeri her sicaklik ve siire i¢in hesaplanmistir. Ayn1 sekilde HE ve IS arasindaki iligski de bu sekilde
belirlenmistir. Boylece farkli ekstraksiyon sicakligi ve siireleri i¢in elde edilen denklemlerle
bilinmeyen bir yag 6rnegindeki HE ve MA miktarlarini saptamaya yarayan denklemler tiiretilmistir.

2.3. Veri analizi

Verilerin analizinde; regresyon denklemleri ve R? degerlerini hesaplamak i¢in Microsoft Excel
2010 paket programi kullanilmistir. R?, bagimli ve bagimsiz degisken arasindaki iliskinin derecesini
ve yoniinii gosteren katsayidir. Bu katsay1, (-1) ile (+1) arasinda bir deger almaktadir. Eger; R? = 1 ise
iki degisken arasinda pozitif tam bir iliski vardir. Korelasyon katsayis1 (R?) =-1 ise iki degisken
arasinda negatif tam bir iligski vardir (Kayaalp & Cankaya, 2008). Verilerin degerlendirilmesinde her
bir sicaklik ve siire parametresi i¢in y = mx + n gibi dogrusal regresyon denklemi tiiretilmistir. Burada
x bagimsiz degisken olup HE veya MA derigiminin IS derisimine orami olarak ifade edilirken, y
bagimli degisken olup HE veya MA’nin pik alaninin IS pik alanina boliinmesi ile hesaplanmistir.
Boylece uygulanan sicaklik ve siirelerde aycicegi yaginda HE ve MA’nin miktarlarint belirlemeye
yarayan regresyon denklemleri yukarida belirtilen parametrelerden (x ve y) yararlanarak tiretilmistir
(Javidipour & Qian, 2008).

3. Bulgular ve Tartisma

Bu caligmada oksidasyonunun gostergesi olarak degerlendirilen HE ve MA’y1 SPME ile
ekstrakte ederken sicakligin ve siirenin SPME performansi tizerine etkisi aragtirilmigtir. Belirlenen
parametrelerin SPME performansi iizerine olan etkisini arastirmadan 6nce HE, MA ve IS'nin gelis
stirelerini belirlemek i¢in iki farkli vial kullanilmigtir. Birinci viale 100 ppb HE, 100 ppb MA ve
500 ppb IS ilave edilirken; ikinci viale 10 ppb HE, 10 ppb MA ve yine 500 ppb IS ilave edilmistir. 40
°C'de 30 dk ekstraksiyondan sonra GC’de yapilan analiz sonucunda Sekil 1’deki kromatogramlar elde
edilmistir.

:leem:l standart (a) 100 ppb

30001 (b) 10 ppb

2000

‘

1500

1000

|
l
|

\ Malonaldehit
\
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175 2 225 25 275 3 3.25 35

Siire (dk)

Sekil 1. iki farkli derisimde HE ve MA ile 500 ppb IS ilave edilen &rnege 40 °C’de 30 dk
ekstraksiyondan sonra elde edilen GC kromatogrami.
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Kromatogramda goriildiigii iizere HE, IS ve MA’ nin 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. HE ve MA’nin derisimlerinin artmasi ile ilgili piklerin
alaninda da artis saptanmustir.

Matriks etkisini arastirmak amaciyla hi¢cbir madde konulmadan bos vial ve aygicegi yagi
matriks olarak secilmistir. Bu iki ortamda belirlenen derisimlerde farkli siire ve sicakliklarda
SPME'nin performansi arastirilmigtir. Belirlenen o6rnek matrikslerine 500 ppb HE, IS ve MA
konulmustur. 40 °C'de 30 dk ekstraksiyondan sonra GC’de Sekil 2’de goriilen kromatogram elde
edilmistir.

Malonaldehit “fﬁ‘x (a) Hava matriksi
‘,f ‘ (b) Yag matriksi

@/ |

5000

4000+

3000 f |‘
internal standart ‘ \

\i | |
2000- n “ |
I | |
I U‘
— Hegzanal U \ K
T ~ | \ |
[ \ /
;‘”N/ \ o\
S N\ N\ | e e g
bicad e N = %
0l =
1.75 2 2.25 25 2.75 3 3.25 35

Siire (dk)

Sekil 2. 500 ppb HE, IS ve MA ilave edilmis hava ve yag matrikslerinde 40 °C ve 30 dk ekstraksiyon
sonrasina ait GC kromatogrami.

Sekil 2°deki kromatograma bakildiginda her iki ortamda da IS ve HEmin pikleri birbirine
benzerken, yag orneginde MA’nin pikinde carpici bigimde bir diisiis oldugu goriilmektedir. Hava
ortaminda (bos vialde) MA’ya ait pik alani keskin ve belirgin iken, yag ortaminda MA’nin piki HE ve
IS’ye ait piklerden ¢ok daha diisiik oldugu saptanmistir. Bu durum, yag ortaminda bulunan MA'nin
3 faz SPME fiberi tarafindan hava ortami ile karsilastirildiginda ayni diizeyde ekstrakte edilmedigini
ortaya koymaktadir. MA’ya ait pikin hava ve yag matriksinde benzer davranis gostermemesinin
nedeni MA’nin oldukga reaktif ve polar bir bilesen olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu yiizden yapilan
caligmalarin ¢ogunda 6ncelikle MA’nin stabil tiirevleri olusturulmustur. Daha sonra olusan bu tiirevler
GC ve HPLC gibi kromatografik teknikleri ile analiz edilmistir. Fujioka & Shibamoto (2005),
antioksidan aktivite 6l¢iimii ig¢in gelistirmis olduklar1 bir ¢alismada MA tayininde tiirevlendirme
yapmiglardir. Bunun i¢in MA’y1 N-metil hidrazin ile reaksiyona tabi tutmusglardir. Olusan 1-
metilpirazol tiirevini SPME ile ekstrakte edip, GC ile MA miktarin1 saptamislardir. Fan (2002), elma
suyundaki MA miktarin1 belirlemek icin MA’y1 pentaflorofenil hidrazin ile tiirevlendirmistir. Yine
ayni sekilde Shin (2009), insan kanindaki MA miktarin1 belirlemek igin 2,2,2-trifoloroetilhidrazin ile
MA’y1 50 °C’de 40 dk boyunca tlirevlendirmistir.

SPME’nin ayg¢igegi yagi matriksindeki performansi arastirilmadan 6nce ay¢igegi yaginin HE
ve MA igerip icermedigi aragtirilmistir. Diger bir deyisle aycicegi yagimin icerisinde disaridan eklenen
HE ve MA disinda bozulmadan dolay1 HE ve MA olusup olusmadigi aragtirilmistir. Bunun igin bir
viale 2 g yag ve 500 ppb IS; diger bir viale 2 g yag, 500 ppb IS, 1ppm HE ve 1 ppm MA ilave
edilmistir. 60 °C’de 40 dk boyunca ekstraksiyon yapildiktan sonra Sekil 3’teki kromatogram elde
edilmistir.
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Sekil 3. 60 °C ve 40 dk ekstraksiyon sonucu kontrol 6rnegi ve disaridan HE, MA ve IS ilave edilmis
orneklere ait GC kromatograma.

Sekil 3 incelendiginde kontrol 6rneginde HE ve MA’nin gelis siirelerinin oldugu yerde keskin
ve belirgin herhangi bir pik tespit edilmemistir. Bu da secilen matriksin HE ve MA igermedigini
gostermektedir. SPME ekstraksiyonu sirasinda tespit edilecek maddenin miktarinda artis olmamasi
gerekmektedir. Ciinkii sicakligin ve siirenin etkisiyle aranan madde miktarinda artis olursa bu
durumda 6rnegin daha 6nce bozuldugu yani taze olmadigi anlamina gelir. Bu ¢alismada uygulanan
azami sicaklik (60 °C) ve siirelerde (40 dk) HE ve MA bulgusuna rastlanmamustir (Sekil 3).

Sonraki asamada ayg¢icegi yaginda cesitli sicaklik ve siirelerde SPME’nin performansi
arastirilarak bu farkl siire ve sicakliklarda HE ve MA’nin IS ile olan iligkilerini gosteren denklemler
tiretilmistir. 40 °C'de 20, 30 ve 40 dk boyunca ekstraksiyon uygulandiginda HE’nin IS ile olan
iligkisi, regresyon denklemleri ve korelasyon katsayilari Cizelge 1 ve Sekil 4’te verilmistir. 40 °C’de
20, 30 ve 40 dk boyunca ekstraksiyon uygulandiginda elde edilen korelasyon katsayilari sirasiyla
0.992, 0.983 ve 0.986 bulunmustur. Cizelge 1°deki ve Sekil 4’teki R? degerleri incelendiginde 40°C
i¢in en uygun siirenin sirasiyla, 20, 40 ve 30 dk oldugu goriilmektedir.

40 °C’de 20, 30 ve 40 dk boyunca ekstraksiyon uygulandiginda MA’nin IS ile olan iligkisini
gosteren regresyon denklemleri ve R? degerleri Cizelge 1 ve Sekil 5’te gosterilmistir.

Cizelge 1. 40 °C’de farkl siirelerde ekstraksiyon uygulanmasiyla elde edilen regresyon denklemleri ve
korelasyon katsayilari

Bilesen Siire Regresyon Denklemi  Korelasyon Katsayisi (R?)
20 y =0.217x + 0.373 0.992
HE 30 y =0.200x + 0.373 0.983
40 y =0.224x + 0.284 0.986
20 y =0.200x + 0.0174 0.015
MA 30 y =0.003x + 0.085 0.015
40 y =0.002x - 0.047 0.084

HE: Hegzanal, MA: Malonaldehit, x: HE veya MA’nin derisimi/IS’nin derisimi; y: HE veya MA’nin alany/IS’nin alani
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Sekil 4. Aycicegi yaginda 40 °C’de farkli siirelerde HE ile IS arasindaki derisim ve alan oranlar

iligkisi.
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Sekil 5. Aycigegi yaginda 40 °C’de farkli siirelerde MA ile IS arasindaki derigim ve alan oranlari
iligkisi.

40 °C’de 20 dk boyunca ekstraksiyon uygulandiginda elde edilen korelasyon katsayis1 0.015
olarak bulunmustur. 30 dk boyunca ekstraksiyon uygulandiginda elde edilen korelasyon katsayisi
0.015 olarak tespit edilirken; ekstraksiyon siiresi 40 dk oldugunda korelasyon katsayisi 0.084 olarak
saptanmistir. R? degerleri dikkate alindiginda 40 °C'de ii¢ farkli siirede de MA ve IS arasinda dogrusal
bir iligki bulunamamustir. Bunun nedeni MA’nin polaritesinin ve reaktivitesinin yiiksek olmasindan
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kaynaklanmaktadir. MA’nmn bu 0&zelliginden dolayr tiirevlendirilmesi gerekmektedir. Literatiir
bilgilerine bakildiginda yapilan ¢alismalarin gogunda MA once tiirevlerine doniistiiriilmiis daha sonra
SPME-GC uygulanarak tespit edilmistir. Umano ve ark. (1988), sigir yagi ve musirdzii yagindaki
MA’y1 tespit etmek icin metilhidrazin kullanarak 1-metilpirazole tlirevlendirmislerdir. Benzer bir
caligmada Fujioka & Shibamoto (2005), okside olmus yaglarda MA’y1 1-metilpirazole doniistiirerek
SPME-GC’de miktarimi tespit etmislerdir. Ruan ve ark. (2014), etteki MA miktarini tespit etmek i¢in
MA’y1 pentaflorofenilhidrazin ile tiirevlendirmislerdir.

50 °C’de 20, 30 ve 40 dk boyunca ekstraksiyon uygulandiginda HE ve IS arasindaki iligkisini
gosteren denklem ve korelasyon katsayilar: Cizelge 2 ve Sekil 6°da verilmistir.

Cizelge 2. 50 °C’de farkl siirelerde ekstraksiyon uygulanmasiyla elde edilen regresyon denklemleri ve
korelasyon katsayilar1

Bilesen Siire Regresyon Denklemi  Korelasyon Katsayisi (R?)
20 y =0.272x + 0.231 0.955
HE 30 y=0.171x + 0.311 0.982
40 y =0.247x + 0.258 0.991
20 y = 0.005x + 0.028 0.562
MA 30 y = 0.005x + 0.048 0.606
40 y = 0.005x + 0.063 0.134

HE :Hegzanal, MA: Malonaldehit, x: HE veya MA nin derigimi/IS nin derigimi; y: HE veya MA’nin alani/IS’ nin alani

20 dk’lik bir ekstraksiyonla elde edilen R? degeri 0.955 olarak tespit edilmistir. 30 dk boyunca
ekstraksiyon uygulandiginda elde edilen R? degeri 0.982 olarak bulunurken; ekstraksiyon siiresi 40 dk
oldugunda R? degeri 0.991 olarak saptanmistir. R? degerleri incelendiginde 50 °C igin en uygun
ekstraksiyon siiresi 40 dk oldugu goriilmektedir. Siirenin artmasina bagl olarak R? degerlerinde artis
gbzlemlenmistir.
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Sekil 6. Aycicegi yaginda 50 °C’de farkli siirelerde HE ile IS arasindaki derisim ve alan oranlari
iliskisi.
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100 ppb HE ve 500 ppb IS ilave edilmis aycicegi yagma 50 °C’de 20, 30 ve 40 dk boyunca
yapilan ekstraksiyon sonucunda GC’den elde edilen kromatogram Sekil 7.’de gosterilmektedir.
50 °C’de yapilan ekstraksiyonda siirenin artmasina bagli olarak pik alanlarinda artis gézlemlenmistir.
R? degerleri goz oniinde bulunduruldugunda bu sicaklik i¢in en uygun siire 40 dk oldugu
goriilmektedir.
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Sekil 7. 100 ppb HE ilave edilmis ay¢igegi yaginda 50° C’de 20, 30 ve 40 dk ekstraksiyon sonrasi
meydana gelen GC kromatogrami.

50 °C’de 20, 30 ve 40 dk boyunca ekstraksiyon uygulandiginda MA’nm IS ile olan iliskini
gosteren regresyon denklemi ve korelasyon katsayilart Cizelge 2 ve Sekil 8’de gosterilmistir. 20 dk
boyunca ekstraksiyon uygulandiginda elde edilen R? degeri 0.562 iken 30 dk ekstraksiyon
uygulandiginda R? degeri 0.606 bulunmustur. Son olarak 40 dk boyunca ekstraksiyon uygulandiginda
elde edilen R? degeri 0.134 olarak tespit edilmistir. R®> degerlerine bakildiginda 50 °C'de en yiiksek
korelasyon 30 dk'da elde edilmistir. Ancak bulunan bu deger MA ve IS arasindaki dogrusal iliskiyi
gostermek icin yeterli degildir. Baska bir deyimle MA ile IS arasindaki dogrusal iligskinin diisiik
diizeyde olmasit MA’nin nicel analizinde dogru sonu¢ vermemesine yol agmaktadir.
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Sekil 8. Aygicegi yaginda 50 °C’de farkli siirelerde MA ile IS arasindaki derisim ve alan oranlar
iliskisi.

60 °C’de 20, 30 ve 40 dk boyunca ekstraksiyon uygulandiginda HE ve IS arasindaki iligkini
gosteren denklem ve korelasyon katsayilar1 Cizelge 3 ve Sekil 9°da verilmistir. 20 dk’da ekstraksiyon
sonucu elde edilen korelasyon katsayist 0.991 olarak bulunurken; 30 dk boyunca ekstraksiyon
uygulandiginda elde edilen korelasyon katsayisi 0.978 olarak tespit edilmistir. Ekstraksiyon siiresi
40 dk oldugunda ise korelasyon katsayis1 0.989 olarak saptanmustir. R? degerleri incelendiginde 60 °C
icin en uygun ekstraksiyon siiresinin 20 dk oldugu goriilmektedir. Nzekoue ve ark. (2019) peynirde
depolama siiresince olusan hegzanali tespit etmek yapmis olduklar1 calismada ekstraksiyon kosullarini
60 °C ve 20 dk olarak belirlemislerdir.

Cizelge 3. 60 °C’de farkl siirelerde ekstraksiyon uygulanmasiyla elde edilen regresyon denklemleri ve
korelasyon katsayilart

Bilesen Siire Regresyon Denklemi  Korelasyon Katsayisi (R?)
20 y =0.201x + 0.244 0.991
HE 30 y=0.147x + 0.294 0.978
40 y =0.200x + 0.263 0.989
20 y =0.007x + 0.045 0.406
MA 30 y =0.007x +0.118 0.094
40 y=0.012x + 0.116 0.118

HE :Hegzanal, MA: Malonaldehit, x: HE veya MA’nin derisimi/IS nin derisimi; y: HE veya MA’nin alani/IS’nin alam
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Sekil 9. Aye¢icegi yaginda 60 °C’de farkli siirelerde HE ile IS arasindaki derisim ve alan oranlari
iligkisi.

Aygicegi yagina 100 ppb HE ve 500 ppb IS ilave edilerek 30 dk boyunca 40, 50 ve 60 °C’de
yapilan ekstraksiyon sonucu elde edilen kromatogram Sekil 10°da gosterilmistir. Sicaklik 40 ve 50 °C
oldugunda piklerin 6zellikleri 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 olmasi gerekmektedir. Keskin piklerin elde edilmesi ile bilesenler arasindaki iliskiyi
tespit etmek miimkiindlir. Aygicegi yaginda kullanilan sicaklik degerleri g6z 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 saptanmustir. lglesias ve ark.
(2007), balik yagi ile zenginlestirilmis siit ve mayonezlerdeki oksidasyon sonucu olusan bilesenleri
tespit etmek icin gelistirmis olduklart yontemde 60 °C’de 30 dk boyunca ekstraksiyon islemi
uygulamislardir.
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Sekil 10. 100 ppb HE ilave edilmis ay¢icegi yaginda 30 dk'da 40, 50 ve 60 °C'de ekstraksiyon sonrasi
elde edilen kromatogram.
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60 °C’de 20, 30 ve 40 dk boyunca ekstraksiyon uygulandiginda MA ve IS arasindaki iligkiyi
gosteren denklem ve korelasyon katsayilar1 Cizelge 3 ve Sekil 11°de gosterilmektedir.
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Sekil 11. Aycigegi yaginda 60 °C’de farkli siirelerde MA ile IS arasindaki derisim ve alan oranlar
iliskisi.

20 dk ekstraksiyon uygulandiginda elde edilen R? degeri 0.045 olarak tespit edilirken 30 dk
ekstraksiyon uygulandiginda R? degeri 0.094 ve 40 dk ekstraksiyon sonucu elde edilen R? degeri 0.118
olarak saptanmustir. R? degerleri dikkate alindiginda 60 °C’de en yiiksek korelasyon 20 dk’lik
ekstraksiyonda bulunmustur. Ancak bulunan bu deger MA ve IS arasindaki dogrusal iliskiyi
gostermek icin yeterli degildir.

4. Sonug

Yapilan bu calismada HE ve IS arasinda dogrusal bir iliski saptanirken, MA ve IS arasindaki
iliskinin dogrusallik diizeyi diisiik bulunmustur. MA ve IS arasindaki en yiiksek R? degeri (R? = 0.606)
50 °C’de 30 dKk’lik ekstraksiyonda goriilmiistiir. Ancak bu deger MA ve IS arasindaki dogrusal iliskiyi
aciklamak icin yeterli degildir. MA’nin diisiik korelasyon gostermesinin nedeni oldukga reaktif ve
polar bir bilesen olmasindan kaynaklanmaktadir. HE ve IS arasinda yakin bir iliski saptanmistir (0.955
< R? <0.992). 60 °C sicaklik uygulandiginda olusan pikler diger sicakliklara gore daha keskin ve
belirgin oldugu goriilmiistiir. Bundan dolay1 en uygun ekstraksiyon sicakligi 60 °C ve en uygun siire
20 dk (R?=10.991) olarak saptanmustir. Ekstraksiyon siire ve sicaklig1 prosesin etkinligini belirleyen
temel parametrelerdir.

Sonug olarak, 3 fazli SPME'nin dogrudan aygicegi yagindan MA’nin ekstraksiyonu ve GC
analizi i¢in uygun olmadigi tespit edilmistir. 3 faz SPME’nin HE’nin ekstraksiyonu ve nicel analizi
icin uygulanabilecegi ve R? degerine bakildiginda HE’nin aycicegi yaginda tespit edilebilecegi en
uygun kosulun 60 °C’de 20 dk (R* = 0.991) oldugu saptamistir. Bu verilerin dogrultusunda, uygulanan
parametrelerle (siire ve sicaklik) hazirlanan kalibrasyon egrilerinden yararlanilarak elde edilen
regresyon denklemlerinin HE miktarinin hesaplanmasinda kullanilabilecegi diigiiniilmektedir.
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