C2. Gaz Kromatografisi (GC) ile Yag Asitlerinin Belirlenmesi

1. Genel Bilgi

Her yag kendine 6zgili yag asitlerinden olusmaktadir. Yaglar yag asitleri bilesimi ile teshis
edilir. Bu analizin yapilmasimi gerektiren diger bir neden ise yaglara yapilan tagsisin
belirlenmesidir.

Bu yontem, biitiin bitkisel ve hayvansal yaglara uygulanabilir. Bu islem, epoksi, hidroperoksi,
sikloprofenil, siklopropil ve olas1 hidroksil ve asetilenik yag asitlerine kismen veya tamamen
zarar verdiginden bu gruplarin esterlestirilmesi i¢in uygun bir yontem degildir. Bu yontem
asit sayist 2'den diisiik yaglar i¢in uygulanir.

2. flke

Yaglarin kalevi ¢ozeltisi ile sabunlastirilarak metil esteri formuna doniistiiriilmesi ve bunun
GC’de gaz formuna ge¢mesi ve tasiyict bir gaz ile kolonda molekiil agirliklarina gore
ayrilmast ve dedektdr yardimi ile icerisinde yer alan yag asitlerinin kalitatif ve kantitatif

olarak belirlenmesidir.

3. Kimyasallar

Hekzan, isooktan veya heptan — Metanollii KOH ¢o6zeltisi, 2 N — metil oranj — HCI
cozeltisi, 0.1 N

4. Geregler

Erlenmayer, 50 mL’lik veya santrifiij tiipii, hekzan ve alkaliye dayanikli — pipet 1 mL ve 10

mL’lik 0.1 mL taksimatli) veya mikropipet —  vial (kiiclik sise) — analitik terazi —
kronometre — gaz kromatografi cihazi — kapiler kolon

5. islem

5.1. Esterlestirme

Yaklasik 400 mg yag ornegi erlene tartilir. Uzerine 4 mL isooktan ilave edilerek yag ¢oziiliir.
Sonra 2 N metanollit KOH'dan 0.2 mL ilave edilir ve 30 saniye kuvvetli sekilde ¢alkalanir. 6
dakika karanlik bir yerde bekletilir. Bu siire sonunda 1-2 damla metil oranj ve ardindan HCI
cozeltisinden 0.45 mL ilave edilerek yatay bir konumda fazlarin ayrilmasi i¢in beklenir. Daha
sonra berrak faz kiigiik siselere (viallere) alinir. Bu siselerden alinan mikrolitre diizeyindeki
ornek GC'ye verilir.

5.2. Hazirlanan Metil Esterlerin Cihaza (GC) Enjeksiyonu ve Tanimlanmasi

Gaz kromatografisi Sekil 1'de goriildiigii gibi; Gaz tinitesi, Enjeksiyon blogu, Firin veya kolon
blogu, Dedektor blogu, Yazici ve integratérden olusmaktadir.

Esterlestirilen numuneden ka¢ mikrolitre alimacagina gore enjektore cekilir ve silisli
kaucuktan yapilmig septum denilen kisimdan bir odaciga enjeksiyon yapilir. Buranin sicakligi
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yaklasik 250 °C olup 6rneginki ise yaklasik 20°-25 °C'dir. Bu nedenle 6rnek bu sicaklikta
hizla buharlagir. Tasiyic1 gazin siiriiklemesiyle olusan buharlar kolona dogru siiriiklenir.

Gaz kromatografi
termometre

enjekstyon blogu | qedektor
_111_a110metre B

ana valf <) H

-
yazci
termostath finn
tasmnct azsnlmdm =
LS Firnga kromatogram

Sekil 1 Gaz kromatografi cihazinin kisimlar1 ve genel goriintimii

Enjeksiyon bloklar1 enjeksiyon tiplerine gore tasarlanir, bunlar numunenin bir kismini disari
atan boliinmeli (split) tip, digeri ise numunenin tiimiinii kolona gonderen bdliinmesiz
(splitless) tiptir.

Numune, aranan bilesenler agisindan oldukg¢a diisiik konsantrasyona sahip ise bolinmesiz
mod secilerek Ornegin tiimii kolona verilir. Eger aranan bilesenlerin orani yiiksek ise
boliinmeli enjeksiyon tercih edilir. Ornegin split oran1 1:100 seklinde olmasi demek numuneyi
100 birim kabul edip sadece 1 birimini kolona enjekte etmek demektir.

Septum

Tagtyict gaz girigt ——

o —
————— Split cila
Tattma blogu —
Clam liner { J Buharlagtirma kabi

Eolon
Sekil 2 Enjeksiyon blogunun yapisi ve genel goriiniimii
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Enjeksiyon blogundan kolona gelen gaz fazindaki numune karbon zinciri uzunluguna gore
bilesenler kolonda tutulur. Molekiil kiitlesi fazla olan yag asitleri kolonda daha uzun siire
tutulur. Ornegin 12 karbonlu laurik asit kolonda az tutulurken, yani daha hizli kolonu terk
ederken, 18 karbonlu oleik asit daha ¢ok tutulur, yani kolonu daha yavas terk eder veya daha
uzun zaman kolonda kalir. Bu olaylar absorpsiyon ve adsorpsiyon olaylart ile ilgilidir.

Yag asitleri kolonda sirasiyla ayrilarak dedektore gelirler. Dedektorde kiigiik bir pilot alev
oldugu i¢in burada bilesenler yanarlar ve iyonlasirlar. Olusan iyonlar yag asitleri miktarina
gore elektrik sinyali olusturur. Olusan bu akim kablolar yardimiyla kaydediciye (bilgisayar
veya yazict) gonderilir. Boylece zamana karsi sinyal biiytikligii (bilesen miktari) grafik olarak
cizilir ve buna kromatogram denir. Her pik bir bilesene aittir. Piklerin tiimiiniin bir arada
gosterildigi sekle de kromatogram denir.

Yag asitlerinin belirlenmesinde en yaygin kullanilan dedektor alev iyonlastirmali dedektor
(Sekil 3), yaygmn adi FID olup, Ingilizce bas harflerinin kisaltmasi (Flame Ionization
dedector)'dir. Bu dedektorde hidrojen ve kuru hava belirli oranda (genelde 1:10) karigarak
yanar. Kolondan gelen yag asitleri bu alevde yanar, bu yanma ile iyonlar agiga ¢ikar ve
kollektorde depolanir. fyonlarin alevden kollektore dogru ilerlemesi diisiik bir akim olusturur.
Bu akim dedektor tarafindan sinyal olarak 6l¢iiliir. Miktar1 fazla olan yag asitleri daha biiyiik,
az olanlar daha kiiciik pik olusturur.

| |
Toplayic: elelctrot
Ategleme balirmi
+300 W polarize
woltaj
B
Kuru hava —— = Hidrojen
Eolon

Sekil 3 Alev iyonlastirmali dedektoriin genel yapisi

6. Hesaplama ve degerlendirme

Yazicidan alinan kromatogramin sekli asagidaki gibidir. Sekil 1'de goriilecegi tizere apsiste
yag asitlerinin kolonda tutulma (alikonma) zamanlar1 (dakika) yer alir. Bu kromatogramdan
piklerin alanlar1 hesaplanarak o yag asidinin yiizdesi bulunur.

Piklerin tanimlanmasi i¢in, yag asitlerinin saf haldeki metil esterleri tek tek cihaza (enjekte)
verilir ve bunlarin da alikonma siireleri belirlenir (Sekil 2) ve daha 6nce enjekte edilen
numunenin tutulma siireleri ile karsilastirilarak (ayn1 zaman diliminde gelenler) o pikin hangi
yag asidine ait oldugu saptanir. Ornegin; cihaza saf standart olarak palmitik asit enjekte
edilsin ve tutulma siiresi 3 dakika olsun, sonra numune enjekte edilsin ve 3. dakikada bir pik
gelsin, bu pik muhtemelen palmitik asit pikidir. Bu durum ¢ kez tekrar edilir ve ayn1 sonug
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elde edilirse pik kesin olarak tanimlanmis olur. Sekil 3'te standart yag asidi metil esteri
verilmis kromatogram ile 6rnek kromatogramu iist liste ¢akistirilmistir. Sekilden goriilecegi
tizere ornekteki o pikin hangi yag asidi oldugu tanimlanmustir.
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Sekil 1 Ornek bir kromatogram
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Sekil 2 Standart maddeye ait kromatogram
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Sekil 3 Standart yag asidi kromatogramu ile 6rnek kromatograminin karsilagtirilmasi

Diger bir tanimlama sekli ise, yiizdeleri bilinen yag asitleri karisiminin cihaza verilerek elde
edilen kromatogramin numune kromatogrami ile karsilastirilmasidir. Sekil 4'te goriilecegi
tizere standart yag asitlerinden olusan karisimin kromatogrami ile 6rnek kromatogrami
cakistirilmis ve ornekteki piklerin hangi yag asitlerine ait oldugu belirlenmistir. Bu yontem
tek tek standart vermeye nazaran daha kisa stire aldigi i¢in tercih edilmektedir.
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Sekil 4 Karisim standard ile 6rnek standardinin karsilagtirilmasi

Piklerin tanimlanmasindan sonra hesaplamaya gecilir. Cihazin entegratorii pikin alanina goére
her yag asidinin bilesimini % olarak hesaplar. Asagidaki 6rnekte bir sonug¢ raporu verilmistir.
Burada birinci siitun pik numaralarini, ikinci stitun alikonma siirelerini, tiglincii siitun pik
alanini, dordiincii siitun pik yiiksekligini son siitun ise cihazin kendi programi ile hesapladig:
derisim bazinda madde yiizdelerini gostermektedir.
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