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GIRIS

Tibbi ve aromatik bitkiler ¢ok farkli kullanim alanlarina sahiptir.
Gecmisten giinlimiize gelisen teknolojiye bagh olarak, gida, ilag,
kozmetik ve parfim gibi kullanim alanlar1 ¢esitlenmis ve
dogrulanmistir. Tibbi ve aromatik bitkiler, bilesimlerinde bulunan
etkili maddelerinin tanimlanmasiyla birlikte farkli enddistrilerde
onemli konuma gelmislerdir. Tibbi ve aromatik bitkilere ©Snem
kazandiran sekonder metabolit olarak adlandirilan etkili maddeleri
olup, bilesimi, kalitesi ve miktari; cografi orijini, mevsim, ayni tiirlin
varyantlari, tarimsal uygulamalar, bitkinin yagmin ¢ikartildigi kisim,
hasat zamani, distilasyon yontemi ve depolama siiresi gibi bir ¢ok
faktore gore degismektedir (Inan ve ark., 2011); (Kizil ve ark., 2016).
Bununla beraber; Diinyada tibbi ve aromatik bitkiler piyasasi ve ilag
sektorii etken madde miktar1 ve kalitesi yiiksek ve bu yonleriyle
“standart {rtin” talep etmektedir (Kirici, 2015). Ugucu yaglarin
kompozisyonu da i¢ (mevsimsel, ontogenetik, morfogenetik ve
genetik varyasyonlar) ve dis (ekolojik ve c¢evresel) faktorlere gore
degisir, kalitesi de giiglii bir sekilde bu faktorlere baglidir. Uluslararasi
Standart Orgiiti (ISO), Diinya Saglik Orgiiti (WHO), Analitik
Avrupa Farmakopesi gibi ¢esitli kurumlar tarafindan tibbi bitkiler ve
bunlardan elde edilen, 6zellikle ticarilesmis ugucu yaglarin iyi kalitede
olmalar1 i¢in bir¢ok kitap ve yonetmelikler yayinlamaktadir (Zzarte ve
Salgueiro, 2015). Ugucu vyaglarin kalite degerlendirmelerinde
bilesimlerinin farmakopi ve kodekslerde belirtilen standartlara

uygunlugu ve bilesenlerin tanimlanmasinda analiz yontemleri 6ne
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¢ikmaktadir. Ugucu yaglar (UY), pek ¢ok alanda saf ve dogal
molekiillere olan artan talepler nedeniyle diinya ¢apinda genis bir talep
gormektedir.  Boylece, biiyiik oranda kozmetik, aromaterapi ve
fitoila¢ alaninin kapsayan saglik ve koku endiistrisi i¢in ¢ok biiyiik

miktarlarda UY {iiretimi yapilmaktadir (Do ve ark., 2015).

UY’larin tiim uygulamalar1 (endiistriyel, ticari degeri vs) onlarin
dogrudan dogruya kimyasal kompozisyonu, fizikokimyasal 6zellikleri,
biyolojik aktiviteleri, en bol bulunan veya bazen en az miktarda
bulunan kimyasal bilesenine bagh olarak degerlendirilir. Ornegin bir
UY ornegi monoterpen veya sesquiterpenlerce zenginse su-alkol
ortaminda diistik ¢ozlnlrlik gosterir ve dolayisiyla parfiim
endiistrisinde ¢ok kabul gérmez. Ote yandan, 6rnegin safrol, bilinen
genetoksik ve kanserojen etkisi nedeniyle gida {irlinlerinde
kullanilmasi sakincali iken, timol veya karvakrol’ce zengin UY lar,
antiseptik, antimikrobiyal o6zellikleri agisindan tercih edilir UY

molekiilleridir (Mastelic” ve ark., 2008).

UY’larin tamimlanmasi1 asamalarini  asagidaki gibi 6zetlemek

miimkiindiir:

1) Duyusal Degerlendirme: bir grup uzman ve denegin, koku alma
yoluyla yaptigi bir uygulamadir. Daha ¢ok parfiim sanayii igin
uygulamasi s6z konusudur.

2) Fizikokimyasal ozelliklerin saptanmasi: bu test icinde cesitli

uluslararasi standartlara basvurulur (6rnegin ISO, International



ESANS YAGLAR (Uretimi, Gidada ve Hayvan Beslemede Kullanimi) | 59

Organisation for Standardisation). UY’mn dokusu, rengi,
akiskanligl, yogunlugu, refraktif indeksi, alkolde ¢6ziintirligi,
optik cevirme agisi, peroksit indeksi, ester sayisi, asit sayisi,
donma noktasi, alevlenme noktasi vb parametreler saptanir

3) Biyolojik  o6zelliklerinin ~ saptanmasi: UY’larin  biyolojik
Ozelliklerinin saptanmasi bunlarin endiistriyel kullanimlarinda
olduk¢a oOnemlidir. Bu o6zellikler arasinda, antioksidant ve
antimikrobiyal ozellikleri veya 1s1k hassasiyetleri ve alerjik
ozelliklerinin saptanmasi gereklidir.

4) Kimyasal kompozisyonlarinin  saptanmasi: UY kimyasal
kompozisyonun saptanmasi en Onemli analizden biridir. UY
bilesenlerinin fizikokimyasal 6zelliklerinin yani sira, kimyasal
bilesenler ve bunlarin goreceli miktarlarinin (%) saptanmasi
gida, ziraat, farmakoloji ve parfiim sanayii gibi alanlarda
kullanimi ve onlarin market fiyatlarinin saptanmasinda ¢ok

belirleyici bir rol almaktadir (De Silva, 1995).
Ucucu Yaglarin Analiz Yontemleri

UY’larin  kimyasal kompozisyonun ¢ok iyi saptanmasinin,
uygulamalar1 agisindan 6nemi arttik¢a bunlarin analiz yontemlerinde
de bir gelisme kaginilmaz olmustur. Literatlirde yer alan ¢aligsmalar,
glinimiizde kullanilan ve gelecekte de kullanilmasi miimkiin olan
tekniklere olduk¢a genis bir yer vermektedir. UY’larin analizlerinde

kromatografik ayirma yontemleri 6ne ¢ikmaktadir.
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1. KROMATOGRAFi

Kromatografi herhangi bir karisimda yer alan bilesenleri, hareketli
(tastyici-mobil) bir faz yardimiyla sabit (durgun-adsorban) bir faz
arasindan bu fazlar arasindaki farkli etkilesimlerinden dolayr degisik
hizlarda  hareket etmeleri esasina  dayanarak  bilesenlerin
birbirlerinden ayrilmasi yontemidir. Kromatografi esas olarak, durgun
faz tarafindan kuvvetle tutulan numune bilesenlerinin, hareketli
fazin akisiyla ¢ok yavas hareket etmesi ve fakat durgun faz
tarafindan zayifca tutulan numune bilesenlerinin hizli hareket
etmesiyle ayrimm saglanmasidir. Boéylece numune bilesenleri

kalitatif ve/veya kantitatif tayin edilebilirler (Tonbul 2015).

Kromatografi ayrilma mekanizmalarina, uygulama bi¢imine gore ve

faz tiplerine gore siniflandirilmaktadir.
A. Ayrilma Mekanizmalarina Gore

1. Adsorpsiyon kromatografisi

2. Partisyon kromatografisi

3. Iyon degistirme kromatografisi

4. Jel filtrasyon (Molekiiler eleme) kromatografisi
5. Iyon ¢ifti kromatografisi

6. Afinite kromatografisi
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B. Uygulama Bicimine Gore

1. Diizlemsel kromatografi

2. Kagit kromatografisi
3. Ince tabaka kromatografisi (TLC)

4. Kolon kromatografisi
5. Gaz kromatografisi (GC)

6. Yiksek basin¢li sivi kromatografisi (HPLC)

C. Faz Tiplerine Gore

1. Sivi kromatografisi
Sivi-Kat1 kromatografisi
S1vi-S1vi kromatografisi
Gaz kromatografisi

Gaz-Kat1 kromatografisi

S kWD

Gaz-S1vi1 kromatografisi
1.1. Gaz Kromatografisi

Kromatografik ayirmalarda 6rnek gaz, sivi veya siiperkritik akiskan
olan bir mobil fazda ¢oziiliir. Bu mobil faz kendisiyle karismayan
(¢ozlinmeyen, reaksiyon vermeyen), bir kolon i¢ine veya kati yiizey
lizerine yerlestirilmis olan bir sabit fazda harekete zorlanir. Ornek

bilesenleri sabit ve mobil fazlarda farkli derecede dagilim
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gosterirler. Bilesenler sabit faz {izerinde alikonurlarken mobil faz
akigtyla yavasca hareket ederler. Boylece sabit faz tarafindan zayif
tutulan bilesenler daha hizli hareket ederler. Hareket hizindaki bu
farkliliktan dolay1 ornek bilesenleri kalitatif veya kantitatif analiz
edilebilecek bantlara ayrilirlar. Yontemin basit olusu, ¢alisma
kolayligi ve zamandan tasarruf saglamasi yoniinden klasik ayirma
yontemlerine gore {istlinliik saglamaktadir. Kromatografik yontemlerle
kimyasal ve fiziksel ozellikleri birbirine ¢ok yakin bilesenlerden
olusan karigimlari tiimiiyle, kolayca ve kisa siirede ayirmak miimkiin
olmaktadir. Kromatografinin diger bir avantaji karisimdan higbir
maddenin  kaybolmamasi ve yeni bir maddenin kimyasal

reaksiyonlarla olusmamasidir (Sahin 2016).

Bir maddenin gaz kromatografi cihaziyla analizinin

yapilabilmesi i¢in;
a - Molekiil yapisinin sicakliga dayamikli olmasi, sicaklikla
bozunmamasi,

b- Maddenin buharlasabilir olmasi,

c- Molekiil agirliginin < 400 amu olmasi,

d- Gaz fazda stabil olmasi ve tasiyicit gazlarla reaksiyona

girmemesi,

e- Analiz edilen diger maddelerle reaksiyona girmemesi

gerekmektedir.
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Gaz kromatografi cihazlarinin ¢alisma prensipleri su sekildedir;

1. Analiz edilecek numunenin uygun numune hazirlama
yontemlerine gore hazirlanarak cam viallere alinmasi ve cam
viallerin cihaz tizerinde belirlenen kisma yerlestirilmesi,

2. Cihazin hangi numuneyi hangi metotta ve hangi hacimde
calisacaginm belirten calisma tablosunun yazilmasi,

3. Numune vialinden belirlenen miktarda numunenin otoenjektor
vasitasiyla alinmasi ve enjeksiyon bloguna génderilmesi,

4. Enjeksiyon blogunda sicaklikla numunenin buharlastirilmast,
gerekirse tercihe gore numunenin tamaminin (splitless) veya bir
kisminin (split) tasiyict gaz yardimiyla kapiler kolona tasinmasi
ve ellisyon igleminin baslamasi,

5. Numune bilesenlerinin kolonda tutunmalarina gore ilerleyerek
(her bilesen partisyon katsayisi K’ya bagl olarak farkli
hizlarda hareket edecektir) dedektére ulasmasi ve dedektor
sinyallerinin kaydediciye iletilerek pik yiiksekligi veya pik
alan1 olarak kaydedilmesi, enjeksiyon baslangicindan dedektor
sinyalinin kaydedilmesine kadar gecen zaman o bilesen ig¢in
tutunma zamani (retention time, tR) olarak kaydedilmektedir.
Gaz kromatografi cihazlarinda tutunma zamanlarina gore
kalitatif analiz, pik alanlart veya yliksekliklerine gore de
kantitatif —analizler yapilabilmektedir. Sekil 1 de gaz

kromatografi cihazinin bilesenleri gosterilmistir (Sahin 2016)
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Sekil 1. Gaz kromatografi cihazinin boliimleri

Tasiyic1 Gaz

Gaz  kromatografisinde @ mobil faz tasiyict gaz  olarak
adlandirilmaktadir. Tastyict gaz inert olmalidir. Tastyic1 gaz olarak
argon, azot ve hidrojen de kullanilabilmesine ragmen en ¢ok helyum
kullanilmaktadir. Tastyic1 gaz olarak helyum tercih edilmesinin
nedeni hidrojen gibi potansiyel patlama tehlikesinin olmamasi ve
diger tasiyic1 gazlara gore hassasiyet diismesine sebep olmamasidir.
Gaz kromatografi cihazlarinda kullamilan biitlin ~ gazlar cihaza

girmeden once gaz filtrelerinden (molekiiler elek) gecirilmelidir.

Tastyict gaz akis hizi gaz kromatografi cihazlarinda sabit akis
(constantflow) ve sabit basing (constantpressure) olmak iizere 2
farkli sekilde ayarlanabilmektedir. Basing-akis degisikligi kullanict

tarafindan programlanmasina ragmen firin programindaki sicaklik



ESANS YAGLAR (Uretimi, Gidada ve Hayvan Beslemede Kullanimi) | 65

degisiklikleri nedeniyle sabit basing altinda akisin devamh
degisiklik gostermesi nedeniyle sabit akis modunda calisma daha

cok tercih edilmektedir (Sahin 2016).

Numune Girisi

Gaz kromatografi cihazlarinda 6rnek cihaz tizerine monte edilmis
bir otoenjektdr vasitasiyla enjeksiyon bloguna gonderilir. Enjeksiyon
blogu sicakligt numunedeki en az wugucu bilesenin  kaynama
noktasinin en az 50 °C {izerinde olmasi ayrica kolon girisinde
yogunlagmaya sebep olmamak i¢in metot baslangi¢ sicakligindan
diisik olmas1 gerekmektedir. Ornek enjeksiyon blogunun iginde
sicaklikla buharlagir, tasiyict gazla seyreltilir ve kolona girer.
Yiiksek kolon verimi ve ornekden 6rnege tasinmanin engellenmesi
agisindan kolona giren miktar onemlidir. Ornek miktarimn fazla
olmasi ve/veya yavas enjekte edilmesi (manuel enjeksiyonlarda) bant
geniglemesine ve bilesenlerin ayrilmasimin iyi olmamasina sebep
olabilir. Calisilan numunenin konsantrasyonuna goére bir kisminin
(split) veya tamamimnin (splitless) cihaza enjekte edilmesi

gerekebilir (Sahin 2016).

Kromatografik Kolon

Gaz kromatografi cihazlarinda dolgulu ve kilcal (kapiler) olmak
tizere 2 ¢esit kolon kullanilmaktadir. Onceleri dolgulu kolon
kullanilirken, giiniimiizde daha ¢ok kapiler kolonlar tercih

edilmektedir. Kolon yapiminda c¢ogunlukla paslanmaz ¢elik ve
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ergitilmis silis, nadiren de cam ve teflon kullanilir. Kolonlar kolon
firinlarina  sigmalar1 i¢in bobinler halinde sarilir. Kolonlarin sabit
faz1 kat1 veya kati yiizeyine emdirilmis bir sivi olabilir. Kullanilan
kolon tipine gore gaz kromatografisi, gaz-kat1 kromatografisi (sabit
faz kat1) ve gaz-sivi kromatografisi (sabit faz sivi) olmak {iizere
ikiye ayrilmaktadir (Sahin 2016). Gaz-kat1i kromatografisinde sabit
faz olarak silikajel, aliimina veya aktif komiir gibi maddelerin
kullanildig1, zayif adsorbsiyon prensibine dayali bu yontemde
birbirinden ayrilmasi zor ve kuyruklu pikler elde edilir. Bu yontem
daha ¢ok kiiciik molekiillii maddelerin ayrilmasinda kullanilir. Gaz-
Sivi kromatografisinde ise kolon ¢apt 0,3-0,5 mm olan kapiler
kolonlar kullanilir. Bu kolonlarda gozenekli bir kati faz {izerine
emdirilmis biiyiik molekiillii 6zel bir sivi faz bulunmaktadir. Sabit
faz1 veya dolgu maddesi 6zel bir sivi ile kaplanmis kolonlar SCOT
(supportcoatedopentubuler), i¢ yiizeyi 6zel bir sivi ile kaplanmig
kolonlar WCOT (wallcoatedopentubuler) olarak adlandirilmaktadir.
WCOT kolonlar igleri bos ve acik uglu kolonlardir. Kolonlarin i¢
ylizeyleri biiyiikk molekiillii 6zel bir sivi ile kaplidir. Bu kolonlar
bakir, aliiminyum, paslanmaz ¢elik veya camdan yapilabilmektedir

(Sahin 2016).

Kaynama noktasi genis bir aralikta seyreden bilesenler i¢in kolon
firinlariin  sicakliklart  programlanabilir olmalidir.  Bu  sekilde
ayrilma devam ederken sicaklik siirekli olarak veya kademeli olarak

degistirilebilir. Kapiler kolonlarla ¢alisirken kolon i¢inde gaz akisi
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yokken firma yiiksek sicakliklar vermemek ve cihazin calismadigi
durumlarda kolonun belli bir kondiisyonda diisiikte olsa gaz akisi
olacak sekilde bekletilmesi tekrarlanabilir sonug¢lar almak ag¢isindan
onemlidir. Bu uygulama aym zamanda kolon Omriinii de
uzatmaktadir. Gaz kromatografi cihazlarinda numune miktari, kolon
uzunlugu, ¢alisilan numuneye uygun kolon dolgu maddesi, sicaklik
programi, tasiyict gaz, tasiyict gaz akis hizi uygun bir sekilde

secilerek tatmin edici bir ayirma elde etmek miimkiindiir (Sahin 2016).

Sicakhigin Etkisi ve Kontrolii

Gaz kromatografisinde amag¢ o&rnek bilesenlerinin kolon boyunca
gaz fazinda ilerlemesidir. Kaynama noktast en yiiksek olan
bilesenin tasiyici gaz iginde siiratle buharlasmasina olanak vermek
icin kolon sicakliginin yeteri kadar yiiksek olmasi gerekmektedir.
Sicaklik yeteri kadar yiiksek degilse numune kolondan gegerken
¢ok yavas hareket edecek bu da analiz zamammnin yiikselmesine,
piklerin genislemesine ve hassasiyetin diismesine neden olacaktir.
Eger kolon sicaklifi ¢ok yiiksek olursa numune bilesenleri kolonu
hizlica terk edecek ve bu durumda da uygun bir ayrilma
saglanamayacaktir. Kolon sicakligim genis bir aralik iginde
ayarlayabilmek ve kontrol edebilmek bu nedenlerle ¢ok onemlidir.
Kaynama noktasi genis bir aralikta degisen bilesenler i¢in genellikle
sicaklik programlamasi (gradient, kademeli) yapilarak piklerin daha
iyl ayrilmast saglanabilir. Bu durumda ayrilma stirerken sicaklik

siirekli olarak veya basamaklar halinde arttirilir.  Izotermal
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caligmalarda firin sicakligi analiz boyunca sabit tutulmakta ve gec
cikan piklerde yiiksek pik genislemesi goriilmektedir. Sicaklik
programi uygulandiginda daha kisa siireli analizlerde daha diizgiin
pikler elde edilebilitken artan kolon kanamasiyla baseline

kaymalar1 goriilebilmektedir (Sahin 2016).
Gaz Kromatografi Dedektorleri

Dedektor kolonda ayrilan bilesenleri algilayan ve onlar1 elektronik
sinyallere ~ doniistiiren elektronik birimdir. Ideal bir dedektor
ilgilenilen maddelere karst  yeterince hassas,  stabil ve
tekrarlanabilirligi iyi olmalidir. Calisilacak madde konsantrasyonlar
icin yeterli bir lineer aralikta g¢alisabilmelidir. Oda sicakligindan
400°C ye kadar calisabilmelidir. Akis hizindan bagimsiz olarak
algi-cevap stiresi kisa olmalidir. Genis bir aralikta maddeye karsi
hassas olmali ve ornekten olumsuz etkilenmemelidir. Uygulandiklari
numune tiplerine goére gaz kromatografi dedektorleri Tablo 1°de

gosterilmistir (Sahin 2016).

Alev iyonlasma dedektorii gaz kromatografide en yaygin ve
uygulama alani en genis dedektorlerdendir. Kolondan gelen karigim
hidrojen-hava alevine yonlendirilir. Organik bilesiklerin ¢ogu bu
alevde piroliz edildiginde elektronlar ve iyonlar {iretirler. Olusan
bu elektron ve iyonlar alev boyunca elektrik iletkenligi saglarlar. Gaz
kromatografisi / kiitle spektrometresi (GC/MS), karmasik organik ve

biyokimyasal karigimlarin analizi i¢in kullanilan gliglii  bir
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sistemdir. Bu uygulamada kromatografik kolondan ¢ikan bilesikler
icin ayr1 ayr1 spektrumlar toplanmir. Bu spektrumlar daha sonra
islenmek tlizere bir bilgisayarda depolanir. Kiitle spektrometresi
ayrica ucucu olmayan bilesenler iceren numunelerin analizi i¢in sivi
kromatografi ile de birlestirilmistir (LC/MS).

Tablo 1. Gaz Kromatografi Dedektorlerinin Uygulandigi Numune Tipleri
(Skoog&Leary 1992)

Dedektor tipi Uygulanan numuneler

Alev iyonlasma (FID) Hidrokarbonlar

Termal iletkenlik (TCD) Her tip bilesik

Elektron yakalama (ECD) Halojenli bilesikler

Kiitle spektrometre (MS) Her tiir i¢in ayarlanabilir
Termiyonik(NPD) Azot ve fosfor bilesikleri
Elektrolitik iletkenlik (Hall) Halojen kiikiirt veya azot
Fotoiyonlagsma uv 1sintyla iyonlagan
Fourier doniisiimlii IR(FTIR) Organik bilesikler

Her iki ikili yontemin de gelistirilmesi sirasinda ¢oziilmesi gereken en
biiylik problem, kromatografi sisteminde tasiyict gaz yada sivi ile
biiylik 6l¢iide seyrelmenin olmasi yani tastyict miktarinin numuneye
gore ¢ok olmasidir. Bu nedenle, numuneyi kiitle spektrometreye
gondermeden 6nce bu gaz ya da siviy1r uzaklastirmak i¢in yontemler

gerekir (Sahin 2016).
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GC ile UY Bilesenlerinin Tanimlanmasi

Gaz kromatografi (GC), bilimin pek c¢ok alanindan oldugu gibi,
UY’larin kimyasal kompozisyonunun saptanmasinda en yaygin
kullanilan temel analitik yoOntemlerde biridir. Kromatografik bir
islemle bir ornek karistminin ¢ok iyi bir sekilde birbirinden
ayrilmasini saglamak miimkiindiir. GC, bir sabit faz ve bir de
hareketli faz arasinda molekiillerin bu fazlardaki kalma stirelerine
bagli olarak ger¢eklesen bir ayirma yontemi olarak da kisaca
tanimlanabilir. Ancak bu ayirma isleminin ardindan her bir ayrilan
molekiiliin kimyasal yapisimin saptanmasi i¢in, spektroskopik veye
spektrometrik detektorler araciligi ile  ikinci analitik ¢alisma daha
gereklidir. Bu asamada da en yaygin kullanilan uygulama GC-MS
(Gaz Kromatografisi- Kiitle Spektroskopisi) yontemidir (Jennings ve

Shibamoto,1980).

UY bilesenlerinin tam ve dogru tammlanmasinin yapilmasinda
uygulanan GC c¢alisimla kosullarinin iyi saptanmast oldukga
onemlidir. Bu basarili ayirma isleminde; kolon se¢imi, firin sicaklik
programi, hareketli fazin (gaz) akis hizi, enjeksiyon modu
(split/kolona dogrudan/pulsed) ve dedektdr sisteminin segimleri
oldukc¢a 6nemlidir. Detektor sistemi olarak yaygin olarak tercih edilen
kiitle spektrometresi (MS), yeni veya bilinmeyen molekiillerin
saptanmasi, geometrik izomerlerin ayirt edilebilmesi konusunda
olduk¢a yardimei bir analitik yontemdir. Bunun yani sira, oldukga

giiclu bir teknik olan niikleer magnetik rezonans spektrometresi
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(NMR), Infrared (IR) ve Raman spektroskopi teknikleri de UY’larin
saptanmasinda kullanilmaktadir (Daferera ve ark., 2002); (Tomi ve
Casanova, 2006); (Schulz ve Baranska, 2007); (Sparkman ve ark.,
2011). Bu boliimde GC tekniklerinden bahsederken tek ve ¢ok boyutlu

teknikler olarak bir isimlendirme ad1 altinda yapilacaktir.

Tek Boyutlu GC Teknigi

GC ile UY analizlerinde en temel calisma, UY bilesenlerinin,
spektrometirk bir dedektoriin kullanilmadig bir sistemde molekiillerin
tanimlanmast FID, TCD detektorlerden saglanan kromatografik
verilerden yararlanarak yapilir (Kovats indisi, Lineer alikonma indisi,
goreceli alikonma(trr) zamani, mutlak alikonma siiresi (tr) gibi). Bu
verilen standart molekiillerin verileriyle kiyaslanir. Bunun i¢in UY
molekiillerinin tiim kromatografik ayirma kosullarinin (kolonun cinsi,
firin sicaklik programi, hareketli fazin akis hizi, detekt6r) birebir,
kiyaslanacagi standart molekiiliin ayirma kosullar1 ile ayni olmasi
gereklidir. Bu teknik i¢in en yaygin 6rnek GC-FID ve GC-TCD

sitemidir.

GC sisteminde UY bilesenlerinin ayrilmasi, kromatografi kolunun i¢i
ylizeyi (sabit faz) ve hareketli faz (gaz, N,, He veya H;) arasindan
dagilma oranlarina baglh olarak gergeklesir. Bu ayrilmanin 6ncesinde
ise analiz Orneginin ucucu fazda olmasi gereklidir. Bu asama,
enjeksiyon kisminda sicakligin 200 °C veya iistiinde tutulmasiyla

saglanir. Enjeksiyon portunda buharlastirilan UY bilesenlerinin ~0.2
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mm i¢ ¢apina sahip kolonun, dolgu materyali {izerinden (sabit faz;
polar, apolar veya inert) hareketli faz (gaz) yardimiyla hareket
ettirilerek biribirden ayrilirlar. Bu ayrilma, sicaklik kontrollii bir
islemdir. Ayirma iglemi sirasindan uygulanan sicaklik programi islem
sirasindan, kromatografi kolonun kosullarinin degismesini saglar
boylece ayirma basariyla tamamlanir. Ayrilma sirasinda detektore
ulasan bilesenler, i¢inde bulundugu karisimindaki miktarina gore bir

goreceli bir miktar dagilimi gosterir (Sekil 1).
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Sekil 1. Lavandula stoechas Cigeklerinin Subkritik Su Ekstraksiyonu
(Sbewe), Hidrodestilasyon (HD) Ve Ultrases Destekli Ekstraksiyon (USE)
Yontemleri ile Hazirlanmis Ugucu Yaglarinin GC-MS Kromatogrami (Giray
ve ark., 2008)
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Kromatografik ayirma, dort ana birimden olusur: giris, ayirma,
dedeksiyon ve data toplama. Bir GC islemi ile ayrilacak analiz
Orneginin yeterince ugucu ve ayni zamanda termal olarak kararli
olmasi gereklidir. Bu nedenle, GC analizine uygun olmayan analitler
arasinda iyonik veya c¢ok polar maddeler, 1siya dayanikli veya yiiksek
molekiiler agirlikli bilesikler bulunur. GC ile analize uygun
molekiiller konusunda 1iyi birer kaynak olarak Handbook of
Derivatives for Chromatography (Blau ve Helket (1993) ve Modern
Derivatization Methods for Separation Sciences (Toyo’oka, 1999)

verilebilir.
Tek Boyutlu GC Tekniginde Kullanilan Kolonlar

UY’lar genellikle ¢ok fazla sayida bilesenden olustugu ve aym
zamanda g¢esitli izomerik (geometrik, stereoizomerik, yapisal)
formlarda oldugu i¢in bunlarin ayrilmasinda kolon se¢imi 6nemlidir.
Genel olarak uzun (50 - 60 m) ve i¢ capr kii¢iik ( ¢ogunlukla 0.25 -
0.32 mm) olan kolonlar tercih edilir. Kolon ¢ap1 ve uzunlugunun yani
sira, kolon dolgu maddesinin (sabit faz) film kalinligi da (df)
kromatografik ayirma sonucunu etkileyen onemli bir faktordiir.
Yaygin uygulama olarak -0.33 pm dir. Cok ugucu olan bilesenler i¢in
dr: 5 um olarak degisebilir. GC ayirma isleminde, sabit fazin kimyasal
yapisi ise ayrilacak molekiillerin yapisina gore tercih edilmesi gerekir.
Bunu analiz 6rneginin polaritesi belirler. UY larin hem polar hem de
apolar bilesenler igerdigi g6z Oniinde bulunduruldugunda, polar

(polietilen glikol) ; apolar [% 100-poli(dimetilsiloksan) veya % 5-95-
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fenil-poli(metil siloksan) karisimi kolonlar tercih edilir. GC ile ayirma
isleminde, ugucu bilesenlerin analizi i¢in kolon baslangi¢ sicakligi
yaygin olarak 35-50 °C tercih edilir; UY larin dogasi geregi yliksek
bir kolon son sicakligina ihtiya¢ olmayabilir (200-250 °C). Bunlarin
yant sira kolon 1sinma hizi, kolonun uzunlugu ile iligkili olmak {izere,
uzun kolonlar i¢in 3—4 °C/min, kisa kolonlar i¢in (30 m) 5-7 °C/min
veya biraz daha hizli olabilir. Ancak hemen belirtmek gerekir ki,
sicaklik programi uygulanarak yapilan bu analitik ¢aligma i¢in verilen
bu degerler opsiyoneldir. UY molekiillerinin kimyasal kompozisyonu

bu degerlerin degismesine neden olabilir (Hinshaw ve Ettre, 1994).

Yillar i¢inde cihazlarda ve gelistirilen analiz yontemlerindeki hizli
ilerleyisler, kapiler kolonlarin kullanildigi GC’lerde ¢ok hizli ve
hassas ¢aligsmalar yapilmasina olanak saglamistir. GC i¢in kararl kiral
kolonlarin gelismesiyle (bu sabit fazlar ¢ogunlukla siklodekstrin
esaslidir) enantiyomerik UY molekiillerinin tanimlanmasina da olanak
saglamaktadir. Bu sekilde tanimlamalar UY kalitesini kontrol etmede
olduk¢a Onemlidir. Ancak literatiirde yer alan pek c¢ok arastirma
sonucundan tek bir “evrensel kirla kolon” c¢ikarimi yapabilmek

miimkiin degildir (Konig, 1998); (Bicchi ve D’ Amato, 1999)
Tek Boyutlu GC Tekniginde Kullanilan Enjeksiyon Sistemleri

Genel olarak ugucu maddelerin kromatografik analizinde tiim
enjeksiyon sistemlerinden yararlanilir. UY analizlerinde ise klasik

split/splitless enjeksiyon sistemi tercih edilir. Enjeksiyon portunun
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sicakligit UY molekiillerinin buharlagtirilmasina yetecek diizeyde
tutulur (200-250 °C). Split mod’da calisildigina, analiz Grneginin
minimum deteksiyon limitinin tizerinde bir miktarda kolona transferi
saglanir. Splitless mod ise, ¢ok miktarda bulunan ve bunlarin yan 1sira
termal olarak kararli olmayan bilesenlerin enjeksiyonu igin uygun bir
sistemdir (Grob, 1993). Bir diger enjeksiyon sistemi sicaklik-
programli enjeksiyonlardir (Programmed-temperature injectors PTV).
Daha ¢ok, c¢ok derisik (0rnegin ekstraksiyon ortamindan dogrudan
alman UY molekiillerinin) 6rneklerin analizinde tercih edilir.
Dogrudan kolona enjeksiyon (on-column injection ) sistemi ise hem
yliksek ugucu hem de termal olarak kararli olmayan UY molekiillerin

analizine uygun bir enjeksiyon sistemidir (Grob, 1987).
Tek Boyutlu GC Tekniginde Kullanilan Detektorler ve GC-MS

GC sistemlerinde yer alan detektorler, analiz edilen molekiiller i¢in bir
sinyal tretirken, tastyici gaza cevap vermez. Kullanilan dedetorler,
refraktif indeks, floresans, iyonik akim, 1s1l iletkenlik (TCD) ve foton
emisyon gibi fiziksel 6zelliklerden yararlanarak analiz Orneklerine
cevap verirler. TCD veya infrared (IR) detektorler genel olarak tiim
molekiillerin saptanmasinda kullamlabildikleri i¢in bunlara “evrensel
dedektorler” de denir. Bunlarin disinda, azot-fosfor detektér (NPD),
elektron-yakalama (ECD), alev-fotometrik detektor (FPD), 1s1l enerji
analizor (TEA) ve atomik emisyon detektér (AED)de diger &zel
dedektorler arasinda yer alir. Bunlarin diginda en 6zel detektorlerden

bir digeri ise Kiitle Spektrometresi (MS) dir (Dressler, 1986).
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GC ve MS kombinasyonu, UY analizlerinde ¢ bagimsiz
parameterenin saptanmasini saglar. Bunlar: analitin alikonma zamani
(tr), iyonlagan analitin ayrilma zamani ve MS detektore ulasan her bir
molekiiliin miktar1 (sinyal yiiksekligi) (Scheinemann ve ark., 2012).
Bunun yani sira, GC- MS kombinasyonunda headspace enjeksiyon
miimkiindiir ve boylece; diisiik deteksiyon limiti, iyi secicilik, hizl
analiz siiresi, atmosferik basing altinda ¢alisma ve analiz 6rnegi igin
on hazirlik gerektirmemek gibi avantajlar1 vardir. UY lar hakkindaki
mevcut bilgiler, GC-MS teknigi kullanilarak saglanmistir (Daferera ve
ark., 2000); (Giray ve ark., 2008); (Jiang ve ark., 2011). GC-MS
sisteminde analiz, molekiillerin iyonlastirilmasini gerektirir. Bu
iyonlagma ardindan, elektron bombardimani (EI, 70 eV, enerji, en eski
ve yaygin elektron iyonlastirmasi yontemi) ile molekiilde kovalent
baglarda kirilmalar ile molekiilden par¢alanma iiriinleri elde edilir. Bir
diger iyonlagsmasi yontemi de kimyasal iyonlasmadir (KI). Bu yontem,
EI yontemi ile molekiiler iyon sinyali olusturamayan molekiillerin
iyonlagtirllmasinda tercih edilir. Analiz 6rneginin dogasina bagl
olarak, uygun bir reaktif gaz ile molekiilden pozitif veya negatif
iyonlar olusur. KI sirasinda protonlanmis (MH"), deprotonlanmis (M-
H™) veya elektron almis (M—) molekiiler iyonlar olusur. Analitin
molekiil kiitlesi bu modifiye edilmis molekiiler iyon kiitlesinden
saptanir. GC-MS ile elde edilen sonuglarin yorumlanmasi sirasinda,
karigimlardaki maddelerin molekiiler yapisinin yiiksek bir dogrulukla
saptamak cok onemlidir. Ozellikle tiim analitler icin sertifikali

standart maddelerin temin edilmesinin miimkiin olmadig: durumlarda,
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bu ¢alismalar ¢ok daha yiiksek dikkat gerektirmektedir. Bu
degerlendirmeler sirasinda ticari olarak temin edilen veri

tabanlarindan (NIST, WILEY, vb) da yararlanilir.

MS larinin degerlendirilmesi islemlerinde pargalanma triinlerinin
kiitlesi (m/z ) ve siddeti ( goreceli bollugu), molekiildeki kovalat
baglarmin gliciine gore degiskenlik gosterir. Parcalanma {irtinleri
denilen bu iyonlarin dagilimi, her bir molekiile 6zgii oldugu igin
yapinin aydinlatilmasinin hatasiz olmasina olanak saglar. Hatta bu
izomerik molekiiller i¢in de gecerlidir. Oregin karvakrol ve timol,
yapt izomeri iki dogal monoterpen fenol bilesigidir ve bunlarin
MS’lar1 neredeyse birebir aynidir. Ama GC-MS sisteminde, farkli
polariteye sahip kolonlarda yapilan ayirma islemlerinden elde edilen
lineer alikonma indislerinden (LRI) yararlanilarak ayirt edilmeleri

miimkiindiir (Sekil 2).
iki ve Ug Boyutlu GC Teknigi

Iki boyutlu GC tekniklerinden biri GC-GC teknigidir. Bu sistemlerde
iki farkli polariteye sahip kolon birbirinden bagimsiz olarak pes pese
kullanilir. Genellikle ilk kolon diisiik polariteye sahip bir sabit faz
icerirken, ikinci kolonun dolgu maddesi daha polar bir materyal olarak
secilir. Ancak sunu da belirtmek gerekir ki; farkli molekiiller farkli
mekanizmalarla ayrilirlar, dolaysiyla kolon kombinasyonlari
konusunda kesin bir kural yoktur. Genel olarak birinci kolonda ayrilan

molekiiller, ikinci kolona aktarilarak orada da ikinci ayirma islemi
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gergeklesir. Ancak, GC- GC teknigi, ilk kolon uygulama asamasinda
yavas ilerleyen bir sicaklik programi gerektirmesi, data isleminin
kolay olmayis1 ve tercih edilebilir bir cihaz uygulamasi olmamasi gibi
dezavantajlara sahiptir (Marriott ve ark., 2003); (Namara ve ark.,

2007).

Uc boyutlu GC tekniginin en giiclii 6regi ise GC-GC -TOFMS
teknolojisidir. Bu teknikle ¢ok yiiksek c¢oOzuntrlikle UY
molekiillerinin ayrilmasi ve tam kiitle spektrumlarinin saglanabilmesi
miimkiindiir. Bu teknikle lavander (Lavandula angustifolia) UY ve

paculi (Pogostemon cablin) UY ‘nin kimyasal kompozisyonu tam

olarak aydinlatilabilmistir (Shellie ve ark.,2001); (Wu ve ark., 2004).
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1.2.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

HPLC cihaz1 genel olarak 8 kisimdan olusur; Mobil faz (¢oziicii)
sigeleri, degasser (mobil faz igerisinde bulunan eriyik gazlarin
giderilmesi i¢in kullanilan bir sistem), pompa, enjektor, kolon firini,
kolon, dedektor, kaydedici, bu kisimlardan bazilar1 ¢alisilacak
numuneye ve cihaz marka, modeline gore degisiklik gosterebilir (Eser
& Dingel, 2018) . UY analizlerinde, HPLC sistemi yaygin olarak UV
detektorle birlikte kullanilir (HPLC-UV). Hassas ve sec¢imli olma
ozellikleri nedeniyle giivenilir bir yontem olmasinin yani sira, UY
bilesenleri arasindan uguculugu az olan molekiillerin analizlerinde
tercih edilir (Bonaccorsi ve ark., 1999); (Marin ve ark., 2000). Piry
ve Pribela, ters-faz HPLC-UV ( reversed-phase HPLC-UV) teknigi
ile frenk tiziimt ( Ribes nigrum L.) UY’larinin basarili bir ayrima
Orneginin vermektedir ( Piry ve Pribela, 1991). Bonaccorsi ve ark., da
narenciye (Citrus) UY’lariin oksijenli hetereosiklik molekiillerinin
HPLC teknigi ile ayrilmasina 6rnekler vermislerdir (Bonaccorsi ve

ark., 1999).
1.3. ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Yapisina bagli olarak tabaka molekiillerin ayirmasini (1) ¢oziinenlerin
¢Ozeltiden, tabaka partikiillerinin ylizey aktif gruplarina fiziksel
sorpsiyonuyla (adsorpsiyon), (2) tabaka iizerinde tutulan sabit sivida
molekiillerin ¢oziilmesiyle (dagilma), (3) iyonlarin tabakanin zit yiikli

kisimlariyla  etkilesmesiyle (iyon degistirme) veya molekiil
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boyutlarina veya (4) sekillerine bagli olarak ¢6ziinenlerin tutulmasi
(boyut eleme) ile saglar. ITK’da dahil olmak iizere tiim kromatografik
tekniklerde temel amag bir karigim igerisindeki bilesenleri ayirmaktir.
Ozellikle uzak doguda malaryaya kars: kullamlan yillik pelin otunda
(Artemisia annua) seskuiterpen olan etkili maddesi artemisinin, 1siya
maruz kaldiginda artemisinin A ve B olarak ikiye ayrildig1 igin hizli
ve giivenilir analizinde ITK ve TLC-densitometri kullanilmaktadir

(Mert, 1999; Mert ve ark., 2002) (Sekil 3 ve 4).

Sekil. 3. Yillik Pelin Otunda ITK Artemisinin Analizi (Coziicii: N-Heksan:Dietileter
1:1, Belirteg: Glasial Asetik Asit-Konsantre H>SOs-Anisaldehit 50:1:0.5).
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Sekil 4. Yillik Pelin Otu Yaprak Orneginin iTK Densiogrami (Camag Scanner-II).

SONUC

Ugucu yaglarin kullanim alanlar1 her gecen giin artmakta, endtistrinin
farkli alanlarinda yer almaktadir. Gerek dogal floradan gerekse tarimi
yapilan bitkilerden elde edilen UY’larin oran ve bilesenleri gesitli
faktorlerin etkisiyle degismekte, bununla beraber Diinya pazarlari,
kozmetik ve ilag sektorii etken madde miktar1 ve kalitesi yiiksek ve bu

yonleriyle “standart {iriin” talep etmektedir. Ugucu yaglarin kalite



82 | ESANS YAGLAR (Uretimi, Gidada ve Hayvan Beslemede Kullanimi)

degerlendirmelerinde  bilesimlerinin  farmakopi ve kodekslerde
belirtilen standartlara uygunlugu ve bilesenlerin tanimlanmasinda,
tahsis de analiz yontemleri 6ne ¢ikmaktadir. Kompleks organik ve
biyokimyasal karigimlar olan UY’larin ayrilmasinda segilen
yontemin, UY’a uygun, hizli, giivenilir ve ekonomik olmasi

gerekmektedir.
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