Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligindan:

TURK GIDA KODEKSI ZEYTINYAGI VE PIRINA YAGI NUMUNE
ALMA VE ANALIZ METOTLARI TEBLIGI
(TEBLIG NO:2014/Taslak)

Amac

MADDE 1- (1) Bu Tebligin amaci, zeytinyagi ve pirina yaginin resmi kontrolleri i¢in
numune alma ve analiz metotlarin1 belirlemektir.

Kapsam

MADDE 2- (1) Bu Teblig, zeytinyag1 ve pirina yagmnin numune alma ve analiz
metotlarin1 kapsar.

Dayanak

MADDE 3- (1) Bu Teblig,

a) 29/12/2011 tarihli ve 28157 3 {incli miikerrer sayilt Resmi Gazete’de yayimlanan
Tiirk Gida Kodeksi YOnetmeligine dayanilarak,

b) 2568/91/EEC sayili Zeytinyag1 ve Pirina Yagimin Karakteristiklerini ve Ilgili Analiz
Metotlarini Belirleyen Komisyon Tiiziigiine paralel olarak
hazirlanmustir.

Tanimlar

MADDE 4- (1) Bu Teblig’de gecen;

a) Bakanlik: Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligini,

b) Birincil numune: Partinin rasgele bir yerinden olusturulan homojen numuneyi,

c) Karar agaci: Bu Teblig kapsaminda yer alan iiriinlerin 6zelliklerini tespit etmek icin
kullanilan sistematik islemler dizinini,

¢) Laboratuvar numunesi: Birincil numuneden ayrilan ve birincil numuneyi temsil eden
numuneyi,

d) Parti: Numuneyi alan kontrol gorevlisi tarafindan; orijin, ¢esit, paketleyici veya
gonderici firma, ambalaj tipi, isaretleme gibi 6zelliklerinin ayni1 oldugu belirlenen ve bir
seferde teslim edilen, analitik oOzellikleri bakimindan homojen oldugu kabul edilen
tanimlanabilir miktardaki yag,

e) UZK: Uluslararas1 Zeytin Konseyi’ni (I0C),
ifade eder.

Numune alma

MADDE 5- (1) Bu Teblig kapsaminda yer alan iiriinlerin resmi kontrolii i¢in numune
alma usul ve esaslar1 Ek-1A’da yer almaktadir.

Karar agaclan

MADDE 6- (1) Bu Teblig kapsamindaki iirlinlerin degerlendirilmesinde Ek-1B’de yer
alan karar agaclar1 kullanilabilir.

(2) Karar agacinin uygulanamadigi durumlarda analizler 7/8/2010 tarihli ve 27665 sayili
Resmi Gazete’de yayimlanan TGK-Zeytinyag1 ve Pirina Yagi Tebliginde yer alan kriterler
dikkate alinarak uygun bir siralamada gergeklestirilebilir.

Analiz metodu Kriterleri

MADDE 7- (1) Bu Teblig kapsaminda yer alan iirlinlerin resmi kontrolii i¢in analiz
metodu kriterleri agagidaki eklerde yer almaktadir.

a) Ek-2: Serbest Yag Asitligi Tayini

b) Ek-3: Peroksit Degeri Tayini

¢) Ek-4: Kapiler Kolonlu Gaz Kromotografisi ile Mumsu Maddelerin Tayini

¢) Ek-5: Kapiler Kolonlu Gaz Kromatografisi Ile Sterol ve Eritrodiol+Uvaol

(Triterpenik dialkoller) Bilesiminin ve Miktarinin Tayini

d) Ek-6: Kapiler Kolonlu Gaz Kromatografisi ile Mumsu Maddelerin, Yag Asitleri

Metil Esterleri ve Yag Asitleri Etil Esterlerinin Tayini

e) Ek-7: 2- Gliseril Monopalmitat Yiizde Miktarinin Tayini

f) EK-8: Ultraviyole Isiginda Ozgiil Sogurma Tayini

g) Ek-9A: Yag Asitlerinin Metil Esterlerinin Gaz Kromatografisi ile Tayini

g) Ek-9B: Yag Asitlerinin Metil Esterlerinin Hazirlanmasi

h) Ek-10: Ugucu Halojene Coziiciilerin Tayini



1) Ek-11: Natiirel Zeytinyaglarina Ait Duyusal Ozelliklerin Tespiti

1) EK-12: Pirinada Yag Miktar1 Tayini

J) EK-13: Stigmastadienlerin Tayini .

k) Ek-14: Gergek ve Teorik ECN 42 Trigliserid Igerigi Arasindaki Maksimum Farkin
Tayini

I) EK-15: Kapiler Kolonlu Gaz Kromatografisi ile Alifatik Alkol Miktarinin Tayini

m) Ek-16: Zeytinyaginda Yabanct Yagin Tespiti

Yiiriirliikkten kaldirilan teblig

MADDE 8 — (1) 7/8/2010 tarihli ve 27665 sayili Resmi Gazete’de yayimlanan Tiirk
Gida Kodeksi Zeytinyagt ve Pirina Yagi Numune Alma ve Analiz Metotlar1 Tebligi (Teblig
No: 2010/36) yiiriirliikten kaldirilmigtir.

Yiiriirlik

MADDE 9 — (1) Bu Teblig yayim tarihinde yiiriirliige girer.

Yiiriitme

MADDE 10 — (1) Bu Teblig hiikiimlerini Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakani yfiriitiir



EK-1A
Numune Alma Metotlar1
(1) - Genel hiikiimler
a) Numune, kontrol gorevlisi tarafindan alinmalidir.
b) Incelenecek olan her partiden ayri numune alinmalidir.
¢) Numune hazirlama ve numune alma asamalarinda asagidaki kriterlere uyulmalidir.

1) Numune alinacak partinin gida giivenilirligini ya da biitinligini etkileyecek
herhangi bir degisiklikten kag¢inilmalidir.

2) Numunenin hazirlanmasi ve saklanmasi sirasinda analiz sonuglarini olumsuz
etkileyebilecek dis etkenlerden korumak icin gereken tedbirler (1s1 ve 1s18a maruz kalmamali,
numune kabi tam olarak doldurulmali ve hava almayacak sekilde kapatilmalidir vb.)
alimmalidir.

3) Numuneyi alan kisinin giivenligini saglamak icin tiim tedbirler alinmalidir.
4) Laboratuvar numunesinin partiyi temsil ettiginden emin olunmalidir.

d) Numune, tasima ve depolama esnasinda serin ve kuru yerde 151k gormeyecek sekilde (koyu
renk torba veya kutuda) muhafaza edilmelidir. Numunelerin taginmasi ve depolanmasi
sirasinda numunenin icerigini degisimden koruyacak 6nlemler alinmalidir. Numune alindiktan
sonra en kisa siire iginde laboratuvara gonderilmeli ve bu siire Ekim’den Mayis’a kadar olan
donemde alindiklar1 giinden sonraki onuncu is gilinlinii ve Haziran’dan Eyliil’e kadar olan
donemde alindiklar1 giinden sonraki besinci is giinlinli gegmemelidir.

e) Alinan her numune, alindig1 yerde miihiirlenmeli ve tanimlanmalidir. Her numune igin,
temsil ettigi partiyi acik¢a tanimlayacak sekilde kayit tutulmalidir. Bu kayitta numune alma
tarihi, saati ve yeri; numunenin tiirii ve analizi yapacak kisiye yardimci olacak diger bilgiler
yer almalidir.

f) Numune alma cihazlari, yardimer cihazlar ve numune alma kaplari, numune alinan yag ile
kimyasal olarak etkilesmeyen ve kimyasal tepkimeleri hizlandirmayan uygun malzemelerden
yapilmis olmalidir. Numune alma cihaz ve malzemeleri EN ISO 5555’den faydalanilarak
belirlenmelidir.

(2) = Numune alma

Bu numune alma yontemi ambalajlanmis zeytinyaglr ve pirina yagi partilerine uygulanir.
Ambalaj biikliigiiniin 5 litreye kadar veya 5 litrenin iizerinde olmasina bagli olarak farkl
numune alma yontemleri uygulanir.

a) Partinin kategorisinin dogrulanmasi

Parti kategorisini dogrulamak amaciyla; Tablo 3’e gore partinin farkli noktalarindan birincil
numune alinir, ihtiya¢ durumlarinda birincil numune sayisi artirilabilir.

Tablo 1 Parti biiyiikliigiine gore belirlenecek birincil numune sayisi

Partinin biiyiikligii (L) Birincil numune sayisi

<7500 1

7500-25000

25000-75000 3




75000-125000 4

> 125000 ve her 50000 artis 6 ve 1 ekstra birincil numune

Bir birincil numune i¢in secilecek ambalajlar, ayni parti i¢inde birbirine bitisik ambalajlardan
olusmalidir. Her bir birincil numunede belirtilen analizler yapilir. Bir birincil numunede
yapilan analiz sonuglarindan biri beyan edilen yag kategorisine uymuyorsa partinin
tamaminin ilgili kategoriye uymadigi beyan edilir.

b) Birincil numunenin igerigi
1) Ambalaj Biiyiikliigi < 5 L

Yag 5 litreyi agmayan ambalaj biiyiikliiklerinde bulunuyor ise bir birincil numune ‘Tablo 1’e
uygun olarak olusturulur.

Tablo 2 — Birincil numunenin olusturulacagi minimum biiyiikliik

Birincil numunenin ihtiva edecegi
yag
>1 1 ambalaj

Ambalaj biiyiikliigii (L)

Toplam miktari en az 1 L olacak en

<1 az sayidaki ambalaj

2) Ambalaj Biiyikligi > SL

5L’yi gecen ambalaj biiyiikliikleri i¢in bir birincil numune; Tablo 2’de belirtilen sayidaki
ambalajlardan azaltma islemiyle alinmis miktarlarin birlestirilmesiyle olusturulan temsili
kismi ifade eder.

Tablo 3 — Birincil numunenin olusturulmasi i¢in secilecek ambalaj sayisi

Partideki ambalaj sayisi Secilecek en az ambalaj sayisi

<10

11-150

151-500

501-1500

1501-2500

OB W N

> 2500 ve her 1000 artis ekstra ambalaj

Ambalajlarin  hacmini azaltmak amaciyla, ambalajlarin icerigi birincil numunenin
hazirlanmasi i¢in homojen hele getirilir. Hava ile temastan korunacak sekilde farkli
ambalajlar bir kaba bosaltilarak karistirilir ve homojen hale getirilir.

Hazirlanan karisimdan en az 1L hacimli birincil 6rnek kaplara yeteri miktarda numune
almir. Her bir kap hava iist tabakasini minimum hale getirecek sekilde doldurulmali ve daha
sonra uygun sekilde kapatilmalidir ve miihiirlenmelidir.

(3) Analizler ve sonuclar

Her bir birincil numune laboratuvar numunelerine bélinir ve EkIB’de verilen karar
agaclarina gore veya herhangi bir baska siralamaya gore analiz edilir.



Tiim analiz sonuglar1 beyan edilen yag kategorisinin 6zelliklerine uygun ise, partinin beyana
uygun oldugu rapor edilir.

Tek bir analiz sonucu beyan edilen yag kategorisine uygun degilse, partinin beyana uygun
olmadig1 rapor edilir.

Notlar:

1. Analiz sonuglar Tiirk Gida Kodeksi Zeytinyagi ve Pirina Yag1 Tebliginde belirtilen kalite
ve saflik kriterleri ile ayn1 ondalikla ifade edilir.

2. Analiz sonuglar ifade edilirken virgiilden sonraki rakam 4’ten biiyiikse deger 1 artirilir.

EK-1B
Karar Agaci

a) Tirk Gida Kodeksi-Zeytinyag1 ve Pirina Yag1 Tebligi’nin Ek-1’inde belirtilen kriterlere
uyum gosterildiginin teyit edilmesi amaciyla tiim zeytinyagi ve pirina yaglarina uygulanir.

b) Karar agacinda belirtilen analizler, karar agacinda yer alan kararlardan birine varilana
kadar uygulanmak suretiyle gosterilen sirayla gergeklestirilmelidir.

c) Tirk Gida Kodeksi-Zeytinyag1 ve Pirina Yag1 Tebligi’nde degisiklik olmasi durumunda
karar agacinda s6z konusu Tebligdeki degerler kullanilmalidir.

¢) Karar agaclar1 asagidaki tablolarda yer almaktadir.



Genel Tablo

Zeytinyagina ve pirina yagina dair beyanat

Natirel Sizma Zeytinyagi
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Yag tlirli beyan edilen
Kategoriye uygundur.

Yag tiiri beyan edilen

kategoriye uygun

degildir.

JJ : bir 6nceki kutuda belirtilen kriterlere uyum durumunda (olumlu yanit) izlenecek olan yolu gostermektedir.

¢~ : Kesik ¢izgi (----) uygunsuzluk durumunda izlenecek olan alternatif yolu géstermektedir.

<




Tablo 1

Natiirel Sizma Zeytinyagi

Serbest asitlik, (oleik asit cinsinden e ~~
%) il Yag tlirii beyan edilen .

! kategoriye uygun \

1
1
:
1
1
1
|
1
|
p 4

<0,8 >0,8 r=-
M

Peroksit degeri, (meq aktif
oksijen/kg yag )

! degildir. )
\\ (a) //

<20 >20

{1

1
14
n
rn
L S —
-

1

Ultraviyole isiginda 6zgiil

1

I
1
1
1

sogurma S~o

T
1
1
1
1

1

7

\
\
1

7

E,70<0,22 E;70>0,22

g Ultraviyole 1siginda 6zgiil

|

1

1
-

sogurma

I Yag tiirt beyan edilen \
Delta E <0,01 | Delta E >0,01 ! .

, kategoriye uygun
i degildir.
\ (b) /

{/ Ultraviyole isiginda 6zgiil
sogurma
E,3,<2,50 E,3,>2,50 r=--

r
1
]
R )

L

Duyusal analiz

S
v,

v

S
N

Meyvemsilik Meyvemsilik  |__---"""
medyani medyani
(Mf) >0 ve Mf=0

Meyvemsilik
Kusur medyani

(Md)=0

medyani
(Mf)>0ve  [~777°°
kusur medyani
(md) >0

4

1
1
1
®---

21

7
asidi etil esterleri* (FAEE)

(mg/kg) Lo

{'7 ! * <40 mg/kg (2014 yilinda)
l <35 mg/kg (2015 yilinda
Evet Hayrr  |-=----- » gl ( Y )

! <30 mg/kg (2016 yilinda)

UQ(<

Ya

Y
|| Yag kategorisi kalite kriterleri agisindan beyan edilen sekildedir. ||

(a) Natiirel birinci veya ham zeytinyagina bakiniz (Kalite kriterleri-Tablo 2 veya Kalite ve Saflik kriterleri-Tablo 4)
(b) Ham zeytinyagina bakiniz (Kalite ve saflik kriterleri-Tablo 4)



Tablo 2

Natiirel Birinci Zeytinyagi

Serbest asitlik (100 g da
oleik asit cinsinden)

<2,0 >20  fp-----

}

Peroksit degeri (meq aktif
oksijen/kg yag )

|

\'4
Ultraviyole 1siginda 6zgiil
sogurma

E;70<0,25 E,7>0,25 [-----

Il

>
1
1
1
1
1
1
1
1
|
1
<20 >20 fp----- >
|
1
1
1
1
1
1
1
1
|
1
»:
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

UItrav\igfoIe 1siginda &zgiil /// Yag tiirti beyan edilen \\
sogurma l,' kategoriye uygun \“
Delta E Delta E i h‘\ degildir. ,’l
<0,01 >01 [ 7T g (@)
M i ~o PP
10 ! el -7
Ultraviyole 1siginda 6zgil i _______
sogurma '
i
E,5,<2,60 E;2>2,60 [------ *.
i
| |
Vv Duyusal analiz i
|
Meyvemsilik medyani Meyvemsilik medyani i
(Mf) >0 ve (Mf)=0 veya |
Kusur medyani Meyvemsilik medyani -
(Md) £3,5 (Mf) > 0 ve Kusur
medyani (Md) > 3,5
ik
Yukaridaki parametrelerin degerleri natirel el N
sizma zeytinyagl kalite kriterlerini karsiliyor /’/ N
mu? (Tablo 1) 7 Yag tiirli beyan edilen
/ kategoriye uygun
Hayir 2 _N\\ degildir.
]! (b)
|| Yag kategorisi kalite kriterleri agisindan beyan edilen sekildedir. || e - -

(a) Ham zeytinyagina bakiniz (Kalite ve saflik kriteri Tablo 4)
(b) Natiirel s1zma zeytinyagina bakiniz (Kalite kriteri Tablo 1)



Tablo 3

Natiirel Sizma ve Natirel Birinci Zeytinyaglari

(Saflik kriterleri)

Kalite kriterleri (Tablo 1 ve 2)

Uygun Uygun Degil

|

Stigmastadienler (ppm)

<0,05 >0,05

1

Trans yag asitleri (%)

tC18:1<0,05 tC18:1 > 0,05
(C18:2+C18:3) < 0,05 t(C18:2+C18:3) > 0,05

Y

Yag asitleri kompozisyonu % m/m metil esterleri

Uygun Uygun Degil

AECN 42

<10,2I >10,21

I

U

Sterol kompozisyonu ve toplam sterol icerigi

Uygun Uygun Degil

[l

Y

Eritrodiol+uvaol icerigi (toplam steroller igcinde) (%)

<20 2,0<E+U<4,5 >4,5

l

Mumsu maddeler* ( mg/kg)

<150 > 150

M

Y

Yag kategorisi kalite ve saflik kriterleri agisindan beyan edilen sekildedir. ||

(a) Rafine yagin mevcudiyeti (zeytin veya digerleri)

(b) Pirina yaginin mevcudiyeti

Yag tlrl beyan edilen
kategoriye uygun
degildir.

Yag tlrl beyan edilen
kategoriye uygun
degildir.

(a)

S~ -

Yag tiirli beyan edilen
kategoriye uygun
degildir.

~< -

Yag tiirli beyan edilen
kategoriye uygun
degildir.

(b)

* C42+C44+C46



Serbest asitlik ( oleik asit cinsinden %)

leo 4 Ham ZevtinD

>2,0 <20
Kalite kriterleri (Tablo 1, 2) ,’/ Yag tiird beyan edilen \\\
/ kategoriye uygun K
T h
\Tuyg“” Degil Uygun > degildir. ;
L \\\ (a) /,/
Stigmastadienler N il
<0,50 >050  frommeee- » T
s : e .
Trans yag asitleri ( %) i Lo <.
HRNY 7 Yag tiir(i beyan edilen
. . 1 hES ’
tC18:1<0,10 tc1e:1>010 | > il: kategoriye uygun
t(C18:2+C18:3) < 0,10 t(C18:2+C18:3) > 0,10 \ degildir.
R . . . (b) .
Yag asitleri kompozisyonu % m/m metil esterleri N Pt
Uygun UygunDegil [ ________ N o
1
| | pemT T .
I e RS
AECN 42 : e Yag tiirli beyan edilen
<03 >03 = f-------- p----- N\I kategoriye uygun
[ | AN degildir.
1 Mo .
Sterol kompozisyonu ve toplam sterol icerigi | Teeil . -7
Uygun UygunDegil [--=------ >
Eritrodiol+uvaol icerigi (toplam steroller icinde), (%)
<1,5 ML5<E+U<45 >45 | .. -
=42 e -
Mumsu maddeler (mg/kg) | P -
1 ,
<300 300<mumsu 350 | ->i , Yag tiirli beyan edilen
0 maddeler<350 ! ! kategoriye uygun
, e Il Loy degildir.
tC18:1<0,05% E+U<%3,5 veva alkol < 350mg/kg i \\ (c)
. Q) < o | N
t(C18:2+C18:3) < 0,05% < Uygun Uygun Degil  F------ > L >
Uygun Uygun Degil LTt ~<
2 —gliseril monopalmitat (%) ," R
J/ Yag tiirli beyan
Toplam palmitik asit(%) < 14 Toplam palmitik asit(%) < 14 ' edilen
ise<0,9 ise >0,9 -T kategoriye
Toplam palmitik asit(%) > 14 Toplam palmitik asit(%) > 14 ‘\‘ uygun degildir.
ise <1,1 ise>1,1 \\ (d)

Yag kategorisi kalite kriterleri agisindan beyan edilen sekildedir. ||

S~ -

(a) Natiirel sizma zeytinyagi, natiirel birinci zeytinyagina bakiniz (Kalite kriteri Tablo 1 ve 2 )

(b) Rafine yagin mevcudiyeti (zeytin veya digerleri)
(c) Pirina yagmin mevcudiyeti

(d) Esterifiye yaglarin mevcudiyeti



Tablo 5

Rafine Zeytinyagi

(Kalite kriterleri)

Serbest asitlik ( oleik asit

cinsinden %)

Peroksit degeri (meq aktif
oksijen/kg yag )

|

<0,3 >0,3

<5 >5

[
Ultraviyole isiginda 6zgiil

. Yag tiirli beyan edilen N
___________ »l kategoriye uygun !
AN degildir. .

sogurma

E»0<1,10 E»o>1,10
M
Iy

Ultraviyole 1siginda 6zgiil

sogurma

Delta E < Delta E >
0,16 0,16

Yag kategorisi kalite kriterleri agisindan beyan edilen sekildedir.

Tablo 7’ye gidiniz (Saflik kriterleri).




Tablo 6

Riviera Zeytinyagi

(Kalite kriterleri)

Serbest asitlik (oleik asit
cinsinden %)

<1,0 >1,0 L

4

1
1
|
Peroksit degeri (meq aktif '
|
1
1

oksijen/kg yag)
<15 >15 F---»
e i T N
[ ! T
! s v s ae .
Ultraviyole 1s18inda 6zgiil e >/ Yag tiirli beyan edilen
sogurma i s kategoriye uygun
! AN degildir.
E270< 0,90 Eyo> 0,90 [---M N

{

Ultraviyole 1siginda 6zgiil

sogurma

DeltaE< DeltaE>
0,15 0,15

Yag kategorisi kalite kriterleri agisindan beyan edilen sekildedir.

Tablo 7’ye gidiniz (Saflik kriterleri).




Tablo 7

Rafine ve Riviera Zeytinyagi

(Saflik kriterleri)

Kalite kriterleri (Tablo 5 ve 6)
Uygun Uygun Degil | >
1
I : J—
! /’ \\
Trans yag asitleri ( %) | 7 Yag tiirii beyan edilen N
o _____ / . \
tC18:1<0,20 tC18:1>0,20 »:r > kategoriye uygun I;
£(C18:2+C18:3) < 0,30 t(C18:2+C18:3) > 0,30 : degildir.
Yag asitleri kompozisvonu % m/m metil esterleri
Uygun Uygun Degil ~  p----- >
£'7 1 emTTTTT T S~<
! -7 \\\
AECN 42 : /" Yagturd beyan edilen
e it > kategoriye uygun /"
<03 >03 .. > degildir.
[ i e .- --7 ’
Sterol kompozisyonu ve toplam sterol icerigi '
1
Uygun Uygun Degil |
" »
Eritrodiol+uvaol icerigi (toplam steroller iginde), (%)
@ <45 >45  f----- > e Tl
! Rl Yag tiirii beyan edilen X
Mumsu maddeler (mg/kg) i' """""" ’lrl kategoriye uygun \‘.
< 350 5350  F----- > degildir.
ll \\\ (a) //,
C18:2 < %8ise tC18:1<%0.10 t(C18:2+C18:3)<%0.20 | 00007
C18:2 > %8 ise tC18:1 < %0.10 t(C18:2+C18:3) < %0.15
Evet Hayir
2 —gliseril monopalmitat (%) ,'/ Yag tlird beyan edilen kS
[ kategoriye uygun v
toplam palmitik asit (%) < 14 ise toplam palmitik asit ! deildi
R S >\ egildir. b
<0,9 (%) >14ise <1,1 N (b) )/

Yag kategorisi kalite ve saflik kriterleri agisindan beyan edilen sekildedir.

(a) Pirina yagmm mevcudiyeti

(b) Esterifiye yaglarin mevcudiyeti



Tablo 8

Ham Pirina Yagi

Yag asitleri kompozisyonu metil esterleri (% m/m)

Uygun Uygundegil [----- P:
H I
1
1
AECN 42 |
1
1
1
<0,6 >0,6  L____ >
e e >
| I
1 \
1 \
Sterol kompozisyonu ve toplam sterol icerigi '
Uygun Uygundegil [----- >

i

Eritrodiol+uvaol icerigi (toplam steroller icinde), (%)

>4,5 1,5<E+U<4,5 <45  f----------- »
1
1l |
Mumsu maddeler (mg/kg) i
>350 300<mumsu <350 i
maddeler<3so | [T _’:
1l :
1
Alkol>350 mg/kg ve E + U > %3,5 E' """
Evet Hayir :
ﬂ ---p
2 —gliseril monopalmitat (%)
toplam palmitik asit (%) toplam palmitik asit
<1dise <1,4 (%)>14ise >1,4 | _____ >

[V

L

T

Yag kategorisi saflik kriterleri agisindan beyan edilen sekildedir.

(@) Rafine yag mevcudiyeti (zeytinyagi veya digerleri)

(b) Ham zeytinyag kriterlerine bakiniz (Kalite ve saflik kriterleri Tablo 4)

(c) Esterifiye yag mevcudiyeti

Yag tiirli beyan edilen
kategoriye uygun
degildir..

(a)

Yag tiirli beyan edilen
kategoriye uygun
degildir.
(b)

Yag tlirli beyan edilen
kategoriye uygun
degildir.

(c)



Rafine Pirina Yagi

(Kalite kriterleri)

Tablo 9

Serbest asitlik (oleik asit
cinsinden %)

>0,3

U <0,3

Peroksit degeri (meq aktif
oksijen/kg yag)

>5

<5
e):

Ultraviyole isiginda 6zgiil
sogurma

E270S2,OO

E,70>2,00

Ultraviyole isiginda 6zgiil
sogurma

DeltaE<0,20

DeltaE>0,20

i

Yag kategorisi kalite kriterleri agisindan beyan edilen sekildedir.

Tablo 11’e gidiniz (Saflik kriterleri).

Yag tiirli beyan edilen
kategoriye uygun
degildir.



Tablo 10

Pirina yagi

(Kalite kriterleri)

Serbest asitlik (oleik asit
cinsinden %)

<10 >1,0 el g

Peroksit degeri (meq aktif
oksijen/kg yag)
<15 >15 r-—-

I,/ Yag tirii beyan edilen

Ultraviyole isiginda 6zgill | L _____________ »! kategoriye uygun
\

sogurma ‘\ degildir.
E77nsl,70 E77n>1,70 ———————————————

Ultraviyole 1siginda ozgiil
sogurma

>
1
1
1
I
1
1
:
1
-
1
|
1
____H S~
1
1
1
I
1
1
1
1
1
1
1
I
1
1
1
1
1

DeltaE<0,18 DeltaE>0,18 il

Yag kategorisi kalite kriterleri agisindan beyan edilen sekildedir.

Tablo 11’e gidiniz (Saflik kriterleri).




Tablol11

Rafine Pirina Yagi ve Pirina Yagi

Kalite kriterleri (Tablo 9 ve 10)

|-| Uygun Uygun Degil p----- P:
AV4 : /
1
Trans vag asitleri (%) A ;‘\
tC18:1<0,40 tC18:1>0,40 '
t(C18:2+C18:3) < 0,35 t(C18:2+C18:3)>0,35 | >
Yag asitleri kompozisyonu % m/m metil esterleri
Uygun Uygun Degil ~  [----- P:
0 1
il i
1
AECN 42 :
|
1
<0,5 >05  [----- >
LL Fem——————- »
1 \
1
Sterol kompozisyonu ve toplam sterol miktari '
Uygun Uygun Degil  ----- >
,_|
Eritrodiol+uvaol icerigi (toplam steroller iginde) (%)
>4,5 <4,5
{f
Mumsu maddeler (mg/kg)
>350 <350  [memmmeeooe- 7
V s
C18:2 < %8 ise tC18:1 < %0,20 t(C18:2+C18:3) < %0,10
C18:2 > %8 ise tC18:1 < %0,20 t(C18:2+C18:3) < %0,15
Evet Hayir
2 —gliseril monopalmitat (%)
Toplam palmitik asit (%) < Toplam palmitik asit
14 ise (%) > 14 ise
Rafine i¢in 1,4 Rafineicin>1,4 L____
v Pirina igin <1,2 Pirina igin >1,2

U

Yag kategorisi kalite ve saflik kriterleri agisindan beyan edilen sekildedir.

(a) Esterifiye yag mevcudiyeti

Yag tiirli beyan edilen
kategoriye uygun
degildir.

Yag tiirli beyan edilen
kategoriye uygun
degildir.

Yag tiirli beyan edilen
kategoriye uygun
degildir.

Yag tlrl beyan edilen
kategoriye uygun
degildir.

(a)



Tablo 12

Karar Agacinda Yer Alan Analizler ile Eklerde Yer Alan Analizler Arasindaki Eslestirme Tablosu

Serbest Asitlik Ek -2 Serbest Yag Asitligi Tayini
Peroksit degeri Ek -3 Peroksit Degeri Tayini
UV spektrofotometrisi Ek -8 Ultraviyole Isiginda Ozgiil Sogurma Tayini
Duyusal degerlendirme Ek —11 Natiirel Zeytinyaglarina Ait Duyusal Ozelliklerin Tespiti
NPT . ) Kapiler Kolonlu Gaz Kromatografisi ile Mumsu Maddelerin, Yag

Yag asidi etil esterleri Ek-6 Asitleri Metil Esterleri ve Yag Asitleri Etil Esterlerinin Tayini
Stigmastadienler Ek —13 Stigmastadienlerin Tayini

Ek — 9A Yag Asitlerinin Metil Esterlerinin Gaz Kromatografisi ile Tayini
Yag asitlerinin trans izomerleri

Ek — 9B Yag Asitlerinin Metil Esterlerinin Hazirlanmast

Ek — 9A Yag Asitlerinin Metil Esterlerinin Gaz Kromatografisi ile Tayini
Yag asidi kompozisyonu

Ek — 9B Yag Asitlerinin Metil Esterlerinin Hazirlanmasi
AECN42 Ek_ 14 Gergek ve Tegrlk ECN 42 Trigliserid I¢erigi Arasindaki Maksimum

Farkin Tayini
Sterol kompozisyonu ve toplam EK_5 Kapiler Kolonlu Gaz Kromatografisi Ile Sterol ve Eritrodiol+Uvaol
steroller ile Eritrodiol+Uvaol (Triterpenik dialkoller) Bilesiminin ve Miktarinin Tayini
Alifatik alkoller Ek_15 Kap_zl_er Kolonlu Gaz Kromatografisi ile Alifatik Alkol Miktarinin
Tayini

Mumsu maddeler Ek -4 Kapiler Kolonlu Gaz Kromatografisi ile Mumsu Maddelerin Tayini
2-gliserol monopalmitat Ek -7 2-Gliseril Monopalmitat Yiizde Miktarmmin Tayini

1. Kapsam

EK-2

Serbest Yag Asitligi Tayini

Bu metot zeytinyagi ve prina yagindaki serbest yag asitleri miktarinin belirlenmesi ic¢in
kullanilan yontemi tanimlar. Serbest yag asitlerinin miktar1, genel olarak hesaplanan serbest
asitlik (%, oleik asit cinsinden) seklinde ifade edilir.

1.1. Prensip

Coziicli karisimi iginde numunenin ¢oziindiiriilmesi ile ¢dziicli ortamina gecen serbest yag
asitlerinin etanollii potasyum hidroksit ¢ozeltisi ile titre edilmesidir.

1.2. Kimyasallar

Tiim kimyasallar analitik saflikta olmali ve saf su kullanilmalidir.

1.2.1. Coziicl karigimai:

Dietil eter ve % 95 lik (v/v) etanoliin 1:1 (v/v) oraninda karigimi1

Her 100 mL’lik etanol-dietil eter karistmi (v/v), kullannomdan hemen 6nce 0,3 mL
fenolftalein indikatorii esliginde etanollii potasyum hidroksit ¢ozeltisi ile ndtralize

edilmelidir.

Dietil eter yiiksek derecede yanici olup ve patlayici peroksitler olusturabildiginden
dikkatli kullanilmalidir. Dietil eter kullanimi miimkiin degilse bunun yerine etanol ve
toluen iceren bir karsim kullanilabilir, gerektiginde etanoliin yerine ise propan-2-ol

kullanilabilir.




1.2.2.

1.2.3.

1.3.

1.3.1.
1.3.2.
1.3.3.
1.4.

1.4.1.

Nem
numu

1.4.2.

0,1 Molar (M) etanollii potasyum hidroksit ¢ozeltisi: (gerekirse yaklasik 0,5 M ):

Etanollii potasyum hidroksit ¢dzeltisinin derisimi, mutlaka kesin olarak bilinmeli ve
kullanimdan hemen once kontrol edilmelidir. Kullanimdan en az bes giin once
hazirlanmis ve lastik tipali kahverengi cam bir siseye konulmus ¢6zelti kullanilmalidir.
(Cozelti, renksiz veya saman rengi olmalidir.

Potasyum hidroksitin kararli renksiz ¢ozeltisi su sekilde hazirlanir: 1000 mL etanol, 8 g
potasyum hidroksit ve 0,5 g aliminyum talas1 ile birlikte geri sogutucu altinda bir saat
boyunca kaynatilir ve hemen damitilir. Gerekli miktarda potasyum hidroksit damitilmis
etanol icinde c¢oziiliir. Potasyum karbonat ¢okeltisinin tizerindeki berrak sivinin
ayrilmasi i¢in ¢ozelti birkag giin dinlendirildikten sonra filtre edilir.

Cozelti damitilmaksizin su sekilde hazirlanabilir: 1000 mL etanole 4 mL aliiminyum
butilat eklenir ve karisim birkag giin beklemeye birakilir. Ustteki faz filtre edilir ve elde
edilen distilat icinde gerekli miktarda potasyum hidroksit ¢oziiliir.

Titrasyonda kullanilan etanollii potasyum hidroksit ¢dzeltisinin yerine suyun faz
ayrimina sebep olmamasi sartiyla potasyum veya sodyum hidroksitin sulu ¢ozeltisi de
kullanilabilir.

Fenolftalein ( %1°lik (m/v)) veya alkalin mavisi (%2’lik (m/v)) ¢ozeltisi:

Cozeltiler % 95-96’lik (v/v) etanol ile hazirlanmalidir. Alkalin mavisi ¢ozeltisi cok koyu
renkli yaglar i¢in kullanilmalidir.

Cihaz ve malzemeler
Asagidakileri iceren genel laboratuvar malzemeleri:
Analitik terazi,
Erlen: 250 mL’lik,
Biiret:10 mL’lik (0,05 mL taksimatli)
Prosediir
Analiz i¢in numunenin hazirlanmasi

ve safsizliklar toplami % 1’den az ise numunede herhangi bir islem yapilmaz. Fazla ise
ne filtre edilmelidir.

Numunenin alinmasi

Beklenen asit sayisina bagl olarak tartilacak numune miktar1 asagidaki tabloya gore belirlenir
ve belirlenen miktardaki numune erlene tartilir.

Beklenen*asit Numunenin kiitlesi Tartim hassasiyeti (¢)
sayi1st (9)
<1 20 0,05
1-4 10 0,02
4-15 2,5 0,01
15-75 0,5 0,001
>75 0,1 0,0002

* Asit sayis1: Oleik asit cinsinden serbest yag asitliginin yaklasik iki katin1 ifade eder.



1.4.3. Analiz

Erlene 50-150 mL arasindaki miktarda noétralize edilmis ¢Oziicii karisimi ilave edilerek
numune ¢oziiliir. Fenolftalein esliginde 0,1 M etanollii potasyum hidroksit ¢ozeltisi ile renk
degisene kadar karigtirilarak titre edilir. (Fenolfetaleinin hafif pembe rengi en az 10 saniye
kalict olmalidir.)

0,1 M etanollii potasyum hidroksit ¢dzeltisinin sarfiyat1 10 mL’yi gegerse, titrasyonda 0,5 M
etanollii potasyum hidroksit ¢ozeltisi kullanilmalidir.

Titrasyon sirasinda bulaniklik olusursa ¢oziicii karisimindan bulaniklik kayboluncaya kadar
ilave edilir.

1.5 Sonuglarin ifade edilmesi
Serbest yag asitligi: % oleik asit cinsinden ifade edilir
Analiz iki paralel olarak yapilir. iki hesaplamanin aritmetik ortalamasi olarak sonug verilir.

Serbest yag asitligi agirlikca yiizde olarak asagidaki formiille hesaplanir:

MA ><100_V><C><|\/IA

V xCx =
1000 m 10xm

Burada:

V = Harcanan etanollii potasyum hidroksit ¢dzeltisi hacmi (mL)

¢ = Ayarl etanollii potasyum hidroksit ¢ozeltisinin derisimi (M ),
MA = Oleik asitin molekiil agirlig: (= 282);

m = Numune miktari (g)

EK-3
Peroksit Degeri Tayini
1. Kapsam

Bu metot hayvansal ve bitkisel kat1 ve siv1 yaglardaki peroksit degerinin belirlenmesinde
kullanilan yontemi tanimlamaktadir. Bu analiz i¢in alinmis numuneler 1siktan uzakta, silifli
cam veya mantar tipa ile hava almayacak sekilde kapatilmig, tamamen dolu cam kaplar i¢inde
ve sogukta saklanmalidir.

2. Tanim

Peroksit degeri: Tanimlanan analiz sartlar1 altinda potasyum iyodiirii okside eden bir kilogram
yagdaki aktif oksijenin miliesdeger agirligidir.

3. Prensip

Asetik asit-kloroform ¢oziicti karigimi iginde ¢6ziinen numunenin potasyum iyodiir ¢ozeltisi
ile muameleye tabi tutulmasi ve agiga ¢ikan serbest iyotun, ayarli sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi
ile titre edilmesidir.



4, Malzemeler

Kullanilacak tiim ekipman indirgen veya yiikseltgen maddelerden arinmis olmalidir. Silifli
yiizeylere kayganlastirici yag stiriilmemelidir.

4.1.  Silifli cam balon: 250 mL’lik

Kullanim 6ncesinde kuru olmali ve dnceden igerisinden saf, kuru inert gaz (azot veya
tercihen karbondioksit) gecirilmelidir.

4.2. Biiret: 25 ya da 50 mL’lik (0,1 mL taksimatl1)
5. Kimyasallar
5.1. Kloroform:
Analitik saflikta ve kuru inert bir gaz gecirilerek oksijeni uzaklastirilmas.
5.2.  Buzlu (glasiyel) asetik asit:
Analitik saflikta ve kuru inert bir gaz gecirilerek oksijeni uzaklastirilmas.
5.3. Doymus potasyum iyodiir sulu ¢ozeltisi:
Iyot ve iyodat igermeyen, taze hazirlanmis ve asirt doymus.
5.4.  Sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi: (0,01 M veya 0,002 M’lik)
Kullanimdan hemen 6nce ayarlanmis.
5.5.  Nisasta ¢ozeltisi: 10 g/L ’lik.
6. Prosediir

Analiz direk giines 1sinlarindan uzakta giinisiginin yayildigi bir ortamda veya yapay 1s1k
altinda yapilmalidir. Numune, beklenen peroksit degerine gore asagidaki Tablo kullanilarak
silifli balon igerisine 0,001g hassasiyetle tartilir.

Beklenen peroksit degeri Numune agirhg:
(meq aktif oksijen/kg yag) (9)
0- 12 50-2,0
12-20 20-1.2
20-30 1,2-0,8
30-50 0,8-0,5
50-90 05-0,3

Balona 10 mL kloroform ilave edilir ve hizli bir sekilde karistirilarak numune ¢oziliir.
Coziilmiis numunenin iizerine 15 mL asetik asit ve 1 mL potasyum iyodiir ¢ozeltisi ilave
edilerek balonun kapagi hizlica kapatilir ve 1 dakika calkalanir. Balon, 15°C ile 25°C
arasindaki sicaklikta ve karanlik ortamda 5 dakika bekletilir. Kapak agilir ve balona 75 mL saf
su ilave edilir. Balonda olusan serbest iyot nisasta ¢ozeltisi indikatorliigiinde ve titrasyon
stresince kuvvetlice calkalanarak sodyum tiyosiilfatla (beklenen peroksit degeri 12’nin
altinda ise titrasyonda 0,002 M ve 12’nin iistiinde ise 0,01 M sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi



kullanilarak) titre edilir. Es zamanl olarak bir kér deneme yapilir. Eger kér denemede 0,01
M sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisinin sarfiyat1 0,05 mL’yi asarsa kimyasallar degistirilir.

1. Sonuglarin ifade edilmesi

Analiz iki paralel olarak yapilir. Sonug¢ iki hesaplamanin aritmetik ortalamasidir. Peroksit
degeri (PV) kilogram basina aktif oksijenin miliesdeger agirlik cinsinden agagidaki formdiil ile
hesaplanir;

1000 (V —V,) x¢

PV
m
Burada;
V = Analiz i¢in harcanan ayarli sodyum tiyosiilfat ¢zeltisinin hacmi, (mL)
Vo = Kor deneme icin harcanan ayarli sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisinin hacmi, (mL)
C = Harcanan sodyum tiyosiilfat ¢6zeltisinin kesin molaritesi;
m = Numunenin agirhig, (g)
EK-4

Kapiler Kolonlu Gaz Kromotografisi ile Mumsu Maddelerin Tayini
1. Kapsam

Bu metot, zeytinyag1 ve pirina yaginda mumsu maddelerin analizi i¢in kullanilan ydntemi
tarif eder. Mumsu maddeler karbon atomlarinin sayilarina gore ayrilir. Yontem o6zellikle de
mekanik ekstraksiyon ile elde edilen zeytinyagi ile ¢oziicii ekstraksiyonu ile elde edilen pirina
yagini ayirt etmek i¢in kullanilir.

2. Prensip

Uygun bir i¢ standart ilave edilen yag numunelerinin aktif sulu silikajel igeren kolon
kromatografisi ile fraksiyonlarina ayrilmasi ve trigliseritlerden daha az polaritede
fraksiyonlara ayrilmis numunenin test kosullar1 altinda dogrudan kapiler kolonlu gaz
kromatografisi cihaziyla analiz edilmesidir.

3. Cihaz ve malzemeler
3.1.  Erlen: 25 mL’lik
3.2.  Musluklu kromatografik cam kolon: I¢ ¢cap1 15 mm ve uzunlugu 30-40 cm

3.3.  Gaz kromatografi cihazi: Kapiler kolonla ¢alismaya uygun, kolona direk baglanabilen
sistemle donatilmis asagidaki 6zelliklere sahip,

3.3.1. Termostatik firin: Kolonlar i¢in sicaklik programina sahip
3.3.2. On-column enjeksiyon blogu: Kolonun igine direk giris i¢in
3.3.3. Alev-iyonizasyon detektorii.

3.3.4. Bilgisayar sistemi ve yazici: PC aracilifiyla gaz kromotografi verilerini kayit
edebilecek

3.3.5. Kapiler kolon: Uzunlugu 8 -12 m, i¢ ¢ap1 0,25-0,32 mm, film kalinlig1 0,10-0,30 um
olan cam ya da eritilmis silisten. (SE-52, SE-54 veya esdegeri kolon)

3.4.  Mikroenjektor: Kolona dogrudan (on-column) enjeksiyon i¢in, 10 pL’ lik



3.5.  Elektrovibrator
3.6.  Vakumlu doner buharlastirici (rotary evaporator)
3.7.  Kiil firim
3.8.  Analitik terazi: = 0,1 mg hassasiyette
3.9.  Genel laboratuvar cam malzemeleri
4. Kimyasallar
4.1.  Silikajel:
Graniil biliytikligi 60-200 um arasinda olmalidir.

Silikajel kiil firininda 500 °C’de en az dort saat bekletilir. Soguduktan sonra, silikajel
miktaria bagli olarak % 2 oraninda su ilave edilir. Sulandirilmis silikajel homojenize
etmek icin iyice ¢alkalanir. Kullanmadan dnce karanlik bir yerde en az 12 saat tutulur.

4.2.  n-hekzan: Kromatografik saflikta
4.3.  Etil eter: Kromatografik saflikta
4.4. n-heptan: Kromatografik saflikta
45. ¢ standart:

% 0,1’lik (m/v) lauril arasidat standart ¢dzeltisi. n-hekzan ile hazirlanir. I¢ standart
olarak palmitil palmitat ya da miristil stearat kullanmak da miimkiindjir.

4.5.1. Sudan I (1-fenil-azo-2-naftol):
% 1°lik. n-hekzan/dietileterin 99:1 (v/v) oranindaki karisimi igerisinde hazirlanir.
4.6. Tastyict gazlar: Kromatografik saflikta hidrojen veya helyum
4.7.  Yardimci gazlar: Kromatografik saflikta hidrojen
Kromatografik saflikta kuru hava
o. Prosediir
5.1.  Kromatografi kolonun hazirlanmasi:

15 g silikajel n-hekzanla bulamag hale getirilerek cam kolona bosaltilir. Silikajelin kolona
kendiliginden yerlesmesi i¢in beklenir. Kromatografik tabakayi daha homojen hale getirmek
icin elektrovibrator kullanilarak yerlesme tamamlanir. Safsizliklar uzaklagtirmak i¢in 30 mL
n-hekzan kolondan gecirilerek yikama yapilir.

5.2. Numunenin hazirlanmasi

25 mL’lik erlen igine tam olarak 500 mg numune tartilir ve tahmin edilen mumsu madde
miktar1 dogrultusunda uygun miktarda i¢ standart ¢dzeltisi ilave edilir. Ornegin, zeytinyag1
icin 0,1 mg lauril aragidat ve pirina yagi i¢in 0,25-0,50 mg arasinda lauril arasidat iceren
standart ¢Ozeltisi eklenir. Yikama islemini gorsel kontrol edilmek isteniyorsa yikamaya
baslamadan 100 pL sudan I boyasi, kolona aktarilma asamasindaki numune ¢ozeltisi igine
eklenir. Erlen icerisine 2 mL n-hekzan ilave edilerek karistirilir ve karisim kromatografi
kolonuna aktarilir. Erlen tekrar 2 mL n-hekzan ile g¢alkalanarak kromatografi kolonuna
aktarilir. n-alkanlar1 uzaklastirmak icin 70 mL n-hekzan kolondan gegcirilir ve ¢oziicii (n-
hekzan) silikajel seviyesinin 1 mm iistiinde kalacak sekilde ¢oziicliniin gegmesine izin verilir
ve cam kolonun muslugu kapatilir. Daha sonra her 10 saniyede yaklasik 15 damla akis hizi
saglanacak sekilde giinliik hazirlanmis n-hekzan:etil eter (99:1 oraninda) karisimi ile



kromatografik yikama yapilarak yaklagik 200-220 mL siiziintii toplanir. Numune yikama
islemi oda sicakliginda yapilmalidir. Renklendirici olarak kullanilan sudan I boyasinin
alikonma zamani trigiliseritler ile mumsu maddeler arasinda oldugundan bant kolonun alt
noktasina ulagtiginda yikama islemine son verilir. Ciinkii tim mumsu maddeler yikanarak
alimmistir. Toplanan siiziintiideki ¢6ziiciiler 2 mL kalana kadar vakumlu doner buharlastiricida
ucurulur. Kalan ¢oziicii zayif azot akimi altinda ugurulduktan sonra kalint1 tizerine 2-4 mL n-
heptan eklenir.

5.2.  Gaz kromatografisi ile analiz
5.2.1. Hazirlik

Kapilar kolon giris kismi1 direk enjeksiyon sistemine, ¢ikis kism1 dedektore baglant1 yapilarak
kolonun gaz kromatografisi cihazina takilmasi saglanir.

Eger kolon ilk kez kullanilacak ise sartlandirilmalidir. Bunun i¢in kolondan biraz tasiyici gaz
gecirilir ve sonra cihaz agilir. Firin kademeli 1sitilarak yaklagik 4 saat sonra 350 °C’ye
ulagsmast saglanir. Bu sicaklikta en az 2 saat birakilir ve cihaz analizin yapilacagi ¢aligma
kosullarina ayarlanir (gaz akisi diizenlenir, atesleme yapilir, firin, detektdr ve enjektor
sicakligr ayarlanir vb.). Analiz i¢in gerekli olan duyarliliktan en az iki kat yiiksek duyarlilikta
sinyal kaydedilmelidir. Baseline, herhangi bir pik olmaksizin dogrusal olmali ve herhangi bir
sapma gostermemelidir.
Negatif dogrusal sapma : Kolon baglantilarinin dogru yapilmadigini gosterir.
Pozitif sapma : Kolonun yeterince sartlanmadigini gosterir.
5.2.2. Caligma sartlarinin se¢imi
Calisma sartlar1 genellikle asagidaki sekildedir:

- firin sicakligt:

20 °C/dk 5°C/dk 20 °C/dk
Baslangic e 325°C | 340 °C
o o —>
80°C | —» 6 dk) (10 dk)
(1dk)

- Detektor sicakligi: 350 °C,

- Enjeksiyon miktari: 1 pL (2-4 mL n-heptan ¢6zeltisinden)

- Tasiyic1 gaz: Secilen gaz icin dogru dogrusal akis hizinda helyum ya da hidrojen
olabilir.

- Cihaz duyarliligi: agsagidaki sartlara uygun olmalidir:

Kosullar, tim mumsu maddelerin ayrilmasi ve yeterli pik ¢oziniirligi (Sekil 1) elde
edilebilecek sekilde kolon ve gaz kromatografisinin 6zelliklerine bagl olarak degistirilebilir;
i¢ standardin (Csp) alikonma zamani 18+3 dakika olmalidir. En iyi temsilci mumsu madde
piki tiim skalanin en az % 60’inda yer almalidir. S6z konusu pik alanlarmin dogru
degerlendirilmesi amaciyla pik integrasyon parametreleri olusturulmalidir. En yiiksek
sicaklikta, tlim skalanin %10’undan fazla pozitif sapmaya izin verilmemelidir.

5.2.3. Analiz performansi



10 pL’lik bir mikro enjektdr yardimiyla 1uL numune ¢6zeltisi alinir ve igne bosalana kadar
piston geri ¢ekilir. Igne enjeksiyon sisteminin i¢ine sokularak bir-iki saniye sonra hizlica
enjekte edilir. Yaklagik bes saniye sonra igne yavasca ¢ikarilir.

Mumsu maddeler ve sterol esterleri tamamen ayrilana kadar analize devam edilir ve veriler
kaydedilir. Baseline her zaman gerekli kosullar1 karsilamalidir.

5.4.1. Piklerin tanimlanmasi

Pik tanimlamasi, alilkonma zamani bilinen mumsu maddelerin karigiminin ayni sartlarda
analiz edilmesiyle elde edilen tanimlanmis piklerle yapilir.

5.6.  Mumsu madde miktarinin hesaplanmasi

Bilgisayar programi yardimi ile i¢ standart olan lauril arasidat ve C40 — C46 arasindaki
alifatik esterlerin pik alanlar1 saptanir.

Esterlerin her birinin mumsu madde igerigi (mg/kg yag) asagidaki formiile uygun olarak
hesaplanir.

Ester (mg/kg) = Ay xm, x1000
A xm
Burada:
Ay = Milimetre karede her esterin pikinin alan;
As = Milimetre karede i¢ standardin pikinin alani;
ms = Eklenen lauril aragidin miligram cinsinden miktar;
m = Analiz numunesinin gram cinsinden miktar1
6. Sonuclarin ifade edilmesi

C40 — C46 arasindaki farkli mumsu maddelerin toplami olarak mg/kg (ppm) cinsinden verilir.
C40-C46 esterleri arasinda karbon sayilarina gore pik bilesenlerini gosteren zeytinyagina ait
ornek bir kromatogram ekteki sekilde verilmistir. Eger C46 esteri iki defa goriiliiyorsa bunun
tanimlanmas1 Onerilir. C46 pikinin belirgin ¢ogunlukta oldugu pirina yagda mumsu madde
fraksiyonu analiz edilmelidir. Sonuglar bir ondalik basamak ile verilir.
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Sekil 1
Zeytinyaginin mumsu maddeler kromatogrami™

I.S. = Lauril arasidat

1 = Diterpenik esterleri

2+ 2" =C40 esterleri

3+ 3" =C42 esterleri

4+ 4" = C44 esterleri

5 = C46 esterleri

6 =Sterol esterleri ve triterpenik alkol

* Sterol esterlerin ayrimindan sonra kromatogramda belirgin higbir pik (trigliseridler)
goriilmemesi gereklidir.



EK-5

Kapiler Kolonlu Gaz Kromatografisi ile Sterol ve Eritrodiol+Uvaol (Triterpenik
dialkoller) Bilesiminin ve Miktarimin Tayini

1. Kapsam

Bu metot yaglarin sterol kompozisyonu ve toplam sterol miktari ile triterpenik dialkollerin
belirlenmesi yontemini tanimlar.

2. Prensip

I¢ standart olarak a-kolestanol ilave edilmis yag numunesi etanollii potasyum hidroksit ile
sabunlastirildiktan sonra sabunlasmayan maddeler dietil eterle ekstrakte edilir. Sterol
fraksiyonu ve triterpenik dialkoller diger sabunlasmayan maddelerden bazik silikajel plaka
iizerinde ince tabaka kromotografisi kullanilarak ayrilir. Plaka iizerinden alinan sterol ve
triterpenik dialkol bandi trimetil-silil esterlerine doniistiiriilerek kapiler kolonlu GC ile analiz
edilir.

3. Cihaz ve malzemeler

3.1.  Silifli geri sogutucu: 250 mL’lik balona uygun

3.2.  Ayirma hunileri: 500 mL’lik

3.3.  Silifli balon: 250 mL’lik

3.4. 20 x 20 cm cam plaka ince-tabaka kromatografisi i¢in gerekli olan malzemeler
3.5. UV lamba: 366 veya 254 nm dalga boyu olan.

3.6.  Enjektorler: 100 xL ve 500 pL1ik.

3.7.  Huni ve siyah bant siizge¢ kagidi

3.8.  Agzisilifli armudi balon: 50 mL’lik

3.9.  Deney tiipii: Konik dipli ve contali kapagi olan, 10 mL’lik.

3.10. Gaz kromatografi cihazi: Kapiler Kolonlu, Split/Splitless enjeksiyon sistemi ile
asagidaki parcalar1 bulunan

3.10.1. Kolonlar i¢in termostat kontrollii, £1° C hassasiyetle ¢alisabilen firin.
3.10.2. Split sisteme uygun liner igeren ve sicaklig1 ayarlanabilen enjeksiyon blogu
3.10.3. Alev-iyonizasyon detektorii

3.10.4. Gerekli bilgisayar sistemi ve bilgisayar sistemine bagl yazici

3.11. Kapiler kolon: Uzunlugu 20-30 m, i¢ ¢apt 0,25-0,32 mm, % 5 difenil-% 95
dimetilpolisiloksan igeren ve film kalinligi 0,10-0,30 um olan, camdan ya da eritilmis
silisten (SE-52 , SE-54 veya esdegeri kolon)

3.12. Gaz kromatografi enjektorii: Sertlestirilmis igneli 10 xL’lik.
3.13. Analitik terazi: 0,1 mg hassasiyetli

3.14. Desikator

4. Kimyasallar

4.2. 2 M Etanollii potasyum hidroksit ¢ozeltisi:



4.3.
44.

4.5.
4.6.

4.7.
4.8.
4.9.

4.10.
4.11.
4.12.
4.13.

4.14.

4.15.
4.16.
4.17.
4.18.

4.19.

4.20.
4.21.
4.22.
4.20.
4.20.

130 g potasyum hidroksit (en az % 85 saflikta) 200 mL saf su iginde sogutularak
¢Oziiliir ve etanolle bir litreye tamamlanir.

Etil eter: Analitik saflikta

0,2 M etanollii potasyum hidroksit ¢ozeltisi:

13 g potasyum hidroksit 20 mL saf su i¢inde ¢oziiliir ve etanolle 1 litreye tamamlanur.
Susuz sodyum siilfat: Analitik saflikta

Cam plakalar:

Silikajel ile kaplanmuis, floresan 6zelligi olmayan, 0,25 mm kalinlikta. (Kullanima
hazir olarak bulunmaktadir.)

Toluen: Kromatografik saflikta

Aseton: Kromatografik saflikta

n-hekzan: Kromatografik saflikta

Etil eter: Kromatografik saflikta

Etanol: Kromatografik saflikta

Etil asetat: Analitik saflikta

Ince-tabaka kromatografisi icin referans ¢ozelti:

-Kolesterol veya fitosterollerin kloroform igindeki % 2’lik ¢ozeltisi (sterol igin)
- Eritrodiol veya uvaoliin kloroform igindeki % 5’lik ¢ozeltisi.

% 0,2 lik etanollii 2,7-dikloroflorosein ¢ozeltisi:

Birka¢ damla 2 M etanollii potasyum hidroksit ¢ozeltisi ilave edilerek hafifce bazik
hale getirilir.

Susuz piridin: Kromatografik saflikta
Heksametil disilizan

Trimetilklorosilan

Sterol trimetilsilil eterin referans ¢ozeltileri:

Bunlar1 iceren yaglardan elde edilen saf sterol ya da sterol karigimlarindan
kullanilacagi zaman hazirlanir.

a-kolestanol (GC saflikta) ¢ozeltisi:
Etil asetatta hazirlanmis % 0,2’lik (m/v) ¢6zelti. (i¢ standart).
Fenolftalein ¢ozeltisi: 10 g/L’lik, etanolle hazirlanmis.
Hareketli faz: n-hekzan/etil eter 65:35 (v/v) oraninda
Silillendirme reaktifi: piridin/hekzametil disilazan/trimetil klorosilan 9:3:1 (v/v/v)
Tastyic1 gazlar: Kromatografik saflikta hidrojen veya helyum
Yardimer gazlar: Kromatografik saflikta hidrojen
Kromatografik saflikta kuru hava



o. Prosediir
5.1.  Sabunlagsmayan maddelerin hazirlanmasi

5.1.1.  Numunenin sterol igeriginin yaklasik % 10’u kadarina karsilik gelecek % 0,2’lik -
kolestanol ¢ozeltisi 500 pL’lik enjektor kullanarak 250 mL’lik balona ilave edilir. Ornegin, 5
g numune igin zeytinyagina 500 uL, pirina yagina ise 1500 uL % 0,2’lik a-kolestanol ¢ozeltisi
ilave edilir. Azot gazi akiminda kurutulduktan sonra filtre edilmis numuneden ayni balona
tam 5 g tartilir. Onemli miktarda kolesterol igeren yaglar kolestanol ile ayni ¢ikis zamaninda
pik verebilir. Boyle numunelerin sterol fraksiyonu i¢ standart ilave ederek ve etmeyerek ikili
analiz ile belirlenir veya kolestanol yerine i¢ standart olarak betiilinol kullanilir.

5.1.2. Balona 2 M etanolik potasyum hidroksit ¢ozeltisinden 50 mL ilave edilir ve balon geri
sogutucuya takilir. Sabunlagsmanin gerceklesmesi icin (¢Ozelti berrak hale gelene kadar)
mantolu 1siticiya konularak kaynayincaya kadar 1sitilir. Berraklik olustuktan (yaklasik 20 dk)
sonra geri sogutucunun iizerinden 50 mL saf su ilave edilir. Geri sogutucu ¢ikarilir ve balon
yaklagik 30 ° C sicakliga sogutulur.

5.1.3. Balonun igindekiler birka¢ defa saf suyla calkalanarak 500 mL’lik ayirma hunisine
dikkatlice aktarilir. Yaklasik 80 mL etil eter ayirma hunisine ilave edildikten sonra 30 saniye
kadar giiglii bir sekilde ¢alkalanir (¢alkalama esnasinda gaz basinci artacagindan kapakli
ayirma hunisi ters ¢evrilerek musluktan havasi alinmalidir) ve faz ayrimi i¢in bekletilir.

Alt faz ikinci bir ayirma hunisine alinir. Ik ayirma hunisinde kalan iist fazdan her seferinde
60-70 mL etil eter kullanilarak ayni sekilde iki ekstraksiyon daha yapilir ve ikinci ayirma
hunisine alinir. Herhangi bir emiilsiyon olusumu az miktarda etanol ilavesiyle yok edilebilir.

5.1.4. Tek bir ayirma hunisinde toplanan ii¢ eter ekstrakti yikama suyu nétr bir reaksiyon
verene kadar (fenolftalein indikatorligiinde) saf su (her seferde 50 mL) ile yikanir. Yikama
suyu atildiktan sonra, eter fazi susuz sodyum siilfat ile filtre edilerek darasi alinmig 250
mL’lik silifli balona siiziiliir. Huni az miktarda etil eter ile yikanur.

5.1.5. Birkag mL etil eter kalincaya kadar vakumlu doner buharlastiricida etil eter
damitilarak uzaklastirildiktan sonra hafif bir vakum veya azot akimi kullanilarak kuru hale
getirilir. Tamamen kurumasi igin 103 + 2 °C sicakliktaki etiivde yaklasik 15 dakika tutulur ve
desikatorde sogutulduktan sonra tartilir.

5.2.  Sterol ve triterpenik dialkol fraksiyonunun ayrilmasi
5.2.1. Bazik plakalarin hazirlanmasi:

Silikajel plakalar1 0,2 M etanollii potasyum hidroksit ¢ozeltisine 10 saniye siireyle tamamen
daldirilir, sonra kurumasi icin ¢eker ocakta iki saat birakilir ve son olarak 100 °C’deki etlivde
1 saat bekletilir. Etlivden c¢ikarilir ve kullanilincaya kadar kalsiyum kloriir bulunan
desikatorde bekletilir. Bu sekilde bir isleme tabi tutulan plakalar 15 giin icerisinde
kullanilmalidir. Bazik silikajel plakalar sterol ve triterpenik dialkol fraksiyonlarini ayirmak
icin kullanilacaginda sabunlagsmayan maddeleri aliimina ile isleme tabi tutmaya gerek yoktur.
Ince tabaka kullanldiginda tiim asidik bilesikler (yag asitleri ve digerleri) numunenin ilk
uygulandig1 cizgide kalacak, sterolleri igeren bant da alifatik ve triterpen alkolleri iceren
banttan net bir sekilde ayrilacaktir.

5.2.2. Hareketli faz yiiriitme tanki i¢ine yaklasik 1 cm yiikseklikte doldurulur. Alternatif
olarak 50:50 (v/v) oranindaki n-hekzan/etil eter karisim hareketli fazi da kullanilabilir.
Yiiriitme tankinin kapagi kapatilir ve sivi-buhar dengesi olusmasi i¢in en az yarim saat kadar
15-20 °C arasindaki sicak ortamda bekletilir. Yiiriitme tankinin i¢ duvarina c¢dozeltiye
batirilmig filtre kdgidi seritleri konulabilir. Bu islem, yiiriitme siiresini yaklasik iicte bir



oraninda azaltir ve bilesenlerin daha diizglin ve belirgin bir sekilde ayrimini saglar. Yiiriitme
tankinin i¢indeki ¢6zelti her ¢alismada yenilenmelidir.

5.2.3. Sabunlagsmayan maddelerin etil asetatta yaklasik % 5’lik ¢06zeltisi hazirlanir.
Cozeltinin 300 uL’lik kismi 100 wuL’lik enjektor kullanarak silikajel plakanin alt ucuna
yaklagik 2 cm mesafede miimkiin oldugu kadar ince ve diizgiin bir ¢izgi halinde enjekte edilir.
(Damlaciklarin  kii¢iik olmasina ve birbiriyle karigmayacak sekilde verilmesine dikkat
edilmelidir.) Kontrol i¢in plakanin ¢izgi ile ayn1 hizadaki bir ucuna 2-3 uL referans ¢ozeltiler
damlatilir, boylece yiiriitmeden sonra sterol+triterpen dialkol band1 tanimlanabilir.

5.2.4. Plaka 5.2.2.°de belirtildigi sekilde hazirlanmis olan yiiriitme tankina konulur. Ortam
sicakligl 15-20 °C arasinda tutulmalidir. Yiiriitme tankinin kapagi derhal kapatilir ve hareketli
faz plakanin tst kenarmin yaklasik 1 cm altina gelinceye kadar yiiritme islemine devam
edilir. Islem sonunda tanktan cikarilan plaka kurumasi i¢in bir siire normal ortamda ya da
sicak hava akiminda bekletilir.

5.2.5. Plakaya % 0,2’lik 2,7-dikloroflorosein ¢ozeltisi homojen sekilde piiskiirtiiliir ve
hafif¢e kurutulur. Plaka {izerinde referans gélge esas alinarak sterol ve triterpen dialkol bandi
siirlar1 UV 151k altinda isaretlenir. (Sekil 1)

5.2.6. Metal bir kazima spatulasi kullanarak isaretlenmis alandan silikajel kazinir. Kazinan
silikajel icine siizge¢ kagidi yerlestirilmis huniye konulur. Darast alinmis 50 mL’lik agz1 silifli
armudi balonda siiziintii toplanacak sekilde 10 mL sicak etil asetat spatula ile dikkatlice
karistirilarak huniye aktarilir. Siziintii ayn1 balonda toplanacak sekilde hunideki kalint1 ii¢ kez
etil eterle (her sefer yaklasik 10 mL) yikanir. Siiziintiideki ¢oziiciiler diisiik sicakliktaki (40
°C’yi agsmayacak sekilde) donerli vakum buharlastiricida 4-5 mL kalincaya kadar ugurulur.
Kalan ¢ozelti kuru hale gelene kadar hafif bir azot akimi altinda ugurulur. Birka¢g damla
aseton ilave edilir ve kuruyana kadar tekrar hafif bir azot akimi altinda ugurulur.

5.3. Trimetilsilil eterlerin hazirlanmasi.

5.3.1. Sterol ve triterpen dialkol fraksiyonu igeren agzi silifli armudi balona silillendirme
reaktifinden sterol ve triterpen dialkol miktarinin her miligrami i¢in 50 pL oraninda ilave
edilir. Nem, analiz sonucunu olumsuz etkilemektedir. Piyasada kullanima hazir silillendirme
reaktifi bulunmaktadir (6rnegin bis-trimetilsilil, triflor asetamid + % 1 trimetil klorosilan).
Bunlar esit miktarda susuz piridin ile seyreltilerek kullanilmalidir.

5.3.2. Agz silifli armudi balonun agzi kapatilir, sterol ve triterpen dialkol tamamen
coziinene kadar dikkatlice balon dondiiriilerek (ters ¢evirmeden) cidarlarda kalan sterollerin
de silillendirilmesi saglanir. Ortam sicakliginda 15 dk kadar bekletilir. Berrak ¢ozelti GC’ye
enjeksiyon i¢in hazirdir. Olusabilecek hafif opaklik normaldir ve herhangi bir soruna yol
acmaz. Beyaz askida bir pargacigin olusmasi veya pembemsi rengin olusmasi nemliligin
mevcut oldugunu veya reaktifin bozuldugunu gosterir. Eger bunlar gozlenirse analiz mutlaka
tekrarlanmalidir.

5.4. Gaz kromatografisi ile analiz
5.4.1. On islemler

5.4.1.1. Kolon giris kismi split enjeksiyon sistemine, ¢ikis kismi dedektdre baglanti yapilarak
gaz kromatografisi cihazina takilir. Gaz kromatografisi cihazinin genel kontrolii yapilir (gaz
akis1, dedektor ve kayit edicinin igleyisinin etkinligi vb)

5.4.1.2. Eger kolon ilk kez kullanilacak ise sartlandirilmalidir. Kolonun i¢inden diisiik akis
hiz1 ile tasiyic1 gaz gecirilir. Kolon, ¢alisma sicakliginin en az 20 °C’nin {izerinde olacak



sekilde kademeli olarak 1sitilir ve bu sicaklikta en az 2 saat siire tutulur. Sartlandirma sicaklig
kolon igin belirtilen en yiiksek sicakligin 20 °C altinda olmalidir.

Cihaz ¢alisma sartlar1 ayarlanir (gaz akisi diizenlenir, atesleme yapilir, firin, detektdr ve
enjektor sicakligr ayarlanir vb.). Baseline, herhangi bir pik olmaksizin dogrusal olmali ve
herhangi bir sapma gostermemelidir.

Negatif dogrusal sapma : kolon baglantilarinin dogru yapilmadigini,
Pozitif sapma : kolonun yeterince sartlanmadigini gosterir.
5.4.2. Calisma sartlar
5.4.2.1. Calisma sartlar1 asagidaki sekildedir:
— firin sicakligi: 260 + 5 °C,
— enjeksiyon sicakligr: 280-300 °C,
— detektor sicakligi: 280-300 °C,
— tastyict gazin dogrusal ivmesi: helyum 20 - 35 cm/s, hidrojen 30-50 cm/s,
— split orani: 1:50-1:100 araligy,
— cihaz hassasiyeti: en diislik degerin 4 ile 16 kat1 arasinda,
— enjekte edilen madde miktart: Trimetilsilil ester ¢ozeltisinin 0,5-1 uL’si.
Asagidaki gerekliliklere uygun bir kromotogram almak i¢in bu kosullar degistirilebilir:
— [-sitosterol i¢in alikonma zamani 20 + 5 dk olmali,

— Kampesterol piki zeytinyagi icin (ortalama igerik % 3) tam kromatogramin %
20+5’1; soya yagi icin (ortalama igerik % 20) tam kromatogramin %80+10u.

— Tiim steroller ve triterpen dialkoller mutlaka ayrilmalidir. Ayrilmaya ek olarak
ayni zamanda pikler de birbirinden tamamen ayrilmalidir. Yani pik bir sonraki
pikten 6nce mutlaka baseline’a donmelidir.

5.4.3. Prosedir

5.4.3.1. 10 uL’lik mikro enjektor kullanarak 1 u4L hekzan alinir, i¢ine 0.5 uL hava ¢ekilir ve
bunu takiben drnekten 0.5-1 uL alinir. Igneyi bosaltmak igin enjektdriin pistonu kaldirilir.
Igne enjeksiyon {initesinin zarina batirilir ve bir-iki saniye sonra hizlica enjekte edilir, bes
saniye kadar sonra igneyi yavasca ¢ikarilir. Otomatik enjeksiyon sistemi kullanilabilir.

5.4.3.2. Mevcut sterollerin ve triterpen dialkollerin trimetilsilil esterleri tamamen elde
edilinceye kadar kayita devam edilir. Baseline diiz olmalidir. (5.4.1.2)

5.4.4. Piklerin tanimlanmasi

Her bir pikin tanimlanmasi alikonma zamanlar1 ve ayni kosullar altinda analiz edilen sterol ve
triterpen dialkol trimetilsilil esterlerinin alikonma zamanlarinin karsilastirilmastyla yapilir.

Bazi yaglar igin sterol ve triterpen dialkol kompozisyonu tipik kromatogramlar: Sekil 2 ve 3
de gosterilmektedir.

SE-52 ve SE-54 kolonlar1 igin B-sitosterole gore goreceli alikonma stireleri asagidadir:



Steroller ve triterpen dialkoller i¢in goreceli allkonma siireleri

Goreceli ahikonma
Pik Tanimlama surest
SE 54 SE 52
kolonu kolonu
1 kolesterol A-5-kolesten-34-ol 0,67 0,63
2 kolestanol 5a-kolestan-34-ol 0,68 0,64
3 brassikasterol [24S]-24-metil-A-5,22-kolestadien- 0,73 0,71
3p-ol
* ergosterol [24S]-24-metil-A-7-22-Kolestatrien- 0,78 0,76
3B ol
4 24-metilen-kolesterol | 24-metilen-A-5,24-kolesten-34-ol 0,82 0,80
5 kampesterol (24R)-24-metil-A-5-kolesten-34-ol 0,83 0,81
6 kampestanol (24R)-24-metil-kolestan-34-ol 0,85 0,82
7 stigmasterol (24R)-24-¢til-A-5,22-kolestadien-34- 0,88 0,87
ol
8 A-T-kampesterol (24R)-24-metil-A-7-kolesten-34-ol 0,93 0,92
9 A-5,23- (24R,S)-24-etil-A-5,23-kolestadien- 0,95 0,95
stigmastadienol 3p-ol
10 klerosterol (24S)-24-etil-A-5,25-kolastadien-34- 0,96 0,96
ol
11 B-sitosterol (24R)-24-¢etil-A-5-kolestan-34-ol 1,00 1,00
12 sitostanol 24-etil-kolestan-34-ol 1,02 1,02
13 A-5-avenasterol (24Z)-24-etiliden-5-kolesten-34-ol 1,03 1,03
14 A-5.24- (24R,S)-24-etil-A-5,24-kolestadien- 1,08 1,08
stigmastadienol 3p-ol
15 A-T7-stigmastenol (24R,S)-24-etil-A-7,24-kolestadien- 1,12 1,12
3p-ol
16 A-T-avenasterol (242)-24-¢tiliden-A-7-kolesten-34-ol 1,16 1,16
17 eritrodiol 5a olean-12en-3328 diol 141 1,41
18 uvaol A12-ursen-3328 diol 1,52 1,52

5.4.5. Sterol Miktarimin Hesaplanmasi

5.4.5.1 o-kolestanol ve sterol piklerinin alanlar1 integrator kullanarak hesaplanir. Yukarida
listelenenler arasinda bulunmayan bilesiklere ait pikler g6z Oniinde bulundurulmaz.
a -kolestanol i¢in cevap katsayisi 1’e esittir.



5.4.5.2. Her bir steroliin miktar1 asagidaki sekilde mg/kg drnek cinsinden hesaplanir:

A, xm, %1000
A xm

sterol X =

Ay = sterol x’in pik alani;
As = o -kolestanol pik alani
ms = miligram cinsinden eklenen a -kolestanol kiitlesi;

m = gram cinsinden saptama i¢in alinan numunenin kiitlesi.

5.4.6. Triterpen dialkollerin hesaplanmasi

Eritrodiol ve uvaol yiizdesinin hesaplanmasi
Er+ Uv

100
ErrW+YA

% (eritrodiol + uvaol) =

Burada:
YA = sterollerin toplam pik alani
Er = eritrodiol pik alan1

Uv = uvaol pik alanm

Sonuclarin degerlendirilmesi

6.1. Her bir sterol miktar1 6rnegin mg/kg cinsinden ve toplamlar1 da “toplam steroller”
olarak mg/kg cinsinden hesaplanir.

6.2. Her bir sterol yiizdesi, ilgili pik alaninin sterollerin toplam pik alanina oranindan
hesaplanir.

00 sterol x = £j°~ =x100
Burada:
AX = x’in pik alan1

YA = sterollerin toplam pik alan1



Sekil 1
Sterol ve (Eritrodiol+Uvaol) tespiti icin kazinmasi gereken bdlgeleri gésteren pirina yadgina ait plaka

Burada;
1- Squalene
2- Triterpen ve alifatik alkol
3- Steroller ve (Eritrodiol+Uvaol)

4- Baglangic ve serbest yag asitleri
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Sekil 2
Ham Zeytinyaginin sterol ve (Eritrodiol+Uvaol) fraksiyonunun gaz kromatogrami
(i¢ standart igeren)
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Sekil 3

Rafine Zeytinyadinin sterol ve (Eritrodiol+Uvaol) fraksiyonunun gaz kromatogrami
(i¢ standart igeren)



EK-6

Kapiler Kolonlu Gaz Kromatografisi ile Mumsu Maddelerin, Yag Asitleri Metil
Esterleri ve Yag Asitleri Etil Esterlerinin Tayini

1. Kapsam

Bu metot, zeytinyaglarinda mumsu maddelerin, yag asitleri metil esterleri ve etil esterlerinin
tayini i¢in kullanilan y6ntemi tarif eder. Mumsu maddeler ve alkil esterler karbon atomlarin
numaralarma gore ayrilir. Bu metot, pirina yagi ile zeytinyagimi birbirinden ayirmak ve
natlirel sizma zeytinyagi i¢in kalite parametresi olarak natiirel sizma zeytinyagina hile amaci
ile karistirilan diistik kalitedeki bazi deodorize yag (kolon yagi), ham zeytinyagi ve natiirel
birinci zeytinyagi gibi karisim yaglarin tespiti i¢in kullanilir.

2. Prensip

I¢ standart ilave edilen numunelerin (kati veya sivi yag) aktif sulu silikajel iceren kolon
kromatografisi ile fraksiyonlarina ayrilmasi ve trigliserollerden daha az polaritede
fraksiyonlara ayrilmis numunenin test kosullar1 altinda dogrudan kapiler kolonlu gaz
kromatografisi cihaziyla analiz edilmesi.

3. Cihaz ve malzemeler
3.1.  Erlen: 25 mL’lik
3.2.  Gaz kromatografi i¢cin musluklu cam kolon:
I¢ cap1 15 mm ve uzunlugu 30-40 cm olan
3.3.  Kapiler kolonla ¢alismaya uygun gaz kromatografisi

Kapiler kolonla dogrudan baglanabilen sistemle donatilmig ve asagidakileri ihtiva
eden

3.3.1. Kolonlar i¢in sicaklik programina sahip termostatik hazne

3.3.2. Kolonun i¢ine dogrudan giris i¢in soguk enjektor

3.3.3. Alev-iyonizasyon detektorii

3.3.4. PC araciligiyla gaz kromatografi verilerini saklayabilecek bilgisayar sistemi ve yazici
3.3.5. Cam ya da eritilmis silisten (Fused silica) kapiler kolon:

Uzunlugu 8 -12 m, i¢ c¢ap1 0,25-0,32 mm, film kalinlig1 0,10-0,30 pm olan (SE-52,
SE-54 veya esdegeri kolon)

3.4.  Mikroenjektor: Kolona dogrudan enjeksiyon igin, 10 uL’ lik
3.5.  Elektrovibrator
3.6.  Vakumlu doner buharlastirici (rotary evaporator)
3.7.  Kiil firim
3.8.  Analitik terazi:
+ 0,1 mg hassasiyette
3.9.  Genel laboratuvar cam malzemeleri
4. Kimyasallar
4.1.  Silikajel: Tane biiyiikligii 60-200 um arasinda



Silikajel kiil firminda 500 °C’de en az dort saat bekletilir. Soguduktan sonra, silikajel
miktaria bagli olarak % 2 oraninda su ilave edilir. Sulandirilmis silikajel homojenize
etmek icin iyice ¢alkalanir. Kullanmadan 6nce karanlik bir yerde en az 12 saat tutulur.

4.2.  N-hekzan: Kromatografik saflikta

4.3.  Etil eter: Kromatografik saflikta

4.4. n-heptan veya isooktan: Kromatografik saflikta

45. % 0,05’lik (m/v) lauril arasidat standart ¢ozeltisi (mumsu maddeler i¢in i¢ standart):

n-heptan ile hazirlanir. Burada, palmitil palmitat, miristil stearat yada arasidil laurat
kullanmak da miimkiindiir.

4.6. % 0,02°1ik (m/v) metil heptadekanoat standart ¢ozeltisi (metil ve etil esterler i¢in ig
standart):

n-heptan ile hazirlanir
4.7  Sudan I (1-fenil-azo-2-naftol): % 1 oraninda, hekzanla hazirlanmis
4.8. Tastyic1 gazlar:
Gaz kromatografik saflikta hidrojen veya helyum
4.9. Yardimci gazlar:
Gaz kromatografik saflikta hidrojen ve kuru hava
5. Prosediir
5.1.  Kromatografi kolonun hazirlanmasi:

15 g silikajel n-hekzanla bulamag hale getirilerek cam kolona bosaltilir. Silikajelin kolona
kendiliginden yerlesmesi i¢in beklenir. Kromatografik tabakayr daha homojen hale getirmek
icin elektrovibrator kullanilarak yerlesme tamamlanir. Safsizliklart uzaklastirmak i¢in 30 mL
n-hekzan kolondan gegirilirilerek yikama yapilir.

25 mL’lik erlen i¢ine tam olarak 500 mg numune tartilir ve tahmin edilen mumsu madde
miktar1 dogrultusunda uygun miktarda i¢ standart ¢ozeltisi ilave edilir. Ornege bagli olarak
zeytinyag icin 0,1 mg, pirina yag: i¢in 0,25-0,50 mg arasinda lauril arasidat iceren ve
zeytinyagi icin 0,05 mg metil heptadekanoat iceren standart ¢ozeltisi eklenir. Siizme islemini
gorsel kontrol etmek i¢in siizmeye baslamadan 100 pL sudan I boyasi, kolona aktarilma
asamasindaki numune ¢ozeltisi i¢ine eklenir. Erlen igerigine 2 mL n-hekzan ilave edilerek
karigtirilir ve karisim kromatografi kolonuna aktarilir. Erlen tekrar 2 mL n-hekzan ile
yikanarak kromatografi kolonuna aktarilir. Coziicii (n-hekzan) silikajel seviyesinin 1 mm
iistiinde kalacak sekilde akisa izin verilir ve cam kolonun muslugu kapatilir. Daha sonra her
10 saniyede yaklasik 15 damla akis hizi ile gilinlik hazirlanmis n-hekzan:etil eter (99:1
oraninda) karigimi ile kromatografik yikama yapilarak 220 mL siiziintii toplanir. Bu fraksiyon
mumsu maddeleri, metil ve etil esterleri icerir. Toplanan siiziintii numune oda sicakliginda 22
+ 4 °C’de tutulmalidar.

Renklendirici olarak kullanilan sudan I boyas, trigliseritleri boyadigindan altta kalan renksiz
kisim mumsu maddeleri temsil etmektedir. Renklenen kisim kolonun alt noktasina ulastiginda
stizme islemine son verilir. Toplanan renksiz kisim mumsu maddelerdir.

Toplanan siiziintii numunedeki ¢oziiciiler 2 mL kalana kadar vakumlu déner buharlastiricida
ucurulur. Kalan ¢6ziicii zayif azot akimi yardimi ile ugurulur, sonra kalint1 {izerine 2-4 mL n-
heptan veya isooktan eklenir.



5.2. Gaz kromatografisi ile analiz
5.2.1. Hazirlhik

Kolon giris kism1 dogrudan (on-column) enjeksiyon sistemine, ¢ikis kismi1 dedektdre baglanti
yapilarak gaz kromatografisine takilir.

Eger kolon ilk kez kullanilacak ise sartlandirilmalidir. Kolonun iginden diisiik akis hizi ile
tasiyic1 gaz gegirilir ve cihaz acgilir. Kademeli olarak isitilarak yaklasik 4 saatte 350 °C’ye
ulagmasi saglanir.

Bu sicaklikta en az 2 saat kalir, cihaz ¢alisma sartlar1 ayarlanir (gaz akisi diizenlenir, atesleme
yapilir, firin, detektdor ve enjektor sicakligi ayarlanir vb.). Baseline, herhangi bir pik
olmaksizin dogrusal olmal1 ve herhangi bir sapma gostermemelidir.

Negatif dogrusal sapma : Kolon baglantilarinin dogru yapilmadigini gosteririr.
Pozitif sapma : Kolonun yeterince sartlanmadigini gosterir.

5.2.4. Calisma sartlarinin se¢imi

Calisma sartlar1 genellikle asagidaki sekildedir:

- firm sicakligi: 80 °C baslangi¢ sicakliginda 1 dk bekletildikten sonra 20 °C/dk
sicaklik artig1 ile 140 °C ye ¢ikarilir. Daha sonra 5 °C/dk sicaklik artisi ile 335 °C ye
cikarilir ve 20 dakika bekletilir.

20 °C/dk 5°C/dk
Baslangi¢
0 oC | 140 °C — 335 °C (20dK)
(1dk)

- Detektor sicakligt: 350 °C,

- Enjeksiyon miktari: 1 uL n-heptane ¢ozeltisi (2-4 mL)

- Tas1yic1 gaz: secilen gaz i¢in dogrusal hizda helyum ya da hidrojen olabilir.
- Cihaz hassasiyeti: agagidaki sartlara uygun olmalidir:

Bu kosullar, mumsu maddelerin, yag asitleri metil ve etil esterlerinin ve lauril arasidat i¢
standardinin ¢ok iyi bir sekilde ayrildig1 yeterli pikler (Sekil 2, 3 ve 4) elde edilebilmesi igin
kolon ve gaz kromatografisinin 6zelliklerine bagli olarak degistirilebilir. Genelde, metil ve etil
esterleri i¢ standardi metil heptadekonat piki skalada tam olarak goriildiigiinde mumsu
maddelere ait en yiiksek pikin de tiim skalada % 60’1n lizerinde goriilebilmesi gerekmektedir.
Pik alanlarindan istenilen dogru degerlendirmenin yapilabilmesi amaciyla pik entegrasyon
parametreleri olusturulmalidir. En yiiksek sicaklikta, tiim skalanin % 10’nundan fazla pozitif
sapma olmamalidir.

5.2.5. Analiz performansi

10 pL’lik bir mikro enjektor yardimiyla 10 pL numune alinarak igne bosalana kadar piston
geri cekilir. Igne enjeksiyon sisteminin igine sokularak bir-iki saniye sonra hizlica enjekte
edilir. Yaklasik bes saniye sonra igne yavasca ¢ikarilir.

Mumsu maddeler ve sterol esterleri tamamen ayrilana kadar analize devam edilir

Baseline her zaman gereken kosullar1 karsilamalidir.



5.4.2. Piklerin tanimlanmasi

Pik tanimlamasi, alikonma zamani bilinen mumsu maddeler karisiminin aym sartlarda analiz
edilmesiyle elde edilen tanimlanmis piklerle yapilir. Zeytinyaginin ana yag asitleri (palmitik
ve oleik) metil ve etil esterleri karisimindan alkil esterleri belirlenir.

5.6. Mumsu madde miktarin hesaplanmasi

Bilgisayar programi yardimi ile i¢ standart olan lauril aragidat ve C40—C46 arasindaki alifatik
esterlerin pik alanlar1 saptanir.

Esterlerin her birinin mumsu madde igerigi (mg/kg yag) asagidaki formiile uygun olarak
hesaplanir.

A, xm, x1000

Ester (mg/kg) =
A, xm
Burada:
Ay = Her esterin pik alani;
As = I¢ standardin pik alani;
ms = Eklenen lauril arasidin miligram cinsinden miktart;
m = Analiz numunesinin gram cinsinden miktari

5.7.  Metil ve etil esterleri miktarinin hesaplanmast

I¢ standart olarak kullanilan metil heptadekanoat ile C16-C18 arasindaki yag asitleri metil ve
etil esterlerinin pik alanlar1 saptanir.

Esterlerin her birinin alkil ester igerigi (mg/kg yag) asagidaki formiile uygun olarak
hesaplanir.

A, xm, x1000

Ester (mg/kg) = A xm
Burada:
Ay = C16 ve C18 esterlerinin ayr1 ayr1 pik alanlari;
A = i¢ standart olarak ilave edilen metil heptadekanoat’in pik alana;
ms = Eklenen metil heptadekanoat miligram cinsinden miktari;
m = Analiz numunesinin gram cinsinden miktari
6. Sonuclarin ifade edilmesi

C40-C46 arasindaki farkli mumsu maddelerin igerikleri ve bu igeriklerin toplami mg/kg
(ppm) cinsinden verilir.

C16-C18 arasindaki metil ve etil esterleri icerikleri ve bu igeriklerin toplami1 mg/kg (ppm)
cinsinden verilir. Etil ve metil esterlere ait 6rnek kromatogramlar Sekil 2,3 ve 4’te verilmistir

C40-C46 esterleri arasinda karbon sayilarina gore pik bilesenlerini gosteren zeytinyagina ait
ornek bir kromatogram ekteki Sekil 1°de verilmistir. Tanimlama amaciyla, eger C46 esteri
boliinmiisse, C46 pikinin agir bastig1 pirina yagi mumsu madde analizi kuvvetle tavsiye edilir.
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Sekil 1
Zeytinyaginin mumsu maddeler kromatogrami™

Alikonulma zamani 5’ten 8 dakikaya kadar olan kesim yag asitleri metil ve etil esterleridir.

I.S. = Lauril arasidat

1 = Diterpenik esterleri

2+ 2" =C40 esterleri

3+ 3" =C42 esterleri

4+ 4" = C44 esterleri

5 = C46 esterleri

6 =Sterol esterleri ve triterpenik alkol

* Sterol esterlerin ayrimindan sonra kromatogramda belirgin higbir pik (trigliseridler)
goriilmemesi gereklidir.
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Burada:
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Sekil 2

Natiirel Zeytinyagimin Metil Esterleri, Etil Esterleri ve Mumsu Maddeleri

Metil C16

Etil C16

Metil heptadekanoat 1.S.
Metil C18

Etil C18

6- Squalen

7- Lauril arasidat I.S.
A-Diterpenik esterler
B-Mumsu maddeler

C-Sterol ve triterpenik esterler
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Sekil 3
Natiirel Sizma Zeytinyagi Metil Esterleri, Etil Esterleri ve Mumsu Maddeleri
Burada:
1- Metil heptadekanoat I.S. A- Diterpenik esterler
2- Metil C18 B- Mumsu maddeler
3- Etil C18 C- Sterol ve triterpenik esterler
4- Squalen

5- Lauril arasidat L.S.
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Sekil 4
Natiirel Sizma Zeytinyagi ve ayni yaga %20 deodorize yag karisimina ait kromatogram

Burada:
1- Metil miristat I.S. 6- Metil oleat
2- Metil palmitat 7- Metil stearat
3- Etil palmitat 8- Etil linoleat

4- Metil heptadekanoat 1.S. 9- Etil oleat
5- Metil linoleat 10- Etil stearat



1.

EK-7
2-Gliseril Monopalmitat Yiizde Miktarinin Tayini
Kapsam

Bu metot, 2-gliseril monopalmitatin degerlendirilmesiyle 2 pozisyonlu trigliseritlerin palmitik
asit ylizdesinin belirlenmesi i¢in gerekli yontemi tanimlar ve oda sicakligindaki (20 °C) sivi
bitkisel yaglara uygulanabilir.

2.

Prensip

Yag numunesi hazirlandiktan sonra, pankreatik lipaz etkisiyle gerceklesen 1- ve 3-
pozisyonundaki trigliserit molekiillerinin kismi ve spesifik hidrolizlenmesi sonucu goriiniir
durumdaki 2 pozisyonlu mono-gliseritler ayrilir. 2-gliserit monopalmitat elde edildikten sonra
kapiller kolonlu gaz kromatografi ile monogliserit fraksiyonu i¢indeki 2-gliseril monopalmitat
silillendirilerek % olarak sonug elde edilir.

3.
3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8
3.9
3.10
3.11
3.12
3.13
3.14

3.15
3.16
3.17
3.18

3.19

Cihaz ve malzemeler

Erlen: 25 mL’ lik

Beherler: 100, 250 ve 300 mL’ lik

Musluklu kromatografik cam kolon: I¢ ¢cap1 21-23 mm, uzunlugu 400 mm olan,
Meziirler:10, 50, 100 ve 200 mL’ lik

Balonlar: 100 ve 250 mL’lik

Vakumlu doner buharlastiric

Cam santrifijj tiipleri: 10 mL’ lik, konik dipli, kapakl
Santrifiij cthazi: 10 ve 100 mL’lik tiipler i¢in

Su banyosu: 40 +0,5 °C’ye ayarlanabilen

Pipetler: 1 ve 2 mL’ lik, dereceli

Plastik enjektor: 1 mL’ lik (tibbi enjektor)

Mikro enjektor: 100 pL’lik

Ayirma hunisi: 1000 mL’ lik

Kapilar gaz kromatografi cihazi: Soguk enjeksiyon bloguna sahip ve =1 °C
hassasiyetli termostat kontrollii firin ile donanimli, kapiler kolonla ¢alismaya uygun

Soguk enjeksiyon blogu (on column): Kolonun i¢ine direk enjeksiyon i¢in
Alev-iyonizasyon detektori (FID)
Bilgisayar sistemi ve yazici: Gaz kromotografi verilerini kaydedebilecek

Kapiler kolon: Uzunlugu 8-12 m, i¢ ¢ap1 0,25-0,32 mm, film kalinlig1 0,10-0,30 um
olan cam ya da eritilmis silisten (Fused silica), metilpolisiloksan ya da % 5 fenil
metilpolisiloksan ile kaplanmis, 370 °C sicaklikta kullanima uygun

Enjektor: 10 uL’lik. En az 7,5 cm uzunlugunda sertlestirilmis ignesi olan ve kolonun
icine direk enjeksiyon i¢in uygun

Kimyasallar
Silikajel: Tanecik boyutu 0,063-0,200 mm olan (70/280 mesh),



4.2.
4.3.
44.
4.5.

4.6.

4.7.

4.8.
4.9.
4.10.

4.11.
4.12.

4.13.
4.14.

4.15.

4.16.

S.
5.1
5.11

Hazirlanisi; 160 °C’lik etiivde 4 saat kurutulur, desikatérde oda sicakligina sogutulur.
% 5 oraninda su eklenir (152g silika jel+8g saf su) agz1 kapatilip dikkatlice
homojenize edilir. Kullanmadan en az 12 saat 6nce hazirlanmalidir.

n-hekzan: Kromatografik saflikta,
Izopropanol

Izopropanolun 1:1 lik (v/v) sulu ¢dzeltisi
Pankreatik lipaz enzimi:

Lipaz aktivitesi 2,0-10 mg/iinite olan,
Tampon ¢ozelti:

1:1 (v/v) oraninda seyreltilmis HCI ¢ozeltisi ile pH’s1 8 e ayarlanmig 1 M’lik tris
(hidroksimetil)aminometanin sulu ¢ozelti

Sodyum kolat ¢ozeltisi:

Enzimatik safliktaki kimyasalin sulu % 0,1’°lik ¢6zelti. Bu ¢6zelti hazirlandiktan sonra
2 hafta i¢inde kullanilmalidir.

Kalsiyum kloriir ¢ozeltisi: % 22’ lik sulu ¢ozeltisi,
Dietil eter: Kromatografik saflikta

Yikama ¢ozeltisi;

n-hekzan:dietil eter (87:13, v/v)

Sodyum hidroksit ¢ozeltisi: % 12°1lik (m/m),
Fenolftalein ¢ozeltisi: %1°lik (m/v).

%96’l1k (v/v) etanolle hazirlanir.

Tasiyic1 gazlar: kromatografik saflikta hidrojen veya helyum
Yardimci gazlar:

Kromotografik saflikta hidrojen

Kromotografik saflikta kuru hava

Silillendirme reaktifi:

9:3:1 (v/v/v) oraninda piridin/heksametil disilazan/trimetil klorosilan karigimindan
hazirlanir. Piyasada kullanima hazir silillendirme reaktifi bulunmaktadir (6rnegin esit
miktarda susuz piridin ile seyreltilerek kullanilan bis-trimetilsilil triflor asetamid + % 1
trimetil klorosilan).

Referans numune:

Saf monogliseritler ve buna benzer karigimdaki ylizde kompozisyonu bilinen
numuneler

Prosediir
Numunenin hazirlanmasi:

Numunenin serbest yag asitligi oleik asit cinsinden % 3’lin altindaysa silikajel kolon

kromotografisinden 6nce notralizasyon iglemine gerek yoktur. Eger % 3’ iin {izerinde ise
asagidaki prosediir uygulanir;



5.1.1.1 Ayirma hunisine 50 g numune tartilir ve 200 mL n-hekzan eklenerek numune ¢oziiliir.
100 mL izopropanol ve yagin serbest asitlik esdegerinin % 5 fazlasi olacak sekilde % 12’ lik
NaOH c¢ozeltisi eklenir. 1 dakika kuvvetlice ¢alkalanir. 100 mL saf su ilave edilerek tekrar
calkalanir. Faz ayrimi beklenir. Altta bulunan sabun fazi1 uzaklastirilir. Coziinmeyen
safsizliklar da uzaklastirilir. Hekzan fazi fenolftalein ile pembe renk vermeyinceye kadar 50-
60 mL izopropanol ¢ozeltisi (1:1) ile birka¢ kez yikanir. Hekzan, tamamen uzaklasana kadar
vakumlu doéner buharlastiricida ugurulur. Bu uygulamanin sonunda yagin serbest asitligi %
0,5’ in altina diiser.

5.1.2 25 mL’lik erlene hazirlanan yag numunesinden tam 1g tartilir. 10 mL yikama ¢dzeltisi
icinde ¢oziliir. Kolon kromatografisinden once en az 15 dk bekletilir. Eger numuneli ¢ozelti
bulaniksa santrifiij edilerek kolon kromatografisine uygun hale getirilir (500 mg silika jel
iceren hazir kat1 faz ekstraksiyon (SPE) kartuslar kullanilabilir.)

5.1.3 Kolonun hazirlanmasi:

Kolonun dibine cam pipetle bir parca cam yiinii oturtulur. Kolona yaklasik 30 mL yikama
cozeltisi eklenir. Kolondaki hava uzaklastirilir.

Bir beherde 80 mL yikama ¢ozeltisi iginde 25 g silikajel ile siispansiyon hazirlanir. Huni
yardimiyla kolona transfer edilir. Biitlin silikanin kolona aktarilmasi i¢in yikama ¢ozeltisi ile
defalarca yikanir ve kolona eklenir. Musluk agilarak ¢oziicii seviyesi silikajelin 2 mm {istline
gelinceye kadar akatilir.

5.1.4 Kolon kromatografisi:

Kolon kromatografisine uygun hale getirilmis numuneli ¢ozelti hazirlanan kolona transfer
edilir. Siiztintdi, tarttmi alinmis 250 mL’lik balonda toplanacak sekilde musluk agilir ve
numune silikajel seviyesine gelene kadar akitildiktan sonra akis hizi 2 mL/dk olacak
sekilde150 mL yikama ¢ozeltisi kolondan gegirilir. Boylece numune ortalama 60-70 dakikada
kolondan geger. Vakumlu doner buharlastiricida ¢oziicii ugurulur. Son kalintilar da azot gazi
altinda ugurulur. Balon tartilir ve geri alinan miktar hesaplanir.

Eger kullanima hazir SPE kartuslar kullanildiysa su yol izlenir; 3 mL n-hekzan ile
sartlandirilan kartus iizerine 5.1.2° de hazirlanan ¢o6zeltinin 1 mL’ si eklenir. Cozelti
gecirildikten sonra 4 mL yikama c¢ozeltisi ile yikanir. Toplanan ¢ozelti 10 mL’ lik tiipe
alimarak azot gaz1 altinda ugurulur. SPE’ den Once ve sonra numunenin yag asidi
kompozisyonunun kontrol edilmesi gerekir.

5.2  Pankreatik lipaz ile hidroliz:

5.2.1 Hazirlanan numuneden santrifiij tiiptine 0,1 g tartilir. Her bir eklemeden sonra iyi bir
sekilde karigtirilarak 2 mL tampon ¢6zelti, 0,5 mL sodyum kolat ¢ozeltisi ve 0,2 mL kalsiyum

kloriir ¢ozeltisi sirasiyla eklenir. Tipilin agz1 kapatilir ve 40 £0,5 °C sicakliga getirilmis su
banyosunda tutulur.

5.2.2 Tiipe 20 mg lipaz eklenir. Dikkatlice karistirilir. Kapagin islanmamasi gerekir. Su
banyosunda (40+0,5 °C) tam olarak 2 dakika tutulur. Sonra kuvvetlice 1 dakika ¢alkalanir ve
sogutulur.

5.2.3 1 mL dietil eter eklenir, kapag1 kapatilip kuvvetlice ¢alkalanir. Santrifiijlenir. Eter fazi
temiz kuru bir tiipe mikro enjektorle alinir.

5.3  Silil tiirevlerinin hazirlanmasi ve gaz kromatografisi:

10 mL’lik konik dipli bir tiipe mikro enjektor yardimiyla 5.2.3” te hazirlanan ¢ozeltiden 100
pL almir. Coziicii hafif azot akiminda ugurulur, 200 pL silillendirme reaktifinden eklenir.



Kapag1 kapatilir ve ayrilmasi i¢in 20 dakika bekletilir. 20 dakikanin sonunda kromatografi
kosullarina gore 1-5 mL n-hekzan eklenerek GC i¢in hazir hale getirilir.

54  Gaz kromatografisi (GC):
Calisma sartlar1:

- Enjeksiyon blogunun sicakligi ¢oziicliniin kaynama noktasinin (68 °C) altinda
olmalidir

-Dedektor sicakligt: 350 °C

-Firm Sicakligi: 60 °C baslangi¢ sicakliginda 1 dk bekletildikten sonra 15 °C/dk
sicaklik artigt ile 180 °C ye c¢ikarilir. Daha sonra 5 °C/dk sicaklik artisi ile 340 °C ye
cikarilir ve 13 dakika bekletilir.

15 °C/dk 5 °C/dk

Baslangic o 340 °C
60 °C (1dK) > | 180°C — | (13dK)

-Tastyici gaz: Hidrojen ya da helyum

-Dogrusal akis hizi Sekil 1°deki gibi bir kromatogram elde edilecek sekilde
ayarlanmalidir.

- Alikkonma zamani trigliseritlerin C54 piki 40+5 dakikada ¢ikacak sekilde
ayarlanmalidir (Sekil 2). (2-gliseril monopalmitat pikinin yiiksekligi tiim skalanin en
az % 10’ u kadar olmalidir.)

-Enjeksiyon miktari: 0,5-1 pL, numunenin 5 mL n-hekzandaki ¢ozeltisi
5.4.1 Piklerin tanimlanmasi

Pik tanimlamasi, alikonma zamani bilinen monogliserit karisimimin aymi sartlarda analiz
edilmesiyle elde edilen tanimlanmis piklerle yapilir.

5.4.2 Miktarin hesaplanmasi
Bilgisayar programi yardimu ile pik alanlar1 hesaplanir.
6. Sonuclarin ifade edilmesi:

2-gliseril monopalmitatin yiizdesi ilgili pik alaninin toplam pik alanina (Sekil 2) oranindan
asagidaki sekilde hesaplanir:

AX
DA

Ax: gliseril monopalmitat pikinin alani

% 2-gliseril monopalmitat =100 x

> A : Monogliserit piklerinin toplam alani

Sonuglar bir ondalik olarak verilir.
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Sekil 1

% 20 esterifiye yag ve % 80 rafine zeytinyagi karisiminin lipaz ile par¢alanmasindan sonra silil
reaktifi ile reaksiyonundan sonraki kromotogrami
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Sekil 2
A Kromatogrami, esterifiye edilmemis zeytinyaginin mumsu maddeler
fraksiyonunun digliserid fraksiyonu ile ayni zamanda veya hemen sonrasinda
(8-12 m kapiler kolon) elde edilen ¢ozeltinin lipaz aktivasyonundan sonra
silillendirmesi ile elde edilmigtir.

Lipaz aktivasyonundan sonra trigliserid miktar1 % 15’1 gegmemelidir.
1 =Serbest yag asitleri

2 = Monogliseridler

3 =Digliseridler

4 =Trigliserdiler

* = 2-monopalmitin

**= Trigliserid C54
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Sekil 3

A Kromatogrami, esterifiye edilmis zeytinyaginin mumsu maddeler
fraksiyonunun digliserid fraksiyonu ile ayni zamanda veya hemen sonrasinda
(8-12 m kapiler kolon) elde edilen ¢ozeltinin lipaz aktivasyonundan sonra
silillendirmesi ile elde edilmigtir.

Lipaz aktivasyonundan sonra trigliserid miktar1 % 15’1 gegmemelidir.
1 =Serbest yag asitleri

2 = Monogliseridler

3 =Digliseridler

4 =Trigliserdiler

* = 2-monopalmitin

**= Trigliserid C54



7. Notlar
Not 1: Uygun lipaz aktivitesine sahip olan lipazlar piyasada bulunmaktadir.
Not 2: Lipaz aktivitesinin kontrol edilmesi;

165 mL 100 g/L’lik arap zamki ¢ozeltisi, 15 g ezilmis buz ve 20 mL nétralize yag karigimi
uygun bir calkalayici i¢inde yaklasik 10 dakika calkalanarak yag emiilsiyonu hazirlanir.

50 mL’lik behere bu emiilsiyondan 10 mL konulur, ardindan 0,2 g/mL’lik sodyum kolat
cozeltisinden 0,3 mL ve 20 mL saf su ilave edilir. Beher igerigi 37 °C’de sabit sicaklikta
tutularak pH 8,3’e ulasincaya kadar 0,1 M sodyum hidroksit ¢dzeltisi damlatilir. Uzerine
0,1g/mL’lik lipaz ¢6zeltisinden yeteri kadar (1 mL) ilave edilir edilmez kronometre ¢alistirilir
ve pH tekrar 8,3 oluncaya kadar 0,1M sodyum hidroksit g¢ozeltisinden damla damla
eklenmeye devam edilir. Dakikada tiiketilen alkali hacmi kaydedilir.

Veriler, x ekseni zaman ve y ekseni pH seviyesini sabit tutmak i¢in gerekli alkali ¢ozeltisi
olacak sekilde grafik biciminde kaydedilir. Dogrusal bir grafigin elde edilmesi gerekmektedir.

~VxM x100
m

A

A= Lipaz Aktivitesi (lipaz unit/mg)

V= Grafikten hesap edilen bir dakikada tiiketilen sodyum hidroksit miktari
(mL)

M= Sodyum hidroksitin molaritesi
m= Kullanilan lipazin kiitlesi (mg)

Bir “Lipaz Unit” dakikada 10 peq asidi aciga ¢ikaracak lipaz miktarini ifade eder. (neq/dk)



EK-8
Ultraviyole Isiginda Ozgiil Sogurma Tayini
1. Amag ve kapsam

Bu metot, zeytinyag1 ve pirina yaginin ultraviyole 1sikta spektrofotometrik olarak incelenmesi
yontemini tanimlamaktadir. Elde edilen sonuglar saklama ve isleme sirasinda yagda meydana
gelebilecek kalite degisimlerinin gostergesidir.

Bu yontemde belirtilen 6zgiil dalga boylarindaki sogurma, yaglarda bulunan konjuge dien ve
trien yapilarindan kaynaklanmaktadir. Ozgiil sogurma E.*- (% 1’lik ¢dzeltinin 1 cm 151k

yolundaki sogurmasi) “sogurma katsayis1” olarak bilinen K ile esdegerdir.
2. Prensip

Uygun bir ¢oziiciide ¢ozlinen numunenin belirtilmis olan dalga boylarinda saf ¢oziiciiye karsi
sogurmasinin  spektrofotometrik olarak belirlenmesidir. Tam olarak % 1’lik (w/v)
konsantrasyondaki numunenin 6zgiil sogurmasi; 10 mm’lik hiicrede, izo-oktan kullaniliyorsa
232 ve 268 nm’de, siklohekzan kullaniliyorsa 232 ve 270 nm’de belirlenir.

3. Cihaz ve malzemeler
3.1.  Spektrofotometre: 220-360 nm arasindaki dalga boylarinda okuma yapabilen

3.2.  Kapakli kuvartz kiivetler: Su veya kromatografik saflikta uygun baska bir ¢oziicii ile
doldurulduklarinda sogurma degerleri arasindaki fark 0,01 den biiyiik olmayan ve 1
cm’lik 151k yoluna sahip

3.3. Balon jojeler: 25 mL’lik

3.4.  Analitik terazi: 0,0001 g hassasiyette

4. Kimyasallar
Aksi belirtilmedikge kullanilan tiim kimyasallar analitik saflikta olacaktir.

4.1. Coziicii:

4.1.1. Izo-oktan (2.2.4-trimetilpentan): Spektrofotometrik saflikta, 232 nm ve 268 nm’de
Olclim i¢in.

4.1.2. Siklohekzan: 232 nm ve 270 nm’de 6lgiim i¢in

4.1.3. Kullanilacak ¢oziicii 10 mm’lik hiicrede distile suya karst yapilan ol¢giimde 232 nm’de
0,12°den az, 250 nm’de 0,05°ten az 6zgiil absorbansa sahip olmalidir.

5. Prosediir

5.1. Numune homojen olmali ve herhangi bir safsizlik icermemelidir. Ortam sicakliginda
stvi olan yaglar yaklasik 30 °C’de siizge¢ kagidindan siiziilmelidir.

5.2. Tam olarak 0,25 g numune hassas bir sekilde 25 mL’lik balon jojeye tartilir. Secilen
coziicii ile coziilerek, ¢oziicii ile 25 mL'ye tamamlanir ve homojenize edilir. Elde edilen
cozelti tamamen berrak olmalidir. Eger ¢ozeltide opaklik veya bulaniklik varsa tekrar filtre
edilmelidir.

5.3. Elde edilen bu ¢ozelti kiivete doldurulur ve yag iceren bu ¢dzeltinin sogurmalari
spektrofotometrede 232-276 nm arasinda uygun dalga boylarinda saf ¢6ziiciiye karsi olgtliir.
Olgiilen 6zgiil sogurma degerleri 0,1-0,8 araliginda olmalidir. Aksi takdirde, daha derisik veya
daha seyreltik c¢ozeltiler kullanilarak Glgiimlerin mutlaka tekrarlanmasi gerekmektedir. Tiim
dalgaboyu araliginda 6zgiil sogurma 6l¢timii yapilmasi gerekli olmayabilir.



6. Sonuclarin hesaplanmasi

6.1. Cesitli dalga boylarinda asagidaki formiille hesaplanan 6zgiil sogurmalar (sogurma
katsayilar1) kaydedilir:

EA
CXS

K, =

Burada:

K, = , dalga boyundaki 6zgiil sogurma;

E, = , dalga boyunda 6lgiilen sogurma,;
C = Yag cozeltisinin konsantrasyonu (g/100 mL)
s = Kuvartz kiivetin kalinlig1 (cm)

Sonuglar iki ondalikli olarak ifade edilmelidir.
6.2. AK asagidaki formiille hesaplanir;
K.,.+K

m+4
m
2

AK =K

Burada;
Km: m dalga boyunda 6zgiil sogurma

En yiiksek 0zgil sogurma (Kp); izo-oktan kullaniliyorsa 268 nm’de, siklo-hekzan
kullaniliyorsa 270 nm’de elde edilmelidir. Bulunan AK sonucu AE olarak da verilebilir.

BILGI/ACIKLAMALAR-1
Spektrofotometrenin kalibrasyonu

1. Spektrofotometre belirli araliklarla hem dalga boyu tepkisi hem de tepkilerin dogrulugu
acisindan kontrol edilmelidir.

2. Dalga boyu bir civa buhar lambasi1 veya uygun filtreler vasitasiyla kontrol edilebilir.
3. Spektrofotometrenin kontrolii agagidaki islemler uygulanarak yapilir.

0,2000 g saf potasyum kromat tartilir ve 1000 mL’lik balon joje i¢inde 0,05 M potasyum
hidroksitle ¢ozdiiriilerek 1000 mL ye tamamlanir. Elde edilen ¢ozeltiden tam olarak 25 mL
alimir ve 500 mL’lik balonjojeye aktarilir. Daha sonra 0,05 N potasyum hidroksitle 500 mL ye
tamamlanir.

Elde edilen bu ¢o6zeltinin 6zgiil sogurmast 1 cm’lik bir kiivet kullanilarak 275 nm’de
potasyum hidroksit ¢dzeltisine kars1 (kor) olgiiliir. Olgiilen sogurma degeri 0,200 £ 0,005
olmalidir.



1.

EK-9A
Yag Asitlerinin Metil Esterlerinin Gaz Kromatografisi Ile Tayini

Kapsam

Bu yontem Ek-9B’de belirtilen yonteme uygun olarak elde edilen yag asidi metil esterlerinin
belirlenmesi prosediiriinii tanimlar. Polimerize olmus yag asitleri i¢in uygun degildir.

2.
2.1.

2.2.
2.2.1.
2.2.2.
2.3.

3.1.
3.1.1
3.1.2
3.13
3.14.
3.2.

3.2.1.

3.3.

Kimyasallar
Tastyict gaz

Inert gaz (azot, helyum, argon, hidrojen, v.b. tam olarak kurutulmus ve oksijen igerigi
10 mg/kg’dan az.). Sadece kapiler kolonlar i¢in tasiyici gazi olarak kullanilan hidrojen
gaz1 analizin hizim1 iki katina ¢ikarabilir. Ancak tehlikeli olabileceginden gerekli
giivenlik dnlemleri alinmalidir.

Yardimci gazlar

Kromatografik saflikta hidrojen: (saflik > % 99,9) Organik bilesen igermeyen
Kromatografik saflikta kuru hava: Organik bilesen igermeyen

Referans standart

Saf yag asitlerinin metil esterlerinin karisimi veya analiz edilecek yag ile benzer
ozeliklere sahip, kompozisyonu bilinen bir yagin metil esterleri kullanilir. Coklu
doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu engellemek i¢in 6nlem alinmalidir.

Cihaz ve malzemeler

Gaz kromatografi cihazi;

Firin: Kolonlar i¢in termostat kontrollii, 0,1 °C hassasiyetle ¢alisabilen

Enjeksiyon blogu: Split-splitless sisteme uygun liner iceren ve sicakligl ayarlanabilen
Alev-iyonizasyon dedektorii

Gerekli bilgisayar sistemi ve bilgisayar sistemine bagh yazici

Kapiler kolon: Uzunlugu en az 60 m, i¢ ¢ap1 0,25-0,32 mm, film kalinlig: 0,10-0,30
um olan, genellikle sabit fazi poliglikol (poli(etilen glikol) 20,000), polyester
(biitandiol polisiiksinat) veya polar polisiloksan (siyanosilikonlar) olan. Sabit fazi
capraz bagli olanlar uygundur. C18:3 ve C20 asitlerinin tanimlanmasi ve ayrilmasinda
polar polisiloksanlarin kullanimi1 bazi sorunlara neden olabilmektedir.

Kolonun sartlandirilmasi

Eger kolon ilk kez kullanilacak ise sartlandirilmalidir. Kolon, firin sicaklik
programiyla ortam sicakliindan baglayarak 3 °C/dk artacak sekilde kolonun
dayanabildigi en yiiksek sicakligin 10 °C altindaki sicakliga kadar arttirilarak sartlanir.
Sartlandirmaya, baseline herhangi bir pik olmaksizin dogrusal oluncaya kadar devam
edilir, baseline sapma gostermemelidir. Baseline dogrusal olduktan sonra bir saat bu
sicaklikta tutulmalidir. Izotermal kosullar altinda ¢alismak igin firin tekrar 180 °C’ye
ayarlanir.

Negatif dogrusal sapma: Kolon baglantilarinin dogru yapilmadigini gosterir.
Pozitif sapma : Kolonun yeterince sartlanmadigini gosterir.

Gaz kromatografi enjektorii: Sertlestirilmis igneli, 10 L lik (0.1 uL taksimatli)



Prosediir
4.1. Calisma sartlar1
Calisma sartlar1 asagidaki sekildedir:

—  Finin sicakhigr:

165 °C baslangi¢ sicakliginda 15 dk bekletildikten sonra 5 °C/dk sicaklik artisi
ile 200 °C ye cikarilir.

— Enjeksiyon sicakligi: 250 °C,
— Dedektor sicakligr: 260-280 °C,

— Tastyic1 gazin akis hizi: 1,2 mL/dk (Analiz siiresinin kisaltilmasi ya da daha
belirgin ayrim yapilabilmesi i¢in tagiyici gazin akis hizi ayarlanir. )

— Enjekte edilen madde miktart: 1 uL
- Split orani: Calisilan numuneye gore optimize edilir.
4.2. Numune miktari

Ek-9B’ye gore hazirlanmis 0,1-0,2 pulL metil ester ¢ozeltisi kolona enjekte edilir. Esterlerin
cozeltinin iginde olmadigi durumda, kromatografik kalitedeki heptan icinde yaklagik 100
mg/mL’lik ¢bzeltisi hazirlanir ve bu ¢dzeltiden 0,1-1 pL enjekte edilir. Iz miktardaki
maddelerin analizi yapildiginda 6rnek miktar1 10 kata kadar arttirilabilir.

43. Analiz

Genel olarak caligma sartlar1 4.1.’deki gibi olmalidir. Firin sicakligi programlandiktan sonra
tiim pikler ¢ikana kadar sabit sicaklikta ayrima devam edilir.

Analiz sirasinda 12 karbondan daha diisiik yag asitlerinin ayrilmas: gerektiginde, daha diisiik
sicaklikta ve 20 karbondan daha biiyiik yag asitlerinin ayrilmasi gerektiginde ise daha yliksek
sicaklikta galigmak miimkiindiir. Ornegin, numune 12 karbondan daha diisiik yag asitlerini
iceriyorsa enjeksiyon 100 °C’de yapilir (eger butirik asit varsa 50 ya da 60 °C de
kullanilabilir) ve hemen sicaklik 4-8 °C/dk hizla optimum sicaklia artirilir. Belli durumlarda,
her iki prosediir birlestirilebilir. Tiim bilesenlerin ayrimi yapilana kadar sabit sicaklikta
programa devam edilir. Eger sicaklik programi yapilamiyorsa 100-195 °C arasindaki iki sabit
sicaklik kullanilir.

Eger gerekiyorsa piklerin maskelenmesi durumunda (C18:3 ve C20:0 veya konjuge C18:3 ve
C18:2°nin eszamanli olarak bulunmasi gibi) numune analizinin farkli polaritede iki sabit fazda
yapilmasi Onerilir.

4.4.  Referans kromatogramin ve referans grafiklerin hazirlanmasi

Numunenin ¢alisma sartlariyla ayni sartlar altinda referans standart karisimi analiz edilir ve
yag asitleri kompozisyonu i¢in alikonma siireleri veya alikonma mesafeleri 6l¢iiliir. Alikonma
sliresinin veya mesafesinin logaritmasini her doymamislik derecesi i¢in karbon atomu
sayisinin bir fonksiyonu olarak gdsteren yari1 logaritmik kagida isaretlenerek bir referans
grafik elde edilir. Izotermal kosullarda ayni derecede doymamus olan diiz zincirli asitler igin
grafikler diiz ¢izgiler seklinde olmalidir. Bu ¢izgiler miimkiin oldugunca paralel olmalidir.

Piklerin maskelenmesine neden olacak kosullardan yani numunedeki iki bileseninin ayirt
edilemeyecegi durumlardan kaginmak gerekir.



5. Sonuglarin ifade edilmesi
5.1. Nitel analiz

Numunenin metil ester pikleri 4.4.’te hazirlanan grafiklerle tanimlanir, gerektiginde
interpolasyon yapilir.

5.2.  Nicel analiz
5.2.1. Kompozisyonun belirlenmesi

Istisnai durumlar disinda toplam pik alanlarindan numunenin yag asitleri kompozisyonun
bagil yiizdeleri hesaplanir.

5.2.2. Hesaplama metotlar1
5.2.2.1. Genel

Her bir yag asidi yiizdesi, ilgili pik alaninin yag asitlerinin toplam pik alanina oranindan
hesaplanir.

%1 Yag Asidi = A x100

DA

Burada:
A = Ilgili yag asidine ait pikin alan
2A = Tiim yag asidi piklerinin alanlarinin toplami

Sonuglar 2 ondalikl1 olarak verilir.

Buradaki bagil alanlar temel alinarak yapilmis hesaplamanin sonuclarinin, kiitlece yiizdeyi
ifade ettigi kabul edilir. Bu varsayimin gecerli olmadigi durumlar i¢in diizeltme faktorleri
kullanilr.

5.2.2.2. Diizeltme faktorlerinin kullanilmasi

Karbon sayisi sekizden az olan yag asitlerinin ya da ikincil grup bulunan yag asitlerin
bulunmasi durumunda, 6zellikle yiliksek derecede kesinlik istendiginde, pik alanlarinin ytizde
oranlarini yag asitlerinin kiitlece yiizde oranlarina ¢evirmek icin diizeltme faktorleri kullanilir.

Diizeltme faktorleri, numuneyle ayn1 kosullar altinda kompozisyonu bilinen metil esterlerinin
referans karigiminin analiziyle elde edilen kromatogram yardimuiyla belirlenir.

Bu referans karisim i¢in bilesen i nin kiitlesinin yiizde oraninm1 asagidaki formiille bulunur:

Z":‘m %100

Burada:

mi; = Referans karigim igindeki yag asidi i’nin kiitlesi

xm = Referans karigimdaki degisik yag asitlerinin kiitleleri toplami

Referans karisim kromatogramindan elde edilen yag asidi i’nin yiizde orani (alan/alan)
asagidaki gibi hesaplanir:

A 100

DA

Burada:




A = Yag asidi i’ye karsilik gelen pikin alan1
A = Tiim yag asidi piklerinin toplam alani
Bunu takiben diizeltme faktorii asagidaki gibi hesaplanir:
m, x Z A
Ki=—5S5—
A x Z m

Genellikle diizeltme faktorleri Kcig'yla goreceli olarak ifade edilir, goreceli faktorler
asagidaki gibi hesaplanir:

K, =—"
KC16

Numunedeki her yag asidi i’nin icerigi, metil esterlerin kiitlece yiizdesi olarak ifade edilir:

KixA 100
ZiKi x A ’
Sonuglar 2 ondalikl1 olarak verilir.
5.2.2.3.  I¢ standardm kullanilmas1

Bazi analizlerde (6rnegin tiim yag asitlerinin dl¢iilmemis oldugu ve 6zelikle 4 ve 6 karbonlu
asitlerin 16 ve 18 karbonlu asitlerle birlikte bulundugu veya numunenin igindeki yag asidinin
tam miktarmin belirlenmesinin énemli oldugu durumlarda) i¢ standart kullanilmas1 gerekir. I¢
standart olarak 15 veya 17 karbonlu yag asitleri siklikla kullanilir. Eger varsa diizeltme
faktorii kullanilarak hesaplama yapilmalidir.

Bilesen 1’nin metil esterler olarak ifade edilen kiitlece yiizdesi asagidaki formdiille hesaplanir.

MK <A 100
mx K x A
Burada:
A = Yag asidi i’ nin pik alan;
A = I¢ standardin pik alan;
K= Yag asidi i i¢in diizeltme faktorii (K cjg’ya gore);
K,= I¢ standart icin diizeltme faktorii (K ¢1¢ya gore);
m = Numunenin mg cinsinden kiitlest;
ms = I¢ standardin mg cinsinden kiitlesi

Sonuglar bir ondalikli olarak verilir.

6. Trans-izomerlerin analizi

Karbon sayis1 10-24 arasindaki yag asitlerinin trans-izomer miktarlarinin belirli polaritedeki
kapiler kolonlar kullanilarak tespit edilmesi miimkiindiir.

6.1. Kapiler kolon: Uzunlugu 60 m, i¢ ¢ap1 0,25-0,32 mm, film kalinlig1 0,10-0,30 um
olan, siyanopropisilikon ile kaplanmig (SP 2380, C.P. sil 88, silor 10 veya esdegeri) silikadan
yapilmis.



6.2.  Metil esterler Ek 9B’de belirtilen prosediir ile hazirlanir. Serbest yag asitligi % 3’{in
iizerinde olan numuneler Ek 7 fikra 5.1 uyarinca nétralize edilmelidir.

6.3. Calisma sartlari

— Firin sicakligi: 150 °C-230 °C (6rnegin; 165 °C baslangic sicakliginda 15 dk
bekletildikten sonra 5 °C/dk sicaklik artisi ile 200 °C ye ¢ikarilir.)

— Enjeksiyon sicaklig1:
Split/splitless sistem kullaniliyorsa 250 °C,

kolona dogrudan enjeksiyon (on-column) sistemi kullaniliyorsa kolonun baslangi¢
sicakligi;

— Dedektor sicakligt: 260 °C
— Tastyic1 gaz (helyum) akis hizi 1,2 mL/dk (veya hidrojen)

Enjekte edilen miktar, hassas sartlar altinda C20 metil esteri (arasidik) piki tiim skalanin %
20’sine esit ya da daha fazla olacak sekilde ayarlanmalidir.

6.4. Her bir pikin tamimlanmasi, alikonma zamanlar1 ve ayn1 kosullar altinda analiz edilen
referans karigimlarinin alikonma zamanlarinin karsilagtirilmasiyla yapilir.

Trans yag asitleri ayni yag asidinin cis izomerinden once ¢ikar.

Ormnek kromatogram Sekil 1°de verilmistir.

18:1C
18:1CC

—=—. Coziicii
16:0
180

IR W7 C

18:2TT
18:2CT
18:1TC

18:3CTC
18:3TCC

—— | T T
18:3C0C

L —
J— N (%)

—
L=

)

Sekil 1

Yag asitlerinin trans-izomerlerinin kromatogrami (kapiler kolon kullanilarak)

6.5.  Cesitli trans yag asitlerinin yiizdeleri ilgili pikin alani ile mevcut diger tiim pik alanlar1
toplamlar1 arasindaki iligki temel alinarak hesaplanir.

Asagidaki yiizdeler dikkate alinmalidir;

- transoleik izomerlerin toplami olarak TGK-Zeytinyagt ve Pirina Yagi
Tebligi’nin Ek-1’inde yer alan trans oktadekenoik asitlerin ytizdesi (T 18:1);



- translinoleik izomerlerin toplami olarak TGK-Zeytinyagi ve Pirina Yagi
Tebligi’nin Ek-1’inde yer alan cis-trans ve trans-cis oktadekadienoik asitlerin
yiizdesi [(CT/TC) 18:2];

- translinolenik izomerlerin toplami olarak TGK-Zeytinyagr ve Pirina Yagi
Tebligi’nin Ek-1’inde yer alan trans-cis-trans, cis-cis-trans, cis-trans-cis, trans-
cis-cis, oktadekatrienoik asitlerin yiizdesi [(TCT+CCT+CTC+TCC) 18:3].

Sonuclar iki ondalik olarak verilir.

EK-9B
Yag Asitlerinin Metil Esterlerinin Hazirlanmasi
Yag asitleri metil esterlerini hazirlamak i¢in asagidaki iki yontemden biri kullanilir
Metot A: Potasyum hidroksitin metanolik ¢ozeltisi ile trans-esterifikasyon

Metot B: Metanol i¢inde sodyum metilat araciliiyla 1sitilarak metillendirme ve
bunu takiben asit ortaminda esterifikasyon.

Her bir metot asagida belirtilen yag kategorilerine ve belirlenecek olan analitik parametreye gore
uygulanir:

6)) Gergek ve teorik ECN42 trigliserid igerikleri arasindaki farkin (AECN42)
hesaplanmas:

— Metot A tiim yag kategorilerindeki numunelere uygulanir. (silikajel
kolonun igerisinden gegirilerek saflastirildiktan sonra)

(b)  Yagasidi kompozisyonunun saptanmasi:

—  Metot A asagidaki yag kategorilerindeki numunelere dogrudan
uygulanir:

serbest yag asitligi % 3,3’ten az olan natiirel zeytinyaglari,
rafine zeytinyagi,
riviera
rafine pirina yagi,
pirina yagi
— Metot B asagidaki yag kategorilerindeki numunelere dogrudan
uygulanir:
serbest yag asitligi % 3,3’ten fazla olan natiirel zeytinyaglari,
ham pirina yagi;
(c) Yag asitlerinin trans-izomerlerinin saptanmast:

— Metot A asagidaki yag kategorilerindeki numunelere dogrudan
uygulanir:

serbest yag asitligi % 3.3’ten az olan natiirel zeytinyaglari,
rafine zeytinyagi,

riviera



rafine pirina yagi,
pirina yagi
— Metot A tiim yag kategorilerindeki numunelere uygulanir. (silikajel
kolonun igerisinden gegirilerek saflastirildiktan sonra)
serbest yag asitligi % 3,3’ten fazla olan natiirel zeytinyaglari,
ham pirina yagi;
Yag Numunelerinin Saflastirilmasi:

Gerektiginde, numuneler [UPAC 2.507 sayili yontemde tarif edilen sekilde bir silikajel kolonun
icinden gegirilerek, hekzan/dietil eterle (87:13, v/v) siiziiliip saflastirilir.

Buna alternatif olarak silikajel fazli kati-faz ekstraksiyon kartuslart (SPE) kullanilabilir.
Silikajel kartus (1 g, 6 mL) vakumlu slizme sistemine yerlestirilerek 6 mL hekzan ile
sartlandirilir. Kolonun kurumasini 6nlemek ic¢in vakum serbest birakilir ve bunu takiben 0,5
mL hekzan igerisinde yag (0,12 g kadar) ¢ozeltisi kolonun ic¢ine konulur ve vakumlanir.
Kolon vakum altinda 10 mL hekzan/dietil eter (87:13 v/v) ¢ozeltisi ile yikanir. Toplanan
stiziinti homojenize edilir ve iki esit hacme boliinlir ve vakumlu doner buharlastiricida
ucurulur. Bunlardan biri GC i¢in digeri HPLC i¢in hazirlanir.

Yag Asidi Metil Esterlerini Hazirlama Metotlar:
1. Metot A: Potasyum hidroksitin metanollii ¢ozeltisi ile trans-esterifikasyonu
1.1.  Kapsam

Bu metot zeytinyaglarina ve serbest yag asitligi % 3,3’ten az olan pirina yaglarina uygulanir.
Serbest yag asitleri potasyum hidroksit ile esterifiye edilemezler. Yag asitlerinin etil
esterleri, gliseridik esterlerden daha diisiik oranda trans-esterifiye olurlar ve sadece kismi
olarak metillendirilebilirler.

1.2.  Prensip

Bu metot, sabunlasma meydana gelmeden Once ara bir asama olarak metil esterlerin
metanollii potasyum hidroksit ile trans-esterifikasyonu ile olugsmasi prensibine dayanir.

13. Kimyasallar

Metanol: % 0.5’ten (m/m) fazla su icermeyen

Heptan: Kromatografik saflikta.

Metanollii potasyum hidroksit ¢ozeltisi: 2 M
14. Malzemeler

Kapakl: deney tiipleri: 5 mL’lik.

Derecelendirilmis veya otomatik pipetler: 2 mL ve 0,2 mL
15.  Prosediir

5 mL’lik kapakli deney tiipliniin icerisine 0,1 g yag numunesi tartilir. 2 mL heptan ilave
edilir ve ¢alkalanir. 0,2 mL 2 M metanollii potasyum hidroksit ¢ozeltisi eklenir, kapagi
sikica kapatilip 30 saniye kuvvetlice calkalanir. Ust faz berraklasana kadar bekletilir.
Metil esterleri igeren iist fazi ayrilir. Heptan ¢ozeltisi gaz kromatografisine enjeksiyon
icin hazirdir. Haptan ¢6zeltisi kromatografik analize kadar buzdolabinda saklanmalidir.
Cozelti 12 saat i¢ginde kullanilmalidir.



2. Metot B: Metanolli sodyum metilat Kkatalizorii esliginde 1sitilarak
metillendirilmesi ve bunu takiben asit ortamda esterifikasyonu

21. Kapsam

Bu metot zeytinyaglarina ve serbest yag asitligi % 3,3’ten fazla olan pirina yaglarina
uygulanir.

2.2.  Prensip

Bu yOntemin prensibi serbest yag asitlerinin nétralizasyonu ve gliseridlerin
metillendirilmesine ve bunu takiben yag asitlerinin asit ortamda esterifikasyonuna dayanir
(IUPAC yontem 2.301 baslik 4.2).

2.3.  Kimyasallar
— Heptan: Kromatografik saflikta
- Metanol: Su igerigi % 0.05’ten (m/m) az olan
- Metanolii sodyum metilat ¢ozeltisi: 0.2 M
- Fenolftalein ¢ozeltisi: % 0.2 lik metanollii

- Metanollii siilfiirik asit ¢ozeltisi: 0,5 M (100 mL metanole 3 mL % 96’11k
siilfiirik asit eklenir)

- Doygun sodyum kloriir ¢ozeltisi
24. Malzemeler

— Silifli balonjoje: 50 mL’lik

- Geri sogutucu

- Kaynama taglari

- Cam huni
2.5.  Prosediir

0,25 g yag numunesi 50 mL’lik balon jojeye tartilir, bir huni yardimiyla 10 mL 0,2 M
metanollii sodyum metilat ve kaynama taslar1 ilave edilir. Geri sogutucuya takilir, calkalanir
ve kaynama noktasina getirilir. Cozelti 10 dakika icerisinde seffaf hale gelir. Bu tepkime 15
dakika icerisinde tamamlanir. Balon 1siticidan alinir, geriye akis sonlanana kadar beklenir,
sogutucu ¢ikarilir ve iki damla fenolftalein ¢6zeltisi ilave edilir. Cdzelti renksiz olana kadar
birka¢ mL 0,5 M metanollii siilfiirik asit ilave edildikten sonra {lizerine 1 mL fazlas1 eklenir.
Sogutucu takilir ve 20 dakika tekrar kaynatilir. Isiticidan alinir ve balonjoje akan su altinda
sogutulur. Sogutucu ¢ikarilir ve 20 mL doygun sodyum kloriir ¢ozeltisi ilave edilir ve
calkalanir. 5 mL heptan ilave edilir, balonjojenin agzi1 kapatilir ve 15 saniye boyunca
kuvvetlice ¢alkalanir.

Faz ayrimi i¢in beklenir. Sulu faz, balon boynunun alt noktasina gelene kadar doygun
sodyum kloriir ¢ozeltisi ilave edilir. Balonunun boyun kisminda yer alan faz metil ester
igermektedir. Bu ¢6zelti GC’ye enjekte edilmeye hazirdir.

Metot B ile metilllendirme mutlaka bir ¢eker ocak altinda yapilmalidir.
2.6. Metot B ile metillendirme islemine alternatifler

2.6.1. Metot C

2.6.1.1.Prensip



Bu metot, numunenin metanol-hidroklorik asit ile agz1 kapali vialde 100 °C’de
metillendirilmesine dayanir.

2.6.1.2. Malzemeler

- Dayanikli cam vial: 5 mL’lik (40- 45 mm yiiksekliginde, 14-16 mm
capinda).

- Pipetler: 1 ve 2 mL’lik.
2.6.1.3. Kimyasallar

Hidroklorik asitin % 2’lik metanollii ¢ozeltisi: Cozelti, gaz halindeki hidroklorik
asit ve susuz metanolden hazirlanir.

Hekzan: Kromatografik saflikta
2.6.1.4.  Prosediir

Daha 6nceden sodyum siilfatla kurutulmus ve filtre edilmis olan 0,2 g yag ve 2 mL
hidroklorik asit-metanol ¢ozeltisi cam viale konulur. Kapagi kapatilir.

Vial 100 °C’de 40 dk tutulur.
Vial akan su altinda sogutulur, kapagi agilir ve 2 mL saf su ve 1 mL hekzan ilave edilir.

Santrifiijlenir ve hekzan fazi GC’de analiz edilmek iizere alinir.

2.6.2. Metot D
2.6.2.1. Prensip

Bu metot, numunenin geri sogutucu altinda metanol—-hekzan—siilfiirik asit ile 1sitilarak
metillendirilmesi ve bu esterlerin petrol eteri ile ekstraksiyonu prensibine dayanir.

2.6.2.2. Cihaz ve malzemeler

—  Deney tiipii: Ortalama 1 m uzunlugunda hava sogutmali yogusturucuya
baglanabilen, cam baglant1 yeri olan 20 mL’lik

—  Pipet: 5 mL’lik.

—  Ayirma hunisi: 50 mL’lik

—  Beher: 10 mL’lik ve 25 mL’lik

—  Konik tabanli deney tiipii: 15 mL’lik
2.6.2.3. Kimyasallar

—  Metillendirme reaktifi: 75:25:1 oraninda (v/v/v) susuz
metanol—hekzan—konsantre siilfiirik asit (d = 1.84 g/cm®)

- Petrol eteri
—  Susuz sodyum siilfat
2.6.2.4. Prosediir

0,1 g yag 20 mL’lik deney tiipliniin igerisine konulur ve 5 mL metillendirme reaktifi ilave
edilir.



Geri sogutucuya yerlestirilir ve kaynayan su banyosunda 30 dakika isitilir. Kaynamay1
kontrol etmek i¢in, deney tiipliniin igerisine cam baget konulur ve su banyosunun sicakligi
90 °C’de tutulur.

Miktar1 bilinen karigim, 10 mL saf su ve 10 mL petrol eterinin yardimiyla 50 mL’lik ayirma
hunisine konulur. Kuvvetlice ¢alkalanir ve faz ayrimi beklenir. Sulu faz atilir ve eter fazi iki
defa 20 mL saf su ile yikanir. Ayirma hunisine az miktarda susuz sodyum siilfat ilave edilir ve
calkalanir. Birka¢ dakika ¢okmesini bekledikten sonra filtre edilir ve siizlintii 15 mL’lik konik
tabanli deney tiipiinde toplanur.

(Cozelti su banyosunda azot gaziyla ugurulur.
3. Metillendirme yontemlerinin kesinlik parametreleri

A ve B yontemlerinin kesinliginin istatistiksel olarak degerlendirilmesi Uluslararas1 Zeytin
Konseyi tarafindan COI/T.20/DOC.24 sayili yontemi araciligiyla yayinlanmustir.

Zeytinyag1 ve Pirina Yagindan Yag Asidi Esterleri Gaz Kromatografisi Analizi i¢in
Oneriler

1. Prosediir

Heptan icerisindeki yag asidi metil esterleri ¢ozeltisinin kromatografik analizleri ISO-5508
standardina uygun olarak ve kapiler kolon kullanilarak (uzunlugu 60 m ve i¢ ¢ap1 0,25 mm
veya 0,32 mm) siyanopropilsilikon fazi ile yag asitlerinin trans-izomerlerinin saptanmasi
yontemi ile gerceklestirilir (COI/T.20/Doc. no.17).

Sekil 2’de pirina yaginin yag asitleri metil ve etil esterleri ve metil esterlerin trans-
izomerlerini i¢eren tipik kromatogrami verilmektedir

2. Hesaplamalar

2.1. Yag asidi kompozisyonu ve AECN42’nin hesaplamalar1 i¢in asagidaki yag asitleri
dikkate alinacaktir:

Miristik (C14:0)
Palmitik (C16:0) Metil ve etil estere karsilik gelen tiim piklerin toplama.

Palmitoleik (C16:1) Metil ester ®9 ve 7 izomerlerine karsilik gelen tiim piklerin
alanlarinin toplami.

Heptadekanoik / Margarik (C17:0)
Heptadesenoik / Margoleik (C17:1)
Stearik (C18:0)

Oleik (C18:1) Metil ester ®9 ve ®7 izomerleri, etil ester, metil esterlerin trans-
izomerlerine karsilik gelen tiim piklerin alanlarinin toplamu.

Linoleik (C18:2) Metil ve etil esterlerin ve metil esterin trans-izomerlerine karsilik
gelen tiim piklerin alanlarinin toplamu.

Arasidik (C20:0).

Linolenik (C18:3). Metil ester ve metil esteri trans-izomerlerinin piklerinin alanlarinin
toplama.

Eikosenoik (C20:l).



Behenik (C22:0).
Lignoserik (C24:0).
Toplam alanin hesaplanmasinda squalen alani dikkate alinmamalidir.

2.2 Trans-C18:1 yiizdelerinin hesaplanmasi i¢in bu yag asidinin metil esterlerine karsilik
gelen pik kullanilmahdir. [trans-C18:2 + trans-C18:3] toplami i¢in bu asitlerin trans-
izomerlerine karsilik gelen tiim piklerin toplami alinmalidir. Toplam alanin hesaplanmasi i¢in
2.1°de belirtilen tiim pikler dikkate alinmalidir (COI/T.20/Doc. No. 17).

Her yag asidinin ylizdesi asagidaki formiile gore hesaplanir:
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Sekil 2

Soguk metilasyon metodu uygulanan pirina yagi kromatogram
(Baska sekilde belirtilmedigi taktirde pikler metil ve etil esterlere karsilik gelir)



EK-10
Ucucu Halojene Coziiciilerin Tayini
1. Metot

Metodun prensibi ¢oziiciiyle ekstrakte edilen yaglarda tetrakloroetilen miktarmin tespitine
dayanir. Ayni metotla 1,1,1 trikloroetan, dibromoklorometan ve bromoform da tespit edilebilir.

2. Cihaz ve malzemeler:

2.1. Gaz kromatografi cihazi: Elektron yakalama detektorli (ECD)

2.2. Head space (HS) cihaz1

2.3. Kapiler kolon: uzunlugu 25-50 m, i¢ ¢ap1 0,25-0,35 mm (SE 52/54 veya esdegeri)
24.  Tasiyic ve yardimer gaz: Kromatografik saflikta azot veya hidrojen

2.5.  10-15 mL’lik cam balon ya da 20 mL’lik HS wvialleri, teflon kaplanmis ve enjektor girisine
uygun aliiminyum tipa (HS vial kapagt)

2.6 Hermetik kapatma aleti

2.7.  Gaz siringast: 0,5-2 mL’lik

2.8.  Smringa: 1pL ve S5pl’lik

2.9. Pipet veya siringa: 40 pL’lik

3. Kimyasallar

Standart; Gaz kromotografiye uygun saflikta halojene ¢oziiciiler.
4. Prosediir

4.1. Cam balona yaklasik 3 g yag tartilir ve hermetik olarak kapatilir. 70 °C’de 1 saat 1sitilir.
Bir enjektor kullanilarak 0,2-0,5 mL dikkatlice head space’e verilir. Gaz kromatografi cihazi
asagidaki kosullara ayarlanir:

-Enjeksiyon sicakligr: 150 °C

-Firin sicakligy : 70-80 °C

-Dedektor sicakligi: 200-250 °C
Sicakliklar, elde edilen sonuglara gére ayarlanabilir.

4.2.  Standart ¢ozelti: Kalintt bulunmayan rafine zeytinyag: kullanilarak 0,05-1 ppm araliginda
(numunede beklenen miktara gore degisebilir) hazirlanir. Gerekliyse halojen standartlar pentan ile
seyreltilebilir.

43. Kantitatif degerlendirme: Numunedeki pik yiiksekligi, standart ¢ozeltideki pik ytiksekligi
ile karsilagtirlir. Eger sapma %10°’dan biiylikse standart sapma %]10’u gegmeyecek sekilde
standart yeniden hazirlanarak tekrar numune enjekte edilmelidir. Madde igerigi her bir
enjeksiyondan elde edilen sonuglarin ortalamasi alinarak verilmelidir.

4.4.  Sonuglarin verilmesi: Halojene ¢oziiciilerin toplam1 ppm (mg/kg) olarak ifade edilir. Bu
metodun tespit limiti; 0,01mg/kg’dir.



EK-11
Natiirel Zeytinyaglarina Ait Duyusal Ozelliklerin Tespiti
1. Amag ve kapsam

Bu metodun amaci, natiirel zeytinyaginin lezzet karakteristiklerini degerlendirmek igin ihtiyag
duyulan kriterleri saptamak ve siniflandirmasi i¢in metodolojiyi gelistirmektir.

2. Uygulama alani

Metot; bir panelde sec¢ilen bir tadimci grubuna natiirel zeytinyaginin siniflandirilmast ve
zeytinyagimin kusurlarmin siddetine, aromasina (meyvemsilik) ve diger pozitif 6zelliklerine
gore derecelendirilmesinin belirlenmesinde ne tiir uygulamalar yapilacagini tarif eder. Ayrica
istege bagl etiketleme icin gostergeleri saglar.

Bu prosediirde atif yapilan IOC standartlarinin giincel versiyonlar1 uygulanir.

3. Duyusal analiz i¢in genel terimler

IOC/T.20/Doc. No 4 ‘duyusal analiz: genel terimler’ standardindaki terimlerdir.
4, Ozel terimler

4.1.  Pozitif 6zellikler

- Meyvemsi: Zeytinin ¢esidine bagl olarak saglikli, taze, yesil ya da olgun meyveden
elde edilen yagin algilanan karakteristik meyvemsi aromasi. Bu koku direk olarak
ve/veya burunun arkasinda algilanir.

- Acilik: Yesil zeytinden veya rengi doniik zeytinlerden tiretilmis yagin karakteristik
ilk tadidir. Dilin "V" bolgesindeki tat alma hiicreleri ile bulunur.

- Yakicilik: Yagin duyusal karakteristigi olan yakma hissidir. Cogunlukla mevsimin
baslangicinda hala yesil olan zeytinlerden liretilen yaglarda hissedilir. Bu his, tiim agiz
boslugunda algilanabilir, 6zellikle bogazda hissedilir.

4.2.  Negatif 6zellikler
- Kizisma-camurumsu tovtu:

Kizisma; yigin olarak saklanan veya depolanan zeytinlerden iiretilen yaglarin,
anaerobik fermantasyonunun ileri safhalarindaki zeytinlerden {iretilen yaglarin
karakteristik tat ve kokusunu tanimlar,

Camurumsu tortu; depolama tanklarinin ya da figilarin dibinde biriken tortuyla temasta
birakilan yaglarda anaerobik fermantasyon sonucu olusan karakteristik tat ve kokuyu
tanimlar

- Kiiflii-rutubetli-ropraksi: Nemli kosullarda uzun siireli depolama sonucunda ¢ok
sayida kiif ve mayanin gelismis oldugu meyvelerden tiretilen ya da yerden (topraktan,
camurdan) toplanan meyvelerin yikanmadan iiretime katilmasi ile elde edilen yaglarin
karakteristik tat ve kokusu.

- Sarabimsi-sirkemsi/asidik-eksimsi: Bazi yaglarin sarap veya sirkeyi hatirlatan
karakteristik tat ve kokusu. Bu tat ve koku zeytinlerin veya zeytin hamurunun, iyi
temizlenmemis hasirlar kullanilmasi ile aerobik fermantasyonunun baslamasi ve
sonucunda asetik asit, etil asetat ve etanol olugsmasindan kaynaklanir.

- Ransid: Siddetli bir oksidasyon siirecine maruz kalan yagin karakteristik tat ve
kokusudur.



- Islak odun(don vurugu): Don zararina ugramis zeytinlerden elde edilmis yagin tadu.
4.3. Diger negatif 6zellikler

- Isttilmis veya yanmig: Uretim sirasinda 1sitma isleminin yiiksek sicaklikta ve/veya
uzun siireli uygulanmasi sonucu olusan Karakteristik tat ve kokudur. Bu durum,
0zellikle karigtirma sirasinda hamur sicakliginin yiiksek olmasi sonucu olusur.

- Samansi-odunsu: Kurumus zeytinlerden iiretilmis yaglarin karakteristik tadu.
- Kaba: Bazi eski yaglarin agizda yarattigi kalin, macunsu his.
- Makine yagi: Yagm, mazot, makine yagi veya mineral yagi animsatan tadi.

- Karasu: Yagin, karasu ile uzun siireli temasi sonucu fermente olmasindan
kaynaklanan tat.

- Salamura: Salamura zeytinlerden elde edilmis yagin tadi.

- Metalik: Zeytinin ya da yagin; ezme, karistirma, presleme veya depolama esnasinda
metalik ylizeylerle uzun siireli temasta bulunmasindan kaynaklanan tat.

- Haswimsi: Yeni tasiriye torbalartyla preslenmis zeytinlerden elde edilen yagin
karakteristik tadi. Bu tat, tasiriye torbalarmin yesil veya kurutulmus ottan yapilmis
olmasina bagli olarak degisebilir.

- Topraks:: Toprakli veya ¢amurlu olarak toplanmis ve uygun sekilde yikanmamis
zeytinlerden elde edilmis yagin tadu.

- Kurtlu:  Zeytin sinegi (Bactrocera oleae) kurtlarinin yogun zararma ugramis
zeytinlerden elde edilen yagin tadi.

- Salatalik: Yagin, ozellikle hava gegirmez teneke kaplarda ¢ok uzun siire depolanmasi
sonucu olusan 2,6 nonadienalden kaynaklanan tat.

4.4.  FEtiketleme icin istege bagli terminoloji

Panel lideri, talep edildiginde yogunluk ve hissedilen ozelliklere gore asagidaki sifatlara
karsilik gelen tanim ve araliklara uyan yaglar sertifikalandirabilir.

Pozitif 6zellik (meyvemsi-yesil ya da olgun-yakici-aci) algilanan yogunluga gore:
(i) Yogun: medyan degeri 6’dan biiyiik oldugunda kullanilabilir.
(i) Orta: medyan degeri 3-6 oldugunda kullanilabilir.
(i11) Hafif: medyan degeri 3’ten az oldugunda kullanilabilir.

Meyvemsi: Zeytinin ¢esidine bagl olarak saglikli, taze, yesil ya da olgun meyveden elde
edilen yagin algilanan karakteristik meyvemsi aromasidir. Bu koku direk olarak ve/veya
burunun arkasinda algilanir.

Yesil Meyvemsi: Yesil meyveden elde edilen yaglarin karakteristik aromasidir. Taze ve yesil
zeytinden gelen duyusal 6zellik zeytin ¢esidine baghdir. Direk olarak ve/veya burnun
arkasinda hissedilir.

Olgun zeytin: Olgun meyveden elde edilen yaglarin karakteristik aromasidir. Taze zeytinden
gelen duyusal 6zellik zeytinin ¢esidine baglidir. Direk olarak ve/veya burnun arkasinda
hissedilir.

Dengeli: Yagin verdigi koku, tat ve his 6zellikleri bakimindan ac1 ve/veya yakici 6zelliginin
medyan degeri meyvemsi 6zelliginin medyan degerinin 2 puan iistiinde olan yaglardir.



Yumusak Yag: Aci ve yakicilik 6zellikleri meydanlarinin 2 veya daha az olan yaglar
5. Tadim bardaklar:
IOC/T.20/Doc. No 5, “Tadim Bardaklar1” standardina uygun bardaklar.
6. Tadim Odasi
IOC/T.20/Doc. No 6 “Tadim Odalarinin Hazirlanmasi1” standardina uygun olmalidir.
7. Ekipmanlar

Tadimcinin, gorevini gerektigi gibi yerine getirebilmesi i¢in gerekli asagidaki aksesuarlar, her
bir tadim kabininde temin edilmis ve kolayca erisilebilir durumda olmalidir.

- Numuneyi iceren, numaralandirilmig, agz1 saat cami ile kapatilmis ve 28+2°C de
tutulmus tadim bardaklari;

- Duyusal degerlendirme formu (Sekil 1)

- Tiikenmez veya silinmeyen kalem

- Elma dilimleri ve/veya su, karbonatli suve/veya galeta i¢eren tabak
- Oda sicakliginda su

- Genel kurallar1 igeren liste

- Tiikiirme kab1

8. Panel lideri ve tadimcilar
8.1. Panel lideri

Panel lideri; zeytin cesitleri konusunda uygun egitimi almis bir uzman olmalidir. Panelde kilit
pozisyondadir ve panelin organizasyonundan ve isleyisinden sorumludur.

Panel liderinin, duyusal analiz ekipmanlarinin temel egitiminde hazirlikta titiz davranmasi,
duyusal yetenege sahip olmasi, organizasyonu diizenlemesi, testleri planlanmasi ,performansi
ve bilimsel yolla testleri yapmasi gereklidir.

Panel lideri, tadimcilarin yeteneklerini tespit etmek amaci ile onlari segme, egitme ve
izlenmesinden sorumlu tek kisidir. Onlar testleri ve kesin kabul ve reddetme kriterleri ile ilgili
prosediirleri olusturmaktan ve her zaman objektif olarak tadimcilar1 degerlendirmekten
sorumludurlar. I0C/T.20/Doc.No 14 ‘tadim panelistlerinin se¢imi, egitimi, performanslarinin
takibi’ standardi rehber alinir.

Panel lideri panelin performansindan ve ayrica gelisiminden sorumludur. Her kosulda metot

ve tadimcilarin kontrol altinda olduklarim1 her zaman kanitlamalidirlar. Panelin periyodik
kalibrasyonu onerilir. (I0OC/T.20/Doc. No 14, §5)

Panelin kayitlarin1 tutmakla yiikiimliidiirler. Bu kayitlar izlenebilir olmalidir. Uluslararasi
duyusal analiz standartlarinin kalite gereksinimlerini saglamali ve numunelerin gizliligini her
zaman giivence altina almalidirlar.

Bu yontemin Ozelliklerine uygun alet ve ekipmanlarin test kosullarina uygun olarak
temizlenmesi, bakimi ve bunlarin kanitlanabilir kayitlarinin tutulmasindan, envanterinden
sorumludurlar.

Analizden sonra saklanmasinin yani sira laboratuvara gelisine kadar numunelerin kabulu ve
saklanmas1 ile gorevlidir. Bunu yaparken, prosesin izlenebilirlii ve garanti altina
alinabilirliginin saglanmasi i¢in yazilmis prosediirler olusturulmasi amaci ile numunelerin
gizli tutulmasindan ve tam anlamiyla saklandigindan emin olmalilar.



Bununla birlikte, tadimcilar tarafindan olusturulmus datalarin birlestirilmesi ve istatistiksel
olarak islenemesi ile beraber 6nceden olusturulmus protokollerle belirlenmis uygun analiz
sekline gore tadimcilara 6rnekleri hazirlamak, kodlamak ve sunmaktan sorumludur.

Bu standardi tamamlamak ve panel islevlerini tam anlamiyla saglamak i¢in gerekli olabilecek
diger prosediirlerin taslak haline getirilmesi ve gelistirilmesi ile gorevlidir.

Panelin tam anlam ile ¢alisip calismadigindan emin olmak i¢in sizma zeytinyaginin analizleri
ile calisan diger paneller tarafindan yapilanlarla birlikte panelin sonug¢larinin karsilagtirilmasi
icin yollar aramalidir.

Panel baskan1 panel iiyelerini cesaretlendirici ve onlarin arasindaki merak ve yarigma ruhunu
tesvik edici olmali, bunun i¢in de elde edilen sonuglar ve panel iyelerinin yaptiklar is
hakkinda bilgili kilmak arasinda iki yonlii bilgi akisi saglams1 gerekir. ilave olarak kendi
fikirleri gizli olmal1 ve panelistler arasinda kendi kriterlerini diger tadimcilara kabul ettirecek
olasi liderlerin olugmasini 6nlemelidir.

Tadimcilar yeterince toplamali ve testlerin performansi hakkinda sorulari cevaplamali, ancak
numune hakkinda herhangi 6neri yapmaktan kaginmalidir.

8.2. Tadmmcilar

Zeytin yaginda yapilan duyusal testleri tadimci olarak yapan kisiler herhangi bir mecburiyet
hissetmeden ve parasal 6deme olmadan goniillii yapmalidirlar. Adaylara yazili bir bagvuru
yapmalari tavsiye edilir. Adaylar benzer Ornekler arasinda se¢imlerindeki becerilere gore
panel lideri tarafindan se¢ilmeli, egitilmeli ve izlenmelidirler.

Tadimcilar gergek duyusal inceleyicileri gibi kendi kisisel hislerini bir kenara koymali ve
bulduklar1 duyular1 raporlayacak sekilde hareket etmelidir. Bunu yapmak i¢in her zaman
sessiz, sakin, acele etmeden, tattiklar1 numuneye duyusal ilgilerini tamamiyla vererek
caligmalilardir.

Her test i¢in 8 ile 12 tadimci gerekmektedir. Ancak bazi kayiplar olacagi diisiiniilerek
fazladan deneyimli tadimcilarin bulunmasi uygun olabilir.

9. Tadim kosullari
9.1. Numunenin sunumu

Tadim1 yapilacak Ornek ilgili dokumanda (COI/T.20/Doc No:5) belirtilen standart tadim
bardag: ile sunulmalidir.

Bardaga 12,8-14,6 g veya 14-16 ml yag Ornegi konulur ve agzi saat camui ile kapatilir.
Bardaklarin tizeri her bir 6rnek i¢in rakamlar veya rakam-harf kombinasyonu kullanilarak
rastgele kodlanmis olmalidir. Kodlama yapilan kalem koku icermemelidir.

9.2. Tadim kosullari, numune sicakhi@: ve tadim zamani

Tadimi yapilacak 6rnek tadim siiresince 28 £2 °C sicakliktaki bardagin i¢inde tutulmalidir. Bu
sicaklik duyusal farkliliklart ortam sicakligindan daha kolay analiz edilmesini sagladigi ve
yaglara 6zel ugucu bilesenlerin formlar1 yiiksek sicaklikta meydana gelirken diistik sicaklikta
aroma maddeleri bu ugucu bilesenlerden mahrum olduklar1 i¢in se¢ilmistir ( IOC/T,20/Doc.
No 5). Tadim yapilacak ortam sicakligi 20-25 °C arasinda olmalidir. (IOC/T20/Doc. No6)

Sabahlar test i¢in en uygun zamandir. Giin i¢inde tatma ve koklama periyotlarinin optimum
algilandig1 zamanlar oldugu ispatlanmustir. Ogiinler koklama, tatma duyularinin hassasiyeti
yiiksek oldugu zamanlardan 6nce yapilmalidir oysa bu zaman gectiginde bu hassasiyet diisiis
gosterir. Her ne kadar bu kriterlerde agligin tadimciin dikkatini dagitabilecegi ¢ok ciddiye



alinmasa da tadimcinin ayirt etme kapasitesini diigiirebilir. Bu nedenle tadim zamani sabah
10:00 ile 12:00 arasinda olmasi tavsiye edilmektedir.

9.3.  Tadimcinin uymasi gereken kurallar
- Tadimdan en az 30 dakika oncesine kadar sigara ve kahve igmemelidir.

- Tadim saatine kadar kokusu ge¢meyecek herhangi bir parfiim, kozmetik veya sabun
kullanmamalidir.

- Tadimdan bir saat dncesine kadar hicbir sey yiyip igmemelidir.

- Eger kendini fiziksel olarak iyi hissetmiyorsa ve bilhassa koklama veya tatma duygusu
bundan etkilenmisse, ya da isine konsantre olmasini engelleyen herhangi bir psikolojik etki
altindaysa, tadimci testten g¢ekilmesi goriisiiyle veya panelin geri kalani i¢in ortalama
degerlerden olas1 sapmayi diisiinerek yerinde kararlarin alinmasi i¢in panel liderini
bilgilendirecektir.

- Tadim sirasinda konsantrasyonu bozacak davraniglardan uzak durulmali ve sessiz ortam
saglanmalidir.

10. Duyusal degerlendirme ve naturel sizma zeytinyaginin smiflandirilmasi
prosediirii

10.1. Tadimin yapilmasi

Tadimci, bardagi saat camziyla kapali tutarak eline alir ve nazikge eger; sonra bardagin cidarin
miimkiin oldugu kadar ¢ok 1slatmak icin bardagi bu pozisyonda hafifce calkalar. Bu asama
tamamlanir tamamlanmaz, saat camini agar ve yagi degerlendirmek i¢in yavas derin nefesler
alarak koklar. Koklama 30 saniyeyi asmamalidir. Eger bu siire zarfinda higbir sonuca
varilmamissa, tekrar denemeden Once kisa bir siire dinlenmelidir. Koklama testi bittiginde,
tadimci lezzet testini uygulamaya geger ( kapsamli koklama-tatma-dokunma hissi). Lezzet
testi icin yaklagik 3 mL yag igeren ufak bir yudum alinir. Yagi, agzin ve dilin 6n kismindan
kenarlar boyunca arka kisma, damaga ve girtlaga dogru gonderir. Yagi agiz boslugunun
tiimiine dagitmak c¢ok Onemlidir. Ciinkii dort esas tadin (tatli, tuzlu, asitli ve ac1) algilanma
yogunlugunun, dil, damak ve girtlagin alanina bagh olarak farklilik gosterdigi bilinen bir
gercektir. Kisa, ardi ardia soluklar almak, havay1 agizdan igeri ¢ekmek, tadimciya sadece
numuneyi agzin tamamina genis sekilde yayma degil, ayn1 zamanda ugucu aromatik
bilesenleri burun ardi yoluyla algilama kabiliyeti saglar. Yakiciligin dokunsal hissi dikkate
alimmalidir. Eger bu islem uygun bir sekilde yapilmazsa yakicilik aciligi maskeleyebilir.

Bir giin igerisinde en fazla ii¢ panel (oturum) diizenlenmesi ve her panelde en fazla dort tadim
yapilmasi 6nerilmektedir.

Tadimlar arasinda kiigiik bir dilim elma kullanilmasi onerilir. Eger istenirse ¢ignendikten
sonra tiikiiriilebilir. Daha sonra oda sicakligindaki bir miktar su ile agiz ¢alkalanir. Biten
oturumun ardindan yenisine baslamak i¢in oturuma en az 15 dakika ara verilir.

10.2. Duyusal degerlendirme formunun tadimcilar tarafindan kullanimi

Tadimcilar tarafindan kullanilacak olan duyusal degerlendirme formu Sekil 1’de yer
almaktadr.

Paneldeki her bir tadimei, tadim bardagindaki yagi, énce koklar'?, daha sonra tadar, sonra
negatif ve pozitif Ozelliklerin her biri i¢in algiladigi yogunlugu duyusal degerlendirme
formundaki 10 cm’lik skalaya isaretler.

(1) Tadimer yag: kokladiginda asirt derecede yogun bir kusur tespit ederse tadima devam etmeyebilir ancak bunu profil kagidina not

etmelidir.



Eger tadimci, duyusal degerlendirme formunda yer alan digerleri’” bashigr altinda
tanimlanmis kusurlarin arasindan herhangi birini yada birkagii algilarsa ilgili kutucugu
isaretler.

10.3. Verilerin panel lideri tarafindan degerlendirilmesi

- Panel lideri, her bir tadimci tarafindan doldurulan duyusal degerlendirme formunu toplar ve
kaydedilen yogunluklar1 gozden gegirir. Herhangi bir anormallik gézlemlediginde, tadimciy1
duyusal degerlendirme formunu revize etmeye ve eger gerekliyse, testi tekrar etmeye davet
eder.

- Panel lideri her bir tadimcinin verilerini, bilgi/agiklama boliimiinde belirtilen hesaplamalari
yapmak amaciyla bilgisayar programina kaydeder. Belirli bir numune hakkindaki veriler
kullanilarak, 9 duyusal 6zelligi temsil eden 9 siitundan ve her bir tadimer igin bir satirdan
olusan tablo olusturulur.

- Eger bir kusur, panelin en azindan %50’si tarafindan “’digerleri’” bashigi altina girilmisse,
panel lideri negatif 6zelligin medyanini hesaplar ve karsilik gelen siniflandirmay1 belirler.

- Duyusal degerlendirmesi yapilan yagin 3.3(a)’daki meyvemsi 6zelliginin yesil veya olgun
olarak panel lideri tarafindan onaylanmasi i¢in tadimcilarin en az %50 si tarafindan tespit
edilmesi gereklidir.

- Normal kosullarda duyusal analizin bir defa yapilmasi yeterlidir ancak, celiskili
degerlendirmeler oldugu takdirde veya standart sapmanin %20’nin iizerinde oldugu
durumlarda panel lideri duyusal analizi tekrarlatmalidir. Celiskili degerlendirmeyi
dogrulamak i¢in tgiincli kez duyusal analiz yapilmalidir. Bu durumda 6zelligin medyani
medyanlarin ortalamalarindan hesaplanmalidir. Tekrarlanan testler farkli oturumlarda
yapilmalidir.

- Celiskili durumlarla sik¢a karsilasiliyorsa panel lideri tadimcilara ilave egitim vermelidir
(IOC/T.20/Doc. No 14, § 5) ve tekrar edilebilirlik indeksi ve sapma indeksi kullanilarak panel
performansi kontrol edilir (IOC/T.20/Doc. No 14, § 6).

10.4. Yagn Simiflandirilmasi

Yag, kusurlarin medyan1 ve meyvemsiligin medyan: ile birlikte agagidaki gibi siniflandirilir.
En yogun sekilde hissedilen kusurun medyani, kusurlarin medyani olarak belirlenir.
Kusurlarin ve meyvemsiligin medyani bir ondalik say1 seklinde verilir ve belirlenen standart
sapma % 20’ den daha biiyiik olmamalidir.

Tablo 1°de verilen degerler dikkate alinarak, kusurlarin medyan: ve meyvemsiligin
medyanlart karsilastirilarak yag smiflandirilir. Bu araliklarin limitleri belirlenirken metot
hatas1 hesaplamaya alinmalidir. Istatistiksel bir tablo veya bir grafik kullanilan bilgisayar
programlari siniflandirmanin goérsel hale gelmesini saglar.

Tablo 1
Kusurlarin Meyvemsi Ozellik
Ortancasy/Medyan1 (Md) Ortancasy/Medyani
(Mf)

Natiirel Sizma | Md=0 Mf >0
Zeytinyagi
Natiirel Birinci | 0<Md < 3,5 Mf >0
Zeytinyagi
Ham zeytinyagi* Md > 3,5

*Meyvemsi Ozellik ortancast 0’a esit oldugunda kusurlarin ortancast 3,5’ a esit ya da 3,5’ dan kiiglik olsa bile ham
zeytinyagi olarak kabul edilir.



59. Ozel durum

Eger meyvemsilik disindaki diger pozitif 6zelliklerin medyani 5° den biiyiikse, panel lideri bu
degeri analiz sertifikasinda belirtmelidir.

Duyusal Degerlendirme Formu
KUSURLARIN ALGILANMA YOGUNLUGU:

Kizisma/Camurumsu tortu ¥ e

Kiiflii/rutubetli /Topraks1 * =~ —-mmmmmm e

Sarabimsy/sirkemsi/asidik-eksimsi * ----------------ooomoomeemeoo -

Islak odun (Don vurugu) S -

Ransid = o

Digerleri ---- mmmmmmmmmmmeeee
Tanimlar Metalik 0 ~ Samansi/odunsu [0 Kurtlu 00 Kaba O
Salamura OO Isitilmig/yanmig [0 Karasu [ Hasirims: [

Salatalik [0 Makine yagr [

POZITIiF OZELLIKLERIN ALGILANMA YOGUNLUGU:

Meyvemsi e

yesilo  olgun o

Acilik e

Yakicilik e

Tadimcinin adi-tadimcinin kodu

Numune kodu:

Tarih/Iimza:
Yorumlar:
Sekil 1



BILGI/ACIKLAMALAR
Medyanin ve Giiven Araliklarinin Hesaplanma Yontemi

Medyan

Me = [P(X < Xm)<%AP(X < Xm)=> 5]

Xm medyan gercek sayist olarak tanimlanir. Xm; 0.5’ten daha az olmayan Xm sayisinin
iizerinde olmayan X dagilim degerlerinin es zamanl olasiligi (P) ve 0.5’ten daha fazla
olmayan Xm sayisinin altindaki X dagilim degerlerinin olasiligi (P) ile karakterize edilir.
Baska bir ifadeyle, medyanin, artan bir siralamayla diizenlenmis bir sayilar dagiliminin 50nci
yiizdeliginde oldugudur. Diger bir deyisle, siralanmis bir tek sayilar setinin orta noktast veya
siralanmig bir ¢ift sayilar setinin iki orta noktasinin ortalamasidir.

Giiclii standart sapma

gx_ L251QR
1.35\N

Ortalama etrafindaki degiskenligin giivenilir bir tahminine varabilmek i¢in, giiclii standart
sapmaya, Stuart ve Kendall’a gore hesaplanan haliyle bagvurmak gereklidir. Formiil, N’in
gozlemlerin sayis1 oldugu yerde, asimptotik giiclii standart sapmay1 verir, IQR interkuartil
aralik ya da incelenmekte olan verilerin degiskenliginin giiglii tahminidir.

(interkuartil aralik belirli bir olasilik dagiliminin vakalarinin tam %50’sini  kapsar).
interkuartil enterval, % 75nci ve % 25inci arasindaki fark biiyiikliigiinii hesaplamakla
hesaplanir.

IQR =% 75inci — % 25inci

Yiizde birlik, dagilim degerlerinin X,c’den az ve spesifik bir yiizde birden kiiciik ve esit olma
olasilig1 (P) ve eszamanli olarak dagilim degerlerinin Xpc’den az veya esit ve spesifik bir
yiizde birden daha biiyiik ve esit olma olasilig1 (P) olgusuyla karakterize edilen Xy degeridir.
Yiizde birlik, secilen dagilim fraksiyonunu belirtir. Medyan durumunda, bu 50/100’e esittir.

. n n
Yizdelik =] P(X < Xpc)<—AP(X < Xpc)=> —
tzdeli [ (X < Xpc) 100 ( pc) 100}
Pratikte, yiizdelik, dagilim veya yogunluk egrisinden iki ucu birlestirilen spesifik bir alana
tekabiil eden dagilim degeridir. Ornegin, 25inci yiizde birlik, 0.25 veya 25/100’e esit bir alana
tekabiil eden dagilim degerini temsil eder.

Giiclii degiskenlik katsayisi (%)

S *
rvC =—x100
Me

% rVC, analiz edilen sayilar setinin yiizde degiskenligini belirten bir saf sayiy1 temsil eder.
Bu sebepten, panel degerlendiricilerinin glivenilirligini kontrol etmek i¢in ¢ok kullanislidir.

% 95’teki medyanin giiven araliklar:

%95°teki giiven araliklar1 (birinci gesitten hatanin degeri 0,05 veya % 5’e esittir), sayet bir
deneyi sonsuz kereler tekrar etmek miimkiin olsaydi, medyanin degerinin iginde
degisebilecegi araligi temsil eder. Pratikte bu aralik, testin bircok kez tekrar edilebildigi



varsayimina dayanarak secilen ¢alisma kosullarinda testin degisebilirlik araligini belirtir. %
rCV’de oldugu gibi aralik, testin giivenilirligini degerlendirmeye yardimci olur.

Ust C.1(Giiven Aralig1) = Me + (cS*)
Alt C.I.(Giiven Araligil) = Me — (cS¥*)
Burada 0.95 giiven aralig1 icin C=1.96"dur.

EK-12
Pirinada Yag Miktar1 Tayini
1. Cihaz ve malzemeler
1.1.  Ekstraksiyon ekipmani: 200, 250 mL’lik yuvarlak dipli agz silifli balona uygun
1.2.  Elektrikli 1siticili banyo ( kum banyosu, su banyosu) veya isitici tabla,
1.3.  Analitik terazi,
1.4.  Etliv: Maksimum 80 °C’ye ayarlanabilen,

1.5. Etiv: 103+2 °C’ye ayarlanabilen sicaklik kontrolli hava akiminda veya diisiik
basingta c¢alisabilen,

1.6. Mekanik ogiitiicli: Temizlenmesi kolay ve kiispeyi, 1sitmadan ve icerisindeki su, ugcucu
madde ve yag kaybina meydan vermeden, 1 mm ¢apindaki delik biiyiikliiglinde bir
elekten tamamen gegecek sekilde 6giitebilen

1.7.  Ekstraksyon kartusu ve siizge¢ kagidi veya igerisinde hekzanda ¢6ziinen madde
bulunmayan pamuk

1.8.  Desikator
1.9.  Elek: 1 mm ¢apinda gbzenek biiylikliigline sahip,

1.10. Siinger tas1: Kiiglik parcalar halinde 6nceden kurutulmus

2. Kimyasallar
n-Hekzan: Tam buharlagsma sonrast kalinti miktar1 0,002g/100mL olan teknikal
saflikta

3. Prosediir

3.1.  Numunenin hazirlanmasi

Numune gerekirse, onceden iyice temizlenmis mekanik bir dgiitiiciide ogiitiiliir. Ogiitiicii
temizliginin tamamlanmasi i¢in numunenin yaklasik olarak yirmide biri kullanilir ve bu kisim
ogiitiildiikten sonra atilir. Bundan sonra numunenin diger kismi ogiitiiliir, ogiitiilen kisim
toplanir, dikkatlice karistirilir ve zaman gecirmeden hemen analize baglanir.

3.2.  Analiz numunesi

Ogiitme islemi biter bitmez, dgiitiilen kisimdan ekstrakte edilecek madde miktarina gére, 10
g kadar numune 0,01 g hassasiyetle tartilarak alinir.

3.3.  Ekstraksiyon kartusunun hazirlanmasi

Tartilan numune kartusa konulur ve cam pamugu ile kapatilir. Eger filtre kagidi kullaniliyorsa
analiz numunesi konulduktan sonra sarilarak iyice kapatilir. Nem ve ugucu madde miktarini
azaltmak icin kartus icerigi ile birlikte 80 °C’yi ge¢meyen bir etiivde uygun bir siire tutulur.



3.5.  Yuvarlak dipli balonun hazirlanmasi

Balonun igerisine bir veya iki tane siinger tasi konulur ve 103+2 °C’ye ayarlanmis etiivde
kurutulur. Desikatorde en az bir saat tutulduktan sonra 0,001 g hassasiyetle tartilir.

3.6.  Birinci ekstraksiyon

Icerisinde analiz numunesi bulunan ekstraksiyon kartusu veya siizge¢ kagidi ektraksiyon
cihazina konur. Balona yeteri miktarda (yaklasik 1,5 sifon) hekzan ilave edilir. Balon
ekstraksiyon cihazina takilir. Ekstraksiyon hizi saniyede en az 3 damla olacak sekilde 1sitma
islemi ¢ok siddetli olmayacak sekilde ayarlanir.

En az 4 saatlik bir ekstraksiyondan sonra isitici kapatilarak sogumaya birakilir. Kartus
ekstraksiyon cihazindan ¢ikarilir ve hava akimi altinda kartus tarafindan emilmis olan
¢oziiclinilin biiyiik bir kism1 uzaklagtirilir.

3.7.  lkinci ekstraksiyon

Kartus i¢indeki numune bir havana bosaltilir, 10g kadar kum ilave edilerek miimkiin oldugu
kadar ince ogiitiiliir (eger mikro 6giitlicii varsa kum olmadan o6giitiilebilir.) Karisim tekrar
kartusa doldurularak yine cihaza konur. Ayni balon kullanilarak 2 saat daha ekstrakte edilir.

Ekstraksiyon balonundaki ¢ozelti berrak olmalidir. Eger degilse, filtre kagidi kullanilarak
¢ozelti, tartimi alinmis bagka bir ekstraksiyon balonuna siiziiliir ve filtre kagidi hekzan ile ¢ok
iyi sekilde yikanir.

3.8.  Coziicliniin ugurulmasi ve kalintinin tartimi

Coziiciiniin biiyiik bir kismi elektrikli 1siticili banyoda distilasyonla uzaklastirilir. Kalan iz
miktardaki ¢oziici 103 +2 °C sicakliga ayarlanmig etiivde 20 dk siireyle 1sitilarak
uzaklastirilir. Bu islemi kolaylagtirmak i¢in hava akimi (tercihen inert gaz) veya diisiik basing
kullanilabilir.

Balon bir desikatorde en az bir saat tutularak oda sicakligina tekrar getirilir ve 0,001 g
duyarlikla tartilir. Isitma islemi ayni sartlar altinda 10 dk siire ile ikinci bir kez tekrarlanir,
sogutulur ve tartilir.

Bu iki tartim arasindaki fark 0,01 g’1 gegmemelidir. Aksi halde aradaki fark 0,01 g’1
gegmeyinceye kadar 10’ar dakikalik siirelerle 1sitma islemi tekrarlanmalidir. Balonun son
tartis1 kaydedilir.

Analiz iki paralel olarak yapilir.
4, Sonuclarin ifade edilmesi ve hesaplama
4.1. Hesaplama metodu ve formiiller;
a) Hekzan ekstrakti, alinan {irliniin agirlikca yiizdesi olarak asagidaki formiilden hesaplanir:
S=m x %
Burada ;
S : Alman iiriin ekstraktinin agirlik¢a yiizdesi

m, : Analiz numunesinin agirhigi, g

m, : Ekstraksiyon balonunun en son tartimindaki ekstraktin miktari, g



Sonuglarin tekrar edilebilirligi yeterli goriiliirse iki paralelde elde edilen degerlerin aritmetik
ortalamasi sonug olarak alinir. Aksi halde analiz tekrarlanir.

Sonuglar bir ondalik olarak verilir.
a) Ekstrakttaki yag yiizdesi kuru madde bazinda asagidaki formiille hesaplanir;

100

Ekstrakttaki yag (%) =S
Y& () =5 100-u

S: Yukaridaki formiilden bulunan ekstrakt miktari
U: Nem ve ugucu madde miktari
4.2. Tekrarlanabilirlik

Ayni analizci tarafindan pes pese veya iki analizci tarafindan es zamanli olarak yapilan paralel
analizler arasindaki fark 100 g numune basina 0,2 g hekzan ekstraktini gegmemelidir.

Eger tatmin edici bir sonug elde edilmediyse, iki farkli 6rnekte analiz tekrarlanir. Eger iki
sonu¢ arasindaki fark 0,2’den farkli olursa 4 ¢alismanin aritmetik ortalamasi alinir.

EK-13
Stigmastadienlerin Tayini
1 Amag

Natiirel zeytinyagt ve ham pirina yaginda diisik konsantrasyonlarda bulunan
stigmastadienlerin miktarinin belirlenmesidir.

2. Kapsam

Bu metot hidrokarbon igerigi 0,01- 4,0 mg/kg arasinda bulunan tiim bitkisel yaglara
uygulanabilir.  Metot oOzellikle natiirel zeytinyaginda rafine bitkisel yaglarin (rafine
zeytinyagl, pirina yagi, aycicegi yagi, palm yagi vs.) varligini tespit etmeye uygundur. Bunun
nedeni rafine yaglarin stigmastadien igermesi, natiirel yaglarin ise igermemesidir.

3. Prensip

Sabunlagsmayan maddelerin elde edilerek steroidal hidrokarbon fraksiyonunun silikajel
iizerinde kolon kromatografisi ile ayristirilmasi ve kapiler kolonlu GC ile analiz edilmesidir.

4. Cihaz ve malzemeler

4.1.  Geri sogutucu: 250 mL’lik balon ile kullanima uygun
4.2. Ayirma hunileri: 500 mL’lik kapasiteye sahip.

4.3.  Slifli balon: 100 mL’lik yuvarlak dipli

4.4,  Vakumlu doner buharlastirici.

4.5. Cam kromatografi kolonu: I¢ ¢ap1 1,5-2,0 cm, uzunlugu 50 cm olan, teflon vanali ve
dibinde cam yiin liflerinden bir tipa veya sertlestirilmis camdan bir disk olan



4.6.

4.7.

4.8.
4.9.

4.10.

5.

Gaz kromatografi cihazi: Alev iyonizasyon detektdriine sahip kapiller kolonlu, split —
splitless veya dogrudan kolona enjeksiyon sistemli ve = 1 °C hassasiyetiyle calisabilen
firinl1.

Kapiler kolon: Uzunlugu 25 m, i¢ ¢ap1 0,25-0,32 mm, film kalinlig1 0,25 pum
olan, camdan ya da eritilmis silisten, % 5 fenil metilpolisiloksan ile kaplanmis.
Benzer veya daha diisiik polariteye sahip farkli kolonlar da kullanilabilir.

Gaz kromatografi enjektorii: Sertlestirilmis igneli, 10 pL’lik
Mantolu 1sitic1 veya elektrikli 1sitict
Bilgisayar sistemi ve yazici:

Kimyasallar

Tiim kimyasallar, aksi belirtilmedigi takdirde analitik saflikta olmalidir. Kullanilan su, saf su
veya en azindan esdeger saflikta bir su olmalidir.

5.1.
5.2.
5.3.
5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

5.8.
5.9.
5.10.

6.1.

Hekzan: Kromatografik saflikta. (Ayn1 saflikta heptan yada izooktan kullanilabilir)
Etil alkol: % 96’lik (v/v)

Susuz sodyum siilfat: Analitik saflikta,

Etanollii potasyum hidroksit ¢ozeltisi: % 10’luk

50 g potasyum hidroksite 10 mL su ilave edilir, karistirilir ve karisimi 500 mL etanol
icerisinde ¢ozillir. Etanollii potasyum hidroksit c¢ozeltisi bekledigi takdirde
kahverengine doner. Giinliik hazirlanmali ve agzi sikica kapatilmis koyu cam
siselerde muhafaza edilmelidir.

Silikajel:

Kolon kromatografisi i¢in 70-230 mesh. Genelde silikajel dogrudan kullanilabilir.
Ancak bazi silikajel partileri diisiik aktivite gostererek kotli kromatografik ayrima neden
olabilir. Bu kosullar altinda, silikajel asagidaki sekilde muameleye tabi tutulmalidir.
Silikajel asgari dort saat boyunca 550 °C’de isitarak aktive edilir. Isitma sonrasinda
silikajel desikatorde sogutulur ve silifli balona aktarilir. % 2’si kadar su ilave edilir ve

icerisinde topaklagma olmayincaya kadar calkalanir. Buna alternatif olarak ekstra saf
silikajel kullanilabilir.

Stok ¢ozelti (200 ppm):
% 99 saflikta 10 mg kolesta-3.5-dien 50 mL hekzan igerisinde ¢oziilerek hazirlanir.
Standart ¢ozelti (20 ppm):

Stok ¢ozeltiden hekzanla seyreltilerek hazirlanan kolesta-3.5-dien. Stok ve standart
cozelti 4 °C’den daha diislik sicaklikta muhafaza edildikleri taktirde en az dort ay
boyunca stabil kalir.

n-nonakosan ¢ozeltisi (100 ppm): Hekzan icerisinde hazirlanir.
Tas1yict gazlar: Kromatografik saflikta hidrojen veya helyum
Yardimci gazlar: Kromatografik saflikta hidrojen ve kuru hava
Prosediir

Sabunlagsmayan maddenin hazirlanmasi



6.1.1. 250 mL’lik silifli balona 20 + 0,1 g yag tartilir, 1 mL standart kolesta-3.5-dien (20pg)
cozeltisi ve 75 mL % 10’luk etanollii potasyum hidroksit cozeltisi ilave edilir. Balon
calkalanarak geri sogutucuya baglanir ve hafif 1sida 30 dk boyunca kaynatilir. Numunenin
bulundugu balon 1siticidan indirilir ve sogumasi beklenir (Numune dibe ¢okeceginden dolayi
tamamen sogumasina izin verilmez). Balona 100 mL su ilave edilir ve 100 mL hekzan
yardimiyla balon igerigi ayirma hunisine aktarilir. Karisim 30 s boyunca kuvvetlice
calkalanir ve faz ayrimi beklenir. Herhangi bir emiilsiyon olusumu az miktarda etil veya metil
alkol ilavesiyle yok edilebilir.

6.1.2 lkinci bir ayirma hunisine alt fazi alinir. Kalan iist fazdan 100 ml hekzan kullanilarak
ayni1 sekilde bir ekstraksiyon daha yapilir. Hekzan ekstraklar1 tek bir ayirma hunisinde
toplanir ve yikama suyu nétr bir reaksiyon verene kadar (fenolftalein indikatorliiglinde) en az
ii¢c kez 100 ml etanol/saf su (1:1) ile yikanir.

6.1.3 Hekzan ekstrakti yaklasik 50 g susuz sodyum siilfattan gecirilir, huni 20 mL hekzanla
yikanir ve 30 °C ve diislik basing altinda kuruyana kadar vakumlu doéner buharlastiricida
ugurulur.

6.2.  Steroidal hidrokarbon fraksiyonlarinin ayrilmasi

6.2.1. Cam kromatografi kolonun hazirlanmasi: Silikajel kolonu hazirlamak igin,
kromatografi kolonunun i¢ine yaklasik 5 cm’lik bir derinlige kadar hekzan dokiiliir ve 15
g silikajel 40 mL n-hekzanla bulamag hale getirilerek kolona bosaltilir. Cokelmeyi tamamlamak
icin elektrovibrator kullanilir. Yaklasik 0,5 cm’lik bir yiikseklige kadar susuz sodyum siilfat ilave
edilir ve son olarak fazla hekzan siiziiliir.

6.2.2. Hazirlanan numune 1 mL hekzan ile kromotografik kolona aktarilir. Balondaki kalinti
tekrar 1 mL hekzan ile yikanarak kromotografik kolona aktarilir. Kolondan hekzan akis hizi
1 mL/dk olacak sekilde ve sodyum siilfat seviyesinin 1 mm istiine gelinceye kadar izin
verilerek hekzan gecirilmeye baglanir. Siizlintiinlin yaklasik ilk 25-30 mL’si (birinci
fraksiyon) atilir, sonraki 40 mL’lik siizlintii (ikinci fraksiyon) toplanir ve 100 mL’lik
yuvarlak dipli silifli balona aktarilir. Birinci fraksiyon doymus hidrokarbonlar1 (Sekil 1 a),
ikinci fraksiyon ise steroidal hidrokarbonlari igerir. Sonraki siiziintii (li¢iincii fraksiyon)
squalen vb bilesikleri igerir.

Doymus ve steroidal hidrokarbonlarin iyi sekilde ayrilmasini saglamak igin fraksiyon
hacimlerinin optimizasyonu gereklidir. Bunun i¢in birinci fraksiyonun hacmi, ikinci fraksiyon
analiz edildiginde doymus hidrokarbonlar1 temsil eden pikler diisiik olacak sekilde ayarlanmalidir
(Sekil 1 c). Bu piklerin ¢ikmadigi ancak standart pik yiiksekliginin diisiik ¢iktigi durumda
seyreltme hacmi azaltilmalidir. GC kosullarinin 6.3.1.’de gosterilen sekilde ayarlanmasi
durumunda GC analizi sirasinda {ist iiste gelen herhangi bir pik belirmez. ikinci fraksiyonun
hacminin optimizasyonu, daha sonra ¢ikan bilesiklerle iyi bir ayrim gerceklestiginde genellikle
gerekli degildir. Buna ragmen standarda gore yaklasik 1,5 dakika daha diisiik bir alikonma stiresi
olan biiyilik bir pikin mevcudiyeti squalenden kaynaklanmaktadir ve kétii bir ayrim oldugunun
gostergesidir.

6.2.3. Ikinci fraksiyon 30 °C ve diisiik basing altinda kuruyuncaya kadar vakumlu doner
buharlastiricida ugurulur ve hizlica 0,2 mL hekzan (on-column kullaniliyorsa 1-2 mL)
igerisinde ¢oziiliir. Analiz edilene kadar ¢ozelti buzdolabinda saklanir. (6.1.3 ve 6.2.3’de
hazirlanan numuneler oda sicakliginda ve kuru tutulmamalidir. Elde edilmelerinden hemen
sonra ¢oziicll ilave edilmeli ve ¢ozeltiler buzdolabinda saklanmalidir.)

6.3.  Gaz kromatografisi
6.3.1. Calisma sartlari:



6.3.1.1. Split/splitless
— Enjeksiyon sicakligi: 300 °C,
— Detektor sicakligi: 320 °C,
— Enjeksiyon hacmi: 1 pL,
—  Firin sicakligt:

235 °C baslangig¢ sicakliginda 6 dk bekletildikten sonra 2 °C/dk sicaklik artis1 ile
285 °C ye ¢ikarilir.

— Split oran1: 1:15
— Tasiyic1 gaz: yaklasik 120 kPa basingta helyum veya hidrojen

6.3.1.2. On-column
—  Firm sicaklig:

80 °C baslangig¢ sicakliginda 1 dk bekletildikten sonra 20 °C/dk sicaklik artis1 ile 220
°C ye ¢ikarilir. 3,5 °C/dk sicaklik artis1 ile 260 °C ye cikarilir ve bu sicaklikta 10 dk
bekletilir.

Bu kosullar, asagida verilen sartlar1 karsilayan kromatogramlar elde edilmesi i¢cin GC ve
kolonun niteliklerine uygun olarak ayarlanabilir:

-I¢ standardin alikonma zamani 19+5 dk
-I¢ standart piki tam kromatogramin en az % 80’

GC sistemi kolesta-3.5-dien ve n-nonakosan ¢ozeltisi enjekte edilerek kontrol edilmelidir.
Kolesta-3.5-dien piki mutlaka n-nonakosandan once gelmelidir. (Sekil 1 c); bu durum
gozlenmezse firm sicakligi diisiirtiliir ve/veya polaritesi daha diisiik bir kolon kullanilir.

6.3.2. Piklerin tanimlanmasi

I¢ standart piki ortalama 19+5 dk da gelir. I¢ standardin alikonma zamam 1 kabul edilirse
3.5—stigmastadien piki ise yaklasik 1.29 dur (Sekil 1 b.). 3,5-stigmastadien genelde az miktarda
izomer icerir ve genellikle her ikisi birlikte tek bir pik olusturur. Buna ragmen kolonun polaritesi
fazla ise veya yiiksek bir ¢oziiniirlik giicli varsa izomer stigmasta—3.5—dienden 6nce ve buna
yakin kiiglik bir pik halinde belirebilir. Stigmastadienlerin tek bir pik olarak gdzlenmesi i¢in
polaritesi diisiik ya da daha genis bir i¢ ¢ap1 olan kolonla degistirilmesi 6nerilir.

Stigmastadienlerin daha i1yi tanimlanabilmesi i¢in, rafine bitkisel yag veya rafine prina yagi
analiz edilir. Boylece stigmastadienler belirgin ve kolaylikla teshis edilebilir.

6.3.3. Miktarin hesaplanmasi

Stigmastadienlerin icerigi agagidaki formiile gore hesaplanir:

] ] A xM,
Stigmastadien(mg/kg)=
g (mg/kg) I

Burada;

As= stigmastadien pik alani (eger pik iki izomer halinde gdzlendiyse
iki pik alaninin toplami),



Ac=  ig¢ standart pik alani (kolesta-3.5-dien),

Mc=  eklenen standart miktari, (nug)

Mo= numune miktari, (g).

Tespit limiti: yaklasik 0,01 mg/kg

Zeytinyag1 numunelerinden elde edilen kromatogramlar

i Standart
=]
v

L

T
30t (dk)

-

0

Sekil 1a I¢ standartla birlikte natiirel zeytinyagindan elde edilen birinci fraksiyonun (30
mL) kromatogrami

ic Standart

:
=

20

30 t{dk)

Sekil 1b 0,10 mg/kg stigmastadien iceren zeytinyagindan elde edilen ikinci fraksiyonun (40
mL) kromatogrami



ic Standart

"

Doymusg n-CZ5HS0

Doymus

, . - ,
(1] 0 I tidk)

e -

Sekil 1c¢ Birinci fraksiyondan az miktar i¢eren ikinci fraksiyonun (40 mL) kromatogrami

Stigma-3.5-dien

Iz Standart

izomer

o o 2 t (dk)

Sekil 2
Rafine zeytinyagi numunesinden elde edilen, 3.5 stigmastadien izomerlerini gosteren
kromatogram



EK-14
Gercek ve Teorik ECN 42 Trigliserid Icerigi Arasindaki Maksimum Farkin Tayini
1 Kapsam

Zeytinyag1 bilesimindeki esdeger karbon sayisi1 42 olan triagilgliserollerin (TAGs) yliksek
performanshi sivi kromatografisi (HPLC) ile elde edilen deneysel degeri (ECN42HPLC)
ile yag asiti kompozisyonundan hesaplanan teorik degeri (ECN42Teorik) arasindaki mutlak
farkin belirlenmesini kapsar.

2. Amac ve uygulama alam

Bu metot, zeytinyag1 ve pirina yagindaki az miktarda tohum yagi (linoleik asit agisindan
zengin olan) varliginin tespiti i¢in uygulanir.

3. Prensip

Metot, esdeger karbon sayis1 (ECN) 42 olan triagilgliserollerin HPLC ile belirlenen
deneysel ECN degeri ve GC ile tespit edilen yag asidi kompozisyonundan hesaplanan
teorik ECN degeri arasindaki farkin saf zeytinyaglarinda belirli bir smirda olmasi
prensibine dayanir. TGK-Zeytinyagi ve Pirina Yag1 Tebliginde belirtilen degerlerden daha
biiyiik bir fark, o yagin tohum yagi icerdigini isaret etmektedir.

4. Metot

Esdeger karbon sayist1 (ECN) 42 olan triagilgliserollerin teorik igeriginin ve bunun
HPLC’den elde edilen veriler ile arasindaki farkin hesaplanmasi, asagida belirtilen 3
metotla elde edilen verilerin birlikte degerlendirilmesi ile belirlenir:

— Yag asidi kompozisyonunun kapiler gaz kromatografisiyle tayini,
— ECN 42 olan triagilgliserollerin teorik miktarinin hesaplanmasi
— ECN 42 olan triagilgliserollerin HPLC ile tayini.
4.1.  Cihaz ve malzemeler
4.1.1. Cam balon: 250 ve 500 mL’lik
4.1.2. Beher: 100 mL’lik
4.1.3. Musluklu cam kromatografi kolonu: Uzunlugu 450 mm, i¢ ¢ap1 21 mm olan
4.1.4. Ayirma hunisi: 250 mL’lik
4.1.5. Baget: 600 mm uzunlukta
4.1.6. Cam huni: 80 mm ¢apinda
4.1.7. Balon joje: 50 mL’lik
4.1.8. Balon joje: 20 mL’lik
4.1.9. Vakumlu doéner buharlastirici.
4.1.10. HPLC cihaz1: Kolon sicaklig ayarlanabilen termostat kontrollii
4.1.11. Enjeksiyon blogu: 10 pL’lik enjeksiyon i¢in

4.1.12.Re£raktif indeks dedektor: Diferansiyel refraktometre (Tam-6lgek duyarliligi en az
10™ birim)



4.1.13. Kolon: Uzunlugu 250 mm, i¢ ¢ap1 4,5 mm olan ve % 22-23 oraninda karbon igceren
oktadesilsilan seklinde, 5 um partikiil ¢capinda silika ile doldurulmus paslanmaz celik
kolon

4.1.14.Bilgisayar sistemi ve yazicisi: HPLC verilerini kaydedebilecek
4.2.  Kimyasallar

HPLC’de kullanilan hareketli fazin gazlar1 giderilmis olmalidir. Net ayrim goriildiigii siirece
hareketli faz kullanilmaya devam edilir.

4.2.1. Petrol eteri veya hekzan: Kromatografik saflikta
4.2.2. Etil eter: Yeni distile edilmis peroksitten ari

4.2.3. Kolon kromatografisinde kullanilan yikama ¢d6ziiciisti: petrol eteri/dietil eter karigimi
87:13 (VIV).

4.2.4. Silikajel: Su igerigi % 5 olacak sekilde standardize edilmis 70-230 mesh tane
biiyiikliigiinde

4.2.5. Cam yiinii

4.2.6. Aseton: HPLC igin

4.2.7. Asetonitril vaya propionnitril: HPLC i¢in

4.2.8. Hareketli faz: asetonitril + aseton (oranlar arzu edilen ayrilmay1 saglamak amaciyla;
50:50 (v/v) oranindan baslanarak ayarlanir).

4.2.9. Coziicii: aseton

4.2.10. Standart trigliseridler: Piyasada bulunan triagilgliseridler (tripalmitin, triolein, vs.)
Standardizasyon amaciyla kullanilabilir ve alikonma siireleri karsit gelen karbon
sayilarina gore belirlenebilir veya buna alternatif olarak soya yagindan (30:70 soya
yagi:zeytinyag1 karisimi) ve saf zeytinyagindan referans triagilgliserid kromatogrami
elde edilebilir (Sekil 1,2,3,4 ve 5).

4.2.11. Kat1 faz ekstraksiyon (SPE) kartusu: 1 g silika fazli ve 6 mL hazneli
4.3.  Numunenin hazirlanmasi

Bazi girisim yapan maddeler yanls yiiksek sonuclara sebep olacagindan, numune kizartma
yaglarmdaki polar maddelerin saptanmasi i¢in kullanmilan [UPAC 2.507 yontemine uygun olarak
saflastiriimalidir.

43.1. Kromatografik kolonun hazirlanmasi

Kolon yaklasik 30 mL yikama ¢6ziiciisii ile doldurulur ve kolon igerisine, baget yardimiyla dibe
dogru bastirarak bir parca cam yiinii yerlestirilir.

100 mL’lik bir behere sirastyla 80 mL yikama ¢oziiciisii, 25 g silikajel ilave edilir. Hazirlanan
karisim bir cam huniyle cam kolon igerisine bosaltilir. Beher iginde kalan silikajelin tamami
yikama c¢oziiciisii ile yikanarak kolon ig¢ine alinir. Cam kolonun muslugu agilir ve yikama
cOziiciisii seviyesi silikajelin yaklagik 1 cm iistiinde kalacak sekilde akitilir.

4.3.2. Kolon kromatografisi

50 mL’lik balon joje icerisine; daha dnceden siiziilmiis ve homojenize edilmis susuz yag
numunesinden 2,5+0,1 g tartilir ve 20 mL yikama c¢oziiciisii ilave edilerek c¢oziiliir.
Gerektiginde ¢ozme islemini kolaylastirmak i¢in hafifce 1sitilir. Oda sicakliginda sogutulur
ve hacmi yikama c¢oziiciisii ile 50 mL’ye tamamlanir. Daha 6nceden sabit tartima getirilmis



250 mL’lik, cam balonda siiziintiiniin toplanmasi saglanacak sekilde; tamamlanan karisimdan
bir pipet ile 20 mL alinarak hazirlanan kolon igerisine bosaltilir ve musluk acilir. Sivi
karisim silikajel seviyesine yaklastifinda toplam 150 mL yikama ¢oziiclisii parca parga
kolona ilave edilir. Siizlintiinlin musluktan akis hiz1 yaklasik 2 mL/dk’ya ayarlanir (150 mL
yikama ¢oziiciisii kolondan 60-70 dakikada ge¢melidir.).

250 mL’lik cam balonda toplanan siiziintiideki ¢6ziicli vakumlu doner buharlastiricida
ucgurulur. Balonda kalan ve HPLC analizi ve metil esterlerin hazirlanmasinda kullanilacak
olan bu kalint1 tartilir. Kalint1 miktari; natiirel sizma, natiirel birinci, rafine ve riviera
zeytinyaglar1 kategorileri i¢in baslangicta kolona ilave edilen numune miktar1 iizerinden en
az % 90’1, ham zeytinyag1 ve pirina yaglari i¢in ise en az % 80’1 olmalidir.

4.3.3. SPE Kartus ile Saflastirma

Vakum altinda 6mL hekzan SPE kartusunun kurumasina izin vermeden gegirilerek aktive
edilir. 2mL’lik viale 0,12 g numune (0,001 g duyarlilikla) tartilir ve 0,5 mL hekzan ilave
edilerek ¢oziliir. Hekzanda ¢6zlilmiis numune 10 mL hekzan-dietil eter (87:13 v/v) igeren
cozelti ile SPE kartusa ilave edilerek siiziiliir. Toplanan fraksiyondaki g¢oziiciiler diisiik
basing ve oda sicakliginda vakumlu doéner buharlastiricida uzaklastirilir. Kalinti, TAG
analizleri i¢in 2 mL asetonda ¢oziliir.

44. HPLC analizi
4.4.1. Kromatografik analiz i¢in numunelerin hazirlanmasi

- SPE kartusla saflagtirllmis numune kullanilacaksa; hazirlanan numune HPLC’ye belirtilen
oranda enjekte edilir.

- Kolon kromotografisi ile hazirlanan numune kullanilacaksa; Numunenin % 5’lik ¢ozeltisi;
10 mL’lik balon joje i¢ine 0,5 + 0,001 g numune tartilarak ve aseton ile ¢oziilerek10 mL’ye
tamamlanmasi ile hazirlanir.

4.4.2. Prosedir

Tiim sistemi temizlemek icin hareketli faz 1,5 mL/dk hizla akacak sekilde pompa ayarlanir.
Dogrusal baseline elde edinceye kadar beklenir.

Hazirlanan numuneden 10 pL enjekte edilir.
4.4.3. Sonuclarin hesaplanmasi ve agiklanmasi

Alan normallestirme yontemi kullanilir (ECN42’den ECN52’ye kadar olan TAG’lere karsilik
gelen pik alanlar1 toplamlarinin % 100’e esit oldugu kabul edilir). Her triagilgliseridin bagil
yiizdesi asagidaki formiil kullanilarak hesaplanir:

% triacilgliserid = pikin alan1 x 100/ pik alanlarinin toplami1

Sonuglar 2 ondalik olarak verilmelidir.

4.4.4 Triagilgliserid piklerinin ¢ikis sirasi, genelde ECN = CN-2n iligkisi ile tanimlanan
esdeger karbon sayisi hesaplanarak saptanir. Burada CN karbon sayist ve n ¢ift baglarin
sayisidir. Bu g¢ift baglarin baglandiklar1 karbon atomu dikkate alinarak ¢cok daha kesin olarak
saptanabilir. Eger no, Ny ve nj, sayilar1 sirasiyla oleik, linoleik ve linolenik asitlerin
bilesiminde bulunan ¢ift baglar ise, esdeger karbon sayis1 asagidaki formiildeki iligkiyle
hesaplanabilir:

ECN =CN - dono - d|n| — dmnm



Burada d,, d; ve dj, katsayilari referans triagilgliseridler yardimiyla hesaplanir. Bu metotta
belirtilen kosullar altinda elde edilen bagint1 asagidaki formiil uygulanarak elde edilene yakin
olacaktir.

ECN = CN - [2,60 no] - [2,35 ni] — [2,17 nin]

445 Cesitli triagilgliserid referansimin ayrigmasmi triolein  yardimiyla hesaplamak
miimkiindiir.

o = RT'/RTiolin

Indirgenmis alikonma siiresi: RT" = RT — RT i

f’ye kars1 (¢ift baglarin sayisi) log o grafigi yardimiyla referans triagilgliseridlerde bulunan
yag asitlerinin tlim triagilgliseridlerinin alikonma siirelerinin belirlenmesi miimkiindiir (Sekil
1).

4.4.6. Kolon, trilinolein pikinin diger triagilgliserid piklerinden net bir sekilde ayrilmasini
saglamalidir. Ayrima ECN 52 piki goriilene kadar devam edilir.

4.5. Yag asiti kompozisyonu verilerinden (% pik alani) triagilgliserol kompozisyonunun
(%mol) hesaplanmasi

45.1. Yag asitlerinin kompozisyonunun saptanmasi

Yag asidi kompozisyonunun saptanmasi EK 9A” ya gore gerceklestirilir.
Yag asidi metil esterleri EK 9B’ye gore gerceklestirilir.

45.2. Yag asitlerinin hesaplanmast

Yag asitleri ve bunlara karsilik gelen ECN asagidaki tabloda goriilmektedir. Tabloda sadece
16 ve 18 karbon atomuna sahip olan yag asitleri dikkate alinmistir.

Yag asidi (Y.A) Kisaltma agﬁfglfl(ﬁ N ECN
Palmitik asit P 256,4 16
Palmitoleik asit Po 254.4 14
Stearik asit S 2845 18
Oleik asit @) 282,5 16
Linoleik asit L 280,4 14
Linolenik asit Ln 2784 12

4.5.3. Alan %’lerinin tiim yag asitleri i¢in mol cinsine ¢evrilmesi

'\
P Alan % S Alan % Po Alan %
molP=— molS=—-—"— molPo=———
MAP MAPoO
0 0 0 > (1)
O Alan % L Alan % Ln % Alan
molO=——— molL=——— molLn=——"—"—"—
MAO MALnN

e



4.5.4. Yag asitlerinin % 100’e normallestirilmesi

% mol P (1,2,3) = mol P x100
s mol (P +S+Po+0O+L+Ln) \
% mol S(1,2,3) = mol S x100
1) mol (P +S+Po+O+L+Ln)
% mol Po (1,2,3) = mol Pox100
"7 mol(P +S+Po+0O+L+Ln)
% mol 0(1,2,3) = mol O x100 > (2)
2 mol (P +S+Po+O+L+Ln)
% mol L (1,2,3) = mol L x100
s mol (P +S+Po+O+L+Ln)
mol Ln <100

% mol Ln (1,2,3) =
’ (1.23) = ol P +5+P0s 0+ Lt Ln)

Elde edilen sonug, TAG’larin genel (1,2,3-) pozisyonundaki her yag asidinin mol cinsinden
yiizdesini verir.

Bunu takiben doymus yag asitleri P ve S (SFA”) ile doymamus yag asitleri Po, O, L ve Ln
(UFA ") hesaplanir:

%moISFA = %molP + %molS
(3)
%molUFA =100 — %molISFA

4.5.5. TAG’larin 2- ve 1,3- pozisyonlarinda yag asidi bilesiklerinin hesaplanmasi
Yag asitleri agagida belirtildigi gibi

1- ve 3- pozisyonlari i¢in iki 6zdes grup, 2- pozisyonu i¢in bir grup olmak {izere ii¢ gruba
ayrilirlar.

Ayrica doymus (P ve S) ve doymamis (Po, O, L ve Ln) yag asitleri de farkli katsayilarla
gruplandirilir.

4.5.5.1.2- pozisyonunda doymus yag asitleri [P(2) ve S(2)]
%molP(2) = %molP(1,2,3) x 0,06
%molS (2) = %molS(1,2,3) x 0,06




4.5.5.2.2-pozisyondaki doymamis yag asitleri [Po(2), O(2), L(2) ve Ln(2)]:

% mol Po (1,2,3) ><[100—
% mol x UFA

0,
%molO(1.23) k04 _ gemol p(2)- % mol S(2)]
% mol x UFA

: > (5)
% mol L (1,2,3) y [100 —mol % P(2) - % mol S(2)]
% mol x UFA

0,
%molLn(1.23) [100 — %mol P(2) - %mol S(2)]
% mol x UFA

% mol Po (2) = %mol P(2) - % mol S(2) | )

% mol O(2) =

% mol L (2) =

% mol Ln (2) =

455.3. 1,3-pozisyondaki yag asitleri [P(1,3), S(1,3), Po(1,3) O(1,3), L(1,3) ve Ln(1,3)]:
% mol P (1,2,3) - % mol P(2)
2

% mol S(1,2,3) - % mol S (2)
2

% mol Po (1,2,3) - % mol Po(2)

% mol P(1,3) = +9%mol P (1,2,3) \

% mol S(1,3) = +9%mol S(1,2,3)

% mol Po(1,3) =

> +%mol Po (1,2,3)
(6)
0, _0
%mol 0(1,3) = 22Mo1 0 (1,23)-%mol0@) o 016(1,2.3) >

2
0, -0
Y%mol L (1,3) = 2molL (1'2’2) AMOILR) | opmol L (12,3)
0, -0
% mol Ln (1,3) = 22 MOl LN (1’2'? AMOILN2) | opmof L (1’2’3)]

4.5.6. Trigliseridlerin (Triagilgliserol) hesaplanmasi
4.5.6.1.Tek yag asitli TAG’lar (AAA, burada LLL, PoPoPo)

%molA(L3) x %omolA(2) x %omolA(L,3) (7)
10000

% molAAA =

45.6.2.  Iki yag asitli TAG’lar (AAB, burada PoPoL, PoLL)
%molA(L,3) x %omolA(2) x %omolB(1,3) x 2

10000 (8)
%molA(L,3) x %molB(2) x %omolA(L,3)

10000

% molAAB =

%molABA =




45.6.3. Ug yag asitli TAG’lar (ABC, burada OLLn, PLLn, PoOLn, PPoLn)

\
0, 0 0
%molABC = 2MOIAL3)x Amié%é%)x %molC (1,3) x 2
0, 0 0
96molBCA — 2moIB(L.3) x A)mf(')g(()? x %molA(L3)x2 > (9)
0 0, 0
%molCAB = eMoIC(L,3) x /omf(;/g(()%) x%molB(L.3)x2 |

456.4. Esdeger karbon sayis1 42 olan triagilgliseroller

Asagidaki ECN si 42 olan trigliseridler HPLC’de beklenen eliisyon sirasma gore denklem 7, 8 ve 9’a
uygun olarak hesaplanir (normalde sadece ii¢ pik).

LLL

PoLL ve pozisyonel izomer LPoL

OLLn ve pozisyonel izomerler OLnL ve LnOL
PoPoL ve pozisyonel izomer PoLPo

PoOLnN ve pozisyonel izomerler OPoLn ve OInPo
PLLn ve pozisyonel izomerler LLnP ve LnPL
PoPoPo

SLnLn ve pozisyonel izomerler LnSLn

PPoLn ve pozisyonel izomerler PLnPo ve PoPLn

Esdeger karbon sayis1 42 olan triagilgliseroller, pozisyonel izomerleri dahil olmak iizere dokuz
triagilgliserolden olusur. Sonuglar virgiilden sonra 2 basamak olarak verilmelidir.

S. Sonuc¢larin degerlendirilmesi

GC den elde edilen verilerle hesaplanan teorik trigliserit miktarlar1 ile HPLC analizi ile bulunan TAG
miktarlar karsilastirilir. HPLC’den elde edilen ECN 42 verisi ile teorik olarak bulunan ECN 42 verisi
arasindaki fark Tirk Gida Kodeksi-Zeytinyag1 ve Pirina Yagi Tebligi’nde s6z konusu zeytinyaginin
kategorisi i¢in belirtilen degerlerden daha biiylik ise numunenin tohum yagi i¢cerdigi sonucuna varilir.

Sonuglar 2 ondalik olarak verilmelidir.
6. Ornek:

6.5.1. GC verisinden yag asitlerinin mol cinsinden yiizdesinin hesaplanmasi (alan
yiizdesi)

Asagidaki veriler yag asidi kompozisyonu i¢in GLC araciligiyla elde edilmistir:

Yag Asidi P S Po @) L Ln
Molekiil 256,4 284,5 254,4 282,5 280,4 278,4
Agirhig

Alan %’si 10,0 3,0 1,0 75,0 10,0 1,0




6.5.2. Alan %’sinin tilm yag asitleri icin mollere ¢evrilmesi
10

mol P = ?6,4 =0,03900mol P Bkz. formiil (1)
3 .
molS=——=0,01054mol S Bkz. formiil (1)
284,5
mol Po = 5—1 =0,00393mol Po Bkz. formiil (1)
mol O = B 0,26549mol O Bkz. formiil (1)
282,5
10 Bkz. formul (1)

mol L =

1= 0,03566mol L

1 Bkz. forml (1)
mol Ln = ——— =0,00359mol Ln
278,4

Toplam = 0,35821 mol TAG’lar

6.5.3. Yag asitlerinin % 100 normallestirilmesi

0,01054 mol Sx100
0,35821

%mol Po(12,3) = 0,0039% ;OSIZEOXNO — 961,097 Bkz. formiil (2)

% mol O(1,2,3) = 0’2654332;?)(100 — %74116 Bk formil (2)

%o mol L (1,2.3)— 203568 Mol Lx100 o0 ore oy iy

0,35821

= 952,942 Bkz. formil (2)

% molS(1,2,3) =

% mol Ln(1,2,3) = 0’00353 ?508|2L1n x100 = 9%1,002 Bkz. formiil (2)

% Toplammol =%2100,0



TAG’larin 1,2,3- pozisyonlarinda doymus ve doymamis yag asitlerinin toplami;
% mol SFA =%10,887 + % 2,942 = %13,829 Bkz. formiil (3)

% mol UFA=%100,000 - %13,829 =%86,171  Bkz. formiil (3)

6.5.4. TAG’larin 2- ve 1,3- pozisyonlarinda yag asidi kompozisyonlarinin
hesaplanmasi

6.5.4.1. 2- pozisyonunda doymus yag asitleri [P(2) ve S(2)]
% mol P(2) = %10,887 x 0,06 = %0,653mol Bkz. formiil (4)
% mol S(2) = %2,942x 0,06 = %0,177mol Bkz. formiil (4)

6.5.4.2. 1.3-pozisyonlarinda doymamis yag asitleri [Po(1,3), O(1,3), L(1,3) ve Ln(l,3)]

%1,097

% mol Po (2) = % (100 -0,653—0,177) = %1,262mol Bkz. formdil (5)
%86,171
0
% mol O (2) = % x (100 -0,653-0,177) = %85,296mol Bkz. formiil (5)
030,
0 .
% mol L (2) = 995 (100 -0,653—-0,177) = %11,457mol Bkz. formdil (5)
%86,171
0,
% mol Ln (2) = %05731 x (100-0,653—-0,177) = %1,153mol  Bkz. formiil (5)
030,
6.5.4.3. 1.3- pozisyonlarinda yag asitleri [P(L,3), S(1,3), Po(l,3), O(l,3), L(1,3) ve
Ln(1,3)]
% mol P(1,3) = 10’8872_ 0,653 +10,887 = %16,004mol  Bkz. formiil (6)
% mol S(1,3) = 2’9422’ 0.177 | 2942 — 9%4,325mol Bk formii (6)
% mol Po(1,3) = 1’0972'1'262 +1,097 = %1,015mol  Bkz formiil (6).




% mol L(1,3) = +9,955 = %9,204mol Bkz. formil (6).

9,955-11,457
2

1,002 -1,153

% mol Ln(1,3) = +1,002 = %0,927mol Bkz. formdl (6).

6.5.5. Trigliseridlerin hesaplanmasi

2- ve 1,3-pozisyonlarinda hesaplanmis yag asidi kompozisyonlarindan (Yukartya bakiniz):

Yag Asitleri 1,3-poz. 2-poz.
P % 16,004 % 0,653
S % 4,325 % 0,177
Po % 1,015 % 1,262
% 68,526 % 85,296
L % 9,204 % 11,457
Ln % 0,927 % 1,153
Toplam % 100,0 % 100,0
Asagidaki trigliseridler (triagilgliseroller-TAG) hesaplanmustir:
LLL
PoPoPo

PoLL, 1 pozisyonel izomerli
SLnLn, 1 pozisyonel izomer
PoPoL, 1 pozisyonel izomer
PPoLn, 2 pozisyonel izomerler
OLLn, 2 pozisyonel izomerler
PLLn, 2 pozisyonel izomerler
PoOLnN, 2 pozisyonel izomerler

6.5.5.1. Tek yag asitli TAG'lar (LLL, PoPoPo) Bkz. formiil (7)
0 0 0
% mol PoPoPo = 01015 %1,262x %1015 _ ) 3151 3 01 popoPo
10000
1) 0 0,
% mol LLL = 202:204x%11,457x%9,204 _ 1 o706 ot LLL
10000
6.5.5.2. Iki yag asitli TAG’lar (PoLL, SLnLn, PoPoL) Bkz. formiil (8)
0 0 0
%6 mol PoLL + LLPo - oLO15x %ILAST x%9204x2 o 10 00
10000
0 0 0
%6 mol Lpo _ 209:204x %1262 969,204 _ 1 oo

10000



6.5.5.3. iki yag asitli TAG’lar (PoPLn, OLLn, PLLn, PoOLn)

=0,03210 mol PoLL

0 0 1)
9% mol SLnLn + LnLns = 224325x %1,153x%0,927x2 _ 1 139,

10000

% 0,927 x %0,177 x %0,927
10000

% mol LnSLn = =0,00002

=0,00094 mol SLnLn

0 1) [0)
% mol PoPoL + LPoPo = 2011015 %1,262x%9,204x2 _ 51536

10000

%1,015x %11,457 x %1,015
10000

% mol PoLPo = =0,00118

=0,0354 mol PoPoL

%16,004 x %1,262 x %0,927 x 2

% mol PPoLn = 10000 =0,00374
0 0 0,

% mol LnPPo — %0,927 x m(if:(;sox %1,015x 2 —0,00012
0, 0, 0,

% mol PoLnP — %1,015 x A)ll(l)fg)?c;g 16,004 x 2 — 0,00375

= 0,00761 mol PPoLn

968,526 x %11,457 x %0,927 x 2

% mol OLLn = 10000 =0,14556
0, 0, 0,
% mol LnOL — %0,927 x A>815(,)§S())((3)x %9,204 % 2 — 014555
0 0, 0,
% mol LLnO — %9,204 x /011(1)3:(3); %68,526 x 2 — 014544
= 0,43655 mol OLLn
0, 0, 0,
% mol PLLN = %16,004 x /o]i](.),(;‘rggx %0,927 x 2 —0,03399
0, 0, 0,
% mol LnPL = %0,927 x %0,653 x %09,204 x 2 —0,00111

10000

Bkz. formiil (9)



909,204 x %1,153 x %16,004 x 2

% mol LLnP = 10000 =0,03397
0,06907 mol PLLn
0, 0, 0,
% mol PoOLn — %1,015 x /0815(,;)%2x %0,927 x 2 — 0,01605
0 0, 0,
% mol LnPoO — %0,927 x /()11,(2)?)(2); %68,526 x 2 — 0,01603
0, 0, 0,
% mol OLNPo — %68,526 x A)j-éégzx %1,015x 2 — 0,01604

0,04812 mol PoOLn

ECN 42 =0,69512 mol TAGIler

Not: Hesaplamalar pratik olarak bilgisayar programi yardimiyla yapilabilir.
(wwwe.internationaloliveoil.org/estaticos/view/224-testingmethods)
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Not: La = laurik asit; My = miristik asit; P = palmitik asit; St = stearik asit; O = oleik
asit; L = linoleik asit; Ln = linolenik asit.
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Sekil 2

Yiiksek linoleik asit igeren zeytinyagi (Hareketli Faz: Propionitril)
Kromotogram agiklamasi: ECN42: (1) LLL; (2 + 2”) OLLn + PoLL; (3) PLLn; ECN44: (4) OLL; (5)
OOLn + PoOL; (6) PLL + PoPoO; (7) POLn + PPoPo + PPoL; ECN46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO;
(10) SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL + SOLn + SPoPo; ECN48: (12) PLP; (13) OO0 + PoPP; (14)
SOL,; (15) POO; (16) POP; ECN50: (17) SOO; (18) POS + SLS; ECN52: (19) AOO
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Sekil 3
Yiiksek linoleik asit iceren zeytinyag1 (Hareketli Faz: Aseton: Asetonitril/50:50)
Kromotogram agiklamasi: ECN42: (1°) LLL + PoLL; (2°) OLLn + PoOLn; (3”) PLLn; ECN44:
(4’) OLL + PoOL; (5°) OOLn + PLL; (6’) POLn + PPoPo; ECN46: (7°) OOL + PoOO; (8”) PLO
+ SLL + PoOP; (9°) PLP + PoPP; ECN48: (10*) OOO; (11°) POO + SLL + PPoO; (12”) POP +
PLS; ECN50: (13°) SOO; (14”) POS + SLS
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Sekil 4

Diisiik linoleik asit igeren zeytinyagi (Hareketli Faz: Propionitril)
Kromotogram acgiklamasi: ECN42: (1) LLL; (2) OLLn + PoLL; (3) PLLn; ECN44: (4) OLL; (5) OOLn +
PoOL; (6) PLL + PoPoO; (7) POLn + PPoPo + PPoL; ECN46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL +
PLO; (11) PoOP + SPoL + SOLn + SPoPo; (12) PLP; ECN48: (13) OO0 + PoPP; (14) SOL; (15) POO;
(16) POP; ECN50: (17) SOO; (18) POS + SLS
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Sekil 5

Disiik linoleik asit iceren zeytinyagi (Hareketli Faz: Aseton/Asetonitril)
Kromotogram agiklamasi: ECN42: (1) LLL + PoLL; (2) OLLn + PoOLn; (3) PLLn; ECN44: (4) OLL + PoOL;

(5) OOLn + PLL; (6) POLn + PPoPo; (7) OOL + PoOO; ECN46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL + PLO;
(11) POOP + SPoL + SOLn + SPoPo; (12) PLP; ECN48: (13) 00O + PoPP; (14 + 15) SOL + POO; (16) POP;
ECN50: (17) SOO; (18) POS + SLS.
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EK-15
Kapiler Gaz Kromatografisi ile Alifatik Alkol Miktarinin Tayini
Kapsam

Bu yontem, kat1 ve s1v1 yaglarin alifatik alkol i¢eriklerinin saptanmasi prosediiriinii tanimlar.

2.

Prensip

I¢c standart olarak 1-eikosanol ilave edilmis yag numunesi etanollii potasyum hidroksit
¢ozeltisi ile sabunlastirilir ve bunu takiben sabunlagsmayan maddeler dietil eterle ekstrakte

edilir.

Alkol fraksiyonu diger sabunlasmayan maddelerden bazik silikajel plaka lizerinde ince tabaka
kromatografisi kullanilarak ayrilir. Silikajel lizerinden alkol bandi alinir ve trimetil-silil
esterlerine doniistiiriilerek GC ile analiz edilir.

3.
3.1.
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.
3.8.
3.9.
3.10.

3.10.1.
3.10.2.
3.10.3.
3.10.4.
3.11.

3.12.
3.13.
3.14.

4.2.

4.3.

Cihaz ve malzemeler

Silifli geri sogutucu: 250 mL’lik balona uygun

Ayirma hunileri: 500 mL’ lik

Silifli balon: 250 mL’lik

20 x 20 cm cam plaka ince-tabaka kromatografisi i¢in gerekli olan malzemeler
UV lamba: 366 veya 254 nm dalga boyu olan.

Enjektorler: 100 uL ve 500 pL’lik.

Huni ve siyah bant siizge¢ kagidi

Agzi silifli armudi balon: 50 mL’lik

Deney tiipii: Konik dipli ve contali kapagi olan 10 mL’lik.

Gaz kromatografi cihazi: Kapiler Kolonlu Split/Splitless enjeksiyon sistemi ile
asagidaki parcalari bulunan

Kolonlar i¢in termostat kontrollii, +1° C hassasiyetle ¢alisabilen firin.

Split sisteme uygun liner igeren ve sicaklig1 ayarlanabilen enjeksiyon blogu
Alev-iyonizasyon detektorii

Gerekli bilgisayar sistemi ve bilgisayar sistemine bagl yazici

Kapiler kolon: Uzunlugu 20-30 m, i¢ ¢ap1 0,25-0,32 mm, %5 difenil-%95
dimetilpolisiloksan igeren ve film kalinligi 0,10-0,30 pm olan, camdan ya da eritilmis
silisten (SE-52 , SE-54 veya esdegeri kolon)

Gaz kromatografi enjektorii: Sertlestirilmis igneli 10 uL’lik.
Analitik terazi: 0,1 mg hassasiyetli

Desikator

Kimyasallar

2 M Etanollii potasyum hidroksit ¢ozeltisi:

130 g potasyum hidroksit (en az % 85 saflikta) 200 mL saf su iginde sogutularak
¢oziillir ve etanolle bir litreye tamamlanir.

Dietil eter: Analitik saflikta



4.4. 0,2 M etanollii potasyum hidroksit ¢ozeltisi:

13 g potasyum hidroksit 20 mL saf su i¢inde ¢oziiliir ve etanolle 1 litreye tamamlanir.
4.5.  Susuz sodyum siilfat: Analitik saflikta
4.6.  Cam plakalar:

Silikajel ile kaplanmis, floresan 6zelligi olmayan, 0,25 mm kalinlikta. (Kullanima
hazir olarak bulunmaktadir.)

4.7. Benzen: Kromatografik saflikta
4.8.  Aseton: Kromatografik saflikta
4.9.  n-hekzan: Kromatografik saflikta
4.10. Dietil eter: Kromatografik saflikta
4.11. Kloroform: Analitik saflikta
4.12. Ince-tabaka kromatografisi icin referans ¢ozelti:
Kolesterol veya fitosterollerin kloroform igindeki % 5°lik ¢ozeltisi .
4.13. % 0,2 lik etanollii 2,7-dikloroflorosein ¢6zeltisi:

Birka¢ damla 2 M etanollii potasyum hidroksit ¢ozeltisi ilave edilerek hafifce bazik
hale getirilir.

4.14. Susuz piridin: Kromatografik saflikta
4.15. Heksametil disilizan
4.16. Trimetilklorosilan

4.17. 20-28 karbonlu alifatik alkol trimetilsilil eterlerinin referans ¢ozeltileri (bunlar1 iceren
yaglardan elde edilen saf alkol ya da alkol karigimlar1 giinliik hazirlanir.)

4.18. Kloroformda hazirlanmis % 0,1’lik (m/v) 1-eikosanol ¢ozeltisi, (i¢ standart)
4.19. Tasiyic1 gazlar: Kromatografik saflikta hidrojen veya helyum
4.20. Yardimci gazlar: Kromatografik saflikta hidrojen
Kromatografik saflikta kuru hava
S. Prosediir
5.1.  Sabunlagsmayan maddelerin hazirlanmasi

5.1.1. 500 pL’lik enjektor kullanarak 250 mL’lik balona, numunenin alifatik alkol
iceriginin yaklasik % 10’u kadar % 0,1°lik 1-eikosanol ilave edilir. Ornegin, 5 g numune igin
zeytinyaginda 250 pL, pirina yaginda ise 1500 pL % 0,1°lik 1-eikosanol ¢ozeltisi ilave edilir
ve ¢Oziicli azot gazi altinda ugurulur. Nemi alinmus, filtre edilmis numuneden balona tam 5 g
tartilir.

5.1.2. Balona 2 M etanolik potasyum hidroksit ¢ozeltisinden 50 mL ilave edilir ve balon geri
sogutucuya takilir. Sabunlagsmanin gerceklesmesi icin (¢ozelti berrak hale gelene kadar)
mantolu 1siticiya konularak kaynayincaya kadar 1sitilir. Berraklik olustuktan (yaklasik 20 dk)
sonra geri sogutucunun iizerinden 50 mL saf su ilave edilir. Geri sogutucu ¢ikarilir ve balon
yaklagik 30 ° C sicakliga sogutulur.

5.1.3. Balonun igindekiler birka¢ defa saf suyla calkalanarak 500 mL’lik ayirma hunisine
dikkatlice aktarilir. Yaklasik 80 mL dietil eter ayirma hunisine ilave edildikten sonra 30



saniye kadar giiclii bir sekilde calkalanir ( ¢alkalama esnasinda gaz basinci artacagindan
kapakli ayirma hunisi ters g¢evrilerek musluktan havasi alinmalidir) ve faz ayrimi igin
bekletilir. Alt faz ikinci bir ayirma hunisine alinir. ilk ayirma hunisinde kalan {ist fazdan her
seferinde 60-70 mL dietil eter kullanilarak ayni sekilde iki ekstraksiyon daha yapilir ve ikinci
ayirma hunisine alinir. Herhangi bir emiilsiyon olusumu az miktarda etil veya metil alkol
ilavesiyle yok edilebilir.

5.1.4. Tek bir ayirma hunisinde toplanan ii¢ eter ekstrakti yikama suyu nétr bir reaksiyon
verene kadar (fenolftalein indikatorliiglinde) saf su (her seferde 50 mL) ile yikanir. Yikama
suyu atildiktan sonra, eter fazi susuz sodyum siilfat ile filtre edilerek darasi alinmig 250
mL’lik silifli balona siiziiliir. Huni az miktarda dietil eter ile yikanir.

5.1.5. Birka¢ mL dietil eter kalincaya kadar vakumlu doner buharlastiricida dietil eter
damitilarak uzaklastirildiktan sonra hafif bir vakum veya azot akimi kullanilarak kuru hale
getirilir. Tamamen kurumasi i¢in 100 = 2 °C sicakliktaki etiivde yaklagik 1 saat tutulur ve
desikatorde sogutulduktan sonra tartilir.

5.2.  Alifatik alkol fraksiyonlarinin ayrilmasi

5.2.1. Silikajel plakalar1 0,2 M etanollii potasyum hidroksit ¢ozeltisine 10 saniye siireyle
tamamen daldirilir, sonra kurumasi i¢in ¢eker ocakta iki saat birakilir ve son olarak 100
°C’deki etiivde 1 saat bekletilir. Etiivden ¢ikarilir ve kullanilincaya kadar kalsiyum kloriir
bulunan desikatorde bekletilir. Bu sekilde bir isleme tabi tutulan plakalar 15 giin icerisinde
kullanilmahdir. Bazik silikajel plakalar1 alifatik alkol fraksiyonlarin1 ayirmak igin
kullanilacaginda sabunlagsmayan maddeleri aliimina ile isleme tabi tutmaya gerek yoktur.
Ince tabaka kullamildiginda tiim asidik bilesikler (yag asitleri ve digerleri) numunenin ilk
uygulandigi ¢izgide kalacak, alifatik ve triterpen alkolleri iceren bant sterolleri iceren bantdan
net bir sekilde ayrilacaktir.

5.2.2. Benzen/aseton karisimi 95:5 (v/v) ylriitme tanki icine yaklasik 1 cm yiikseklikte
doldurulur. Alternatif olarak 65:35 (v/v) oranindaki hekzan/dietil eter karisimi da
kullanilabilir. Yiriitme tankinin kapagi kapatilir ve sivi-buhar dengesi olusmasi i¢in en az
yarim saat kadar 15-20 °C arasinda bekletilir. Yiriitme tankinin i¢ duvarma c¢ozeltiye
batirilmis filtre kagidi seritleri konulabilir. Bu islem, yiiriitme siiresini yaklasik iicte bir
oraninda azaltir ve bilesenlerin daha diizgiin ve belirgin bir sekilde ayrimim saglar. Yiiriitme
tankinin ig¢indeki ¢6zelti her ¢calismada yenilenmelidir.

5.2.3. Sabunlagsmayan maddelerin kloroformda yaklasik % 5’lik ¢6zeltisi hazirlanir. Cozelti,
100 iL’lik enjektor kullanarak 300 /L’lik kismu silikajel plakaya, alt ucuna yaklasik 2 cm
mesafede miimkiin oldugu kadar ince ve diizglin bir ¢izgi halinde verilir. (Damlaciklarin
kiiciik olmasina ve birbiriyle karismayacak sekilde verilmesine dikkat edilmelidir.) Kontrol
icin plakanin bir ucuna, ¢izgi ile ayn1 hizaya 2-3 iL referans ¢ozeltisi damlatilir, bdylece
alifatik alkol band1 taginmadan sonra tanimlanabilir.

5.2.4. Plaka 5.2.2.°de belirtildigi sekilde hazirlanmis olan yiirlitme tankina konulur. Ortam
sicakligr 15-20 °C arasinda tutulmalidir. Yiiriitme tankinin kapagi derhal kapatilir ve
numunenin taginmasi plakanin iist kenarinin yaklagik 1 cm altina gelinceye kadar isleme
devam edilir. Islem sonunda tanktan ¢ikarilan plaka kurumasi igin bir siire normal ortamda ya
da sicak hava akiminda bekletilir.

5.2.5. Plakaya % 0,2’lik 2,7-dikloroflorosein ¢o6zeltisi homojen sekilde puskiirtiiliir ve
hafifce kurutulur. UV 151k altinda plaka iizerinde, referans golge esas alinarak alifatik alkol
band1 sinirlar isaretlenir.



Alifatik ve terpenik alkol bantlar1 bazi alifatik alkollerin terpenik alkoller bandina
karigmasi ihtimaline kars1 bantlar birlikte gruplandirilmalidir.

5.2.6. Metal bir kazima spatulasi kullanarak isaretlenmis alandan silikajel kazinir. Kazinan
silikajel i¢ine siizgec kagidi yerlestirilmis huniye konulur. Daras1 alinmis 50 mL’lik agz silifli
armudi balonda siiziintii toplanacak sekilde 10 mL sicak kloroform spatula ile dikkatlice
karistirilarak huniye aktarilir. Siiziintii ayn1 balonda toplanacak sekilde hunideki kalint1 ii¢ kez
dietil eterle (her sefer yaklasik 10 mL) yikanir. Siiziintiideki ¢oziiciiler diisiik sicakliktaki (40
°C’yi agmayacak sekilde) donerli vakum buharlastiricida 4-5 mL kalincaya kadar ugurulur.
Kalan ¢ozelti kuru hale gelene kadar hafif bir azot akimi altinda ugurulur. Birka¢ damla
aseton ilave edilir ve kuruyana kadar tekrar hafif bir azot akimi altinda ugurulur. 105 °C’deki
etlivde 10 dakika bekletilir ve desikatdrde sogutulduktan sonra agz1 silifli armudi balon igerigi
ile birlikte tartilir.

5.3. Trimetilsilil eterlerin hazirlanmasi.

5.3.1. Alifatik alkol fraksiyonu igeren agzi silifli armudi balona 9:3:1 (v/v/v) oraninda
piridin/hekzametil disilazan/trimetil klorosilan karisimindan olusan silillendirme reaktifinden
alifatik alkol miktarinin her miligrami i¢in 50 pL oraninda ilave edilir. Nem, analiz sonucunu
olumsuz etkilemektedir. Piyasada kullanima hazir silillendirme reaktifi bulunmaktadir
(6rnegin bis-trimetilsilil, triflor asetamid + % 1 trimetil klorosilan). Bunlar esit miktarda susuz
piridin ile seyreltilerek kullanilmalidir.

5.3.2. Agz silifli armudi balonun agz1 kapatilir, alifatik alkol tamamen ¢6zilinene kadar
dikkatlice balon dondiiriilerek (ters ¢evirmeden) cidarlarda kalan alifatik alkollerin de
silillendirilmesi saglanir. Ortam sicakliginda 15 dk kadar bekletilir. Berrak ¢ozelti GC’ye
enjeksiyon i¢in hazirdir. Olusabilecek hafif opaklik normaldir ve herhangi bir soruna yol
acmaz. Beyaz askida bir pargacigin olusmasi veya pembemsi rengin olusmasi nemliligin
mevcut oldugunu veya reaktifin bozuldugunu gosterir. Eger bunlar gozlenirse analiz mutlaka
tekrarlanmalidir.

5.4.  Gaz kromatografisi ile analiz
5.4.1. Onislemler

5.4.1.1. Kolon giris kism1 split enjeksiyon sistemine, ¢ikis kismi1 dedektdre baglant1 yapilarak
gaz kromatografisi cihazina takilir. Gaz kromatografisi cihazinin genel kontrolii yapilir (gaz
akisi, dedektor ve kayit edicinin isleyisinin etkinligi vb)

5.4.1.3. Eger kolon ilk kez kullanilacak ise sartlandirilmalidir. Kolonun i¢inden diisiik akis
hizi ile tasiyicit gaz gecirilir. Kolon, ¢alisma sicakliginin en az 20 °C’nin iizerinde olacak
sekilde kademeli olarak 1sitilir ve bu sicaklikta en az 2 saat siire tutulur. Sartlandirma sicaklig
kolon i¢in belirtilen en yiiksek sicakligin 20 °C altinda olmalidr.

Cihaz ¢alisma sartlar1 ayarlanir (gaz akisi diizenlenir, atesleme yapilir, firin, detektdr ve
enjektor sicakligi ayarlanir vb.). Baseline, herhangi bir pik olmaksizin dogrusal olmali ve
herhangi bir sapma gostermemelidir.

Negatif dogrusal sapma : kolon baglantilarinin dogru yapilmadigini,
Pozitif sapma : kolonun yeterince sartlanmadigini gdsterir.
5.4.2. Calisma sartlari
5.4.2.1. Calisma sartlar1 asagidaki sekildedir:

— Firin sicakligi: 180 °C baslangi¢ sicakliginda 8 dk bekletildikten sonra 5 °C/dk
sicaklik artist ile 260 °C ye ¢ikarilir ve bu sicaklikta 15 dk bekletilir.



— enjeksiyon sicakligi: 280-300 °C,

— detektor sicakligl: 280-300 °C,

— tasiyici gazin dogrusal ivmesi: helyum 20 - 35 cm/sn, hidrojen 30-50 cm/s,

— split oran1: 1:50-1:100 aralig1,

— cihaz hassasiyeti: en diisiik degerin 4 ile 16 kat1 arasinda,

— enjekte edilen madde miktar1: Trimetilsilil ester ¢ozeltisinin 0,5-1 7L’si.
Asagidaki gerekliliklere uygun bir kromatogram almak i¢in bu kosullar degistirilebilir:

— Alkol C26 i¢in alikonma zamani 18 + 5 dk ,

— Alkol C22 piki zeytinyag1 i¢in tam kromatogramin % 80 + 20’i; tohum yag1
icin tam kromatogramin %40 + 20’si.

— Tiim alkoller mutlaka ayrilmalidir. Ayrilmaya ek olarak ayni zamanda pikler
de birbirinden bagimsiz olmalidir. Yani pik bir sonraki pikten dnce mutlaka
baseline’a donmelidir.

5.4.2.2. Yukaridaki sartlar alkollerin standart trimetilsilil esterleri karisimi tekrar tekrar
enjekte edilerek ve ¢alisma sartlart miimkiin olan en iyi sonuglar1 verecek sekilde ayarlanarak
kontrol edilir.

5.4.2.3. Piklerin integrasyonu i¢in parametreler dikkate alinan piklerin alanlarinin dogru bir
sekilde degerlendirilmesini saglayacak sekilde ayarlanmalidir.

5.4.3. Analitik prosediir

5.4.3.1. 10 pL’lik enjektor kullanarak 1 puL hekzan alinir, igine 0,5 puL hava g¢ekilir ve bunu
takiben &rnekten 0,5-1 pL alinir. Igneyi bosaltmak igin enjektoriin pistonu kaldirilir. Igne
enjeksiyon iinitesinin zarina batirilir ve bir-iki saniye sonra hizlica enjekte edilir, bes saniye
kadar sonra igne yavasca ¢ikarilir.

5.4.3.2. Mevcut alifatik alkollerin trimetilsilil esterleri tamamen elde edilinceye kadar
isleme devam edilir.

Baseline diiz olmalidir.
5.4.4. Piklerin tanimlanmasi

Her bir pikin tanimlanmasi alikonma zamanlar1 ve ayni kosullar altinda analiz edilen alifatik
alkoller Trimetilsilil ester karigimlarin alikonma zamanlarinin karsilastirilmasiyla yapilir.

Natiirel zeytinyaginin alifatik alkol kromatogrami Sekil 1°de gdsterilmektedir.
5.4.5. Miktarin hesaplanmasi

5.4.5.1. 1-eikosanol ile C22, C24, C26 ve C28 alifatik alkollerinin pik alanlar1 integrator
kulanilarak hesaplanir.

5.4.5.2. mg/kg 6rnek cinsinden ifade edilen her bir alifatik alkol miktar1 agsagidaki sekilde den
hesaplanir:

A, xm,x1000
A xm

Alkol x =
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Burada:

Ay = Alkol x’in pik alani;

A; = l-eikosanol pik alani

ms = miligram cinsinden eklenen 1-eikosanol kiitlesi;

m = gram cinsinden saptama i¢in alinan numunenin kiitlesi.
Sonuglarin degerlendirilmesi

Her bir alifatik alkol miktar1 6rnegin mg/kg cinsinden ve toplamlari da “toplam
alifatik alkol” olarak kaydedilir.

Sekil 1
Natiirel zeytinyaginin alkol fraksiyonunun kromatogrami

Eikosanol
Dekosanol
Trikosanol
Tetrakosanol
Pentakosanol
Heksakosanol
Heptakosanol
Oktakosanol



EK-16
Zeytinyaginda Yabanci Yagin Tespiti

1. Kapsam

Bu metod zeytinyagindaki diger bitkisel yaglarin varligini tespit etmek icin kullanilir.
Linoleik asit degeri yiiksek olan bitkisel yaglar (soya yagi, kanola yagi, aygicegi yagi vb.)
ve findik yagi, yiiksek oleik asitli aycicegi yagi, pirina yagi gibi oleik asit degeri yiiksek
olan bazi bitkisel yaglar tespit edilebilir. Tespit limiti, karistirilan yabanci yagin cinsine ve
zeytinin ¢esidine baghdir. Findik yagi i¢in tespit limiti genellikle %5-15 arasindadir. Bu
metot zeytinyagina katilan yabanci yagin cinsini belirlemek i¢in kullanilamaz. Sadece
zeytinyaginin saf olup olmadigini belirlemek icin kullanilir.

2. Prensip

Yag silikajel kartuslu kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) ile saflastirilir. Triagilgliserol (TAG)
kompozisyonu propiyonitril mobil fazi kullanilarak, refraktif indeks dedektdrlii, ters faz
HPLC ile belirlenir. Yag asidi metil esterleri, saflastirilmis yagdan soguk metanollu KOH
(Ek-9B) ile metillendirilerek hazirlanir ve esterler yiiksek polaritede kolon kullanilarak gaz
kromatografi ile analiz edilir (Ek-9A). Teorik triagilgliserol kompozisyonu, yag asitleri
kompozisyonu iizerinden, triagilgliserollerdeki yag asitlerinin, 2 pozisyonundaki doymus
yag asitleri hari¢, 1,3 ve 2 pozisyonlarinin rastgele dagilimini tahminleyen bilgisayar
programi yardimi ile hesaplanir. Hesaplama programi Ek-14’de tarif edilen prosediiriin
modifiye edilmis halidir. Teorik ve deneysel (HPLC) olarak bulunan triagilgliserol
kompozisyonundan hesaplanmis birka¢ matematiksel algoritma ve sonu¢ degerler ile saf
zeytinyagindan elde edilen veriler karsilastirilir.

3. Materyal ve Kimyasallar
3.1.  Yagm Saflagtirilmasi

3.1.1. Erlen: 25 ml’lik

3.1.2. Vial: 5 mI’lik

3.1.3. Silikajel kartus: 1 g (6 ml). Kat1 faz ekstraksiyonu igin
3.1.4. n-hekzan: Analitik saflikta

3.1.5. Hekzan/dietileter karisimi: 87:13 (v/v)

3.1.6. N- heptan: Analitik saflikta

3.1.7. Aseton: Analitik saflikta

3.2.  Triagilgliserollerin HPLC ile Analizi

3.2.1. Mikro enjektor

3.2.3. Propiyonitril/ HPLC siiper saflikta

3.2.4 HPLC kolonu: Ig ¢ap1 25 cm x4 mm. RP 18 (4 pm partikiil boyutlu)
3.3, Yag asidi metil eserlerinin hazirlanmasi (Ek-9B)

3.3.1. Metanol: %0,5 ten az su iceren

3.3.2. Heptan: Analitik saflikta



3.3.3. 2 M metanollii KOH ¢ozeltisi: 1,1 g KOH 10 ml metanolde ¢oziiliir.
3.3.4. Kapakl vial: 5 mI’lik
3.4 Yag Asidi Metil Esterlerinin GC ile Analizi (EK-9A)

3.4.1. Mikro enjektor: 5 pL’lik

3.4.2. Tastyici gaz: Hidrojen veya Helyum
3.4.3. FID dedektor i¢in: Hidrojen veya oksijen
3.4.4. Yardimci gaz: Azot veya Helyum

3.4.5. Kapiler kolon: 50-60 m uzunlugunda, 0,25-0,30 mm i¢ c¢apinda,
sianopropilpolisiohegzan veya sianopropilfenilsilogzan,( SP-2380 veya esdegeri)
0,20-0,25 pm film kalinliginda.

4 Malzemeler

4.1. Vakum sistemi: Kat1 faz ekstraksiyonu icin

4.2.  Doner buharlastirict

4.3. HPLC Donanim

4.3.1. Gaz giderici: Mobil faz i¢in

4.3.2. Enjeksiyon valfi: 10 pl’lik

4.3.3. Yiiksek basing pompasi

4.3.4. Termostatik firin sistemi

4.3.5. Refraktif indeks dedektorii

4.3.6. Bilgisayarl Integrasyon saglayan veri toplayan sistem
4.4. GC Donanimi

4.4.1. Split enjeksiyon sistemi

4.4.2. Alev iyonizasyon dedektorii (FID)

4.4.3. Programlanabilir firin

4.4.4, Bilgisayarl Integrasyon saglayan veri toplayan sistem

4.4.5. Excel ylklii bilgisayar

5 Analiz prosediirii

5.1.  Yagmn Saflastirilmasi

SPE kartus vakum altinda 6mL hekzan ile yikanir. Kartusun kurumasini 6nlemek igin
vakum kaldirilir ve kartus altina erlen konulur. 0,5 ml hekzan igerisinde ¢oziilmiis yaklasik
0,12 g numune kartusa verilir Hekzanda ¢6ziilmiis numune SPE kartusa ilave edilerek 10
mL hekzan-dietil eter (87:13 v/v) igeren ¢ozelti ile yikanarak vakum altinda siiziiliir.
Toplanan fraksiyon homojenize edilip yaris1 baska bir erlene aktarilir. Her iki erlendeki
cozgen karisimi diislik basing altinda ve oda sicakliginda vakumlu doner buharlastiricida
uzaklastirilir. Kalintilardan biri TAG analizleri i¢in 1 mL asetonda ¢oziiliir ve 5 ml lik viale



aliir. Kalintilardan ikincisi yag asitleri kompozisyonu analizi i¢in 1 ml heptanda ¢oziilerek
5 ml lik viale alinir.

Yagin saflastirilmast IUPAC method 2.507°de tarif edildigi sekilde silikajel kolon
kullanilarak yapilabilir.

5.2.  HPLC ile Trigliseritlerin Analizi
HPLC calisma sartlari,

kolon sicakligi: 20 °C,

mobil faz: propionitril

akis hizt: 0,6 ml/dk

olacak sekilde ayarlanir. Baseline stabil oldugunda solvent enjeksiyonu yapilir. Eger
baselinda 12-25 dakikalar1 arasinda sapma olursa, ornegi ¢ozmek igin farkli tipte aseton
veya aseton/propiyonitril (25:75) karistmi kullanmilir. Bazi tip asetonlar, baselineda
bahsedilen dakikalarda sapmaya sebep olur.

Saflastirilmis yagin aseton igerisindeki ¢ozeltisinden (%5) 10 pl enjeksiyon yapilir. Analiz
yaklagik 60 dakika siirer. Trilinolein piki 15,5 dakikada gelecek ve LLL/OLLn ile
OLL/OOLn pikleri arasinda ayrim iyi olacak sekilde, Sekil 1 ‘de verilen kromotograma
benzer bir kromatogram elde edilene kadar firin sicakligi ve akis hizi ayarlanmalidir. Pik
2’nin (OLLn+PoLL) yiiksekligi tam skalanin en az %3 ‘line ulagmalidir.

5.3.  Yag Asidi Metil Esterlerinin Hazirlanmasi

1 ml n-heptan igerisinde ¢oziinmiis saflagtirilmis yag o6rnegine, 0,1 ml 2N metanollit KOH
cozeltisi eklenir ve tiiplin agz1 sikica kapatilir. Tiip 15 saniye boyunca hizla ¢alkalanir ve {ist
faz berraklagana kadar beklenir (5 dakika). Heptan faz1 gaz kromatografiye enjeksiyon i¢in
hazirdir. Bu ¢ozelti oda sicakliginda en fazla 12 saat bekletilebilir.

5.4. Yag Asidi Metil Esterlerinin GC ile Analizi

Trans doymamis yag asitlerinin belirlenmesi i¢in Ek-9A’da tarif edilen metot
kullanilmalidr.

GC ¢aligsma sartlarti;

Firin sicakligi: 165C°de 10 dk beklendikten sonra dakikada 1,5°C’lik artisla
200°C’ye cikarilmalidir. Enjeksiyon blogu icin tavsiye edilen sicaklik trans yag asidi
olusumunu minimize etmek i¢in 220-250 ‘C’dir (bkz. Ek-9A).

Dedektor sicakligi 250 °C’dir.

Kolon baglangi¢ basinci yaklagik 130 kPa’ da tasiyici gaz olarak Helyum veya
Hidrojen kullanilmalidir.

Split modunda 1 pL nejeksiyon yapililir.

Sekil 2°de goriilene benzer bir kromatogram elde edilmelidir. C18:3 ve C20:1 piklerinin
ayrilmasina Ozellikle dikkat edilmelidir (C18:3 piki C20:1 pikinden 6nce gelmelidir). Bu
sartlarin saglanmasi i¢in sicaklik ve/veya kolon basinci optimize edilmelidir. Palmitik asit
ve palmitoleik asit farkinin minimize edilmesi i¢in enjeksiyon kosullar (sicaklik, split orani
ve enjeksiyon hacmi) ayarlanir. C20:0 pikinin yiiksekligi belirlenen trans izomer tam
skalasinin yaklasik %20°si kadar olmalidir. Eger C18:0 piki diizgilin gelmezse 6rnek miktari
azaltilir.



6. Piklerin Tanimlanmasi

6.1. HPLC Kromatogrami

Sekil 1’de saf zeytinyagma ait tipik trigliserit kromatogrami goriilmektedir. Piklerin
integrasyonu i¢in 3 baseline yolu izlenmelidir: ilki 1 nolu pikin baslangici ile 3 nolu pikin
bitimi arasinda; Ikincisi 4 nolu pikin baslangici ile 8 nolu pikten énceki cukurun arasinda;
tiglinciisii 8 nolu pikten 6nceki ¢ukurluk ile 18 nolu pik bitiminin arasinda. Toplam alan 1
nolu pikten 18 nolu pike kadar tiim piklerin (belirlenmis ve belirlenmemis) alanlarinin
toplamidir. Her bir pik yiizdesi asagidaki formiille hesaplanir.

TAG X (%) =100 (AX +AT)

Yiizdeler 2 ondalik olarak verilmelidir.

6.2. GC Kromatogrami

Sekil 2’de saf zeytinyagina ait yag asidi alkil esterleri kromatogrami goriilmektedir. Asagida
verilen yag asitlerine ait yiizdeler hesaplanmalidir.

Palmitik; P (C16:0) = metilesterler + etil esterler

Stearik; S (C18:0) = methyl ester

Palmitoleik; Po (C16:1) = iki cis izomerin metil esterleri toplami1

Oleik; O (C18:1) = iki cis izomerin metil esterleri toplami + etil ester + trans-izomerler
Linoleik; L (C18:2) = metil esterler+ etil esterler + trans-izomerler

Linolenik; Ln (C18:3) = metil esterler + trans-izomerler

Arasidik; A (C20:0) = metil ester

Eicosenoik (gadoleik); G (C20:1) = metil ester

Etil ve trans-izomerlerin esterleri GC kromatograminda bulunmayabilir.

Toplam alan C14:0 den C:24:0 e kadar sgualen hari¢ goriinen tiim piklerin toplamidir. Her bir
pik yilizdesi asagidaki sekilde hesaplanir:

FAX (%) =100 (AX+AT)
Sonuglar 2 ondalik olarak verilmelidir.

Bilgisayar programi ile hesaplamada 100’e tamamlama otomatik olarak yapildigindan bu
isleme gerek yoktur.
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Sekil 1. “Chamlali” zeytinyagina ait TAG lerin HPLC Kromatogrami. Kromatografik piklerin ana
bilesenleri.

(1) LLL; (2) OLLNn+PoLL; (3) PLLnN; (4) OLL; (5) OOLn+PoOL;

(6) PLL+PoPoO; (7) POLn+PPoPo+PPoL; (8) OOL+LnPP; (9) PoOO;
(10) SLL+PLO; (11) POOP+SPoL+SOLN+SPoPo; (12) PLP;

(13) OOO+PoPP; (14) SOL; (15) POO; (16) POP; (17) SOO;

(18) POS+SLS.



Tablo 1. 20 C kolon sicakliginda mobil faz olarak propiyonitril kullanilarak HPLC’ de sizma
zeytinyagiin TAG lerin belirlenmesine ait tekrarlanabilirlik verileri.

EC | HPLC | TAGs Ornek 1 Ornek 2 Ornek 3 Ornek 4 Ornek 5
s a s a s a s a s a
|2 | 82| 5|2|5|2|5|¢
(7] v v (7] (9]
1 LLL 0,020 7,23 | 0,066 | 5,18 | 0,095 | 4,10 | 0,113 | 0,95 0,34 | 1,05
42 2 OLLn+PolLL 0,085 7,44 0,24 | 1,78 0,26 | 2,25 0,35 | 2,02 0,50 | 2,83
3 PLLn 0,023 | 15,74 | 0,039 | 5,51 | 0,057 | 5,62 | 0,082 | 4,35 0,12 | 6,15
4 OLL 0,47 1,52 1,53 | 0,42 2,62 | 0,98 3,35 | 1,05 4,37 | 1,13
5 OOLn+PoOL 1,07 2,01 1,54 | 0,46 1,61 | 0,71 1,72 | 1,07 1,77 | 2,40
44 6 PLL+PoPoO 0,11 | 12,86 0,24 | 4,37 0,65 | 1,32 1,35 | 0,73 2,28 | 1,24
7 POLn+PpoPo 0,42 5,11 0,49 | 2,89 0,55 | 2,01 0,85 | 1,83 1,09 | 1,96
+ PpolL
8 OOL+LnPP 6,72 0,63 879|031 | 11,21 | 0,42 | 13,25 | 0,33 | 15,24 | 0,23
9 PoOO 1,24 2,86 1,49 | 0,95 1,63 | 0,85 2,12 | 0,45 2,52 | 0,56
46 10 SLL+PLO 2,70 0,65 4,05 | 0,70 6,02 | 0,65 9,86 | 0,53 | 11,53 | 0,31
11 PoOP+Spol+ 0,64 4,42 0,69 | 3,02 0,79 | 1,23 1,53 | 0,89 1,70 | 1,66
SOLn+SpoPo
12+13 | OOO+PLP+ 49,60 0,07 | 48,15 | 0,06 | 42,93 | 0,06 | 33,25 | 0,10 | 24,16 | 0,06
PoPP
48 14 SOL 0,82 1,72 0,92 | 1,56 1,05 | 1,32 1,25 | 1,05 1,60 | 1,77
15 POO 22,75 0,25 | 21,80 | 0,20 | 21,05 | 0,30 | 20,36 | 0,35 | 20,17 | 0,14
16 POP 3,05 0,46 4,56 | 0,42 4,98 | 0,52 526 | 0,41 557 | 0,38
50 17 SO0 6,87 0,21 5,56 | 0,33 4,86 | 0,43 4,12 | 0,72 3,09 | 0,69
18 POS+SLS 1,73 1,23 1,65 | 1,10 1,54 | 0,99 1,49 | 1,10 1,41 | 1,00
n=3

RSDr= Tekrar edilebilirligin bagil standart sapmasi
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Sekil 2. Pirina yaginin soguk metanollu KOH ile transesterifikasyonundan elde edilen yag asidi alkil
esterleri GC kromatogrami.

7. Zeytinyaginda Yabanci Yag Tespiti

Saf zeytinyagindan elde edilen verilere dayali matematiksel algoritmalarin karsilastirilmasi
yontemi yoluyla zeytinyaginda yabanci yag tespitinin hesaplamas1 metodu I0C/T.20/Doc.
No 25 standartinin Ek-1‘inde diizenlenmistir.



