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Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) atmosferde, su kaynaklarinda ve gidalarda
vaygin bir bigimde bulunurlar. PAH’lar yakitlarin tam yanmamasindan meydana
gelirler. PAH emisyonu c¢evreye yaydigi kanserojen etkilerden dolayr dikkat
cekmektedir. Benzo(a)piren (BaP) en tehlikeli olanidir. Bitkisel yaglar bazi PAHlar
ierirler. Ege Bolgesi’nden toplanan zeytin yaglarinda BaP miktarlart izl bir kati1 faz
ekstraksiyondan (SPE) sonra HPLC ile belirlendi. Aydin bslgesinden toplanan yaglarda
ortalama 14.71 pg/kg BaP bulunurken, Izmir bélgesinden toplanan yaglarda bu deger
olarak 9.73 pg/kg bulundu. En fazla BaP miktar1 Aydin’dan toplanan pirina yaginda
(57.8 upg/kg) belirlendi. Sadece 1{i¢ tane zeytinyaginda BaP tespit edilmedi.
Zeytinyaginda bulunan ytiksek miktarda BaP ¢evre kosullarindan karismis olabilir.

Anahtar Kelimeler: Zeytinyag:, Polisiklik aromatik hidrokarbonlar, Benzo(a)piren,
Kati faz ekstraksiyonu, HPLC
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ABSTRACT

DETERMINATION OF BAP IN OLIVE OIL AND POMACE OLIVE
OIL
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July 2006, 68 Pages

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) are widely distibuted in the atmosphere,
water sources and foods. The major source of PAH is the incomplete combustion of
hydrocarbons. Concerns about emissions of PAH to the environment arise because of
their carcinogenic effects. Benzo(a)pyrene (BaP) is the most toxic one. Vegetable oils
may contain some PAH. A rapid solid phase extraction (SPE) method followed by
HPLC determination set up for BaP in olive oil samples collected in Aegean region.
Average BaP determination was found from Aydin and Izmir regions respectively,
14.71 and 9.73 pg/kg. The highest BaP concentration was found in the pomace olive oil
from Aydin (57.8 pg/kg). Only three olive oil samples did not contain any BaP. The
high BaP concentration found in olive o0il could be due to the contaminants in the
environment.

Keywords: Olive oil, Polycyclic aromatic hydrocarbons, Benzo(a)pyrene, Solid phase
extraction, HPLC
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1. GIRIS

Insanlar solunum, gida tiiketimi ve deri temasi gibi ¢esitli yollarla kimyasal
maddelere maruz kalmaktadirlar. Kisilerin beslenme aligkanhii, yasam tarzi, cevre
sartlar1 ve meslegi gibi fakt6rler kimyasal maddelerin giinlik alimim etkileyen
etmenlerdir. En ¢ok rastlanan ¢evresel kirleticiler Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar
(PAH) dir. PAH’lar organik maddelerin par¢alanma Uriinleridir. Kansorejen zellikte
olduklari ilk olarak 1930°lu yillarda anlagilmigtir. Endistriyel prosesler ve yanma
reaksiyonlar1 sonucunda bu bilesikler olugmakta ve ¢evreye yayilmaktadir. Sonug olarak

toprak, su, hava ve buna bagl olarak gida maddeleri bu maddelerle kirlenmektedir.

PAH bilesikleri kansorejen olmalari nedeniyle gida analizlerinde 6nemle ele
alinmaktadir (Cejpek vd 1998). Gidalarda PAH varligimin baslica nedenleri cevre

kirliligi, gida hazirlama ve pigirme yontemleridir.

Birgok PAH bilesigi meveut bulunmasina ragmen Benzo(a)piren (BaP) adl bilesik
en toksik olanidir ve her ortamda bulunusu nedeniyle indikator olarak kabul edilen bir

bilesiktir. BaP ilk kez 1933 yilmnda Cook tarafindan komiir katramindan izole edilmistir.

Bu ¢alismada Ege Bolgesi’nden toplanan zeytinyagi ve pirina yaglarindaki BaP ve
bazi PAH’larm kati faz ekstraksiyonuyla (SPE) ekstrakte edilerek yiiksek performansl:
stvi kromotografi (HPLC) cihazi ile kalitatif ve kantitatif olarak tayinleri yapiimstir.



2. ZEYTINYAGI HAKKINDA GENEL BILGILER

Akdeniz uygarligimin sembolii olan zeytin agaci, tarih boyunca bu bélgede kurulan
tim uygarhiklarin temelini olusturmustur. Zeytinin anavataninin ve gen merkezinin
Gineydogu Anadolu oldugu eskiden beri bilinmektedir. Son yillardaki calismalarda
Hatay, Kahramanmaras ve Mardin seridinde zeytin afacinin en alt tiiriine rastlamlms
olmast bu yargiyr kesinlestirmektedir. Giineydogu Anadolu'da ilk yerlesimini
tamamlayan zeytin, bati Anadolu'ya ve oradan da Ege adalar yolu ile Yunanistan,
Italya, Fransa ve Ispanya'ya kadar uzanmugtir. Sicilya yolu ile Kuzey Afrika'ya sigrayan
zeytin, Glineydogu Anadolu'dan ¢ikarak Suriye ve Misir iizerinden ilerleyen ikinei kol
ile birlesmis ve boylece Akdeniz' in tiim giiney kiyilarina yayilmastir. Bir tigtincii kol da
Irak ve Iran {izerinden Afganistan ve Pakistan'a kadar ilerlemistir. XVI. yiizyilda
Ispanyollar tarafindan giiney ve kuzey Amerika'ya gotiiriilmesi ile zeytin diinyadaki

yayiligini tamamlamigtir.

Zeytin yetistiriciliginin ilk insanlarla birlikte basladigi kabul edilmekte ve "Zeytin
biittin agaclarin ilkidir." denilmektedir. Zeytinin, insanlik tarihindeki 6nemine tiim
kutsal kitaplarda, yaradilis ve kurulus efsanelerinde yer verilmektedir. Arkeolojik ve

jeolojik buluntular da zeytinin M.O. 6000 yilindan beri kullamldigini gdstermektedir.

Zeytinden yag elde edilmesinde kullanilan ilk yontem, zeytinlerin once ayakla
ezilmesi ve sicak su ile yagmin alinmasi seklinde olmustur. Bugiin icin diinya iistiinde
bulunmus en eski zeytinyag tesisi, M.O. 6. yiizyila aittir ve Izmir'in Urla ilgesi
yakmlarindaki antik Klazomenai kentinde bulunmaktadir. Daha sonralari Romalilar
zeytinin iki tag arasinda ezilmesine dayanan ydntemi bulmuslardir. Ik zamanlarda tagin
donmesi insanlar tarafindan saglanirken, daha sonra bu is igin hayvan giictinden
yararlanilmistir. Zamanla, ezilen zeytin hamurunun sikistirilmas: icin Arsimet vidasinin

dondiiriilmesi ile olusturulan basingtan faydalanilmistir. Mengene tabir edilen bu usul



giinlimiizde de halen kullanilmaktadir. XIX. Yiizyilda buharin kullanilmaya baslamas:
ile zeytinyag1 sanayinde yeni bir déneme girilmis ve dahav yiiksek basingla daha fazla
zeytin isleme olanagi dogmustur. Bu is igin kullamilan hidrolik presler teknolojik
gelismelere paralel olarak dizel motoru ve elektrikle calisabilecek bigimde gelistirilmis
ve zamanla giinlimiizde kullamilan en modermn sistem olan kontinti tesislere dek

gelinmistir.

Zeytinyag bu siireg boyunca Akdeniz insanmin 6nemli bir gidas1 olmasi yant sira,
Akdeniz ticaretinin de temelini olusturmus ve sadece bir besin maddesi olarak degil

ayni zamanda 151k kaynag, saglik ve giizellik iksiri olarak da kullanilmustir.
2.1. Zeytinyaginin Insan Saghg ve Beslenmesindeki Onemi

Zeytinyagt; viicut igin gerekli ancak sentez edilemeyen temel yag asitleri ile yagda
eriyebilen E vitamininin kaynagim olusturmasi ve yiiksek kalori degeri (16 mL
zeytinyag 120 kalori icermektedir) yam sira, meyve suyu gibi natiirel tiiketilebilen tek
yag olma 6zelligi ve kendine has renk, koku, tat ve aromasiyla insan beslenmesinde ¢ok

Onemli bir konuma sahiptir.

Zeytinyagimn basta kalp-damar hastaliklar1 olmak iizere sindirim sistemi, kemik

yapisi beyin ve sinir dokulari tizerinde ¢ok 6nemli fonksiyonlar1 bulunmaktadir.

Zeytinyag1, kalp-damar hastaliklarinda temel risk faktorii olan kolesteroliin, damar
tikanikligina yol agan diisik yogunluklu lipoprotein (LDL) bilesenini azaltici rol
oynarken, yararli ve koruyucu olan yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) bilesenini
degistirmez. Bu ozelligi ile kalp sagligi agisindan en uygun yagdir. Kan hiicrelerinin
kiimelesmesinde rol oynayan faktorlere karst etki gostererek kan damarlarinda

pihtilagma riskini azaltir.

Zeytinyaf sicak veya soguk tiiketildiginde mide asitlifini azaltarak gastrit veya
diiodenal tilserlere karst koruyucu bir rol oynar. Zeytinyag: safra salgisim canlandirict,
safra kompozisyonunu diizenleyici ve safra kesesinin bosalmasini saglayict 6zellikleri

nedeni ile safra tasi riskini azaltir ve taglarin erimesine yardimer olur.



Bagirsaklar tarafindan en iyi emilen yagdir ve bagirsaklardan gegisi diizenleyici
Ozelligi vardir. Kemik mineralizasyonunun iyilesmesini saglar ve normal kemik
gelisimine yardimer olur. Zeytinyaginda yaklasik %80 oraninda bulunan oleik asit insan
siittindeki en 6nemli yag asididir ve dogumdan hemen sonra bebegin sinir dokularinin
gelisiminin saglanmasinda temel bir igleve sahiptir. Ayrica yeni dogmus bebeklerde 6/1
oraminda gerekli olan linoleik-linolenik asit orami zeytinyaginda optimum seviyede

oldugundan, bebek bekleyen ve emziren annelerin beslenmesinde en uygun yagdr.

Zeytinyag1 ayni zamanda dokularmm yaslanmasim 6nler ve yaslanmanin beyin
fonksiyonlar1 tizerindeki yipratici etkisini azaltir. Mitkemmel kimyasal yapis1 ve 6nemli
Olgtide antioksidan (tokoferol) igermesi nedeniyle, diger yaglara gore yiiksek

sicakliklarda bile daha dayaniklidir.

2.2. Zeytinyag Uretim Sistemleri

Zeytinlerin yaga ayrilarak islenmesindeki amag; natiirel zeytinyad: {iretmektir.
Natiirel zeytinyagi, zeytin agacinin meyvesinden sadece mekanik veya diger fiziksel
yontemlerle elde edilen ve yagin bozulmasina neden olmayacak kosullarda, dzellikle
1s1ya maruz kalmas: 6nlenerek, yikama, presleme, santrifiijleme ve stizme disinda hicbir

islem gérmemis olan yagdir.

Kalite degeri yiiksek natiirel zeytinyag: gerek kimyasal bilesimi, gerekse dogal
yapist agisindan insan beslenmesinin temel taglarindan biridir. Insanlik tarihini olusturan
biitlin medeniyetler boyunca zeytinyag insanlarin beslenmesindeki dnemini muhafaza
etmis ve glinlimiizde de kaliteli, lezzetli bir yag kaynagim temsil etmektedir (Karaman

ve Diraman 2005).

Zeytinyag tiretim sistemlerini iki ana gruba ayirabiliriz.
I-Klasik Sistem
II-Modern Sistem

Klasik sistemleri de kendi aralarinda asagidaki gibi gruplamak uygundur.
- Mengeneler; Glintimiizde artik kullaniimayan ¢ok eski bir sistemdir.

- Kuru sistem dedigimiz stiper presler (Sekil 2.1)



- Sulu sistem dedigimiz torbali, hidrolik presler (Sekil 2.2)

Modern sistemler; Kontinii santrifiijleme sistemini kapsamaktadir (Sekil 2.3).
Bunlar da kendi aralarinda asagidaki sekilde gruplandirilirlar.

- Iki fazli kontinii santrifiijleme sistemi (Sekil 2.4)

- Ug fazli kontinii santrifiijleme sistemi (Sekil 2.5)

- Perkolasyon sistemi

- Kombine perkolasyon ve santrifiijleme (Sinolea) sistemi (Sekil 2.6)

Ulkemizde zeytinyag sektoriiniin bir bslimini olusturan ve yerlesim birimleri
arasinda dagimik bir sekilde yer almis olan klasik sistem yaghaneler, zeytinyag
tretiminde 6nemli 6lctide kalite ve kantite (verim) kayiplarina neden olmaktadir. Bu
isletmelerde randiman diisiik, iiretim maliyetleri ise yiiksek olmakta ve elde edilen {iriin

kalite standartlarina uygun olmamaktadir.

Ulkemizin diger zeytinyag iireticisi iilkelerle dis pazarlarda rekabet edebilmesi i¢cin
zeytinyagi teknolojisinin iyilestirilip  gelistirilerek modermn kontinii tesislere

dontistiiriilmesi gerekmektedir (Karaman ve Diraman 2005).

2.3. Zeytinyagimin Elde Edilmesinde Uygulanan Islemler

Bir tarim Urlin{i ne kadar iyi degerlendirilirse, liretimi o oranda artar. Diger bitkisel
yaglara oranla daha yiiksek bir deger tagiyan zeytinyag, iistiin organoleptik, fiziksel ve
kimyasal ozelliklere sahiptir. Zeytinyagimin elde edilmesi asamasinda da bu iistiin
niteliklerin  korunmasi gerekmektedir. lyi kaliteli zeytinyag: iiretimi, zeytinin
yetigtirilmesi, hasadi ve yagmn elde edilmesi gibi isleme kademelerinde teknigin
Ongordligii sartlara tam olarak uymakla miimkiindiir. Yagm elde edilmesinde, en ilkel
isleme seklinde dahi zeytin igleninceye kadar ¢esitli asamalardan gecmektedir ve her
agamanin uzun veya kisa olmasi, her basamakta uyulmas: gereken sartlara bilerek veya
bilmeyerek uyulmamasi yagn kalitesini olumsuz yonde etkilemektedir (Karaman ve

Diraman 2005).



KLASIK SISTEM
KURU SISTEM (SUPER PRES)
ZEYTIN
\2

YIKAMA (temizleme)

)

KIRMA

EZME

\

KARISTIRMA( Malaksasyon)

\J
£—‘BASKI (Presyon) l
Pirina Yag + Karasu
\’
J:— Santrifiijleme __l
Yag Karasu

Sekil 2.1. Kuru sistem ile zeytinyag: elde edilmesi (Karaman ve Diraman 2005).



KLASIK SISTEM

SULU SISTEM (HIDROLIK PRES)
ZEYTIN
\
YIKAMA (temizleme)
\:
EZME ve KARISTIRMA
\
HAFIF BASKI

l l

Yagli pirina Yag + Karasu

\

Sicak su ilavesi

\

YUKSEK BASKI v

l l

Pirina Yag +Karasu —  Santrifiijleme
veya

dekantasyon

Yag Karasu

Sekil 2.2. Sulu sistem ile zeytinyag: elde edilmesi (Karaman ve Diraman 2005).



MODERN SIiSTEM
KONTINU SANTRIFUJLEME SISTEMI

ZEYTIN
\
YAPRAKLARIN AYRILMASI
\

YIKAMA

KIRMA
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Sekil 2.3. Kontinii santrifiijleme sistemi ile zeytinyag: elde edilmesi (Karaman ve

Diraman 2005).
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Sekil 2.4. Iki fazh kontinii santrifiijleme sistemi ile zeytinyag: elde edilmesi (Karaman

ve Diraman 2005).
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Sekil 2.5. Ug fazl kontinii santrifijjleme sistemi ile zeytinya@ elde edilmesi (Karaman

ve Diraman 2005).
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Sekil 2.6. Sinolea sistemi ile zeytinyag: elde edilmesi (Karaman ve Diraman 2005).
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2.3.1. Yaprak ayirma ve yikama

Zeytinlerin fabrikada yaga islenmesi yaprak ayirma ve yikama islemiyle baslar.
Hasat sirasinda yaprak, tas, toprak gibi yabanci maddeler zeytinlerle birlikte toplamr
veya tagiur. Iyi kalitede yag elde edilmesi ve makinalarda meydana gelebilecek
arizalart  gidermek i¢in zeytinlerin bu yabanci maddelerden temizlenmesi

gerekmektedir.

Meydana gelebilecek kayiplari onlemek ve depolama sirasinda fermantasyon
olmamast i¢in zeytin tanelerinin fabrikaya miimkiin oldugunca saglam olarak
getirilmesine ve yikama swrasinda zarlarinin  zedelenmemesine dikkat etmek
gerekmektedir. Ayrica yikama suyunun birkag kez kullanilmasi kirliligin bulasmasina
neden olacagindan kaginmak gerekir. Bununla birlikte yikama islemi zeytinlerin ¢ok
olgun oldugu hallerde yapilmayabilir. Ciinkii makinalarin mekanik etkisi meyve eti
pargaciklarinin kopmasina sebep olabilir, bu da bir 6lgiide yag kaybina neden olur

(Karaman ve Diraman 2005).

2.3.2. Kirma-ezme islemi

Kirma iglemi hem kimyasal hem de fiziksel bakimdan &nemlidir. Ciinkii
zeytinyagin dokulardan ¢ikarilmas: zeytinlerin kirilmas: ve ezilmesiyle baglar. Amag;

yagin hiicre i¢i bosluklardan ¢ikarilmasi igin meyve eti hiicrelerinin parcalanmasidir.

Kirma ve ezme isleminde iki tip degirmen kullanilmaktadir.
I. Tas degirmenler

II. Metal degirmenler

I. Tag degirmenler: Cok eskiden beri kullanilan bir ezme ve &giitme metodudur.
Degirmen tag1 kivamli, homojen bir hamur elde edinceye kadar zeytinleri tekrar tekrar
ezer. Hamurun ¢ok ince olmamas i¢in tas yiizeyleri piirlizlii yapilmustir. Asir ezilmis
hamur parcaciklart daha sonraki sivi ve kati fazlarm ayrilmasinda olumsuz etki
yapmaktadirlar. Bu nedenle 6zellikle degirmen taslari ¢ok agirsa ezme islemine 20-30

dakikadan fazla devam edilmemelidir.
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II. Metal degirmenler: Yiksek hizda donerek, zeytinleri sabit metal kafese
carptirip kiran ve ince hamur haline doniistiiren degisik sekillerde metal kisimlardan
meydana gelmistir. Metal deZirmenlerin ezme kapasiteleri yiiksektir; stirekli ve
otomatik caligir. Bununla birlikte metal degirmenlerde ezme isi hizli ve kabadir.
Hiicreler yeterince pargalanamaz ve hamur geredi gibi hazirlanmaz. Bunun sonucunda

da daha uzun siire ve daha yliksek sicaklik derecesinde yogurma gerekir.

Klasik ve kontinii sistemlerde ogiitme derecesi zeytinlerin kalitesine, olgunluk
durumuna ve hatta iklim sartlarina gére degisiklik gosterir. Ogiitme derecesinin iyi
ayarlanamamas: pirina ve kara sudaki yag miktarin artirmaktadir (Karaman ve Diraman

2005).

2.3.3. Yogurma (Malaksasyon)

Zeytinler ezildikten sonra, 6zellikle metal degirmenler kullamldiginda hamurun
yogrulmas: gerekir. Bu islem daha sonra kati1 ve stvi fazlarin ayrilmasi icin hamurun
hazirlanmasinda 6nemli bir islemdir. Burada amag; bir taraftan devamli bir faz teskil
edecek sekilde yag damlaciklarmin daha biiyiik damlalar haline gelmesine yardim
etmek, diger taraftan yag-su emiilsiyonunu kirarak serbest yag ylizdesini artirmaktir

(Karaman ve Diraman 2005).

2.3.4. Fazlarm ayrilmasi islemi

Zeytin hamurundan s1vi fazlar (yag ve karasu), kati fazdan ayirmak iizere cesitli
metotlar kullamilmaktadir. Bunlar;

L Kuvvetli basingla presleme

1L Santrifujleme

II.  Perkolasyon dedigimiz ytizey gerilim farkliliina dayanan sistem

IV.  Dogal dinlendirme dedigimiz dekantasyon islemi olarak gruplandirabiliriz.

Preslerde fazlarin ayrilmasi isleminde randiman, yiginlarin ¢apina bagli oldugu gibi,
pistonun hareket hizina, hamur yigimmn yapisina, kullanilan filtre cinslerine baglhidur.
Yigmun ¢api arttikea, yagh siranin gidecegi yol uzadikca yagin ayrilmasi igin gerekli

olan gii¢ de o oranda artar. Stkma islemi ne kadar hizli olursa, hamurda kalan yag
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miktar1 o kadar fazla olur ve aym zamanda hamur torbalarinda da yipranma meydana
gelir. Eger basing kademeli olarak yiikseltilirse, basincin etkisi ile hamurun hacmi
azalir, boylece siv1 fazlar pirinadan ve torba deliklerinden ¢ikarak yagl siranin iki fazini

olusturur.

Santrifijjleme sisteminde hamura dogrudan santrifiij kuvveti uygulanir. Burada esas
birbirine karigsmayan sivilarin ve katt maddelerin 6zgiil agirhiklarinin farkli olmasidir.
Yani ayn1 anda yag, karasu ve pirinanin birbirinden ayrilmasi gerceklesir. Bu ayrim
dekant6r dedigimiz yatay santrifiijlerde miimkiin olmaktadir. Ozellikle bu tip yatay
santrifiijler (dekantor) Sinolea' da (yag+karasu) yagin eldesinde kullanirlar. Perkolasyon

sisteminde de ¢ok fazla olmamakla birlikte fazlarin ayrilmas islemi gerceklesmektedir.

Dekantasyonla fazlarin birbirinden ayrilmasi islemi ise ¢ok basit bir metottur.
Burada, farkli yogunluktaki su ve yag zaman igerisinde birbirinden ayrilmaktadir. Yagh
sira bir kabin icersine konuldugunda daha hafif olan yag liste ¢ikar. Bu tiir ayirma
uygun bir yontem degildir. Ciinkii yavas bir islem oldugu ve yag uzun siire karasu ile
temas ettigi i¢in ve sonugta bir bulagma riski oldugu i¢in yagin kalitesine olumsuz etki

eder.

Klasik sistem igerisinde yer alan sulu sistemlerde pirinada kalan yag miktar1 yiiksek
olmaktadir. Bu miktar %8-12 arasinda degigebilir. Bu sistemle yag eldesin de sicak su
kullanildig i¢in yagin kalitesinde bozulmalar olabilir. Kuru sistem dedigimiz stiper
presler, sulu sisteme goére biraz daha iyidir. Pirinada daha az miktarda yag kalmaktadr.
Iki ve {i¢ fazli kontinii santrifiijleme sistemlerden 3 fazli sistemde pirina, karasu ve yag
birbirinden ayrilmis olarak elde edilmektedir. 1ki fazhi sistemde ise, yag ve sulu pirina
birbirinden ayrilir. Bu sistemde karasu pirinaya hapsediliyor ve dolayisi ile rutubeti

yiiksek bir pirina elde edilmis olur.

Perkolasyon (cift ekstraksiyon), diger bir ifade ile Sinolea sistem ile zeytinyag:
eldesin de mutlaka kaliteli zeytin tanelerinin kullamlmasi 6nerilir. Zeytinlerin ayirma,
yikama ve karistirma islemlerinden sonra elde edilen hamura ¢ok sayida paslanmaz
¢elik bigaklar batirihip ¢ikarilir ve sivanan yaglar damla damla alinir. Ancak bu sekilde
hamur igersindeki yag: tamamen almak miimkiin degildir. Ardindan santrifiij (dekantor

veya yatay santrifiij) ile pirinada kalan yaglarin alinmasi gerekmektedir (Karaman ve
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Diraman 2005).

2.4. Zeytinin Yan Uriinleri ve Bunlarin Degerlendirilmesi

Zeytinlerden mekanik olarak yad ¢ikarildigi zaman iki alt tiriin elde edilmektedir.

Bunlar karasu ve pirinadir.

2.4.1. Karasu

Zeytinlerin yaga islenmesinden elde edilen koyu kirmizi renkli, organik ve mineral
maddeler bakimindan zengin, asidik nitelikte, miktar1 kullamlan yag ¢ikarma sistemine
bagl olarak degisen sivi alt tirlindiir. Sulu sistem, kuru sistem ve kontinii sistem gibi
farkli teknolojileri uygulayan fabrikalarda belirli miktarda zeytinin islenmesi sonucu
ortaya ¢ikan kara suyun miktarlar: tesbit edilmis, sulu sistemden (%65-70) cikan kara
suyun diger sistemlere gore daha fazla oldugu, bunu ise kontinii (%60-65) ve kuru

sistemin (%45-50) izledigi gézlenmistir.

Genel olarak yaghaneden ¢ikan kara su atilmadan énce yaghanenin kapasitesine ve
kara suyun miktarina bagh olarak kisa veya uzun bir siire cehennem cukuru denilen
¢ukurlarda bekletilmektedir. Cehennem g¢ukurlart ¢ogu kez yaghanenin toprak seviyesi
alinda yapimaktadir ve birbirleriyle dipten bagli 2 veya 3 bolmeden meydana
gelmektedir. Genellikle yagin karasudan ayrilarak yiizeyde toplanmas: birinci bélmede
olmaktadir. Bu ¢ukurlarda karasu, artik yagin yiizeye ¢ikmasina yardim eden bir
fermantasyon islemine maruz kalmaktadir. Daha sonra kara suyun cesitli sekillerde
degerlendirilebilmesi igin ylizeydeki bu yagmn iyice alinmasi gerekmektedir. Lampant
yag olarak smmflandirilan bu disiik kaliteli yag toplandiktan sonra yemeklik olarak

tiiketilebilmesi i¢in rafine edilebilir.

Karasuyun cehennem ¢ukurlarindan akitilmast yaghanelerde halen oldukca kiilfetli
bir iglem durumundadir. Diger yandan da, ozellikle giiniimiizde giderek artan gevre
kirliligine sebep olan unsurlardan birisini olusturmaktadir. Son zamanlarda zeytinci
tilkelerin bir ¢ogunda kirlenmeye kars1 gevreyi korumak iizere siki kanunlar hazirlanip

kara suyun sehir kanalizasyon sebekelerine veya akarsulara akitilmasi yasaklanmustir.
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Akdeniz zeytinci tilkelerin birgogunda karasuyun tarimsal alanlara kontrolli ve
simirli bir gekilde dagitilmasina izin verilmektedir. Organik maddelerin bir kisminin
topraga geri verilmesini amaglayan bu uygulama tarimsal agidan faydali olmaktadir.
Bundan bagka karasu; biyolojik olarak pargalanabilen veya belirli bir siire gectikten
sonra humusa doniigebilen, yalmzca tabii bitkisel maddeleri igeren ve topraga organik
glibre ile mineral madde saglayan bir meyve suyudur. Bununla birlikte bazi tilkelerde
gevresel nedenlerle bu uygulamaya kars1 gikilmakta ve atik suyun tamamen aritilmasi
gerektigi diistiniilmektedir. Halen atik suyun aritilmast igin uygulanan en yaygin yéntem
buharlagtirma yolu ile kara suyun konsantre edilmesi yontemidir. Bu ydntemle suyu
ucurulan karasu konsantresi bekleﬁlerek tamamen kurumasi saglanir. Kurutularak toz

haline getirilen karasu konsantresi giibre olarak degerlendirilebilir.

En ekonomik alternatif ¢oztim ise, diizenli olarak ¢alisan biyolojik aritma sistemi
bulunan tesislerde kara suyun sehir atiklari ile %0.1-0.3 oraninda karistirilarak

atilmasidir (Karaman ve Diraman 2005).
2.4.2. Pirina

Pirina ise, zeytinler mekanik olarak yaga islendiklerinde meydana ¢ikan kat1 alt
tirtindiir. Kara suyun aksine pirina yaghaneler i¢in bir gelir kaynagidir, ciinkii iginde

kalan yagin alinabilmesi i¢in pirina fabrikalarina génderilir.

Yag ¢ikarma sistemine gore pirinanm igerdigi yag oranlart  degisiklik
gostermektedir. Ornegin, sulu sistemle elde edilen pirinada %8 oraninda, kuru sistemle
elde edilen pirinada %6 oraninda, kontinii sistemle elde edilen pirinalarda ise %o4
civarinda ya§ kaldigi aragtirmalar sonucunda saptanmigtir. Bununla birlikte pirinanin
icerdigi su miktar1 da deéisiklik gostermektedir. Sulu sistem ve kontinii sistemlerden
elde edilen pirinanin daha rutubetli oldugu, kuru sistemle elde edilen pirinanin ise daha
az rutubetli oldugu bilinmektedir. Rutubet orami fazla olan pirinada organik maddeler

kisa stirede fermente olur ve pirinada bozulmalar meydana gelir.

Zeytinden elde edilecek pirina ve yag miktarlari her ne kadar ¢esit, cevre kosullar
ve zeytinin igleyis sekillerine bagli ise de ortalama olarak 100 kg zeytinden genellikle

15-22 kg arasinda zeytinyagi, 35-45 kg arasinda da pirina elde edilmektedir.
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Pirina fabrikalar: igin en 6nemli konu pirinadan elde edilecek olan yagin asitligidir.
Pirinada enzimler nedeniyle serbest asitlik zaman icersinde hizla yiikselmektedir. Yag
asitligindeki bu artis1 onlemek i¢in, pirina kurutulmak ftizere miimkiin olan en kisa
zamanda, miimkiinse elde edildigi giin pirina fabrikalarina gonderilmelidir. Kurutma
islemi enzim faaliyetlerini durdurur. Bu kurutma islemi, daha sonra pirinadan yagin
¢bziicliye alinabilmesi igin yapilmasi gerekli olan bir islemdir. Pirinadan ¢6ziict

yardimiyla yagim alinmasinda iki sistem kullamlmaktadir (Karaman ve Diraman 2005).

1. Kaffesi Bach sistemi dedigimiz patlamali sistem 2. kontinti sistemdir.

2.4.2.1. Patlamals sistem:

Bu sistemde stok edilen pirina dogrudan alev ve duman arasindan gegirilerek
kurutulur. Kurutulan pirina tstten kazana atilir. Coziici olarak genellikle hekzan
kullanilmaktadir. Céziicii olarak kullanilan hekzan da alttan kazana verilerek 80 °C ye
kadar 1sitillir ve yagin ¢oziinmesi saglamr. Daha sonra yag iceren ¢oziicti imbiklere
aliir, yagsiz kuru pirina basingla disart atilir, bu sirada yiiksek bir ses duyulur ki
‘patlamali’ denmesinin sebebi de budur. Imbiklere alman ¢oziicii yag karisimi

damutilmak suretiyle pirina yag: elde edilmig olur (Karaman ve Diraman 2005).

2.4.2.2. Kontinii sistem:

Kontinii sistem ise kapali bir sistemdir. Bu sistemde pirina sicak hava ile kurutulur,
hi¢ ara vermeden son teknoloji kullanilarak pirina yag1 elde edilir ve bu gekilde elde

edilen pirina yag1 diger sisteme gore daha kalitelidir.

Pirina fabrikalarinin isleme sistemleri pirina yagimin kullamm yerlerine gére
degismektedir. Ileri teknolojiye sahip zeytinci iilkeler pirina yagim yemeklik olarak
tiiketmektedirler. Ulkemizde ise pirina yagi genellikle sabun ve boya sanayinde
kullanilmaktadir.Pirina yagmin yemeklik olarak degerlendirilmesi icin pirinanin taze
olarak bekletilmeden islenmesi gerekmektedir, eger bu miimkiin degilse kurutularak
kapali silolarda saklanmasi gerekmektedir. Pirina fabrikalarindan elde edilen diger bir
alt tirlin yagsiz pirinadir. Yagsiz pirina diigiik kaliteli yakit olarak kullamlabilmektedir.

Ayrica yagsiz pirina hayvan yemi olarak ve topragi iyilestirmek igin giibre olarak da
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kullamlabilir. Yagsiz pirina tarim giibresi olarak kullamldiginda genellikle fakir
topraklar i¢in degerli bir organik madde ve mineral madde kaynagim olusturur. Eger
yagsiz pirina hayvan yemi olarak degerlendirilecekse gekirdek parcaciklarinin tamamen
ayrilmast gerekmektedir. Bunun i¢in 6zel makinalar kullamlmaktadir. Cekirdek
pargaciklar ise furfurol veya aktif karbon iiretiminde veya yakit olarak kullanilabilir.
Zira gekirdek pargaciklar: yakit olarak kullanildiginda kalori degeri, yagsiz pirinanin

kalori degerinden daha yiiksektir (Karaman ve Diraman 2005).
2.5. Zeytinyaglari ve Prina Yaglarmimn Smiflandiriimasi

Bu konu baghig altinda ulusal ve uluslararas: ticari standartlarda ve/veya gida
kodeksi'nde zeytinyaglarimin ve pirina yaglarinin isimlendirilmeleri ve tanimlanmalari

kisaca anlatilacaktar.
2.5.1. Zeytinyag

Sadece zeytin agaci (Olea europea) meyvelerinden elde edilen yaglardir. Coziicii
kullanilarak ekstrakte edilen veya reesterifikasyon iglemi gérmiis (naturel trigliserid
yapist degistirilmis) yaglar ve diger cins yaglarn kansimi bu tanmin digindadir

(Karaman ve Diraman 2005).
2.5.1.1. Naturel zeytinyaglar

Zeytin afacimin meyvesinden sadece mekanik veya diger fiziksel yontemlerle elde
edilen ve yagin bozulmasina neden olmayacak kosullara, 6zellikle de termal kosullara
maruz kalmasi &nlenerek, yikama, dekantasyon, santrifujleme ve filtrasyon disinda bir

islem gérmemis olan yaglardir.

I. Naturel zeytinyaglari (bulundugu haliyle tiiketime uygun)

- Naturel Sizma Zeytinyagi; Serbest yag asitligi oleik asit cinsinden her 100 gramda
1.0 gramdan fazla olmayan, kusursuz lezzeti olan naturel zeytinyagidir.

- Naturel Birinci Zeytinyagi; Serbest yag asitligi oleik asit cinsinden her 100 gramda
2.0 gramdan fazla olmayan yaglardir. ‘

- Naturel Ikinci Zeytinyag1; Serbest yag asitligi oleik asit cinsinden her 100 gramda
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3.3 gramdan fazla olmayan yaglardir.

I1. Naturel zeytinyaglar: (bulundugu haliyle tiiketime uygun olmayan)

- Naturel Lampant Zeytinyagi; Serbest yag asitligi oleik asit cinsinden her 100
| gramda 3.3 gramdan fazla olan yaglardir. Bu yaglar, rafinasyona génderilen veya teknik
amaglar i¢in kullanilan yaglardir.
2.5.1.2. Rafine zeytinyag

Naturel zeytinyaglarindan yagin dogal gliserid yapisinda degisiklige yol agmayan
metotlarla rafine edilmesiyle elde edilen zeytinyagidir. Rafine zeytinyaginda serbest yag
asitligi oleik asit cinsinden her 100 gramda 0.3 gramdan fazla olmamalidir.
2.5.1.3. Riviera zeytinyagi

Rafine zeytinyagi ile bulundugu haliyle tiikketime uygun olan naturel zeytinyagindan
olusan yagdir. Serbest yag asitligi oleik asit cinsinden her 100 gramda 1.5 gramdan
fazla olmamalidir.

2.5.2. Pirina yag

Zeytin pirinasinin ¢dziiciilerle igleme tabi tutulmasi sonucu elde edilen yagdir.
Reesterifikasyon yoluyla elde edilen yaglar ile diger yaglarla olan karisimlar bunun
disindadir.  Bu yag asagidaki isimlendirmeler ve tariflere uygun olarak
pazarlanmaktadir.

2.5.2.1. Ham pirina yag1

Insan tiikketimi veya teknik amaglar icin kullanilmasi acisindan sonugta rafine

edilmesi tasarlanan pirina yagidir.
2.5.2.2. Rafine pirina yagi

Ham pirina yagmimn dogal trigliserid yapisinda degisiklige yol agmayan metotlarla
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rafine edilmesi sonucu elde edilen yagdir. Serbest yag asitligi oleik asit cinsinden her

100 gramda 0.3 gramdan fazla olmamalidar.
2.5.2.3. Karma pirina yag

Dogrudan gida olarak tiiketilebilecek naturel zeytinyag: ile rafine puma yag
karigimindan olusan bir yagdir. Karma pirina yaginin serbest yag asitligi oleik asit
cinsinden her 100 gramda 1.5 gramdan fazla olmamalidir. Bu karisim, higbir sekilde

"zeytinyag1" olarak isimlendirilmemelidir (Karaman ve Diraman 2005).
2.6. Zeytinyaginin Kimyasal Bilesimi

Zeytinyagi, temel olarak trigliseridlerden (%98-99) ve mindr bilesikler olarak
bilinen gliserid formunda olmayan bilesiklerden (%0.5-1) meydana gelmektedir (Boskou
1996).

2.6.1. Ana bilesenler

Bitkisel yaglarin yaklagik %99'unu sabunlasabilen bilesikler olusturur. Yagn,
fiziksel, kimyasal ve metabolik ¢zellikleri bu bilesiklerin kompozisyonuna ve miktarina
baglidir. Trigliseridler, yaglarin sabunlasan kismimnin %95-99'unu olugturmaktadir. Bu

ylizden trigliseridler ana bilesikler olarak adlandirilir (Giilat 1999).

Teorik olarak, esas yag asitleri kompozisyonu ile zeytinyaginda 70'den fazla
trigliserid olmaldir. Ancak trigliserid sayis1 karsilagtirildiginda daha az oldugu
gOriilmiistiir. Bunun nedeni baz: trigliseridlerin devamli bulunmamasina ve bazilarinm

da ihmal edilebilecek miktarda bulunmasina baglanmaktadir (Boskou 1996).

Zeytinyaginda, tamami doymus yag asitlerinden olusan trigliseridler
(PPP,SSS,PSP,SPS vb) bulunmaz. Aym sekilde li¢ii de doymamis yag asidi iceren
trigliseridler (PPLn, SSLn,PSLn vb) mutlaka linolenik asit igerir. Hayvansal yaglarda

trigliseridlerin 2-pozisyonunda doymus yag asitleri bulunur (Boskou 1996).

Bitkisel yaglarda ise 1,3-pozisyonunda doymus yag asitleri, 2-pozisyonunda ise
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doymamis ya asitleri bulunur. Bitkisel yaglarnn esterlesmis yaglar ve diger yaglar ile
tahsisinde trigliseridlerin  2-pozisyonundaki doymus yag asidi miktar: saptanr
(Giimiiskesen 1988, Boskou 1996).

Zeytinyaginda baz1 trigliseridler dnemli oranda bulunmaktadir. Bunlardan bazilari
000 (%40-59), POO (%12-20), OOL (%12.5-20), POL (%5.5-7) ve SOO (%3-7)'dir.
LnSO, LSL, LLS, PLnL, LoPL, LnLP, SLnL, LnLS, PLnLn, LnLnLn, SLnLn, LnSLn,
OSL, LPL, LnPO ve LSL trigliseridleri ise zeytinyaginda bulunmaz. Tablo 2.1'de
zeytinyaglarimn HPLC ve enzimatik metotla belirlenen gliserid oranlar1 gosterilmistir
(Boskou 1996). Bu incelenen zeytinyaginda LnLnLn, LnLnL, LnLnO, LLLn, LOLO,
LnLnP, PLLn, LnOP, PPLn, SLLn, PSL, SLS, SOLn trigliseridleri bulunmamustir.

Tablo 2.1. Zeytinyaglarimin HPLC ve enzimatik metotla belirlenen gliserid oranlari
(%) (Boskou 1996).

TRIGLISERIT HPLC Enzimatik
LLL 0.19 0.11
LLO 3.42 2.33
LLP - 0.48
LnOO - 0.42
OOL 15.90 16.22
LLS 7.11 0.11
POL - 6.55
PPL 0.37 0.55
SOLn - -
000 39.06 37.44
SOL 25.52 21.78
OOP - 1.51
PPO 1.95 3.37
PPP 0,15 -
00S 3.48 5.01
SOP 0.37 0.49
SOS 0.15 0.18
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Zeytinyaginda, trigliseridlerin biyosentezinde 1-3 rasgele dagilim kurali kabul edilir.
Baglica doymamus yag asitleri oleik ve linoleik asit dncelikle 2-pozisyonunda esterlenir.
Bu egilim linoleik asitle daha fazladir. Tiim zeytinyag tipleri incelendiginde doymus

yag asidi igeriginin %2'yi gegmedigi bulunmustur (Boskou 1996).

Biyolojik olarak, olusan yag nétrdiir. Meyvenin kétii durumda olusu (kurtlu, sinek
vuruklu), hatali igleme, uzun siire uygun olmayan sartlarda depolama ya da enzimlerin
etkisiyle serbest yag asitleri meydana gelir. Sekil 2.7°de trigliseridlerin lipaz ile hidrolizi

gosterilmistir (Tibet 1998).

CH,-COOR paz G- OH

CH-COOR'  HOD — EI«H-QBQR” + R-COOH
CH,CO0R CH,-COOR™

TRIGLISERID DIGLISERID SERBEST YAG

Asipi

Sekil 2.7. Trigliseridlerin lipaz ile hidrolizi (Tibet 1998).

Monogliseridler ve digliseridler de zeytinyaginda bulunan ana bilesikler arasindadir

ve orant %0.1-0.4 arasinda degismektedir (Giilat 1999).
2.6.2. Ikincil bilesenler
2.6.2.1. Yag asitleri

Zeytinyagindaki tiim yag asitleri lineer karbon zincirlidir. Tekli doymamis yag asidi
olan oleik asit zeytinyagindaki yag asitlerinin ana bilegenleridir. Esansiyel zellikteki
¢oklu doymamis yag asitleri insan beslenmesi agisindan ¢ok onemlidir. Ancak bu yag

asitlerinin oksidasyon stabilitesi azdir (Glimiiskesen 1988, Tibet 1998).

Natiirel zeytinyaginda toplam 18:1 trans yag asitleri i¢in bulunan limit %0,05'dir.
Toplam 18:2+18:3 trans yag asitleri igin limit ise %0.05'dir. Yag asidi kompozisyonu,
ayni bolgede tiretilen zeytinyaglarinda dahi srnekten Ornege degismektedir. Yag asidi
kompozisyonunu enlem, iklim, cesit ve olgunluk durumu gibi degisik faktorler

etkilemektedir.Tablo 2.2'de zeytinyagimin yag asidi kompozisyonu verilmektedir



(Boskou 1996).

Tablo 2.2. Zeytinyaginin yag asidi kompozisyonu (Gaz-S1vi komotografisi) (Boskou
1996).

Yag Asidi Sembol Limit (%)
Miristik C14:0 0.1-0.1
Palmitik C16:0 7.5-20.0
Palmitoleik Cl6:1 0.3-3.5
Heptadekanoik C17:0 0.0-0.5
Heptadekenoik C17:1 0.0-0.6
Stearik C18:0 0.5-5.0
Oleik C18:1 55.0-83.0
Linoleik C18:2 3.5-21.0
Linolenik C18:3 0.0-1.5
Arashidik C20:0 0.0-0.8
Eikosonoik C2010 -
Behenik C22:0 0.0-0.2
Lignoserik C24:0 0.0-1.0

Tablo 2.2 incelendiginde oranlar zeytinyagini doymus yag asitleri ¢ok olan
hayvansal yaglar ile doymamis yag asitleri yiiksek olan bitkisel yaglar arasinda bir
konuma sokmaktadir (Tibet 1998).

2.6.2.2. Tokoferoller

Bitkisel yaglarda dogal olarak bulunan tokoferoller, yaglarda stabiliteyi etkileyen,
ransiditeyi geciktiren iz bilesenleridir. Ayrica tokoferoller, yagda ¢oziinen vitaminler

icerisinde de yer alir (Nas vd 2001).

Metil grubunun, aromatik tokol halkasina baglanig yerine ve sayisina gére
tokoferolleri 7 ayr gesitte tanimlayabiliriz. Bunlar igerisinde a,p,y,6 tokoferoller, 3
izopropenoid birimden olusmustur ve doymus bir yan zincir ihtiva etmektedir (Tepe vd

2000, Nas vd 2001).
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o (alfa).eceeiiinnn, 5,7,8-trimetil tokol (vitamin E)
F (beta)enennnnn. 5,8 dimetil tokol

¥ (gama)......ccceveerennens 7,8-dimetil tokol

O (delta).evenricieianie, 8-metil tokol

g (epsilon)......cccueue.n. 5-metil tokol

& (zeta)...cocereevuenennnn, 5,7-dimetil tokol

77 (eta).ciiveeccrreinnns 7-metil tokol

« -Tokoferoller en yiiksek E vitamini aktivitesine sahiptir ve yagdaki sadece bazi
oksidasyon inhibisyonlarini saglar. Ancak gama ve delta formlar1 daha fazla antioksidan
aktiviteye sahipken, biyolojik etkinlikleri yoktur. Antioksidan aktivite delta>gama>alfa
seklinde azalig gosterir. Isik ve 1s1 tokoferollerin aktivitesini etkileyen en onemli

faktorlerdir (Unal 1988).

Unal bir calismasinda, Tiirkiye'nin 59 farkh bolgesinden aldigi natiirel
zeytinyaglarindaki tokoferol igerigi ve kompozisyonunu incelemistir. Bu calisma
sonunda natlirel zeytinyaglarinin, alfa tokoferolii 14.60-141.60 mg/kg, betat+gama
tokoferolii 3.13-31.29 mg/kg ve delta tokoferolii ise 0.5-7.0 mg/kg arasinda degisen
miktarlarda igerdigini rapor etmistir. Tablo 2.3'de Tiirk zeytinyaglarinin tokoferol

igerigi belirtilmistir (Unal 1988).

Zeytinin, tokoferol miktar1 toplama zamanina gore degisiklik gosterir, zeytin
olgunlastik¢a tokoferol miktar: artarken daha sonraki siirelerde az da olsa bir azalma
goriiliir. Presleme ile elde edilen zeytinyagimin, tokoferol miktart presleme sayisina gore
degigmektedir. Tokoferol miktari, zeytinin hangi kismindan tretildigine gore de
farkhiliklar gosterir. Zeytinin pulp kismindan elde edilen yagda 121-186 mg/kg,
¢ekirdek kismindan elde edilen yagda ise 291 mg/kg toplam tokoferol bulunur. Pulptan
elde edilen zeytinyaginin, ¢ekirdekten elde edilene gore §-tokoferol miktarinin daha az

oldugu saptanmistir (Unal 1988).

Turk natiirel zeytinyaglaninda toplam tokoferol igerigi 21.89-149.77 mg/kg
arasindadir. Tiim zeytinyaglar analiz edildiginde « -tokoferol igerigi digerlerinden bir

hayli fazla bulunmustur (Unal 1988).
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Tablo 2.3. Tiirk zeytinyaglarinin tokoferol icerigi (Unal 1988).

Tiirkiye'nin o -tokoferol | B+y tokoferol | d-tokoferol | Toplam
Bélgeleri (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) Tokoferol
(mg/kg)
Aydin - Cine 61.72 7.43 2.75 71.90
Balikesir - Altinova 52.22 5.20 2.64 60.06
Balikesir - Edremit 39.08 6.58 1.75 47.41
(Canakkale - Ayvacik 83.82 6.32 2.00 92.14
[zmir - Bergama 31.99 7.05 2.45 41.49
Manisa - Akhisar 45.73 10.72 2.73 59.18
Mugla - Bodrum 66.85 8.43 4.52 79.80

a -Tokoferol, serbest radikal kirici olarak doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu
inhibe ederek antioksidant 6zellik gésterir. Gida sanayinde antioksidan olarak kullanilan
tokoferoller kolayca okside olabilme 6zelligindedir. Lipid peroksitlerinin doniisiimsiiz

inhibisyonunda « -tokoferoliin miktar1 daha azalir (Unal 1988).

2.6.2.3. Fosfolipid (Gamlar)

Fosfolipidler ham yagdaki gams: maddelerin ana bilesenini olusturur. Fosfolipidler
tek baglarina antioksidan ozellik gosteremeyen ancak fenolik bilesiklerle beraber sinerji
etki gosteren bilesiklerdir. Sekil 2.8'de bazi fosfolipidlerin kimyasal yapilar
gosterilmistir (Nergiz 1989, Kaynak 2001).

H,C—0—COR, H2?~0—C0R1 HZC[:——O—COR1
R,CO0—0—CH R,CO—-0—CH . RZCO—O-C|3H .
(l;_o.-poo" H C—O——IT’OO(CHZ)ZNH3 C—0—POO(CH,),N(CH,),
H, cl)‘ ..H H: o H,
Fosfatidik Asit Fosfatidil Etanolamin Fosfatidil Kolin

Sekil 2.8. Fosfolipidlerin kimyasal yapilarr (Kaynak 2001).

Zeytinin olgunluk derecesi, ekstraksiyon teknigi, zeytinin yetistirildigi b6lge, iklime

ve geside bagli olarak yagin fosfolipid miktar: degismektedir. Bitkisel yaglar icerisinde
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en az fosfolipid igerigine sahip yag, zeytinyagidir. Zeytinyaginm fosfolipid miktar1 40-
135 mg/kg arasindadir. Zeytinin g¢ekirdeginden elde edilen zeytinyaglarinda,
meyvesinden elde edilen Zeytinyaglna oranla daha fazla fosfolipid bulunmaktadir.
Cekirdekten elde edilen fosfolipidlerin %48.4'ii lesitin, %29.3' de fosfotidilinasitol'
diir. Fosfolipidler tokoferoller ile sinerjik etki gosterirler. Bu etkinin sebebi fosfat

gruplarindan degil, azot igeren gruplardan kaynaklanmaktadir (Nergiz 1989).
2.6.2.4. Pigmentler

Natiirel zeytinyagimin yesilden sariya kadar defisen rengi zeytin cesidine ve
meyvenin olgunluk derecesine baglidir. Zeytinyaginda dogal olarak bulunan
pigmentlerin kompozisyonu ve toplam igerigi 6nemli kalite parametrelerindendir.
Zeytinyaglarinda bulunan dogal pigmentler iki gruba ayrilir. Ilki klorofil ve feofitin,

ikincisi ise karotenoidlerdir (Boskou 1996).

Proses kademelerinde klorofil a veya b’den Mg iyonunun ayrilmas: ile feofitin a
veya b olusur. Feofitinlerde Mg yerine H atomu bulunur. Bunlar zeytinyagimin yesil
renginden sorumludur. Zeytinyagindaki igerikleri 1-20 ppm arasinda degismektedir. Bu
degerin %70-80'ini feofitin olusturur. Eger yag siyah zeytinden ekstrakte edildi ise bu
gruptaki tek pigment feofitin kabul edilebilir (Kaynak 2001).

Yagdaki klorofil miktari, zeytinin olgunluk safthasma baghdir, erken periyotlarda
zeytinin  hasadinda klorofil hakimken zeytin hasadimin sonunda (ocak-subat),
konsantrasyon birkag ppm'e kadar azalir. Endiistriyel ekstraksiyon proseslerinin
pigmentlere sert etkileri vardir. Direkt santrifiigasyon yag {irtinleri klorofil acisindan,
klasik pres yontemine gore %20-40 daha zengindir. Klorofiller, karotenlere gére daha
dayaniklidir (Boskou 1996).

Yiiksek sicakliklarda klorofil Mg iyonu yaminda karbometoksi grubunun da
ayrilmasiyla pirofeofitin a ve b doniigiir. Klorofiller seffaf, parlak, yesil renkte,

feofitinler ise mat kahverengimsi yesil renktedir (Kaynak 2001).

Zeytinyagindaki asil korotenoidler lutein (ksantofil), S -karoten, viyole ksantin ve

neoksantindir. Zeytinyaginda en fazla lutein bulunmaktadir. Toplama periyodunun
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sonuna dogru bu karotenoid zeytinde baskin bilesen haline gelir. Ciinkii olgunlasma
prosesi esnasinda, klorofillerde 6nemli bir azalma meydana gelir. Toplam karotenoid

genellikle 1-20 ppm arasinda, S -karoten 0.5-4 ppm konsantrasyonda bulunur. Tablo
2.4’ de zeytinyagindaki karoten degisimi belirtilmistir (Boskou 1996).

Tablo 2.4. Zeytinyagindaki karoten degisimi (Boskou 1996).

Cesit | Toplam | S -karoten Lutein Viyoleksantin | Neoksantin
mg/L mg/L mg/L mg/L
Leccino 5.6 1.1 3.5 0.5 0.5
Dritta 6.3 1.2 39 0.6 0.6
Caroleo 2.7 0.6 1.5 0.3 0.3

Klorofil a ve b ile feofitin a ve b' yi agartilmig zeytinyagina ilave ederek aydinlik ve
karanlik ortamlarda bekletilmislerdir. Sonugta klorofil 1gikla birlikte prooksidant 6zellik
gostermistir. Aydmlik ortamda klorofilin oksidasyonu hizlandirma sebebi fotokatalitik
etkisidir. Klorofil 1gikta foto uyarici etki yaparak tekli oksijen olusturmaktadir, bu ise

l¢lit oksijene gore 1450 kat hizla olefinik gruplarla reaksiyona girmektedir (Nergiz
1989).

Otooksidasyon katalizorleri dogrudan serbest radikallerin olusmasina neden olur.
Ancak klorofil indirekt etki ile meydana gelen peroksitler de otooksidasyonu hizlandirir.
Klorofil absorbladig: radyant enerjiyi kullanir ve oksijen gazini daha reaktif olan singlet
oksijen formuna gevirir. Singlet oksijen daha kisa 6miirliidiir ve doymamis organik
bilesiklerde segici birbigimde baglanarak oksidasyonu hizlandirir (Nergiz ve Unal
1986).

2.6.2.5. Eser metaller
Farkli natiirel zeytinyaglarinda yapilan arastirmalar sonucunda zeytinyaginda 0.50-

4.16 mg/kg demir, 0.023-0.120 mg/kg bakir ve 0.00-0.025 mg/kg mangan bulunmustur.

Yaglarda bulunan bu iz metaller proses esnasinda ekipmandan, depolamadan ve
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tasimadaki kaplardan bulagsmis olabilir. Serbest asitligi yiiksek yaglar depolama
esnasinda tanktan metali biinyesine alir. Ayrica metal aktivatorii enzimlerin hidrolizi ile
metaller yaga gegebilir. Genelde bu metaller yagda koordinasyon kompleksi veya

inorganik asit tuzlari seklinde bulunur (Nergiz 1989, Nas vd 2001).

Yaglarda bulunan metaller, serbest radikalleri artirarak zincir reaksiyonlari
hizlandinr ve de indiiksiyon periyodunu kisaltarak otooksidasyonu artirir. Oksidasyon
tiriinleri olan hidroperoksitler metallerin etkisiyle pargalanir. Sonugta serbest radikaller
olusur. Bu olay bir zincir reaksiyonu séklinde meydana gelir. Sonugta yagda arzu
edilmeyen tat ve koku olusur. Birden fazla metalin bir arada bulunmas: katalitik
aktiviteyi artirir. Metaller katalitik aktivitilerine gére Bakir > Mangan > Demir > Krom

> Nikel > Cinko > Aliiminyum seklinde siralanir (Nergiz ve Unal 1986).
2.6.2.6. Fenolik bilesikler

Natlirel zeytinyagi diger bitkisel yaglarin aksine ¢ok sayida ve fazla miktarda
fenolik maddeleri igermektedir. Natiirel zeytinyaginda fenolik bilesik miktart 30-500
mg/kg arasinda degismektedir. Zeytinyagiun fenolik bilesik igerigi ¢ok degisik
faktorlere bagli bulunmaktadir. Erken hasat edilen zeytinlerden elde edilen
zeytinyagindaki polifenol miktar1 850 mg/kg'a kadar yiikselirken, fazla olgunlasmis
zeytinlerden elde edilen yaglarda ise 32 mg/kg gibi diisiik miktarlarda polifenol
bulunmaktadir (Nergiz ve Unal 1989).

Fenolik bilesikler, natiirel zeytinyaginda dogal olarak bulunan antioksidan
maddelerdir. Zeytinyaginin diger bitkisel yaglara gore tokoferol bakimindan fakir
olmast fenolik bilegiklerin 6nemini artirir. Uretimden hemen sonra tiiketilemeyen yaglar
depolanir. Depolarda stabilitesini koruyabilmesi, biinyesindeki antioksidan maddelerin

nicelik ve niteligine baglidir (Nergiz ve Unal 1989).

Fenolik bilesiklerin, fenol halkasindaki bagli gruplarin durumuna gore stabilite
etkileri farklilik arz eder. Zeytinyagindaki polifenollerin yaklasik %50'sini tirosol ve
hidroksi tirosol ile 4-hidroksi fenil asetik asitten meydana gelmektedir. Geriye kalan
kismi ise benzoik asit ve sinnamik asit tlirevi olan fenolik asitlerden meydana

gelmektedir. Fenolik asitlerin antioksidan etkileri hidroksil gruplarinin sayisina baghdir.
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Hidroksi tirosol, tirosola gore daha kuvvetli bir antioksidandir. Sekil 2.9'da bir ¢ift bagh

doymamus yag asidinin radikalik oksidasyonu gésterilmektedir (Nergiz ve Unal 1989).

H .0, 4+ H
CH—CH=CH. —~ CH.CH=—CH. * % . -ﬁHi:H:L‘fH-__.. CH.CH=—
? 0
X |
0 {1—H
SERBEST
S :ZﬁiKALi PEROKSI HiDR.O
YAG MOLEKULU , RADIKALI PEROKSHT

Sekil 2.9. Bir ¢ift bagli doymanug yag asidinin radikalik oksidasyonu (Nergiz ve Unal
1989).

Bir ¢ift bagli yag asidinin oksidasyonu sirasinda doymamis yag asidinin « -
metilenik karbon atomundan bir hidrojen atomu ayrilarak bir serbest radikal meydana
gelir. Bu ise ¢ok oynak bir molekiil olup hava oksijeni ile hemen birlesip peroksi
radikali olusturur. Bu radikallerin kendileri de otooksidasyon reaksiyonlarini hizlandirir.
Bu gekilde meydana gelen hidroperoksitler pargalanarak daha kisa molekiillii organik
bilegiklere dontisiir. Fenolik bilesikler oksidasyonun baslangic asamalarinda serbest
radikal molekiilleriyle birleserek yaglarin oksidasyonunu énlemektedir. Sekil 2.10'da
bitkisel yaglardaki fenolik bilesiklerin antioksidan etki mekanizmasi gosterilmistir

(Nergiz ve Unal 1989).

Fenolik bilesiklerden ayrlan hidrojenle kararsiz serbest radikali birleserek inaktif
lrtin olusturmaktadir. Aym zamanda yeni radikaller de bu etkileme sonucu meydana
gelmektedir. Fakat bu radikallerdeki elektronlar molekiil igerisinde yer degistirdiginden

kararl serbest hibrit radikalleri olarak kalmaktadir (Nergiz 1989).

OH ] O O
I A w
= ~ . - e
= = [ ﬂ B RH ~+ l o l I B “ ,,:[
.:’\{'—/" - St
H
Serbest Yag
Padikat Fenol Flede lolii Sabit Serbest Yag Hibvit Orbitalleri

Sekil 2.10. Bitkisel yaglardaki fenolik bilesiklerin antioksidan etki mekanizmasi
(Nergiz 1989 )
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2.7. Rafinasyon Yoéntemleri

Zeytinyagim diger bitkisel yaglardan aywan en 6nemli &zelligi natiirel olarak
tikketilebilmesidir. Kalitesiz hammadde ve yanlis teknolojik uygulamalar zeytinlerde,
serbest asitligin artmasina neden olur. Serbest asitligin artmasi ise zeytinyaginin natiirel
olarak tiiketilebilme 6zelligini azaltmaktadir. Serbest asitlifin %5'in {izerine ¢ikmasi
durumundé zeytinyagimin rafine edilmesi gerekir. Ulkemize kiyasla Diger zeytinci
tilkelerde rafine edilmesi gerekli (Lampant) zeytinyagi oran1 gok disiiktiir. Tiirkiye'de
zeytinyagimnin %65' lampant 6zelliktedir. Eger serbest asitligi %3.3-4.5 olan yaglari da
dahil edersek bu oran %80’lere kadar yiikselmektedir (Nergiz 1993, Giimiiskesen ve

Yemigcioglu 2003).

Ham bitkisel yaglarda dogrudan tiikketime engel olan ¢ok sayida ve farkli miktarda
safsizhik vardir. Bunlar fosfolipidler, sabunlagmayan maddeler (steroller, tokoferoller,
hidrokarbonlar vb), renkli maddeler (klorofil, karoten vb), serbest yag asitleri, iz
metaller, peroksitler, konjuge yag asitleri, pestisitler, proteinler, ucucu aldehit ve
ketonlar, trans yag asitleri, hidrokarbonlar, dimerler, polimerler, kismi gliseridlerdir.
Genellikle safsizliklar koyu renklidir ve yagm islenmesi esnasinda dumanlanma,
kopiiklenme veya tortulanmaya sebep olurlar. Bu nedenle yagdan uzaklastirilmasi

gereklidir (Nas vd 2001, Kaynak 2001).

Yaglara tiiketilebilir ozellik kazandirmak amaciyla uygulanan islemler dizinine
genel anlamda ‘rafinasyon’ denir. Rafinasyon iglemi yagin trigliserid yapisma ve
tokoferollere zarar vermeyecek sekilde ve en az yag kaybr ile yapilmalidir. Rafinasyon
islemi yaglarn asitlik, renk, tat ve koku gibi kalite kriterlerini olumlu yoénde etkilerken,
iyilegtirirken, yagin yapisal 6zellikleri tizerinde de bir takim degisikliklere neden olur
(Nas vd 2001, Gumiskesen ve Yemiggioglu 2003).

Ham yaflarmn rafinasyonunda fiziksel rafinasyon (buhar destilasyonu) ve kimyasal
rafinasyon (alkali rafinasyon) olmak iizere iki yontem uygulanmaktadir. Serbest yag
asitlerinin  yagdan uzaklastirilmasinda bir alkali kullamiliyorsa, buna “kimyasal
rafinasyon” denir. Alkali kullanmaksizin serbest yag asitlerini uzaklastirmak i¢in buhar

rafinasyonu (destilasyon) uygulaniyorsa buna ise “fiziksel rafinasyon” denir.
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2.8. PAH Bilesikleri

Cevresel kontaminantlar arasinda en yaygin ve en biiyiik grubu, Polisiklik Aromatik
Hidrokarbonlar (PAH) olarak bilinen grup olugturmaktadir. Bu bilesikler, organik
maddelerin pargalanma {irtinleridir. Potansiyel kanserojen madde olduklar ilk olarak
1930'arda anlagilmistir. Her tiirli yanma reaksiyonu ve endiistriyel prosesler sonucu bu
bilesikler olusmakta ve cevreye yayilmaktadir. Béylece hava, su, toprak ve dolayisiyla

gida maddeleri bu maddelerce kirlenmektedir.

Cok fazla sayida PAH bilesigi mevcut olmakla beraber, Benzo (a) piren (BaP) isimli
bilesik, en toksik olarak bilinen ve her ortamda bulunuyor olusu sebebiyle indikatér
olarak kabul edilen bir bilesiktir. BaP ilk kez 1933 yilinda Cook tarafindan komiir

katranindan izole edilmistir.

PAH’ lar, mutajen ve kanserojen oluglar1 sebebiyle gida analizlerinde 6nemle ele
alinmaktadir, ¢linkti PAH bilesikleri insan viicuduna ozellikle gida tiiketimi yoluyla
alinmaktadir (Cejpek vd 1998). Gidalarda PAH varligimin baslica nedenleri gevre
kirliligi, gida pisirme ve hazirlama yontemleridir. Bu konuda 6zellikle tiitsiilenmis et ve
balik ftirlinlerinde ¢ok sayida calisma yapilmig olmasina karsin, yaglarla ilgili

¢aligmalarin nispeten az oldugu belirtilmistir (Hopia vd 1986).
2.8.1. Baz1 PAH bilesiklerinin o6zellikleri

Iki veya daha fazla birlesik benzen halkasindan olusan (genellikle 3-7 adet) PAH'lar
hidrofobik bilesiklerdir. Elektrokimyasal stabilitelerinin yiiksek olusu ve suda
¢Ozliniirliklerinin diisiik olusu sebebiyle c¢evredeki kaliciliklari yiiksektir. Molekiil
agirhigr arttikca hidrofobik ézellikléri, stabiliteleri ve toksik o6zellikleri de artar,

biyolojik parcalanma hizlar azalir (Watson 2001).

Baz1 6énemli PAH bilesiklerine ait fiziksel ve kimyasal &zellikler Tablo 2.5°te

verilmistir. Ayrica Ek 1°de bu bilesiklerin kimyasal yapilar1 verilmistir.
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Tablo 2.5. Baz1 6nemli PAH bilesikleri ve 6zellikleri

Bilesik Molekiil Erime Kaynama |Kanserojen
Agirhg Noktasi, |Noktasi, Aktivite
(g/mol) C) &Y
Naphthalene 128.19 81 218 0
Biphenyl 154.21 71 255 0
Acenaphthylene 152.21 93 270 0
Acenaphthene 154.21 96 279 0
Fluorene 166.23 117 294 0
Phenenthrene 178.24 101 338 0
Anthracene 178.24 216 340 0
Fluoranthene 202.26 111 383 0
Pyrene 202.26 156 393 0
Benzo(a)fluorene 216.29 190 407 0
Benzo(ghi)fluorant 226.28 - 432 0
Benzo(a)anthracene 228.30 162 435 +
Triphenylene 228.30 199 439 0
Chrysene 228.30 256 441 +
Naphthacene 228.30 257 450 0
Benzo(b)fluoranthene 252.32 168 481 ++
Benzo(e)pyrene 252.32 179 493 0/+
Benzo(a)pyrene 252.32 177 496 ++
Perylene 252.32 278 - 0
Indeno(1,2,3 -cd)-pyrene 276.34 - - +
Dibenzo(a,h)anthracene 278.36 270 - +
Benzo(g,h,i)-perylene 276.34 278 - +
Coronene 300.36 439 525 0/+
Dibenzo(a.e)-pyrene 302.38 234 - -

2.8.2. PAH bilesiklerinin kanserojen etkisi

PAH’ larin toksikolojik metabolizmasi genel olarak su sekilde aciklanmaktadir; ilk
asama sitokrom P-450 enzim sisteminin bir iso-enzimi olan P-448 ile PAH
bilesiklerinin oksidasyonudur. Oksidasyon iiriinii olarak epoksitler, fenoller, kinonlar ve
dihidrodioller olugur. Ikinci asamada ise epoksitler,epoksit hidrolaz enzimi ile
transdiollere  doniigtir. Uclinci asama ise P-448 enzim sistemi ile ikinci
epoksidasyondur. Bu reaksiyon sonunda dihidrodiol epoksit olusur ve son olarak DNA

ile reaksiyon baglar (Szentpaly 1984)

BaP'in metabolik aktivite gostermesinde en az iki farkli enzim sistemi etki
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etmektedir; (1) BaP"1 7,8-epoki-benzo (a) pyrene'e ¢eviren mikrozomal monooksigenaz
sistemi (2) epoksit yapiyi, trans-7,8-dihidroksibenzo (a) pyrene'e g¢eviren epoksit

hidrataz sistemi.

Bu son olusan yapi, mikrozomal mono-oksigenaz enzim sistemi ile etkilesir ve
karsinojen etkiye sahip en son lriin olan 7,8-dihidroksi, 9, 10-epoksi-7,8,9,10 -
tetrahidrobenzo (a) piren olusur. PAH bilesiklerinin oksidasyonunda rol oynadig
bilinen diger bazi enzim gruplar ise soyledir; glutathion-s-epoksit transferazlar,

glukoronik asit transferazlar, siilfatazlar, vb.

PAH bilesiklerinin kanserojen etkisi birbirinden farklidir. Test hayvanlarina
uygulanan testlerde en ¢ok kullanilan bilesik BaP'dir. BaP'nin kanserojen etkisi, 9 farkli
hayvan tlirtinde denenmis ve hepsinde kanserli hiicrelerin olustugu gériilmiistiir.
Ornegin 1962 yilinda Pylev, 1964 yilinda Saffiotti tarafindan yapilan ¢aligmalarda, BaP
verilen farelerin bronslarinda timor olusumu gorilmiistiir. Timor olusumunda
uygulanan doz faktorii dnemlidir. Doz-etki iliskisine drnek verecek olursak; 0.05, 0.1,
0.5 ve 1 mg BaP igeren zeytin yaglarin, farelere deri altina tek dozda verilmesi sonucu,
sirastyla 1/7, 4/31, 9/17, 64/69 tiimor vakasi goriilmiistiir. Yine 1970 yilinda Yanysheva
tarafindan yapilan denemede uygulanan dozlar toplamda 25, 2.5, 0.5 ve 0.1 mg olup,

bronglarda tlimér olusum oranlary; 42.5, 30.7, 15.6 ve 0% olmustur (Griciute 1979).

2.8.3. Gidalarin tiiketilmesi yoluyla maruz kalinan PAH seviyeleri

PAH bilesikleri, mutajenik ve kanserojen oluslari sebebiyle gida analizlerinde
onemle ele almmaktadir. Insanlarm bu maddelere maruz kalmasinda en muhtemel
etkenin, soludugumuz hava veya igtigimiz sudan ziyade gida maddelerinin tiiketimi
oldugu belirtilmistir (Cejpek vd 1998). Gidalardan alinan giinliik toplam miktarn 1.6-16
ng oldugu tahmin edilmektedir (Hopia vd 1986).

Gidalarda PAH kirliligine sebep olan baslica faktorler;

* Gidalarin hava, toprak, su kirliligi yoluyla kontaminasyonu

* Gida pisirme ve hazirlama yontemleri (tiitstileme, kizartma, mangal usuli)

* Petrol bazli gida katki maddeleri ve ambalaj materyali yoluyla kontaminasyon

* Gida maddelerinin PAH igeren ¢oziiciilerle muamele edilmesi
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Ingiltere'de 1983 yilinda, insan viicudunun diyet yoluyla PAH kontaminasyonuna ne
derecede maruz kaldig1 konusunda yapilan bir ¢aligmada, gidalardan giinliik alinan
miktarin kisi bagina 3.70 pg, sadece BaP i¢in 0.25 pg oldugu belirlenmistir. Hollanda'da
vapilan ayni tiirden bir ¢aligmada, giinliikk alimin kisi bagina 5-17 pg oldugu, Italya'da
yapilan bir ¢alismada ise ortalama glinliik alimin kisi bagma 3 pg oldugu belirtilmistir.
Tim bu c¢alismalarda hububat uriinlerinin ve yaglarin toplam alimin {icte birini

olusturdugu ifade edilmigtir (Watson 2001).

Yunanistan'da endiistriyel bolgelerde yetisen sebzelerin tiiketilmesi yoluyla viicuda
PAH bilesiklerinin alimmmn kisi bagina giinde 1.60-4.50 pg oldugu belirtilmistir. Bu
¢alismalarda kullanilan sebzeler yikandiktan veya soyulduktan sonra (6r; havug)
dogrudan tiiketilebilen tirden sebzelerdir. Kabuk soyma, yikama gibi islemler PAH
bilesiklerinin giderilmesinde faydali olmaktadir (Watson 2001).

Ispanya'da ortaya ¢ikan zeytinyag: skandal tizerine Gida Bilimsel Komitesi, pirina
yaglarmin BaP seviyeleri konusunda bir rapor yaymlamistir. Bu raporda, yag
drneklerinde tespit edilen en yiiksek deger dikkate alindiginda ve ortalama tiiketimin
15-50 ug oldugu kabul edildiginde, kontamine olmus yaglardan insan viicudunun PAH
bilesiklerini absorpsiyonu 0.50-1.50 pg/kg viicut agirhgi/giin olarak kabul edilmis ve bu
degerlerin birka¢ defada toksik etki yaratmayacak olgiide diisiik degerler oldugu
belirtilmistir. Fakat yine de bu sekilde kirli yaglarin diizenli olarak diyet yoluyla
alimindan kaginilmas: gerektigi, ¢linkii bunlarin kanserojen maddeler oldugu

vurgulanmstir.
2.9. Yaglarda PAH Kontaminasyonu

Hidrokarbonlar, bitkisel yaglarin sabunlagmayan maddeler kismindaki polaritesi en
distik bilesiklerdir. Bu bilesiklerin varligr ilk kez 1940'larda, gesitli bitkisel yaglarin
deodorizasyon destilatlarinda biiylik miktarda terpenik hidrokarbonlara ve bunlara eslik
eden daha az miktarda n-alkanlara rastlamasiyla tespit edilmistir. Birka¢ yil icinde
piring yagmin 6zellikle squalene ve az miktarda n-alkanlardan olustugu bulunmustur.
Ayrnica diistik miktarlarda diger hidrokarbonlar da (n-alkenler, terpenik bilesikler, stiren
dahil olmak tizere diistik molekiil agirlikh aromatikler, yine 6zellikle diisik molekiil
agirlikli PAH’lar) tespit edilmigtir (Moreda vd 2001).
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Bitkisel yaglar, ¢esitli yag hammaddelerinin farkl igslenmesiyle olusan heterojen bir
gida grubudur. Bitkisel yaglarin PAH bilesiklerince kontaminasyonuna yol agabilecek

faktorler soyledir;

- Kontamine olmus topraktan bitki biinyesine gegis

- Hava kirliligi sebebiyle bitkinin kontaminasyonu

- Yagh tohumlarmn, ekstraksiyon 6ncesi dogrudan dumanla kurutulmasi (6r; aygicek
yagi, soya yagt, palm yag, lizlim ¢ekirdedi yagi ve kakao yag1)

- Yagh tohumlarin ekstraksiyonunda kullanilan ¢dziiciilerden kaynaklanabilecek
kirlilik

- Yaglarin muhafazasinda kullanilan dontistimlii polietilen sigelerden difiizyon
sonucu olusabilecek, yagl tohumlarin taginmasinda muhafazasinda kullamlan guvallarin
liflerinin yumusatilmas: amaciyla kullamlan mineral yaglardan, yine ekstraksiyon
ekipmanlarinin  bakimi amaciyla kullanilan yaglardan kaynaklanabilecek kirlilik

(Larsson vd 1987).

Bitkisel yaglardaki PAH bilesiklerinin seviyesi, genel olarak 100 pg/kg' dan
dustiktiir ve dusiik molekiil agirlikli olanlarin miktar1 daha fazladir. Tablo 2.6°de, farkli
bitkisel yaglarda tespit edilen bazi PAH bilesikleri ve miktarlar verilmistir (Moreda vd
2001).

Tablo 2.6. Baz: bitkisel yaglarin polisiklik aromatik hidrokarbon icerikleri, ( u g/kg)
(Moreda vd 2001)

Aycigek |Keten |Bugdayozii |Zeytin [Misirdzii |Susam
yagl tohumu |yagi yagi yagi
yagi

Phenanthrene 3.7 41.4 69.4 39.3 0.9 18.2
Anthracene 0.3 4.0 4.4 2.2 0.1 0.2
Fluoranthene 3.1 9.9 18.2 8.5 2.4 1.2
Pyrene 2.2 6.3 13.2 12.9 2.5 1.2
Benz (a) anthracene 0.8 2.2 2.4 9.0 1.3 <0.1
Chrysene 1.5 5.9 5.6 4.6 2.5 0.6
Benzo (b) fluoranthene 1.6 2.5 6.4 2.4 2.5 0.1
Benzo (k) fluoranthene
Benzo (a) pyrene 0.7 0.9 1.3 0.7 1.3 n.d
Dibenz (a,h) anthracene <0.1 <0.1 n.d n.d 0.1 n.d
Benzo (g,h,1) perylene 0.5 0.8 0.4 0.2 0.7 n.d
Indeno (1,2,3-¢,d) pyrene 0.5 0.7 0.3 0.3 0.7 n.d
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Rafinasyon, islem kosullarma bagh olarak, PAH bilesiklerinin giderilmesini saglar.
Diigiik molekil agirlikl bilesiklerin giderilmesi yiiksek molekiil agirliklilara gore daha
kolaydir. Bu konuda yapilan bir ¢alismada rafinasyon isleminin PAH niceligini ne
sekilde etkiledigi arastirilmig ve sonuglar Tablo 2.7°de verilmistir. Rafinasyon islemi en
¢ok fluoranthene ve pyrene igeriginde diisiis saglarken, chrysene ve benz (a) anthracene
miktarinda daha az oranda bir diisiis goriilmiistiir. Ozellikle 5-6 halkah bilesiklerde
kayda de@er oranda diislis saglayabilmek i¢in rafinasyon isleminde aktiflestirilmis

karbon uygulamasi gereklidir (Dennis vd 1991).

Tablo 2.7. Ham ve Rafine edilmis yaglarda polisiklik aromatik hidrokarbonlar, ( z g/kg)
(Dennis vd 1991).

kolza Soya Maisir Balik | Diger
ham | rafine | ham |rafine| ham |rafine | ham | rafine |rafine
Ornek sayis1 12 | 24 10 19 3 3 10 15 26
Fluoranthene 8 1.59 [ 149 4.09 | 47.0 | 8.12 |7.48| 224 | 3.0
Pyrene 13.1] 2.78 [ 20.2 | 5.06 | 10.8 | 10.6 [12.4] 3.40 | 5.31
Benz (a) anthracene 2.86] 1.24 | 55313.39|0.76 | 2.01 |0.93] 0.66 | 1.94
Chrysene 2.89| 1.40 | 8.19]3.60 | 1.19| 220 | 1.34] 1.24 | 2.61
Benzo (e) pyrene 2,150 1.62 | 2181239079 1.44 {0.77| 0.89 | 1.83

Benzo (b) fluoranthene |2.83| 2.36 | 2.12 | 3.06 | 0.74 | 2.16 {0.99] 0.81 | 2.58
Benzo (k) fluoranthene |[1.36| 1.13 | 0.62 | 1.12 | 0.28 | 0.97 [0.44| 0.36 | 1.12
Benzo (a) pyrene 2.46| 1.83 | 1.13]2.18 | 0.75| 1.54 | 0.54| 0.37 | 1.91
Dibenz (a,h) anthracene [2.20| 2.17 | 1.0 | 1.79 | 2.01 | 1.57 [ 0.94| 0.91 | 2.08
Benzo (g,h,i) perylene [0.22] 0.22 | 0.16 | 0.22 ] 0.13 | 0.14 {0.11] 0.26 | 0.23
Indeno (1,2,3-c,d)|1.77| 1.97 [ 090 | 1.51 | 0.65| 1.25 |0.41| 0.35 | 1.54
pyrene

Bitkisel yaglardaki PAH bilesikleri, aktif karbon veya buhar destilasyon
uygulamalariyla 6nemli &lglide giderilebilmektedir. Ham bitkisel yaglardan PAH
bilesiklerinin arindirilmas: i¢in aktif karbonla filtrasyon ve/veya buhar destilasyon
yéntemlerinin uygulanmasina iliskin ¢alismalar yapilmis, 6rnegin ham kakao yaginda
meveut 1923 pg/kg olan PAH konsantrasyonu bu islemler uygulandiktan sonra 13
ng/kg’a diismistiir (Pupin ve Toledo 1996).

Bu iligki dikkate alindiginda soguk preslenmis naturel yaglar titkketen insanlarm bu
maddelere daha ¢ok maruz kalabilecegi sdylenebilir (Cejpek vd 1998). Son mamuldeki
PAH konsantrasyonu diisiik olmasina ragmen, titkketim miktarimin fazla olusu sebebiyle

bitkisel yaglar ve margarinler nemli bir PAH kaynag: haline gelmislerdir (Hopia vd
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1986).

Bitkisel yaglarda PAH varlign ilk kez 1960 yilinda tespit edilmistir. Ik tespit edilen
PAH bilesikleri pyrene, benzo (e) pyrene ve BaP'dir. Rafine edilmis zeytinyag
orneklerinde phenanthrene, pyrene, fluoranthene, benz (a) anthracene, chrysene ve

perylene tespit edilmistir (Howard ve Fazio 1980).

Bitkisel yaglardaki PAH Kkirliliginin, yapilan yag ekstraksiyonunda kullamlan
organik ¢oziictilerden kaynaklanabilecegi diisiiniilerek, Howard tarafindan bir calisma
ylriitilmus, 15 adet ticari hekzan 6rnegi yag ekstraksiyonunda kullamilmistir. Dokuz
adet yag Orneginin kanserojen olan bilesikler hari¢ diger polisiklikleri icerdigi
goriilmiistiir. Fakat ¢oziicti ekstraksiyonuna tabi tutulmamis ham yag érneklerinde BaP
tespit edilmesi, yaglardaki kontaminasyon sebebinin, kullanilan ¢oziiciilerden ziyade,

bitkinin daha tarlada bu bilesiklerce kontamine oldugunu gostermistir (Howard ve Fazio

1980).

Almanya'da tarafindan yapilan bir aragtirmada hem rafine hem de ham yaglarda
PAH bilesiklerinin varlig1 incelenmistir. Denemelerde kullanilan ham kolza yagi,
aycigek yagi, palm yagi, yerfistig1 yagi, pamukyagi, soya yagi ve kakao yag: drnekleri
iginde en yiiksek BaP kirliligi, dumanla kurutulmus kakao yaginda tespit edilirken (43.7
1 g/kg) aygicek yaginda 10.6 u g/kg, palm yaginda 4.1 1 g/kg BaP tespit edilmistir.
Yine aym arastirmacilar, ¢oziicti olarak kullamilan hekzanin kontaminasyon kaynag
olmadigim belirtmislerdir. Yapilan ¢alismada rafine kakao yaglarinda 0.9-29 ug/kg
BaP tespit edilmis ve rafinasyon islemlerinde aktif karbon ve deodorizasyon
iglemlerinin PAH igeriginin azaltilmasinda olduk¢a etkili yontemler oldugu
belirtilmistir. Yapilan bagka bir ¢alismada kat1 ve sivi yaglar incelenmis, margarinlerde
ve kakao yaglarinda 3-18 u g/kg BaP olmak tizere toplam 20-100 u g/kg karsinojenik
PAH bilesikleri tespit edilmistir. Tereyaginda ise bu bilesiklerin higbirine
rastlanmamustir. Arastirmact tarafindan belirtildigine gore aktif karbon uygulamasi

sonucu bu degerler 2-4 1 g/kg'a kadar diigiiriilebilmektedir (Howerd ve Fazio 1980 ).

Isve¢'te yapilan bir caligmada, ham bitkisel yaglardan PAH bilesiklerinin

giderilmesinde rafinasyon isleminin etkinligi tizerine calisma yapilmis, ham ve
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deodorize edilmis yaglarin (kakao, soya ve kolza) toplam PAH nicelikleri incelenmistir.

Kakao yaginda 20-34 ug/kg BaP, 2600-3700 x g/kg toplam PAH tespit edilirken,
deodorize edilmis kakao yaglarinda 0.1-0.3 w g/kg BaP ve 2-39 ug/kg toplam PAH>
tespit edilmigtir. Ham soya yaginda 0.4-1.2 u g/kg BaP ve 33-56 u g/kg toplam PAH
tespit edilirken deodorize edilmis soya yaglarinda 0.3-1.1 11 u g/kg BaP, 5-17 ug/kg

toplam PAH tespit edilmistir. Ham kolza yagindaki BaP ve toplam PAH miktar
sirasiyla 0.6-2.1 u g/kg ve 43-61 u g/kg iken deodorize edilmis kolza yaglarmda 0.3-

1.3 pg/kg BaP, 5-12 1 g/kg PAH tespit edilmistir (Larsson vd 1987).

Finlandiya'da yapilan diger bir calismada bitkisel yaglardan, margarin ve
tereyagindan olusan toplam 23 6rnekte PAH taramasi yapilmis, tereyaginda ortalama

2.4 pg/kg, % 20 bitkisel yag karigimli tereyaglarinda 4 u g/kg, kizartma ve firinlanmis
trinlerde kullanilan margarinlerde 32 px g/kg, yumusak margarinlerde 12 u g/kg,
bitkisel yaglarda 23 ug/kg ortalama PAH tespit edilmistir. Bu calismada da rafine
edilmis yaglarin PAH igerikleri daha diisiik bulunmustur (Hopia vd 1986).

2001 yihnda Ispanya, Ingiltere ve Irlanda'daki gida otoritelerince Ispanya iiretimi
pirina yaglarmin toplatilmasiyla PAH kontaminasyonu ile ilgili ilk olay meydana
gelmigtir. [lk olarak Cek Cumbhuriyeti'ne ihrag edilen pirina yaglarinda yiiksek oranda
BaP varhif: tespit edilmigtir. Hatta bazi yaglarda, kabul edilebilir diizeyden 80 kat daha
yliksek oranda kontaminasyon tespit edilmistir. Bu olaydan sonra zeytinyag: {iretici
tilkelerden biri olarak Tiirkiye'ye, yurt digindaki bir ¢ok yayin orgamindan, zeytinyag1 ve
pirina yaglariin BaP igeriklerinin ne oldugu ve olmasi gerektigi konusunda bilgi ve
veri talep edilen mesajlar gelmigtir. Ayrica Ispanya'da ortaya ¢ikarlan "zeytinyag
skandalimin" Tiirkiye'ye de uzandigim gdsteren haberler gazetelerde yayinlanmustir.
Tiirkiye'nin son 4 yilda Ispanya'dan pirina yagi ithalat: yaptigi ve sadece gegen yil ki

rakamin 600 ton oldugu belirtilmistir.

Yaglarda PAH kontaminasyonunun arastirildigi bazi ¢alismalarda zeytinyag:
ornekleri de incelenmistir. Ornegin; Speer vd (1990) tarafindan yapilan calismada 28
adet naturel bitkisel yag Srneginin analizi yapilmis, genel olarak diger yaglarda tespit

edilen PAH kontaminasyonu ¢ok diisiikken zeytinyaglarinda yitksek miktarlarda kirlilik
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tespit edilmistir (53-105.6 u g/kg).

Menichini vd (1991) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Italya'da en gok tiiketilen 6
adet zeytinyag ve 7 adet naturel zeytinyag: Srneginde 28 adet PAH bilesigi aranmustir.
Ug-dort halkal1 olanlar gevrede en ¢ok bulunan bilesiklerdir (6r; phenanthrene) ve biitiin

orneklerde 40 x g/kg'a kadar tespit edilmistir. Kanserojen olan PAH bilesikleri ise
tespit edilmemistir (tespit limiti, 3 u g/kg). Tespit edilen PAH bilesiklerinin, bu
yaglarin tiiketilmesi yoluyla insan viicuduna aliminin yillik ortalama 0.56 mg oldugu

varsayilmistir.
2.10. Gida Diizenlemeleri

Bitkisel yaglarda PAH bilesiklerinin varhgina dair belirlenmis resmi bir limit
mevcut degilse de birgok iilkede bagta BaP olmak ilizere bazi bilesiklere ait simr
degerleri belirlenmistir. Tiirk Gida Kodeksi'nde kati ve sivi yaglarda PAH bilesiklerini
temsilen BaP igin maksimum 0.01 mg/kg sinir degeri belirlenmistir. Yine, Almanya'da
uygulanan gida diizenlemelerine gore rafine yaglarda diisiik molekiil agirlikli PAH' lar
(Light PAHs) (phenanthrene, anthracene, pyrene, benzo (a) anthracene, chrysene,

triphenylene, fluoranthene) i¢gin miisaade edilen limit 25 x g/kg iken, yiiksek molekiil

agithkli PAH'larin (Heavy PAHs) (benzo (a) pyrene, benzo (e) pyrene, benzo
(a)fluoranthene, perylene, indeno (1,2,3-c,d) pyrene, dibenzo (ah,ac) anthracene, benzo

(bjk)fluoranthene, benzo (ghi) perylene) toplam miktan 5 u g/kg'dan fazla olmamalidir
(Speer vd 1990).

Zeytinyaglarinda PAH bilesikleri ile ilgili Avrupa Birligi'nce yaymlanmis herhangi
bir spesifikasyon mevcut olmamakla birlikte, Avrupa Birligi'nce yaymlanan resmi
gazetede belirtildigi lizere, Gida Bilimsel Komitesi, PAH bilesikleri ile ilgili risklerin
a¢i@a kavusturulmas: ile ilgili ¢aligmalari halen yiiriitiirken, {iye iilkeler, belli bir
koordinasyon i¢inde bu kontaminantlarin gida maddelerindeki olusumu ile ilgili verileri

toplamaktadir.

Uluslararas1 Zeytinyagn Konseyi, 8 Kasim 2001 tarihinde zeytinyagi ve pirina
vaglarinda PAH bilesiklerinin tespiti konusunda toplanti diizenlemis ve RES-4/85-1V/01

nolu kararina gore rafine edilmis pirina yaglarinda BaP, benzo (e) pyrene, benzo (a)
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anthracene, benzo (b) fluoranthene, benzo (k) fluoranthene, dibenz (a,h) anthracene,
benzo (g,h,i) perylene, indeno (1,2,3-c,d) pyrene isimli her hidrokarbon icin belirlenen

maksimum seviye 2 u g/kg'dir. Ayrica bu bilesiklerin miktari toplamda 5 u g/kgh

gecmemelidir.

2.11. PAH Tayininde Kullanilan Analitik Metotlar

PAH bilesiklerinin tayininde en biiylik sorun, analiz drneklerinin karmasik yapida
olusu ve aymi ortamda bulunan, gerek fiziksel gerekse kimyasal yénden PAH
bilesiklerine ¢ok benzeyen girisim yapan maddelerin , tekrar tekrar yapilan ekstraksiyon

ve saflastirma iglemlerine ragmen tamamen izole edilememesidir.

Diger eser miktardaki maddelerin analizlerinde oldugu gibi, yaglarda PAH
bilesiklerinin tespitinde, herbir PAH bilesiginin ¢ok diisiik seviyelerde bulunuyor olusu,
ekstraksiyon ve temizleme iglemlerinin olduk¢a karmagik olusu, iyi bir kromatografik
ayirmn gerekliligi ve miktar tespitinde yiiksek duyarlilik gerektirmesi gibi faktérler
nedeniyle zorluklar yasanabilmektedir. PAH bilesiklerinin ekstraksiyonunda ve
temizlenmesinde ¢esitli metotlar uygulanmaktadir. PAH bilesiklerinin izolasyonunda,
genellikle siklohekzan: dimetilformamid (DMF) (90:10) ¢dzeltisiyle sivi-sivi partisyon

yontemi kullanilir,

Hopia vd (1986) tarafindan yapilan caliyjmada sivi-sivi ekstraksiyon &ncesi
siklohekzanda ¢ozinmis yag ¢ozeltisi, metanol-su (4:1) ile ekstrakte edilir. PAH'lar
diger organik bilesiklerden ayirabilmek ig¢in ekstraktin temizlenmesi gerekir ve bu da
adsorbant olarak silikajelin kullanildigi kolon kromatografi teknigi ile yapilir (Hopia vd
1986 , Pupin vd 1996).

Speer vd (1990) tarafindan yiriitiilen bir ¢aligmada ise kolon kromatografi
tekniginden sonra "Molekiiler Eleme Kromatografisi" uygulamasiyla saflastirma islemi
yapilir. Ekstraktlarin temizlenmesinde Florosil veya XAD-2 adsorbantinin kullanildig

diger kolon kromatografi teknikleri de uygulanmaktadir.

Moreda vd (2001) tarafindan yapilan ¢aligmada paket kolonlarin kullanimi yerine

kat1 faz ekstraksiyonu silikajel kartuglarin kullanimi ile temizleme islemi oldukca
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basitlestirilmistir. Menichini tarafindan uygulanan yontemde ise pentan ile ¢éziilmiig
yag Ornekleri Dimetilsiilfoksit (DMSO) ekstrakte edilmis ve ince tabaka kromatografisi
(TLC) teknigi ile aymm gergeklestirilmigtir.  Yaglardan PAH bilesiklerinin
izolasyonunda kullanilan diger yontemlerden biri de kafein: formik asit ile kompleks
olusturmaktir. Daha sonra sodyum Kkloriir ¢ozeltisi ile kompleks kirilir ve PAH
bilesikleri yeniden ekstrakte edilir. Temizleme iglemi silikajel kolon kromatografi veya
silikajel-SPE  kartuglariyla yapilir. Sivi-sivi partisyon teknigi ile ekstraksiyonun
ardindan XAD-2 ile paketlenmis kolon kromatografi veya silikajel-SPE kartuslar1 ile
temizleme yontemi, kafein-formik asitle kompleks olusturma metoduna kiyasla

tekrarlanabilirligi ve geri kazanimi daha yiiksek bir yontemdir (Moreda vd 2001).

PAH fraksiyonunun HPLC ile izolasyonunda, PAH bilesikleri ile girisim yapan
notral yaglarin ve tokoferollerin elimine edilmesini saglayan elekiron yakalayic: sabit
fazlar (6rnegin; tetrakloro fitalimi dopropil-modifiye silika) kullanilabilmektedir.
(oziicli ekstraksiyonuna alternatif bir metod olarak SFE teknigi de kullanilmaktadir.
PAH bilesiklerinin miktarinin tespit edilmesinde genellikle ters faz HPLC/FLD
kombinasyonu kullanilmaktadir. Bazi arastirmacilar ise UV dedektorle 254 nm dalga
boyunda kantitatif analiz yapmglardir. Ayni zamanda %100 dimetilpolisiloksan kapiler
kolon ve GC/FID cihaziyla da bu bilesiklerin analizi yapilmaktadir. Bu yontemde
secicilik zayiftir ve kimyasallardan kaynaklanabilecek kontaminasyonun 6nlenebilmesi
i¢in bazi Onlemler almmmalidir. Bu sebeple bitkisel yaglarda PAH bilesiklerinin
tespitinde ve degerlendirilmesinde gerekli segiciligi saglayabilen GC/MS sistemler
tercih edilmektedir. On-line HPLC-GC-MS sistemler, yiiksek secicilik ve hassasiyette
tek bir asamada PAH bilesiklerinin tayinine olanak saglamaktadir (Moreda vd 2001).

Uluslararas1 Zeytinyagi Konseyi'nin RES-4/85-IV/01 nolu raporunda belirtildigi
lizere, PAH bilesiklerinin tayininde tavsiye edilen metot, Ters Faz- Sivi Kromatografi
tekniginin kullamldigr ISO 15302:1998 no’lu standart metotdur. Yine ayni raporda,
PAH tayini i¢in standart metotdan farkli bir analitik metot kullanilacaksa, bu metodun
gegerli kilmmasi ve en azindan asagidaki kriterleri karsilamasi gerektigi belirtilmistir;
uygun bir ¢dzlicli iginde bulunan Ornek elilasyonlar;, kati faz kullammi ile
saflagtirilmalidir. Ekstrakt konsantre edilmelidir. HPLC/FLD kullanimi ile miktar tayini

eger uygulanabiliyorsa; dogrulama yapilmalidir.
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2.11.1. Kat1 faz ekstraksiyonu

Kat1 Faz Ekstraksiyonu, Ingilizce olarak “Solid Phase Extraction” kelimelerinin bas
harfleri olan “SPE” olarak ifade edilir. Tanim olarak SPE, kat1 faz tizerinde, tutulma
yoluyla analitlerin ¢6zeltiden saflagtirilmasi ve 6n deristirme icin 6rnek hazirlanmasi ve

enstriimantal analizler i¢in uygun bir ¢éziicii ile analize hazirlanmast metodudur.

SPE dort adimda gergeklesmistir. Bunlar;

I. Sartlandirma Basamag:: Ik olarak kati faz sorbenti hazirlanir. Bu asamada
paketlenmis materyalden ¢oziicli, bagtan sona gegerek, sorbentin fonksiyonel
gruplarinin ¢6ziinmesi saglanir. Kolon i¢indeki hava uzaklastirihir ve bosluklar ¢éziicii
ile doldurulur. Tipik hazirlama ¢6ziiciisti metanoldiir. Ardindan su veya sulu tampon
¢ozeltisi kullanilir. Metanol ve ardindan gegen su veya tampon ¢dzelti yolu ile kolonun
aktive edilmesi, sulu &rneklerin tutunma mekanizmalarinin uygun ¢alismasini saglamak

icindir.

Bu asamada, ayrica sorbentin kurumasina izin verilmemelidir. Kuruma durumunda
tutunma mekanizmas etkili calismaz ve analitin geri (tekrar) kazammu diistik olur. Eger
gerekli olursa, hazirlik boyunca sorbentin temizlenme basamag: da ilave edilebilir.
Temizleme basamag metanol ile 1slama asamasindan sonra kalabilecek kirliliklere kars
ayirict ¢Oziiciintin kolon boyunca hareketidir. Bu basamak, metanol ve sulu tamponun

ardindan konulan 8rnek ilavesine hazirliktir.

II. Ahkoyma Basamagi: Daha sonra analiti iceren ornek, kolona ilave edilir, 1
mL'ye kadar ornekler, yergekimi, pompalama, vakum yolu veya otomatik sistemlerle
kolona yerlestirilir. En 6nemli mekanizma 6mek ilave edilirken, kolon tizerinde analitin

tutunmasidir.

Bu basamakta analit, sorbent tizerinde konsantre edilir. Bunun yaminda baz matriks
bilesenleri tutunabilecegi gibi, bazilari da tutunmadan geger. Paket iizerinde uygun
bilesenlerin alikonumunu arttirmak ve ayirmak igin veya istenmeyen bilesenlerin
¢Oktiirlilmesi i¢in tuz konsantrasyonu ve drnek ¢6zeltinin organik ¢6ziicii ile bilesiminin

pH'st ayarlanmalidir. Ornek ¢ézeltisini ekstraksiyon cihazindan vakum ya da pozitif
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basing yapilarak yavagca gecirilir. Akis derecesi alikonma oranim etkiler.

III. Yikama Basamag: Eger ilgili bilesenler paket tizerinde muhafaza edilirse
istenmeyen veya ayni ¢ozelti kullanildiginda muhafaza edilmeyen materyaller yikanip
temizlenir. Ilgili bilesenler ve saf olmayan maddelerin bulundugu SPE paketlerinin
lizerinden Ornek gectigi zaman safsizliklar ¢alkalama yoluyla yiiksek oranda hareket
ettirilir. Kolonun ¢alkalanmas: analiti muhafaza etmek i¢indir. Bu calkalama ile analit
muhafaza edilirken, kolonun ¢atlaklar seklindeki bosluklarindan matriks ayrilir. Yikama
sirasinda kullanilan ¢ozeltiler 6rmek matriksinden daha giiglii, fakat ilgili bilesenlerden

daha zay1f polariteye sahip olmalidir.

IV. Cozerek Alma Basamagr: Uygun bir ¢oziicii ile analitin sorbentten ayrilmasi
saflanir. Uygun ¢6zlicli, analiti iyi aywmali ve analit-sorbent etkilesimine sebep
olmamalidir. Ayrica, ayiict ¢dziici az da olsa kolonda tutunmus diger maddelerin

ayrimi i¢in de uygun olmalidir.

SPE i¢in kullanilan sorbentler; disklerde, kartuslarda ve siringalarda olmak iizere ii¢
temel sekilde paketlenir. Diskler, 4-90 mm arasinda farkli var1 caplarda kullandabilir.
En popiler ekstraksiyon disklerinden biri Empore ekstraksiyon diskidir. Bu disk
politetrafloretilen fibrillerinden olusan inert bir matriks igine yerlestirilir. Diskin en
biiylik avantaji biiytik hacimli 6rnekler i¢in yiiksek akig oram saglayan genis yiizey
alanina sahip olmasi ve hizl kiitle transferidir. Kartuglar, 100 mg’dan 1 g’a kadar
degisen miktarlarda sorbent igerir. Siringalar ise farkli hacimlerde ve farkli kiitlelerde
paketlenmis malzemeler seklinde kullanilir. Bunlar 1-25 mL hacimli olup paket
afirhiklart 50 mg ile 10 g arasindadwr. Halen SPE’de en cok kullanilan sorbent
seklindedir. Kati faz ekstraksiyonunda ayriima ve izolasyon dort temel mekanizmaya

sahiptir. Bunlar; ters faz, normal faz, iyon degisimi ve adsorpsiyon.

I. Ters Faz
(Polar siv1 faz, apolar degistirilmis kat: faz) Hidrofobik etkilesimler
- Apolar-Apolar etkilesimleri

- Van der Walls veya dispersiyon (dagilma) kuvvetleri

I1. Normal Faz
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(Apolar siv1 faz, polar degistirilmis kat1 faz) Hidrofilik etkilesimler
- Polar-polar etkilesimleri

- Hidrojen bag1

- I1-IT etkilesimleri

- Dipol-dipol etkilesimleri

- Dipol-indiiklenmis dipol etkilesimleri

II-iyon Degisimi
Bilesiklerdeki yiiklenmis grubun yiizeyindeki yiiklii gruba elektrostatik ¢ekimidir.

IV-Adsorpsiyon
(Degisime ugramanus materyalle, bilesiklerin etkilesimi). Kullanilan kat1 faza gore

hidrofobik ve hidrofilik etkilesimler goriilebilir.

2.11.2. Yiiksek performansh sivi kromatografisi ve kisimlar:

HPLC, Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatography) ve Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (High Pressure Liquid
Chromatography)'nin kisaltmas: olarak kullamlmaktadir. Yiiksek hizda ve basincta
gergeklestirilen ayirmalarin yapildigr sivi kromatografi sistemlerine Yiiksek Basingl
Sivi Kromatografisi denir. HPLC ismi, preparatif amacgla halen kullanilan temel

yontemlerden daha yeni isimleri ayirt etmek icin kullamlmaktadir.

Baglangigta basing, modern sivi  kromatografisinin  temel kriteri olarak
disiintilmekteydi ve bu nedenle "Yiksek Basingli Sivi Kromatografisi" olarak
adlandirlmaktaydi. Ancak bu giiniimiizde gecersiz kabul edilmektedir. Ciinkii yiiksek
performans yalmz basincin degil birgok faktdriin birlesmesiyle ortaya ¢ikmistadir. Bu
faktorler;

- Dar bir dagilim araliginda ¢ok kiigiik partikiillerin kullaniimast,

- Homojen gézenek boyutu ve dagilimi,

- Yiiksek basingta kalan paketleme,

- Diigtik hacimli 6rnek enjektorleri,

- Duyarly, diigiik hacimli dedektorler

- Iyi pompalama sistemi kullanimu,
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olarak siralanabilir,

HPLC biitiin anélitik ayirma teknikleri arsinda, bir milyar dolara yaklasan yillik
satigtyla, en yaygin kullamlamdir. Yontemin bu kadar yaygin olmasinin sebepleri,
duyarhi ve dogru, kantitatif tayinlere kolaylikla uygulanabilir olmasi, ugucu olmayan
tirlerin veya sicaklikta kolayca bozulabilen tiirlerin ayrilmasma uygun olmast ve
hepsinden de 6nemlisi sanayinin bir ¢ok dalmin ve halkin birinci derece ilgilendigi
maddelere genis bir gekilde uygulanabilirligidir. Bu gibi maddelere &rnek olarak; amino
asitler, proteinlqr, hidrokarbonlar, karbonhidratlar, ilaglar, antibiyotikler, metal organik

tirler ve ¢esitli inorganik bilegikler sayilabilir.

Sivi kromatografisinin gelistigi ilk yillarda, bilim adamlari, kolon veriminin dolguda
kullanilan taneciklerinin boyutunun azaltilmasiyla 6nemli dlgiide artacagini fark ettiler.
Ancak, tanecik ¢ap1 3-10 um kadar kiigiik olan dolgu maddelerinin tiretim teknolojisinin
gelismesi ve kullanilmasi 1960'Li yillarin son dénemine kadar basarilamadi. Bu
teknoloji, klasik yer cekimi-akigli sivi kromatografisinin basit cam kolonlardaki
durumunun aksine, yiliksek basingta ¢aligan, gelismis cihazlara ihtiya¢ géstermektedir.
Yiiksek hizda gerceklestirilen ayirmalarin yapildigi bu sivi kromatografi sistemlerinde,
yeni tip kolon maddelerinin bulunmasi ve yiiksek hareketli faz hizlar1 kullanilmastyla,
ayirmalar kisa zamanda gergeklestirilebilmekte, kolonlar defalarca kullanilabilmektedir.
HPLC, geleneksel kolon kromatografisinden daha biiyiik segicilik ve c¢oziintirliik
sunmaktadir (Skoog vd 1998).

HPLC'nin diger klasik tekniklere gore kiyaslamasi yapildiginda:

- Kii¢tik boyutlu paslanmaz ¢elik borularin kullanilmas,

- Partikiil boyutlart ¢ok kiigiik (3.5-10 pm) matrikslerin kullanmilmast,

- Yiiksek i¢ basing ve kontrollii akis hiz1 saglanabilmesi,

- Ornek gereksinimlerinin az olmast,

- Stirekli akis dedektorleriyle kiigiik miktarlarin tayinine olanak saglamasi,

- Otomasyona miisait olmasi,

- Hizli analiz imkan1 ve yliksek ayirma giictine sahip olmasi nedeniyle ¢ok yonlii

uygulamalara daha agik oldugu goriilmektedir.

Kromatografik prosesler durgun ve hareketli faz arasinda kiitle transferini kapsayan
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ayirma teknikleri olarak tanimlanir. HPLC; bir karisimdaki bilesenlerin ayrilmasinda
siv1 hareketli faz1 kullanir. Bu bilesenler (veya analitler) ilk olarak ¢éziiniirlestirilirler ve
daha sonra yiiksek basing altinda kromatografi kolonundan ge¢meye zorlanirlar.
Kromatografik bir kolonun ayirma giicii; kolon boyu ve uzunluk bagina teorik plaka
sayist ile artmaktadir. Ancak kolon uzunlugunun artmasi pik yayilmasina sebep

olmaktadir. Bir HPLC semas1 Sekil 2.11 gosterilmektedir.

Teorik plaka sayis1 ise durgun fazin partikiil bitytikliigiine bagimhidir. Durgun fazin
kii¢tik partikiil boyutuna sahip olmast ayirma giicinii iyilestirmektedir. Ancak partikiil
boyu kiictildiikge, hareketli fazin akisina direng biiyiir. Bu ise kolonda geri basing
olusturur ve durgun fazin matriks yapisina zarar verir. Boylece elilent akisi ve ayirma
glicti azalir. Son yillarda kolon kromatografi teknolojisindeki gelisme ile yiiksek
basinglara dayanikli kolon dolgu maddeleri ve yiiksek basing altinda calisabilen

sistemler gelistirilmistir.

2.13.3.1. Hareketli faz hazneleri ve ¢6ziicii muamele sistemleri

Moderm bir HPLC cihazinda bir veya ¢ok cam veya paslanmaz ¢elik kaplar bulunur.

Bunlarin her biri 500 mL' den daha fazla ¢oziicii alabilecek kapasiteye sahiptir.

ENJEKTOR

REZERVUAR

VERI SISTEMI

Sekil 2.11. Bir HPLC cihazinin semasi
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HPLC sisteminde kullamilan tiim ¢oziictiler ¢ok saf olmalidir. Hareketli faz, ornek
ve durgun faz arasindaki etkilesimlerin ayarlanabilmesi igin degistirilmektedir.

Hareketli faz tipleri; izokratik ve gradiyent olmak iizere iki formda uygulanabilir.

[zokratik eliisyonda; bilesenler sabit hareketli faz kompozisyonu ile eliie edilirler.
Tiim bilesenler kolonda aym anda, farkli hizda go¢ ederler. Bu tip eliisyon basit ve

ucuzdur, fakat baz1 bilesiklerin ayrilmas: ve eliisyonu agisindan etkin olmayabilir.

Gradiyent eltisyonda; farkli bilesenler organik ¢ziicli siddetinin degistirilmesiyle
eliie edilebilirler. Farkli ¢oziictilerin bir gradiyent program cercevesinde farkli oranlarda
karigtinlmast  ile  gerceklestirilen  swali  eliisyondur.  Izokratik  eliisyonla

kargilagtirildiginda, ayirma giiciiniin arttig1 ve daha etkin bir ayirmaya ulasildigr goriiliir.

Politipik hareketli faz; karisik tip kromatografilerde tercih edilebilir. Aym kolonu
kullanarak bir ¢ok kromatografik teknik i¢in kullanilabilir. Bu kolonlar kovalent olarak
hidrofilik organik tabakaya baglanan rijit makropordz veya afinite kromatografileri bu
sistemde  uygulanabilir. Hareketli fazin  degistirilmesi ile ayirma tipide

degigtirilmekledir.
2.13.3.2. Pompalar

Bir HPLC pbmpalama sistemi i¢in gerekli sartlar olduk¢a sikidir ve sunlari
igermelidir; ’

- 400 atm'ye kadar basing {iretimi,

- Puls igermeyen basing ¢ikist,

- 0-10 mL/dakika araliginda akis hizlar,

- %935 veya daha iyi bir bagil tekrarlanabilirlikle akis kontrol,

- Korozyona dayanikli parcalar.

HPLC analizlerinde kullanilan bir ¢ok tip pompa mevcuttur. Bunlar;
-Emme-basma piston pompalar,
-S1ringa tipi veya stirgiili pompalar,

-Sabit basing veya pnématik pompalandir.
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Emme basma piston pompalar simdi pek ¢ok pompa sisteminin esasini teskil eder.
Cogu iki pistona sahiptir. Biri emis yaparken digeri basma yapacak sekilde 180° faz
farkiyla c¢alisirlar. Ticari olarak satilan HPLC sistemlerinin yaklasik %90Tninda
kullanilan pistonlu pompalar, genellikle motor kontrollii bir pistonun ileri ve geri
hareketiyle ¢oziictiniin pompalandigi kiiciik bir silindirden meydana gelmistir. Bu
diizenleme darbesiz ¢ikis saglar, fakat mekanik olarak daha kompleksdir. Buna
alternatif konfigiirasyon, hizli tekrar dolum darbeli tek baglikli modeldir. Bu pompa
dolarken negatif kaymali bir ¢ikis verir. Negatif kayma, pompa ile enjektor arasinda

darbe yok edici cihaz takilarak en aza indirilir.

Teshis igin bir bilesigin en énemli kromatografik parametresi onun alitkonma zamani
ve kapasite faktortidiir. Bu yiizden standart ve &rnek kromatogramlarmm almmast
sirasinda sabit bir hareketli faz akig1 esastir. Bagka bir ifadeyle, pompa sistemi uygun

kromatogram elde edilmesi i¢in yiiksek standard: korumalidir.

2.13.3.3. Enjeksiyon sistemi

Ilk ve en basit numune verme diizenegi, sizdirmayan septumlardan siringa ile
enjeksiyon sistemiydi. Bu amagla 100 atm basinca kadar dayanakli mikro sirngalar
kullanilir. Akis durdurma enjeksiyonunda, ¢éziicti akisi bir an igin durdurulur, kolonun
bagindaki baglanti c¢ikartilir ve numune dogrudan kolon dolgusunun basina enjekte
edilir. Baglant: tekrar kurulduktan sonra sisteme tekrar basing uygulanir. Bu teknigin
avantaj basitligidir. Ne yazik ki, siringa ile enjeksiyonun tekrarlanabilirligi nadiren %2-

3’den daha iyidir ve ¢ogu zaman 6nemli Sl¢iide kotiidiir.

Ideal enjektor, oOrnegin kolonun basina ¢oziicti akigina zarar vermeden
verebilmelidir. Teorik olarak bunu gergeklestirebilecek ideal metot, ¢dziicli akisin
durdurmaksizin kromatografik materyal yataginin bas kismina &rnegi verebilmelidir. Bu
septum enjektori kullamlarak basarilabilir, yitksek basing altinda sizinti problemi bu

enjektoriin kullanimim simirlamaktadir.

2.13.3.4. Kolonlar

HPLC kolonlari, genellikle paslanmaz ¢elik borulardan imal edilir. Diistik basinglh
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(<600 psi) sistemlerde ise, et kalmh@ fazla olan cam borularda kullanilabilmektedir.
Kolonlarin uzunlugu 10-30 cm ve i¢ ¢apt 4-10 mm civarindadir. Kolon dolgu
maddelerinin par¢acik boyutu 5-10 um kadardir. Bu tip kolonlarin metresinde 40000-
60000 kadar tabaka bulunur. Son yillarda uzunlugu 3-7.5 cm ve i¢ ¢apt 1-4.6 mm olan
yiiksek performansli mikro kolonlarda imal edilmeye baglanmistir. Bu kolonlarin dolgu
maddelerinin pargacik boyutlar1 3-5 pm ve tabaka sayisi 100000 tabaka/m'ye kadar
¢ikmaktadir. Bu mikro kolonlar ile ¢ok az miktarda ¢ziicii ile hizli bir sekilde ayirma
yapilabilmektedir. Sivi kromotografisinde kullamlan ¢dziiciilerin safliklar ¢ok yitksek
oldugu, pahali oldugu ve g¢oziiciiler kullamldiktan sonra atildigi icin mikro kolon

kullanimi gok 6nemli bir tistiinliiktiir (Skoog vd 1998).

Birgok ¢aligmada sicakliginin hassas bir sekilde kontrol edilmesine ihtiyac
duyulmaz ve oda sicakhiginda galigilir. Bazi durumlarda ise kolon sicakligi derecenin
onda biri mertebesinde sabit tutuldugu zaman daha iyi kromatogramlar elde edilebilir.
Modern cihazlarin birgogunda, kolon sicakligi oda sicakhigidan 150°C'a kadar onda bir
derece mertebesinde kontrol etmek igin, kolon isiticilart bulunur. Kolonlar, hassas
sicaklik kontrollii sabit sicaklik banyosundan beslenen su ceketleriyle de donatilabilir
(Skoog vd 1998).

Kolon dolgu maddeleri; HPLC sabit fazi kolon igindeki kat1 destek materyalidir.
Kolon dolgu maddeleri silika ve aliimina esaslidir. Kolon dolgu maddeleri gozenekli,
kiiresel, diizensiz, pellikiiler ve mikro tiplerinde olmaktadir. Pellikiiler tipte, inert bir
cam taneciin {lizerinde 1-2 um kalinlikta gozenekli silika tabaka iceren dolgu maddesi

S1vanmistir.

Dolgu maddesinin segiminde tanecik bigimi, biiyiikltigii, tanecik bityiikliiginin
dagilimi, gdzenek hacmi ve ylizey alani gibi 6zellikler rol oynar. Yiizey Alani; 6rnegin
alikonma hacmi ve tutulma kapasitesi dolgu maddesinin yiizey alami ile dogru
orantihdir. Dolgu maddesinin yiizey alam 15-600 m/g arasinda degisir. Kiiciik
tanecikler nispi olarak biiyiik yiizey alanina sahiptir. Gozenek Hacmi: Gézenekli bir
dolgu maddesinde 6rnek molekiillerinin tanecik merkezine ulagmasi ve sonra geriye
dénmesi igin (25 pm+25 um=50 um) ideal diftizyon uzaklig1 olmalidir. Pellikiiler dolgu
maddelerinde diflizyon uzakligi (2 pm+2 pm=5 um)'dir. Bu nedenle kolon verimi

yliksek olmaktadir. Kisa difiizyon mesafesi tabaka sayisim artirmakta ve nisbi alikonma
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stiresini kisaltmaktadir.

Silika (Si0,); Tanecik biyiikligi 5-30 um, ylizey alam 350-600 m*/g, gbzenek
biyiikliigii 50-100 °A’dur. Silika, yiizeyindeki (-OH) grubundaki alternatif hidrojenden
Otirli biraz asidiktir (pH=4). Su ile yikanarak asitlik giderilir. Silikamn t¢ farkli tipi
bulunmaktadir. Tamamen poroz silika, pellikiiler silika ve mikro silikadir. Mikro silika

ile poroz ve pellikiiler silikaya nazaran daha keskin pikler elde edilmektedir.
2.13.3.5. Dedektorler

HPLC i¢in ideal dedektér, genis konsantrasyon aralifinda yitksek duyarliliga, diisiik
gliriiltil seviyesine ve bilinen segicilige sahip olmali ve kromatografik rezoliisyona kétii
etki yapmaksizin kolon akintisindaki bilesenlere duyarli olmalidir. Béyle bir dedektor
sicaklik  ve Dbasingtaki degigimlere duyarsiz  olmalidir.Dedektér — sistemleri

uygunluklarina gére 4 gruba ayrilabilir:

- Maddenin baz1 tabii 6zelliklerinin, teshisin esasina teskil ettigi; maddeye ozel
dedektorler (absorbans, fluoresans, elektrokimyasal, iletkenlik dedektorleri gibi).

- Kolonda ayrilan maddelerin varligini, hareketli fazin kiitle 6zelligine doniistiiren,
kiitle 6zellikli dedektorler (refraktif indeks dedektori).

- Maddenin teshisinden &nce evaporasyonla hareketli fazin uzaklastirdig
desolvasyon (¢oziiniirligii ortadan kaldiran) dedektorleri (hareket eden tel dedektori,
modifiye FID dedektori, kiitle dedektorii-evaporatif analizér).

- Kimyasal reaksiyon iceren tiirevlendirme dedektorii.

HPLC’de en ¢ok kullamilan dedektorler; absorbans, fluoresans, refraktif indeks

dedektorleridir.
2.12. PAH’larin HPLC ile Analizleri

Yirmiden fazla PAH analizi HPLC ile gerceklestirilebilir. 5 halkali (BaP, BeP, Bkf
ve perylene) fraksiyonunu da HPLC ile ayirmak mimkiindiir. Fluoresans ve UV
absorbans dedektorleri PAH'larin analizinde bagarili bir sekilde kullaniimaktadir.

Fluoreans dedektorler daha segici ve duyarlidir.
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Apolar, kimyasal bagli sabit fazlar, (C18) PAH'larin analizinde kullamilabilir.
Gradiyent eliisyon teknigiyle PAH'lart birbirinden ¢ok iyi bir sekilde ayirmak

miimkiindiir. Cesitli firmalar tarafindan PAH'lar1 iyice ayiran kolonlar gelistirilmistir.

Gidadaki PAH'larin analizinde tekrarlanabilir sonuglar elde etmek icin ornegin
hazirlanmas: ve iyice temizlenmesi gerekmektedir. Su Orneklerinde temizleme ¢ok

kolay olmasina ragmen diger gida érneklerin kompleks matriks sebebiyle biraz zordur.

Gidadaki dokularin ve hiicre yapilarinin pargalanmasi ve yag asitleri esterlerini
sabunlagtirmak igin, 6rnek etanolik veya metanolik KOH ile kaynatilir. PAH'lar apolar

(n-hekzan) bir ¢oziicli ile ekstrakte edilir.

Sivi-s1v1 partisyon kromatografisiyle DMSO'ya transfer edilir. Suyla seyreltildikten
sonra n-hekzan ile ekstrakte edilir. Ekstrakt silika veya aliimina kolon kromatografisiyle
temizlenir. Kolondan alman n-hekzan'da %2'lik dietileter franksiyonlar1 HPLC veya GC

ile analiz edilir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Calismamizda kullanilan zeytinyag 6rnekleri, Ege bolgesi Aydin ve Izmir illerinden
toplanmustir. Bu ¢alismada 241 naturel zeytinyagi, 2’si riviera, 4’{i pirina yag1 olmak

lizere toplam 30 6rnek deneysel olarak incelenmistir.

3.2. Kimyasallar

Analizlerde; HPLC saflikta hekzan (Merck,1027619), asetonitril (Gen-Kim,
A0134.2021), diklorometan (Riedel-de Haen, 34856) ¢ozeltileri, BaP (Sigma Aldrich,
B1760-16), pyrene (Merck, S31757), fluorene (Merck, S18646), chrysene (Merck,
S4169690), naphthalene (Merck, S02039), acenaphthene (Merck, S147705), anthracene
(Merck, S32114), phenenthrene (Fluka chemika, 77470), benzo(b)fluoranthene (Fluka
chemika, 12495), benzo(a)anthracene (Fluka chemika, 12090), benzo(a)fluorene (Fluka
chemika, 12490), dibenzo(a,h)anthracene (Fluka chemika, 33530),
dibenzo(a,c)anthracene (Fluka chemika, 33528), fluoranthene (Fluka chemika, 46530)
PAH standartlari kullanildz.

3.3. Ekipmanlar

Her deneysel calisma oncesinde kullanilacak tiim cam malzemeler hekzan ile
temizlenmistir. Aragtirmada HPLC analizleri asagida Sekil 3.1 de gosterilen Thermo
Separation Products HPLC sistemi (Spectra System SCM 1000 ¢dzelti haznesi, 250 x
4.60 mm Phenomenex C-18 kolon, Phenomenex TS 430 HPLC kolon 1siticis1, Spectra
System UV 1000 dedektér, 5000 psi P1500 Spectra System pompa, 25 pL enjeksiyon

portu) kullamlarak gerceklestirildi. Ayrica 6n saflagtrma ve zenginlestirme
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basamaklarinda C-18 (Supelco Park Bellefonte, PA 16823-0048 ABD) kartuslar
kullanildi. HPLC’ de hareketli faz olarak asetonitril ve ultra saf su kullanildi. Hareketli
faz olarak farkli gradiyent ve izokratik eliisyonlar kullanildi. Hareketli faz akis hiz1 0.4

ml/dakika optimum degeri bulundu. Her 6l¢tim 254 nm dalga boyunda yapild.

Sekil 3.1. Analiz ¢calismalarinda kullanilan HPLC sistemi

3.4. Deneysel Calismalar

Deneysel calismalarimiz iki basamakta gergeklestirilmistir,

3.4.1. HPLC’de hareketli faz metodu secilmesi

BaP’in kalitatif ve kantitatif tayini i¢gin HPLC’de metot olusturulmustur. Bu metotta

hareketli faz ¢oziictileri ve oranlar1 degistirilerek 50 mg/kg BaP standardi enjekte edildi.

Tablo 3.1°de ¢alisilan hareketli fazlar ve oranlart goriilmektedir.
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Tablo 3.1. HPLC’de denenen hareketli fazlar ve oranlari

Hareketli Fazlar ve Oranlan

%100 asetonitril

asetonitril-su (70:30, v/v)

asetonitril-su (75:25. v/v)

diklorometan—asetonitril (50:50, v/v)

[k 5 dakika asetonitril-su (60:40, v/v) +%100 asetonitril

3.4.2. BaP’in geri kazamim metotlar:

BaP’ in zeytinyagi Orneklerinden geri kazanmada farkli kati faz ekstraksiyon
metodlar1 ¢alistlarak en iyisi belirlendi. Bu ¢aligmalarda Sekil 3.2°de gosterilen SPE
manifold’u kullanildi. Numuneler 3 tekrarh yapildi ve bitylik hatali sonuclar elde
edildiginde 3 tekrarli hale gelinceye kadar ¢alismalara devam edildi. Sonuglar ortalama

degerler olarak verildi.

Sekil 3.2. Coklu SPE manifoldu
-Birinei Metot; (Moret 2002)

Iki buguk gram zeytinyagi alindi hekzan ile 5 mL’ye seyreltildi. Once 10mL
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diklorometan, daha sonra 10 mL hekzan ile sartlandirilmus silika kartusa 1 mL {istteki
karigimdan ilave edilerek, 15 mL hekzan-diklorometan (70:30, v/v) karisim ile eliie
edildi ve eltient akis oran1 yaklagik 1 mL/dakika olarak segildi. Daha sonra ¢dziicil, agtk

havada ugurulup 1 mL hekzanda ¢oziilerek HPLC’ye enjekte edildi.

-Ikinci Metot; Yeni Metod

Once 10 mL diklorometan daha sonra 10 mL hekzan ile sartlandirilms silika kartusa
0.25 mL zeytinyaf ilave edildi, 15 mL hekzan—diklorometan (70:30, v/v) karigimi ile
eliie edildi. Eltient akis orani yaklagik 1 mL/dakika segildi. Daha sonra ¢oziici, acik

havada ugurulup 1 mL hekzanda ¢6ziilerek HPLC’ye enjekte edildi.

-Ukiincii Metod:

Iki buguk gram zeytinyag:r alindi hekzan ile 5 mL’ye seyreltildi. Once 10mL
diklorometan, daha sonra 10mL hekzan ile sartlandirilmis C-18 kartusa 1 mL {istteki
karigimdan ilave edilerek, 15 mL hekzan-diklorometan (70:30) karisimi ile eliie edildi
ve ellient akis orami yaklagik 1 ml/dakika olarak segildi. Daha sonra ¢oziicii, acik

havada ugurulup 1 mL hekzanda ¢oziilerek HPLC’ye enjekte edildi.

-Dérdiincii Metod:

Once 10 mL diklorometan daha sonra 10 mL hekzan ile sartlandiriloug C-18 kartusa
0.25 mL zeytinyag: ilave edilerek, 15 mL hekzan—diklorometan (70:30) karisimu ile eliie
edildi. Eltient akis oram yaklagik 1 mL/dakika segildi. Daha sonra ¢ziicii, agik havada
ucurulup 1 mL hekzanda ¢éziilerek HPLC ye enjekte edildi.

-Beginci Metot

150 uL zeytinyagi alindi hekzan ile 5 mL’ye seyreltildi. Daha sonra 5 ml
diklorometan, 5 mL hekzan ile sartlandirilmis C-18 kartusa hekzan ile seyreltilmis
zeytinyafindan 1 mL ilave edilerek, 10 ml hekzan—diklorometan (70:30) karigimu ile
eliie edildi. Eltient akig oram 1 mL/dakika segildi. Coziicii agik havada ugurulup 200 uL
asetonitrilde ¢6ziilerek HPLC ye enjekte edildi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Aragtirma sonuglarmi vermeden 6nce, PAH analizleri ile ilgili birkag noktaya
deginirsek, Cejpek vd (1998) gore yaglardaki PAH kirliligi degerlendirilmesinde bazi
simirlayict etkenler meveuttur. Ornegin numunelerdeki PAH kirliliginin raporlama
limitine yakin ya da daha digsik degerlerde olmasi, sonuglarin belirsizligini
arttirmaktadir. Yine diger bir problem, farkli laboratuarlarda elde edilen sonuclarin
karsilastirabilirliginin zor olusudur. PAH kirliligi farkh yollarla ifade edilebilmektedir.

Ornegin;

-Herbir hidrokarbon
-Sadece BaP

-Toplam PAH

-Farkli hidrokarbon gruplari
-BaP’nin toksik esdegeri

Ayrica bu bilesiklerin fotooksidatif reaksiyonlar sonucu bozundugu ve ekstraksiyon

islemleri sirasinda bu noktaya dikkat edilmesi gerektigi belirtilmistir (Cejpek vd 1995).

Literatiir calismalarinda g6zlemlenen PAH’lar incelendiginde, gida maddelerinde en
cok rastlanan ve en toksik PAH BaP’dir. Calismalarimizda o6ncelikle BaP iizerine
yogunlastik ve BaP’in alitkonma zamanini erken gorebilmek ve gereksiz zaman ve
¢oziicli kaybini onlemek igin Tablo 4.1°deki hareketli faz programlari kullanildi. Tablo
4.1°deki sonuglara gore hareketli faz olarak diklorometan-asetonitril (50:50) hareketli
faz1 secildi. BaP 9.30 dakikada gozlemlendi (Sekil 4.1). Fakat zeytinyag: ornekleri
HPLC’ye enjekte ettigimizde BaP pikinden baska ona yakin alikonma zamanlarinda
diger piklerde tespit edildi. Bu piklerin diger PAH pikleri olabileceginden yola ¢ikarak
13 farkli PAH standardi HPLC’ye enjekte edildi. Bunun sonucunda ilk 10 dakika



57

, eger

=y
=

Minutes

icerisinde bazi PAH bilesiklerinin karigtigi goriildii (Sekil 4.2). Sonug olarak

numunemizde sadece BaP varsa, yukarida belirledigimiz kisa alikonma zamanlhi HPLC

teknigini kullanabiliriz. Aksine, ortamda birden fazla PAH varsa ve bunlarindan istenen

PAH diger piklerle girisim yapiyorsa uygun bir izokratik veya gradiyent eliisyon

kullanilmalidir.
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Sekil 4.2. PAH standartlar1 karisiminin HPLC kromatogrami

Tablo 4.1°de segilen hareketli faz karnisiminda, BaP’in alikonma zamanlari

verilmistir. Bu metodlar ile 13 PAH igeren karisimin icin en uygun gradiyent eliisyon
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ilk 5 dakika asetonitril-su (60:40) karigimui sonra asetonitril ile saglandi, daha sonraki
analizlerde bu gardiyent eliisyon ile ¢alismalar yapildi. Sekil 4.3°de bu sartlarda BaP’ in
HPLC kromatogram: verilmistir. PAH standartlar1 kanisimi diklorometan-asetonitril

(50:50) hareketli fazlarinda pikler ortuisttigii igin hareketli faz degistirildi.

Tablo 4.1. HPLC’de denenen hareketli fazlar ve BaP’ in alikonma zamanlar

Hareketli Fazlar ve Oranlan RT (dakika)
%100 asetonitril 15.30
asetonitril-su (70:30, v/v) 41.15
asetonitril-su (75:25. v/v) 33.19
diklorometan—asetonitril (50:50, v/v) 9.30
[lk 5 dakika asetonitril-su (60:40, v/v) +%100 asetonitril 24.96

I ﬁsap
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] ‘ i H H H s H B H H
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Sekil 4.3. 50 pg/kg’lik BaP standardi kromotogrami

Sekil 4.4°de 13 PAH pikininde gézlemlenebildigi gradiyent eliisyonun kullanildig:
HPLC kromatogrami verilmektedir. Bu kromatogramda BaP 25.96 dakikada eliie edildi
ve tlim zeytinyagr analizlerinde bu gradiyent eliisyon kullanildi. Biliyoruz ki bu
programda diger PAH’lar ortiismemektedir. Sekil 4.5°de BaP’in 0-100 pg/kg’lik

konsantrasyon araligindaki kalibrasyon egrisi verilmektedir.
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Sekil 4.4. PAH standartlar1 karisimimin HPLC kromatégram1 (1- Naphthalene, 2-

Fluorane, 3- Acenaphthene, 4- Phenenthrene, 5- Anthracene, 6- Fluoranthene,

7-

Pyrene, 8- Benzo(b)fluoranthene, 9- Chrysen, 10- Benzo (k) fluoranthene, 11- Dibenz

(a,h) anthracene, 12- Dibenz (a,c) anthracene, 13- Benzo(a)pyrene)

KALIBRASYON EGRISI y =366,74x
“ =0,9995
40000
0000 -
ALAN 20000 -+
10000 A
0 : ,
Q 50 100
DERISiM

Sekil 4.5. BaP’in 0-100 ng/kg’lik konsantrasyon aralifindaki kalibrasyon egrisi

Uluslararas: Zeytinyagi Konseyi, zeytinyagi ve pirina yaglarinda BaP icin
maksimum seviye 2 u g/kg olmasi gerektigini belirtmistir. Tiirk Gida Kodeksinde ise
kat1 ve siv1 yaglarda BaP igin maksimum 10 pg/kg sinir deger olarak belirlenmistir.
Asagida Tablo 4.2 ve Tablo 4.3’te Ege Bolgesinden toplanan zeytinyaglarinda
bulunan BaP kirliligi verilmektedir. Sonuglar gésteriyor ki, ister Izmir’den isterse
Aydin’dan toplanmis sizma zeytinyaglarinda, BaP igerigi gida kodeksindeki
limitlerden genellikle daha yiiksektir.

malJ



Tablo 4.2. Izmir’den (Tire) toplanan zeytinyaglari ve pirina yaglarmdaki BaP

miktarlart (pg/kg)

Numune ada

BaP miktar (ng/kg)*

[zmir Sizma 1 16.6£0.5
[zmir S1zma 2 13.7+0.7
Izmir Sizma 3 2.6+0.2
. [zmir S1zma 4 192+ 0.6
Izmir S1zma 5 16.9+0.9
[zmir S1zma 6 14.7+£0.3
[zmir S1zma 7 -
[zmir S1zma 8 3.9+ 0.3
[zmir Sizma 9 -
[zmir Pirina 1 425+1.7
Izmir Pirina 2 453+1.3

Tablo 4.3. Aydmn’dan toplanan zeytinyaglar1 ve pirina yaglarindaki BaP miktarlar

(ng/ke)

Numune adi

BaP miktan (ng/kg)*

Aydin Riviera 1 3.0+0.3
Aydm Riviera 2 13.7+0.5
Aydin Sizma 1 36.1 1.1
Aydmn Sizma 2 129+ 0.6
Aydin Sizma 3 7.1+0.4
Aydin Sizma 4 6.8+0.2
Aydin S1zma 5 279+ 1.4
Aydin Sizma 6 13.6 £0.4
Aydin Sizma 7 3.0+0.2
Aydmn Sizma 8 17.0+0.8
Aydin Sizma 9 18.6 £0.5
Aydin Sizma 10 14.2 £ 0.6
Aydmn Sizma 11 16.9+0.7
Aydmn Sizma 12 5.7+0.5
Aydin Sizma 13 6.6+ 0.2
Aydin Sizma 14 343+1.7
Aydm Sizma 15 -
Aydin Pirina 1 33.1£1.9
Aydin Pirina 2 57823

*

Ortalama ve standart sapma degerleri (n=3)

60
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Tablo 4.2 Izmir bélgesinden toplam 9 adet sizma yag érneginin sadece 3 tanesinde
BaP miktarlart Tiirk gida kodeksinin limitlerinin altinda bulunmustur. Bu yaglarda en
yiksek BaP oram 19.2 pg/kg ile Izmir sizma 4 numunesinde bulunmustur. ki prina

yaginda ise 42.5 ve 45.3 pg/kg BaP gézlenmistir,

Tablo 4.3’de ise Aydin bolgesinin iki adet Riviera zeytin yagnin birinde BaP
limitlerin tizerinde bulundu. 15 adet sizma yagin besi diginda BaP miktarlar1 Tiirk gida
kodeksinin {izerinde bulunmustur. Aydin Sizma 15 nolu numunede BaP tespit
edilemezken, en yiiksek BaP kirliligi 36.1 pg/kg ile Aydmn sizma 1 numunesinde
gbzlenmistir. Aydin bolgesinden toplanan sizma yaglarda ortalama 14.71 pg/kg BaP
bulunurken, Izmir bélgesinden toplanan sizma yaglarda bu deger olarak 9.73 ug/kg
bulundu. Aydin bolgesinin prina yaglarinda 33.1 ve 57.8 ug/kg ile olduke¢a yiiksek

bulundu. Asagida Sekil 4.6, 4.7 ve 4.8 de sirasiyla, Izmir sizma 4, Aydin sizma 11 ve

Aydin prina 2 numunelerinin HPLC kromatogramlart ve BaP pikleri isaretlenmistir.
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a.o 2.5 5.0 7.5 10,0 125 16.0 17.5 20.0 225 25.0 27.5
Minute s

Sekil 4.7. Aydin s1izma 11 nolu numunenin HPLC kromatogrami
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Sekil 4.8. Aydin prina 2 nolu numunenin HPLC kromatogrami

Brezilya'da yapilan bir ¢alismada, marketlerde satisi yapilan 40 cesit zeytinyag
orneginde, kanserojen PAH bilegikleri arasinda en ¢ok bilinen ve indikatér olarak kabul
edilen BaP bilesiginin varligina bakilmistir. Hemen hemen biitlin Srneklerde 164

4 g/kg'a kadar BaP tespit edilmistir. Avrupa iilkelerinden ithal edilen zeytinyaglarinda
BaP miktarnt diisik bulunmustur (0-1.2 ug/kg). Yine Avrupa'dan ithal edilen fakat

Brezilya'da paketlenen ve soya yagi veya misudzii yagi ile karistirilmis zeytinyag:

Orneklerinde sirastyla 0.9-9.7 p g/kg ile 2.2-9.2 1 g/kg BaP tespit edilmistir (Pupin ve
Toledo 1996).

Genel bir simflandirma yapilamasa da Izmir bélgesinden toplanan yaglarda BaP
miktar1 Aydin bolgesinden toplananlara gére biraz daha disiik bulundu. Sonuglar
gosteriyor ki zeytinyaglarinda BaP smirlart maksimumu degerlere yakin veya biraz da
tstiinde. Sadece 3 6rnekte BaP tespit edilemedi. Pirina yaglarimin tamaminda 10 ug/kg
sinir deger asilmis ve en yiiksek deger 57.8 pg/kg ile Aydin pirina 2 numunesinde

bulunmustur.

Sonug olarak, Ege bolgesinden toplanan zeytinyaglarinda BaP kirliligi 11 &rnekte
sinirlarm altinda g6zlenmistir ve digerleri Tiirk Gida Kodeksi’nin maksimum 10 pg/L
sinir deferini agmustir. Pirina yaglarinda ise 4 Ornekte smur asilmistir. Sonuglar
gosteriyor ki PAH’lar bir sekilde zeytinyagina karisiyor. Sizma yaglarinda da genellikle
limitlerin tizerinde BaP igeriklerinin bulunmasi ¢evre (otoyol kenari, endiistri bolgesi)

faktorlerinin de BaP kirliliginde etkin olabilecegini géstermektedir.
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Kat1 ve s1v1 yaglarda toksik ve kanserojen olan BaP ve diger PAH’lar incelenmeli ve
bulunan degerlerin nereden gelebilecekleri arastirilmalidir. Bazen marketlerde
zeytinyad isminde pirina yaglar piyasaya siiriilebilmektedir, bazen de zeytinyag diger
yaglarla kanigtirilarak piyasaya stirlilmektedir. Bunlar basit analizlerle tespit edilebilir ve
edilmelidir. Ciinkti halkimiz bu detaylar1 bilmeden bu tiir yaglan marketlerden veya
pazarlardan zeytinyagi adi altinda alip tiiketebilmektedir ve bunlari ne tiir toksik
kimyasallar igerebileceklerini bilmeden tiiketmektedirler. Bu tiir analizler rutin olarak

bu tiir tesislerde yapildiktan sonra piyasaya siiriilmelidir.
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