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Ozet

Bu calismayla, bitkisel yaglarda TS EN ISO 660 no’lu standartta belirtilen serbest yag asitligi
metodunun valide edilmesi ve 6l¢iim belirsizliginin hesaplanmasi amaclanmistir. Bu amagla
caligmalarda farkl asitlik degerlerine sahip zeytinyag: ve aygicek yagi kullanilmistir. Metot
validasyon parametreleri kesinlik (tekraredilebilirlik ve tekrariiretilebilirlik) ve dogruluk olarak
belirlenmistir. 3 analist tarafindan yapilan ¢alismalar sonunda metodun validasyonu basariyla
gerceklestirilmistir. Bitkisel yaglarda serbest yag asitligi tayini i¢in 6l¢lim belirsizligi caligmasi
da yapilmistir. Uygulanan analiz metodunun belirsizlik bilesenleri tartim, hacim, kesinlik ve
dogruluk olarak belirlenmis ve bunlardan gelen belirsizlikler birlestirilerek genisletilmis
belirsizlik hesaplanmistir. Serbest yag asitligi icin genisletilmis belirsizlik (U) 0.052 olarak
bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Bitkisel yag, asitlik, validasyon, 6l¢iim belirsizligi

Abstract

In this study, it was aimed to validate the free fatty acidity (TS EN ISO 660) method in vegetable
oils and to calculate the measurement uncertainty. For this purpose, olive oil and sunflower oil
with different acidity values were used in the studies. Method validation parameters were
determined as precision (repeatability and reproducibility) and accuracy. At the end of the
studies carried out by 3 analysts, the validation of the method was successfully carried out. A
measurement uncertainty study was also carried out for the determination of free fatty acidity
in vegetable oils. The uncertainty components of the applied analysis method were determined
as weight, volume, precision and accuracy, and the expanded uncertainty was calculated by
combining the uncertainties from these. The expanded uncertainty (U) for free fatty acidity was
found to be 0.052.

GIRIS

Analitik 6l¢iim sonuclarinin amaglarina uygun olmasi ve farkli yerlerde veya farklh
zamanlarda elde edilen sonuglarin tutarli olmasi gerekir. Laboratuvarlar, belirli miisteri
gereksinimlerini karsilamak amaciyla c¢ok cesitli Olglimler yapar. Sonuglar amaca uygun
degilse, analiz yapmak hem zaman hem de para kaybidir. Bir laboratuvar, sonuglarinin
giivenilmez oldugunu bilir veya bundan siliphelenirse, Olgiimlerin tekrarlanmasiyla ilgili
birtakim maliyetlere maruz kalacaktir. Miisterilere giivenilir olmayan sonuglarin verilmesi o
laboratuvara potansiyel olarak 6nemli bir maliyet ytikler.

Laboratuvarlarin gerekli kalitede veri saglayabilmeleri ve sagladiklarindan emin
olabilmeleri i¢in baz1 kalite giivence tedbirlerini uygulamaya koymalar1 artik resmi bir
gerekliliktir. Bu tlir Onlemler arasinda dogrulanmis analiz yOntemlerinin kullanimi,
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tanimlanmis i¢ kalite kontrol (QC) prosediirlerinin uygulanmasi, yeterlilik testi programlarina
katilim, ISO/IEC 17025’¢ dayali akreditasyon ve Olgiim sonuglarinin izlenebilirliginin
saglanmasi yer almaktadir (Thompson et al., 2002).

Validasyon; cihaz, yontem veya sistemin belirlenen kosullara uygunlugunu gostermek
icin yapilan islemlerin tamamu olarak ifade edilebilir. Yontem basarim esaslari, valide edilecek
yontemin uygulama amaci ve kapsamina gore belirlenir. Validasyon parametreleri; kesinlik,
dogruluk, tespit limiti, 6l¢iim limiti, se¢icilik, 6zgiilliik, dogrusallik, duyarlilik ve saglamliktir.
(Kuselman & Shenhar, 1997; Ertas & Kayali, 2005; Haouet et al., 2006; Tiryaki, 2006; Gustavo
Gonzalez & Angeles Herrador, 2007; Feinberg, 2007) . Validasyon, bir yontem laboratuvarda
ilk kez uygulandiginda, yeni bir yontem gelistirildiginde, rutin olarak kullanilan bir yontemde
degisiklik yapildiginda, gegerli kilinmig bir yontemi uygulayan kisi veya kullanilan cihazlarda
degisiklik olmasi durumunda ya da yapilan kalite kontrol testlerinde araliklarin disina ¢ikilmasi
gibi durumlarda yapilmalidir (Ertag & Kayali, 2005).

Olgiim belirsizligi, dlciilen biiyiikliikle makul olarak iliskilendirilebilecek degerlerin
dagilimini karakterize eden, bir 6l¢iimiin sonucuyla iliskili bir parametre olarak ifade edilebilir
(Sin et al., 2006; Otomanski & Szlachta, 2009). Belirsizligin degerlendirilmesinde, tiim olas1
belirsizlik kaynaklarinin belirlenmesi gerekir. Ancak bu tiir detayli bir ¢aligma ciddi bir emek
gerektireceginden dolay1 belirsizlige katkisi en fazla olan kaynaklar iizerinde yogunlasarak iyi
bir belirsizlik tahmini yapilabilir ( inal, 2007; Dias et al., 2008).

Bu c¢alismada; ii¢ analist tarafindan, bitkisel yaglarda TS EN ISO 660’a gore serbest yag
asitligi analiz metodunun validasyon c¢aligmalari yapilmis ve 6l¢iim belirsizligi hesaplanmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Materyal

Validasyon ve Ol¢lim belirsizligi ¢alismalarinda rafine aycgicek yagi (AY) ve natiirel sizma
zeytinyagl (ZY) numunesi kullanilmistir. Yaglar Sanlurfa’da faaliyet gosteren yerel bir
marketten satin alinmistir. Analizlerde kullanilan dietil eter, etil alkol, sodyum hidroksit ve
fenolftalein kimyasallar1 analitik saflikta olup Merck’ten (Darmstat, Almanya) temin edilmistir.

Yontem

Bu calismada, bitkisel yaglarda serbest yag asitligi tayini metot validasyonu ve ol¢iim
belirsizliginin hesaplanmasi amaciyla TS EN ISO 660:2020 nolu standart kullanilmistir. 250
ml’lik erlene yaklasik 10 g kadar yag numunesi tartilarak tizerine 100 mL nétralize edilmis etil
alkol+dietil eter ¢oziicli karigimi (1+1) ilave edilerek numunenin ¢oziilmesi saglanmistir.
Birka¢ damla fenolftalein damlatildiktan sonra 0,1 N etanollii potasyum hidroksit ¢ozeltisi ile
renk hafif pembe olana kadar titre edilmis ve sarfiyat kaydedilmistir. Serbest yag asitligi
asagidaki formiile gore hesaplanmustir.

V XcxMA
% SYA = ———

10 X m

Burada;
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V: Titrasyonda sarfedilen etanollii KOH c¢ozeltisi hacmi (mL)
C: Etanollii KOH ¢6zeltisinin konsantrasyonu
Ma: Oleik asidin molekiil agirligi (282 g/mol)

m: Numune miktari (g).

Validasyon ve dl¢iim belirsizligi parametreleri

Tiirk Standartlar1 Enstitiisii (TSE) tarafindan yayinlanan “TS EN ISO 660:2020- Hayvansal ve
Bitkisel Kat1 ve Sivi Yaglar- Asit Sayist ve Asitlik Tayini” yonteminin laboratuvarda gegerli
kilinmasi ve dl¢iim belirsizliginin hesaplanmast i¢in ¢aligmalar yapilmistir.

Metot validasyon calismalarinda kesinlik (tekraredilebilirlik, tekrariiretilebilirlik) ve dogruluk
parametreleri kullanilmistir. Olgiim belirsizliginin hesaplanmasinda ise yukaridaki validasyon
parametrelerinden gelen belirsizliklere ek olarak tartim ve hacimden gelen belirsizlik degerleri
de kullanilmistir.

ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Metod Validasyon Calismalari

Tekrarlanabilirlik calismasi

Tekrarlanabilirlik i¢in toplam 3 analist tarafindan ZY ve AY numunelerinde ayn1 giin igerisinde
10 tekrarli caligma yapilmigtir. Yapilan analizler sonucunda elde edilen verilerden ortalama,
standart sapma (SD) ve rolatif standart sapma (RSD) degerleri hesaplanmistir (Tablo 4.1).
Tekrarlanabilirlik sartlari altinda hesaplanan RSD degerlerinin uygunlugu Tablo 4.8’de verilen
derisime bagl kesinlik degerleri ile karsilastirilmistir. Grup i¢i verilere Grubb testi uygulanmak
suretiyle analiz sonuglarinda aykirt degerlerin olup olmadig1 incelenmistir. Tekrarlanabilirlik
kosullar1 altinda elde edilen tim % RSD degerlerinin derisime bagli kesinlik degerleri
tablosunda verilen 2,7 (ZY i¢in) ve 3,7 (AY i¢in) degerinden kiiciik oldugu goriilmiistiir.

Tablo 4.1. Tekrarlanabilirlik kosullar1 altinda ZY ve AY numunelerinde SYA calismast

1. analist 2. analist 3. analist
Tekrar sayisi 7Y AY 7Y AY 7Y AY
1 1,096 0,152 1,115 0,154 1,105 0,157
2 1,126 0,162 1,082 0,154 1,117 0,155
3 1,118 0,160 1,097 0,155 1,105 0,157
4 1,063 0,154 1,087 0,162 1,078 0,158
5 1,112 0,162 1,073 0,154 1,059 0,165
6 1,090 0,157 1,072 0,160 1,105 0,158
7 1,098 0,163 1,069 0,163 1,105 0,154
8 1,120 0,162 1,069 0,164 1,094 0,164
9 1,082 0,158 1,087 0,155 1,084 0,158
10 1,114 0,153 1,071 0,162 1,087 0,165
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Ortalama 1,102 0,158 1,082 0,158 1,094 0,159
Standart sapma 0,020 0,004 0,015 0,004 0,017 0,004
RSD 0,018 0,026 0,014 0,027 0,016 0,026

% RSD 1,79 2,64 1,40 2,67 1,56 2,56
Grubb iist 1,215 1,198 2,180 1,420 1,348 1,476
Grubb alt 1,974 1,437 0,859 0,947 2,052 1,230
Grubb olciitii 2,29 2,29 2,29 2,29 2,29 2,29

Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun

Tekrar iiretilebilirlik calismasi

Tekrar iiretilebilirlik i¢in de yine 3 analist tarafindan ZY ve AY numunelerinde 5 farkli giinde
toplam 10 tekrarli caligma yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda elde edilen verilerden
ortalama, standart sapma (SD) ve rolatif standart sapma (RSD) degerleri hesaplanmistir (Tablo
42,43,4.4,4.5,4.6,4.7). Tekrar iiretilebilirlik sartlar1 altinda hesaplanan RSD degerlerinin
uygunlugu Tablo 4.8’de verilen derisime bagli kesinlik degerleri ile karsilagtirilmigtir. Grup igi
verilere Grubb testi uygulanmak suretiyle analiz sonuclarinda aykir1 degerlerin olup olmadigi
incelenmistir. Tekrar iretilebilirlik kosullar1 altinda elde edilen tim % RSD degerlerinin
derisime bagh kesinlik degerleri tablosunda verilen 2,7 (ZY igin) ve 3,7 (AY igin) degerinden
kiigiik oldugu goriilmiistiir.

Tablo 4.2. AY numunesinde tekrar iiretilebilirlik caligmasi (1. analist-2. analist)

Tekrar sayisi a b X a-b (a-b)/X ((a-b)/X)?

1 0,155 0,154 0,155 0,001 0,005 0,000

2 0,160 0,157 0,158 0,003 0,019 0,000

3 0,156 0,152 0,154 0,004 0,026 0,001

4 0,160 0,158 0,159 0,002 0,013 0,000

5 0,155 0,156 0,155 -0,001 -0,004 0,000

6 0,152 0,154 0,153 -0,002 -0,012 0,000

7 0,152 0,154 0,153 -0,002 -0,013 0,000

8 0,148 0,154 0,151 -0,006 -0,038 0,001

9 0,157 0,160 0,159 -0,003 -0,019 0,000

10 0,154 0,160 0,157 -0,006 -0,038 0,001

Toplam 0,005

RSD 0,015
%RSD 1,5
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Tablo 4.3. AY numunesinde tekrar iiretilebilirlik ¢aligmasi (1. analist-3. analist)

Tekrar sayisi a b X a-b (a-b)/X ((a-b)/X)*

1 0,155 0,153 0,154 0,002 0,011 0,000

2 0,160 0,165 0,162 -0,005 -0,031 0,001

3 0,156 0,153 0,155 0,002 0,016 0,000

4 0,160 0,154 0,157 0,006 0,035 0,001

5 0,155 0,162 0,159 -0,007 -0,044 0,002

6 0,152 0,159 0,156 -0,007 -0,043 0,002

7 0,152 0,157 0,155 -0,005 -0,032 0,001

8 0,148 0,155 0,152 -0,007 -0,044 0,002

9 0,157 0,158 0,158 -0,001 -0,006 0,000

10 0,154 0,148 0,151 0,006 0,038 0,001

Toplam 0,011

RSD 0,023

%RSD 2,3
Tablo 4.4. AY numunesinde tekrar iiretilebilirlik ¢aligmasi (2. analist-3. analist)

Tekrar sayisi a b X a-b (a-b)/X ((a-b)/X)?

1 0,154 0,153 0,154 0,001 0,005 0,000

2 0,157 0,165 0,161 -0,008 -0,050 0,002

3 0,152 0,153 0,153 -0,002 -0,010 0,000

4 0,158 0,154 0,156 0,004 0,023 0,001

5 0,156 0,162 0,159 -0,006 -0,040 0,002

6 0,154 0,159 0,157 -0,005 -0,031 0,001

7 0,154 0,157 0,156 -0,003 -0,019 0,000

8 0,154 0,155 0,155 -0,001 -0,006 0,000

9 0,160 0,158 0,159 0,002 0,013 0,000

10 0,160 0,148 0,154 0,012 0,076 0,006

Toplam 0,012

RSD 0,025

%RSD 2,5
Tablo 4.5. ZY numunesinde tekrar iiretilebilirlik ¢calismasi (1. analist-2. analist)

Tekrar sayisi a b X a-b (a-b)/X ((a-b)/X)?

1 1,095 1,082 1,088 0,013 0,012 0,000

2 1,091 1,110 1,101 -0,019 -0,017 0,000

3 1,107 1,096 1,102 0,011 0,010 0,000
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4 1,112 1,102 1,107 0,010 0,009 0,000

5 1,100 1,094 1,097 0,006 0,006 0,000

6 1,117 1,111 1,114 0,005 0,005 0,000

7 1,096 1,115 1,106 -0,019 -0,017 0,000

8 1,100 1,082 1,091 0,018 0,017 0,000

9 1,118 1,097 1,108 0,021 0,019 0,000

10 1,120 1,087 1,104 0,033 0,030 0,001

Toplam 0,003

RSD 0,011
%RSD 1,1

Tablo 4.6. ZY numunesinde tekrar iiretilebilirlik ¢calismasi (1. analist-3. analist)
Tekrar sayisi a b X a-b (a-b)/X ((a-b)/X)?

1 1,095 1,098 1,096 -0,003 -0,003 0,000

2 1,091 1,100 1,096 -0,009 -0,008 0,000

3 1,107 1,084 1,096 0,023 0,021 0,000

4 1,112 1,082 1,097 0,030 0,027 0,001

5 1,100 1,084 1,092 0,016 0,015 0,000

6 1,117 1,102 1,109 0,015 0,013 0,000

7 1,096 1,105 1,101 -0,009 -0,008 0,000

8 1,126 1,117 1,122 0,009 0,008 0,000

9 1,118 1,105 1,112 0,013 0,012 0,000

10 1,120 1,078 1,099 0,042 0,038 0,001

Toplam 0,003

RSD 0,013
%RSD 1,3

Tablo 4.7. ZY numunesinde tekra riiretilebilirlik ¢calismasi (2. analist-3. analist)
Tekrar sayisi a b X a-b (a-b)/X ((a-b)/X)?

1 1,082 1,098 1,090 -0,016 -0,015 0,000

2 1,110 1,100 1,105 0,010 0,009 0,000

3 1,096 1,084 1,090 0,012 0,011 0,000

4 1,102 1,082 1,092 0,020 0,018 0,000

5 1,094 1,084 1,089 0,010 0,009 0,000

6 1,111 1,102 1,107 0,009 0,009 0,000

7 1,115 1,105 1,110 0,010 0,009 0,000

8 1,082 1,117 1,099 -0,035 -0,032 0,001

9 1,097 1,105 1,101 -0,008 -0,007 0,000

10 1,087 1,078 1,083 0,009 0,008 0,000

Toplam 0,002

RSD 0,010
%RSD 1,0
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Tablo 4.8. Derisime bagl kesinlik degerleri (AOAC, 2016).

Analit (%) Birim % RSD
100 % 100 1.3
10 % 10 1.9
1 %1 2.7
0,01 % 0,1 3.7
0,001 100 ppm (mg/kg) 53
0,0001 10 ppm (mg/kg) 7.3
0,00001 1 ppm (mg/kg) 11
0,000001 100 ppb (ng/kg) 15
0,0000001 10 ppb (ng/kg) 21
0,00000001 1 ppb (ng/kg) 30

Dogruluk

Dogruluk ¢alismasinda akredite bir laboratuvardan temin edilen ZY numunesi kullanilmistir.
10 tekrarl olarak yapilan analizlerde elde edilen degerlerin ortalamasi, standart sapmasi ve
sistematik hatas1 hesaplanmistir (Tablo 4.9). Sertifika degeri ile gercek deger arasinda 6nemli
bir farkin olup olmadigi t testi yapilmak suretiyle kontrol edilmistir. t- testi tablosundan % 95
giiven araliginda ve n-1 serbestlik derecesindeki t kritik degeri 2.262 bulunmustur. Hesaplanan
t degeri, t kritik degerden kiigiik oldugu icin sonuglar arasinda 6nemli bir fark yoktur.

Tablo 4.9. Referans numune analiz sonuglari

Tekrar sayisi Sonug¢ (% SYA)
1 1,24
1,20
1,22
1,20
1,18
1,20
1,18
1,26
1,20
1,26
Gercek Deger 1,23
Bulunan Deger 1,21
Bagil hata 0,013
Standart Sapma 0,030
t degeri 1,693
t kritik 2,262

ORI N AW

5=
<
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Ol¢iim Belirsizliginin Hesaplanmasi

Uygulanan analiz metodunun belirsizlik bilesenleri asagidaki sekilde tanimlanmistir;
> Ornek tartimindan gelen belirsizlik

» Hacimden gelen belirsizlik

» Kesinlikten gelen belirsizlik

» Dogruluktan gelen belirsizlik

Tartimdan gelen belirsizlik
Calismalarda kullanilan hassas terazinin belirsizligi + 0,001 olarak verilmis. Standart belirsizlik
dikdortgen dagilimla 0,001/4/3 = 0,0006 olarak bulunmustur.
Hacimden gelen belirsizlik
» 5 mL’lik pipet icin sertifika degeri + 0.05 mL olarak verilmistir. Standart belirsizlik
dikdortgen dagilima gore 0,05/v/3 = 0,028 olarak bulunmustur.
» 2 mL’lik pipet i¢in sertifika degeri + 0.02 mL verilmistir. Standart belirsizlik dikdortgen
dagilima gore 0,02/4/3 = 0,011 olarak bulunmustur.

Hacimden gelen toplam belirsizlik;

Bilesen Deger Standart Bel. Rel. Std. Bel.
Pipet hacmi (5 ml) 5 0,028 0,0056
Pipet hacmi (2 ml) 2 0,011 0,0055
Toplam Hacim Belirsizligi 0,0078

Kesinlikten gelen belirsizlik

Kesinlikten gelen belirsizligin hesaplanmasi i¢in hem ZY’da hem de AY’da tekrarlanabilirlik
ve tekrar {iretilebilirlik caligmalarindan elde edilen RSD’ler asagidaki formiil kullanilarak
birlestirilmistir. RSDuiresik: 0,021 olarak hesaplanmustir.

__ |(RSD}xdf;)+(RSD3xdf;)+--+(RSDZxdf,)
RSDbir!e;ik - J dfy +dfy+-+df,
RSD: Rolatif standart sapma
df: Serbestlik derecesi (df=n-1, n: Tekrar sayist)
Dogruluktan gelen belirsizlik
Yapilan calismalarda dogruluk bagil hatasi 0,013 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.9).

Toplam belirsizligin hesaplanmasi
Tartim, hacim, kesinlik ve dogruluktan gelen belirsizlikler asagidaki formiil kullanilarak
birlestirilmis ve tpolam belirsizlik bulunmustur.

U: ‘j(U Tartim )2+(U hﬁcim)2+( U Kesinlik)z'l'( U Dogruluk)2
Utop: 0,026
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Genigsletilmis belirsizligin hesaplanmasi

Genisletilmis Belirsizlik, toplam belirsizligin (Uswp) k katsayist ile (%95 giiven araliginda k=
2) ¢arpilmastyla hesaplanmistir. Olgiim belirsizligi, bitkisel yaglarda SYA i¢in + 0,052 olarak
bulunmustur.

Usya=k x Ugtop)

Uisya) =2x 0,026

Uesya) =+ 0,052

SONUC

Yapilan bu ¢alismayla, bitkisel yaglarda TS EN ISO 660 standartina gére SYA analizi i¢in
metodun validasyonu basariyla gergeklestirilmistir. Validasyon c¢alismalarinda kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik) ve dogruluk parametreleri kullanilmistir. Ayrica
metodun lgiim belirsizligi de hesaplanmustir. Olgiim belirsizliginin hesaplanmasinda tartim,
hacim, kesinlik ve dogruluktan gelen belirsizlik bilesenleri kullanilmistir. Bitkisel yaglarda
SY A analizi i¢in genisletilmis 6l¢iim belirsizligi degeri = 0,052 olarak bulunmustur.
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