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Karboksimetil seliiloz (CMC), dogal seliilozun kimyasal modifikasyonu ile elde edilen
bir seliiloz tlirevidir. CMC, genellikle organik bir ortam i¢cinde monokloroasetat ya da bunun
sodyum tuzu ile bir alkali seliilozun reaksiyonu yoluyla hazirlanir. Karboksimetil seliiloz ya
da sodyum karboksimetil seliiloz gidalara genel olarak kivam arttirici olarak ilave edilen,
beyaz sarimsi renkte, lifli yapida, bir katki maddesidir. Gida sanayiinde genis kullanim yeri
bulmasina karsin, CMC’nin yogurt, ayran, v.b. bazi siit tirlinlerde kullanim1 yasaktir. Fakat
bazi TUreticiler tarafindan kivam artirmak amaciyla ozellikle yogurtta ve ayran da
kullanilmaktadir.

Yapilan bu ¢aligmada CMC igeren yogurt ve ayran lrlinleri iretildi. Bu iiriinlerden

once CMC’ nin izolasyon ¢aligmalar1 yapildi. CMC ve kazein proteinleri arasinda pH 6.70



civarinda etkilesimin olmasi1 6zelliginden faydalanilarak CuSOs ile ¢oktiirme yapildi.
CMC’nin Cu™ ile ¢oktiiriilmesi burada spesifik olaydir. Fenol ve H2SOa ile muamele
edilerek spektrofotometrede 490 nm’de maksimum absorbans elde edildi. Ayrica FI-TR
cihazi ile kor ve CMC ilaveli numunelerin spektrumlar1 da karsilastirildi. Kalitatif analiz i¢in
de LOQ seviyesinde pozitif ve negatif ¢alismalar yapildi. Saf olarak elde edilen CMC tespiti
icin spektrofotometrik yontem ile FTIR spektrofotometre kullanilarak bu metotlarin kalitatif
ve kantitatif validasyon ve Olgiim belirsizlikleri ¢alismalar1 yapildi. Kantitatif ¢alismada
spektrofotometre cihazi kullanildi ve LOD, LOQ, tekarlanabilirlik, tekrartiretilebilirlik, geri
alma, dogruluk ¢alismalar1 yapildi. Yogurt numunesi i¢in LOD degeri % 0.03 , LOQ degeri
ise % 0.10 olarak ve ayran numunesi i¢in LOD degeri % 0.03 , LOQ degeri % 0.11 olarak
tespit edildi. Yogurt numunesinde % 0.50 CMC igeren ¢alismada geri alma orani ortalama
% 99.72 £2.07 ve % 1.00 CMC igeren ¢alismada geri alma oran1 ortalama % 100.71 + 1.88
olarak bulundu. Ayran numunesinde % 0.50 CMC igeren galismada geri alma orani
ortalama % 99.05+2.11 ve % 1.00 CMC igeren ¢aligmada geri alma oran1 ortalama % 99.57
+0.94 olarak bulundu. %95 giiven araliginda (k=2) genisletilmis belirsizlik £+ Ux % 9.00
(0.09) olarak hesaplandi. Kalitatif galigmalarda hem spektrofotometre hem de FTIR
spektrofotometre cihazlarinda analiz yapildi. Hassasiyet, Dogruluk, Yanls Negatif Orani,
Ozgiilliik, Yanlis Pozitif Orani, LOD, Gézlenen ve Beklenen Sonuglarm Uyumu ve
Saglamlik parametreleri ¢alisildi. Ayran ve yogurt numuneleri i¢in; hassasiyet parametresi
%100 , dogruluk parametresi % 100 , yanlis negatif oranlar1 % 0, 6zgiilliik orant %100 ve
yanlig pozitif oran1 % 0 olarak bulunmustur. Tiim bu g¢aligmalar sonucunda elde edilen

veriler degerlendirilerek bilimsel bir metin haline getirilecektir.

Anahtar Kelimeler: CMC, CMC analiz, FT-IR yontemi, Kalitatif-Kantitatif VValidasyon,

Spektrofotometrik yontem



ABSTRACT
MS THESIS

DEVELOPMENT OF ANALYSIS METHODS AND METHOD VALIDATION FOR
THE QUALITATIVE AND QUANTITATIVE DETERMINATION OF
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Carboxymethyl cellulose (CMC) is a cellulose derivative obtained by chemical
modification of natural cellulose. CMC is generally prepared by reaction of an alkali
cellulose with monochloroacetate or its sodium salt in an organic medium.
Carboxymethylcellulose or sodium carboxymethyl cellulose is a white, yellowish, fibrous
structure additive which is generally added to foods as a thickener. Although it is widely
used in food industry, using CMC is prohibited in dairy products yoghurt, ayran etc.
However, CMC is used in order to increase the consistency in especially yoghurt and ayran
by some producers.

In this study, yoghurt and ayran products containing CMC were produced. First, cmc

isolation works was made from this products. Precipitation wasper formed with CuSO4 by

Vi



taking advantage of the interaction between CMC and casein proteins at pH 6.70.
Precipitation of CMC with Cu*™is a specific event. Phenol and H2SO4 were treated with
spectrophotometer to obtain maximum absorbance at 490 nm. In addition, the spectra of
blind and CMC supplemented samples were compared with FI-TR instrument. For
qualitative analysis, positive and negative studies were performed at LOQ level. Qualitative
and quantitative validation and measurement uncertainties of these methods were performed
using spectrophotometric method and FTIR spectrophotometer for CMC detection. In the
quantitative study, spectrophotometer device was used and LOD, LOQ, repeatability,
reproducibility, recovery and accuracy studies were performed. The LOD value for the
yogurt sample was 0.03%, the LOQ value was 0.10%, and the LOD value for the ayran
sample was 0.03%, the LOQ value was 0.11%. In the study containing 0.50% CMC in the
yogurt sample, the recovery rate was found to be an average of 99.72 + 2.07. In the study
containing 1.00 % CMC in the yogurt sample, the recovery rate was found to be an average
of 100.71 £ 1.88. In the study which contains 0.50% CMC in the ayran sample, the rate of
recovery was found to be 99.05% + 2.11 and in the study containing 1.00% CMC, the
average recovery rate was 99.57 £ 0.94%. Extended uncertainty in the 95% confidence
interval (k = 2) was calculated as + Ux 9.00% (0.09). In qualitative studies, analysis was
performed on both spectrophotometer and FTIR spectrophotometer devices. Sensitivity,
Accuracy, False Negative Rate, Specificity, False Positive Rate, LOD, Harmony of
Observed and Expected Results, and Strength parameters were studied. For ayran and yogurt
samples; sensitivity parameter 100%, accuracy parameter 100%, false negative rates 0%,

specificity rate 100%, and false positive rate 0%.

The data obtained as a result of all these studies will be evaluated and turned into a
scientific text.

Keywords: CMC detection, CMC analysis, FT-IR Method, Qualitative-Quantitative
Validation, Spectrophotometric method
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Yogurt diinyanin farkli iilkelerinde degisik sekillerde tanimlanir. TS 1330°a gore
yogurdun tanimi “Ekstra veya birinci sinif inek siitii (TS 1018), koyun siitii (TS 11044), keci
stitii (TS 11046), manda siitii (TS 11045) ve pastorize siit (TS 1019)’den birinin veya
birkaginin karisiminin gerektiginde siit tozu ilavesiyle (TS 1329) homojenize edilip veya
edilmeden Lactobacillus bulgaricus ve Streptococcus thermophilus etkisiyle laktik asit
fermantasyonuna yogurt yapim kurallaria (TS 10935) uygun olarak muameleye tutulmasi
sonucu elde edilen tirtindiir” (TS 1330, 1999).

En az 90 °C’de isitilip, mayalama derecesine sogutulmus siitiin, yogurt mayasi
katilarak laktik asit mayalanmasina tabi tutulmasiyla elde edilen 6zel kivamda bir siit iiriinii
olan yogurt, Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi'ne gore, Yogurt;
fermentasyonda spesifik olarak Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus’ un simbiyotik kiiltiirlerinin kullanildig1 fermente siit tirtintidiir. (TGK,
2009).

FAO/WHO nun tamimia gére “Istege bagl katkilar (siit tozu, yagl siit tozu, peynir
alt1 suyu tozu, vb.) kullanarak veya kullanmadan, siit ve siit iirlinlerinden (pastorize siit veya
konsantre siit) Lactobacillus bulgaricus ve Streptococcus thermophilus’un faaliyeti sonucu
meydana gelen laktik asit fermantasyonu ile elde edilen koagiile olmus siit iiriiniidiir” (Rasic
ve Kurman, 1978).

En yaygimn tiiketilen fermente siit iirlinii yogurttur. Tiiketiminin bu kadar yaygin
olmasmin nedeni, yogurdun sogukta muhafaza edildiginde 4—6 hafta gibi uzun siire
bozulmadan muhafaza edilmesi ve diisik pH degerinden dolay: igerisindeki patojen
mikroorganizmalarin  canliliklarini  muhafaza edememelerinin  yaninda, yogurdun
beslenmedeki énemidir. Ulkemizde son yillarda iiretilen yogurt miktari tahminen 1.5 milyon
ton civarindadir. Yogurt tiiketiminde gelismis iilkelerde yildan yila ciddi bir artig
goriilmektedir (Tekinsen, 2000).

Yogurdun ilk olarak ne zaman ve nerede yapildigina dair kesin bir bilgi olmamakla
birlikte tarihi ¢ok eski zamanlara dayanmaktadir. Baz1 kaynaklarda yogurdun ilk olarak
melekler tarafindan getirildigi yazsa da ¢ogunluk olarak Tiirkler tarafindan bulundugu kabul

edilmektedir (Rasic ve Kurman, 1978).



Son yiizyil igerisinde diger iilkelerde daha fazla tanman yogurdun tiiketimi hizla
artmaya baslamistir. Ozellikle bilimsel olarak bazi hastaliklar1 iyilestirdigi ve insan émriinii
uzattig1 aciklaninca yogurda olan ilgi artmis ve yogurt tiiketimi diinyada yayginlagsmaya
baslamistir. Gliniimiizde yogurt, ¢cesitli tat ve 6zellikte yapilan, diinyanin her yerinde taninan,
her iilkede tiikketimi hizla artan kiymetli bir yiyecek haline gelmistir (Yaygin, 1999).

Yogurt iilkemizde uzun yillardan beri sevilerek tiiketilmektedir. Buna ragmen kisi
basina yogurt tiiketim orani diger lilkelerle kiyaslandiginda ¢ok diisiiktiir. Tiirkiye’ de kisi
basina yogurt tiikketimi 20 kg/y1l iken bu deger Finlandiya’ da 40 kg/yil, Bulgaristan’da 35
kg/yil, Yunanistan’da 89 kg/y1l ve ABD’de 113 kg/yil’ dir (Demirci ve Simsek, 1997).

Onemli siit bilesenlerinin tiimiinii icermesinden ziyade, yogurdun besin degeri, bu
bilesenlerde yogurdun igerigindeki canli mikroorganizmalarin etkisiyle meydana gelen
dontigiimlerden kaynaklanmaktadir. Yogurtta bulunan L. Bbulgaricus ve S. thermophilus
bakterilerinin gerceklestirdigi laktik asit fermantasyonu sirasinda proteinler, karbonhidratlar
ve lipitler doniigiimlere ugrarlar ve organizmalar tarafindan kullanilabilir hale gelirler, yani
On sindirime tabi tutulurlar. Bu doniisiimler sindirilebilirliklerinin artmasini ve emilimlerinin
daha hizli olmasini saglar (Blanc, 1986). Normal bir siitiin bir saatte % 32’ si sindirilirken,
yogurtun 1 saatteki sindirilme orant %91 dir (Yoney, 1967).

Yogurttaki laktik asit yogurdun besleyicilik degeri yaninda, yogurda fizyolojik yonden
de avantajlar katmaktadir. Laktik asit, kalsiyum, fosfor ve demirin kullanimini
kolaylastirmaktadir (Rasic ve Kurman, 1978).

Ayran; yogurda su katilarak veya kuru maddesi ayarlanan siite Streptococcus
thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus’ un kiiltiirlerinin katilmasiyla
hazirlanan fermente siit tiriiniidiir (TGK, 2009).

Bazi iilkelerde ayranin igilebilir yogurt, sivi yogurt, yogurt igecegi gibi degisik sekilde
adlandirildig1 ve literatiirde de ayran yerine bu isimlerin kullanildig1 goriilebilmektedir
(Akin, 2006).

Sindiriminin kolaylig1 ve ferahlatic1 6zelliginden dolayr gerek sehirlerde, gerekse
kirsal kesimlerde oldukg¢a fazla tiiketilen ayranin iiretimi 6zellikle yaz aylarinda artmaktadir
(Glilmez ve Giiven, 2003; Koksoy ve Kilig, 2003).

Yaz aylarinda tiiketimi artmakta olan ayran, yogurt gibi beslenme degeri agisindan
yiiksek fermente bir siit iiriiniidiir (Ozer, 2006).

Gam terimi ilk olarak, yapigkan, zamkimsi, bitkilerden sizan dogal maddeler i¢in

kullanilmistir. Gamin teknik tanimi ise, kivam artirict ve/veya jellestirici etki vermek igin



suda dagilabilen veya ¢oziinebilen polimerik karbonhidratlar olarak kabul edilmektedir. Bu
tarz maddeler kolloidal yapida olduklarindan ve hidrofilik kolloid 6zellik gosterdiklerinden
“hidrokolloidler” olarak da adlandirilirlar (Glicksman, 1969). Gida endiistrisinde gamlar
yaygin olarak, jellestirmede, kivam artirmada, stabilize etmede ve siispansiyon olusturucu
ajanlar olarak kullanilmaktadirlar (Glicksman, 1980; Anderson ve Andon 1988; Ward vd.,
1993). Bu kadar yaygin kullanilma nedenleri arasinda, hidrokolloidlerin kaliteyi
tyilestirmeleri ve gelistirilen yeni teknolojilerin kullanilmasina ve bu teknolojilerdeki
iretim-islem ekipmanlarinin uygulanmasina olanak saglamalar1 gésterilmektedir (Davidson,
1980).

Uluslararas1 gida kodeksinin (CAC) yapmis oldugu gida katki maddeleri
siniflandirilmasinda, gam ad1 altinda bir sinif olusturulmamastir. Fakat s6z konusu maddeler
“jellestirme ajanlar1” ve “kalinlagtiricilar” olmak iizere yukarida belirtilen fonksiyonlari
dogrultusunda iki ana sinif altinda toplanmaktadirlar (Nussinovitch, 1997).

Genellikle suda ¢oziinebilir gamlar olarak bilinen hidrokolloidler degisik biyolojik
kaynaklardan elde edilen ve birtakim aritma islemlerine tabi tutulan ve esas olarak
¢oziinebilir liflerden meydana gelen polimerik karbonhidratlardir (Ward ve Andon, 1993).

Cizelge 1’ de ayrintili olarak suda ¢6zlinebilir gam tipleri verilmistir.

Tablo 1.1. Suda ¢ozilinebilen gam tipleri (Ward ve Andon, 1993)

Tip Kaynak
Regine gamlari

Gam arabik Acacia spp.
Karaya Sterculia spp.
Tragakant Astragalus spp.

Deniz yosunu ekstraktlar

Karragenan Chondrus, Eucheuma spp.
Agar Gracilaria, Gelidium spp.
Aljinat Laminaria, Macrocystis spp.




Tablo 1.1. (devami)

Tohum ekstraktlari

Guar Cyamopsistetragonolobus

Keg¢iboynuzu gami Ceratoniasiliqua

Mikrobiyel gamlar

Ksantan gam Xanthomonascompestris
Gellan gam Pseudomonasclodea
Bitki ekstraktlar

Pektinler Elma, turunggil kabuklari
Konjac unu Amorphophallus spp.

Modifiye gamlar

Seliiloz gam Sodyum karboksimetil seliiloz

Seliiloj jel Mikrokristalin seliiloz

Metil Seliiloz Metil seliiloz

HPMC Hidroksipropilmetil seliiloz
1.1.1. Gamlar

1.1.1.1. Karragenan

Karragenan ilk olarak kirmizi deniz yosunu olan ve Irlanda yosunu diye de bilinen
Chonduruscrispus’ dan ekstrakte edilmistir (Towle, 1973). En 6nemli 6zelliklerinden birisi,
Karragenanlarin su veya siit bazli gidalarda diisiik konsantrasyonlarda farkli ¢esitlerde jel
olusturabilmeleridir (Mabeau ve Fleurence,1993). Bu yiizden gida endiistrisinde jellestirici
ve baglayici, koyulastirici, stabilizor ajanlar olarak gorev yapmaktadirlar. Mandira tipi
iriinlerde karragenanin karakteristik etkisine, siit jellerinde, tart gibi pastalarin dolgu
malzemelerinde, donmus tatlilarda, pastorize ve sterilize edilmis siitlerde rastlanilmaktadir
(Stanley, 1987). Sekerleme tarzindaki iiriinlerde ise, seliiloz gami1 ve karragenanin birlikte
veya ikisinden birinin tek basina kullanimiyla ciddi oranda yagi azaltilarak iiriinler daha

diistik kalorili tiretilebilmektedir (1zzo vd., 1995).



1.1.1.2. Aljinat

Hidrofilik ve asidik yapida bir polisakkarit olan alijinik asit kahverengi deniz yosunu
sinifinin ¢esitli alt gruplarindan ekstrakte edilmekte olup, kahverengi deniz yosunlarinin
hiicre duvarlarinda kalsiyum, magnezyum, potasyum ve sodyumun ¢dziinmeyen tuzlari
formunda bulunmaktadir (Nishide vd., 1992). Aljinatlarin gidalar tizerine etkilerine ilisikin
bir ¢cok c¢alisma mevcuttur. (Cottrell ve Kovacs, 1980; Nussinovitch, 1993). Bu ¢alismalar
arasinda meyve yapisini iyilestirmeleri, patateslerin depolama siirelerinin uzatilmasi,
difiizyonla dondurulmus jellerin hazirlanmasi, et {irlinlerinde kullanilmas1 ve daha bir ¢ok
tiriinde kullanim1 yer almaktadir. Ayrica aljinatlar, dondurmalarda da yumusak bir doku elde

etmek, buz-kristal olusumunu geciktirmek amaciyla kullanilmaktadir (Boyle, 1959).

1.1.1.3. Agar

Agar, 1982 yilinda Gida Kimyasi Kodeksi-Ill (1981) tarafindan, kirmizi deniz
yosununun Rhodophycea simifindan elde edilen “kurutulmus hidrofilik poligalaktozit”
olarak tanimlanmistir. Elde edildigi deniz yosununun kaynagi ve liretim yontemine gore
agarlar, degisik tipik 6zellik gostermektedirler. Kolay kirilabilir bir yapidan ¢ok elastik bir
jel yapisina kadar genis Ozellik alanlart mevcuttur (Poppe, 1995; Carr vd., 1995).
Dayaniklig1 artiric1 ajan olarak meyveli pastalarin dolgu maddelerinde, pasta kremalarinda,

bezelerde ve benzer sekilde firincilik iiriinlerinde kullanilmaktadir (Glicksman, 1969).

1.1.1.4. Gam Arabik

Gam arabik, Leguminosea familyasindan olan akasya agaclarinin degisik ¢esitlerinden
elde edilen dogal bir s1zint1 olmasindan dolay1, Akasya gami olarak da adlandirilmaktadir
(Imeson, 1992). Yogun olarak unlu mamuller, sekerlemeler, mesrubat ve emiilsiyonlar,
aroma kapsiilleme ve bira gibi gidalarda kullanilmaktadir. Firinlama isleminden 6nce
pastalarin ya da biskiivilerin lizerine siiriilen ya da piiskiirtme seklinde uygulanan gam arabik
soliisyonlari, suyun buharlasmasindan sonra ¢ekici ve parlak bir tabaka olusturmaktadirlar
(Imeson, 1992). Sekerlemelerde yapismanin daha iyi saglanmasi, esnekligin diisiiriilmesi,
seker kristalizasyonunun 6nlenmesi amactyla, jelatin bazli sekerlemelere diisiik seviyelerde

gam arabik soliisyonlari ilave edilebilmektedir (Reidel, 1983 ve 1986; Imeson 1992).



1.1.1.5. Tragakant Gam

Bir diger re¢ine gami olan Tragakant gam; sekerleme ve kremalarda, suda ¢oziiniir
taraflarinin yiiksek olmasindan dolayi, etkili bir su baglayici ajan olarak gérev yapmaktadir.
Ayrica tragakant gam bir ¢ok hidrokolloid ile kiyaslandiginda asidik ¢ozeltilerde yiiksek
dayaniklilik o6zelligi gostermektedir. Dondurulmus tatlilarda %0.2-0.5 diizeyindeki
tragakant gam, buz kristallesmesinin artisin1 kontrol ederek, depolama ve tiikketim esnasinda
renk ve koku kaybini 6nlemektedir. Unlu mamullerin i¢ dolgu maddelerinde ise parlak,
berrak ve kremsi yapiy1 olusturmak igin bu gamin asit dayanikliligindan faydalanilmaktadir
(Imeson, 1992).

1.1.1.6. Karaya Gam

Karaya gamini tanimlamada Bixaceace familyasina ait Sterculiaurens cinsi agaglardan
elde edilen kurutulmus sizinti ifadesi kullanilmaktadir (Nussinovitch, 1997). Karaya
gaminin temel olarak kullanim alanlari; mayonez, soslar, siit tirtinleri, unlu mamuller ve et
tirinleridir (Imeson, 1992). Bu gamin birlestirici 6zelligi sayesinde belli dlgiilerde LBG’nin
yerini alabildigi saptanmistir. Unlu mamullerde kullanildiginda, bayatlamay1 azaltmakta ve
raf dmriini uzatmaktadir. Unlu mamullerde ¢ogunlukla karaya gami esasli kaplamalar ve
parlaticilar kullanilmaktadir. Karaya gami ayni zamanda, et partikiilleri arasinda daha
kuvvetli bir yapisma elde etmek, isleme ve depolama esnasinda suyu baglamak, iyi bir
dayaniklilik olusturmak ve daha diisiik kalorili et iirlinleri lretmek amaciyla da

kullanilmaktadir (Ryu vd., 1992).

1.1.1.7. Ke¢i Boynuzu Gami (LBG)

LBG@G, Ceratoniasilique adindaki ke¢i boynuzu agaci tohumlarinin rafine edilmis
endospermi olarak ifade edilmektedir (Rol, 1973). LBG bugday ununa eklendiginde, daha
uzun raf Omrii olan ve daha yumusak yapida, lezzetli bir iiriin eldesi saglanabilmektedir.
Ayrica bayatlama geciktirilmekte ve biskiivilerin, keklerin yiizeyine siiriilen yumurta orani

da azaltilabilmektedir (Herald, 1986).



1.1.1.8. Guar Gam

Guar gam bitki tohumlarinin 6giitiilmesi sonucu agiga cikan endospermden elde
edilmekte olup, gida ve endiistriyel saflikta olmak {izere iki sekilde satilmaktadir. Gida
safliginda olana guar gam, saf Ggiitiilmiis bir endosperm olmasina ragmen, endiistriyel
saflikta olan ise, baz1 kimyasal katkilar kullanilarak {iretilmektedir (Nussinovitch, 1997).
Guar gam, barbekii ve et soslarinda ve ¢esitli salata soslarinda faz ayrimi olusmasini
engellemek ve istenilen damak tadin1 yakalamak amaciyla kullanilmaktadir. Ayrica ketgap
ve ¢eshilerde viskoziteyi yiikseltmek ve sinerezi engellemek i¢in de kullanilir (Fox, 1992).
Unlu mamuller {iretiminde kuru karisimlarin hazirlanmasinda, en fazla %0.15 oraninda
LBG ve guar gam ilavesiyle, hem karistirma islemi hem de ortaya ¢ikan karisimin 6zellikleri
gelistirilmektedir. Kuru keke, pandispanyaya, biskiiviye ve pizza karisimlarina guar gam
eklendiginde, karistirma siiresi azalmakta, karisimin homojenitesi artmakta, depolama
sirasinda  triindeki nem kaybi daha az olmakta ve iriinlerin dondurulabilmeleri

saglanmaktadir (Cawley, 1964).

1.1.1.9. Ksantan Gam

Bir mikrobiyel fermantasyon gami olan ksantan gami, gida katkisi olarak kullanilmaya
baslandiktan sonra, diisiik konsantrasyonlarda depolama dayaniklilig1, su baglama kapasitesi
ve Uriine estetik bir gorlinlim kazandirmasi gibi 6zelliklerinden dolay1 gida sanayide bir¢ok
alanda kullanilmaktadir (Urlacher ve Dalbe, 1992). Ksantan gamin akis o6zelligi
(pseudoplastik), 6zellikle firincilik iirtinleri tiretiminde, yogurma ve sekil verme asamasinda
biiyiilk 6nem arz etmektedir. Bu sayede yogurma esnasindaki topaklagsma onlenmekte ve
hamurun homojenligi gelistirilmektedir. Ayrica iiriiniin hacmi artmakta ve pisirilen iiriinlerin

gozenek yapisi tek tip hale gelmektedir (Nussinovitch, 1997).

1.1.1.10. Gellan Gam

Ksantan gam gibi mikrobiyel gam olan gellan gam, baslica sekerleme, regel ve
jolelerde, su bazli jellerde, tart ve pudinglerde, evcil hayvanlarin gidalarinda, kek
kremalarinda, siit tiriinlerinde jel olusturucu ajan olarak kullanilmaktadir (Sanderson, 1990;

Chalupa vd., 1994; Nussinovitch, 1997). Firincilik iirinlerinde dolgu malzemesi olarak



kullanildig1 zaman daha diizgiin bir tekstiir olusmakta ve agizda daha iyi bir tat
birakmaktadir. Ayrica firincilik iriinlerinin depolama siirelerini, 1s1l stabilitelerini

yiikseltmekte ve nem kaybini diisiirmektedir (Anonymous, 1991).

1.1.1.11. Pektin

Nisasta ve seliiloz gibi yapisal diger bir karbonhidrat da pektindir. Turunggil
kabuklarindan ve elma posasindan ticari iiretimi yapilmaktadir (Christensen, 1986). Uretim
metoduna, kaynagina ve sonraki islemlere bagli olarak pektinin 6zellikleri ve kompozisyonu
degismektedir. Pektin, taze veya islenmis sebzelerde yapi, meyve suyu ve sarabin
durultulmasi, piirelerde ve meyve suyunda viskozite, recel ve marmelat iiretimlerinde jel
olusturucu ozelliginden dolay1 gida teknolojisinde 6nem tagimaktadir (Christensen,1986;

Costell vd., 1993; Coffin ve Fishman, 1994).

1.1.1.12. Karboksimetil seliiloz

Gida endiistrisinde yaygin bir seklide kullanilmakta olan, genellikle CMC olarak
adlandirilan sodyum karboksimetil seliilloz bir anyonik, polielektrolit seliiloz tiirevidir
(Greminger ve Krumel, 1980; Stelzer ve Klug, 1980; Zecher ve Van Coille, 1992).
Genellikle gidalara % 0.1-0.5 oranlarinda katilan CMC su baglama, nem tutma,
stabilizasyon, tekstiir ve goriiniis diizeltme gibi degisik etkiler saglamaktadir (Stelzer ve
Klug, 1980). Karboksimetil selilloz  seliiloz zincirini olusturan glukopiranoz
monomerlerinin hidroksil gruplarina, karboksimetil gruplarinin (-CH2-COOH) baglanmasi

sonucu meydana gelen bir seliiloz tiirevidir.

OH OH
+NNaOH
— 0 +mkH,cooH +nNd¢Nh:O
N N
CH,OH CH,ocH,cooNa

Sekil 1.1. Karboksimetil seluloz yapisi



Karboksimetil seliilloz molekiilleri diisiik konsantrasyon seviyelerinde, diiz bir yapiya
sahiptir. Fakat konsantrasyon arttik¢a molekiiller iist iiste gelerek sarmal bir yapi formu
olusturur ve sicakliga bagli olarak geri doniisiimlii jel haline gelir. Iyon giiciiniin artirilmasi
ve pH’1n disiiriilmesi viskoziteyi diisiirerek, polimerin daha sarmal bir yap1 hali almasini
saglar. Karboksimetilselilloz pH 5.0-10.0 araliginda epeyce kararlidir; fakat CMC’ nin
spesifik bir asit-stabil ¢esidi disinda, pH 5.0’ n altindaki asitlendirme viskoziteyi ve
kararlilig: diistirtir. Seliilozdan elde edilen karboksimetilseliilozun genelde kullanilan formu
sodyum (Na) tuzu seklindedir. Karboksilik asidin Na tuzu olan Na-CMC polielektrolittir
(Chowdhury ve Neale, 1963).

Karboksimetilseliilloz toz halinde ve krem rengidir. Sudaki ¢oziintirliigii kolaydir.
Organik c¢oziiciilerde ¢oziinmez. Agir metal tuzlarn ile tepkimeye sokuldugunda suda
coziinmeyen, seffaf, dayanikli ve organik maddelerden etkilenmeyen bir film olusturur. Yar
sentetik, suda ¢oziinebilir polimerdir. Yiiksek viskoz 6zelligine sahiptir. Biyolojik olarak
pargalanabilir 6zellige sahip olan CMC 1s1, radyasyon ve oksit ajanlar ile bozulabilmektedir.
Karboksimetilseliilloz izoelektirik nokta altinda negatif (-) 6zellik géstermektedir (Zorba,
2001).

Suda ¢ozlinmez 6zellikte olan glimiis, bakir, kursun gibi metal iyonlu CMC’ ye metalin
suda ¢oziinen bir formu ilave edilerek CMC ¢6zeltisi olusturulur. Karboksimetilseliilozdan
gida, ila¢ ve kozmetik uygulamalarinda kivam artirici, baglayici, emiilsifiye edici, koloidal
stispanse edici ajan ve stabilizor olarak faydalanilmaktadir. Sekerin kristalizasyonunu
engelleme ozelligine de sahiptir. Sabunlarda yilizey aktifligini artiran CMC liflerdeki kirleri
tasir ve emer. CMC’ nin teknik kalitesi tutkal tiretiminde kullanilir. Cok 1yi derecede film
olusturucu o6zellikleriyle, suda eriyebilen polimerdir. Kagit gibi diger seliiloz maddeler i¢in
CMC’nin kendisi de seliilozik yapida oldugundan ¢ok iyi bir yapistirict olma 6zelligine
sahiptir(Zorba, 2001).

Genellikle CMC olarak isimlendirilen ve selilloz tiirevi olan sodyum
karboksimetilseliiloz, anyonik polielektrolit o6zellikledir. Gida endiistrisinde genellikle
kullanilan formu sodyum tuzudur (Zorba, 2001). Karboksimetilseliiloz odun veya pamuk
kokenli seliilozun sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile muameleye tabi tutulmasindan elde edilen
alkali seliilloz monokloroasetik asitle tepkimeye sokulmaktadir. Bu reaksiyon sonucu olusan
tiriin notrallestirilir ve kurutulur. Siibstitiisyonun derecesi (SD) ¢ozelti 6zelliklerini ve

¢oOziiniirligl etkilemektedir. Gida safliginda karboksimetilseliilozun siibstitliisyon derecesi



(SD) 0.95 ile sinirli tutulmaktadir. Coziiniirliik i¢in siibstitiisyon derecesi 0.45 veya daha
yiiksek oranda olmalidir (Zorba, 2001).

Karboksimetilseliillozun DS 1-1.5 oldugu durumlarda ¢6zeltileri psodoplastik davranis
sergilerken diistik DS’ lerde tiksotropik davranis sergilemektedir (Alexander, 1999).

Karboksimetilseliiloz kolaylikla suda ¢6ziinmesi, istenilen reolojik 6zellikleri tagimasi
ve kolay sindirilebilirligi nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir.

Jelatin, kazein ve soya proteini gibi bazi gida proteinlerinin ¢odziinmesinde
karboksimetilseliiloz yardimci olmaktadir. CMC-protein kompleksi olusturarak ¢oziinme
islemi gerceklestirir ve viskozite artar. Pudingde serum ayrilmasini engellemek icin

kullanilmaktadir (Giiven ve Hayaloglu, 2001).

1.1.1.12.1. Karboksimetil Seliilloz Kullanim Alanlari

Karboksimetilseliiloz farkli 6zelliklerinden dolay ¢esitli kullanim alanlarina sahiptir.

Kozmetik: Kivamlastirici, kivam sabitleyici, koku stabilize edici, su baglayici, tabaka
olusturucu, jellestirici ve kopiik arttirict olarak kullanilir. Kullanildig: tirtinler arasinda dis
macunlari, sampuanlar, kremler, losyonlar ve jel halindeki iiriinler sayilabilir. Sabunlarda
yiizey aktifligi artiran CMC liflerdeki kirleri tasir ve absorplar.

Eczaciik: Yaglandirici olarak ugucu 0Ozellik gostermeyen g6z damlalarinin
igeriklerinde kullanilir; gozde kurumay1 6nler. Kivamlastirici, sabitleyici ve film olusturucu
ozellikleriyle kremlerde, losyonlarda ve merhemlerde kullanilir. Jel iirtinlerde jel olusturucu,
kivam artirici, kolloit dnleyici ve film olusturucu olarak kullanilir. Dayanikliliginin yiiksek
olmasi 6zelligi ile tablet haplarda baglayici olarak kullanilir. Su baglayarak hacim arttirma
ozelliginden dolayi ishal haplarinin igeriginde kullanilir. Suruplarda koyulastirma amaciyla
kullanilmaktadir. Stispansiyonlarda koyulastirma ve yap1 koruma isleviyle kullanilir.

Seramik: Seramikte ve camcilikta sirlama isleminde, desenlerin olusturulmasinda ve
kaplamacilikta sabitleyici, koyulastirici, yaglayici ve yapiy1 koruyucu olarak kullanilir.

Tekstil: Kumas iiretiminde baglayici olarak ve kivam koyulastirmada kullanilir.
Sentetik hasil maddesi olarak kullanilan CMC, nisastaya gore daha esnek fakat daha diisiik
mukavemetli hagil filmi meydana getirir ve pamuk/polyester karisimlarinin hasillanmasina
elveriglidir. Kumas boyalarinin kivamimi belirlemede, akiskanligini kontrol etmede ve

kolloit olusumunu 6nlemede kullanilir.
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Kagit Sanayi: Kagit ve kagit tiriinlerinde, hamura ilave edilerek, kagidin sertligini
arttirmak icin kullanilir. Kagit yiizeylerine ilave edilerek, tutucu, yaga direngli katman
olusturucu, gozenekli ve dalgali yapiyr kontrol edici olarak kullanilir. Renkli kagit
iiretiminde ise kullanilan boyalarin su igerigini sabit tutmada, kivamii ve akiskanligini
kontrol altina almaya yardimc1 olur.

Tiitiin: Tiitlin endiistrisinde, sigara ve puro tiitiiniin kagida yapismasini saglayici
olarak kullanilir.

Deterjan: Deterjanlarin  igeriklerine eklenerek kirleri ¢ozlip ¢amasirlardan
uzaklagtirmak ve beyaz yapinin korumasini saglamak i¢in kullanilir.

Teknik Uygulamalari: Karboksimetilselillozun teknik kalitesi tutkal iiretiminde
kullanilir. Film olusturmada miikemmel 6zellikleriyle, suda eriyebilen polimerdir. Seliilozik
yapisindan dolay1 kagit gibi diger seliiloz maddeler i¢in de iyi bir yapistirict olma 6zelligi
gostermektedir. Duvar kagidi yapistiricilarinda ve lateks yapistiricilarda koyulastirma ve su
tutma amaci ile kullanilir. Tek basina ya da diger polimerlerle birlikte iyi derecede duvar
kagidi tutkali olma Ozelligi gosterir. Suda ¢Oziliniirliigliniin kolay olmasidan dolay:
hazirlanmasi kolaydir, duvar kagidinin hemen yapismasi gerceklesir. Kuruma siiresinin uzun
olmas1 ayarlamalarin yapilmasina imkan verir. Iyi derece de su kaybimi kontrol etme
niteligine sahiptir. Baskicilikta su bazli miirekkeplerin koyulugunu ve akigkanligi ayarlamak
ve su koruyucu film olusturmak i¢in kullanilir.

Gida: Baglica kullanildigr gida {iriinleri; bira, pasta arast krema, diyet iriinleri,
sekerlemeler, bazi spesifik siit iirlinleri, dondurma, krem peynir, recel, marmelat, meyve
sulari, unlu gidalar, meyve turtast dolduruculari, pigmis f{irlinler ve pudinglerdir.
Kivamlastirici, baglayici, emiilsifiye edici, kolloidal siispanse edici ajan (salata sosunda) ve
stabilizor olarak kullanilmaktadir. Sekerin kristalizasyonunu onleme 6zelligi de dikkate
alimmalidir.

e Unlu mamullerde kivami attirmak, su kaybini azaltmak ve tekstiirii gelistirmek i¢in
kullanilir. Makarna ve benzeri liriinlerde kirilganlig1 indirgemek acisindan tercih edilir ve
unlu mamullerde kullanim oran1 ortalama %0.25-0.4 civarindadir.

e Tatlilarda kivam verici, seker kristallerinin olusumunu kontrol edici, yapiy:
gelistirici, topaklanmay1 onleyici olarak kullanilir. Karboksimetilseliiloz tatlilarda % 0.3-0.8
diizeyinde kullanilir, kokusuz ve tatsiz 6zellikte olmasi nedeniyle, tatlilarin kendilerine 6zgii

olan tadin1 degistirmez.
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e Protein miktar1 yiiksek gidalarda su baglayici, agiz tadini gelistirici ve kivami
muhafaza edici olarak kullanilir. Ayrica CMC kullanimi protein ayristirilmasinda uygulanan
yontemlerdendir. Peynir suyundan protein elde etmede CMC kullanilir.

e iceceklerde meyve dziitiiniin korunmasina fayda saglar, hizli kivam artirici, damak
tadin1 gelistirici ve protein ig¢erigini koruyucu olarak kullanilir.

e Donmus tatlilarda; buz kristallerinin olusumunu kontrol altina almak, yapiy1 ve
agizda hissedilen tad1 gelistirmek i¢in kullanilir.

e Kalorisi olmadigi i¢in diisiik kalorili iirtinlerde kivamlagtirici olarak tercih edilir.

e Suruplarda kivam artrict ve berraklastirict olarak kullanilir.

e Soslarda kivami koyulastirict ve yapigskan yapiyr meydana getiren madde olarak
kullanilir.

e Hayvan besinlerinde yaglayict madde, film olusturucu, su tutucu, et suyunu
koyulastirici ve tesktiiri koruyucu olarak kullanilir.

e Dondurma teknolojisinde % 0.15-0.27 oraninda kullanilan karboksimetil seliiloz,
yiikksek su tutma kapasitesi sayesinde iyi bir yapi olusturarak kristallesmeyi onler ve

dondurma karigiminin déviilme yetenegini gelistirir (URL 1 ve 2, 2019).

1.2. Spektrofotometre

Giiniimiizde gelistirilen spektrofotometreler 200-2500 nm dalga boylar1 arasinda
Olciim yapabilmektedir. Gelistirilen bu cihazlar ile hem ultraviyole (UV) hem goriiniir bolge
(GB) hem de infrarared (IR) bolgelerde dlglimler yapmak miimkiindiir. Yapilarma gore UV
spektrofotometreleri tek 1sin demetli ve gift 151n demetli spektrofotometreler olmak iizere iki

gruba ayrilir.

» Tek Isin Yollu Spektrofotometreler

Basit bir spektrofotometrede kaynaktan gelen 1s1k, bir mercek yardimi ile toplanarak
monokromatore gonderilir ve dalga boyu se¢ciminden sonra bir araliktan ilerletilerek 6rnek
tizerine disiiriiliir. Uygun bir dedektorle 6rnegin 15181 emdigi miktar Slgiiliir, bu sinyal
elektronik olarak ¢ogaltilir ve bir galvanometrede okunur. Bu bilesenlerin hepsinin ayni 151k
yoluna yerlestirildigi bu tarz bir spektrofotometreye tek 1sin yollu spektrofotometresini

verilir. Boyle spektrofotometrelerde tek bir 1sin demeti kullanilir. Sifirlama ve 6l¢iim
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islemleri ayr1 ayr1 yapilir. Bu tip cihazlar basit ve ucuz olmalarinin yaninda hassas dl¢iim
yapabilmelerinden dolayi da tercih sebebidirler. Kantitatif analizlerde kullanmak agisindan

oldukc¢a uygun cihazlardir.

KAYDEDICI

ISIK KAYNAGI |—— MONOKROMATOR ORNEK DEDEKTOR

Sekil 1.2. Tek 151k yollu spektrofotometrenin sematik gosterimi

» Cift Isin Yollu Spektrofotometreler

“Sifir” ve 6zellikle “yiiz” ayarlarinin her dalga boyunda yapilmasi olduk¢a zaman alici
bir islemdir. Spektrofotometrede, monokromatdrden gelen 15181n esit siddette iki demete
ayrilarak birinin 6rnege, digerinin ise sadece ¢oziicliniin bulundugu kaba gonderilmesi ile bu
isleme gerek kalmaz. Boylece ornekteki gecirgenlik degeri siirekli olarak ¢oziiciiniin
gecirgenlik degeri ile karsilastirilmis olur. Ikiye béliinen 151k, iki farkli dedektorle tespit
edilir ve dedektorlerde olusan sinyallerin oran1 6l¢iiliir. Bu sekilde calisan cihazlara ¢ift 151n
yollu spektrofotometreler denir. Burada iki dedektoriin birbiri ile tam uyum ig¢inde olmasi,
yani ayni siddetteki 151k ile esit sinyali vermesi gerekir. Cift 151in yollu spektrofotometreler,
tek 1s1n yollu olanlara gore hem optik hem de elektronik agidan daha karmasiktir. Cift 151n
demetli cihazlarin en 6nemli avantaji zaman kazandirmalar1 ve voltaj degisikliklerinden

etkilenmemeleridir. Tek 151n demetli cihazlara gore hassasiyetleri daha diistiktiir.

¢OZOCh KAYDEDIC!

ISIK KAYNAGI MONOKROMATOR —/#—{ ORNEK DEDEKTOR

Sekil 1.3. Cift 151n yollu spektrofotometrenin sematik yapisi
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1.2.1. Spektrofotometrelerin Caliyma Prensibi

Spektrofotometrelerin temel calisma mantigl, hazirlanan ¢ozeltiden belirli dalga
boyunda 1s1k gecirilmesi ve bu 1sinin ne kadarinin ¢dzelti tarafindan absorblandiginin
hesaplanmasi esasina dayanir. Cozelti tarafindan tutulan 151n miktar1 ¢ézeltinin igerisindeki
madde miktar1 ile dogru orantili olarak artar. Cozelti igerisinde bulunan biitiin maddeler,
1sinin bir dalga boyunu absorblarken digerlerini yansitir veya gegirir. Maddenin belli bir
dalga boyundaki bir 1s1m1 tutmasi, onun diger fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (yogunluk,

erime, kaynama noktasi, donma noktasi vb.) gibi sabit bir 6zelligidir. (MEB., 2012)

1.2.2. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FTIR) Spektroskopisi

Kizilotesi  (IR)  spektroskopisi, organik  veya  inorganik  bilesiklerin
karakterizasyonunda kullanilan bir cihazdir (Ono vd., 2011). IR spektrumu, maddeyi
olusturan atomlar arasindaki baglarin titresiminden kaynaklanan frekanslarina karsilik gelen
absorbsiyon pikleri ile 6rnegin parmak izini ortaya koymaktadir (Lin ve Wang, 2011).
Maddelerin spektrumlart kendine 6zgiidiir. Optik izomerler bu durumun tek istisnasidir.
Organik madde spektrumlarinin 6zellikle de 2000 cm-1 den sonra gelen kismi daha
detaylidir. Bu bolge parmak 1zi bolgesi olarak adlandirilir ve spektrumu iki misli genisleterek
alinir. Bu sekilde madde hakkinda daha detayl bilgiler elde edilmektedir (Gilindiiz, 2001).

FTIR spektroskopisi yalnizca mikrobiyel hiicrelerin tanimlanmasinda (fenotip, tiir, alt-
tiir, patojenite, diren¢ vb.) degil ayni zamanda makromolekiillerin yapisal analizinde
(dogallik, miktar ve molekiiler baglarin konformasyonu) de kullanilmaktadir (Essendoubi
vd., 2007). Genis spektrum alinabildigi i¢in uygulama alanlari (gida, tarim, tip, biyomedikal
uygulamalar, kimya) genistir (Kane vd., 2008).

Gida sanayiinde nicel bir kontrol yontemi olan fourier transform infrared (FTIR)
spektroskopisi onemli bir potansiyele sahiptir ve bir¢cok gidada kimlik dogrulama ve tagsis
problemlerini ¢ozmede basariyla kullanilmaktadir (Papadopoulou vd., 2011; Reis vd.,
2013).

Proteinlerin yap1 tas1 olan amino asitleri, kofaktor, redoks reaksiyonu, reaksiyona
katilan enzimlerin olusumu ve baglarun yapisinda meydana gelen degisikliklerin

incelenmesinde kullanilan bir tekniktir (Iwaki vd., 2005).
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FTIR teknigi gidalardaki bozulmalarin belirlenmesinde, patojen mikroorganizmalarin
tespiti ve stres sartlar1 altinda bakterilerin yapisal degismelerinin c¢aligilmas1 gibi
kompozisyon analizinde ve gida kalite kontroliinde kullanilmaktadir. Hiicre bilesenlerinin,
yag asitleri, membran ve intraseliiler proteinler, polisakkaritler ve niikleik asitler gibi,
spektral karakterlerini incelemede bu teknik kullanilir (Dziuba vd., 2005).

DNA’nin yapisinin belirlenmesi gesitli alanlarda 6zellikle biyolojik bilimlerde biiyiik
Oonem tagimaktadir. Gen terapisi ve genetik miithendisligi caligmalarinda ortamin elektriksel
yapisinin degistirilmesinin DNA aktarimlarinin gerceklesmesinde 6nemli bir rol tistlendigi
belirlenmistir. Bu tarz elektriksel yiikleri farkli olan ortamlarda DNA’da olusan sekil
farkliliklarinin tespitinde FTIR teknigi pratik bir yontem olarak kullanilmaktadir (Abu-Teir
vd., 2008).

Bakteri 6rneklerinin siiflandirilmasinda ve tanimlanmasinda FTIR spektroskopisi ile
bilgisayar tabanli teknik kullanilmigtir. On dort tiir i¢in referans spektrumu igeren veri tabant
yapilarak, Staphylococcus, Streptococcus, Clostridium, Legionella ve Escherichia coli’ nin
secilmis suslar1 tanimlanmistir (Helm vd., 1991).

Infrared yontem plastikler icin genis kullanim alanina sahip olan en uygun
spektroskopik yontemdir. Yontemde meydana gelen yeni gelismeler uygulanabilirligi daha
da arttirmistir. Giiniimiizde IR olmaksizin kompleks plastik formulasyonlarinin ve
malzemelerin analizlerini yapmak ¢ok giigtiir. Infrared tekniginde, molekiiliin yapisindaki
kimyasal baglarin titreme, biikiilme, egilme, sallanma gibi fonksiyonlari i¢in ihtiya¢ duyulan
enerji infrared 1sinlarin elektro manyetik enerjisinden absorplanir. Bu absorpsiyonlardan
saglanan IR spektrumlari, molekiil i¢indeki fonksiyonel gruplari ortaya koyar. Olgiilen
absorbanslar pikler ile gosterilir. Cogunlukla infrared spektrumlar dalga numarasi ile ifade
edilir. Burada olgililen absorbans, yogunluga ve numune kalinligina dogrudan baghdir.
Kimyasal baglar C-H, C-C gibi esit miktarda esit seviyede enerji adsorplamaz. Yapilarina
gore pikler kuvvetli, orta ve zayif , sekillerine gore genis, orta ve dar olarak tanimlanir.
Piklerin bulundugu yere, yapilarina ve sekillerine gore IR sepktrumlari incelenerek
numunelerde malzeme cinsi tayin edilir. Pik boyu ve pik alani dlgiilerek standartlar ile

karsilastirilip miktar tayini de yapilabilir (Sirimoglu vd., 2001).
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1.3. Metot Validasyonu ve Verifikasyonu

Laboratuvarda yeni bir metot ilk defa kullanilacaginda, yeni bir metot gelistirildiginde,
kullanilan metotta degisiklik yapilarak modifiye edildiginde, gecerli kilinmis bir metot bagka
bir laboratuvarda calisilacaginda, kalite kontrol ¢aligmalarinda metodun zamanla degistigi
goriildiigiinde, farkli bir cihazla veya farkli bir analizci tarafindan kullanildiginda, iki
metodun esitliginin kiyaslanmasi gerektigi durumlarda validasyon yapilir (Akdag, 2011).

Metot validasyonu, ulusal/uluslararas1 kabul gérmiis standartlara gore, bir metodun
veya Ol¢lim prosediiriiniin belirlenen amaglara uygunlugunu ve performansini yazili olarak
ortaya koymak i¢in yapilan test ve dlgme islemleridir. Kantitatif analizlerde laboratuvar
tarafindan yeni bir metot gelistirildiginde asagidaki validasyon parametreleri uygulanir
(GTHB, 2018):

» Secicilik / Spesifiklik
» Tespit Limiti
> Olgiim Limiti
> Olgiim Aralig/Dogrusallik
» Dogruluk
e Kesinlik
- Tekrarlanabilirlik
- Tekrar Uretilebilirlik
o Gergeklik (Trueness)
- Bias
- Geri Kazanim
» Saglamlik

Verifikasyon: Kantitatif analizlerde valide edilmis ulusal veya uluslararasi bir
metodun laboratuvarda uygulanabilirliginin goriilmesi amaciyla asagidaki parametreler
uygulanir (GTHB, 2018):

» Tespit Limiti
> Olgiim Limiti
> Olgiim Araligi/Dogrusallik
» Dogruluk
o Kesinlik

- Tekrarlanabilirlik
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- Tekrar Uretilebilirlik
o Gergeklik (Trueness)
- Bias

- QGeri Kazanim

1.3.1. Segcicilik

Analitik secicilik “bir metodun, karisimlar veya matriksler igindeki belirli analitleri
tanimlamak {izere, benzer oOzellik gosteren diger bilesenlerin girisimleri olmaksizin
kullanilabilme derecesini ifade eder (IUPAC, 2001).

Bir metodun segiciligi (numunelerde bulunmasi muhtemel) girisime sebep olan belirli
materyallerin kasitli olarak olarak ilave edildigi numunelerdeki hedef analitin dl¢iilebilme
kabiliyetinin ¢alisilmasiyla incelenir. Girisim olup olmadiginin net olmadigi durumlarda,
aranilan analiti Olcebilme yeteneginin farkli bagimsiz metotlarla karsilagtirilmasiyla

metodun seciciligi incelenebilir (Magnusson ve Ornemark, 2014).

1.3.2. Tespit Limiti (LOD) ve Ol¢iim Limiti (LOQ)

Tespit limiti analitin, analiz protokolii uygulanarak kabul edilebilir bir kesinlikte tespiti
yapilabilen en diisiik konsantrasyon seviyesidir. Ol¢iim limiti ise analitin, kabul edilebilir
gerceklik ve tekrarlanabilirlik kesinliginde giivenilir bir sekilde dl¢limiiniin yapilabildigi, en
diisiik miktaridir. LOD ve LOQ belirlenmesinde degisik yontemler mevcuttur. Bu
yontemlerden biri metodun niteliklerine gore tercih edilir. Tekrarlanabilirlik kosullarinda en
az 10 bagimsiz analiz ¢aligmasi yapilir. Yapilan ¢aligmalarin ortalamasi ve standart sapmasi

bulunur ve asagidaki yontemlerden biri ile tayin/tespit limitleri hesaplanir (GTHB, 2018).

> Birinci Yontem:

LOD=3xs)o (1.1)
LOQ =10x s (1.2)

so= LOD, LOQ hesabinda kullanilan diizeltilmis standart sapma
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» lkinci Yontem:

Kabul edilebilir en diisiik seviyede ilave edilmis kor 6rnek ile en az 10 bagimsiz analiz
yapilir ve standart belirlenir. Kér 6rnekte analit yok ise direk olarak standart sapma LOD

degeri icin 3 ile, LOQ degerin igin ise 10’la garpilarak hesaplanir (GTHB, 2018).

LOD =3 X S + Xisr (1.3)
LOQ =10 X So+ Xort (1.4)

Xxir : KOr ornek analizlerinin ortalamasi

So  : Kor ornek analizlerinin standart sapmasi

> Uciincii Yontem:

Kalibrasyon egrisinin ¢izdirildigi cihazlar i¢in linearite ¢alismasindan elde edilen
sonuc¢lardan LOD ve LOQ degerleri hesaplanabilir. Bu yontemde ilk olarak rezidiiel standart
sapma (sres) hesaplanir; kor numunenin bulunamadigr durumlarda LOD hesab1 bu yolla

yapilabilir.

YT i—Yest)
n—2

Sres = (1.5)

Yi : Ilgili konsantrasyona kars1 bulunan deger
Yest : Ilgili konsantrasyona karsi lineer regresyon formiilii kullanilarak elde edilen deger

n : Konsantrasyon sayisi

Hesaplanan rezidiiel standart sapma ve regresyon analizi sonucu elde edilen egim

degeri (b) kullanilarak LOD ve LOQ tespit edilir. Bulunan LOD cihaz LOD’udur.

LOD =3 x ST (1.6)
LOQ =10 x ST (1.7)

b : regresyon analizi sonucu elde edilen egim degeri (y= a+bx)
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> Dordiincii Yontem:

Sinyal (S) ve giiriiltii (N) oran1 (S/N) kullanilarak hesaplama yapilabilir. Ornekte S/N
oraninin 3 oldugu seviye tespit limiti, S/N oraninin 10 oldugu seviye tayin limiti olarak kabul
edilebilir. Bu yontem genellikle “base line noise” gosteren kromotografik metotlar igin
uygulanabilir. LOD ve LOQ bu yontem ile hesaplandiginda 6l¢iim limitinin dogrulanmasi
gerekir. Dogrulama igin kor 6rnek, hesaplanan LOD ve LOQ seviyesinde tekrarlanabilirlik
kosullarinda galisilir. Kirletilmis kor numunelerin ortalama yanitt maksimum kor degerinden

fazla ise tespit limiti dogrulanmis sayilir (GTHB, 2018).

1.3.3. Ol¢iim Arahgy/Dogrusallik

Dogrusallik calismasit metodun uygulama araliginin tespit edilmesi i¢in yapilir.
Olgiilen analitin miktar1 ve dedektdr cevabmin kalibrasyon egrisinde dogru orantili olarak
goriildiigi aralik 6l¢ctim araligidir. Metot validasyon/verifikasyon ¢alismalarinda ¢alisilmasi
planlanan analit konsantrasyonlar1 6l¢iim araliginda kalacak sekilde hazirlanir. Metoda ve
calisilan matrikse gore belirli sayida 6l¢iim noktasi ile standart egri belirlenir. Standart egri,
icinde miktar1 bilinen referans materyal ile veya kor numune igerisine ilave edilmis analitin
bilinen konsantrasyonu ile olusturulur. Her bir 6l¢iim noktasinda en az iki 6l¢lim yapilir.
Eurachem rehberinde en az 6 noktada, birde kor eklenerek ve her bir noktada tekrar sayisi 3
olarak, ISO 11095°de en az 3 farkli seviyede referans 6rnek ve tekrar sayisi ise en az 2 olarak
belirtilmistir. Her bir nokta i¢in bagimsiz diliisyonlar hazirlanmali ana soliisyondan
seyreltme yapilmamalidir. Analizi yapilan numune matriksinin yapisinin farkliligina gore
kalibrasyon egrisinin de degisebilecegi goz ard1 edilmemelidir. Elde edilen yanita karsilik
cizilen egride maksimum ve minimum limitler belirlenmelidir. Kalibrasyon egrisindeki en
alt nokta kullanilacak analiz metodunun tayin limiti olmalidir.

Sonuglar grafige gegirilir ve “linear regresyon formiilii” ile “korelasyon katsayis1”
belirtilir. Bu sekilde ¢alisma araliginin dogrusalligi kontrol edilir. Korelasyon katsayis1 >
0,99 olmalidir. Eger korelasyon linear (dogrusal) degil ise ve problem analitik olarak
¢Oziimlenemiyorsa 1ilgili egrideki parametreler, en kiiciik kare metodu kullanilarak

belirlenmelidir (Yilmaz, 2013).
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1.3.4. Dogruluk

Dogruluk, elde edilen 6l¢iim sonucunun ger¢ek degere yakinliginin ifadesidir. Kesinlik

ve gergeklik olmak iizere dogrulugun iki bileseni vardir.

1.3.4.1. Kesinlik

Kesinlik ol¢ciim sonuglarinin birbirine olan yakinlhigini ifade eder ve sonuglarin
ortalama deger etrafindaki dagilimini gosterir (GTHB, 2018).

Kesinlik rastgele hatalarin dagilimini gostermektedir. Kesinlik 6l¢iimiinii etkileyen
faktorler; zaman (zaman aralifinin kisa veya uzun olmasi), kalibrasyon (ayn1 ekipmanda
dahi ol¢iimler arasinda kalibrasyonun yeniden yapilip yapilmadigi), operatér (ayni veya
farkli operatorler) ve ekipman (Ol¢iimlerde ayni veya degisik ekipmanlarin kullanilip
kullanilmadigl) olup bu faktorlerdeki degisimlere gore kesinlik de degismektedir.
Tekrarlanabilirlik ve tekrar tliretilebilirlik olarak iki kesinlik 6l¢iimii bulunmaktadir (Y1lmaz,

2013).

1.3.4.1.1. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, ayn1 analistin, ayn1 cihaz ile kisa zaman araliginda yaptig1 ve elde
edilen sonuglar arasinda en kiigiik varyasyonun bulunmasi beklenen 6l¢iim sonuglarinin
dagiliminin 6lgiistidiir (Magnusson ve Ornemark, 2014).

Bagimsiz degiskenlerin kendi aralarindaki etkilesimlerinin incelenmesinde ve bu
etkilesimlerin bagimli degiskene olan etkilerini analiz etmede ANOVA kullanilir. Bagimsiz
degiskende grup sayisi ¢cok ise ANOVA kullanilir. ANOVA ile “f” istatistigine bakilir.
Hesaplanan “f” degeri “f” 6l¢iit degerinden kiigiik ise gruplar arasinda 6nemli bir fark yoktur
seklinde yorum yapilir (Tonya, 2011).

Tekrarlanabilirlik “r” harfi ile ifade edilir ve tekrarlanabilirlik sartlarinda elde edilen
kesinliktir. Tekrarlanabilirlik kosullari tanimi ISO 5725-1 ‘de ayni1 metot ile ayn1 6rneklerde
ayni laboratuvarda, ayni ekipman ve ayn1 operatdr tarafindan kisa zaman araliginda yapilan
bagimsiz test ¢aligmalar1 olarak ge¢mektedir. Kosullarin yakinhigindan dolayr beklenen

kesinlikte kii¢iik olmaktadir (Y1lmaz, 2013).

20



SD= Zi=1(xi - Xort)? (18)

n-—1

SD: Standart sapma
Xi: analiz sonucu
Xort: analiz sonuglarinin ortalamasi

n: analiz sayis1

%RSD=-2x100 ;  RSD,=-2 (1.9)

Xort Xort

RSDy : Tekrarlanabilirlik

1.3.4.1.2. Tekrar Uretilebilirlik

Tekrar tiretilebilirlik gecerli kilma ¢alismalarinda ayni metot ile ¢alisan laboratuvarlar
aras1 varyasyonun Ol¢iidiir. Ayrica, laboratuvarlar arasinda ayni niceligin analiz edildigi
ancak farkli metotlarla ¢alisildig1 durumlardaki varyasyonu da ifade edebilir (JCGM, 2012).

Laboratuvar i¢i tekrar iretilebilirlik ise, bir metodun ayni laboratuvarda ayni/farkli
cthazlarla, ayr analizciler tarafindan, uzun zaman araliginda, ayn1 6rneklerde yaptigi analiz
sonuglarinin birbirine yakinliginin ifadesidir ve ayni1 zamanda ara kesinlik olarak tanimlanir

(GTHB, 2018). Kesinlik ifade tiirleri tablo 1.1” de verilmistir.

% RSDr = (1.10)

Xi: Birinci tekrar sonucu
yi: Ikinci tekrar sonucu
Xort: Paralel analiz sonuglarinin ortalamasi

n: Paralel say1s1
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Tablo 1.2. Kesinlik ifade tiirleri (TURKAK, 2019)

Cahisma Tiirii Olciim Kosullar
Cihaz,
laboratuvar Kalibrasyon
Numune Analist  imkanlar, 272" Egrisi Laboratuvar
Arah@
ortam (uygunsa)
sartlari
Tekrarlanabilirlik
(1, st, RSDY, %CVr) Ayni Ayni Ayni Kisa Aynm Ayni
Ara kesinlik
(Ri, si, RSDi, %CVi) Aym Ayni/farkli  Ayni/farkli Uzun Farkli Aym
Tekrariiretilebilirlik*
(R, sR, RSDR, Ayn Farkli Farkli Uzun Farkli Farkli

%CVR)
*Tekrartiretilebilirlik birden fazla laboratuvarin katilimiyla yapilan galismalar i¢indir.

1.3.4.2. Gergeklik

Sistematik hata (bias) hesabi yapilarak gerceklik bulunur. Sistematik hata 6l¢iim
yapilan metodunun gercek sonucu verme yetenegini ortaya koyar. Sistematik hatanin
bulunabilmesi i¢in dogru olarak kabul edilen referans ( gergek) deger bilinmelidir (Y1lmaz,
2013).

Calisilan malzemeye gore gerceklik degisik sekillerde isimlendirilebilmektedir.
Gergeklik referans materyal kullanilarak c¢alisildiginda “bias™; standart madde ile
calisildiginda “geri kazanim” olarak isimlendirilmektedir. Biasin yok edilmesi veya 6nemsiz
diizeylere indirilmesi en énemli amagtir (TURKAK R20.02, 2015).

Gergeklik parametresi;

a) Sertifikali referans madde kullanma,

b) Bilinen konsantrasyonda kirletilmis kor 6rnekle analizler yapma,

) Referans bir metotla, gecerli kilinacak analiz sonuglarini karsilastirma,
d) Yeterlilik testlerine katilim,

gibi yollardan herhangi biri kullanilarak tespit edilebilir (GTHB, 2018).

1.3.5. Saglamhk
Analitik bir yontemin saglamligi, metot i¢indeki gesitli parametrelerinde uygulanan

kiiclik ancak planli degisikliklerden etkilenmeden kalma diizeyinin Ol¢iisiidiir. Saglamlik

metodun normal kullanim zamanindaki giivenilebilirliginin bir gostergesidir (ICH, 2005).
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Bir protokoliin saglamligi, laboratuvarda gelistirilmis yontemler, bilimsel bir yayindan
alimmig metotlar ve standardizasyon kuruluslarinin yayinladigr kapsamin disinda kalan
metotlar i¢in ¢alisilmalidir (Magnusson ve Ornemark, 2014).

Saglamlik caligmalarinin yapilabilmesi i¢in analize etki eden faktdrleri tespit etmek
gerekir. Bu faktorler;

e Ornek kompozisyonu,

e Ornek miktar,

e Uretim tarihi farkli kimyasallar,
e Kimyasallarin saflik diizeyi,
e pH,

e Ekstraksiyon siiresi,

e (alkalama siiresi,

e Sicaklik,

e Basing,

e Akis hizi,

e Kolon sicakligr vb olabilir.

Faktorler belirlendikten sonra, her bir faktor lizerinde belirli degisiklikler yapilir.

Yapilan degisiklige kars1 sonuca onemli Olgiide etki eden faktorler tespit edilir ve bu

faktorler metot prosediiriinde agik bir sekilde ifade edilir (GTHB, 2018).

1.4. Ol¢iim Belirsizligi

Olgiim belirsizligi, dl¢iim sonucu ile beraber verilen, dlgiilen biiyiikliige karsilik
gelebilecek degerlerin dagilimimi gdsteren ve Ol¢clim sonucunun kalitesini belirleyen
parametredir. A-tipi ve B-tipi olmak {izere 2 tip 6l¢lim belirsizligi vardir:

e A Tipi: Olgiim sonucu elde edilen verilerin istatistiksel agidan hesaplanabildigi
belirsizliklerdir.

e B Tipi: Kalibrasyon sertifikalari, referans materyallerin sertifikalar1 gibi 6nceden
elde edilmis 6l¢lim sonuglarinin kullanildig: belirsizliklerdir.

Belirsizlik bilesenlerinin hepsinin birlestirilmis belirsizlige katkis1 ayn1 seviyede

degildir. Ol¢iim belirsizligine katki saglayan bilesenler en biiyiik dl¢iim belirsizligi bilesenin
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1/3 den kiiciik ve bu bilesenlerin sayisi ¢ok fazla degilse bunlarin Slgiim belirsizligi
hesaplamalarda ihmal edilebilir (TURKAK R20.02, 2015).

Belirsizlik olusturabilecek laboratuvar islemlerinin belirsizlik genisliklerinin
hesaplanmas1 gerekir. Ancak toplam belirsizligin hesaplanmasinda dikkat edilmesi gereken
belirsizlik bilesenlerinin belirlenmesi, 6nemli olmayanlarin gz ardi edilmesi gerekir.

Belirsizlik bileseni hesaplanmasinda genel olarak 3 degisik yol izlenir (Maestroni, 2005):

e Laboratuvarda deneme calismalari ve dl¢timler yaparak,
e Sertifikalardan ve iiretici firmalarin bilgi ve sonuglarindan, QA/QC verilerinden
faydalanarak,

e Arastirmacinin tecriibesi neticesinde verecegi kararlari kullanarak.

1.5. Kalitatif Analizlerde Metot Validasyonu

Kalitatif analizlerin IUPAC tarafindan yapilan tanimi, bilesenlerin kimyasal
reaktivitesi, ¢oziinme 6zelligi, molekiiler agirligi, erime noktasi, emisyon ve absorbans gibi
1sima Ozellikleri, kiitle spektrumu, niikleer yarilanma stiresi gibi kimyasal ve fiziksel
niteliklerine gore tanimlandigi ve gruplandirildig: analizlerdir seklindedir (ITUPAC, 2012).

Nitel bir metot, analitin kesim konsantrasyonu i¢in “Evet/Hayir” cevabini etkili bir
sekilde verir (Valcarcel vd., 2002). Kalitatif metotlarda, kesinlik, standart sapma veya bagil
standart sapma degerleri kullanilmaz ancak dogru ve yanlis pozitif ve dogru ve yanlis negatif
oranlar1 kullanilabilir. Kalitatif analizlerde uygulanacak metot validasyon/verifikasyon
parametreleri (NMKL, 2007 ).

e Hassasiyet

e Dogruluk

e Yanlis negatif orani

e Ozgiilliikk

e Yanlis pozitif orani

e (Gozlenen ve beklenen sonuglarin uyumu
e Minimum tespit sinir1

Kalitatif analizlerde sonucu “var/yok” veya “tespit edildi/tespit edilmedi” seklinde
verilmektedir. Kesinlik parametresi olarak bu analizlerde “yanlis pozitif” ve “yanlis negatif”

oranlar1 asagidaki formiillerle hesaplanir (Y1ilmaz, 2013).
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% yanlis pozitifler = yanlis pozitiflerin sayisi/bilinen negatiflerin toplami x100%

% yanlis negatifler = yanlis negatiflerin sayisi/bilinen pozitiflerin toplami x100%

1.6. Onceki Cahsmalar

Karboksimetilseliiloz; jelatin, kazein ve soya proteini gibi bazi gida proteinlerinin
¢oziinmesine yardimci olmaktadir. CMC-protein  kompleksi olusturarak ¢6ziinme
gerceklestirir ve viskozite artar. Pudingde serum ayrilmasini engellemek amaciyla
kullanilmaktadir (Giiven ve Hayaloglu, 2001). Giiven (1998) farkli oranlarda yogurda
katilan karboksimetilseliillozun sonug¢ vermedigini bildirmistir.

Giiliimser (1986) % 0.1 ve % 0.2 oraninda karboksimetilseliiloz ilave edildiginde
ayranlarin kivaminin arttig1 ve duyusal 6zelliklerinde herhangi bir olumsuz degisikliklerin
olmadigi, fakat % 0.3 oraninda ilave edildiginde ayranin tadinda degismeler gozlendigi
belirtilmistir. Karboksimetilseliiloz ayranda % 0.3 oraninda kullanildiginda serum
ayrilmasimin azaldigi ancak tamamen Onlenemedigi goriilmiistiir. Ayran iiretiminde 1s1l
islem ile birlikte karboksimetilseliiloz kullaniminin dayaniklilig: artirdigr tespit edilmistir.

Aydar (1996) yogurtlara esit oranda su ve % 0.5 ile % 0.7 oraninda olmak iizere iki
ayr1 konsantrasyonda karboksimetilseliiloz ilave ederek 60°C’de 15 dk 1s1l isleme tabi
tutarak ayranlar iiretmistir.% 0.7 oraninda karboksimetilseliiloz ilavesinin ve 60°C’de 15 dk
1s1l islemin ayranda dayaniklilig artirdigini bildirmistir.

Altinayar (1997); siitten veya yogurt kullanilarak degisik yontemlerle iiretilen
ayranlarin niteliklerinin {iretim yontemlerinden etkilenmedigini bulmustur. Yine aym
calismada karboksimetilseliiloz ilave edilen ayranlarda kuru madde miktarinda, yogunluk ve
viskozite degerlerinde yiikselme, serum ayrilmasi degerlerinde azalma ve yag, tuz, titrasyon
asitligi, pH, asetaldehit ve tirozin degerlerinde ise herhangi bir degisim olmadigi
gorilmistiir. Ayranin dayanikliligini artirmak i¢in 60°C’de 15 dk 1s1l islemin ve optimum
%0,7 oraninda karboksimetilseliiloz kullaniminin etkili oldugu bulunmustur.

Ayranlardaki baglica tekstiirel sorun olan serum ayrilmasinin stabilizator ilavesiyle
azaltilmasi veya giderilmesine yonelik cesitli aragtirmalar yapilmistir. Koksoy ve Kilig
(2004), geleneksel yolla ayran iiretimi sirasinda ayran siitiine farkli konsantrasyonlarda ilave
ettikleri pektin, guar gum, locust bean gum (LBG) ve jelatinin tiriindeki etkilerini incelerken;
Atamer vd. (1999), dayanikli ayran iiretiminde kullandiklar1 degisik oranlardaki pektinin,

ayranlarin bazi 6zellikleri tizerindeki etkilerini incelemislerdir.
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Koksoy ve Kilig (2004); tarafindan yapilan ¢alismada guar gum ve LBG kullanilarak
tiretilen ayranlardaki serum ayrilmasi en diisiik seviyede bulunmustur.

Atamer vd (1999) ise, depolamanin tiim asamalarinda % 0.4-0.6 ve 0.8 pektin katkili
ayranlarda serum ayrilmasi1 gozlenmezken, % 0.2 pektin katkili Ornekte 6l¢iim
yapilamayacak bulaniklikta serum ayrilmasi gozlemislerdir.

Jelatin, pektin, CMC (karboksi metil seliiloz) ve g¢esitli stabilizator karisimlar
eklenerek iiretilen ayranlarla ilgili yapilan diger bir ¢alismada da, stabilizatér kullanilmadan
yapilan test Orneklerinin duyusal oOzelliklerinin en yiliksek degerlere sahip oldugu
saptanmistir. Arastirmact CMC+karregenan karisimi ilave ederek iirettigi ayranlarin serum
ayrilmasi degerinin diger 6rneklerden daha diisiik seviyede oldugunu belirlemistir (Simsek,
1995).

Degisik yontemlerle ayran yapiminda karboksimetilseliiloz kullanimi {izerinde ¢aligan
Altmayar (1997) 30 giinliik depolama siirecinde ayranlarin asetaldehit igeriklerini 3.21-6.68
ppm arasinda tespit ederken, Aydar (1996) benzer bir ¢alismada asetaldehit degerlerinin
3.08-6.35 ppm arasinda degistigini tespit etmistir.

Foley ve Mulcahy (1989) %5 seker katilarak iiretilen yogurt iceceginde serum
ayrilmasini engellemede pektinin, propilen glikol aljinat ve karboksimetilseliillozdan daha
etkili oldugunu ortaya koymuslardir. Siit proteini yiizdesi cinsinden %20’ye kadar pektin
ilavesinde serum ayrilmasinin engellendigi goriilmiistiir. Depolama sicakliginin arttig
kosullarda serum ayrilmasinin arttigi ve yag orami %2.3’e ¢ikarildiginda ise serum
ayrilmasinin azaldigi saptanmistir. Isil islem yapilmis ve pektinle stabilize edilmis yogurt
iceceginin 20 hafta kadar depolama siiresine sahip oldugu goriilmiistiir. Uriinlerin viskozitesi
depolama siirecinde azalirken artan stabilizor miktart ile arttigi gdzlenmistir. Serum
ayrilmasinda etki derecesine gore siralama yapmak istenirse, sirasiyla pektin, propilen glikol
aljinat ve karboksimetilseliiloz seklindedir. Viskozite agisindan karsilastirma yapildiginda
en yliksek viskoziteye sirasiyla karboksimetilseliiloz, propilen glikol aljinat ve pektinin
sahip oldugu bulunmustur. 65°C’de 1s1l islem uyguladiktan sonra 2 hafta depolama

sonucunda karboksimetilseliiloz ilaveli 6rneklerde biiyiik ¢cokeltiler olustugu goriilmiistiir.

1.7. Calismanin Amaci

Tiirk Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri Yonetmeliginde, (30 Haziran 2013 Pazar
Sayi : 28693) fermantasyondan sonra 1s1l islem gormemis aromalandirilmamig fermente siit

trlinlerini  dogal iirtin olarak kabul edilmekte olup bunlarda higbir katki maddesinin
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olmamasi gerektigi yazmaktadir. Karboksi metil seliiloz, sodyum karboksi metil seliiloz,
selilloz gam (E466), ¢apraz-bagli sodyum karboksi metil seliiloz, ¢apraz bagl seliilloz gam
(E468) enzimatik hidrolize karboksi metil seliiloz, enzimatik hidrolize seliiloz gam (E469)
yogurt ve ayran gibi fermente siit iirlinlerine bir¢ok Ozelliginden dolay1 katilmaktadir.
Katilmas1 yasak olan bu katki maddesinin s6z konusu firiinlerde tespitine yonelik
validasyonu yapilmis analiz metotlar1 bulunmamaktadir.

Bu ¢alismamizin amaci sodyum karboksi metil seliilozu tespit edecek metodu ortaya
koyarak, bu katki maddesinin tespitine yoOnelik basta yogurt ve ayran olmak {iizere
validasyon ¢aligmalarin1 ve Ol¢iim belirsizliklerini tamamlayarak uygun metotlar
gelistirmek ve gilivenli gida iiretimine katki saglamaktir. Bu ¢alismamizin amaglarindan bir
tanesi de validasyonu gergeklestirilen metotlarin 6zel ve resmi gida kontrol laboratuvarlari,
gida analizleri yapan diger kuruluslar, gida isletmeleri tarafindan kullanilabilir hale

getirilmesini saglamaktir.

1.8. Calismanin Kapsam

Na — CMC, ticari 6nemi olan bir stabilizordiir ve tanecik seklinde tiretilir. Suda kolay
¢oziinmesi ve ¢cok amacl 6zelligi nedeniyle yaygin kullanilan bir hidrokolloittir. Dondurma,
serbet ve dondurulmus iriinlerde buz kristallerinin olusumunu onleyici; krema, jole ve
pudinglerde sineresis olayini engelleyici; pasta ve diger firin Uriinlerinde hacim artis
saglayic1 ve suyu koruyucu; diyet gidalar ve mesrubat sanayinde emiilgator ve stabilizor
olarak kullanilmaktadir. Gida sanayi liretiminde yasal diizenlemelere uygun olarak gida
katki maddeleri kullanirsa saglik agisindan risk minimize edilir. Bagka bir deyisle gida
sanayi Urettigi gidada gida katki maddeleri kullanirken teknik gerekliligin yani sira, yasal
diizenlemelerde o gida i¢in izin verilen gida katki maddelerini, izin verilen miktarda
kullanmak zorundadir. Gida katki maddeleri ile ilgili temel sorun bu noktadan
kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla iireticilere biiyiik sorumluluk diismektedir.

Gida sanayi yasal diizenlemelere uygun gida katki maddeleri kullanimini sosyal bir
sorumluluk olarak gormeli, liretiminde oto kontroliinii yapmali ve saglik riski tagimayan
gidalan tiiketime sunmalidir. Sanayinin dogru gida katki maddeleri kullanimi ve katki
katilmayacak gidalara katki katilmamasi, Devlet tarafindan da siki bir sekilde denetlenmeli,
tiretici ve tiiketiciler bu konularda egitilmelidir. Gidalarin katki maddeleri agisindan

denetlenmesi esnasinda bir gida i¢in kullanilmasi yasak olan ama kullanildigindan siiphe
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edilen katki maddelerinin analizlerinin yapilmasi gereklidir. Na — CMC belirtildigi gibi
kullanim amaci genis bir katki maddesi oldugundan 6zellikle yogurt ve ayran gibi gida
tirlinlerine katilmasi yasak olmasina ragmen katildig1 diisiiniilmektedir. Na— CMC yogurt
ve ayran gibi gida iirtinlerinde tespitine yonelik analiz metodu yoktur. Bu durumda katki
yonetmeligine gore herhangi bir katki maddesinin katilmasi yasak olan {irlinlerde soz

konusu katki maddesinin analizleri yapilacaktir.
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2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

Yapilan ¢alismalar esnasinda Giimiishane Universitesi Miihendislik ve Doga Bilimleri
Fakiiltesi Gida Miihendisligi boliimii arastirma laboratuvar1 ile Karadeniz Teknik
Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Béliimii arastirma laboratuvarindaki cihazlardan

yararlanilmistir.
2.1.1. Cihazlar

— Spektrofotometre cihazi Shimatzu marka UV-1800
— FT-IR spektrometresi Perkin EImer Frontier marka
— Terazi

— Santrifijj

— Tup Karistirict

— Muhtelif hacimlerde pistonlu pipetler

— Yogurt mayalama makinasi

2.1.2. Kimyasallar

- Siilfirikasit ( H2SO4) Merck marka
- Fenol (CsHsOH) Merck marka
- Bakir(IT)stilfatpentahidrat (CuSO4+5H20) Merck marka
- Karboksimetil seliiloz sodyum tuzu <RO OR> Merck Marka
40 T
OR n

0

R=H or CH,CO.H

Kullanilan ¢ozeltiler analitik safliktadir.



2.2. Yogurt ve Ayran Uriinlerinin Hazirlanmasi

Caligmada; Nordica marka sekiz adet 180 mL hacme sahip kapakli kavanozu bulunan
yogurt mayalama makinasi kullanildi. % 0.10, % 0.25, % 0.50, % 0.75, % 1.00 ve % 2.00
CMC igeren yogurt iiretimi igin sirastyla 0.18 g, 0.45 g,0.90 g, 1.35 g, 1.8 gve 3.6 g CMC
180 mL kavanozlara tartildi. Uzerine 100 mL 85 °C* de siit (UHT siit) ilave edilerek cay
kasig1 vasitastyla CMC” nin erimesi saglandi. Uzerine 80 mL 85 °C* de siit ilave edilerek
tekrar karistirildi. Sitiin 42°C civarina kadar sogumasi beklendikten sonra homojenizator
yardimiyla tamamen CMC’in erimesi i¢in 200 rpm’de karistirildi. Cihaz 6nceden
calistirilarak i¢indeki suyun sicakliginin 42 °C’ye gelmesi saglandi. Kavanozlar sekil 2.1°de
goriilen yogurt mayalama makinesine yerlestirildi. 42 °C sicakliga gelen siit kavanozlarina
% 2 olacak sekilde her bir kavanoza 3.60 g yogurt mayasi ilave edilerek her kavanoz iyi bir
sekilde karistirildi. 2 adet icinde CMC bulunmayan kér numune de hazirlandi. Mayalama
islemi bittikten sonra mayalama cihazinin kapagi kapatilarak 180 dk mayalama isleminine
devam edildi. 180 dk sonunda olusan yogurtlar +4°C ‘de buzdolabina alinarak sogutma
islemi yapildi. Bu sekilde i¢inde belirli oranlarda CMC bulunan yogurt numuneleri

hazirlandi.

Sekil 2.1. Yogurt ve ayran mayalama iglemi
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Ayran tiretimi i¢in siitiin kuru maddesi % 6 olacak bigimde sulandirildi. Ayran i¢in
sulandirilan sitler 85 °C’ye 1sitildi. % 0.10, % 0.25, % 0.50, % 0.75, % 1.00 ve % 2.00
CMC igeren ayran Uretimi i¢in sirasiyla 0.18 g, 0.45 g, 0.90 g,1.35¢g,1.8gve 3.6 g CMC
180 mL kavanozlara tartildi. Uzerine 100 mL 85 °C ‘de ayarlanan siitten ilave edilerek cay
kasig1 vasitastyla CMC’nin erimesi sagland1. Uzerine 80 mL 85 °C ‘de sulandirilmus siit ilave
edilerek tekrar karistirildi. Siitiin 42°C civarina kadar sogumasi beklendikten sonra
homojenizatér yardimiyla tamamen CMC’nin erimesi i¢in 200 rpm’de karistirildi. Cihaz
onceden ¢alistirtlarak igindeki suyun sicakliginin 42 °C’ye gelmesi saglandi. Kavanozlar
sekil 2.1°de goriilen yogurt mayalama makinasine yerlestirildi. 42 °C sicakliga gelen siit
kavanozlarina % 2 olacak sekilde her bir kavanoza 3.60 g yogurt mayasi ilave edilerek her
kavanoz iyi bir sekilde karistirildi. 2 adet iginde CMC bulunmayan kér numune de
hazirlandi. Mayalama islemi bittikten sonra mayalama cihazinin kapagi kapatilarak 180 dk
mayalama isleminine devam edildi. 180 dk sonunda olusan ayranlar +4 °C* de buzdolabina
alinarak sogutma islemi yapildi. Bu sekilde i¢inde belirli oranlarda CMC bulunan ayran

numuneleri hazirland.

2.3. Deney Tasarimlarinin Yapilmasi

2.3.1. CMC’ nin Kazein Proteinlerinden ve Diger Bazi Enzimatik Parcalanma

ile Matrikslerden Ayrilmasi

CMC ve kazein proteinleri diisiik pH” larda etkilesim halindedir. Bu nedenle CMC”’

nin bu sistemden ayrilmasi gerekir. Yaklasik 10 g kadar numune 250 mL erlene tartilarak
bunun iizerine 6 g tuz 75 mL su ilave edilerek, 99 °C’de 10 dk 1sitildi. 70 9C* a kadar

sogutulup 25 mL buffer-papain karisimi ilave edildi.16 saat kadar inkiibe edilerek, 40 9C’
ye kadar sogutulup 10 mL 1 M CaCl; ve 2 g Hylo super cel ilave edildi. Qualitative Grade

filter kagidindan siiziildii. Kalint1 20 mL kadar saf su ile yikanip siiziintiiler bir erlende

biriktirildi ve kalint1 atild1. Siiziintiiye 2 g CPC ve 1 g Hylo supercel ilave edildi, 45 OC, 15
dk inkiibe edilerek, sogutulup Reeve Angel No. 202 Qualitative Grade filitre kagidindan
stiziildd, kalint1 25 mL % 0.01 CPC-0.01 M NaCl ile yikanarak kalint1 atild1, siiziintii bir

erlende onceki siizintii ile biriktirildi. Filtrat 600 mL kadar saf su ile sulandirilip 15 dakika

35 0C’de tutulup Hylo super cel kolonda siiziilerek siiziintii atildi. Kalint1 50 mL % 0.01
CPC-0.01 M NaCl ile yikanip sonra 200 mL 0.5 M Na,SO; ile yikanip daha sonra % 0.01
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CPC-0.01 M NacCl ile fenol-H,SQO, ile negative oluncaya kadar yikandi. Siiziintii atildi.
Kolonda Na-CMC kalintis1 farkli analiz yontemleri igin ¢esitli sekilde kullanildi. Ancak bu
yontemin hem uzun hem de kullanilan Kimyasal maddenin gok olmasi hasebiyle ve pahali

olmasindan dolay1 6n hazirlama isleminde kullanilmasindan vazgegildi (Zorba ve ova, 1999)

2.3.2. CMC’ nin 1000 mg/L CuSOs Cozeltisi ile Coktiiriilmesi

CMC ve kazein proteinleri diisiikk pH” larda etkilesim halindedir. pH 6.70 civarinda
bu etkilesim olmamaktadir. Bu 6zellikten faydalanarak CMC’nin 1000 mg/L CuSQy ile
¢oktiiriilmesi islemi gergeklestirildi (Juneja vd., 2013).

Yapilan deney soyle uygulandi; 5 g homojenize edilmis yogurt numunesinden 100
mL’ lik behere tartildi. Uzerine 40 mL saf su ilave edilip 10 dk kaynatildi. Sogutularak
pH 6.80-7.00 civarina ayarlandi. Tekrar 10 dk kaynatilarak sogutulup hacmi 50 mL’ ye
tamamlandi. Bundan sonra 50 mL’ ye tamamlanmis olan ¢ozelti siizgeg kagidi ile 100
mL’ lik bir erlene huni yardimiu ile siiziildii. Siiziintiiden 15 mL santrifiij tiiplerine 10 mL
aliarak 3000 devirde 10 dk. santrifiij edildi. Bundan 15 mL’ lik santrafiyj tiipiine 2 mL
alinarak tizerine 5 mL 1000 mg/L CuSOQygilave edildi. Tiip karistiricisinda 2 dk karigtirilda.
Olusan Cu-CMC kompleksi 3000 devirde 10 dk. Santrifiij edildi. Ustteki berrak kisim 50
mL bolonjojeye aktarildi. Santrifiij tiipiinde kalan Cu-CMC kompleksine 5 mL saf su ilave
edilip 2 dk tiip karigtiricisinda karistirildi. Bu islem toplamda 3 defa tekrarlandi. Her
defasinda tistteki berrak kisim 50 mL balonjojede biriktirildi. CMC’ nin Cu** iizerinden
miktar tayini i¢in kulanildi. Yikanmis olan ¢okelek CMC’ nin diger analizleri igin
kullanildi.

2.3.3. Matriks- Eslesmesi Kalibrasyonun Hazirlanmasi

Madde 2.2° de belirtilen ¢alismada; % 0.10, % 0.25, % 0.50, % 0.75, % 1.00 ve %
2.00 CMC igeren yogurt tiretimi yapildi. Her % CMC igeren numunelerden homojenize
edilerek 5 g 100 mL’ lik behere tartildi. Uzerine 40 mL saf su ilave edilip 10 dk kaynatildi.
Sogutularak pH 6.80-7.00 civarina ayarlandi. Tekrar 10 dk kaynatilarak sogutulup hacmi
50 mL’ ye tamamlandi. Bundan sonra 50 mL’ ye tamamlanmis olan ¢6zelti siizge¢ kagidi
ile 100 mL’ lik bir erlene huni yardimu ile siiziildii. Siiziintiiden 15 mL santrifiij tiiplerine 10
mL alinarak 3000 devirde 10 dk santrifiij edildi. Bundan 15 mL’ lik santrifiij tiipiine 2 mL
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alinarak tizerine 5 mL 1000 mg/L CuSOy ilave edildi. Tiip karistiricisinda 2 dk karistirildi.
Olusan Cu-CMC kompleksi 3000 devirde 10 dk santrifiij edildi. Ustteki berrak kistm 50 mL
bolonjojeye aktarildi. Santrifiij tiipiinde kalan Cu-CMC kompleksine 5 mL saf su ilave edilip
2 dk tiip karistiricisinda karistirildi. Bu islem toplamda 3 defa tekrarlandi. Her defasinda
tistteki berrak kisim 50 mL balonjojede biriktirildi. Tiiplerde kalan Cu-CMC kompleksine 2
mL saf su ilave edilerek bir mikrospatiil yardimiyla kompleks karistirildi. Uzerine 100 uL
taze hazirlanmis fenol ¢ozeltisi ( 4 g Fenol + 1 mL saf su iyice ¢alkalanarak sivi hale
getirildi) ilave edildi. Tiipte bulunan karisima 5 mL derisik H2SO4 ( d:1.84 % 95-97)
kaydirarak eklendi. Tiipiin kapag1 kapatilarak iyice karistirildi. Aymi sekilde icinde CMC
bulunmayan numuneye de islemler uygulandi. Kor ve % 0.1 CMC’li numunede meydana

gelen renkler sekil 2.2° de gosterildigi bigimdedir.

Sekil 2.2. CMC’ 1i yogurt ve iginde CMC olmayan yogurdun verdigi renk

Olusan rengin gelisimi i¢in 15 dk beklendi. Tiipler ¢cesme suyu altinda sogutuldu. Bu
tiiplerden kor ve diger standartlardan 1 mL alinarak tizerlerine 5 mL H2SO4 ¢ozeltisi (2 + 5,
Saf Su + HxS0O4 ) ilave edildi. Tiip karistiricisinda iyice karigtirildi. Spektrofotometrede 490
nm’de okuma iglemine gegildi. Cihazin sifir ayari, analizde kullanilan iginde CMC olmayan
koér numune ile yapildi. Matriks-Eslesme kalibrasyon egrisi sekil 2.3’de gosterildigi
bigimdedir.
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Yogurt Numunesi CMC Matrisk-Eslesme Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 2.3. Yogurt numunesi CMC matrisk-eslesme kalibrasyon egrisi

Tablo 2.1. Yogurt numunesi CMC matriks-eslesme kalibrasyon
egrisi i¢in okunan absorbans degerleri
% Konsantrasyon Absorbans

0.10 0.047
0.25 0.201
0.50 0.429
0.75 0.679
1.00 1.019
2.00 2.019

Olusan rengin spektrofotometrede 200-800 nm spektrum taramasi yapildi. Olusan renk

490 nm’de en yiiksek absorbansi verdi. Olusan absorbansa ait ¢ikt1 sekil 2.4.” te verilmistir.
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Ayran Numunesi CMC Matrisk-Eslesme Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 2.4. Ayran numunesi CMC matrisk-eslesme kalibrasyon egrisi

Tablo 2.2. Ayran numunesi CMC matriks-eslesme kalibrasyon egrisi
icin okunan absorbans degerleri
% Konsantrasyon Absorbans

0.10 0,131
0.25 0,280
0.50 0,604
0.75 0,810
1.00 1,047
2.00 1,094

2.3.4. Spektrum Tarama Islemi

Bilinmeyen bir maddenin UV sahasindaki spektrumunun elde edilmesi ve bunun
bilinen standartlarla karsilagtirilmast ile o maddenin tanimlanmasi yapilabilir.
Konsantrasyona kars1 okunan, absorbans degerleri bir grafik kagidi lizerinde noktalanarak
birlestirilirse, 0 maddenin spektrumu elde edilir. Elde edilen spektrum, bilinen madde
spektrumu ile karsilastirilir. Bu sekilde tizerinde ¢alisilan bir maddenin spektrum taramasi
yapilarak en fazla absorbans verdigi dalga boyunda miktar tayini ile alakali ¢alismalar

yapilabilir. Bu ¢alismada Shimatzu marka UV-1800 spektrofotometre cihazi kullanilarak, 2
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mL saf suya 100 pL fenol ¢ozeltisi ilave edilerek ve 5 mL derisik siilfirik asit ( H2SOa) ilave
edilerek kor hazirlandi. % 0.25 CMC igeren yogurt numunesi 2.3.3°deki gibi hazirlanarak

olusan rengin 200 ile 800 nm arasinda spektrum taramasi yapildi.

2.3.5. CMC’ nin Renge Gore Kalitatif Tespiti icin Numune Hazirlama ve

Analizinin Yapilmasi

Kalitatif analizde iki analizci tarafindan toplamda % 0.10 CMC igeren yogurt
numunesinde (+) pozitif olarak 24 adet ¢alisma, 20 adet de negatif ¢alisma yapildi. Negatif
calismada iginde CMC bulunmayan yogurt numunesi ¢alisildi. Bu ¢alismanin deneysel
kismi1 2.3.3 maddesinde anlatildig1 sekilde yapildi. Renk degisimleri sekil 2.6’da goriildiigii
gibi meydana geldi. Renk degisimine bakilarak var ya da yok tespiti yapilmis oldu. Ayrica
kor numune ile CMC ilave edilen numunelerin 275 nm ile 800 nm arasinda spektrum
taramalar1 yapilarak da karsilagtirma yapildi. Kér numune ile CMC ilaveli numunenin
spektrumlari arasinda fark bariz bi¢imde goriilmektedir. Sekil 2.5’te spektrumlar verilmistir.

CMC bulunan numunenin 490 nm’de absorbansinin yiiksek oldugu tespit edildi.
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Sekil 2.5. CMC’ nin Fenol+ H2SO4 reaksiyonundan vermis oldugu rengin spektrum taramast
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Sekil 2.6. CMC’ nin Fenol+ H2SO4 reaksiyonundan vermis oldugu renkler, kor ve % 0.25
CMC ‘ li yogurt

2.3.6. CMC’ nin FT-IR Spektroskopisi ile Kalitatif Tespiti Icin Numune

Hazirlama ve Analizinin Yapilmasi

Kalitatif analizde iki analizci tarafindan toplamda LOQ seviyesinde % 0.10 CMC
iceren yogurt numunesinde (+) pozitif ¢aligma olarak 20 adet ¢alisma, 20 adet de negatif
calisma yapildi. Negatif c¢alismada igcinde CMC bulunmayan yogurt numunesi ¢alisildi.
Pozitif ¢alismada madde 2.2’de belirtildigi bi¢imde elde edilen % 0.10’lik CMC igeren
yogurt numunesi hazirlandi. Numunelerin  FT-IR  (Fourier doniisimli  kizil6tesi
spektroskopisi) analizi igin deneysel kismi 2.3.3 maddesinde anlatildigi sekilde yapildi. Elde
edilen Cu-CMC kompleksi ve kor numuneden elde edilen ¢okelek 105 + 2 °C’de etiivde
kurutuldu. Kurutulan Cu-CMC kompleksleri FT-IR analizi igin her biri ayr1 ayr1 1 mL’lik
ependorf tiiplerine konuldu. FT-IR analizi KTU Kimya béliimiinde Perkin Elmer Frontier
marka FT-IR spektrofotometre cihazinda yapildi.

Cihazin her kullanimdan once kalibrasyonu cihaz kullanim talimatinda yazan
prosediiriine gore polistiren film, FT-IR spektrometrenin genel performansini kontrol etmek
icin kullanildi. Spektrumlar, Perkin Elmer Frontier FT-IR spektrometresi {izerinde

Olciilmiistiir. Sekil 2.7°de verilmistir. Cihazin 6l¢tim kapasitesi bu sekilde test edilmistir.
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Sekil 2.7. Polistiren film, FT-IR spektrometrenin genel performansini kontrol spektrumu

2.4. CMC Analizi ile Alakah Yapilan Ancak Vazgecilen Diger Calismalar
2.4.1. Na-CMC’ nin Kalitatif Analizi

Spektrofotometrik analiz yapmak i¢in madde 2.3.1” de elde edilen kolonda bulunan
kalint1 veya diger ¢okelti 50 mL sicak su ile ¢oziiliir. Bu ¢ozeltiden 1 mL alinip iizerine
5 damla 1 naftol ilave edilir. 2 mL derisik H,SO, ilave edilerek altta bir tabaka
olusturuldu. Tabakalarin arasinda kirmizi mor ara yiiziin gelismesi CMC’ nin varligini
gosterdi. Bu sekilde tespit edildi veya tespit edilmedi seklinde analiz yapilmis oldu. Bu
calisma 2.3.1° de anlatilan yonteme gore planmisti ancak 2.3.1” deki yontemden matriks
girisimi oldugundan vazgecildi. Bu yontem kalitatif olarak 2.3.4. ve 2.3.5. e gore
yapildu.

2.4.2. Na-CMC’ nin Spektrofotometrik, HPLC, GC Analizi

Ustteki ayirma islemleri tamamlandiktan sonra Spektrofotometrik analiz yapmak

i¢cin kolonda bulunan kalit: 20 mL veya diger ¢okelti % 30 H,SOy ile (80 OC) yikandh,
hacmi oda sicakliginda 100 mL‘ye % 30 H,SO, ile tamamlandi. Cozeltiden 1 mL alinip
iizerine 9 mL 2,7 naftalin diol ¢6zeltisi ilave edilecek kaynar su banyosunda 3 saat tutulup

oda sicakligina kadar sogutulup, 540 nm’ de spektrofotometrede kore karst okumasi
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yapildi. % 0.01, % 0.025, % 0.050, % 0.75 ve % 0.100 standartlara ayni islem
uygulanarak 540 nm’de spektrofotometrede kore karsi okumasi yapildi. Konsantrasyona
kars1 Absorbans grafikleri ¢izilip numunedeki CMC miktar1 tespit edilecek bi¢iminde
planlandi. Ayrica bu yontem HPLC-UV, Na-CMC’ nin SPME- GC/MS-FID ile analizi,
Na-CMC’ nin HS- GC/MS-FID ile analizleri CMC’ nin H,SOy ile muamelesi ve olusan
formaldehitin DNFH ile muamelesi sonucu olusan bilesigin miktarinin tespiti esasina
dayanmaktaydi. Ancak yapilan denemelerde ¢ok az miktarda formaldehit olugmasi ve %
geri alma oranlarinin diisiik olmasi nedeniyle bu yontemler kullanilmadi. Bu yontemlerin
yerine daha saglam ve % GA orani yiiksek olan gelistirmis oldugumuz 2.3.3. ve 2.3.4.°te

belirtilen metot kullanild.

2.5. Kantitatif Analiz Metodu ile Alakal Yapilan Validasyon Calsmalari

Yapmis oldugum bu ¢alismada hem kalitatif hem de kantitatif olarak analiz metodu

gelistirildigi i¢in kalitatif ve kantitatif olarak metot validasyon ¢aligmalari geregeklestirildi.

2.5.1. Kantitatif Analiz I¢in Verifikasyon Parametreleri
e Spesifiklik/Secicilik

e Tespit Limiti (LOD)

e Olgiim Limiti (LOQ)

e Lineerite

e Geri Kazanim

e  Tekrarlanabilirlik

e  Tekrar Uretilebilirlik

e Olgiim Belirsizligi

e Saglamlik

Metot validasyonu i¢in numune matriksi olarak yogurt ve ayran kullanildi.

Tekrarlanabilirlik caligmasi icin; iki analizci bir giin i¢inde 6 paralel ¢alismay1 % 0.25, %
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0.50 ve % 1.00 konsantrasyonda gerceklestirdiler; Tekrar iiretilebilirlik ¢alismasi i¢in; iki
analizci 6 farkli glinde % 0.25, % 0.50 ve % 1.00 konsantrasyonda c¢alisma gergeklestirdi.
LOD ve LOQ c¢alismast i¢in iki analizci % 0.10 konsantrasyonda 10 adet calisma
gerceklestirdiler. Lineerite ¢alismasi % 0.10, % 0.25, % 0.50, % 0.75, % 1.00 ve % 2.00
konsatrasyonda matriks-eslesme kalibrasyonu ile yapildi. Geri alma ¢aligsmasi1 % 0.50 ve %
1.00 konsantrasyonda gergeklestirildi. Metodun 6l¢iim araligi % 0.10 - % 2.00 olarak tespit

edildi. Ttim belirtilen ¢alismalar yogurt ve ayran numunelerinde gergeklestirildi.

2.5.1.1. Spesifiklik ve Secicilik

Yapmis oldugum ¢aligma; yogurt ve ayran numunelerinde bulunan CMC’nin pH 6.70-
7.00 araliginda 1sitilmak suretiyle kazeinatlardan ayrilmasi, CMC’nin 1000 mg/L Cu**
cozeltisi ile coktiiriilmesi, elde edilen ¢okelegin FT-IR ve spektrofotometrik yontem
kullanilarak analiz edilmesi esasina dayanmaktadir. CMC’nin 1000 mg/L Cu™ ile
¢oktiiriilmesi burada spesifik olaydir. Ayrica FT-IR analizi de CMC igin spesifiktir.
CMC’nin Fenol ve H,SOy4 ile 490 nm’de maksimum absorbas vermesi de spesiktir. CMC’
nin Cu™ ile ¢oktiiriilmesi sadece CMC tarafindan meydana gelmektedir. Bu nedenle de
CMC’nin Cu™ ile yapmis oldugu kompleks segicidir.

Madde 2.3.2.°de gergeklestilen yontem yogurt ve ayran numunelerinden CMC’nin

izolasyonu i¢in spesifik ve secici bir yontemdir.

2.5.1.2. Tespit Limiti (LOD), Tayin Limiti (LOQ) ve Metot Tespit Limiti (MDL)

Tespit smir1 (LOD) hesaplanmasi ve tayin sinirt (LOQ) hesaplanmasi asagida vermis
oldugum formiillere gore yapildi. Tespit limiti ve tayin limiti ¢alismasinda; % 0.10 CMC
icerecek sekilde yogurt ve ayran numunesi hazirlandi. Iki ayr1 analizci tarafindan hem ayran
hem de yogurt i¢in 10’ ar adet toplamda 20 adet ¢alisma yapildi. Yontem olarak 2.3.2,2.3.3,
maddelerinde verilen adimlar kullanildi. Ortalama degerleri ve standart sapma degerleri
hesaplandi. Metot deteksiyon limiti, belirli bir analitik yontem ile bir maddenin dl¢limlerinin
kolayca kor bir ol¢iimden nasil ayirt edilebilecegini tanimlayan istatistiksel olarak
belirlenmis degerdir. Metot deteksiyon limitleri matris, enstriiman ve analizciye 6zgiidiir ve
1yl tanimlanmig bir analitik yontem gerektirir. Yapilan ¢alisma sonucunda 2.1, 2.2 ve 2.3’

de belirtilen formiiller kullanilarak LOD, LOQ ve MDL hesaplamalar1 yapildi.
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LOD : SDx3 (2.1)
LOQ : SDx10 (2.2)

LOD : Tespit Limiti (Limit of Detection)
LOQ : Tayin Limiti (Limit of Quantitation)
SD  : Standart Sapma (Standard Deviation)

Metot deteksiyon limiti, farkli laboratuvarlarin kapasitelerini ayn1 metotlarla ve ayn
laboratuvardaki farkli analitik metotlarla karsilagtirmak i¢in kullanigh bir degerlendirme
saglar. Metot Tespit Limiti (MDL), analit konsantrasyonunun sifirdan biiyiik olduguna ve %
99 giivenle olgiilebilen ve raporlanabilen bir maddenin minimum konsantrasyonudur. Bir

numunenin analiti iceren belirli bir matristeki analizinden belirlenir.

MDL :(s) x (t-degeri) (2.3)

s: Analiz sonuglarindan elde edilen standart sapma

t- degeri : % 99 giiven araliginda t tablosundan elde edilen deger

2.5.1.3. Lineerite ve Ol¢iim Arahg:

Olgiim araligt metodun uygulama araliginin belirlenmesi i¢in yapilir. Kalibrasyon
egrisinde Ol¢iilen analitin miktar1 (konsantrasyonu) ve dedektor yanitinin (response) dogru
orantili olarak goriildiigli araliktir. Metot gecerli kilma caligmalarinda analitin
konsantrasyonlar1 bu aralik dikkate alinarak planlanir. Standart egri, metoda ve iiriine bagl
belirli sayida Ol¢lim noktasi ile belirlenir. Egrinin olusturulmasi, i¢inde miktar1 bilinen
referans Ornekle veya kor ornek icine eklenmis analitin bilinen konsantrasyonu ile yapilir.
Her bir 6l¢iim noktasinda en az iki 6lgtim yapilir. Eurachem rehberinde en az 6 noktada, bir
de kor eklenerek ve her bir noktada tekrar sayis1 3 olarak, ISO 11095°de en az 3 farkh
seviyede referans ornek ve tekrar sayisi ise en az 2 olarak belirtilmistir. Her bir nokta ana
soliisyondan dillisyonlar yapilmasi yerine bagimsiz olarak hazirlanmalidir. Kalibrasyon

egrisinin analiz edilen ornek yapisimin farkliligina gore degisebilecegi gz ardi
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edilmemelidir. Elde edilen yanitla g¢izilen egride tst ve alt smurlar belirlenmelidir.
Kalibrasyon egrisinin en alt noktasi uygulanan analiz metodunun tayin limiti olmalidir.
Sonuglar grafiksel olarak verilir ve “linear regresyon formiilii” ile “korelasyon katsayis1”
belirtilir. Bu sekilde ¢alisma araliginin dogrusal olup olmadigi tespit edilir. Korelasyon
katsayist >0,995 olmalidir. Regresyon hesabt i¢in Excelde bulunan formiillerden
yararlanilabilir. Eger korelasyon linear (dogrusal) degil ise ve problem analitik olarak
¢Ozlimlenemiyorsa ilgili egrideki parametreler, en kiiciik kareler yontemi kullanilarak

belirlenmelidir.

2.5.1.4. Geri Kazanim

Geri alma ¢aligmasi, yogurt ve ayran numunelerinde % 0.50 ve % 1.00 oraninda CMC
olacak bi¢gimde yapildi. Bu calismadada iki farkli analizci tarafindan her bir farkli
konsantrasyonda 10 adet analiz olacak bigimde gergeklestirildi. Yontem olarak 2.3.2 ve 2.3.3
maddelerinde belirtilen adimlar kullanildi. Elde edilen sonuglar asagida verilen formiile

gore % geri alma oran1 hesaplandi.

%R= [(CF-CU)/CA] x 100 (2.4)

CF : Analit eklenmis kor 6rnek 6l¢iim sonucu
CU : Standart eklenmemis kor 6rnek 6l¢lim sonucu

CA : Eklenen standart miktari

2.5.1.5. Kesinlik

Bir metodun 6l¢tim sonuglarinin gergek degere ve birbirine yakinligini géstermek icin
kullanilir. Dogruluk; kesinlik ve gergeklik olarak 2 parametreden meydana gelir. Kesinlik
ile 6lglim sonuglarinda ¢ikan degerlerin birbirine yakinlhig: ifade edilir. (Magnusson ve
Ornemark, 2014; Yilmaz, 2013; Yilmaztekin ve Cabaroglu, 2011). Bu 2 parametre igin

metotlarda, tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik caligsmalar yapilmistir.
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2.5.1.5.1. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik ¢aligmasinda ayni giin icerisinde % 0.25, % 0.50 ve % 1.00
konsantrasyonlarda olacak bi¢imde hem yogurt hem de ayran igin 6 tekrarli olarak iki
analizci tarafindan c¢alismalar yapildi. Yontem olarak 2.3, 2.4, 2.5 ve 2.6 maddelerinde
anlatilan adimlar kullanildi. Ardindan ortalama deger, standart sapma degeri, % bagil
standart sapma degeri hesaplandi. Hesaplamada 1.3.4.1.1. tekrarlabilirlik maddesinde
anlatilan formiil kullanildi. Elde edilen % RSDy degeri horwitz formiiliinden hesaplanan %

HRSD:‘ye gore degerlendirildi.

2.5.1.5.2. Ara Kesinlik ( Laboratuvar I¢i Tekrar Uretilebilirlik)

Tekrar tiretilebilirlik ¢alismasinda alt1 farkli giin i¢erisinde hem yogurt, hem de ayran
numuleri % 0.25, % 0.50 ve % 1.00 konsantrasyon degerlerinde iki analizci tarafindan
calisma gerceklestirildi. Yontem olarak 2.2, 2.3, 2.4, 2.5 ve 2.6 maddelerinde anlatilan
adimlar kullanildi. Ardindan ortalama deger, standart sapma degeri, % bagil standart sapma
degeri hesaplandi. Hesaplamada 1.3.4.1.2. tekrar iiretilebilirlik maddesinde anlatilan formiil
kullanildi. Elde edilen % RDSr degeri horwitz formiiliinden hesaplanan % HRSDRr’ye gore
degerlendirildi.

2.6. Ol¢iim Belirsizligi

Olgiim belirsizliginin hesaplanmasinda; dogruluk ve kesinlikten (tekrarlanabilirlik ve
tekrar iretilebilirlik) kaynaklanan standart belirsizlikler kullanildi. Hesaplanan standart
belirsizlikler kullanilarak birlestirilmis % 95 giiven araliginda k=2 i¢in genisletilmis
belirsizlik hesaplandi. Mevzuat gerekli oldugunda karar kurali uygulanmaktadir. Belirsizlik

sonucu verilirken asagidaki hesaplama yontemi kullanilmustir.

OB = C+C*UG (2.5)

OB : Olgiim belirsizligi
C : Elde edilen analitik sonug
UG : Genisletilmis belirsizlik (olarak % 95 k=2 giiven araliginda )
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2.7. Kalitatif Analiz icin Verifikasyon Parametreleri

Iyi bilindigi gibi, numunelere rutin olarak herhangi bir analitik yntem uygulanmadan
once, valide edilmeli, dolayisiyla performans 6zellikleri tanimlanmali ve uygun sekilde
degerlendirilmelidir. ISO / IEC 17025 standard1, yontem validasyonunun énemini ve analitik
laboratuvarda uygulanmasini agiklar. Kalitatif analizlerde sonuglar var ya da yok, tespit
edildi yada tespit edilemedi bi¢iminde raporu diizenlenmektedir. Sayisal bir deger
verilmediginden kantitatif analizlerde oldugu gibi sayisal bir kesinlik degeri vb. tespit
edilemez. Kalitatif analizlerde uygulanabilecek validasyon/verifikasyon parametreleri
asagida verilmistir.

e Hassasiyet (SE)

e Dogruluk (RA)

e Yanlis Negatif Oran1 (FN)

e Ogzgiilliik (SP)

¢ Yanlis Pozitif Orani (FP)

e (Gozlenen ve Beklenen Sonuglari Uyumu

e  Minimum Tespit Sinir1 (LOD)

Kalitatif analiz ic¢in iki farkli yontem kullanildi. Birinci yontemde FT-IR
spektrofotometresi kullanildi. Toplam da her biri i¢in igersinde CMC bulunmayan yogurt
ve ayran Ornekleri hazirlandi. Sonuclarin degerlendirmesi tablo 2.3 de verilen olasilik

tablosuna gore yapildi.

Tablo 2.3. Elde edilen sonuglarin degerlendirmesinde kullanilan olasilik tablosu

Analiz Sonucu
Metot
Pozitif (+) Negatif (-) Toplam
Pozitif (+) +/+ N1 -/+ N12 Na-
Negatif (-) +/- N2z -/- N22 Na-
Toplam N-1 N-2 N
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Olasilik tablosu biyolojik analizlerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Olasilik
hesaplamasina dayanirlar. Diger formatlar miimkiin olsa da, en basit ve en yaygin olarak
kullanilanlar iki kategorili bir siniflandirma saglayanlardir: pozitif veya negatif, diizenleyici
konsantrasyon seviyesinin istiinde veya altinda, vb daha sonra, nitel yontem sonucu
kullanilarak elde edilen sonuglarla karsilastirilir. Dogrulama yontemi. Bu tablodan yalnizca
dort performans parametresini (yanlis pozitif, yanlis negatif, duyarlilik ve belirsizlik
oranlar1) ve iki ongoriicii degeri (pozitif, PPV ve negatif, NPV) hesaplamak miimkiindiir. Bu
yaklasimin temel 6zelliklerinden biri, kalitatif yontemin nasil performans gosterdigine dair
genel bir vizyon vermesidir, ancak her bir 6rnek i¢in hata olasilig1 hesaplanmadigi i¢in
bireysel bilgi vermez. Bu, bilinmeyen 6rnegin, olasilik tablosunu olusturmak i¢in kullanilan
orneklerle aymi istatistiksel davranisa sahip oldugu varsayildigi anlamina gelir.
Dezavantajlardan biri, olasilik tablosunun kapasitesinin, onu olusturmak i¢in kullanilan
analiz edilen toplam numune sayisina ve deney tasarimina bagli olmasidir. Ayrica tiim
numunelerin hem nitel hem de dogrulayici yontemler kullanilarak analiz edilmesi
gerektigine dikkat edilmelidir (Trullols vd., 2004).

2.7.1. Hassasiyet (SE)

Genel olarak kalitatif yontemlerde hassasiyet, bir yontemin ger¢ekten pozitif 6rnekleri
tespit etme yetenegidir. Matematiksel olarak ifade edildiginde pozitif olarak elde edilmesi
beklenen sonuglardan pozitif olanlarin, toplam pozitif olarak elde edilmesi beklenen
sonuglara  oranidir. Asagidaki  formiillerle hesaplama  yapildh. Metot
validasyonunda/verifikasyonunda metotlar, hassasiyetleri % 90 veya daha yiiksek olarak

bulunmussa kabul edilebilir olarak degerlendirilir.

SE = N11/N1_ (2.6)

Rélatif SE (%) = 100 x N11/Ny_ 2.7)

Bu ¢alismada yogurt numunesinden 21 adet pozitif ¢alisma, ayran numunesinde 24
adet pozitif ¢alisma yapildi. Hassasiyet ile ilgili hesaplama iistte verilen formiillere gore

yapildi.
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2.7.2. Dogruluk (RA)

Kesinlik, dogru pozitif ve dogru negatiflerin oranlar: olarak ifade edilebilir. Bu
oranlarin hassasiyet ve spesifiklik ile ilgili oldugu géz oniinde bulundurulmalidir. iki farkls
metot ile elde edilen sonuglarin, ¢alismalarin veya beklenen sonuglar ile elde edilen

sonuglarin uyum derecesidir.

RA = (N11+ Nao)/N (2.8)
Rélatif RA (%) = 100 x (N11 + N2)/N (2.9)

Metot validasyon/verifikasyonunda metotlar, dogruluklari %90 veya daha yiiksekse
kabul edilebilir olarak degerlendirilebilirler. Bu ¢alismada yogurt numunesinden 21 adet
pozitif calisma, ayran numunesinde 24 adet pozitif calisma, yogurt numunesinden 20 adet
negatif  calisma, ayran numunesinde 20 adet negatif caligma yapildi. Dogruluk

parametresinin hesaplanmast iistte verilen formiillere gore yapildi.

2.7.3. Yanhs Negatif Oram (FN)

Yanlis negatif orani; test 6rneginin yontemde negatif olarak siniflandirildigi g6z 6niine
alindiginda, bir test 6rneginin bilinen bir pozitif olma olasiligidir. Analiz sonucunun pozitif
¢ikmasi beklenirken negatif olarak elde edilen sonuglarin, pozitif olarak elde edilmesi

beklenen sonuglara oranidir.

FN = Nu/N,. (2.10)

Metot validasyon/verifikasyon ¢alismasinda kabul edilebilir olarak degerlendirilmesi
icin yanlis negatif oran1 %10’u gegmemelidir. Bu ¢alismada yogurt numunesinden 21 adet
pozitif ¢aligma, ayran numunesinde 24 adet pozitif ¢aligma yapildi. Yanlis negatif orani ile

ilgili hesaplama tistte verilen formiillere gore yapildi.
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2.7.4. Ozgiilliik (SP)

Ozgiilliik; bir ydntemin gergekten negatif numuneleri negatif olarak tespit etme
yetenegi olarak tanimlanir. Ayn1 sekilde, 6zgiilliik orani, belirli bir konsantrasyon igin, test
Orneginin bilinen bir negatif oldugu goz oniline alindiginda, yontemin test 6rnegini negatif
olarak siiflandirma olasiligidir. Negatif olarak elde edilmesi beklenen sonuglardan negatif

olarak elde edilenlerin, toplam negatif olarak beklenenlere orani su sekilde ifade edilebilir:

SP = N22/N2_ (2.11)

% Rolatif SP =100 x N2o/N2_ (2.12)

Metot  validasyon/verifikasyon  c¢alismasmin  kabul  edilebilir  olarak
degerlendirilmesinde o6zgiillikleri %90 veya daha yiiksekse kabul edilebilir olarak
degerlendirilebilirler. Bu calismada yogurt numunesinden 21 adet pozitif ¢alisma, ayran
numunesinde 24 adet pozitif calisma yapildi. Ozgiilliik orami ile ilgili hesaplama iistte

verilen formiillere gore yapildi.

2.7.5. Yanhs Pozitif Oram (FP)

Yanlis pozitif orani, bir analiz caligmasinda test numunesinin ger¢ek negatif analiz
sonuglarinda yanlis pozitif sonuglarinin oldugu ve negatif olarak elde edilmesi umulan
sonuglardan pozitif olarak tespit edilenlerin, toplam negatif olarak elde edilmesi umulan

sonuglara oranini ifade eder.

FP = Na1/N2_ (2.13)
Metot validasyon/verifikasyon ¢aligmasinda kabul edilebilir olarak degerlendirilmesi

i¢cin yanlis pozitif oran1 %10’u agsmamalidir. Bu ¢alismada yogurt numunesinden 21 adet

pozitif ¢alisma, ayran numunesinde 24 adet pozitif ¢alisma yapildi. Yanlis pozitif orani ile

ilgili hesaplama iistte verilen formiillere gore yapildi.
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2.7.6. Gozlenen ve Beklenen Sonuc¢larin Uyumu

Beklenen gergek analiz sonuglar1 ile gozlenen yani validasyon/verifikasyon
calismalarindan elde edilen analiz sonuglariin istatistiki olarak %90 giiven araliginda ne
oranda uyumlu oldugunu tespit etmek amaciyla Cohen’s Kappa Coefficient Testi kullanilir.
Kappa degeri %90 giiven araliginda asagida verilen formiile gore hesaplanir. Kappa’ya gore
metodun uygunlugu degerlendirildiginde; asagida verilen formiile gore islem yapilir ve elde

edilen K degerine gore yorumlanir.

RA=P0= Ny1+ N22 /N (2.14)
Pe=( N-1X N-1)+( N2- X Na. )/N? (2.15)
K= PO- Pe /1- Pe (2.16)

N11: Gergekte pozitif olup, analiz sonucunda da pozitif saptanan 6rnek sayisi
N22: Gergekte negatif olup, analiz sonucunda da negatif saptanan 6rnek sayisi
N1 _: Gergekte pozitif olan toplam 6rnek sayist

N2 : Gergekte negatif olan toplam 6rnek sayist

N 1: Analiz sonucunda pozitif saptanan toplam 6rnek sayisi

N 2: Analiz sonucunda negatif saptanan toplam 6rnek sayisi

N: Calismada kullanilan toplam 6rnek sayist

Degerlendirmesi K<0.20 kotii, K 0.20-0.40 vasat, K 0.41-0.60 makul, K 0.61-0.80 iyi,
K >0.80 cok iyi bigiminde verilen sartlara gore yorumlandi. Bu c¢alismada yogurt
numunesinden 21 adet pozitif ¢alisma, ayran numunesinde 24 adet pozitif ¢calisma yapildi.

Sonuglarin uyum orani ile ilgili hesaplama iistte verilen formiillere gore yapildi.

2.7.7. Minimum Tespit Simir1 (LOD)

Bir analiz metodunun tespiti yapilacak olan analitin dogru ve giivenilir olarak
saptayabildigi en diisiik miktardir. Bu miktar1 laboratuvarda tespit edebilmek i¢in degisik
konsanstrasyonlarda kirletme yapilarak metodun tespit edilebilecegi en diisiik miktar
belirlenir ve tespit edilen bumiktarda en az 6 adet analiz yapilir.

Bu amagla % 0.10 CMC igeren yogurt ve ayran numunelerinden 10 adet analiz

yapilmis ve LOQ seviyesinin tespiti yapilmistir.
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2.7.8. Metot Saglamhg

Bir metodun veya analiz prosediiriiniin saglamligi (Robustness/Ruggedness), analiz
sonuglarinin, analiz kosullarindaki kiigiik degisiklikler karsisinda etkilenmeden kalma
kapasitesidir. Yani bir analiz sonucu analiz kosullarindaki kii¢iik degisikliklere karsi hassas
degilse metot saglamdir. Saglamlik ¢aligmasinda numune miktari, pH, kaynatma siiresi gibi
metot parametrelerinde bazi sapmalarin analiz sonuglar1 {izerine etkisi incelenmistir.
Yaptigim ¢alismada numune miktar1 10 g ve 2.5 g olarak ¢alisildi. pH 7:10 ve 7:05 olacak
bi¢cimde ¢alisildi. Kaynatma siiresinde 15 dk ve 5 dk olarak tutuldu.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Kantitatif Calismaya Ait VValidasyon Bulgulari

Elde edilen analiz sonuglarinin hesaplamalar1 exel programi lizerinde yapilarak genel
olarak degerlendirmeleri hedef % RSDy, % RSDr ve % GA {lizerinden yapildi. LOD ve LOQ

calismalar1 degerlendirildi. Lineer aralik ve Ol¢lim araligi calismalari yapildi.

3.1.1. Tespit Limiti (LOD), Tayin Limiti (LOQ) ve Metot Tespit Limiti (MDL)

Calisma Sonuc¢lar

Ozellikle enstriimental analizler basta olmak {izere, baz1 yas kimya analizlerinde de
olmak tizere metot validasyon ve verifikasyon c¢aligmalarinda tespit limiti (LOD) ve tayin
limiti (LOQ), en o6nemli iki performans parametrelerindendir. Bir numunede tespiti
yapilacak olan analitin tespit edilebilen en kii¢iik konsantrasyonu tespit limiti (Limit of
Detection, LOD) olarak tanimlanir. Ayn1 zamanda, blank olarak kullanilan bir 6rnekten
istatistiki olarak farkli tespit edilebilen en diisiik konsantrasyon seviyesi (% 99 giiven
araliginda) tespit limitidir (LOD). Sinyal ve giiriiltii oraninin 5 'ten biiyiik oldugu bolgede
tespit limiti (LOD) bigiminde tanimlanir (Ripp, 1996).

Kabul edilebilecek bir dogrulukta, tekrar edilebilirlikte tayin edilebilen ve
raporlanabilen en diisiikk konsantrasyon tayin limiti (Limit of Quantificatian, LOQ) olarak
tanimlanir. Numune i¢inde 6l¢iimii yapilacak olan degerin kabul edilebilecek bir kesinlik ve
dogrulukta olgtimii yapilabilen en diisiik miktar1 tayin limiti olarak tanimlanir. Bir dizi
yapilan c¢alismalar sonucunda elde edilen deneysel caligmaya ait sonuglarin standart
sapmasinin 10 kati LOQ olarak tanimlanir (Ripp, 1996).

Belirli bir analiz metodu ile analizi yapilacak olan bir analitin analiz sonuglarinin
kolayca blank bir numuneden elde edilecek analiz sonuglarindan nasil ayirt edilebilecegini
belirten istatistiki olarak belirlenmis deger metot tespit limiti olarak tanimlanir. Metot tespit
limitinde matriks, cihaz ve analizciye 6zgiin olan ve iyi tanimlanmig bir analitik metot
gerektirir. Metot tespit limiti, farkli laboratuvarlarin analiz kapasitelerinin ayni metotlarla ve
ayni laboratuvardaki farkli analitik metotlarla karsilastirabilmek i¢in kullanilabilecek bir
mekanizma olarak da goriilir (Ripp, 1996).



Tayin limiti istatistiki olarak elde edilen bir sonugctur. Validasyon ve verifikasyonu
yapilan yOntemin bu amagla yapilan ¢aligmasinin kabul edilebilir standart sapmasidir.
Dogrulanmasi gerekir. Iginde aranan analitin olmadig1 bir numuneye tayin sinir1 (LOQ) igin
tespit edilen miktarda ilave edilip, tekrar edilebilirlik kosullarinda en az 5 tekrar analizinin
yapilmasi1 gerekir. Bu tekrar edilen analizlerin ortalama degeri (XLog) ve standart
sapmasimin(SDrog) hesaplanmasi gerekir. Elde edilen bu sonuglar, hesaplanmis olan
konsantrasyon limitinin kesinliginin, kabul edilebilir limitin altinda olup olmadigini ortaya
koymus olur (Bratinova vd., 2009). Bu amagla LOQ seviyesinin kontrolii i¢in 5 adet ¢alisma

yapildi.

Tablo 3.1. Yogurt numunesi tespit limiti (LOD), tayin limiti (LOQ) ve metot tespit
limiti (MDL) sonuglari
MDL, LOD ve LOQ Hesaplama

Maddenin Adx CMC
Metot
Tarih 12.11.2019
Cihaz Spektrofotometre
Analizciler . 0.10
Ilave Edilen Konsantrasyon
Al A2 Birimi(%6) % % Geri Alma
0.10 0.10 Tekrar 1 0.10 100.07
0.08 0.10 Tekrar 2 0.09 90.99
0.08 0.11 Tekrar 3 0.09 93.85
0.08 0.11 Tekrar 4 0.09 93.85
0.08 0.09 Tekrar 5 0.09 89.07
0.10 0.13 Tekrar 6 0.12 115.84
0.13 0.09 Tekrar 7 0.11 112.02
0.10 0.11 Tekrar 8 0.11 105.80
0.08 0.10 Tekrar 9 0.09 90.99
0.13 0.09 Tekrar 10 0.11 112.49
Ortalama 0.10
Standart Sapma 0.01
MDL% 0.03
LOD % 0.03
LOQ % 0.10
Yiiksek ilave Kontrolii
(MDL#*10>lave Miktari) 0.29* > 0.10
Diisiik Ilave Kontrolii(
MDL<ilave Miktar) 0.03* < 0.10
S/N oram 9.83* < 10
Geri Alma Oram % 100.50

Deneysel LOQ Kontrolu % 0.10+0.02
Al Analizci 1, A2 analizci 2, * uygundur
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Yogurtta CMC analizi i¢in bu degerler % 0.10 &+ 0.02, ayran i¢in bu deger % 0.11 £
0.03 olarak bulundu. Yapmis oldugum bu ¢alismada yogurt 6rnegi i¢in LOD % 0.03, LOQ
% 0.10 ve MDL % 0.03 olarak, ayran i¢in LOD % 0.03, LOQ % 0.11 ve MDL % 0.03 olarak
tespit edildi. Elde etmis oldugum bu sonuglarin uygunlugu 5 farkli noktada degerlendirmesi
yapilarak teyit edildi (Ripp, 1996).

Tablo 3.2. Ayran numunesi tespit limiti (LOD), tayin limiti (LOQ) ve metot tespit limiti
(MDL) sonuglar1

MDL, LOD ve LOQ Hesaplama

Maddenin Ad1 CMC
Metot
Tarih 18.11.2019
Cihaz Spektrofotometre
Analizciler . 0.10
Ilave Edilen Konsantrasyon
Al A2 Birimi(%) % % Geri Alma
0.09 0.09 Tekrar 1 0.09 93.56
0.10 0.10 Tekrar 2 0.10 96.90
0.12 0.10 Tekrar 3 0.11 106.44
0.12 0.11 Tekrar 4 0.11 110.25
0.09 0.09 Tekrar 5 0.09 87.36
0.11 0.12 Tekrar 6 0.11 114.07
0.09 0.10 Tekrar 7 0.09 94.99
0.10 0.11 Tekrar 8 0.10 104.53
0.11 0.10 Tekrar 9 0.10 102.15
0.13 0.09 Tekrar 10 0.13 125.04
Ortalama 0.10
Standart Sapma 0.01
MDL% 0.03
LOD % 0.03
LOQ % 0.11
Yiiksek ila\{e Kontrolii
(MDL*10>Ilave Miktarr) 0.31* > 0.10
Diisiik Ilave Kontrolii(
MDL<Ilave Miktar) 0.03* < 0.10
S/N orani 9.33* < 10
Geri Alma Oram % 103.53
Deneysel LOQ Kontrolu % 0.11+0.03

Al Analizci 1, A2 analizci 2, * uygundur

Yogurt numunesinin LOD, LOQ ve MDL’ye ait g¢alismalarin birinci nokta

kontroliinde; yiiksek ilaveli miktar kontrolinde MDL*10 degerinin ilave edilen miktardan
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(% 0.10) biiyiik olmasi belirlenmistir. Bu degerlendirme ile ilgili tablo 3.1’¢ bakildiginda
MDL*10> Ilave Miktar1;0.29> 0.10 gerekliligini saglamaktadir. Ayran numunesi igin birinci
kontrolde tablo 3.2’ de goriildiigii iizere MDL*10> Ilave Miktar1; 0.31>0.10 gerekligini
saglamaktadir.

Yogurt ve ayran numunelerinin LOD, LOQ ve MDL’ye ait ¢alismalarinda ikinci nokta
kontroliinde; tespit edilen MDL orani ile ilave edilen miktar arasinda karsilastirma yapildi.
Bu degerlendirmede MDL ilave edilen miktardan kii¢iik olmasi sarttir. Tablo 3.1°de
verildigi gibi MDL<Ilave Miktar; 0.03< 0.10 durumu yogurt numunesi i¢in saglanmaktadir.
Ayran numunesi icin de tablo 3.2°de verildigi gibi MDL<Ilave Miktar; 0.03 < 0.10
durumunu kargilamaktadir.

Yapilan tiglincii nokta kontroliinde S/N oranina bakildi. Bu parametrenin < 10 olmasi
gerekmektedir (Ripp, 1996). Tablo 3.1’de verildigi gibi bu deger yogurt numunesi i¢in 9.83
ve ayran i¢in de 9.33 olarak tespit edildi.

Yapilan dordiincii nokta kontroliinde MDL < Gereklilik sartin1 saglayip sagmadigina
bakildi. Tiirk Gida Kodeksine gére CMC bulunmamasi gerekmektedir. Metot i¢in % 0.10
LOQ seviyesi tespit edilmistir. Bu seviye olduke¢a diisiiktiir.

Besinci nokta kontroliinde LOD, LOQ ve MDL ¢alismalarinin % geri alma kontrolu
yapilmistir. Guidelines for Standard Method Performance Requirements AOAC Official
Methods of Analysis (2016) Appendix F, p.2’ye gore geri kazanim kriteri ¢aligmig oldugum
konsantrasyonda % 95 - %105 araliginda olmasi gerekmektedir. Tablo 3.1 ve 3.2 © de elde
edilen geri alma sonuglari da bu validasyon ¢alismasi igin uygun olarak tespit edilmistir.

Yogurt ve ayran gibi siit tiriinlerinde CMC analizi i¢gin LOD, LOQ ve MDL
caligmalar1 ortaya konularak metodun tayin limiti, tespit limiti ve metot tespit limiti

tanimlanmustir.

3.1.2. Geri Alma (Gerceklik) Analiz Sonuclar:

Yapmis oldugum % geri alma ¢alismasinda yogurt ve ayran numunesi kullanildi. Bu
amagla hazirlanan % 0.50 ve % 1.00 CMC iceren yogurt ve ayran numuneleri hazirlandi.

% Geri alma; analiz sonucunda elde edilen deneysel degerin ger¢ek degere orani olarak
ifade edilir. Geri alma ¢alismasinda, numuneye belirli konsantrasyonda analit eklenerek
kullanilan analiz metodunun dogru galisip ¢alismadig tespit edilir. Bu bigimde yapilmis
olan bu ¢alisma % geri alma olarak ifade edilir (Naga, 2012). Kabul edilebilecek ortalama
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geri kazanimin araligi, analitin konsantrasyonu azaldikca genisler. S6z konusu bu durum 1
ppb' den %2100' e kadar olan analit konsantrasyonlari i¢in hedef ortalama geri kazanim
araliklar1 saglar. Konsantrasyona bagli olarak % geri kazanim araliklar1t AOAC 2016°da
verilmistir. Geri alma calismas1 iki farkli bigimde yapilabilir. Birinci yontemde numune
icerisinde aranan analit var ise numune i¢ine ¢alismasi hedeflenen konsantrasyonda analit
ilave edilerek analizi yapilir. Ayni zamanda bu numuneden kor olarak ¢alisilir. Elde edilen
sonuglardan % GA hesaplanir. Ikinci ydntemde numune analit igermediginden direk
hedeflenen konsantrasyonda ilave yapilarak % GA oram belirlenir. Yapmis oldugum bu

calismada ikinci yontemi kulladim.

Tablo 3.3. Yogurt numunesi % 0.5 konsantrasyonda geri alma ¢alismasi

Analizci  Analizci

n 1 2 % GA % GA  Uygunluk Uygunluk
g 1 0.50 0.49 100.11 97.70 uygun uygun
= é’“ 2 0.50 0.49 100.67 97.56 uygun uygun
°§’ : 3 0.48 0.50 96.57 99.96 uygun uygun
g % 4 0.50 0.50 99.96 99.40 uygun uygun
- S 5 0.50 0.50 99.40 100.11 uygun uygun
’E” g 6 0.50 0.52 100.11 103.93 uygun uygun
>~ ﬁ 7 0.51 0.50 102.51 99.96 uygun uygun
2 8 0.49 0.50 98.27 99.40 uygun uygun
> 9 0.50 050 10025 10011  uygun  uygun
10 0.48 0.52 95.15 103.22 uygun uygun

% GA- Ortalama  99.72
% GA- Standart sapma 2.07

n 20
Ux=Standart sapma/\n  0.4638
Ui 0.5000

tdeneysel 0.611
t (tablo_9%95 confidence level.two-tailed.n-1=19)  2.090
t< t(tablo) ise Ux.t > t(tablo) ise Ui kullanilir

% 0.50’lik CMC ilaveli yogurt numunesinin geri alma ¢alismasi orani ortalama %
99.72 £2.07 olarak tespit edildi. Elde edilen bu sonuglarin uygunluk degerlendirmesi AOAC
2016’nin tablo 5a’sinda verilen % 95-105 calisilan konsantrasyona gore beklenen % geri

alma oranlarina uygun olarak bulundu.
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Validasyon/verifikasyon ¢alismalarinda CRM veya RM ile ¢alisildigi zaman gergeklik
parametresi olarak da % geri alma ¢alismasi kullanilabilmektedir. CRM ya da RM olmadig:
zamanlarda spike yapmak suretiyle gergeklik galismasi yapilabilir. Gergeklik ¢alismasinin
uygunlugunun degerlendirilmesi amaciyla t-testi ya da % bagil hata orami kullanilir.
Dogruluk ¢alismasinda % bagil hataya bakilip bir degerlendirme yapilabilir. Mevzuat vs
durumlar belirtmedik¢e % bagil hata % 10 ‘dan kiiglik olmalidir.

Yapmis oldugum % geri alma ¢alismasinin ayn1 zamanda gergeklik parametresi olarak
degerlendirmesi t testine gorey yapildi. % 0.50” lik geri alma ¢alismasinda, T tablosunda
yapilan 20 ¢alisma i¢in serbestlik derecesi 19 olup 10.95=2.090 “dir. t deneysel <t tablo ;0.61<
2.09 oldugundan yaptigim ¢alismanin uygun oldugunu tespit etmis olduk. S6z konusu analiz

sonugclari ve istatistiki degerlendirmeler tablo 3.3’ de verildi.

Tablo 3.4. Yogurt numunesi % 1.0 konsantrasyonda geri alma ¢alismasi

Analizci  Analizci
n 1 2 % GA % GA  Uygunluk Uygunluk
§ 1 1.02 0.98 101.77 98.14 uygun uygun
= %‘ 2 1.00 101 100.05 101.10 uygun uygun
S g 3 1.03 1.01 103.01  101.00 uygun uygun
£ z 4 1.01 0.97 101.10 96.99 uygun uygun
= £ 5 1.01 1.01 101.00 101.10 uygun uygun
'§” % 6 1.03 0.98 103.49 97.85 uygun uygun
> = 7 1.03 101 102.82 101.19 uygun uygun
- 8 1.02 0.98 102.44 98.04 uygun uygun
S 9 1.02 1.02 102.15 102.15 uygun uygun
10 1.00 0.99 99.86 98.90 uygun uygun
% R- Ortalama 100.71
% R- Standart sapma 1.88
n 20
Ux=Standart sapma/\Nn 0.4193
Ui 0.5000
Tdeneysel 1.687
t (tablo_%95 confidence level.two-tailed.n-1=19) 2.090
t< t(tablo) ise Ux.t > t(tablo) ise Ui kullanilir

Tablo 3.4’de CMC ile ilgili yogurt numunesinde % 1.00’lik ¢alismamda geri alma
orani ortalama % 100.71 + 1.88 olarak tespit edildi. Elde edilen bu sonuglarin uygunluk
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degerlendirmesi AOAC 2016’ nin tablo 5a’ sinda verilen % 97-103  calisilan
konsantrasyona gore beklenen % geri alma oranlarina uygun olarak bulundu.

Yogurt numunesiyle yapmis oldugum % geri alma calismasinin ayni zamanda
gerceklik parametresi olarak da degerlendirmesi t testine gore yapildi. % 1.00’lik geri alma
calismasinda, T tablosunda yapilan 20 c¢alisma igin serbestlik derecesi 19 olup
t0.95=2.090°dir. t deneysel < t tanlo ;1.69< 2.09 oldugundan yaptigim ¢alismanin uygun oldugunu
tespit etmis olduk. S6z konusu analiz sonuglar1 ve istatistiki degerlendirmeler tablo 3.4’ de

verildi.

Tablo 3.5. Ayran numunesi % 0.50 konsantrasyonda geri alma ¢alismasi

Analizci  Analizci
- n 1 2 % GA % GA  Uygunluk Uygunluk
g 1 0.50 0.48 100.06 95.54 uygun uygun
= ?;; 2 0.49 0.49 97.60 98.21 uygun uygun
g = 3 0.51 0.50 102.32 99.67 uygun uygun
>
g Z 4 0.50 0.48 99.65 95.13 uygun uygun
E 5 0.49 0.50 97.39 99.24 uygun uygun
C
; § 6 0.50 0.48 99.03 96.12 uygun uygun
=
< = 7 0.51 0.52 101.91  103.35  uygun uygun
o 8 0.50 0.50 99.65 99.08 uygun uygun
S 9 0.50 0.49 10027  97.80 uygun uygun
10 0.50 0.50 99.24 99.65 uygun uygun

% R- Ortalama  99.05
% R- Standart sapma 2.11

n 20
Ux=Standart sapma/\n ~ 0.4721
Ui  0.5000

tdeneysel 2.020
t (tablo_%95 confidence level.two-tailed.n-1=19)  2.090
t< t(tablo) ise Ux.t > t(tablo) ise Ui kullanilir

CMC ile ilgili ayran numunesinde % 0.50’lik ¢calismamda geri alma caligmasi orani
ortalama %99.05+2.11 olarak tespit edildi. Elde edilen bu sonuglarin uygunluk
degerlendirmesi AOAC 2016’nin tablo 5a’ sinda verilen % 95-105 calisilan konsantrasyona
gore beklenen % geri alma oranlarina uygun oldugu tespit edildi.

Yapmis oldugum % geri alma c¢alismasinin ayni zamanda gerceklik parametresi

olarak da degerlendirmesi t testine gore yapildi. % 0.50’lik geri alma g¢alismasinda, T
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tablosunda yapilan 20 ¢alisma igin serbestlik derecesi 19 olup t0.95=2.090°dir. t deneysel < t
tablo ;2.02< 2.09 oldugundan yaptigim ¢alismanin uygun oldugunu tespit etmis olduk. Soz

konusu analiz sonuglar1 ve istatistiki degerlendirmeler tablo 3.5’ de verildi.

Tablo 3.6. Ayran numunesi % 1.00 konsantrasyonda geri alma ¢alismasi

Analizci  Analizci
- n 1 2 % GA % GA  Uygunluk Uygunluk
g 1 1.00 1.01 100.17 100.79 uygun uygun
- § 2 0.98 1.00 98.22 99.76 uygun uygun
§ g 3 0.99 1.00 98.84 100.48 uygun uygun
>
g z 4 1.00 1.02 100.48 101.82 uygun uygun
E 5 0.99 0.99 98.94 98.74 uygun uygun
c
g E 6 0.99 0.99 98.94 99.46 uygun uygun
=
< = 7 0.99 0.99 98.84 98.74 uygun uygun
- 8 0.99 0.99 98.84 98.69 uygun uygun
> 9 1.00 1.00 100.48 100.17 uygun uygun
10 1.00 0.99 99.97 98.94 uygun uygun

% R- Ortalama ~ 99.57
% R- Standart sapma ~ 0.94

n 20
Ux=Standart sapma/\/n 0.2099
Ui 0.5000
tdeneysel 2.067

t (tablo_%95 confidence level.two-tailed.n-1=19)  2.090
t< t(tablo) ise Ux.t > t(tablo) ise Ui kullanilir

Tablo 3.6’da CMC ile ilgili ayran numunesinde % 1.00’lik ¢caligmamda geri alma
calismasi oranmi ortalama % 99.57 +0.94 olarak tespit edildi. Elde edilen bu sonuglarin
uygunluk degerlendirmesi AOAC 2016’nin tablo S5a’sinda verilen %97-103 calisilan
konsantrasyona gore beklenen % geri alma oranlarina uygun olarak bulundu.

Ayran numunesiyle yapmis oldugum % geri alma calismasinin aym1 zamanda
gerceklik parametresi olarak da degerlendirmesi t testine gore yapildi. % 1.00’lik geri alma
calismasinda, T tablosunda yapilan 20 c¢alisma igin serbestlik derecesi 19 olup
t0.95=2.090°dir. t deneysel < t tanlo;2.07 <2.09 oldugundan yaptigim ¢alismanin uygun oldugunu
tespit etmis olduk. S6z konusu analiz sonuglar1 ve istatistiki degerlendirmeler tablo 3.6’da

verildi.
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3.1.3. Tekrarlanabilirlik Calismas1 Analiz Sonug¢lari

Bir analiz metodunun tekrarlanabilirligi; s6z konusu metodunun ayni analizci, ayni
metot, ayn1 zaman icersinde yapmis oldugu calismalardan elde edilen sonuglarin birbirine
olan uygunluk derecesi olarak tanimlanabilir. Bir numunede aranan bir analit i¢in, birden
fazla numune alinarak yapilan ¢alismada elde edilen analiz sonug¢lariin birbiriyle uyumlu
olmasi gereklidir. Bir analiz metodunun tekrarlanabilirligi genellikle analiz sonuglarinin %
RSD; (bagil standart sapma) degeri ile degerlendirilir. Tekrarlanabilirlik igin kabul
edilebilirlik % RSD; sinir1 yapilan g¢alismadaki konsantrasyona baglidir. Bu degerler
kullanilan analiz metotlarinda, bazi dokiimanlarda ve tilkemizde TGK numune alma analiz
metotlar1 tebliglerinde verilmistir (AOAC, 2016; TGK, 2016/4; TS EN I1SO 712, 2012).

Tekrarlanabilirlik caligmasinda iki analizci tarafindan bir adet yogurt ve bir adet ayran
numunesi kullanildi. Bu amagla hazirlanan yogurt ve ayran numunelerinde %0.25, % 0.50
ve % 1.00 olacak bicimde CMC miktari ilave yapilarak madde 2.2’ de belirtildigi sekilde
liretimi yapilds. iki analizci her bir farkli konsantrasyonda 6’sar adet ¢alisma gergeklestirdi.
Elde edilen sonugclar tablo 3.7-3.12 ‘lerde verildi.

Yogurt numunesinin % 0.25’lik CMC tekrarlanabilirlik ¢aligmasina ait veriler tablo
3.7°de verildi. Elde edilen degerleri yorumlandigimizda; birinci ve ikinci analizcinin
deneysel % RSD;‘leri sirasiyla % 3.00, % 2.56 ve birlestirilmis % RSDroor % 2.80 olarak
bulundu. Hem analizci ortalamalarina gore elde edilen sonuglardan hem de genel ortalamaya
gore elde edilen sonuglardan horwizit esitligi kullanilarak % HRSD; hesaplandi ve % 3.25
olarak bulundu. Deneysel olarak elde edilen hem analizciler bazinda tekrarlanabilirlik %
RSD ‘leri hem de birlestirilmis % RSDy’ler hedef % HRSD;’den kiigiik oldugu i¢in %
0.25°lik tekrarlanabilirlik ¢aligmasinin uygun oldugu tespit edildi. % HRSDy asagida verilen
horwizit esitligi formiiliine gore hesaplandi. % HRSDy’ler tablo 3.7°de verildi. Uygunluk

degerlendirmeleri bunlara gore yapildi.

% HRSD, =21705109¢ x 0.66 (3.1)

Calismanin bu kisminda % 0.25’lik calismada; analizcilerin kendi c¢alismalar
arasindaki tekrarlanabilirlik limiti kontrolii ile analizciler arasindaki tekrarlanabilirlik limiti
kontrolii yapilmis oldu. Analizci 1 igin 6 paralel analizde (f(6)=4) tekrarlanabilirlik limiti
0.031 ve min-max farki 0.02 olarak bulundu. Analizci 2 i¢in (f(6)=4) tekrarlanabilirlik limiti
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0.026 ve min-max farki 0.02 olarak bulundu. Analizciler aralarindaki degerlendirmede ise
(f(2)=2.8) 0.020 ve min-max fark1 0.002 olarak bulundu. Analizcilerin kendi ig¢indeki ve

aralarindaki tekrarlanabilirlik limitleri uygun olarak tespit edildi.

Tablo 3.7. Yogurt numunesi % 0.25 tekrarlanabilirlik ¢alismasi

I.LAnalizci Il.Analizci
% 0.25 % 0.25
n Sonuclar n Sonuclar
1 0.27 1 0.25
2 0.24 2 0.27
3 0.25 3 0.25
4 0.25 4 0.25
5 0.25 5 0.25
6 0.25 6 0.25
Ortalama  0.25 Ortalama 0.25
Standart sapma  0.01 Standart sapma 0.01
% RSDr  3.03 % RSDr 2.56
%HRSDr  3.25 % HRSDr 3.25
n-1 5 n-1 5
Tekrarlanabilirlik kontrolii  uygun Tekrarlanabilirlik kontrolii uygun
Tekrarlanabilirlik limiti Tekrarlanabilirlik limiti
(f(6)=4) 0.031 (f(6)=4) 0.026
max-min 0.02 max-min 0.02
Tekrarlanabilirlik Iimitinf uygun Tekrarlanabilirlik Iimitin? Uygun
uygunluk kontrolii uygunluk kontrolii
(RSD"?)*(n-1) 45.79 (RSD"?)*(n-1) 32.66
Tekrarlanabilirlik limiti (f(2)=2.8) 0.020
max-min 0.002
Tekrarl'gnabili.rli'k limitine uygun
uygunluk kontrolii (analizciler arasi)
Genel Ortalama % 0.25
Birlesik Standart Sapma 0.01
% RSDrpool(genel) 2.80
%HRSDr 3.25
Tekrarlanabilirlik kontroliigene uygun

Yogurt numunesi % 0.50’lik CMC tekrarlanabilirlik ¢alismasina ait veriler tablo
3.8’de verildi. Elde edilen degerleri yorumladigimizda; birinci ve ikinci analizcinin deneysel
% RSDy‘leri sirasiyla % 2.13, % 2.67 ve birlestirilmis % RSDipool % 2.42 olarak bulundu.
Hem analizci ortalamalarina gore elde edilen sonuglardan hem de genel ortalamaya gore elde

edilen sonuglardan horwizit esitligi kullanilarak % HRSD; hesaplandi ve sirasiyla % 2.89,
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% 2.91 ve % HRSDrpool % 2.90 olarak bulundu. Deneysel olarak elde edilen hem analizciler
bazinda tekrarlanabilirlik % RSD ‘leri hem de birlestirilmis % RSDy’ler hedef % HRSDy’den
kiigiik oldugu icin % 0.50°lik tekrarlanabilirlik calismasinin uygun oldugu tespit edildi.

Uygunluk degerlendirmeleri bunlara gore yapildi.

Tablo 3.8. Yogurt numunesi % 0.50 tekrarlanabilirlik ¢alismasi

I.Analizci Il.Analizci
% 0.50 % 0.50
n Sonuclar n Sonuclar
1 0.56 1 0.54
2 0.55 2 0.50
3 0.55 3 0.54
4 0.55 4 0.51
5 0.55 5 0.51
6 0.52 6 0.52
Ortalama 0.55 Ortalama 0.52
Standart sapma 0.01 Standart sapma 0.01
% RSDr 2.13 % RSDr 2.67
%HRSDr 2.89 % HRSDr 291
n-1 5 n-1 5
Tekrarlanabilirlik kontrolii uygun Tekrarlanabilirlik kontrolii uygun
Tekrarlanabilirlik limiti Tekrarlanabilirlik limiti
(f(6)=4) 0.047 (f(6)=4) 0.056
max-min 0.03 max-min 0.03
Tekrarlanabilirlik Iimitinf uygun Tekrarlanabilirlik Iimitin? Uygun
uygunluk kontrolii uygunluk kontrolii
(RSD™2)*(n-1) 22.65 (RSD™2)*(n-1) 35.74
Tekrarlanabilirlik limiti (f(2)=2.8) 0.036
max-min 0.026
Tekrarl'gnabili.rli'k limitine uygun
uygunluk kontrolii (analizciler arasi)
Genel Ortalama % 0.53
Birlesik Standart Sapma 0.01
% RSDrpool(genel) 2.42
%HRSDr 2.90
Tekrarlanabilirlik kontroliigene uygun

Calismanin bu kisminda % 0.50’lik calismada; analizcilerin kendi c¢alismalar
arasindaki tekrarlanabilirlik limiti kontrolii ile analizciler aralarindaki tekrarlanabilirlik
limiti kontrolii yapilmis oldu. Analizci 1 i¢in 6 paralel analizde (f(6)=4) tekrarlanabilirlik
limiti 0.047 ve min-max farki 0.03 olarak bulundu. Analizci 2 igin (f(6)=4) tekrarlanabilirlik
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limiti 0.056 ve min-max farki 0.03 olarak bulundu. Analizciler aralarindaki degerlendirmede
ise (f(2)=2.8) 0.036 ve min-max farki 0.026 olarak bulundu. Analizcilerin kendi igindeki ve

aralarindaki tekrarlanabilirlik limitleri uygun olarak tespit edildi.

Tablo 3.9. Yogurt numunesi % 1.00 tekrarlanabilirlik ¢alismasi

I.Analizci Il.Analizci
% %
1.00 1.00
n Sonuclar n Sonuclar
1 1.00 1 1.00
2 1.00 2 0.99
3 0.99 3 0.99
4 0.99 4 0.99
5 0.99 5 1.00
6 0.99 6 1.00
Ortalama  0.99 Ortalama  1.00
Standart sapma  0.00 Standartsapma  0.01
% RSDr  0.35 % RSDr  0.53
%HRSD:r  2.64 % HRSDr  2.64
n-1 5 n-1 5
Tekrarlanabilirlik kontrolii  uygun Tekrarlanabilirlik kontrolii  uygun

Tekrarlanabilirlik limiti
(f(6)=4) 0.014 Tekrarlanabilirlik limiti (f(6)=4) 0.021

max-min 0.01 max-min 0.01
Tekrarlanabilirlik limitine uvaun Tekrarlanabilirlik limitine uvaun
uygunluk kontrolii v uygunluk kontrolii ve

(RSD"?)*(n-1) 0.62 (RSD"?)*(n-1) 1.39

Tekrarlanabilirlik limiti (f(2)=2.8) 0.013

max-min 0.012

Tekrarlanabilirlik limitine uvaun

uygunluk kontrolii (analizciler arasi) yg
Genel

Ortalama % 0.99

Birlesik Standart Sapma 0.00

% RSDrpool(genel) 0.45

%HRSDr 2.64

Tekrarlanabilirlik kontrolii gener uygun

Yogurt numunesi %1.00’lik CMC tekrarlanabilirlik ¢alismasina ait veriler tablo 3.9°da
verildi. Elde edilen degerleri yorumladigimizda; birinci ve ikinci analizcinin deneysel %
RSDy‘leri sirasiyla % 0.35, % 0.53 ve birlestirilmis % RSDipool % 0.45 olarak bulundu. Hem

analizci ortalamalarina gore elde edilen sonuglardan hem de genel ortalamaya gore elde
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edilen sonuglardan horwizit esitligi kullanilarak % HRSD; hesapland1 ve sirasiyla % 2.64,
% 2.64 ve % HRSDrpooi % 2.64 olarak bulundu. Deneysel olarak elde edilen hem analizciler
bazinda tekrarlanabilirlik % RSD ‘leri hem de birlestirilmis % RSDy’ler hedef % HRSD;’den
kiiciik oldugu i¢in % 1.00°lik tekrarlanabilirlik ¢alismasinin uygun oldugu tespit edildi.
Uygunluk degerlendirmeleri bunlara gore yapildi.

Calismanin bu kisminda % 1.00’lik c¢alismada; analizcilerin kendi ¢alismalari
arasindaki tekrarlanabilirlik limiti kontroli ile analizciler aralarindaki tekrarlanabilirlik
limiti kontrolii yapilmis oldu. Analizci 1 i¢in 6 paralel analizde (f(6)=4) tekrarlanabilirlik
limiti 0.014 ve min-max farki 0.01 olarak bulundu. Analizci 2 igin (f(6)=4) tekrarlanabilirlik
limiti 0.021 ve min-max farki 0.01 olarak bulundu. Analizciler aralarindaki degerlendirmede
ise (f(2)=2.8) 0.013 ve min-max fark1 0.012 olarak bulundu. Analizcilerin kendi i¢indeki ve
aralarindaki tekrarlanabilirlik limitleri uygun olarak tespit edildi.

Ayran numunesinin % 0.25°1ik tekrarlanabilirlik ¢alismasi tablo 3.10°da verilmistir.
Elde edilen bu degerleri yorumladigimizda; % RSDy‘leri sirasiyla % 2.50, % 1.06 ve
birlestirilmis % RSDr % 1.92 olarak bulundu. Hem analizci ortalamalarina gore elde edilen
sonuglardan hem de genel ortalamaya gore elde edilen sonuglardan horwizit esitligi
kullanilarak hesaplanan % HRSD; sirasiyla % 3.26, % 3.25 ve % 3.25 olarak bulundu.
Deneysel olarak elde edilen hem analizciler bazinda tekrarlanabilirlik % RSDy ‘leri hem de
birlestrilmis % RSDy’ler hedef % HRSDy’lerden kiigiik oldugu i¢in ayran i¢in yapilan %
0.25’ lik tekrarlanabilirlik ¢aligmasinin uygun oldugu tespit edildi.

% 0.25’lik ¢alismada hem analizcilerin kendi ¢alismalar1 arasindaki tekrarlanabilirlik
limiti kontrolii hem de analizciler arasindaki tekrarlanabilirlik limiti kontrolii yapildi.
Analizci 1 igin 6 paralel analizde (f(6)=4) 0.025 ve min-max farki 0.02 olarak, analizci 2 igin
(f(6)=4) 0.011 ve min-max farki 0.01 ve analizciler arasinda ise (f(2)=2.8) 0.013 ve min-
max farki 0.002 olarak bulundu. Analizcilerin kendi i¢indeki ve arasindaki tekrarlanabilirlik
limitleri uygun olarak bulundu.

Ayran numunesi % 0.50’lik CMC tekrarlanabilirlik caligmasina ait veriler tablo
3.11°de verildi. Elde edilen degerleri yorumladigimizda; birinci ve ikinci analizcinin
deneysel % RSDy‘leri sirasiyla % 2.62, % 2.83 ve birlestirilmis % RSDrpooi % 2.73 olarak
bulundu. Hem analizci ortalamalarina gore elde edilen sonuglardan hem de genel ortalamaya
gore elde edilen sonuglardan horwizit esitligi kullanilarak % HRSDr hesaplandi ve sirasiyla
% 2.96, % 2.95 ve % HRSDipoot % 2.95 olarak bulundu. Deneysel olarak elde edilen hem
analizciler bazinda tekrarlanabilirlik % RSD ‘leri hem de birlestirilmis % RSDy’ler hedef %
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HRSDy’den kii¢ilik oldugu igin % 0.50 ‘lik tekrarlanabilirlik caligmasinin uygun oldugu tespit
edildi. Uygunluk degerlendirmeleri bunlara gore yapildi.

Tablo 3.10. Ayran numunesi % 0.25 tekrarlanabilirlik ¢alismasi

. Analizci 1. Analizci
0.25% 0.25%
n Sonuclar n Sonuclar
1 0.26 1 0.25
2 0.24 2 0.26
3 0.25 3 0.25
4 0.25 4 0.25
5 0.25 5 0.25
6 0.25 6 0.25
Ortalama  0.25 Ortalama  0.25
Standart sapma  0.01 Standart sapma  0.00
% RSDr  2.50 % RSDr  1.06
%HRSDr  3.26 % HRSDr  3.25
n-1 5 n-1 5
Tekrarlanabilirlik kontrolii  uygun Tekrarlanabilirlik kontrolii  uygun
Tekrarlanabilirlik limiti Tekrarlanabilirlik limiti
(f(e)=4) 0.025 (f(6)=4) 0.011
max-min 0.02 max-min 0.01
Tekrarlanabilirlik Iimitinf.e uygun Tekrarlanabilirlik Iimitin? Uygun
uygunluk kontrolii uygunluk kontrolii
(RSD™2)*(n-1) 31.23 (RSD™2)*(n-1) 5.623
Tekrarlanabilirlik limiti (f(2)=2.8) 0.013
max-min 0.002
Tekrarl:anabili-rli.k limitine Uygun
uygunluk kontrolii (analizciler arasi)
Genel Ortalama % 0.25
Birlesik Standart Sapma 0.00
% RSDrpool(genel) 1.92
%HRSDy 3.25
Tekrarlanabilirlik kontrolii gener uygun

% 0.50’lik ¢alismada hem analizcilerin kendi ¢alismalar1 arasindaki tekrarlanabilirlik
limiti kontrolii hem de analizciler arasindaki tekrarlanabilirlik limiti kontrolii yapildi.
Analizci 1 igin 6 paralel analizde (f(6)=4) 0.05 ve min-max farki 0.04 olarak, analizci 2 igin
(f(6)=4) 0.054 ve min-max fark: 0.03 ve analizciler arasinda ise (f(2)=2.8) 0.036 ve min-
max farki 0.008 olarak bulundu. Analizcilerin kendi i¢indeki ve arasindaki tekrarlanabilirlik

limitleri uygun olarak bulundu.
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Tablo 3.11. Ayran numunesi %0.50 tekrarlanabilirlik ¢aligmasi

l. Analizci 1. Analizci
%0 0.50 %0 0.50
n Sonuclar n Sonuclar
1 0.48 1 0.50
2 0.48 2 0.49
3 0.45 3 0.47
4 0.48 4 0.47
5 0.49 5 0.49
6 0.47 6 0.47
Ortalama 0.47 Ortalama 0.48
Standart sapma 0.01 Standart sapma 0.01
% RSDr 2.62 % RSDr 2.83
%HRSDr 2.96 % HRSDr 2.95
n-1 5 n-1 5
Tekrarlanabilirlik Tekrarlanabilirlik
kontrolii uygun kontrolii uygun
Tekrarlanabilirlik limiti Tekrarlanabilirlik
(f(6)=4) 0.050 limiti (f(6)=4) 0.054
max-min 0.04 max-min 0.03
Tekrarlanabilirlik Tekrarlanabilirlik
limitine uygun limitine uygun
uygunluk kontrolii uygunluk kontrolii
(RSD"2)*(n-1) 34.3820 (RSD2)*(n-1) 40.0182
Tekrarlanabilirlik limiti (f(2)=2.8) 0.036
max-min 0.008
Tekrarlanabilirlik limitine uvaun
uygunluk kontrolii (analizciler arasi) y9
Genel Ortalama % 0.48
Birlesik Standart Sapma 0.01
% RSDrpool(genel) 2.73
%HRSDy 2.95
Tekrarlanabilirlik kontrolii(gener) uygun

Ayran numunesi % 1.00’lik CMC tekrarlanabilirlik ¢alismasina ait veriler tablo
3.12°de verildi. Elde edilen degerleri yorumladigimizda; birinci ve ikinci analizcinin
deneysel % RSDy ‘leri sirasiyla % 0.96, % 0.38 ve birlestirilmis % RSDrpool degeri % 0.73
olarak bulundu. Hem analizci ortalamalarina gore elde edilen sonuglardan hem de genel
ortalamaya gore elde edilen sonuglardan horwizit esitligi kullanilarak % HRSDy hesaplandi
ve sirastyla % 2.64, % 2.64 ve % HRSDmoot 2.64 olarak bulundu. Deneysel olarak elde
edilen hem analizciler bazinda tekrarlanabilirlik %RSD: ‘leri hem de birlestirilmis %
RSDy’ler hedef % HRSDy’ den kiigiik oldugu i¢in % 1.00 ‘lik tekrarlanabilirlik ¢aligmasinin
uygun oldugu tespit edildi. Uygunluk degerlendirmeleri bunlara gore yapildi.
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Tablo 3.12. Ayran numunesi %1.00 tekrarlanabilirlik ¢aligmasi

l. Analizci 1. Analizci
% 1.00 % 1.00
n Sonuclar n Sonuclar
1 0.99 1 1.00
2 1.01 2 1.00
3 1.01 3 1.00
4 1.01 4 1.01
5 1.01 5 1.00
6 0.99 6 1.00
Ortalama 1.01 Ortalama 1.00
Standart sapma 0.01 Standart sapma 0.00
% RSDr 0.96 % RSDr 0.38
%HRSDr 2.64 % HRSDr 2.64
n-1 5 n-1 5
Tekrarlanabilirlik Tekrarlanabilirlik
kontrolii uygun Kkontrolii uygun
Tekrarlanabilirlik Tekrarlanabilirlik
limiti (f(6)=4) 0.038 limiti (f(6)=4) 0.015
max-min 0.02 max-min 0.01
Tekrarlanabilirlik Tekrarlanabilirlik
limitine uygun limitine uygun
uygunluk kontrolii uygunluk kontrolii
(RSD"2)*(n-1) 4.57 (RSD"2)*(n-1) 0.71
Tekrarlanabilirlik limiti (f(2)=2.8) 0.020
max-min 0.020
Tekrarlanabilirlik limitine uvaun
uygunluk kontrolii (analizciler arasi) Y9
Genel Ortalama % 1.00
Birlesik Standart Sapma 0.01
% RSDrpool(genel) 0.73
%HRSDy 2.64
Tekrarlanabilirlik kontrolii(genel) uygun

% 1.00°1ik galismada hem analizcilerin kendi ¢alismalari arasindaki tekrarlanabilirlik
limiti kontrolu hem de analizciler arasindaki tekrarlanabilirlik limiti kontrolii yapildi.
Analizci 1 igin 6 paralel analizde (f(6)=4) 0.038 ve min-max farki 0.02 olarak, analizci 2 i¢in
(f(6)=4) 0.015 ve min-max farki 0.001 ve analizciler arasinda ise (f(2)=2.8) 0.02 ve min-
max farki1 0.02 olarak bulundu. Analizcilerin kendi ig¢indeki ve arasindaki tekrarlanabilirlik
limitleri uygun olarak bulundu.

Kesinlik, benzer kosullar altinda bir dizi deney yoluyla elde edilen veriler arasindaki
yakihigin bir 6l¢iisiidiir. Analitik yontemler i¢in, yontemin belirtilen kosullar1 altinda elde

edilen sonuglar arasindaki yakinliktir. Kesinlik, bir yontemde olusabilecek rastgele hatay1

65



goriintiilemeyi amaglamaktadir. Kesinlik, hi¢bir kosulda dogrulukla karistirllmamalidir. Bir
yontem kesin olabilir ancak dogru olmayabilir veya tam tersi veya her ikisi birden olabilir.
Kesinligin 6l¢iildiigii yaygin olarak kabul edilen iki parametre tekrarlanabilirlik ve tekrar
tiretilebilirliktir. Tekrarlanabilirlik bize, kisa bir zaman araliginda tekrarlanan bir dizi
deneyden sonra analitik sonuglarin yakinligini anlatir. Tekrarlanabilirlik test i¢i hassasiyet
olarak da adlandirilir. Burada, yontem genellikle ayn1 giin i¢inde ayn1 operatdr tarafindan
bircok kez gerceklestirilir.

Yapmis oldugum bu ¢alismada tekrarlanabilirlik parametreleri siit tiriinleri matriksini
temsil etmesi bakimindan bir adet yogurt ve bir ayran numunesiyle yapildi. CMC i¢in yogurt
ve ayran Orneklerinde % 0.25, % 0.50 ve % 1.00 konsantrasyonda olacak bigimde calisildu.
Her bir analizci i¢in elde edilen ve birlestirilmis % RSD, degerleri hesaplanan hedef %
HRSD; degerlerinden kii¢iik oldugu i¢in yapmis oldugum validasyon ¢alismasinda metodun

tekrarlanabilirlik parametreleri uygundur.

3.1.4. Ara Kesinlik (Laboratuvar i¢i Tekrar Uretilebilirlik) Cahsmasi Analiz
Sonuc¢larn

Tekrar  dretilebilirlik,  farkli  analizcilerin  farkli  zamanlardaki  farkli
konsantrasyonlardaki elde edilen sonuglarinin birbiri ile tutarliligidir. Farkli analizcilerle ve
farkli islevsel, ¢evresel sartlar altinda ama ayni yontem ile analiz tekrarlanir. Eger analizler
laboratuvar i¢i yapiliyorsa ara kesinlik olarak tanimlanir, bu sekilde bir yontem farkli
giinlerde, farkli konsantrasyonlarda farkli analizciler tarafindan uygulandiginda elde edilen
analitik sonuglarin yakinligini analiz ederek laboratuvar i¢indeki farkliliklar1 yansitir. Bu
nedenle, ara kesinlik giinliik analiz edilir, analizci analizci, konsantrasyon konsantrasyon
seklinde. Alternatif olarak, ara kesinlik, tiim yonleri bir arada kapsayan 6 deneyden olusan
bir “matris yaklagimi” ile de degerlendirilebilir. Bir yontemin ara kesinligi genellikle analiz
sonuglarmin % RSD; (bagil standart sapma) degeri ile 6lgiiliir. Kesinlik testlerinden elde
edilen sonuglar istatistiksel olarak analiz edilir. Sonucun her bir hassasiyet tipi i¢in standart
sapma (Si), goreceli standart sapma (RSDi, varyans Kkatsayisi) agisindan sunulmasi
onerilmektedir. Bir enstriimanin belirli bir deger araliginda tutarli veriler iiretme yetenegini
giivenle analiz etmemizi saglar. Baska bir deyisle, iginde kesin ve giivenilir veriler
iretebilecegi yontemin aralifin1  bilmemizi saglar. Tekrariiretilebilirlik i¢in kabul

edilebilirlik sinir1, yapilan analizin galisilan konsantrasyonuna baglidir. Bu sinirlar
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kullanilan metotlarda, bazi dokiimanlarda ve iilkemizde TGK numune alma analiz metotlari

tebliglerinde verilmistir (AOAC, 2016).

Tablo 3.13. Yogurt numunesi % 0.25 ara kesinlik ¢alismasi

Giinler 1.Giin 2.Giin 3.Giin 4.Giin 5.Giin 6.Giin Genel ortalama ~ 0.25
Anal.1 0.25 024 025 024 025 0.25 Ortalamanin varyansi (S¢?) 0.00001
Anal.2 025 025 025 025 024 0.25 | Tekrarlanabilirlikvaryans: (S?) 0.00010
Oort. 025 025 025 024 025 025 Giinler aras: varyans (Sp?) 0.0000
Tekrariiretilebilirlikvaryansi 0.00010
Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun S?
Tekrariiretilebilirlik standart
0.010
sapmasi (Si)
RSDi  0.04
Zaman dilimi saysi(k) 6 % RSD; 412
Analizci sayisi (n) 2 n-1(genel) 11
(RSD2)*(n-1)  0.019
Analizci 1 Ortalama  0.25
Analizci 2 Ortalama  0.25
Tekrariiretilebilirlik limiti 012
(f=28)
max-min ~ 0.01
Tekrariiretilebilirlik limitine Uvaun
uygunluk kontrolii ¥
%RSD; 412
%HRSDr ~ 4.94
Tekrariiretilebilirlik uygunluk
degerlendirilmesi Uygun

Tekrariretilebilirlik ¢alismasinda iki analizci tarafindan bir adet yogurt ve bir adet
ayran kullanildi. Bu amagla hazirlanan yogurt ve ayran 6rneklerinde CMC miktar1 % 0.25,
% 0.50 ve % 1.00 olacak bigimde hazirlanarak gerceklestirildi.

Yogurt CMC analizi % 0.25 tekrar iiretilebilirlik ¢alismasi tablo 3.13°de verildi. Bu
sonuglar1 yorumladigimizda; birinci ve ikinci analizcinin ortalama sonuglar sirastyla % 0.25
+0.01, % 0.25 + 0.01 ve genel ortalama % 0.25 + 0.01 olarak bulundu, deneysel olarak
% RSDi’ si % 4.12 olarak tespit edildi. Calisilan konsantrasyon i¢in 3.2.”de verilen horwizit
esitligi kullanilarak hesaplanan hedef % HRSDr % 4.94 olarak bulundu. Deneysel olarak
elde edilen tekrartiretilebilirlik % RSDi ‘si hedef % HRSDr’den kiiciik oldugu i¢in %
0.25°lik tekrar iretilebilirlik ¢alismasinin uygun oldugu tespit edildi.

% HRSD; =21-05 l0gC (3.2)
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Tablo 3.14. Yogurt numunesi % 0.50 ara kesinlik ¢alismasi

Giinler 1.Giin 2.Giin 3.Giin 4.Giin 5.Giin 6.Giin Genel ortalama ~ 0.52
Anal.1 052 051 052 050 051 0.52 Ortalamann varyans (S¢?) 0-00001
051 052 051 052 052 051 Tekrarlanabilirlikvaryanst — 5457

Anal. 2 (59
Oort. 051 052 052 051 052 052 Giinler arasi varyans (S2) -0.0002
Tekrariiretilebilirlikvaryansi 0.00051

Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun S3

Tekrariiretilebilirlik standart
0.023

sapmasi (Si)
RsD; 0.044
Zaman dilimi sayisi(k) 6 % RSD;i 4.36
Analizci sayisi (n) 2 n-1(genel) 11

(RSD2)*(n-1) 0.021

Analizci 1 Ortalama 0.52

Analizci 2 Ortalama 0.52

Tekrarlanabilirlik limiti 012
(f(2)=2.8) '

max-min 0.01

Tekrariiretilebilirlik limitine

uygunluk kontrolii

%RSD;  4.36

%HRSDr 442
Tekrariiretilebilirlik uygunluk
degerlendirilmesi

Uygun

Uygun

% 0.25’lik ¢alismada analizcilerin arasindaki tekrar iretilebilirlik limiti kontrolu
yapildi. Analizciler arasinda paralel analizde (f(2)=2.8) 0.12 olarak bulundu. Analizcilerin
aralarindaki tekrar iretilebilirlik limitleri farkli giinlerde yapilan analizlerde ve analiz
ortalamalarininin degerlendirilmesinde uygun olarak bulundu.

Yogurt CMC analizi % 0.50 tekrar iiretilebilirlik ¢alismasi tablo 3.14°de verildi. Bu
sonuclar1 degerlendirdigimizde; birinci ve ikinci analizcinin ortalama sonuglari sirasiyla %
0.52 £0.02,% 0.52 + 0.02 ve genel ortalama % 0.52 + 0.02 olarak bulundu, deneysel
olarak % RSDi’si % 4.36 olarak tespit edildi. Calisilan konsantrasyon igin horwizit esitligi
kullanilarak hesaplanan hedef % HRSDr % 4.42 olarak bulundu. Deneysel olarak elde
edilen tekrariiretilebilirlik % RSDj‘si hedef % HRSDr’den kiigiik oldugu i¢in % 0.50 ‘lik
tekrar tiretilebilirlik ¢aligmasi bakimindan uygun oldugu tespit edilmistir.

% 0.50’lik ¢alismamda analizcilerin arasindaki tekrar tretilebilirlik limiti kontrolii
yapildi, analizciler arasinda paralel analizde (f(2)=2.8) 0.12 limit olarak bulundu.

Analizcilerin aralarindaki tekrar tiretilebilirlik limitleri farkli giinlerde yapilan analizlerde ve
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analiz ortalamalarininin degerlendirilmesinde 0.01 olarak bulundu. Elde edilen bu sonug

uygundur.

Tablo 3.15. Yogurt numunesi % 1.00 ara kesinlik ¢aligmasi

Giinler 1.Giin 2.Giin 3.Giin 4.Giin 5.Giin 6.Giin Genel ortalama ~ 1.00
Anal.1 103 099 102 1.02 100 1.01 Ortalamanin varyans: (S¢) 0-00020
100 099 099 101 099 1.00 Tekrarlanabilirlikvaryanst 4 5419
Anal. 2 (Srp?)
Oort. 1.01 099 1.00 1.01 1.00 1.00 Giinler arasi varyans (Sy2)  -0-0005
Tekrariiretilebilirlikvaryansi 0.00119
Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun O
Tekrariiretilebilirlik standart 0.034
sapmasi (Si)
RSD;i 0.034
Zaman dilimi sayisi(k) 6 % RSD;  3.44
Analizci sayisi (n) 2 n-1(genel) 11
(RSD2)*(n-1)  0.013
Analizci 1 Ortalama  1.01
Analizci 2 Ortalama ~ 1.00
Tekrariiretilebilirlik limiti 0.10
(f(2)=2.8) '
max-min ~ 0.01
Tekrariiretilebilirlik limitine Uygun
uygunluk kontrolii
%RSDi 344
%HRSDr  4.00
Tekrariiretilebilirlik uygunluk
degerlendirilmesi Uygun

Yogurt CMC analizi % 1.00 tekrar iiretilebilirlik ¢alismasi tablo 3.15°de verildi. Bu
sonuglar1 degerlendirdigimizde; birinci ve ikinci analizcinin ortalama sonuglari sirastyla %
1.01 £0.03, % 1.00 + 0.03 ve genel ortalama % 1.00+0.03 olarak bulundu, deneysel olarak
% RSDi’si %3.44 olarak tespit edildi. Calisilan konsantrasyon i¢in horwizit esitligi
kullanilarak hesaplanan hedef % HRSDr % 4.00 olarak bulundu. Deneysel olarak elde
edilen tekrartiretilebilirlik % RSDi‘si hedef % HRSDRgr’den kiiciik oldugu i¢in % 1.00°lik
tekrar tiretilebilirlik ¢caligmasi bakimindan uygun oldugu tespit edilmistir.

% 1.00’lik ¢alismamda analizcilerin arasindaki tekrar iiretilebilirlik limiti kontrolii
yapildi, analizciler arasinda paralel analizde (f(2)=2.8) 0.10 limit olarak bulundu.
Analizcilerin aralarindaki tekrar tiretilebilirlik limitleri farkli giinlerde yapilan analizlerde ve
analiz ortalamalarininin degerlendirilmesinde 0.01 olarak bulundu. Elde edilen bu sonug

uygundur.
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Tablo 3.16. Ayran numunesi % 0.25 ara kesinlik ¢aligmasi

Giinler 1.Giin 2.Giin 3.Giin 4.Giin 5.Giin 6.Giin Genel ortalama  0.25
Anal.1 025 025 025 025 025 025 Ortalamann varyans: (S¢?) 0.00001
025 025 024 024 024 025 Tekrarlanabilirlikvaryanst 4 44,g
Anal. 2 (59
Oort. 025 025 025 025 024 025 Giinler arasi varyans (52 0.0000
Tekrariiretilebilirlikvaryansi 0.00008
Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun S
Tekrariiretilebilirlik standart
0.009
sapmasi (Si)
RsD;  0.04
Zaman dilimi sayisi(k) 6 % RSD;  3.60
Analizci sayisi (n) 2 n-1(genel) 11
(RSD2)*(n-1)  0.014
Analizci 1 Ortalama  0.25
Analizci 2 Ortalama ~ 0.25
Tekrarlanabilirlik limiti
_ 0.10
(f(2)=2.8)
max-min ~ 0.01
Tekrariiretilebilirlik limitine
uygunluk kontrolii Uygun
%RSD;  3.60
%HRSDr ~ 4.93
Tekrariiretilebilirlik uygunluk
degerlendirilmesi Uygun

Ayran CMC analizi % 0.25 tekrar iiretilebilirlik ¢aligmasi tablo 3.16” da verildi. Bu
sonuclar1 degerlendirdigimizde; birinci ve ikinci analizcinin ortalama sonuglari sirasiyla %
0.25 +0.009, % 0.25 + 0.009 ve genel ortalama % 0.25+0.009 olarak bulundu, deneysel
olarak % RSDi’si % 3.60 olarak tespit edildi. Calisilan konsantrasyon i¢in horwizit esitligi
kullanilarak hesaplanan hedef % HRSDr % 4.93 olarak bulundu. Deneysel olarak elde
edilen tekrartiretilebilirlik %RSDi‘si hedef % HRSDRr’den kiigiik oldugu igin % 0.25°lik
tekrar tiretilebilirlik ¢aligmasi bakimindan uygun oldugu tespit edilmistir.

% 0.25’lik ¢alismamda analizcilerin arasindaki tekrar tiretilebilirlik limiti kontrolu
yapildi, analizciler arasinda paralel analizde (f(2)=2.8) 0.10 limit olarak bulundu.
Analizcilerin aralarindaki tekrar tiretilebilirlik limitleri farkli giinlerde yapilan analizlerde ve
analiz ortalamalarininin degerlendirilmesinde 0.01 olarak bulundu. Elde edilen bu sonug

uygundur.
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Tablo 3.17. Ayran numunesi % 0.50 ara kesinlik ¢aligmasi

Giinler 1.Giin 2.Giin 3.Giin 4.Giin 5.Giin 6.Giin

Anal.1 049 0.50 0.50 0.50 0.51 0.51

Anal. 2 0.50 0.50 0.50 0.49 0.50 0.49
Ort. 0.50 0.50 0.50 0.50 0.51 0.50

Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun

Zaman dilimi sayisi(k) 6

Analizci sayisi (n) 2

Genel ortalama  0.50
Ortalamanin varyansi (Sd°) 0.00002
Tekrarlanabilirlikvaryansi 0.00039

(s
Giinler arasi varyans (Sp?) -0-0002
Tekrariiretilebilirlikvaryansi 0.00039
(s?)
TeKkrariiretilebilirlik standart 0.02
sapmasi (Si) '
RSD;i 0.04
% RSD;  3.97
n-1(genel) 11
(RSD2)*(n-1) 0.017
Analizci 1 Ortalama  0.50
Analizci 2 Ortalama  0.50
TeKrariiretilebilirlik limiti 0.11
(f(2)=2.8) '
max-min 0.00
TeKrariiretilebilirlik limitine
uygunluk kontrolii Uygun
%RSD;  3.97
%HRSDr 444
Tekrariiretilebilirlik uygunluk
degerlendirilmesi Uygun

Ayran CMC analizi % 0.50’lik tekrar iiretilebilirlik ¢alismasi tablo 3.17°de verildi. Bu

sonuglart degerlendirdigimizde; birinci ve ikinci analizcinin ortalama sonuglari sirasiyla

%0.50 +0.02, % 0.50 + 0.02 ve genel ortalama % 0.50 + 0.02 olarak bulundu, deneysel

olarak %RSDi’si %3.97 olarak tespit edildi. Calisilan konsantrasyon igin horwizit esitligi
kullanilarak hesaplanan hedef %HRSDr % 4.44 olarak bulundu. Deneysel olarak elde
edilen tekrariiretilebilirlik % RSDj‘si hedef % HRSDRr’den kii¢iik oldugu i¢in %0.50°lik

tekrar tiretilebilirlik ¢aligmasi bakimindan uygun oldugu tespit edilmistir.

% 0.50’1lik ¢alismamda analizcilerin arasindaki tekrar iiretilebilirlik limiti kontrolu

yapildi, analizciler arasinda paralel analizde (f(2)=2.8) 0.10 limit olarak bulundu.

Analizcilerin aralarindaki tekrar {iretilebilirlik limitleri farkli giinlerde yapilan analizlerde ve

analiz ortalamalarininin degerlendirilmesinde 0.01 olarak bulundu. Elde edilen bu sonug

uygundur.
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Tablo 3.18. Ayran numunesi % 1.00 ara kesinlik ¢aligmasi

Giinler 1.Giin 2.Giin 3.Giin 4.Giin 5.Giin 6.Giin Genel ortalama ~ 1.02
Anal.1 100 104 100 101 105 1.00 Ortalamanin varyansi (S¢?) 0.0006
Anal.2 101 1.00 0.99 1.00 1.04 1.04 | Tekrarlanabilirlikvaryansi (S/%) 0.00123
Ort. 101 102 100 101 105 1.02 Giinler arasi varyans (Sp?) -0-0003
Tekrariiretilebilirlikvaryansi 0.00123
Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun S3
Tekrariiretilebilirlik standart
0.034
sapmasi (Si)
RSD; 0.03
Zaman dilimi sayisi(k) 6 % RSD;  3.45

N

n-1(genel) 11
(RSD2)*(n-1)  0.013
Analizci 1 Ortalama ~ 1.02

Analizci 2 Ortalama  1.01

Tekrarlanabilirlik limiti 010
(f(2)=2.8) '

max-min  0.01

Tekrariiretilebilirlik limitine

uygunluk kontrolii

%RSD;  3.45

%HRSD;  3.99
Tekrariiretilebilirlik uygunluk
degerlendirilmesi

Analizci sayisi (n)

Uygun

Uygun

Ayran CMC analizi %1.00’lik tekrar tiretilebilirlik ¢aligmasi tablo 3.18’de verildi. Bu
sonuglart degerlendirdigimizde; birinci ve ikinci analizcinin ortalama sonuglari sirastyla %
1.02+0.03,% 1.01 £ 0.03 ve genel ortalama % 1.02 + 0.03 olarak bulundu, deneysel olarak
%RSDi’si % 3.45 olarak tespit edildi. Calisilan konsantrasyon igin horwizit esitligi
kullanilarak hesaplanan hedef % HRSDr % 3.99 olarak bulundu. Deneysel olarak elde
edilen tekrariiretilebilirlik % RSD;‘si hedef % HRSDRr’den kiigiik oldugu i¢in % 1.00°lik
tekrar tiretilebilirlik ¢aligmasi bakimindan uygun oldugu tespit edilmistir.

% 1.00’lik ¢alismamda analizcilerin arasindaki tekrar iiretilebilirlik limiti kontrolii
yapildi, analizciler arasinda paralel analizde (f(2)=2.8) 0.10 limit olarak bulundu.
Analizcilerin aralarindaki tekrar {iretilebilirlik limitleri farkli giinlerde yapilan analizlerde ve
analiz ortalamalarininin degerlendirilmesinde 0.01 olarak bulundu. Elde edilen bu sonug
uygundur.

Yaptigim calisma CMC ile ilgili oldugu i¢in siit tiriinleri matriksini temsil etmesi
bakimindan bir adet yogurt ve bir adet ayran numesi ¢alisildi. CMC Tiirk Gida Kodeksinde

stit Urlinlerine katilmasi yasak olan bir katki maddesidir. Bu parametrede yogurt ve ayran

72



numunelerinde % 0.25, % 0.50 ve % 1.00 konsantrasyonlarda calisildi. Elde edilen sonuglar
tablo 3.13- 3.18’deki deneysel %RSD;j degerleri yine tablo 3.13- 3.18’de hesaplanan hedef
%HRSDR degerlerinden kiigiik oldugu igin gelistirmis oldugumuz analiz metodunun tekrar
tiretilebilirlik validasyon parametresi uygun olarak bulundu.

Laboratuvar i¢i ara kesinlik, farkli analizcilerin, farkli zamanlarda, farkl
konsantrasyonlarda calisilmasi ile elde edilen sonuglardaki tutarsizliklari yansitmaktadir.
Ara kesinlik ¢alismasinin validasyondaki amaci, ayni laboratuvarda, gelistirme asamasi sona

erdiginde yontemin ayn1 sonuglar1 verecegini dogrulamaktir.

3.1.5. Lineerite ve Ol¢iim Arahg

Calisma araligi metodun kabul edilebilir bir gerceklik ve kesinlikte uygulanabilir
oldugu araliktir. Calisma araligmin en diisiik noktas1 LOQ ve en yiiksek noktasi analitik
seviyede onemli farkliliklarin gozlemlendigi derisim seviyesidir. Calisma araligina ait
veriler genellikle metodun gelistirilmesi sirasinda elde edilir. Caligsma aralif1 genel olarak
hem cihaz i¢in hem de analiz metodu igin gegerli bir tanimdir. Numunenin 6n islem
gormeden direkt olarak Ol¢iildiigii durumlarda iki ¢aligma araligi aymidir. Metodun ve
cthazin, belirlenmis olan ¢alisma araliginda calisip ¢alismadigi incelenmelidir.

Cihazin kalibrasyon egrisinin istatiksel analizinde lineer regresyon tercih edildi. Bu
nedenle kalibrasyon standart ¢ozeltileri ¢ok hassas bir sekilde hazirlandi. Bu baglamda,
oncelikle izlenebilirligi olan belirli safliktaki kat1 formda CMC sertifikali referans standarti
temin edildi. Bu referans standart matriks eslesme kalibrasyon egrisi i¢in hem ayran hem de
yogurt matriksinde kullanildi. Bu amagla kor, % 0.1, % 0.25, % 0.50, % 0.75, % 1.00 ve %

2.00 konsantrasyonlarda kalibrasyon standart ¢ozeltisi ayran ve yogurt iiretilerek hazirlandi.
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Ayran ve Yogurt Matriks Eslesme Lineer Arahklar:

3
y =1,0461x - 0,0696 y=1,4125x-0,191
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Sekil 3.1. Yogurt ve ayran numunesi CMC matrisk-eslesme kalibrasyon egrisi

Yapmis oldugum ¢aligmada hem lineer aralik hem de ¢alisma araligi % 0.1, % 0.25,
% 0.50, % 0.75, % 1.00 ve % 2.00 konsantrasyonlarda ¢alisilarak alt limit % 0.10 ve {ist
limit % 2.00 olarak belirlendi. Sekil 3.1’de ayran ve yogurt matriks eslesme lineer araligt,
Ol¢tim arali@ina ait yapilan ¢alisma verilmistir. Burada mavi ile verilen ayran numunesine
ait kirmiz1 ile verilen yogurt numunesine ait degerlerdir. Ayran i¢in R? degeri 0.9985 ve
yogurt icin R? degeri 0.9951 olarak bulundu ve bu degerler uygundur. Metodun LOQ
degerleri madde 3.1.1°de belirtildigi gibi ayran i¢in % 0.11 ve yogurt i¢in % 0.10 olarak
hesaplanmisti. Yapmis oldugum c¢alismada numuneden gelebilecek olan girisimleri
engellemek icin matriks eslesme kalibrasyon egrisi kullanildi. Kalibrasyon i¢in kullanilan
standartlara uygulanan igslemler numuneye de ayni bigcimde uygulandigi i¢in burada metot

ve cithazin 6l¢lim araligr aynidir.

3.1.6. Hesaplanan Toplam Ol¢iim Belirsizligi

Gida analizlerinde kaliteli, dogru, tekrarlanabilir sonuglari iiretmek ve zamaninda
analiz sonuglarini rapor etmek 6nemlidir. Raporlanacak sonuglar gida maddesinin uygunluk
degerlendirmesinde kabul ya da kabul edilmeme durumunu etkileyeceginden buradaki

sorumluluk biiyiiktiir. Bu sorumluluk yapilmis olan analitik ¢alisma ve elde edilen analiz
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sonuglarina gore yapilir. Ancak, elde edilen analiz sonuglar1 her zaman kesin bir sonug
olmayabilir. Bu sebeple 6lciim belirsizligi konsepti ortaya konulmustur. Olgiim belirsizligi
analiz basamaklarinda olusan ve raporlanan analiz sonuglarmi etkileyen etkenleri
icermektedir (Celebiler vd., 2011, Matson vd., 2010).

Yapilan hata mefhumunun haricinde; matriks etkisi, girisimler, kullanilan referans
materyaller, kiitle ve hacimsel belirsizlikler, ¢evresel faktorler, 6l¢lim yontemleri ve 6l¢lim
stireclerine etki eden durumlar ve etmenler 6lgiim sonuglarinin belirsizligine ilave yapabilir
(Celebiler vd., 2011). Olgiim belirsizligi, laboratuvar tarafindan elde edilmis olan neticenin
kalitesini akseder ve neticenin gergek degerini ne olgiide etkiledigini gosterir. Neticelerle
beraber 6l¢iim belirsizligi de verilirse, neticeyi kullananlara 6l¢iimiin kalitesi hakkinda bilgi
verilmis olur (Bal vd., 2014). Hesaplanmis olan dl¢tim belirsizligi sistematik ya da rastgele
hatalarin neticesinde meydana gelebilir.

Gida analizi yapan laboratuarlar ol¢iim belirsizligini hesap etmek suretiyle
tekrarlanabilirlik, tekrar tretilebilirlik ve gergeklik sathalarimida gézden gegirmeyi yapmis
olurlar. Bu amagla TURKAK R20.02 rehberinde verildigi gibi asagidan yukari veya
yukaridan asagi yaklasimla olglim belirsizligi hesap edilmektedir. Asagidan yukariya
yaklagimda; analiz siirecindeki her bir safhada belirsizlik tahmini yapilmakta, basamaklarin
belirsizligi hesap edildikten sonra bunlarin bilesimleri ve analiz sonucu ile toplam 6l¢iim
belirsizligi hesap edilmektedir. Yukaridan asagi hesaplamada ise; analiz sonucunun toplam
belirsizliginin hesap edilmesinde tekrarlanabilirlik, tekrar tiretilebilirlik ve gerceklik verileri
kullanilmaktadir.

Yapmis oldugum bu arastirma calismasinda yukaridan asagi modeli kullanildi.
Yogurt ve ayran Orneklerine ait gerceklik (Geri alma), tekrarlanabilirlik ve tekrar
tiretilebilirlik parametreleri kullanildi. % 0.25, % 0.50 ve % 1.00 konsantrasyonlarin yogurt
ve ayran orneklerine ait 6l¢iim belirsizligi sonuglar1 ayr1 hesap edildi. Daha sonra yogurt i¢in
bir 6lgtim belirsizligi sonucu Ve ayran igin 6lgtim belirsizligi hesap edildi. Son adimda da
metodun birlestirilmis 6lgiim belirsizligi sonucu hesaplandi.  Yapilan caligmalara ait

degerler tablo 3.19” dan 3.27’ye kadar olan tablolarda verildi.
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Tablo 3.19. Yogurt % 0.25 konsantrasyon toplam belirsizlik hesab1

Toplam Belirsizlik

Deger
Parametre (X) u(X) (X)X
Gergeklik (bias) 100.00  0.00 0.000
Tekrarlanabilirlik 10000 280 0.028
Ara Kesinlik 10000 412 0.041
Relatif birlesik belirsizlik= 0.05
*Genisletilmis relatif birlesik belirsizlik (U=~ 0-10%
*9095 giiven araligi, k=2
Tablo 3.20. Yogurt % 0.50 konsantrasyon toplam belirsizlik hesabi
Toplam Belirsizlik
Deger
Parametre X) u(Xx) u(XxX)/X
Gergeklik (bias) 99.72 0.28 0.0028
Tekrarlanabilirlik 100 2.42 0.0242
Ara Kesinlik 100 4.36 0.0436
Relatif birlesik belirsizlik= 0.05
*Genisletilmis relatif birlesik belirsizlik (U= ~ 0-10%
*0095 giiven araligi, k=2
Tablo 3.21. Yogurt % 1.00 konsantrasyon toplam belirsizlik hesab1
Toplam Belirsizlik
Deger
Parametre (X) u(X) (X)X
Gergeklik (bias) 100.00  0.14 0.0014
Tekrarlanabilirlik 100.00  0.73 0.0073
Ara Kesinlik 100.00 3.45 0.0345
Relatif birlesik belirsizlik= ~ 0.035
0.07*

*Genisletilmis relatif birlesik belirsizlik (Uy)=

*0095 giiven araligi, k=2
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Tablo 3.22. Ayran % 0.25 konsantrasyon toplam belirsizlik hesab1

Toplam Belirsizlik

Deger
Parametre X) u(Xx) u(X)/X
Gergeklik (bias) 100.00 0.00 0.0000
Tekrarlanabilirlik 100.00 192 00192
Ara Kesinlik 100.00 3.60 0.0360
Relatif birlesik belirsizlik=  0.041
*Genisletilmis relatif birlesik belirsizlik (Ux)= ~ 0-08*
*9095 giiven araligi, k=2
Tablo 3.23. Ayran% 0.50 konsantrasyon toplam belirsizlik hesab1
Toplam Belirsizlik
Deger
Parametre (X) u(x) u(X)/X
Gergeklik (bias) 99.05 0.95 0.0096
Tekrarlanabilirlik 10000~ 275y 00273
Ara Kesinlik 100.00 3.97 0.0397
Relatif birlesik belirsizlik=  0.049
*Genisletilmis relatif birlesik belirsizlik (U)= ~ 0-10%
*0095 giiven araligi, k=2
Tablo 3.24. Ayran % 1.00 konsantrasyon toplam belirsizlik hesabi
Toplam Belirsizlik
Deger
Parametre X) u(Xx) u(X)/X
Gergeklik (bias) 99.57 0.43 0.0043
Tekrarlanabilirlik 10000 073 00073
Ara Kesinlik 100.00 3.45 0.0345
Relatif birlesik belirsizlik=  0.036
0.07*

*Genisletilmis relatif birlesik belirsizlik (Uy)=

*0095 giiven araligi, k=2
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Tablo 3.25. Yogurt birlestirilmis toplam belirsizlik hesab1

Toplam Belirsizlik

Deger
Parametre (X) u(X) (X)X
Gergeklik (bias) 100.14  0.14 0.0014
Tekrarlanabilirlik 100.00 2,15 0.0215
Ara Kesinlik 100.00  3.99 0.0399
Relatif birlesik belirsizlik=  0.045
*Genigletilmis relatif birlesik belirsizlik (U=~ 0-09%
*9095 giiven araligi, k=2
Tablo 3.26. Ayran birlestirilmis toplam belirsizlik hesab1
Toplam Belirsizlik
Deger
Parametre X) u(Xx) u(XxX)/X
Gergeklik (bias) 99.54 0.46 0.0046
Tekrarlanabilirlik 100.00  1.97 0.0197
Ara Kesinlik 100.00  3.68 0.0368
Relatif birlesik belirsizlik= ~ 0.042
0.08*

*Genisletilmis relatif birlesik belirsizlik (Ux)=

*0095 giiven araligi, k=2
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Tablo 3.27. Metodun birlestirilmis toplam belirsizlik hesabi

Toplam Belirsizlik

Deger
Parametre (X) u(x) u(x)/X
Gergeklik (bias) 99,84 0,16 0,0016
Tekrarlanabilirlik 100,00 2,06 0,0206
100,00 3,84 0,0384

Ara Kesinlik
Relatif birlesik belirsizlik= 0,044

*Genisletilmis relatif birlesik belirsizlik (U)=  0.09*

*0695 giiven araligi, k=2

3.1.6.1. Analiz Sonucunun Ol¢iim Belirsizligi Kullanilarak Kabul Uygun Sonuca

Gore Karar Kurah Ornegi ile Yapilacak Raporlamasi

Yogurt CMC analizine ait analitik sonug;

CMC: % 0.35 olarak bulunmustur.

Genisletilmis belirsizlik Ug= 0.09 (k=2 % 95) hesaplanmustir.
Ol¢iim belirsizligi = 0.35 x 0.09

Olgiim belirsizligi = % 0.03

CMC Tiirk Gida Kodeksine gore bulunmamasi gerekmektedir. Bu nedenle de
karar kurali uygulanmaz.

Olgiim belirsizligi, ol¢iim sonuglarinin valide edilmis analiz metotlar1 ile
yapildigint ve giivenirlik diizeyini gosterir. Verilen sonuglarin dogrulugunun siipheli
oldugunu géstermez. Olglim sonuglarmin  dagilimini gdsteren bir degerdir. Olgiim
sonuclarini karsilagtirirken ve limitlere uygunlugu agisindan karar verirken dnemlidir. CMC
analizi ile ilgili validasyon c¢alismasinda 6l¢iim belirsizligi % 95 giiven araliginda UX + %

9.00 olarak bulundu.
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RAPORLAMA

Olgiim Geri Olgiim Uygunluk
Analizler Sonuc¢ Limiti Kazanim Belirsizligi Deger. An. Met.
1. CMC : 9%0.35 % 0.10 - +9% 0.03* Uygun Isletme igi

Degil** metot

* k=2 %95 giiven araliginda analitik sonug x Ug ile elde edilen O.B. sonucu

** Elde edilen analiz sonucundan 6l¢iim belirsizligi ¢ikartildiginda elde edilen sonug Tiirk Gida Kodeksi
Fermente Siit Uriinleri Tebligi (Teblig No: 2009/25) uygun degildir.

Genel olarak bu bi¢imde analiz sonuglart verilirken uluslararasi standardizasyon
kurallar icinde 6lciim belirsizliklerinin hesap edilmesi gerekmektedir. Ornegin; miisteri
(6zel, resmi) tarafindan herhangi bir parametere ile ilgili yapilan analizde bir partinin veya
alt partinin kabulii ile ilgili uygunluk beyani istendiginde karar kurali sartlarinda miisteri ile
anlasildiginda laboratuvara gelen numunenin analitik sonugun uygunluk degerlendirmesi,
analizin mevzuatina bagh olarak gerektiginde geri almaya gore diizeltilmis olan sonugtan
Olctim belirsizliginin ( k=2 % 95 giiven aralig1) c¢ikarilmasiyla elde edilen sonuca gore
yapilir. Elde edilen analiz sonucu Tiirk Gida Kodeksi ilgili maddesinde verilen maksimum
limitleri agiyorsa uygun degil kabul edilir. Agsmiyorsa uygun kabul edilir. Muayene ve analiz
raporunda mevzuata uygunluk durumu agik bigimde yazilir. Analiz sonucunun geri
kazanim ve Ol¢iim belirsizligi( k=2 % 95 giiven aralig1l) hesaba katilarak diizeltildigi

muayene ve analiz raporunda belirtilir.

3.1.7. Piyasadan Alman Yogurt ve Ayran Numunelerine Ait CMC Analizi

Sonuglari

Piyasadan alinan ve tablo 3.28” de isimleri verilen triinlerde CMC analizi yapildi.

Her bir numune i¢in 3 adet paralel ¢alisma gergeklestirildi.

80



Tablo 3.28. Piyasadan alinanan yogurt ve ayran numunelerine ait CMC sonuglari

No Uriin Ismi CMC

1 Yogurt TELA

2 Yogurt TELA

3 Yogurt TELA

4 Yogurt TELA

5 Yogurt TELA

6 Yogurt % 0.311+0.06
7 Yogurt TELA

8 Yogurt TELA

9 Yogurt TELA

10 Ayran TELA

11 Ayran TELA

12 Ayran TELA

13 Ayran % 0.43+0.09
14 Ayran TELA

15 Ayran TELA
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Yapmis oldugum c¢aligmada iki adet numunede bir adet yogurt ve bir adet ayran
numunesinde CMC tespit edildi. Diger iiriinlerde tespit edilebilir limitin altinda bulundu.

3.2. Kalitatif Analiz Sonuclari

LOQ seviyesi olan % 0.10’luk c¢alisma 2.2, 2.3.5 ve 2.3.6 maddelerde verilen
yontemler kullanilarak yapildi. Kalitatif analiz iki farkli sekilde degerlendirildi. Bu amagla
FI-TR cihazi ve UV-VIS Spektrofotometere cihazina ait analiz sonuglar1 kullanildi. Her
iki cihaza ait sonuglarin degerlendirmesi 3.2.1, 3.2.2 ve devam eden diger madddelerde

verildi.

3.2.1. FI-TR Cihaz ile Kalitatif Analiz Sonuclar

Kat1 halde, sivi halde ve ¢ozelti halinde bulunan organik bilesiklerin yapilarinda
bulunan fonksiyonel gruplarin tespit edilmesinde, iki bilesigin ayni olup olmadigi
konusunda karsilastirmalarda, bilesigin yapisindaki baglarin durumunun belirlenmesinde,
baglanma yerleri hakkinda bilgi edilmesinde ve bilesigin aromatik veya alifatik olup
olmadig1 tespit edilmesinde kullanilir. Bunun haricinde karbonhidratlarin, fosfolipitlerin,
aminoasitlerin ve proteinlerin yap1 analizlerinde kullanilir. FTIR 6zellikle polimer
maddelerin analizlerinde, ilag ve adli tip analizlerinde kullanilirken, malzeme bilimlerinde,
kimyada ve seramik sanayideki analizlerin de bu teknigin uygulanmasi olduk¢a yogundur.
Cesitli organik ve inorganik 6rneklerin kalitatif ve kantitatif analizlerinin yapilmasina imkan
verir. FTIR spektroskopisi; gaz, sivi kromatografisi, kiitle spektroskopisi gibi diger analitik
metotlara gore daha basarili bicimde endiistride ¢ok iyi bir tanimlama araci olarak
kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda s6z konusu bu teknik, "yesil" bir analiz yontemi ve sarf
malzemelerinin maliyetinde tasarruf edebilme avantaji nedeniyle hizli, dogru sonuglar
vermektedir.

Calismamda CMC’nin yogurt ve ayran Orneklerinde tespit edilmesi i¢in FITR
spektrofotometresi kullanildi. Bunun igin saf CMC numunesi, Saf CMC’nin Cu™ ile
coktiiriilmesi ile elde edilen numuneler, icersinde CMC bulunmayan yogurt numunesi,
icinde CMC bulunan ve Cu** ¢oktiiriilen yogurt numunesi, icersinde CMC bulunmayan
ayran numunesi, i¢inde CMC bulunan ve Cu™" ¢oktiiriilen ayran numunelerinin analizleri

yapildi.

82



Fourier Doniisiimii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) polimer yapisindaki kimyasal
degisiklikleri gosterir. CMC'nin FTIR spektrumlar1 Ek Sekil 1.1.'de verilmistir. 3310.93cm”
1 gdzlemlenen pikler CMC'nin FTIR spektrumlari i¢in -OH germe bantlarini gosterir.
2901.44 cm™'deki pikler C-H grubunun gerilmesinden dolay1 kaynaklanmaktadir. 1582 cm"
! 'te gozlenen pikler hidrokarbon gruplari (-CHz- makaslama), karbonil gruplari (C = O
germe) aittir. 1411 cm™ ve 1319 cm-1'deki pikler CMC'nin FTIR spektrumlari i¢in -CHo- ve
-OH baglanmasi ile iliskilendirilir. 1045'de bir eter piki cm™® CMC molekiiliinde bir -
OCH,COO- grubunun oldugunu gostermektedir. Literatiirde verilen FTIR spektrumlari ile

benzer bulundu (Ramli vd., 2015).

Saf CMC + Cu** kompleksinin FTIR spektrumlari Ek Sekil 1.1.-1.5.'de verilmistir.
3284 cm? gozlemlenen pikler CMC'nin FTIR spektrumlari igin OH gerilme bantlarini
gosterir. 2928 cm™ ve 2853 cm™ gozlemlenen giiclii absorbsiyon pikleri sirasiyla CHo-
grubunun asimetrik C-H germe titresimi ve simetrik C-H gerilme titresimidir ve bu gruplarin
gerilmesinden dolay1 kaynaklanmaktadir. 1743 cm™ 'te yeni gdzlemlenen giiclii absorbsiyon
piki karbonil gruplarma -C = O gerilme titresimine aittir. 1640 cm™'de gézlemlenen giiclii
bir absorbsiyon bandinin varligi, karboksil grubunun —COO" varligin1 gostermektedir. 1523
cm™ ve 1456 cm-1'deki pikler CMC'nin FTIR spektrumlari igin CH2 ve OH baglanmast ile
iliskilendirilir. 1159 cm™ ve 1096 cm™de piki C-O gruplarinin germe durumunu
gostermektedir. Bakir’in —COO™ grubu ile etkilesim halinde olmas1 1743 cm™ 'te yeni giiclii
-C = O absorbsiyon piki ve 2928 cm™ ve 2853 cm™ gézlemlenen giiclii absorbsiyon pikleri
-CH2- grubunun asimetrik C-H gerilme titresimi ve simetrik C-H gerilme titresiminin de
giiclii absorbsiyon bantlarinin olusmasina neden olmustur. 1640 cm™'de gdzlemlenen giiclii

absorbsiyon piki —COO" varligini teyit etmektedir (Liu vd., 2016).
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Sekil 3.2 CMC-Bakir kompleksi

Ko6r numune + Cu** kompleksinin FTIR spektrumlart Ek Sekil 1.3.'de verilmistir. 3290
cmt gdzlemlenen pikler yogurt numunesinin Cu** kompleksinin FTIR spektrumlari igin -
OH germe bantlarini gosterir. 2928 cm™ gézlemlenen giiclii absorbsiyon pikleri sirastyla -
CHo-grubunun asimetrik C-H gerilme titresimi bu gruplarin gerilmesinden dolay1
kaynaklanmaktadir. CMC bulunmayan numune + Cu** kompleksi 1743 cm? 'te
absorbsiyon piki vermemistir. 1640 cm™'de gozlemlenen giiglii bir absorbsiyon bandinin
varligi, karboksil grubunun —COO"™ varligin1 gostermektedir. Laktik asit olabilir. 1437 cm-
I'deki pikler kor numunenin FTIR spektrumlart i¢in -CH2- ve -OH baglanmas: ile
iliskilendirilir.

Yapmis oldugum c¢alismada kor ve CMC ilaveli numunelerin FITR spektrumlari
karsilastirildiginda 6nemli derecede fark ortaya ¢ikmaktadir. Bu seklide CMC katilan bir
numunede iginde CMC olmayan kor numune ile CMC olan bir numunenin analizi bu
sekilde yapilabilecektir. Bununla ilgili validasyon ¢alismalar1 3.2.3 maddesinden sonra

verilmistir.

3.2.2. Spektrofotometre Cihaz ile Kalitatif Analiz Sonuclar

UV spektrofotometre cihazi ile analiz ¢aligmalarinda birgok uygulama yapilmaktadir.
Ornegin, fonksiyonel bir grubu tespit etmek icin kullanilir. Karmasik bir bilesikte
kromoforun yoklugunu veya varligini tespit etmek i¢in kullanilabilir. Aym1 zamanda
polienlerdeki konjugasyon derecesini tespit etmek igin de kullanilabilir. Cift baglarda bir

artis oldugunda, emilim daha uzun dalga boyuna ¢ekilir. Ek olarak, bilinmeyen bilesikleri
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tanimlamak i¢in UV spektroskopisi kullanilabilir. Bilinmeyen bir bilesigin spektrumu, bir
referans bilesigin spektrumu ile karsilastirilir. Her iki spektrum da gakisirsa, bu bilinmeyen
bilesik basariyla tanimlanabilir. UV spektroskopisi ayrica geometrik bir izomerin
konfigiirasyonlarinin belirlenmesine yardimci olabilir. Cis-alkenlerin, trans-alkenlere
kiyasla farkli bir dalga boyunda emildigi tespit edilmistir. Izomerlerden biri koplanar
olmayan bir yapi ile gelirse, yine de UV spektroskopisi ile belirlenebilir. UV/Vis
spektroskopisi ile hem saf halde hem de biyolojik karigimlarda belirli bilesik siniflarini
tamimlamak i¢in kalitatif analiz yapilabilir. UV/Vis spektroskopisinin daha ileri analitik
amaglara uygulanmasi olduk¢a sinirlidir, ancak uygun oOzelliklerin ve parametrelerin
bilindigi sistemler i¢in miimkiindiir. Son olarak, bu ara¢ bir maddenin safligin1 belirleyebilir.
Bunu yapmak ic¢in, numune ¢ozeltisinin emme orani, referans ¢ozeltinin emme orani ile
karsilastirilacaktir. Emilimin  yogunlugu, bir maddenin safligin1 hesaplamak ig¢in
kullanilabilir.

Bu galismada Shimatzu marka UV-1800 spektrofotometre cihazi kullanilarak 2 mL
saf suya 100 pL fenol ¢ozeltisi ilave edilerek ve 5 mL derigik Siilfirik asit ( H2SOs) ilave
edilerek kor hazirlandi. % 0.10 CMC igeren yogurt numunesi 2.3.3’deki gibi hazirlanarak
olusan rengin 200 ile 800 nm arasinda spektrum taramasi yapildi. Olusan kompleksin 490
nm maksimum absorbans verdigi tespit edildi. Tarama sonucu ile ilgili elde edilen sonug
sekil 3.3.”de verildi.

3304

3.000-

— Kor
— % 0.10 CMC
490 nm — % 0.25 CMC
%0.30 CMC
— % 0.75 CMC
— % 1.00 CMC
% 2.00 CMC

2,000

1000\

0.000

-0.812
400.00 500.00 600.00 700.00 &00.00

Sekil 3.3. Spektrum tarama sonuglar1
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Sekil 3.3.’de absorbanslari degerlendirdigimizde; deneysel c¢alismada tarama
isleminde 2 mL saf su + 0.1 mL fenol ¢ozeltisi + 5 mL derisik H2SOs ¢ozeltisi
spektrofotometrenin 0 (sifir) ayar1 i¢in kullamildi. Yapilan calismada matriks-eslesme
kalibrasyon egrisi metodununda kullanilan konsatrasyonlardaki CMC standartlarinin
taramasi gergeklestirildi. Kér numune ile % 0.10 CMC ilaveli numunenin absorbanslarinin
karsilagtirildiginda 6nemli derece fark vardir. Ayrica gorsel olarak da bakildiginda kor ile
% 0.10 arasinda fark sekil 3.4.’te goriilmektedir.

Sekil 3.4. Kor ve % 0.10 CMC numuneler arasindaki renk

LOQ seviyesinde % 0.10 CMC katilan bir yogurt ve ayran numunesi kor numune

ile karsilagtirma yapilmak suretiyle bu yontemle tespit edilebilecektir.

3.2.3. Hassasiyet (Dogru pozitif) Oram (SNR)

Kalitatif analizlerde tespit edilecek olan analitin bulundugu numunelerde analiz
sonucunda pozitif sonu¢ alinma oranidir. Bu oran, analitin bulunmadig1 veya referans bir
metot ile negatif oldugu belirlenen numunelerde gegerli kilinan metot uygulandiginda elde
edilen dogru pozitif (TP) sonug sayisinin, dogru pozitif sonug sayisi (TP) ile yanlis negatif
sonug sayist (FN) toplamina esit olan gergek pozitif sonug sayisi toplamina oranidir. Yapmis
oldugum caligmada iki farkli yontem kullanilarak Hassasiyet (Dogru pozitif) orani1 (SNR)
2.6 ve 2.7°de verilen denklemler kullanilarak hesaplandi. FITR ¢alismasinda yogurt
numunesi i¢in toplamda 21 adet 6rnekte dogru pozitif (TP) sayis1 21 adet olarak tespit edildi.
Negatif sonug sayist (FN) 0 (sifir) olarak bulundu. Elde edilen hassasiyet sonucu %2100.00
olarak hesaplandi. FITR ¢alismasina ait sonuglar hassasiyet parametresine ait validasyon
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caligmalar1 tablo 3.29’da goriilmektedir. Metot validasyon/verifikasyonunda metotlar,
dogruluklar1 % 90 veya daha yiiksekse kabul edilebilir olarak degerlendirilebilirler. Yapmis
oldugum ¢alismada % 100 olarak bulundugu icin hassasiyet parametesi uygun olarak
bulundu.

Tablo 3.29. FITR yogurt numunelerine ait CMC nitel analiz sonuglari

Referans Metot Analiz Sonucu
Pozitif (+) Negatif (-) Toplam
Pozitif (+) 21 0 21
Negatif (-) 0 20 20
Toplam 21 20 41
% Dogruluk 100.00
%Hassasiyet 100.00
Ozgiinliik 100.00
Secicilik -0.29
Yanhs Pozitif 0.00
Yanhs Negatif 0.00

FITR galigmasinda ayran numunesi i¢in toplamda 24 adet 6rnekte dogru pozitif (TP)
say1s1 24 adet olarak tespit edildi. Negatif sonug¢ sayis1 (FN) O (sifir) olarak bulundu. Elde
edilen hassasiyet sonucu % 100.00 olarak hesaplandi. FITR g¢aligmasina ait sonuglar
hassasiyet parametresine ait validasyon g¢alismalar1 tablo 3.30°da goriilmektedir.

Gorsel calismasinda yogurt numunesi igin toplamda 12 adet 6rnekte dogru pozitif (TP)
sayist 12 adet olarak tespit edildi. Negatif sonug¢ sayis1 (FN) O(sifir) olarak bulundu. Elde
edilen hassasiyet sonucu % 100.00 olarak bulundu. FITR g¢alismasina ait sonuglar
hassasiyet parametresine ait validasyon calismalar1 tablo 3.31’de goriilmektedir. Metot
validasyon/verifikasyonunda metotlar, dogruluklari % 90 veya daha yiiksekse kabul
edilebilir olarak degerlendirilebilirler. Yapmis oldugum ¢aligmada % 100 olarak bulundugu

icin hassasiyet parametesi uygun olarak bulundu.
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Tablo 3.30. FITR ayran numunelerine ait CMC nitel analiz sonuglari

Referans Metot Analiz Sonucu
Pozitif (+) Negatif (-) Toplam

Pozitif (+) 24 0 24

Negatif (-) 0 20 20

Toplam 24 20 44
% Dogruluk 100
% Hassasiyet 100
% Ozgiinliik 100
Secicilik -0,26
Yanbhs Pozitif 0,00
Yanls Negatif 0,00

Gorsel calismasinda ayran numunesi i¢in toplamda 11 adet 6rnekte dogru pozitif (TP)
sayist 11 adet olarak tespit edildi. Negatif sonug sayist (FN) 0 (sifir) olarak bulundu. Elde
edilen hassasiyet sonucu % 100.00 olarak bulundu. FITR c¢alismasina ait sonuglar

hassasiyet parametresine ait validasyon c¢alismalari tablo 3.32’de goriilmektedir.

Tablo 3.31. Gorsel yogurt numunelerine ait CMC nitel analiz sonuglari

Referans Metot Analiz Sonucu
Pozitif (+) Negatif (-) Toplam
Pozitif (+) 12 0 12
Negatif (-) 0 12 12
Toplam 12 12 24
0A) Dogruluk 100 OO
% Hassasiyet 100,00
Secicilik -0,30
Yanhs Pozitif 0.00
Yanhs Negatif 0,00
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Tablo 3.32. Gorsel ayran numunelerine ait CMC nitel analiz sonuglari

Referans Metot Analiz Sonucu
Pozitif (+) Negatif (-) Toplam

Pozitif (+) 11 0 11

Negatif (-) 0 13 13

Toplam 11 13 24
% Dogruluk 100
% Hassasiyet 100
% Ozgiinliik 100
Secicilik -0,34
Yanhs Pozitif 0,00
Yanhs Negatif 0,00

3.2.4. Dogruluk (RA)

Dogru analiz sonuglarinin elde edilme oranidir. Calisma esnasinda yapilan dogru
pozitif (TP) sonuglart ile dogru negatif (TN) analiz sonuglarinin toplamlarinin analiz
sonuglarinin toplamina oranin % olarak ifadesidir. FITR ile yapilan ¢aligmada Tablo 3.29
ve 3.30°da verildigi tizere dogruluk oranlar1 ayran ve yogrut numunesi i¢gn % 100 olarak
tespit edildi. Metot validasyon/verifikasyonunda metotlar, dogruluklari % 90 veya daha
yiiksekse kabul edilebilir olarak degerlendirilebilirler. Yapmis oldugum calismada % 100
olarak bulundugu i¢in dogruluk parametesi uygun olarak bulundu.

Gorsel yontem ile yapilan ¢aligmada Tablo 3.31 ve 3.32°de verildigi iizere dogruluk
oranlart ayran ve yogrut numunesi i¢in % 100 olarak tespit edildi. Metot
validasyon/verifikasyonunda metotlar, dogruluklar1 % 90 veya daha yiiksekse kabul
edilebilir olarak degerlendirilebilirler. Yapmis oldugum ¢aligmada % 100 olarak bulundugu

icin dogruluk parametesi uygun olarak bulundu.

89



3.2.5. Yanhs Negatif Oram (FN)

Pozitif olarak tespit edilmesi gerekirken negatif olarak elde edilmis olan sonuglarin,
pozitif olarak elde edilmesi beklenen sonuglara oranidir. Metot validasyon/verifikasyon
calismalarinda metodun kabul edilebilir kabul edilmesi i¢in yanlis negatif oran1 %10’u
asmamalidir. FTIR Spektrofotometresi i¢in tablo 3.29 ve 3.30’da verildigi ilizere yanlis
negatif oranlar1 ayran ve yogurt numunesi i¢in % 0 olarak tespit edildi.

Gorsel yontem ile yapilan ¢alismada tablo 3.31 ve 3.32’de verildigi {izere yanlis

negatif oranlar1 ayran ve yogrut numunesi icn % 0 olarak tespit edildi.

3.2.6. Ozgiilliik (SP)

Negatif olarak tespit edilmesi beklenen analiz sonuglarindan negatif olarak elde
edilenlerin, toplam negatif olarak beklenenlere oram1 olarak tanimlanir. Metot
validasyon/verifikasyonunda analiz metotlarinin, 6zgillikleri % 90 veya daha yiiksekse
kabul edilebilir olarak degerlendirilebilirler. FTIR spektrofotometresi igin tablo 3.29 ve
3.30°da verildigi tizere yapmis oldugum ¢aligmada 6zgiilliikk orant %100 olarak bulundugu
icin dogruluk parametesi uygun olarak tespit edildi.

Gorsel yontem ile yapilan ¢aligmada tablo 3.31 ve 3.32’de verildigi lizere yapmis
oldugum calismada 06zgiilliik oran1 % 100 olarak bulundugu i¢in dogruluk parametesi

uygun olarak tespit edildi.

3.2.7. Yanhs Pozitif Oram (FP)

Negatif olarak elde edilmesi beklenen analiz sonuglarindan pozitif olarak elde
edilenlerin, toplam negatif olarak elde edilmesi beklenen analiz sonuglarina orani olarak
tanimlanir. Metot validasyon/verifikasyon c¢aligmalarinda metodun kabul edilebilir olmasi
i¢in yanlis pozitif orant % 10’u asmamalidir. FTIR spektrofotometresi igin tablo 3.29 ve
3.3’de verildigi lizere yapmis oldugum ¢aligmada yanlis pozitif orant % 0 olarak bulundugu
icin yanlis pozitif parametresi uygun olarak tespit edildi.

Gorsel yontem ile yapilan ¢alismada tablo 3.31 ve 3.32’de verildigi lizere yapmis
oldugum ¢alismada yanlis pozitif oran1 % 0 olarak bulundugu i¢in yanlig pozitif parametresi

uygun olarak tespit edildi.
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3.2.8. Gozlenen ve Beklenen Sonuc¢larin Uyumu

Beklenen gercek sonuglar ile gozlenen validasyon/verifikasyon galismasinda elde
edilen sonuglarin istatistiksel olarak %90 giiven araliginda ne oranda uyumlu oldugunu
belirlemek i¢in Cohen’s Kappa Coefficient Test kullanildi. Madde 2.7.6’da kullanilan
formiil ve degerlendirme kriterleri verilmistir. Degerlendirmesi K< 0.20 kétii, K 0.20-0.40
vasat, K 0.41-0.60 makul, K 0.61-0.80 iyi, K > 0.80 ¢ok iyi bi¢iminde verilen sartlara gore
yorumlandi. Yapmis oldugum FITR spektrofotometresi ile yapilan ¢alismada yogurt analizi
icin K=1.00 olarak bulundu. Metot ¢ok iyi olarak tespit edilmistir. Yapmis oldugum
calismada ayran analizi icin K=1.00 olarak bulundu. Metot ¢ok iyi olarak tespit edilmistir.

Yapmis oldugum goresel yontem ile yapilan ¢alismada yogurt analizi i¢in K=1.00
olarak bulundu. Metot ¢ok iyi olarak tespit edilmistir. Yapmis oldugum ¢alismada ayran

analizi i¢in K=1.00 olarak bulundu. Metot ¢ok iyi olarak tespit edilmistir.

3.2.9. Minimum Tespit Sinir1 (LOD)

Bu amagla % 0.10 CMC igeren yogurt ve ayran numunelerinden 10 adet analiz yapildi
ve LOQ seviyesi madde 3.1.1° de verilen tabloda hesaplamasi yapildi. Yogurt i¢in bu
deger % 0.11 ve ayran igin % 0.11 olarak tespit edildi. Ayn1 zamanda istatistiki olarak elde

edilen bu sonuclardan 5 adet analiz yapilarak dogrulamas1 yapildi.

3.2.10. Metot Saglamhgi

Analitik bir yontemin saglamligi, yontem parametrelerindeki kiigiik fakat kasith
degisikliklerden etkilenmeme kapasitesinin Olgiisiidiir ve normal kullanim sirasinda
giivenilirliginin bir gostergesidir. Ornegin, bir kromatografik ydntemin saglamligi, mobil faz
bilesimi, pH ve iyonik gii¢, sicaklik ve farkli kolon partileri veya tedarikgileri gibi
parametrelerdeki degisikliklerle degerlendirilebilir. Saglamligin degerlendirilmesi yontem
gelistirme asamasinda dikkate alinmalidir. Aslinda, bir yontemin validasyonu islemi,
validasyon ¢aligmalar1 yapilana kadar metot kosullarinin kabul edilebilir olup olmadigim
bilmek miimkiin olmadigindan, metot kosullarinin gercek gelisiminden ayrilamaz. Bu
nedenle, yeni bir analitik yontemin gelistirilmesi ve onaylanmasi etkilesimli bir siire¢

olabilir.
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Kromatografinin saglamliginin degerlendirilmesi yontemleri genellikle karmasik ve
zahmetlidir. Yapilmas: gereken c¢ok sayida analitik parametre testi yapilir. Bazi
degerlendirilecek analitik parametrelerde kii¢iik nominal sartlar ve istatistiksel degisimlerin
yorumlanmasinda Student's t-test veya ANOVA testi kullanilabilir (Dejaegher ve Heyden,
2007).

Saglamlig1 belirlemek icin diger daha genis bir alternatif analitik yontemlerden biri
Youden’in testidir. Bu test sadece yontemin saglamligin1 degerlendirmekle kalmaz, ayni
zamanda her bir analitik parametrenin nihai sonuglarininin bireysel degisikliklerin etkilerini
tespit edebilecek sekildedir (Youden ve Steiner, 1975).

Yapmis oldugum ¢aligmada saglamlik kontrolii i¢in madde miktarinda degisiklik, pH
ayarlamasinda degisiklik, kaynatma siiresinde degisiklik yapildi. Yapilan degisiklikler
metodu etkilemedi. Yapilan ¢aligmalar % 0.10 diizeyinde ilave edilen drneklerde yapildi.
Sonuglarin degerlendirmesinde togs-test uygulandi. Elde edilen sonuglar tablo 3.33’de

verilmigtir.

Tablo 3.33. Saglamlik parametresinin degerlendirilmesi

Numune Miktar:
Degisikligi
Yogurt Ayran Yogurt Ayran Yogurt Ayran
99.82 99.28 100.84 98.99 99.20 98.46

pH Degisikligi Kaynatma Siiresi

% R- Ortalama

Standart sapma 3.40 4.98 4.19 2.94 4.17 4.52
n 10 10 10 10 10 10
Ux=Standart sapma/vn 1.08 1.57 1.32 0.93 1.32 1.43
Ui 0.51 1.08 0.51 1.33 0.50 1.33
0.17 0.46 0.64 1.08 0.61 1.08
tdeneysel
t (tablo_%095 confidence 1.83 1.83 1.83 1.83 1.83 1.83

level.two-tailed.n-1=19)

Uygunluk ~ 0Y9un  Uvgun  Uygun  Uygun — Uygun — Uygun

Saglamlik parametresi ile alakali yapilan ¢alismada pH ayarlamasinda degisiklik,
kaynatma siiresinde degisiklik yapildi. Bununla ilgili olarak tablo 3.33’e bakti§imiz zaman

pH ayarlamasindaki degisiklikte yogurt igin t deneysel 0.17, ayran igin t deneyset 0.46 Ve to.gs
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tablodan 1.83 olarak bulundu. Deneysel ¢aligmalarin degeri tablodan kiigiik oldugu i¢in pH
degisikligi uygun olarak bulundu.

Kaynatma siiresi degisikliginde yogurt i¢in t deneysel 0.64, ayran igin t geneysel 1.08 Ve to.95
tablodan 1.83 olarak bulundu. Deneysel ¢alismalarin degeri tablodan kiigiik oldugu igin
kaynatma siiresi degisikligi uygun olarak bulundu.

Numune miktarindaki degisiklikte yogurt i¢in t deneyset 0.61, ayran igin t geneyset 1.08 ve
to.9s tablodan 1.83 olarak bulundu. Deneysel ¢alismalarin degeri tablodan kii¢iik oldugu i¢in

numune miktar1 degisikligi uygun olarak bulundu.
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4. SONUC VE ONERILER

Yapmis oldugum kantitatif analiz ¢alismasinda yogurt numunesi i¢in MDL % 0.03,
LOD % 0.03 ve LOQ % 0.10 olarak bulundu. Ayran igin yapilan ¢alismada bu degerler
MDL % 0.03, LOD % 0.03 ve LOQ % 0.11 olarak bulundu. Elde edilen bu degerlerin
uygunlugunun 5 farkli noktada kontrolii yapildi. Tiirk Gida Kodeksinde CMC yogurt ve
ayran gibi siit iriinlerinde hi¢ olmamasi gerekmektedir. Dolayisiyla ortaya koymus oldugum
metodun LOQ seviyesi % 0.10 olarak bulunmustur.

Yogurt ve ayran numuneleri ile yapilan % 0.50 ve % 1.00 CMC ilavesi yapilarak
gerceklestirilen geri alma ¢alismalarinda % 0.50” lik CMC ilaveli yogurt numunesinin geri
alma ¢alismasi orani ortalama % 99.72 + 2.07 olarak, yogurt numunesinde % 1.00’lik
caligmamda geri alma ¢alismasi orani ortalama % 100.71 + 1.88, ayran numunesinde %
0.50’lik calismamda geri alma calismasi oranit ortalama % 99.05 + 2.11 ve ayran
numunesinde % 1.00’1lik ¢alismamda geri alma galismasi orani ortalama % 99.57 + 0.94
olarak bulundu. Yapilan ¢alismada, geri kazanim iyi analitik performans gostermistir ve elde
edilen iki farkli konsantrasyondaki sonuglar AOAC, 2016’da verilen limitleri
karsilamaktadir. Dolayisiyla metodun geri alma oranlar ¢ok 1yidir.

CMC i¢in tekrarlanabilirlik ¢alismasi i¢in; yogurt ve ayran orneklerinde % 0.25, %
0.50 ve % 1.00 konsantrasyonda olacak bigimde calisildi. Elde edilen her bir analizci i¢in
elde edilen ve birlestirilmis % RSDy degerleri hesaplanan hedef %HRSD; degerlerinden
kiiglik oldugu igin yapmis oldugum validasyon ¢alismasinda metodun tekrarlanabilirlik
parametreleri uygundur.

Yaptigim tekrar iretilebilirlik ¢aligmasinda; CMC ile ilgili oldugu igin siit Griinleri
matriksini temsil etmesi bakimindan yogurt ve ayran numesi ¢alisildi. CMC Tiirk Gida
Kodeksine gore siit tirlinlerine katilmasi yasak olan bir katki maddesidir. Bu parametrede
yogurt ve ayran numunelerinde % 0.25, % 0.50 ve % 1.00 konsantrasyonlarda caligildi. Elde
edilen sonuglarin deneysel % RSD; degerleri hesaplanan hedef % HRSDr degerlerinden
kiiglik oldugu i¢in gelistirmis oldugumuz analiz metodunun tekrar iiretilebilirlik validasyon
parametresi uygun olarak bulundu.

Olgiim sonuglarini karsilastirirken ve limitlere uygunlugu acisindan karar verirken
belirsizlik 6nemlidir. CMC analizi ile ilgili validasyon ¢alismasinda 6lgiim belirsizligi k=2

% 95 giiven araliginda genisletilmis belirsizlik + Ux % 9.00 (0.09) olarak bulundu.



Yapmis oldugum ¢aligmada ayran ve yogurt numuneleri i¢in; hassasiyet parametresi
%100 olarak, dogruluk parametresi %100 olarak, yanlis negatif oranlar1 %0 olarak, 6zgiilliik
orani %100 olarak, yanlis pozitif oran1 % 0 olarak bulunmustur. Yapmis oldugum ¢alismada
yogurt analizi i¢cin K=1.00 olarak bulundu. Metot ¢ok iyi olarak tespit edilmistir. Yapmis
oldugum c¢alismada ayran analizi i¢in K=1.00 olarak bulundu. Metot hem FITR ile hem de
spektrofotometrik olarak ¢ok iyi tespit edilmistir.

CMC’nin yogurt ve ayran iriinlerinde tespiti ile ilgili yapmis oldugum validasyon
caligmasinda saglamlik parametresi uygun olarak bulundu. Dolayisiyla metodun saglam
oldugu tespit edildi.

Sonug olarak; yapmis oldugum bu ¢alismada CMC bulunan siit iiriinlerinde yapilan
analizlerin tespit edilmesindeki yeni bir kalitatif ve kantitatif analiz metodu ortaya
koyulmustur. Kalitatif ve kantitatif olarak gergeklestirilen bu metodun validasyon
caligmalar1 yapilmig olup bu metot CMC analizi yapan laboratuvarlar tarafindan
kullanilabilecek bir hale getirilmistir.

CMC Tiirk Gida Kodeksine gore siit lirlinlerinde bulunmamasi gerekir. Gelistirmis
oldugum bu metotla siit iirlinlerinde % 0.10 civarinda katilan CMC miktar1 tespit
edilebileceketir.

Yapmis oldugum bu ¢alismay1 A sinif dergilerde yayinlanmasi saglanarak, bu analizi
yapmak isteyen gida kontrol laboratuvarlari tarafindan dergiye atif yapilarak analizinde

kullanilabilecek bir metot olacaktir.
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