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Ozet: Sunulan bu caligmanin amaci; yemeklik yaglardaki serbest yag asidi (%FFA) diizeylerinin
belirlenmesi i¢in -standart metotlara alternatif olacag: diisiiniilen- yeni bir akis enjeksiyon analiz (FIA)
metodunun gelistirilmesidir. Calismada FIA analizorii olarak yonlendirme valfleri ve uygun reaksiyon
hiicrelerinin adaptasyonu ile modifiye edilen bir HPLC sistemi kullanilmig, numune ve reaktif
miktarlariin mikrolitre seviyesinde tutuldugu tayinlerde, yag numuneleri herhangi bir 6n isleme tabi
tutulmaksizin direk olarak enjekte edilmistir. % FFA tayini igin gelistirilen FIA metodu birgok parametre
dikkate alinarak valide edilmis, bu calismalar sonucunda metodun yiiksek dogruluk, kesinlik, saglamlik
ve hassasiyete sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica; gelistirilen FIA metodu, %FFA tayininde standart
metot olarak kullanilan AOCS Ca-5a-40 metodu ile istatistiksel F ve t testleri kullanilarak kargilastirilmus,
%095 giiven seviyesinde metotlar arasinda anlamli bir fark olmadigi tespit edilmistir. Bu ¢aligma ile elde
edilen sonuglar; 6nerilen FIA metodunun, ¢evre agisindan potansiyel tehlike olusturabilecek ¢oziiciilerin
kullanimini azaltmasi, diisiik maliyetle hizli analizlerin gerceklestirilmesine olanak saglamasi gibi iistiin
ozellikleri sebebiyle “iyilestirme ve ilerleme” saglamaya yonelik bir metot oldugunu ve yag sanayi
sektoriinde kolaylikla uygulanabilecegini ortaya koymustur.

Anahtar kelimeler: Akis Enjeksiyon Analiz (FIA), Metot Validasyonu, Serbest Yag Asidi (FFA),
Yemeklik Yaglar

DETERMINATION OF FREE FATTY ACID LEVELS IN EDIBLE OILS BY
DEVELOPED FLOW INJECTION ANALYSIS METHOD AS AN
ALTERNATIVE TO THE STANDARD METHOD

Abstract: The purpose of this study was to develope a new flow injection analysis (FIA) method-
expected to be an alternative to standard methods- for free fatty acid (FFA) determination in edible oils.
The analyses were carried out on HPLC system modified for FIA analysis by adding selection valves and
appropriate reaction coils. Quantities of sample and reagents used in the analysis are kept at the microliter
level and the oil samples were directly injected into the system. Validation studies for new developed FIA
method were performed by using various validation parameter sand, as a result of these studies, it was
found that the proposed method have high accuracy, precision, and strength. Besides, the developed FIA
method was compared with AOCS Ca-5a-40 standard method by using F and t tests and, it was
determined that two methods were not statistically significant in 95% confidence level. Obtained results
revealed that the proposed FIA method developed for %FFA determination in edible oils is considered to
be a good method of ensuring the “improvement and progress” due to their superior properties such as
reducing the use of solvents potential danger for the environment, allowing the realization of rapid
analysis with low cost and thus it is hoped that the method can be easily applied in oil industry.

Keywords: Edible Oils, Flow Injection Analysis (FIA), Free FattyAcid (FFA), Method Validation
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1. Giris

Serbest yag asidi (FFA) icerigi; yemeklik yaglarinin {iretimi, depolanmasi ve satisa
sunulmas1 sitirecinde yagin kalitesinin belirlenmesi amaciyla siklikla kullanilan kontrol
indislerinden biri olup, yaglardaki yiiksek FFA igerigi yag kalitesinin diisiik oldugunu
gostermektedir (Saad ve ark., 2007). Yaglarda FFA olusumu, hidroliz neticesinde ana trigliserit
molekiilindeki ester bagindan yag asitlerinin koparilmasindan kaynaklanir (Korkut ve ark.,
2007). Hidrolitikransidite de denilen bu reaksiyon, enzim ve kataliz yardimiyla sulu ortamda
gerceklesmektedir. Olusan serbest yag asitlerinin ileri derecede c¢esitli reaksiyonlara ugramasi,
yagin acimasi ve tiiketilemez duruma gelmesine neden olur. Bu reaksiyon sonucu meydana
gelen uzun zincirli yag asitleri (C16-C20) belirli bir sinir1 agsmadik¢a yagin koku ve tadinda
onemli bir degisiklik meydana gelmez, ancak; biitirik, hekzanoik, oktanoik ve dekanoik asitler
gibi kisa zincirli yag asitleri tatta ¢ok Onemli degisiklikler meydana getirmekte ve yagin
acilagmasina neden olmaktadir (Ayyildiz 2010).

Yaglarda bulunmasi istenmeyen serbest yag asitlerinin uzaklastirilmasi, yaglarin
rafinasyonu sirasinda, ndtralizasyon basamaginda gerceklestirilmektedir. Nétralizasyon iglemi;
kimyasal rafinasyon prosesinde, serbest yag asitlerinin NaOH veya diger alkalilerle
sabunlastirilarak yagdan uzaklastirilmasini igerirken (Bernardini 1973), fiziksel rafinasyon
prosesinde serbest yag asitleri, su buhar1 destilasyonu ile yiiksek sicaklik ve vakum altinda
istenmeyen tat ve koku maddeleri ile birlikte ortamdan alinmaktadir (Saygin 1988).

Yemeklik yaglarin FFA igerigi, yag iceren materyalin kalitesi, ham yagin safsizlik derecesi
ve islenme kosullar1 ve ozellikle de elde edilen yagin depolanma sartlarina bagli olarak
degismektedir (Osawa ve ark., 2007). FFA miktar1 ¢ogunlukla % oleik asit cinsinden
hesaplanmakla birlikte, yagin yapisinda bulunan baskin yag asidi cinsinden de hesaplama
yapilabilmektedir. Ornegin, palm yaginda FFA miktar1 % palmitik asit cinsinden
hesaplanmaktadir.

Simdiye kadar, yaglardaki %FFA igeriginin belirlenmesi i¢in bir¢ok analitik metot
Onerilmistir. Bircok {ilkede standart metot olarak kabul edilen bu yontemlerden en c¢ok
bilinenleri ve kullanilanlari American Oil Chemists Society (AOCS 2004), the European
Commission of Standardisation (EC 1991) gibi kuruluglar tarafindan Onerilenlerdir. Bu
metotlar; notralize edilmis bir ¢oziiciide seyreltilen yag numunesinin, fenolftaleyn indikatorii
varliginda, standardize edilmis bir baz ¢ozeltisiyle titrasyonu esasina dayanmaktadir.

Yaglardaki %FFA iceriginin tespiti amaciyla kullanilan bircok enstriimental yontem de
bulunmaktadir. Bunlar arasinda gaz kromatografisi (GC) (Kanya ve ark., 2007, Tan ve ark.,
2009), yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) (Toyo’oka 2002, Li ve ark., 2011),
kapilerelektroforez (CE) (Klampfl ve ark., 2000) ve Fourier-transforminfrared (FT-IR)
spectroskopisi (Che Man ve Setiowaty 1999, Armenta ve ark., 2007) yontemleri sayilabilir. Bu
yontemlerden bazilar1 oldukga hassas, hizli ve tekrar iiretilebilir 6zellikte olmakla birlikte, sivi-
sv1 ekstraksiyonu, kat1 faz ekstraksiyonu ya da tiirevlendirme gibi 6n islemler gerektirdiginden
rutin analizler i¢in tercih edilir 6zellikte degildirler (Ayyildiz 2010).

Son yillarda oldukca tercih edilen bir yontem haline gelen akis enjeksiyon analiz (FIA)
yontemi ise, yemeklik yag analizlerini de kapsayan bir¢ok alanda rutin analizler i¢in genis bir
uygulama alan1 bulmustur (Thomaidis ve Georgiou 1999, Pinto ve ark., 2006). Basitlik, hizlilik,
¢ok yonliiliik ve diisiik maliyet gibi bircok avantaja sahip olmas1 sebebiyle, organik ortamdaki
analizlerin gerceklesmesine de olanak saglayan bu teknik, yemeklik yag analizleri igin
miitkemmel bir se¢im haline getirmistir (Saad ve ark., 2007). Literatiirde, yemeklik yaglardaki
polifenoller (Mesa ve ark., 1990, Caiizares ve ark., 1996), steroller (Ballesteros ve ark., 1995),
hidroperoksitler (Pérez-Ruiz ve ark., 1993), serbest yag asitleri (Nouros ve ark., 1997, Mariotti
ve Mascini 2001), peroksit sayis1 (Pineiro Avila ve de la Guardia 1997, Nouros ve ark., 1999),
anisidin sayis1 (Labrinea ve ark., 2001), iyot sayis1 (Thomaidis ve Georgiou 2000) tayinleri i¢in
Onerilen birgok akis enjeksiyon metodolojisi mevcuttur. Fakat bu metodolojilerin birgogu,
oldukga fazla reaktif ve numune sarfiyati icermekte, analizlerin gergeklesmesi i¢in uzun zaman
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gerektirmekte ve enjekte edilecek numunenin uygun ¢oziicii ya da ¢oziicii karisimlar ile 6n
seyreltme veya homojenizasyonuna ihtiyag duymaktadir (Ekstrom 1981, Velasco-Arjona ve
Luque de Castro 1998). Bu nedenlerden dolayi, hem standart metotlara alternatif olabilecek,
hem de literatiirde yer alan g¢aligmalarin eksik yonlerini kapatabilecek cevre dostu yeni
metotlarin gelistirilmesi ve uygulamaya gegirilmesi gerekmektedir.

Bu ¢alismada; ay¢icegi, soya, kanola, yer fistig1 gibi yemeklik yaglardaki %FFA tayini i¢in
-standart metotlara alternatif olacagi disiiniilen- basit, hizli, diisiik maliyetli ve yiiksek
tekrarlanabilirlige sahip yeni bir akis enjeksiyon analiz (FIA) metodunun gelistirilmesi
amaglanmustir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Reaktif ve Cozeltiler

Analizlerde kullanilan kimyasal maddeler ve ¢6ziiciiler kromatografik saflikta olup, Merck
(Darmstadt, Almanya) ve Sigma(St. Louis, ABD) firmalarindan temin edilmistir. Standart metot
(AOCS Ca-5a-40) analizlerinde; %95 etil alkol (C,HsOH) iginde ¢oziilerek hazirlanan 0,10 ve
0,25 mol L™ KOH ¢ozeltileri potasyum asit ftalat (CgHsKO,) primer standart maddesine kars:
ayarlandiktan sonra titrant olarak, 1 g fenolftaleynin (PHP) 100 mL, %95°1ik etil alkol iginde
¢oOziilmesiyle hazirlanan %1'lik (w/v) PHP c¢ozeltisi ise indikator olarak kullanilmistir. FIA
analizlerinde ise; n-propanol tasiyict faz olarak, n-propanolde ¢oziilmiis farkl
konsantrasyonlardaki KOH ve PHP ¢ozeltileri reaktif olarak kullanilmustir.

2.2. Calisma Referans Materyalleri (WRMs) ve Yag Numuneleri

FIA analizlerinde c¢aligma referans materyali (WRM) olarak kullamilan farkli %FFA
igeriklerine sahip yag numuneleri, Helvacizade Bitkisel Yag Rafinasyon Tesisleri ' nden (Konya,
Tiirkiye) temin edilmistir. Deneylerde kullanilan yag numunelerinin se¢iminde; Tiirkiye'de
iiretim ve tliketimi oldukc¢a yaygin olan ve/veya olmaya baslayan aygicegi, soya, kanola, yer
fistig1 gibi bitkisel yaglar tercih edilmis ve nihai {irlin-rafine yag ve ara iirlinlerden olusan yag
numunelerinin temini, Helvacizade Bitkisel Yag Rafinasyon Tesisleri'nden ve piyasadan
saglanmistir. Calisma referans materyalleri ve yag numuneleri, analizlerde kullanilincaya kadar
kahverengi cam siselerde, + 4°C'de ve karanlikta muhafaza edilmistir.

2.3. Standart Metot ile %FFA Tayinleri

Standart AOCS Ca-5a-40 metodu kullanilarak gerceklestirilen tayinler, susuz ortam
titrasyonlarina dayanmaktadir. Yag numunelerinin tartimi ve tayinlerde kullanilan kimyasallarin
ozellikleri, igerdikleri tahmini %FFA degerlerine bagli olarak yapilmig (Tablo 1), yaglarda
bulunan serbest yag asitlerinin miktar1 % oleik asit cinsinden hesaplanmigtir. Hem WRMs hem
de analiz edilen yag numuneleri {lizerinde gergeklestirilen tayinlerde; 1 g yag numunesi
hassasiyetle tartilmis ve 15 mL etil alkol ilave edilerek kuvvetlice ¢alkalanmustir. 2-3 damla
fenolftaleyn indikatorii damlatilmis ve 0.1 ve 0.25 N NaOH ¢ozeltisi ile pembe renk olusuncaya
kadar titre edilmistir. Harcanan NaOH sarfiyati okunarak, Esitlik 1.’de yer alan formiilden
gerekli hesaplama yapilmigtir.

VXNxM
Gx10  (oleik asit cinsinden)Esitlik 1.

%FFA =

V: titrasyonda harcanan NaOH miktar1 (mL)

N: titrasyonda kullanilan NaOHnormalitesi(yaglardaki tahmini %FFA igerigine gore
secilmistir)

M: serbest yag asitlerinin molekiil agirlig (282 g/formiil-g)

G: numune agirhigi (yaglardaki tahmini %FFA icerigine gore secilmistir)
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Tablo 1.AOCS Ca-5a-40 Metodu ile %FFA Tayininde Kullamlan Kimyasallarin Ozellikleri

%FFA Arahg Numune Miktari (g) Etanol Miktar1 (mL) Baz Derisimi
0.0-0.2 56.4+0.2 50 0.1
0.2-1.0 282402 50 0.1
1.0-30 7.05 +0.05 75 0.25
30-50 7.05 = 0.05 100 0.25 veya 1.0
50-100 3.525+0.001 100 1.0

2.4. FIA Sistem Dizayninin Olusturulmasi

Yemeklik yag numunelerinin %FFA icerigini tespit amaciyla olusturulan tek yollu FIA
sistem monifoldu ve akis diyagrami Sekil 1."de, numune enjeksiyonunun gergeklestirildigi
otomatik enjeksiyon blogunun numune yiikleme ve numune enjeksiyonu sirasindaki konumlari
da Sekil 2°de yer almaktadir. Sekil 1."den goriilecegi gibi; HPLC sistemi, ¢esitli reaksiyon
hiicreleri ve bir yonlendirme valfi ile etkinlestirilerek FIA analizleri uygun bir hale getirilmistir.
Otomatik numune verici (E) ile sisteme enjekte edilen yag numunesi hareketli faz yardimiyla
sirastyla termostatli firindan (F) ve numune-reaktif karisim oranini artirmak igin sisteme adapte
edilen ticari reaksiyon hiicresinden (G) gegirilerek istenilen reaksiyonun olusmasi saglanmigtir.
%FFA tayinleri sirasinda gergeklesmesi istenilen reaksiyon olusumu hizli bir sekilde meydana
geldigi i¢in, olusan reaksiyon karisimi ve analit miktariyla orantili bir sinyal elde edebilmek i¢in
direk dedektore(l) gonderilmistir. Sematize FIA sisteminde I-J ile belirtilen reaksiyon
hiicreleri,reaksiyon olusumu yavas ger¢eklesen farkli yag analizleri i¢in kullanilmak iizere, (K)
harfi ile gosterilen 50 pL paslanmaz celik loop ise sistem baglantilarini saglamak ve sistemin
HPLC olarak kullanilmasi istenildiginde, analitik kolonu yerlestirmek amaciyla sisteme
yerlestirilmis ekipmanlardir.

2.4. Deneysel Sartlar

Yemeklik yaglardaki %FFA igeriginin FIA yontemi ile tespitini amaglayan bu g¢alisma;
%FFA igerigi 0.09-2.42 arasinda degisen misir yagi numuneleri kullanilarak tasiyici faz cinsi,
tastyict faz akis hizi (Ayyildiz ve ark., 2011), numune ve reaktif hacmi, reaksiyon hiicresi
(geometrisi ve i¢ hacmi), reaktif konsantrasyonu (KOH ve indikator konsantrasyonu) ve sicaklik
(Ayyildiz ve Kara 2014)gibi bircok parametrenin optimize edildigi Onceki g¢aligmalarimiz
sonucunda tespit edilen asagidaki sartlarda gerceklestirilmistir: tasiyici faz cinsi: n-propanol;
tastyici faz akis huzi: 2 mL dk™*; numune ve reaktif hacmi: 30 pL reaktif / 1 uL numune // 30
uL reaktif; reaksiyon hiicresi (geometrisi ve i¢ hacmi): sarmal, 50 pL; reaktif konsantrasyonu:
2.5x 10° M KOH + 25.0x 10° M PHP ve 7.5x 10° M KOH + 25.0x 10° M PHP (yer fistig1
yagi i¢in), sicaklik: 40°C. Goriildiigii lizere; optimize deney sartlari, sadece yer fistig1 yagi icin
s0z konusu kiiciik bir degisiklik disinda, calismada kullanilan tiim yag numuneleri igin
kullanilabilecek ozelliktedir. Yer fistig1 yaginin %FFA igerigini tespit sirasinda kullanilan
reaktif konsantrasyonundaki bu farklilik, yer fistig1 yaginin diger yaglara kiyasla daha yiiksek
%FFA igerigine sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. Deney sonuglarinin izlenmesinde DAD
dedektor kullanilmis, etkin dalga boyu degeri olarak 580 nm segilmistir.

2.4. %FFA Tayini igin Otomatiklestirilmis FIA Prosediirii

n-propanoliin tasiyici faz olarak kullanildigi %FFA tayinlerinde; reaktif olarak, yine n-
propanol i¢inde ¢oziilerek hazirlanmis baz (KOH) ve indikator (PHP) ¢ozeltilerinin bir karigimi
kullanilmistir. Aygicegi, soya, kanola ve yer fistif1i yagi numuneleri ile gergeklestirilen
calismalarda, numune herhangi bir 6n isleme tabi tutulmadan mikro litre diizeyinde direk olarak
enjekte edilmistir.
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50 pL paslanmaz celik loop
f1d 051 mm)

L

Sekil 1. Otomatik Enjeksiyonlu %FFA Tayininde Kullanilan Modifiye HPLC Sistemi A:
tastyici/goziicii tablasi, B:degaz tinitesi, C: karigtiric1, D:quaternary pompa, E: otomatik
enjeksiyon portu, F: termostatli kolon firimi, G: ticari 50 mL paslanmaz ¢elik loop (i.d.
0.51 mm), H: 2-pozisyon, 6-portlu valf, I: UV/DAD dedektor, i-J: 1 mL paslanmaz ¢elik
loop (i.d. 0.76 mm), K: 50 uL paslanmaz gelik loop (i.d. 0.51 mm), L: Atik

L [

quaternary quaternary
pompadan gelis pompadan gelis
dedektore gidis dedektore gidis
numune yukleme numune enjeksiyonu
(A) (B)
Sekil 2. Otomatik Enjeksiyon Blogunun (A) numune yiikleme, (B) numune enjeksiyonu Sirasindaki
Konumlari
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Ayrica; kullanmilan reaktif miktarin1 mikro seviyede tutmak ve olusacak reaksiyonun
istenilen diizeyde gerceklesmesini saglamak igin de reaktif/numune/reaktif seklinde bir
enjeksiyon programi olusturulmustur.Siirekli akmakta olan tasiyict faz icinde belirli bir bolge
(zone) olusturan reaktif/numune/reaktif karisimi, gerek enjeksiyon programlamasi gerekse
sisteme adapte edilen reaksiyon hiicresi sayesinde hizli bir sekilde istenilen reaksiyonu
olusturmus, bu sebeple diisiik bir absorbansa sahip tasiyici faz (n-propanol) sinyalinde ani bir
yiikselis gozlenmistir. Sinyalde gdzlenen bu yiikselisin sebebi; yag icindeki serbest yag
asitlerinin (FFA) reaktif ¢ozeltisi i¢inde bulunan baz (KOH) ile meydana getirdigi reaksiyon
sonucunda, kullanilan indikatoriin sergiledigi davramistir (PHP indikatorii asidik ortamda
renksiz, bazik ortamda pembe renklidir). Dedektdrde gozlenen piklerin absorbans siddeti;
enjekte edilen yag numunesinin hacmi, %FFA icerigi, reaktif konsantrasyonu ve reaktif
hacmine bagli olarak degisiklik gostermistir. Yag numunelerinin %FFA icerikleri tespit
edilirken, elde edilen pozitif piklerin yiikseklik (h), yar1 pik genisligi (w) ve altinda kalan
alanlardan (A) faydalanilmigtir. Dedektdrde gozlenen pikin siddeti ve pik altinda kalan alan, yag
numuneleri igerisinde bulunan %FFA miktar1 ile ters orantili olup; numune icindeki %FFA
miktar1 arttik¢a gozlenen pikin absorbansi da o oranda azalmistir.

2.5. Metot Validasyonu

%FFA tayini icin gelistirilen/otomatiklestirilen FIA metodunun, belirlenen amaca
uygunlugunu belirlemek amaciyla; kesinlik, dogruluk, lineer bélge ve dlgiim araligi, tayin limiti
(LOD), olgiim limiti (LOQ), secicilik/spesifik olma ve saglamiik gibi validasyon parametreleri
kullanilarak, onerilen metodun validasyonu saglanmistir. Validasyon calismalarinda, belirli
%FFA igerigine sahip kanola yag1 numuneleri kullanilmistir.

2.6. Gelistirilen FIA Metodunun Standart Metotlarla Karsilastirilmasi

%FFA tayini i¢in Onerilen FIA metodunun performansini ve kullanilabilirligini tam olarak
kanitlayabilmek amaciyla; FIA metodu ile %FFA tayinlerinden elde edilen veriler, standart
metotlardan elde edilen verilerle karsilastirilmistir. Metotlarin karsilastirmasinda; oncelikle
verilerin normal dagilima uygun olup olmadigini belirlemek amaciyla Kolmogorov-Smirnov
Testi uygulanmis, ardindan metotlardan elde edilen veri gruplarinin ortalama degerlerini ( %)
karsilastirmak amaciyla t testi, veri gruplarimin varyans degerlerini (s%) karsilastirmak amaciyla
da F testleri gerceklestirilmistir. Null ve alternatif hipotezler dogrultusunda yapilan testler; %95
giiven seviyesinde (p=0.05), ¢ift tarafli olarak gerceklestirilmis, hesaplanan t ve F degerleri,
kritik t ve F degerleri ile karsilastirilmistir.

3. Arastirma Sonuclar1 ve Tartisma

Standart metot ve FIA metodu kullanilmak suretiyle iki asamali olarak yiiriitiilen %FFA
tayinlerinde, standart metotlardan elde edilen veriler metot karsilastirma caligmalarinda da
kullanilmugtir. Standart AOCS Ca-5a-40 metodu ile, FIA deneylerinde WRMs niteligi tasiyan
yag numuneleri i¢in tespit edilen %FFA miktarlart Tablo 2. de yer almaktadir.

Otomatik bir numune verici yardimiyla, yeni bir enjeksiyon teknigi kullanilarak yiiriitiilen
FIA ¢alismalarinda ise, Tablo 2.'de yer alan WRMs yag numunelerini kullanarak her bir yag
tiri icin kalibrasyon grafigi olusturulmus, %FFA icerigi bilinmeyen yag numunelerinin
analizlerinde bu grafiklerin denklemlerinden faydalanilmistir. Hem polinom hem de lineer
denklemler kullanilarak c¢izilen kalibrasyon grafikleri yardimiyla, her bir yag tiirli i¢in lineer
aralik degerleri de tespit edilmistir.
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Tablo 2. FIA Metodu ile %FFA Analizlerinde Calisma Referans Materyali (WRMs) Olarak Kullanilan
Yag Numunelerinin %FFA Degerleri

Yag Numuneleri

Soya

Aycicek

Kanola

Yer Fistig1

0.07 +1.4x 107
0.29 +4.9x 10

1.21 £2.1x 102

0.09 +1.5x 1072
0.49 £2.7x 1072

2.11 +£5.8x 107

0.04+1.1x 10°
0.37+2.3x10°

1.21 £1.3x 102

0.13+£2.4x 107
1.13+£4.5x 102

Eo

27 0.52+ 1.1x 107 0.90 +4.1x 10 0.65+2.0x 107 1.62+1.9x 107

E 3 0.75+ 1.6x 10 1.30 £4.1x 10 0.82+5.1x 107 2.51+1.2x 107
o

£ 0.98 +1.8x 107 1.71 £5.0x 10 1.10 £9.0x 10°® 3.45+2.3x 107

=\° =~

4.95 +3.0x 107

5.47+3.8x 107

Ornek olmasi agisindan, % oleik asit cinsinden FFA igerigi 0.04-1.62 arasinda degisen
kanola yag1 numunelerinin enjeksiyonundan elde edilen pikler ve %FFA degeri 0.04 £ 1.46x107
olan kanola yagi numunesine ait 3D dedektor gortintiisii Sekil 3.'de verilmistir. Sekil 4. de ise
s0z konusu kanola yagi numunelerinin enjeksiyonundan elde edilen piklerin alan, yiikseklik ve
yar1 pik genisligi degerleri kullanilarak c¢izilen polinomiyal ve lineer kalibrasyon grafikleri ile
lineer aralik grafikleri yer almaktadir. Kanola yaginin yam sira aygigek, soya ve yer fistig1 yagi
numuneleri i¢in de benzer sekilde olusturulan grafiklere ait denklemler Tablo 3."de verilmistir.
Bu denklemler yardimiyla, calismada WRMs olarak kullanilan yag numunelerine ait FIA
metodu ile tespit edilen %FFA degerleri Tablo 4.'de dzetlenmistir. Tablodan da goriilecegi gibi,
FIA metodu kullanilarak hesaplanan %FFA degerleri, standart metottan elde edilenlerle oldukca
iyi bir uyum sergilemektedir.

mAUf tastyici: n-propanol

600~

Kanola Yag 9

— FFA 0,04
FFA 0,37
— FFA0.65
FFA 0.82
— FFA 1,10

-
@-
-
1 — FFA 1,62

-

100 5

DAD dedeKtor-3D goruntusu
(@) (b)

Sekil 3. FFA Icerigi 0.04-1.62 Arasinda DegisenStandart Kanola Yag1 Numuneleri ile Gergeklestirilen
(a)%FFA Calismalarindan Elde Edilen Pikler (b) %FFA: 0.04 + 1.46x10° Olan Kanola Yag:
Numunesine Ait DAD Dedektor-3D Goriintiisii

05 08 07 08 08 1 min

3.1. %FFA tayini icin FIA metodunun valide edilmesi

%FFA tayinleri i¢in gelistirilen FIA metodunun kullanilabilirligini ve performansini
kanitlamak ~ amaciyla, kanola  yagi numuneleri kullanilarak ~ gerceklestirilen
validasyongaligmarindan elde edilen sonuglar asagida yer almaktadir.
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Sekil 4.Kanola Yagi Numuneleri ile %FFA Tayininden Elde Edilen Alan-%FFA Grafikleri
Tastyici: n-propanol
Reaktif: 2.5x 10° M KOH + 25.0x 10° M PHP (n-propanol icinde)
Reaksiyon Hiicresi: 50 pL loop. Akis Hizi: 2 mL/dk
Numune Enjeksiyonu: 30 pL Reaktif // 1 pL Numune // 30 uL Reaktif
Sicaklik: 40°C

3.1.1. FIA Metodunun Dogrulugu

%FFA tayini i¢in FIA metodunun dogrulugunun test edilmesinde; kalibrasyon egrisinin
araliklarin1 kapsayan ve %FFA degerleri (%oleik asit cinsinden) 0.04-0.64-0.82 olan ii¢ kanola
yagl numunesi kullanilmus, bes tekrarli deneylerden elde edilen sonuglarin ortalamalari (X;) ve
gercek %FFA degerleri (X;) baz alinarak hesaplanan bagil hata (E;) yardimiyla FIA metodunun
dogrulugu tespit edilmeye calisilmistir.

o %FFA: 0.0400 + 1.46x10° olan kanola yagi numuneleri ile gerceklestirilen deneyler
sonucunda; X= 0.0401 (N=5)
0.0401-0.0400
Bagil Hata (E:) : E= x100 - E,=0.20
0.0400
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Tablo 3. Aygigek, Soya, Kanola ve Yer Fistig1 Yaglar i¢in %FFA Tayini Caligmalarindan Elde Edilen

%FFA-Seri Degerleri Grafiklerine Ait Denklemler ve Korelasyon Katsayilar

YAGLAR SERILER GRAFIK DENKLEMLERI
. . . . lineer arahik denklemi
lineer denklemi polinom denklemi (0.09-0.90 %FFA)
y = -1192.8x + 2530.3 y = -273.16x - 591.83x + 2329.6 y=-331.27x + 2191.8
Alan
R?=0.9131 R?=0.9297 R?=0.7522
X
) y = -359.82x + 759.29 y = -87.554x% - 167.21x + 694.95 y = -109.02x + 658.25
5 Yiikseklik - - -
I R?=0.9179 R?=0.9368 R?=0.9091
<«
Yar1 pik y = 0.0085x + 0.0459 y = 0.0115x2 - 0.0168x + 0.0543 y = 0.0006x + 0.0509
genisligi R?=0.5431 R?=0.8925 R?2=0.172
y =-1527x + 23315 y = 890.04x? - 2657.3x + 2555.5 y = -2018.5x + 2489.6
Alan
R?=0.9586 R?=0.9948 R?=0.9988
< y = -465.55x + 716.84 y = 299.85x? - 846.36x + 792.29 y = -636.8x + 771.6
5 Yiikseklik
7 R?=0.9475 R?=0.9911 R?=0.9989
Yar pik y = -25.031x + 22.604 y = 68.611x% - 112.17x + 39.867 y = -52.561x + 31.431
genisligi R?=0.4286 R?=0.7857 R? = 0.5999
y = -1288.3x + 2345.3 y = 50.842x% - 1352.9x + 2357.3 y = -1288.3x + 2345.3
Alan
R? = 0.9995 R?=0.9997 R?=0.9995
<
a y = -345.53x + 661.98 y = -30.026x? - 307.37x + 654.9 y = -345.53x + 661.98
> Yiikseklik
§ R?=0.9744 R?=0.9753 R?=0.9744
Yari pik y =-0.0031x + 0.0534 y = 0.0073x? - 0.0123x + 0.0551 y =-0.0031x + 0.0534
genisligi R? = 0.4476 R? = 0.7434 R? = 0.4476
y = -644.71x + 7621 y = -67.485x + 30.135x + 6203.8 y = -458.2x + 6986.9
Alan
5 R?=0.9483 R?=0.9795 R?=0.9768
E y =-124.84x + 1744.7 y = -19.954x% + 74.696x + 1325.7 y =-76.32x + 1578.3
= Yiikseklik
~ R?=0.9137 R®=0.9837 R®=0.9326
=
- Yar1 pik y = -0.002x + 0.0677 y = -0.0003x + 0.0011x + 0.0613 y = -0.0013x + 0.0652
genisligi R?=0.8936 R? = 0.9564 R?=0.8309

. %FFA: 0.6500 + 1.46x10° olan kanola yagi numuneleri ile gerceklestirilen deneyler

sonucunda; X;= 0.6571 (N=5)

Bagil Hata (Ey) : E= 0.6571-0.6500

x100 — E,=1.09
0.6500

o %FFA: 0.8200 + 1.46x10° olan kanola yagi numuneleri ile gerceklestirilen deneyler
sonucunda; X;= 0.8173 (N=5)

Bagl Hata (B : £~ “8173-08200
0.8200

olarak bulunmusgtur. Bir metodun dogrulugundan bahsedilmesi i¢in, tekrarli deneyler sonucunda
olgiilen ortalama degerin, gergek degerin + %5 smur1 iginde olmasi gerekmektedir (Tunca ve
Imamoglu 2012). Sonuc olarak; elde edilen veriler, %FFA tayinleri igin gelistirilen FIA
metodunun dogrulugunu kanitlamaktadir.

x100 — E,=0.33
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Tablo 4. WRMs olarak kullanilan yag numunelerinin %FFA Tayini i¢in FIA ve Standart Metotlardan

Elde Edilen Sonuglarin
Yag Numuneleri %FFA Degerleri (% oleik asit)
FIA metodu ile (N=5) Standart metot ile (N=5)
0.07 +1.4x 102 0.08 = 1.0x 10
0.29+£4.9x10° 0.33+2.3x 102
Soya 0.52+1.1x 10 0.50+1.2x 102
0.75 + 1.6x 1072 0.78 £2.5x 107
0.98 + 1.8x 1072 0.96 +4.0x 107
1.21+2.1x 107 1.22+5.7x 107
0.09 + 1.5x 102 0.09+2.1x 102
0.49+£2.7x 10?2 0.52+3.3x 102
. 0.90 £4.1x 107 0.93+5.5x 107
Avsieek 1.30 +4.1x 107 1.38+5.0x 107
1.71 +5.0x 1072 1.76 £ 6.2x 107
2.11+58x 102 2.14+6.7x 102
0.04+1.1x 10° 0.03+1.2x102
0.37+2.3x 1073 038+ 1.3x 107
Karola 0.65+2.0x 107 0.64+ 1.4x 102
0.82+5.1x 107 0.85+2.6x 107
1.10+9.0x 107 1.11+3.2x 107
1.21+1.3x 107 1.22+53x 102
0.13+2.4x 1073 0.10 £ 1.8x 10
1.13 +4.5x 107 1.16 £3.1x 102
1.62+1.9x 1072 1.65+3.9x 102
Yer Fisti1 251 +12x102 2.55+4.5x 102

3.45+23x 107

3.46+4.7x 107

4.95+3.0x 107

492 +53x102

5.47 +3.8x 107

5.45+6.0x 107

3.1.2. FIA Metodunun Kesinlik ve Tekrarlanabilirligi

%FFA tayini i¢in FIA metodunun kesinligini test etmek i¢cin %FFA degeri 0.04 +
1.46x10° olan kanola yagi numunesi kullanilmis ve bes tekrarli deneylerle ard arda ii¢ giin
boyunca analiz edilen numune i¢in elde edilen sinyaller istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
Kesinligin 6l¢iisii olan tekrarlanabilirligin hesaplanmasinda; standart sapma (s), bagil standart
sapma (RSD), varyans (s°) ve varyasyon katsayis1 (CV) terimleri kullanilnus, ayrica her bir seri
degeri i¢in giiven araliklar (p: 0.05) belirlenmistir.

Gelistirilen FIA metodu ile %FFA tayinleri i¢in giin i¢i ve giinler arasi istatistiksel
veriler Tablo 5°de verilmistir. Giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik ¢alismalar1 sonucunda, 6zellikle
%FFA hesaplamalarinda dikkate alinan pik alanlari i¢in bulunan RSD degerleri (RSD < %1.0),
gelistirilen FIA metodunun ne kadar yiiksek bir kesinlige sahip oldugunu gostermektedir (Kirig
ve Velioglu 2013).
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3.1.3. FIA Metodunun Tayin Limiti (LOD) ve Ol¢iim Limiti (LOQ)

FIA yontemi ile %FFA tayini i¢cin LOD ve LOQ degerleri hesaplanirken; %FFA
calismalarinda kullanilan her bir yag numunesi i¢in olusturulan kalibrasyon grafikleri
kullanilmis (Alan-%FFA) ve grafik denklemlerinin egim ve kesim degerleri ile denklem i¢in
hesaplanan varyasyon katsayisi (CV) degerleri kullamilarak alanlarin ardindan da %FFA
degerlerinin standart sapmalar1 hesaplanmistir. Hesaplanan standart sapma degerlerinin 3 katina
tekabiil eden %FFA degerleri LOD degeri (3*s), standart sapma degerlerinin 10 katina tekabiil
eden %FFA degerleri ise, LOQ degeri (10*s) olarak kabul edilmistir. LOD ve LOQ degerlerinin
tespitinde; her bir yag tiirli i¢in blank degerine (%FFA= 0) en yakin %FFA degerine sahip yag
numuneleri kullanilmig, numunelere ait %FFA degerleri agsagida listelenmistir:

%FFA: 0.09 +1.71x107°
%FFA: 0.07 +1.22x10°®
%FFA: 0.04 + 1.46x10°
%FFA: 0.13 £ 9.46x107

aycicek yagi ile %FFA tayini i¢in
soya yagi1 ile %FFA tayini i¢in
kanola yag1 ile %FFA tayini i¢in
yer fistig1 yagi ile %FFA tayini i¢in

VL

Yukarida belirtilen teknik kullanilarak, %FFA tayini i¢in gelistirilen FIA yontemi igin “oleik
asit cinsinden” hesaplanan LOD ve LOQ degerleri Tablo 6. da yer almaktadir.

Tablo 6. Gelistirilen FIA Metodu ile %FFA Tayininde Yag Numuneleri i¢in Hesaplanan LOD ve LOQ

Degerleri
Yag Numuneleri LOD LOQ
Aycicek 5.60x 10 1.70x 107
Soya 4.03x 107 1.22x 10
Kanola 4.81x 107 1.46x 1072
Yer Fistig1 3.12x 10” 9.46 x 10

3.1.4. FIA Metodunun Seciciligi/Spesifikligi

Bir metodun segiciligini artirmak, uygun calisma kosullarmin tespit edilmesi ile
miimkiindir (EURACHEM 1998). Bu amagla dogrultusunda; gelistirilen FIA metodunun
seciciligini artirmak icin oncelikle uygun tasiyici faz bilesimi, akis hizi, sicaklik, dalga boyu
gibi deneysel sartlar belirlenmis ve standart yag numuneleri kullanilarak FIA yontemi ile %FFA
tayinleri i¢in gergeklestirilen calismalardan elde edilen piklerin alikonma zamanlari
0.625+0.003 dk, olarak tespit edilmistir. Daha sonraki sathalarda hazirlanip, analiz edilen yag
ve/veya yag karigimlarinin analizlerinde de ayni alikonma zamanlart elde edilmis ve bu
alikonma zamanlarinda herhangi bir kirlilik veya yabanci pik gozlenmemistir. Bu sebeple;
%FFA tayini i¢in FIA yontemi 6zgiinliik ve segicilik kriterlerine uygun bulunmustur.
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Tablo 5. %FFA Tayinleri i¢in Gelistirilen FIA Metodunun Kesinliginin Tespiti Amaciyla %FFA: 0.04 + 1.46x10%olan Kanola Yag1 Kullamlarak Gergeklestirilen
Tekrarlanabilirlik Deneylerinden Elde Edilen Pikler ve Istatistiksel Degerler

KanolaYag1_%FFA Tayini i¢in (S L et
Istatistiksel Degerler 1. giin (n=5) 2. giin (n=5) 3. giin (n=5)
%FFA: 0.04 + 1.46x10° Alan Viikseklik | Y2 PIK a0 viikseklik | 227 PROAan | vidkselaik | Y20 PiK
Genisligi Genisligi Genisligi
Ortalama ( )_( ) 2311.98 655.72 0.06 2314.16 655.70 0.06 2314.02 649.24 0.06
Standart Sapma (s) 2.14 2.88 0.00 1.62 2.31 0.00 0.72 15.14 0.00
Bagil Standart Sapma (RSD) 0.93 4.38 6.09 0.70 3.52 13.34 0.31 23.32 9.99
Standart Hata (SEM) 0.96 1.29 0.00 0.73 1.03 0.00 0.32 6.77 0.00
Varyans (s?) 4.58 8.27 0.00 2.63 5.32 0.00 0.52 229.20 0.00
Varyasyon Katsayisi (CV) 0.09 0.44 0.61 0.07 0.35 1.33 0.03 2.33 1.00
Giiven Araligi (p: 0.05) +2.04 +2.74 +0.00 +1.55 +2.20 +0.00 +0.68 + 14.42 +0.00
=

Giinler Arasi Kesinlik

(n=15)
Alan | Yiikseklik | 12rPik
Genisligi
Ortalama ( X ) 2313.39 653.55 0.06
Standart Sapma (s) 1.81 8.91 0.00
% Bagil Standart Sapma (RSD) 0.78 13.63 10.30
Standart Hata (SEM) 0.47 2.30 0.00
Varyans (%) 3.27 79.34 0.00
Varyasyon Katsayis1 (CV) 0.08 1.36 1.03
Giiven Aralig1 (p: 0.05) +1.72 +8.48 +0.00

g00 —
500 —
ann-
200 —
200 —

100~

a-

08

18 min
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3.1.5. FIA Metodunun Dogrusallik ve Lineer Ol¢iim Araligi

%FFA tayini i¢in gelistirilen FIA metodunun dogrusallik ve lineer Ol¢iim araligiin
belirlenmesinde, her bir yag cinsi i¢in ayr1 ayir olusturulan kalibrasyon grafiklerinden faydalanilmigtir.
Ornek teskil etmesi bakimindan, kanola yagit WRMs kullanilarak tespit edilen dogrusallik ve lineer
olgtim aralig1 sonuglar1 Sekil 5."de ve Tablo 7. de 6zetlenmistir.

3.1.6. FIA Metodunun Saglamlig

Validasyon c¢alismalarinda saglamligin degerlendirilmesinin tek amaci; sistem uygunluk
parametrelerinin incelenerek, analitik yontem her uygulandiginda yontemin valide oldugunun
kanmtlanmasidir. Bir baska deyisle; saglamlik testlerinden elde edilen bilgiler, yontemin uygulanabilir
oldugu kosullarin tanimlanmasini saglar. Saglamligin tespitinde kullanilan tipik varyasyon
orneklerinden bazilar1 pH, sicaklik, akis hiz1 vb. dir.

FIA ile %FFA tayininde; tasiyici faz akis hizi, numune ve reaktif hacmi, reaksiyon hiicresi, sicaklik
gibi bircok parametrenin %FFA tayini iizerine etkileri incelenmis ve incelemeler sirasinda FIA
yonteminin tekrarlanabilirlik, dogrusallik gibi ©nemli validasyon parametrelerini sagladigi
belirlenmistir. Dolayisiyla; %FFA tayini i¢in FIA yontemi saglamlik acisindan giivenilir bulunmustur.

(@) Lineer Regresyon Grafigi (b) X Degiskeni Fark Cizimi
2500 20 +
N
2100 10 +
A A
y =-1290.2x + 2346.4 - A
1700 - 5 g ,
< R? =0.9995 x - - - - !
< & 0.25 05 0.75 1 1.25
1300 - 10 + A
900 -
-20 +
N
500 T T T T |
0 0.25 0.5 0.75 1 1.25 -30 -
I X Degiskeni (%FFA)
(©) Normal Olasilik Cizimi (d) X Degiskeni Hat Uyum Grafigi
2500 1 2500 T
< ) & XY
2 2000 4 5 2100 T o Ongorillen Y
B K3 %
a 2 1700 +
£ 1500 T o = &
- <
< = 1300 + w
E 1000 £
2 T 2 E
= 5 + x
£ R Z 900 ,(
500 t t t t i 500 " " |
0 20 40 60 80 100 0 05 1 15
Omek Yuzdebirlik X Degiskeni (%FFA)

Sekil 5. %FFA: 0.04-1.21 Arahiginda Kanola Yag Numuneleri Kullamilarak FIA ile PHP Indikatérlii %FFA
Tayini i¢in Metodun Dogrulugunun Belirlenmesinde Kullanilan Grafikler (a) Lineer Regresyon
Grafigi, (b) %FFA Fark Cizimi, (¢) Normal Olasilik Cizimi, (d) %FFA Hat Uyum Grafigi

3.1.7. FIA Metodunun Hassasiyeti

%FFA tayini i¢in FIA metodunun hassasiyeti; ¢aligmada kullanilan yag cinslerinin her biri i¢in
cizilen kalibrasyon grafikleri ve elde edilen grafik denklemleri (bkz Tablo 3.) yardimiyla, kalibrasyon
hassasiyeti (m) hesaplanarak degerlendirilmistir. Buna gore gelistirilen FTA metodunun, kullanilan yag
tiirleri arasinda soya yaginin %FFA tayini i¢in daha hassas oldugu sOylenebilir. Gelistirilen FIA
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yonteminin, %FFA tayinlerinde en az hassas oldugu yag tiirii ise yer fistigidir.

3.2. %FFA Tayini igin FIA Metodunun Standart Metotlarla Karsilastirilmasi

Onerilen bir metodun kullanilabilirlik kazanabilmesi igin, metodun performansini ve {istiinliigiinii
gosteren validasyon caligmalarinin gerceklestirilmesi, bunun yani sira yeni metodun, daha once
kullanimda olan standart metotlarla istatistiksel olarak karsilagtirilmasi gerekmektedir. Bu sebeple;
bitkisel yaglardaki %FFA igeriginin tespiti i¢in gelistirilen FIA yontemi valide edildikten sonra,
%FFA tayinleri igin simdiye kadar kullanilmakta olan standart metotlarla istatistiksel olarak
karsilastirilmistir.

%FFA tayini i¢gin FIA ve standart metot karsilastirmasi yapilirken, t ve F testleri dikkate alinmig
ve istatistiksel hesaplamalarin gerceklestirilmesinde SPSS Inc. 16.0, XLSTAT 2010, statistiXL gibi
programlardan faydalanilmistir. Farkli %FFA degerine sahip 10 adet kanola yagi numunesi icin FIA
ve standart metotlar kullamlarak yiiriitiilen tayinlerden elde edilen verilerden faydalanilarak
gerceklestirilen t ve F testlerine gegilmeden dnce Kolmogorov-Smirno testi ile verilerin normal dagilip
dagilmadig kontrol edilmis, daha sonra bagimsiz iki 6rnek-t testi ve F testleri uygulanmistir.

Sirastyla, karsilastirilan yontemlerle elde edilen veri gruplarinin ortalama degerleri (%) ve
varyans degerleri gbz Oniinde bulundurularak gergeklestirilen t ve F testleri, Null ve alternatif
hipotezlertemelinde, %95 giiven seviyesinde (p=0.05) ¢ift tarafli olarak gerceklestirilmis ve
hesaplanan t ve F degerleri, kritik t ve F degerleri ile karsilagtirilmistir.

3.2.1. tTesti

%FFA tayinleri i¢in FIA ve standart metotlardan elde edilen iki bagimsiz gruba ait ortalama
degerlerinin karsilastirilmasinda; 6ncelikle tanimlayici istatistiksel degerler tespit edilmis, daha sonra
Esitlik 2. ve Esitlik 3. yardimiyla t degeri hesaplanmistir. t degerinin hesaplanmasindan sonra ise;
serbestlik derecesinegore olusturulmus tablolardan kritik t ve F degerleri bulunmus ve hesaplanan
degerlerle karsilastirilarak, hipotezlerden hangisinin uygun olduguna karar verilmistir.

 N\el2 N2
Sb:\/(Nl 1Ds1” +(N2-1)s2 Esitlik 3.

N1+ N2—-2
t: deneysel verilerden hesaplanan t degeri
Xi: 1. metottan elde edilen verilerin ortalama degeri

X2: 2. metottan elde edilen verilerin ortalama degeri
Sp: birlesik standart sapma
Ni: 1. gruptaki veri sayist
Ny: 2. gruptaki veri say1si

FIA ve standart metotlar kullanilarak gerceklestirilen tayinlerden elde edilen verilerin
karsilagtirilmasinda agagidaki null (Ho) ve alternatif (Ha) hipotezleri kullanilmistir (Kayri 2009).

Ho: 21 = Xz
Ha: Xl/g X2

Olusturulan hipotezlere gore; Hy FIA ile standart metot verilerine ait ortalamalar arasinda anlamh
olarak (%95 giiven seviyesinde) bir fark olmadigini ileri siirerken, Ha FIA ile standart metot verilerine
ait ortalamalar arasinda anlaml1 bir fark oldugunu savunmaktadir.
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Kullanilarak Gergeklestirilen Deneylerinden Elde Edilen Pikler ve Dogrusallik Hesaplamalarindan Elde Edilen Istatistiksel Degerler

Tablo 7. %FFA Tayinleri igin Gelistirilen FIA Metodunun Dogrusalligimin Tespiti Amaciyla %FFA: 0.04 -1.21 + 1.46x10 Arahginda Kanola Yag: Numuneleri

7 Kanola Yag — PHP'li %6FFA: 0.04-1.21
FIA ile PHP indikatérlii %FFA Tayininde . dogrusallik
Dogrusalhik Hesaplari ] PV
o 0.04
Regresyon Istatistikleri 82;
Gozlem Sayisi (N) 6 300 0.82
Egim (a) -1290.2 : 1.10
Kesim (b) 2346.4 S fﬂ\ 1.21
Regresyon Katsayisi (r) 0.9997 ] J l‘|
Belirlilik Katsayisi (R?) 0.9995 [y r r
Standart Hata (SEM) 1491 R O BYANAYA .
ANOVA df s 1 125 15 178 2 225 25 278 min
Regresyon 1.00 1633870.84 1633870.84 734751 Yiizdebirlik Y (Alan)
Fark (artik) 4.00 889.48 222.37 8.33 791.20
Toplam 5.00 1634760.32 25.00 931.00
Regresyon Katsayilar: Katsayilar Standart Hata t Stat P-degeri 41.67 1295.60
Kesim 2346.41 12.15 193.17 0.00 58.33 1484.80
X Degiskeni (PV) -1290.23 15.05 -85.72 0.00 75.00 1861.00
‘ Gozlem Ongiriilen Y (Alan) Farklar (artik) Standart. Farklar (artik) 91.67 2308.80
2 = 1 2294.80 14.00 1.05
T2 2 1869.03 -8.03 -0.60
= 5 3 1507.76 -22.96 -1.72
L’&E a 4 1288.42 7.18 0.54
5 927.16 3.84 0.29
6 785.23 5.97 0.45
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Iki metottan elde edilen deneysel verilerin kullanilmasiyla, ¢ift tarafli olarak hesaplanan (—— =

0.025 dikkate alinarak) ¢ degeri: 1.59 olarak, kritik t degeri (tablodan) ise 2.78 olarak belirlenmistir
(p=0.05). Cift tarafli p degeri ise; 0.16 olarak hesaplanmustir.

Yukaridaki bilgiler dogrultusunda, %95 giiven seviyesinde Hy hipotezinin reddedilemeyecegi agikca
goriilmektedir. SOyle ki; t hesapianan :1.59 < t yitik : 2.78 oldugundan hesaplanan t degeri, dagilim
grafiginde kabul bolgesine diismektedir. Ayn1 durum, p degeri dikkate alindiginda da gecerlidir. Bu

sebeple; Xi1 =X:zoldugunu ileri siirenHy hipotezi reddedilemez, yani; FIA ve standart metotlardan
elde edilen veri gruplarinin ortalamasi birbirinden anlamli olarak farkli degildir.

3.2.2. F Testi

Varyans analizi temelinde gerceklestirilen ve iki farkli yontemin (metodun) kesinliklerinin

karsilastirilmast amactyla kullanilan F testinde; metotlardan elde edilen veri gruplarinin varyanslari
oranlanir ve belirlenen giiven seviyesinin (olasilik fonksiyonu) dikkate alinmasiyla tespit edilen kritik
F degeri ile karsilastirilir.
Bu amagla; t testinde oldugu gibi F testi i¢cin de iki hipotez ileri siiriilmiis, bunlardan sifir (null)
hipotezinde; FIA ve standart metotlardan elde edilen veri gruplarinin varyans degerleri p=0.05 olasilik
diizeyinde (%95 giiven seviyesinde) esit kabul edilirken, alternatif hipotezde bu esitligin sdz konusu
olmadigi s6ylenmistir (Kayri 2009).

Ho: 312 = 322
v e 2 2
Ha: S1 ,{ Ss

FIA ve standart metotlardan elde edilen deneysel verilerin kullanilmasiyla, ¢ift tarafli olarak
hesaplanan F degeri: 0.23 olarak, kritik F degeri (tablodan) ise 15.44 olarak belirlenmistir (p=0.05).
Cift tarafli p degeri ise; 0.27 olarak hesaplanmigtir.

Buna gore; %95 giiven seviyesinde Hy hipotezinin reddedilemeyecegi acikca goriilmektedir.
Soyle ki; F pesapianan :0.23 < F iti : 15.44 oldugundan hesaplanan F degeri, dagilim grafiginde kabul
bolgesine diismektedir. Ayni durum, p degeri dikkate alindiginda da gegerlidir. Bu sebeple; s,° = s,°
oldugunu ileri siiren Hy hipotezi reddedilemez, yani; FIA ve standart metotlardan elde edilen veri
gruplarinin varyanslari birbirinden anlaml olarak farkli degildir.

t ve F testleri kullanilarak yapilan karsilagtirmalar neticesinde; gelistirilen FIA metodu
kullanilarak elde edilen verilerle, standart metottan elde edilen veriler arasinda anlamli bir fark
olmadigi tespit edilmistir.

Sonug olarak; bitkisel yaglardaki %FFA tayini i¢in yeni bir metot gelistirmeyi amaglayan bu

calisma ile; genellikle sulu ¢ozeltiler igin kullanilan FIA metodunun, susuz ortam reaksiyonlari
gerektiren yag analizleri i¢in de uygulama kazanmasi saglanmis, standart metotlarla saglanamayan
deneysel ortam sartlari, olusturulan izole sistem sayesinde rahatlikla saglanabilmis, yag numuneleri
herhangi bir 6n islemden gegirilmeksizin, direk olarak sistem igine enjekte edilmis, deneylerde
kullanilan numune ve reaktif miktarlar1 mikrolitre seviyesinde tutulmus, numune ve reaktiflerin
sisteme gonderilmesi/enjekte edilmesi sirasinda tasiyict faz olarak kullamlan ¢oziicii ve/veya
¢ozeltilerin sarfiyatin1 azaltmak amaciyla; numune verici devreye girdiginde, akis hizt otomatik olarak
sifirlanmaya programlanmis ve olusturulan sistem baglantt uzunluklart gerekli Olciilerde
kullanildigindan, zamandan ve ¢6ziicli/¢dzelti sarfiyatindan tasarruf edilmistir.
Dolayisiyla; bitkisel yaglardaki %FFA tayini i¢in tarafimizdan gelistirilen FIA metodu, hizli, basit,
cevre dostu ve diigiik maliyetli bir metot olmasi ve standart metotla oldukga iyi bir uyum sergilemesi
bakimindan standart metotlara alternatif olarak kullanilabilecek bir 6zelliktedir. Ayrica; yag sanayi
sektorli ve analitik kimya acgisindan son derece onemli bir gelisme oldugu diisiiniilen bu ¢aligmanin,
iilkemizdeki tiim bitkisel yag sanayi sektorii igin yol gosterici olacagina inanilmaktadir.
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