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TEBLIG

Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlhigindan:
TURK GIDA KODEKSI DiSTILE ALKOLLU iCKiLER

ANALIZ METOTLARI TEBLIGI
(TEBLIG NO: 2013/11)

Amac ve kapsam

MADDE 1 — (1) Bu Tebligin amaci, distile alkollii igkilerin resmi kontrolleri i¢in uygulanacak analiz
metotlarini diizenlemektir.

Dayanak

MADDE 2 — (1) Bu Teblig;

a) 29/12/2011 tarihli ve 28157 igiincii miikerrer sayili Resmi Gazete’de yayimlanan Tiirk Gida Kodeksi
Yonetmeligine dayanilarak,

b) Avrupa Birliginin 19/12/2000 tarihli ve 2870/2000/EC sayili Distile Alkollii igkilerin Analizi ile Ilgili
Topluluk Referans Metotlart Komisyon Tiiziigiine paralel olarak,

hazirlanmustir.

Tanimlar

MADDE 3 — (1) Bu Teblig’de gegen;

a) CAS: Bilimsel literatiirde tanimlanmis her bir kimyasal bilesik i¢in verilen, Amerikan Kimya Dernegi'nin
kayit numaralarini,

b) Distile Alkollii igkiler Tebligi: 16/3/2005 tarihli ve 25757 sayili Resmi Gazete’de yayimlanan Tiirk Gida
Kodeksi Distile Alkollii igkiler Tebligi (Teblig No: 2005/11)’ni,

¢) EIPT: Uluslararasi Pratik Sicaklik Olgegini,

¢) FID: Alev iyonlagsma dedektoriinii,

d) GC: Gaz kromatografisini,

e) HMCE: Ingiliz Giimriik ve Vergi Kurumunu,

f) HPLC: Yiiksek performansli sivi kromatografisini,

g) ISO: Uluslararasi Standardizasyon Teskilatini,

§) IUPAC: Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligini,

h) Kesinlik: Analiz sonucu ve kabul edilen referans deger arasindaki yakinligt,

1) OIML: Uluslararas: Yasal Metroloji Organizasyonunu,

i) OIV: Uluslararas1 Bagcilik ve Sarapeilik Orgiitiinii,

) Splitli enjeksiyon: Giriste boliinmeli enjeksiyon sistemini,

k) Splitless enjeksiyon: Boliinmesiz enjeksiyon sistemini,

1) Split/Splitless enjektdr: Boliinmeli/Boliinmesiz enjektorti,

m) Tekrar edilebilirlik sinirt: Ayni numune, ayni uygulayici, ayni cihaz, ayni laboratuvar gibi tekrar
edilebilirlik kosullar1 altinda kisa zaman araliklariyla yapilan iki analiz sonucu arasindaki (genellikle % 95 olan belirli
bir gliven araliginda) mutlak farka esit veya mutlak farkin altindaki bir degeri,

n) TS: Tiirk standartlarini,

0) Yeniden {iretilebilirlik siniri: Ayni numunede, aynt metot kullanilarak, farkli uygulayici, farkli cihaz, farkl
laboratuvar gibi yeniden {iretilebilirlik kosullart altinda elde edilen iki analiz sonucu arasindaki (genellikle % 95 olan
belirli bir giiven araliginda) mutlak farka esit veya mutlak farkin altindaki bir degeri,

6) UV: Ultraviyoleyi

ifade eder.

Analiz metodu

MADDE 4 — (1) Distile Alkollii Igkiler Tebligine uygunlugunun resmi kontrollerinde uygulanacak referans
analiz metotlar1 eklerde yer almaktadir.

a) Eklerde yer alan referans metotlarin haricindeki diger analitik metotlar; bir laboratuvar yoneticisinin
sorumlulugu altinda, sonuglarin dogrulugu ve kesinligi (tekrar edilebilirligi ve yeniden iiretilebilirligi) eklerde verilen
ilgili referans metotlardan elde edilen sonuglara esdeger olmasi sartiyla kabul edilir. Sahit analizlerde, bu metotlar
eklerde verilen referans analitik metotlarin yerini alamazlar.

b) Ozel bir distile alkollii igkinin igerdigi maddelerin saptanmasi ve miktarinimn belirlenmesi i¢in eklerde
analitik referans metotlar diizenlenmemisse asagidaki metotlar kullanilir:

1) Uluslararasi kabul edilen prosediirler diizeyinde gegerli kilinmis ve 6zellikle 29/12/2011 tarihli ve 28157
tiglincii miikerrer sayili Resmi Gazete’de yayimlanarak yiiriirliige giren Gida Kontrol Laboratuvarlarinin Kurulus,
Gorev, Yetki ve Sorumluluklari ile Calisma Usul ve Esaslarinin Belirlenmesine Dair Yonetmeligin 21 inci maddesinin



ikinci fikrasindaki kriterleri karsilayan analitik metotlar,

2) ISO’nundngordiigi standartlara uygun metotlar,

3) OIV’nin tanidig1 ve bu Orgiit tarafindan yayimlanan analitik metotlar,

4) (1), (2) ve (3) numaral: alt bentlerde s6zii edilen metotlarin olmadigi durumda; kesinlik, tekrar edilebilirlik
ve yeniden iiretilebilirlik kosullarini saglamast sartiyla, uygun bagka bir analitik metot.

Uyum zorunlulugu

GECIiCi MADDE 1 — (1) Halen faaliyet gosteren ve bu Teblig kapsaminda yer alan iiriinlerde resmi
kontroller i¢in analiz yapan kurum ve kuruluslar, bir yil i¢erisinde bu Teblig hiikiimlerine uymak zorundadirlar.

Yiiriirliik

MADDE 5 — (1) Bu Teblig yayim1 tarihinde yiiriirlige girer.

Yiiriitme

MADDE 6 — (1) Bu Teblig hiikiimlerini Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakani yiiriitiir.

Ek-1

HACMEN ALKOL MiKTARININ BELIRLENMES]
Bu referans metot iki boliimden olusur.
Boliim 1: Distilatin hazirlanmasi
Béliim 2: Distilatin Yogunlugunun Olgiilmesi
1. Kapsam
Bu metot, distile alkollii i¢kilerin hacmen gergek alkol miktarinin belirlenmesi igin kullanilir.
2. Tammlar

Analizlerde kullanilacak su, TS EN ISO 3696 (Su - Analitik Laboratuvarinda Kullanilan - Ozellikler ve Deney Metotlar1)’da
tanimlanmuigtir.

Bu metot igerisindeki “alkol”, “etil alkol” i ifade eder.
2.1. Referans Sicaklik:

Distile alkollii ickilerde 6zgiil agirlik, yogunluk ve hacmen alkol miktarinin belirlenmesi icin referans sicaklik 20 °C’dir.
Referans sicakliktan farkli sicakliklarda yapilan tiim 6lgtimler (hacmen alkol miktar1 veya yogunluk &l¢iimleri) i¢in “t °C”
ifadesi kullanilir.

2.2. Yogunluk:

Yogunluk, 20 °C’de bir metrekiip distile alkollii ickinin kilogram cinsinden (kg/m?) kiitlesi olarak ifade edilir ve p2o veya p2o
sc olarak gosterilir.

2.3. Ozgiil agirhik:

Ozgiil agirlik, bir ondalik say1 ile ifade edilen, 20 °C’de distile alkollii ickinin yogunlugunun ayni sicakliktaki suyun
yogunluguna oranidir. Sonug, d 20°c20°c veya d 2020 veya karisma olasilii yok ise d seklinde gosterilir. Olgiilen karakteristik
ozellik, sadece tanimlanan bu simgeler kullanilarak analiz sertifikasinda belirtilir.

Not: Ozgiil agirligin, 20 °C’deki yogunluktan pao’den elde edilmesi miimkiindiir:
p20°c= 998,203 x d2o°ci20°c veya daoecr20°c = p20°c /998,203

Formiilde 998,203 degeri, suyun 20 °C’deki yogunlugudur.

2.4. Hacmen gergek alkol miktari:

Distile alkollii igkilerin hacmen gergek alkol miktari, distilat ya da alkol ile ayn1 yogunluga sahip 100 litre alkol-su karigimi
icindeki etil alkoliin litre olarak miktaridir.

Kullanilacak farkli alkol-su karisimlarinin 20 °C’de yogunlugunun fonksiyonu olarak 20 °C’de hacmen (%hacmen) alkol
miktarinin degerini veren “Alkol Tablolar1”, OIML tarafindan kabul edilmis olan uluslararasi tablolardir (OIML 22 no’lu
Tavsiye Karari, 1975).

Belirli bir sicaklikta hacmen alkol miktari ile bir alkol-su karisiminin yogunlugu arasindaki iliskiyi gosteren genel formiil
asagida verildigi gibidir.

Alkol-su karisimlarinin alkol miktari tablolarinin hesaplanmasinda kullanilan formiil:



t°C sicakhigidaki bir alkol-su karigiminin m® basina kilogram olarak (kg/m?) yogunlugu asagidaki formiille su bilgiler
1s181nda hesaplanir:

- Ondalik olarak ifade edilen kiitlece alkol miktari, p (6rnegin, kiitlece %12 alkol miktari i¢in p = 0,12)

- °C olarak ifade edilen sicaklik, ¢ (EIPT 68)

- Formiildeki Sayisal Katsayilar Tablosu’nda (Tablo-1) verilen sayisal katsayilar

Formiil (— 20) ile + 40 °C arasindaki sicakliklar i¢in gegerlidir.
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Tablo-1

Formiildeki Sayisal Katsayilar Tablosu

k Ak B«
kg/m?
1 9,982 012 300 . 10? -2,061 851 3. 10" kg/(m? . °C)
2 -1,929 769 495 . 10? - 5,268 2542 . 103 kg/(m? . °C?)
3 3,891 238 958 . 102 3,613 001 3. 107 kg/(m? . °C?)
4 - 1,668 103 923 . 103 -3,895770 2. 107 kg/(m? . °C*
5 | 1,352215441.10° 7,169 354 0 . 10° kg/(m? . °C5)
6 - 8,829278 388 . 10* -9,973923 1. 10" kg/(m? . °C®)
7 3,062 874 042 . 10°
8 -6,138381234.10°
9 7,470 172 998 . 10°
10 | - 5,478 461 354 . 10°
11 | 2,234 460334 .10°
12 | -3,903 285426 .10*
Cik Cok
k
kg/(m3. °C) kg/(m3. °C2)
1 1,693 443 461 530 087 . 107! -1,193 013 005 057 010 . 1072
2 -1,046 914 743 455 169 . 10! 2,517 399 633 803 461 . 10!
3 7,196 353 469 546 523 . 10! - 2,170 575 700 536 993
4 - 7,047 478 054 272 792 . 10? 1,353 034 988 843 029 . 10!
5 3,924 090 430 035 045 . 103 - 5,029 988 758 547 014 . 10!
6 - 1,210 164 659 068 747 . 10* 1,096 355 666 577 570 . 10?
- 1,422 753 946 421 155 . 10?
7 2,248 646 550 400 788 . 10*
1,080 435 942 856 230 . 10°
8 - 2,605 562 982 188 164 . 10*
-4,414 153236817392 . 10!
9 1,852 373 922 069 467 . 10*
7,442 971 530 188 783
10 - 7,420 201 433 430 137 . 103
11 1,285 617 841 998 974 . 10°




Cik

kg/(m?. °C3)

Cax

kg/(m?. °C4)

Csk

kg/(m?. °C5)

- 6,802 995 733 503 803 . 10+
1,876 837 790 289 664 . 1072
- 2,002 561 813 734 156 . 10!

1,022 992 966 719 220

4,075 376 675 622 027 . 10
- 8,763 058 573 471 110 . 10°°
6,515 031360 099 368 . 106

-1,515784 836 987 210 . 10°°

2,788 074 354 782 409 . 10

1,345 612 883 493 354 . 108

5 - 2,895 696 483 903 638
6 | 4,810 060 584 300 675
7 | -4,672 147 440 794 683
8 2,458 043 105 903 461

9 -5,411227 621 436 812. 107!

Not: Hacmin dogru olarak 6l¢iilmesinin ¢ok zor oldugu likorler ve krem likorler i¢in, numuneler tartilmali ve alkol miktari
ilk once kiitle tizerinden hesaplanmalidir.

Doéniisiim formiilii:

Hacmen alkol miktar1 (%hacim) = KAM(%kiitle)x p2o_(numune)

p20 (Alkol)
KAM = Kiitlece alkol miktar1
p20 (alkol) = 789,24 kg/m?

3. Prensip

Distilasyonu takiben, distilatin hacmen alkol miktar1 piknometre, elektronik dansimetre veya hidrostatik terazili dansimetre
kullanilarak belirlenir.



Boliim 1: Distilatin Hazirlanmasi
1. Kapsam

Bu metot, distile alkollii ickilerin hacmen gergek alkol miktarinin belirlenmesinde kullanilacak olan distilatlarin hazirlanmasi
i¢in kullanilir.

2. Prensip

Yiiksek alkollii igkiler, etil alkol ve diger ugucu bilesenleri ekstrakte edilebilen maddelerden (distile edilmeyen maddeler)
ayirmak icin distile edilir.

3. Reaktifler ve materyaller
3.1. Kaynama tasi
3.2. Yogunlastirilmis kopiik nleyici emiilsiyon (krem likorler igin)
4. Arac ve gerecler
Genel olarak kullanilan laboratuvar cihazlari ve ayrica asagidaki arag geregler kullanilir:
4.1. 10-15 °C arasinda ayarlanabilir su banyosu
20 °C’ye (£ 0,2 °C) ayarlanabilir su banyosu
4.2. Sirasiyla %0,1 ve %0,15’e kadar hassasiyette, sertifikali 100 mL ve 200 mL hacimli A smnifi balon jojeler
4.3. Distilasyon diizenegi
4.3.1. Genel sartlar
Distilasyon diizenegi asagidaki kosullar karsilamalidir:
- Sistemden alkol kagisini engelleyecek en az sayida baglanti noktasi igermelidir.

- Kaynayan sivinin buharla birlikte siiriiklenmesini 6nleyecek ve alkolce zengin buharmn distilasyon oranini diizenleyecek
sekilde dizayn edilmis bir cihaz igermelidir.

- Alkol buharinin hizli ve tam yogusmasi saglamalidir.
- 1k distilasyon fraksiyonlarinin sulu bir ortam iginde toplanmasini saglamalidir.

Kaynatma amaciyla kullanilan 1s1 kaynagi, alkollii igki igerisindeki ekstrakte edilebilen maddenin herhangi bir pirojenik
reaksiyonunu onleyecek uygun bir 1s1 dagiticisina sahip olmalidir.

4.3.2 Uygun distilasyon diizeneginin bir 6rnegi Sekil 1’de gosterilmis olup asagidaki kisimlardan olugsmaktadir:
- 1 litrelik, standardize kiiresel silifli, taban1 yuvarlak balon (distilasyon balonu)
- Enaz 20 cm yiikseklikte bir rektifiye kolonu (6rnegin bir Vigreux kolonu)

- Yaklagik 10 cm uzunlugunda, her iki ucu kiiresel silifli ve rektifiye kolonu ile geri sogutucu arasinda dik dirsek
baglantist bulunan diiz ¢ergeveli yogusturucu (West yogusturucu)

- 40 cm uzunlugunda geri sogutucu

- Distilati, az miktarda su iceren distilat toplama balonunun (balon joje) dibine ileten agzi kiiresel silifli bosaltma
tipl



Not: Yukarida tarif edilen diizenek en az 200 mL’lik bir numune i¢in tasarlanmistir. Ancak, daha az miktardaki numuneler
(6rnegin 100 mL), siiriiklenmeyi Onleyecek sigratma basligi ya da buna benzer bagka bir cihaz igeren daha kiigiik bir
distilasyon balonu kullanilarak distile edilebilir.

5. Analiz numunelerinin depolanmasi

Numuneler, analiz dncesi oda sicakliginda saklanir.

6. islem

On bilgi:

Distilasyon iglemi [IUPAC (1968) tarafindan yayimlanan islemle de yapilabilir.

6.1. Distilasyon diizeneginin dogrulanmasi: Kullanilan diizenek en az asagidaki yeterlilikte olmalidir:

%50’ye yakin bilinen bir konsantrasyondaki alkol-su karigimmin 200 mL’sinin distilasyonundaki alkol kaybi hacmen
%0,1’den daha fazla olmamalidir.

6.2. Hacmen alkol miktar1 %50’den diisiik olan distile alkollii ickiler:

Bir balon joje igerisine 200 mL numune alinir. Numunenin sicakligi kaydedilir ya da standart sicakliga (20 °C) getirilir.
Numune, distilasyon balonuna aktarilir ve balon joje ii¢ kez her seferde yaklagik 20 mL distile su ile galkalanir. Her bir
boliim galkalama suyu, distilasyon balonu igerigine eklenir.

Not: Bu 60 mL’lik sulandirma, litre bagina 250 g’dan daha az kuru madde iceren distile alkollii igkiler igin yeterlidir. Aksi
halde, pirolizin 6nlenmesi i¢in, kuru madde konsantrasyonu 300 g/L ise ¢alkalama suyunun hacminin en az 70 mL; 400 g/L
icin, 85 mL ve 500 g/L (bazi meyve likorleri veya krem likorler) igin, 100 mL olmas1 gerekmektedir. Farkli hacimlerdeki
numuneler i¢in bu hacimler oransal olarak ayarlanir.

Birkag adet kaynama tast (3.1) eklenir (Krem likorler i¢in kdpiik dnleyici eklenir).

Distilatin i¢inde toplanacagi 200 mL’lik balon joje igerisine 20 mL distile su aktarilir. Balon joje daha sonra bir soguk su
banyosuna (4.1) yerlestirilmelidir (anason aromali distile alkollii ickiler igin 10-15 °C).

Siiriiklenmeye ve komiirlesmeye izin vermeden distilasyon balonu arada bir ¢alkalanarak; distilat seviyesi, balon jojenin
kalibrasyon isaretinin birka¢ mL altina ulasana kadar distile edilir. Distilatin sicakligi, baslangi¢ sicakligindan 0,5 °C asagi
diistiigli zaman, isaretli seviyeye kadar distile su ile doldurulur ve iyice karistirilir.

Distilat, hacmen alkol miktarinin belirlenmesi (Boliim 2) i¢in kullanilir.

6.3. Hacmen alkol miktar1 %50 nin {izerinde olan distile alkollii ickiler:

100 mL’lik bir balon joje igerisine 100 mL numune alinir. Numune, distilasyon balonuna aktarilir ve balon joje, distile su ile
birkag¢ kez calkalanir ve ¢alkalama suyu distilasyon balonu igerigine eklenir. Balon joje igerigi yaklasik 230 mL olacak kadar

su kullanilir.

Distilatin i¢inde toplanacagi 200 mL’lik balon joje igerisine 20 mL distile su aktarilir. Balon joje daha sonra bir soguk su
banyosuna (4.1) yerlestirilmelidir (anason aromali distile alkollii ickiler igin 10-15 °C).

Distilasyon balonu arada bir ¢alkalanarak, Distilat seviyesi 200 mL’lik balon jojenin kalibrasyon igaretinin birkag mL altina
ulasana kadar distile edilir.

Distilatin sicakligi, baslangi¢ sicakligindan 0,5 °C asag: diistiigii zaman, isaretli seviyeye kadar distile su ile doldurulur ve
iyice karigtirilir.

Distilat, hacmen alkol miktarinin belirlenmesi (B6liim 2) igin kullantlir.



Not: Distile alkolii igkinin hacmen alkol miktari, distilatin alkol miktarinin iki katidir.

Sekil 1. Distile alkollii ickilerin hacmen gercek alkol miktarinin 6l¢iilmesi igin kullanilan distilasyon diizenegi

Kiiresel silifli, taban1 yuvarlak bir litrelik balon
Vigreux rektifiye kolonu, 20 cm

Diiz gergeveli West yogusturucu, 10 cm

Geri sogutucu, 40 cm

b



Boliim 2: Distilatin Yogunlugunun Olgiilmesi

Metot A: Distile Alkollii ickilerin Hacmen Gergek Alkol Miktarlarinin Belirlenmesi - Piknometre ile Ol¢iim
1. Prensip

Hacmen alkol miktari, piknometre ile lciilen distilatin yogunlugundan elde edilir.

2. Reaktifler

Analizlerde aksi belirtilmedikce, yalnizca analitik saflikta ¢ozeltiler kullanilir. Analizlerde kullanilacak su, TS EN ISO
3696’da tanimlanmistir.

2.1. Sodyum kloriir ¢ozeltisi (%2 agirlik/hacim): 1 litre ¢dzelti hazirlamak i¢in, 20 g sodyum kloriir tartilir ve 1 litre su iginde
¢Oziiliir.

3. Arag ve gerecler
Genel olarak kullanilan laboratuvar cihazlari ve ayrica asagidaki arag geregler kullanilir:
3.1. 0,1 mg hassasiyette analitik terazi

3.2. Silifli, 10 °C’den 30 °C’ye kadar 0,1 hassasiyetle derecelendirilmis termometre. Bu termometre sertifikali ya da
sertifikali bir termometre ile kalibre edilmis olmalidir.

3.3. Yaklagik 100 mL kapasiteli, silifli olarak tutturulmus, ¢ikarilabilir 6zellikte bir termometreli (3.2) sicaga dayanikli cam
piknometre (Sekil 2). Piknometre, 25 mm uzunlugunda ve i¢ ¢ap1 1 mm (en fazla) olan, konik silifli bir yan tiipe sahiptir.
Eger uygunsa TS ISO 3507°de tarif edilen bicimdeki diger piknometreler de kullanilabilir (6rnegin 50 mL).

3.4. Piknometre ile ayni dis hacme sahip (1 mL toleransla) ve 6zgiil agirligi 1,01 olan bir siviyla (sodyum kloriir ¢ozeltisi,
2.1.) doldurulmus piknometrenin kiitlesine esit bir kiitleye sahip bir dara sisesi.

3.5. Piknometrenin gévdesini tam olarak saran 1s1 yalitimli bir kap

Sekil 2. Piknometre ve darasi



4. islem
On bilgi:

Bu islem alkol miktarmin belirlenmesi i¢in 100 mL’lik piknometre kullanimini tarif eder. Bu en iyi dogrulugu verir. Ancak,

50 mL gibi daha kii¢lik hacimli piknometre kullanimi da miimkiindiir.
4.1. Piknometrenin kalibrasyonu
Piknometre agagidaki parametrelerin belirlenmesi ile kalibre edilir:
- Bos piknometrenin darasi
- 20 °C’de piknometrenin hacmi
- 20°C’de su ile dolu piknometrenin kiitlesi
4.1.1. Tek kefeli terazi kullanilarak kalibrasyon
- Temiz ve kuru piknometrenin kiitlesi, (P)
- t°C’de su ile dolu piknometrenin kiitlesi, (P1)
- Dara sigesinin kiitlesi, (T0), belirlenir.

4.1.1.1. Temiz ve kuru piknometre tartilir. (P)

4.1.1.2. Piknometre, ortam sicakliginda distile su ile dikkatlice doldurulur ve termometre sabitlenir. Dikkatlice piknometre
silinerek kurulanir ve 1s1 yalitimli kap igerisine yerlestirilir. Termometrenin sicakligi sabit okumaya gelene kadar, kap alt st
edilerek karigtirtlir. Yan tiiplin iist kismindaki seviye ¢izgisinden disari ¢ikmayacak sekilde, piknometre ayarlanir. t °C

sicaklik dikkatlice okunur ve gerekiyor ise sicaklik skalasindaki herhangi bir hata i¢in diizeltme yapilir. Daha sonra su ile

dolu piknometre tartilir.(P1)
4.1.1.3. Dara sisesi tartilir. (TO)
4.1.1.4. Hesaplama:

- Bos piknometrenin darasi =P - m

m; piknometredeki havanin kiitlesi

m=0,0012 X (Pl —P)

Not: 0,0012; 20 °C’de ve 760 mm Hg basingta kuru havanin yogunlugudur.

- 20 °C’de piknometrenin hacmi

% [P1—(P-m)] X Fi,1

20° c =
Fy; Tablo-2’den alinan t °C sicaklik i¢in faktordiir.

v 200 C 0,001 mL hassasiyetinde olmalidir.

Tablo-2

F faktorleri

(20 °C’de piknometre hacmini hesaplamak icin; t °C’deki piknometrenin i¢erdigi suyun kiitlesi bu faktorle ¢arpilir)

t°C F t°C F t°C F t°C F t°C F t°C F t°C F

10,0 | 1,000398 | 13,0 | 1,000691 | 16,0 | 1,001097 | 19,0 | 1,001608 | 22,0 | 1,002215 | 25,0 | 1,002916 | 28,0 | 1,003704
,1 | 1,000406 ,1 | 1,000703 ,1 | 1,001113 ,1 | 1,001627 ,1 | 1,002238 ,1 | 1,002941 ,1 | 1,003731
2 | 1,000414 2 | 1,000714 2 | 1,001128 2 | 1,001646 2 | 1,002260 2 | 1,002966 22 | 1,003759
3 | 1,000422 3 | 1,000726 3 | 1,001144 ,3 | 1,001665 3 | 1,002282 3 1 1,002990 ,3 | 1,003787
4 | 1,000430 4 | 1,000738 4 | 1,001159 4 | 1,001684 4 | 1,002304 4 | 1,003015 4 | 1,003815

10,5 | 1,000439 | 13,5 | 1,000752 | 16,5 | 1,001175 | 19,5 | 1,001703 | 22,5 | 1,002326 | 25,5 | 1,003041 | 28,5 | 1,003843




,6 | 1,000447

,7 | 1,000456
,8 | 1,000465
9 | 1,000474

11,0 | 1,000483

,1 | 1,000492
,2 | 1,000501
,3 | 1,000511
4 | 1,000520

11,5 | 1,000530

,6 | 1,000540
,7 | 1,000550
,8 | 1,000560
9 | 1,000570

12,0 | 1,000580

,1 | 1,000591
2 | 1,000601
,3 | 1,000612
4 | 1,000623

12,5 | 1,000634

,6 | 1,000645
,7 | 1,000656
,8 | 1,000668
9 | 1,000679

1,000764
1,000777
1,000789
1,000803
1,000816
1,000829
1,000842
1,000855
1,000868
1,000882
1,000895
1,000909
1,000923
1,000937
1,000951
1,000965
1,000979
1,000993
1,001008
1,001022
1,001037
1,001052
1,001067

1,001082

1,001191
1,001207
1,001223
1,001239
1,001257
1,001273
1,001290
1,001306
1,001323
1,001340
1,001357
1,001374
1,001391
1,001409
1,001427
1,001445
1,001462
1,001480
1,001498
1,001516
1,001534
1,001552
1,001570

1,001589

1,001722
1,001741
1,001761
1,001780
1,001800
1,001819
1,001839
1,001859
1,001880
1,001900
1,001920
1,001941
1,001961
1,001982
1,002002
1,002023
1,002044
1,002065
1,002086
1,002107
1,002129
1,002151
1,002172

1,002194

1,002349
1,002372
1,002394
1,002417
1,002439
1,002462
1,002485
1,002508
1,002531
1,002555
1,002578
1,002602
1,002625
1,002649
1,002672
1,002696
1,002720
1,002745
1,002769
1,002793
1,002817
1,002842
1,002866

1,002891

1,003066
1,003092
1,003117
1,003143
1,003168
1,003194
1,003222
1,003247
1,003273
1,003299
1,003326
1,003352
1,003379
1,003405
1,003432
1,003458
1,003485
1,003513
1,003540
1,003567
1,003594
1,003621
1,003649

1,003676

1,003871
1,003899
1,003928
1,003956
1,003984
1,004013
1,004042
1,004071
1,004099
1,004128
1,004158
1,004187
1,004216
1,004245

1,004275

- 20 °C’de piknometredeki suyun kiitlesi

M

2wV

X 0,998203
C

0,998203; 20 °C’de suyun yogunlugudur.

Not: Gerekli ise suyun havadaki yogunlugu olan 0,99715 degeri kullanilabilir ve HMCE Tablolarinda bu yogunluga karsilik

gelen referans ile alkol miktar1 hesaplanir.

4.1.2. 1ki kefeli terazi kullamlarak kalibrasyon metodu

4.1.2.1. Terazinin sol kefesine dara sisesi ve sag kefesine toplayici kapag: ile birlikte temiz, kuru piknometre yerlestirilir.
Piknometre tarafina agirliklar eklenerek (p gram) denge saglanir.

4.1.2.2. Ortam sicakliginda piknometre distile su ile doldurulur ve termometre sabitlenir. Piknometre silinerek kurulanir ve 1s1
yaliimli kap igerisine yerlestirilir. Termometrenin sicakligi sabit okumaya gelene kadar kap alt-list edilerek karigtirilir. Yan
tilpiin tist kismindaki seviye cizgisine ayarlama yapilir. Yan tiip temizlenir, toplayici kapak sabitlenir, t °C sicaklik dikkatlice
okunur ve gerekiyor ise sicaklik skalasindaki herhangi bir hata i¢in diizeltme yapilir. Daha sonra su ile dolu piknometre

tartilir [p”,(g)]-

4.1.2.3. Hesaplama:

- Bos piknometrenin darasi =p + m

m; piknometredeki havanin kiitlesi

m=0,0012 X (p—p")




- 20°C’de piknometrenin hacmi

Ve = (+m-p) X Fyl

Fy; Tablo-2’den alinan t °C sicaklik i¢in faktordiir.

\' 200 c 0,001 mL hassasiyetinde olmalidir.

- 20 °C’de piknometredeki suyun kiitlesi

Mzo“c = V20"c X 0,998203

0,998203; 20 °C’de suyun yogunlugudur.

4.2. Numunenin alkol miktarinin belirlenmesi
4.2.1. Tek kefeli terazi kullanilarak:
4.2.1.1. Dara sisesi tartilir. (T1)
4.2.1.2. Hazirlanan distilat (Boliim 1) ile piknometre tartilir (t °C’de agirlig1 P2).
4.2.1.3. Hesaplama

- dT=TI-TO

- Olgiim aninda bos piknometrenin kiitlesi = P —m + dT

- t°C’de piknometredeki sivinin kiitlesi = P2 — (P — m + dT)

- t°C’de g/mL olarak yogunluk

- P [P~ (P-m+dD))/V

2 c = 20° C
- Yogunluk; ptoc degeri 1000 ile garpilarak, t °C’de kg/m? olarak ifade edilir ve deger p: olarak bilinir.

- Alkol-su karigimlari i¢in pr yogunluklar tablosu (OIV, analiz metotlar: kilavuzu, 1. Cilt Ek-1I/Tablo-II, sayfa 11,
2012) kullanilarak pt, 20 °C’ye diizeltilir.

- Tabloda, t °C sicaklik degerinin hemen altindaki tam say1 sicaklik degerindeki T sicakligina karsilik gelen yatay
satir ve p’nin Ustiindeki en kiigiik yogunluk degeri bulunur. Bu yogunlugun altinda bulunan tablo farki
kullanilarak, T sicakliktaki distilatin pt yogunlugu hesaplanir.

- Sicaklik satir1 kullanilarak, p’nin hemen {izerinde tabloda p” yogunlugu ve hesaplanan p: yogunlugu arasindaki fark
bulunur. Bu fark, p” yogunlugunun saginda bulunan tablo farki ile boliinlir. Bu oran; alkol miktarinin tamsayi
kismi p” yogunlugunun bulundugu kolonun iistiinde bulunurken alkol miktarinin ondalikli kismin1 verir. (Dt, alkol
miktari)

Not: Alternatif olarak piknometre isarete tamamlanana kadar 20 °C’deki (+ 0,2 °C) su banyosunda bekletilir.
4.2.1.4. Sonug
p20 yogunlugu kullanildiginda, “Alkol Tablolar1” yardimiyla gergek alkol miktart hesaplanir.

Alkol-su karigimlarinin 20 °C’de yogunlugunun fonksiyonu olarak 20 °C’de hacmen (%hacmen) alkol miktarinin degerini
veren “Alkol Tablolar1”, OIML tarafindan kabul edilmis olan uluslararasi tablolardir ( OIML 22 no’lu Tavsiye Karari, 1975 ).

4.2.2. Tek kefeli terazi kullanilan metot
4.2.2.1. Hazirlanan distilat ile dolu olan piknometre tartilir; p”’, t °C’deki kiitledir.
4.2.2.2. Hesaplama

- t°C’de piknometredeki sivinin kiitlesi=p+m-p””’

- t°C’de g/mL olarak yogunluk; P ve T p+tm-p")V 20° ¢

Yogunluk, t °C’de kg/m? olarak ifade edilir ve tek kefeli terazi kullaniminda tarif edildigi gibi 20 °C’de alkol miktarini
hesaplamak i¢in sicaklik diizeltmesi yapulir.

5. Metot performans karakteristikleri (kesinlik)

5.1. Laboratuvarlararasi analizin istatiksel sonuglari



Asagidaki veriler, uluslararasi kabul gérmiis prosediirler igin yiiriitillen uluslararast metot performans ¢aligmasindan elde
edilmigtir.

Laboratuvarlararasi analiz yili 1997
Laboratuvar sayisi 20
Numune sayist 6

Numuneler A B C D E F
s | © | @ | 7 | ® | e [ n
Aykir1 deger gosteren laboratuvar sayisi 1 - 2 1 1 3
Kabul edilen sonug sayisi 38 40 34 38 38 34
Ortalama deger (X ), (%hacmen) 23,77 40,04 40,29 39,20 42,24 57,03

26,51* 42,93% 45,73* 63,03*

Tekrar edilebilirlik kosullari altinda elde edilen
sonuglardan hesaplanan standart sapma (Sr) 0,106 0,176 0,072 0,103 0,171 0,190
(% hacmen)

Tekrar edilebilirlik kogullari altinda elde edilen

sonuglardan hesaplanan nispi standart sapma 0,42 0,44 0,18 0,25 0,39 0,32
(RSDx) (%)
Tekrar edilebilirlik sinir1 (% hacmen) (r) 0,30 0,49 0,20 0,29 0,48 0,53

Yeniden tiretilebilirlik kosullar altinda elde
edilen sonuglardan hesaplanan standart sapma 0,131 0,236 0,154 0,233 0,238 0,322
(Sr) (%hacmen)

Yeniden iiretilebilirlik kosullar1 altinda elde
edilen sonuglardan hesaplanan nispi standart 0,52 0,59 0,38 0,57 0,54 0,53
sapma (RSDRr) (%)

Laboratuvarlararasi yeniden iiretilebilirlik sinir

0,3 0,66 0,43 0,65 0,6 0,90
(% hacmen) (R) 37 ) > > ,67 .9

Numune tiirleri

A Meyve likéri; split oran1 (*)
B Brendi; kor tekrarlar

C Viski; kor tekrarlar

D Grappa; split oran1 (*)

E Aquavit; split orani1 (*)

F Rom; split orani (*)

Metot B: Distile Alkollii ickilerin Hacmen Ger¢ek Alkol Miktarimin Belirlenmesi — Elektronik Dansimetre ile Ol¢iim
(Osilasyon Hiicresindeki Numunenin Rezonant Sikhik Sahmimina Dayal Olgiim)

1. Prensip

Sivinin yogunlugu, titresen U-tiipiiniin salimimlariin elektronik ol¢timii ile belirlenir. Bu 6lgiimii gergeklestirmek igin;
numune, bir salinim sistemine eklenir. Boylece, sistemin spesifik salinim siklig1, kiitlenin eklenmesi ile degisir.



2. Reaktifler

Analizlerde aksi belirtilmedikge, yalnizca analitik saflikta ¢ozeltiler ve en az TS EN ISO 3696’da tanimlanan sinif 3 su
kullanilir.

- Aseton ya da mutlak alkol (hacmen %100°liik etil alkol).

- Kuru hava

3. Arac ve gerecler

Genel olarak kullanilan laboratuvar cihazlari ve ayrica asagidaki arag geregler kullanilir:
3.1. Dijital goriintiilii dansimetre

Bu tiir 6l¢iimleri ger¢eklestirmek i¢in kullanilan elektronik dansimetre, yogunlugu 5 ondalikli olarak g/mL cinsinden ifade
edebilmelidir.

Not: Dansimetre, tiim titresimlerden izole edilmis ¢ok iyi sabitlenmis bir stand {izerine yerlestirilmelidir.
3.2. Sicaklik diizenlemesi

Dansimetrenin performansi, sadece 6l¢iim hiicresi + 0,02 °C ya da daha hassas sapma ile ayni sicaklik stabilitesini miimkiin
kilabilen sabit sicaklik diizenleyicisine bagli ise gegerlidir.

Not: Olgiim hiicresinde sicakligin dogru ayarlanmasi ve izlenmesi ¢ok 6nemlidir. 0,1 °C’lik bir hata, yogunlukta 0,1 kg/m?
(0,0001 g/mL) bir sapmaya neden olabilir.

3.3. Numune enjeksiyon siringalart ya da otomatik 6rnekleyici.
4, islem
4.1. Dansimetrenin kalibrasyonu

Dansimetre ilk kullaniminda talimatina gore kalibre edilmelidir. Diizenli olarak tekrar kalibre edilmeli ve sertifikali referans
standarda ya da sertifikali referans standart bazli i¢ laboratuvar referans ¢6zeltisine kars1 kontrol edilmelidir.

4.2. Numune yogunlugunun belirlenmesi

4.2.1. Olgiim 6ncesinde gerekli ise; hiicre, aseton ya da mutlak alkol ve kuru hava ile temizlenir ve kurulanir. Hiicre, numune
ile ¢alkalanir.

4.2.2. Siringa ya da ornekleyici kullanilarak tamamen dolacak sekilde hiicreye numune enjekte edilir. Bu islem sirasinda,
hava kabarciklarinin tamamen uzaklagtirildigindan emin olunmalidir. Numune homojen olmalidir ve kati partikiiller
icermemelidir. Analiz 6ncesinde, herhangi bir partikiil filtrasyon gibi islemlerle uzaklagtirilmalidir.

4.2.3. Okuma sabitlendikten sonra, p20 yogunlugu ya da dansimetre ile gosterilen alkol miktar: kaydedilir.

4.3. Sonug
p20 yogunlugu kullanildiginda, “Alkol Tablolar1” yardimiyla gergek alkol miktar1 hesaplanir.

Alkol-su karigimlarinin 20 °C’de yogunlugunun fonksiyonu olarak 20 °C’de hacmen (% hacmen) alkol miktarinin degerini
veren “Alkol Tablolar”, OIML tarafindan kabul edilmis olan uluslararasi tablolardir ( OIML 22 no’lu Tavsiye Karari, 1975 ).

5. Metot performans karakteristikleri (kesinlik)
5.1. Laboratuvarlararasi analizin istatiksel sonuglar1

Asagidaki veriler, uluslararas1 kabul gérmiis prosediirler igin yiiriitiilen uluslararast metot performans galigmasindan elde
edilmistir.

Laboratuvarlararasi analiz yili 1997
Laboratuvar sayisi 16
Numune sayis1 6
Numuneler A B C D E F

11 13 15 16 14 13

Aykar1 deger gosteren laboratuvarlarin




cikarilmasindan sonra kalan laboratuvar sayisi

Aykar1 deger gosteren laboratuvar sayisi 2 3 1 - 1 2

Kabul edilen sonug sayisi 22 26 30 32 28 26

Ortalama deger ( X ), (%hacmen) 23,81 40,12 40,35 39,27 42,39 56,99
26,52* 43,10* 4591* 63,31%*

Tekrar edilebilirlik kosullar1 altinda elde edilen

sonuglardan hesaplanan standart sapma (S:) (% 0,044 0,046 0,027 0,079 0,172 0,144

hacmen)

Tekrar edilebilirlik kosullar1 altinda elde edilen

sonuglardan hesaplanan nispi standart sapma 0,17 0,12 0,07 0,19 0,39 0,24

(RSDy) (%)

Tekrar edilebilirlik sinir1 (%hacmen) (r) 0,12 0,13 0,08 0,22 0,48 0,40

Yeniden iiretilebilirlik kosullar1 altinda elde

edilen sonuglardan hesaplanan standart sapma 0,054 0,069 0,083 0,141 0,197 0,205

(Sr) (%hacmen)

Yeniden iiretilebilirlik kosullart altinda elde

edilen sonuglardan hesaplanan nispi standart 0,21 0,17 0,21 0,34 0,45 0,34

sapma (RSDR) (%)

Laboratuvarlararasi yeniden iiretilebilirlik sinir1 0.15 0.19 0.23 0.40 0.55 0.58

(%hacmen) (R)

Numune tiirleri

A Meyve likori; split orani (¥)
B Brendi; kor tekrarlar

C Viski; kor tekrarlar

D Grappa; split orani (*)

E Aquavit; split oran1 (*)

F Rom; split orani (*)




Metot C: Distile Alkollii ickilerin Hacmen Gercek Alkol Miktarlarimin Belirlenmesi — Hidrostatik Terazi
Kullanilarak Dansimetre ile Ol¢iim

1. Prensip

Distile alkollii igkilerin alkol miktar1 Arsimet prensibine (Bir sivinin i¢ine batirilan kiitle, igine kondugu sivinin agirligina esit
miktarda sivinin yiikselmesine sebep olur.) dayanan hidrostatik terazi kullanilarak dansimetre ile dlgiilebilir.

2. Reaktifler

Analizlerde aksi belirtilmedikge, yalnizca analitik saflikta ¢ozeltiler ve en az TS EN ISO 3696’da tanimlanan sinif 3 su
kullanilir.

- Dansimetre temizleme ¢ozeltisi (sodyum hidroksit, %30 agirlik/hacim)

100 mL ¢ozelti hazirlamak igin; 30 g sodyum hidroksit tartilir ve hacmen % 96’lik etil alkol ile 100 mL’ye tamamlanir.
3. Arac ve gerecler

Genel olarak kullanilan laboratuvar cihazlari ve ayrica asagidaki arag geregler kullanilir:

3.1. Tek kefeli hidrostatik terazi (1 mg 6l¢iim hassasiyetinde)

3.2. En az 20 mL hacimli dansimetre (teraziye gore dzel olarak adapte edilmis ve ¢ap1 0,1 mm’yi gegmeyen bir iple asil1)

3.3. Seviye isareti tasiyan bir Ol¢ii silindiri (Dansimetrenin, isaretin altina yerlestirilmis silindirin hacmine tamamen
sigabilecek durumda olmasi gerekir. Ip yardimiyla dansimetre sivinin igine daldirilir. Olgii silindirinin i¢ ¢ap1 dansimetrenin
capindan en az 6 mm daha genis olmalidir.)

3.4. Termometre ya da sicaklik 6lger sonda (10 °C’den 40 °C’ ye kadar onarli olarak derecelenmis ve 0,05 °C’ye kalibre
edilmis)

3.5. Agirliklar (yetkili bir sertifikalandirma kurulusu tarafindan kalibre edilmis)

Not: OIV analiz metotlarimin 20 °C’ de Yogunluk ve Ozgiil Agirlhik Analizi” bashkl (OIV, analiz metotlar1 kilavuzu, 1. Cilt
Bolim-1I/Tip 1 Metodu, sayfa 20, 2012) metodunda tarif edilen prensip ile iki kefeli terazi kullanimi da miimkiindiir.

4, islem

Dansimetre ve Ol¢i silindiri her 6l¢lim arasinda distile suyla temizlenmeli, yumusak kurutma kagidiyla kurulanmali ve
yogunlugu belirlenecek ¢ozeltiyle calkalanmalidir. Evaporasyon ile alkol kaybini engellemek igin diizenek stabil duruma
geldikten hemen sonra dlgiimler yapilmalidir.

4.1. Terazinin kalibrasyonu

Her ne kadar terazilerin genelde i¢ kalibrasyon sistemleri olsa da, hidrostatik terazilerin yetkili bir sertifikalandirma kurulusu
tarafindan kontrol edilmis agirliklarla kalibre edilmesi gereklidir.

4.2. Dansimetrenin kalibrasyonu

4.2.1. Olgii silindiri, 15 °C — 25 °C arasindaki, ancak tercihen 20 °C’deki, iki kere distile edilmis suyla (ya da esit saflikta
suyla,18,2 MQ/cm iletkenlige sahip mikrofiltre edilmis su) isarete kadar doldurulur.

4.2.2. Dansimetre ve termometre daldirilir, karistirilir ve diizenekten sivinin yogunlugu okunur. Gerekirse Olgiim
sicakligindaki suyun yogunluguna gore yogunluk diizeltmesi yapilir.

4.3. Alkol-su ¢ozeltisi kullanilarak yapilan kontrol

4.3.1. Olgii silindiri, 15 °C - 25 °C arasindaki, ancak tercihen 20 °C’deki, hacmen alkol miktar1 bilinen alkol-su karisimi ile
isarete kadar doldurulur.

4.3.2. Dansimetre ve termometre daldirilir, karistirilir ve diizenekten sivinin yogunlugu (ya da miimkiinse alkol miktar)
okunur. Okunan alkol miktari, daha 6nceden bilinen alkol miktarina esit olmalidir.

Not: Dansimetreyi kalibre etmek i¢in iki kere distile edilmis su yerine alkol miktar1 bilinen bu ¢ozelti de kullanilabilir.
4.4. Distilatin yogunlugunun (ya da diizenek olanak sagliyorsa alkol miktarinin) dl¢timii
4.4.1. Numune, 6l¢i silindirinin derecelendirme isaretine kadar doldurulur.

4.4.2. Dansimetre ve termometre daldirilir, karistirilir ve diizenekten sivinin yogunlugu (ya da miimkiinse alkol miktar)
okunur. Eger yogunluk t °C’de 6lgiildiiyse; p: sicaklik not edilir.



4.4.3. Alkol-su karisimlart i¢in pe yogunluklari tablosu kullanilarak pt, 20°C’ye diizeltilir (OIV, analiz metotlar1 kilavuzu, 1.
Cilt Ek-1I/Tablo-II, sayfa 11, 2012)

4.5. Dansimetrenin ve 6l¢ii silindirinin temizlenmesi

4.5.1. Dansimetre, 6l¢ii silindirinin i¢indeki dansimetre temizleme ¢dzeltisi i¢ine daldirtlir.
4.5.2. Bir saat boyunca dansimetre diizenli araliklarla ¢evrilerek 1slanmas1 saglanir.

4.5.3. Once bol miktarda musluk suyuyla, daha sonra da distile suyla durulanir.

4.5.4. Kurutma kagidiyla kurulanir. Bu islem, dansimetrenin ilk kullaniminda ve daha sonra da gerekli siklikta
gergeklestirilir.

4.6. Sonug

p20 yogunlugu kullanildiginda, “Alkol Tablolar1” yardimiyla gergek alkol miktar: hesaplanir.

Alkol-su karigimlarmin 20 °C’de yogunlugunun fonksiyonu olarak 20 °C’de hacmen (% hacmen) alkol miktarinin degerini
veren “Alkol Tablolar1”, OIML tarafindan kabul edilmis olan uluslararasi tablolardir ( OIML 22 no’lu Tavsiye Karari, 1975 ).

5. Metot performans karakteristikleri (kesinlik)
5.1. Laboratuvarlararasi analizin istatiksel sonuglari

Asagidaki veriler, uluslararast kabul gormiis prosediirler igin yiiriitiilen uluslararast metot performans ¢alismasindan elde
edilmigtir.

Laboratuvarlararasi analiz yili 1997
Laboratuvar sayist 12
Numune sayist 6
Numuneler A B C D E F

Aykar1 deger gosteren laboratuvarlarin

12 10 11 12 11 9
¢ikarilmasindan sonra kalan laboratuvar sayist
Aykir1 deger gosteren laboratuvar sayist - 2 1 - 1 2
Kabul edilen sonug sayisi 24 20 22 24 22 18

_ 23,80 40,09 40,29 39,26 42,38 57,16
Ortalama deger (X ), (% hacmen)
26,51* 43,09* 45,89% 63,44%

Tekrar edilebilirlik kosullari altinda elde edilen
sonuglardan hesaplanan standart sapma (Sr) (% 0,048 0,065 0,042 0,099 0,094 0,106
hacmen)

Tekrar edilebilirlik kosullari altinda elde edilen

sonuglardan hesaplanan nispi standart sapma 0,19 0,16 0,10 0,24 0,21 0,18
(RSDy) (%)
Tekrar edilebilirlik sinirt (% hacmen) (r) 0,13 0,18 0,12 0,28 0,26 0,30

Yeniden iiretilebilirlik kosullart altinda elde
edilen sonuglardan hesaplanan standart sapma 0,060 0,076 0,073 0,118 0,103 0,125
(Sr) (% hacmen)

Yeniden iiretilebilirlik kosullari altinda elde
edilen sonuglardan hesaplanan nispi standart 0,24 0,19 0,18 0,29 0,23 0,21
sapma (RSDr) (%)

Laboratuvarlararast yeniden tretilebilirlik sinir1

(% hacmen) (R) 0.17 0,21 0,20 0,33 0,29 0,35




Numune tiirleri

A Meyve likérti; split oran1 (*)
B Brendi; kor tekrarlar

C Viski; kor tekrarlar

D Grappa; split oran1 (¥)

E Aquavit; split orani1 (*)

F Rom; split orani (*)




Ek-2
GRAVIMETRIK METOTLA TOPLAM KURU MADDENIN BELiRLENMESI
1. Kapsam

Bu metot, yalnizca Distile Alkollii Ickiler Tebligi’nde gegen 15 g/L ile sirh kuru madde iceren “akvavit” veya “aquavit”ler
i¢in kullanilir.

2. Tanim

Toplam kuru madde, belirli fiziksel kosullar altinda ugucu olmayan biitiin maddeleri igerir.
Analizlerde kullanilacak su, TS EN ISO 3696’da tanimlanmugtir.

3. Prensip

Gravimetrik yolla gergeklestirilen bu metodun prensibi, kaynayan su banyosunda distile alkollii ickinin evaporasyonu ve
etlivde kurutulmasi ile ayrilan kaltilarin tartimina dayanir.

4. Arag ve gerecler

4.1. Diiz tabanli, 55 mm ¢apina sahip silindirik evaporasyon kab1
4.2. Kaynar su banyosu

4.3. A smifi 25 mL’lik pipet

4.4. Etiiv

4.5. Desikator

4.6. 0,1 mg hassasiyetinde analitik terazi

S. Numuneler

Numuneler analiz ncesi oda sicakliginda saklanir.

6. islem

6.1. Onceden tartilmis evaporasyon kabma kuru madde miktar1 15 g/L’den az olan numuneden 25 mL aktarilir.
Evaporasyonun birinci saati sirasinda, sigramalar nedeniyle kayiplar olabilecegi i¢in sivinin kaynamamasi igin evaporasyon
kab1 kaynar su banyosunun kapaginin iizerine yerlestirilir. Bir saat daha kaynar su banyosunun buhari ile dogrudan temasa
birakilir.

6.2. Evaporasyon kab1 daha sonra 105 + 3 °C’de 2 saat etiivde tamamen kurutulur. Evaporasyon kabi desikatérde sogumaya
birakilir ve icerigi ile birlikte kap tartilir.

7. Hesaplama

Kalintinin kiitlesi 40 ile ¢arpildiginda, distile alkollii ickideki kuru madde miktarina esittir ve g/L cinsinden tek ondalikli
olarak ifade edilir.

8. Metot performans karakteristikleri (kesinlik)
8.1. Laboratuvarlararasi analizin istatiksel sonuclari

Asagidaki veriler, uluslararas1 kabul gérmiis prosediirler igin yiiriitiilen uluslararast metot performans ¢aligmasindan elde
edilmigtir.

Laboratuvarlararasi analiz yih 1997

Laboratuvar sayisi 10



Numune sayist 4

Numuneler A B C D
Aykir1 deger gosteren laboratuvarlarin
9 9 8 9
¢ikarilmasindan sonra kalan laboratuvar sayist
Aykir1 deger gosteren laboratuvar sayist 1 1 2 -
Kabul edilen sonug sayisi 18 18 16 18
9,0 9,1 10,0 11,8
Ortalama deger ( X ), (% hacmen)
7,8 9,4 11,1
Tekrar edilebilirlik kosullari altinda elde edilen
sonuglardan hesaplanan standart sapma (Sr) (% 0,075 0,441 0,028 0,123
hacmen)
Tekrar edilebilirlik kosullar1 altinda elde edilen
sonuglardan hesaplanan nispi standart sapma 0,8 5,2 0,3 1,1
(RSDy) (%)
Tekrar edilebilirlik sinir1 (% hacmen) (r) 0,2 1,2 0,1 0,3
Yeniden iiretilebilirlik kosullari altinda elde
edilen sonuglardan hesaplanan standart sapma 0,148 0,451 0,058 0,210
(Sr) (%hacmen)
Yeniden iiretilebilirlik kosullar1 altinda elde
edilen sonuglardan hesaplanan nispi standart 1,6 5,3 0,6 1,8
sapma (RSDRr) (%)
Laboratuvarlar aras1 yeniden iretilebilirlik 0.4 13 02 0.6

sinir1 (% hacmen) (R)

Numune tiirleri

A Brendi; kor tekrarlar
B Rom; split orant

C Grappa; split oran

D Aquavit; split orant




Ek-3
DISTILE ALKOLLU ICKIiLERIN METIL ALKOL VE UCUCU BILESIKLERININ BELIRLENMESi
1. Genel hiikiimler

1.1. Tanimlar

Distile alkollii igkilerde etil alkol ve metil alkol disindaki toplam ugucu bilesiklerin minimum miktarlart Distile Alkollii
Ickiler Tebligi’nde belirtilmistir. Bu ickilerde toplam ugucu miktar: ugucu asitler, aldehitler, esterler ve yiiksek alkollerin
miktarlarinin toplanmasiyla bulunur. Burada;

1) Ugucu asitler; asetik asit cinsinden ifade edilir.
i) Aldehitler; asetaldehit (etanal) ve asetal (1,1-dietoksietan)’in toplami olarak asetaldehit cinsinden ifade edilir.

iii) Yiiksek alkoller; n-propanol, 2-biitanol (sekbiitanol), izobiitanol (2-metil-1-propanol), n-biitanol, aktif amil alkol (2-metil-
1-biitanol) ve izoamil alkol (3-metil-1-biitanol) toplami olarak izobiitanol cinsinden ifade edilir. Amil alkoller; aktif amil
alkol ve izoamil alkol’lin toplam1 olarak verilebilir.

iv) Esterler; etil asetat (etiletanoat) ve metil asetatin toplamui olarak etil asetat cinsinden ifade edilir.
Ucgucu bilesiklerin analizi i¢in uygulanan metotlar

a) Ugar asit tayini

b) GC metodu ile aldehit (etanal ve asetal), etil asetat ve yiiksek alkollerin tayini

1.2. Ugucu bilesiklerin GC ile analizi

Yukarida bahsedilenlerin haricindeki diger ugucu bilesiklerin GC ile calisilmasi, ayn1 zamanda distilasyonda kullanilan
hammaddenin kaynaginin belirlenmesinde ve distilasyon kosullarinin saptanmasinda kullanilabilir.

Bazi distile alkollii ickiler, aromatik bilesikler gibi diger ugucu bilesikleri icerir. Bu aromatik bilesikler; hazirlanan distile
alkollii i¢kilerin hazirlanmasinin 6zel sartlari, distile alkollii igkilerin aromasinin ve alkol eldesinde kullanilan ham maddenin
karakteristigini yansitir. Bu bilesikler, Distile Ickiler Alkollii Tebligi’nde belirtilen hiikiimlerin degerlendirilmesinde
6nemlidir.

2. Aldehitler, yiiksek alkoller, etil asetat ve metil alkoliin GC ile analizi:
2.1. Kapsam

Bu metot, GC ile distile alkollii ickilerde bulunan aktif amil alkol, izoamil alkol, metil alkol (metanol), etil asetat, n-biitanol,
2-biitanol, izobiitil alkol, n-propanol ve asetaldehitin belirlenmesi i¢in uygundur. Metotta 3-pentanol gibi bir i¢ standart
kullanilir. Analitlerin konsantrasyonu; mutlak alkoliin (hacmen %100 alkolde) 100 litresinde gram olarak ifade edilir. Bunun
icin numunedeki hacmen alkol miktarinin 6nceden belirlenmesi gerekir.

2.2. Tanim

Icerigi olusturan bu maddeler; distile alkollii ickilerde, fermentasyon, distilasyon ve olgunlastirma sirasinda etil alkol ile
birlikte olusan ugucu bilesiklerdir.

Analizlerde kullanilacak su, TS EN ISO 3696’da tanimlanmigtir.
2.3. Prensip

Distile alkollii icki numunesi GC’ye dogrudan enjekte edilerek (veya seyreltildikten sonra) ugucu bilesikler belirlenir.
Enjeksiyondan 6nce numune igerisine uygun bir i¢ standart (6rnegin 3-pentanol) ilave edilir ve ugucu bilesikler uygun bir
kolon ve sicaklik programiyla birbirinden ayrilir ve alev iyonlagsma dedektdriinde (FID) tespit edilir. Her bir ugucu bilesigin
konsantrasyonu, analiz edilen distile alkollii i¢ki ile ayn1 kromatografik kosullarda kalibrasyonla elde edilen tepki faktorleri
de dikkate alinarak hesaplanir.

2.4. Reaktifler ve materyaller

Aksi belirtilmedikge yalnizca en az % 97 saflikta ¢ozeltiler olmalidir. Asetaldehit ve asetal buzdolabinda 5 °C’nin altinda
karanlikta saklanmalidir. Diger kimyasal maddeler ise oda sicakliginda saklanabilir. Tiim ¢ozeltilerin hazirlanmasinda ve GC
analizlerinde ultra saf su (18,2 MQ/cm iletkenlige sahip mikrofiltre edilmis su) kullanilir.

2.4.1. Mutlak (susuz) etil alkol (CAS 64-17-5)
2.4.2. Metil alkol (CAS 67-56-1)



2.4.3. Propan-1-ol (CAS 71-23-8)
2.4.4. 2-metilpropan-1-ol (CAS 78-33-1)

2.4.5. Uygun i¢ standartlar; pentan-3-ol (CAS 584-02-1), pentan-1-ol (CAS 71-41-0), 4-metilpentan-1-ol (CAS 626-89-1)
veya metil nonanoat (CAS 1731-84-6)

2.4.6. 2-metilbiitan-1-ol (CAS 137-32-6)

2.4.7. 3-metilbiitan-1-ol (CAS 123-51-3)

2.4.8. Etil asetat (CAS 141-78-6)

2.4.9. Biitan-1-ol (CAS 71-36-3)

2.4.10. Biitan-2-ol (CAS 78-92-2)

2.4.11. Asetaldehit (CAS 75-07-0)

2.4.12. Asetal (CAS 105-57-7)

2.4.13. Hacmen %40°’lik etil alkol ¢ozeltisi (Bundan sonra sadece “etil alkol ¢ozeltisi” olarak ifade edilecektir.)
1 litrelik balon jojeye 400 mL mutlak etil alkol alinir. Distile su ile 1 litreye tamamlanir ve karigtirilir.

2.4.14. Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi ve saklanmasi (Gegerli kilinmis metot i¢in kullanilan prosediir):

Tiim standart ¢ozeltiler buzdolabinda 5 °C’nin altinda saklanmalidir ve her ay tekrar hazirlanmalidir. Bilesen ve ¢ozeltilerin
kiitleleri, 0,1 mg hassasiyette kayit edilmis olmalidir.

2.4.14.1. Standart ¢ozelti - A

100 mL’lik balon joje igerisine, bilesen evaporasyonunu onlemek igin 60 mL etil alkol ¢ozeltisi ilave edilir ve lizerine
asagidaki reaktiflerden 3’er mL konulur ve etil alkol ¢dzeltisiyle 100 mL’ye tamamlanarak iyice karigtirilir. Balonun daras,
ilave edilen her bir bilesigin agirlig1 ve son agirlik kaydedilir.

Bilesen Hacim (mL)
Metil alkol (2.4.2) 3,0
Propan-1-ol (2.4.3) 3,0
2-metilpropan-1-ol (2.4.4) 3,0
2-metilbiitan-1-ol (2.4.6) 3,0
3-metilbiitan-1-ol (2.4.7) 3,0
Etil asetat (2.4.8) 3,0
Biitan-1-o0l (2.4.9) 3,0
Biitan-2-ol (2.4.10) 3,0
Asetaldehit (2.4.11) 3,0
Asetal (2.4.12) 3,0

Not: Evaporasyonla olusan kaybi en aza indirmek igin, asetal ve asetaldehit en son ilave edilir.
2.4.14.2. Standart ¢ozelti - B

100 mL balon joje igerisine 80 mL etil alkol ¢ozeltisi ilave edilir ve {izerine i¢ standart olarak kullanilacak 3 mL pentan-3-ol
veya baska bir uygun i¢ standart ilave edilir. Etil alkol ¢ozeltisiyle 100 mL’ye tamamlanir ve iyice karistirilir. Balonun darasi,
ilave edilen pentan-3-ol (veya baska bir i¢ standart)’iin agirlig1 ve son agirlik kaydedilir.

2.4.14.3. Standart ¢ozelti - C

100 mL’lik balona 80 mL etil alkol ¢ozeltisi alinir ve {izerine 1 mL Standart ¢ozelti — A (2.4.14.1) ve 1 mL Standart ¢ozelti —
B (2.4.14.2) ilave edilir. Etil alkol ¢6zeltisiyle 100 mL’ye tamamlanir ve iyice karistirilir. Balonun darasi, ilave edilen her
¢ozeltinin agirlig1 ve son agirlik kaydedilir.



2.4.14.4. Standart ¢ozelti - D

Analizlerde siirekliligi saglamak i¢in, dnceden hazirlanmis Standart ¢ozelti — A (2.4.14.1) kullanilarak bir kalite kontrol
standart ¢ozeltisi hazirlanir. 100 mL’lik balona 80 mL etil alkol ¢6zeltisi alinir ve {izerine 1 mL Standart ¢6zelti — A’dan ilave
edilir. Etil alkol ¢ozeltisiyle 100 mL’ye tamamlanir ve iyice karistirilir. Balonun darasi, ilave edilen her bilesenin agirligi ve
son agirlik kaydedilir.

2.4.14.5. Standart ¢ozelti - E

100 mL’lik balon joje igerisine 80 mL etil alkol ¢ozeltisi ilave edilir ve tizerine 10 mL Standart ¢ozelti - B (2.4.14.2) konulur.
Etil alkol ¢6zeltisiyle 100 mL’ye tamamlanir ve iyice karistirilir. Balonun darasi, ilave edilen her bilesenin agirligi ve son
agirlik kaydedilir.

2.4.14.6. FID’1n tepki dogrusalligini kontrol etmek i¢in kullanilan standart ¢ozeltiler

Bes ayr1 100 mL’lik balona 80 mL etil alkol ¢ozeltisi ilave edildikten sonra her bir balona 0 - 0,1 - 0,5 — 1,0 ve 2,0 mL
Standart ¢ozelti — A (2.4.14.1) ve 1 mL Standart ¢ozelti — B (2.4.14.2) ilave edilir. Etil alkol ¢dzeltisiyle 100 mL’ye
tamamlanir ve iyice karigtirilir. Balonun darasi, ilave edilen her bilesenin agirligi ve son agirlik kaydedilir.

2.4.14.7. Kalite kontrol standart ¢6zeltisi

Bir tart1 kabi igerisine pipetle Standart ¢ozelti — D (2.4.14.4)’den 9 mL ve iizerine Standart ¢ozelti — E (2.4.14.5)’den 1 mL
alinir ve iyice karistirtlir. Kabin darasi, ilave edilen her bilesenin agirlig1 ve son agirlik kaydedilir.

2.5. Arag ve gerecler

2.5.1. Yogunluk ve hacmen alkol miktarini 6lgmeye yarayan cihazlar

2.5.2. Analitik terazi (4 ondalikl1 hassasiyette tartim yapabilen)

2.5.3. GC — FID’a bagly, firmn sicaklig1 programlanabilen, pik alanin1 veya yiiksekligini dl¢ebilen bilgisayar programina sahip.

2.5.4. En azindan Madde 1.1.’in (iii) bendinde belirtilen analitleri (2-metilbiitan-1-ol ve 3-metilbiitan-1-ol hari¢) birbirinden
ayirabilen GC kolonu.

Not: Analize uygun bazi 6rnek kolon ve GC kosullart agsagida verilmistir.

1. CP-WAX 57CB kolonuna bagli (50 m uzunluk ve 0,32 mm i¢ ¢ap ve 0,2 um film kalinlig1, polietilen glikol sabit
fazli) 1 m uzunlukta ve 0,32 mm i¢ ¢apinda bir 6n kolon (gard kolon) ve bu kolona bagli Carbowax 400 kolonu (50
m ve 0,32 mm i¢ ¢ap, 0,2um film kalinlig1). Kolonlar presle gecirilmis baglayic ile birbirine baglanir.

Tastyic1 gaz ve basing: Helyum (135 kPa)

Kolon sicakligi: 35 °C’de 17 dakika, 35 °C’den 70 °C’ye kadar 12 °C/dk artis, 70 °C’de 25 dakika bekleme.
Enjektor sicakligi: 150 °C

Dedektor sicakligi 250 °C

Enjeksiyon miktari: 1 pL, split 20 den 100:1’e kadar.

2. CP- WAX 57 CB kolonuna bagli (50 m ve 0,2 um film kalmligina sahip, polietilen glikol sabit fazl1)1 m uzunlukta
ve 0,32 mm i¢ capta bir &n kolon. On kolon presle gecirilmis baglayici ile birbirine baglanr.

Tastyict gaz ve basing: Helyum (65 kPa)

Kolon Sicakligi: 35 °C’de 10 dakika, 35 °C’den 110 °C’ye kadar 5 °C/dk artis, 110 °C’den 190 °C’ye kadar 30 °C/dk artis ve
190 °C’de 2 dakika bekleme.

Enjektor sicakligi: 260 °C
Dedektdr sicakligi: 300 °C
Enjeksiyon hacmi: 1pL, split 55:1
3. Dolgulu kolon ( %5 CW 20M; Carbopak B) (2 m uzunluk ve 2 mm i¢ ¢ap)

Kolon sicakligi: 65 °C’de 4 dakika, 65 °C’den 140 °C’ye kadar 10 °C/dk artis, 140 °C’de 5 dakika bekleme, 140 °C’den 150
°C’ye kadar 5 °C/dk artig, 150 °C’de 3 dakika bekleme.

Enjektor sicakligi: 65 °C
Dedektor sicakligi: 200 °C



Enjeksiyon hacmi: 1uL

2.6. Numune

2.6.1. Laboratuvar numunesi:

Analize baslamadan dnce numunenin hacmen alkol miktari belirlenir(2.5.1).
2.7. Islem

Ugucu maddeler ile ¢alisildigi i¢in dara alma islemi de dahil olmak {izere her madde ilavesinden sonra tart1 kabinin kapagi
kapal1 tutulmalidir.

2.7.1. Test kism1

2.7.1.1. Tart1 kab1 daras1 belirlenir ve agirlik kaydedilir.

2.7.1.2. Tart1 kabu igerisine 9 mL numune alinir ve agirlik kaydedilir (Mnumune).

2.7.1.3. Uzerine 1 mL Standart ¢ozelti -E (2.4.14.5)’den eklenir ve agirlik kaydedilir (Mig standart).

2.7.1.4. Analiz numunesi siddetli bir sekilde karistirilir (en az 20 kez g¢evrilir). Numuneler analiz dncesi ugucu kaybini
minimize etmek i¢in 5 °C’nin altinda saklanmalidir.

2.7.2. Kor deneme

2.7.2.1. 4 ondalikli hassasiyete sahip hassas terazi kullanilarak tart1 kabinin darasi alinir ve agirlik kaydedilir.
2.7.2.2. Tart1 kabu igerisine 9 mL etil alkol ¢ozeltisi (2.4.13) alinir ve agirlik kaydedilir.

2.7.2.3. Standart ¢ozelti — E (2.4.14.5)’den 1 mL ilave edilir ve agirlik kaydedilir.

2.7.2.4. Numune siddetli bir sekilde karistirilir (an az 20 kez gevrilir). Numuneler analiz 6ncesi ugucu kaybini minimize
etmek i¢in 5 °C’nin altinda saklanmalidir.

2.7.3. On test

Madde 1.1.’in (iii) bendinde belirtilen tiim analitlerin (2-metilbiitan-1-ol ve 3-metilbiitan-1-ol hari¢) kolonda iyi bir sekilde
ayrilmalarii saglamak i¢in Standart ¢ozelti — C (2.4.14.3), GC’ye enjekte edilir.

2.7.4. Kalibrasyon
Kalibrasyon asagidaki islemle kontrol edilir:

I¢ standart (IS) iceren dogrusallik standart ¢ozeltilerinin (2.4.14.6) her biri, 3 tekerriirlii analiz edilerek, dogrusal tepki
saglanir. Her bir enjeksiyonda her bir bilesen i¢in elde edilen alan i¢ standardin alanina oranlanarak R degeri bulunur. Her bir
bilesenin konsantrasyonunun i¢ standardin (IS) konsantrasyonuna orani da C olarak ifade edilir. R ile C arasindaki
korelasyon katsayisi en az 0.99 olmalidir.

R = Bilesenin pik alani/i¢ standardin pik alani
C = Bilesenin konsantrasyonu (ug/g)/I¢ standardin konsantrasyonu (ug/g)
2.7.5. Belirleme

Standard ¢ozelti — C’den (2.4.14.3) enjekte edilir ve iki defa kalite kontrol standart ¢ozeltisinden (2.4.14.7) enjekte edilir.
Ardindan bilinmeyen her 10 numune (2.7.1 ve 2.7.2’ye gore hazirlanan) enjeksiyonundan sonra bir defa kalite kontrol
standart ¢ozeltisi enjekte edilir. Her 5 numuneden sonra da bir defa Standart ¢ozelti - C (2.4.14.3) enjekte edilir.

2.8. Hesaplama

Cihazla yapilan islemlerde otomatik olarak elde edilen sonuglar asagida prensibi verilen metot ile kontrol edilebilir. Her bir
bilesenin ve i¢ standardin pik alanlar1 ya da pik yiiksekligi dl¢iiliir.

2.8.1. Tepki faktoriiniin hesaplanmasi

Standart ¢ozelti — C’den (2.4.14.3) enjekte edilir ve her bir bilesenin pik alani hesaplanir. Daha sonra her bir bilesen igin
asagidaki formiil kullanilarak tepki faktorii hesaplanir.

Formiil (1);

Tepki faktorii (RF)=[ I¢ standardm pik alam ya da yiiksekligi/Bilesenin pik alam ya da yiiksekligi] x [Bilesenin
konsantrasyonu (ug/g)/I¢ Standardin konsantrasyonu (ug/g)]



Bilesenin konsantrasyonu = C ¢6zeltisindeki (2.4.14.3) bilesenin konsantrasyonu

I¢ standardin konsantrasyonu = C ¢dzeltisindeki (2.4.14.3) i¢ standardin konsantrasyonu
2.8.1.1. Numune analiz

Asagidaki formiil kullanilarak numunelerdeki her bir bilesenin konsantrasyonu hesaplanir.
Formiil (2);

Bilesenin konsantrasyonu, (png/g) = [Bilesenin pik alan1 ya da yiiksekligi/l¢ standardin pik alani ya da yiiksekligi] x [i¢
standardin kiitlesi (Mis) (g) / Numunenin kiitlesi (Mnumune) (g)] x I¢ standardin konsantrasyonu (ng/g) x RF

M numune = numunenin agirhig (2.7.1.2)

M i¢ standart = I¢ standardin agirlig (2.7.1.3)

I¢ standardin konsantrasyonu = E ¢ozeltisindeki (2.4.14.5) i¢ standardin konsantrasyonu
RF = Formiil (1) yardimiyla hesaplanan tepki faktorii

2.8.1.2. Kalite kontrol standart ¢6zeltisinin analizi

Asagidaki formiil kullanilarak kalite kontrol standart ¢ozeltisindeki (2.4.14.7) her bir bilesen igin hedef degerin % geri almasi
hesaplanir.

Formiil (3);

Kalite kontrol numunesinin % geri almasi = (Kalite kontrol standart ¢6zeltisindeki analitin konsantrasyonu / D ¢ozeltisindeki
analitin konsantrasyonu) x 100

Kalite kontrol standart cozeltisindeki analit konsantrasyonu yukarida belirtilen formiil (1) ve formiil (2) yardimiyla
hesaplanir.

2.8.2. Sonuglarin agiklanmasi

Elde edilen sonuglar asagidaki formiil (4) yardimiyla pg/g’ dan g/L mutlak Alkole (mA) cevrilir.
Mutlak Alkol = Hacmen %100’liik alkol

Formiil (4);

Konsantrasyon (Mutlak alkoliin 100 L ‘sinde g olarak, g/ mA) = Konsantrasyon (ng/g) x p x 10 / (Hacmen % alkol miktar1
x 1000)

p = yogunluk (kg/m?)

Sonuglar, ii¢ basamakli ve en fazla tek ondalikli olarak, g/L mA seklinde verilir. Ornegin, 100 L mutlak alkolde 11,4 g
olarak.

2.9. Metot validasyonu i¢in kullanilan kalite giivence ve kontrolii

Formiil (2) kullanilarak, 2.7.1.’deki islemlere gore hazirlanan kalite kontrol standart ¢ozeltilerindeki her bir bilesenin
konsantrasyonu hesaplanir. Daha sonra formiil (3) kullanilarak hedef degerin geri almasi hesaplanir. Eger analiz sonuglari her
bilesen i¢in onlarin beklenen teorik degerlerinden + %10 sapma sinirindaysa sonuglar kabul edilebilir olarak degerlendirilir.
Aksi takdirde, analizdeki yanlislik tespit edilir ve diizeltilir.

2.10. Metot performans karakteristikleri (kesinlik)
Laboratuvarlararasi analizin istatistiksel sonuglart:

Asagidaki tablo etanal, etil asetat, asetal, toplam etanal, metil alkol, biitan-2-ol, propan-1-ol, biitan-1-ol, 2-metil-propan-1-ol,
2-metil-biitan-1-ol, 3-metil-biitan-1-ol’un degerlerini verir.

Asagidaki veriler, uluslararasi kabul gérmiis prosediirler igin yiiriitillen uluslararast metot performans ¢aligmasindan elde
edilmigtir.

Laboratuvarlararasi analiz yih 1997
Laboratuvar sayisi 32

Numune sayist 5



Analit Etanal

Numuneler A B C D E
Aykar1 deger gosteren laboratuvarlarin )3 2% 7 7 23
¢ikarilmasindan sonra kalan laboratuvar sayist
Aykir1 deger gosteren laboratuvar sayist 2 4 3 3 2
Kabul edilen sonug sayisi 56 52 54 54 56
Ortalama deger ( X ), pug/g 63,4 71,67 130,4 38,4 28,6

13,8% 52,2%

Tekrar edilebilirlik kosullar1 altinda elde edilen 33 1.9 6.8 4.1 36
sonuglardan hesaplanan standart sapma (Sr), pg/g
Tekrar edilebilirlik kosullari altinda elde edilen
sonuglardan hesaplanan nispi standart sapma 5,2 2,6 5,2 15,8 8,9
(RSDy) (%)
Tekrar edilebilirlik sinirt (r), pg/g 9,3 5,3 19,1 11,6 10,1
Yeniden iiretilebilirlik kosullari altinda elde edilen 12 14 ” 6.8 8.9
sonuglardan hesaplanan standart sapma (SRr) ,ug/g
Yeniden iiretilebilirlik kosullari altinda elde edilen
sonuglardan hesaplanan nispi standart sapma 18,9 19.4 17,1 26,2 22,2
(RSDr) (%)
Yeniden iretilebilirlik siir1 (R), pg/g 33,5 38,9 62,4 19,1 25,1
Numune tiirleri
A Brendi; kor tekrarlar
B Kirsch; kor tekrarlar
C Grappa; kor tekrarlar
D Viski; split oran1 (*)
E Rom; split orani (*)
Laboratuvarlararast analiz yili 1997
Laboratuvar sayisi 32
Numune sayist 5
Analit Etil asetat

Numuneler A B C D E
Aykar1 deger gosteren laboratuvarlarin 2 24 25 24 24
¢ikarilmasindan sonra kalan laboratuvar sayist
Aykir1 deger gosteren laboratuvar sayist 2 2 1 2 2
Kabul edilen sonug sayisi 48 48 50 48 48




Ortalama deger ( f ), Hg/g 96,8 1046 120,3 112,5 99,1
91,8* 117,0*

Tekrar edilebilirlik kosullari altinda elde edilen 22 15 26 2.1 26
sonuglardan hesaplanan standart sapma (Sr) ,ug/g
Tekrar edilebilirlik kosullari altinda elde edilen
sonuglardan hesaplanan nispi standart sapma 2,3 1,4 2,1 2,0 2,4
(RSDy) (%)
Tekrar edilebilirlik sinir1 (r), pg/g 6,2 40,7 7,2 5,8 7,3
Yeniden tiretilebilirlik kosullar altinda elde edilen 6.4 79 82 62 7.1
sonuglardan hesaplanan standart sapma (Sr) ,ug/g
Yeniden iiretilebilirlik kosullar1 altinda elde edilen
sonuglardan hesaplanan nispi standart sapma 6,6 7,6 6,8 6,2 6,6
(RSDr) (%)
Yeniden iiretilebilirlik siir1 (R), pg/g 17,9 2219 22,9 17,5 20,0
Numune tiirleri
A Brendi; kor tekrarlar
B Kirsch; kor tekrarlar
C Grappa; kor tekrarlar
D Viski; split oran1 (¥)
E Rom; split orani (*)
Laboratuvarlararasi analiz y1li 1997
Laboratuvar sayisi 32
Numune sayis1 5
Analit Asetal

Numuneler A B C D E
Aykar1 deger gosteren laboratuvarlarin 20 21 ” 17 21
¢ikarilmasindan sonra kalan laboratuvar sayist
Aykir1 deger gosteren laboratuvar sayisi 4 3 2 4 3
Kabul edilen sonug sayisi 40 42 44 34 42
Ortalama deger (X ), pug/g 35,04 36,46 68,5 20,36 15,1

6,60%* 28,3*

Tekrar edilebilirlik kosullari altinda elde edilen
sonuglardan hesaplanan standart sapma (S:), 0,58 0,84 1,6 0,82 1,9
ng/g
Tekrar edilebilirlik kosullari altinda elde edilen
sonuglardan hesaplanan nispi standart sapma 1,7 2,3 2,3 6,1 8,7
(RSDy) (%)
Tekrar edilebilirlik sinir1 (r), pg/g 1,6 2.4 4.4 2.3 5,3




Yeniden tiretilebilirlik kosullar altinda elde
edilen sonuglardan hesaplanan standart sapma

(Sr), ng/g

42

4.4

8,9

1,4

3,1

Yeniden iiretilebilirlik kosullar1 altinda elde
edilen sonuglardan hesaplanan nispi standart
sapma (RSDRr) (%)

12,1

12,0

13,0

10,7

14,2

Yeniden iretilebilirlik sinir1 (R), pg/g

11,8

12,2

25,0

4,0

8,7

Numune tiirleri

A Brendi; kor tekrarlar
B Kirsch; kor tekrarlar
C Grappa; kor tekrarlar
D Viski; split oran1 (*)

E Rom; split oran1 (*)

Laboratuvarlararasi analiz yili 1997
Laboratuvar sayisi 32
Numune sayi1st 5

Analit Toplam etanal

Numuneler

Aykar1 deger gosteren laboratuvarlarin
cikarilmasindan sonra kalan laboratuvar sayisi

23

19

22

21

22

Aykir1 deger gosteren laboratuvar sayist

Kabul edilen sonug sayisi

46

38

44

42

44

Ortalama deger (X ), ng/g

76,5

85,3

156,5

454
15,8%

32,7
61,8*

Tekrar edilebilirlik kosullar1 altinda elde edilen
sonuglardan hesaplanan standart sapma (Sr),

pe/s

3,5

1,3

6,5

4.4

s

3,6

Tekrar edilebilirlik kosullar1 altinda elde edilen
sonuglardan hesaplanan nispi standart sapma
(RSDy) (%)

4,6

1,5

4,2

14,2

7,6

Tekrar edilebilirlik sinir (r), pug/g

9.8

35

18,3

12,2

10,0

Yeniden iiretilebilirlik kosullart altinda elde
edilen sonuglardan hesaplanan standart sapma

(Sr), ng/g

13

15

24,1

7,3

9,0

Yeniden iiretilebilirlik kosullart altinda elde
edilen sonuglardan hesaplanan nispi standart
sapma (RSDr) (%)

16,4

17,5

15,4

23,7

19,1

Yeniden iiretilebilirlik siir1 (R), pg/g

35,2

41,8

67,4

20,3

25,2

Numune tiirleri




A Brendi; kor tekrarlar
B Kirsch; kor tekrarlar
C Grappa; kor tekrarlar
D Viski; split oran1 (*)

E Rom; split orani (*)




Laboratuvarlararasi analiz yili 1997
Laboratuvar sayist 32
Numune sayist 5

Analit Metil alkol

Numuneler

Aykir1 deger gdsteren laboratuvarlarin
c¢ikarilmasindan sonra kalan laboratuvar sayisi

26

27

27

28

25

Aykar1 deger gosteren laboratuvar sayisi

Kabul edilen sonug sayisi

52

54

54

56

50

Ortalama deger (X ), ug/g

319,8

2245

1326

83,0
61,5%

18,6
28,9*

Tekrar edilebilirlik kosullari altinda elde edilen
sonuglardan hesaplanan standart sapma (S:),

pe/g

4.4

27

22

1,5

1,3

Tekrar edilebilirlik kosullari altinda elde edilen
sonuglardan hesaplanan nispi standart sapma
(RSDy) (%)

1,4

1,2

1,7

2,1

5,6

Tekrar edilebilirlik sinur (1), pg/g

12,3

74,4

62,5

4,3

3.8

Yeniden iiretilebilirlik kosullari altinda elde
edilen sonuglardan hesaplanan standart sapma

(Sr), ng/g

13

99

60

4,5

2,8

Yeniden iiretilebilirlik kosullari altinda elde
edilen sonuglardan hesaplanan nispi standart
sapma (RSDRr) (%)

39

4.4

s

4,6

6,2

Yeniden tretilebilirlik sinir1 (R), pg/g

35,2

2783

169,1

12,5

Numune tiirleri

A Brendi; kor tekrarlar
B Kirsch; kor tekrarlar
C Grappa; kor tekrarlar
D Viski; split oran1 (*)

E Rom; split orani (*)

Laboratuvarlararasi analiz y1li 1997
Laboratuvar sayisi 32
Numune sayisi 4

Analit Biitan-2-ol

Numuneler

Aykir1 deger gosteren laboratuvarlarin
¢ikarilmasindan sonra kalan laboratuvar sayist

21

27

29

22




Aykir1 deger gdsteren laboratuvar sayist 4 3 1 3

Kabul edilen sonug sayisi 42 54 58 44

Ortalama deger (X ), pug/g 5,88 250,2 27,57 5,83
14,12*

Tekrar edilebilirlik kosullari altinda elde edilen

sonuglardan hesaplanan standart sapma (S;), 0,40 2,2 0,87 0,64

pe/g

Tekrar edilebilirlik kosullari altinda elde edilen

sonuglardan hesaplanan nispi standart sapma 6,8 0,9 32 6,4

(RSDy) (%)

Tekrar edilebilirlik sinir1 (r), pg/g 1,1 6,1 2,5 1,8

Yeniden tiretilebilirlik kosullar altinda elde

edilen sonuglardan hesaplanan standart sapma 0,89 13 3,2 0,87

(Sw), ng/g

Yeniden iiretilebilirlik kosullart altinda elde

edilen sonuglardan hesaplanan nispi standart 15,2 5,1 11,5 8,7

sapma (RSDr) (%)

Yeniden iretilebilirlik sinir1 (R), pg/g 2,5 35,5 8,9 2,4

Numune tiirleri

A Brendi; kor tekrarlar

B Kirsch; kor tekrarlar

C Grappa; kor tekrarlar

E Rom; split oran1 (*)

Laboratuvarlararasi analiz yili 1997

Laboratuvar sayist 32

Numune sayist 5

Analit Propan-1-ol

Numuneler A B C D E

Aykiar1 deger gosteren laboratuvarlarin 29 7 27 29 29

c¢ikarilmasindan sonra kalan laboratuvar sayisi

Aykar1 deger gosteren laboratuvar sayisi 2 4 3 2 2

Kabul edilen sonug sayisi 58 54 54 58 58

Ortalama deger (f ), ug/g 86,4 3541 159,1 272,1 177,1
229,3* 222,1*

Tekrar edilebilirlik kosullari altinda elde edilen

sonuglardan hesaplanan standart sapma (Sr), 3,0 24 3,6 2,3 3,3

ne/g

Tekrar edilebilirlik kosullari altinda elde edilen 3.4 0,7 2.3 0,9 1.6

sonuglardan hesaplanan nispi standart sapma




(RSDx) (%)

Tekrar edilebilirlik sinur (), ug/g 8,3 68,5 10,0 6,4 9,1
Yeniden iiretilebilirlik kosullari altinda elde

edilen sonuglardan hesaplanan standart sapma 5,3 150 6,5 9,0 8,1
(Sw), pg/g

Yeniden iiretilebilirlik kosullari altinda elde

edilen sonuglardan hesaplanan nispi standart 6,1 4,1 4,1 3,6 4,1
sapma (RSDr) (%)

Yeniden iiretilebilirlik sinir1 (R), pg/g 14,8 407,2 18,2 252 22,7

Numune tiirleri

A Brendi; kor tekrarlar
B Kirsch; kor tekrarlar
C Grappa; kor tekrarlar
D Viski; split oran1 (*)

E Rom; split orani (*)




Laboratuvarlararast analiz yitli 1997

Laboratuvar sayist 32
Numune sayist 3
Analit Propan-1-ol

Numuneler A B C
Aykir1 deger gdsteren laboratuvarlarin

20 22 22

c¢ikarilmasindan sonra kalan laboratuvar sayisi
Aykar1 deger gosteren laboratuvar sayisi 4 4 6
Kabul edilen sonug sayisi 40 44 44
Ortalama deger (X ), ug/g 3,79 5,57 7,54
Tekrar edilebilirlik kosullar1 altinda elde edilen
sonuglardan hesaplanan standart sapma (S;), 0,43 0,20 0,43
pe/g
Tekrar edilebilirlik kosullar1 altinda elde edilen
sonuglardan hesaplanan nispi standart sapma 11,2 3,6 5,6
(RSDy) (%)
Tekrar edilebilirlik sinir (r), pug/g 1,1 0,6 1,2
Yeniden iiretilebilirlik kosullar1 altinda elde
edilen sonuglardan hesaplanan standart sapma 0,59 0,55 0,82
(Sw), ng/g
Yeniden iiretilebilirlik kosullart altinda elde
edilen sonuglardan hesaplanan nispi standart 15,7 9,8 10,8
sapma (RSDR) (%)
Yeniden iiretilebilirlik sinir1 (R), pg/g 1,7 1,5 2,3
Numune tiirleri
A Brendi; kor tekrarlar
B Kirsch; kor tekrarlar
C Grappa; kor tekrarlar (¥)
Laboratuvarlararasi analizyih 1997
Laboratuvar sayisi 32
Numune sayist 5
Analit 2-metilpropan-1-ol

Numuneler A B C D E
Aykar1 deger gosteren laboratuvarlarin )3 31 30 2% 25
¢ikarilmasindan sonra kalan laboratuvar sayist
Aykir1 deger gosteren laboratuvar say1st 3 0 1 5 6
Kabul edilen sonug sayisi 56 62 60 52 50
Ortalama deger ( f ), Hg/g 174,2 11 1,7 185,0 291,0 115,99

246,8* 133,87*

Tekrar edilebilirlik kosullar1 altinda elde edilen 2.3 1.6 2,5 1.8 0,74

sonuglardan hesaplanan standart sapma (Sr),




pe/g

Tekrar edilebilirlik kosullari altinda elde edilen
sonuglardan hesaplanan nispi standart sapma
(RSDx) (%)

1,3

1,4

1,3

0,7

0,6

Tekrar edilebilirlik sinir (1), pg/g

6,4

4,5

6,9

5,0

2.1

Yeniden iiretilebilirlik kosullari altinda elde
edilen sonuglardan hesaplanan standart sapma

(Sr), ng/g

8,9

8,9

9,7

6,0

6,2

Yeniden tiretilebilirlik kosullar altinda elde
edilen sonuglardan hesaplanan nispi standart
sapma (RSDRr) (%)

5,1

8,0

5,2

2,2

s

5,0

Yeniden tretilebilirlik sinir1 (R), pg/g

24,9

24,9

27,2

16,9

17,4

Numune tiirleri

A Brendi; kor tekrarlar
B Kirsch; kor tekrarlar
C Grappa; kor tekrarlar
D Viski; split oran1 (¥)

E Rom; split oran1 (*)

Laboratuvarlararasi analiz y1li 1997
Laboratuvar sayisi 32
Numune sayis1 5

Analit til-biitan-1-ol

Numuneler

Aykir1 deger gosteren laboratuvarlarin
cikarilmasindan sonra kalan laboratuvar sayisi

25

26

25

27

25

Aykir1 deger gosteren laboratuvar sayist

Kabul edilen sonug sayisi

50

52

50

54

50

Ortalama deger (X ), ng/g

113,0

48,3

91,6

72,1
45,2*

39,5
61,5%

Tekrar edilebilirlik kosullar1 altinda elde edilen
sonuglardan hesaplanan standart sapma (S:),

pe/g

2,1

1,5

1,7

2,3

2,3

Tekrar edilebilirlik kosullar1 altinda elde edilen
sonuglardan hesaplanan nispi standart sapma
(RSDy) (%)

1,9

3,1

1,8

3,9

4,5

Tekrar edilebilirlik sinur (r), pug/g

6,0

4,2

4,7

6,4

6,3

Yeniden iiretilebilirlik kosullar1 altinda elde
edilen sonuglardan hesaplanan standart sapma

(Sr), ng/eg

7.4

3,8

6,6

4,7

4,5

Yeniden iiretilebilirlik kosullart altinda elde
edilen sonuglardan hesaplanan nispi standart

6,6

7,9

7,2

8,1

8,8




sapma (RSDRr) (%)

Yeniden iiretilebilirlik sinir1 (R), pg/g 20,8 10,7 18,4 13,3 12,5
Numune tiirleri
A Brendi; kor tekrarlar
B Kirsch; kor tekrarlar
C Grappa; kor tekrarlar
D Viski; split orant (¥)
E Rom; split orani (*)
Laboratuvarlararasi analiz y1li 1997
Laboratuvar sayisi 32
Numune sayist 5
Analit 3-metil-biitan-1-ol

Numuneler A B C D E
Aykir1 deger gosteren laboratuvarlarin 2 2 2 27 21
c¢ikarilmasindan sonra kalan laboratuvar sayisi
Aykir1 deger gosteren laboratuvar sayist 5 5 4 1 6
Kabul edilen sonug sayisi 46 46 48 54 42
Ortalama deger ( f ), Hg/g 459,4 242,7 288,4 142,2 212,3

120,4* 245,6*

Tekrar edilebilirlik kosullari altinda elde edilen
sonuglardan hesaplanan standart sapma (S:), 5,0 2,4 3,4 2,4 32
ng/g
Tekrar edilebilirlik kosullar1 altinda elde edilen
sonuglardan hesaplanan nispi standart sapma 1,1 1,0 1,2 1,8 1,4
(RSDx) (%)
Tekrar edilebilirlik sinir (r), pug/g 13,9 6,6 9,6 6,6 9,1
Yeniden iiretilebilirlik kosullart altinda elde
edilen sonuglardan hesaplanan standart sapma 29,8 13 21 8,5 6,7
(Sw), pg/g
Yeniden iiretilebilirlik kosullar1 altinda elde
edilen sonuglardan hesaplanan nispi standart 6,5 52 7,3 6,5 29

sapma (RSDRr) (%)




Yeniden iretilebilirlik sinir1 (R), pg/g

354

58,8

23,8

Numune tiirleri

A Brendi; kor tekrarlar
B Kirsch; kor tekrarlar
C Grappa; kor tekrarlar
D Viski; split oran1 (¥)

E Rom; split orani (*)




Ek-4
DISTILE ALKOLLU ICKILERDE TRANS-ANETOL’UN GAZ KROMATOGRAFISI iLE BELIRLENMESI
1. Kapsam
Bu metot kapiler GC kullanilarak anason aromali distile alkollii i¢kilerdeki trans-anetoliin belirlenmesi i¢in kullanilir.
2. Prensip

Yiiksek alkollii igkilerdeki trans-anetol konsantrasyonu, GC yardimiyla belirlenir. Esit miktarda bir i¢ standart [6rnegin,
numunede dogal olarak estragol bulunmuyorsa 4-allilanisol (estragol)], analiz edilecek numuneye ve konsantrasyonu bilinen
referans trans-anetol ¢ozeltisine eklenerek % 45°1ik etil alkol ¢ozeltisiyle seyreltildikten sonra GC sistemine dogrudan enjekte
edilir. Yiiksek miktarlarda seker igeren likdr numunelerinin hazirlanmasi ve analizinden 6nce dogrudan ekstraksiyon
gereklidir.

3. Reaktifler ve materyaller
Analiz esnasinda yalnizca en az %98 saflikta reaktifler ve en az TS EN ISO 3696°da tanimlanan siif 3 su kullanilir.

Referans kimyasallar sogukta (4 °C), isiktan uzakta, aliminyum kaplarda veya amber renkli cam reaktif siselerinde
saklanmalidir. Aliminyum sizdirmaz conta yerlestirilmis kapaklar tercih edilmelidir. Kullanmadan 6nce trans-anetoliin
kristal halinden 1sitilarak eritilmesi gerekir, fakat bu durumda sicaklik kesinlikle 35 °C’ yi gegmemelidir.

3.1. Hacmen %96°lik etil alkol (CAS 64-17-5)
3.2. 1-metoksi-4-(1-propenil)-benzen; (trans-anetol) (CAS 4180-23-8)
3.3. 4-allilanisol (estragol); i¢ standart olarak kullanilir. (CAS 140-67-0)
3.4. Hacmen %45°lik etil alkol

Hacmen %96’lik etil alkoliin 378 g’ma 560 g distile su eklenir.
3.5. Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Tiim standart ¢ozeltiler oda sicaklifinda (15-35 °C), 1siktan uzakta, aliiminyum kaplarda veya amber renkli cam reaktif
siselerinde saklanmalidir. Aliiminyum sizdirmaz conta yerlestirilmis kapaklar kullanilmalidir.

Trans-anetol ve 4-allilanisol pratikte suda ¢dzlinmez ve bu nedenle hacmen %45°lik etil alkol (3.4) eklemeden once; bir
miktar hacmen %96’lik etil alkol (3.1) icerisinde ¢dziilmesi gerekir.

Stok ¢ozeltiler her hafta yeniden hazirlanmalidir.
3.5.1. Standart ¢ozelti A
Trans-anetoliin stok ¢6zeltisi (konsantrasyon 2 g/L)

20 mL hacimli balon jojeye 40 mg trans-anetol (3.2) aktarilir (ya da 200 mL hacimli balon jojeye 400 mg), bir miktar hacmen
%9611k etil alkol (3.1) ilave edilir ve hacmen %45°lik etil alkol (3.4) ile 20 mL’ye tamamlanarak iyice karistirilir.

3.5.2. I¢ standart ¢ozeltisi B
I¢ standart stok ¢ozeltisi, 5rnegin estragol (konsantrasyon 2 g/L)

20 mL hacimli balon jojeye 40 mg estragol (3.3) aktarilir (ya da 200 mL hacimli balon jojeye 400 mg), bir miktar hacmen
%96’ 11k etil alkol (3.1) ilave edilir ve hacmen %45°lik etil alkol (3.4) ile 20 mL’ye tamamlanarak iyice karistirilir.

3.5.3. FID dogrusallik tepkisini kontrol etmek i¢in kullanilan ¢ozeltiler

FID dogrusallik tepkisi, yiiksek alkollii i¢kilerde bulunan trans-anetoliin 0 ile 2,5 g/L araligindaki konsantrasyonlar1 dikkate
alinarak kontrol edilir.

Analiz isleminde, analiz edilecek olan yiiksek alkollii igkilerin bilinmeyen numuneleri 10 kat seyreltilir (7.3). Metotta
tanimlanan analiz kosullar i¢in, analiz edilecek numunedeki trans-anetolin 0 - 0,05 - 0,1 - 0,15 - 0,2 ve 0,25 g/L
konsantrasyonlarina es deger stok ¢ozeltileri su sekilde hazirlanir:

Stok ¢ozelti A’dan (3.5.1) 0,5 -1 - 1,5 - 2 ve 2,5 mL alinir ve 20 mL’lik balon jojeler igerisine aktarilir. Sonra her bir balon
jojeye 2 mL i¢ standart ¢ozelti B’den (3.5.2) eklenir ve hacmen %45°lik etil alkol (3.4) ile 20 mL’ye tamamlanarak iyice
karigtirtlir.

Kor ¢ozeltisi (7.4), 0 g/L ¢ozelti olarak kullanilir.



3.5.4. Standart ¢6zelti C

Standart ¢ozelti A’dan (3.5.1) 2 mL alimir ve 20 mL’lik balon jojeye aktarilir, sonra 2 mL i¢ standart ¢ozeltisi B’den (3.5.2)
eklenir ve hacmen %45’lik etil alkol (3.4) ile 20 mL’ye tamamlanir, iyice karistirtlir.

4. Arac ve gerecler

4.1. FID’a bagl kapiler GC, piklerin alanini ve yiiksekligini 6lgebilen bilgisayar programi ya da veri isleme sistemi ve bir
otomatik 6rnekleyici veya manuel numune enjeksiyonu i¢in gerekli aletler.

4.2. Split/splitless enjektorii
4.3. Kapiler kolon, drnegin:

Uzunluk 50 m, i¢ ¢ap: 0,32 mm, film kalinligr: 0,2 pm, sabit faz: FFAP-por6z polimere gapraz bagli modifiye TPA
polietilen glikol.

4.4. Genel laboratuvar geregleri: A smifi 6l¢iilii cam kap/A smifi dereceli 6l¢ii silindiri, analitik terazi (+ 0,1 mg hassasiyette)
5. Kromatografi kosullari

Kolon tipi ve boyutlari ve GC kosullari, anetol ve i¢ standardin birbirlerinden ve diger karigan maddelerden en iyi sekilde
ayrilmasma olanak saglayacak ozellikte olmalidir. Madde 4.3’te ornek olarak verilen kolon igin tipik kosullar asagida
verilmistir:

5.1. Tastyic1 gaz: Analitik helyum

5.2. Akis hizi: 2 mL/dk

5.3. Enjeksiyon sicakligi: 250 °C

5.4. Dedektor sicakligr: 250 °C

5.5. Firin sicaklik kosullari: izotermal, 10 dakikada 180 °C’ye erigebilen

5.6. Enjeksiyon hacmi: 1puL, split orani 1:40

6. Numuneler

Numuneler oda sicakliginda, cam kaplarda, giines 1s1¢indan uzakta (miimkiinse karanlikta sogukta) saklanmalidir.
7. islem

7.1. Estragol i¢in numune taramasi

Numunede dogal olarak estragol bulunmadigindan emin olmak ig¢in, i¢ standart eklenmeden bir kor analiz gergeklestirilir.
Eger dogal olarak estragol bulunuyorsa o zaman farkl: bir i¢ standart se¢ilmelidir (6rnegin mentol).

20 mL’lik balon jojeye 2 mL numune pipetle aktarilir ve hacmen %45°lik etil alkol (3.4) ile 20 mL’ye tamamlanir ve iyice
karigtirlir.

7.2. Bilinmeyen numunelerin hazirlanmasi

20 mL’lik balon jojeye 2 mL numune pipetle aktarilir. Sonra i¢ standart ¢6zeltisi B (3.5.2)’den 2 mL ilave edilir ve hacmen
%45°1ik etil alkol (3.4) ile 20 mL’ye tamamlanarak iyice karigtirilir.

7.3. Kor

20 mL’lik balon jojeye i¢ standart ¢ozeltisi B (3.5.2)’den 2 mL pipetle aktarilir ve hacmen %45’lik etil alkol (3.4) ile 20
mL’ye tamamlanir ve iyice karistirtlir.

7.4. Dogrusallik testi

Analize baglamadan 6nce FID tepki dogrusalligi, dogrusallik standart ¢zeltilerinin (3.5.3) her birinin {i¢ kez basariyla analiz
edilmesiyle kontrol edilmelidir.

Her enjeksiyon ig¢in, bilgisayar programinin pik alanlar1 ve yiiksekliklerinden; her biri i¢in R oranina karsilik, onlarin ana
¢ozeltilerinin g/L olarak konsantrasyonunun grafigi ¢izilir.

R = Estragol pik yiiksekligi veya alani ile boliinen trans-anetol pik yiiksekligi veya alani.



Dogrusal bir egri elde edilmelidir.
7.5. Belirleme

Kor ¢ozelti (7.3) enjekte edilir. Sonra standart ¢ozelti C (3.5.4) enjekte edilir ve bunu kalite kontrol numunesi olarak (Bu
numune bilinmeyen numunedeki trans-anetoliin muhtemel konsantrasyonunun referansi ile segilebilir.) hareket eden
dogrusallik standart ¢ozeltilerinin birisi (3.5.3) ve 5 tane bilinmeyen numune (7.2) takip eder. Her bilinmeyen numuneden
sonra analitik kararlilig1 saptamak i¢in bir dogrusallik (kalite kontrol) numunesi enjekte edilir.

8. Tepki faktoriiniin hesaplanmasi

Trans-anetol ve i¢ standart pikleri icin; pik alanlari (bilgisayar sistemi ya da baska bir veri sistemi kullanarak) ya da pik
yiikseklikleri (manuel integrasyon) 6lgiiliir.

8.1. Tepki faktorii (RFi) hesaplama

Tepki faktorii su sekilde hesaplanir:

RFi =( Ci/alan; ya da yiiksekliki ) x (alanis ya da yiikseklikis /Cis )
Burada,

Ci: Standart ¢ozelti A (3.5.1) igerisindeki trans-anetoliin konsantrasyonu
Cis: I¢ standart ¢ozeltisi B (3.5.2) icerisindeki i¢ standardin konsantrasyonu
Alani: Trans-anetol pikinin alani (ya da yiiksekligi)

Alanis: T¢ standart pikinin alan1 (ya da yiiksekligi)’n1 ifade eder.

RF;, standart ¢6zelti C’nin (3.5.4) 5 numunesinden hesaplanir.

8.2. Test ¢ozeltilerinin dogrusallik tepkisinin analizi

Dogrusallik tepki test ¢ozeltileri (3.5.3) enjekte edilir.

8.3. Numunenin analizi

Bilinmeyen numune ¢6zeltisi enjekte edilir.

9. Sonuclarin hesaplanmasi

Trans-anetol konsantrasyonunun hesaplamast i¢in kullanilan formiil su sekildedir:
Ci= Cis x (alani ya da ytiksekliki / alanis ya da yiikseklikis) x RFi

Ci: Bilinmeyen trans-anetol konsantrasyonu

Cis: Bilinmeyen ¢ozelti (3.5.2) icerisindeki i¢ standardin konsantrasyonu
Alani ya da yiiksekliki: Trans-anetol pikinin alan1 ya da yiiksekligi
Alanis ya da yiikseklikis: I¢ standart pikinin alani ya da yiiksekligi
RFi:Tepki faktorii (8.1°deki gibi hesaplanir)

Trans-anetol konsantrasyonu, g/L seklinde tek ondalikl olarak verilir.
10. Kalite giivence ve kontrolii

Kromatogramlar anetol ve i¢ standardin birbirlerinden ve diger karisan maddelerden en iyi sekilde ayrilmasma olanak
saglayacak nitelikte olmalidir.

RFi degeri, ¢ozelti C’nin (3.5.4) 5 enjeksiyon tekrarindan hesaplanir. Eger varyasyon katsayisi [%CV = (standart
sapma/ortalama)x100] + %]l ise, RFi ortalama degeri kabul edilebilir.

Yukaridaki hesaplama, dogrusallik kontrol ¢ozeltilerinden (3.5.3) kalite kontrol igin segilmis numunedeki trans-anetol
konsantrasyonunun hesaplanmasi i¢in kullanilir.

I¢ kalite kontrol numunesi icin secilmis dogrusallik ¢ozeltisinin analiz sonuglarindan hesaplanan ortalama; teorik
degerlerinin + %2,5’u ise, bilinmeyen numunelerin sonuglar1 kabul edilebilir olarak degerlendirilir.

11. GC analizinden 6nce likor numunelerinin ve yiiksek miktarlarda seker iceren yiiksek alkollii icki numunesinin
analize hazirlanmasi



Kapiler GC kullanilarak, trans-anetol konsantrasyonunun belirlenebilmesi igin, yiiksek miktarda seker iceren alkollii
ickilerden alkoliin ekstraksiyonu:

11.1. Prensip

Bir miktar likér numunesi alinir ve likdrdeki analitin (trans-anetol) konsantrasyonuna benzer konsantrasyonda i¢ standart
eklenir. Buna, sodyum fosfat dodekahidrat ve susuz amonyum siilfat eklenir. Olusan karisim iyice calkalanir ve sogutulur. Tki
tabaka olusur, iistteki alkol tabakasi uzaklastirilir. Bu alkol tabakasindan bir kisim alinir ve % 45°lik etil alkol ¢ozeltisi (3.4)
ile seyreltilir (Bu asamada i¢ standart eklenmez ¢iinkii daha 6nce zaten eklenmistir.). Elde edilen ¢6zelti GC’de analiz edilir.

11.2. Reaktifler ve materyaller

Alkoliin ekstraksiyonu sirasinda yalnizca %99°dan daha yiiksek saflikta reaktifler kullanilir.
11.2.1. Susuz amonyum siilfat, (CAS 7783-20-2)

11.2.2. Dibazik sodyum fosfat, dodekahidrat (CAS 10039-32-4)

11.3. Arag ve geregler

Erlenler, ayirma hunileri, buzdolabi.

11.4. Islem

11.4.1. Estragol i¢in numune taramast

Numunede dogal olarak estragol bulunmadigindan emin olmak i¢in herhangi bir i¢ standart eklenmeden kor ekstraksiyon ve
analiz gercgeklestirilir. Eger dogal olarak estragol bulunuyorsa o zaman farkli bir i¢ standart se¢ilmelidir.

11.4.2. Ekstraksiyon

5 mL hacmen %96’lik etil alkol (3.1) erlene aktarilarak erlen igerisine 50 mg i¢ standart (3.3) tartilir ve 50 mL numune
eklenir. 12 g susuz amonyum siilfat (11.2.1) ve 8,6 g dibazik sodyum fosfat, dodekahidrat (11.2.2) eklenerek erlen kapatilir.

Erlen en az 30 dakika ¢alkalanir. Mekanik karistirict kullanilabilir ancak teflon kaplamali manyetik karistirict kullanilmaz.
Ciinkii teflon analitin bir kismini absorbe edebilir. Eklenen tuzlarin biitiiniiyle ¢dziinmesi beklenmez.

Kapali erlen buzdolabinda 5 °C’den diisiik sicaklikta en az 2 saat bekletilmelidir.

Bu siire sonunda iki ayr1 sivi faz ve kati ¢okiintii olusur. Alkol tabakasi berrak olmalidir. Degilse berrak tabaka olusuncaya
kadar buzdolabinda bekletilmelidir.

Alkol tabakasi berrak oldugunda, sivi fazin1 bozmadan dikkatlice bir miktar (6rnegin 10 mL) alinir, amber renkli tart1 kabina
konulur ve siki1 bir sekilde kapatilir.

11.4.3. Ekstrakte edilen numunenin analize hazirlanmasi
Ekstraktin (11.4.2) oda sicakligina erismesi saglanir.

Ekstrakte edilmis numunenin alkol fazindan 2 mL alinarak 20 mL’lik balon jojeye konulur. %45°lik etil alkol ile (3.4) 20
mL’ye tamamlanir ve iyice karistirilir.

11.5. Belirleme

Madde 7.5’teki islem takip edilir.

11.6. Sonuglarin hesaplanmasi

Sonuglarm hesaplanmast i¢in su formiil kullanilir:

Ci = ( mis/V) x (alani/ alanis) x RF;

Burada;

mis: I¢ standardin agirhg1 (mg) (11.4.2°de tartilan agirlik)
V: Bilinmeyen numunenin hacmi (50 mL)

RFi: Tepki faktorii (8.1)

alani: Trans-anetol pikinin alan

alans: I¢ standart pikinin alani’n1 ifade eder.



Sonuglar, g/L seklinde tek ondalikli olarak verilir.
11.7. Kalite kontrol ve giivence

Madde 10’daki islem takip edilir.

12. Metot performans karakteristikleri (kesinlik)
Laboratuvarlararasi analizin istatistiksel sonuglari:
Asagidaki tablolar anetol i¢in degerleri verir.

Asagidaki veriler, uluslararas1 kabul gérmiis prosediirler igin yiiriitiilen uluslararasi metot performans ¢aligmasindan elde
edilmigtir.

Laboratuvarlararasi analiz y1li 1998
Laboratuvar sayisi 16
Numune sayis1 10
Analit Anetol
Pastis:

Numuneler A B C D E F
shantmasndan sona an bt sagss | 15|15 | 1| |
Aykir1 deger gosteren laboratuvar sayist 1 1 1 3 - -
Kabul edilen sonug sayisi 30 30 30 26 16 16
Ortalama deger, g/L 1,477 1,955 1,940 1,833 1,741 1,754

Tekrar edilebilirlik kosullari altinda elde edilen

0,022 0,033 0,034 0,01 - -
sonuglardan hesaplanan standart sapma (Sr) g/L, ’ ’ ’ 017

Tekrar edilebilirlik kosullar1 altinda elde edilen

sonuglardan hesaplanan nispi standart sapma 1,5 1,7 1,8 0,9 - -
(RSDx) (%)

Tekrar edilebilirlik sinirt (r), g/L 0,062 0,093 0,096 0,047 - -
Yeniden iiretilebilirlik kosullart altinda elde

edilen sonuglardan hesaplanan standart sapma 0,034 0,045 0,063 0,037 0,058 0,042
(Sr), g/L

Yeniden iiretilebilirlik kosullari altinda elde

edilen sonuglardan hesaplanan nispi standart 2,3 2,3 32 2,0 3,3 2.4
sapma (RSDr) (%)

Yeniden tiretilebilirlik sinir1 (R), g/L 0,094 0,125 0,176 0,103 0,163 0,119

Numune tiirleri

A pastis, kor tekrarlar
B pastis, kor tekrarlar
C pastis, kor tekrarlar
D pastis, kor tekrarlar
E pastis, tek tekrar

F pastis, tek tekrar




Diger anason aromali distile alkollii igkiler:

Numuneler G H 1 J
Aykar1 deger gosteren laboratuvarlarin 16 14 14 14
¢ikarilmasindan sonra kalan laboratuvar sayist
Aykir1 deger gosteren laboratuvar sayist - 2 1 1
Kabul edilen sonug sayisi 32 28 28 28
Ortalama deger, g/L 0,778 1,742 0,351 0,599

0,530(*)

Tekrar edilebilirlik kosullari altinda elde edilen
sonuglardan hesaplanan standart sapma (Sr) 0,020 0,012 0,013 0,014
g/L,
Tekrar edilebilirlik kosullar1 altinda elde edilen
sonuglardan hesaplanan nispi standart sapma 3,1 0,7 3,8 2,3
(RSDy) (%)
Tekrar edilebilirlik sinirt (r), g/L 0,056 0,033 0,038 0,038
Yeniden iiretilebilirlik kosullart altinda elde
edilen sonuglardan hesaplanan standart sapma 0,031 0,029 0,021 0,030
(Sr), g/L
Yeniden iiretilebilirlik kosullari altinda elde
edilen sonuglardan hesaplanan nispi standart 48 1,6 5,9 5,0
sapma (RSDr) (%)
Yeniden iiretilebilirlik sinir1 (R), g/L 0,088 0,080 0,058 0,084

Numune tiirleri

G ouzo, split oran1 (*)

H anis, kor tekrarlar

I anason aromali likor, tekrarlar

J anason aromal1 likor, tekrarlar




Ek-5
YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFiSi KULLANILARAK
GLIiSIiRHiZiK ASITIN BELIRLENMESI
1. Kapsam

Bu metot, anason aromali distile alkollii ickilerde glisirhizik asitin HPLC kullanilarak belirlenmesi i¢in kullanilir. Distile
Alkollii Igkiler Tebligi’nde “pastis” olarak adlandirilan anason aromal: distile alkollii ickilerde glisirhizik asit miktarinim 0,05
g/L’den az, 0,5 g/L’den ¢ok olmamas1 gerektigi belirtilmektedir.

2. Prensip

Glisirhizik asit konsantrasyonu, UV detektorliic HPLC kullanilarak belirlenir. Standart ¢ozelti ve test numunesi filtre
edildikten sonra HPLC’ye ayr1 ayr1 dogrudan enjekte edilir.

3. Reaktifler ve materyaller

Analiz sirasinda sadece HPLC safliginda reaktifler ve TS EN ISO 3696°da tanimlanan siif 3 su kullanilir.
3.1. Hacmen %96°1ik etil alkol, (CAS 64-17-5)

3.2. Amonyum glisirhizinat, C42He2016.NH3 (Glisirhizik asit amonyum tuzu)
(Molekiil agirligi: 839,98)(CAS 53956-04-0): en az %90 saflikta

(Molekiil agirligt: glisirhizik asit 822,94)

3.3. Buzlu asetik asit, CH3COOH, (CAS 64-19-7)

3.4. Metil alkol, CH30H (CAS 67-56-1)

3.5. Hacmen %50’lik etil alkol,

20 °C’de 1000 mL ig¢in:

- Hacmen %96°lik etil alkol (3.1): 521 mL

-Su: 511 mL

3.6. HPLC eliisyon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

3.6.1. Eliisyon ¢bziicli A (6rnek)

Hacimce 80 birim su, 20 birim asetik asit (3.3).

Eliisyon ¢oziiciiniin 5 dakika siiresince gazi alinir.

Not: Eger kullanilan su mikrofiltre edilmemis ise hazirlanan eliisyon ¢6ziiciiniin filtrasyonunda, gézenek biiyiikligii en fazla
0,45 um olan, organik ¢oziiciiler i¢in kullanilan filtreler tavsiye edilir.

3.6.2. Eliisyon ¢oziicii B

Metil alkol (3.4)

3.7. Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Tiim standart ¢ozeltiler her 2 ayda bir yeniden hazirlanmalidir.
3.7.1. Referans ¢ozelti C

100 mL’lik balon jojeye 0,1 mg hassasiyetle 25 mg amonyum glisirhizinat (3.2) tartilir. Bir miktar %50°lik etil alkol (3.5)
eklenir ve amonyum glisirhizinat ¢oziindiiriiliir. Coziinmesinin ardindan %50°’1ik etil alkol ile (3.5) hacmi tamamlanir ve
organik ¢oziiciiler i¢in kullanilan filtre ile filtre edilir.

3.7.2. Cihazm dogrusallik tepkisini kontrol etmek i¢in kullanilan standart ¢ozeltiler

1,0 g/L stok ¢ozelti hazirlamak i¢in 100 mL’lik balon jojeye 0,1 mg hassasiyetle 100 mg amonyum glisirhizinat tartilir. Bir
miktar %50’lik etil alkol (3.5) eklenir ve amonyum glisirhizinat ¢oziindiiriiliir. C6ziinmesinin ardindan %50°lik etil alkol ile
(3.5) hacmi tamamlanur.

0,05 - 0,1 - 0,25 ve 0,5 g/L amonyum glisirhizinata karsilik gelen en az dort baska ¢ozelti, 100 mL’lik balon jojelere ayr1 ayr1
1,0 g/L stok ¢ozeltiden sirastyla 5 mL, 10 mL, 25 mL ve 50 mL aktarilarak hazirlanir. Hacimleri %50’lik etil alkol ile (3.5)
tamamlanir ve iyice karistirilir. Tiim ¢6zeltiler organik ¢oziiciiler i¢in kullanilan filtre ile filtre edilir.



4. Arac ve gerecler

4.1. Ayirma sistemi
4.1.1. HPLC

4.1.2. Bir kez ayarlandig1 akis hizinda sabit kalabilen ya da yiiksek duyarlilikta akis hizina programlanabilen pompalama
sistemi

4.1.3. 254 nm’ye ayarlt UV spektrofotometrik tespit/saptama sistemi

4.1.4. Coziiciideki gaz1 giderici sistem

4.2. Sayisal bilgisayar programi ya da kaydedici, sistemin geri kalani ile uyumlu bir performansa sahip.
4.3. Kolon (6rnek);

Paslanmaz ¢elik ya da cam materyalden yapilmus, i¢ ¢apt 4-5 mm, uzunlugu 100-250 mm, sabit fazi partikiil boyutu en fazla
5 um, (tercihen kiiresel) oktadesil fonksiyonel grup (C18) ile ¢apraz bagl silika olan.

4.4. Laboratuvar geregleri
4.4.1. 0,1 mg hassasiyetinde analitik terazi,
4.4.2. A smifi 6l¢iilii cam kap/A sinifi dereceli 6l¢ii silindiri
4.4.3. Kiigiik hacimler i¢in mikromembran filtrasyon diizenegi
5. Kromatografi kosullar:
5.1. Eliisyon karakteristikleri (6rnek)
- Akis hizi: 1 mL/dk
- Coziicii A = %30
- Coziicii B = %70
5.2. Tespit/Saptama
-UV=254nm
6. islem
6.1. Yiiksek alkollii icki numunesinin hazirlanmasi
Eger gerekli ise gdzenek biiyiikligii en fazla 0,45 pm olan ve organik ¢oziiciiler i¢in kullanilan filtre ile filtre edilir.
6.2. Belirleme
Oncelikle kromatografi kosullar sabitlenir.
- 20 pL referans ¢ozeltisi C (3.7.1) enjekte edilir,
- 20 pL numune ¢ozeltisi enjekte edilir,

- Iki kromatogram Kkarsilastirilir. Alikonma siirelerinden glisirhizik asidin pikleri tammlanir. Alanlar1 ya da
yiikseklikleri 6l¢iiliir ve asagidaki esitlik kullanilarak iki ondalikl olarak g/L seklinde konsantrasyon hesaplanir:

hx Px823

c=CX—mMmMmMm
H x100x 840

Burada;

c: Analiz edilen numunedeki glisirhizik asidin konsantrasyonu (g/L),



C: Referans ¢6zeltideki amonyum glisirhizinatin konsantrasyonu (g/L),
h: Analiz edilen numunedeki glisirhizik asit pikinin alani ya da yiiksekligini,
H: Referans ¢ozeltideki glisirhizik asit pikinin alan1 ya da yiiksekligini,

P: Referans amonyum glisirhizinatin % olarak safligini,

823: Bir mol glisirhizik asitin kiitlesini,

840: Bir mol amonyum glisirhizinatin kiitlesini ifade eder.
7. Metot performans karakteristikleri (kesinlik)
Laboratuvarlararasi analizin istatistiksel sonuglari:

Asagidaki tablo glisirhizik asit i¢in degerleri verir.

Asagidaki veriler, uluslararasi kabul gormiis prosediirler igin yiiriitiilen uluslararast metot performans ¢alismasindan

edilmigtir.
Laboratuvarlararasi analiz y1li 1998
Laboratuvar sayisi 16
Numune sayis1 5
Analit Glisirhizik asit

Numuneler A B C D E
Aykar1 deger gosteren laboratuvarlarin 13 14 15 16 16
¢ikarilmasindan sonra kalan laboratuvar sayist
Aykir1 deger gosteren laboratuvar sayisi 3 2 1 - -
Kabul edilen sonug sayisi 26 28 30 32 32
Ortalama deger, g/L 0,046 0,092 0,089 0,249 0,493

(*)0,099

Tekrar edilebilirlik kosullari altinda elde edilen 0,001 0.001 0.001 0,002 0,003
sonuglardan hesaplanan standart sapma (S:) g/L,
Tekrar edilebilirlik kosullari altinda elde edilen
sonuglardan hesaplanan nispi standart sapma 1,5 1,3 0,7 1,0 0,6
(RSDy) (%)
Tekrar edilebilirlik sinirt (r), g/L 0,002 0,004 0,002 0,007 0,009
Yeniden iiretilebilirlik kosullar1 altinda elde
edilen sonuglardan hesaplanan standart sapma 0,004 0,007 0,004 0,006 0,013
(Sr), g/L
Yeniden iiretilebilirlik kosullari altinda elde
edilen sonuglardan hesaplanan nispi standart 8,6 7,2 4.0 2,5 2,7
sapma (RSDr) (%)
Yeniden iiretilebilirlik sinir1 (R), g/L 0,011 0,019 0,010 0,018 0,037

elde



Numune tiirleri

A pastis, kor tekrarlar
B pastis, split orani (*)
C pastis, kor tekrarlar
D pastis, kor tekrarlar

E pastis, kor tekrarlar




Ek-6
PASTISTE KALKONLARIN VARLIGINI KANITLAMAK iCiN
YUKSEK PERFORMANS SIVI KROMATOGRAFi METODU
1. Kapsam

Bu metot, anason aromali igkilerde kalkonlarin bulunup bulunmadigimi belirlemek amaciyla kullanilir. Kalkonlar, meyan
kokiinde (Glycyrrhiza glabra) bulunan flavonoid ailesinin dogal renklendiricileridir.

Anason aromali bir distile i¢kinin “pastis” olarak adlandirilabilmesi i¢in, kalkonlar icermesi gerekir.
2. Prensip

Referans meyan kokii ekstrakt ¢ozeltisi hazirlanir. Kalkonlarm bulunup bulunmadigi; UV detektorlii HPLC kullanilarak
belirlenir.

3. Reaktifler ve materyaller

Analiz sirasinda, yalmzca HPLC safliginda reaktifler ve TS EN ISO 3696’da tanimlanan sinif 3 su kullanilir. Etil alkol
hacmen %96’1ik olmalidir.

3.1. Hacmen %96°lik etil alkol (CAS 64-17-5)
3.2. Asetonitril, CH3CN, (CAS 75-05-8)
3.3. Referans madde: Meyan kokii (Glycyrrhiza glabra)

Kabaca ogiitiilmiis meyan kokii. Cubuk seklindeki taneciklerin/pargaciklarin ortalama boyutlari; 10-15 mm uzunlugunda, 1-3
mm kalmliginda.

3.4. Sodyum asetat, CH3COONa, (CAS 127-09-3)

3.5. Buzlu asetik asit, CH3COOH, (CAS 64-19-7)

3.6. Cozeltilerin hazirlanmasi

3.6.1. Hacmen %50’lik etil alkol

20 °C’de 1000 mL igin:

- Hacmen %96°lik etil alkol (3.1): 521 mL

-Su: 511 mL

3.6.2. Coziicli A: asetonitril

HPLC analitik safliginda, gazi alinmis asetonitril (3.2.)

3.6.3. Coziicii B: 0,1 M sodyum asetat tampon ¢ozeltisi, pH 4,66.
8,203 g sodyum asetat (3.4) tartilir, 6,005 g buzlu asetik asit (3.5) eklenir ve balon jojede su ile 1000 mL’ye tamamlanir.
4. Glycyrrhiza glabra’dan (3.3) referans ekstraktin hazirlanmasi
4.1. 10 g dgiitiilmiis meyan kokii (Glycyrrhiza glabra) (3.3) tartilir ve taban1 yuvarlak distilasyon balonuna aktartlir.
- Hacmen %50°lik etil alkolden (3.6.1) 100 mL eklenir.

- 1 saat siiresince geri akista kaynatilir.

- Filtre edilir.

- Sonraki kullanim igin filtrat bir tarafa alinir.

4.2. Filtreden meyan kokii ekstraktinin geri eldesi

- Yuvarlak tabanli distilasyon balonuna yerlestirilir.

- Hacmen %50°lik etil alkolden (3.6.1) 100 mL eklenir.

- 1 saat siliresince geri akigta kaynatilir.

- Filtre edilir, sonraki kullanim igin filtrat bir tarafa alinir.



4.3. Meyan kokii ekstraksiyonu ardisik olarak 3 kez yapilir.

4.4. Ug filtrat birlestirilir.

4.5. Coziicii faz, doner buharlastiricida ugurulur.

4.6. Cokiintii ekstrakt, 100 mL hacmen %50’lik etil alkol (3.6.1) ile alinur.
5. Arag ve geregler

5.1. Ayirma sistemi

5.1.1. HPLC

5.1.2. Bir kez ayarlandig1 akis hizinda sabit kalabilen ya da yiiksek duyarlilikta akis hizina programlanabilen pompalama
sistemi

5.1.3. UV/goriiniir spektrofotometrik tespit/saptama sistemi, 254 nm ve 370 nm’ye ayarlanabilen

5.1.4. Coziiciideki gaz1 giderici sistem

5.1.5. 40 + 0,1 °C sicakliga ayarlanabilen kolon firini.

5.2. Sayisal bilgisayar programi ya da kaydedici, sistemin geri kalani ile uyumlu bir performansa sahip.
5.3. Kolon

Paslanmaz celik ya da cam materyalden yapilmis, i¢ ¢apt 4-5 mm, sabit fazi partikiil boyutu en fazla 5 um, oktadesil
fonksiyonel grup (C18) ile capraz bagl silika olan.

5.4. Genel laboratuvar gerecleri

5.4.1. £ 0,1 mg hassasiyetinde analitik terazi

5.4.2. Geri sogutuculu distilasyon diizenegi, 6rnegin asagidakileri igeren;
- Kiiresel silifli 250 mL’lik yuvarlak tabanli balon

- 30 cm uzunlugunda geri sogutucu ve

- Termostatli 1s1 kaynagi (Uygun bir diizenek ile alkollii igki igerisindeki ekstrakte edilebilen maddenin herhangi bir pirojenik
reaksiyonu 6nlenmelidir.)

5.4.3. Doéner buharlastiric1 (Rotary evaporatdr)

5.4.4. Filtrasyon diizenegi (Buchner hunisi gibi)

5.5. Kromatografi kosullar1 (6rnek)

5.5.1. Cozelti A (3.6.2) ve Cozelti B (3.6.3)’nin eliisyon karakteristikleri:

- 15 dakika igerisinde 20/80 (hacim/hacim)’den 50/50 (hacim/hacim) degerine ulastiran
- 5 dakika igerisinde 50/50 (hacim/hacim)’den 75/25 (hacim/hacim) degerine ulastiran
- 5 dakika i¢in 75/25 (hacim/hacim)’de sabit

- Enjeksiyonlar arasinda stabil kalabilen kolon

- 5 dakika i¢in 20/80 (hacim/hacim)’de sabit

5.5.2. Akis hizi: 1 mL/dk

5.5.3. UV detektor ayarlart:

Detektor, kalkonlarin varliginin tespiti icin 370 nm’ye ve daha sonra glisirhizik asidin tespiti icin 254 nm’ye ayarlanmalidir.

Not: Dalga boyunun degisimi (370 nm’den 254 nm’ye), glisirhizik asidin eliisyon pikinin baslangicindan 30 saniye 6nce
gerceklestirilmelidir.

6. islem
6.1. Yiiksek alkollii icki numunesinin hazirlanmasi

Gozenek biiytikligii en fazla 0,45 pm olan ve organik ¢dziiciiler i¢in kullanilan filtre ile filtre edilir.



6.2. Cokiintii meyan kokii ekstraktinin (4.6) hazirlanmast
Analiz dncesinde hacmen %50’lik etil alkol (3.6.1) ile 1:10 oraninda seyreltilir.

6.3. Belirleme

6.3.1. Hazirlanan meyan koki ekstraktindan (6.2) 20 pL enjekte edilir. Madde 5.5’te tanimlanan kromatografi kosullarinda
analiz gercgeklestirilir.

6.3.2. 20 pL numune (6.1) (anason aromali yiiksek alkollii i¢ki) enjekte edilir. Madde 5.5.’te tanimlanan kromatografi
kosullarinda analiz gergeklestirilir.

6.3.3. 1ki kromatogram karsilagtirilir. Kalkonun ¢ikis bolgesinde iki kromatogram arasinda biiyiik benzerlik olmalidir (Bu
benzerlik yukarida tanimlanan analiz kosullarinda 370 nm’de tespit sirasinda goriilebilir.) (Sekil 1’e bakiniz).

7. Bir pastis icin karakteristik kromatogram
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Sekil 1. ‘Pastis’ igerisinde bulunan kalkonlarin varligini gésteren ve yukarida tarif edilen metotla elde edilen kromatogram.
Pik 1-8 kalkonlar ve pik 9 gilisirhizik asittir.

8. Metot performans karakteristikleri (kesinlik)

Laboratuvarlararasi analizin istatistiksel sonuglari:



Asagidaki tablo, pastis ve anason aromali yiiksek alkollii igkilerde kalkonlarin bulunup bulunmadigini belirlemek icin
performanst verir.

Asagidaki veriler, uluslararasi kabul gormiis prosediirler igin yiiriitillen uluslararas1 metot performans ¢alismasindan elde
edilmigtir.

Laboratuvarlararasi analiz y1li 1998

Laboratuvar sayisi 14
Numune sayis1 11
Analit Kalkonlar

Numuneler A B C D E F
ahantmasmdan sonr o aborarsayss | 4| M| [ e ]
Aykari deger gosteren laboratuvar sayisi - - - - - 1(%)
Kabul edilen sonug sayisi 28 14 14 28 28 26
Kalkonlarmn varligini1 gosteren sonuglarin sayisi 28 14 14 0 28 0
Kalkonlarm yoklugunu gosteren sonuglarin 0 0 0 23 0 2%
sayl1st
Dogru sonuglarin yiizdesi (%) 100 100 100 100 100 100
(*) iki tekrar arasindaki tutarsiz sonuglar, numune alma hatasi ile ilgili

Numuneler G H I J K
Aykar1 deger gosteren laboratuvarlarin 14 14 14 14 14
cikarilmasindan sonra kalan laboratuvar sayisi
Aykir1 deger gosteren laboratuvar sayisi - - - - -
Kabul edilen sonug sayisi 28 14 14 28 28
Kalkonlarin varligini1 gdsteren sonuglarin sayisi 0 0 0 0 0
Kalkonlarin yoklugunu gosteren sonuglarin )3 14 14 23 )3
say1st
Dogru sonuglarin yiizdesi (%) 100 100 100 100 100

Numune tiirleri
A pastis, kor tekrarlar

B pastis, tek numune




C pastis, tek numune

D ‘pastis’ (kalkonlar1 icermeyen), kor tekrarlar

E ‘pastis’ (kalkonlar1 icermeyen), kor tekrarlar

F anason aromali likér (kalkonlari icermeyen), kor tekrarlar
G anason aromali likor (kalkonlar igermeyen), kor tekrarlar
H ouzo (kalkonlar1 igermeyen), tek numune

I ouzo (kalkonlar1 igermeyen), tek numune

J anis (kalkonlari icermeyen), kor tekrarlar

K ‘pastis’ (kalkonlar1 igermeyen), kor tekrarlar




Ek-7
DISTILE ALKOLLU iCKILERDE YUMURTA SARISI KONSANTRASYONUNUN
BELiRLENMESI - FOTOMETRIK METOT
1. Kapsam

Bu metot, yumurta likorii ve yumurtali likorde 40-250 g/L arasindaki yumurta saris1 konsantrasyonunun belirlenmesi igin
kullanilir.

2. Prensip

Yumurta sarisinda bulunan, etil alkolde ¢o6ziinebilen fosfor bilesikleri ekstrakte edilir ve fosfor molibdat bilesigi olarak
fotometrik metot ile analiz edilir.

3. Reaktifler ve materyaller

Analizlerde kullanilacak su, TS EN ISO 3696’da tanimlanmuistir.

3.1. Iki kere distile edilmis su

3.2. Diyatome topragi

3.3. Hacimce %96’lik etil alkol (CAS 64-17-5)

3.4. %15’lik magnezyum asetat ¢ozeltisi (CAS 16674-78-5)

3.5. %]10’luk siilfiirik asit (CAS 7664-93-9)

3.6. 1 N siilfiirik asit

3.7. 0,16 g/L potasyum dihidrojen fosfat ¢ozeltisi (CAS 778-77-0), KH2PO4
3.8. Fosfat belirleme reaktifi:

20 g amonyum molibdat (CAS 12054-85-2) [(NH4)sM07024.4H20], 50 °C’de 400 mL su igerisinde ¢oziindiiriiliir. Bagka bir
kapta, 1 g amonyum vanadat (CAS 7803-55-6) (NH4VOs3), 300 mL sicak su igerisinde ¢6ziindiiriiliir, sogutulur ve sonra 140
mL derisik nitrik asit (CAS 7697-37-2) eklenir. Sogumus olan ¢ozeltiler 1000 mL’lik balon jojede birlestirilir ve hacim 1000
mL’ye tamamlanir.

4. Arac ve gerecler

4.1. Erlen, 100 mL’lik

4.2. Ultrasonik banyo ya da magnetik karistirict
4.3. Balon joje, 100 mL’lik

4.4. Su banyosu, 20 °C’ye ayarlanabilir

4.5. Filtre (Whatman No 4 ya da esdeger)

4.6. Porselen (ya da platin) kroze

4.7. Kaynar su banyosu

4.8. Is1 plakast

4.9. Kiil firim

4.10. 50 mL’lik balon joje

4.11. 20 mL’lik balon joje

4.12. 420 nm’de dl¢iim yapabilen spektrofotometre
4.13. 1 cm’lik kiivet

S. Numune

Numuneler, analiz 6ncesi oda sicakliginda saklanir.
6. islem

6.1. Numune hazirlama

6.1.1. 100 mL’lik erlen (4.1) igerisinde 10 g numune tartilir.



6.1.2. 70 mL etil alkol (3.3) kiigiik miktarlarda yavas yavas eklenir, her bir eklemede dondiiriilerek karistirtlir ve 15 dakika
siiresince ultrasonik banyoya (4.2) yerlestirilir (ya da oda sicakliginda 10 dakika siiresince magnetik karistirici ile karistirilir).

6.1.3. Erlenin igerigi etil alkol (3.3) ile yikanarak 100 mL’lik balon jojeye (4.3) aktarilir. Etil alkol ile hacmi tamamlanir ve
20 °C’deki su banyosuna (4.4) yerlestirilir. 20°C’de hacmi tamamlanir.

6.1.4. Az miktarda diyatome topragi (3.2) eklenir ve ilk 20 mL atilmak suretiyle filtre (4.5) edilir.

6.1.5. Siiziintiiniin 25 mL’si porselen (ya da platin) krozeye (4.6) aktarilir. Daha sonra filtrat, %15°’lik magnezyum asetat
¢ozeltisinden (3.4) 5 mL eklenerek kaynar su banyosunda (4.7) yavas yavas evapore edilerek konsantre edilmelidir.

6.1.6. Krozeler 1s1 plakasi (4.8) lizerine yerlestirilir ve kuruyana kadar isitilir.

6.1.7. Isitma sonucu kalan kisim, beyaz renkte kiil elde edilene kadar akkor hale gelmis kiil firininda (4.9) 600 °C’de
bekletilir (En az 1,5 saat ancak bir gece boyunca birakilabilir).

6.1.8. Kiil, 10 mL %10’luk siilfiirik asit (3.5) ile alinir ve distile su (3.1) ile yikanarak 50 mL’lik balon jojeye (4.10) aktartlir
ve distile su ile oda sicakliginda hacmi tamamlanir. Bu kiil ¢6zeltisinin 5 mL’si, fotometrik fosfat analizi i¢in numune
¢ozeltisi hazirlamada kullanilir.

6.2. Fotometrik fosfat analizi
6.2.1. Karsilagtirma ¢ozeltisi

6.2.1.1. %10’luk siilfiirik asit (3.5) ¢dzeltisinden 10 mL alinarak, 50 mL’lik balon jojeye (4.10) aktarilir ve distile su (3.1) ile
hacmi tamamlanir.

6.2.1.2. Bu ¢ozeltiden 5 mL alinarak 20 mL’lik balon jojeye (4.11) aktartlir, 1 mL 1 N siilfiirik asit (3.6) ve 2 mL fosfat
reaktifi (3.8) eklenir ve distile su (3.1) ile 20 mL’ye tamamlanr.

6.2.1.3. Kapag1 gevsek bir bicimde kapatilir, calkalanir ve kaynar su banyosunda (4.7) 10 dakika siiresince 1sitilir. Daha sonra
20 °C’deki su banyosunda (4.4) 20 dakika sogutulur.

6.2.1.4. 1 cm’lik kiivet (4.13), bu karsilagtirma ¢ozeltisi ile doldurulur.
6.2.2. Numune ¢6zeltisi

6.2.2.1. Kiil ¢ozeltisinden (6.1.8) 5 mL alimir ve 20 mL’lik balon jojeye (4.11) aktarilir. 1 mL 1 N siilfiirik asit (3.6) ve 2 mL
fosfat reaktifi (3.8) eklenir ve distile su (3.1) ile 20 mL’ye tamamlanir.

6.2.2.2. Kapag: kapatilir, ¢alkalanir ve kaynar su banyosunda (4.7) 10 dakika siiresince 1sitilir. Daha sonra 20 °C’deki su
banyosunda (4.4) 20 dakika sogutulur.

6.2.2.3. Olusan sar1 ¢ozeltinin, karsilagtirma ¢ozeltisine karsilik 420 nm’de 1 em’lik kiivette hemen spektrofotometrik (4.12)
okumasi yapilir.

6.2.3. Kalibrasyon egrisi

6.2.3.1. Kalibrasyon egrisi olusturmak i¢in, fosfat reaktifinden (3.8) 2 mL’lik hacimler alinarak 20 mL’lik balon jojelere
(4.11) aktarilir. Her birine 1 mL 1 N siilfiirik asit (3.6) ve sirasiyla 0, 2, 4, 6, 8 ve 10 mL potasyum dihidrojen fosfat ¢ozeltisi
(3.7) eklenir ve distile su (3.1) ile hacimleri 20 mL’ye tamamlanir.

6.2.3.2. Kapag1 gevsek bir bicimde kapatilir, ¢alkalanir ve kaynar su banyosunda (4.7) 10 dakika siiresince 1sitilir. Daha sonra
20 °C’deki su banyosunda (4.4) 20 dakika sogutulur. Karsilastirma ¢ozeltisine karsilik 420 nm’de 1 cm’lik kiivette hemen
spektrofotometrik (4.12) okumasi yapilir.

6.2.3.3. Kalibrasyon egrisinin olusturulmasi:

Dihidrojen fosfat ¢ozeltisi (mL) 0 2 4 6 8 10

P20s (mg) 0 0,167 0,334 0,501 0,668 0,835

7. Sonuclarmn ifade edilmesi
Yumurta saris1 igerigi, g/L olarak asagidaki formiil ile hesaplanir:
g/L yumurta sarist = mg P20s x [(110 x yogunluk)/(E/40)]

Burada;



110: Yumurta sarisinin 100 g’inda “g” olarak toplam P20s i¢in ¢cevrim faktoriinii,
mg P20s: Kalibrasyon egrisinden belirlenen degeri,

Yogunluk: 20 °C’de yumurta bazli likdriin birim hacim bagsina kiitlesini (g/mL),
E: Yumurta bazli likériin “g” olarak agirligini,

40: Kiil ¢ozeltisinin 5 mL’lik kismi i¢in seyreltme faktoriinii

ifade eder.

8. Metot performans karakteristikleri (kesinlik)
Laboratuvarlararasi analizin istatistiksel sonuglari:
Asagidaki tablolar yumurta sarisi i¢in degerleri verir.

Asagidaki veriler, uluslararas1 kabul gormiis prosediirler igin yiiriitillen uluslararasi metot performans ¢alismasindan elde

edilmigtir.
Laboratuvarlararasi analiz y1ili 1998
Laboratuvar sayisi 24
Numune sayis1 5
Analit Yumurta saris1

Numuneler A B C D E
Aykir1 deger gosteren laboratuvarlarin 19 20 2 20 2
cikarilmasindan sonra kalan laboratuvar sayisi
Aykar1 deger gosteren laboratuvar sayisi 3 4 2 4 2
Kabul edilen sonug sayisi 38 40 44 40 44
Ortalama deger (X ), pug/g 147.3 241,1 2274 | 519(%) | 19L1

72,8 (%)

Tekrar edilebilirlik kosullari altinda elde edilen 244 424 3.93 1.83 325
sonuglardan hesaplanan standart sapma (S;) g/L,
Tekrar edilebilirlik kosullari altinda elde edilen
sonuglardan hesaplanan nispi standart sapma 1,7 1,8 1,8 2.9 1,7
(RSDy) (%)
Tekrar edilebilirlik sinirt (r), g/L 6,8 11,9 11,0 5,1 9,1
Yeniden iiretilebilirlik kosullari altinda elde
edilen sonuglardan hesaplanan standart sapma 5,01 6,06 6,66 3,42 6,87
(Sr), g/L
Yeniden tiretilebilirlik kosullar altinda elde
edilen sonuglardan hesaplanan nispi standart 34 2,5 2,9 5,5 3,6
sapma (RSDr) (%)
Yeniden tiretilebilirlik sinir1 (R), g/L 14,0 17,0 18,7 9,6 19,2




Numune tiirleri

A Advokat; kor tekrarlar

B Advokat; kor tekrarlar

C Advokat; kor tekrarlar

D Advokat (seyreltilmis); split orani (*)

E Advokat; kor tekrarlar
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