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OZET
Doktora Tezi

GIDA URUNLERINDEKiI RENK MADDELERININ UV-GORUNUR ALAN
SPEKTROSKOPISi, POTANSIYOMETRI VE YUKSEK PERFORMANS
SIVI KROMATOGRAFiISI ILE INCELENMESI VE ELDE EDILEN
VERILERIN COKLU KEMOMETRIK YONTEMLERLE
DEGERLENDIRILMESI

Giizide PEKCAN ERTOKUS

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damisman: Doc¢. Dr. Ahmet Hakan AKTAS

Bu tez ¢alismasinda, kemometrik kalibrasyon yontemlerinden kismi en kii¢iik kareler
yontemi (PLS), temel bilesen regresyonu yontemi (PCR) ve ¢oklu lineer regresyon
yontemi (MLR) karbondioksitli bir igcecek numunesinde bulunan karamel, allura
red, tartrazin ve sunset yellow renk maddelerinin ayni anda miktar tayinlerine hig
bir ayirma islemi kullanmaksizin basariyla  uygulanmistir. Bu yontemler
uygulanmadan 6nce temel bilesen analizi (PCA) hesaplamalara uygulanmigtir. UV-
Goriintir  Alan  Spektroskopisi, Potansiyometri ve Yiksek Performans Sivi
Kromatografisi (HPLC) yontemlerinden elde edilen veriler kemometrik olarak
degerlendirilmistir.

Bu kemometrik yontemler i¢in 0,4-16 pg / mL dogrusal ¢alisma araliginda karamel,
allura red, tartrazin ve sunset yellow igeren farkli konsantrasyonlarda 16 adet yapay
karisim ¢Ozeltisinden ibaret olan bir dizi hazirlanmigtir. UV yonteminde kalibrasyon
setinin 260 - 560 nm araliginda absorpsiyon spektrumu kaydedilmistir. Kalibrasyon
dizisi ve bu dizi ile elde edilen absorpsiyon verileri arasindaki iliskiden
yararlanilarak ii¢ kemometrik kalibrasyon olusturulmustur. PLS, PCR ve MLR
yontemlerinin validasyonu, karamel, allura red, tartrazin ve sunset yellow iceren
sentetik karisimlarin analiziyle gerceklestirimistir. Potansiyometrik yontemde ise
0,6-2,2 mL araliinda PLS kalibrasyon i¢in hazirlanan kalibrasyon dizisinin mL
araliginda AA= 0,05 mL araliklarla mV degerleri okunmustur. Elde edilen
potansiyometrik veriler yine li¢ kemometrik yontemle degerlendirilmistir. HPLC ile
Olctimler bes farkli dalga boyunda DAD dedektor yardimiyla yapilmistir. Kullanilan
istatistik program ile HPLC icin kalibrasyon dizisinin pik alani orani (renk
maddesi/IS) ve konsantrasyon degerlerinin varyans-kovaryans matriksleri
hesaplandi.

PLS, PCR and MLR yo6ntemlerinin araliginda karamel, allura red, tartrazin ve sunset
yellow igeren karigimlarin analizin uygulamasinda, % geri kazanim sonuglari ile karsilik
gelen bagil standart sapma degerleri su sekildedir. PLS yonteminde karamel i¢in %
100,064 ile % 1,93, allura red icin % 98,9042 ile % 2,11, tartrazin igin % 98,8317 ile
%1,92, sunset yellow i¢in % 99,9983 ile % 0,019 (UV), karamel igin % 99,4411 ile %
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1,95, allura red icin % 99,4235 ile % 2,11, tartrazin i¢in % 98,9494 ile %1,38, sunset
yellow igin % 99,3190 ile % 0,85 (potansiyometri), allura red i¢in % 98,9107 ile % 2,17,
tartrazin i¢in % 100,4751 ile %1,12, sunset yellow i¢in % 99,8231 ile % 0,61 (HPLC);
PCR yonteminde karamel igin % 99,6694 ile % 0,70 , allura red igin % 99,1872 ile %
1,32, tartrazin i¢in % 99,4778 ile %1,50, sunset yellow i¢in % 100,0652 ile % 0,092
(UV), karamel i¢in % 100,288 ile % 1,64, allura red igin % 99,4055 ile % 1,47,
tartrazin icin % 100,4751 ile %]I1,11, sunset yellow icin % 99,2810 ile % 1,14
(potansiyometri), allura red icin % 99,2622 ile % 1,12, tartrazin i¢in % 100,021 ile
%1,10, sunset yellow icin % 99,9534 ile % 0,23 (HPLC); MLR yonteminde karamel
icin % 99,3014 ile % 1,05 , allura red i¢in % 98,6523 ile % 1,71, tartrazin i¢in %
100,3765 ile %0,53, sunset yellow i¢in % 99,8151 ile % 1,08 (UV), karamel i¢in %
99,4861 ile % 0,89, allura red icin % 99,0044 ile % 1,67, tartrazin i¢in % 100,5346 ile
% 0,52, sunset yellow i¢in % 100,0682 ile % 1,10 (potansiyometri), allura red i¢in %
99,5149 ile % 1,54, tartrazin i¢in % 100,5517 ile % 0,52, sunset yellow i¢in % 100,0447
ile % 0,70 (HPLC) olarak bulundu.

Sonraki basamakta PCR, PLS ve MLR yontemleri, ticari igecek numunesindeki
karamel, allura red, tartrazin ve sunset yellowun ayni anda miktar tayinlerine
uygulandi. PCR, PLS ve MLR kalibrasyon yontemleriyle hesaplanan deneysel veriler
istatistiksel olarak karsilastirildi ve sonuglar arasinda iyi bir uyum gozlendi.

Anahtar Kelimeler: PLS, PCR, MLR, UV, potansiyometri, kemometri, HPLC
2011, 154 sayfa
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ABSTRACT
Ph.D. Thesis

SIMULTANEOUS DETERMINATION OF COLORANTS IN FOOD
PRODUCTS BY CHEMOMETRIC UV-VISIBLE
SPECTROSCOPY,POTENTIOMETRY AND HIGH PERFORMANCE
LIQUID CHROMATOGRAPHY

Giizide PEKCAN ERTOKUS

Siileyman Demirel University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc.Prof.Dr. Ahmet Hakan AKTAS

In this thesis, three different chemometric calibration methods (principle component
regression (PCR), partial least square (PLS) and multiple linear regression (MLR)
were successfully applied to the simultaneous determination of caramel, allura red,
tartrazine and sunset yellow in food beverage sample without using any separation step.
Before applying these methods, principal component analysis (PCA) was applied in
the calculations. The data of UV-Visible Spectroscopy, Potentiometry, and High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) method applied to the chemometric
calculations.

Chemometric methods for 0.4 to 16 pug / mL, the linear o perating range of caramel,
allura red, tartrazine and sunset yellow solution containing different concentrations
of 16 consisting of a set of artificial mixtures were prepared. UV Method calibration
sets 260 to 560 nm range absorption spectra were recorded. Absorption data obtained
from the calibration set and the relationship between this set was created using the
three Chemometric calibration.PLS, PCR and MLR methods validation, caramel,
allura red, tartrazine and sunset yellow was the analysis of synthetic mixtures.

PLS calibration in the range of 0.6 to 2.2 ml of the potentiometric method for the
calibration set was prepared in the range AL = 0.05 ml mV values are read at
intervals. Potentiometric data obtained were evaluated again in three Chemometric
methods. In terms of high-performance liquid chromatography measurements of five
different wavelengths were measured with DAD detector. Here, the response of the
peak area. Statistical program used in the calibration set, with the peak area ratio
(color agent / IS) and variance-covariance matrix of concentration values were
calculated.

Percent mean recoveries with their corresponding relative standard deviations in the
application of PCR, PLS and MLR methods to the synthetic mixtures containing all
compounds were found to be 100,064 % with 1,93 % for caramel ; 98,9042 % with 2,11
% for allura red ; 98,8317 % with 1,92 % for tartrazine; 99,9983 % with 0,019 % for
sunset yellow (UV-PLS); 99,4411 % with 1,95 % for caramel ; 98,9042 % with 2,11 %
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for allura red ; 98,9494 % with 1,38 % for tartrazine; 99,3190 % with 0,085 % for sunset
yellow (potentiometry-PLS); 98,9107 % with 2,17 % for allura red ; 100,4751 % with
1,12 % for tartrazine; 99,8231 % with 0,61 % for sunset yellow (HPLC-PLS); 99,6694
% with 0,70 % for caramel ; 99,1872 % with 1,32 % for allura red ; 99,4778 % with 1,50
% for tartrazine; 100,4751 % with 1,11 % for sunset yellow (potentiometry -PCR);
100,288 % with 1,64 % for caramel ; 99,4055 % with 1,46 % for allura red ; 100,4751%
with 1,11 % for tartrazine; 99,2810 % with 1,14 % for sunset yellow (potentiometry-
PCR); 99,2622 % with 1,12 % for allura red ; 100,021 % with 1,10 % for tartrazine;
99,9534% with 0,23 % for sunset yellow (HPLC-PCR); 99,3014 % with 1,05 % for
caramel ; 98,6523 % with 1,71 % for allura red ; 100,3765 % with 0,53 % for tartrazine;
99,8151 % with 1,08 % for sunset yellow (UV -MLR); 99,4861 9% with 0,89 % for
caramel ; 99,0044 % with 1,67 % for allura red ; 100,5346 % with 0,52 % for tartrazine;
100,0682 % with 1,10 % for sunset yellow (potentiometry -MLR); 99,5149 % with 1,54
% for allura red ; 100,5517 % with 0,52 % for tartrazine; 100,0447 % with 0,70 % for
sunset yellow (HPLC-MLR) respectively.

In the next step, PCR, PLS and MLR methods, commercial beverage sample
caramel, allura red, tartrazine and sunset yellow quantity determinations were
performed at the same time. PCR, PLS and MLR calculated from experimental data,
calibration methods, a good fit between the observed and the results were compared
statistically.

Key words: PLS, PCR, MLR, UV, potentiometry, Chemometrics, HPLC
2011, 154 pages
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1. GIRIS

1.1. Gida Katki Maddeleri

Gida katki maddeleri genel anlamda “gidalarin Ozelliklerini istenilen bicimde
etkilemek amaciyla kullanilan maddeler” olarak tanimlanmaktadir. Bu o6zellikler
arasinda goriiniim, lezzet, koku, besleyici deger ve depolama omrii sayilabilmektedir.
Uluslararas1 terminolojide ise gida katki maddeleri sdyle tanimlanmaktadir. “Tek
basina gida olarak tliketilmeyen ve gidanin tipik bir bileseni olmayan, besleyici
degeri olsun veya olmasin imalat, isleme, hazirlama, uygulama, paketleme,
ambalajlama, tasima ve depolama asamalarinda gidalara teknolojik amagla katilan
veya bu gidalarin i¢inde ya da yan {iriinlerinde dogrudan veya dolayli olarak bir
bileseni haline gelen veya bunlarin karakteristiklerini degistiren maddelerdir”. Gida
katki maddesinin gorevi lriiniin {liretimi, tasinmasi ve depolanmasi gibi islemler
sirasinda gida maddesinin tat, koku, goriiniis ve yap1 Ozelliklerini korumak,
diizeltmek bunun yani sira iiriiniin kalite ve raf omriinii arttirmaktir. Bu maddeler
liretim siireci igerisinde gidalarin yapisina katilabilecegi gibi bazen gidalarda dogal
olarak da bulunabilirler. Gida katki maddelerinin gida endiistrisinde kullanimi
teknolojik gereksinimlerden kaynaklanmaktadir. Ancak; bunun yaninda; diinya
niifusundaki artiglar, gida sektdriinii besleyen hammadde kaynaklarindaki azalmalar,
insanlarin yasam standartlarin1 yiikseltme egilimleri gibi etmenler teknolojik
buluslar1 yonlendirmistir. 1950°’li yillardan bu yana hizla artan diinya niifusuna
paralel olarak gida maddelerine duyulan gereksinimin c¢ogalmasi, sehirlesme ve
insanlarin yasam bic¢imlerinde olusan degismeler, yiiksek kalitede ve ¢esitlilikteki
gida maddelerine duyulan ihtiyag, seyahat ve nakil imkanlarinin gelismesi, gida
sektoriine yeni ve iistiin teknolojilerin kazandirdigi degisik iiretim teknikleri, buna
gore tlrilinlerin cesitlenmesi, tiiketici begenisinin degismesi, iiriinlerde raf dmriiniin
uzatilmast gibi durumlar, gida endiistrisinde kullanilan tekniklerin yani sira gida
katki maddelerinin kullanimin1 zorunlu hale getirmistir. Bu maddelerin gidalarda
giivenli bir sekilde kullanimi ise tiiketiciler agisindan bu konunun en énemli yoniini
olusturmaktadir. Bu nedenle diinyadaki pek c¢ok uluslararast ve ulusal kuruluslar,
katki maddelerinin gidalarda giivenilir bir sekilde kullanilmalar1 amaciyla

spesifikasyonlar ve smirlamalar getirmislerdir. Ulkemizde de 6 Mart 1988’de



yirlirliige giren “Gida Katki Maddeleri Yonetmeligi” gida katki maddelerinin

kullanilmasina iligkin genel hiikiimleri ve prensipleri kapsamaktadir.

Gida katki maddeleri bazen ait olduklari madde grubuna gore, bazen kullanim
amacina gore, bazen de liretimde kullanildig1 gidaya gore gruplandirilmaktadir. Katki
maddeleri islevlerine gore 25'den fazla gruba ayrilirlar. Eger genel bir sekilde
siniflandirma yapacak olursak;

1) Renk maddeleri

2) Aroma maddeleri

3) Koruyucu maddeler

4) Gidanin yap1 ve goriiniisiinii etkileyen maddeler

5) Biyolojik degeri arttirict maddeler seklinde olur (Aydogdu, 2007).

1.2. Gidalarda Kullanilan Renk Maddeleri

Gidalarda mikrobiyolojik kalitenin disinda kalan kalite kavrami i¢ine iiriiniin rengi,
tat-kokusu, doku ve besleyici 6zellikleri girmektedir. Bu nedenle tiiketici agisindan
fark edilen kalite daha ¢ok duyusal 6zelliklere ve bunun da 6tesinde gidanin rengine
dayanmaktadir. Gidanin tiiketim Oncesi gozlenen bu 06zelligi hammaddenin
yetistirilmesi sirasindaki etmenlerle ve imalat siirecindeki iiretim parametrelerinin
etkisi ile degismeye ugrar. Renkte goriilen bu farkliliklar, tiiketici tercihini genellikle
olumsuz bir bicimde etkilerler. Bu nedenle renk maddeleri, teknolojik islem gérmiis
et, meyve-sebze, firincilik, siitciiliik iiriinlerinde ve sekerleme endiistrisinde kaybolan
rengi geri vermek, kismen kayba ugramis olan ya da hi¢ olmayan rengi yapiya

kazandirmak i¢in kullanilan gida katki maddeleridir (Saldamli,1998).

1.3. Gidalarda Kullanilan Renk Maddelerinin Simiflandirilmasi
Gidalarda kullanilacak renk maddeleri genel olarak kimyasal yapilarina gore ve

toksikolojik 6zelliklerine gore degerlendirilirler ve siniflandirilirlar.

1.3.1. Kimyasal yapilarina gore renk maddeleri
Dogal Organik Boyalar, bunlar bitkisel ve hayvansal organizma ve

mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen renkli maddelerdir. Bunlardan bazilari,



yerlerini gida boyalarma birakmis olsa da, son yonetmelikte karamel, anotto
ekstraktlari, karetenoidler, kurkumin, riboflavin, klorofil gibi dogal boya ¢esitleri

daha ¢ok kullanilir duruma gelmistir.

Anorganik Boyar Maddeler, demir oksit, karbon siyahi gibi maddelerdir. Bunlarin
kullanimlar1 sinirlidir (Toptan, 1999).

Sentetik Boyar Maddeler, brilliant blue, tartrazin, sunset yellow gibi maddelerdir. Bu
tip maddeler dogal maddelere gore daha parlak, daha kararli, daha ucuzdur. Biitiin
yapay renk maddeleri suda c¢oziinen ancak organik c¢oziiciilerde c¢oziinmeyen

Ozelliktedir. Bu nedenle gida endiistrisinde kullanimlar1 kolaydir (Saldamli,1998).

1.3.2. Toksikolojik ozelliklerine gore renk maddeleri
Bu siniflama toksikolojik c¢aligmalarin gelismesi ile olusmustur. Saglikla ilgili
caligmalarin ilki, 1923 yilinda Fiinner tarafindan yapilmistir. Bu calismada asit

boyalarin, bazik boyalar kadar saglhiga zararli olmadigi saptanmistir (Toptan, 1999).

1.4. Renk Maddelerinin Gida Endiistrisinde Kullanim Alanlari

Renk maddeleri gida endiistrisinde ¢ok yaygin olarak ¢ogu kez de bilgisizce
kullanilan katki maddeleridir. Ancak, renk katkilarmin kullanilmasi ile ilgili
uygulamadaki pek c¢ok sorunu, modern iiretim tekniklerinin kullanilmasi ve suyun
ozelliklerinin bazi 6zel islemlerle iyilestirilmesi biiylik Olclide c¢oziimlemistir.
Alkolsliz iceceklerde, firincilikta, sekerlemede endiistrisinde, siit iiriinlerinde

kullanilirlar (Saldamli, 1998).

1.5. Renk Maddelerinin Saghk Uzerine Etkileri

Tartrazin, sunset yellow, allura red azo boyar maddeleri simifindandir. Azo gida
boyalar1 herhangi bir alerjik reaksiyona sebep olmaz. Bir¢ok azo tekstil boyalari ise
alerji ve deride yiiksek duyarliliga neden olur. Fakat bunlar gida boyasi olarak
kullanilmaz. Azo boyalarinin ¢ok az miktar1 dahi, bagisiklik sisteminde farkli
etkilere yol acar fakat dogrudan alerjik reaksiyonlara neden olmaz. Fakat baz1 azo

boyalari, 6zellikle tartrazin, diger maddelere kars1 (6rnegin ilaglarin bir¢ogu) alerjik



reaksiyonlart arttirir. Tartrazin ile benzer 6zellikte boyalar ve diger bazi azo boyalari

insanlarda astim ve bunun gibi hastaliklarin artmasina sebep olur.

Azo gida boyalari, alerjik reaksiyonlara ve astima sebep olan mekanizmasi hala
tamamen anlasilmamistir. Fakat azo gida boyalari, ¢ocuklarda ADHD sendromu

(hiperaktivite) vakalarinin biiyiik bir ylizdesini olusturur.

Uluslar aras1 Kanser Aragtirma Ajansinin yaptig1 arastirmalarda, brilliant blue FCF
nin disodyum tuzu farelerde karsinojenik etki gostermistir. Farelere oral

verilmesinden sonra bobrek tiimori olusmustur.

Beta-karotenin etkilerini belirlemek i¢in yapilan fare denemelerinde beta-karotenin

giivenli oldugu goriilmiistiir.

Dogal boyalardan karamel IV in farelerle tek veya coklu oral doz olarak verildigi
absorpsiyon dagiliminin incelendigi ¢alismada gastro intestinal yolda radyoaktivite

ve lenfa nodiillerinin olustugu bulunmustur (Toptan, 1999).

1.6. Gidalarda Kullamilan Renk Maddelerinin Fiziksel Ozellikleri

1.6.1. Tartrazin
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Sekil.1.1. Tartrazinin kimyasal formiilii

Sentetik azo boyasidir. Sar1 gida renklendiricisi olarak kullanilir ve suda iyi ¢0ziiniir.
Giinliik kabul edilebilir alim miktar1, viicut agirligi izerinden 7,5 mg/kg dir.
E-102 olarak bilinir ve toz igecekler, pudingler, patates cipsleri, corbalar, sekerler vb.

birgok tirtinde kullanilir.



1.6.2. Allura red

a5

Sekil.1.2. Allura red maddesinin kimyasal formiilii

Sentetik azo boyasidir. Kirmizi gida renklendiricisi olarak kullanilir ve suda iyi
¢Oziiniir. Giinliik kabul edilebilir alim miktari, viicut agirligi tizerinden 7,5 mg/kg dir.

E-129 olarak bilinir ve toz i¢ecekler, sekerler vb. bir¢ok tiriinde kullanilir .

1.6.3. Sunset yellow
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Sekil.1.3. Sunset yellow maddesinin kimyasal formiilii

Sentetik azo boyasidir. Sari-turuncu gida renklendiricisi olarak kullanilir ve suda iyi

¢oziiniir. Giinliik kabul edilebilir alim miktari, viicut agirligi tizerinden 2,5 mg/kg dir.

1.6.4. Karamel

HO

Sekil.1.4. Karamel maddesinin kimyasal formiili

Kompleks kahverengi renklendirici karisimi, alkali, amonyak, siilfat veya bunlarin

kombinasyonlar1 varliginda sekerin kuru isitilmasi ve yakilmasi ile olusur.



Kahverenginden siyaha renklendiricilerdir. Suda ¢oziiniir ve spesifiktir, bazen aci

tad1 vardir.

Giinliik kabul edilebilir alim miktar1 E150c ve E150d i¢in viicut agirlig1 {izerinden

200 mg/kgdir.

E150c ve E150dnin kullanilmasiyla yan etkileri belirlenmistir, fazla miktarlarda
yenilmesinden sonra bagirsaklarda problemler meydana gelebilir. Karigimlarinin

kompleks cesitleri yiiziinden toksikoloji testlerinde hala incelenmektedir .

1.7. UV ve Goriiniir Bolge Spektroskopisi

Her madde iizerine diisiiriilen 1sinlardan bazilarin1 absorplayabilir. Maddenin hangi
dalga boylarindaki 1sinlar1 absorplayacagi kendine 6zgiidiir. Bundan yararlanilarak
nitel analiz yapilabilir. Bir maddenin absorplayacagi 1s1n siddeti ise madde miktar1
ile orantilidir. Bundan yararlanilarak da nicel analiz yapilabilir. Bu amagla madde
tizerine c¢ok ¢esitli enerjilere sahip 1silar gonderilebilir. Madde ile etkilesen 1sinin
enerjisi degistiginde madde ile etkilesim mekanizmasi da degisir. Buna bagl olarak
Ol¢tim tekniginin de degismesi gerekir. Bu nedenle elektromanyetik spektrumun
timl i¢in Ol¢lim yapilabilecek tek bir cihazin bulunmast miimkiin degildir.
Elektromanyetik spektrumun farkli bolgeleri i¢in farkli cihazlar kullanilir. Dalga
boyu 110 nm — 1000 nm arasindaki UV ve goriiniir bolge 1sinlan ile ¢alisilabilen
cihazlara UV ve Goriiniir Bélge Spektrofotometreleri denir. Bu bolgedeki 1sinlarin
absorplanmalariin 6l¢iimlerini temel alan analitik yonteme de UV ve Goriiniir Bolge
Spektroskopisi denir. UV ve goriinlir bolge 1smnlari molekiiliin en iist enerji
seviyesindeki bir elektronun daha yiiksek bir enerji diizeyine ge¢is yapmasina sebep
olur. UV ve goriiniir bolge 1sinlari, molekiillerde benzer etki yaptigi igin
birlestirilmislerdir. Hem organik, hem de anorganik molekiiller UV ve goriiniir bolge
1sinlarin1 absorplarlar. Her iki grup molekiilde de 1s1in absorpsiyonu elektron gecisi
ile ger¢eklesmesine ragmen etkilesim mekanizmalart  farklidir.  Organik
molekiillerdeki absorpsiyon molekiil orbital teorisine gore, anorganik molekiillerdeki

absorpsiyon ise kristal alan teorisine gore agiklanir (Sener, 2006).



1.7.1. Absorpsiyonun nicel yorumu
Isig1 geciren bir kap igerisinde bulunan bir madde tizerine I, siddetindeki
monokromatik 151 demeti gonderilecek olursa demetten bir kisim 1smn yansir (Iy)
(1s1n demeti ¢ozeltiye dik olarak geldigi icin ¢ozelti kabinin cidaria dik olarak geri
doner), bir kism1 maddenin tanecikleri (iyon, molekiil) tarafindan absorplanir (I,), bir
kismi1 ¢ozeltide bulunan biiyiik veya biiyiikge molekiiller tarafindan etrafa sacilir (Iy),
bir kismi da c¢ozeltiden gecger (I). Sekil 1.5°de bu olaylar goériilmektedir. Bunlar
arasinda,

L=I+L+I+]1q (1.1)

seklinde bir bagint1 vardir.

=

Sekil 1.5. Bir kapta bulunan bir ¢6zelti iizerine gonderilen 151n demetinde yansima,
sagilma (dagilma) ve absorbansla I, demetinin zayiflamasi ve I demeti olarak
cozeltiyi terk etmesi
Burada amag 151k siddetinin madde tarafindan absorplanan 1sik miktarin1 6lgmektir.
Bu nedenle sacilma ve yansimada olusan kayiplarin engellenmesi gerekir. Bu amagla
I, siddetindeki 151n demeti birka¢ kez ¢oziiciiden birkag kez de incelenecek maddeyi
iceren ¢Ozeltiden gegirilir. Saf ¢oziiciiden gegen 151k siddeti I, olarak alinir. Maddeyi
iceren ¢ozeltide yansima, sagilma ve absorplama, saf ¢oziiciide ise sadece yansima ve

sacilma gerceklesir (Sener, 2006).

1.7.2. UV ve goriiniir bolge absorpsiyon spektrofotometreleri
Maddenin 15181 absorplamasini incelemek icin kullanilan diizenege absorpsiyon
spektrometresi veya absorpsiyon spektrofotometresi ad1 verilir. Bir spektrofotometre

diizenegi sekil 1.6.’de goriildiigli gibi baslica; 151k kaynagi, dalga boyu segicisi ve



dedektorden olusur. Dedektorde elektrik sinyaline ¢evrilen optik sinyal bir kaydedici

veya bir galvanometre ile 6l¢iiliir.

(SIK ~| DALGABOYU ORNEK DEDEKTOR @
KAYNAG! SECICI KABI

Sekil 1.6. Bir spektrofotometrenin temel bilesenleri

Bu ana bilesenlere ek olarak spektrofotometrelerde 15181 toplamak, odaklamak,
yansitmak, iki demete bolmek ve Ornek {lizerine belli bir siddette gondermek
amaciyla mercekler, aynalar, 151k boliiciileri ve giris ve ¢ikis araliklar1 vardir. Ornek

ise, kullanilan dalga boyu bolgesinde 15181 gecgiren maddeden yapilmis Ornek

kaplarina konularak 151k yoluna yerlestirilir.

Sekil 1.7. UV-Goriiniir Alan cihazi

1.7.3. UV ve goriiniir bolge molekiiler absorpsiyon spektroskopisinin
uygulamalar

Bu yontemin baslica uygulama alanlar1 sunlardir.

1.7.3.1. Nitel analiz: Analizi yapilacak olan bilinmeyen madde saflastirildiktan sonra
uygun bir ¢oziiciide ¢oziilerek spektrumu alinir. Bu spektrum bilinen bilesiklerin ayni

kosullarda ¢ekilmis spektrumlart ile karsilastirilir. Bilinmeyen madde spektrumu



kendisininkine tam olarak uygun maddedir. Bu yontem nitel analiz i¢in ¢ok uygun
bir yontem degildir. Ciinkii molekiillerin absorpsiyon bantlari olduk¢a genistir ve
bazi kromoforlarin absorpsiyon bantlar1 birbiri ile Ortiisebilir. Ayrica molekiillerin
UV ve goriiniir bolge absorpsiyon spektrumlarinda ¢ok az sayida bant bulunur. Bu az
sayida bandin birbiri ile karsilastirilarak karar verilmesi bazen hatali sonuglara yol

acabilir.

1.7.3.2. Nicel analiz: Isinin absorplamasina dayanan analiz yontemleri nicel analiz
icin oldukga yararh ve giiclii yontemlerdir. Bu yontemlerin klasik yontemlere gore
onemli avantajlar1 vardir. Bunlar:

a) Analiz siiresi kisadir. Sonug ¢abuk alinir.

b) Dogruluk derecesi yiiksektir. Cogunlukla analizlerdeki hata binde bir veya iki
civarmdadir.

¢) Oldukea duyarl bir yontemdir. 10® M a kadar seyreltik ¢ozeltilerin bile analizleri
yapilabilir.

d) Her maddenin kendine 6zgii bir absorpsiyon spektrumu oldugu i¢in segiciligi
yiiksektir. Cogunlukla bir karisimdaki maddeler bir 6n ayirma islemine gerek
kalmaksizin analizleri yapilabilir.

e) Hem organik hem de anorganik pek ¢ok molekiil UV ve goriiniir bolge 1sinlar

absorpladigindan uygulama alan1 genistir (Sener, 2006).
1.8. Kromatografik Yontemler ve HPLC yontemi

1.8.1. Kromatografi nedir?

Kromatografi, bir karistimda bulunan bilesenlerin  birbirinden ayrilmasini
gerceklestiren ve bu sayede kalitatif ve kantitatif analizlerinin yapildig1 yontemlerin
genel adidir . Bu yontemlerde ¢alisma diizenegi temel olarak iki bilesenden olusur.
Bu bilesenlere sabit faz (stationary phase) ve hareketli faz ya da mobil faz (mobile
phase) adi verilir. Mobil fazin igerisinde yer alan bilesenler, sabit faza ait dolgu
maddesiyle etkilesmeleri sebebiyle, bir miktar tutulurlar. Bu tutulma, 6rnekteki farkli
bilesenler i¢in farkli miktarlarda olur. Boylece bilesenler sabit fazin sonlarina dogru,
farkli hizlarda ilerledikleri icin, birbirinden ayrilmis vaziyette sabit fazi farkli

zamanlarda terk ederler. Bu sekilde sabit fazdan ¢ikan bilesenlerin derigimleri uygun



bir bigimde Olgiiliir ve zamana veya mobil fazin kullanilan hacmine karsi y-

ekseninde igaretlenerek “kromatogram” denilen grafikler elde edilir (Yildiz, 1993).
1.8.2. Kromatografinin temel prensipleri ve tanimlari

Mobil faz: Ornek bilesenlerini, sabit faz (kolon) boyunca tasiyan, gesitli fiziksel ve
kimyasal Ozelliklere sahip cozelti veya ¢oziicii karisimlaridir. Kullanilacak mobil
fazin se¢iminde, analizi yapilacak Ornek madde bilesenlerinin 6zellikleri,
kullanilacak sabit faz ve dedektoriin ozellikleri vb. birgok parametreye dikkat

edilmelidir .

Sabit faz: Mobil faz icerisinde gelen 6rnege ait bilesenlerin etkilesime girdikleri ve
belirli Olclide alikonulduklar1 fazdir. Kromatografi tekniginin c¢esidine gore
tasarlanmis ve cok degisik materyallerden c¢ok farkli Olciilerde imal edilmis ve
“kolon” olarak adlandirilmis sabit fazlar mevcuttur. Ozellikle gaz ve sivi
kromatografileri icin ticari boyutta oldukca fazla marka ve boyutta kolon iiretimi
yapilmaktadir. Sivi kromatografisinin bir ¢esidi olan yiiksek performans sivi
kromatografisi (HPLC) uygulamalarinda kullanilan kolonlar daha ¢ok 30-300 mm
uzunlugunda yaklasik 5 um i¢ capinda metalik boru seklinde olup i¢ yiizeyleri ¢ok
degisik ozelliklerde kaplama materyalleri ile kaplanarak, analizi yapilacak madde

gruplari i¢cin modifiye edilebilmektedir.

Alikonma: Mobil faz igerisinde gelen, analizi yapilacak maddeye ait bilesenlerin
sabit faz ile etkilesime girerek belirli oranda tutulmasi daha dogrusu yavaslatilmasi
ve boylece daha gec¢ olarak sabit fazi terk etmesi olayidir. Bu 0Ozellikten yola
cikilarak, belirli sabit analitik kosullar altinda, her kimyasal madde i¢in parmak izi
niteligi tasiyan alikonma zamani (retention time-tg) tanimi tiiretilmistir. Bu kavram
belirli sabit deneysel kosullarda analizi yapilan maddenin sabit fazi1 terk etmesi igin

gecen siireyi gostermektedir.
to = kolona ait 6lii zaman (column dead time)

tg = alikonma zamani (retention time)
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t'r = net alikonma zaman1 (net retention time)
tr=1+ th

Dedektor: Kolonda ayirimi yapilan analizlenecek maddeye ait bilesenlerin alikonma
zamanlarina gore sirayla igerisinden gegerken miktar tayinlerinin yapildigit HPLC
donanimmidir. Kullanilacak dedektoriin tiirii analizlenecek maddenin fiziksel ve

kimyasal 6zelliklerine gore se¢ilmelidir.

Kromatogram: Kromatografik analiz sonucunda elde edilen grafiktir. Y-ekseni,
kullanilan dedektoriin 6l¢tiigli fiziksel ©zelligi (absorbans, fluoresans, iletkenlik,
akim, kirilma indisi vb.), X-ekseni ise zamani1 gostermektedir (alikonma zamani igin
kolaylik olmas1 bakimindan genellikle dakika cinsinden). Zamana kars1 Y -ekseninde
Olcililen fiziksel Ozelligin artip tekrar azalmasi seklinde olusan pik seklindeki
egrilerin her biri analizlenen maddeye ait bir bileseni gostermektedir. Bu piklere ait
degerler (pik alani, yiiksekligi, vb.) kullanilarak kalitatif ve kantitatif analizler
yapmak olasidir (Yildiz, 1993).

1.9. Potansiyometrik Analiz Metotlar

Bir ¢ozeltinin elektrokimyasal bir hiicre haline getirilerek 6nemli miktarda akim
almadan potansiyelinin 6l¢iilmesi, Olglilen potansiyelden yararlanilarak da igindeki
maddenin derisiminin tayin edilmesi prensibi {izerine kurulmus olan metotlar
topluluguna potansiyometri veya potansiyometrik analiz metotlart denir.
Potansiyometri bu asrin basindan beri titrimetrik analizlerde kullanilmaktadir. Metot
her tip c¢ozeltiye (renkli, renksiz, denge veren veya tamamen iyonlasabilen
maddelerin ¢ozeltilerine) uygulanabilir. Bu metodun en biiyiik dezavantaji, diger
indikatorlii metotlara gore daha ¢ok zaman almasidir. Potansiyometrik yontemler igin
gerekli diizenekler basit ve ucuzdur, bir referans elektrot, bir ¢alisma elektrodu ve
potansiyel Ol¢iim cihazim1i gerektirmektedir. Sekil 1.8. ’de pH dlgiimlerinde
kullanilan elektrot sisteminin sematik gosterimi verilmektedir. Bir elektrotun
potansiyeli i¢ine daldirildig1 ¢ozeltide bulunan, iyon veya iyonlarin aktivitelerine
baghdir. Referans elektrot potansiyeli, i¢cine daldirildig: ¢ozeltiden etkilenmez.

Potansiyeli sabit kaldigi1 siirece degismez. Sicaklik yiikselirse potansiyelde
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diisme olmaktadir. indikator elektrot ise, daldirildigr ¢dzeltide bulunan elektro
aktif iyonun derisimine bagli olarak farkli potansiyel gostermektedir. Bu
Ozellik Nernst denklemi ile gosterilebilir. Denklemde a; elektroaktif iyonun

indirgenmis halini, ay ise yiikseltgenmis halini géstermektedir.

0059 102 (1.2)

a,

E=E°-

Bu iyon veya iyonlar elektrot elementinin tuzlarindan gelebilecegi gibi, elektrot
elementiyle ilgisi olmayan bagka bir elementin tuzlarindan da gelebilir.

Potansiyometri bu temel {izerine kurulmustur.

pH metreye
hadlanti

Doymug Kalomel
Elektrot (DKE}

pH"s1 hilinmeyen
cozelti

Agtel

AgClile doyurulmug ~ Membran

Carmn membran *-’"r- 0,1 M HCI

Manmyetik kansgtirici

Sekil 1.8. pH 6lgtimlerinde kullanilan hiicre (elektrot sistemi)

1.9.1. Potansiyometride kullanilan cam elektrot

Cam elektrot, hidrojen iyonu tayini i¢in bilinen en iyi indikator elektrottur ve genel
olarak giimiis/giimiis kloriir referans elektroduyla birlikte kullanilir. Iyon segici
elektrotlarin en ¢ok bilineni cam elektrottur. Cam elektrotta membran olarak ince bir
cam zar kullanilir (Sekil 1.9.). Bu cam zar, yapisindaki oksitlerin tiiriine ve bagil

miktarina gore cesitli iyonlara kars1 se¢imlilik gosterir. Ornegin, bilesiminde % 21
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Nay0, % 6 CaO ve %72 SiO, bulunan camdan yapilmig cam elektrot, ¢ozeltideki H
iyonlarina kars1 secimlilik gdsterir. H' iyonlarma kars1 segimlilik gdsteren cam
elektrot, H iyonlar1 derigsiminin 1 - 10" M oldugu derisim arahgimda Nernst
esitligine uyar; Olciilen elektrot gerilim degeri ile pH arasinda dogrusal bir iligki
vardir. Olgiim yapilmadan &nce, dlgiilecek pH degerinden bir pH birimi daha biiyiik
ve bir pH birimi daha kiiciik pH degerlerindeki tampon ¢ozeltilerle kalibre edilmesi

gereken bu elektrot, cok asidik ve ¢ok bazik ¢ozeltiler icin kullanilmaz.

Elektrot, ortamda bulunan yiikseltgenlerden, indirgenlerden ve gazlardan etkilenmez.
Ayrica bu elektrot giimiis/giimiis kloriir elektroduyla degil de kalomel referans
elektroduyla birlikte kullanilirsa, ortamda bulunan proteinler bile etkili olamaz.
Bunlardan bagka cam elektrotlarla, viskoz ve hatta yar1 akici numunelerin bile pH’s1

tayin edilebilir.

Cam elektrotlar ¢ok 0zel amaclar icin de kullanilabilmektedir. Son zamanlarda
gelistirilen mikro cam elektrotlarla hem damla mertebesindeki bir ¢ozeltinin pH’sini,
hem de hastaya yutturularak mide pH’sin1 6l¢gmek miimkiin olmustur. Cam elektrot
mideye indigi zaman kalomel elektrot agizda tutulur. Cam elektrotla yapilan pH
Olciimleri sirasinda bir takim hatalar olusabilir. Cok asidik ¢ozeltide asit hatasi; ¢ok
bazik ¢ozeltilerde ise alkali hatas1 s6z konusudur. Modern cam elektrotlar pH 11°in
iistiinde, alkalilere hassastir. 0,5 pH’nin altinda daha yiiksek pH degerleri 6l¢iiliir.
Elektrodun su kaybetmesi hatali lgmeler yapilmasina neden olur. Iyonik siddeti
diisiik olan nehir ve gol sularinda pH o6l¢iimlerinde 2 pH biiytikliigline varan hatalar
yapilabilir. Bunun nedeni, bdyle numunelerde tekrarlanamayan temas yiizeyi
potansiyelidir. Kalibrasyon amaciyla hazirlanan tampon standart c¢ozeltilerin

hazirlanmasinda da bir takim hatalar olusabilir.
Derisimleri farkli iki asit ¢ozeltisi 6zel olarak yapilmis ince bir cam levhayla
ayrilirsa, cam levhanin iki ylizii arasinda bir potansiyel farki meydana gelir. Bu

potansiyel farki

E =K + 0,059 log a;/a, (1.3)
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kadardir. Esitlikteki a; ve a, c¢ozeltilerin hidrojen iyonu aktiflikleri, K da bir
sabittir. Bu esitlikten yararlanilarak potansiyometrik olarak pH tayinleri
yapilir. Bu amagcla ¢o6zeltilerden birinin aktifligi 6rnegin, a, sabit tutulur. Buna

gore,

E = k+ 0,059 log a; (1.4)

E= k- 0059 pH (1.5)

elde edilir. Bir elektrot i¢in k sabiti, aktivitesi belli bir ¢ozelti alinip potansiyelinin

Ol¢iilmesinden hesaplanir.

Glimiis / giimiis kloriir elektrodu ortamdaki hidrojen iyonu aktivitesine bagh
olarak bir potansiyel gosterir. Bunun da nedeni cam elektrodun iki yanindaki
farkli hidrojen aktivitesidir. Cam elektrot yardimiyla giimiis elektroda gecen
bu potansiyel kalomel bir elektroda kars1 olgiiliir. Bir ¢ok cam elektrot 1-10

pH araliginda kullanilir.

Oilgiim

I¢ referans (Ag/AgCl)
// Numune referans(Ag/AgCD)

AgClL KCI Tuz kdpriisi

e o/

fre] et

4 2— 0.1 M HCI1. AgCl

5

pH-duvarh membran

Sekil 1.9. Kombine cam pH elektrodu
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1.9.2. Potansiyometrik titrasyon

Cesitli elektrotlar kullanilarak, farkli tepkimeler potansiyometrik Ol¢limler ile
izlenebilir. Potansiyometrik titrasyon adini alan bu nicel analiz yonteminde her titrant
eklenmesinden sonra Olgiilen gerilim degeri, eklenen titrant hacmine kars1 grafige
gecirilerek  potansiyometrik  titrasyon egrisi olusturulur. S seklinde olan
potansiyometrik titrasyon egrisinde, doniim noktast egrinin egiminin en biiyiik
oldugu noktadir. Donlim noktasinin hatasiz bir bigimde elde edilebilmesi igin,
esdegerlik noktasi civarindaki titrant eklenmesi ¢ok ozenli olarak yapilmalidir.
Potansiyometrik titrasyon ile dogru ve kesin sonuclar elde edilir ve siirekli olarak
gerilim degismesi Ol¢iildiiglinden sivi temas geriliminin ve aktiflik katsayisinin
Ol¢timlere etkisinin dikkate alinmasi gerekmez. Asit-baz tepkimelerinde kullanilan
iyon segici elektrot, cam elektrottur. Bu titrasyonlarda esdegerlik noktasinda pH
degerinde birdenbire bliyiik bir degisme olur. Asidin veya bazin kuvveti azaldikga,
yani pK, veya pKy degerleri arttik¢a, doniim noktasinda gozlenen pH degismesinin
biiyiikliigii ve keskinligi azalir. Ayn1 durum, kullanilan titrant derisiminin azaldig
zaman ve zayif bir asidin kuvvetli bir baz yerine zayif bir bazla titre edildiginde de

gozlenir (Sardohan,2006).

1.10. Kemometri

Kemometri kelime olarak, 1970’li yillarda istatistik ve matematiksel yontemler ile
birlikte bilgisayar ve yazilimlarin kullanildigi kimyadaki uygulamalar i¢in sozi
edilmeye baslanmistir. Kemometri kavrami, 1972 yilinda Isvegli Svante Wold ve
Amerikali Bruce R. Kowalski tarafindan ileri siiriilmiistir ve 1974 yilinda
Uluslararasi1 Kemometri Dernegi tarafindan bu disiplinin ilk resmi ag¢iklamasi
yapilmistir.  Izleyen yillarda, diinyada, ulusal ve uluslararas1 kemometri

konferanslarinin da organize edildigi gozlenmektedir.

Tanimlayic1 ve agiklayict istatistik, sinyal isleme (signal processing), deneysel
tasarim (experimental design), modelleme (modeling), kalibrasyon (calibration),
optimizasyon (optimization), yapt tamima (pattern recognition), siniflandirma

(classification), yapay akil yontemleri (artificial intelligience methods), resim isleme
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(image processing), bilgi ve sistem kurami (information and system theory) gibi

kavram ve uygulamalar kemometrinin konularini olusturmaktadir.

Kemometri disiplininde temel olarak iizerinde vurgu yapilan istatistik- matematik
yontemlerdir. Rastgele (diizensiz) veriler, sirasiyla istatistigin tanimlayict ve
aciklayict yontemleriyle karakterize ve test edilirler. Analitik verilerin islenmesinde,

istatistik ve uygulamali matematik kemometrinin temel araglaridir.

Sinyallerin islenmesi, diizlestirme (smoothing), filtreleme (filtering), tiirev ve
integrasyon i¢in kullanilan algoritmalar vasitasiyla gerceklestirilir. Fourier ve

dalgacik doniisiimii gibi yontemler sinyal islemek i¢in kullanilan yontemlerdir.

Kemometrik yontemlerin en biiyiik kullanicist analitik kimyacilar olmakla birlikte,
laboratuar ve analiz calismasi yapan komsu branslarda da kullanildigi yayinlanan
egitici notlardan ve bilimsel makalelerden gozlenmektedir. Kemometrinin farkh

disiplinler ile iligkileri Sekil 1. 10. de sunulmaktadir.

Matematik
Istatistik Organik
‘

\ Biyoloji ve

Tip Uygulama
Vpéohg;:;;ﬁgz Analitik Kimy Alenlan

Sanayi

“ ’

Miihendislik Fizikokimya

Sekil 1.10. Kemometrinin iligkili oldugu disiplinler

Sekil 1.10. da goriildiigii kemometrik calismalarda, analitik kimyacilarin ve diger
ilgili disiplinlerin ihtiyaclar1 dlciisiinde uygulamali matematik ve istatistik bilgisine
sahip olmalar1 gerektigi agiktir. Burada programlama ve hesaplama c¢ok onemlidir.

Kemometrik uygulamalarin ¢ogu kompleks hesaplamalar igermektedir. Bu
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hesaplamalari elle veya basit hesap makineleriyle ger¢eklestirmek miimkiin olmadig:
icin bilgisayar programlarina ihtiya¢ vardir. Kemometrik hesaplamalarda genellikle
EXCEL, MATLAB, PANORAMA, MINITAB, XLSTAT,SOLO ve diger paket

programlar kullanilmaktadir.

Kemometri; analitik kimya, adli tip, biyoloji, gida kimyasi, ¢evre kimyasi, arkeoloji
gibi alanlarda kullanilmaktadir. Fizikokimyacilar ve madde bilimcilerin sinyal isleme
ve c¢ok degiskenli verilerin analizinde kemometrik yontemleri uyguladiklari
goriilmektedir. Organik kimyacilar ve farmasotik kimyacilar, reaksiyon kosullarinin
optimizasyonunda deneysel tasarim ve ilag tasariminda yapt etki iligkisi

calismalarinda kemometrinin araclarini kullanmaktadirlar.

ki veya daha fazla aktif bilesigi iceren karisgimlarda bu aktif bilesiklerin higbir
ayirma islemi kullanmaksizin analizi analitik kimyanin ve diger komsu branslarin
temel problemlerinden birisidir. Karisim halindeki numunelerin analizi i¢in ¢esitli
kromatografik ve spektrofotometrik yoOntemlerin yaygin olarak kullanildig
caligmalarda da goriilmektedir. Bazi durumlarda bahsedilen bu ydntemlerin 1iyi
sonuclar vermedigi de bir gercektir. Sayilan bu nedenlerden dolay1r daha diisiik
miktarlarda numunelerin analizi i¢in gelismis analitik cihazlar gelistirilmesine
ragmen klasik analitik cihazlardan elde edilen verilerin cesitli matematiksel
algoritmalara tabi tutularak yontemlerin hassasiyeti ve sonuglarin dogrulugu
artirllmaya calisilmaktadir. Ornegin yiiksek basingli sivi kromatografi (HPLC)
yontemi, cihazin pahali olmasi ve kromatografik sartlarin optimizasyonun uzun
zaman almasi gibi dezavantajlara sahiptir. Diger taraftan tiirev spektrofotometrisi
gibi klasik grafik islemlere dayanan yontemler ikili karisimlarin analizi i¢in
kullanilabilmelerine ragmen ikiden daha fazla aktif bilesigi i¢eren numunelerin

analizinde yetersiz kalmaktadir (Ding, 2007).
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1.10.1. Cok degiskenli kalibrasyon algoritmalari

1.10.1.1. Temel bilesen analizi yontemi (Principal component analysis (PCA)
method)

Cok bilesenli verilerle ilgili en 6nemli sorunlardan biri, orijinal verilerin tamaminin
desen ve iligkilerinin goriilmesini engellemesidir. Cok degiskenli analiz
yontemlerinin bir¢ogunun temel hedefi verilerin boyutunu kiicliltmektir. Temel
bilesen analizi daha ¢ok bilesenler arasinda korelasyonun olmadigi durumlarda

verilerin miktarini azaltmak i¢in kullanilan bir tekniktir.

Temel bilesen analizinin dayandigi ana fikir, her bir numuneyi tanimlayan orijinal
degiskenlerin, X;, X,..., X, dogrusal kombinasyonu olan PCI1,PC2,...,PCn

seklindeki temel bilesenleri bulmaktir.

PCl=a;; X;+tapXo+.......... +a; . X, (1.6)
PC2=a;X;+tapXy+.......... +an X,
vb.

Esas bilesenler genellikle ortak varyans (kovaryans) matrisinden elde edilir. Ortak
varyans, iki degiskenin birlesik varyansinin bir Olgiisiidiir. Matematiksel anlamda
temel bilesenler (PC), ortak varyans matrisinin eigenvektor ( 6zvektor) leridir ve bu
vektorlerin bulunmasinda kullanilan teknige eigen analizi adi verilir. Her bir esas
bilesene (yani, eigen vektoriine) karsilik gelen eigen degeri, o esas bilesenle
tanimlanan veri takiminin varyansinin miktarini gosterir. Esas bilesenler birbirine dik

ac1 olusturur. Bu 6zellik diksellik olarak adlandirilir (Uyanik, 2008).

x2
PC1
-
PR
*. o
~
-

pC2 P
a, -
T . "

'\-\_.-:::'

X1

Sekil 1.11. X1 ve X2 olan iki degisken i¢in PC1 ve PC2 olan iki esas
bilesenigdsteren diyagram (Uyanik, 2008)
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1.10.1.2. Temel bilesen regresyon yontemi (Principal component regression
(PCR) method)

Kemometrik kalibrasyon yontemlerden birisi olan temel bilesen regresyon yontemi,
derisim seti i¢in Olgiilen absorbans verilerinin dekomposizyonu ile birbirine dik
(ortogonal) dogrular elde edilmesi esasina dayanir. Bu elde edilen dogrular kurulacak

kalibrasyonun koordinat sistemidir.

Burada agiklanan PCR algoritmasi Martens ve Naes (1984) tarafindan verilen
semaya gore acgiklanmaktadir. PCR kalibrasyonu kurulmasindaki basamaklar

asagidaki bigimdedir:

Analiz edilecek maddenin derisim ve absorbans verilerinin varyans-kovaryansi
bulunur. Varyans-kovaryans sa¢ilma matriksinin 6z vektorleri ve 6z degerleri
hesaplanir. Se¢ilen 6z degere (eigenvalue) karsilik gelen 6z vektor (eigen vector)

kalibrasyonun lineer bilesenidir.

PCR algoritmasinda genel lineer regresyon denklemi asagidaki bi¢imde yazilabilir:

C=a+b.A (1.7)

Burada C analiz edilecek maddenin derisimidir, a sabit say1, b ise temel bilesenlerin
ve C- loading matriksinin (q) ¢arpimindan elde edilir:

b=P.q (1.8)

Burada P 6z vektorlerin matriksidir. Oz vektérler kolon matriksi en uygun 6z degere
(faktore) ya da 6z degerlere (faktorlere) karsilik gelmektedir. Burada q vektorii C-
loading olarak adlandirilir ve T (say1 matriksi) lizerinden C’ nin regresyonu ile tayin
edilir.

q=D.T" . Yo (1.9)
Burada D diagonal matriks olup her bir 6z degerin tersine esittir. t; say1 matriksi

asagidaki esitlikten elde edilebilir:
t1=A0.P1 (110)
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Ortalanmis absorbans ve derisim, A, ve C, ile gosterilebilir. Burada a sabiti genel
lineer regresyon denklemi kullanilarak asagidaki esitlikten hesaplanabilir:

a=Co-A'y.b (1.11)

Her bir asamada elde edilen degerler denklemde yerine konarak numunede

bilinmeyen derisimi hesaplanabilir.

a) Yontemin avantajlari; 7) dalga boyu se¢imi gerektirmez, genellikle biitiin spektral
alan ya da bu spektral alanin genis bir bolgesi kullanilabilir, i7) ¢oklu bilesen analiz
icin kullanilabilir, iii) PCR veri islemleri i¢in ve kalibrasyondaki katsayilarinin
hesaplanmasinda ILS regresyon isleminin kullanilmasina olanak tanir. iv) analiz
edilecek bilesenlerin bilinmesi sartiyla ok kompleks karisimlar i¢in kullanilabilir, v)
bazen orijinal kalibrasyon karisimlarinda bulunan fakat numunede bulunmayan
bilesenli numunelerin miktar tayininde kullanilabilir, vi) kalibrasyon i¢in dlgiilen
absorbanslarin dekomposizyon isleminden sonra uygun 6z vektorlere karsilik secilen
0z degerlerin deneysel ortamdan ve Ol¢iim aletlerinden gelen giiriiltiiniin

eliminasyonuna olanak tanir.

b) Yontemin dezavantajlari; i) hesaplamalar klasik yontemlere gore daha yavastir, i)
yontemin optimizasyonu temel kalibrasyon komponentlerinin bazilarinin bilinmesini
gerektirir (anlasilmasi ve yorumlanmasi ¢ok kompleks modeller igin), iii)
kalibrasyon i¢in temel alinan vektorler analiz edilecek bilesenlere karsilik
gelmeyebilir, iv) genellikle ¢cok sayida kalibrasyon numunesinin kullanilmasi dogru
bir kalibrasyon i¢in gereklidir, v) kalibrasyon numunelerinin hazirlanmasi
bilesenlerin derisimleri ile dogrusalliktan uzaklasmalari nedeniyle zordur (Ding,

2007).

1.10.1.3. Kismi en Kkiiciik kareler yontemi (Partial least squares regression
method)
Kemometrik kalibrasyonlardan en yaygin ve popiiler olan1 PLS yontemidir. PLS

yonteminde kalibrasyonun kurulmasi i¢in kullanilan PLS algoritmalarina gore,
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ortogonalize edilmis PLS algoritmas: (orthogonalized PLS algorithm) ve
ortogonalize olmayan PLS algoritmasi (non-ortogonalized PLS algorithm) gibi
sekilleri vardir. Ortogonalize PLS ve ortogonalize olmayan PLS kalibrasyonunun
PLS; ve PLS; seklinde iki tipi s6z konusudur. PLS; de bir bilesik model igerisinde
iken; PLS, de biitiin bilesikler modele dahil edilmektedir.

Wold ve Martens tarafindan verilen PLS algoritmasi en genel olanlaridir. PLS
kalibrasyonu, say1 vektorleri vasitasiyla X- ve Y- bloklar1 arasindaki iliskiye dayanir.
PLS algoritmasina gore sifir etrafinda merkezilestirilmis X- degiskeninin matrisi ve

sifir etrafinda merkezilestirilmis Y- degiskeninin parcalanmasi asagidaki bigcimde

verilir.
J | -
I A J >
E
Il X ZIIT.AL p Hl
N A N N
—> —> — —*
F
Il v ) Il Al o . Il
Sekil 1.12
PLS2 kalibrasyonu
X=TP +E (1.12)
Y=U.Q"™+F
Y=XB+F

B=w @P.w)'.Q"

Burada X= bagimli degisken absorbans verileri), Y= bagimsiz degisken (6rnegin
derisim), T= X i¢in say1 matrisi, U=Y i¢in say1 matrisi , P= X i¢in yiik matrisi, Q=Y
icin yiik matrisi, E= X-kalintt matrisi , F= Y-kalint1 matrisi , W= max (kovaryans

(E.F))
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PCR algoritmasinda oldugu gibi bu katsayilar (B) linear regresyon denkleminde
yerine konursa analiz edilecek numunenin absorbans degerleri bu esitlikte yerine

yazilarak hesaplanabilir.

a) Yontemin avantajlart ; i) PLS kalibrasyon igslemi CLS ve ILS hesap tekniklerini
kapsamaktadir, ii) tek asamali bir dekompozisyon ve regresyon islemi gerektirir,
kalibrasyonda kullanilan 6z vektorler analiz edilen bilesenler ile en genis ortak
spektral degisimin oldugu bolgede dogrudan iligkilidir, iii)kalibrasyonlar genellikle
kalibrasyon setinin bilinmeyen numunelerden beklenen degisik derisimlerini
yansitmas1 daha fazla gilivenirlik saglayacaktir, iv)yalnizca analiz edilecek
bilesenlerin bilinmesi sartiyla kompleks karisimlar i¢in kullanilabilir, v)bazi
durumlarda orijinal kalibrasyon karisimlarinda bulunan fakat numunede olmayan
bilesenli numunelerin miktar tayininde kullanilabilir, vi) bu tekniklerin hepsi spektral
kantitatif analiz i¢in uygulanirken literatiirdeki sebepler genellikle PLS’ nin tahmin
giicliniin yiiksek oldugunu gostermektedir. Birgok durumda PLS metodlar1 PCR’ den

daha 1yi sonuglar verir.

b) Yontemin dezavantajlart; /) PLS hesaplamalar klasik metodlardan daha yavastir,
ii)PLS modellerin anlasilmast ve yorumlanmasi zor olup son derece soyuttur, iii)
genellikle ¢cok sayida numune icin dogru bir kalibrasyon gereklidir, iv) kalibrasyon
numunelerinin hazirlanmasi bilesenlerin derisimleri ile dogrusalliktan uzaklasmalari

nedeniyle zordur (Ding, 2007).

1.10.1.4. Cok degiskenli dogrusal regresyon (MLR)
Coklu dogrusal regresyon, regresyon esitliginin C; = by, + by A; + by Ay + bsjA;
+ol. +b,id, seklinde bulunmasini igerirr MLR yapmak i¢in kalibrasyon

orneklerinin sayisinin tahmin edici sayisindan daha fazla olmasi gerekmektedir.

Tek degiskenli regresyonda oldugu gibi, atiklarin (kalintilarin) analizi modelin
degerlendirilmesi agisindan oOnemlidir. Kalintilar rastgele ve normal olarak
dagilmalidirlar. Tahmini degerler oOlgiilen degerlere karsi grafige gecirilir ve

incelenir. Noktalar siipheli bir deger olmaksizin yaklasik bir dogru olustururlar.
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Tahmin performansinin gecerliligi bir c¢apraz gecerlilik (birini disarida birak)
yontemi kullanilarak gosterilebilir. Burada tahminsel kalintisal hata, PRESS,
(karelerin tahmin (tayin) hatalarinin toplami) hesaplanir. Bu degerin sifira yakin

olmasi kullanilan modelin tahmin giiciiniin 1yi oldugunu gosterir (Uyanik, 2008).

1.10.2 Kalibrasyon (derisim) setinin tasarimi

Kemometrik kalibrasyonlar i¢in kalibrasyon seti ya rasgele (randomly) yada analizi
yapilacak numunede yer alan maddelerin derisimlerini icerecek sekilde kalibrasyon
(derigim) setinin tasarimi yapilir. Simetrik kalibrasyon setinin planlanmasinda analiz
edilecek maddelerin derisimleri, kalibrasyon setinin i¢inde ana kiimenin
permiitasyonlar1 seklinde alt kiimeler olusturmalidir. Kemometrik caligmalarda
rasgele kalibrasyon setinin hazirlanmasindan ziyade, analiz edilecek maddelerin
derisimlerine gore simetrik ve hatalarin minimize edilmesi acisindan tercih edilecek
bir durumdur. Calismalarda derisim seti hazirlanmasinda, ¢esitli tasarim sekilleri
verilmekle birlikte rastgele hazirlanan derisim setleri de kullanilmaktadir (Ding,

2007).

1.10.3. Capraz validasyon islemi (Cross-validation procedure)

Kemometrik kalibrasyonlarin validasyonu igin kalibrasyonu ve tayin basamaklarinda
kalibrasyonun standart hatas1 (Standard error of calibration— SEC) ve tayinin
(tahminin) standart hatas1 (Standard error of prediction— SEP) gibi parametreler
kullanilmaktadir. SEC ve SEP degerlerini minimum yapan kalibrasyon kosullar1 ve
F-istatistigi ~ kullanilir.  Kalibrasyon performanslarini  degerlendirmek  igin,
kemometrik kalibrasyonlarin SEC ve SEP degerleri yaninda, bilinen ve tahmin edilen
derisim degerlerinin lineer regresyon analizi yapilarak, korelasyon katsayisi ,

dogrunun egim (m) ve kesim (n) degerleri kullanilir.
PCR ve PLS kalibrasyonlarinin kurulmasinda faktdr se¢imi i¢in ¢apraz validasyon

islemi (Cross-validation procedure) kullanilir. Bunun i¢in karelerin tahmin (tayin)

hatalarinin toplami (prediction error sum of squares—PRESS) hesaplanir. Optimal
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faktor sayisini bulmak icin Onerilen kriterler minimum PRESS degeri ve F-

istatistigidir (Ding, 2007).

1.10.4.Kemometrik kalibrasyon yontemlerinin uygulamalari

1.10.4.1. Kemometrik yontemlerin uygulama alanlar

Analitik kimyadaki miktar tayini calismalarinda, kemometrik kalibrasyon yontemleri
yada ¢ok degiskenli kalibrasyon yontemleri IR spektrofotometre, UV- goriiniir alan
spektrofotometre, spektroflorimetre, HPLC ve kapiler elektroforez gibi analitik
cihazlardan elde dilen analitik veriler uygulanmaktadir. Analitik kimyanin prensip ve
yontemleri ¢ok degisik komsu disiplin tarafindan kullanilmaktadir. Bu da analitik
kimyanin biyoloji, tip, ziraat, gida ve eczacilik gibi alanlarda genis bir uygulama

alan1 oldugunu gostermektedir.

Analitik ¢aligmalarda kemometrik yontemlerin uygulamalar1 anorganik analiz,
organik analiz, ila¢ analizi, klinik ve biyolojik numunelerin analizi, gida ve su
analizleri, cevre analizleri ve stabilite tayinleri, ¢oziinme hizi testleri seklinde

Ozetlenebilir (Ding, 2007).

1.10.4.2. Coklu bilesen analizi (Multicomponent analysis)

Son yillarda, ¢oklu bilesen analizi, analitik kimyacilar i¢in en 6nemli konulardan
birisi olmustur. Bu baglamda, ayn1 anda miktar tayinlerinin klinik kimyasi, ilag
analizi, kirlilik kontrolii vb. gibi degisik disiplinler ile ilgili aktif bilesikleri igeren
karigimlarin kantitatif analizi i¢in oldukc¢a kullanish oldugu kanitlanmistir. Cok
degiskenli kalibrasyonlarin absorbans sinyallerine uygulanmasiyla ¢oklu bilesen
analizlerinden elde edilen sonuglarin dogrulugu, yontem ve kullanilan analitik

sinyallere baghdir.

1.10.4.3.0rganik bilesiklerin kantitatif analizi
e Farmasotik analizdeki uygulamalar

e (idalardan renk maddelerinin analizi
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e Biyolojik sivilardaki uygulamalar
e Cevre analizindeki uygulamalar

e Anorganik analizlerdeki uygulamalar (Ding, 2007).

1.10.5. Varyans analizi (ANOVA)

Varyans analizi teknigi kullanilarak grup ortalamalar1 arasindaki farkliligin veya
farkli analitik yontemler ile elde edilen analiz sonuglarinin ortalamalar1 arasindaki
farkliligin 6nemli olup olmadigina bakilabilir. Bir arastirmada k tane islemin ( veya k
tane yontemin) n tekrarinin sonunda elde edilen veriler bir tabloda 6zet haline

getirilir. Sonra kontrol ve karsit hipotezi agagidaki sekilde kurulur.

Hy : Islemlerin temsil ettigi popiilasyon ortalamalar1 arasindaki fark tesadiiften ileri

gelmektedir. Islem ortalamalar1 arasindaki gézlenen fark sifir kabul edilebilir:

M=U=HU3=....... = dir.

H; : En az iki muamele grubunun ortalamasi arasinda gozlenen fark tesadiiften ileri
gelmektedir. En az iki islem grubunun incelenen o&zellik {izerine olan etkileri

birbirinden farklidir, yani aralarindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir.

Karsit hipotez kurulurken en az iki islem arasindaki fark onemlidir denilmektedir.
Ciinkii kontrol hipotezinin yapilan analiz sonucunda reddedilmesi i¢in denemede
dikkate alinan k tane iglemin birbirinden farkli olmasi gerekmez. En az iki islem

arasindaki farklilik kontrol hipotezinin reddedilmesine sebep olabilir.

Yapilan hipotez kontrolii sonucunda karsit hipotez kabul edilmis ise bu en az iki grup
ortalamasi arasindaki farkliligin 6nemli oldugu “coklu karsilagtirma yontemleri”
kullanilarak arastirilir.

Gruplar arasi, gruplar i¢i serbestlik dereceleri ve gruplar arasi- gruplar i¢i kareler
toplami1 hesaplanir. Bu degerlerin oranlanmasiyla F degeri elde edilir. Elde edilen F

degeri F degeri F tablosundan (a:0,05) okunan degerle kiyaslanir.
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Varyans analiz cizelgesi (ANOVA testi gizelgesi = ANalysis OT VAralion )

Varyasyon Serbestlik Kareler toplam: Kareler ortalamas 1[ F-degeri
kaynag derecasi .
: Yanterler aras: L3 5 ! _ = T _
{Gruplar aras) k-1 Z-“E (xi e X) >_,"l { i k j(k -1 Tian (Xi ~ A )
; i=l i=1 i rack §
ik n; 7 3
Yéntemler ici k. & M Y Ef:'l( Xy —Xi)
e - X ) Hke(n = 1)) :
{Gruplarizi) k{n-1) (“‘U Xi ) (Xu (n'.('n— 1])
tml fe=1 i=1 =1
Genei varyasyon koM
nid ZZ(XU"'SQ
i i=1 j=1

(Ding,2009).
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1.UV/VIS Spektrofotometri Yontemiyle Yapilan Caliymalar

Bouhsain and Garrigues (1997) bu calismada basit ve hizli bir analitik metot
Oonermislerdir. Bu metotta, 216-300 nm arasinda 5 nm araliklarla spektrofotometrik
absorbanslarla PLS ile ilaglarda olan parasetamol, asetilsalisilik asit ve kafeinin es
zamanl tayini yapilmistir. Ug bilesigin sekiz standart karistminm kullanilmasini
iceren metot, iki derisim seviyesinde Olcililmiistiir ve %20 etanol-su karisiminda
orneklerin absorbanslarinin 6l¢iimii 6nceden incelenmistir. Ger¢ek ve sentetik
degerlerin analizinde, ger¢ek ve tahmini degerler 6rneklerin dayanma seviyesi olarak
% 5 den daha diisiik varyasyon katsayis1 ve dogruluk hatasi durumlarinda 6nceki

yontemle bulunmustur.

Yongnian and Gong (1997), bu calismada tartrazin, sunset yellow, ponso 4R,
amarant ve brilliant blue igeren karigimlarin kimyasal on ayirmasi olmaksizin
spektrofotometrik olarak es zamanli analizleri bu metotla yapilmiglardir.
Deneylerden elde edilen veriler , CLS, PCR, PLS ve ITTFA gibi kemometrik
yaklagimlarla incelenmistir. Bu islem sirasinda normal absorbans spektrumu ve 1. ve
2. tiirev spektrumlart kullanilmistir. Renklendiricilerin tamamindan olusan farkli
derigimler iceren 16 sentetik karisimi incelenmistir. Sonuglarin farkli kemometrik
yaklasimlarla karsilastirilarak uygulamasi saglanmistir. ITTFA yonteminin PCR,
PLS ve CLS den daha iyi sonuglar verdigi gozlenmistir. Kalibrasyonlar ilk tiirevlere
dayandirilmistir. Onerilen metotla, bazi ticari gida iiriinlerindeki renk maddelerinin

belirlenmesi saglanmistir.

Berzas Nevado et al. (1998), yaptiklar1 ¢alismada c¢ok basit olan bir
spektrofotometrik metot denemislerdir. Bu metotta, sifir kesisme dalgaboyunda
yapilan Olglimlerle oran spektrumunun ilk tlirevi kullanilarak tartrazin, sunset yellow
ve ponso 4R , renk maddelerinin ¢oklu karisimlar1 incelenmistir. Elde edilen
kalibrasyon grafikleri 20 mg/L tartrazin (E-102), 40 mg/L sunset yellow (E-110),
32 mg/L ponso 4R (E-124) e kadar dogrusaldir. 8 mg/L tartrazin , 8 mg/L sunset
yellow ve 8 mg/L ponso 4R nin dokuz standardi i¢in sirastyla % 0,9 ; % 0,8 ve %

2,4 standart sapmalar elde edilmistir. Bu metotta % 94-105 oraninda geri kazanim
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hesaplanmistir ve bu oran bu renklendiricileri farkli oranlarda iceren sentetik
karisimlara uygulanabilirligi gosterir. Ayrica metot ayrilma basamag: gerektirmeyen
tic renk maddesini igeren ii¢ ayr1 ticari 0rnege de uygulanmistir. Sonuglar, HPLC ile

karsilastirilmistir ve elde edilen sonuglar benzerdir.

Capitan-Valley et al. (1998), yaptiklan calismada gidalarda renk maddesi olarak
kullanilan tartrazin(TT), sunset yellow (SY) ve ponso 4R (PR) nin es zamanli tayini
icin bir metot gelistirmislerdir. Renklendiriciler, pH:2,0 da Sephadex DEAE A-25
jelinde kararli hale getirilmistir ve daha sonra 1 mm silika hiicresinde
paketlenmislerdir. Kat1 destekle kararlastirilan analitlerin spektrumlari 400-800 nm
arasinda kore kars1 okunarak kaydedilmistir. Elde edilen sonuglarin hesaplanmasinda
kismi en kiigiik kareler metodu (PLS) kullanilmistir. Ug¢ renk maddesi icin
kalibrasyon grafiklerinin, lineer oram1 50-650 mg/mL dir. Bu oranlar PLS-1
algoritmas1 kullanilarak kalibrasyon matriksinin optimizasyonuna kars1 alinmigtir.
Kalibrasyon matriksi i¢in faktorlerin optimum miktarin1 gosteren deneysel sonuglar,
biitiin 6rneklerde dorttiir ve bagil standart sapmalar, SY icin 5,5267; TT i¢in 6,3878
ve PR i¢in 6,9816 dir. Korelasyon katsayisinin karesi, sirasiyla SY, TT, PR i¢in
0,9977; 0,9978; 0,9954 dir. Metot, gidalarda bulunan renk maddelerine
uygulanmistir ve sonuglar referans metot olarak HPLC ile elde edilen sonuglarla
kiyaslanmistir. Hesaplanan sonuglar, dokuz ticari ornekten sekizinde kabul

edilebilirdir. Bagil standart sapmalar ise 0,5-10,8 arasindadir.

Berzas et al. (1999), bu ¢aligmada dort spektrofotometrik metot gelistirmislerdir ve
bu metotlar tartrazin, patent blue V ve indigo karmin gibi gida boyalarmin ¢oklu
karigimlarini ¢6zmek i¢in uygulanmistir. Bu ii¢ renk maddesinin es zamanli tayini, Ui
ticari lirtinde farkli oranlarda olan bu renklendiricilerin sentetik karigimlarinin en iyi
sekilde belirlenmesi i¢in kullanilan ilk tiirev ve oran spektrum-sifir kesisme tiirevi
kullanilarak iki tiirev metodu ile basarilmistir. Bilesiklerin direk absorpsiyon
spektrumu, PLS-1 ve PCR la kalibrasyon uygulamak i¢in spektrum verilerini
optimize etmek i¢in kullanilmistir. Kalibrasyon metotlarinin  her ikisi de i¢
validasyonla, capraz-validasyonla ve dis validasyonla degerlendirilmistir. Bu

degerlendirme, hem sentetik hem de ticari numunelere uygulanmistir. Tanimlanan
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dort metotta da, herhangi bir 6n ayirma islemi yapilmamustir. Tekrarlanabilirlik ve
tekrar {retilebilirlik dort spektrofotometrik metotta %95 giiven smirinda ¢ok
farkliliklarin olmadigini gdzlenmistir. Iki tiirev ve ¢ok bilesenli kalibrasyon sonuglar

arasindaki kiyaslamada, degerlerin uyumlu oldugu gézlenmistir.

Chaloosi et al. (2001), bu ¢alismada siklo-1,3,5-trimetilen-2,4,6- trinitroamin (RDX)
ve siklo-1,3,5,7- tetrametilen-2,4,6,8- tetranitroamin (HMX) in UV-absorpsiyon
spektrumlarini incelemislerdir. Bu spektrumlar, kuvvetli bir sekilde {ist liste Ortiisiir
ve alisilmis metotlarla 6n ayirma olmaksizin direk olarak belirlenmesi zordur.
Deneysel kalibrasyon matrisi, 15 6rnekle diizenlenmistir. Derisim, HMX ig¢in, 0,584
ng/mL ve 10,220 pg/mL arasinda, RDX i¢in 0,400 pg/mL ve 8,00 pg/mL arasinda
degismektedir. Capraz-validasyon metodunda faktorlerin miktar1 kullanilmastir.
Onerilen metodun dogrulugunu kontrol etmek icin uygun model olan PLS-2

endiistriyel 6rneklerde RDX ve HMX bilesenlerinin tayini i¢in uygulanmistir.

Altindz and Toptan (2002), yaptiklar1 ¢alismada ikili karigimlardaki tartrazin ve
ponso 4R nin belirlenmesi i¢in bir metot dnermislerdir. Bu metot, sakkaroz ve sitrik
asit igeren cesitli ticari gida Orneklerindeki iki renk maddesinin es zamanl
belirlenmesini saglamistir. Ilk tiirev UV spektrofotometrik metodu, 300-700 nm
dalgaboyu araliginda ve pH: 7,0 de fosfat tamponu ile ¢alisilmistir. Dogrusallik
orani, 1,00-60,00 pg/mL tartrazin, 1,00-52,00 pg/mL ponso 4R olarak Vierordt’s
metodu ile ve ilk tiirev UV spektrofotometrik metoduyla bulunmustur. Degerler;
farkli metotlarla ve HPLC igin verilen literatlir verileriyle kiyaslanmistir. Bu
metotlarda istatistik olarak cok biiyiik farkliliklar yoktur. Gelistirilen Vierordt’s
metodu ile ve ilk tiirev UV spektrofotometrik metodu dogru, kesin, tekrarlanabilir ve

gida orneklerine kolayca bulunmustur.

Ding¢ ve Baleanu (2002), bu calismada tabletlerdeki silazapril ve hidroklorotiazid in
eszamanli tayininde farkli kemometrik metotlar uygulamiglardir. CLS, ILS, PCR ve
PLS metotlar1 ile karigimdaki iki ilacin st iiste cakisan spektrumlarinin 6n
ayrilmasmna gerek kalmamistir. 0,1 M HCI ve 1:1 metanolle iki ilacin rastgele

karigimini i¢eren kalibrasyon setleri hazirlanmistir. UV spektrumundaki absorpsiyon
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verileri, AL: 4 nm araliklarla 210-290 nm spektrumda 222 nm den 276 nm ye kadar
15 dalgaboyu noktasinda Slgiilmiistiir. Gelistirilen metotlarin kalibrasyonu yalnizca
absorbans ve derisim verilerinin matrikslerini  igermektedir.  Gelistirilen
kalibrasyonlar iki ilacin sentetik karigimlari ile test edilmistir ve Maple V programi
ile kemometrik kalibrasyonlar olusturulmustur. Metotlarin sonuglart HPLC metodu

ile elde edilen sonuglarla kiyaslanmstir.

Ding et al. (2002), yaptiklar1 bu ¢alismada ¢ift ayrimli-oran spektral tiirevi (grafiksel
metot), CLS ve PCR metotlari, kimyasal ayirma gerektirmeksizin ii¢ renk
maddesinin sentetik karigimlarinda ve toz i¢eceklerin spektrofotometrik ¢cok bilesenli
analizi i¢in gelistirilmistir. Grafiksel metot, ¢ift ayrim kullanilarak oran
spektrumlarinin tlirev sinyallerinin kullanilmasina dayandirilmistir. Bu metotta,
dogrusal belirleme oranlari, 2-8 pg/mL sunset yellow, 4-18 pg/mL tartrazin, 2-8
ug/mL allura reddir. Numerik metotlarda, training seti, 0-8 pg/mL sunset yellow, 0-
18 png/mL tartrazin, 0-8 ug/mL allura red arasinda 18 tane 6rnegin kullanilmasiyla
hazirlanmistir. Kemometrik kalibrasyonlar, 325-584 nm arasinda 375 den 50 ye
kadar 7 noktada absorbanslar ve kullanilan tahmini training seti hesaplanmistir.
Onerilen metot, toz iceceklerde bulunan 3 renk maddesinin es zamanl tayini igin

uygulanmistir. Bulunan sonuglar, istatistiksel olarak birbiri ile kiyaslanmistir.

Gonzalez et al. (2002) bu calismada diot sirali dedektorlerle sivi kromatografisi gibi
pahali enstriimental yontemlerinin azaltilmasi icin gidalarda sentetik ve dogal olarak
bulunan renk maddelerinin tayini i¢in basit bir yontem gelistirmislerdir. Hizli akim
sistemi yalnizca sentetik karisimlarin alikondugu ve sulu amonyakla daha sonra
ayrildigr yiin/pamuk kolondan gegirilen asetik asit ortaminda sentetik ve dogal
renklendiricileri iceren Ornekleri incelemeyi amaglamiglardir. Spektrofotometrede
sirastyla sari, kirmizi ve yesil-mavi-kahverengi eklemelerle 400, 530, 610 nm de
gozlemler yapilmistir. Dogal ve sentetik renklendiricilerin arasinda tamamen
ayrilma, sentetik renklendiricilerin dedeksiyon limitinin 2000 (sar1), 2000 (kirmizi),
10.000 (kahverengi) nin istiinde dogal renklendiricilerin molar derigimleri
bulunmustur. Metotta, sentetik renklendiriciler olan tartrazin, eritrosin B, brilliant

black BN nin 5 derisiminde tahminler yapilmistir. Iki dedeksiyon limitinin derisimi
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icin hatali negatif ylizde oranlari, %8 den %12 ye kadardir. Sonug olarak, metot bazi
meyveli iceceklere uygulanmistir ve 10 /saat siirekli Orneklendirmeyle sentetik

renklendiriciler belirlenmistir.

Ding and Ustiindag (2003), bu calismada ilag tabletlerinin bulunan hidroklorothazin
ve spironolaktonun spektrofotometrik eszamanli tayinini yaparak sonuglari, CLS,
ILS, PCR ve PLS ile degerlendirmislerdir. Kemometrik analiz metotlari, 6n ayirma
gerektirmez. Ilaclarin ikisini de igeren 25 standart karisimin ¢alisma seti, karisim
dizaynina gore 2-20 pg/mL derisim araliginda hazirlanmistir. Coklu kalibrasyonlar,
calisma seti kullanilarak 220 den 290 nm ye kadar 15 noktada ilk tiirev absorbanslari
Olclilmiistiir. Cok bilesenli analiz metotlarinin validasyonu, hidroklorothazin ve
spironolaktonun sentetik karisimlar1 analiz edilerek incelenmistir. Sentetik karisimlar
ve tabletlerden elde edile sonugclar, tekyollu ANOVA testi ile istatistiksel olarak
kiyaslanmigtir. Kemometrik analiz metotlari, farmakolojik tablet bilesimindeki

hidroklorothazin ve spironolaktonun es zamanl tayini i¢in uygun gorilmiistiir.

Loépez-Martinez et al. (2003), bu calismada PLS-1 kullanarak kahve ve cay
orneklerinde kafein (CF) ve theobromine (TB) nin es zamanli tayinini yapmiglardir.
Kafein ve theobromidinin HPLC ile dort derisimi kahve ve ¢ay igin universal
kalibrasyon matrislerini  diizenlemede kullanilmistir. Theobromidin  diisiik
seviyesinden dolay1 (1000:1) kafeinle karistirilmistir. Metot, HPLC standardiyla

istatistiksel olarak farkliliklar gdstermemistir.

Yongnian et al. (2003), yaptiklar1 bu calismada gida maddelerindeki glukoz , fruktoz
ve laktozun es zamanli nicel tayini i¢in farkli bir spektrofotometrik metot
gelistirmislerdir. Bu metot, oksidant olarak potasyumferrisiyaniiriin ve oksidatif
reaksiyonda analitlerin farkli kinetik oranlarina dayanmaktadir. Reaksiyon verileri,
potasyumferrisiyaniiriin ~ spektrumunun 420 nm analittk dalga boyunda
kaydedilmistir. Glukoz, fruktoz ve laktozun kinetik hizlarinin iist {iste ¢akigsmasiyla,
deneysel sartlarin optimizasyonuyla veri matrisi i¢in hesaplanmistir. 80°C ve 1,5
mol/L degerinde NaOH 1n sicaklik ve derisimi seg¢ilmistir. Dogrusal kalibrasyon

grafikleri, glukoz, fruktoz ve laktoz i¢in sirasiyla 2,96-66,7; 3,21-67,1; 4,66-101
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mg/L derisim oraninda elde edilmistir. Sekerlerin sentetik karisimlari hazirlanmistir.
Elde edilen veriler, normal ve ilk tiirev kinetik verileri kullanilarak, PLS, PCR, BP-
ANN, RBF-ANN gibi kemometrik metotlarla degerlendirilmistir. Sonuclar, RBF-
ANN nin 5 kemometrik metodunun en diisiik tahmini hatalarmi verdigini
gostermektedir. Onerilen metodun validasyonu incelenerek, bazi ticari gida
orneklerinde bu ii¢ sekerin tayini uygulanmaktadir ve biitiin 6rneklerde standart

ekleme metodu uygun sonuglar vermistir.

Abdollahi and Bagheri (2004), yaptiklar1 bu ¢aligmada cloud point ektraksiyonunu
kullanarak verileri PLS ile degerlendirmislerdir. Cloud point ektraksiyonu, surfaktan
olarak oktilfenoksipolietoksietanolun (Triton-X-114) kullanildig1 genetik algoritma-
PLS ile anilin reaksiyonundan es zamanli spektrofotometrik analizden sonra vitamin
K; ve 1,4-naftokinonun 6n derisimi i¢in kullanilmistir. Metodolojinin analitik
performansin1 etkileyen kimyasal degiskenlerle calisir ve optimizasyon saglanir.
Optimum kosullar altinda 6rnek ¢o6zeltinin 15 mL sinin 6n derisimleri, sirasiyla
vitamin K3 ve 1,4-naftokinon i¢in 0,05 ve 0,08 ug/mL olarak dedeksiyonla saglanir.
PLS, GA-PLS, ITTFA ve PC-ANN nin tahmini yetenegi, iki kinolinin es zamanl
tayini i¢in kontrol edilmaktedir. GA-PLS; kimyasal sistem hakkinda kullanilabilen
bilesigin oldugu, tahmini kapasitenin eksikligi olmaksizin genetik algoritma
kullanilan PLS kalibrasyonunda dalgaboyu secinine bagli olarak uygulanan diger ¢ok

bilesenli analiz yontemlerine gore iistlinliik gostermektedir.

Abbaspour and Mirzajani (2004), bu ¢alismada B-diizeltme spektrumlar1 kullanilarak
kalibrasyon matrisi uygulandiginda V(V) ve Al (IlIl) un es zamanh tayinini, yapay
sinir aglarinin uygulanmasiyla saglamiglardir. V(V) ve Al (III) un arasinda alizarin
kirmizist (ARS) nin ligandligiyla incelenmektedir. Bu metal iyonlarinin simultane
spektrofotometrik tayini uygulanmistir. Sistemin davranisinin - kontroliindeki
parametreler se¢ilmistir. Yapay sinir aglar1 metodu, optimum kosullar altinda
karigimlarda nicel olarak bulunan metal iyonlarini bulur. Sigmoidal fonksiyon gizli
kullanilmistir. Tayinler, V(V) in 0,90-7,80 pg/mL, Al (IIT) un 0,11-4,20 pg/mL

derisim oranlarinda yapilmistir. Toplam bagil standart sapma hatasi, %4,02 den daha
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az olan bazi sentetik ¢ozeltilerde olan bu metal iyonlariin es zamanh tayini i¢in iyi

sonuglar veren bir yontemdir.

Palabiyik et al. (2004) bu c¢alismada, spektrofotometrik metotlar, pseddefedrin
hidroklorik ve ibuprofenin es zamanli tayini yapilmistir. Elde edilen verilen, 5 farkl
metot  kullamlarak  degerlendirilmistir. Ilk metot, oran spektal tiirev
spektrofotometrisidir. Ve bu yontemde analitik sinyaller, 0,1 M HCI ¢6zeltisinde her
bir spektrum kullanilarak elde edilen oran spektrumunun ilk tiirev spektrumunda, iki
ilag i¢in hem maksimum hem minumuma bagh olarak dalga boyunda Olciim
yapilmistir. Diger dort spektrofotometrik metot, kemometrik metotlardir. Bu
metotlar, klasik kalibrasyon metodu, ters faz kalibrasyonu, bilesen regresyonu (PCR)
ve kismi en kiiclik kareler metodu (PLS) dir. Bu yontemlerde, derisim veri matrisi,
metanol:0,1 M HCl de (3:1) bu ilaglarin sentetik karigimlari kullanilarak
hazirlanmistir. Derigim veri matrisiyle ilgili olarak absorpsiyon veri matrisleri, zero-
order spektrumunda 18 dalgaboyunda 2,5 nm araliklarla 240-285 nm araliginda
absorpsiyon Olgiimleriyle elde edilmistir. Kalibrasyon veya regresyon, karisimda
psedoefedrin hidroklorik ve ibuprofenin bilinmeyen derisimlerinin tahmini ig¢in
absorpsiyon veri matrisi ve derisim veri matrisi kullanilarak elde edilmistir.
Yontemler, herhangi bir ayirma basamagi gerektirmez. Dogrusal oran, biitiin bes
metotta da ibuprofen i¢in 300-1300 pg/mL, pseddefedrin HCI i¢in 100-1300 pg/mL
olarak bulunmustur. Metodun kesinligi ve tahmini belirlenir ve analiz edilen sentetik

karigimlarla kontrol yapilir. Bes metotta basarili olarak tabletlere uygulamistir.

Ding et al. (2005), bu g¢alismada {ist iiste ¢akisan spektrumlarin oldugu efervesan
tabletlerde askorbik asit (AA) ve asetilsalisilik asit (ASA) es zamanlh
spektrofotometrik  tayini ; siirekli dalgaboyu transferi (CWT) , tiirev
spektrofotometresi (DS), PLS ile herhangi bir 6n ayirma islemi olmaksizin basariyla
yapilmistir. CWT ve DS, AA ve ASA nin kalibrasyon esitlikleridir. AA ve ASA i¢in
CWT ve DS kalibrasyon esitlikleri, sirastyla ¢izilen siirekli dalgaboyu katsayilar1 ve
ilk tiirev absorbans degerlerine karsit dalgaboylariyla saglanan spektrumun sifir-
kesisme noktalariyla Olgilen CWT ve DS bosluklariyla bulunmustur. PLS
kalibrasyonu 210-310 nm oraninda 220 den 305 nm ye kadar 850 noktanin biitiin
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absorbans verileri ve derisim seti kullanilarak sekillendirilmistir. Bu ii¢ metot,
yukaridaki ilaglarin sentetik karigimlari analiz edilerek test edilmistir ve konu olan
ilaglarin iki ticari karisimini iceren gercek orneklere uygulanmistir. Karsilastirma
caligmasi, li¢ analitik metodun metodolojisi ve dogru sonuglarin bulunmasindan elde

edilen deneysel sonuglarla desteklenmistir.

Ding et al. (2005), yaptiklar1 bu calismada parasetamol (PAR), asetilsalisilik asit
(ASP) ve kafeinin (CAF) inin ¢oklu karisimlari ve nicel olarak c¢o6ziilebilen
tabletlerinde, oran-spektrum ilk tiirev-sifir kesismesi ve oran-spektrum siirekli
dalgaboyu transferi metotlar1 (CWT) gibi iki grafiksel transform metoduyla, iist iiste
cakisan spektrumlar verdiklerinden dolay1 basariyla incelenmislerdir. Bu ¢alismada,
oran-spektrum ilk tiirev-sifir kesismesi ve oran-spektrum siirekli dalgaboyu transferi
metotlar1, dlglilen dA / dA ve sifir kesisme noktalarina karsi oran spektrumunun
transform sinyallerine dayandirilmigtir. Bulunan kalibrasyonlar, sentetik karigimlar
ve standart ekleme teknigi kullanilarak test edilmistir ve ticari ilag numunelerinde
PAR, ASP ve CAF 1n eszamanh tayinine uygulanmistir. Sonuglar, HPLC

metodundan elde edilen sonuglarla karsilagtirilmigtir.

Espinosa-Mansilla et al. (2005), bu ¢alismada ¢ok bilesenli kalibrasyon metotlarini,
cok kararli dedeksiyonla spektroskopik verilerin analizine uygulamiglardir.
Spektrofotometik ve fluorimetrik sinyallerin dayandirildigi iki yontem, iki
florokinolonun (siproflaksin ve oflaksin) ve iki steroid icermeyen ates diisiiriicii
ilacin (diklorofenac ve metenamic) es zamanli tayini i¢in kullanilmistir.
Spektrofotometrikmetotta, ters iyon olarak trioktilmetilamonyumklorit-adojenin
kullanildig1 klororoformla ekstrakte etme yontemi, idrar orneklerinden ve matris
girisimlerinden elimine edilen analit ile optimize edilir. Ayirmadan sonra, organik
fazin absorpsiyon spektrumu PLS metodunda analitik sinyal olarak kullanilmistir.
Ekstraksiyon emisyon floresans matrislerinin kullanildig1 spektroflorimetrik metot
(PIF), on ekstraktif temizleme basamagi olmaksizin idrar orneklerinde oflaksin,
siproflaksin, diklorofenac analizinin amaciyla ii¢ yollu kemometrik kalibrasyon
uygulanmasi amaclanmistir. Her iki yOntem ig¢in, geri kazanim degerleri biitiin

analitler i¢in % 100 diir. PIF {i¢ yollu kemometrik metodu, en duyarli ve segici
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metoddur. Bu metot, {i¢ yollu kemometrik metot kullanilarak, idrar numunesi analiz

edilmistir.

Giiler (2005), yaptig1 bu ¢alismada Tiirkiyede Tiirk tatlilarinin 140 6rneginde ve 96
toz ornekte, hem nicel hem de nitel olarak UV-VIS spektrofotometrik tayinlerinde
renklendiriciler analiz etmistir. 5 ve 6 sentetik renk maddesi, sirasiyla sekerlemelerde
ve toz Orneklerde tayin edilmistir. Eritrosin hari¢ sekerlemelerde bulunan biitiin renk
maddeleri analiz edilmistir. Bu renk maddeleri, Tiirk Gida Kodeksi ve Avrupa
Komitesinin kullanim i¢in izin verdigi él¢iidedir. izin verilen renk maddeleri % 43,7

dir. Toz 6rnekler i¢in % 36,45 dir.

Longares-Patron and Caifiizares-Macias (2005), bu ¢alismada vanilya tohumundan
vanilya ve p-hidroksibenzaldehit (PHB) nin hizli ekstraksiyonu i¢in hizli bir metot
Onerilmistir. Hizlandirihan ekstraksiyon prosesi ve fotometrik denetleme igin
mikrodalga enerjisiyle aydinlatilan  Ornekler sirasiyla  vanilya ve p-
hidroksibenzaldehit (PHB) icin 348nm ve 329 nm dir. Ekstraktlardan vanilya ve p-
hidroksibenzaldehit (PHB) es zamanli tayini i¢in % 2,5 dan daha az olarak agiklanan
bagil standart sapmalari olan Vierordt’s Metodu uygulanmistir. Mikrodalga
aydinlatma tozu, aydinlatmanin miktar1 ve aydinlatmayan devirler, aydinlatma
zamani ve etanol derisimi, aydinlatma tozu ve aydinlatma devir miktarinin vanilya
ekstraksiyon prosesinde en 6nemli sartlar oldugunu gosteren ¢oklu ortalama optimize
edilmistir. Odaklanmig mikrodalga destek ekstraksiyonu; ticari, iyofilize ve kuru
vanilya orneklerine uygulanmistir. Ticari vanilya 6rneklerinde vanilya ve PHB nin
ekstraksiyonu, kuru ve iyofilize 6rneklerden daha yiiksek sonuglar vermistir.
Ekstraksiyon zamaninda artisla/azalisla amaglanan FMAE ile vanilya ve PHB

derigimleri arasinda %40-%50 oraninda nokta vardir.

Sorouraddin et al. (2005), yaptiklari bu calismada PLS ve PCR metotlarini,
pridoksin (PY) ve melatonin (MT) in es zamanli spektroflorimetrik ve
spektrofotometrik tayini i¢in kullanmislardir. Bu ilaglarin {ist iiste ¢akisan emisyon
ve absorpsiyon spektrumlarindan dolay, PY ve MT ne florimetrik ne de

spektrofotometrik metotlarla direk olarak tayin edilemez. Tiim-spektrum ¢ok
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bilesenli kalibrasyon PLS ve PCR metotlar1, hem florimetrik hem de
spektrofotometrik  olarak  gelistirilmistir.  Sartlar, florimetrik oldugu kadar
spektrofotometrik tayin i¢cinde optimize edilmistir. PY ve MT nin simultane tayini,
florimetri i¢in 324-500 nm arasinda emisyon floresans spektrumu kaydedilmis,
spektrofotometre i¢cin 250-350 nm arasinda absorpsiyon spektrumu kaydedilen
ornekle calisilmistir. Deneysel kalibrasyon matrisleri, dikey olarak dizayn edilmistir.
Uygun sartlarda, dinamik oran, florimetri i¢in 0,04 - 1,4 ve 0,1 - 4,0 ug/mL dir,
spektrofotometri igin 1 — 22 pg/mL ve 1 — 24 pg/mL dir. Bu degerler sirasiyla MT ve
PY ic¢indir. Kalibrasyon derisimleri, dinamik oranda hazirlanmistir. MT ve PY nin
simultane tayini i¢in kemometrik yontemlerin parametreleri optimize edilir ve
Onerilen metot, tahmini setle validasyon yapilmistir. Sonu¢ olarak yontemler,
sentetik karisimlar ve farmakolojik formulasyonda PY ve MT nin tayini i¢in oldukga

basarilidir.

Yongnian et al. (2005), bu calismada gida katki maddeleri olan maltol (MAL),
etilmaltol (EMA), Vanilin(VAL) ve etilvanilin (EVA)nin UV spektrumu ile tayinin
yapmuglardir. Bu maddeler st {iste ¢akisan spektrum veren tiirlerdir ve 6n ayirma
olmaksizin karisimlarindan tek tek belirlenmeleri zordur. Bu ¢alismada kemometrik
yaklagimlar, bu bilesiklerin eszamanli olarak tayini i¢in {ist {iste c¢akisan
spektrumlarin ¢oziimlenmesi ile uygulanmistir. 200-350 nm arasinda, absorpsiyon
spektrumlarini iceren, ortogonal verilerin kullanilmasiyla bu dort bilesigin analizi, bu
bilesiklerin karisimini igeren kalibrasyon setinden saglanmistir. CLS, PCR, PLS,
ANN gibi farkli metotlarla incelenmislerdir. Kemometrik modeller, dort bilesigin
sentetik c¢oOzeltilerinden yapilandirilan validasyonun kullanilmasiyla test edilmistir.
Kemometrik metotlarin analitik performansi, bagil tahmin hatalar1 (RPE) ve geri
kazamimlar ile karakterize edilmistir. Onerilen metodun ticari gida iiriinlerinin
analizine uygulanmasi basarilidir. RBF-ANN, kemometrik metotlardan en iyi sonug
verendir. CLS ve DCLS zayif sonuglar verirken, PLS, PCR, DPLS ve DPCR daha iyi
sonuglar vermektedir. Dort bilesigin 1,0-20,0 mg/L derisim oraninda dogrusallig
vardir. Dedeksiyon limiti (LOD) ise MAL, EMA, VAN, EVA i¢in 0,39; 0,56; 0,49;
0,38 mg/L dir.
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Aktas and Pekcan (2006), bu calismada ANN yoOntemini sunset yellow, tartrazin ve
allura red karisimlarinin  spektrofotometrik  verilerini  degerlendirmek igin
kullanmiglardir. Network yapisinin optimize edilmesiyle, dogruluk elde edilmistir.
Bu c¢alismanin amaci, kati faz spektrofotometresi kullanarak ticari {riinlerde
renklendiricilerin karisimlarini ¢6zmek igin ANN metodunun uygulanmasidir.
Onerilen metot hizli ve kolay uygulanabilirdir. Ayrica duyarliligi ve seciciligi

yiiksektir.

Aktas et al (2006), Yapay Sinir Ag1 (YSA) yontemi basariyla ¢ok dogal sularda iki
bilesen igeren farkli maddelerin bilesen analizine uygulanmistir. Bu uygulamada
YSA yontemi bu maddelerin karisimlarinin kantitatif ¢oziiniirlik ve bu yaklasim
herhangi bir ayirma ve ekstraksiyon adimlar1 gerektirmez uygundur. Yontem sentetik

karisima ve numuneye uygulanmis ve basarilt sonuglar elde edilmistir.

Ding¢ and Baleanu (2006), bu calismada fonksiyonel dalgaboyu transferinin (FWT)
yeni bir uygulamasi, enjeksiyon i¢in farmakolojik kombinasyonda ampicillin (AP) ve
sulbactam (SB) 1n eszamanli tayini onerilmistir. FWT nin yaklasimi, absorpsiyon
spektrumundan konuyla ilgisiz bilgiyi ve giiriiltiiyli kaldirmaktadir. Spektrum
oraninin, yiiksek pik genisligi, elimine edilen giiriiltii ve genisletilen keskin piklere
ait en Onemli bilgi, orijinal absorpsiyon spektrumlari i¢cin FWT yonteminin
uygulamasi ile saglanmistir. Bu ¢alismada, FWT; 211,5-313-8 nm dalgaboyu
araliginda SB ve AP den saglanan UV-sinyallerinin veri vektorlerine baglidir. Tiirev
transform, FWT nin genellestirilmesi ile orijinal asborpsiyon sinyaline
uygulanmistir. AP ve SB nin kalibrasyon grafikleri, sifir-kesisme noktasinda FWT
Olctimiinden ve genel tiirev genisliginden bulunmustur. Metot validasyonu, sentetik
karigimlar kullanilarak yapilmistir. Amag, FWT metodunun kemometrik metotlarla
ve genel tiirev spektrofotometrisiyle kiyaslanmasidir. Oldukg¢a iyi sonuglar elde

edilmistir.
Afkhami et al. (2007), bu ¢alismada PLS-1 kalibrasyon modelini CN~ ve SCN’ nin

eszamanli tayini icin spektrofotometrik yontemden elde edilen sonuglara

uygulamiglardir. Bu metot, 30 °C de pH: 4,0 tamponunda kloramin-T ile CN"~ ve
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SCN iyonlar1 arasindaki reaksiyonun oraninda farkliliklar igermektedir. Retilen
siyonojen klorit (CNCI); piridinle reaksiyona sokulmus ve iirlin, barbitiirik asitle
yogunlastirilmis ve son renk maddesi ile bigimlendirilmistir. Cozeltilerin absorpsiyon
kinetik profilleri, iki saniye araliklarla reaksiyonun baslangicindan sonra 20-180
saniye zaman araliginda 578 nm de Olciilen absorbanslarla goriintiilenmistir. PLS-1
kalibrasyonu i¢in deneysel kalibrasyon matriksi 31 ornekle diizenlenmistir. Cross-
validasyon metodu, faktorlerin segilen sayisi i¢in kullanilmistir. Sonuglar, sirasiyla
CN  ve SCN iyonlann i¢in 10,0-900 ng/mL ve 50-1200 ng/mL oraninda
uygulandigim gostermistir. Onerilen metot, su 6rneklerinde CN~ ve SCN” in

eszamanli tayinine uygulanmaistir.

Hemmateenejad et al. (2007), bu ¢alismada PLS ve PCR fiistiinliigli sorgulanan ¢ok
bilesenli analiz i¢in kemometride dnemi dikkat vurgulanmigtir. Dalgaboyu se¢iminin
etkisi hesaba katilarak, anilin, fenol, difenilamin (DPA) nin eszamanl
spektrofotometrik tayiniyle PCR ve PLS metotlar1 arasinda bir kiyaslama yapilmistir.
Analitlerin UV absorbans spektrumlari, 1,0-10,0 pg/mL derisim oranlarinda
Ol¢iilmiis ve sonuglar PLS ve PCR ye tabi tutulmustur. Modellere, cross-validasyonla
validasyon iglemi yapilmistir. Modifiye edilen degisen hareket pencereleri ile, her bir
analit i¢in daha iyi spektral bolge se¢imi amaglanmistir. Daha giivenilir sonuglarin
oldugu regresyon metotlar1 icin tahminlerin dalga sayisi secimi ile gelisen niteligi
dogrusal komsu dalgaboyunun tasinmasi ile bulunmustur. Sonuglandirilan veriler,
biitiin spektrumlar kullanildiginda ¢ok veya az sonuglar iireten PLS ile aciklanmistir.
Fakat secilen dalgaboyu araliklar1 durumunda benzer sonugclar {iretilmistir. Ana fark
PCR icin faktorlerin yiiksek miktarlariyla saglanmistir. Bu biiyiikk bir sorun

olusturmamustir.

Liao et al. (2007), bu calismada zayif asit karigimlarinin es zamanl tayini i¢in
kemometri ile birlestirilen yeni spektrofotometrik titrasyon metodu gelistirilmistir.
Bu metotta, titrant olarak sodyum hidroksit-asit/baz indikatérii  karisimi
kullanilmistir.  Indikatdr, titrasyon yontemini denetlemek igin kullanilmustir.
Titrasyon yonteminde, her bir titrasyon noktasinda titrant ve ¢dziinen sitin eklenen

hacimleri, least square algoritmasiyla absorbans spektrumundan simultane olarak
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hesaplanmistir. Sonra karisimdaki her bilesenin derisimleri, PCR ile titrasyon
egrisinden bulunmustur. Metot, analitik sonuglarin elde edilmesi i¢in bilgi gerektirir
ve hacim Ol¢limlerinden bagimsizdir. Analizler , titrasyonun son noktasindan
bagimsizdir. Indikatér ve asitlerin kararhilik sabitlerinin  dogru degerlerini
gerektirmektedir. Metot, miikemmel sonuglarla benzoik asit, salisilik asit
karigimlariin ve fenol, o-klorofenol ve p-klorofenol karisimlarinin es zamanlh

analizi i¢in uygulanmistir.

2.2. HPLC Yontemi ile Yapilan Calismalar

Chen et al. (1998) bu ¢alismada sekiz renk maddesi, goriiniir absorbans dedektorle
bir anyon degistirici analitik kolonda yiiksek performans iyon kromatografisi ile
belirlenmigtir. HCI-Asetonitrilden olusan gradient ¢ozelti, hem bu renklendiricilerin
kromatografik ayrilmasi ile hem de analitik kolonun siirekli temizlenmesi ile
sonuglandirilmistir.  Analitik kolon rutin analizler i¢in avantajlidir. Yiksek
performans iyon kromatografisi, bazi suda c¢oziinenler i¢in kromatografik analizler
icin uygundur. Metot, icecek ve toz igeceklerdeki renklendiricilerin tayinine

uygulanmistir. Alisilmis s1vi kromatografisi gibi zaman harcanmaz.

Ding et al. (2001), bu calismada ¢oklu karisimlar ve tabletlerdeki parasetamol,
kafein ve propilferazonun tayini i¢in iki metot kullanmiglardir. Tiirev oran spektrum-
stfir kesisme yontemi, oran spektrumunun ilk tiirevinin simultane kullanimina ve sifir
kesisme noktasina bagli analitik tiirev oran sinyallerinin Ol¢iimiine baglidir. Ayirici
olarak propilferazonun kullanildigi, ¢oklu karigimlardaki parasetamol ve kafeinin
miktarlari, sirasiyla kafein i¢in 242,8 nm, parasetamol i¢in 251,2 nm olan ilk tiirev
oran genisliginin dlglimiiyle belirlenmistir Ayirici olarak parasetamol kullanilirsa, bu
defa kafein i¢in 244,8-274,0 nm, propilferazon i¢in 250,6-274,0 nm elde edilir.
HPLC yontemi i¢in niikleosil C18 kolon ve su-metanol (20:80) mobil fazi, i¢ standart
olarakta setrimide kullanilmistir. Akis orani, 254 nm de UV dedektorle 1,0 mL/dak.
dir. Metotlarin her ikiside, sentetik ve tabletlere uygulanir. Analitik sonuglar oldukg¢a

iyidir.
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Ding et al. (2005), bu calismada yeni sivi kromatografik (LC) kemometrik
yaklasima deginmislerdir. Bu yaklasim, ticari iiriinlerdeki SUN ve TAR 1n tayini i¢in
gelistirilmistir. LC ve CLS, PCR, PLS gibi kemometrik yontemler kullanilir. LC-
kemometrik yaklasimlarin birlestirilmesi ile ¢oklu dalga boyunda PDA dedektorle
LC-CLS, LC-PLS, LC-PCR belirtilmistir. I¢ standart olarak allura red’in varliginda
SUN ve TAR 1 optimum kromatografik ayrilmasi, C18 kolonda asetonitril-metanol-
saf su oraninda, 0,2 M asetat tamponu (pH:5,0) ile saglanmustir. I¢ standart pik alan
i¢cin analit pik alanlarinin oraninin LC verileri, bes dalga boyunda PDA dedektorle
saglanmistir. SUN ve TAR i¢in LC-kemometrik kalibrasyonlari, her renk maddesi
icin deneme setinde ve pik orani arasindaki baglanti kullanilarak yapilandirilmistir.
LC-kemometrik yaklagimlar1 IS varliginda SUN ve TAR igeren farkli sentetik
karigimlar icin test edilmistir. Bu LC-kemometrik yaklasimi i¢in deneysel sonuglar,

tek dalga boyunda dedektor kullanilarak klasik LC metoduyla bulunmustur.

Ding and Ustiindag (2005), bu ¢alismada ¢ok dalga boylu PDA dedektorleri HPLC
i¢cin uygulamiglardir. PLS, PCR, CLS ve ILS gibi ¢ok bilesenli kalibrasyon teknikleri
HCT ve LST igeren sentetik ikili karisimlarda ve ticari tabletlerin simultane nicel
analizleri i¢cin HPLC verilerine baghdir. HPLC ve ¢ok bilesenli kalibrasyonlarin
birlestirilmesi, HPLC-CLS, HPLC-ILS, HPLC-PCR, HPLC-PLS leri gostermektedir.
I¢ standartin enalapril maleate oldugu ve iki aktif bilesigin basarili kromatografik
ayrimi, C18 kolonda 60:40 asetat tamponu ve asetonitril olan mobil fazla yapilmistir.
15 pik alam i¢in analit pik alanlarinin oraninin dayandirildigi HPLC verileri, bes
dalgaboyunda PDA dedektdrle saglanmistir. HCT ve LST nin HPLC-CLS, HPLC-
ILS, HPLC-PCR, HPLC-PLS kalibrasyon ¢izimleri, her aktif bilesigin derisimlerine
bagli pik alan oranlarinin kullanilmasiyla ayrimi diizenlemektedir. HPLC c¢ok
bilesenli kalibrasyonlari, IS nin varlifinda HCT ve LST iceren farkli sentetik
karigimlar i¢in test edilmistir. Bu ¢oklu kromatografik metotlara HCT ve LST igeren
ticari farmokolojik doz uygulanmistir. Coklu kalibrasyondan elde edilen sonuglar,

tek dalga boyu dedeksiyonunun kullanildigi metotlarla karsilastirilmistir.

Garcia-Falcon and Simal-Gandara (2005), yaptiklari bu calismada en kiigiik

temizlemeyle sivi kromotografisiyle dogal renklendiricilerle toz igeceklere eklenen
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bes sentetik icecefin tayini i¢in metodun optimizasyonu ve karakterizasyonu
amaclanmiglardir. Metot, basit, hizli, ucuzdur. Tartrazin, kinolin sarisi, sari-turuncu,
azo-rubine ve ponso’yu gosteren bazi sonuglar, diistik seviyede belirlenmistir. Metot,
cizilen kalibrasyon grafigi, geri kazanma, tahminlerin 6l¢limii, nicel ve dedeksiyon
limitinin Ol¢iimii ile degerlendirilmistir. Metot, tek dalga boyunda goriiniir
dedeksiyonla ters-faz HPLC analizi i¢in icecek c¢ozeltisinin enjeksiyonunu direkt
olarak gerektirmektedir. Toz iceceklerdeki sentetik renklendiricilerin tayini, meyve
sulu ve lezzet verici ekstrath iceceklerde bulunan sonuglar, 6nerilen metodun iyi
calistigini, toz 6rneklerdeki sentetik renklendiricilerin eklenmesiyle ve seri kontroller
icin kullanish oldugunu gostermektedir. Metot, sentetik renk maddeleri kullanilarak,

toz i¢ecek iireticilerinin nicel boéliimiinde kullanilmistir.

Ding et al. (2005), bu ¢alismada PDA dedektérle HPLC metodu kullanilarak yeni
kemometrik yaklasim, tabletlerdeki enalapil maleate (EA) ve hidroklorothiazide
(HCT) nin simultane tayini yapilmistir. CLS, PCR, PLS gibi kemometrik kalibrasyon
teknikleri, ¢ok dalga boylu PDA dedektor cevaplarinda pik alanina baglidir. HPLC
ve kemometrik kalibrasyon tekniklerinin birlesimi, HPLC-CLS, HPLC-PCR, HPLC-
PLS olarak adlandirilmaktadir. Karsilastirma amaglart i¢in, HPLC metodu,
birlestirilen HPLC-kemometrik kalibrasyon tekniklerinden bulunan sonuglarin
dogrulanmasi ile klasik HPLC metodu olarak adlandirilmaktadir. Iki ilag ve ig
standart arasindaki 1yi derecede kromatografik ayirma, C18 kolonda mobil faz olarak
asetonitril-saf su (60:40) oraninda, 0,2 M asetat tamponu (pH:5,0) ile yapilmistir.
Cok dalga boylu PDA dedeksiyon, bes farkli dalga boyunda yapilmistir ve pik alani,
mobil fazda derisim seti i¢in kaydedilmistir. U¢ HPLC metodu, losartan potasyum
(IS) varliginda EA ve HCT nin analiz edilen sentetik karigimi ile test edilmistir.
Amaglanan metotlar, mevcut iki ilacin gergek Orneklerine uygulanmigtir. Bulunan

sonuglar, birbiri ile istatistiksel olarak kiyaslanmistir.

Ding et al. (2006), bu calismada PDA ile HPLC yontemini, tabletlerdeki naproksen
sodyum ve pseddefedrinin simultane tayini i¢in uygulamiglardir. CLS, PCR, PLS
gibi kemometrik kalibrasyon teknikleri, ¢ok dalga boylu PDA dedektdr cevaplarinda
pik alananina baghdir. Kemometrik metotlarla birlestirilen HPLC teknikleri, HPLC-
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CLS, HPLC-PCR, HPLC-PLS olarak adlandirilmistir. Karsilastirma amaglart igin,
HPLC metodu, birlestirilen HPLC-kemometrik kalibrasyon tekniklerinden bulunan
sonuglarin dogrulanmasi ile klasik HPLC metodu olarak adlandirilmistir. I¢ standart
olarak losertan potasyumun kullanildig1 iki ila¢ arasindaki iyi bir kromatografik
ayirma, C18 kolonda mobil faz olarak asetonitril-saf su (60:40) oraninda, 0,2 M
asetat tamponu (pH:5,0) ile yapilmistir. Cok dalga boylu PDA dedektorle, bes farkli
dalga boyunda ol¢iim yapilmistir. Kromatogramlar, mobil fazda deneme seti olarak
kaydedilmistir. U¢ kemometrik kalibrasyon ve klasik HPLC metodu, i¢ standart
varliginda naproksen sodyum ve pseddefedrin HCI nin sentetik karigimlarinda test
edilmistir. HPLC-kemometrik  yaklagimlari, ilaglarin  gercek  Orneklerine
uygulanmistir. HPLC-kemometrik kalibrasyonlarindan saglanan sonuglar, klasik

HPLC metodu ile kiyaslanmistir.

Ding et al. (2006) bu ¢alismada ikili karisimlar ve ticari {iriinlerdeki allura red ve
tartrazinin  derisimleri, kemometrik kalibrasyonlar ve HPLC metotlarinin
birlestirilmesi ile tayin edilmistir. Bu c¢alismada, ¢ok dalga boylu HPLC verilerine
dayandirilan PLS, PCR ve CLS ile ¢ok bilesenli kalibrasyon teknikleri kullanilarak
CPLS, CPCR, CCLS gibi metotlarla kiyaslama yapilmistir. Cok dalga boylu pik
alanm1 verileri (x-blok) ve derisim seti (y-blok) arasindaki baglanti, kromatografik
coklu kalibrasyonlar1 elde etmek i¢in kullanilmistir. Cok dalga boylu
kromatogramlar ve ¢ok dalga boylu pik alami verileri, fotodiyot array dedektorlerle
(PDA) elde edilmistir. I¢ standart olarak sunset yellow’un varliginda TAR ve ALL
arasinda iyi bir kromatografik ayirma saglamak icin 1,9 mL/dak akis oraninda
55:20:10 (v/v/v) asetonitril-metanol-saf su oraninda, 0,2 M asetat tamponu (pH:5,0)
kombinasyonu ile C18 kolon kullanilmistir. Bu kromatografik ¢ok bilesenli analiz
teknikleri, farkli sentetik karisimlar analiz edilerek ve standart ekleme teknikleri
kullanilarak validasyon yapilmistir. Bu metotlar, TAR ve ALL igeren ticari toz
orneklere uygulanmistir. Bu kromatografik ¢ok bilesenli analiz teknikleri, alternatif

tek HPLC metodundan saglananlar kadar iyi sonuglar vermistir.

Ding et al. (2006), bu ¢aligmada tabletler ve insan kanindaki klorozoxazone (C2X) ve
parasetamol (PAR) in HPLC tayini i¢in yeni kemometrik yaklagimlar tanitilmistir.
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Cok dalga boylu HPLC piki i¢in CLS,PCR vePLS kalibrasyonlarini igeren
kemometrik yaklasimlar, bes dalga boyunda ¢izilen kromatogramlarla bulunmustur.
Coklu kromatogramlar, 225-240-255-270-280 nm de PDA dedektor kullanilarak
yapilmistir. PLS, CLS, PCR nin algoritmasiyla HPLC-CLS, HPLC-PCR ve HPLC-
PLS kalibrasyonlarint yapilandirmak icin ¢oklu kromatogram verileri uygulanmistir.
0,8 mL/dak. akis hizinda C18 kolonda asetonitril ve 0,1 M amonyum karbonat
karigimi, drneklerde C2X ve PAR 1 tayin etmek i¢in mobil faz olarak kullanilmstir.
Bu kromatografik ayirmalarda i¢ standart olarak hidroklorothiazide kullanilmastir.
HPLC kemometrik kalibrasyonlari, yiiksek kesinlik ve dogrulukla ticari ilag ve kan

orneklerinde arastirilan ilaglarin nicel analizine basar1 ile uygulanmistir.

Lopez-Cervantes et al. (2006), bu caligmada Karides atiklariin hidroksilate sivi
fraksiyonunda retinol, a-tokoferol ve kolesterolun simultane nicel analizini yapmak
icin HPLC metodunu kullanmislardir. Bu metot, n-heksanla ekstraksiyonu ve
mikroscale saponificationu icermektedir. Yagda c¢oziinebilen vitaminler ve
kolesterol, 36 °Cde kolon sicaklifinda 1,4 mL/dak akis hizinda, 68:28:4 (v/v/v)
metanol:asetonitril:su mobil fazinda 25cm x 0,46cm SS Exil ODS 5 um kolonunda
HPLC-UV dedektorle HPLC ile tayin edilmiglerdir. Dedeksiyon, o-tokoferol ve
kolesterol i¢in 208 nm de, retinol i¢in 325 nm’de diot-array spektrofotometresinin iki
kanali kullanilarak diizenlenmistir. Bu sartlarda, ayrintili geri kazanimlar, sirasiyla
retinol, a-tokoferol ve kolesterol i¢in % 95,7; % 100,8; % 98 dir. Bu metotta bagil
standart sapmalar, retinol i¢in %1,83, a-tokoferol i¢in %2,32 ve kolesterol i¢in 1,98
dir. Bu metot, karides atiklarinin laktik asit fermantasyonu siiresinde hidroksilate
analizini saglamistir. Hidroksilate, balik iirinlerinde 6nemli besin degerlerinden

biridir.

Ma, M. et al. (2006), bu calismada gidalarda sentetik ¢oziinebilen renklendiriciler
olarak bulunan tartrazin, amaranth, poceau 4R, sunset yellow FCF, fat-sudan (I-IV)
in es zamanli tayini yapilmistir. Bu metotta, 6rnek hazirlama prosesinde ekstraksiyon
cozeltisi olarak dimetilsiilfoksit kullanilmigtir. HPLC-DAD-Kiitle spektrometresinin
uygulamasi ise analitik teknik olarak kiitle spektral verilerini elde etmek icin

pozitif/negatif iyon degisimli metotta iyon secici olarak uygulanmistir. Derisim
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biiyiikliigiinde iic dogrusallik vardir. Arastirilan boyalarda dedeksiyon ve nicel
limitleri, sirasiyla 0,09-4 ve 0,03-11,2 mg olarak bulunmustur. Dort matriste sekiz
renk maddesinin geri kazanimlar1 %93,1-%108,3 oraninda elde edilmistir. %8,2 den
az bagil standart sapmalar elde edilmistir. Bu metot, toz 6rneklerde, lezzetli zencefil
ve yagda ¢Oziinen boyalarda ve suda ¢oziinen renklendiricilerin tayininde basartyla

uygulanmistir.

Ozdemir et al. (2006), bu calismada oksiiriik surubundaki guaifenesin ve
dekstromethorphanin tayini ic¢in florimetrik dedeksiyonla pratik sivi-performans
kromatografik metodu tanimlamiglardir. Gelistirilen metot, diger tiirlerin varligiyla
orneklerde aktif bilesiklerin ayrilmasi ve simultane tayini i¢in basit , dogru ve hizli
ornek hazirlama basamaklar1 igermektedir. Amilarid (AM), calisilan dalgaboyu
bolgesinde floresans karaktere sahip i¢ standart (IS) olarak kullanilmistir. {laglarin ve
i¢ standardin iyi kromatografik ayirimi, C18 kolonda fosfat tamponu varliginda
asetonitril-metanol iceren mobil fazla ayrilmistir. Eluentler, sirasiyla 277 ve 588 nm
dalgaboylarinda floresans dedektorlerle incelenmistir. Tanimlanan kosullar altinda,
bulunan kalibrasyon grafikleri, guaifenesin ve dekstromethorphan igin sirasiyla
0,052-2 pg/mL ve 1,2-2.4 pg/mL derisim oraninda dogrusaldir ve regresyon
katsayilar1 da 0,999 dan biiyiiktiir. Validasyon c¢aligmasi, segicilik, dogrusallik,
tahmin, dogruluk ve duyarlilifi iceren temel kriterleri karsilayan yeni analitik

metotlar gelistirmek i¢in ICH rehberligini yapar.

Ding et al. (2007), bu ¢alismada fraksiyonel dalgaboyu transferi, sinyal ve tahmini
analizi i¢in yeni bir matematiksel model gelistirmislerdir. Bu calismada, ikili
karisimdaki bilesiklerin sinyallerinin c¢alismada fraksiyonel dalgaboyu analileri
yapilmistir. Hidroklorotiazid ve silazoprilin nicel dengesinde, PLS kalibrasyonlari,
deneysel kosullar1 uygun hale getirdikten sonra fraksiyonel dalgaboyu katsayilar igin
uygulanmistir. PLS yaklasiminin validasyonu, aktif bilesenleri iceren farkli sentetik
karisimlarinin analizinde kullanilmistir. Ger¢ek Orneklerde hidroklorotiazid ve
silazopril, 6n ayirma olmaksizin fraksiyonel dalga boyu katsayilarina dayandirilan
PLS kullanilarak analiz edilmistir. Birlestirilen metot, potansiyel yeni kemometrik

yaklasimdir ve 6rneklerdeki bilesenlerin nicel analizi i¢in uygundur.
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Din¢ et al. (2007), bu calismada kiyaslamali kromatografik c¢alisma, veteriner
formiilasyonlarindaki trimethoprim (TMP) ve sulfometoksiazole (SMX) in simultane
nicel ¢oziimii i¢in gelistirilmistir. Cok dalga boylu kromatogramlar, 220, 230, 240,
250 ve 260 nm de DAD dedektorler kullanilarak kaydedilmistir. {lk basamakta, her
bir ila¢ i¢in yukaridaki dalgaboylarinde bes farkli esitlik, derisim ve pik alani
arasindaki bagint1 kullanilarak elde edilmistir. Bu kalibrasyon grafikleri, 6rneklerde
TMP ve SMX in nicel degerlendirilmesi i¢in kullanilmistir. Tek dalga boyu
uygulamalari, geleneksel LC metodu olarak adlandirilmistir. ki basamakta, PCR,
PLS kalibrasyonlar1 ¢ok dalgaboylu kromatogramlara uygulanmistir. Orneklerde
arastirilan iki ilacin miktari, PCR ve PLS kalibrasyonlar1 ile yapilmistir. Kemometrik
yaklasimlar ve kromatografik c¢oklu yaklasimlarla bulunan her bir dalgaboyunun
kalibrasyon grafiklerinden karsilagsmali olarak elde edilen deneysel sonuglar,

geleneksel LC metodundan daha iyi sonuglar vermektedir.

Minioti et al. (2007), bu ¢alismada 13 tane sentetik renk maddesinin basarili ayirimi
ve tayini i¢in ters faz s1vi kromatografisi yontemini gelistirmislerdir. AC 18 sabit fazi
kullanilir ve mobil faz olarak %20:80 asetonitril-metanol karisimi ve % 1 (m/v)
amonyum asetat tamponu (pH:7,5) kullanilmistir. Basarili ayirma, 29 dakikayla
uygun egitimli eliisyon kullanilan biitiin bilesikler i¢in saglanmistir. Diot-array
dedektorler, 350-800 nm arasinda renklendiricileri denetlemek i¢in kullanilmistir.
Metotta, dikkatle validasyon yapilmistir. Biitiin bilesiklerin dedeksiyon limitleri, 1,59
ng/L (E142), 22,1 pg/L( E124) arasinda degismektedir. Giin i¢i tahmini % 0,37 den
% 4,8 e kadar siralanir ve meyveli iceceklerdeki E122 icin %0,86, receldeki E142
icin %10 dur. Geri kazanimlar, receldeki E142 i¢in %94 den sekerdeki E131 icin
%102 bulunur. Metot, icecekler, alkollii igecekler, regeller, tathi sekerlemeler ve
sekerlerde 6n ayirma olmaksizin uygulanmistir. Bu tiir gidalar, suda ¢dzilinebilen

gidalardir.
Tosun et al. (2007), yaptiklar1 bu ¢alismada umbelliferaenin kdk ve hava ile ilgili (-)

anomalin (ANO) ve deltoin (DEL) in tayini i¢in sivi-kromatografik-kemometrik

metotlar1 gelistirmislerdir. Ilk olarak, kemometrik sartlar, en iyi ayirimi ve geri
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kazanim sonuglarini1 elde etmek i¢in normal faz kolonu kullanilarak farkli dalga
boylarinda ¢esitli akis hizlariyla ¢oziiciilerin ¢esitli oranlarinda farkli mobil fazlar
test edilerek optimize edilmistir. Sonug olarak, ortam sicakliginda yukaridaki kolon
sisteminde 0,8 mlL/dak sabit akis oraninda, n-heksan ve etilasetatin (75:25)
bulundugu mobil fazda, drneklerde ANO Ve DEL in iyi ayirimi ve tayini igin
optimal kromatografik sartlar bulunmustur. 50-400 ng/mL derisim oranlarinda ANO
ve DEL bilesiklerini i¢eren derisim seti i¢in ¢oklu kromatogramlar, secilen bes dalga
boyunda DAD sistem kullanilarak bulunmustur. U¢ LC kemometrik yaklasiminda
kemometrik verileri yapilandirmak i¢in ¢ok kromatogramli veriler kullanilmistir.
Alternatif bir metot olarak, ayn1 dalga boyunda alhisilmis LC ile bitki
ekstraktlarindaki baglantili bilesiklerin analizi yapilmistir. Metotta, analiz edilen
cesitli sentetik ANO-DEL karisimlariyla validasyonu yapilmistir. Alisilmis ve
kemometrik LC metotlarina, S.resinosum kok ve hava pargalarindan ekstraktlar
iceren gercek Ornekler uygulanmistir. LC-kemometrik yaklasimiyla bulunan

sonuglar, alisilmig LC ile bulunanlarla kiyaslanmistir.

2.3. Potansiyometri ile Yapilan Cahsmalar

Aktas and Yasar (2004), bu calismada 2-hidroksisinnamik asit ve 2-hidroksi
benzoik asit, 25°C de azot atmosferinde 2-propanolde tetra amonyum hidroksit
kullanilarak potansiyometrik olarak titre edilmistir. ANN, potansiyometrik asit-baz
titrasyonlarinda c¢oklu kalibrasyon gibi davranan veriler i¢in uygulanmistir. Geri
yayilim Ogrenimi ile denenen ANN, p-kumarik asit, sinapik asit, vanillik asit,
izovanilik asidin derisimleri arasindaki kompleks non-dogrusal olmayan bagint1 ve
eklenen farkli hacimlerdeki ¢d6zeltilerin mV degerleri i¢in kullanilmistir. mV
matrisinin ana bilesenleri, network girisi olarak kullanilmigtir. Uygun network,
sentetik karigimlarda asitlerin derigimlerini tayin edilmistir. Sonuglar, % 4,18 den
daha az ortalama baglantili hatalarla titrasyon verilerinin ilerletilmesinde

kullanilmastir.

Akhound et al. (2006), yaptiklar1 bu calismada PLS modelini, potansiyometrik

titrasyonla askorbik asit, sitrik asit ve tartarik asitlerin karigiminin analizinde
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kullanmiglardir. Askorbik asit, sitrik asit ve tartarik asitlerinin ¢oklu karigimlari
kadar tartarik ve sitrik asitin ikili karigimlari, potansiyometrik olarak NaOH ile titre
edilmistir. Titrant hacmi ve analit derisimi arasindaki dogrusal iliski PLS ile elde
edilmistir. Bilesiklerin derisimlerini tahmin etmek i¢in daha sonra dizayn edilen
model, bilinmeyen 6rneklerdir. Bu metodun pratik yarari, 4x10-2x10° M derisim
arasinda ikili ve coklu karisim sistemlerinde asitlerin simultane tayini igin

yapilandirilmis ve kabul edilebilir sonuglar elde edilmistir.

Aktas and Ertokus Pekcan (2008), bu calismada, {i¢ anti-inflamatuar ilag tiiriinii,
yani ibuprofen, indometazin ve naprokseni potansiyometrik olarak  tetrabutil
amonyum hidroksit ¢oziiciisii ile bir azot atmosferi altinda 25 °C de asetonitril
ortaminda elde ettikleri potansiyometrik titrasyon verilerini MATLAB 7.0 yazilimi
ile kemometrik olarak hesaplamaya tabi tutmuslardir. Yapay sinir ag1 (YSA) ile
ibuprofen, indometazin ve naproksen karigimlarinin derigimleri ve milivolt degerleri
arasinda dogrusal bir iliski modeli kurulmustur. Optimize edilmis ag, sentetik
karigimlarda ajanlarin derigimleri Ongoriilmiistiir. Yapay sinir aglarina gore az

%2,30 tahmin ortalama bagil hata hesaplama yapilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.Materyal

Bu calismada, UV/VIS spektrofotometrisi, yiiksek performans sivi kromatografisi
ve potansiyometrik yontemlerle dort bilesenli bir gida maddesindeki  renk
maddelerinin nicel olarak tayini yapilmistir. Bu renk maddeleri karamel (Gurme),
allura red (Sigma), sunset yellow (Fluka), tartrazin (Fluka)dir. Elde edilen veriler,
PCA, PCR, PLS, MLR gibi kemometrik ydntemlerle degerlendirilmistir. Once tek
tek sonra farkli oranlarda hazirlanan sentetik karigimlarin spektrumlart alinmstir.

Son iglem olarak da ticari olarak alinan farkli gida drneklerinde dl¢timler yapilmustir.

Elde edilen veriler, Minitab 15, Panorama, XLSTAT Solo ad1 verilen kemometrik
programlar ile degerlendirilmistir. Temelde bu programlar,

e Veri ve Dosya YoOnetimi

e Temel Istatistikler

e Regresyon Analizi

e Varyans Analizi (ANOVA)

e Istatistiksel Siire¢ Kontrolii (Statistical Process Control - SPC)

e Deney Tasarimi

e Giivenilirlik Analizleri

e (Cok Degiskenli Analiz

e Zaman Serileri ve Kestirim

¢ Simiilasyonlar ve Dagilimlar

ozelliklerini icermektedir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

3.2.1. UV-goriiniir spektrofotometre cihazi

UV — Vis spektrumlari, bilgisayar tarafindan kontrol edilen 1 cm uzunlugundaki
hiicre ile donatilan UV 1700 PHARMASPEC SHIMADZU spekrofotometresi
kullanilarak belirlenen spektrum degerleri gida maddelerindeki renk maddelerinin

miktarini belirlemek i¢in kemometrik metoda uygulanmaistir.
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3.2.2. Yiiksek performans sivi kromatografisi cihazi
SHIMADZU HPLC;

Dedektor: Diode Array Dedektor

Pompa: LC-10ADvp

Degasser: DGU- 14A

Column oven: CTO-10ACvp

Kolon: Luna C18 250*4.6mm 5 micron

Mobil faz: 0,2M asetat tamponu(pH:5):55 ACN:20 MeOH:15 Su:10
Akis Hizt: 1,5 mL / dakika

Kolon sicakligr : 25°C

3.2.3. Potansiyometri cihaz

ORION 5 STAR pH/iyon cihazi

3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Deneylerde analitik saflikta olan kimyasallar kullanilmistir. Calismada kullanilan

kimyasallar Cizelge 3.1.” de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasallar ve formiilleri

BILESIGIN ADI BILESIGIN FORMULU

Karamel o

Allura Red i ;

Sunset Yellow i
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Tartrazin
0 %
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Su, 0,05 S.cm™” den diisik kondiiktiviteye sahip, Milli— Q su aritma (Millipore
Corp.) sisteminden saglanmustir.

3.3.1 Kullamlan cozeltiler

Calismada spektrofotometrik ~ Slgiimler igin :

Biitiin renk  maddelerinin 10 mg / 100 mL olacak sekilde stok ¢ozeltileri

hazirlanmstir.

Stok Karamel Cozeltisi
Karamel maddesinden 0,0108 g tartilarak bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra son

hacim 100 mL ye tamamlanmistir.

Stok Allura Red Cozeltisi
Allura red maddesinden 0,0104 g tartilarak bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra

son hacim 100 mL ye tamamlanmustir.

Stok Sunset Yellow Cozeltisi
Sunset Yellow maddesinden 0,0105 g tartilarak bir miktar saf suda ¢oziildiikten

sonra son hacim 100 mL ye tamamlanmustir.

Stok Tartrazin Cozeltisi
Tartrazin maddesinden 0,0104 g tartilarak bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra son

hacim 100 mL ye tamamlanmistir.
Ticari numune

e Sivi gazli icecek: Ticari olarak satin alinan sivi1 gazli igecek bir saat manyetik

karistiricida karnigtirilmistir ve 20 dakika kadar 90°C de 1sitilmistir. Bu islem

50




sonucunda yapisinda bulunan karbondioksit uzaklastirilmistir. Sonra
stiziilerek 0,1-1,0 mL alinarak son hacim 0,1 M HCI ile 25 mL ye

tamamlanmistir (Yedigiin Kan Portakal1).

3.4. Yontem
3.4.1. UV/VIS spektroskopisi yontemi

Bu caligsmada, spektrofotometrik o6l¢iimlerle renk maddelerinin stok ¢dzeltilerinin
spektrumlart okunmustur. Bu islem i¢in once tek tek sonra farkli oranlarda
hazirlanan sentetik karigimlarin spektrumlar1 alinmigtir. Son islem olarak da ticari
olarak alinan farkli gida drneklerinde dl¢limler yapilmistir. Elde edilen veriler, farkli
kemometrik yontemlerle degerlendirilmistir. ilk basamakta, UV spektrofotometre
cithazinin kalibrasyonu (sifirlama islemi) yapilmistir. Kalibrasyon islemi once her iki
hiicre bos birakilarak havaya kars1 yapilmistir. Sonra ayni islem bu kez her iki 151k
yoluna saf su ile hazirlanan kér numunesi konularak yapilmistir. Biitiin okumalarda
hep kor bu sekilde hazirlanmistir. Kor olarak sadece saf su kullanilmasinin nedeni bu
caligmada genel olarak ¢oziiciimiiz saf su oldugu icindir. Kor se¢imi yapilirken
girisim etkilerini yok etmek igin, kdr olarak ¢oziicii tercih edilmistir. Ikinci
basamakta, saf renk maddelerinin tek tek spektrumlari alinmistir. Bu islem esnasinda
stok renk maddelerinden derisimleri 2-10 ppm arasinda olacak sekilde 0,5-2,5 mL
arasinda saf maddeler stoklardan alinarak toplam hacim 25 mL ye tamamlanarak
cozeltileri hazirlanmistir ve UV spektroskopisinde absorbans okumalar1 yapilmastir.
Ucgiincii basamakta, her bir madde ayr1 bir dalga boyunda maksimum verdiginden saf
renk maddelerinden olusturulan sentetik karigimlarin UV spektroskopisinde
absorbans okumalar1 yapilmistir ve birbiri yaninda herhangi bir 6n ayirma islemine
gerek olmaksizin renk maddeleri incelenmistir. En son basamakta ise, ticari
numunelerden hazirlanan ¢ozeltiler incelenmistir. Sivi gazli igecek: DOrt ayri renk

maddesi igerir. Bunlar; karamel, allura red, tartrazin ve sunset yellowdur.

3.4.2. Yiiksek performans sivi kromotografisi (HPLC) yontemi

Yiiksek performans sivi kromotografisinde (HPLC), Kolon olarak Luna CI18
250*4.6mm 5 micron tercih edilmistir. Mobil faz olarak 0.2M asetat
tamponu(pH:5):55 ACN:20 MeOH:15 Su:10 kullanilmistir. Numunelerin stok
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cozeltileri 25 mg/mL olarak 0.2 M asetat tamponunda (pH=5) hazirlanmistir. Stz
gazli icecek icin, brilliant blue (IS) i¢ standart olarak kullanilmistir. I¢ standartin 10
ng/mL bulundugu ortam i¢in 0,4-16 pg/mL araliginda olacak sekilde diger renk
maddeleri eklenerek karisimlar hazirlanmistir. HPLC kemometrik analizi siiresince,
PDA dedektor kullanilarak bes dalga boyunda IS e karsi analiz edilen renk
maddelerinin pik alanlarinin  oranlar1  karsilagtirilmistir. IS den 10 pg/mL
kromatografik ¢alisma icin enjeksiyon sistemine eklenmistir. Dedektoriin cevabi pik
alan1 olarak Olclilmiistiir. Kemometrik kalibrasyon, HPLC c¢oklu kalibrasyonu ile
birlestirilen yontemle yapilmistir. Ticari tiriinlerin analizinde ise, 2000 mg 6rnek 100
mL 0,2 M asetat tamponunda (pH=5) ¢0Oziilmiistiir ve 20 dakika 5000 rpmde

santrifiijlenerek kromotogrami alinmistir.

3.4.3. Potansiyometrik yontem

Saf haldeki renk maddelerinin potansiyometrik yontemle analizi yapilmistir. Bu
caligma esnasinda Once renk maddelerinin saf numuneleri (2-10 ppm) hazirlanarak
potansiyometrik olarak degerlendirilmistir. Sonraki asamada hazirlanan renk
numunelerinden belli hacimlerde alinarak ¢oklu karisimlar hazirlanmigtir. Son olarak
da ticari olarak satilan numuneler incelenmistir. Renk maddeleri fenolik yapida

olduklarindan 0, 1 M NaOH ile titrasyon yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. UV Spektroskopisi

Once her bir renk maddesinin saf halde ~ 10 mg/100 mL saf suda standart ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Daha sonra 0,5-2,5 mL arasinda saf maddeler stoklardan alinarak
toplam hacim 25 ml’ye tamamlanmistir. Bu islem sonrasi absorbanslar 6lgiilerek
kaydedilmigtir. Her bir renk maddesinin derisimleri ppm olarak hesaplanmis ve

absorbanslardan yararlanilarak molar absorpsiyon katsayilar1 belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Renk maddelerinin spektroskopik 6zellikleri

RENK MAK. ABS. MOLAR KALIBRASYON KORELASYON
MADDESI YAPTIGI ABSORPSiYON DENKLEMI KATSAYISI
DALGABOYU KATSAYISI
Karamel 276,80 nm 0.021 y=0,021x - 0,0035 0,9985
Allura Red 506,20 nm 0.0991 y=0,0991x + 0,0186 0,9953
Sunset Yellow 483,60 nm 0.1054 y =0,1054x + 0,0075 0,9997
Tartrazin 428,00 nm 0.0987 y=0,0987x - 0,0188 0,9997

Her bir renk maddesinin saf halde yani tekli durumda spektrumlari alinir. Bu
spektrumlar alinirken karamel i¢in derisim araligi 4-20 pg / mL, allura red i¢in 0,4-
1,6 ug / mL, tartrazin i¢in 0,8-3,2 ug / mL, sunset yellow i¢in 0,4-1,6 pug / mL dir. Bu

derisim aralig1, tayin edilecek renk maddeleri i¢in dogrusaligin oldugu bolgedir.

4.1.1. Saf halde renk maddelerinden elde edilen spektrumlar

03654
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/
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0,154

Absorbans

0,10
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000 . . . : . ;
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Sekil 4.1. Karamel maddesinin absorpsiyon spektrumu
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Sekil.4.2. Allura red maddesinin absorpsiyon spektrumu
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Sekil. 4.3. Tartrazin maddesinin absorpsiyon spektrumu
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Absorbans

Dalga Boyu,nm

Sekil 4.4. Sunset yellow maddesinin absorpsiyon spektrumu

Her bir madde ayr bir dalga boyunda maksimum absorbans vermektedir. Daha sonra
bundan yararlanilarak sentetik karigimlar hazirlanmistir ve birbiri yaninda herhangi
bir 6n ayirma yapmaksizin renk maddeleri incelenmistir. Renk maddeleri ayrica

stirekli spektrum gostermektedir ve iist liste ortiisen spekrumlar gdzlenmektedir.

4.1.2. Temel bilesen analizi (PCA)

Sentetik ¢ozeltilerde hesap yaparken programin kendi i¢inde ilk yaptig1 islem temel
bilesen analizi yapmaktir. Temel bilesen analizi uygulanmasinin amagclari, bir orijinal
degiskeni temsil eden n sayida orijinal aksi (dogruyu) yeni akslar haline
doniistiirmektir. Bu donilisiim isleminde yeni akslar, verilerin maksimum varyans
yonelimleri boyunca uzanir ve yeni akslarin 6zelligi, ortogonal olmalaridir ve bu
yeni degiskenler arasinda korelasyon yoktur. Numune verilerinin varyansinin ¢ogunu
aciklamak i¢in ihtiyag¢ olan yeni degiskenlerin sayisi (p), n sayidaki orijinal akslardan
daha azdir. Temel bilesen analizi, ¢ok degiskenli verilerin boyutunu indirgemek veya
verileri azaltmak icin bir yontem olarak kabul edilir. Ayn1 zamanda degiskenlerin

dogrusal bilesenlerini ortaya ¢ikarir.
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Sekil 4.5. Degiskenlerin dogrusal bilesenleri

Sekil 4.5. e bakildiginda programa yiikledigimiz verilerden birinci temel aks ve
ikinci temel aks iizerinden dogrusal bilesenler bulunmustur. Islemlerin dogrulugu
Olgiistinde dogrusal bilesenler elde edilmistir. Bu grafik varyans-kovaryans
matrisinin elemanlarinin orijinin merkezine olan biiyiik aks birinci temel bileseni
(C2) ve bu bilesene 90 °C lik ag1 ile ikinci temel bilesen (C3) uzanmaktadir. Bir kare
matris i¢in , varyans-kovaryans matrisinin elemanlar1 koordinat sisteminin orijini
boyunca uzanir. Biiyiik aksin egimi, birinci temel bilesen ile birlestirilmis 6zvektor
(eigenvector)diir. Bu “0zvektore” karsilik gelen “6zdeger” (eigenvalue) Sekil 4.5.
deki biiyiik aksin uzunlugudur. Sekil 4.6. da 6zdegerlerin grafigi goriilmektedir.
Ozdegerlerin simetrik bir veri matrisinden ¢ikarilmasi kismi en kiiciik kareler
yontemi ve temel bilesen analizi icin &nemlidir. Ozdegerler ve 6zvektorler elde
edildikten sonra yapilacak islem diger kemometrik hesaplamalara gecistir. Temel
bilesen analizi ile elde edilen temel bilesenler yardimiyla olusturulan korelasyon

matrisi diger kemometrik regresyonlara (PLS, PCR... ) 151k tutmaktadir.
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Sekil 4.6. Kemometrik verilerden elde edilen 6zdegerlerin grafigi

Sekil 4.6. de belirgin bir sekilde goriildiigii gibi 6zdegerler 2. degerden 3. degere
dogru diismiistiir. Ilk iki faktdr, toplam varyansin % 99’undan daha fazla

giivenilirdir.

4.1.2.1. Kalibrasyon yonteminin validasyonu

Temel Bilesen Analizi ig¢in 0,4-16 ng / mL dogrusal calisma araliginda karamel,
allura red, tartrazin ve sunset yellow iceren c¢ozeltilerin standart serisi stok
coOzeltilerinden yararlanilarak hazirlanmistir. Renk maddelerini igeren 16 adet yapay
karigim ¢ozeltilerinden ibaret olan bir kalibrasyon seti (Cizelge 4.2.) hazirlanmistir.
Once saf maddelerle calisilarak her bir bilesenin hangi aralikta spektrum verdigi
belirlenmistir (BSliim 4.1.1.). Olgiimler 200-800 nm arasinda yapilmistir. Daha sonra
aralik kalibrasyon seti i¢in ve kullanilacak olan istatistik programi dogrultusunda
dalga boyu araligt 260 nm- 560 nm olarak daraltilmistir. Kalibrasyon seti
hazirlanirken saf halde alinan spektrumlarin absorbanslariyla iligkili degerlendirme

yapilmustir.
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Cizelge 4.2. Karamel, allura red, tartrazin ve sunset yellow karisimlarini igeren

kalibrasyon seti

No Karamel Allura Red Tartrazin Sunset Yellow
(ug/ mL) (ug/ mL) (ug/ mL) (ng/ mL)

1 4 0,4 0,8 0,4

2 8 0,4 0,8 0,4

3 12 0,4 0,8 0,4

4 16 0,4 0,8 0,4

5 4 0,4 0,8 0,4

6 4 0,8 0,8 0,4

7 4 1,2 0,8 0,4

8 4 1,6 0,8 0,4

9 4 0,4 0,8 0,4

10 4 0,4 0,8 0,8

11 4 0,4 0,8 1,2

12 4 0,4 0,8 1,6

13 4 0,4 0,8 0,4

14 4 0,4 1,6 0,4

15 4 0,4 2.4 0,4

16 4 0,4 3,2 0,4
Sentetik Karisimlar:

Karamel, allura red, tartrazin ve sunset yellowdan olusur.

Abs

0,454 o

0,400 |

L
0,200 i}

0,100 =

sunzet
yellow

allurared

Sekil 4.7. Sentetik karisimin absorpsiyon spektrumu.
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4.1.3. Kismi en kiiciik kareler yontemi (PLS)

Kismi en kii¢lik kareler yonteminde Cizelge 4.2 gore hazirlanan kalibrasyon seti
kullamlmistir.  Olgiimler 200-800 nm arasinda yapilmustir. Daha sonra aralik
kalibrasyon seti i¢in ve kullanilacak olan istatistik programi dogrultusunda dalga
boyu aralig1 260 nm- 560 nm olarak daraltilmistir. 260,280,300, 320, 340, 360, 380,
400, 420, 440, 460, 480, 500, 520, 540, 560 nm’ ye karsilik gelen 16 noktada
absorbans okunmustur. PLS kalibrasyon i¢in hazirlanan kalibrasyon setinin 250-330
nm dalga boyu aralifinda AA= 0,1 nm araliklarla absorbans okundu. Kullanilan
istatistik program ile kalibrasyon setinin absorbans ve derisim degerlerinin varyans-
kovaryans matriksleri hesaplanmigtir. Derigimler arasindaki matematiksel iliskiye
dayali PLS kalibrasyonu kurulmustur. Karamel, allura red, tartrazin ve sunset yellow
iceren karigimlarin yukarida belirtilen dalga boylarindaki absorbans degerleri
okunarak PLS kalibrasyonunda bu renk maddelerinin miktar tayinleri

gerceklestirilmistir.

4.1.3.2. Kalibrasyon yonteminin validasyonu

PLS yontemini valide etmek amaciyla karamel i¢in 4-16 pg/mL, allura red igin 0,4-
1,6 pg/mL, tartrazin i¢in 0,8-3,2 ng/mL ve sunset yellow icin 0,4-1,6 pg/mL calisma
aralig1 i¢inde olacak sekilde farkli derisimlerde 16 adet yapay karisim ¢ozeltisinden
ibaret olan bir set hazirlanmistir. Hazirlanan bu validasyon seti (Cizelge 4.2)
kullanilarak kurulan PCR kalibrasyonun kesinlik ve dogrulugu test edilmistir. Geri
kazanim (GK) degerleri; karamel icin % 100,064, allura red i¢in % 98,9042 ,
tartrazin icin % 98,8317, sunset yellow icin % 99,9983 olarak bulunmustur. Bagil
standart sapma degerleri karamel i¢in % 1,93, allura red i¢in %2,11 , tartrazin ic¢in
% 1,94, sunset yellow icin % 0,019 olarak hesaplanmistir. PLS kalibrasyon
yonteminin sentetik karigimlara uygulanmasi ile elde edilen sonuclar Cizelge 4.3. de

gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. Sentetik olarak hazirlanan karisitmindaki renk maddelerinin PLS

kalibrasyonu ile hesaplanan sonuglari

Karisim Karamel Allura Red
No UV Sonuglari UV Sonugclari
Konulan Bulunan % Geri Konulan Bulunan % Geri
(ug/ml)  (pg/ml) Kazanim (ng/ml) (ng/ml) Kazanim
1 4 4,0438 101,0950 0,4 0,3994 99,8500
2 8 8,0631 100,7888 0,4 0,4005 100,1250
3 12 12,064 100,5333 0,4 0,3921 98,0250
4 16 15,9798 99,8738 0,4 0,4071 101,7750
5 4 4,0582 101,4550 0,4 0,3969 99,2250
6 4 4,0017 100,0425 0,8 0,8044 100,5500
7 4 3,9700 99,2500 1,2 1,1777 98,1417
8 4 3,8911 97,2775 1,6 1,5636 97,7250
9 4 3,9289 98,2225 0,4 0,3832 95,8000
10 4 3,9252 98,1300 0,4 0,4029 100,7250
11 4 4,0377 100,0425 0,4 0,3911 97,7750
12 4 4,1971 104,9275 0,4 0,3990 99,7500
13 4 3,9692 99,2300 0,4 0,3737 93,4250
14 4 4,0910 102,2900 0,4 0,4037 100,9250
15 4 3,9728 99,3200 0,4 0,3969 99,2250
16 4 3,9058 97,6450 0,4 0,3977 99,4250
x =100,064 x = 98,9042
SS=1,93 SS=2,09
BSS =% 1,93 BSS =%2,11
Karisim Tartrazin Sunset Yellow
No UV Sonuglan UV Sonuglan
Konulan Bulunan % Geri Konulan Bulunan % Geri
(ng/ml) (ug/ml) Kazanim (ug/ml)  (pg/ml) Kazanim
1 0,8 0,7988 99,8500 0,4 0,4000 100,00
2 0,8 0,7807 97,5875 0,4 0,4000 100,00
3 0,8 0,7900 98,7500 0,4 0,3999 99,9750
4 0,8 0,7701 96,2625 0,4 0,4001 100,0250
5 0,8 0,7790 97,3750 0,4 0,4000 100,00
6 0,8 0,7848 98,1000 0,4 0,4000 100,00
7 0,8 0,7709 96,3625 0,4 0,4001 100,025
8 0,8 0,8065 100,8125 0,4 0,3999 99,9750
9 0,8 0,8014 100,1750 0,4 0,3998 99,9500
10 0,8 0,7734 96,6750 0,8 0,8000 100,00
11 0,8 0,8294 103,6750 1,2 1,1999 99,9917
12 0,8 0,7964 99,5500 1,6 1,6001 100,0063
13 0,8 0,7851 98,1375 0,4 0,4000 100,00
14 1,6 1,5727 98,2938 0,4 0,4001 100,0250
15 2,4 2,3956 99,8167 0,4 0,4000 100,00
16 3,2 3,1963 99,8844 0,4 0,4000 100,00
x =98,8317 x =99,9983
SS=1,92 SS=10,019
BSS =%1,94 BSS =% 0,019
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4.1.3.3. PLS yontemi icin ANOVA testi

PLS kalibrasyon yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek amaciyla elde
edilen sonuglara ANOVA testi uygulanmistir. Gruplar arasi serbestlik derecesi=19,
grup ici serbestlik derecesi=12 % 95 giiven araliginda F-tablo degeri 2,31 olmasina
karsilik karamel i¢in hesaplanan F-test degeri 0,82 ve p-degeri 0,62, allura red igin
hesaplanan F-test degeri 1,89 ve p-degeri 0,08 olarak, tartrazin i¢in hesaplanan F-test
degeri 1,32 ve p-degeri 0,08, sunset yellow i¢in hesaplanan F-test degeri 1,56 ve p-

degeri 0,56 bulunmustur.

ANOVA testinde F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05 oldugu i¢in % 95 giiven
araliginda  elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadigi bulunmustur.
Varyans analizinde iki serbestlik derecesi kullanilir. Gruplar arast serbestlik
derecesi=19 Grup ici serbestlik derecesi=12. . F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri>
p=0,05 oldugu icin bu kalibrasyon modeli ticari numunenin incelenmesinde

kullanilabilir olduguna karar verilmistir.

PLS Residual Normal Plot
Mormal - 95% CI
{response is C6)

4 components

Percent
un
=

-4 == e =15 ] 1 z2 3 4
Standardized Residual

Sekil 4.8. Atik degerlerinin dagilimi
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Plot of C6; C7; C8; C9; C10; C11; C12; C13; C14; C15; C16; C17; €18; C19; C1
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Sekil 4.9. Kemometrik hesaplamalar esnasinda olusturulan matris

Kemometrik hesaplamalar esnasinda elde edilen atik degerleri Sekil 4.8. de

gorilmektedir ve standart egride dagilim gostermektedir.

Hesaplamalarin dogru ve gilivenilir elde edilmesi i¢in simetrik bir matris
olusturulmas1 gerekmektedir. Sekil 4.9. da olusturulan kare matrisin verilerle

dagilimi goriilmektedir.

4.1.3.4. PLS yonteminde istatistiksel analiz

4.1.3.4.a. Kalibrasyonun Standart hatasi

Dort renk maddesini igeren karisimlarda bu maddelerin miktar tayini i¢in PLS
kalibrasyonun kurulmasinda capraz validasyon isleminde tahmin edilen hatalarin
karelerinin toplaminin (Predicted Resudiual Error Some of Squares— PRESS)
minimal degerleri elde edilmistir. Renk maddeleri i¢in kurulan PLS kalibrasyonunda
PRESS degeri karamel, allura red, tartrazin ve sunset yellow igin sirasiyla 0,108;
0,1639; 0,020024; 0,0211834 olarak hesaplanmistir. PRESS degerinin sifira yakin

olmast dogruluk derecesini arttirmaktadir. Elde edilen PRESS degerleri yeterince
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kiigiiktiir. Kalibrasyonun standart hatasi (Standard error of calibration —SEC),
gercek ve tahmin edilen derisim arasindaki iligskiye dayali olarak hesaplanmistir ve
karamel, allura red, tartrazin ve sunset yellow icin sirasiyla 0,077575; 0,006548;

0,500661; 0,0578 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.10. PLS kalibrasyon basamaginda karamel i¢in ger¢ek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuclar

1,8
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Sekil 4.11. PLS kalibrasyon basamaginda allura red i¢in ger¢ek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
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Sekil 4.12. PLS kalibrasyon basamaginda tartrazin i¢in gercek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuclar
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Sekil 4.13. PLS kalibrasyon basamaginda sunset yellow icin gercek ve tahmin

edilen derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar

Karamel, allura red, tartrazin, sunset yellow igeren karisimlarda bu maddelerin
konulan ve hesaplanan verilerinden PLS kalibrasyonu i¢in tayinin standart hatasi
(Standard Error of Prediction—SEP), degerleri karamel, allura red, tartrazin ve

sunset yellow i¢in sirastyla 0,0665; 0,0060; 0,0590; 0,0430 olarak bulunmustur.
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4.1.3.5. Kismi En Kii¢iik Kareler Yonteminin Ticari Numuneye Uygulanmasi

Ticari numunenin tayini i¢in 260-560 dalga boyu bolgesinde AA= 0.1 nm araliklarla
Olciilen absorbans degerlerine PLS algoritmasi uygulanmistir ve igecek icerigindeki

renk maddeleri hesaplanmistir.

Cizelge 4.4. Ticari numunede bulunan renk maddelerinin PLS kalibrasyonu ile

hesaplanan sonuglari

UV  Metodu fle Elde Edilen Sonuclar
Numune Karamel Allura Tartrazin Sunset
No Red Yellow
(ng/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
1 0,050 5,23 0,84 0,33
2 0,051 5,44 0,75 0,42
3 0,049 5,35 0,88 0,36
x=0,050 x= 5,34 x= 0,82 x=0,37
SS=1,0.10" SS=10,105 SS= 0,067 SS= 0,046
BSS: % 2,0 BSS: %1,97 BSS: % 8,14 BSS: % 12,43
GS= 0,05+ GS=5,34+ GS= 0,82+ GS=0,37+
1,13.10° 0,119 0,076 0,052

GS % 95 Esas alinarak hesaplanmigstir.
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4.1.4. Temel bilesen regresyonu yontemi (PCR)
PCR yontemi kalibrasyon seti igin dl¢iilen absorbans matrisinin pargalanmasiyla elde
edilen temel bilesen regresyonuna dayali bir yontemdir. Yontemin algoritmasi

Boliim 1.10.1.2. de ayrintili olarak verilmistir.

PCR kalibrasyon i¢in hazirlanan kalibrasyon setinin 260-560 nm dalga boyu
araliginda AA= 0,1 nm araliklarla absorbans degerleri okunmustur. Bélim 1.10.1.2.
de agiklanan PCR algoritmasina gore kalibrasyon setinin absorbans ve derigim
degerlerinin varyans-kovaryans matriksleri hesaplanmistir. Kalibrasyon seti i¢in
absorbanslarin  varyans-kovaryans matriksinin dekompozisyon islemine tabi
tutulmasindan sonra derisimleri arasindaki matematiksel iliskiye dayali PCR
kalibrasyonu kurulmustur. Renk maddelerini igeren karisimlarin yukarida belirtilen
dalga boylarindaki absorbans degerleri okunarak PCR kalibrasyonunda bu etken

maddelerin miktar tayinleri gerceklestirilmistir.

4.1.4.2. Kalibrasyon yonteminin validasyonu

PCR yontemini valide etmek amaciyla karamel icin 4-16 pg/mL, allura red i¢in 0,4-
1,6 pg/mL, tartrazin i¢in 0,8-3,2 pg/mL ve sunset yellow i¢in 0,4-1,6 pg/mL calisma
aralig1 i¢inde olacak sekilde farkli derisimlerde 16 adet yapay karisim ¢ozeltisinden
ibaret olan bir set hazirlanmistir. Hazirlanan bu validasyon seti (gizelge 4..2.)
kullanilarak kurulan PCR kalibrasyonun kesinlik ve dogrulugu test edilmistir. Geri
kazanim (GK) degerleri; karamel icin % 99,6694, allura red i¢in % 99,1872 ,
tartrazin icin % 99,4778, sunset yellow icin % 99,9983 olarak bulunmustur. Bagil
standart sapma degerleri karamel i¢in % 0,70, allura red i¢in % 1,32, tartrazin icin
% 1,50, sunset yellow i¢in % 0,019 olarak hesaplanmistir. PCR kalibrasyon
yonteminin sentetik karigimlara uygulanmasi ile elde edilen sonuclar Cizelge 4.5. de

gosterilmistir.
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Cizelge 4.5. Sentetik olarak hazirlanan karigimindaki renk maddelerinin PCR

kalibrasyonu ile hesaplanan sonuglar1

Karisim Karamel Allura Red
No UV Sonuglar UV Sonuglan
Konulan Bulunan % Geri Konulan Bulunan % Geri
(ug/ml)  (pg/ml) Kazanim (ug/ml) (ug/ml) Kazanim
1 4 4,0001 101,0250 0,4 0, 4000 100,00
2 8 8,0000 100,00 0,4 0,3903 97,575
3 12 12,001 100,0083 0,4 0,3903 97,575
4 16 15,998 99,9875 0,4 0,4012 100,300
5 4 3,9989 99,9725 0,4 0,3922 98,05
6 4 4,0000 100,00 0,8 0,8000 100,000
7 4 3,9900 99,75 1,2 1,1971 99,7583
8 4 3,9801 99,5025 1,6 1,5606 97,5375
9 4 3,9300 98,25 0,4 0,3876 96,9000
10 4 3,9800 99,5 0,4 0,4008 100,200
11 4 4,0111 100,2775 0,4 0,3976 99,4000
12 4 4,0000 100 0,4 0,3998 99,9500
13 4 3,9999 99,9975 0,4 0,3876 96,9000
14 4 4,0076 100,19 0,4 0,4037 100,9250
15 4 3,9800 99,5 0,4 0,3982 99,5500
16 4 3,9100 97,75 0,4 0,4000 100,00
x =99,6694 x =99,1872
SS=10,70 SS=1,31
BSS =% 0,70 BSS =%1,32
Karisim Tartrazin Sunset Yellow
No UV Sonuglari UV Sonugclari
Konulan Bulunan % Geri Konulan Bulunan % Geri
(ug/ml) (ug/ml) Kazanim (ng/ml)  (pg/ml) Kazanim
1 0,8 0,7988 99,8500 0,4 0,4000 100,00
2 0,8 0,7917 98,9625 0,4 0,4000 100,00
3 0,8 0,7999 99,9875 0,4 0,4012 100,300
4 0,8 0,7901 98,7625 0,4 0,4001 100,0250
5 0,8 0,7890 98,6250 0,4 0,4000 100,00
6 0,8 0,7876 98,4500 0,4 0,4000 100,00
7 0,8 0,7909 98,8625 0,4 0,4001 100,025
8 0,8 0,8065 100,8125 0,4 0,3999 99,9750
9 0,8 0,8014 100,1750 0,4 0,4030 100,75
10 0,8 0,7734 96,6750 0,8 0,8000 100,00
11 0,8 0,8294 103,6750 1,2 1,1997 99,975
12 0,8 0,7964 99,5500 1,6 1,5999 99,9338
13 0,8 0,7851 98,1375 0,4 0,4000 100,00
14 1,6 1,5887 99,2938 0,4 0,4001 100,0250
15 2,4 2,3986 99,9417 0,4 0,4000 100,00
16 3,2 3,1963 99,8844 0,4 0,4000 100,00
x=99,4778 x =100,0652
SS = 1,49 SS =0,092
BSS =%1,50 BSS =% 0,092
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4.1.4.3. PCR yontemi icin ANOVA testi

PCR kalibrasyon yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek icin elde edilen
sonuglara ANOVA testi uygulanmistir. Gruplar arasi serbestlik derecesi=19, grup ici
serbestlik derecesi=12 % 95 giliven araliginda F-tablo degeri 2,31 olmasina karsilik
karamel icin hesaplanan F-test degeri 0,93 ve p-degeri 0,76, allura red igin
hesaplanan F-test degeri 1,91 ve p-degeri 0,08 olarak, tartrazin i¢in hesaplanan F-test
degeri 1,31 ve p-degeri 0,08, sunset yellow i¢in hesaplanan F-test degeri 1,42 ve p-
degeri 0,06 bulunmustur.

ANOVA testinde F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05 oldugu i¢in % 95 giiven
araliginda elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadigr bulunmustur.
Varyans analizinde iki serbestlik derecesi kullanilir. Gruplar arasi serbestlik
derecesi=19 Grup ig¢i serbestlik derecesi=12. F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05
oldugu i¢in bu kalibrasyon modeli ticari numunenin incelenmesinde kullanilecegine

karar verilmistir.

4.1.4.4. PCR yonteminde istatistiksel analiz

4.1.4.4.a. Kalibrasyonun standart hatasi

Dort renk maddesini igeren karisimlarda bu maddelerin miktar tayini i¢in PLS
kalibrasyonun kurulmasinda c¢apraz validasyon isleminde tahmin edilen hatalarin
karelerinin toplaminin (Predicted Residual Error Some of Squares— PRESS)
minimal degerleri elde edilmistir. Renk maddeleri i¢in kurulan PLS kalibrasyonunda
PRESS degeri karamel, allura red, tartrazin ve sunset yellow i¢in sirasiyla 0,280;
0,202; 0,052; 0,027 olarak hesaplanmistir. PRESS degerinin sifira yakin olmasi
dogruluk derecesini arttirmaktadir. Elde edilen PRESS degerleri yeterince kiigiiktiir.
Kalibrasyonun standart hatasi (Standard error of calibration —SEC), gercek ve
tahmin edilen derisim arasindaki iliskiye dayali olarak hesaplanmistir ve karamel,
allura red, tartrazin ve sunset yellow i¢in sirasiyla 0,0125; 0,0123; 0,006475;
0,004560 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.14. PCR kalibrasyon basamaginda karamel i¢in ger¢ek ve tahmin edilen

derigimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
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Sekil 4.15. PCR kalibrasyon basamaginda allura red i¢in gercek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuclar
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Sekil 4.16. PCR kalibrasyon basamaginda tartrazin i¢in gergek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuclar
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Sekil 4.17. PCR kalibrasyon basamaginda sunset yellow icin gercek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuclar

Karamel, allura red, tartrazin, sunset yellow igeren karisimlarda bu maddelerin
konulan ve hesaplanan verilerinden PCR kalibrasyonu i¢in tayinin standart hatasi
(Standard Error of Prediction—SEP), degerleri karamel, allura red, tartrazin ve

sunset yellow igin sirastyla 0,056; 0,0078; 0,034; 0,045 olarak bulunmustur.
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4.1.4.5. Temel bilesen regresyon yonteminin ticari numuneye uygulanmasi

Ticari numuneyi analiz etmek amaciyla 260-560 dalga boyu bolgesinde AA= 0.1 nm
araliklarla ol¢iilen absorbans degerlerine PCR algoritmasi uygulanmistir ve igcecek

icerigindeki renk maddeleri hesaplanmistir.

Her bir renk maddesi i¢in tiiretilen kalibrasyon esitlikleri su sekildedir:

Crme1= 5,80 - 218 A+ 10,2 A5 - 560 Az + 009 A, + 78D As - 186 &g - 1313 4,
+ 1660 Ap+ 340 Ag - 1024 Ay + 428 Ay - 212 A+ 383 AR - 611 Ay
+ 213;":";15

Calmred=- 2,75+ 127 A1+ 150 Az + 144 Az - 411 Ag - 290 As+ 67,7 As + 505 A7
050 A+ 158 Ag+ 413 A - 101 Ay 30,7 Ay - 88,1 Az + 280 Ay
- 134 &g

Comatwlow = 2,18 - 136 A4 - 444 A5 - 254 A + I7 0 Ay + 274 A5- 101 Ag - 00,0 A
+353l Ae+40) Ap-2RF A+ 280 AN+ EET An+ 15T A - 255 A
+ 030 A

Crrmmie = - 12,8+ 810 A+ 645 Ay - 307 Az + 500 Ay - 1342 A5 - 106 Ag + 836 Aq

1372 A -TT D Ag+ 678 A - 30,0 A1 - 53 A -488 A+ 981 An
=561 A5

Elde edilen kalibrasyon esitliklerine absorbans degerleri uygulanarak ticari
numunedeki miktarlar hesaplanmistir. Burada derisim ile absorbans arasindaki ifade

de ters kalibrasyon yapilmistir. Ters kalibrasyonun avantajlar1 su sekildedir:

e Numune igin Ol¢iilen absorbans degeri, formiilde yerine konuldugu zaman
dogrudan derisimi hesaplamak miimkiindiir, bu durum hesaplamalarda zaman

kaybini ortadan kaldirir.

e Analiz edilen bilesiklerin bilinmesi sartiyla bu kalibrasyon modeli ¢ok

kompleks karisimlarin analizine olanak tanir.
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Cizelge 4.6. Ticari numunede bulunan renk maddelerinin PCR kalibrasyonu ile

hesaplanan sonuglari

UV Metodu ile Elde Edilen Sonuclar
Numune Karamel Allura Tartrazin Sunset
No Red Yellow
(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
1 0,050 5,20 0,83 0,33
2 0,050 5,41 0,82 0,41
3 0,049 5,36 0,80 0,35
x =10,050 x=5,32 x=0,82 x=0,36
SS=12,58.10" SS= 0,040 SS=0,0058 SS=0,015
BSS: % 0,516 | BSS: % 0,75 BSS: % 0,70 BSS: % 0,042
GS= 0,05+ GS=5,32+ GS= 0,82+ GS=0,36+
1,3.10* 0,020 0,0028 0,00735

GS % 95 Esas alinarak hesaplanmustir.

4.1.5. Cok degiskenli regresyon yontemi (MLR)
MLR yontemi kalibrasyon seti i¢in Olgiilen absorbans matrisinin pargalanmasiyla
elde edilen temel bilesen regresyonuna dayali bir yontemdir. Yontemin algoritmasi

Boliim 1.10.1.4 de ayrintili olarak verilmistir.

MLR kalibrasyon i¢in hazirlanan kalibrasyon setinin 260-560 nm dalga boyu
araliginda AA= 0,1 nm araliklarla absorbans degerleri okunmustur. Renk maddelerini
iceren karigimlarin yukarida belirtilen dalga boylarindaki absorbans degerleri
okunarak MLR kalibrasyonunda bu maddelerin  miktar

etken tayinleri

gergeklestirilmistir.

4.1.5.1. Kalibrasyon yonteminin validasyonu

MLR yontemini valide etmek i¢in karamel i¢in 4-16 pg/mL, allura red i¢in 0,4-1,6
ug/mL, tartrazin i¢in 0,8-3,2 pg/mL ve sunset yellow icin 0,4-1,6 pg/mL calisma
aralig1 icinde olacak sekilde farkli derisimlerde 16 adet yapay karisim ¢ozeltisinden
ibaret olan bir set hazirlanmistir. Hazirlanan bu validasyon seti (Cizelge 4.2.)
kullanilarak kurulan MLR kalibrasyonun kesinlik ve dogrulugu test edilmistir. Geri
kazanim (GK) degerleri; karamel i¢in % 99,3014, allura red i¢in % 98,6523, tartrazin
icin % 100,3765, sunset yellow i¢in % 99,8151 olarak bulunmustur. Bagil standart
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sapma degerleri karamel i¢in % 1,05, allura red i¢in % 1,71, tartrazin i¢in % 0,53,
sunset yellow i¢in % 1,08 olarak hesaplanmistir. MLR kalibrasyon yonteminin
sentetik karisimlara uygulanmasi ile elde edilen sonuglar Cizelge 4.7. de

gosterilmistir.
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Cizelge 4.7. Sentetik olarak hazirlanan karisimindaki renk maddelerinin MLR

kalibrasyonu ile hesaplanan sonuglari

Karisim Karamel Allura Red
No UV Sonuglari UV Sonugclari
Konulan Bulunan % Geri Konulan Bulunan % Geri
(ug/ml)  (pg/ml) Kazanim (ng/ml) (ng/ml) Kazanim
1 4 4,0000 100,00 0,4 0,3912 97,800
2 8 8,0000 100,00 0,4 0,3921 98,025
3 12 12,001 100,0083 0,4 0,3921 98,025
4 16 15,987 99,9187 0,4 0,4036 100,900
5 4 3,9789 99,4725 0,4 0,3892 97,3000
6 4 4,0000 100,00 0,8 0,8037 100,4625
7 4 3,8900 97,2500 1,2 1,1832 98,6
8 4 3,9789 99,4725 1,6 1,5736 100,4625
9 4 3,9720 99,3000 0,4 0,3876 98,6000
10 4 3,9100 97,7500 0,4 0,4077 98,3500
11 4 4,0000 100,00 0,4 0,4014 100,600
12 4 4,0000 100,00 0,4 0,4024 97,125
13 4 3,8760 96,900 0,4 0,3885 97,8000
14 4 4,0000 100,00 0,4 0,3912 96,000
15 4 3,9800 99,500 0,4 0,3840 96,000
16 4 3,9700 99,250 0,4 0,3931 98,275
x=99,3014 x = 98,6523
SS=1,04 SS=1,68
BSS =% 1,05 BSS =%1,71
Karisim Tartrazin Sunset Yellow
No UV Sonuglarn UV Sonuglan
Konulan Bulunan % Geri Konulan Bulunan % Geri
(ng/ml) (ug/ml) Kazanim (ug/ml)  (pg/ml) Kazanim
1 0,8 0,8086 101,075 0,4 0,3942 98,5500
2 0,8 0,8070 100,875 0,4 0,4003 100,075
3 0,8 0,8010 100,125 0,4 0,3922 98,0500
4 0,8 0,8023 100,2875 0,4 0,3903 97,575
5 0,8 0,8065 100,8125 0,4 0,4043 101,075
6 0,8 0,8069 100,8625 0,4 0,4044 101,1
7 0,8 0,8034 100,425 0,4 0,4031 100,775
8 0,8 0,8001 100,0125 0,4 0,4042 101,05
9 0,8 0,8089 100,1125 0,4 0,4007 100,175
10 0,8 0,8052 100,650 0,8 0,7934 99,175
11 0,8 0,8032 100,400 1,2 1,1855 98,7917
12 0,8 0,8005 100,0625 1,6 1,6036 100,225
13 0,8 0,8043 100,5375 0,4 0,4003 100,075
14 1,6 1,5891 99,3188 0,4 0,4007 100,175
15 2,4 2,3964 99,4333 0,4 0,4003 100,075
16 3,2 32011 100,0344 0,4 0,4004 100,1
x =100,3765 x =99,8151
SS=10,53 SS=1,08
BSS =%0,53 BSS =% 1,08
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4.1.5.2. MLR yontemi icin ANOVA testi

MLR kalibrasyon yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek icin elde edilen
sonuglara ANOVA testi uygulanmistir. Gruplar arasi serbestlik derecesi=19, grup ici
serbestlik derecesi=12 % 95 giliven araliginda F-tablo degeri 2,31 olmasina karsilik
karamel i¢in hesaplanan F-test degeri 0,89 ve p-degeri 0,08 , allura red i¢in
hesaplanan F-test degeri 0,90 ve p-degeri 0,08 olarak,tartrazin i¢in hesaplanan F-test
degeri 1,23 ve p-degeri 0,08, sunset yellow i¢in hesaplanan F-test degeri 1,31 ve p-
degeri 0,07 bulunmustur.

ANOVA testinde F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05 oldugu i¢in % 95 giiven
araliginda elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadigr bulunmustur.
Varyans analizinde iki serbestlik derecesi kullanilir. Gruplar arasi serbestlik
derecesi=19 Grup ig¢i serbestlik derecesi=12. F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05
oldugu icin bu kalibrasyon modeli ticari numunenin incelenmesinde kullanilabilir

olduguna karar verilmistir.

4.1.5.3. MLR yonteminde istatistiksel analiz

4.1.5.3.a. Tahminsel kalintisal hata (PRESS)

Dort renk maddesini igeren karigimlarda bu maddelerin miktar tayini i¢in MLR
kalibrasyonun kurulmasinda ¢apraz validasyon isleminde tahmin edilen hatalarin
karelerinin toplaminin (Predicted Residual Error Some of Squares— PRESS)
minimal degerleri elde edilmistir. Renk maddeleri ic¢in kurulan MLR
kalibrasyonunda PRESS degeri karamel, allura red, tartrazin ve sunset yellow i¢in
icin sirastyla 0,070; 0,102; 0,069; 0,054 olarak hesaplanmistir . PRESS degerinin
sifira yakin olmasi dogruluk derecesini arttirmaktadir. Elde edilen PRESS degerleri

yeterince kiiciiktiir.
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Sekil 4.18 MLR kalibrasyon basamaginda karamel icin gercek ve tahmin edilen

derigimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
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Sekil 4.19 MLR kalibrasyon basamaginda allura red i¢in ger¢ek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
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Sekil 4.20. MLR kalibrasyon basamaginda tartrazin i¢in gercek ve tahmin edilen

derigimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
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Sekil 4.21. MLR kalibrasyon basamaginda sunset yellow i¢in gercek ve tahmin

edilen derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
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4.1.5.4. Cok degiskenli regresyon yonteminin ticari numuneye uygulanmasi
Ticari numunenin analizinde 260-560 dalga boyu bolgesinde AA= 0.1 nm araliklarla
Olciilen absorbans degerlerine MLR algoritmasi uygulanmistir ve icecek icerigindeki

renk maddeleri hesaplanmistir.

Cizelge 4.8. Ticari numunede bulunan renk maddelerinin MLR kalibrasyonu ile

hesaplanan sonuglari

UV  Metodu fle Elde Edilen Sonuclar
Numune Karamel Allura Tartrazin Sunset
No Red Yellow
(ng/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
1 0,050 5,19 0,80 0,33
2 0,050 5,35 0,82 0,41
3 0,050 5,40 0,80 0,36
x=0,050 x=5,32 x= 0,81 x=0,37
SS= 0,000 SS=0,0016 SS=0,0045 SS=0,0022
BSS: % 0,000 | BSS: % 0,030 BSS: % 0,55 BSS: % 0,060
GS= 0,05+ GS=5,32+ GS=0,81+ GS=0,37+
0,000 0,00078 0,0022 0,0011

GS % 95 Esas alinarak hesaplanmigstir.
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4.2. Potansiyometrik Yontem

4.2.1. Elektrot kalibrasyonu

[lk olarak potansiyometrik odlgiimlerin yer aldigi Gran metodu ile elektrot
kalibrasyonu yapilir. Kalibrasyon, derisimi iyi bilinen gii¢lii  bir asit (0,1 M HCI)
cozeltisiyle iyonik siddeti belli bir ¢ozeltinin (0,1 M NaCl) titrasyonudur. Deney
sonucunda kalibrasyon grafigi ¢izilir. E° degerleri hesaplanir. Kalibrasyon ve
titrasyon siiresince pH skalast yerine mV skalast  kullanilir.  Elektrot
kalibrasyonunun  yapilmasindaki amag¢ standart elektrot potansiyeli olan E°
degerinin bulunmasidir. Standart elektrot potansiyeli ; sivi temas potansiyeli, sinir
potansiyeli, asimetri potansiyeli, aktivite katsayis1 kavramlarin1 kapsar. Bu
kavramalar  ne teorik olarak Olctilebilir ne de dogrudan olgiilebilir. Bu
bliyiikliikler hesaplanamadigindan deneysel olarak bulunur. Bu islem sonrasinda
elektrodun cevabi, analitin derisimi tiirinden degil , analit aktivitesi cinsinden
olur. Aktivite terimi (a) ; bir dengede yer alan tiirlerin belirli bir iyonik siddetteki
etkin derisimini kantitatif olarak ifade edilmesidir. Iyonik siddet (n) ise ortama ilave
edilen elektrolitin denge tizerine yaptigi etkinin ifadesidir.

ay = vx [X] v:Aktivite katsayisi

Dikkat edilmesi gereken nokta kalibrasyonda kullanilan titrant ve analitin iyonik
siddetlerinin esit olmas1 gerekir. Clinki ; E°, s1vi temas potansiyeline baghdir. Sivi
temas potansiyeli sabit  kabul edilir. Eger elektrot dolgu c¢ozeltisi ile
ortamin iyonik siddeti farkli olursa siv1 temas potansiyeli sabit olmaz. Bu ¢aligmada
0,IM NaCl ¢ozeltisi ve kalomel elektrot kullanilmigtir. NaCl tek yiiklii iyonlardan
olusan kuvvetli bir elektrolittir. Bu nedenle iyonik siddeti, bu ¢ozeltideki
tuzun  molar derisimi ile aymdir. Kalomel elektrotun elektrot semasi ise su

sekildedir:
Hg | Hg:Cl, (doy.) , KC1 (0,1 M) |
Cozeltide KCI iin molar derisimi 0,1 M dir. Her iki tiiriin de molar

derisimlar1 aynidir. NaCl i¢in iyonik siddetin aktivite katsayisi ile degisimi su
sekildedir.
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Sekil 4.22. NaCl icin iyonik siddetin aktivite katsayisi ile degisimi
HCl ¢Ozeltisinin ~ hidrojen iyonu aktivitesi (a) ve E® degeri kullanarak pH su
sekilde hesaplanur.
E=E° -0,059 log ay
E=E° -0,059 pH
pH= E-E°/0,059

E : Deney sirasinda olgiilen mV degeridir.

Kalibrasyon sonuglar1 regresyon analizi ile degerlendirilir. Regresyon analizi ,
aralarinda sebep — sonug iligkisi bulunan iki veya daha fazla degisken arasindaki
iliskiyi, o konu ile ilgili hesaplamalar ve degerlendirme yapabilmek amaciyla
kullanilir. Kalibrasyon grafiklerinin eldesinde , noktalardan gegen en iyi dogru
tiiretilir. Bu dogru en kiiciik kareler yontemi ile incelenir. Bu ydntemle

incelemek i¢in bu dogruyu elde edebilecek bir esitlik verilir.
Y=A+B*X R:Korelasyon katsayisi

Bu dogruyu olusturan eksenler arasinda dogrusal bir iliski olmalidir. Bu yontemle
ayrica korelasyon katsayist hesaplanir. Kalibrasyonun dogrulugunun yeterli olup
olmadigma karar vermede korelasyon katsayisina bakilir. Korelasyon katsayisi,
degiskenlerin yonii ve etkilesimlerin nasil oldugu hakkinda bilgi verir. Korelasyon
katsayist 0 <R <1 araliginda degisir. Elde edilen R degerlerinin 6zellikle ~0,999

olmas1 yeterlidir
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Sekil 4.23. Gran Fonsiyonu Grafigi.

Gran Metodu, titrasyon egrilerinin ¢izimi tipik olarak okunan potansiyelin titrant
hacmine kars1 grafige alinmasiyla gerceklestirildigi gibi, titrasyonda ortamda kalan
analit derisimine (Vtot*10"E/g: Gran Fonksiyonu) karsi grafige alinmasiyla
incelenen metottur. Yukaridaki sekilde ~ Gran Fonksiyonuna ait bir grafik

gorilmektedir.

Daha sonraki islemde elektrot kalibrasyonundan sonra kalibrasyon ¢ozeltisine
standart numune c¢ozeltisi ilave edildi. Sonra 0,01 mL araliklarla 0,01 M NaOH
ilavesi yapilmistir. Standart numune olarak 6nce her bir maddenin saf bilesenleri

eklenmistir. Bunlara ait grafikler Sekil 4.24. de verilmistir.

ALLURA RED

400
300
200 -
100 -

~100 ¢ 1 2 3
-200 -

-300 -

Sekil 4.24. Saf renk maddelerinin mV /pH-mL titrasyon egrileri a)Allura Red
b)Karamel ¢) Tartrazin d) Sunset Yellow
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Sekil 4.24. Saf renk maddelerinin mV /pH-mL titrasyon egrileri a)Allura Red
b)Karamel ¢) Tartrazin d) Sunset Yellow (devam)

Saf renk maddelerinin tek tek titrasyonu yoluyla doniim noktalar1 belirlenmistir.

Ciinkii bu renk maddeleri tayin edilecek ticari numunede yer almaktadir.

Daha sonra her bir saf maddeden uygun bir derisim seti hazirlanmistir. Olusan

sentetik karigimlarin baza karsi titrasyonu yapilmistir.
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Sentetik Karigim
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Sekil 4.25. Hazirlanan sentetik karigimin titrasyon egrisi (mV-mL)

Sentetik Karigim

pH

Sekil 4.26. Hazirlanan sentetik karigimin titrasyon egrisi (pH-mL)

Kemometrik hesaplamalar yapilirken ve kalibrasyon esitlikleri tiiretilirken 0,6 mL

ve 2,2 mL de ve arasinda bulunan pH degerleri alinmistir.

4.2.2. Temel bilesen analizi (PCA)

UV yonteminde oldugu gibi PLS, PCR tipi kemometrik hesaplamalara gegmeden
once programin kendi i¢inde ilk yaptigi islem yine temel bilesen analizi yapmaktir.
UV yonteminde belirtildigi gibi temel bilesen analizi uygulanmasinin amaglari, bir
orijinal degiskeni temsil eden n sayida orijinal aks1 (dogruyu) yeni akslar haline

dontstiirmektir. Sekil 4. 27 de olusturulan akslar goriilmektedir.
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Sekil 4.27. e bakildiginda programa yiiklenilen verilerden birinci temel aks ve ikinci
temel aks iizerinden dogrusal bilesenler bulunmustur. Islemlerin dogrulugu
Olciisiinde dogrusal bilesenler elde edilmistir.
matrisinin elemanlarmin orijinin merkezine olan biiyiikk aks birinci temel bileseni
(C2) ve bu bilesene 90 °C lik a¢1 ile ikinci temel bilesen (C3) uzanmaktadir. Sekil
428. de ozdegerlerin grafigi goriilmektedir. Ozdegerlerin simetrik bir veri
matrisinden ¢ikarilmasi kismi en kiigiik kareler yontemi ve temel bilesen analizi igin
onemlidir. Ozdegerler ve 6zvektorler elde edildikten sonra yapilacak islem diger
kemometrik hesaplamalara gecistir. Temel bilesen analizi ile elde edilen temel

bilesenler yardimiyla olusturulan korelasyon matrisi diger kemometrik regresyonlara

Sekil 4.27. Degiskenlerin dogrusal bilesenleri

(PLS, PCR... ) 151k tutmaktadir.
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Sekil 4.28. Kemometrik verilerden elde edilen 6zdegerlerin grafigi

Sekil 4.28. de belirgin bir sekilde goriildiigli gibi 6zdegerler 2. degerden 3. degere

dogru diismiistiir. i1k iki faktor, toplam varyansin %99’undan daha fazla giivenilirdir.

4.2.2.1. Kalibrasyon yonteminin validasyonu

Temel Bilesen Analizi i¢in 0,4-16 pg / mL dogrusal ¢alisma araliginda karamel,
allura red, tartrazin ve sunset yellow iceren ¢oOzeltilerin standart serisi stok
coOzeltilerinden yararlanilarak hazirlanmistir. Renk maddelerini igeren 16 adet yapay
karisim ¢ozeltilerinden ibaret olan bir kalibrasyon seti (Cizelge 4.2.) hazirlanmistir.
Once saf maddelerle ¢alisilarak her bir bilesenin déniim noktalar1 belirlenmistir.
Olgiimler 0-2,7 ml arasinda yapilmistir. Daha sonra aralik kalibrasyon seti icin ve
kullanilacak olan istatistik programi dogrultusunda titrant araligt  kemometrik
hesaplamalar yapilirken ve kalibrasyon esitlikleri tiiretilirken 0,6 mL ve 2,2 mL de

ve arasinda bulunan pH degerleri olarak daraltilmistir.

4.2.3. Kismi en kiiciik kareler yontemi (PLS)

Kismi en kiigiik kareler yonteminde Cizelge 4.2. gore hazirlanan kalibrasyon seti
kullanilmistir.  Olgiimler 0,0-2,2 mL arasinda yapilmistir. Daha sonra aralik
kalibrasyon seti i¢in ve kullanilacak olan istatistik programi dogrultusunda 0,6-2,2

mL araliginda PLS kalibrasyon i¢in hazirlanan kalibrasyon setinin mL araliginda
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A)= 0,05 mL araliklarla mV degerleri okunmustur. Kullanilan istatistik program ile
kalibrasyon setinin pH ve derisim degerlerinin varyans-kovaryans matriksleri
hesaplanmistir. Derisimlar arasindaki matematiksel iligskiye dayali PLS kalibrasyonu
kuruldu. Karamel, allura red, tartrazin ve sunset yellow iceren karisimlarin yukarida
belirtilen mL/pH degerleri okunarak PLS kalibrasyonunda bu renk maddelerinin

miktar tayinleri ger¢eklestirilmistir.

4.2.3.2. Kalibrasyon yonteminin validasyonu

PLS yontemini valide etmek amaciyla karamel i¢in 4-16 pg/mL, allura red igin 0,4-
1,6 pg/mL, tartrazin i¢in 0,8-3,2 pg/mL ve sunset yellow i¢in 0,4-1,6 pg/mL calisma
aralig1 icinde olacak sekilde farkli derisimlerde 16 adet yapay karisim ¢ozeltisinden
ibaret olan bir set hazirlanmistir. Hazirlanan bu validasyon seti kullanilarak kurulan
PLS kalibrasyonun kesinlik ve dogrulugu test edilmistir. Geri kazanim (GK)
degerleri; karamel icin % 99,4411, allura red i¢in % 99,4235, tartrazin icin %
98,9494, sunset yellow icin % 99,3190 olarak bulunmustur. Bagil standart sapma
degerleri karamel i¢in % 1,96, allura red icin % 2,13, tartrazin i¢in % 1,38, sunset
yellow i¢in % 0,85 olarak hesaplanmistir. PLS kalibrasyon yonteminin sentetik

karigimlara uygulanmasi ile elde edilen sonucglar Cizelge 4.9. da gosterilmistir.
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Cizelge 4.9. Sentetik olarak hazirlanan karisimindaki renk maddelerinin PLS
kalibrasyonu ile hesaplanan sonuglari

Karisim Karamel Allura Red
No Potansiyometri Sonuglari Potansiyometri Sonuglari
Konulan Bulunan % Geri Konulan  Bulunan % Geri
(ug/ml)  (pg/ml) Kazanim (ng/ml) (ng/ml) Kazanim
1 4 3,9478 98,6950 0,4 0,3980 99,4925
2 8 7,9594 99,4925 0,4 0,4088 102,1900
3 12 12,3312 102,7600 0,4 0,3948 98,6900
4 16 15,8896 99,3100 0,4 0,4060 101,4975
5 4 3,9477 98,6925 0,4 0,3980 99,4925
6 4 3,9904 99,7600 0,8 0,8089 101,1063
7 4 3,8545 96,3625 1,2 1,2092 100,7683
8 4 3,8277 95,6925 1,6 1,5818 98,8606
9 4 3,9477 98,6925 0,4 0,3980 99,4925
10 4 3,9915 99,7875 0,4 0,4014 100,3500
11 4 4,0314 100,7850 0,4 0,3988 99,6975
12 4 4,0634 101,5850 0,4 0,3750 93,7475
13 4 3,9477 98,6925 0,4 0,3980 99,4925
14 4 3,9028 97,5700 0,4 0,4070 101,7350
15 4 4,0314 100,7850 0,4 0,3888 97,2000
16 4 4,0958 102,3950 0,4 0,3879 96,9625
x=99,4411 x =99,4235
SS=1,95 SS= 2,11
BSS =%1,96 BSS =9%2,13
Karisim Tartrazin Sunset Yellow
No Potansiyometri Sonug¢lari Potansiyometri Sonug¢lari
Konulan Bulunan % Geri Konulan Bulunan % Geri
(ng/ml) (ng/ml) Kazanim (ug/ml)  (pg/ml) Kazanim
1 0,8 0,7891 98,6325 0,4 0,3951 98,775
2 0,8 0,7714 96,4200 0,4 0,3971 99,275
3 0,8 0,8021 100,2638 0,4 0,4000 100,00
4 0,8 0,8017 100,2075 0,4 0,4014 100,3425
5 0,8 0,7891 98,6325 0,4 0,3951 98,775
6 0,8 0,8020 100,2450 0,4 0,4003 100,075
7 0,8 0,7804 97,5488 0,4 0,3956 98,9
8 0,8 0,7711 96,3925 0,4 0,3922 98,06
9 0,8 0,7891 98,6325 0,4 0,3951 98,775
10 0,8 0,8051 100,6350 0,8 0,8044 100,5475
11 0,8 0,8029 100,3663 1,2 1,2013 100,1117
12 0,8 0,7823 97,7913 1,6 1,5889 99,305
13 0,8 0,7897 98,6325 0,4 0,3951 98,775
14 1,6 1,6005 100,0319 0,4 0,4024 100,6
15 2.4 2,3879 99,4967 0,4 0,3947 98,6825
16 3.2 3,1764 99,2613 0,4 0,3924 98,105
x = 98,9494 x=99,3190
SS=1,37 SS =0,84
BSS =% 1,38 BSS =% 0,85
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4.2.3.3. PLS yontemi icin ANOVA testi

PLS kalibrasyon yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek ic¢in elde edilen
sonuglara ANOVA testi uygulandi. Gruplar arasi serbestlik derecesi=19, grup igci
serbestlik derecesi=12 % 95 giiven araliginda F-tablo degeri 2,31 olmasina karsilik
karamel icin hesaplanan F-test degeri 0,91 ve p-degeri 0,7 , allura red igin
hesaplanan F-test degeri 1,87 ve p-degeri 0,08 olarak,tartrazin i¢in hesaplanan F-test
degeri 1,43 ve p-degeri 0,08, sunset yellow i¢in hesaplanan F-test degeri 1,61 ve p-
degeri 0,06 bulunmustur.

ANOVA testinde F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05 oldugu i¢in % 95 giiven
araliginda  elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadigi bulunmustur
Varyans analizinde iki serbestlik derecesi kullanilir. Gruplar arasi serbestlik
derecesi=19 Grup ici serbestlik derecesi=12 dir. F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri>
p=0,05 oldugu i¢in bu kalibrasyon modeli ticari numunenin incelenmesinde

kullanilabilir olduguna karar verilmistir.

PLS Residual Normal Plot
Mormal - 95% CI
{response is CE)

4 components

Percent
un
=

-4 == e =15 ] 1 z2 3 4
Standardized Residual

Sekil 4.29. Atik degerlerinin dagilimi
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Sekil 4.30. Kemometrik hesaplamalar esnasinda olusturulan matris

Kemometrik hesaplamalar esnasinda elde edilen atik degerleri Sekil 4.29. de

gorilmektedir ve standart egride dagilim gostermektedir.

Hesaplamalarin dogru ve gilivenilir elde edilmesi i¢in simetrik bir matris
olusturulmasi1 gerekmektedir. Sekil 4.30 da olusturulan kare matrisin verilerle

dagilimi goriilmektedir.

4.2.3.4. PLS yonteminde istatistiksel analiz

4.2.3.4.a. Kalibrasyonun standart hatasi

Dort renk maddesini igeren karisimlarda bu maddelerin miktar tayini i¢in PLS
kalibrasyonun kurulmasinda capraz validasyon isleminde tahmin edilen hatalarin
karelerinin toplaminin (Predicted Residual Error Some of Squares— PRESS)
minimal degerleri elde edilmistir. Renk maddeleri i¢in kurulan PLS kalibrasyonunda
PRESS degeri karamel, allura red, tartrazin ve sunset yellow i¢in icin sirasiyla
0,080; 0,159; 0,034; 0,031 olarak hesaplanmistir. PRESS degerinin sifira yakin

olmas1 dogruluk derecesini arttirmaktadir. Elde edilen PRESS degerleri yeterince
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kiigiiktiir. Kalibrasyonun standart hatasi (Standard error of calibration —SEC),
gercek ve tahmin edilen derisim arasindaki iligskiye dayali olarak hesaplanmistir ve
karamel, allura red, tartrazin ve sunset yellow i¢in sirasiyla 0,079585; 0,005578;

0,1008; 0,0868 olarak bulunmustur.
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y=1,0004%-0,0069
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Sekil 4.31. PLS kalibrasyon basamaginda karamel i¢in gergek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuclar

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
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0,4

0,2
0 : ; :
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y=10,9978x-0,0017
R?=10,9992
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Gergek Derisim (ug/ml)

Sekil 4.32. PLS kalibrasyon basamaginda allura red i¢in gergek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
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Sekil 4.33. PLS kalibrasyon basamaginda tartrazin i¢in gercek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
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Sekil 4.34. PLS kalibrasyon basamaginda sunset yellow icin gercek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar

Karamel, allura red, tartrazin, sunset yellow igeren karisimlarda bu maddelerin
konulan ve hesaplanan verilerinden PLS kalibrasyonu i¢in tayinin standart hatasi
(Standard Error of Prediction—SEP), degerleri karamel, allura red, tartrazin ve

sunset yellow i¢in sirasiyla 0,0785; 0,0053; 0,0610; 0,0560 olarak bulunmustur.
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4.2.3.4. Kismi en kiiciik kareler yonteminin ticari numuneye uygulanmasi

Ticari numuneyi analiz etmek amaciyla 0,6-2,2 mL araliginda AA= 0,05 mL
araliklarla okunan mV degerleri PLS algoritmasina uygulanmistir ve igecek

icerigindeki renk maddeleri hesaplanmistir.

Cizelge 4.10. Ticari Numunede Bulunan Renk Maddelerinin PLS Kalibrasyonu ile

Hesaplanan Sonuglari

Potansiyometri Metodu ile Elde Edilen Sonuclar
Numune Karamel Allura Tartrazin Sunset
No Red Yellow
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
1 0,049 5,39 0,83 0,35
2 0,051 5,47 0,84 0,40
3 0,051 5,50 0,89 0,38
x= 0,050 x=5,45 x=0,85 x=0,38
SS=1,41.107 SS= 0,057 SS=0,032 SS= 0,025
BSS: % 2,82 BSS: %1,05 BSS: % 3,81 BSS: %6,71
GS= 0,05+ GS= 5,45+ 0,064 GS= 0,85+ GS=0,38+
1,60.10° 0,036 0,028

GS % 95 Esas alinarak hesaplanmugtir.
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4.2.4. Temel bilesen regresyonu yontemi (PCR)
PCR yontemi kalibrasyon seti i¢in Olglilen mV matrisinin pargcalanmasiyla elde
edilen temel bilesen regresyonuna dayali bir yontemdir. Ydntemin algoritmasi

Boliim 1.10.1.2. de ayrintili olarak verilmistir.

PCR kalibrasyon i¢in hazirlanan kalibrasyon setinin 0,6-2,2 mL araliginda AA= 0,1
nm araliklarla mV degerleri okunmustur. Bolim 1.10.1.2. de agiklanan PCR
algoritmasina gore kalibrasyon setinin pH ve derisim degerlerinin varyans-kovaryans
matriksleri hesaplanmistir. Kalibrasyon seti i¢in absorbanslarin varyans-kovaryans
matriksinin dekompozisyon islemine tabi tutulmasindan sonra derisimler arasindaki
matematiksel iligkiye dayalt PCR kalibrasyonu kurulmustur. Renk maddelerini i¢eren
karigimlarin yukarida belirtilen eklenen titrant hacimlerindeki mV degerleri okunarak

PCR kalibrasyonunda bu etken maddelerin miktar tayinleri gergeklestirilmistir.

4.2.4.1. Kalibrasyon yonteminin validasyonu

PCR yontemini valide etmek amaciyla karamel icin 4-16 pg/mL, allura red igin 0,4-
1,6 pg/mL, tartrazin i¢in 0,8-3,2 ng/mL ve sunset yellow icin 0,4-1,6 pg/mL calisma
aralig1 i¢inde olacak sekilde farkli derisimlerde 16 adet yapay karigim ¢ozeltisinden
ibaret olan bir set hazirlanmigtir. Hazirlanan bu validasyon seti kullanilarak kurulan
PCR kalibrasyonun kesinlik ve dogrulugu test edilmistir. Geri kazanim (GK)
degerleri; karamel i¢in % 100,288, allura red icin % 99,4055 tartrazin i¢in %
100,4751 sunset yellow i¢in % 99,2810 olarak bulunmustur. Bagil standart sapma
degerleri karamel i¢in % 1,64 allura red i¢in % 1,47 tartrazin igin % 1,11 sunset
yellow i¢in  %]1,14 olarak hesaplanmistir. PCR kalibrasyon yonteminin sentetik

karigimlara uygulanmasi ile elde edilen sonuclar Cizelge 4.11. de gosterilmistir.

93



Cizelge 4.11. Sentetik olarak hazirlanan karisimindaki renk maddelerinin PCR

kalibrasyonu ile hesaplanan sonuglari

Karisim Karamel Allura Red
No Potansiyometri Sonuglari Potansiyometri Sonuglari
Konulan Bulunan % Geri Konulan  Bulunan % Geri
(ug/ml)  (pg/ml) Kazanim (ng/ml) (ng/ml) Kazanim
1 4 4,0479 101,1975 0,4 0,4002 100,0500
2 8 8,0633 100,7913 0,4 0,3996 99,9000
3 12 12,1618 101,3483 0,4 0,3919 97,9750
4 16 15,9829 99,89313 0,4 0,4075 101,8750
5 4 4,0621 101,5525 0,4 0,3975 99,3750
6 4 4,046 101,15 0,8 0,8057 100,7125
7 4 4,0294 100,735 1,2 1,1964 99,7000
8 4 3,9847 99,6175 1,6 1,5836 98,9750
9 4 3,927 98,175 0,4 0,3927 98,1750
10 4 3,9802 99,505 0,4 0,4031 100,7750
11 4 4,0709 101,7725 0,4 0,3910 97,7500
12 4 4,1000 102,5 0,4 0,3995 99,8750
13 4 3,8994 97,485 0,4 0,3837 95,9250
14 4 4,0959 102,3975 0,4 0,4042 101,0500
15 4 3,9725 99,3125 0,4 0,3965 99,1250
16 4 3,887 97,175 0,4 0,3970 99,2500
x =100,288 x = 99,4055
SS=1,64 SS =1,46
BSS =% 1,64 BSS =%1,47
Karisim Tartrazin Sunset Yellow
No Potansiyometri Sonug¢lari Potansiyometri Sonug¢lari
Konulan Bulunan % Geri Konulan Bulunan % Geri
(ng/ml) (ug/ml) Kazanim (ug/ml)  (pg/ml) Kazanim
1 0,8 0,8042 100,525 0,4 0,3935 98,375
2 0,8 0,8095 101,1875 0,4 0,396 99,000
3 0,8 0,804 100,5 0,4 0,3984 99,6
4 0,8 0,8033 100,4125 0,4 0,4005 100,125
5 0,8 0,8098 101,225 0,4 0,3932 98,3
6 0,8 0,807 100,875 0,4 0,3908 97,7
7 0,8 0,83 103,75 0,4 0,4007 100,175
8 0,8 0,7941 99,2625 0,4 0,3964 99,1
9 0,8 0,8004 100,05 0,4 0,4089 102,225
10 0,8 0,8093 101,1625 0,8 0,7871 98,3875
11 0,8 0,8025 100,3125 1,2 1,2088 100,7333
12 0,8 0,7949 99,3625 1,6 1,5872 99,2
13 0,8 0,8009 100,1125 0,4 0,3963 99,075
14 1,6 1,5970 99,8125 0,4 0,3940 98,5
15 2,4 2,3717 99,8208 0,4 0,3987 99,675
16 3,2 3,2074 100,2313 0,4 0,3933 98,325
x =100,4751 x =99,2810
SS=1,12 SS=1,13
BSS =% 1,11 BSS =% 1,14
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4.2.4.2. PCR yontemi icin ANOVA testi

PCR kalibrasyon yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek amaciyla elde
edilen sonuglara ANOVA testi uygulanmistir. Gruplar arasi serbestlik derecesi=19,
grup ici serbestlik derecesi=12 % 95 giiven araliginda F-tablo degeri 2,31 olmasina
karsilik karamel i¢in hesaplanan F-test degeri 0,86 ve p-degeri 0,06, allura red ig¢in
hesaplanan F-test degeri 1,78 ve p-degeri 0,08 olarak, tartrazin i¢in hesaplanan F-test
degeri 1,65 ve p-degeri 0,06 sunset yellow i¢in hesaplanan F-test degeri 1,67 ve p-
degeri 0,06 bulunmustur.

ANOVA testinde F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05 oldugu i¢in % 95 giiven
araliginda elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadigr bulunmustur.
Varyans analizinde iki serbestlik derecesi kullanilir. Gruplar arasi serbestlik
derecesi=19 Grup ig¢i serbestlik derecesi=12. F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05
oldugu icin bu kalibrasyon modeli ticari numunenin incelenmesinde kullanilabilir

oldugona karar verilmistir.

4.2.4.3. PCR yonteminde istatistiksel analiz

4.2.4.3.a. Kalibrasyonun standart hatasi

Dort renk maddesini igeren karisimlarda bu maddelerin miktar tayini i¢in PCR
kalibrasyonun kurulmasinda ¢apraz validasyon isleminde tahmin edilen hatalarin
karelerinin toplaminin (Predicted Residual Error Some of Squares— PRESS)
minimal degerleri elde edilmistir. Renk maddeleri i¢in kurulan PCR kalibrasyonunda
PRESS degeri karamel, allura red, tartrazin ve sunset yellow i¢cin sirasiyla 0,230;
0,102; 0,152; 0,057 olarak hesaplanmistir. PRESS degerinin sifira yakin olmasi
dogruluk derecesini arttirmaktadir. Elde edilen PRESS degerleri yeterince kiigiiktiir.
Kalibrasyonun standart hatasi (Standard error of calibration —SEC), gercek ve
tahmin edilen derisim arasindaki iliskiye dayal1 olarak hesaplandi ve karamel, allura
red, tartrazin ve sunset yellow icin sirasiyla 0,00905; 0,0134; 0,00565; 0,00560

olarak bulunmustur.
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Sekil 4.35. PCR kalibrasyon basamaginda karamel i¢in gergek ve tahmin edilen

derigimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
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Sekil 4.36. PCR kalibrasyon basamaginda allura red icin gercek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuclar
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Sekil 4.37. PCR kalibrasyon basamaginda tartrazin i¢in gergek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuclar
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Sekil 4.38. PCR kalibrasyon basamaginda sunset yellow icin gercek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuclar

Karamel, allura red, tartrazin, sunset yellow igeren karisimlarda bu maddelerin
konulan ve hesaplanan verilerinden PCR kalibrasyonu i¢in tayinin standart hatasi
(Standard Error of Prediction—SEP), degerleri karamel, allura red, tartrazin ve

sunset yellow igin sirastyla 0,045; 0,0098; 0,036; 0,084 olarak bulunmustur.
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4.2.4.4. Temel bilesen regresyon yonteminin ticari numuneye uygulanmasi
Ticari analiz numunesi i¢in 0,6-2,2 mL araliginda AA= 0,05 mL araliklarla okunan
mV degerleri PCR algoritmasina uygulandi ve igecek igerigindeki renk maddeleri

hesaplandi.

Cizelge 4.12. Ticari numunede bulunan renk maddelerinin PCR kalibrasyonu ile

hesaplanan sonuglari

Potansiyometri
Metodu ile Elde Edilen Sonuclar
Numune Karamel Allura Tartrazin Sunset
No Red Yellow
(ug/mL) (ng/mL) (ug/mL) (ug/mL)
1 0,050 5,21 0,80 0,34
2 0,047 5,37 0,81 0,40
3 0,048 5,36 0,80 0,36
x =0,048 x=5,31 x= 0,80 x=0,36
SS=1,58.107 SS= 0,089 SS=17,07.107 SS=0,031
BSS: % 3,29 BSS: % 1,69 BSS: % 0,88 BSS: % 0,087
GS= 0,05+ GS=5,32+ GS=0,82+ GS=0,36+
1,78.10° 0,100 1,8.10° 0,035

GS % 95 Esas alinarak hesaplanmigtir.

Asagida elde edilen esitliklerde ters kalibrasyon yapilmistir. Boylelikle hata en aza

indirilmeye c¢aligilmistir.

e Karamel i¢in tiiretilen kalibrasyon esitligi,

Ckaramel = - 28,7 + 275 pH, - 856 pH, + 437 pH; + 452 pHs - 334 pHs + 153 pHp -
14,3 pH7 -110 pHg+ 11,8 pHg - 1,14 pH10 - 2,93 pHM + 5,69 pH12

e Allura Red i¢in tiiretilen kalibrasyon esitligi,

Callurared=- 9,19 + 1,08 pH; + 46,8 pH, - 75,9 pH3 + 44,1 pHa4 - 36,7 pHs + 31,3 pHg
+ 3,65 pH7 - 10,4 pHg + 0,235 pH9 - 0,370 pH10 + 0,766 pH11 - 0,1 10 pH12

e Sunset Yellow igin tiiretilen kalibrasyon esitligi,

Csunset Yellow = - 4,24 - 22,0 pH; + 35,0 pH; - 4,50 pH3 + 2,98 pHs - 10,2 pHs - 6,56
pHe + 3,41 pH; + 5,17 pHg - 1,61 pHy + 0,706 pH; - 0,368 pH;; + 0,0621 pHj,
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e Tartrazin i¢in tliretilen kalibrasyon esitligi,

Crrartrazin = 61,2 - 74,1 pHj - 3,30 pH, + 141 pHs - 49,6 pH, - 68,9 pHs + 29,7 pH
+9,44 pH; - 12,1 pHg + 0,421 pHo + 1,06 pH o + 0,0259 pHy; - 0,203 pH,

Derisimlerin bilinmedigi ticari numune igin, ticari numunenin titrasyonu ile elde
edilen ilgili ml noktalarindaki pH degerleri yerine konularak gerekli derisimler elde

edilir.

4.2.5. Cok degiskenli regresyon yontemi (MLR)

MLR yontemi kalibrasyon seti icin Olgiilen absorbans matrisinin pargalanmasiyla
elde edilen temel bilesen regresyonuna dayali bir yontemdir. Yontemin algoritmast

Boliim 1.10.1.4 de ayrintili olarak verilmistir.

MLR kalibrasyon i¢in hazirlanan kalibrasyon setinin 0,6-2,2 mL araliinda MLR
kalibrasyon icin hazirlanan kalibrasyon setinin mL araliginda Ax= 0,05 mL
araliklarla mV degerleri okunmustur. Renk maddelerini i¢ceren karigimlarin yukarida
belirtilen yukarida belirtilen mL/pH degerleri okunarak MLR kalibrasyonunda bu

renk maddelerinin miktar tayinleri gergeklestirilmistir.

4.2.5.1. Kalibrasyon yonteminin validasyonu

MLR yontemini valide etmek amaciyla karamel i¢in 4-16 pg/mL, allura red igin
0,4-1,6 pg/mL, tartrazin i¢in 0,8-3,2 pg/mL ve sunset yellow i¢in 0,4-1,6 pg/mL
caligma aralig1 iginde olacak sekilde farkli derisimlerde 16 adet yapay karigim
cOzeltisinden ibaret olan bir set hazirlanmistir. Hazirlanan bu validasyon seti
kullanilarak kurulan MLR kalibrasyonun kesinlik ve dogrulugu test edilmistir. Geri
kazanim (GK) degerleri; karamel i¢in % 99,4861 allura red icin % 99,0044 tartrazin
icin % 100,5346 ve sunset yellow icin % 100,0682 olarak bulunmustur. Bagil
standart sapma degerleri karamel i¢in % 0,89 allura red i¢in %1,69 tartrazin icin

%0,52 ve sunset yellow i¢in % 1,10 olarak hesaplanmistir. MLR kalibrasyon
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yonteminin sentetik karisimlara uygulanmasi ile elde edilen sonuglar Cizelge 4.13.

de gosterilmistir.
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Cizelge 4.13. Sentetik olarak hazirlanan karisimindaki renk maddelerinin MLR

kalibrasyonu ile hesaplanan sonuglari

Karisim Karamel Allura Red
No Potansiyometri Sonuglari Potansiyometri Sonuglari
Konulan Bulunan % Geri Konulan  Bulunan % Geri
(ug/ml)  (pg/ml) Kazanim (ng/ml) (ng/ml) Kazanim
1 4 4,0013 100,0325 0,4 0, 3928 98,200
2 8 8,0017 100,0213 0,4 0,3937 98,425
3 12 12,0023 100,0192 0,4 0,3937 98,425
4 16 15,988 99,9269 0,4 0,4052 101,3
5 4 3,9802 99,505 0,4 0,3908 97,7
6 4 4,0012 100,03 0,8 0,8053 100,6625
7 4 3,9913 99,2825 1,2 1,1848 98,733
8 4 3,9802 99,505 1,6 1,5752 98,45
9 4 3,9733 99,3325 0,4 0,3892 97,300
10 4 3,9113 97,7825 0,4 0,4093 102,325
11 4 4,0010 100,025 0,4 0,4030 100,750
12 4 4,0011 100,0275 0,4 0,4040 101,00
13 4 3,8773 96,9325 0,4 0,3901 97,525
14 4 4,0014 100,035 0,4 0,3928 98,200
15 4 3,9813 99,5325 0,4 0,3856 96,400
16 4 3,9712 99,28 0,4 0,3947 98,675
x =99,4861 x = 99,0044
SS =0,89 SS=1,67
BSS =% 0,89 BSS =%1,69
Karisim Tartrazin Sunset Yellow
No Potansiyometri Sonug¢lari Potansiyometri Sonug¢lari
Konulan Bulunan % Geri Konulan Bulunan % Geri
(ng/ml) (ug/ml) Kazanim (ug/ml)  (pg/ml) Kazanim
1 0,8 0,8098 101,225 0,4 0,3954 98,8375
2 0,8 0,8082 101,025 0,4 0,4015 100,363
3 0,8 0,8022 100,275 0,4 0,3935 98,337
4 0,8 0,8035 100,4375 0,4 0,3915 97,865
5 0,8 0,8077 100,9625 0,4 0,4055 101,365
6 0,8 0,8081 100,0125 0,4 0,4055 101,387
7 0,8 0,8046 100,575 0,4 0,4043 101,063
8 0,8 0,8013 100,1625 0,4 0,4054 101,338
9 0,8 0,8101 100,2625 0,4 0,4019 100,463
10 0,8 0,8064 100,800 0,8 0,7946 99,3190
11 0,8 0,8044 100,550 1,2 1,1867 98,8875
12 0,8 0,8017 100,2125 1,6 1,6048 100,297
13 0,8 0,8055 100,6875 0,4 0,4015 100,363
14 1,6 1,5903 99,3938 0,4 0,4019 100,463
15 2,4 2,3976 99, 9000 0,4 0,4015 100,363
16 3,2 3,2023 100,0719 0,4 0,4016 100,388
x = 100,5346 x =100,0682
SS =0,52 SS=1,10
BSS =%0,52 BSS =% 1,10

101




4.2.5.2. MLR yontemi icin ANOVA testi

MLR kalibrasyon yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek amaciyla elde
edilen sonuglara ANOVA testi uygulanmistir. Gruplar arasi serbestlik derecesi=19,
grup ici serbestlik derecesi=12 % 95 giiven araliginda F-tablo degeri 2,31 olmasina
karsilik karamel i¢in hesaplanan F-test degeri 0,91 ve p-degeri 0,08 allura red igin
hesaplanan F-test degeri 0,88 ve p-degeri 0,06 olarak,tartrazin i¢in hesaplanan F-test
degeri 1,12 ve p-degeri 0,08, sunset yellow i¢in hesaplanan F-test degeri 1,21 ve p-
degeri 0,07 bulunmustur.

ANOVA testinde F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05 oldugu i¢in % 95 giiven
araliginda elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadigr bulunmustur.
Varyans analizinde iki serbestlik derecesi kullanilir. Gruplar arasi serbestlik
derecesi=19 Grup i¢i serbestlik derecesi=12 dir. F-pegaplanan< F-tablo ve p-degeri>
p=0,05 oldugu i¢cin bu kalibrasyon modeli ticari numunenin incelenmesinde

kullanilabilir olduguna karar verilmistir.

4.2.5.3. MLR yonteminde istatistiksel analiz

4.2.5.3.a. Tahminsel kalintisal hata (PRESS)

Dort renk maddesini iceren karisimlarda bu maddelerin miktar tayini i¢in MLR
kalibrasyonun kurulmasinda ¢apraz validasyon isleminde tahmin edilen hatalarin
karelerinin toplamimin (Predicted Residual Error Some of Squares— PRESS)
minimal degerleri elde edilmistir. Renk maddeleri ic¢in kurulan MLR
kalibrasyonunda PRESS degeri karamel, allura red, tartrazin ve sunset yellow i¢in
icin sirastyla 0,051; 0,098; 0,054; 0,062 olarak hesaplanmistir . PRESS degerinin
sifira yakin olmas1 dogruluk derecesini arttirmaktadir. Elde edilen PRESS degerleri

yeterince kiiciiktiir.
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Sekil 4.39. MLR kalibrasyon basamaginda karamel i¢in ger¢ek ve tahmin edilen

derigimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
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Sekil 4.40. MLR kalibrasyon basamaginda allura red i¢in gergek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuclar

103



W
w

w
|

o]
(%]

%]

=
(6]

\

y=0,9967x+0,0077
RE=1

Tahmin Edilen Derisim (pg/ml)

o
wn

=]

0] 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Gergek Derigim (ug/ml)

Sekil 4.41. MLR kalibrasyon basamaginda tartrazin i¢in gercek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuclar
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Sekil 4.42. MLR kalibrasyon basamaginda sunset yellow i¢in ger¢cek ve tahmin

edilen derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
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4.2.5.4. Cok degiskenli regresyon yonteminin ticari numuneye uygulanmasi
Ticari numune i¢in 0,6-2,2 mL mL araliginda AA= 0,05 mL araliklarla okunan mV
degerleri ~ PLS algoritmasina uygulandi ve icecek icerigindeki renk maddeleri

hesaplanmustir.

Cizelge 4.14. Ticari numunede bulunan renk maddelerinin MLR kalibrasyonu ile

hesaplanan sonuglari

Potansiyometri Metodu ile Elde Edilen Sonugclar
Numune Karamel Allura Tartrazin Sunset
No Red Yellow
(ng/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
' o0512 5,191 0.8 0,32
2 1005 5,361 0,81 037
3 10,051 5,399 0.81 0,4
x=0,051 x=5,32 x= 0,81 x=0,37
SS=0,00064 | SS=0,11 SS=0,0058 SS=0,0040
BSS: % 1,25 | BSS: % 2,06 BSS: % 0,72 | BSS: % 1,08
GS=0,051+ GS=5,32+ 0,124 GS=0,81+ GS=0,37+4,53.10°
7,24.10" 6,56.107

GS % 95 Esas alinarak hesaplanmigstir.

105




4.3. Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC)

Renk maddelerinin standart ¢ozeltileri verilen sartlarda 20 puL olarak kolona enjekte
edilmistir. Kullanilan DAD dalga boylar1t DADI1 A, Sig=465 nm, DADI1 B, Sig=470
nm, DAD1 C, Sig=475 nm, DAD1 D, Sig=480 nm, DAD1 E, Sig=485 nm dir.
Karameldedeksiyon limitinin altinda kaldigi icin pik vermemistir. Kemometrik
HPLC analizi siiresince, DAD dedektér varliginda 5 dalgaboyunda i¢ standart
varliginda renk maddelerinin pik alanlarmmin orami hesaplanmistir. Saf renk

maddelerinin kromatogramlari ve kalibrasyon grafikleri alttaki sekillerde verilmistir.

DADT A, Sig=426 &Ref=off (COLORANTISO000144 )
i _ Tartrazine
S -
15 3
10
A7
0 25 5 7= 10 12.5 i)

Sekil 4.43. Tartrazin maddesinin kromatogrami

DADT C, Sig=306,8 Ref=off (COLORANTIS0000153 D)

mad

25 3 Allura Red

/

15 3
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Sekil 4.44. Allura red maddesinin kromatogrami
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Sekil 4.45. Sunset yellow maddesinin kromatogrami

[ ] Tartrazine, DADT A
[ ] Area=37.4582884*Amt-1.9834694

{Rel. Res%(1): -5.9751e-2

0 — Correlation: 0.99995

‘ ‘ —
0 5 10 15 Amountfug/ml

Sekil 4.46. Tartrazin maddesinin kalibrasyon grafigi

107




[T Alura Red, DADTC
[ ] Area=55.0903724*Amt -5.2757418

1Rel. Res%(2): -2.241

0+ Correlation: 0.99972

—
0 5 10 15 Amount[ug/ml]

Sekil 4.47. Allura red maddesinin kalibrasyon grafigi
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[ ] SunsetYelow, DADTB
[ 1 Area=43.8748626"Amt-2.4158658

1Rel. Res%(3): 9.2414e-1
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Sekil 4.48. Sunset yellow maddesinin kalibrasyon grafigi

Kalibrasyon grafikleri incelendiginde korelasyon katsayist
0,99995 allura red i¢in 0,99972 ve sunset yellow i¢in 0,99992 dir. Bu degerler tek tek
kromatogramlar1 alinan renk maddelerinin pik alan1 ve derigimleri arasinda dogru bir
baginti oldugunu gosterir.

kullanilmistir. Her bir renk maddesinin pik alani, IS (brilliant blue) ’in pik alanina

oranlanmistir.

Bu c¢alismada i¢ standart

maALl 3
160
140
120
100
80
60
405

20

DAD1 D Sig=628 & Ref=off (COLORANTVS0000148.0)

Brillant Blue

p

0

Sekil 4.49. I¢ standart (Brilliant blue) maddesinin kalibrasyon grafigi
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4.3.1. Temel bilesen analizi (PCA)

UV ve potansiyometri yontemlerinde oldugu gibi PLS, PCR tipi kemometrik
hesaplamalara gegmeden once programin kendi iginde ilk yaptigi islem yine temel
bilesen analizi yapmaktir. Diger yontemlerde belirtildigi gibi temel bilesen analizi
uygulanmasinin amagclari, bir orijinal degiskeni temsil eden n sayida orijinal aksi

(dogruyu) yeni akslar haline doniistiirmektir. Sekil 4.50. de olusturulan akslar

gorilmektedir.
[a]
DS T~
~
0,251 ™)
.
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o LY
{im . | -".l
e
K
IDP?E i ] T L L] L L]
0,50 0,25 0,00 0,25 0,50 0,75
Component 1

Sekil 4.50. Degiskenlerin dogrusal bilesenleri

Sekil 4.50. e bakildiginda programa yiiklenilen verilerden birinci temel aks ve ikinci
temel aks iizerinden dogrusal bilesenler bulunmustur. Islemlerin dogrulugu
Olgiistinde dogrusal bilesenler elde edilmistir. Bu grafik varyans-kovaryans
matrisinin elemanlarinin orijinin merkezine olan biiyiik aks birinci temel bileseni
(C2) ve bu bilesene 90 °C lik ac1 ile ikinci temel bilesen (C3) uzanmaktadir. Sekil
4.51. de ozdegerlerin grafigi goriilmektedir. Ozdegerlerin simetrik bir veri
matrisinden ¢ikarilmasi kismi en kiigiik kareler yontemi ve temel bilesen analizi i¢in
onemlidir. Ozdegerler ve dzvektorler elde edildikten sonra yapilacak islem diger

kemometrik hesaplamalara gecistir. Temel bilesen analizi ile elde edilen temel
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bilesenler yardimiyla olusturulan korelasyon matrisi diger kemometrik regresyonlara

(PLS, PCR... ) 151k tutmaktadir.

Scree Plot of C6; ...; C17

10

Eigenvalue

e & i - - e

1 2 =) 4 3 ] 7 =] =] 10 11 12
Component Number

Sekil 4.51. Kemometrik verilerden elde edilen 6zdegerlerin grafigi

Sekil 4.51. de belirgin bir sekilde goriildiigli gibi 6zdegerler 2. degerden 3. degere

dogru diismiistiir. Ilk iki faktor, toplam varyansin %99 undan daha fazla giivenilirdir.

4.3.2. Kismi en kiiciik kareler yontemi (PLS)

Kismi en kiigiik kareler yonteminde Cizelge 4.2. gore hazirlanan kalibrasyon seti
kullanilmistir.

Derisimler arasindaki matematiksel iliskiye dayali PLS kalibrasyonu kurulmustur.
Karamel, allura red, tartrazin ve sunset yellow i¢eren karigimlarin pik alani degerleri
belirlenerek ~ PLS kalibrasyonunda bu renk  maddelerinin miktar tayinleri

gerceklestirilmistir.
4.3.2.1. Kalibrasyon yonteminin validasyonu

PLS yontemini valide etmek i¢in, allura red i¢in 0,4-1,6 pg/mL, tartrazin i¢in 0,8-3,2
pg/mL ve sunset yellow icin 0,4-1,6 pg/mL calisma araligi icinde olacak sekilde
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farkl1 derisimlerde 16 adet yapay karisim ¢ozeltisinden ibaret olan bir set
hazirlanmistir. Hazirlanan bu  validasyon seti kullanilarak kurulan PLS
kalibrasyonun kesinlik ve dogrulugu test edilmistir. Geri kazanim (GK) degerleri;
allura red icin % 98,9107 tartrazin i¢in % 100,4751 ve sunset yellow icin %
99,8231 olarak bulunmustur. Bagil standart sapma degerleri, allura red i¢in % 2,14
tartrazin icin % 1,12 ve sunset yellow i¢in % 0,61 olarak hesaplanmistir. PLS
kalibrasyon yonteminin sentetik karisimlara uygulanmasi ile elde edilen sonuglar

Cizelge 4.15. de gosterilmistir.
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Cizelge 4.15. Sentetik olarak hazirlanan karisimindaki renk maddelerinin PLS

kalibrasyonu ile hesaplanan sonuglari

Karisim Karamel Allura Red
No HPLC Sonuclan HPLC Sonuclan
Konulan Bulunan % Geri Konulan Bulunan % Geri
(ug/ml)  (pg/ml) Kazanim (ng/ml) (ng/ml) Kazanim
1 4 - - 0,4 0,4002 100,0500
2 8 - - 0,4 0,3996 99,9000
3 12 - - 0,4 0,3919 97,9750
4 16 - - 0,4 0,4075 101,8750
5 4 - - 0,4 0,3975 99,3750
6 4 - - 0,8 0,8057 100,7125
7 4 - - 1,2 1,1764 98,0333
8 4 - - 1,6 1,5636 97,7250
9 4 - - 0,4 0,3827 95,4250
10 4 - - 0,4 0,4031 100,7750
11 4 - - 0,4 0,3910 97,7500
12 4 - - 0,4 0,3995 99,8750
13 4 - - 0,4 0,3737 93,4250
14 4 - - 0,4 0,4042 101,0500
15 4 - - 0,4 0,3965 99,1250
16 4 - - 0,4 0,3970 99,2500
X=.... x =98,9107
SS= ... SS= 2,14
BSS=.... BSS =% 2,17
Karisim Tartrazin Sunset Yellow
No HPLC Sonuglar HPLC Sonuglar
Konulan Bulunan % Geri Konulan Bulunan % Geri
(ng/ml) (ug/ml) Kazanim (ug/ml)  (pg/ml) Kazanim
1 0,8 0,8042 100,5250 0,4 0,3995 99,8750
2 0,8 0,8095 101,1875 0,4 0,3960 99,0000
3 0,8 0,8040 100,5000 0,4 0,3984 99,6000
4 0,8 0,8033 100,4125 0,4 0,4005 100,1250
5 0,8 0,8098 101,2250 0,4 0,3982 99,5500
6 0,8 0,8070 100,8750 0,4 0,3998 99,9500
7 0,8 0,8300 103,7500 0,4 0,4067 101,6750
8 0,8 0,7941 99,2625 0,4 0,3964 99,100
9 0,8 0,8004 100,0500 0,4 0,4000 100,00
10 0,8 0,8093 101,1625 0,8 0,8000 100,00
11 0,8 0,8025 100,3125 1,2 1,2000 100,00
12 0,8 0,7949 99,3625 1,6 1,5999 99,9938
13 0,8 0,8009 100,1125 0,4 0,3963 99,075
14 1,6 1,597 99,8125 0,4 0,3989 99,725
15 2,4 2,3717 98,8208 0,4 0,3987 99,675
16 3,2 3,2074 100,2313 0,4 0,3993 99,825
x =100,4751 x=99,8231
SS=1,12 SS=0,61
BSS=1,12 BSS =% 0,61
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4.3.2.2. PLS yontemi icin ANOVA testi

PLS kalibrasyon yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek amaciyla elde
edilen sonuglara ANOVA testi uygulandi. Gruplar arasi serbestlik derecesi=19, grup
ici serbestlik derecesi=12 % 95 giiven araliginda F-tablo degeri 2,31 olmasina
karsilik allura red icin hesaplanan F-test degeri 1,75 ve p-degeri 0,08 olarak,tartrazin
i¢cin hesaplanan F-test degeri 1,67 ve p-degeri 0,06, sunset yellow icin hesaplanan F-

test degeri 1,62 ve p-degeri 0,06 bulunmustur.

ANOVA testinde F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05 oldugu i¢in % 95 giiven
araliginda  elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadigi bulunmustur
Varyans analizinde iki serbestlik derecesi kullanilir. Gruplar arasi serbestlik
derecesi=19 Grup ici serbestlik derecesi=12 dir. F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri>
p=0,05 oldugu icin bu kalibrasyon modeli ticari numunenin incelenmesinde

kullanilabilir olduguna karar verilmistir.

PLS Residual Normal Plot
Maormal - 95% CI
{response is C&)

4 components

Percent
u
L=

-4 = -2 = 0 1 2 3 4
Standardized Residual

Sekil 4.52. Atik degerlerinin dagilimi
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Matrix Plot of C4; C5; C6; C7; C8; C9; C10; C11; C12; C13; C14
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Sekil 4.53. Kemometrik hesaplamalar esnasinda olusturulan matris

Kemometrik hesaplamalar esnasinda elde edilen atik degerleri Sekil 4.52. de

gorilmektedir ve standart egride dagilim gostermektedir.

Hesaplamalarin  dogru ve giivenilir elde edilmesi igin simetrik bir matris
olusturulmas1 gerekmektedir. Sekil 4.53. da olusturulan kare matrisin verilerle

dagilimi goriilmektedir.

4.3.2.3. PLS yonteminde istatistiksel analiz

4.3.2.3.a. Kalibrasyonun standart hatasi

Dort renk maddesini igeren karisimlarda bu maddelerin miktar tayini i¢in PLS
kalibrasyonun kurulmasinda capraz validasyon isleminde tahmin edilen hatalarin
karelerinin toplaminin (Predicted Residual Error Some of Squares— PRESS)
minimal degerleri elde edilmistir. Renk maddeleri i¢in kurulan PLS kalibrasyonunda
PRESS degeri allura red, tartrazin ve sunset yellow i¢in sirasiyla 0,090; 0,078;
0,067 olarak hesaplanmigtir. PRESS degerinin sifira yakin olmasi dogruluk

derecesini arttirmaktadir. Elde edilen PRESS degerleri yeterince kiigliktiir.

115



Kalibrasyonun standart hatasi (Standard error of calibration —SEC), gercek ve
tahmin edilen derisim arasindaki iliskiye dayali olarak hesaplandi ve allura red,
tartrazin ve sunset yellow i¢in sirasiyla 0,08976;  0,0908; 0,0873 olarak

bulunmustur.
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Gergek Derigim (ug/ml)

Sekil 4.54. PLS kalibrasyon basamaginda allura red i¢in ger¢ek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuclar
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Sekil 4.55. PLS kalibrasyon basamaginda tartrazin i¢in gercek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuclar
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Sekil 4.56. PLS kalibrasyon basamaginda sunset yellow i¢in gercek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar

Karamel, allura red, tartrazin, sunset yellow igeren karisimlarda bu maddelerin
konulan ve hesaplanan verilerinden PLS kalibrasyonu i¢in tayinin standart hatasi
(Standard Error of Prediction—SEP), degerleri allura red, tartrazin ve sunset yellow

i¢in sirasiyla 0,0674; 0,0437; 0,0872; 0,0540 olarak bulunmustur.

4.3.2.4. Kismi en kiiciik kareler yonteminin ticari numuneye uygulanmasi
Ticari numune i¢in segilen dalga boylarinda DAD dedektorle 6l¢timleri yapildi ve

elde edilen degerler = PLS algoritmasina uygulandi ve icecek igerigindeki renk

maddeleri hesaplanmistir.
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hesaplanan sonuglari

Cizelge 4.16. Ticari numunede bulunan renk maddelerinin PLS kalibrasyonu ile

HPLC Metodu ile Elde Edilen Sonuclar

Numune | Karamel Allura Tartrazin Sunset
No Red Yellow
(ng/mL) | (ug/mL) | (vg/mL) | (ug/mL)
1 - 5,21 0,90 0,36
2 - 5,26 0,82 0,41
3 - 5,34 0,88 0,33
X= x=5,27 x=0,87 x=0,37
SS= SS= 0,066 SS=0,044 SS=0,041
BSS: BSS: % 1,25 | BSS: % 5,06 BSS: %10,98
GS= GS= GS=0,87+ GS=0,37+
5,27+0,075 0,050 0,047

GS % 95 Esas alinarak hesaplanmigstir.

4.3.3. Temel bilesen regresyonu yontemi (PCR)

PCR yontemi kalibrasyon seti i¢in dl¢iilen absorbans matrisinin par¢alanmasiyla elde
edilen temel bilesen regresyonuna dayali bir yontemdir. PCR kalibrasyon i¢in
hazirlanan kalibrasyon setinin bes farkli dalga boyunda DAD dedektor yardimiyla
pik alanlar1 6l¢lilmiistiir. Kullanilan istatistik programi ile kalibrasyon setinin pik
alan1 orani (renk maddesi/IS) ve derisim degerlerinin varyans-kovaryans matriksleri
hesaplandi. Derisim-pik alani orani arasindaki matematiksel iliskiye dayali PCR

kalibrasyonu kurulmustur.

Boliim 1.10.1.2. de agiklanan PCR algoritmasina gore kalibrasyon setinin absorbans
ve derisim degerlerinin varyans-kovaryans matriksleri hesaplanmistir. Kalibrasyon
seti i¢in absorbanslarin varyans-kovaryans matriksinin dekompozisyon islemine tabi
tutulmasindan sonra derisimlar arasindaki matematiksel iliskiye dayali PCR
kalibrasyonu kurulmustur. Renk maddelerini iceren karigimlarin belirtilen dalga
boylarindaki absorbans

degerleri okunarak PCR kalibrasyonunda bu etken

maddelerin miktar tayinleri gergeklestirilmistir.
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4.3.3.1. Kalibrasyon yonteminin validasyonu

PCR yontemini valide etmek icin karamel i¢in 4-16 pg/mL, allura red i¢in 0,4-1,6
ug/mL, tartrazin i¢in 0,8-3,2 pg/mL ve sunset yellow icin 0,4-1,6 pg/mL calisma
aralig1 icinde olacak sekilde farkli derisimlerde 16 adet yapay karisim ¢ozeltisinden
ibaret olan bir set hazirlanmistir. Hazirlanan bu validasyon seti kullanilarak kurulan
PCR kalibrasyonun kesinlik ve dogrulugu test edilmistir. Geri kazanim (GK)
degerleri; allura red i¢in % 99,2622 tartrazin i¢in % 100,021 ve sunset yellow i¢in %
99,9534 olarak bulunmustur. Bagil standart sapma degerleri allura red i¢cin % 1,11
tartrazin i¢in % 1,10 ve sunset yellow i¢cin % 0,23 olarak hesaplanmistir. PCR
kalibrasyon yonteminin sentetik karigimlara uygulanmasi ile elde edilen sonuglar

Cizelge 4.17. de gosterilmistir.
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Cizelge 4.17. Sentetik olarak hazirlanan karisimdaki renk maddelerinin PCR

kalibrasyonu ile hesaplanan sonuglari

Karisim Karamel Allura Red
No HPLC Sonuclan HPLC Sonuclan
Konulan Bulunan % Geri Konulan Bulunan % Geri
(ug/ml)  (pg/ml) Kazanim (ng/ml) (ng/ml) Kazanim
1 4 - - 0,4 0,3962 99,0500
2 8 - - 0,4 0,3971 99,2750
3 12 - - 0,4 0,3956 98,9000
4 16 - - 0,4 0,4006 100,150
5 4 - - 0,4 0,3919 97,9750
6 4 - - 0,8 0,8007 100,0875
7 4 - - 1,2 1,1932 99,4330
8 4 - - 1,6 1,5936 99,6000
9 4 - - 0,4 0,3976 99,4000
10 4 - - 0,4 0,4017 100,425
11 4 - - 0,4 0,4014 100,350
12 4 - - 0,4 0,4004 100,100
13 4 - - 0,4 0,3985 99,6250
14 4 - - 0,4 0,3982 99,5500
15 4 - - 0,4 0,3840 96,0000
16 4 - - 0,4 0,3931 98,2750
X=... x =99,2622
SS= ... SS= 1,11
BSS=.... BSS=9% 1,12
Karisim Tartrazin Sunset Yellow
No HPLC Sonuglar HPLC Sonuglar
Konulan Bulunan % Geri Konulan Bulunan % Geri
(ng/ml) (ug/ml) Kazanim (ug/ml)  (pg/ml) Kazanim
1 0,8 0,8006 100,0750 0,4 0,3982 99,5500
2 0,8 0,8017 101,2125 0,4 0,4000 100,0000
3 0,8 0,8001 100,0125 0,4 0,3982 99,5500
4 0,8 0,8023 100,2875 0,4 0,3983 99,5750
5 0,8 0,8065 100,8125 0,4 0,4003 100,0750
6 0,8 0,8099 101,2375 0,4 0,4004 100,1000
7 0,8 0,8034 100,4250 0,4 0,4001 100,0250
8 0,8 0,8001 100,0125 0,4 0,4002 100,0500
9 0,8 0,7996 99,9500 0,4 0,4 100,00
10 0,8 0,8052 100,6500 0,8 0,7984 99,7917
11 0,8 0,8032 100,4000 1,2 1,1975 100,0625
12 0,8 0,8005 100,0625 1,6 1,601 100,0750
13 0,8 0,8043 100,5375 0,4 0,4003 100,1750
14 1,6 1,5391 96,1938 0,4 0,4007 100,3250
15 2,4 2,3864 99,4333 0,4 0,4013 100,1000
16 3,2 3,2011 100,0344 0,4 0,4004 99,5500
x =100,021 x =99,9534
SS=1,10 SS =0,23
BSS=1,10 BSS =% 0,23
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4.3.3.2. PCR yontemi icin ANOVA testi

PCR kalibrasyon yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek icin elde edilen
sonuglara ANOVA testi uygulanmistir. Gruplar arasi serbestlik derecesi=19, grup ici
serbestlik derecesi=12 % 95 giiven araliginda F-tablo degeri 2,31 olmasina karsilik,
allura red i¢in hesaplanan F-test degeri 1,76 ve p-degeri 0,06 olarak, tartrazin igin
hesaplanan F-test degeri 1,24 ve p-degeri 0,08, sunset yellow i¢in hesaplanan F-test

degeri 1,69 ve p-degeri 0,08 bulunmustur.

ANOVA testinde F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05 oldugu i¢in % 95 giiven
araliginda  elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadigi bulunmustur.
Varyans analizinde iki serbestlik derecesi kullanilir. Gruplar arasi serbestlik
derecesi=19 Grup i¢i serbestlik derecesi=12. F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05
oldugu icin bu kalibrasyon modeli ticari numunenin incelenmesinde kullanilabilir

olduguna karar verilmistir.

4.3.3.3.PCR yonteminde istatistiksel analiz

4.3.3.3.a. Kalibrasyonun standart hatasi

Dort renk maddesini igeren karisimlarda bu maddelerin miktar tayini i¢in PLS
kalibrasyonun kurulmasinda c¢apraz validasyon isleminde tahmin edilen hatalarin
karelerinin toplamimin (Predicted Residual Error Some of Squares— PRESS)
minimal degerleri elde edilmistir. Renk maddeleri i¢in kurulan PCR kalibrasyonunda
PRESS degeri karamel, allura red, tartrazin ve sunset yellow i¢in sirasiyla 0,256;
0,235; 0,067; 0,032 olarak hesaplanmistir. PRESS degerinin sifira yakin olmasi
dogruluk derecesini arttirmaktadir. Elde edilen PRESS degerleri yeterince kiigiiktiir.
Kalibrasyonun standart hatasi (Standard error of calibration —SEC), gercek ve
tahmin edilen derisim arasindaki iligkiye dayali olarak hesaplanmistir ve karamel,
allura red, tartrazin ve sunset yellow i¢in sirasiyla 0,0156; 0,0136; 0,00564; 0,00238

olarak bulunmustur.

121



1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6

0,4 y=0,9977x- 0,0022

0,2 R*=0,9998

Tahmin Edilen Derisim (pg/ml)

0 ] ] ] 1
0 0,5 1 1,5 2

Gercek Derisim (ug/ml)

Sekil 4.57. PCR kalibrasyon basamaginda allura red i¢in gercek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
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Sekil 4.58. PCR kalibrasyon basamaginda tartrazin i¢in ger¢ek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
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Sekil 4.59. PCR kalibrasyon basamaginda sunset yellow icin gercek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuclar

Karamel, allura red, tartrazin, sunset yellow igeren karisimlarda bu maddelerin
konulan ve hesaplanan verilerinden PCR kalibrasyonu i¢in tayinin standart hatasi
(Standard Error of Prediction—SEP), degerleri karamel, allura red, tartrazin ve

sunset yellow igin sirastyla 0,050; 0,0069; 0,026; 0,059 olarak bulunmustur.

4.3.3.4. Temel Bilesen Regresyon Yonteminin Ticari Numuneye Uygulanmasi
Ticari numunenin segilen dalga boylarinda DAD dedektdrle dlgiimleri yapildi ve elde
edilen degerler = PLS algoritmasina uygulanmistir ve igecek igerigindeki renk
maddeleri hesaplanmustir.

Her bir renk maddesi igin tiiretilen kalibrasyon esitlikleri su sekildedir:

Calwrares = - 0,0884 - 40,2 PA; + 13,3 PA, + 56,9 PA; - 99,8 PA, + 18,6 PAs + 67,8 PAs- 33,3
PA; - 45,5 PAg + 117 PAg - 60,3 PA o + 27,4 PA1+ 87,8 PAj+ 31,6 PA3 + 40,5 PA, -78,5
PAs

Ciartrazin = 1,12 + 119 PA, + 400 PA; - 1181 PA; + 1132 PA, + 229 PA; - 759 PAg + 198 PA; +
553 PAg - 1432 PAg + 402 PAo + 96,9 PA4; + 1553 PAy, - 1432 PA 3 + 402 PA4 + 96,9 PA,;5

Csunset yeliow = 0,930 - 674 PA; + 1123 PA,; - 666 PA; + 1069 PA, - 665 PA; + 159 PA; - 756

PA; + 1674 PAg - 2746 PAg- 472 PA4, + 1558 PA1+ 1386 PA; + 38,3 PA3 - 872 PA4 -
91,1 PAs
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Elde edilen kalibrasyon esitliklerine absorbans degerleri uygulanarak ticari

numunedeki miktarlar hesaplanmistir.

Cizelge 4.18. Ticari numunede bulunan renk maddelerinin PCR kalibrasyonu ile

hesaplanan sonuglari

Numune Karamel Allura Tartrazin Sunset
No Red Yellow
(ng/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ng/mL)
1 5,12 0,81 0,35
2 - 5,34 0,80 0,415
3 - 5,24 0,80 0,345
- x=5,23 x= 0,803 x= 0,37
X= SS=0,110 SS=0,0058 SS=0,0039
SS=.... BSS: % 2,11 BSS: % 0,72 BSS: % 1,05
BSS: ... GS=5,23+0,124 GS= 0,82+ GS=0,36+
6,56.107 4,41.10°

GS % 95 Esas alinarak hesaplanmugtir.
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4.3.4. Cok degiskenli regresyon yontemi (MLR)

MLR yontemi kalibrasyon seti i¢in Slgiilen absorbans matrisinin pargalanmasiyla
elde edilen temel bilesen regresyonuna dayali bir yontemdir. Yontemin algoritmasi

Boliim 1.10.1.4 de ayrintili olarak verilmistir.

Olgiimler bes farkli dalgaboyunda DAD dedektdr yardimiyla Slgiilmiistiir. Burada
elde edilen analitik sinyal pik alanidir. Derisimler arasindaki matematiksel iliskiye
dayali MLR kalibrasyonu kurulmustur. Karamel, allura red, tartrazin ve sunset
yellow igeren karisimlarin pik alani degerleri belirlenerek MLR kalibrasyonunda bu

renk maddelerinin miktar tayinleri gerceklestirilmistir.

4.3.4.1. Kalibrasyon yonteminin validasyonu

MLR yontemini valide etmek amaciyla karamel icin 4-16 pg/mL, allura red icin
0,4-1,6 pg/mL, tartrazin i¢in 0,8-3,2 pg/mL ve sunset yellow i¢in 0,4-1,6 pg/mL
calisma araligi icinde olacak sekilde farkli derisimlerde 16 adet yapay karigim
cozeltisinden ibaret olan bir set hazirlanmigtir. Hazirlanan bu validasyon seti
kullanilarak kurulan MLR kalibrasyonun kesinlik ve dogrulugu test edilmistir. Geri
kazanim (GK) degerleri; allura red icin % 99,5149, tartrazin i¢in % 100,5517, sunset
yellow icin % 100,0447 olarak bulunmustur. Bagil standart sapma degerleri allura
red icin  %1,53, tartrazin icin % 0,52, sunset yellow icin % 0,69 olarak
hesaplanmistir. MLR kalibrasyon yonteminin sentetik karigimlara uygulanmasi ile

elde edilen sonuglar Cizelge 4.19. de gosterilmistir.
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Cizelge 4.19. Sentetik olarak hazirlanan karisimindaki renk maddelerinin MLR

kalibrasyonu ile hesaplanan sonuglari

Karisim Karamel Allura Red
No HPLC Sonuclan HPLC Sonuclan
Konulan Bulunan % Geri Konulan Bulunan % Geri
(ug/ml)  (pg/ml) Kazanim (ng/ml) (ng/ml) Kazanim
1 4 - - 0,4 0,3941 98,5350
2 8 - - 0,4 0,3950 98,7600
3 12 - - 0,4 0,3952 98,7630
4 16 - - 0,4 0,4065 101,635
5 4 - - 0,4 0,3921 98,0350
6 4 - - 0,8 0,8066 100,830
7 4 - - 1,2 1,1861 98,8450
8 4 - - 1,6 1,5765 98,4500
9 4 - - 0,4 0,3905 97,6350
10 4 - - 0,4 0,4106 102,660
11 4 - - 0,4 0,4043 101,085
12 4 - - 0,4 0,4050 101,335
13 4 - - 0,4 0,3914 97,8600
14 4 - - 0,4 0,3941 98,5350
15 4 - - 0,4 0,3969 99,2350
16 4 - - 0,4 0,3998 99,9600
X=.... x =99,5149
SS= ... SS=1,53
BSS=.... BSS =%1,54
Karisim Tartrazin Sunset Yellow
No HPLC Sonuglar HPLC Sonuglar
Konulan Bulunan % Geri Konulan Bulunan % Geri
(ng/ml) (ug/ml) Kazanim (ug/ml)  (pg/ml) Kazanim
1 0,8 0,8099 101,245 0,4 0,3963 99,0750
2 0,8 0,8084 101,045 0,4 0,4004 100,100
3 0,8 0,8024 100,295 0,4 0,3985 99,6250
4 0,8 0,8037 100,457 0,4 0,3963 99,0750
5 0,8 0,8079 100,982 0,4 0,4006 100,150
6 0,8 0,8083 100,032 0,4 0,4052 101,300
7 0,8 0,8047 100,595 0,4 0,4053 101,325
8 0,8 0,8014 100,182 0,4 0,4007 100,175
9 0,8 0,8103 100,282 0,4 0,4000 100,00
10 0,8 0,8064 100,800 0,8 0,7956 99,4500
11 0,8 0,8044 100,550 1,2 1,1878 98,9833
12 0,8 0,8018 100,232 1,6 1,6077 100,481
13 0,8 0,8057 100,707 0,4 0,4008 100,200
14 1,6 1,5905 99,4035 0,4 0,4000 100,00
15 2,4 2,3977 99,9065 0,4 0,4012 100,300
16 3,2 3,2025 100,0768 0,4 0,4019 100,475
x =100,5517 x =100,0447
SS =0,52 SS =0,69
BSS =%0,52 BSS =% 0,70
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4.3.4.2. MLR yontemi icin ANOVA testi

MLR kalibrasyon yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek i¢in elde edilen
sonuglara ANOVA testi uygulandi. Gruplar arasi1 serbestlik derecesi=19, grup igci
serbestlik derecesi=12 % 95 giliven araliginda F-tablo degeri 2,31 olmasina karsilik
allura red i¢in hesaplanan F-test degeri 0,72 ve p-degeri 0,08 olarak,tartrazin igin
hesaplanan F-test degeri 1,09 ve p-degeri 0,08, sunset yellow icin hesaplanan F-test

degeri 1,31 ve p-degeri 0,07 bulunmustur.

ANOVA testinde F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05 oldugu i¢in % 95 giiven
araliginda  elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadigi bulunmustur.
Varyans analizinde iki serbestlik derecesi kullanilir. Gruplar arasi serbestlik
derecesi=19 Grup i¢i serbestlik derecesi=12 dir. F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri>
p=0,05 oldugu icin bu kalibrasyon modeli ticari numunenin incelenmesinde

kullanilabilir olduguna karar verilmistir.

4.3.4.3. MLR yonteminde istatistiksel analiz

4.3.4.3.a. Tahminsel kalintisal hata (PRESS)

Dort renk maddesini igeren karigimlarda bu maddelerin miktar tayini i¢gin MLR
kalibrasyonun kurulmasinda ¢apraz validasyon isleminde tahmin edilen hatalarin
karelerinin toplaminin (Predicted Residual Error Some of Squares— PRESS)
minimal degerleri elde edilmistirr Renk maddeleri i¢in kurulan MLR
kalibrasyonunda PRESS degeri allura red, tartrazin ve sunset yellow i¢in igin
sirastyla 0,072; 0,033; 0,071 olarak hesaplanmistir . PRESS degerinin sifira yakin
olmast dogruluk derecesini arttirmaktadir. Elde edilen PRESS degerleri yeterince

kiigtiktiir.
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Sekil 4.60. MLR kalibrasyon basamaginda allura red i¢in ger¢ek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuclar
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Sekil 4.61. MLR kalibrasyon basamaginda tartrazin i¢in gercek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuclar
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Sekil 4.62. MLR kalibrasyon basamaginda sunset yellow i¢in gercek ve tahmin

edilen derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
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4.3.4.4. Cok degiskenli regresyon yonteminin ticari numuneye uygulanmasi

MLR yonteminin karbondioksitli igecek numunesine uygulanmasinda ticari olarak
satin alinan s1v1 gazl igecek bir saat manyetik karistiricida karigtirilir ve 20 dakika
kadar 1sitilir. Bu islem sonucunda yapisinda bulunan karbondioksit uzaklagtirilir.
Sonra siiziilme islemi yapilir. Bu ¢6zeltiden 0,1-1,0 mL alinarak son hacim saf su ile

25 mL ye tamamlanir.

Cizelge 4.20. Ticari numunede bulunan renk maddelerinin MLR kalibrasyonu ile

hesaplanan sonuglari

HPLC Metodu ile Elde Edilen Sonuclar
Numune Karamel Allura Tartrazin Sunset
No Red Yellow
(ug/mb) |  (ug/mL) (g /mL) (g /mL)
1 - 5,20104 0,8092 0,3298
2 - 5,37094 0,8008 0,3612
3 - 5,4088 0,8004 0,3902
X=. x=5,3269 x=0,8034 x=0,3604
SS=..... SS=0,11 SS=0,0050 SS=0,03021
BSS:.... [BSS:% 2,06 BSS: % 0,62 BSS: % 8,38
GS= GS=5,32+0,12 |GS=0,8034+ GS=0,3604+
5,65.10° 0,034

GS % 95 Esas alinarak hesaplanmistir.

4.4. Yontemlerin gida Numunesine Uygulanmasiyla Elde Edilen Bulgular

Kesinlik, dogruluk ve tekrarlanabilirligin her {i¢ yontemdeki karsilastirilmasi ile

ticari gida numunesinden elde edilen sonuglar su sekildedir.
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Cizelge 4.21. Ticari numunede bulunan renk maddelerinin kemometrik olarak

hesaplanan sonuglar1 (PLS Ydntemi)

UV  Metodu fle Elde Edilen Sonuclar

Numune Karamel Allura Tartrazin Sunset
No Red Yellow
1 0,050 5,23 0,84 0,33
2 0,051 5,44 0,75 0,42
3 0,049 5,35 0,88 0,36
x =0,050 x=5,34 x=0,82 x=0,37
SS=1,0.10" SS= 0,105 SS= 0,067 SS= 0,046
BSS: % 2,0 BSS: %1,97 BSS: % 8,14 BSS: % 12,43
GS= 0,05+ GS= 5,34+ GS= 0,82+ GS=0,37+
1,13.10° 0,119 0,076 0,052
Potansiyometri | Metodu ile Elde Edilen Sonugclar
Numune Karamel Allura Tartrazin Sunset
No Red Yellow
1 0,049 5,39 0,83 0,35
2 0,051 5,47 0,84 0,40
3 0,051 5,50 0,89 0,38
x= 0,050 x=5,45 x=0,85 x=0,38
SS=1,41.107 SS= 0,057 SS=0,032 SS= 0,025
BSS: % 2,82 BSS: %1,05 BSS: % 3,81 BSS: %6,71
GS= 0,05+ GS= 5,45+ 0,064 | GS=0,85+ GS=0,38+
1,60.107 0,036 0,028
HPLC Elde [Metodu ile Edilen Sonugclar
Numune Karamel Allura Tartrazin Sunset
No Red Yellow
1 - 5,21 0,90 0,36
2 - 5,26 0,82 0,41
3 - 5,34 0,88 0,33
X=.... x=5,27 x=0,87 x=0,37
SS=.... SS= 0,066 SS= 0,044 SS= 0,041
BSS: ... BSS: % 1,25 BSS: % 5,06 BSS: %10,98
GS=.... GS=5,27+0,075 GS=0,87+ GS=0,37 + 0,047
0,050
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Cizelge 4.22. Ticari numunede bulunan renk maddelerinin kemometrik olarak

hesaplanan sonuglar1 (PCR Yo6ntemi)

UV  Metodu Elde Edilen Sonuclar
Numune Karamel Allura Tartrazin Sunset
No Red Yellow
1 0,050 5,20 0,83 0,33
2 0,050 5,41 0,82 0,41
3 0,049 5,36 0,80 0,35
x =0,050 x=5,32 x=0,82 x=0,36
SS=12,58.10* SS= 0,040 SS=0,005: SS=0,015
BSS: % 0,516 BSS: % 0,75 BSS: % 0,70 BSS: % 0,042
GS= 0,05+ GS= 5,32+ GS= 0,82+ GS=0,36+
1,3.10* 0,020 0,0028 0,00735
Potansiyometri | Metodu ile Elde Edilen Sonuglar
Numune Karamel Allura Tartrazin Sunset
No Red Yellow
1 0,050 5,21 0,80 0,34
2 0,047 5,37 0,81 0,40
3 0,048 5,36 0,80 0,36
x = 0,048 x=5,31 x= 0,80 x=0,36
SS=1,58.107 SS= 0,089 SS=17,07.107 SS=0,031
BSS: % 3,29 BSS: % 1,69 BSS: % 0,88 BSS: % 0,087
GS= 0,05+ GS= 5,32+ GS= 0,82+ GS=0,36+
1,78.10° 0,100 1,8.10° 0,035
HPLC Elde |Metodu ile Edilen Sonuclar
Numune Karamel Allura Tartrazin Sunset
No Red Yellow
1 - 5,12 0,81 0,35
2 - 5,34 0,80 0,415
3 - 5,24 0,80 0,345
x= x=5,23 x= 0,803 x=0,37
SS=.... SS=0,110 SS=0,0058 SS=0,0039
BSS: ... BSS: % 2,11 BSS: % 0,72 BSS: % 1,05
GS=.... GS=5,23+0,124 GS= 0,82+ GS=0,36+
6,56.10° 4,41.10°
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Cizelge 4.23. Ticari numunede bulunan renk maddelerinin kemometrik olarak

hesaplanan sonuglar1 (MLR Y 6ntemi)

UV  Metodu fle Elde Edilen Sonuclar
Numune Karamel Allura Tartrazin Sunset
No Red Yellow
1 0,050 5,19 0,80 0,33
2 0,050 5,35 0,82 0,41
3 0,050 5,40 0,80 0,36
x =0,050 x=5,32 x=0,81 x=0,37
SS= 0,000 SS=0,0016 SS=0,0045 SS=0,0022
BSS: % 0,000 BSS: % 0,030 BSS: % 0,55 BSS: % 0,060
GS= 0,05+ GS=5,32+ GS=0,81+ GS=0,37+
0,000 0,00078 0,0022 0,0011
Potansiyometri | Metodu ile Elde Edilen Sonuglar
Numune Karamel Allura Tartrazin Sunset
No Red Yellow
1 0,0512 5,191 0.8 032
2 0,05 5361 0,81 037
3 0,051 5,399 0,81 0,4
x=0,051 x=5,32 x= 0,81 x= 0,37
SS=0,00064 SS=10,11 SS=0,0058 SS=0,0040
BSS: % 1,25 BSS: % 2,06 BSS: % 0,72 BSS: % 1,08
GS=10,051+ GS=5,32+0,124 GS=0,81+ GS=0,37+4,53.10°
7,24.10° 6,56.107
HPLC Elde Metodu ile Edilen Sonuclar
Numune Karamel Allura Tartrazin Sunset
No Red Yellow
1 - 5,20104 0,8092 0,3298
2 - 5,37094 0,8008 0,3612
3 - 5,4088 0,8004 0,3902
X = x=5,3269 x=0,8034 x=0,3604
SS=..... SS=10,11 SS=0,0050 SS=0,03021
BSS:. ... BSS: % 2,06 BSS: % 0,62 BSS: % 8,38
GS= GS=5,32+0,12 GS= 10,8034+ GS=0,3604+ 0,034
5,65.10°
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gorilmektedir. Yani degerler birbirinden ¢ok sapmamaktadir.

PLS yontemi ile her {ic yontem icin elde edilen sentetik karisim verilerin tek bir

grafikte incelenirse, elde edilen degerlerin ayn1 dogru iizerinde iist iiste Ortlistiigii
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Sekil 4.64. Allura red renk maddesinin gergek ve tahmini

derisimleri arasindaki dogrusal iligki
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Sekil 4.65. Tartrazin renk maddesinin ger¢ek ve tahmini

derisimleri arasindaki dogrusal iliski
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Sekil 4.66. Sunset Yellow renk maddesinin ger¢ek ve tahmini
derisimleri arasindaki dogrusal iliski

PCR yontemi ile her ii¢ yontem icin elde edilen sentetik karigim verilerin tek bir

grafikte incelenirse, elde edilen degerlerin ayni1 dogru {izerinde iist iiste Ortiistiigl

gorilmektedir. Yani degerler birbirinden ¢ok sapmamaktadir.
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derisimleri arasindaki dogrusal iligki
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Sekil 4.70. Sunset yellow renk maddesinin gergek ve tahmini
derisimleri arasindaki dogrusal iliski

MLR yontemi i¢in de yine degerler incelendiginde elde edilen degerlerin ayn1 dogru
lizerinde tist {iste Ortlistigli goriilmektedir. Yani degerler birbirinden ¢ok

sapmamaktadir.
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Sekil 4.73. Tartrazin renk maddesinin ger¢ek ve tahmini
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Sekil 4.74. Sunset yellow renk maddesinin gergek ve tahmini
derisimleri arasindaki dogrusal iligki
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5. TARTISMA VE SONUC

Piyasada satilan gida maddelerinde sikga rastlanan gida boyalarindan olan karamel,
allura red, tartrazin, sunset yellow karisimlarindaki boya miktarlarinin analizi igin
kaynaklarda rastlanmayan dort bileseni analiz etmeye yonelik caligmada Ultra-
Viyole Goriiniir Alan Spektroskopisi, Potansiyometri ve Yiiksek Performans Sivi

Kromatografisi (HPLC) yontemleri gelistirilmeye calisilmistir.

Karamel, allura red, tartrazin, sunset yellow boya standart maddelerinin UV
spektrumlar1 alinarak, calisma yapilabilecek saflikta oldugu belirlenmis ve analiz
calismalar gergeklestirilmistir. UV ve potansiyometri ile bu maddelerden karamelin

tayini yapilabilmis yalniz HPLC ile tayini tam olarak gergeklestirilememistir.

Karamel, allura red, tartrazin, sunset yellow karisimi i¢in, UV ve potansiyometri
yontemi gelistirilerek, bulgular HPLC yontemi ile karsilagtirnlmigtir. Gelistirilen
yontemlerin ve HPLC ydnteminin standart egrilerinin regresyon analizi yapilarak
sonuglar istatistik hesaplanmistir. Olusturulan egrilerin bir dogru olup olmadigini
anlamak, bulunan dogrusallik smirinin uygun olup olmadigin1 belirlemek igin
dogrusalliktan ayrilisin 6nem testi yapilmistir. Fy < Fr oldugundan, dogrusalliktan

sapmanin 6nemsiz oldugu bulunmustur.

Kemometrik program kullanilirken de yine F testi g6z Oniine alinmistir. Ticari
numuneye gecmeden Once yapilan deneysel tasarim esnasinda hazirlanan sentetik
modelde de sonucglar kiyaslanmistir. Sentetik modele ilave ettigimiz madde
miktarlart ile kemometrik programdan elde ettiimiz deneysel sonuglar
kiyaslanmistir. Grup i¢i ve gruplar arasi serbestlik dereceleri yardimiyla F testi
yapilmistir. F testi sonucuna gore kullandigimiz modeli ticari numuneye uygulayip

uygulayamayacagimiza karar verilmistir. Fyy < Fr oldugunda model uygulanmistir.
Karamel, allura red, tartrazin, sunset yellow boyalar1 i¢in dogruluk ve kesinlik

degerleri saptanmistir. Bu degerlerde SS ve BSS degerleri kiiclik oldugu ig¢in

gelistirilen yotemlerin kesin ve dogru bir ydontem olduguna karar verilmistir.
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Cizelge 4,21., cizelge 4.22. ve cizelge 4.23. de goriildiigii gibi ayn1 numuneye 3’ er
kez UV, potansiyometri ve HPLC uygulanmis, sonuclar karsilagtirilmigtir. Bu
karsilagtirmanin varyans analizi yapilarak, yontemler arasinda fark bulunmadigi,
istatistiksel olarak saptanmistir. Sonug olarak UV, potansiyometri ve HPLC yontemi

arasinda énemli bir fark yoktur.

Cizelge 4.21 incelendiginde Allura Red miktar tayininde en diisiik bagil standart
sapmalarin, potansiyometri yonteminde bulundugu goriilmiistiir. Bu c¢izelgedeki

degerler kismi en kiiciik kareler yontemi (PLS) ile hesaplanmuistir.

Cizelge 4.22. incelendiginde Sunset Yellow miktar tayininde en diisiik bagil standart
sapmalarin, potansiyometri yonteminde bulundugu goriilmistiir. Bu cizelgedeki

degerler temel bilesen regresyonu (PCR) ile hesaplanmustir.

Cizelge 4.23. incelendiginde Allura Red miktar tayininde en diisiik bagil standart
sapmalarin, potansiyometri yonteminde bulundugu goriilmistiir. Bu c¢izelgedeki

degerler cok degiskenli dogrusal regresyon (MLR) ile hesaplanmustir.

UV, potansiyometri ve HPLC de karamel, allura red, tartrazin, sunset yellow i¢in %
geri kazanim degerleri ortalama olarak gerek sentetik karisim icin, gerekse ticari
numune i¢in bulunmustur. Her ii¢ yontem i¢inde geri kazanimlar ytliksek degerlerde

bulunmustur.

Tirk Gida Kodeksi Yonetmeliginin Gidalarda Kullanilan Renklendiriciler Tebligine
(01.11.2007- 26687, Teblig No: 2007/49) gore icecekteki boyalar 100mg/L den fazla
olmamalidir. Piyasadan alinarak analiz edilen CO;’li icecek numunesinden elde

edilen miktarlar uygun sinirlar i¢indedir.

UV, potansiyometri yontemi ile HPLC yontemi karsilastirildiginda, HPLC
yonteminin daha spesifik ve ayirimci karakterine karsilik zorlugu ve pahaliligi bir
dezavantaj olarak goriilmektedir. UV ve potansiyometri yontemleri ise daha ucuz ve

kolay yontemlerdir.
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Kullanilan yontemlerin tekrarlanabilir sonuglar vermesi, yliksek duyarlilik ve
dogrulugun yani sira hizli olusu ve dortlii boya karisimlarinin analizi i¢in 6nerilecek

yontem olmalarini saglamaktadir.
Gelistirilen yontemler, tekrarlanabilir, duyarli ve dogru sonug¢ veren yontemler olup

karamel, allura red, tartrazin, sunset yellow iceren gida numunelerinin analizinde

Onerilebilir.
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