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Bu ¢aligmada, bitkilerde bulunan bazi makro (Ca, K ve Mg) ve mikro (Cu, Fe, Mn ve Zn)
elementlerin, ICP-OES cihaz1 kullanilarak, birlikte tayininde c¢ok degiskenli kalibrasyon
tekniklerinin uygulanmas: (CLS, PCR ve PLS1) ve bu yontemle elde edilen sonuglarin, tek
degiskenli kalibrasyon teknikleriyle elde edilen sonuglarla karsilagtirilmigtir. Bitki yaprak
ornekleri siilfiirik asit ve hidrojen peroksit ile yas yakma yontemine gore ¢Oziiniirlestirilmistir.
Cu, Ca, Fe, K, Mg, Mn ve Zn elementlerinin ICP-OES ile tayin yonteminin dogrulugu standart
referans seftali yapragi (NIST 1547) ile kontrol edilmistir. Tek degiskenli kalibrasyon
tekniginde 7 farkli dalga boyunda, ¢ok degiskenli kalibrasyon tekniginde ise 129 farkli dalga
boyunda ¢alisilmistir. Kalibrasyon ¢ozeltilerinin ¢apraz validasyonu sonucunda, ¢cok degiskenli
kalibrasyon tekniklerinden PLS1’in en iyi yontem oldugu belirlenmistir. Sentetik karigimlardan
elde edilen % geri kazanim sonuglari tek degiskenli kalibrasyon tekniginde; Cu, Ca, Fe, K, Mg,
Mn ve Zn ig¢in swrastyla; 139,77; 126,92; 103,99; 69,10; 134,16; 124,19 ve 171,77; PLSI
yonteminde ise sirasiyla; 106,67; 99,75; 94,21; 95,54; 95,02; 99,00 ve 106,78 olarak
bulunmustur. %95 ve % 99 giiven seviyesindeki t- testi sonucunda tek degiskenli kalibrasyon ile
PLS1 yontemi arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmus ve ICP-OES ig¢in PLS1y6nteminin

daha uygun bir yontem oldugu belirlenmistir.
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ABSTRACT

Master Thesis

THE APPLICATION OF MULTIVARIATE CALIBRATION TECHNIQUES FOR
SIMULTANEOUS DETERMINATION OF MACRO AND MICRO ELEMENTS IN PLANTS
USING ICP-OES

Ozlem Bengii DAS

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Adnan KENAR

In this study, some of the macro (Ca, K ve Mg) and micro (Cu, Fe, Mn ve Zn) elements found in
plants using ICP-OES device, the determination of the application of multivariate calibration
techniques (CLS, PCR and PLS1) and the results obtained by this method is to compare the
results of the univariate calibration techniques. Leaf samples were prepared by wet digestion
method using H,SO, and H,0,. Determinaton of Cu, Ca, Fe, K, Mg, Mn ve Zn by ICP-OES
method were checked with reference standard peach leaves (NIST 1547). As the univariate
calibration technique was studied at 7 different wavelengts, multivariate calibration technique
was studied at 129 different wavelengts . As a result of cross-validation of the calibration
solutions, multivariate calibration techniques were the best, PLS1. The results of obtained from
the % recovery of synthetic mixtures of univariate calibration technique for Cu, Ca, Fe, K, Mg,
Mn and Zn werel39,77; 126,92; 103,99; 69,10; 134,16; 124,19 and 171,77 and at the PLSI1
method 106,67; 99,75; 94,21; 95,54; 95,02; 99,00 and 106,78 respectively. As a result of student
t-test at confidence level of 95% or 99%, significant differences were found between univariate
calibration method and PLS1 and the PLS1 metod was determined as a suitable metod for ICP-
OES.

February 2013, 65 sayfa
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1. GIRIS

Bir organizmanin gelisimi ve enerji kaynagi olarak ihtiya¢c duydugu kimyasal maddelere
besin denilmektedir. Diinya iizerinde yasayan her canli gibi bitkilerde beslenmek
zorundadir. Ancak, bitkiler diger canlilardan farkli olarak gelistikleri ortamdan
inorganik maddeleri alip sentezleyerek organik madde yaparlar ve giinesin fiziksel
enerjisini kimyasal gida enerjisine doniistiirerek hayatsal faaliyetlerine devam ederler

(Ulgen vd. 1980, Kacar ve Katkat 1998, Yildiz 2011).

Bitkinin baslica besin kaynagi topraktir ve bitkiler besin kaynagi olan topraktan bircok
element alir. Bitkilerin degisik organlarinda 74 element oldugu belirlenmistir. Ancak
bunlarin ¢ok az bir kismi bitki gelisimi i¢in mutlaka gerekli olan elementlerdir. Bitki
gelisimi i¢in mutlaka gerekli olan bitki besin elementlerine mutlak gerekli besin
elementi denilmektedir. Bunlar; karbon (C), hidrojen (H), oksijen (O), azot (N), fosfor
(P), potasyum (K), kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg), kiikiirt (S), demir (Fe), mangan
(Mn), molibden (Mo), bakir (Cu), bor (B), ¢inko (Zn), klor (Cl), sodyum (Na), kobalt
(Co), vanadyum (V) ve silisyum (Si)’ dur (Kacar ve ark. 2002). Mutlak gerekli besin
elementleri bitkideki bulunus miktarlarina gére makro ve mikro besin elementleri olarak
simiflandirilmigtir. Bu tez ¢alismasinda makro besin elementlerinden Ca, Mg ve K;
mikro besin elementlerinden ise Cu, Mn, Fe ve Zn iizerinde c¢alisilmistir. Bu tez
calismasinda bitki besin elementi denildiginde Cu, Ca, Fe, K, Mg, Mn ve Zn

elementlerinden bahsedilmistir.

Bitkilerin saglikli gelismeleri ve verim artig1 i¢cin mutlak gerekli besin maddelerince
dengeli beslenmesi gereklidir. Alinabilir formdaki besin elementlerinin bir veya daha
fazlasinin eksikligi toprak verimliligini ve bitki gelisimini 6nemli oranda etkiler
(Cetinkaya vd. 2010). Bu yiizden bitki analizleri, mutlak gerekli besin elementlerinin
bitkideki miktarlar1 hakkinda bilgi sahibi olmak i¢in dnemlidir. Ayrica bitki analizleri,
gerek toprakta mevcut olan gerekse giibreyle verilen besin maddelerinin bitkiye faydali
olup olmadigi, bitkiye aliniminda bir problem ya da uygulanan giibreleme programinin

dogru olup olmadig1 hakkinda 6nemli bilgiler verir (Atalay 2009).



Bitki analizlerinde gravimetrik, voliimetrik, fotometrik, alevfotometrik ve spektrometrik
gibi yontemler uygulanmaktadir (Kacar ve Inal 2008). Ancak giiniimiizde spektrometrik
analiz yontemleri siklikla tercih edilmektedir. Spektroskopik cihazlar pahali,
kullaniminin zor ve zaman alic1 olmasi1 gibi dezavantajlart olsa da, ayni anda birden
fazla O0rnegin, birden fazla dalga boyunda analizine olanak saglamasi, duyarliliginin
ylksek olmasi, degerlendirmenin ¢cabuk ve kolay olmasi gibi nedenlerden dolayi tercih
edilir. Son yillarda analiz islemlerinde dogrulugu, kesinligi ve giivenirligi yliksek
sonuclara ulagmak i¢in yeni tekniklere ihtiya¢ artmistir. Enstriimantal yontemlerin de
gelismesiyle birlikte veri sayisinin artmasi istatistik ve matematiksel iglemlerin
kullanimin1 gerektirmistir. Bunun sonucu olarak da kemometrik yaklagimlar analitik

kimyada kullanilmaya baslanmustir.

Bu tez ¢alismasinda bitkilerde bulunan makro ve mikro besin elementleri, ICP-OES
cihaz1 kullanilarak, birlikte tayininde ¢ok degiskenli kalibrasyon tekniklerinin
uygulanmasi ve bu yontemle elde edilen sonuclarin tek degiskenli kalibrasyon teknikleri
ile elde edilen sonuglarla karsilastirilmasi amaglanmaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda tez
kapsamindaki 7 element i¢in bir¢ok dalga boyunda okumalar yapilmis olup elde edilen
verilere ¢ok degiskenli kalibrasyon tekniklerinden, temel bilesen regresyonu (PCR),
klasik en kiiclik kareler metodu (CLS) ve kismi en kiiciik kareler metodu (PLS1)
uygulanmigstir.

Bu calismanin amagclarindan bir digeri de ¢ok degiskenli kalibrasyon tekniklerini

uygulayarak ICP-OES cihazinin analitik performansini arttirmaktir.

1.1 Bitki Analizlerinin Onemi

Bitki analizleri, bitki gelisiminin ilk asamalarinda beslenme noksanliklarinin,
fazlaliklarinin ya da dengesizliklerinin ortaya konulmasinda, gézle goriilen belirtilerin
dogrulanmasi ve buna gore giibre tavsiyesinde bulunulmasi agisindan énemlidir. Ayrica
bitki analizleri ile bitkilerin mineral madde kapsamlar1 belirlenebilir ve bitkinin
yetistirildigi topragin verimlilik durumu da dolayli olarak belirlenebilmektedir (Katkat
ve Cil 1996).



Giibre, tarimsal liretimle topraktan uzaklasan bitki besin elementlerini bitkinin yetisme
ortami olan topraga geri kazandiran ve topragin verimliligini arttiran organik ve
inorganik kokenli maddelerdir (Adiloglu vd. 2010). Giibreleme ise, bitkinin ihtiyaci
olan ile topragin bitkiye verebilecegi agig1 karsilayacak miktarda besin elementinin
ortama verilmesidir. Son yillarda, gilibre tavsiyesinde bitki analizlerinden de
yararlanilmaktadir. Bitki analizleri, gelisme i¢in mutlak gerekli olan besin
elementlerinin bitki de normal gelismeyi saglayacak miktarda bulunmasina
dayanmaktadir. Toprak analizlerini tamamlayici olan bitki analizleri, toprakta bulunan
besin elementi miktarmi degil, bitkinin alabildigi miktarlar1 gostermektedir. Toprak
analiz sonucunda toprakta yeterli miktarda besin elementi bulunsa bile bitki analizi
sonucunda bu durum topragin aksine yetersiz miktarda bulunabilir. Ayrica besin
elementleri toprakta yeterli miktarda bulunsa bile uygun oranlarda bulunmazlarsa bitki
gelismesinde bir duraklama ve gerileme ortaya ¢ikabilir. Bu nedenle yalnizca toprak
analiz sonucuna gore degil, toprak analizi yaninda bitki analizinin de yapilarak birlikte
degerlendirilmesi hem giibre tavsiyesine hem de problemin ¢dzlimiine 6nemli katkilar

saglar (Kasap 2000).

1.2 Bitki Analizlerinin Amaci

Bitki analizleri birden ¢ok amag i¢in yapilmaktadir. Bunlar:

¢ Giibreleme programinin belirlenmesi,

e Bitkide gdz ile goriilen belirtilerin teshisi,

¢ Gizli kalmis noksanliklarin ortaya ¢ikarilmast,

¢ Besin elementi noksanlig1 goriilen alanlarin belirlenmesi,

e Topraga verilen besin elementlerinin bitkiler tarafindan alinip alinmadiginin kontrolii,
¢ Besin elementleri arasindaki interaksiyonlarinin belirlenmesi,

¢ Bitki bilinyesinde olusan olaylarin belirlenmesidir.



Bitki analizlerinin yapilmasi gilibreleme programinin dogru belirlenmesi agisindan
onemli ve gereklidir. Boylelikle bitkinin kontrollii beslenmesi saglanabilmektedir.
Giibreleme programinin belirlenmesi de bitki gelisim siireci boyunca diizenli olarak
bitki drneklerinin alinmasi ve analizlerinin yapilmasi ile miimkiin olabilir. Giibreleme
programi ile giibrelerin miktari, gilibreleme zamani ve giibrenin verilme seklini

belirlemek amaglanir (Kasap 2000).

Genellikle her bitki besin elementinin kendine 6zgii noksanlik belirtileri bulunmaktadir.
Bu belirtiler bazi1 durumlarda goz ile belirlenecek kadar belirgin olabilir. Ancak bu
noksanliklar g6z ile belirlenebilse bile bitki analizi yapilarak noksanligin teshisi
mutlaka gereklidir. Baz1 durumlarda ise g6z ile belirlenebilen noksanliklar olusmadigi
halde gizli kalmis noksanliklar nedeniyle bitkilerde {iriin azalmas1 meydana gelir. Bu

durumda ancak bitki analizleri sonucunda ortaya ¢ikarilabilir (Katkat ve Cil 1996).

Bitki besin elementi noksanlig1 goriilen alanlar, biiyiik 6l¢iide para ve zaman harcanarak
yapilan tarla denemeleri ile belirlenebilmektedir. Ancak bitki analizleri daha kisa zaman
ve daha az maliyetle bitki besin elementi noksanligi goriilen alanlarin belirlenmesine

olanak saglar (Katkat ve Cil 1996).

Toprak ve bitkilerdeki noksanliklarin giderilmesi amaciyla topraga verilen besin
elementlerinin bitkiler tarafindan alinip alinmadig: bitki analizleriyle kontrol edilmekte
ve belirlenebilmektedir. Noksan olan besin elementi topraga verildigi halde bitki
bundan faydalanamiyorsa toprakta daha bagka faktorlerin etkisi oldugu ve bu faktorler
tizerinde durulmasi ve aragtirilmasi gerektigi ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum ancak bitki

analizleri ile belirlenebilir (Kasap 2000).

Bitki biinyesindeki besin elementlerinin hareketlili§inin incelenmesi ve toplanma
bolgelerinin  belirlenmesinde  bitki  analizlerinden  faydalanilmaktadir.  Besin
maddelerinin bitkideki toplanma yerlerinin bilinmesi metabolik aktivitenin nerede daha

fazla oldugunun bilinmesi bakimindan énemlidir.



1.3 Bitki Analizlerinin Faydalar

Bitki analizlerinden ¢esitli faydalar saglanmaktadir. Bunlar;

e Giibre kullaniminin kontrolii,

e Bitkilerin kontrollii bir sekilde beslenmeleri,
e Bitkilerdeki gelisme bozukluklarinin teshisi,
¢ Hasat zamaninin tespiti,

e Topraklarin besin elementi seviyelerinin tespitidir (Kasap 2000, Kacar ve Inal 2008).

Topraga uygulanan giibreleme programinin kontrolii farkli donemlerde alinan bitki
orneklerinin analizi ile miimkiindiir. Boylelikle uygulanan programin yarayislilig

belirlenebilir (Kasap 2000).

Bitkilerin kontrollii bir sekilde beslenmesi ancak dogru bir sekilde giibrelenmesi ile
miimkiindiir. Her bitki tiiriine ayn1 giibre ve giibreleme programi uygulanmasi dogru
degildir. Verimi arttirmak amagclanirken tam tersi bir durum meydana gelebilir. Ornegin
azotlu giibreleme bir bitki tiiriinde verimi arttirabilirken bagka bir bitki tiiriinde verimi

azaltabilir.

Baz1 durumlarda gelisim normal seyrederken sadece bir bolgedeki bitkilerde gelisim
bozukluklar1 goriilebilir. Bu gibi durumlarda hem gelisimi normal seyreden bitkilerden
hem de gelisim bozuklugu gozlemlenen bitkilerin yaprak ayasi ve sapindan 6rnek alinip

analizinin yapilmasi ile gelisim bozuklugunun tespiti yapilabilir (Kacar ve Inal 2008).

Yapilan aragtirmalarla her bitki i¢in istenen bitki besin elementleri degerlerinin farkl
oldugu belirlenmis ve hasat zamanlar1 da bu degerlere gore belirlenmektedir. Belirli

donemlerde alinan yaprak orneklerinin analiziyle hasat zamani tespit edilebilir.



1.4 Bitki Besin Elementlerinin Tanimi ve Islevleri

Bitkiler su, organik madde ve bitki besin elementlerinden olusmaktadir. Bunlarin

miktarlar1 bitkiden bitkiye degismekle birlikte %70 ‘ini su, %27’ sini organik madde ve

%3’ linii ise bitki besin elementleri olusturmaktadir (Kacar ve Katkat 1998).

Bitki besin elementleri, sentezlenmis bilesikler olmayip, bitkilerin yasamlari i¢in gerekli

olan ve dogada bulunan elementlerdir. Bitki besin elementleri bitkilerde bulunus

miktarlarina gére makro ve mikro besin elementi olarak siniflandirilir. Bitki besin

elementlerinden bitki biinyesinde fazla miktarda bulunan ve bitki tarafindan gereksinimi

daha fazla olanlar makro, bitki biinyesinde daha az miktarda bulunan ve bitki tarafindan

gereksinimi daha az olanlar ise mikro elementlerdir (Cizelge 1.1).

Cizelgel.1 Bitki besin elementlerinin makro ve mikro olarak siniflandirilmasi
(Bergmann 1992)

Giibrelerle Mutlak Gerekli Besin Elementleri
verilmeyen Bazi Bitkiler i¢in
organik maddede Gerekli
bulunan temel Makro Elementleri Mikro Elementleri Elementler
elementler
Fe
N
Zn
P Co
C Mn
K Na
H Mo )
S Si
O Cu )
Ca Ni
M B
s Cl

Gibrelerle verilemeyen organik maddede bulunan C, H ve O; bitkiye karbondioksit ve

su ile saglanir (Katkat ve Kacar 1998). Bitkiler, diger besin elementlerini ise topraktan

veya giibrelerle saglarlar.




Baz1 bitki besin elementleri gen¢ yapraklarda, yasli yapraklara goére daha yliksek
miktarda bulunmaktadir. Bu durum bitkilerdeki hareketliliklerinden (mobilitelerinden)
kaynaklanmaktadir. Hareketli olan bitki besin elementleri, yash yapraklardan geng
yapraklara taginmakta boylelikle gen¢ yapraklarda miktar olarak daha fazla
bulunmaktadir. Hareketli olmayan bitki besin elementlerinin de yash yapraktaki

miktarlari, geng yapraklara gore daha fazladir (Kacar ve Katkat 1998).

Hareketlilik (mobilite), besin noksanliklarinm1 belirlemede 6nemlidir. Bitkide,
noksanliktan sadece yash yapraklar etkilenmisse hareketli bir element, gen¢ yapraklar
etkilenmigse hareketsiz bir element noksanligi mevcuttur. Toprakta azot (N), potasyum
(K), magnezyum (Mg) ve ¢inko (Zn) gibi elementler hareketli; kalsiyum (Ca), bakir
(Cu), demir (Fe) ve mangan (Mn) gibi elementler hareketsizdir (Kacar vd. 2002).

Cizelge 1.2 Besin elementlerinin hareketliligi (Kacar vd. 2002)

Hareketli Elementler Hareketsiz Elementler
Azot Kalsiyum
Potasyum Kiikiirt
Magnezyum Demir
Fosfor Bor
Klor Bakir
Sodyum
Cinko
Molibden

Besin elementlerinden sadece bir kismi bitkinin yasamini devam ettirebilmesi i¢in

mutlaka gereklidir. Bunlara da mutlak gerekli besin elementleri denilmektedir (Kacar

vd. 2002). Besin elementlerine bitki i¢in mutlak gerekli diyebilmemiz i¢in;

eBesin elementinin kismen veya tamamen yoklugunda, bitkinin gelismesini

tamamlayamamas1 veya 6lmesi,

¢ Elementin noksanlik belirtisinin ancak o elementin bitkiye verilmesi ile giderebilmesi,




¢ Elementin yerini bagka bir elementin alamamasi,
¢ Elementin bitki metabolizmasinda direk olarak yer almasidir (Kacar vd. 2002).

Besin maddelerinden bazilar1 birbirinin alimmi arttirirken bazilari da azaltmaktadir
(Kacar ve Inal 2008). Ozbek (1981), yumusak c¢ekirdekli meyvelerde N fazlaliginin K
noksanligina; P fazlaliginin K, Fe ve Zn noksanligina; K fazlaliginin Mg ve Ca
noksanligina; Ca fazlaliginin K, Fe ve Mn noksanligina; Mg fazlaliginin K noksanligina

yol acacagini bildirmektedir.

Cizelge 1.3 Besin elementleri arasindaki etkilesimler (Burt vd. 1998)

Alinan besin elementi Alim1 azalan besin elementi | Alimi artan besin elementi
NH," Mg, Ca, K, Mo Mn, P, S, Cl
NO;3~ Fe, Zn Ca, Mg, K, Mo
P Cu, Zn Mo
K Ca, Mg Mn (asitli topraklarda)
Ca Mn (asitli topraklarda)
Mg Ca, K Mo
Fe Cu, Zn
Zn Cu
Mn Zn, Ca, Mo

1.5 Bitki Besin Elementleri Hakkinda Genel Bilgiler

1.5.1 Bakir elementi

Bitkiler, bakirt Cu®" iyonu seklinde biinyelerine alirlar ve bitkilerin bakir gereksinimleri
oldukca diistiktiir. Bakir, toprakta ¢oziinebilir durumda ise bitkiye faydali olur. Bakirin
bitkilerdeki miktarini bitki tiirii, bitkinin olgunluk durumu, yasi, mevsim ve toprak

ozellikleri etkilemektedir (Sagiroglu ve Ozdemir 1997, Kacar ve Inal 2008).
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Bakir, hareketliligi diisiik olan bir elementtir (Kacar ve Katkat 1998). Yapilan
arastirmalar bakirin hareketliliginin bitkideki miktariyla yakindan iliskili oldugunu
gostermistir (Lonerangan 1975). Bakir miktar1 yeterli olan bitkilerde, yapraklardan
diger bitki organlarima taginmasi kolay olurken, bakir noksanlig1 gosteren bitkilerde

taginma ¢ok daha yavas gergeklesir (Kacar ve Katkat 1998).

Bakar bitkide, klorofil ve hiicre duvarinin olugsmasinda gorev alir. Fotosentezde etkilidir.
Karbondioksit alimini diizenler. Birgok enzimin yapisinda bulunur ve protein sentezi

icin 6nemlidir.

1.5.1.1 Bakir noksanh@inda meydana gelen degisimler

Bakir noksanligi genellikle kaba tekstiirlii, yikanmis ve asir1 kirecli topraklarda

goriilmektedir (Kacar ve Inal 2008).

Bakir noksanligi olan bitkide; bodur biiyiime, gen¢ yapraklarda kivrilip biikiilme, geng
yapraklarda solma ile birlikte govdede biikiilme ve yana yatma gdzlemlenir, hastaliklara
kars1 dayaniklilik azalir, gen¢ yaprak uglarinda ve kenarlarinda ¢iirlime meydana gelir

ve yapraklar biiziik bir hal alir (Graham 1976, Bozcuk 1996, Kacar ve Katkat 1998).

Sekil 1.1 Bitki yapraklarinda bakir noksanligi



1.5.1.2 Bakir fazlahginda meydana gelen degisimler

Bakir fazlaligi bitkide zehir (toksik) etkisi yapar ve bitkide kloroza (demir
noksanligindan kaynaklanan yapraklarin sararmasi hastaligidir) sebep olur (Kacar ve
Katkat 1998). Sommer (1945) yaptig1 calismada bakir igerigi yiiksek olan topraklardan
bitkilerin yeterli miktarda demir alamadiklarin1 belirtmistir. Bakir fazlalig1 ayrica, kok

bliylimesini olumsuz etkiler (Kacar ve Katkat 1998).
1.5.2 Kalsiyum elementi

Bitkiler tarafindan kalsiyum Ca®" iyonu formunda alimir. Kalsiyum bitki icin mutlak
gerekli bir elementtir ve bitki blinyesinde potasyumdan sonra en ¢ok miktarda bulunan

besin elementidir (Kacar ve inal 2008).

Kacar ve Katkat (2007) yaptiklar1 arastirmada bitkilerde kalsiyum miktarinin % 0.2-3.0
arasinda degistigini, ¢ogu bitkiler icin yeterli kalsiyum miktarinin % 0.3-1.00 arasinda

oldugunu belirtmislerdir.

Bitkide kalsiyumun, hiicre duvarini giiclendirme, hiicre biiyiimesine ve uzamasina
yardimci olma, protein sentezini diizenleme, normal bir ¢igeklenme ve kok gelisimini
saglama ve bitkinin hastaliklara, kurakliga ve strese dayanimini arttirma gibi gorevleri

vardir.
1.5.2.1 Kalsiyum noksanhginda meydana gelen degisimler

Toprak ¢ozeltisinde Ca®" un alinmasi kok uclarinda gerceklesmektedir. Bu neden ile
koklerin olusumunu engelleyen diisiik sicaklik ve yetersiz havalanma gibi sebepler

kalsiyum alimin1 etkileyerek noksanliga sebep olur (Kacar ve Katkat 1998).

Kalsiyum elementinin hareketsiz olmasindan dolayr noksanlik belirtileri genellikle

biiyiime noktalarinda ve geng yapraklarda ortaya ¢ikar (Kacar ve Inal 2008).

En belirgin noksanlik belirtisi, meristematik dokularda gelisme gerilemesi meydana

gelmesidir. Ayrica bitkinin hastalik ve zararhilara karst dayanikliligi azalir, geng
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yapraklarda sararma ve sekil bozukluklar1 meydana gelir, noksanligin daha ileri
asamalarinda kahverengi nekrozlar gozlemlenir, kok gelisimi zayiflar, koklerin

dayaniklilig1 azalir, bitki dokusu ve meyveler hiicre duvari eridiginden yumusar (Kacar

ve Katkat 1998).

Sekil 1.2 Bitki yapraklarinda kalsiyum noksanligi

1.5.2.2 Kalsiyum fazlahiginda meydana gelen degisimler

Fazla kalsiyum; demir, fosfor, mangan ve bor gibi mikro besin maddelerinin alimlarini
engeller ve bunlara iligkin noksanlik belirtilerinin ortaya ¢ikmasina neden olur (Ergene

1987).
1.5.3 Demir elementi

Dogada demirin ¢ok bulunmasina ve bitkilerin demir ihtiyacinin az olmasina ragmen
¢Oziinilirliigliin ve dolayisiyla da alinabilirliginin az olmasi nedeniyle demir noksanligi

goriiliir.

Demir toprakta Fe** ve Fe’* iyonlar1 halinde bulunur. Ancak bitki i¢in yarayisl olan
Fe*" iyonudur. Fe*" iyonunun bitki metabolizmasi icin yarayishi hale gelebilmesi i¢in
Fe*" iyonuna indirgenmesi gereklidir. Demirin indirgenme reaksiyonunu, topragin kireg
igerigi, yliksek pH, bikarbonat iyonlarin fazla miktarda varligi (demirin hareketliligini
kisitlayarak noksanliga sebep olur), yliksek fosfat igerigi, diger elementlerle (Cu, Zn,

Co, Cr, Ni ve ozelliklede mangan) interaksiyon gostermesi gibi etmenler etkiler.
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Kacar ve Katkat (2007) yaptiklari calismada, bitkilerde demirin 10-1000 mg kg
arasinda degisen miktarlarda bulundugunu, bitki i¢in yeterli demir miktarinin 50-250
mg kg' oldugunu ve 50 mg kg'‘dan az demir igeren bitkilerde ise noksanhk

belirtilerinin gézlemlendigini belirtmislerdir.

Demirin bitkideki en 6nemli gorevi klorofil sentezinde yer almasidir. Bunun disinda
solunum i¢in 6nemlidir. Enzim ve koenzim gorevi yapar ve enzimlerin elektron transferi

icin gereklidir.
1.5.3.1 Demir noksanhginda meydana gelen degisimler

Demirin noksanlik belirtileri, magnezyum elementinin noksanlik belirtilerine benzerlik
gostermesine karsin demirin hareketsiz bir besin elementi olmasi nedeniyle yash
yapraklardan genc¢ yapraklara tasinamamasindan dolay1 belirtiler geng¢ yapraklarda

gbzlemlenirken, magnezyumda noksanlik belirtileri yash yapraklarda ortaya cikar.

Damarlar yesil kalirken, damarlar arasinda sararma meydana gelir. Eksikligin siddetli
oldugu durumlarda tiim yaprak sararir daha sonra yaprak kurumaya baglar, onlem

alinmazsa bitki kuruyarak oliir.

Sekil 1.3 Bitki yapraklarinda demir noksanligi
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1.5.3.2 Demir fazlahginda meydana gelen degisimler

Demir fazlas1 bitki gelismesinin zayiflamasina, ¢igek olusumunun azalmasina, yaprak

uclarinin 6lmesine neden olur.
1.5.4 Potasyum elementi

Bitkiler potasyumu K’ iyonu seklinde alirlar. Bitkilerin azottan sonra en fazla
gereksinim duydugu element potasyumdur. Bitki membranlarinda yiiksek miktarda
iyonofor bulunmasindan dolay1 potasyum, bitki membranlarindan daha hizli ve fazla
miktarda geger (Kacar vd. 2008). Potasyum, azot ve fosfor gibi bitki yapisinda degil,

daha ¢ok bitkinin bazi hayatsal olaylarinda kendini hissettirir.

Potasyumun bitkide, bitkinin su potansiyelinin ayarlanmasi, protein, karbonhidrat ve
yaglarin olugmasini ve tasinmasini saglar, aminoasitlerin proteinlere doniisiimii gibi
gorevleri vardir. Ayrica potasyum bitkilerde bir¢ok kalite unsurunu etkiler. Meyve
kalitesi, renk, koku, aroma, dayaniklilik, sertlik, hastaliklara kars1 dayanim ve depolama

stiresini etkileyen en 6nemli elementtir.
1.5.4.1 Potasyum noksanhginda meydana gelen degisimler

Potasyum hareketli bir elementtir. Bitkilerde yash yapraklardan geng yapraklara taginir.
Bu nedenle geng yapraklarin potasyum miktarlar1 yash yapraklara gore daha fazladir
(Kacar vd. 2002). Dolayisiyla potasyum noksanligi dncelikle yash yapraklarda ortaya
cikar. Ancak noksanlik belirtileri hemen ortaya ¢ikmaz.

Potasyum noksanligr yaprak kenarindaki dokularda sararma ve sonrasinda koyu
kahverengi yaniklar seklinde gozlemlenir (Kacar ve Katkat 1998). Ayrica potasyum
noksanliginda bitkilerde turgor basinci diiser, dokular gevser, kurakliga ve dona karsi
dayaniklilik azalir, bitkinin hastalik, zararli ve tuz zararina kars1 dayanikliligi azalir,
meyve eti yumusak, kof, meyve kabugu kalin olur, meyve renk almada problem yasar,

aroma ve lezzet azalir, meyveler gelisme geriligi gostererek kiigiik kalir.
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Sekil 1.4 Bitki yapraklarinda potasyum noksanligi

1.5.4.2 Potasyum fazlahiginda meydana gelen degisimler

Yaslt yapraklarda zamanindan 6nce sararmalar goriiliir. Cicekler kiigiik, yaprak rengi

beyazims yesil olur.
1.5.4 Magnezyum Elementi

Bitkiler tarafindan magnezyum Mg®" iyonu formunda almir. Bitkilerde bulunan
magnezyum miktar1 genellikle % 0.02-2.5 arasinda degismektedir (Kacar ve Inal 2008).
Magnezyum klorofilin merkez atomudur. Fotosentez i¢in Onemlidir. Bitkide,
karbonhidrat metabolizmasi, ATP gurubunu iceren bir bilesik olusturarak enzim
ylizeyine baglanip karbonhidratlarin tasinmasini saglamaktadir (Kacar ve Katkat 1998).

Bitkinin fosfor alimini arttirir.
1.5.4.1 Magnezyum noksanhginda meydana gelen degisimler

Magnezyum bitkide hareketli bir elementtir ve bitkinin yash yapraklarindan geng
yapraklarina taginir. Bundan dolayr noksanlik belirtileri Oncelikle yaslh yapraklarda
gozlemlenir. Ayrica diger elementler de interferans etki gosterip magnezyum
noksanligina neden olabilirler. Ornegin topraktaki fazla potasyum, kalsiyum ve

amonyum, magnezyum noksanligina neden olur (Kacar ve Inal 2008).

Noksanligin belirtileri olarak ana damarlar yesil, damar aralar1 saridir. Bazen
kahverengi kurumalar goriiliir, meyve sap1 zayiflar ve meyve dokiilmesi fazlalagsir,

klorofil miktar1 diiser ve fotosentez geriler ve verim azalir.
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Sekil 1.5 Bitki yapraklarinda magnezyum noksanligi

1.5.4.2 Magnezyum fazlahginda meydana gelen degisimler

Magnezyum fazlaligi ile sik karsilasilmaz ve potasyum alimini engeller. Ayrica

agaclarin kok gelismesini olumsuz etkiler.
1.5.6 Mangan elementi

Bitkiler mangan1 Mn”" iyonu seklinde biinyelerine alirlar. Mangan hareketliligi az olan
bir elementtir bundan dolayr noksanlik belirtileri ilk olarak geng¢ yapraklarda

gbzlemlenir (Kacar ve Katkat 1998).

Toprak pH’ s1 bitkinin mangan alimimi etkileyen bir faktordiir. Uygun pH’ da mangan
allmi ¢ok kolay olmakta, yiliksek pH’li topraklarda ise mangan noksanlig

goriilmektedir.

Mangan bitkide klorofil olusumuna yardim eder. Bitkide enzimatik ve fizyolojik
olaylarda katalizor gorevi tstlenir. Karbonhidratlarin suya ve karbondioksite

parcalanmasinda ve solunum olaylarinda gorev almaktadir.
1.5.6.1 Mangan noksanhiginda meydana gelen degisimler

Mangan noksanliginda bitki yapraklarinda sararmalar goriiliir. Bunun nedeni bitkinin

yeterince klorofil olusturamamasidir (Kacar ve inal 2008).
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Bitkilerde biiylime gerilemesi veya bodur biiylime goriiliir. Kloroplast olusumu bozulur
ve hiicreler kiiciiliir. Bitki biinyesinde aminoasitlere doniisiim durur. Dokularin ve
meyvelerin seker seviyesi diisiik kalir. Bu yiizden meyveler tatlanmaz ve meyve kiiciik

kalir (Kacar ve Katkat 1998).

Sekil 1.6 Bitki yapraklarinda mangan noksanligi

1.5.6.2 Mangan fazlahginda meydana gelen degisimler

Mangan fazlalig1 demir noksanligina neden olur.

1.5.7 Cinko elementi

Bitkiler tarafindan ¢inko Zn>* iyonu seklinde alinir. Bitki metabolizmasi i¢in ¢inkonun
az miktarda bulunmasi yeterlidir. Cinko, orta dereceli asitli topraklarda ¢oziiniir.

Organik madde bakimindan fakir topraklarda noksanlig1 yaygindir (Atalay 1982).

Toprak pH’ s1 diger besin elementlerinin aliminda etkili oldugu gibi ¢inko aliminda da
etkilidir. Lindsay (1979) yaptig1 arastirma da toprak pH’ sinin 5 ile 7 oldugu araliklarda
artan her bir pH birimi igin toprak ¢dzeltisinde ¢inko derisiminin azaldigini

belirlemistir.
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1.5.7.1 Cinko noksanhginda meydana gelen degisimler

Cinko noksanliginda bodur biliyiime en sik rastlanan bir durumdur. Yapraklar yesil
rengini korurken, damarlar arasi agik yesil, sar1 veya beyaza donebilir. Noksanliginda
kok biiytimesi gozlemlenir ve kok salgilar artar, meyve agaglarinda ve siirgiin uglarinda
bogumlar aras1 kisalir, yapraklar kiiciilerek rozet olusumu gozlemlenir (Kacar ve Katkat

1998).

Sekil 1.7 Bitki yapraklarinda ¢inko noksanligi

1.5.7.2 Cinko fazlahginda meydana gelen degisimler

Fazla ¢inko bitkilerde once kloroza, sonra da bitkinin 6liimiine neden olur.
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2. LITERATUR OZETLERI

Bu béliimde; ICP-OES cihazinin bitki ve gida iiriinlerinde makro ve mikro elementlerin
belirlenmesinde kullanimi, ¢alisma sartlar1 ve segilen dalga boylar ile ilgili literatiir

Ozetleri yer almaktadir.

Cagran vd. (2009) yaptiklar1 c¢alismada menengi¢ meyvesi, sabunu ve sakizimsi
ekstratinda ICP-OES ile Al, As, B, Ba, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Ge, Hg, In, K, La,
Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, P, Pb, Pd, Sb, Sc, Se, Si, Sn, Sr, Te, Ti, V, W ve Zn olmak
lizere 36 tane element tayin etmislerdir. Cihazin ¢aligma sartlarini plazma gaz akisini
(Ar) 15 L/min, yardimct gaz akisi (Ar) 0,2 L/min ve sislestirici gaz akisini (N,) 0,8
L/min olarak belirlemislerdir. Ayrica bu elementlerden Cu, Ca, Fe, K, Mg, Mn ve Zn
icin dalga boylarinm sirasiyla 327,393; 317,933; 238,204; 766,490; 285,213; 259,372 ve
213,857 olarak belirlemislerdir.

Thiel vd. (1996) ¢alismalarinda beyaz sarapta 15 elementin (B, V, Al, Sr, Ba, Rb, Na, P,
Cu, Ca, Fe, K, Mg, Mn ve Zn) dogrudan analizini ICP-OES cihaz1 ile yapmislardir.
Cihazin ¢alisma sartlarini plazma gaz akisini (Ar) 13 L/min, yardimct gaz akist (Ar) 1,2
L/min ve sislestirici gaz akisin1i (N;) 0,48 L/min olarak belirlemislerdir. Ayrica bu
elementlerden Cu, Ca, Fe, K, Mg, Mn ve Zn i¢in dalga boylarini sirasiyla 324,7; 317,9;
259.9; 766.,4; 279,0; 257,6; 213,8 olarak belirlemislerdir.

Froes vd. (2009) yaptiklar1 ¢aligmada meyve suyunda bulunan i¢lerinde Cu, Fe, Mn ve
Zn olmak iizere 13 tane mikro elementin, 6n ¢oziiniirlestirme yapmadan ICP-OES ile
dogrudan tayinini gelistirmislerdir. ICP-OES ile ¢alisma kosullarini plazma gaz akisini
(Ar) 15 L/min, yardimer gaz akist (Ar) 0,2 L/min ve sislestirici gaz akisin1 (N,) 0,4-1,1
L/min olarak belirlemislerdir. Analiz verilerine F ve t testi uygulamislar ve %95 giiven
seviyesinde biitliin elementler i¢in korelasyon katsayisini 0,99 dan yiiksek bulmuslardir.

% geri kazanim degerleri ise %80 ile 120 araliginda bulunmustur.

Larrea-Marin vd. (2010) bu calismalarinda 4 farkli iilkeden (Fransa, Kore, Ispanya ve
Japonya) aldiklari, insanlar tarafindan yiyecek olarak tiiketilen yosunlarin (Laminaria

and Porphyra) makro ve mikro (iz) element belirlenmesinde ICP-OES ile metot
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validasyonu yapmiglardir. Cihazin ¢alisma kosullarini 12 tane makro ve mikro element
(Al, Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Sr ve Zn) i¢in plazma gaz akisini (Ar) 15 L/min,
yardimc1 gaz akist (Ar) 1 L/min ve sislestirici gaz akisin1 (N;) 0,6 L/min olarak
belirlemislerdir. Ayrica Cu, Ca, Fe, K, Mg, Mn ve Zn icin dalga boylarmi sirasiyla
324,752; 317,933; 259,939; 766,490, 280,271; 259,372 ve 213,857 olarak
belirlemislerdir. Metot validasyonu i¢in NIST 1547 seftali yapragini1 kullanmislardir.

Cheng vd. 2012 de yaptiklar1 ¢caligmada arpa da Fe, Mg, Ca ve Mn iz elementlerini ve
Pb, Cd, Cu ve Zn agir metallerini ICP-OES ile belirlemislerdir. Arpa drneklerini HNO;
ve HCIO4 yas yakma yontemiyle hazirlamislardir. Yontemden elde edilen % geri
kazanim sonuglar1 % 3,3 ‘den daha az standart sapma ile % 91,0 ile %106,3 arasinda
oldugunu gostermistir. Bu elementler icin liger dalga boyunda g¢alisilmis ve en iyi R?
degerine sahip olan dalga boylar1 se¢mislerdir. Bunlar1 Fe, Mg, Ca, Mn, Cu ve Zn i¢in
strastyla 238,204; 279,533; 396,847; 257,610; 324,754; 213,857 olarak belirlemislerdir.
ICP-OES yonteminin arpa da eser elementlerin es zamanl tayininde duyarli, hizli, basit

ve dogrulugunun yiiksek bir yontem oldugu sonucuna ulagmislardir.

Bu kisimda ICP-OES cihaz1 ve diger spektrometreler ile ¢ok degiskenli kalibrasyon

yontemini igeren ¢aligsmalara yer verilmistir.

Nunes vd. 2010 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Brezilya da yetisen ve ekonomik agidan
onem tastyan seker kamisi yapraklarindaki makro (P, K, Ca ve Mg) ve mikro (B, Cu,
Fe, Mn ve Zn) besin elementlerinin belirlenmesi i¢in LIBS (lazer kaynakli ariza
spektrometresi) cihazini kullanmiglardir. Kantitatif belirlemeleri tek degiskenli ve PLSR
(partial least squares regression), iPLS (interval partial square error) gibi kemometrik
yontemler kullanilarak yapilmistir. Kalibrasyon modelleri i¢in 26 tane 6rnek kullanilmis
ve dogrulama 15 test Ornegi kullanilarak yapilmistir. Karsilastirmak amaciyla
mikrodalga firinda ¢oziintirlestirilen 6rnekleri ICP-OES cihazinda okumuslardir. % 95
giliven seviyeside t testi sonuglarina gore LIBS ve ICP-OES cihazlarindan elde edilen

sonuclar arasinda anlamli bir fark bulamamuislardir.

Griffiths vd. 2000 yilinda yaptiklart ¢aligmada ICP-OES kullanarak kompleks
karisgimlardaki Pt, Pd ve Rh belirlenmesinde tek degiskenli ve ¢ok degiskenli (PLS1)
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tekniklerini karsilastirmiglardir. Tek degiskenli kalibrasyon tekniginde RRMSEs
degerleri Pt, Pd ve Rh i¢in test soliisyonlar1 ve ger¢ek numuneler i¢in sirasiyla 19; 15 ve
54 % ve 13; 18 ve 88 % bulmuslardir. Cok degiskenli kalibrasyon tekniginde ise
RRMSEs degerleri Pt, Pd ve Rh i¢in test soliisyonlar1 ve ger¢cek numuneler i¢in sirasiyla
5,8; 3,0 ve 3,5 % ve 32; 7,4 ve 76 % olarak bulmuslardir. Tek degiskenli kalibrasyon
tekniginde Pt, Pd ve Rh i¢in 214,423; 248,892 ve 343,489 nm belirlemislerdir. Cok
degiskenli kalibrasyon tekniginde ise 128 tane dalga boyunda c¢alismislardir. Cihazin
calisma sartlarin1 plazma gaz akisini (Ar) 16 L/min, yardimci gaz akisi (Ar) 0,5 L/min
ve tastyict gaz akismm (Ny) 0,93 L/min olarak belirlemislerdir. Iki kalibrasyon
tekniginde yiiksek derisimlerde PLS1‘in iyi sonuglar verdigini ancak diisiik derisimlerde

giiriiltii sebebiyle iyi verim alinamadig1 sonucuna ulagsmislardir.

Ni vd. 2007 yilinda Fe*', Cu®’, Zn*" ve Mn®" igeren karisimlarin ¢ok degiskenli
kalibrasyon teknikleri (CLS, PCR ve PLS) uygulanarak es zamanli olarak UV-VIS
spektrofotometre ile belirlemek i¢in ¢alisma yapmuslardir. Kalibrasyon ¢alisma araligi
Fe, Cu, Zn ve Mn i¢in swrasiyla 0,025-0,6; 0,05-0,8; 0,025-0,8; 0,05-0,8 olarak
belirlemislerdir. Onerilen yontem 300-450; 450-600 ve 300-600 nm olmak iizere ii¢ ayri
dalga boyu araliklarinda sentetik karigimlara uygulanmistir. Calisma sonucunda 300 ile
600 nm dalga boyu ¢alisma araliginda, PLS kalibrasyon modelinin en iyi sonuglari
verdigini bulmuslardir. Bu modelin, farmakolojik preparatlar, tavuk yemi ve su

orneklerinde bu dort metalin belirlenmesinde uygulanabilecegini bulmuslardir.

Bu kisimda ICP-OES cihaz1 kullanilarak kiimeleme, temel bilesen analizi gibi diger cok

degiskenli kalibrasyon tekniklerini igeren literatiirlere yer verilmistir.

Boeting vd. 2010 yilinda Ispanyol kaplan findigindan (Chufa) yapilan horchata
iceceginin mineral element igeriklerini ICP-OES kullanarak belirlenmesinde temel
bilesen analizi (PCA), simiflandirma ve regresyon agaglar1 (CARTSs) ve diskriminat
analizi (DA) farkli kemometrik yontemleri dogru bir siiflandirma elde etmek igin
degerlendirmislerdir. Her li¢ yontemle de ev yapimi ve uzun Omiirli ticari 6rnekleri
ayirt etmek miimkiin oldugunu sdylemislerdir. Ancak CARTs ve DA daha iyi sonug

verdigini bulmuslardir.
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Gonzalves vd. 2010 yilinda argan yaginda bulunan 16 elementin (Na, Mg, Al, Fe, K,
Ca, Ti, Co, Ni, Cu, Zn, Cd, Pr, Sm, Er ve Bi) ICP-OES ile belirlenmesinde c¢ok
degiskenli kalibrasyon metodlarindan kiimeleme analizi (HCA), temel bilesen analizi
(PCA), ki-kare otomatik etkilesim dedektorii kullanilarak smiflandirma agaclar
(CHAID) ve diskriminant analizi (DA) kullanilarak arastirilmiglardir. Ayrica elemental
icerik yoniinden yemeklik yaglar smiflandirilmistir. HCA analizi, aygicegi yagini
digerlerinden ayirabiliyorken, zeytin yagi, tohum ve soya yagini ayirmakta zorlandigini,
PCA analizinin ayg¢icegi yag1, soya ile tohum yag1 ve argan ile zeytin yagi olmak {izere
tic gruba ayirdigini, CHAID analizinin tiim bitkisel yaglar1 ayirabildigini, DA analizinin
ise ortalama % 93,65 gibi bir hassasiyette sonuglar elde edilmistir. Arastirmacilar, DA

analizi ile daha basarili sonuclar elde etmislerdir.
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3. KURAMSAL TEMELLER

3.1 Kemometri

Numerik yontemler olarak da adlandirilan kemometri; giiniimiizde bilgisayar, yazilim,
istatistik, uygulamali matematik ve kimya Ozellikle de analitik kimya da kompleks
sistemlerin ¢oziimii i¢in kullanilan yeni bir disiplin olarak dogmustur. Ayni zamanda
kemometri analitik problemlerin ¢oziimiinde ¢ok boyutlu ve c¢ok degiskenli
parametrelerin kullanildig1 yeni ¢alisma alanlar1 agilmasini saglamustir (Ustiindag 2003,

Ding 2007).

Kemometri kelime olarak, 1970’li yillarda istatistik ve matematiksel yontemler ile
birlikte bilgisayar ve yazilimlarin kullanildigi kimyadaki uygulamalar1 i¢in sozii
edilmeye baslanmistir. Kemometri kavram ilk kez Isvecli Svante Wold ve Amerikali
Bruce R. Kowalski tarafindan ortaya atilmis ve 1974 yilinda uluslararasi kemometri

dernegi tarafindan bu disiplinin ilk resmi agiklamasi yapilmistir (Ding 2007).

Kemometri genel olarak, ¢esitli yontemlerle elde edilen kimyasal verilere matematiksel
tekniklerin uygulanmasi ile bu verilerden daha fazla yararli bilgilerin 6ziimsenmesi
olarak tanimlanabilir. Bir baska sekilde kemometri, istatistik ve matematik ile birlikte
bilgisayar kullanarak kimyasal verilerin islenmesini kapsayan bir kimya disiplinidir

seklinde tanimlanabilir (Ertag 2009).

Son yillarda bilgisayar sistemlerinin gelismesi ile birlikte analitik kimyada veri
sayisinda artis yasanmis ve bu verilerin islenmesi ve degerlendirilmesinde istatistige
ihtiyag duyulmustur. Gilinlimiizde kemometri sadece verilerin degerlendirilmesinde
degil, deney tasarimlarinin yapilmasinda yol gosterici olarak kullanilmaktadir. Ayrica
kimyasal analizlerde, kimyasal verilerden gercek bilginin ekstraksiyonunu veya gizli

kalmus bilgilerin agi1ga ¢ikmasini saglayan gii¢lii bir aractir (Ding 2007).

Kemometrik yontemlerle, birbiri ile etkilesim yapan iki veya daha fazla aktif bilesigi
iceren kompleks karisimlarin kantitatif analizi hi¢bir kimyasal 6n ayirma islemi

gerekmeksizin hizli, dogru ve hassas olarak gerceklesebilmektedir.
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Kemometri de onemli olan programlama ve hesaplamadir. Bu hesaplamalar elle
yapmak miimkiin olmadig1 i¢in bilgisayar programlarina ihtiyag vardir. Hesaplamalar

icin ¢ogunlukla Excel, Matlab veya baska paket programlar kullanilmaktadir.

3.2 Tek Degiskenli Kalibrasyon Teknigi

Tek degiskenli kalibrasyon, sifirinct dereceden kalibrasyon olarakta tanimlanir ve tek
bir analitin derisiminin belirlenmesi i¢in bir cihazdan elde edilen belirli bir dalga
boyundaki Ol¢limlerini igerir. Bu kalibrasyon metodu cihaz sinyalinin hi¢bir girisim
olmaksizin sadece ilgili bilesene bagli oldugu esasina dayanir. Ancak pratikte bu
miimkiin degildir. Ger¢ek Ornekler birden fazla bilesenli olmasinin yani sira girisim

yapan veya bozucu etki gosterebilen baska bilesenleri de icerebilirler (Ozdemir 2009).

Tek degiskenli kalibrasyon, kalibrasyon ve tahmin olmak {izere iki basamaktan olusur.
Kalibrasyon basamaginda igerikleri dnceden tam olarak bilinen standart orneklerin
cihaz sinyalleri ile derisimleri arasindaki iligkiyi veren kalibrasyon modeli olusturulur.
Tahmin basamaginda ise igerigi bilinmeyen analit i¢in cihaz sinyali alinip kalibrasyon
basamaginda olusturulan kalibrasyon modeli kullanilarak bu analitin derisimi hesaplanir

(Ozdemir 2009).

Tek degiskenli kalibrasyon modelleri Beer kanununa gore lineer kabul edilir ve analit

derisiminin (c) belirli bir frekanstaki cihaz sinyali (r) arasindaki iligki:

r=1f(c)+e (3.1)

kalibrasyon fonksiyonu ile tanimlanir (Ozdemir 2009).

3.3 Cok Degiskenli Kalibrasyon Teknigi

Cok degiskenli kalibrasyon teknigi, her Ornek icin birden fazla dalga boyundaki
Olciimleri ve birden fazla cihaz sinyali igerirler. Cok degiskenli kalibrasyon teknigi, tek
degiskenli kalibrasyon tekniginin aksine, Orneklere girisim yapan tiirlerin var

olabilecegini kabul eder. Bu yontem bircok dalga boyu ile analiz yapilmasina olanak
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sagladig1 i¢in girisim yapan tiirleri nedenleriyle belirleyemese de, girisim yapan tiirleri

belirlemek ve bunlar1 elimine etmek miimkiindiir (Ozdemir 2009).

Giinlimiizde problemleri tek bir yoniiyle ele almak ¢ok dogru bir yaklagim degildir. Cok
degiskenli kalibrasyon teknigiyle kimyasal verileri bircok faktorii dikkate alarak,
bilgileri ger¢ek olusumuna gore inceleyip, ¢oziimlere ulastirmak miimkiindiir. Modern
enstriimantel cihazlardan kompleks karigimlarin analizinde herhangi bir 6n ayirma
islemi gerekmeden birden fazla analitik sinyal elde edilebilmesi, istatiksel ve
matematiksel algoritmalarin kimyasal verilere uygulanmasimi gerekli kilmistir

(Ustiindag 2003, Ding 2007).

Cok degiskenli kalibrasyon tekniginin, birden fazla secilen kritik dalga boyunda
calismay1 saglamasindan dolay1 hatali dalga boylarini elimine etmenin miimkiin olmasi,
iki veya daha fazla aktif bilesik igeren drneklerin analizinin miimkiin olmasi, yontemin
uygulanmasi i¢in dogrudan absorbans degerlerinin Ol¢lilmesinin yeterli olmasi gibi
avantajlar1 vardir. Kalibrasyon setlerini hazirlamanin zorlugu ve zaman alicit olmasi,
soyut matematiksel ve istatiksel islemleri icermesi, karmasik matris hesaplamalari,
Matlab gibi zor bilgisayar programlarinin kullanilmasi dezavantajlar1 arasinda

sayilabilir (Ustiindag 2003, Ozdemir 2009).

Cok degiskenli kalibrasyon algoritmalarindan bazilari, temel bilesen regresyonu
(principal component regression, PCR), klasik en kiiciik kareler metodu (classical least-
squares, CLS), ters en kiiciik kareler metodu (inverse least-squares, ILS), kismi en

kiiciik kareler metodudur (partial least-squares, PLS) (Kaya 2007, Ozdemir 2009).

3.3.1 Cok degiskenli kalibrasyon algoritmalar:

3.3.1.1 Klasik en kiiciik kareler yontemi

Klasik en kii¢iik kareler yontemi, Beer-Lambert yasasinin enstriimantel cihazlardan elde
edilen verilerden olusan lineer denklem sistemlerine uygulanmasi esasina dayanir ve
absorbans degerlerinin derisime baglh olarak degistigini kabul eder. K matriks metodu

olarakta bilinir.
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Beer-Lambert yasasina gore ;
A=KxC (3.2)

denklemini lineer denklem sistemleri gibi ifade edersek,

A=K Ci+Kouu Gt Keaa Ce + En (3.3)
Ap=KnC+KunC+ .. KcpCe + En (3.4)
Ap=KinpnCi+Ko G+, Kciz. Cec+ Ews (3.5)
Ay, = Kl,}m C+ Kz,)m Cot+uvernnn, KC,)m Cc+En (36)

Yukaridaki denklemi daha basit bir sekilde gdsterecek olursak,
A=K.C+E (3.7)

seklindedir. En kii¢ilik kareler yontemini basitge gdsterecek olursak,

Apxq = Kpxj Cixg (3.8)
K = (Apg Carg ) X (Cpg Clgyg )" (3.9)
K= ( Kzjp Koy )_1 KTJXP (3.10)
Cixp = K . Agmek (3.11)

Burada A: 6l¢iilen absorbans, K: 6l¢iim i¢in segilen noktalardaki katsayilar, K': CLS
kalibrasyon katsayisi, C: analiz edilen bilesigin derisimi, E ise matristeki spektral

hatalardir (Oztiirk 2003, Ustiindag 2003, Ding 2007).

Klasik en kii¢iik kareler yonteminin avantajlari: hesaplamalar hizlidir, PCR ve PLS’ ye
gore daha basit bir algoritmaya sahiptir, dalga boyu se¢imi gerektirmez, genis bir
spektral alanda birden fazla sayidaki dalgaboyunu absorbans ol¢limleri kalibrasyonda
kullanilabilir, spektral zemin aninda diizeltilerek hata orani1 azaltilabilir (Ustiindag 2003,

Ding 2007, Ozdemir 2009).

Klasik en kiigiik kareler yonteminin dezavantajlari: kalibrasyon karigimlarinin
derisimlerinin her bilesen icin bilinmesi gerekir, birbiriyle girisim yapan bilesenlerin
oldugu karisimlarin analizi i¢in uygun degildir (Ustiindag 2003, Ding 2007).
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3.3.1.2 Ters en kii¢iik kareler yontemi

Ters en kiiciik kareler yontemi (ILS), Beer Lambert yasasinin ters ifadesinin lineer
denklem sistemine uygulanmasini igerir. Bu yontem derisimin absorbansa bagli olarak

degistigini kabul eder (Ozdemir 2009).

C=PxA (3.12)

Bu formiilden yola ¢ikilarak;

C]Z P11A1 +P12 A2+ ............ le AW (313)
C2= Pz] Al + Pzz Az T, Pzw Aw (314)
Ce=Pci A +Pwr Ay +. . Pcw Aw (3.15)

yazilabilir. Yukaridaki denklemlerde A Olgiilen absorbans, P kalibrasyon katsayisi ve C

ise analiz edilen bilesigin derigimidir. Ydntemin basit algoritmasini yazacak olursak;

Ckxq: kap X A pxq (3.16)
P= (Ckxq AT (Apxq Aqup)_1 (3 .1 7)
COmek: kap Apxq (3 1 8)

ILS yonteminin Olgiilen absorbans degerleri formiilde yerine koyuldugunda dogrudan
derisimi hesaplamaya olanak tanimasi, analiz edilen bilesenlerin bilinmesi sartiyla bu
kalibrasyon modeli kompleks karigimlarin analizine olanak tanimasi gibi avantajlari
vardir. Ancak kalibrasyon i¢in kullanilan dalga boyunun se¢imi zor ve zaman alici
olmasi, dalga boylarinin sayisi kalibrasyon numunelerinin sayisi ile sinirlanan modeller
kullanilmasi, kalibrasyon numunelerinin hazirlanmasi ve bir 6n kalibrasyon araciligiyla

Olclimiin zor olmasi gibi dezavantajlari1 vardir (Ding 2007).
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3.3.1.3 Temel bilesen regresyon yontemi

Yontemin esasi, derisim seti i¢in Olgiilen absorbans verilerinin dekomposizyonu ile
birbirine dik dogrular elde edilmesine dayanir. Bu elde edilen dogrular kurulacak

kalibrasyonun koordinat sistemidir (Ding¢ 2007).

PCR algoritmasi Martens ve Naes (1984) tarafindan verilen semaya gore
aciklanmaktadir. PCR kalibrasyonu, dnce analiz edilecek maddenin varyans-kovaryansi
bulunur ve varyans-kovaryans sa¢ilma matriksinin 6z vektorleri ve 6z degerleri

hesaplanir. Oz degere karsilik gelen 6z vektdr kalibrasyonun lineer bilesenidir.
PCR algoritmasinda genel lineer regresyon denklemi:
C=a+b.A (3.19)

seklinde gosterilir. Burada C analitin derisimi, a sabit say1, b ise temel bilesenlerin ve C-

loading matriksinin (q) ¢arpimindan elde edilir.
b=P.q (3.20)

Burada P 6z vektdriin matriksidir. Oz vektor, kolon matriksi en uygun 6z degere denk
gelmektedir. Formiildeki q vektorii C-loadings olarak adlandirilir ve T (say1 matriksi)

tizerinden C’nin regresyonu ile tayin edilir:

q=D.T".Y, (3.21)
Formiildeki D diagonal matriks olup her bir 6z degerin tersine esittir. t; say1 matriksi:
t1=A,.P; (3.22)

formiiliinden hesaplanir. Ortalama absorbans ve derisim, A, ve C, ile gosterilebilir.

Burada a sabiti genel lineer regresyon denkleminden yola ¢ikilarak:

a=Co—A, b (3.23)
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formiiliinden hesaplanabilir. Her asamada elde edilen degerler (3.19) formiiliinde yerine

koyulursa numunede bilinmeyen derisim hesaplanabilir (Ding 2007).

Temel bilesen regresyonunun avantajlari; dalga boyu se¢imi gerektirmez ve biitiin
spektral alanlarda ya da spektral alaninin genis bir bolgesinde calisma olanag: saglar,
cok bilesen analiz i¢in kullanilabilir, PCR data islemleri i¢in ve kalibrasyondaki
katsayilarin hesaplanmasinda ILS regresyon isleminin kullanilmasini saglar, ancak
analiz edilecek bilesenler bilindigi takdirde kompleks karisimlarda kullanilabilir,
kalibrasyon icin oOlgiilen absorbanslarin dekomposizyon isleminden sonra uygun 6z
vektorlere karsilik secilen 6z degerlerin deneysel ortamdan ve dl¢iim aletlerinden gelen

giiriiltiiniin eliminasyonunu saglar (Ustiindag 2003).

Temel bilesen regresyonunun dezavantajlari; hesaplamalar klasik yontemlere gore daha
yavastir, yontemin optimizasyonu temel kalibrasyon komponentlerinin bazilarinin
bilinmesini gerektirir, kalibrasyonlar i¢in temel alinan vektorler analiz edilecek
bilesenlere karsilik gelmeye bilir, genellikle ¢ok sayida kalibrasyon numunesinin
kullanilmast dogru bir kalibrasyon ic¢in gereklidir, kalibrasyon numunelerinin
hazirlanmasi bilesenlerin derigimleri ile dogrusalliktan uzaklagmalar1 nedeniyle zordur

(Ustiindag 2003).

3.3.1.4 Kismi en kiiciik kareler yontemi

Kemometrik kalibrasyon yontemleri arasinda en yaygin olarak kullanilan1 PLS
yontemidir. Yontemin esast bagimli ve bagimsiz degiskenlerin dekompozisyonuna
dayanir. Glinlimiizde kompleks kimyasal karigimlarin analizinde PLS1 ve PLS2 olmak
tizere iki metod kullanilir. PLS1 metodu, bilesenleri tek tek inceler, PLS2 metodu ise
biitiin bilesenleri ayn1 anda inceler ve PLS1’ den elde sonuglarin, PLS2’ den elde edilen

sonuclardan daha iyi oldugu gériilmiistiir (Ustiindag 2003, Ding 2007, Ozdemir 2009).

Kismi en kiigiik kareler yonteminde, yeni koordinat sisteminde spektral siddetler ILS

modeli kullanilarak analit derisimleri ile iliskilendirilir. Bu modelleme:

c=Tv+e (3.24)
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seklinde gosterilir. Bu formiilde ¢ mxI bilesen derisim vektorii, v hxl spektral siddetleri
bilesen derisimine iligkilendiren vektor ve e, analizlenen komponentlerin referans
degerindeki hatalara ait mxl vektoriidiir. v igin ¢oziim ters en kiiciik kareler
yontemindeki gibi en kiiciik kareler ¢oziimiidiir. Ancak T matrisinin siitunlar1 ortogonal

ve diagonal ( T' T ) matrisinin tersi trivialdir. V;, vektorii:
Vi=(T'T)'T"c (3.25)
seklinde hesaplanir. Vj en kiiciik karelerle hesaplanan degerdir.

Veri diizenlemelerinden sonra es zamanda tek bilesen analizi i¢in bir CLS kalibrasyon
modeli secilir. Daha sonra PLS1 algoritmasi tahmin edilen birincil agirlikli loading

vekor olan Wy, ifadesinde h yerine 1 konulmasiyla baslar.
Wi=ATc(c"c)! (3.26)

Bu denklemde W}, analiz edilen bilesene ait saf bilesen spektrumlarinin birinci derecede

tahminini temsil eden nx1 vektoridir. Bu agirlikli loading vektor daha sonra ILS

tahmin metodu ile fh skor vektoriinii olusturmada kullanilir.
t.=A W, (3.27)

lineer en kiigiik kareler regresyonu ile bu skor vektdr bilesen derisimi ile

iliskilendirilebilir. Skorlar regresyon katsayisi V :
Vu=t'c(t' &)’ (3.28)

Formiiliine gore hesaplanir. Hesaplanan regresyon katsayisi daha sonra derigsim
artiklarini elde etmede kullanilir. Ko-lineerlik problemlerini ¢6zmek i¢in PLS loading
vektorii by, A i¢in yeni bir modelle hesaplanir. Bir kere daha en kiigiik kareler yontemi

ile hesaplanan by, vektoriinii bulmak i¢in kullanilir.

b=t A (8t (3.29)
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Burada b, nx1 PLS loading vektoriidiir. t, skor vektorii ile by, PLS loading vektoriiniin
transpozesini  ¢ikararak kalibrasyon spektrumlarina birinci PLS hesaplamak
miimkiindiir. A matrisinden tahmini PLS matrisi ¢ikartilarak birinci residual matris
hesaplanir. Skalar regresyon katsayist Vi, nin skor ile ¢arpilmasi ve sonucun orijinal
derigim vektoriinden ¢ikarilmasi, derisim vektorii icindeki residuallerin hesaplanmasi ile

ayni sekilde yapilir.
Ex=A-t,b," (3.30)

Bu denklem A ve c i¢in residualleri saglar.

~ A

€.=C- Vh th (3-31)

Bu kalibrasyon basamagindaki ilk iterasyonun sonudur. Bu siire¢ istenen bir¢ok loading
vektor i¢in h’ yi parcalayarak algoritmanin basindaki ilk CLS kalibrasyon modelinde c

yerine ., A yerine E4 konarak hesaplanir.

PLS1 algoritmasinin tahmin asamasi son kalibrasyon katsayilar1 olan b; ‘nin
hesaplamalarini igerir. br hesaplandiktan sonra analitin ve spektrumlarinin ortalama

derisimini kullanarak yeni 6rnegin derisimini hesaplamak miimkiindiir.

~

be=W (BW'Y'V (3.32)

Yukaridaki denklem PLS1 ‘in tahmin asamasini gostermektedir. W ve B strastyla Wy, ve

by vektorlerini icerir. Son tahmin esitligi ise;
é=a"bf+c, (3.33)

seklindedir. Formiildeki ¢ tahmin edilen bilinmeyen Ornek derisimi, a bu Ornegin
spektrumu ve c, ise kalibrasyon &rneklerinin ortalama derisimleridir (Oztiirk 2003,

Ozdemir 2009).
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Kismi en kiiciik kareler yonteminin avantajlari; PLS kalibrasyonu CLS ve ILS hesap
tekniklerini de kapsar, tek asamali dekomposizyon ve regresyon islemi gerektirir ve
kalibrasyonda kullanilan 6z vektorler analiz edilen bilesenler ile en genis ortak spektral
degisimin oldugu bolgede dogrudan iliskilidir, analiz edilecek bilesenlerin bilinmesi
sartiyla kompleks karigimlarda da kullanilabilir, PCR ‘dan daha iyi sonug¢ verir
(Ustiindag 2003, Ding 2007).

Kismi en kiiglik kareler yonteminin dezavantajlari; PLS hesaplamalar1 diger yontemlere
gore daha yavastir. Asirt derecede soyuttur anlasilmasi ve yorumlanmasi zordur,
kalibrasyon numunelerinin hazirlanmasi1 bilesenlerin derisimleri ile dogrusalliktan

uzaklasmalarindan dolay1 zordur (Ustiindag 2003, Ding 2007).
3.4 Indiiktif Olarak Eslesmis Plazma - Optik Emisyon Spektroskopisi (ICP-OES )
3.4.1 ICP-OES Cihaz

Cihazin caligma esasi, ¢ozelti durumundaki 6rnegin yiiksek sicakliktaki plazmaya
piskiirtiilmesiyle gaz fazina gecen ve atomlasan elementlerin plazmada uyarilmis
duruma geg¢mesinden sonra yaydiklart 1511 uygun bir dedektorle dlgerek c¢ozeltideki

elementlerin miktarini belirlenmesine dayanir (Kacar ve inal 2008).

Sekil 3.1 ICP-OES cihazinin yapisi (Dagsdemir 2008)
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ICP-OES cihaz1 atomik emisyon spektrometresinin yliksek sicakliktaki plazma ile
donatilmasiyla gelistirilmistir. Plazma, katyon ve elektronlar1 i¢eren ve elektrik akimini
ileten gaz karisimi olarak tanimlanir. ICP-OES cihazinda plazmay1 ¢ogunlukla inert bir

gaz olan argon gazi olusturur (Sekil 3.3).

Cihaza genellikle sivi fazda verilen numune aerosol tanecikleri halinde yliksek
sicakliktaki plazmaya (10000K) gonderilir. Plazmada aerosol tanecikleri sirasiyla kurur,
pargalanir, atomlasir, iyonlasir ve uyarilir (Sekil 3.2). Bunun sonucunda elementler
kendilerine 6zgii 1s1n yayarlar. Bu 15in siddeti elementlerin derigimleriyle dogru

orantilidir ve bir emisyon spektrometresi ile dl¢iiliir (Dagdemir 2008, Atakuru 2009).

[von  (+ pewvvvneee Foton enusyom
Tvonlagma ve wyarilma
Atom (aarenan Folow enusyvou
Avrizma ve wyari o
Molekiil (7))
Buharlazma
Tanecik 2
dziicimin nzaklazsmasm
Aeresol -7i:;
Sizlesme

—

Sm |

Sekil 3.2 Atomlagma ve uyarilmanin sematik gdsterimi (Dagsdemir 2008)

Indiiktif olarak eslesmis plazma, i¢ ice ge¢mis ii¢ kuartz borudan (torch) yapilmistir ve
en genis boru capt 2,5 cm’ dir. En distaki boru, 15 L/min hizla argon gazi tasir ve
boylelikle plazmay1 besler, korur ve sogumasini saglayarak kuartz tiipliniin erimesini
onler. Ortadaki boru, organik numunelerle calisirken yardimci gaz olarak plazmaya
1L/min argon gazi tasir. En igteki boru ise 0,3-1,5 L/min araliginda numuneyi plazmaya

tasir (Kacar ve Inal 2008, Atakuru 2009, Kelesoglu 2011).
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Radyo Frekans Indiiksiyon Bobini

Sekil 3.3 Indiiktif eslesmis plazmanin yapis1 (Kacar ve Inal 2008)

ICP cihazinda monokromatér ve polikromatdor olmak tizere iki spektrometre
bulunmaktadir. Monokromator, bir tane ikincil yariga sahip oldugundan sadece bir
dalga boyunda 6l¢iim yapabilir. Polikromator ise secilen her bir analit icin ikincil bir
yariga sahip oldugundan numunedeki elementler ayni anda tayin edilebilir (Dasdemir

2008, Kelesoglu 2011).

ICP-OES cihazinin; analiz sonucglarmin dogrulugunun, kesinliginin ve duyarliliginin
yiiksek olmasi, diisiik derisimlerde ¢aligsma imkani saglamasi, girigsimlerin ¢ok az olmasi

gibi avantajlar1 vardir (Kacar ve Inal 2008).

ICP-OES cihazlarinda; numune ¢ozeltisinin  ve gazin plazmaya akisindaki
diizensizlikler, optik aksamda kaymalar ve elektronik aksamlardaki diizensizlikler veya
sistemin kilitlenmesi gibi problemlerle karsilagilabilir. Ayrica kullanilan argon gazinin
kalitesi de ¢cok onemlidir. Diistik kalitedeki argon gazinin kullaniminda plazma olusumu

zor olur veya hic olusmaz (Kacar ve Inal 2008).

ICP’ deki girisimler diger enstriimantel cihazlara kiyasla yok denecek kadar azdir. ICP

teknigindeki bazi temel girisimler sunlardir;
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Ortam girisimi: Numunedeki kati miktar1, ylizey gerilimi ve viskozite numune giris
sisteminin etkinligini yakindan etkiler. Numune ve standart ¢ozeltiler arasindaki bu
farkliliklar sislestirici alim hizi ve plazmaya transfer olan maddenin etkinliginde
farkliliklar meydana getirebilir. Ortam girisimleri; ortam benzetilmesi, i¢ standart veya
standart ekleme metotlarinin kullanimiyla giderilebilir (Dasdemir 2008, Kelesoglu
2011).

Kimyasal girisimler: Plazmanin yiiksek sicaklikta olmasindan dolayr kimyasal
girisimler engellenmis olur. Bu sicaklik (10000K), bir¢ok kimyasal bagin pargalanmasi
ve bilesiklerin atomlara ayrigmasi igin yeterlidir (Dasdemir 2008, Kelesoglu 2011).

Fiziksel girisim: Numune tiiketimi, numune tasinma hizindaki degisimler ve damlacik
olusum islemleri sebebiyle olusur. Numune tiiketim hiz1 ¢ok diisiik oldugundan ICP
tizerinde belirgin bir etkisi yoktur. Numune akis hiz1 ise ICP de peristaltik pompa ile
kontrol edildiginden fiziksel girisimler en aza diisiiriiliir. Numune alim hizi, numune

viskozitesinden bagimsiz hale gelir (Dasdemir 2008, Kelesoglu 2011).

Iyonlasma girisimleri: Numune igerisindeki analit haricindeki tiirlerin elektron
aligverisinden ve tayin edilecek tiirlerin atom veya iyon derigimlerinin degismesinden
kaynaklanir. Iyonlagsmis argon gazimin elektronca zengin olmasi yiiksek sicaklik
ortaminin iyonlagma etkisini tamponlar ve ICP de olusan iyonlagsma oraninin sabit

kalmasini saglar (Dasdemir 2008, Kelesoglu 2011).

Zemin deger ve spektral girisimler: Zemin deger girisimleri; uyarma kaynaginin analitin
dalga boyunda 151k yaymasindan kaynaklanir. Spektral girisimler ise, numunedeki
herhangi bir elementin analitin dalga boyuna yakin emisyon hattina sahip oldugu
durumlarda olusur. Spektral girisimler, dogru dalga boyu se¢imi, zemin deger
diizeltilmesi ve girisim yapan elementin uzaklagtirilmasiyla en aza indirgenebilir

(Dasdemir 2008, Kelesoglu 2011).
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1 Kullanilan Cihazlar

Deneylerde kullanilan kalibrasyon ve numune ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda 20 pL-200
uL ve 100 pL-1000 pL hacimli thermo marka otomatik pipetler kullanildi. Cozeltilerin
hazirlanmasinda TKA pacific-UP/UPW ve TKA genpure UV marka ultrasaf su cihazlar
kullanild1 ( 18,3 MQ.cm=0,055 puS/cm ). Bitki 6rneklerinin tarttiminda scaltec marka
hassas terazi kullamldi. Ogiitme islemleri Bosch marka &giitme cihazi ile yapildi.
Yakma islemi Digester 5620 marka blok yakma tinitesi ile yapildi. Cozeltilerdeki
elementlerin atomik emisyon siddeti 6lgiimleri Varian 720-ES serisi ICP optik emisyon

spektrometresi ile yapildi.

Cizelge 4.1 ICP-OES cihazinin ¢alisma kosullar1

Parametreler

Giig 1kW
Plazma gaz akis1 (Ar) 15L/min
Yardimci gaz akist (Ar) 1,5L/min
Sislestirici gaz akisi (Ar) 0,75L/min
RF jeneratori 40MHz
Pompa hizi 15rpm
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4.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Cizelge 4.2 Hazirlanan ¢ozeltilerde kullanilan kimyasal maddeler

Kullanilan kimyasal maddeler | Temin edildigi firma Saflik derecesi
Argon gazi . % 99.9
Hidrojen peroksit Merck % 35
Siilfiirik asit Merck % 97
Z:gigué(ul{sigé;?glcu, 1000 SCP Science % 99,9
Zzg‘};ué(alzgr?ci;lecaC03’ 1000 SCP Science % 99,9
Z:;gi?gﬁ;; Fe tozu, 1000 SCP Science % 99,9
Z:g‘;;lil(( gig;;gf KNOs. 1000 SCP Science % 99.9
o A1 ; -

ﬁ))gohrlrll{gl/iNﬁg g;ﬁgglrr;etah’ SCP Science % 99,9
o A1 ;

astat, 1000 mg T M standaras | SCP Seenee %99.9
AT > -

{;))gohrffgl/iNZO; S?Znﬁzrr:llletah, SCP Science % 99,9

4.3 Kullanilan Yaprak Numuneleri

Deneylerde kullanilan yaprak numuneleri Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanliginin
Yalova Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisiiniin aragtirma bahgesinden

temin edildi.

4.4 Kullanilan Standart Referans Madde Numunesi

Deneylerde kullanilan standart referans madde numunesi olarak NIST 1547 seftali
yapragi kullanildi. Bu materyalin elementel igerigi Cu, Ca, Fe, K, Mg, Mn ve Zn ‘den
sirastyla 0,037, 156, 2,18, 243, 43,2, 0,98 ve 0,179 mg/L ’dir.
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4.5 Kalibrasyon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

4.5.1 Tek degiskenli kalibrasyon cozeltilerinin hazirlanmasi

Tek degiskenli kalibrasyon ¢ozeltileri, seyreltme yontemiyle hazirlanmistir. 1000 mg/L
Cu, Ca, Fe, K, Mg, Mn ve Zn igeren standartlardan gerekli miktarlar alinarak Cizelge
4.3’de belirtilen Std-10 standardi hazirlandi ve diger standartlar bu standarttan

seyreltilerek hazirlandi.

Cizelge 4.3 Tek degiskenli kalibrasyon ¢ozeltilerindeki elementlerin derisimleri, mg/L

Standard Cu Ca Fe K Mg Mn Zn

Std-1 0,006 0,586 0,006 0,586 0,098 0,004 0,004

Std-2 0,012 1,172 0,012 1,172 0,195 0,008 0,008

Std-3 0,023 2,344 0,023 2,344 0,391 0,016 0,016

Std-4 0,047 4,688 0,047 4,688 0,781 0,031 0,031

Std-5 0,094 9,375 0,094 9,375 1,563 0,063 0,063

Std-6 0,188 18,75 0,188 18,75 3,125 0,125 0,125

Std-7 0,370 37,50 0,370 37,50 6,250 0,250 0,250

Std-8 0,750 75,00 0,750 75,00 12,500 0,500 0,500

Std-9 1,500 150,00 1,500 150,0 25,000 1,000 1,000

Std-10 3,000 300,00 3,000 300,0 50,000 2,000 2,000

4.5.2 Cok degiskenli kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Cok degiskenli kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda kemometrik kalibrasyon
deney tasarimi kullanildi (Brereton 1997). Kalibrasyon ¢dzeltileri i¢in 1000 mg/L’lik
Ca, K ve Mg standartlar1 kullanildi ve 1000 mg/L’lik Cu, Fe, Mn ve Zn standardindan
seyreltilerek 20 mg/L’lik ara stok Cu, Fe, Mn ve Zn standardlar1 hazirlandi.
Kemometrik kalibrasyon deney tasarimi, Cizelge 4.4’teki derisim seviye degerlerini

iceren 25 farkli derisimlerde Cizelge 4.5’teki dizayna ve Cizelge 4.6’daki derisimlere
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gore hazirlanan kalibrasyon c¢ozeltileri ana ve ara stok standartlarindan gerekli miktarda

50 mI’lik balon jojelere alinip ultra saf su ile hacmine tamamlandi.

Cizelge 4.4 Cok degiskenli kalibrasyon ¢ozeltilerindeki elementlerin seviye degerleri,

mg/L
Tasarim Cu Ca Fe K Mg Mn /n
-2 0,010 10 0,010 10 1 0,010 0,010
-1 0,020 50 0,020 50 5 0,020 0,020

0,100 100 0,100 100 10 0,100 0,100
1,000 200 1,000 200 25 1,000 1,000
2,000 300 3,000 300 50 2,000 2,000

N =D

Cizelge 4.5 Cok degiskenli kalibrasyon ¢ozeltileri i¢in kemometrik tasarim

Cu Ca Fe K Mg Mn Zn
Tl 0 0 0 0 0 0
T2 0 -2 -2 2 -1 2 0
T3 -2 -2 -1 2 0 -1
T4 -2 2 -1 2 0 -1 -1
T5 2 -1 2 0 -1 -1 1
T6 -1 2 0 -1 -1 1 2
T7 2 0 -1 -1 1 2 1
T8 0 -1 -1 1 2 1 0
T9 -1 -1 1 2 1 0 2
T10 -1 1 2 1 0 2 2
T11 1 2 1 0 2 2 -2
T12 2 1 0 2 2 -2 1
TI13 1 0 2 2 -2 1 -2
T14 0 2 2 -2 1 -2 0
T15 2 2 -2 1 -2 0 1
T16 2 -2 1 -2 0 1
T17 -2 1 -2 0 1 1 -1
TI18 1 -2 0 1 1 -1 -2
T19 -2 0 1 1 -1 -2 -1
T20 0 1 1 -1 -2 -1 0
T21 1 1 -1 -2 -1 0 -2
T22 1 -1 -2 -1 0 -2 -2
T23 -1 -2 -1 0 -2 -2
T24 -2 -1 0 -2 -2 2 -1
T25 -1 0 -2 -2 2 -1
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Cizelge 4.6 Cok degiskenli kalibrasyon ¢ozeltilerindeki elementlerin derisimleri, mg/L

Cu Ca Fe K Mg Mn Zn
T1 0,1 100 0,1 100 10 0,1 0,1
T2 0,1 10 0,01 300 5 2 0,1
T3 0,01 10 3 50 50 0,1 0,02
T4 0,01 300 0,02 300 10 0,02 | 0,02
TS 2 50 3 100 5 0,02 1
T6 0,02 300 0,1 50 5 1 2
T7 2 100 0,02 50 25 2 1
T8 0,1 50 0,02 200 50 1 0,1
T9 0,02 50 1 300 25 0,1 2
T10 0,02 200 3 200 10 2 2
T11 1 300 1 100 50 2 0,01
T12 2 200 0,1 300 50 0,01 1
T13 1 100 3 300 1 1 0,01
T14 0,1 300 3 10 25 0,01 0,1
T15 2 300 0,01 200 1 0,1 1
T16 2 10 1 10 10 1 1
T17 0,01 200 0,01 100 25 1 0,02
T18 1 10 0,1 200 25 0,02 | 0,01
T19 0,01 100 1 200 5 0,01 0,02
T20 0,1 200 1 50 1 0,02 0,1
T21 1 200 0,02 10 5 0,1 0,01
T22 1 50 0,01 50 10 0,01 0,01
T23 0,02 10 0,02 100 1 0,01 2
T24 0,01 50 0,1 10 1 2 0
T25 0,02 100 0,01 10 50 0,02 2

4.6 Sentetik Numune Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Sentetik numune c¢ozeltileri, 1000 ve 20 mg/L’lik Cu, Ca, Fe, K, Mg, Mn ve Zn
standardlarindan sirasiyla 0,2; 80; 0,8; 100; 30; 0,3 ve 0,5 mg/L igcerecek hacimde

alinarak 50 mI’lik balon jojeye koyulup ultrasaf su ile hacmine tamamlanda.

4.7 Yaprak Numunelerinin Analize Hazirlanmasi

Laboratuara getirilen bitki yaprak 6rnegi, yikanip temizlendikten sonra kese kagitlarina
koyulup etiivde 48 saat 65°C de kurutuldu. Kurutulmus bitki Ornekleri, 6giitme

makinasinda ogiitildii.
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Yaprak ornekleri siilfiirik asit ve hidrojen peroksit yas yakma yontemiyle hazirlandi
(Kacar ve Inal 2008). Ogiitiilmiis bitki &rneginden 0,5 g tartildi ve 100 ml’lik yakma
tiipiine koyuldu. Uzerine biiret aracihigiyla 3,5 ml derisik H,SOy ilave edildi. Hafifge
calkalayarak bitki 6rneginin asitle 1slanmasi1 saglandiktan sonra 30 dakika beklendi ve
tizerine 3,5 ml % 30 ‘luk H,O, ilave edildi. Daha sonra blok yakma iinitesine
yerlestirerek 350 °C de 30 dakika yakildi. Tiipler yakma {initesinden ¢ikarildi ve
sogumasi beklendi. Soguyan tiiplere 2 ml % 30’luk H,O, ilave edildi ve tiipler yakma
setine yerlestirilip tekrar 30 dakika yakildi. Bu isleme renksiz bir ¢6zelti elde edilinceye
kadar devam edildi. Renksiz, berrak bir ¢ozelti elde edilince yakma setinden ¢ikarilan
tiipler soguduktan sonra iizerine ultra saf su ilave edilerek 50 ml’lik balon jojeye

aktarildi ve hacmine ultra saf su ile tamamlanda.

4.8 Standart Referans Maddenin Hazirlanmasi

Standart referans madde (NIST 1547), gercek yaprak numuneleri ile ayni

¢Oziinilirlestirme yontem kullanilarak hazirlandi.

4.9 Standart Ekleme Yontemine Gore Numune Hazirlama

Ayni bitki yaprak numunesinden 0,5 g tartildi ve yaprak numuneleri ile birlikte ayni
islemler uygulandi. Ancak ultra saf su ile 50 ml’lik balon jojeye aktardiktan sonra
tizerine Cu, Ca, Fe, K, Mg, Mn ve Zn standartlarindan sirasiyla 0,1; 50; 0,2; 50; 10; 0,2;

0,2 mg/L olacak sekilde uygun hacimlerde ilave edildi ve hacmine tamamlandi.

4.10 ICP-OES ile Element Analizi

Hazirlanan ¢ozeltilerin nicel analizi ICP-OES cihazi ile yapildi. Cihaz tek degiskenli
kalibrasyon c¢ozeltileri (Cizelge 4.3) ile kalibre edildi daha sonra sirasiyla standart
referans yaprak numuneleri, ¢ok degiskenli kalibrasyon cozeltileri (Cizelge 4.6),
sentetik numuneler, yaprak numuneleri ve standart eklenmis yaprak numunelerinin
okumasi yapildi. Tek degiskenli kalibrasyon calismasinda, cihaz i¢in Onerilen ve en
ylksek emisyon siddeti veren dalga boylar secildi. Bunlar: Cu 324,754; Ca 317,933; Fe
238,204; K 766,491; Mg 280,270; Mn 257,610 ve Zn 213,857 ‘dir. Cok degiskenli
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kalibrasyon yontemi i¢in ise toplamda 129 tane dalga boyunda okuma yapildi (Cizelge
4.7). Hesaplamalar ise Matlab programinda yazilmis CLS, PCR ve PLS1 program

modiilleri ile yapilmistir.

Cizelge 4.7 Cok degiskenli kalibrasyon yonteminde ¢aligilan dalga boylar1

Cu Ca Fe K Mg Mn Zn

199,970 183,738 | 234,350 | 321,715 182,731 185,264 | 202,548
204,380 183,944 | 234,830 | 344,637 | 202,582 | 191,446 | 206,200
212,604 210,324 | 238,204 | 344,738 | 277,827 | 192,061 | 206,423
213,598 211,276 | 238,863 | 404,414 | 277,983 | 257,610 | 207,908
217,895 219,779 | 239,563 | 404,721 | 278,142 | 259,372 | 208,733
217,941 220,861 | 240,489 | 633,178 | 278,297 | 260,568 | 209,693
218,172 315,887 | 241,052 | 645,870 | 279,078 | 261,020 | 209,994
218,963 317,933 | 258,588 | 662,367 | 279,553 | 261,815 | 210,442
219,227 318,127 | 259,837 | 693,527 | 279,800 | 262,561 | 213,857
219,959 370,602 | 259,940 | 693,876 | 280,270 | 263,817 | 277,085
219,975 373,690 | 260,709 | 766,491 | 285,213 | 270,170 | 280,086
221,458 393,366 | 261,187 | 769,897 | 293,651 | 270,573 | 307,590

222,778 396,847 | 261,382 294,199 | 279,482 | 328,233
222,887 422,673 | 262,567 309,299 | 279,827 | 330,258
223,009 430,253 | 263,105 309,689 | 280,108 | 330,294
224,262 443,496 | 263,132 333,667 | 293,305 | 334,502
224,427 445,478 | 273,358 383,230 | 293,931 | 334,557
224,700 612,222 | 275,574 383,829 | 294,921 | 472,215
324,754 616,217 | 370,792 344,199 | 636,234
327,395 643,907 | 373,713 346,032
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5. BULGULAR VE TARTISMA

5.1 Tek degiskenli Kalibrasyonla Elde Edilen Sonuclar

Madde 4.10'a gore yapilan emisyon siddeti 6l¢iimlerinden, tek degiskenli kalibrasyon
cozeltileri ile yapilan kalibrasyon sonucu standart referans madde i¢in ve sentetik
numune i¢in elde edilen sonuglar, % geri kazanim degerleri ve yapilan hatalar

hesaplandi (Cizelge 5.1a ve b).

Cizelge 5.1a Standart referans madde ile dogruluk analizi

Standart Referans Madde )
Elementler oy 7o Gerl % Hata
Bilinen Bulunan kazamim
(mg/L) (mg/L)
Cu 0,037 £ 0,004 0,03 +0,0005 799+ 1,2 +18,9
Ca 156 +2,0 110,7+9,5 71,0+ 6,1 +29,0
Fe 2,18 +£0,1 1,1£0,2 52,692 +42,2
K 243 £3,0 134,3+£9,6 55,2+3.9 +44,7
Mg 432+0,8 352+0,4 81,4+0,9 +18,5
Mn 0,98 0,03 0,7+ 0,02 70,0+ 1,9 +29,6
Zn 0,179 + 0,004 0,07 £ 0,003 41,3+ 23,1 +58,6
Cizelge 5.1b Sentetik numuneler ile dogruluk analizi
entetik numune
Elementler oy i % Geri % Hata
Bilinen Bulunan kazamim
(mg/L) (mg/L)
Cu 0,2 0,28 + 0,005 139,7+2,7 +40
Ca 80 101,5+1,0 126,9 £1,2 + 26,9
Fe 0,8 0,83 + 0,04 104,0 £ 4,7 +3,7
K 100 69,1 £2.0 69,1 £2,0 -30,9
Mg 30 40,2 +0,8 134,1+2,6 + 34,1
Mn 0,3 0,37 + 0,005 1242+ 1,6 +23,3
Zn 0,5 0,8 £0,03 171,8 £ 6,1 + 40,7
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5.2 Cok Degiskenli Kalibrasyonla Elde Edilen Sonug¢lar

5.2.1 Kemometrik Yontemlerin Capraz Validasyonu

Cok degiskenli kalibrasyonda kullanilan kalibrasyon c¢ozeltileri (training set) ile
kemometrik yontemlerden CLS, PSR ve PLS1 yontemleri kullanilarak her element igin
capraz validasyon iglemi yapilarak bir kalibrasyon yapildi ve kalibrasyon ¢ozeltilerinin
element derigimleri bu kalibrasyondan tekrar hesaplandi. Capraz validasyon isleminde,
toplam 25 tane kalibrasyon ¢dzeltisine ait verilerden her defasinda bir ¢dzeltiye ait
veriler c¢ikarilarak geride kalan 24 tanesi ile kalibrasyon yapildi ve bu kalibrasyon
kullanilarak 25. ¢ozeltinin element derisimi hesaplandi. Bu iglem 25 defa tekrar
edilerek, kalibrasyon c¢ozeltilerini olusturan 25 tane c¢oOzeltinin derisimleri capraz
validasyon islemi ile hesaplanmis oldu. Daha sonra bu ¢ozeltilerin bilinen derisimleri,
hesaplanan tahmin degerlerine kars1 grafige geg¢irildi. Bu grafikler Sekil 5.1, Sekil 5.2,
Sekil 5.3, Sekil 5.4, Sekil 5.5, Sekil 5.6 ve Sekil 5.7 'de goriilmektedir. Ayrica
grafiklerin egimleri bu c¢ozeltilerin tahmin edilen hata kareleri toplami (Predicted
Residual Error Sum of Squares, PRESS), korelasyon katsayis1 (R?), kalibrasyonun
standart hatas1 (Standard Error of Calibration, SEC) ve karsilastirma grafiklerinin egimi

(m) hesaplandi. Bu degerler Cizelge 5.2 'de verilmistir.
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Cizelge 5.2 Kalibrasyon c¢ozeltilerinin PRESS, SEC, R’ degerleri ve karsilastirma
grafiklerinin egimi (m)

Yontem Element PRESS SEC Egim (m) R
Cu 21586,30 55,53 -5,3071 0,6599
Ca 149655,10 146,22 0,9728 0,9786
Fe 23860,28 58,38 -3,1102 0,4552
CLS K 405390,5 240,65 1,0259 0,9480
Mg 6601,914 30,71 0,9817 0,9674
Mn 2043,01 17,08 -0,4699 0,0656
Zn 18874,33 51,92 -3,0967 0,2482
Cu 742,856 10,3 -0,3776 0,7417
Ca 41688,36 77,17 0,9915 0,9940
Fe 1718,966 15,67 -0,434 0,9774
PCR K 250559,5 189,19 0,968 0,9639
Mg 1305,07 13,65 0,9919 0,9935
Mn 749,070 10,34 -0,3809 0,7168
Zn 770,683 10,49 -0,4133 0,8814
Cu 6,423 0,70 0,9359 0,9857
Ca 40666,1 100,83 0,9918 0,9941
Fe 8,297 0,83 0,9518 0,9918
PLS1 K 165774,5 101,79 0,9757 0,9765
Mg 714,795 8,06 1,0018 0,9964
Mn 4,441 0,74 0,9404 0,9910
Zn 11,088 0,92 0,9357 0,9723
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Sekil 5.1 Bakir i¢in karsilagtirma grafikleri CLS, PCR ve PLS1 yontemi
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Sekil 5.2 Kalsiyum i¢in karsilastirma grafikleri CLS, PCR ve PLS1 yontemi
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Sekil 5.3 Demir i¢in karsilastirma grafikleri CLS, PCR ve PLS1 yontemi
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Sekil 5.4 Potasyum i¢in karsilastirma grafikleri CLS, PCR ve PLS1 yontemi
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Sekil 5.5 Magnezyum i¢in karsilastirma grafikleri CLS, PCR ve PLS1 yontemi
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Sekil 5.6 Mangan i¢in karsilagtirma grafikleri CLS, PCR ve PLS1 yontemi
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Sekil 5.7 Cinko i¢in karsilagtirma grafikleri CLS, PCR ve PLS1 yontemi
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Farkli yontemler i¢in c¢izilen karsilastirma grafiklerinden, egimi 1'e en yakin olan en
kiiciik PRESS ve SEC degerlerine sahip yontemin PLS1 yontemi oldugu goriilmektedir.
Bu sebeple bundan sonra numuneler {izerinde yapilan ¢aligmalarda hesaplamalar PLS1
yontemi ile yapilacak ve sonuglar tekli kalibrasyon yontemi ile elde edilen sonuglarla

karsilastirilacaktir.

5.3 Sentetik Numune Sonuc¢larimin Degerlendirilmesi

Hazirlanan sentetik numunelerin tek degiskenli ve c¢ok degiskenli kalibrasyon
yontemlerinden (PLS1) elde edilen sonuglarina goére % geri kazanim sonuglari
hesaplandi. Daha sonra %95 ve %99 giiven araliklarinda gercek degerler ile tahmin
degerleri arasinda anlamli bir fark olup olmadigina bakildi. Bu degerler Cizelge 5.3 ‘de

verilmigtir.

Sentetik numunelerin % geri kazanim sonuglari incelendiginde, PLS1 yonteminin daha

1yi sonuglar verdigi goriilmektedir.

Istatiksel t testi sonuglari incelendiginde %95 giiven seviyesinde, tek degiskenli
kalibrasyon yonteminde gercek degerler ile tahmin degerleri arasinda, 7 elementten (Cu,
Ca, Fe, K, Mg, Mn ve Zn) demir elementinde anlamli bir fark olmadigi, diger
elementlerde anlamh fark oldugu bulunmustur. PLS1 yonteminde ise bakir, kalsiyum,
potasyum ve mangan da anlamli bir farkin olmadigi; demir, magnezyum ve ¢inko da ise
anlamli bir farkin oldugu sonucuna ulagildi. %99 giiven seviyesindeki sonuglar
incelendiginde ise tek degiskenli kalibrasyon yonteminde gercek degerler ile tahmin
degerleri arasinda demir elementinde anlamli bir fark olmadigi, diger elementlerde
anlaml fark oldugu bulunmustur. PLS1 yonteminde ise biitiin elementlerde gergek ve
tahmin degerleri arasinda anlamli bir fark olmadigi bulunmustur. Bunlara ait

hesaplamalar Cizelge 5.4 ve Cizelge 5.5 de verilmistir.
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Cizelge 5.3 Sentetik numunelerin tek degiskenli kalibrasyon ve PLS1 yontemlerinden

elde edilen % geri kazanim sonuglar1 (N=5)

Elementlar Bilinen Bulunan (mg/L) % Geri kazanim
(Mg/L) "Tek degiskenli PLSI Tek degiskenli PLSI
Cu 0,2 0,28 + 0,005 0,2 +0,02 139,7+2,7 106,6 +9.,5
Ca 80 101,5+ 1,0 79,8 £1,8 126,9 +1,2 99,7+2,2
Fe 0,8 0,83 £ 0,04 0,7+ 0,04 104 +4,7 94,2 +5,1
K 100 69,1 +£2,0 95,5+5,6 69,1 +£2,0 95,5+5,6
Mg 30 40,2 +£0,8 28,5+0,9 134,1 £2,6 95,02 +3,2
Mn 0,3 0,37 £ 0,005 0,29 £ 0,01 1242+ 1,6 99,0 +2,4
7n 0.5 0.8+ 0,03 0,5 = 0,02 1718+ 6,1 106,8 + 4,7
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Cizelge 5.4 Sentetik numunelerin tek degiskenli kalibrasyon ve PLS1 yontemleri kullanilarak %95 giiven seviyesinde elde edilen istatiksel

sonuglar (N=5)

FEL t, =t
Bilinen Bulunan (mg/L) JN deneysel s/ m kritik
Elementler (mg/L)
Tek degiskenli PLS1 Tek degiskenli PLS1 Tek degiskenli PLS1

Cu 0,2 0,28 + 0,005 0,21 £ 0,02 0,28 + 0,006 0,21 + 0,02 35,7>2,78 1,11 <2,78
Ca 80 101,5+ 1,0 79,8 £ 1,8 101,5+ 1,2 79,8 +£2,2 472>2,78 0,25<2,78
Fe 0,8 0,83 + 0,04 0,7+ 0,04 0,8 +0,04 0,7+ 0,05 1,76 <2,78 2,79>2,78
K 100 69,1 £2,0 95,5+5,6 69,1 £2,5 95,5+7.0 34,5>2,78 1,76 <2,78
Mg 30 40,2 +0,8 28,1 +£0,9 40,2 +0,9 28,5+1,2 29,1 >2,78 3,47>2,78
Mn 0,3 0,37 0,005 0,29 +0,01 0,37 £ 0,006 0,29 + 0,01 31,3>2,78 2,23 <2,78
Zn 0,5 0,8+0,03 0,5+ 0,02 0,8 + 0,037 0,5+ 0,02 26,8 > 2,78 3,35>2,78
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Cizelge 5.5 Sentetik numunelerin tek degiskenli kalibrasyon ve PLS1 yontemleri kullanilarak %99 giiven seviyesinde elde edilen istatiksel

sonuglar (N=5)

FEL t, =t
Bilinen Bulunan (mg/L) JN deneysel s/ m kritik
Elementler (mg/L)
Tek degiskenli PLS1 Tek degiskenli PLS1 Tek degiskenli PLS1

Cu 0,2 0,28 + 0,005 0,21 £ 0,02 0,28 + 0,01 0,21 0,04 35,7> 4,60 1,11 <4,60
Ca 80 101,5+ 1,0 79,8 £ 1,8 101,5+2,1 79,80 + 3.74 47,2 > 4,60 0,25 < 4,60
Fe 0,8 0,83 + 0,04 0,7+ 0,04 0,83 + 0,08 0,75+ 0,08 1,76 < 4,60 2,79 < 4,60
K 100 69,1 £2,0 95,5+5,6 69,1 £4,1 95,54+ 11,62 34,5 > 4,60 1,76 < 4,60
Mg 30 40,2 +0,8 28,1 +£0,9 40,2+ 1,6 28,5+ 1,97 29,1 > 4,60 3,47 < 4,60
Mn 0,3 0,37 0,005 0,29 +0,01 0,37 +0,01 0,29 + 0,02 31,3>4,60 2,23 < 4,60
Zn 0,5 0,8 +0,03 0,5+ 0,02 0,8 +0,06 0,53 £ 0,04 26,8 > 4,60 3,35<4,60




5.4 Ger¢ek Numune Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Tek degiskenli ve ¢ok degiskenli kalibrasyon yontemleri, gercek yaprak orneklerine de
uygulandi. Iki yéntemden elde edilen sonugclar incelendi. Her iki ydntem iginde gercek

numunelerin giiven araliklart hesaplandi (Cizelge 5.6).

Cizelge 5.6 Ger¢ek numunelerin %95 giiven seviyesinde tek degiskenli kalibrasyon ve
PLS1 yontemi ile elde edilen sonuglar1 (N=5)

Gergek yaprak numuneleri
Elementler — —
deg?;:linli N PLSI N

Cu 1,6 0,07 1,6 0,08 1,4+0,05 1,4+0,06
Ca 341+£1,1 34114 18,7+ 1,4 18,7+ 1,8
Fe 0,5+0,04 0,5+0,04 0,6 £ 0,04 0,6 = 0,05
K 739+1,3 73,9+ 1,6 1359+43 1359+ 54
Mg 9,1+0,3 9,1+0,4 6,4+ 0,08 6,4+0,1
Mn 0,13+0,005 | 0,13 +0,006 0,002 + 0,01 0,002 + 0,01
Zn 0,17 +0,01 0,17 +0,01 0,15+0,01 0,15+0,01

5.5 Standart Ekleme Yontemi ile Elde Edilen Sonuclarin Degerlendirilmesi

Gercek yaprak numunelerine belirlenen miktarlarda standart ilave edilerek hazirlanan
numuneleri ICP-OES cihazinda elde edilen sonuglarinda her iki yontem icin % geri

kazanim degerleri hesaplandi. Elde edilen sonuglar Cizelge 5.7 de verilmistir.

5.6 Standart Referans Madde ile Elde Edilen Sonuclarin Degerlendirilmesi

Standart referans maddenin tek degiskenli kalibrasyon ve PLS1 yontemlerinden elde
edilen sonuglarindan % geri kazanim degerleri hesaplandi. Elde edilen sonuglar Cizelge

5.8 de verilmistir.
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Cizelge 5.7 Tek degiskenli kalibrasyon ve PLS1 yontemleriyle standart ekleme teknigi kullanilarak elde edilen % geri kazanim sonuglari
(N=5)

Elementler

lave edilen

Bulunan (mg/L)

Gergek numuneler

Standart ilaveli numuneler

% Geri kazanim

e Tek degiskenli PLS1 Tek degiskenli PLSI1 Tek degiskenli PLS1

Cu 0,1 1,6 £0,07 1,4 £0,05 1,7 £0,04 1,5+0,04 120,9 £ 61,4 100,7 £ 10,7
Ca 50 341+1,1 18,7+ 1,4 90,3 +0,8 84,025 112,4+2,1 130,5+7,5
Fe 0,2 0,5+ 0,04 0,6 + 0,04 0,8 +0,02 1,1 £0,05 139,6 + 24,3 187,9 + 39,8
K 50 73,6 £1,3 135,9+43 115,8 £3,7 189,4 +7,7 83,8 £ 6,1 106,9 + 9,8
Mg 10 9,1 +0,3 6,4 + 0,08 242+ 0,4 15,6 0,3 151,1 +£6,9 91,8 +3,1
Mn 0,2 0,13 +0,005 0,002 £ 0,01 0,3+ 0,003 0,29 + 0,01 120,4 +£3,3 145,1+7,8
Zn 0,2 0,17+ 0,01 0,15 +0,01 0,4 £0,01 0,36 £ 0,02 130,0 £5,1 105,2 £ 10,1
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Cizelge 5.8 Standart referans maddenin tek degiskenli kalibrasyon ve PLS1 yontemlerinden elde edilen % geri kazanim sonuglar1 (N=5)

Referans Madde (Bulunan, mg/L)

% Geri kazanim

Elementler Bilinen (mg/L)
Tek degiskenli PLS1 Tek degiskenli PLS1

Cu 0,037 + 0,004 0,03 + 0,0005 0,1 £0,05 80+1,2 322,84+ 1335
Ca 156 + 2,00 110,7+9,5 117,1+04 71 £6,1 75,0+ 0,3
Fe 2,18 +0,14 1,1£0,2 1,0+0,2 52,7+9,2 45,7+ 7,8
K 243 + 3,00 134,3+9,6 195,1+1,7 55,2+39 80,7+ 0,2
Mg 43,2 £0,80 352+04 23,2+0,3 81,4+0,9 53,8+ 0,7
Mn 0,98 £ 0,03 0,7+0,02 0,08 £ 0,05 70,0+ 1,9 8,7+5,1
Zn 0,179 + 0,004 0,074 £ 0,003 0,18 +£ 0,006 41,3 £ 23,1 98,2+ 3,2




6. SONUCLAR

Bu calisma da ICP-OES ile elementel analizde ¢ok degiskenli kalibrasyon teknikleri
gelistirildi. Gelistirilen CLS, PCR ve PLS1 tekniklerinden hangisinin daha iyi oldugunu
belirlemek amaciyla kalibrasyon c¢ozeltilerinin ¢apraz validasyonu yapildi. Capraz
validasyon sonucundaki derisimler, tahmin degerlerine karsi grafige gegirildi. Bu
grafiklerden dogrunun egimi her bir element i¢in incelendiginde, tahmin ve gercek

degerleri arasindaki uyumun en iyi PLS1 yonteminde oldugu sonucuna ulasildi.

Capraz validasyonlardan elde edilen grafiklerden R* ve SEC degerleri de hesapland. R?
degerlerinin 1°e¢ yakin olmasi sebebiyle veri sagilmasinin en diisiik oldugu yontemin
PLS1 oldugu goriildii. SEC degerleri her bir element i¢in incelendiginde en diisiik SEC
degerlerini PLS1 yonteminin verdigi goriildii. Capraz validasyon sonuglarina gore

kemometrik CLS, PCR ve PLS1 yontemleri arasindan PLS1 yontemi se¢ildi.

Tek degiskenli kalibrasyon ve PLS1 yontemlerinin kargilastirilmasinda, sentetik
numunelerin ICP-OES cihazinda okunmasindan elde edilen derigimler (bulunan)
kullanildi. Tek degiskenli kalibrasyonda Cu i¢in 324,754; Ca i¢in 317,933; Fe i¢in
238,204; K i¢in 766,491; Mg icin 280,270; Mn i¢in 257,610 ve Zn i¢in 213,857 dalga
boylarinda ¢aligildi. PLS1°de ise tamami Cizelge 4.7 de verilen Cu i¢in 199-327 dalga
boyu araliginda 20 adet; Ca icin 183-643 dalga boyu araliginda 20 adet; Fe i¢in 234-373
dalga boyu araliginda 20 adet; K i¢in 321-769 dalga boyu aralifinda 12 adet; Mg i¢in
182-383 dalga boyu araliginda 18 adet; Mn i¢in 185-346 dalga boyu araliginda 20 adet
ve Zn igin 202-636 dalga boyu araliginda 20 adet olmak iizere toplam 129 adet dalga
boylarinda ¢alisildi.

Cizelge 5.3’de verilen sentetik numunelerin tek degiskenli kalibrasyon ve PLSI
yontemi i¢in geri kazanim verimleri incelendiginde, PLS1’den elde edilen sonuglarin
tek degiskenli kalibrasyon sonuglarindan daha iyi oldugu gozlemlendi. Bu sonug

literatiirlerle uyumludur (Griffiths 2000).
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Tek degiskenli kalibrasyon yontemi ile PLS1 yontemi t testi kullanilarak karsilastirildi.
% 95 ve % 99 giiven seviyesinde PLS1 yonteminin, tek degiskenli kalibrasyon

yonteminden daha iyi sonuglar verdigi sonucuna ulasildi (Cizelge 5.4 ve Cizelge 5.5).

Standart referans maddenin, Cizelge 5.8 ‘deki tek degiskenli kalibrasyon ve PLSI1
metodlarindan elde edilen % geri kazanim sonuglar1 incelendiginde PLS1 yonteminde 3
elementin tek degiskenli kalibrasyon yontemine goére daha iyi sonuglar verdigi
gbzlemlendi. Bu sonuglar hakkinda yeterli bir aciklama yapilamamakla birlikte numune
icinde bulunup analizi yapilmayan diger tiirlerin bozucu etki yapmis olabilecegi

distiniilmektedir.

Bu tez c¢alismasinda uygulanan yontemlerin ger¢ek yaprak numunelerine
uygulanabilirligi agisindan da ¢aligmalar yapildi. Standart ilaveli numunelerden % geri
kazanim hesaplandi. Cizelge 5.7 ‘deki tek degiskenli kalibrasyon ve PLS1 metodlarin
standart ekleme yontemi ve gergek numunelerin farkindan elde edilen % geri kazanim
sonuglart incelendiginde PLS1 yonteminde 4 elementin tek degiskenli kalibrasyon
yontemine gore daha iyi sonuclar verdigi gozlemlendi. Bu sonuclarinda birbirlerine

kars1 bozucu etki yaptig1 diistiniilmektedir.
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