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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

CESITLI LIGANDLARI KULLANARAK Fe3+, Al3+ VE Cu2+* BIR ARADA
SPEKTROFOTOMETRIK TAYINI iCIN YONTEM GELiSTiRILMESI VE ELDE
EDILEN VERILERIN EN KUCUK KARELER KALIBRASYON YONTEMI (PLS) VE
TEMEL BiLESEN REGRESYON (PCR) YONTEMI iLE DEGERLENDIRILMESI

Ahmet KABA

Silleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ahmet Hakan AKTAS

Bu tez calismasinda, kemometrik kalibrasyon yontemleri temel bilesen analizi
(PCA) temel bilesen regresyonu yontemi (PCR), kismi en kiiciik kareler yontemi
(PLS)), sulardaki Fe3+*, Al3* ve Cu?*'nin ayn1 anda miktar tayinlerine hig¢ bir
ayirma islemi kullanmaksizin basariyla uygulanmistir ve bu yontemler UV
Goriniir Alan Spektroskopisi yontemlerinden elde edilen veriler kemometrik
olarak degerlendirilmistir.

Bu kemometrik yontemlerin validasyonu i¢in, Fe3+* i¢cin 0,25-1,25 pg/mL derisim
araliginda, A3+ 0,10-0,50 pg/mL ve Cu?* icin 0,40-1,20 pg/mL derisim
araliginda bilesikleri iceren 15 adet karisimdan olusan kalibrasyon (derisim)
seti, hidroklorik asit icerisinde hazirlandi. Kalibrasyon setinin 400- 600 nm
araliginda absorpsiyon spektrumu kaydedildi. Kalibrasyon seti ve bu sete
karsilik 510-560 nm araliginda elde edilen absorpsiyon verileri arasindaki
iliskiden yararlanilarak ii¢ kemometrik kalibrasyon olusturuldu. PCR ve PLS
yontemlerinin validasyonu, Fe3*, Al3* ve Cu2* iceren sentetik karisimlarin
analiziyle gerceklestirildi. PCR ve PLS yontemlerinin Fe3+, Al3* ve Cu?*
karisimlarinin analizine uygulamasinda, PCR ve PLS i¢in % geri kazanim
sonuglari ile karsilik gelen standart sapma degerleri sirasiyla Fe3* i¢in % 135,10
/ 13,60 ve %100,23 / 2,53 ; Al3* icin % 99,68 / 8,38 ve % 100,44 / 9,21 ve Cu?*
%101,52 / 14,74 ve % 101,48 / 14,77i¢in olarak bulundu.

Sonraki basamakta PCA, PCR ve PLS yontemleri,cesme sularinda Fe3+, Al3* ve
Cu?*'nin ayn1 anda miktar tayinlerine uygulandi.

Anahtar Kelimeler: Cesme suyu, metal , spektrofotometre, PCA, PCR, PLS, UV,
Kemometri

2015, 71 sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

DEVELOPMENT A SPECTROPHOTOMETRIC METHOD FOR SIMULTANEOUS
DETERMINATION OF Fe3+, Al3* AND CuZ+ USING VARIOUS LIGAND AND
ASSESMENT OF THE OBTAINED DATA BY LEAST SQUARES CALIBRATION
(PLS) AND PRINCIPAL COMPONENT REGRESSION (PCR) METHODS

Ahmet KABA

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

Supervisor: Prof. Dr. Ahmet Hakan AKTAS

In this thesis, three different chemometric calibration methods principle
component analysis (PCA), partial least square (PLS) and principal component
regression (PCR) were successfully applied to the simultaneous determination
of Fe3*, AI3* and Cu?* in natural water preparations without using any
separation step.The data of UV-Visible Spectroscopy applied to the chemometric
calculations.

For the validation of this chemometric metot, a calibration set of 15 ternary
mixtures containing compounds in the working range of 0,25-1,25 pug/mL for
Fe3*, 0,10 - 0,50 pg/mL for Al3* and 0,40-1,20 pg/mL for Cu2* was prepared in
hydro chloric acid. Calibration sets 400-600 nm range absorption spectra were
recorded. Three chemometric calibrations were constructed by using the
relationship between the calibration set and its corresponding absorption data
obtained in the range 510-560 nm. The synthetic mixtures of three metals
were used for the validity of the calibrations. Means recoveries (percent) and
relative standard deviation of PCR and PLS methods were found to be 135,10 %
/ 13,60 and 100,23% / 2,53 for Fe3+; 99,68% / 8,38 and 100,44% / 9,21 for
Al3*and 101,52% / 14,74 and 101,48% / 14,77 for Cu?* respectively.

In the next step, the PCA, PCR and PLS methods were applied to the

simultaneous determination of Fe3+*, Al3* and Cu2* in tap water preparations
and successful results were obtained.

Keywords: Tap water, metal , spectrophotometry, PCA, PCR, PLS, UV,
Chemometrics.

2015, 71 pages
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1.GIRIS

Bu calismada sehir sebeke sularinda bulunan demir aliiminyum ve bakirin
spektrofotometrik olarak tayini icin yontem gelistirilmesi, ¢ok degiskenli
kalibrasyon teknikleri ile degerlendirilmesi amaglanmistir. Calismanin 6nemini
¢l karisim halinde olan sentetik numunedeki her bir bilesenin ayr1 ayr1 analiz
edilmesine gerek olmamasi olusturmaktadir. Birden fazla etken maddenin bir
arada bulundugu bilesiklerde bu etken maddelerin ayni bolgede absorbans
vermeleri sonucunda spektral girisimleri nedeniyle dogrudan kantitatif
analizleri miimkiin olmadig i¢in bir ayirma isleminim ardindan ancak analizleri
yapilabilir.  Bu durum, wuzun yillar riin analizlerinde UV-GB
spektrofotometrilerin kullanimimi kisitlayict bir faktér olmustur. Ancak
giinimiizde karisim analizlerinde UV-gorinir alan spektrofotometrisi,

kemometrik yontemlerin kullanimiyla tekrar giincellik kazanmigstir.

Agir metal katyonlarinin tayini giinlik yasamda ve 6zellikle analitik kimyada
6nemli bir yer tutmaktadir. Calisilan o6rneklerde tayin edilecek madde
genellikle birden fazladir. Birden fazla agir metalin analiz edilmesi gerekebilir.
Agir metal katyonlari iceren numunelerin analizlerinde agir metal katyonlarinin
cinsine ve derisimlerine bagli olarak uygun bir analiz yonteminin se¢ilmesi
zorunludur. Genellikle analizlenecek numunede analit, analite bozucu etki
yapan bir matriks ortaminda bulunur. Numunenin analiz edilmeden 6nce bu
bozucu etki yapan tirlerin ortamdan uzaklastirilmasi veya icinde oldugu
ortamda maskelenmesi gerekir. Ayirma ve maskeleme sirasinda ortamdan bir

miktar analitte uzaklastirilabilir (Zarei, 2005).

Kimyada o6zellikle analitik kimyada karmasik matikslerin analizinde hizl,
dogru, kesin ve giivenilir sonuglara ulasmak gliniimiizde ¢ok 6nemlidir. Bu
islerle ugrasan analizciler bir giin icerisinde yaptig1 deneylerden olduk¢a ¢ok
miktarlarda veri elde edebilirler. Bu verilerin degerlendirilmesi igin

istatistikciye gerek duymamasi zamandan kazanmasina yardimci olur. Bu



sebeple bir kimyacinin 6l¢gme ve degerlendirme bilimlerinden kemometriyi

biliyor ve uygulayabiliyor olmasi gerekir.

Bir ¢ok agir metal iyonu gercek 6rneklerde bir arada bulunurlar. Bundan dolay:
farkl 6rneklerdeki bu iyonlarin birlikte tayini i¢in UV-Vis, x 1sinlar floresans,
atomik floresans spektrofotometri, polarografi, kromatografi ve atomik
absorpsiyon spektrometri gibi teknikler kullanilmaktadir. Bunlar arasinda en
yaygin olanlarindan biri UV-Vis spektrofotometridir (Rodrigez, 1998). Ancak
klasik spektrofotometrik teknikler kullanilarak bu iyonlarin birlikte tayini
zordur, c¢linkii genellikle absorpsiyon spektrumlar belli bir bélgede ¢akisir ve
st uiste binen egriler kalitatif degerlendirme icin uygun olmamaktadir. Son
zamanlarda kantitatif spektrofotometri PCA, PCR, PLS gibi cok degiskenli

istatistiksel yontemlerin kullanilmasiyla gelismistir (Ghasemi, 2003).

UV-Vis spektrofotometri ile ¢coklu metal tayini icin secici bir renklendirici reaktif
olmas1 gerekmez. Ornegin tezimizde yararlandifimiz eriokrom siyanin R selat
yapici reaktiflerde kullanilabilir. Fakat cevresel 6érneklerdeki eser miktardaki
agir metallerin tayini, matriks etkileri ve yetersiz duyarlilik nedeniyle zordur.
Dolayisiyla bir 6n zenginlestirme ve ayirma gibi islemlere gerek duyulabilir. Bu
zor ve karmasik kimyasal islemlere gerek duyulmadan da PCA, PCR, PLS gibi ¢cok
degiskenli kalibrasyonlar1 kullanarak tayinler gerceklestirilebilir. Son
zamanlarda kantitatif spektrofotometri, PCR, PLS gibi bir¢ok c¢cok degiskenli
istatistiksel yontemlerin kullanilmasiyla gelismistir (Rodrigez 1998; Ghasemi

2003; Martens ve Naes 1989).

Bunlar gibi farkli bircok kemometrik yontem ile spektroskopik, kromatografik
ve elektroanalitik gibi farkl analitik tekniklerden elde edilen sonuclar, ¢ok

bilesenli analiz ile iyilestirilebilmektedir (Moneeb 2006).

Yapilan tez c¢alismasinda demir, aliminyum ve bakir icin yapilacak
spektrofotometrik tayinler de kullanilacak ligandlarin 6n denemelerinde

alizarin kirmizisi ile eriyokrom siyanin R kullanilmistir. Suyun icerisinde demir



aliminyum ve bakirla  beraber olusturulan kompleks yapilarin
spektrofotometrik analizlerinde en uygun sonuglar1 eriyokrom siyanin R
ligand1 olusturmustur. Yapilan calismada klasik UV spektrofotometrik analiz
yontemi degiskenlerde tek tek kompleks yapilarinda ve degiskenlerin hepsinin
bir arada oldugu kompleks yapilarda uygulanmistir. Elde edilen analiz
sonuglari ile kemometrik kalibrasyon yontemlerinden temel bilesen regresyonu
yontemi (PCR) ve kismi en kii¢iik kareler yontemi (PLS) ile uygulanmistir. Bu
boliimde analizi yapilacak bu metal iyonlar1 ve uygulanan yontemler hakkinda

bilgi verilecektir.

1.1. Demir

Dogada bilesikleri halinde bulunur. Manyetit, (Fe304), Hematit (Fez03), limonit
2Fe203.3(H20), pirit (FeS:), Siderit (FeCOsz), asil mineraller digerleri, ilmenit,
Kromit, Kalkopirit, Pirit sayilabilir. Yer kabugunda % 4,7 oraninda
aliminyumdan sonra en ¢ok bulunan metaldir. Saf demir gri siyah renklidir.
Doviiliip tel ve levha haline getirilebilir. Alfa, beta, gama olmak lizere ig¢
allatrobu vardir. Alfa demir, 9509C da beta demire, 1400°C da gama demire
dontsir. Alfa ve gama demir, i¢ merkezli kiibik, beta demir, ylizey merkezli

kiibik sistemdedir (Tezcan, 2007).

Demir bir manyetik alanda veya elektrik akimina tutulursa manyetik 6zellik
gosterir. Demir icinde karbon, nikel, kobalt gibi metaller bulunursa bu 6zellik
artar. 7759C da bu 6zellik kaybolur. Demir bilesiklerinde +2 ve +3 degerlik alir.
+2 bilesiklerine ferro +3 bilesiklerine ferri denir. Demirin yiikseltgenme

potansiyelleri,

Fe—.Fe*?2 +2e-+ 0,44V
.Fe*2 > Fe*3 +e--0,77V

oldugundan, iyon halindeki Fe*? bilesikleri, Fe*3 bilesiklerinden daha karahdir.
+3 degerlikli demir daha ¢ok kompleks bilesik yapmaya yatkindir. Demir



bilesiklerinden karbonatli, fosfatl, stlfiirlii olanlar1 suda ¢6ziinmez, digerleri

¢ozunur.

insan viicudunda kadinlarda 2,45 g, erkeklerde 345 g demir bulunur. Bunun
%60 kadar1 kan hiicrelerinde hemoglobin igerisinde , %10-13 kadar: kaslarda
miyoklobin icerisinde ve enzimlerde, %15-30 kadar1 karaciger, dalak, kemik

iliginde depolanmis haldedir.

Gidalarda yeteri kadar demir alinmamasi, sindirim sisteminde yeterli emilim
olmamasi, kan kaybi gibi durumlarda demir eksikligi anemisi gortliir. Gebelik,
emzirme, gelisme c¢aglarinda demire olan gereksinim artar. Ureme c¢agindaki

bayanlarda daha ¢ok goriiltr.

Bazi1 hastaliklarda veya ilag¢ halinde gereginden fazla demir alinmasinda viicutta
asir1 demir birikir. Eger demir asirilig1 tedavi edilmez ise karaciger sirozu, seker

hastaligy, ciltte bronzlasma, kalpte biiytime, harabetme gibi sorunlar yaratir.

Bir kisinin giinde 10-15 mg demir almasi gereklidir. Emilen demir kan
icerisinde hiicrelere tasinir. Kirmizi kan hiicrelerindeki demir hiicre 6lene kadar
icinde kalir. Hiicrenin Olmesinden sonra a¢iga c¢ikan demir tekrar kan
yapilmasinda kullanilir. Bir kisim demir, ferritin, hemosiderin molekiillerinin

yardimi ile gereginde kullanilmak iizere depo edilir.

Baz1 bitkilerde, etlerde bulunur. Demir eksikliginin en 6nemli nedeni, et
tiilketimidir. Etteki demir en kolay emilir. Diger kaynaklardan alinan demirin,
demir iyonlarina donistiiriilmesi gerekir. C vitamini, demir emilmesini
kolaylastirir.  Fosfatlar, tannatlar (¢ay), fitatlar demir emilimini zorlastirir.

Demirce zengin olan besin maddeleri, hayvansal gidalar, karaciger, dalak,



kirmizi et, organ etleri, yumurta, bitkisel gidalar, tiziim, pekmez, kuru meyveler,

yesil sebzeler, fistik, susam ve findik sayilabilir.

1.2. Bakir

Bakirin, doviilebilen, tel haline ¢ekilebilen kirmizi renkli yumusak bir metal olup
ozgul agirhigr 8,9’dur. Gimiisten sonra elektrigi en iyi ileten metaldir. Havada
1sitilan bakirin ytizeyi bakir (II) oksitten CuO, miitesekkil bir tabaka ile kaplanir.
Bir bakir tel veya bir¢ok bakir bilesikleri alevi yesile boyarlar. Hidroklorik asit
ile 1sitildiklarinda bakir halojeniirleri ve diger bakir bilesikleri alevi maviye

boyar.

Bakir(II) tuzlar1 suda iyonlarina ayrisarak mavi renkli ¢ozeltileri meydana
getirirler . Bu renk, hidrate bakir (II) iyonunun Cu(OH) s** karakteristik
rengidir. Bu iyonlari ihtiva eden bir ¢ozeltiye amonyak fazlasi ilave edildiginde,
koyu mavi renkli bir bakir (I) stlfiir tabakasi ile ortiiliir. Rutubetli havada
birakilan bakir metalinin rengi matlasir ve ylizeyi yesil renkli bazik karbonattan,

Cuz(OH)2COs3, miitesekkil bir koruyucu tabaka ile kaplanir (Ozdemir, 1981).

Havadaki stlfiir dioksit’de bakir metali ile birleserek formiilti, Cus(OH)6SO4 olan
bazik bakir siilfati meydana getirir. Bazi binalarin catilarinda rastlanan yesil
renk bu bilesigin meydana gelmesindendir. Bir¢ok bakir (I) ve bakir (II)
bilesikleri mevcuttur . Fakat bakir (II) bilesikleri bakir (I) bilesiklerinden daha
coktur. Bakir (II) oksit, redresorlerde alternatif akimi dogru akima g¢evirmede
kullanilir. Bakir (II) oksit ayni zamanda kimya laboratuarlarinda oksitleyici

olarak kullanilir.

Goztas1 (bakir vitrolii) olarak adlandirilan mavi renkli hidrate bakir (II) stlfat
CuS04.5H20, bakirin en 6énemli bilesiklerinden biridir. Hidrate bakir (II) siilfat,
bakir kaplamaciliginda, diger bakirh bilesiklerin yapiminda bag hastaliklarinda
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cok kullanilan maddedir . Hidrate bakir (II) siilfat , kuru ortamda veya
1sitildiginda, hidrate suyunu kaybederek beyaz toz halinde bakir (II) stilfata

doner, su aldiginda tekrar mavi renkli hidrati haline gelir.

Insan viicudunda yaklagik olarak bakir 100-150 g kadar bulunur. Bunun %10’u
karaciger ve beyinde, geri kalam ise kandadir. Bakir, kanda plazmaya ve
alyuvarlara dagilir. Kanda, demir ile beraber, hemoglobini meydana getirir.
Bakir ayrica bir¢ok enzimin fonksiyonunu ve kalp calismasini diizenler. Viicuda
bakir yiiklemesi yapildigi taktirde, kiritk kemiklerin kaynamasi hizlandirilir.
Viicudun giinliik bakir ihtiyaci 1,5-3 mg arasinda degisir. Bakir viicut tarafindan
zor emilen bir maddedir. Besinlerdeki bakirin ancak %5 viicut tarafindan ahnir.
Karaciger, findik, kuru tlziim, istiridye, midye ve miirekkep baligi bakirca
zengindir. Bakir eksikligi kansizlik ve kemik yapisinda bozukluklarla kendini

gosterir.

Bakir viicut gelismesi lizerinde kot etkisinin de oldugu savunulmaktadir. Ayni
zamanda yapilan arastirmalar, bakirin, viicuttaki beta-amiloid proteinin
atilmasini engelleyerek Alzheimer riskini artirdigin1 gostermistir. Fakat ne
kadar bakirin bu riski artirdigi konusunda kesin bir bilgi elimizde

bulunmamaktadir.

Bakir metabolizmasinda olusan bozukluklarda, saglardaki bakir , miktar
diiserken, karaciger ve beyinde bakir birikir. Bakir eksikligi demir eksikligi
gibidir. Halsizlik, solukluk, 6dem olusur. Viicuda fazla ¢inko alinmasinda bakir
eksikligine yol acar. Bluyime yavaslar, sa¢ dokiliir, istahsizlik, cilt sorunlari
olusur. Alyuvar azalacagindan, dokularda oksijenleme bozukluklari ortaya cikar.
Dolayisiyla dokular kendi kendini tedavi edemez. Troid hormonlar azalir,
kolesterol artis1 ile kalpte carpintilar ortaya cikar. Kemik yapisi etkilenir,
sinirlerde iletiler azalir. Kan hiicreleri etkilendiginden viicudun savunmasi
azalir, hastaliklar daha uzun ve agir seyreder. Bakir fazlaligi, bakir eksikligine

gore daha fazla goriiliir. Bakir viicutta fazla birikmesi ruhsal sorunlar, hafiza
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noksanlig, istahsizlik, sizofreni, Eklem, adale agrilari, kekemeli , ¢ocuklarda
hiper aktiflik, Hafif diizeyde fazlalik, hastalik hastasi kisiler olarak goriiliir. Bakir
fazlaligi, depolanmis sularin kullanilmasi, bakir kaplarda yemek pisirilmesi
sonucunda kolayca olusur. Besin maddelerinden tahillar, kuru yemisler,

yaprakli sebzeler, kabuklu deniz tirtinleri, karaciger bakir kaynaklaridir.

1.3. Aliiminyum

Aliiminyum diger metallere nazaran yeryiizii kabugunda silisyum ve oksijenden
sonra en ¢ok bulunan bir metaldir. Aliminyum volkanik kayalarin %8,13'tinii
teskil eder. Oksijene karsi olan biiyiik ilgisi, bu elementin serbest halde dogada
bulunmasina mani tegkil eder. Alliminyum cevherleri arasinda en fazla
bulunani, alumino-silikatlar’dir. Bu silikatlar arasinda ortoklas KAISiz0s,
muskovit (mika) KH2Al3(Si04)2.H20 cevherleri en 6nemlileridir. Yine bu arada,
aliminyum bilesiklerinden diaspor Al;03.H20, Alumin Al>03 ve kriyolit NazAlFs

gibi mineraller dogada bol miktarda bulunurlar.

Cwva ile amalgam olusturan aliiminyum, civanin aliiminyum {izerinde bdyle bir
koruyucu oksit tabakasinin tesekkiliine mani olmasi sebebiyle aliminyum
amalgami rutubetli havada ¢ok cabuk korozyona ugradigi gibi suda da hidrojen
gaz1 vererek coziiniir. Yiiksek sicaklikta isitilan aliiminyum cabuk oksidasyona
ugrar. Ince toz haline getirilmis aliiminyum metali 1sitildiginda parlak bir alev

vererek yanar. Boyle bir reaksiyon ekzotermiktir.

4A1+30,—+2A1,03

Toz halindeki aliiminyum yiiksek sicakliklarda ayn1 zamanda bir¢ok metal

oksitleri ile reaksiyona girerek serbest metallerin elde olunmalarini saglar.



1.4. Eriyokrom siyanin R (ECR)

Eriyokrom Siyanin R, bir ¢ok agir metal iyonunun tayininde kullanilan ve ¢ok
tercih edilen bir indikatordiir. Bunlara ornek olarak en fazla, sentetik
karisimlarda, alasimlarda, bitki 6rneklerinde, hemodiyaliz ¢6zeltilerinde, dogal
icme, yer alti, nehir ve musluk sularinda bulunan aliiminyum ve demirin
tayininde kullanilmistir. Absorbansi arttirmak amaciyla ¢ozeltiye farkl yiizey
aktif maddelerde katilabilir. Sekil 1.1'de eriyokrom siyanin R'nin kimyasal
yapisi verilmistir. Molekil formiilii C23H15Na3z09S olan eriyokrom siyanin R'nin
IUPAC adlandirmasi ise 5-((3-carboxy-5-methyl-4-0xo0-2,5-cyclohexadien-1-
ylidene)(2-sulfophenyl)methyl)-2- hydroxy-3-methyl benzoic acid, trisodium
salt seklindedir. Mor renkli toz halinde olan maddenin molekiil agirhg: ise

536,39 g/mol diir (Tataroglu, 2007).

o GHy GHa OH
% 7
HooC™ =" TCOOH
c
7 S0
o

Sekil 1.1. Eriyokrom Siyanin R’ nin ac¢ik formuli

1.5. Kullanilan Yontem

1.5.1. Spektrofotometri

Spektrofotometrik yontemler madde ile 15181n etkilesmesine dayanmaktadir.

Isik ile madde arasindaki etkilesmeden yararlanilarak gerceklestirilen analiz



yontemleri, az analiz materyali gerektirmesi, seciciligi ve dogruluk derecesinin

yuksek olusu nedeniyle analitik amaglar i¢in sik¢a kullanilmaktadir.

Bu yontemlerden biri olan spektrofotometri, 151k enerjisinin absorbsiyonuna
dayali bir yontemdir. Isik ise elektromanyetik bir radyasyondur ve frekansi (v)

veya dalga boyu (A) ile karakterize edilir. Enerji ise:

E=hv (1) veyaE =h.c/A (1.1)

formiilleriyle ifade edilir (h (plank sabiti) = 6.63x10-27erg.s ve c=3x101%m/s).

Bu esitliklere gore 15181n dalga boyu biiytidiikce enerjisinin azalmasina karsilik

dalga boyu kuguldiikce enerjisi artar.

Isik; atom ve molekiiller tarafindan absorbe edilebilir. UV ve goriiniir alandaki
15181n absorbsiyonu molekiilii olusturan atomlarin bag elektronlar ile ilgilidir.
Absorbe edilen enerji kuanthidir ve elektronlarin diisiik enerjili orbitallerden
(temel hal) daha yiiksek enerjili orbitallere (uyarilmis hal) ge¢gmesine neden
olur. Ama her enerji absorbe edilemez; ancak iki enerji seviyesi arasindaki farka

esit bir enerji absorbe edilebilir.

UV ve goriinlir alandaki 15181in absorbsiyonu ayni zamanda bir molekiiliin
titresim ve donme enerji seviyelerinde de degisiklige neden olur; ¢iinkii bir

molekiiliin toplam enerjisi:

Etoplam = Eelektronik + Etitre$im + Edonme + Estelenme (12)



dir ve her bir elektronik enerji seviyesi ¢ok sayida titresim ve donme enerji

seviyesinden meydana gelmistir (Sekil 1.2).

Enerji &

Eo -

I AE=E»-E(=hv

Sekil 1.2. Enerji seviyeleri arasindaki fark

Elektronik enerji diger enerjilerden biiyiiktiir. Bu nedenle elektronik uyarilma
sirasinda titresim ve donme enerji seviyelerinde de degisme olur. Titresim ve
donme enerjiler molekiildeki atomlarin titresmesi ve molekiiliin déonmesi ile
ilgilidir. Otelenme enerjisi molekiiliin biitiiniiniin 6telenme hareketi ile ilgilidir

ve en dusuk enerjili harekettir.

Hangi spektrum boélgesinde olursa olsun belli bir dalga boyundaki 1s181n
absorpsiyonu enerjiyi absorbe etme kapasitesine sahip bir yapinin varliginin
gostergesidir. Bu en kolay, dalga boyunun diizenli olarak degistirilerek bir
maddenin lizerine diisliriilmesinden sonra, 15181n gecmeden dnce ve gegtikten
sonraki siddetinin o6l¢iilmesi ile belirlenir. Absorpsiyonun oldugu veya 1s181in
gectigi dalga boylar1 kaydedilir. Absorpsiyon miktarinin dalga boyunun bir
fonksiyonu olarak kaydedilmesi sonucunda “absorpsiyon spektrumu” elde
edilir. Atomlarin elektronik uyarilmalari sonucunda her bir yiiksek enerjili
atomik orbitale gecise karsilik fotograf plaginda bir cizgi gozlenir. Bir atomda da
birden ¢ok fazla sayida atomik orbital oldugu i¢cin bu tiir uyarilma icin ¢ok
sayilda cizgiden meydana gelen “cizgi spektrumu” goriiliir (atomik absorpsiyon

spektrofotometresi).
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Molekiillerde ise birden fazla sayida atom igermeleri nedeni ile absorpsiyon
sonucunda atomlar i¢in gozlenen cizgilerin bir araya gelmesi s6z konusudur ve

bunun sonucunda “stirekli spektrum” meydana gelir (Sekil 1.3).

| _
E — elektronik enerji seviyeleri
—_— —F vibrasyonel enerji seviyeleri
— rotasyonel enerji seviyeleri
E, B [ | elektronik gecigler
A By

|

Absorbans (A)

) lﬂ[{

Sekil 1.3. Siirekli spektrum (molektldeki elektronik gecisler ve UV-gorinir
spektrum)

Isik absorbsiyonu spektrofotometrelerde olgtliir. Bu 6lciim atom, iyon veya
molekiil lzerine gonderilen 15181n siddeti (I,) ile gecen 15181n siddeti (I)
arasindaki farkin 6l¢timii seklindedir (Sekil 1.4).

konsantrasyonu c olan
I ornegin absorpsiyonu I
0
= - —
1
—
~%— Yolun uzunlugu, b —" !

Sekil 1.4. Absorbsiyon kanunu
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Is181n absorbsiyonunun tlizerine diistiigii atom, iyon veya molekiiliin derisimi ile
orantili olarak ilk kez Lambert ve Beer tarafindan ortaya konulmustur. Beer’e
gore ayni derinlikte bir ¢ozeltiden gecen ve ¢ozelti tarafindan absorblanan
monokromatik bir 151n demetinin siddeti ¢6zeltinin derisimiyle logaritmik, tstel

veya geometrik olarak azalir. Bu gercgek:

I=1,.10-C (1.3)

seklinde verilir. I, gelen 1s1in siddeti, I ¢ozeltiyi terk eden 1sinin siddeti, a
¢ozeltinin tiriine ve monokromatik 1sinin dalga boyuna bagh bir sabit, C ise

¢ozeltinin derisimidir.

Lambert’e gore, bir ¢ozeltiden gecen monokromatik bir 1s1n demetinin siddeti,
cozelti icinde aldig1 yolla logaritmik, iistel veya geometrik olarak azalir. Bu

gercek logaritmik olarak;

I=1,.104 (1.4)

seklinde gosterilir. (1 = ¢ozeltinin derinligi)

Yukarida agiklanan iki kanun birlestirilerek,

[=1I,.10%lC (1.5)

denklemi elde edilir. Burada:
[ = Numuneyi terk eden 15181n siddeti,
o = Numune iizerine gonderilen 15181n siddeti,

€ = Molar absorpsiyon katsayzisi,
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C = Absorpsiyon yapanin derisimi,

| = Is1g1n numune icerisinde aldig1 yol (cm)’dur.

Esitligin eksi logaritmasi alinirsa,

logl, /1=ELC (1.6)

olur. Log I, / I ye absorbans denir ve A ile gosterilir. E ise absorbtivite katsayisi

olup, bu katsayi secilen dalga boyuna gore degisir.

A=loglo/I=E.lC (1.7)

Bu esitlik kisaca,

A=EIC (1.8)

seklinde verilir ve bu esitlikten derisim (C) hesaplanabilir. Bu bagintida A degeri
C’'ye karsi grafige gecirilirse egimi E.l olan bir dogru elde edilir, ancak her zaman
muntazam bir dogru elde edilemez. Boyle sapmalarin (hatalarin) cesitli

nedenleri olabilir. Bunlar baslica:

Beer Kanunundan Sapmalar

i) Cihazdan kaynaklanan sapmalar: Cihazdaki hatalar sunlar olabilir: Cihaza
gelen potansiyelin diizglin olmamasi, 151n kaynaginin iyi calismamasi, dedektor
sisteminin iyi ¢alismamasi, kacak isinlarin olmasi, monokromatériin (dalga

boyu secicisi) hatali olmasy, slit ayarinin iyi ayarlanmamasi vb.
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ii) Kimyasal maddelerden kaynaklanan sapmalar: Ol¢iim yapilan c¢ozeltide
meydana gelen iyonlara ayrisma, birlesme, kompleks olusumu, fosforesans ve
floresans olaylari, ¢ozeltinin pH’s1 ve ortam 1s1s1 gibi olaylar nedeniyle sapmalar

gozlenir.

iii) Analizci hatasindan ileri gelen sapmalar: Analizcinin dikkatsizligi ve
bilgisizliginden ileri gelen uygun olmayan c¢oziiciilerle c¢alismak, yiiksek
absorblama derisimlerinde g¢alismak, c¢o6zelti icinde kabarciklar ve asili
pargaciklarin bulunmasi, ¢ozeltinin 6lgtldigi kabin kirli ve ¢izik olmasi gibi

sebeplerden 6tlirii sapmalar olabilir.

1.5.2. UV ve goruniir alan spektrofotometrisi

Goriinir 1s1k toplam elektromanyetik radyasyonun ¢ok diistik bir bélimuidiir
(400-800 nm) ve insan gozl tarafindan renk olarak gortiliir. 400 nm olan alt
ucunda mor renk vardir ve gokkusagi renklerini takip ederek 800 nm olan tst
sinira geldiginde kirmizi renk gorilir. Goriinir 15181n altindaki bolgeye (100-
400 nm) “UV” bélgesi, iistiindeki bélgeye ise (800 nm-25u) “Infrared” bolgesi
adi verilir (Sekil 1.5.).

X-sinlann Yumusak Vakum  Yakin Goriiniir Yakin  Temel  Uzak
X-1ismlann UV UV bdilge IR IR IR
[ — - | | - [— [ |

1A 10 A 100A 200nm 400nm 800mnm 25pm  25pum 400 pm

Sekil 1.5. Elektromanyetik radyasyonun spektral alanlari
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Molekiillerin elektromanyetik dalgalarla, 6zellikle ultraviyole, goriiniir alan ve
enfraruj 1sinlari ile uyarilmasi sonucu meydana gelen absorbsiyondan, molekiil
hakkinda kalitatif ve kantitatif bilgi edinmek miimkiindir (Absorbsiyon
spektroskopisi). UV ve goriiniir alandaki 1sik kullanildiginda bilesiklerdeki
atomlarin dis elektronlari, cinslerine ve konumlarina gore bu 15181n belli dalga
boylarini absorbe ederler ki bu o6zellik dis elektronlarin uyarilmasina
dayandigindan bu yontem, goriiniir ve ultraviyole alan spektroskopisi veya
elektron spektroskopisi adimi alir. Bu yontemden maddelerin yap:
aydinlatmalarinda ve kantitatif tayinlerinde yararlanilir. UV ve goriiniir alan
sogurma teknikleri, maddelerin yaklasik 190-900 nm dalga boylar1 araliginda

151k sogurmasi dl¢ciimlerine dayanan analitik yontemleri kapsar.

UV-Gorinir alan absorbsiyon spektroskopisi, kantitatif amaglarla en yaygin
kullanilan yontemlerden biridir. Hem organik hem de inorganik maddelerin
tayininde kullanilabilmesi, son zamanlardaki gelismelerle 10-6-10-7 M civarina
kadar duyarli olmasi bu yontemi ¢ekici hale getirmektedir. Yine bu yontemle iyi
bir kesinlik ve dogruluk saglamak mimkiindiir. Zira yontemin bagil dogruluktan
sapmasinin % 1-3 arasinda oldugu, bazi tedbirler alinarak bu belirsizligin ¢ok
daha asag distriilebildigi belirtilmistir. Bunlardan baska yontemin kolay veri
elde etmede fark edilir bir tstinliginiin oldugunu belirtmek gerekir (Kaya,

2007; Holler, 1999; Giindiiz, 2002).

Bir spektrofotometre su kisimlardan meydana gelmistir (Sekil 1.6.):
1- Isik kaynagi

2- Monokromator

a) Isik giris araligi

b) Prizma

c) Isik ¢ikis aralig
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3- Yansitici ayna ve bolict

4- Aynalar

5- Numune ve referans kaplari
6- Dedektor

7- Sisteme bagli bilgisayar ve spektrofotometrik program

Sekil 1.6. Bir cift 151k yollu (double beam) spektrofotometrenin optik sistemi ve
bilesenleri

1.5.3. UV ve goriiniir bolge molekiiler absorpsiyon spektroskopisinin

uygulamalari

Bu yontemin baslica uygulama alanlari sunlardir.

1. Nitel Analiz: Analizi yapilacak olan bilinmeyen madde saflastirildiktan sonra
uygun bir ¢ozicliide ¢ozilerek spektrumu alinir. Bu spektrum bilinen
bilesiklerin ayn1 kosullarda ¢ekilmis spektrumlari ile karsilastirilir. Bilinmeyen
madde spektrumu kendisininkine tam olarak uygun maddedir. Bu yontem nitel
analiz icin ¢ok uygun bir yontem degildir. Clinkii molekiillerin absorpsiyon

bantlar1 oldukea genistir ve baz1 kromoforlarin absorpsiyon bantlari birbiri ile
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ortisebilir. Ayrica molekiillerin UV ve gorinir bélge absorpsiyon
spektrumlarinda ¢ok az sayida bant bulunur. Bu az sayida bandin birbiri ile

karsilastirilarak karar verilmesi bazen hatali sonuglara yol agabilir.

2. Nicel Analiz: Isinin absorplamasina dayanan analiz yontemleri nicel analiz
icin oldukga yararh ve gii¢lii yontemlerdir. Bu yontemlerin klasik yontemlere

gore dnemli avantajlar1 vardir.

a) Analiz siiresi kisadir. Sonug ¢abuk alinir.

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

c) Oldukc¢a duyarl bir yontemdir. 10-8 M a kadar seyreltik ¢ozeltilerin bile
analizleri yapilabilir.

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

e) Hem organik hem de anorganik pek ¢ok molekiil UV ve goériuniir bolge

1sinlar1 absorpladigindan uygulama alani genistir (Sener, 2006).

1.6 Kemometrik Yontemler

Kimyada ya da analitik kimyada verilerin islenmesi ve istatistiksel
degerlendirilmesi ile bu verilerin saglandig1 deney faktdrlerinin arastirilmasi,
optimize edilmesi, zaman tasarrufunun saglanmasi ve kantitatif 6lciimler icin
kalibrasyonlarin gerceklestirilmesi icin gerekli olan deneysel tasarimlarin
hazirlanmasi kimyanin belki de en ¢ok hesaplama ve modelleme ¢alismalarina
ihtiya¢ duyuldugu alanlaridir. Temel kimya ve fizik bilgileri ile birlikte
miihendislik ve hesaplama tekniklerine, matematik ve istatistik konularina
dayanan kimyada verilerin islendigi ve degerlendigi alan kemometri olarak

bilinmektedir (Kitis, 2011).

Glinlimiizde bilgisayar, yazilim, istatistik ve uygulamali matematik alanlarindaki

gelismeler, kimya alaninda, 6zellikle de analitik kimyada karmasik sistemlerin
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¢O6zimi icin kemometri adi verilen yeni bir disiplinin dogusuna neden olmustur.
Bu gelismeler, analitik kimya ve komsu dallardaki arastirmacilara, analitik
problemlerin ¢ozliimiinde yeni olanaklar saglayan ¢ok boyutlu ve ¢ok degiskenli
parametrelerin kullanildigi kemometrik yontemlerle yeni ¢alisma alanlari
dogurmustur. Kemometri, istatistik ve matematik ile birlikte bilgisayar
kullanarak kimyasal verilerin islenmesini kapsayan bir kimya disiplindir.
Kemometri, kimyasal analizlerde, kimyasal verilerden gercek bilginin
ektraksiyonunu veya sakli bilgilerin a¢iga ¢ikarilmasina olanak taniyan giiglii bir

aractir. Kemometrinin temel uygulama alanlarindan biri de analitik kimyadir.

Kemometri kavrami, 1972 yilinda Isvecli Svante Wold ve Amerikali Bruce R.
Kowalski tarafindan ileri siirtilmistir ve 1974 yilinda uluslararasi kemometri
dernegi tarafindan bu disiplinin ilk resmi agiklamasi yapilmistir. Kemometri
icerik olarak, tamimlayic1 ve acgiklayici istatistik (descritive and inference
statics), sinyal isleme (signal processing), deneysel tasarim (experimental
design), modelleme (modeling), kalibrasyon (calibration), optimizasyon
(optimization), yap1 tanima (pattern recognition), siniflandirma (classification),
yapay akil yontemleri (artificial intelligience methods), resim isleme (image
processing), bilgi ve sistem kurami (information and system theory) gibi

kavram ve uygulamalar1 kemometrinin konularini olusturmaktadir.

Guniimiizde kemometrik yontemlerin gelismesiyle birden fazla etken madde
iceren uriinlerin kantitatif analizi hi¢cbir kimyasal 6n ayirma islemi ve hicbir
grafik  islemi  gerektirmeksizin hizli, dogru ve hassas olarak
gerceklestirilmektedir. Bu durum kemometriye diger yontemlere gore buyiik
bir avantaj kazandirmistir ve kemometrinin kullanim alaninin genis bir alana

yayllmasini saglamistir.

Kemometri; analitik kimya, adli tip, biyoloji, gida kimyasi, ¢evre kimyasi,

arkeoloji gibi alanlarda kullanilmaktadir. Fizikokimyacilar ve madde bilimciler,
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sinyal isleme ve cok degiskenli verilerin analizinde kemometrik yontemleri
uyguladiklar1 goriilmektedir. Organik kimyacilar ve farmasotik kimyacilar,
reaksiyon kosullarinin optimizasyonunda deneysel tasarim ve ila¢ tasariminda
yapt etki iligkisi calismalarinda kemometrinin araglarin1 kullanmaktadirlar

(Vandeginste vd., 1998).

Organik

Fizikokimy
Kim Sanayi
ré\\ / ﬂ Biyoloji
Matematik
| : Analitik Uygulama
istatistik KEMOMETRI Kimya ==>Tp alanlari
Bilgisayar ﬂ ﬂ‘ \ilag
Programlama Mihendislik
Gida

Sekil 1.7. Kemometrinin iliskili oldugu disiplinler.

Sekil 1.7 de goriildiigii gibi kemometrik ¢alismalarda, analitik kimyacilarin ve
diger ilgili disiplinlerin ihtiyaclari dl¢iisiinde uygulamali matematik ve istatistik
bilgisine sahip olmalar gerektigi aciktir. Burada programlama ve hesaplama ¢ok
onemlidir. Kemometrik uygulamalarin ¢ogu kompleks hesaplamalar
icermektedir. Bu hesaplamalar1 elle veya basit hesap makineleriyle
gerceklestirmek miimkiin olmadig i¢in bilgisayar programlarina ihtiyag¢ vardir.
Kemometrik hesaplamalarda genellikle EXCEL, MATLAB, PANORAMA, MINITAB,
XLSTAT, SOLO ve diger paket programlar kullanilmaktadir (Ding, 2009).

iki veya daha fazla aktif bilesigi iceren karisimlarda bu aktif bilesiklerin hicbir
ayirma islemi kullanmaksizin analizi analitik kimyanin ve diger komsu dallarin
temel problemlerinden birisidir. Karisim halindeki numunelerin analizi i¢in
cesitli kromatografik ve spektrofotometrik yontemlerin yaygin olarak
kullanildig1 ¢alismalarda da goriilmektedir. Bazi durumlarda bahsedilen bu
yontemlerin de iyi sonuglar vermedigi de bir gercektir. Sayilan bu nedenlerden

dolay1 daha diisiik miktarlarda numunelerin analizi i¢in gelismis analitik
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cihazlar gelistirilmesine ragmen klasik analitik cihazlardan elde edilen verilerin
cesitli matematiksel algoritmalara tabi tutularak yontemlerin hassasiyeti ve

sonuglarin dogrulugu artirilmaya ¢alisiimaktadir.

1.6.1. Cok Degiskenli Kalibrasyon Algoritmalari

1.6.1.1. Temel Bilesen Analizi Yontemi (Principal Component Analysis
(PCA) Method)

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

durumlarda verilerin miktarini azaltmak i¢in kullanilan bir tekniktir.

Temel bilesen analizinin dayandig1 ana fikir, her bir numuneyi tanimlayan
orijinal degiskenlerin, Xj, Xz,..., Xn, dogrusal kombinasyonu olan PC1,PC2,...,PCn

seklindeki temel bilesenleri bulmaktir.

PC1 =a11X1 + a12X2 +.eeeuveee +a1nXn (1.9a)
PC2 = a21X1 + a22X2 +.eeeuveee +aznXn (1.9b)
vb.

Esas bilesenler genellikle ortak varyans (kovaryans) matrisinden elde edilir.
Ortak varyans, iki degiskenin birlesik varyansinin bir élciisiidiir. Matematiksel
anlamda temel bilesenler (PC), ortak varyans matrisinin eigenvektor ( 6zvektor)
leridir ve bu vektoérlerin 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 a¢1 olusturur (Sekil 1.8). Bu 6zellik diksellik olarak
adlandirilir (Uyanik, 2008).
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Sekil 1.8. X1 ve X2 olan iki degisken icin PC1 ve PC2 olan iki esas bileseni
gosteren diyagram (Uyanik, 2008).

1.6.1.2. Temel Bilesen Regresyon Yontemi (Principal Component

Regression (PCR) Method)

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

dogrular kurulacak kalibrasyonun koordinat sistemidir.

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

asagidaki bicimdedir:

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

vector) kalibrasyonun lineer bilesenidir.

PCR algoritmasinda genel lineer regresyon denklemi asagidaki bicimde
yazilabilir:

C=a+b.A (1.10)

Burada C analiz edilecek maddenin derisimidir, a sabit sayi, b ise temel

bilesenlerin ve C- loading matriksinin (q) carpimindan elde edilir:

b=P.q (1.11)
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Burada P 6z vektorlerin matriksidir. Oz vektorler kolon matriksi en uygun 6z
degere (faktore) ya da 6z degerlere (faktorlere) karsilik gelmektedir. Burada q
vektoru C-loading olarak adlandirilir ve T (sayr matriksi) tizerinden C' nin

regresyonu ile tayin edilir.

q=D.T". Yo (1.12)

Burada D diagonal matriks olup her bir 6z degerin tersine esittir. t; say1 matriksi

asagidaki esitlikten elde edilebilir:

t1=Ao.P1 (1.13)

Ortalanmis absorbans ve derisim, AO ve CO ile gosterilebilir. Burada a sabiti

genel lineer regresyon denklemi kullanilarak asagidaki esitlikten hesaplanabilir:

a=Co-ATo.b (1.14)

Her bir asamada elde edilen degerler denklemde yerine konarak numunede

bilinmeyen derisimi hesaplanabilir.

Yonteminin avantajlart:

i) Dalga boyu secimi gerektirmez, genellikle biitiin spektral alan ya da bu
spektral alanin genis bir bolgesi kullanilabilir.

ii) Cok bilesen analiz i¢in kullanilabilir.

iii) PCR data islemleri icin ve kalibrasyondaki katsayilarinin
hesaplanmasinda ILS regresyon isleminin kullanilmasina olanak tanir.

iv) Analiz edilecek bilesenlerin bilinmesi sartiyla ¢cok kompleks karisimlar
icin kullanilabilir.

V) Bazen orijinal kalibrasyonkarisimlarinda bulunan fakat numunede
bulunmayan bilesenli numunelerin miktar tayininde kullanilabilir.

vi) Kalibrasyon i¢in 6l¢iilen absorbanslarin dekomposizyon isleminde sonra
uygun 0z vektorlere karsilik secilen 6z degerlerin deneysel ortamdan ve

Olclim aletlerinden gelen giirtiltiiniin eliminasyonuna olanak tanir.

Yonteminin dezavantajlari:
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i) Hesaplamalar klasik yontemlere gore daha yavastir.

ii) Yontemin  optimizasyonu temel Kkalibrasyon komponentlerinin
bazilarinin bilinmesini gerektirir (anlasilmasi ve yorumlanmasi c¢ok
kompleks modeller i¢in).

iii)  Kalibrasyon i¢in temel alinan vektorler analiz edilecek bilesenlere
karsilik gelmeyebilir.

iv) Genellikle cok sayida kalibrasyon numunesinin kullanilmasi dogru bir
kalibrasyon icin gereklidir.

v) Kalibrasyon numunelerinin hazirlanmas1 bilesenlerin derisimleri ile

dogrusalliktan uzaklagsmalar1 nedeniyle zordur (Ding, 2007).

1.6.1.3. Kismi En Kiiciik Kareler Yontemi (Partial Least Squares Regression

(PLS) Method)

Kemometrik kalibrasyonlardan en yaygin ve poptler olan1 PLS yontemidir. PLS
yonteminde kalibrasyonun kurulmasi i¢in kullanilan PLS algoritmalarina gore,
ortogonalize edilmis PLS algoritmas1 (orthogonalized PLS algorithm) ve
ortogonalize olmayan PLS algoritmasi (non-ortogonalized PLS algorithm) gibi
ekilleri vardir. Ortogonalize PLS ve ortogonalize olmayan PLS kalibrasyonunun
PLS1 ve PLS2 seklinde iki tipi s6z konusudur. PLS1 de bir bilesik model
icerisinde iken; PLS2 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 bicimde verilir.
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Sekil 1.9. PLS2 kalibrasyonu.
X=T.PT+E (1.15a)
Y=UQT+F (1.15b)
Y=XB+F (1.15¢)
B=W (PT.W)1.QT (1.15d)

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

(E,F)).

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

yerine yazilarak hesaplanabilir.

Yontemin avantajlari

i) PLS kalibrasyon islemi CLS ve ILS hesap tekniklerini kapsamaktadir.

ii) Tek asamali bir dekompozisyon ve regresyon islemi gerektirir,
kalibrasyonda kullanilan 6z vektérler analiz edilen bilesenler ile en
genis ortak spektral degisimin oldugu bolgede dogrudan iligkilidir.

iii)  Kalibrasyonlar genellikle kalibrasyon setinin bilinmeyen numunelerden
beklenen degisik derisimler yansitmasi daha fazla giivenirlik

saglayacaktir.
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iv) Yalnizca analiz edilecek bilesenlerin bilinmesi sartiyla kompleks
karisimlar i¢in kullanilabilir.

V) Bazi durumlarda orijinal kalibrasyon Kkarisimlarinda bulunan fakat
numunede olmayan bilesenli numunelerin miktar tayininde
kullanilabilir.

vi) Bu tekniklerin hepsi spektral kantitatif analiz i¢in uygulanirken
literatlirdeki sebepler genellikle PLS’ nin tahmin giiciiniin ytiksek
oldugunu gostermektedir. Birgok durumda PLS metodlar1 PCR’ den

daha iyi sonuglar verir.

Yontemin dezavantajlari;

i) PLS hesaplamalari klasik metotlardan daha yavastir.

ii) PLS modellerin anlasilmasi ve yorumlanmasi zor olup son derece
soyuttur.

i) genellikle ¢cok sayida numune i¢in dogru bir kalibrasyon gereklidir.

ii) kalibrasyon numunelerinin hazirlanmasi bilesenlerin derisimleri ile

dogrusalliktan uzaklagsmalari nedeniyle zordur (Ding, 2007).

1.6.2. Kalibrasyon (Derisim) setinin tasarimi

Kemometrik (CLS, ILS, PCR, PLS) kalibrasyonlar icin kalibrasyon seti ya rasgele
(randomly) yada analizi yapilacak numunede yer alan maddelerin derisimlerini
icerecek sekilde kalibrasyon (derisim) setinin tasarimi yapilir. Simetrik
kalibrasyon setinin planlanmasinda analiz edilecek maddelerin derisimleri,
kalibrasyon setinin icinde ana kiimenin permiitasyonlar1 seklinde alt kiimeler
olusturmalidir. Kemometrik c¢alismalarda rastgele kalibrasyon setinin
hazirlanmasindan ziyade, analiz edilecek maddelerin derisimlerine gore
simetrik ve hatalarin minimize edilmesi agisindan tercih edilecek bir durumdur.
Calismalarda derisim seti hazirlanmasinda, ¢esitli tasarim sekilleri verilmekle

birlikte rastgele hazirlanan derisim setleri de kullanilmaktadir.
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1.6.3. Capraz validasyon islemi (Cross-validation procedure)

Kemometrik Kkalibrasyonlarin validasyonu igin kalibrasyonu ve tayin
basamaklarinda kalibrasyonun standart hatasi (Standard error of calibration—
SEC) ve tayinin (tahminin) standart hatasi (Standard error of prediction— SEP)
gibi parametreler kullanilmaktadir. SEC ve SEP degerlerini minimum yapan
kalibrasyon kosullar1 ve F-istatistigi kullanilir. Kalibrasyon performanslarini
degerlendirmek i¢cin 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 faktér secimi icin c¢apraz
validasyon islemi (Cross-validation procedure) kullanilir. Bunun i¢in karelerin
tahmin (tayin) hatalarinin toplami (prediction error sum of squares—PRESS)
hesaplanir. Optimal faktor sayisini bulmak igin 6nerilen kriterler minimum

PRESS degeri ve F-istatistigidir.

1.6.4. Varyans Analizi (ANOVA)

Varyans analizi teknigi kullanilarak grup ortalamalar: arasindaki farkliligin veya
farkli analitik yontemler ile elde edilen analiz sonuglarinin ortalamalar
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 asagidaki sekilde

kurulur.

Ho: Islemlerin temsil ettigi popiilasyon ortalamalar arasindaki fark tesadiiften
ileri gelmektedir. Islem ortalamalar1 arasindaki gozlenen fark sifir kabul

edilebilir:

Hi: En az iki muamele grubunun ortalamasi arasinda gozlenen fark tesadtiften

ileri gelmektedir. En az iki islem grubunun incelenen 6zellik {izerine olan
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etkileri birbirinden farklidir, yani aralarindaki fark istatistiksel olarak

onemlidir.

Karsit hipotez kurulurken en az iki islem arasindaki fark onemlidir
denilmektedir. Ciinkii kontrol hipotezinin yapilan analiz sonucunda
reddedilmesi icin denemede dikkate alinan k tane islemin birbirinden farkl
olmas1 gerekmez. En az iki islem arasindaki farkliik kontrol hipotezinin

reddedilmesine sebep olabilir.

Yapilan hipotez kontrolii sonucunda karsit hipotez kabul edilmis ise bu en az iki
grup ortalamasi arasindaki farkliigin 6nemli oldugu “coklu karsilastirma

yontemleri” kullanilarak arastirilir.

Gruplar arasi, gruplar ici serbestlik dereceleri ve gruplar arasi- gruplar ici
kareler toplami hesaplanir. Bu degerlerin oranlanmasiyla F degeri elde edilir.
Elde edilen F degeri F degeri F tablosundan (a:0,05) okunan degerle kiyaslanir
(Ding, 2009).

Cizelgel.1. Varyans analizi cizelgesi (ANOVA testi cizelgesi = Analysis Of

Varation)
Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F-deseri
kaynagi derecesi toplami ortalamasi &
Yontemler k
) k
arasl Z”g {%;-X) _ =2 k 5
k_]_ - ”g'{X-—X} fk-]_‘ . - ol
(Gruplar =1 & R ;1”: (X, -X]
arasi) - - 1
L 7 ko ny ) k Ny 2
.- . . Ky '_:T(-‘ - R ‘2 11 Xy '_:T('1
Yontemler ici k(n-1) Z Z'{ Tl Z Z{xgj-x.ljf.{k.{n.ln -;1 ;‘—1{ T
(Gruplar ici) =1 -1 1 G
ko 3
Genel nk-1 Z Z{Ks}‘i}
varyasyon 11
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1.6.5. Kemometrik kalibrasyon yontemlerinin uygulamalari

1.6.5.1. Kemometrik yontemlerin uygulama alanlari

Analitik kimyadaki miktar tayini c¢alismalarinda, kemometrik kalibrasyon
yontemleri ya da ¢ok degiskenli kalibrasyon yontemleri IR spektrofotometre,
UV- goriiniir alan spektrofotometre, spektroflorimetre, yiiksek basin¢li sivi
kromatografisi (HPLC) ve kapiler elektroforez gibi analitik cihazlardan elde
dilen analitik veriler uygulanmaktadir. Analitik kimyanin prensip ve yontemleri
cok degisik komsu disiplin tarafindan kullanilmaktadir. Bu da analitik kimyanin
biyoloji, tip, ziraat, gida ve eczacilik gibi alanlarda genis bir uygulama alani

oldugunu gostermektedir.

Analitik calismalarda kemometrik yontemlerin uygulamalar1 anorganik analiz
organik analiz, ila¢ analizi, klinik ve biyolojik numunelerin analizi, gida ve su
analizleri, ¢cevre analizleri ve stabilite tayinleri, ¢6ziinme hiz1 testleri seklinde

O0zetlenebilir.

1.6.5.2. Coklu bilesen analizi (Multicomponent analysis)

Son yillarda ¢oklu bilesen analizi, analitik kimyacilar icin en 6nemli konulardan
birisi oldu. Bu baglamda, ayn1 anda miktar tayinlerinin klinik kimyasi, ilag
analizi kirlilik kontrolii vb. gibi degisik disiplinler ile ilgili aktif bilesikleri iceren
karisimlarin kantitatif analizi icin olduk¢a kullanish oldugu kanitlanmistir. Cok
degiskenli kalibrasyonlarin absorbans sinyallerine uygulanmasiyla ¢ok bilesen
analizlerinden elde edilen sonug¢larin dogrulugu, yontem ve kullanilan analitik

sinyallere baghdir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Safavi (2006) ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢calismada selatlastirici olarak Alizarin
Kirmizisinin kullanilmasiyla Fe3+, Al3* ve Cu2*'yi spektrofotometrik metotla bir
arada tayin etmislerdir. Sistem davranis parametreleri tayin edilmis ve
optimum sartlar secilmistir. Uclii karisimin bir arada tayini icin en kiigiik
kareler kalibrasyon modeli ¢alismacilar tarafindan uygulanmistir. Bu amacla
absorbans verileri 400 ile 800 nm araliginda alinmistir. Bu metodun cesitli
metal alasimlarina uygulanmasiyla %5 den daha az bagil standart hatanin

olustugu calismacilar tarafindan ileri siirtilmiistiir.

Niazi A.(2006), yaptig1 calismada, Fe2* ve Fe3+'ii spektral olarak PLS kalibrasyon
yontemiyle karisimlardaki Fe?* ve Fe3+* {in analizini gerceklestirmistir. Yontem,
pH= 4,5 de demir iyonlarinin ve kromojenik reaktif olarak 1,10-fenantrolin ile 5-
sulfosalisilik asit arasindaki reaksiyona dayanmaktadir. Kalibrasyon, Fe?* ve
Fe3*'lin sirasiyla 0,1-7,0 ug/mL and 0,5-14,0 pg/mL iceren 34 kalibrasyon seti
ve 400-600 nm dalga boyu araliginda absorbans 6l¢iimlerinden hesaplanmistir.
PLS yontemi ila¢ numunelerindeki Fe2* ve Fe3+* iyonlarinin tayinlerine basariyla

uygulanmistir.

Jamaluddin (1995) yaptig1 ¢alismada aliminyumu morinle komplekse alarak
dogrudan spektrofotometrik bir metot gelistirmistir. Maksimum absorbans 421
nm de gozlenmistir. Reaksiyon hizl bir sekilde gerceklesmis ve 48 saat boyunca
absorbans kararl kalmistir. Kompleksin 10 ng/mL den 5 ppm’e kadar Beer
yasasina uydugu ve selatin stokiometrik oraninin 2:3 (Al: morin) oldugu
belirtilmistir. 50’ nin lizerinde katyon ve anyonun girisim yaptig1 rapor

edilerek, yontemin bircok 6rnege basaril bir sekilde uygulandig belirtilmistir.
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Chamsaz (2000) ve arkadaslarinin yaptiklar: ¢calismada eser miktardaki alizarin
ile reaksiyonu sonucu hafif bazik ortamda aliiminyum tayini gerceklestirilmistir.
Kompleksin tasinma islemi heptan ile gerceklestirilmis takiben DMF de
coziillerek spektrofotometrik tayin yapilmistir. 518 nm de gergeklestirilen
tayinde molar absorptivite 2,92.10°> mol-lcm! bulunmustur. 5 ile 80 ppm
araliginda Beer yasasinin gecerli oldugu gozlenmis ve dedeksiyon limiti 0,4 ppm
olarak bulunmustur. Calismanin dogrulugu grafit firinli atomik absorpsiyon
spektrofotometrik metotla sit icinde tayin edilerek gerceklestirilmistir.
Metodun dogrulugu ve hassashgl F testi ile ve %95 giiven seviye testleri ile

kabul edilebilir oldugu ¢calismacilar tarafindan belirtilmistir.

Bulut (2010) ve arkadaslar1 su érneklerindeki eser miktardaki aliiminyumun
tayini icin ayirma ve on deristirme islemleri gelistirmislerdir. Bu amagla
calismacilar Co2* elementini tasiyic1 olarak 8-hidroksikinolini de selatlastirici
olarak kullanmislar ve UV-Vis spektrofotometrisi ile su 6rneklerindeki ve diyaliz
konsantresindeki eser miktardaki aliminyumu tayin etmislerdir. Tayindeki

bagil standart sapmanin ¢ok az oldugu calismacilar tarafindan belirtilmistir.

Martire ve Hainberger (2004) , yaptiklar1 calismada aliiminyumu hassas bir
sekilde tayin etmek icin spektrofotometrik bir metot gelistirmislerdir. Bu
amacgla krom fast blue B ve setiltrimetilamonyum bromiir maddelerini
kullanmislardir. 0,0102 ile 0,0806 ppm araliginda Beer yasasinin gecerli oldugu
calismacilar tarafindan bildirilmis ve 645 nm de maksimum absorbans
gozlenmistir. Calismada gozlenen molar absorptivite 1,23.105 L mol-lcm dir. 44
iyonun girisim yaptig1 belirtilen ¢alismada ¢esitli 6rneklerde aliiminyum tayin

edilmistir.

Ying-Quan (1983) ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada alliminyumun

spektrofotometrik tayini klorofosfanazo ile gerceklestirilmistir. Bu amacla
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calismacilar klorofosfanazo ile aliminyumu reaksiyona sokmus ve pH 4 - 6 da
sulu c¢ozelti icinde kirmiz1 -mor kompleksini olusturmuslardir. Calismada 610
nm de maksimum absorbans gozlenirken, molar absorptivite de 1,96.104 L. mol-
lcm! olmustur. Elde edilen kompleksin renginin 24 saat boyunca degismedigi
calismacilar tarafindan bildirilmistir. Calismaca titan ve zirkonyum ciddi

girisimler yapmuistir.

Coscione ve arkadaslarinin (2000) yaptiklar1 calismada, kromojenik belirtec
olarak ksenol sarisinin asirisinin  kullanildigi  bitkilerdeki demir ve
aliminyumun bir arada spektrofotometrik tayininde en kiigiik kareler
kalibrasyon modeli gelistirilmistir. Deney sartlari, sistem karmasikliginin
azaltilmasi, girisim yapan maddelerin 6nlenmesi gibi parametreler iizerine
kurulmus ve bu sartlar rutin analizde kullanilmistir. Her bir bilesenin
karistirlmasindan sonra spektrumlar alinmistir. Ortamda olusan Al-XO
komplekslerinin yapisini gelistirmek ilizere etanolik ¢ozeltiler kullanilmistir. En
iyi kalibrasyon modeli PLS-2 algoritmasinin kullanilmasiyla bes degiskenin
merkezilestirilmesinden sonra gozlenmistir. Bitkilerden ekstraktlarda kuvvetli
goriilmesi muhtemel girisim yapan maddelerden sadece Zn gozlenebilmistir.
Yapilan spektroskopik c¢alismalar ICP-AES metodu ile de dogrulanmistir.
Onerilen islem sonunda kuru bitki agirhgina bagh olarak 12,5 ile 2500 ppm

Alliminyum ve Demir tayin edilebilmistir.

Gotoh ve arkadaslar1 (2003) yaptiklar1 ¢calismada kan diizeyinde bakir ve demir
tayinleri icin flow injection spektrofotometrik metot gelistirmislerdir.  Bu
amagla 20 ve 30 mm uzunlugunda ikiz akis hiticreleri gelistirilmis ve bunlar
hassas bir sekilde tayin amaciyla kullanilmistir. Calismacilar bakir ve demiri 580
ve 710 nm de 5-Br-PSAA maddeleri ile etkilestirerek bir arada tayinlerini
gerceklestirmislerdir. Calismada elde edilen tayin limitleri bakir i¢in 0,39 g/L ve
demir i¢in ise 0.20 g/L olarak bulunmustur. Bagil standart sapma degerleri ise

bakir i¢cin %0,81 ve demir icin ise % 0,52 dir. Yapilan calisma ICP-AES ile
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kontrol edilmistir. Metodun hastalar tlizerine basariyla tatbik edildigi
calismacilar tarafindan bildirilmistir. Onerilen Flow injection metodunun

hassasiyeti ornekler icindeki serum miktarini tespitte ¢ok hassastir.

Kendiizler (2003) yaptig1 calismada eser miktardaki bakir tayinini atomik
absorpsiyon spektrofotometresinde, Ambersorp 572 {lizerinde 1-nitroso-naftol-
3,6-disiilfonik asit selatiyla tutturarak gercgeklestirmistir. Basarili olan bu islemi
calismacilar bakir tayini icin, ¢esitli sularda, alliminyum folyo ve ¢ay 6rneklerine

uygulamislardir.

Rodriguez ve arkadaslar1 (1998) yaptiklar calismada, UV spektrofotometrik
olarak cok degiskenli kalibrasyon ile Fe3+, Co?*, Ni2* ve Cu?* iyonlarinin bir arada
tayini ile ilgili bir calisma yapmislardir. Bu metallerin 1,5-bis(di-2-piridil
metilen) tiyokarbonohidrazid (DPTH) ile kompleksleri olusturulmus ve bu
metal iyonlarinin dértli karisimlarinin kararliligt kemometrik yaklasimlarla
saglanmistir. Optimum pH= 4,0 i¢in sodyum asetat tamponu kullanilmistir. Bu
kosullarda Co?*, Ni2*, Fe3* ve Cu?* iyonlarmni ihtiva eden Kkarisiminin
absorbansinin yarim saat sonra sabit kaldig1 gorilmustiir. Derisim araliklari
Co%* i¢in 0,2-1,3 pg/mL Ni2* icin 0,1-1,2 pg/mL Fe3* icin 0,1-1,1 pg/mL ve Cu?*
icin 0,2-1,2 pg/mL’dir. Temel bilesen analizi (PCR) ve kismi en kii¢iik kareler
regresyonu (PLS-1 ve PLS-2) kullanilarak karisimdaki iyonlarin birlikte
tayininden elde edilen sonug¢lar hesaplanmistir. En iyi geri kazanim degerleri
PLS-2 metodu ile elde edilmistir. Bu islem karisimlarda ve biyolojik

materyallerde bahsedilen iyonlarin bir arada tayinine olanak saglamistir.

Ghasemi ve arkadaslar1 (2001) yaptiklann ¢alismada kismi en kiiciik kareler
(PLS) kalibrasyon metodu ve resazurin siilfit reaksiyonunu kullanarak kobalt,
nikel ve bakirin birlikte katalitik tayini ile ilgili bir calisma yapmigslardir. PLS
kalibrasyon metodu Co?2*, Ni2* ve Cu2?*nin resaziirin ve silfit arasindaki
reaksiyonun katalitik etkisine dayanarak birlikte kinetik tayinine uygulanmistir.

Kobalt, nikel ve bakir yokken resazurin ve siilfit arasindaki reaksiyon ¢ok
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yavastir ve bu katyonlarin eser miktardaki varhigi bile reaksiyonun birkag
dakikada bitmesine ve resaziirinin renginin hemen kaybolmasina yol
agmaktadir. Sicakligin, NaOH ilavesinin ve reaktiflerin reaksiyon orani
tzerindeki etkileri ¢alisiimistir. Bu metal iyonlarinin varliginda ve yoklugunda
sicakligin reaksiyon orani lizerine etkisi ¢alisilmis ve artan sicaklikla birlikte
reaksiyon oraninin arttigr bulunmustur. Yeterli sicaklik olarak 25°C secilmistir.
NaOH derisimi 0,09-0,1 mol/L, resaziirin derisimi 0,0002 mol/L ve silfit
derisimi 0,05 mol/L olarak belirlenmistir. Klasik tek degiskenli kalibrasyon i¢in
bu ¢alisma kosullarinda sirasiyla Co?*, Ni2+ ve Cu?* 0,1-1,0 pg/mlL, 0,1-2,8 pg/mL
ve 0,1-1,1 pg/mL araliginda alinmistir. Cok degiskenli kalibrasyonda tayin i¢in
PLS-1 metodu kobalt, nikel ve bakir karisimlarinin kararlihg igin

degerlendirilmistir. Bu amac i¢in 31 adet sentetik karisim seti hazirlanmistir.

Zarei ve arkadaslar1 (1995) yaptiklar1 ¢alismada Fe2*, Ni2* ve Co2* nin 1-(2-
pridilazo)-2- naftol (PAN) ile komplekslerini olusturularak spektrofotometrik
olarak birlikte tayinini gerceklestirmislerdir. Calismada Fe2*, Ni2* ve Co?* nin
reaktif ile kompleksleri spektral cakisma gostermektedir. Bu metal katyonlari
PLS kullanilarak birlikte tayin edilmistir. Onerilen bu metot sentetik érnekler
icerisinde Fe2*, Ni2* ve Co2* nin tayini i¢in tatmin edici bir uygulama
gostermistir. Fe2+, Ni2+ ve Co2* yi ayirmak i¢in sicakligin ve iyonik gii¢lerin etkisi
de denenmistir. 10°C- 40°C araligindaki absorbanslar da sicakligin etkisi
optimize kosullar1 bozmadig1 calismacilar tarafindan saptanmistir. Bu aralikta
absorbanslar degisim gostermediginden ¢alismadaki deneysel calilasmalar oda

sicaklhiginda gerceklestirilmistir.

Ghasemi ve arkadaslar1 (2001), iki degiskenli kalibrasyon yontemlerinden kismi
en kiiciik kareler metodu (PLS) ana bilesen regresyonu (PCR) kullanilarak, 4-(2-
pyridylazo) resorcinal (PAR) ile verdikleri komplekslerin olusumuna dayal
nikel ve kobalt +2 degerlikli iyonlarin ayni anda tayini icin uygulanmistir.
Orijinal ikili karisimlarda, birinci ve ikinci tlirev absorbsiyon spektrumlar1 PLS
ve PCR yontemleri ile kalibrasyon matrislerinin optimizasyonunu yapmak i¢gin
kullanilmistir. Kemometrik farkli yaklasimlar uygulanarak elde edilen sonuglar

karsilastirilmis ve degerlendirilmistir. Savitzky-Golaykonvoliisyon yontemi ikili
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karisimlarda birinci ve ikinci tiirev absorbsiyon spektrumlari hesaplamak i¢in
kullanilir. Kalibrasyon matrisleri sirayla kobalt i¢in 15-540 ng/ml ve nikel i¢in

15-560 ng/ml bulunmustur.

Absalan ve arkadaslarinin (2005) yaptiklar1 ¢calismada, Fe2* ve Fe3* es zamanh
tayini kismi en kiiciik kareler kalibrasyonu (PLS) ve temel bilesen regresyonu
(PCR) kullanilarak incelenmistir. Setil trimetil amonyum bromiir gibi misel
ortaminda pH 4'de demirin 2 yiikseltgenme basamag ile 1,2-kinon-2-
tiyosemikarbozon-4-siilfonik asit (NQT4S) (CTAB) ile kompleks olusumuna
dayali bir modeldir. Calismacilarin sonuglar1 Fe2+ ve Fe3* iin es zamanl
tayininde derisim araliklarinin 0,1-2,1 ve 0,25-2,25 ng/mL icinde yapilabildigini
gostermistir. Kullanilan maddelerin tahmini diisiik ytizde hatalar1 (%5,5) elde
edildiginden bu maddeler kullanilmaya devam edilmistir. Bazi ¢evre
orneklerinde Fe?* ve Fe3* {in es zamanl tayinleri i¢cin bu islem basarili bir
sekilde uygulanmistir. Yontemde bir su numunesi icinde demirin iki tane

ylikseltgenme basamaginin doniisiimiine izin verdigi gozlemlenmistir.

Sahin ve arkadaslarinin (2007) de yaptiklar1t calismada, atik su oOrnekleri
(poliesterli kumas, poliestersiz kumas, sentetik atik su) COD ve TOC
Olgciimlerinde kullanilmak icin ti¢ farkl yolla elde edilmistir. Poliester olan atik
suyun poliester olmayan atik suya gore TOC ve COD degerleri daha diisiik
bulunmustur. Atik su sentetik boya banyosu icerisinde boyalarin ¢ogunlukla
kumasglar icin smirlh oldugunu gostermistir. Dispers boya miktarinin
belirlenmesi 6n derisim yontemleri olan SPE kullanildiktan sonra HPLC ile
gerceklestirilmistir. Kalibrasyon tasariminin 6nemi ve dogrulama hatalari
hesaplanarak ve yiiklerin grafiksel gosterimi ile arastirnlmistir. Calismacilar
ayrica bagimsiz dogrulama setleri kullanmanin etkileri tizerinde durmuslardir.
Kalibrasyon tasarim PCR ve PLS hatalar iizerinde énemli etkiye sahip oldugu

calismacilar tarafindan gosterilmistir.
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3.MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu ¢calismada, UV/VIS spektrofotometrisi ile demir, aliiminyum ve bakirin dogal
sularda ayni anda tayinleri i¢in yontem gelistirilmis ve elde edilen veriler PCA,
PCR ve PLS gibi kemometrik yontemlerle degerlendirilmistir. Spektrofotometrik
Olgtimlerle ¢oziicii olarak 1.10-3 M HCI kullanilmistir. Calismanin ilk boliimiinde
iki farkli komplekslestirici olan Alizarin Kirmizisi (AR) ve Eriochrome Siyanin R
(ECR) kullanilmis, ECR ile daha dogru sonuclar elde edildiginden islemlere ECR
ile devam edilmistir. Demir, aliminyum ve bakirin ECR ile verdigi
komplekslerin olusumu icin, ligand miktari, pH, metal derisimi ve absorbans
iliskisi, bekletme siiresi ve yabanci iyon etkisi parametreleri c¢alisilarak
optimum sartlar saglanmistir. Gerekli optimum sartlar saglandiktan sonra ilk
olarak metal derisimi - absorbans iliskisi ve dogrusal araligin bulunmasi
calismalar1 yapilmistir. Daha sonra demir, alliminyum ve bakir komplekslerinin
sentetik karisimlar1 hazirlanmis ve bunlarin yapilan spektrofotometrik
Olciimlerinden elde edilen verilerle PCA, PCR ve PLS kemometrik yontemleri
gelistirilmigtir. Elde edilen veriler lisansi elimizde bulunan MINITAB 16
istatistik programiyla degerlendirilmistir. Bu yoOntemlerden elde edilen
kemometrik denklemlerle dogal su kaynaklarinda bulunan demir, aliminyum

ve bakir miktarlarinin tayinleri gerceklestirilmistir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

3.2.1. UV-GB Spektrofotometre Cihazi

UV-Vis spektrumlari, bilgisayar tarafindan kontrol edilen 1cm uzunlugundaki

hiicre ile donatilan UV 1700 Pharmaspec Shimadzu spektrofotometresi
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kullanilarak not edilen spektrum degerleri dogal sulardaki demir, aliiminyum ve

bakirin miktarlarini belirlemek icin kemometrik metotlara uygulanmistir.

3.2.2. pH metre

Hazirlanan komplekslerin en uygun pH'larini tayin etmek i¢cin Thermo Orion 5-

Star pH metresi kullanilmistir.

3.3 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Yapilan calismada analitik saflikta olan eriokrom siyanin R (ECR), alizarin
kirmizisi (AR), demir(III) kloriir hekzahidrat, aliminyum potasyum siilfat, bakir
nitrat tri hidrat, amonyum Kkloriir, potasyum kloriir, sodyum asetat trihidrat,
hidroklorik asit, glasiyel asetik asit, nitrik asit, siilfiirik asit ve 0,05 S. cm1 den
diisiik kondiiktiviteye sahip, Milli - Q su aritma (Millipore Corp.) sisteminden

saglanan su kullanilmistir.

3.3.1. Kullanilan Cozeltiler

Al*3 ¢ozeltisi (100 ppm) : 0,175 g AlIK(SO4)2.12H20 tartilarak, bir miktar 1.10-3

M hidroklorik asitte ¢6ziildii ve hacmi ayni ¢ozelti ile 100 mL’ye tamamlandi.

Fe*3 ¢ozeltisi (100 ppm) : 0,048 g FeClz.6H20 tartilarak, bir miktar 1.10-3 M

hidroklorik asitte ¢oziildii ve hacmi ayni ¢ozelti ile 100 mL’ye tamamlandi.

Cu*2 ¢ozeltisi (100 ppm) : 0,139 g Cu(NO3)2.3H20 bir miktar 1.10-3 M hidroklorik

asit ¢ozeltisi ile ¢oziilerek hacmi ayni ¢ozelti ile 100 mL’ye tamamlandi.
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10 ppm’lik Al*3 ¢ozeltisi : 100 ppm’lik Al*3 ¢ozeltisinden 1 mL alinarak hacmi
1.10-3 M hidroklorik asit ¢ozeltisi ile 10 mL'ye tamamlandi.

10 ppm’lik Fe*3 ¢ozeltisi : 100 ppm’lik Fe*3 ¢ozeltisinden 1 mL alinarak hacmi

1.10-3 M hidroklorik asit ¢ozeltisi ile 10 mL’ye tamamlandi.

10 ppm’lik Cu*2 ¢ozeltisi : 100 ppm’lik Cu*? ¢ozeltisinden 1 mL alinarak hacmi
1.10-3 M hidroklorik asit ¢ozeltisi ile 10 mL’ye tamamlandi.

2 ppm’lik Al*3 ¢ozeltisi : 10 ppm’lik Al*3 ¢ozeltisinden 2 mL alinarak hacmi 1.10-3

M hidroklorik asit ¢ozeltisi ile 10 mL’ye tamamlandi.

0,1 M hidroklorik asit ¢6zeltisi : Yogunlugu 1,19 g/cm3 olan % 37’lik hidroklorik

asit cozeltisinden 8,2 mL alinarak hacmi su ile 1000 mL’ye tamamlandu.

1.10-3 M hidroklorik asit ¢ozeltisi : 0,1 M hidroklorik asit ¢ozeltisinden 1 mL

alinarak hacmi su ile 100 mL’ye tamamland.

Eriyokrom siyanin R (7,4.10-4 M) ¢ozeltisi : 0,039 g ECR tartilarak, bir miktar

suda ¢6zlldi ve hacmi su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Eriyokrom siyanin R (8,9.10-4 M) ¢ozeltisi : 0,047 g ECR tartilarak, bir miktar

suda ¢oziildii ve hacmi su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Eriyokrom siyanin R (1,6.10-3 M) c¢ozeltisi : 0,085 g ECR tartilarak, bir miktar

suda ¢6zildl ve hacmi su ile 100 mL’ye tamamlandi.

0,1 M hidroklorik asit ¢6zeltisi : Yogunlugu 1,19 g/cm3 olan % 37’lik hidroklorik

asit cozeltisinden 8,2 mL alinarak hacmi su ile 1000 mL’ye tamamland:.

Alizarin red S (7,4.10-4 M) ¢ozeltisi : 0,027 g Alizarin red S tartilarak, bir miktar

suda ¢6zildl ve hacmi su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Alizarin red S (8,9.10-* M) c¢ozeltisi : 0,032 g Alizarin red S tartilarak, bir miktar

suda ¢6ziildii ve hacmi su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Alizerin red S (1,6.10-3 M) ¢ozeltisi : 0,058 g Alizarin red S tartilarak, bir miktar

suda ¢6zildi ve hacmi su ile 100 mL’ye tamamlandi.
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0,4 M asetik asit ¢ozeltisi : Yogunlugu 1,05 g/cm?3 olan asetik asit ¢ozeltisinden

2,28 mL alinarak hacmi su ile 100 mL’ye tamamlandi.

0,4 M sodyum asetat ¢ozeltisi : 5,44 g sodyum asetat trihidrat tartilarak, bir

miktar suda ¢6ziildii ve hacmi su ile 100 mL’ye tamamlandi.

0,1 M potasyum klortr ¢ozeltisi : 0,745 g KCl tartilarak, bir miktar suda ¢oziildu

ve hacmi su ile 100 mL’ye tamamlandi.

0,4 M amonyum Kkloriir ¢ozeltisi : 2,14 g amonyum kloriir tartilarak, bir miktar

suda ¢oziildii ve hacmi su ile 100 mL’ye tamamlandi.

0,4 M amonyak c¢ozeltisi : Yogunlugu 0,91 g/cm3 olan % 26’k amonyak

cozeltisinden 2,87 mL alinarak hacmi su ile 100 mL’ye tamamlandi.

0,1 M nitrik asit ¢ozeltisi : Yogunlugu 1,4 g/cm3 olan % 65’lik nitrik asit

¢Ozeltisinden 7 mL alinarak hacmi su ile 1000 mL’ye tamamlandi.

pH=2 tamponu : 0,1 M potasyum Klorir ¢ozeltisinin lizerine 0,1 M hidroklorik

asit ¢ozeltisi ilave edilerek pH-metre ile pH=2ye ayarlandi.

pH=4-6 tamponlar : 0,4 M sodyum asetat ¢6zeltisinin lizerine 0,4 M asetik asit

cozeltisi ilave edilerek pH-metre ile ilgili pH'a ayarlandu.

pH=7-8 tamponlari : 0,4 M amonyum Kkloriir ¢6zeltisinin tizerine 0,4 M amonyak

cozeltisi ilave edilerek pH-metre ile ilgili pH’a ayarlandu.

3.4. Komplekslerin Olusumu icin Optimum Sartlarin Belirlenme

Calismalar

3.4.1. Ligand miktari

Fe3*-ECR, Al3*- ECR ve Cu2+-ECR komplekslerinin olusumu icin en uygun ligand

miktarinin bulunmasi amaciyla 10 ppm lik Fe3+, Al3* ve Cu?* metal ¢ozeltilerine
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ECR c¢ozeltisinden ¢esitli hacimlerde eklenerek ortam pH's1t pH=4 tamponu ile
ayarlandi. Olusan c¢ozeltilerin spektrumlar1 alinarak en uygun ligand miktari

bulundu.

3.4.2. Optimum pH belirlenmesi

Fe3*, AI3* ve Cu?* metal katyonlarinin ECR komplekslerinin 2 ppm lik ¢ozeltileri
hazirlanarak, her bir metal kompleksine pH 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 ve 8,0 olacak

sekilde spektrumlari alindi.

3.4.3. Kompleks olusum siiresinin belirlenmesi

Fe3+ , Al3* ve Cu?* metal katyonlarinin ECR komplekslerinin 10 ppm lik
cozeltileri pH=4 tamponu ile ayarlandi. Olusan komplekslerin spektrumlar1 60
dakika boyunca 5'er dakika araliklarla odlciilerek en uygun bekletme siiresi

saptandi.

3.4.4. Metal derisimi - absorbans iliskisi

Fe3+- ECR kompleksine ait derisim absorbans grafigini hazirlamak tizere 10 ppm
lik demir ¢ozeltisinden 0,2 ; 0,4 ; 0,6; 0,8 ; 1,0 ve 1,2 mL ve her birine uygun
sekilde ECR c¢ozeltisinde konularak pH=4 tamponu ile hacimleri 10 mL'ye
tamamlandi. Cozeltilerin absorbans degerleri kor deneme ¢ozeltisine karsi

okunarak derisimlere karsi grafige gecirildi.

Al3+- ECR kompleksine ait derisim absorbans grafigini hazirlamak tizere 10 ppm

lik alliminyum ¢6zeltisinden 0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 0,3; 0,35 ve 0,4 mL ve her
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birine uygun sekilde ECR c¢ozeltisinde konularak pH=4 tamponu ile hacimleri 10
mL'ye tamamlandi. Cozeltilerin absorbans degerleri kor deneme c¢o6zeltisine

karsi okunarak derisimlere kars: grafige gecirildi.

Cu?*-ECR kompleksine ait derisim-absorbans grafigini hazirlamak i¢in 10 ppm
lik bakir ¢ozeltisinden sirasiyla 0,4 ; 0,6 ; 0,8 ; 1,0 ve 1,2 mL ve her birine uygun
sekilde ECR c¢ozeltisinden konularak pH=4 tamponu ile hacimleri 10 mL'ye
tamamlandi. Cozeltilerin absorbans degerleri bos deneme ¢d6zeltisine karsi
okunmus, her derisim icin 3 kez Ol¢lim yapilmis ve ortalama degerlerle

derisimler arasinda grafik cizilerek derisim-absorbans egrileri olusturuldu.

3.4.5. Yabanc1 iyon etKisi

Kadmiyum, kursun ve mangan iyonlarinin 100 ppm’ lik c¢ozeltilerinin 0,5
mL’sine 1,6.10-3 M ECR ¢06zeltisinin 1 mL’si katilarak tampon ¢o6zelti ile 10 mL’
ye tamamlandi. Cozeltilerin 400-600 nm arasindaki spektrumlar1 bos deneme
cozeltisine karsi alindi. Calisilan iyonlarin g¢alisma kosullarinda absorbans

olusumuna etki edecek herhangi bir reaksiyon vermedigi saptandi.

3.5. Yontem

3.5.1. UV-GB Spektroskopisi Yontemi

Bu calismada, spektrofotometrik o6l¢timlerle metal katyonlar1 komplekslerinin
stok ¢ozeltilerinin spektrumlar1 okunmustur. Bu islem icin 6nce tek tek sonra
farkli oranlarda hazirlanan sentetik karisimlarin spektrumlar1 alinmistir. Son

islem olarak da dogal su 6rneklerinde 6l¢ciimler yapilmistir. Elde edilen veriler,
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farkli kemometrik yontemlerle degerlendirilmistir. ilk basamakta, UV
spektrofotometre cihazinin Kkalibrasyonu (sifirlama islemi) yapilmistir.
Kalibrasyon islemi 6nce her iki hiicre bos birakilarak havaya karsi yapilmistir.
Sonra ayni islem bu kez her iki 151k yoluna hidroklorik asit ile hazirlanan koér
numunesi konularak yapilmistir. Biitiin okumalarda hep kér bu sekilde
hazirlanmistir. Kér olarak sadece hidroklorik asit kullanilmasinin nedeni bu
calismada genel olarak ¢6zliclimiiz hidroklorik asit oldugu icindir. Kor se¢imi
yapilirken girisim etkilerini yok etmek i¢in, kor olarak ¢oziicii tercih edilmistir.
Ikinci basamakta, saf metal katyonlar1 komplekslerinin tek tek spektrumlar
alinmistir. Bu islem esnasinda stok metal katyonlarinin derisimleri 0,1- 1,25
ppm arasinda olacak arasinda saf maddeler stoklardan alinarak toplam hacim
10 mL ye tamamlanarak g¢ozeltileri hazirlanmis ve UV spektroskopisinde
absorbans okumalar1 yapilmistir. Uciincii basamakta, her bir madde ayr bir
dalga boyunda maksimum verdiginden saf metal katyonlarindan olusturulan
sentetik karisimlarin UV spektroskopisinde absorbans okumalari yapilmis ve
birbiri yaninda herhangi bir 6n ayirma islemine gerek olmaksizin metal
katyonu-kompleksleri incelenmistir. Son basamakta ise, dogal su

numunelerinde Fe3+, Al3* ve Cu?* - ECR komplekslerinin ¢6zeltileri incelenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Fe3+- ECR, Al3* - ECR ve Cu?* - ECR komplekslerinin olusumu i¢in en uygun
optimum sartlar belirlendikten sonra, kemometrik kalibrasyonlarin Fe3+- ECR,
A3+ - ECR ve Cu?* - ECR komplekslerinin analizi icin ti¢ farkli kemometrik
yontem gelistirildi. Bunlar PCA, PCR ve PLS kalibrasyon yo6ntemleridir.
Kemometrik yontemlerin uygulamasi i¢cin spektral kosullar optimizasyonu ve

optimal kalibrasyon setinin hazirlanmasi i¢in 6n ¢alismalar yapildi.

Saptanan spektral kosullarda kalibrasyon setinin ve numunelerin 400-600 nm
dalga boyu araliginda absorbsiyon spektrumlari alindi ve kemometrik
kalibrasyonlar 510-560 nm dalga boyu bolgesindeki biitiin absorbans
degerlerinin vektorel oOl¢timleri kullanilarak elde edildi. Kemometrik
algoritmalarla hesaplanan PCA, PCR ve PLS kalibrasyonlar1 yapay ve dogal su

numunesinin analizine uygulandi.

4.1. Komplekslerin Olusumu i¢in Optimum Sartlar

4.1.1. Ligand miktari

Calismada iki farkl ligand alizarin kirmizisi (AR) ve eriochrome siyanin R (ECR)
denenmis, bunlardan ECR ile daha dogru sonugclar elde edildiginden ¢alismalara
ECR ile devam edilmistir. Fe3*- ECR, Al3*- ECR ve Cu?* - ECR komplekslerinin
olusumu icin en uygun ligand miktarinin bulunmasi icin Boélim 3.5.1'de
anlatildig1 sekilde calisilarak Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3'de goriilen sonuclara ulasildi.
Sekillerden de goriildiigii tizere 12 kat ligand fazlasinda en ytliksek absorbans
elde edilmektedir. Bu sonuglara gore komplekslerin olusumunda en uygun

ligand miktar1 12 kat olarak secildi.
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Sekil 4.1. Fe3*-ECR kompleksinin olusumuna ligand miktarinin etkisi
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Sekil 4.2. AI3+-ECR kompleksinin olusumuna ligand miktarinin etkisi

1.8
1.6
1.4
1.2

Absorbans

0.8
0.6
0.4
0.2

L/M

Sekil 4.3. Cu?*-ECR kompleksinin olusumuna ligand miktarinin etkisi
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4.1.2. Optimum pH

Fe3* , Al3* ve Cu?* metal katyonlarinin ECR komplekslerinin olusumuna pH'in
etkisini incelemek amaciyla, her bir metal kompleksine pH 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 ve
8,0 olacak sekilde spektrumlar1 alindi. Alinan spektrumlardan elde edilen
degerler grafige gecirilerek Sekil 4.4 , 4.5 ve 4.6'da goriilen sekiller elde edildi.
Sekiller incelendiginde kompleks olusumunun pH=4' de en ylksek degere
ulastig1 saptandi. Bu sebeple calismanin biitliin asamalarinda pH=4 tamponu ile

calisildi.
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Sekil 4.4. Fe3+-ECR kompleksinin olusumuna pH'nin etkisi
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Sekil 4.5. AI3+-ECR kompleksinin olusumuna pH'nin etkisi
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Sekil 4.6. Cu?*-ECR kompleksinin olusumuna pH'nin etkisi

4.1.3. Bekletme siiresi

10 ppm’lik Al(III) ¢6zeltisinin 0,2 mL’sine 7,4.10-* M ECR ¢o6zeltisinden 1,2 mL
ve 10 ppm’lik Fe(IIl) ¢6zeltisinin 0,5 mL' sine 8,9.10-# M ECR ¢o6zeltisinden 1,2
mL ve 10 ppm'lik Cu(II) ¢6zeltisinin 0,8 mL sine 1,2 mL eklenip hacimleri pH=4
asetat tamponu ile 10 mL’'ye tamamlandi.. Oda sicakliginda 5’er dakika
araliklarla absorbanslar1 6lciilmiis, yapilan o6lciimler neticesinde bekletme
suresinin fazla bir etkisi olmadig), siire ilerledikce metal-ligand kompleksinin
verdigi absorbanslarda diisme goézlendigi saptandi. Bu sebeple metal-ligand
etkilesimini deney hazirlanir hazirlanmaz spektrofotometrede okunmasina

karar verildi ve bir sonraki asamaya gecildi.

4.1.4. Yabanci iyon etKisi

Calisilacak olan su numunelerinde eser miktarda da olsa bulunma olasilig1 olan

mangan, krom, stronsiyum, kadmiyum, kursun, kalsiyum, magnezyum ve
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baryum iyonlar1 ile ECR ligandinin optimum kosullar altinda absorbans

olusumuna etki edebilecek herhangi bir girisim yapmadig1 saptandu.

4.1.5. Metal derisimi - absorbans iliskisi

Once her bir metalin saf halde 100 ppm standart ¢ozeltileri hazirlandi. Daha
sonra 0,1-1,25 ppm arasinda saf maddeler stoklardan alinarak iizerlerine
optimum kosullar saglanacak sekilde ECR ligand1 eklendi ve tampon ¢ozeltiyle
ortam pH' 4 yapildi. Son hacmin 10 ml’ye tamamlanmasindan sonra hazirlanan
¢Ozeltilerin spektrumlar1 alindi. Bu islem sonrasi absorbanslar o6lgiilerek
kaydedildi. Cizelge 4.1'de gosterildigi her bir kompleksin maksimum absorbans
yaptig1 dalga boyu, molar absorpsiyon katsayisi, kalibrasyon denklemi ve
korelasyon Kkatsayis1 hesaplandi. Tablodaki korelasyon katsayilarindan da
gorildigl tlizere olusan komplekslerin derisimleri ile 6lciillen absorbanslar

arasinda yeterli bir dogruluk vardir.

Cizelge 4.1. Calisilan metal komplekslerinin spektroskopik 6zellikleri

Metal Maksimum Molar Abs. Kalibrasyon Korelasyon
Kompleksi  Absorbans Katsayisi denklemi katsayisi
Fe3+-ECR 526,8 nm 1,25.104 y=0,21025x+0,137 0,9791
Al3+-ECR 532,6 nm 3,75.104 y=1,0243x+2,2754 0,9863
Cu2+-ECR 519 nm 7,6.104 y=0,426x+1,862 0,9975

Her bir olusan kompleksin 6nce tek tek spektrumlar1 alindi. Bu spektrumlar
alinirken derisim araliklar1 Fe3+-ECR kompleksleri i¢in 0,25- 1,25 ppm, Al3*-
ECR kompleksleri i¢in 0,1- 0,4 ppm ve Cu?* - ECR kompleksleri i¢in ise bu
degerler 0,4 - 1,2 ppm arasindadir. Bu derisim araliklar tayini yapilan her bir
kompleks icin lineer dogrusalligin oldugu boélgelerdir. Bu g¢alisma sonucu elde

edilen grafikler Sekil 4.7, 4.8 ve 4.9'da gosterildi.
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Sekil 4.7. Fe3+-ECR komplekslerinin absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 4.8. AI3+-ECR komplekslerinin absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 4.9. Cu?*-ECR komplekslerinin absorpsiyon spektrumlari

Fe3+-ECR, AI3*-ECR ve Cu?* -ECR kompleksleri Cizelge 4.1’de de goriildiigu tizere
ayr1 dalga boylarinda maksimum absorbans vermektedirler. Bu o6zellikten
yararlanilarak bir sonraki asamada bu iki kompleksin sentetik karisimlari
hazirlanmis ve bunlar birbiri yaninda herhangi bir 6n ayirma islemi
yapmaksizin tayin edilmislerdir. Fe3*-ECR, AI3+-ECR ve Cu?* - ECR kompleksleri

surekli spektrum gostermekte ve tst liste ortiisen spektrumlar gézlenmektedir.

Kemometrik kalibrasyonlarin Fe3+-ECR, AI3+*-ECR ve Cu?+* - ECR
komplekslerinin analizine uygulamasinda ¢ farkli kemometrik yOontem
gelistirildi. Bunlar PCA, PCR ve PLS kalibrasyon yontemleridir. Kemometrik
yontemlerin uygulamasi icin spektral kosullar optimizasyonu ve optimal

kalibrasyon setinin hazirlanmasi i¢cin 6n ¢alismalar yapildi.

Saptanan spektral kosullarda kalibrasyon setinin ve numunelerin 400-600 nm
dalga boyu araliginda absorbsiyon spektrumlari alindi ve kemometrik
kalibrasyonlar 510-560 nm dalga boyu bolgesindeki absorbans degerlerinin 5,0

nanometrelik vektorel oOlclimleri kullanilarak elde edildi. Kemometrik
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algoritmalarla hesaplanan PCA, PCR ve PLS kalibrasyonlar1 yapay ve dogal su

numunesinin analizine uygulandi.

4.2. Kalibrasyon Setinin Hazirlanmasi

Kemometrik kalibrasyonlar i¢in hidroklorik asit icerisinde Fe3+-ECR i¢in 0,50-
1,25 pg/mL, AI3+-ECR igin 0,10-0,50 pg/mL ve Cu2+ - ECR ig¢in ise 0,40 - 1,20
pug/mL derisim araliginda her iki bilesigi iceren 15 degisik kompozisyonda
simetrik bir kalibrasyon seti hazirlandi. Cizelge 4.2. de hazirlanan kalibrasyon

seti sunulmaktadir.

Cizelge 4.2. Fe3+, Al3* ve Cu2* analizi icin kalibrasyon seti

Kalibrasyon Seti

No Fe3+ Al3+ Cu?+
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Kalibrasyonlar icin rastgele kalibrasyon seti yerine simetrik kalibrasyon seti
tercih edilmistir. Bunun sebebi analiz esnasinda meydana gelebilecek

kalibrasyon hatalarini minimize etmektir.

4.3. Spektral Kosullarin Optimizasyonu

Spektrofotometrik calismalarda Fe3+-ECR, AI3*-ECR ve Cu2+-ECR i¢in 1,103 M
HCl ¢oziiciisiiniin uygun ¢6ziicii oldugu saptandi. 1.10-3 M HCI igerisinde Fe3+-
ECR, AI3+-ECR ve Cu?*-ECR kompleksleri ile buna karsilik gelen karisiminin
400-600 nm dalga boyu araliginda spektrumlari alindi (Sekil 4.4.). Sekil 4.4. den
de gorildigi gibi her ti¢ bilesik ayni dalga boyu araliginda girisim yapmaktadir.
Bu nedenle klasik spektroskopik yaklasimlarla her iki bilesigin ayn1 anda miktar

tayinleri mimkiin degildir.
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Sekil 4.10. Fe3* (0,5 pg/mL), A3+ (0,1 pg/mL) ve Cu?* (0,6 ug/mL) ile ti¢
bilesige karsilik gelen karisimin absorpsiyon spektrumlari (1.10-3
M HCl igerisinde).
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4.3.1. Temel bilesen analizi (PCA)

Sentetik ¢ozeltilerde hesap yaparken programin kendi icinde ilk yaptig1 islem
temel bilesen analizi yapmaktir. Temel bilesen analizi uygulanmasinin amacglarsi,
bir orijinal degiskeni temsil eden n sayida orijinal aks1 (dogruyu) yeni akslar
haline dontistiirmektir. Bu doniisiim isleminde yeni akslar, verilerin maksimum
varyans yonelimleri boyunca uzanir ve yeni akslarin 06zelligi, ortogonal
olmalaridir ve bu yeni degiskenler arasinda korelasyon yoktur. Numune
verilerinin varyansinin ¢ogunu ag¢iklamak i¢in ihtiya¢ olan yeni degiskenlerin
sayist (p), n sayidaki orijinal akslardan daha azdir. Temel bilesen analizi, ¢ok
degiskenli verilerin boyutunu indirgemek veya verileri azaltmak i¢in bir yontem
olarak kabul edilir. Ayn1 zamanda degiskenlerin dogrusal bilesenlerini ortaya

cikarir.

Bu isleme bakildiginda programa ytkledigimiz verilerden birinci temel aks ve
ikinci temel aks iizerinden dogrusal bilesenler bulunmustur. Islemlerin
dogrulugu olciisiinde dogrusal bilesenler elde edilmistir. Bu grafik varyans-
kovaryans matrisinin elemanlarinin orijinin merkezine olan biiytik aks birinci
temel bileseni (C1) ve bu bilesene 45 2C lik a¢ ile ikinci temel bilesen (C2)
uzanmaktadir. Bir kare matris icin, varyans-kovaryans matrisinin elemanlar
koordinat sisteminin orijini boyunca uzanir. Biiylik aksin egimi, birinci temel
bilesen ile birlestirilmis 6zvektér (eigenvector)diir. Ozdegerlerin simetrik bir
veri matrisinden ¢ikarilmasi kismi en kiiglik kareler yontemi ve temel bilesen
analizi icin 6nemlidir. 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... ) 1s1k tutmaktadir.
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Sekil 4.11. Kemometrik verilerden elde edilen 6zdegerlerin grafigi

Sekil 4.11. de belirgin bir sekilde gorildigi gibi 6zdegerler 1. degerden 2.
degere dogru diismiistiir. ilk iki faktor, toplam varyansin % 99’undan daha fazla

glvenilirdir.

4.3.2. Temel bilesen regresyonu yontemi (PCR)

PCR yontemi kalibrasyon seti i¢in 6l¢iilen absorbans matrisinin pargalanmasiyla
elde edilen temel bilesen regresyonuna dayali bir yontemdir. Yontemin

algoritmasi Bolim 1.4.1.2. de ayrintili olarak verilmistir.

PCR kalibrasyon i¢in hazirlanan kalibrasyon setinin 510 - 560 nm dalga boyu
araliginda AA= 5,0 nm araliklarla absorbans degerleri okundu. B6liim 1.4.1.2. de
aciklanan PCR algoritmasina gore kalibrasyon setinin absorbans ve derisim

degerlerinin varyans-kovaryans matriksleri hesaplandi. Kalibrasyon seti icin
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absorbanslarin varyans-kovaryans matriksinin dekompozisyon islemine tabi
tutulmasindan sonra derisimleri arasindaki matematiksel iliskiye dayali PCR
kalibrasyonu kuruldu. Kompleksleri igceren karisimlarin yukarida belirtilen
dalga boylarindaki absorbans degerleri okunarak PCR kalibrasyonunda bu
kompleks maddelerin miktar tayinleri gerceklestirildi. PCR kalibrasyonu i¢in
Minitab 16 programinda ilk olarak PCA degerleri hesaplanarak asagidaki cikti
elde edildi.

Korelasyon Matrisinin Ozdegerleri

Ozdeger 8,8397 1,9561 0,1703 0,0199 0,0106 0,0022 0,0008 0,0003
Oran 0,804 0,178 0,015 0,002 0,001 0,000 0,000 0,000
Toplam 0,804 0,981 0,997 0,999 1,000 1,000 1,000 1,000
Ozdeger 0,0001 0,0000 0,0000

Oran 0,000 0,000 0,000

Toplam 1,000 1,000 1,000

Degisken PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC8 PC9

C4 0,175 -0,605 -0,206 -0,520 -0,015 0,076 0,058 0,292 0,121

C5 0,251 -0,465 -0,255 0,413 -0,609 0,007 -0,095 -0,140 -0,018

cé 0,299 -0,317 -0,127 0,481 0,743 0,022 0,009 -0,045 -0,083

c7 0,326 -0,151 0,252 -0,397 0,086 -0,591 0,131 -0,350 =-0,233

c8 0,332 -0,024 0,338 -0,259 0,070 0,725 -0,203 -0,168 0,049

c9 0,329 0,077 0,410 0,150 -0,085 -0,290 ~-0,652 0,323 0,133

Cc10 0,331 0,111 0,232 0,157 -0,073 -0,051 0,579 0,078 0,663

Cl1 0,326 0,172 0,099 0,082 -0,141 0,123 0,363 0,518 -0,639

Ccl2 0,317 0,236 -0,093 0,042 -0,151 0,103 0,025 -0,588 -0,170

C13 0,305 0,286 -0,335 -0,080 -0,003 -0,037 -0,046 0,054 0,099

Cl4 0,287 0,329 -0,588 -0,200 0,100 -0,068 -0,185 0,126 0,129
Degisken PC10 PC1l1

C4 -0,315 0,285

C5 0,216 -0,198

cé -0,014 0,029

c7 0,244 -0,199

c8 0,247 -0,208

Cc9 -0,203 0,124

Cc10 -0,079 -0,070

Cl1 -0,049 -0,042
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C12 -0,567 0,321
C13 0,581 0,594

Cl4 -0,156 -0,563

Bu cizelge ilk tUg esas bilesenin absorbansdaki degismenin %99,99 kadarindan
sorumlu oldugunu gostermektedir. Bu nedenle regresyon islemi bu ii¢ bilesen
esas alinarak yapilabilir. Ancak yaptigimiz bu ¢alismada diger bilesenleri de isin
icine katarak bir regresyon esitligi tlretilmis ve tiiretilen regresyon esitlikleri

asagida verilmigtir.

C = 14,5737 - 81,4995 C4 + 49,1675 C5 - 10,2984 C6 + 27,7378 C7 + 29,6097 C8 -11,1126 C9 + 19,3873 C10 +

Fe3+

4,0016 C11 - 26,1718 C12 - 84,0839 C13 + 72,5721 C14

C = -7,97389 + 35,5191 C4 - 19,8868 C5 + 4,04633 C6 - 17,075 C7 - 11,8299 C8 + 8,11323 C9 - 4,66215 C10 -

Al3+

0,279601 C11 + 13,4033 C12 + 8,46699 C13 - 8,15174 C14

CCu2+ = 64,1456 - 266,698 C4 + 143,806 C5 - 1,1393 C6 + 130,174 C7 + 84,6884 C8 - 67,3875 C9 - 20,0663 C10 -

17,4795 C11 - 105,86 C12 + 76,7468 C13 - 5,15572 C14

4.3.2.1. Kalibrasyon yonteminin validasyonu

PCR yontemini valide etmek i¢in Fe3+-ECR i¢in 0,25-1,25 pg/mL, AI3+-ECR igin
0,10-0,50 pg/mL ve Cu?* -ECR igin ise 0,40-1,20 pg/mL c¢alisma aralig1 iginde
olacak sekilde farkli derisimlerde 15 adet yapay karisim c¢ozeltisinden ibaret
olan bir set hazirlandi. Hazirlanan bu validasyon seti (Cizelge 4.1.) kullanilarak
kurulan PCR kalibrasyonun kesinlik ve dogrulugu test edildi. Geri kazanim (GK)
degerleri; Fe3+-ECR ve icin % 135,10; AI3+-ECR i¢in % 99,68 ve Cu?* -ECR icin ise
% 101,52 olarak bulundu. Standart sapma degerleri Fe3+-ECR i¢in 13,60; Al3*-
ECR i¢in 8,38 ve Cu?* -ECR icin ise 14,74 olarak hesaplandi. PCR kalibrasyon
yonteminin sentetik karisimlara uygulanmasi ile elde edilen sonuglar Cizelge

4.2. de gosterildi.
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Cizelge 4.3. Fe3*-ECR, AI3*-ECR ve Cu2+-ECR sentetik karisimlarina PCR

validasyon yonteminin uygulanmasi ve elde edilen geri kazanim

degerleri

Karisim (pg/mlL) Bulunan (pg/mL) Geri kazanim (%)

Fe+3 Al3+ Cu2+ Fe3+ Al3+ Cu2+ Fe3+ A13+ Cu2+
0,50 0,10 060 067 008 068 134,69 8197 114,56
0,50 020 060 068 020 053 137,91 10495 89,86
0,50 030 060 068 032 048 137,17 10859 90,95
0,50 040 060 068 041 054 136,80 102,84 129,89
0,50 050 060 066 046 0,77 133,47 92,49 124,82
0,50 020 040 066 018 049 133,72 90,84 113,57
0,50 020 060 067 018 068 13485 9150 91,21
0,50 020 08 068 021 072 137,34 10692 99,10
0,50 020 1,00 067 020 099 13494 102,60 89,65
0,50 020 1,20 069 022 1,07 13880 111,59 85,38
0,25 020 060 044 021 051 176,21 108,02 113,57
0,50 020 060 067 018 068 13485 91,50 102,70
0,75 020 060 093 019 061 124,02 9796 101,39
1,00 020 060 1,16 020 060 116,35 103,53 95,59
1,25 020 060 1,44 019 057 11540 99,86 80,58
Ortalama 135,10 99,68 101,52
SDa 13,60 8,38 14,74

a: Standart Sapma
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4.3.2.2. PCR yontemi icin ANOVA testi

PCR kalibrasyon yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek amaciyla elde
edilen sonuclara ANOVA testi uygulanmistir. Gruplar arasi serbestlik
derecesi=1, grup ici serbestlik derecesi=28, % 95 giliven aralifinda F-tablo
degeri 4,19 olmasina karsilik demir i¢in hesaplanan F-test degeri 4,08 ve p-
degeri 0,05; aliiminyum icin hesaplanan F-test degeri 1,08.10-7 ve p-degeri 0,99
ve bakir icin ise F-test degeri 1,79.10-> ve p-degeri de 0,99 olarak bulunmustur.

ANOVA testinde F-hesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05 oldugu i¢in % 95 giiven
araliginda elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadig1 bulunmustur.
Varyans analizinde iki serbestlik derecesi kullanilir. Gruplar arasi serbestlik
derecesi=1 Grup ici serbestlik derecesi=36. F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri>
p=0,05 oldugu icin bu kalibrasyon modeli ticari numunenin incelenmesinde

kullanilabilir olduguna karar verilmistir.

4.3.2.3. PCR yonteminde istatistiksel analiz

4.3.2.3.1. Kalibrasyonun standart hatasi

Fe3*-ECR, AI3*-ECR ve Cu2*-ECR igeren karisimlarda bu maddelerin miktar
tayini icin PCR kalibrasyonun kurulmasinda c¢apraz validasyon isleminde
tahmin edilen hatalarin karelerinin toplaminin (Predicted Resudiual Error Some
of Squares— PRESS) minimal degerleri elde edilmistir. Kurulan PCR
kalibrasyonunda PRESS degeri Fe3+-ECR, AI3*-ECR ve Cu?*-ECR i¢in sirasiyla
0,4872; 0,0046 ve 0,1123 olarak hesaplanmistir. PRESS degerinin sifira yakin
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olmas1 dogruluk derecesini arttirmaktadir. Elde edilen PRESS degerleri

yeterince kiigtiktiir.

Kalibrasyonun standart hatasi (Standard error of calibration —SEC), gercek ve
tahmin edilen derisimler arasindaki iliskiye dayali olarak hesaplandi ve Fe3+-
ECR, AI+ECR ve Cu2+-ECR icin sirasiyla 0,1802 ; 0,0175 ve 0,0865 olarak
bulundu. Gergek ve tahmin edilen derisim i¢in lineer regresyon analiz sonuclari
Fe3+-ECR, AI3*-ECR ve Cu?*-ECR icin sirasiyla Sekil 4.12; 4.13 ve 4.14'de

verilmistir.

16

y=0.9984x+ 0.1809
R?=0.9984
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Sekil 4.12. PCR kalibrasyon basamaginda Fe3+-ECR i¢in gercek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar.
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Sekil 4.13. PCR kalibrasyon basamaginda Al3+-ECR i¢in ger¢ek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuclar.
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Sekil 4.14. PCR kalibrasyon basamaginda Cu?+-ECR i¢in gercek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar.
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4.3.3. Kismi en kiiciik kareler yontemi (PLS)

Bolim 1.4.1.3'de ayrintili olarak algoritmasi verilen kismi en kii¢iik kareler
yonteminde Cizelge 4.2'ye gore hazirlanan kalibrasyon seti kullanilmistir.
Olgiimler 400-600 nm arasinda yapilmistir. Daha sonra aralik kalibrasyon seti
icin ve kullanilacak olan istatistik programi dogrultusunda dalga boyu araligi
510 - 560 nm olarak daraltilmistir. Her 5 nm de bir olmak lizere bu noktalara
karsilik gelen 11 noktada absorbans okunmustur. Kullanilan istatistik program
ile kalibrasyon setinin absorbans ve derisim degerlerinin varyans-kovaryans
matriksleri hesaplanmistir. Derisimler arasindaki matematiksel iliskiye dayali
PLS kalibrasyonu kurulmustur. Dogal su numunesindeki kompleksleri iceren su
numuneleri de yukarida belirtilen dalga boylarindaki absorbans degerleri
okunarak PLS kalibrasyonunda bu maddelerinin miktar tayinleri

gerceklestirilmistir.

4.3.3.1. Kalibrasyon yonteminin validasyonu

PLS yontemini valide etmek icin Fe3+-ECR i¢in 0,25-1,25 pg/mL, Al3*-ECR i¢in
0,10 - 0,50 pg/mL ve Cu?*-ECR ig¢in ise 0,40-1,20 pg/mL ¢alisma aralig1 igcinde
olacak sekilde farkli derisimlerde 15 adet yapay karisim c¢ozeltisinden ibaret
olan bir set hazirlandi. Hazirlanan bu validasyon seti (¢izelge 4.2.) kullanilarak
kurulan PLS kalibrasyonun kesinlik ve dogrulugu test edildi. Geri kazanim (GK)
degerleri; Fe3+-ECR i¢in % 100,23; Al3*-ECR i¢in % 100,44 ve Cu2+-ECR igin ise
% 101,48 olarak bulundu. Standart sapma degerleri Fe3+-ECR icin 2,53; Al3*-ECR
icin 9,21 ve Cu?+-ECR icin ise 14,77olarak hesaplandi. PLS kalibrasyon
yonteminin sentetik karisimlara uygulanmasi ile elde edilen sonuglar Cizelge

4.4. de gosterildi.
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Cizelge 4.4. Fe3+-ECR, Al3*- ECR ve Cu?* - ECR sentetik karisimlarina PLS

kalibrasyon yonteminin uygulanmasi ve elde edilen geri kazanim

degerleri

Karisim (pg/mlL) Bulunan (pg/mL) Geri kazanim (%)

Fe+3 Al3+ Cu2+ Fe3+ Al3+ Cu2+ Fe3+ A13+ Cu2+
0,50 0,10 060 048 0,10 0,69 97,80 104,44 116,35
0,50 020 060 050 023 055 10081 11883 92,08
0,50 030 060 050 033 048 100,71 112,42 81,48
0,50 040 060 050 042 055 100,23 106,42 92,07
0,50 050 060 049 044 0,76 98,26 88,57 128,24
0,50 020 040 048 0,18 049 97,72 90,84 124,75
0,50 020 060 049 0,18 0,68 98,58 94,97 114,09
0,50 020 08 050 020 072 101,52 104,60 90,89
0,50 020 1,00 049 0,20 099 98,83 104,03 99,21
0,50 020 1,20 051 0,21 1,07 10295 109,73 8947
0,25 020 060 026 017 049 107,52 87,18 81,93
0,50 020 060 049 0,18 0,68 98,58 94,97 114,09
0,75 020 o060 075 018 061 100,31 92,50 101,76
1,00 020 060 098 0,19 0,60 98,54 98,63 100,54
1,25 020 060 1,26 019 057 101,05 9852 9532
Ortalama 100,23 100,44 101,48
SDa 2,53 9,21 14,77

a: Standart Sapma
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4.3.3.2. PLS yontemi icin ANOVA testi

PLS kalibrasyon yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek amaciyla elde
edilen sonuclara ANOVA testi uygulanmistir. Gruplar arasi serbestlik
derecesi=1, grup ici serbestlik derecesi=28 % 95 giiven araliginda F-tablo
degeri 4,19 olmasina karsilik Fe3+-ECR i¢in hesaplanan F-test degeri 3,71.10-> ve
p-degeri 0,99, AI3+-ECR icin hesaplanan F-test degeri 0,11 ve p-degeri 1,00 ve
Cu2+-ECR i¢in hesaplanan F-test degeri 1,3.10-14 ve p-degeri 0,98 olarak

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 olmadig1 bulunmustur.
Varyans analizinde iki serbestlik derecesi kullanilir. Gruplar arasi serbestlik
derecesi=1 Grup ici serbestlik derecesi=28. 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. PLS yonteminde istatistiksel analiz

4.3.3.3.1. Kalibrasyonun standart hatasi

Fe3+-ECR, Al3*-ECR ve Cu?*-ECR iceren karisimlarda bu maddelerin miktar tayini
icin PLS kalibrasyonun kurulmasinda ¢apraz validasyon isleminde tahmin
edilen hatalarin karelerinin toplaminin (Predicted Resudiual Error Some of
Squares— PRESS) minimal degerleri elde edilmistir. Kurulan PLS
kalibrasyonunda PRESS degeri Fe3*-ECR , AlI3*-ECR ve Cu?*-ECR i¢in sirasiyla
0,0015; 0,0087 ve 0,1133 olarak hesaplanmistir. PRESS degerinin sifira yakin
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olmasi dogruluk derecesini arttirmaktadir. Elde edilen PRESS degerleri

yeterince kiigtiktiir.

Kalibrasyonun standart hatasi (Standard error of calibration —SEC), gercek ve
tahmin edilen derisimler arasindaki iliskiye dayali olarak hesaplandi ve Fe3+-
ECR, AI3*-ECR ve Cu?*- ECR igin sirasiyla 0,0100; 0,0241 ve 0,0869 olarak
bulundu. Gergek ve tahmin edilen derisim i¢in lineer regresyon analiz sonuclari
Fe3+-ECR i¢in Sekil 4.15’de, AI3+-ECR i¢in Sekil 4.16’da ve Cu?*-ECR i¢in ise Sekil
4.17'de verilmistir.

1.4
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Sekil 4.15. PLS kalibrasyon basamaginda Fe3+-ECR icin gercek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar.
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Sekil 4.16. PLS kalibrasyon basamaginda Al3+-ECR i¢in ger¢ek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar.
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Sekil 4.17. PLS kalibrasyon basamaginda Cu?*-ECR i¢in ger¢ek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuclar.
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4.3.4. PLS ve PCR Validasyon Yonteminin Dogal Su Numunesine

Uygulanmasi

Elde edilen veriler 1s18inda gelistirilen yontemi dogal sularda Fe3+, AI** ve Cu?+
'In UV spektrofotometrik olarak tayini i¢in 0Oncelikle Siileyman Demirel

Universitesi cesme suyundan alinmustir.

Ornek suyun, deneyin sonucunu etkilememesi adina dogal su numunesi iki defa
filtreden gecirilmis, daha sonra kompleks olusumunda elde edilen optimum
sartlar altinda UV spektrofotometrede okunmustur. Elde edilen grafik Sekil

4.18 de gosterilmistir.
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0.5

400 450 500 550 600
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Sekil 4.18. Dogal su numunesinin absorpsiyon spektrumu (1.107> M HCI
icerisinde).

Optimizasyon ve yontem gelistirmenin dogrulanmis sonuglarini dogal su
numunesinde uygulanmistir. Uygulama sonucunda geri kazanim degerleri

Cizelge 4.5.'de gosterilmistir. Elde edilen sonuglar alti1 deneyin ortalamasidir.
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Cizelge 4.5. Dogal su numunesine PLS ve PCR validasyon yonteminin

uygulanmasi ve elde edilen geri kazanim degerleri

PLS PCR
X Fes.gcr. 00174 0,0132
X Ap+-ECR. 00050 0,0042
X Cuz+-ECR. 00064 0,0056

Diinya Saghk Orgiitii (WHO) ve Tiirk standartlarina gére literatiirden elde

edilen degerler Cizelge 4.6'da verilmistir. Elde edilen deney sonuclarinin da

cizelgedeki sinirlar icinde oldugu goriilmektedir. (Turkish Standard, 1997. Sular
- icme ve kullanma sulari, TS 266 : 32, Ankara.) WHO, 1993. Guidelines for

driking - water quality, recommendations. World Health Organization, 2nd ed.,

1, 188, Genova.

Cizelge 4.6. Diinya Saghk Orgiitii ve TS 266 degerleri

WHO TS 266
Fe 0,50 0,20
Al 0,10 0,20
Cu 2,00 3,00

Sonu¢ olarak kemometrik yéntemlerin Fe3*, Al** ve Cu2* karisimlarinin

analizinde uygun oldugu ve bu yontemlerin tekrarlanabilirliginin yiiksek olup

duyarli ve dogru sonuglar verdigi gézlemlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada, Al3*, Fe3* ve Cu?*' 1n cesitli ligandlarla en uygun kompleksleri
olusturulmus ve optimum sartlar belirlenmis ve daha sonra spektrofotometrik

yontemle bir arada analizi yapilmistir.

Optimum sartlar olusturulurken cesitli parametreler goz o6niine alinmistir.
Bunlardan ligand miktari ¢alismada 1,2; optimum pH 4 olarak tespit edilmistir.
Olusan metal - ligand kompleksinin bekletme siiresine etkisi olmadigi
saptanmistir. Metal derisimi-absorbans iliskisinin saptandigi denemelerde Al3+
icin 0,9863, Fe3+* icin 0,9791 ve Cu?* icin ise 0,9975 R? degerlerine ulasilmistir.
Bu sonuclar bize metal-absorbans iliskisinin en yiiksek degerlerde oldugunu
gostermektedir. Calismada ayrica kadmiyum, kursun ve mangan iyonlarinin

calistigimiz her li¢ metalin absorpsiyonuna etki etmedigi anlasilmistir.

Optimum sartlar saglandiktan sonra c¢alistigimiz metallerin her birinin saf
haldeki spektrumlari alinmis ve ayni dalga boylarinda absorbans vermelerinden
yararlanarak bu metallerin sentetik karisimlar1 hazirlanmistir. Sekil 4' den de
gorildigi gibi her ti¢ metal ayni1 dalga boyu araliginda girisim yapmaktadir bu
durumda her li¢ metalin klasik spektroskopik yaklasimlarla ayni anda miktar
tayinlerinin miimkiin olmadigr goriilmiistiir. Bu gibi hallerde kemometri bize
yardimci oldugundan bu metallerin bir arada tayinleri icin PCR ve PLS
kemometrik yontemleri gelistirilmistir. Hazirlanan validasyon seti (Cizelge 4.2)
kullanilarak kurulan PCR ve PLS kalibrasyonun kesinlik ve dogrulugu test
edilmistir. PCR ile geri kazanim (GK) degerleri; Al3* icin % 99,68 ; Fe3* icin %
135,10 ve Cu?* icin % 101,52 olarak PLS ile ise Al3+* icin % 100,44 ; Fe3* icin %
100,23 ve Cu?+*i¢cin % 101,48 bulunmustur.
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PCR ve PLS kalibrasyon yonteminin dogruluk ve Kkesinligini dogrulamak
amaciyla elde edilen sonuglara ANOVA testi uygulanmistir. Gruplar arasi
serbestlik derecesi=1, grup ici serbestlik derecesi=28 % 95 giiven araliginda F-
tablo degeri 4,19 olmasina karsilik PCR i¢in, Al3* i¢cin hesaplanan F-test degeri
1,78.10-7 ve p-degeri 0,99, Fe3* icin hesaplanan F-test degeri 4,08 ve p-degeri
0,05 ve Cu?* icin ise hesaplanan F-test degeri 1,79.10-> ve p degeri 0,99 olarak
bulunmustur. PLS i¢in ise Al3* i¢in hesaplanan F-test degeri 0,11 ve p-degeri
1,00, Fe3+ icin hesaplanan F-test degeri 3,7.10-5 ve p-degeri 0,99 ve Cu?* icin ise
hesaplanan F-test degeri 1,30.10-1% ve p degeri 0,98 olarak bulunmustur.
ANOVA testinde F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05 oldugu i¢in % 95 giiven
araliginda elde edilen sonuglar arasinda anlaml bir fark olmadig1 bulunmustur.
Varyans analizinde iki serbestlik derecesi kullanilmistir. Gruplar arasi serbestlik
derecesi=1 Grup ici serbestlik derecesi=28. F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri>
p=0,05 oldugu icin bu kalibrasyon modellerinden PLS' in bu metallerin

karisimlarinin analizinde PCR' ye karsi tistlinliik kurdugunu bize gostermistir.

Al3+, Fe3* ve Cu?* iceren karisimlarda bu maddelerin miktar tayini igin PCR ve
PLS kalibrasyonun kurulmasinda capraz validasyon isleminde tahmin edilen
hatalarin karelerinin toplami (Predicted Resudiual Error Some of Squares—
PRESS) degerleri de hesaplanmistir. Kurulan PCR kalibrasyonunda PRESS
degeri Al3+, Fe3* ve Cu?* icin sirasiyla 0,0046 ; 0,4872 ve 0,1123 olarak ve PLS
icin ise PRESS degeri Al3*, Fe3* ve Cu?* icin sirasiyla 0,0087; 0,0015 ve 0,1133
olarak hesaplanmistir. PRESS degerinin sifira yakin olmasi dogruluk derecesini
arttirmaktadir. Elde edilen PRESS degerleri PLS' de yeterince kiiciiktiir ve bu da
PLS yonteminin bu ¢alismada PCR 'ye iustin oldugunu bize tekrar

gostermektedir.

Sonug olarak, gelistirilen kemometrik yontemlerden PLS yonteminin Al3+, Fe3+
ve Cu?* karisimlarinin analizinde uygun oldugu ve bu yo6ntemin
tekrarlanabilirliginin yiiksek olup duyarli ve dogru sonuglar verdigi

gozlemlenmistir.
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