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OZET

Yiiksek Lisans Tezi
CAY NUMUNESINDE BULUNAN METILKSANTIN TUREVLERININ UV
SPEKTROFOTOMERISI ILE SIMULTANE TAYINi

Hiilya PEKCAN

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Danisman: Do¢. Dr. Ahmet Hakan AKTAS

Bu tez calismasinda, kemometrik kalibrasyon yontemlerinden kismi en kiiciik kareler
yontemi (PLS) farkli ¢ay drneklerinde bulunan metilksantin tiirevleri olan kafein,
teofilin ve teobromin maddelerinin ayn1 anda miktar tayinlerine hi¢ bir ayirma
islemi kullanmaksizin basariyla uygulanmistir. Bu yontemler uygulanmadan 6nce
temel bilesen analizi (PCA) hesaplamalara uygulanmistir. UV-Goriintir Alan
Spektroskopisi ile elde edilen veriler kemometrik olarak degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: PLS, UV, kemometri, metilksantin tiirevleri

2011, 59 sayfa

111



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

SIMULTANEOUS DETERMINATION OF METHYLXANTHINES IN TEA
SAMPLE BY UV-VIS SPECTROPHOTOMETRY
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Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ahmet Hakan AKTAS

In this study, chemometric calibration method partial least squares method (PLS) in
different tea samples with the methylxanthine derivatives caffeine, theophylline and
theobromine determinations amount of materials at the same time without using any
separation process has been successfully applied. Before applying these methods,
principal component analysis (PCA) was applied in the calculations. The data
obtained from UV-Visible Spectroscopy and Chemometric evaluated.
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1. GIRIS

1.1. Cayin Tarihcesi

Cinliler cayr 5.000 yildan beri igcmektedirler. Efsanede baslangi¢ belirsizdir, en
bilinen olan1 Imparator Shen Nung ile alakali olanidir. Cay sans eseri bulusuna kadar

heniiz cay milattan 6nce 2737 yilia kadar bulamamaisgti.

Binlerce yillardir Cinliler cayr hem saglik, hem eglence amaciyla almaktadirlar.
Hickimse Camellia sinensis 'in parlak, diiz, yesil yapraklarini neyin ¢izdigini

bilemez, fakat popiiler bir efsane bilgilerdeki eksiklikleri tamamlamaktadir.

Bir giin Imparator Shen Nung kaynamus su igmekteyken, bardagin i¢ine agactan
birkag yaprak diistii. Merakli Imparator bunu tatmaya karar verir ve bu demlemenin

hem lezzetli hem canlandirici oldugunun farkina varir.

Bir Hindistan efsanesi de ¢aym bulunusunu Budist bir rahip olan Bodhidharmanin
buldugudur. Yedi yillik uykusuzluk diisiincesine son verildigi zaman rahip son
derece yorgundu. Umitsizlik i¢indeyken yakmindaki agagtan birka¢ yaprak ¢ignedi

ve birdenbire canlandi.

Hindistan, 19.yy Oncesine kadar herhangi bir cay i¢cmeyle alakali kayitlari
olmamasina ragmen Hindistan su an diinyanin en biiyiik cay lreticilerinden biridir.

Bodhidharma'nin yapragi cigneme tecriibesi su ana kadar cayi genel bir olay

yapamadai.

Diisiinceli Budist rahip, Bodhidharma hakkinda diger bir efsane, uyanik oldugunu
sOylemeyecek haldeyken yere diisen goz kapaklarini nasil firlattigini anlatmaktadir.
Cay bitkisi goz kapaklarimi diistiigii yerden kaldirdi. Bu yeni bitkinin yapraklar1

mucizevi bir sekilde onun yorgunlugunu iyilestirdi.

Cay Japonya'ya ¢ok tanidik degildir, bu nedenle bu efsane en azindan bir adada
birden varoluslarinin aciklamasmin yapilmasini1 saglamaktadir. Hakikat biraz daha
renksizdir; 9.yy. baslarinda gelecegi géren Dengyo Daishi adinda Japon bir rahip

Cin'den ¢ay tohumlarmi beraberinde geri getirdi.



Caymn agik kapta sansla yapim metodu Imparator Shen Nung'a aittir. Bugiin

kullandigimiz  demleme metodu ise 4,000 yil Once  gelistirilmistir.

Ming Dynasty (1368—-1644) zamaninda, Cinliler ¢ay yapraklarin1 kaynamis suya
batirmaya basladi. Birka¢ uyarlamayla, geleneksel Cin kapakli sarap ibrigi,

miikemmel bir ¢gaydanlik haline gelmistir.

Cay

3

‘Tea' ve diinya ¢apinda biitiin yazim ve telaffuzlari tek bir kaynaktan gelmektedir.
Tea ' Cin'in Amoy lehgesine gore ¢ay anlamindadir. Mandarin kelimesi olan ¢ay

anlamindaki ¢ cha ' birkag tliretmeyle diinya ¢apmda kullanilmaktadir.

Cay Avrupa'ya onyedinci ylizyilin baslarinda ulasmistir. Caymn hakkindaki abartilt
tibbi iddialara ragmen, Avrupalilar kahvenin tadini tercih ettiler. Sadece birka¢ soylu

hizipler arasinda ¢ay popiiler hale gelmistir.

Avrupa'va ulasma

17.yy. baslarinda Hollandali ve Portekiz tiiccarlar ilk kez Avrupa'ya Cin g¢aymi
tanitti. Portekizliler Cin'in kiy1 kesimi olan Macao'dan gemiyle, Hollandalilar da

Endonezya yolu ile Avrupa'ya ¢ay1 getirmistir.

Ipek ve baharat kargolar1 aralarinda gelen tuhaf demleme ani bir basar1 degildir.
Avrupalilar tadini tattilar, fakat kahvenin tadini tercih ettiler. Cayin ticaretini

yapmaya baslamadan dnce, kuskulu Ingiltere 1652 yilina kadar bekledi.

Ruslar eskiden beri caya diiskiindiir. Ruslarin ¢aylar1 Cin'den develerle kara

yolundan getirilmektedir.

Cay sevdast Rusya'da artmaya baslad1 ve deve siiriileriyle Asya'ya kadar uzadi.

18.yy. sonunda, 200-300 trenlerle binlerce deve Cin smirlarini gegcmeye basladi.

Sibirya'dan gecen demiryolu develerin hak edilmis emekli olmalarmi sagladi, fakat



develerin romantik yolculuk yasamlar1 Cin siyah cay harmam kadar popiiler ve

hassastir ve bunlar Rus Kervani olarak bilinmektedir.

Kralligin promosyonu

17.yy Avrupa'sinda, kralligin korumasindan daha fazla {irlin satilamazdi.
Ingiliz Kral Charles II'nin bir Portekiz prensesi olan ve ¢ay igme heveslisi Catherine
of Braganza ile evlenmesi ile 1662'de ¢ay i¢gme aligkanlig1 sansli molasini edinmistir.
Catherine cay1 sarayda hassas, yar1 seffaf Cin kase ve kavanozlari i¢inde almaya

basladi ve boylece saraylilarda buna uymaya bagladilar.

Cay zaten pahaliydi, fakat simdi ayn1 zamanda modaya da uygundu. Aniden ¢ay bir

stil ve 6zellik kazand1. Bilingli soylularin géziinde, ¢ay karst konulmaz bir seydi.

17.yy Avrupa'sinda ¢ay biiyiik potansiyeli ile pratik bir iirtindii. Bir¢cok su igmeye
uygun degildi. Bu nedenle, hastaliktan uzak durmak isteyenler i¢in se¢enek ilham
vermiyordu: bakterileri 6ldiirmek i¢in heyecan verici bir kap kaynamis su veya bira

yeteri kadar giigliiydii.

Britanya ve diger bir¢ok lilkede, ale tiirii bira genel kahvalt1 icece§i olmasma ragmen
cay da ona alternatif olarak gelmistir. Nihayet susamisligi sondiiren, canlandiran ve
dinglestiren ¢ay, lezzet doluydu ve bunlara ilaveten igmesi son derece giivenli bir

icecekti.

18.yy., zengin evlerde cay i¢me biiyilk merasimlerde bir firsatti. Degerli cay
yapraklar1 sik sik, sadece bir anahtar1 olan kilitli cay kutusunda saklanirdi. Haftada
bir veya iki defa evin hanimi aile ikramlarinda servis i¢in ya da 6nemli misafirleri

etkilemek amaciyla kutuyu agardi.

Merasimlere anlam katmasmnin yani swra c¢aym servis edildigi giizel porselenler
ailenin zenginligini vurgulardi. Kibar bir bayanin solgun cildini ve hassas kemik
yapisini sergilemek i¢in yarisaydam saf Cin porseleni bir firsatti. O zamanlarda bu

ikisi bir bayanin safliginin 6l¢iilmesine yorulmaktaydi (Matissek, 1997).



18.yy. ilk yarisinda sosyal hayat, kahve evlerinin ¢cok karmasik olmasindan dolay1
cay bahgelerine yol verdi. Cay bahgeleri bir cennet goriintiisii almaya bagladi:
agaclandirilmis bulvarlar, fenerli yiirliylisler, miizik, dans, havai fisekler ve giizel bir
yemek bir fincan c¢aya eslik etti. Cay bahgeleri sadece eglenceli degildi, sosyal bir
kaynasma sahasiydi. Bu egzotik peyzajlarin icinde, kraliyet ailesi ve halk birlikte

gezinebilirdi.

Cay tiiketimi 19.yy. baslarinda artmaya basladi. Moda ve diisiik fiyat, arz edenlerin
miisterileri tatmin etmekte zorlandiklar1 bir pazar olusturdu. Cinlilerin tekelini

kirabilmek i¢in, ¢ay ticareti boslugu doldurmak i¢in Hindistan'a yoneldi.
Hindistan

Cay tiiketiminin 19.yy. baglarinda artmasiyla, Dogu Hindistan Sirketi yeni kaynaklar
aramaya bagladi. Cinlilerin ¢ay yetistirmeyi tekele aldigindan beri, tek ¢oziim c¢ay1

baska bir yerde yetistirmekti.

Cin ¢ay1 tohumu ile ilk denemeler Kuzeydogu Hindistan'daki Assam'da yiiriitiildii.
Bu denemeler basarisizlikla sonuglandi, buna ragmen ayni1 tohumlar Kuzey

Hindistan'daki Darjeeling'de sonradan iyi bir sekilde yetisti.

Daha sonra 1820'de, bitkibilimciler Assam'da bazi tanimlanmamais yerli agaclar fark
ettiler. Yaprak oOrnekleri analiz i¢in Londra'ya gonderdiler. Ornekler hemen cay
olarak tanitildi — cay Hindistan'da ge¢miste bilinmeyen bir bitkiydi — bdylece

Hindistan ¢ay endiistrisi dogmus oldu.
Paketleme

1826'ya kadar ¢ay her zaman basibos bir sekilde satildi. Bu da ahlaksiz saticilar i¢in
cay! katki maddeleriyle satmasi i¢in bir davetiyeydi. 1826'da John Horniman on-
miihiirlenmis, kursun gomlekli ¢ay paketlerini gelistirdi fakat bakkallar tarafindan
hemen onay goérmedi. Onlar, karlarin1 ¢abucak arttirmay1 tercih ettiler. Horniman,
daha sonra baska bir yol denedi. Paketler iizerine tibbi mesajlar koydu ve cay1

eczacilara satt1. Eczacilar ve miisterileri ise onun bu yaklasimima olduk¢a uzaktilar.



Poset caylarin kazara ulastig1 soylendi. Thomas Sullivan adinda New York'lu bir cay
ithalat¢is1 ¢ay Orneklerini miisterilere kiigiik ipek posetlerde gonderdi. Miisteriler
acikca rahathigi sevdiler ¢iinkii yakin zaman sonra hepsi ¢aylarini posetler iginde

istediler.

5.000 yildan sonra, cay tiiketimi ve iiretimi artmaya devam etti. Diinya ¢apinda,

kabaca her yil ii¢ milyon ton ¢ay hasat ediliyor.

Su anda uluslararasi pazarlar1 iki faktor siirdiiriyor. Gelismekte olan tilkelerde, cay
icme Avrupalilarin ii¢ asir 6nceki almasiyla ayni1 nedenden 6tiirti benimsenmektedir:
glivenli igme suyundan zevk almanim yolu olmasindan 6tiirii. Gelismis iilkelerde,

susamislik i¢in ¢esitlilik ve yeni tatlar 6zel caylarin tiiketimini arttirmaktadir.

1.2. Teobromin ve Saghk Acisindan Etkisi

O CH

fod

[
I
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Sekil.1.1. Teobrominin kimyasal formiilii

Azot iceren organik bilesikler diinyada son derece yaygindir. Bunlarin arasinda
metilksantin tiirevleri olan kafein, teobromin ve teophillin vardwr. Bunlar ¢ok
yakindan alakali yapilardir ve farmakolojik Ozellikleri ¢ok benzerdir. Genellikle
alkaloidler olarak isimlendirilirler. Teobromin kakaoda bulunan baslica alkaloiddir

ve kakaonun tipik bitter tadina katki da bulundugu soylenir.

Icecek ve ¢ikolata iiriinleri arasindaki MAFF tarafindan yapilan metilksantine ait

arastirma cikolata iirtinleri hari¢ teobromin seviyesinin diisiik oldugunu gostermistir.



Toz haline getirilmis iceceklerde teobromin derisim 85 — 590 mg/I ve ortalama deger
olarak da 367 mg/l degerindedir. Cikolatal siit igeceklerinde teobromin derisimi 141
ila 371 mg/l arasindadir. Cikolata mousses'inda 386 ve 651 mg/kg teobromin
icerigine sahiptir. Cikolata pargalarinda teobromin seviyesi 1300 ila 4710 mg/kg
araligindadir. Yiiksek kakao icerigine sahip (%70 kakao) ¢ikolata pargalarinda
teobromin derisim 10370 mg/kg'dir.

Cikolata pargalarinda bulunan degisik seviyelerdeki teobrominin kakao
cekirdeklerinde bulunan degisik derigimleri yansittig1 disiiniilmektedir. Kakao
cekirdeklerindeki metilksantinlerin miktarlar1 ¢esitli etkili faktére baghdir: islem
prosediirleri, genetik 6zellik, cografi koken, hasat zamanindaki olgunluk derecesi ve

kakao cekirdeginin agirligi.

Metilksantinler insanlar tarafindan hizli bir sekilde absorblanir ve tiikketimden 6 ve 10
saat arasinda teobromin seviyesi yariya iner. Metilksantinler hafif uyaricidir fakat
teobromin merkezi sinir sistemi lizerinde neredeyse hi¢ etkisi yoktur. Biitiin
metilksantinler akcigerdeki bronglardaki diiz kaslarda rahatlatict bir etki
gostermektedir, fakat bir gida veya igecegin yaninda tiiketildikleri zaman bu etki fark
edilememektedir. Biitiin metilksantinler diiliretik etkiye sahiptir fakat bu etki sadece

bol miktarda su ile tiikketildiginde fark edilebilir.

Arastirmalar, ev hayvanlarin 6zellikle de kopeklerin teobromin duyarli oldugunu
gostermistir. KSpek zehirlenmelerinin birka¢ vakasi rapor edilmistir ve yenilen
cikolata miktar1 100g ile lkg arasinda degismektedir. Kopeklerin semptomlari
genellikle norolojikti (titreme ve cirpmma) fakat ishal gibi diger semptomlarda
meydana gelmistir. Metilksantinle alakali diyetisyenler ve toksikologlar tarafindan
yapilan son degerlendirmede metilksantin iceren bitkilerin saglik iizerine herhangi
bir hasar vermeden uzun siire tiiketildigini gdstermektedir. Bilimsel caligmalar
gostermistir ki asir1 derecede tiiketilmedigi slirece bu maddelerin tiiketilmesinde
herhangi bir sorun bulunmamaktadir. Kakao tiiketilmesinde her hangi bir sorun
bulunmamaktadir. Kakao triinlerindeki metilksantinin insan sagligi1 lizerine negatif
bir etkisi bulunmamaktadir ¢iinkii ¢ikolata ve kakao iceren islenmis diger gida

iirtinlerindeki miktarlar1 son derece diisiiktiir (Matissek, 1997).



1.3. Teofilin ve Saghk Acisindan Etkisi
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Sekil.1.2. Teofilinin kimyasal formiilii

Cay, kahve ve cikolata icinde bulunan dimetilksantin' dir. Kafeine benzer yapida
olmasmna ragmen ¢ok giicli bronkodilatatordiir. Teofilin, Astim tedavisinde
kullanilmaktadir. Yan etkileri: Uykusuzluk, sinirlilik, kardiyak uyaridir. Teofilin
cocuklarda tehlikeli konvulsiyonlara yol acabilir (Dokmeci, 1995).

1.4. Kafein ve Saghk Acisindan Etkisi
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Sekil.1.3. Kafeinin kimyasal formiilii

Siyah caym isleme asamalarindan biri olan soldurma aninda kafein miktar1 artar. O

nedenle kuru madde ilkesine gore siyah cayin kafein miktar1 kuru madde miktari



yesil ¢ay yapragmin kafein miktarindan daha yliksektir. Cay bitkisinde kafein
niikleik asitlerin pargalanmalar1 sonucu olusmakta ve bu parcalanma soldurma

asamasinda da siiriidiigii i¢in siyah cayin kafein kapsami artmaktadir.

Caym insanlarda yorgunluk giderici, canlilik verici etkisi, igerdigi kafein ile
yakindan ilgilidir. Bugiinkii bilgilerimize gore; bir bardak cayin kafein icerigi 6zdes
miktardaki kahvenin igeriginden yaklasik %50 daha azdir. Kurucay %1-5 oraninda

kafein igerir.

Normal sekilde yapilan demleme ile ¢ayda bulunan kafeinin yaklasik %80'1 deme
gecer. Buna gore 5-6 bardak cay icen kimse ortalama 300 mg kafein aliyor demektir.
Bu miktar ingiliz Eczacilik Kodeksi'nce kabul edilen (650 mg saf kafein) giinliik
dozun yarisindan azdir. Ancak kafeinin 6zel fizikokimyasal durumu nedeniyle cay
icildigi zaman viicudun kafeine karsi direnci daha fazla olmakta, tolerans smiri
yiikselmektedir. Kafein ve kafeinden olusan metabolik maddeler de viicutta

birikmeyip ifrazat yoluyla metil iirik asit seklinde atilirlar.

Kafein beyindeki kilcal damarlarin 6nemli derecede genislemesine neden olur, bu
kan hareketinin hizlanmasina, insanlarin canlilik kazanmasina ve yorgunluklarinin
azalmasini saglar. Mide salgilarini cogaltir. Kafeinin olumsuz etkilerinin c¢ayda
olumlu etkilere doniismesi konusu gergekten ilgingtir. Cay igersinde bulunan ve
thearubigin adi1 verilen bilesikler kafein ile tepkimeye girerek mide {izerindeki

olumsuz etkilerini dnlemektedir.
Golge kosullarinda yetisen cay bitkisinde kafein kapsami artmaktadir.

Cay atiklarindan kafein tiretilmesi giiniimiizde de iizerinde durulan ve tartisilan bir
konudur. Cay atiklarinda bulunan kafein miktarlar1 yaklasik %1-3 arasinda
degismektedir. Kosullara uygun olarak hasat edilen ¢ayda atik madde orani ortalama
%4 iken, iilkemizde ise bu oranin en iyimser bir tahminle %10 oldugu

diistiniilmektedir.



Ulkemizde kafein gereksinimi tiimiiyle dis alim yolu ile saglanmaktadir ve kafein
basta ila¢ sanayinde olmak iizere soguk iceceklerin iiretiminde de kullanilmaktadir.

Yillik kafein dig alimimiz 50 ton civaridadir.

Diizenli kullanilan kafeinin kesilmesiyle ortaya ¢ikan ve yaygin olarak rastlanan

yoksunluk belirtileri:

o Bas agrisi

e Yorgunluk, halsizlik

e Uykusuzluk / uykulu olma hali (esneme, sersemlik)

o Konsantrasyon eksikligi

o Iste karsilasilan zorluklar (motivasyon ve dikkat eksikligi, diisiik performans)
e Huzursuzluk ( mutsuzluk, can sikintisi, huysuzluk, diken iistiinde olma)

o Depresyon (liziintii, halsizlik, endise, isteksizlik, kiiskiinliik vb.)

e Sinirlilik

e Nezle ve benzeri belirtiler (mide bulantisi, kusma, eklem agrilar1 vb.)

o Diisiinsel aktivitede ve hafizada yavashk

Kafein; tein, matein ve guaranin olarak da bilinir. Bir alkaloid olan kafein dogal
olarak kahvede, ¢ayda, yerba mate'de, guarana'da ve az miktarda, kakao icinde
bulunur. Kafeinin karakteristik, yogun bir ac1 tadi1 vardir. Kola gibi baz1 gazl
iceceklere tat vermesi icin eklenmektedir. Ilk olarak Alman kimyager Friedich
Ferdinand Runge tarafindan 1819'da bulunmustur. Ayn1 zamanda kafein ismini kimya

literatiirline gecirmistir. Kahveden yaralanarak bu ismi vermistir:

Kafein, merkezi sinir sistemine etki ederek, beyne giden ve beyinden gelen mesajlar1
hizlandirir ve stimiilan etkisi yapar. Kafein bir¢ok bitkide degisik miktarlarda
bulunmaktadir. Fasulyelerde, yapraklarda ve meyvelerde 60 cesit bitkide bulunur.
Bilinen kuru ¢ay, %10 luk Pb(CH3;COO)(kursun asetat) ya da CaCOs ile birlikte
kaynatildiktan sonra aymrma hunisinde kloroform ile ekstrakte edilir kalan alt faz
almip icindeki kloroform wugurulur ve kalan sivi siiblimasyon yontemi ile

saflastirilarak kafein elde edilebilir.



Temel farmakolojik 6zellikleri:

e Merkezi sinir sistemi'nde (MSS) psikotropik etkiyi uyaran

e Solunum sistemi uyarici
o Kalp atis hiz1 artirict

o Hafif diiiretik etki
Kafein ve bagimlilik tartigmasi

Kafein dogada bulunan bir maddedir. Dogada en az 63 bitkinin tohumlarinda ve

yapraklarinda bulunur. Cay ve kahve beslenmemizdeki ana kafein kaynaklaridir.

Kafein nedeniyle kolanin bagimlilik yaptig1 soylenir. Ancak, 330 ml’lik her Coca
Cola kutusunda 33 miligram kafein var ama ayni biiyiikliikteki bir fincan kahvedeki
kafein 112 mg civaridir. Coca Cola’da cay ve kahvede bulunan kafeinin iigte biri

bulunur.

Uriin Kafein her 100 ml
Kahve(Filtre) 60 mg
Kahve (kuru) 42 mg
Cay 28 mg

Coca Cola 13 mg

Amerikan Gida ve Ilag Idaresi (FDA - Food and Drug Administration) kafeinin gazli
alkolsiiz iceceklerde kullanmasiyla sagligi olumsuz yonde etkiledigine dair bir kanita
rastlanmamis; 140'tan fazla iilkede, kafeinin giivenligi arastirilip iceceklerde cesitli
seviyelerde kullanimina izin verilmistir. WHO'ya gbre bagimlilik yapan ilaglarin
neden oldugu sosyal ve fiziksel sonuglar ile kafein arasinda uzaktan yakindan bir

baglant1 olduguna dair hi¢bir kanit bulunamamistir
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1.5. UV ve Goriiniir Bolge Spektroskopisi

Her madde iizerine diisiiriilen 1gmnlardan bazilarini absorplayabilir. Maddenin hangi
dalga boylarindaki isinlar1 absorplayacagi kendine 6zgiidiir. Bundan yararlanilarak
nitel analiz yapilabilir. Bir maddenin absorplayacagi 1sin siddeti ise madde miktar1
ile orantilidir. Bundan yararlanilarak da nicel analiz yapilabilir. Bu amacla madde
iizerine ¢ok cesitli enerjilere sahip 1smlar gonderilebilir. Madde ile etkilesen 1s1nin
enerjisi degistiginde madde ile etkilesim mekanizmasi da degisir. Buna bagh olarak
Olgtim tekniginin de degismesi gerekir. Bu nedenle elektromanyetik spektrumun
timi i¢in Olcim yapilabilecek tek bir cihazin bulunmast miimkiin degildir.
Elektromanyetik spektrumun farkli bolgeleri i¢in farkli cihazlar kullanilir. Dalga
boyu 110 nm — 1000 nm arasindaki UV ve goriiniir bolge 1smlar1 ile ¢alisilabilen
cthazlara UV ve Goriiniir Bolge Spektrofotometreleri denir. Bu bolgedeki 1smlarin
absorplanmalarinin 6l¢timlerini temel alan analitik yonteme de UV ve Gériiniir Bélge
Spektroskopisi denir. UV ve goOrlniir bolge 1smnlari molekiiliin en {ist enerji
seviyesindeki bir elektronun daha yiiksek bir enerji diizeyine gecis yapmasina sebep
olur. UV ve gorinir bdlge 1smlar, molekiillerde benzer etki yaptigi i¢in
birlestirilmislerdir. Hem organik, hem de anorganik molekiiller UV ve goriiniir bolge
isinlari absorplarlar. Her iki grup molekiilde de 151 absorpsiyonu elektron gecisi
ile gerceklesmesine ragmen etkilesim mekanizmalar1 farkhidir.  Organik
molekiillerdeki absorpsiyon molekiil orbital teorisine gore, anorganik molekiillerdeki

absorpsiyon ise kristal alan teorisine gore aciklanar.

1.5.1. Absorpsiyonun nicel yorumu

Isig1 gegiren bir kap igerisinde bulunan bir madde iizerine [, siddetindeki
monokromatik 15 demeti gonderilecek olursa demetten bir kisim 151n yansir (Iy)
(151 demeti ¢ozeltiye dik olarak geldigi icin ¢ozelti kabinin cidarina dik olarak geri
ddner), bir kism1 maddenin tanecikleri (iyon, molekiil) tarafindan absorplanir (I,), bir

kismi ¢ozeltide bulunan biiylik veya biiyiikge molekiiller tarafindan etrafa sacilir (I4),
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bir kismu da ¢ozeltiden geger (I). Sekil 1.2°de bu olaylar goriilmektedir. Bunlar
arasinda,

L=1+1,+L,+14 (1.1)
seklinde bir bagmnt1 vardir.

Id Id

a
_,\,_\ bl

0 1

1. /Q\

d Id

Sekil 1.4. Bir kapta bulunan bir ¢6zelti lizerine gonderilen 151n demetinde yansima,
sacilma (dagilma) ve absorbansla I, demetinin zayiflamas1 ve I demeti olarak

cozeltiyi terk etmesi

Burada amag 151k siddetinin madde tarafindan absorplanan 1sik miktarmi 6lgmektir.
Bu nedenle sacilma ve yansimada olusan kayiplarin engellenmesi gerekir. Bu amacla
I, siddetindeki 151n demeti birkag¢ kez ¢oziiciiden birkag kez de incelenecek maddeyi
iceren ¢ozeltiden gegirilir. Saf ¢coziicliden gegen 151k siddeti I, olarak alinir. Maddeyi
iceren ¢ozeltide yansima, sagilma ve absorplama, saf ¢6ziiclide ise sadece yansima ve

sacilma gergeklesir.

1.5.2. UV ve goriiniir bolge absorpsiyon spektrofotometreleri

Maddenin 15181 absorplamasini incelemek icin kullanilan diizenege absorpsiyon
spektrometresi veya absorpsiyon spektrofotometresi adi verilir. Bir spektrofotometre

diizenegi sekil 1.5.’de gorildiigii gibi baslica : 151k kaynagi, dalga boyu segicisi ve
dedektorden olusur. Dedektorde elektrik sinyaline ¢evrilen optik sinyal bir kaydedici

veya bir galvanometre ile 6l¢iiliir.
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Sekil 1.5. Bir spektrofotometrenin temel bilesenleri

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

ise, kullanilan dalga boyu bdlgesinde 15181 gegiren maddeden yapilmis Ornek

kaplarma konularak 151k yoluna yerlestirilir.

Sekil 1.6. UV-Goriiniir Alan cihazi

1.5.3. UV ve goriiniir bolge molekiiler absorpsiyon spektroskopisinin

uygulamalan

Bu yontemin baslica uygulama alanlar1 sunlardir.

1.5.3.1. Nitel analiz

Analizi yapilacak olan bilinmeyen madde saflastirildiktan sonra uygun bir ¢oziiciide

¢oziilerek spektrumu alinir. Bu spektrum bilinen bilesiklerin ayni kosullarda ¢ekilmis
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spektrumlar1 ile karsilastirilir. Bilinmeyen madde spektrumu kendisininkine tam
olarak uygun maddedir. Bu yontem nitel analiz i¢in ¢ok uygun bir yontem degildir.
Ciinkii molekiillerin absorpsiyon bantlar1 oldukc¢a genistir ve bazi kromoforlarin
absorpsiyon bantlar1 birbiri ile ortiisebilir. Ayrica molekiillerin UV ve goriiniir bolge
absorpsiyon spektrumlarinda ¢ok az sayida bant bulunur. Bu az sayida bandin birbiri

ile karsilastirilarak karar verilmesi bazen hatali sonuglara yol acabilir.

1.5.3.2. Nicel analiz

[sinin absorplamasina dayanan analiz yontemleri nicel analiz i¢in olduk¢a yararli ve
giiclii yontemlerdir. Bu yontemlerin klasik yontemlere gére onemli avantajlar1 vardir;
a) Analiz stiresi kisadir. Sonug ¢abuk alinir.

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

¢) Oldukca duyarli bir yontemdir. 10® M a kadar seyreltik ¢ozeltilerin bile analizleri
yapilabilir.

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

e) Hem organik hem de anorganik pek ¢ok molekiil UV ve goriiniir bolge 1sinlar1

absorpladigindan uygulama alani genistir (Sener, 2006).

1.6. Kemometri

Kemometri kelime olarak, 1970’1 yillarda istatistik ve matematiksel yontemler ile
birlikte bilgisayar ve yazilimlarin kullanildigi kimyadaki uygulamalar1 i¢cin sozii
edilmeye baslanmistir. Kemometri kavrami, 1972 yilinda isvecli Svante Wold ve
Amerikali Bruce R. Kowalski tarafindan ileri siiriilmiistir ve 1974 yilinda
Uluslararas1 Kemometri Dernegi tarafindan bu disiplinin ilk resmi agiklamasi
yapilmustr. Izleyen yillarda, diinyada, ulusal ve uluslararasi kemometri

konferanslarinin da organize edildigi gozlenmektedir.
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Tanimlayic1 ve agiklayici istatistik, sinyal isleme (signal processing), deneysel
tasarim (experimental design), modelleme (modeling), kalibrasyon (calibration),
optimizasyon (optimization), yapi1 tanima (pattern recognition), smiflandirma
(classification), yapay akil yontemleri (artificial intelligience methods), resim isleme
(image processing), bilgi ve sistem kurami (information and system theory) gibi
kavram ve uygulamalar kemometrinin konularini olusturmaktadir.

Kemometri disiplininde temel olarak iizerinde vurgu yapilan istatistik- matematik
yontemlerdir. Rastgele (diizensiz) veriler, swrasiyla istatistigin tanimlayic1i ve
aciklayic1 yontemleriyle karakterize ve test edilirler. Analitik verilerin islenmesinde,

istatistik ve uygulamali matematik kemometrinin temel araglaridir.

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

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

Kemometrik yontemlerin en biiylik kullanicis1 analitik kimyacilar olmakla birlikte,
laboratuar ve analiz ¢aligsmasi yapan komsu branglarda da kullanildig1 yayinlanan
egitici notlardan ve bilimsel makalelerden gozlenmektedir. Kemometrinin farkl

disiplinler ile iliskileri Sekil 1. 10. de sunulmaktadir.

Matematik
Istatistik Organik
\
\ Biyoloji ve
Tip Uygulama
Programlama T
ve hesaplama Analitik Kimy Alanlar1
Sanayi
/ s

Miihendislik Fizikokimya
Sekil 1.7. Kemometrinin iligkili oldugu disiplinler

Sekil 1.7. da goriildiigii kemometrik ¢caligmalarda, analitik kimyacilarin ve diger ilgili

disiplinlerin ihtiyaglar1 6lcilisiinde uygulamali matematik ve istatistik bilgisine sahip
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olmalar1 gerektigi aciktir. Burada programlama ve hesaplama c¢ok Onemlidir.
Kemometrik uygulamalarm c¢ogu kompleks hesaplamalar icermektedir. Bu
hesaplamalar1 elle veya basit hesap makineleriyle ger¢eklestirmek miimkiin olmadigi
icin bilgisayar programlarina ihtiya¢ vardir. Kemometrik hesaplamalarda genellikle
EXCEL, MATLAB, PANORAMA, MINITAB, XLSTAT,SOLO ve diger paket

programlar kullanilmaktadir.

Kemometri; analitik kimya, adli tip, biyoloji, gida kimyasi, ¢cevre kimyasi, arkeoloji
gibi alanlarda kullanilmaktadir. Fizikokimyacilar ve madde bilimcilerin sinyal isleme
ve cok degigskenli verilerin analizinde kemometrik yOntemleri uyguladiklar:
goriilmektedir. Organik kimyacilar ve farmasotik kimyacilar, reaksiyon kosullarinin
optimizasyonunda deneysel tasarim ve ilag tasariminda yapr etki iliskisi

calismalarinda kemometrinin araclarmi kullanmaktadirlar.

Iki veya daha fazla aktif bilesigi iceren karisimlarda bu aktif bilesiklerin hicbir
ayirma islemi kullanmaksizin analizi analitik kimyanin ve diger komsu branslarin
temel problemlerinden birisidir. Karisim halindeki numunelerin analizi i¢in ¢esitli
kromatografik ve spektrofotometrik yontemlerin yaygmn olarak kullanildig:
calismalarda da goriilmektedir. Baz1 durumlarda bahsedilen bu yOntemlerin 1iyi
sonuglar vermedigi de bir gercektir. Sayilan bu nedenlerden dolayr daha diisiik
miktarlarda numunelerin analizi i¢in gelismis analitik cihazlar gelistirilmesine
ragmen klasik analitik cihazlardan elde edilen verilerin ¢esitli matematiksel
algoritmalara tabi tutularak yOntemlerin hassasiyeti ve sonuclarin dogrulugu
artirilmaya calisilmaktadir. Ornegin yiiksek basingli sivi kromatografi (HPLC)
yontemi, cihazin pahali olmasi1 ve kromatografik sartlarin optimizasyonun uzun
zaman almasi gibi dezavantajlara sahiptir. Diger taraftan tiirev spektrofotometrisi
gibi klasik grafik islemlere dayanan yontemler ikili karigimlarin analizi igin
kullanilabilmelerine ragmen ikiden daha fazla aktif bilesigi iceren numunelerin

analizinde yetersiz kalmaktadir (Ding, 2007).
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1.6.1 Cok degiskenli kalibrasyon algoritmalar
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 goriilmesini engellemesidir. Cok degiskenli analiz
yontemlerinin birgogunun temel hedefi verilerin boyutunu kii¢iiltmektir. Temel
bilesen analizi daha cok 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, X;, X,..., X, dogrusal kombinasyonu olan PCI,PC2,...,PCn

seklindeki temel bilesenleri bulmaktir.

PCl=a; Xy +apXo+.oo....... +a1,Xn (1.2)
PC2=a, X;+anXo+.......... +a5,Xn
vb.

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

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

X2
PCi
P
.-’
e
"//Q
-
P
PC2 & &
a, -~
“m\ ™
R

X1

Sekil 1.8. X1 ve X2 olan iki degisken icin PC1 ve PC2 olan iki esas bilesenigdsteren
diyagram (Uyanik, 2008)
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1.6.1.2. Kismi en kiiciik kareler yontemi (Partial least squares regression
method)

Kemometrik kalibrasyonlardan en yaygmn ve popiiler olan1 PLS yontemidir. PLS
yonteminde kalibrasyonun kurulmasi i¢in kullanilan PLS algoritmalarina gore,
ortogonalize edilmis PLS algoritmasi1 (orthogonalized PLS algorithm) ve
ortogonalize olmayan PLS algoritmasi (non-ortogonalized PLS algorithm) gibi
sekilleri vardir. Ortogonalize PLS ve ortogonalize olmayan PLS kalibrasyonunun
PLS; ve PLS; seklinde iki tipi s6z konusudur. PLS; de bir bilesik model icerisinde
iken; PLS; de biitiin bilesikler modele dahil edilmektedir.

Wold ve Martens tarafindan verilen PLS algoritmasi en genel olanlaridwr. 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.
J > A J >
E
Il X :IlT A[ @ Hl
N A N N
—> —> — —
F
1K A AT |
Sekil 1.9.
PLS2 kalibrasyonu
X=TP +E (1.8)
Y=U.Q'+F
Y=XB+F
B=wW@®P'.W)'.Q'
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Burada X= bagimli degisken absorbans verileri), Y= bagimsiz degisken (6rnegin
derisim), T= X i¢in say1 matrisi, U= Y i¢in say1 matrisi , P= X i¢in ylik 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.

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

daha 1y1 sonuglar verir.

b) Yontemin dezavantajlari; i) PLS hesaplamalar: klasik metodlardan daha yavastir,
ii)PLS modellerin anlagilmasi ve yorumlanmasi zor olup son derece soyuttur, iii)
genellikle ¢cok sayida numune i¢in dogru bir kalibrasyon gereklidir, iv) kalibrasyon
numunelerinin hazirlanmasi bilesenlerin derisimleri ile dogrusalliktan uzaklagmalar1

nedeniyle zordur (Ding, 2007).

1.6.2. Kalibrasyon (derisim) setinin tasarim

Kemometrik kalibrasyonlar i¢in kalibrasyon seti ya rasgele (randomly) yada analizi

yapilacak numunede yer alan maddelerin derisimlerini igerecek sekilde kalibrasyon

(derigim) setinin tasarmmi yapilir. Simetrik kalibrasyon setinin planlanmasinda analiz
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edilecek maddelerin derisimleri, kalibrasyon setinin i¢inde ana kiimenin
permiitasyonlar1 seklinde alt kiimeler olusturmalidir. Kemometrik calismalarda
rasgele kalibrasyon setinin hazirlanmasindan ziyade, analiz edilecek maddelerin
derisimlerine gore simetrik ve hatalarin minimize edilmesi agisindan tercih edilecek
bir durumdur. Calismalarda derisim seti hazirlanmasinda, g¢esitli tasarim sekilleri
verilmekle birlikte rastgele hazirlanan derisim setleri de kullanilmaktadir (Ding,

2007).

1.6.3. Capraz validasyon islemi (Cross-validation procedure)

Kemometrik kalibrasyonlarin validasyonu i¢in 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  kullamilir.  Kalibrasyon performanslarint  degerlendirmek  i¢in,
kemometrik kalibrasyonlarmm 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 kalibrasyonlarimin kurulmasida faktor se¢imi i¢in ¢apraz validasyon
islemi (Cross-validation procedure) kullanilir. Bunun i¢in karelerin tahmin (tayin)
hatalarinin toplami (prediction error sum of squares—PRESS) hesaplanir. Optimal
faktor sayismi bulmak i¢in Onerilen kriterler minimum PRESS degeri ve F-

istatistigidir (Ding, 2007).

1.6.4. Kemometrik kalibrasyon yontemlerinin uygulamalan

1.6.4.1. Kemometrik yontemlerin uygulama alanlan

Analitik kimyadaki miktar tayini caliymalarinda, kemometrik kalibrasyon yontemleri

yada ¢ok degiskenli kalibrasyon yontemleri IR spektrofotometre, UV- goriiniir alan

spektrofotometre, spektroflorimetre, HPLC ve kapiler elektroforez gibi analitik
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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

alan1 oldugunu gostermektedir.

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

ozetlenebilir (Ding, 2007).

1.6.4.2. Coklu bilesen analizi (Multicomponent analysis)

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

sinyallere baglidir.

1.6.4.3. Organik bilesiklerin kantitatif analizi

e Farmasotik analizdeki uygulamalar

e (idalardan renk maddelerinin analizi
e Biyolojik sivilardaki uygulamalar

e (Cevre analizindeki uygulamalar

e Anorganik analizlerdeki uygulamalar(Ding, 2007)

1.6.5. Varyans Analizi (ANOVA)

Varyans analizi teknigi kullanilarak grup ortalamalari arasindaki farkliligin veya

farkli analitik yontemler ile elde edilen analiz sonuglarinin ortalamalar1 arasindaki
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farkliligin 6nemli olup olmadigina bakilabilir. Bir aragtirmada k tane islemin ( veya k
tane yontemin) n tekrarmnin sonunda elde edilen veriler bir tabloda 6zet haline

getirilir. Sonra kontrol ve karsit hipotezi asagidaki sekilde kurulur.

Hp : Islemlerin temsil ettigi popiilasyon ortalamalar1 arasindaki fark tesadiiften ileri

gelmektedir. Islem ortalamalar1 arasindaki gozlenen fark sifir kabul edilebilir:

W=H2=HU3=.enn... =y dir.

H; : En az iki muamele grubunun ortalamasi arasinda gézlenen fark tesadiiften ileri
gelmektedir. En az iki igslem grubunun incelenen 6zellik iizerine olan etkileri

birbirinden farklidir, yani aralarindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir.

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

arasindaki farklilik kontrol hipotezinin reddedilmesine sebep olabilir.

Yapilan hipotez kontrolii sonucunda karsit hipotez kabul edilmis ise bu en az iki grup
ortalamasi1 arasindaki farkliligin 6nemli oldugu “coklu karsilastrma yontemleri”

kullanilarak arastirilir.

Gruplar arasi, gruplar i¢i serbestlik dereceleri ve gruplar arasi- gruplar ici kareler
toplami1 hesaplanir. Bu degerlerin oranlanmasiyla F degeri elde edilir. Elde edilen F
degeri F degeri F tablosundan (a:0,05) okunan degerle kiyaslanur.

Varyans analiz cizelgesi (ANOVA testi cizelgesi = ANalysis Of VAration )

Varyasyon
kaynagi

Serbestlik

derecesi

Kareler toplam

Kareler ortalamasi

F-degeri

Yontemler arasi

(Gruplar arasi)

k1

R

n (%= B)° f(k - 1)

=1

1l

sham (X~ X)°
k=1

. Feeo k=1
Yontemler igi k™ kT Tk P (X. - )z
— .2 _ i=1&ej=1 i i

{Gruplarici) kin-1) Z Z( Xy —=X:) Z (x;-% )2 /(k(n—1)) (k(n—-1)

=1 j=1 =1 =1 ,
Genel varyasyon L

2
nk-1 ZZ(XEJ -9
i=1 j=1
(Ding,2009).
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2. KAYNAK OZETLERI

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

yontemle bulunmustur.

Yongnian ve Gong (1997), bu calismada tartrazine, sunset yellow, ponceau 4R,
amaranth ve brilliant blue iceren karigimlarm kimyasal on ayirmasi olmaksizin
spektrofotometrik olarak es zamanli analizleri bu metotla yapilmislardir.
Deneylerden elde edilen veriler , CLS, PCR, PLS ve ITTFA gibi kemometrik
yaklagimlarla incelenmistir. Bu islem sirasinda normal absorbans spektrumu ve 1. ve
2. tirev spektrumlar1 kullanilmistir. Renklendiricilerin tamamindan olusan farkli
derisimler iceren 16 sentetik karisimi incelenmistir. Sonucglarin farkli kemometrik
yaklagimlarla karsilastirilarak uygulamasi saglanmistir. ITTFA yOnteminin PCR,
PLS ve CLS den daha iyi sonuclar verdigi gézlenmistir. Kalibrasyonlar ilk tiirevlere

dayandirilmistir. Onerilen metotla, baz1 ticari gida {iriinlerindeki renk maddelerinin

belirlenmesi saglanmaistir.

Berzas Nevado vd. (1998), yaptiklari calismada ¢ok basit olan bir spektrofotometrik
metot denemislerdir. Bu metotta, sifir kesisme dalgaboyunda yapilan Olclimlerle
oran spektrumunun ilk tiirevi kullanilarak tartrazine, sunset yellow ve ponceau 4R ,
renk maddelerinin ¢oklu karigimlar1 incelenmistir. Elde edilen kalibrasyon grafikleri
20 mg/L tartrazine (E-102), 40 mg/L sunset yellow (E-110), 32 mg/LL ponceau 4R
(E-124) e kadar lineerdir. 8 mg/L tartrazine, 8 mg/LL sunset yellow ve 8 mg/L
ponceau 4R nin dokuz standardi i¢in sirastyla % 0,9 ; % 0,8 ve % 2,4 standart

sapmalar1 elde edilmistir. Bu metotta % 94-105 oraninda geri kazanim hesaplanmigtir
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ve bu oran bu renklendiricileri farkli oranlarda iceren sentetik karisimlara
uygulanabilirligi gosterir. Ayrica metot ayrilma basamagi gerektirmeyen {ii¢ renk
maddesini iceren ii¢ ayr1 ticari drnegede uygulanmistir. Sonuglar, HPLC ile

karsilagtirilmistir ve elde edilen sonuglar benzerdir.

Capitan-Valley vd. (1998), vyaptiklar1 ¢alismada gidalarda renk maddesi olarak
kullanilan tartrazine(TT), sunset yellow (SY) ve ponceau 4R (PR) nin simultane
tayini i¢in bir metot gelistirmislerdir. Renklendiriciler, pH:2,0 da Sephadex DEAE
A-25 jelinde kararlastirilmis ve daha sonra 1 mm silika hiicresinde paketlenmislerdir.
Kat1 destekle kararlastirilan analitlerin spektrumlar1 400-800 nm arasinda kore karst
okunarak kaydedilmistir. Elde edilen sonuglarin hesaplanmasinda kismi en kiigiik
kareler metodu (PLS) kullanilmistir. Ug renk maddesi i¢in kalibrasyon grafiklerinin,
lineer orani 50-650 mg/mL dir. Bu oranlar PLS-1 algoritmasi kullanilarak
kalibrasyon matriksinin optimizasyonuna kars1 alinmistir. Kalibrasyon matriksi i¢in
faktorlerin optimum miktarmi gosteren deneysel sonuglar, biitiin 6rneklerde dorttiir
ve bagil standart sapmalar, SY i¢in 5,5267; TT icin 6,3878 ve PR i¢in 6,9816 dir.
Korelasyon katsayisinin karesi, sirasiyla SY, TT, PR i¢in 0,9977; 0,9978; 0,9954 diir.
Metot, gidalarda bulunan renk maddelerine uygulanmistir ve sonuglar referans metot
olarak HPLC ile elde edilen sonuglarla kiyaslanmistir. Hesaplanan sonuglar, dokuz
ticari Ornekten sekizinde kabul edilebilirdir. Bagil standart sapmalar ise 0,5-10,8

arasmdadir.

Berzas vd. (1999), bu ¢alismada dort spektrofotometrik metot tanimlanmistir ve bu
metotlar tartrazine, patent blue V ve indigo karmin gibi gida boyalarinin c¢oklu
karisimlarmi ¢ozmek i¢in uygulanmistir. Bu ii¢ renk maddesinin es zamanl tayini, ti¢
ticari Uriinde farkli oranlarda olan bu renklendiricilerin sentetik karigimlarinin en iyi
sekilde belirlenmesi i¢in kullanilan ilk tiirev ve oran spektrum-sifir kesisme tiirevi
kullanilarak iki tiirev metodu ile basarilmistir. Bilesiklerin direk absorpsiyon
spektrumu, PLS-1 ve PCR la kalibrasyon uygulamak ic¢in spektrum verilerini
optimize etmek i¢in kullanilmistir. Kalibrasyon metotlarmin her ikisi de internal
validasyonla, croos-validasyonla ve external validasyonla degerlendirilmistir. Bu

degerlendirme, hem sentetik hem de ticari numunelere uygulanmistir. Tanimlanan
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dort metotta da, herhangi bir 6n ayirma islemi yapilmamistir. Tekrarlanabilirlik ve
tekrar {iretilebilirlik dort spektrofotometrik metotta %95 giiven sinmrinda ¢ok
farkliliklarin olmadigmi gosteren her bir boya i¢in dokuz standardin iki serisi
basarilmistir. Iki tiirev ve iki ¢ok bilesenli kalibrasyon sonuglar1 arasindaki
kiyaslamada, degerlerin iyi bir durumunda ticari liriinlerin sonuglarinin iyi oldugu

bulunmustur.

Chaloosi vd. (2001), bu calismada siklo-1,3,5-trimetilen-2,4,6- trinitroamin (RDX)
ve siklo-1,3,5,7- tetrametilen-2,4,6,8- tetranitroamin (HMX) in UV-absorpsiyon
spektrumlarmi incelemislerdir. Bu spektrumlar, kuvvetli bir sekilde iist iiste cakisir
ve alisilmis metotlarla 6n ayirma olmaksizin direk olarak belirlenmesine izin
verilmez. PLS, st liste ¢akisan spektrumlarm kompleks karigimlarinin analizi i¢in
duyarli ve dogru bir teknik olarak gelistirilen ¢ok bilesenli analiz yontemidir.
Deneysel kalibrasyon matrisi, 15 6rnekle diizenlenir. Derisim, HMX i¢in, 0,584
pg/mL ve 10,220 pg/mL arasinda, RDX i¢in 0,400 pg/mL ve 8,00 ug/mL arasinda
degisir. Cross-validasyon metodunda faktdrlerin miktar1 kullanilmistir. Onerilen
metodun dogrulugunu kontrol etmek i¢in uygun model olan PLS-2 endiistriyel

orneklerde bu bilesenin tayini i¢in uygulanmistir.

Altin6z ve Toptan (2002), yaptiklar1 calismada ikili karigimlardaki tartrazine ve
ponceau 4R nin belirlenmesi bir metot 6nermislerdir. Bu metotlar, sakkaroz ve sitrik
asit igeren c¢esitli ticari gida Orneklerindeki iki renk maddesinin eszamanli
belirlenmesini saglamustir. i1k tiirev oran UV spektrofotometrik metodu, 300-700 nm
dalgaboyu araliginda ve pH: 7,0 de fosfat tamponu ile calisilmistir. Dogrusallik
orani, 1,00-60,00 pg/mL tartrazine, 1,00-52,00 ug/mL ponceau 4R olarak Vierordt’s
metodu ile ve ilk tiirev UV spektrofotometrik metoduyla bulunmustur. Degerler;
farkli metotlarla ve HPLC i¢in verilen literatiir verileriyle kiyaslanmistir. Bu
metotlarda istatistik olarak cok biiyiik farkliliklar yoktur. Gelistirilen Vierordt’s
metodu ile ve ilk tiirev UV spektrofotometrik metodu dogru, kesin, tekrarlanabilir ve

gida orneklerine kolayca uygulanabilirdir.
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Ding¢ ve Baleanu (2002), bu ¢alismada tabletlerdeki silazapril ve hidroklorotiazid in
eszamanli tayininde farkli kemometrik metotlar uygulamiglardir. CLS, ILS, PCR ve
PLS metotlar1, karisimdaki iki ilacin {ist liste ¢gakisan spektrumlarmin 6n ayrilmasina
gerek kalmamistir. 0,1 M HCI ve 1:1 metanolle iki ilacin rastgele karisimini igeren
kalibrasyon setleri hazirlanmistir. UV-VIS spektrumundaki absorpsiyon verileri, AA:
4 nm araliklarla 210-290 nm spektrum oraninda 222 nm den 276 nm ye kadar 15
dalgaboyu noktasinda Ol¢iilmiistiir. Gelistirilen metotlarin kalibrasyonu yalnizca
absorbans ve derisim verilerinin matrikslerini  igermektedir.  Gelistirilen
kalibrasyonlar iki ilacin sentetik karisimlari ile test edilmistir ve Maple V programi
ile kemometrik kalibrasyonlar olusturulmustur. Metotlarin sonuglart HPLC metodu

ile elde edilen sonugclarla kiyaslanmistir.

Ding vd. (2002), yaptiklar1 bu ¢alismada c¢ift ayrimli-oran spektral tiirevi (grafiksel
metot), CLS ve PCR metotlari, kimyasal ayirma gerektirmeksizin {i¢ renk
maddesinin sentetik karigimlarinda ve toz igeceklerin spektrofotometrik ¢ok bilesenli
analizi i¢in gelistirilmistir. Grafiksel metot, ¢ift ayrim kullanilarak oran
spektrumlarmin tiirev sinyallerinin kullanilmasina dayandirilmistir. Bu metotta,
dogrusal belirleme oranlari, 2-8 ug/mL sunset yellow, 4-18 pg/mL tartrazine, 2-8
pg/mL allura reddir. Numerik metotlarda, training seti, 0-8 pg/mL sunset yellow, 0-
18 pg/mL tartrazine, 0-8 pg/mL allura red arasinda 18 tane 6rnegin kullanilmasiyla
hazirlanmistir. Kemometrik kalibrasyonlar, 325-584 nm arasinda 375 den 50 ye
kadar 7 noktada absorbanslar ve kullanilan tahmini training seti hesaplanmistir.
Onerilen metot, toz igceceklerde olan 3 renk maddesinin es zamanli tayini icin

uygulanmistir. Bulunan sonuglar, istatistiksel olarak birbiri ile kiyaslanmaistir.

Gonzalez vd. (2002) bu ¢alismada diot sirali dedektorlerle sivi kromatografisi gibi
pahali enstriimental yontemlerinin azaltilmasi i¢in gidalarda sentetik ve dogal olarak
bulunan renk maddelerinin tayini i¢in basit bir yontem gelistirmislerdir. Hizli akim
sistemi yalnizca sentetik karisimlarin alikondugu ve sulu amonyakla daha sonra
ayrildig1 yiin/pamuk kolondan gegirilen asetik asit ortaminda sentetik ve dogal
renklendiricileri iceren ornekleri incelemeyi amaclandirmiglardir.

Spektrofotometrede sirasiyla sari, kirmizi ve yesil-mavi-kahverengi eklemelerle 400,
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530, 610 nm de gozlemler yapilmistir. Dogal ve sentetik renklendiricilerin arasinda
tamamen ayrilma, sentetik renklendiricilerin dedeksiyon limitinin 2000 (sar1), 2000
(kirmizi), 10.000 (kahverengi) nin iistiinde dogal renklendiricilerin molar derigimleri
bulunmustur. Metotta, sentetik renklendiriciler olan tartrazine, eritrosin B, brilliant
black BN nin 5 konsatrasyonunda tahminler yapilmustir. iki dedeksiyon limitinin
derisimi i¢in hatali negatif yiizde oranlari, %8 den %12 ye kadardir. Sonug olarak,
metot bazi meyveli iceceklere uygulanmistir ve 10 /saat siirekli 6rneklendirmeyle

sentetik renklendiriciler belirlenmistir.

Ding ve Ustiindag (2003), bu ¢alismada tabletlerde bulunan hidroklorothazin ve
spironolaktonun spektrofotometrik eszamanl tayinini yaparak sonuglari, CLS, ILS,
PCR ve PLS ile degerlendirmislerdir. Kemometrik analiz metotlari, 6n aymrma
gerektirmez. Ilaclarm ikisini de iceren 25 standart karisimin ¢alisma seti, karigim
dizaynina gore 2-20 pg/mL derisim araliginda hazirlanmistir. Coklu kalibrasyonlar,
calisma seti kullanilarak 220 den 290 nm ye kadar 15 noktada zero-order ve ilk tiirev
absorbanslar1 Olclilmiistir. Cok bilesenli analiz metotlarmin validasyonu,
hidroklorothazin ve spironolaktonun sentetik karigimlar1 analiz  edilerek
incelenmistir. Sentetik karigimlar ve tabletlerden elde edile sonuglar, tekyollu
ANOVA testi ile istatistiksel olarak kiyaslanmistir. Kemometrik analiz metotlari,
farmakolojik tablet formiilasyonunda, hidroklorothazin ve spironolaktonun es

zamanli tayini i¢in uygun gorilmiistiir.

Lopez-Martinez vd. (2003), bu calismada  PLS-1 kullanarak kahve ve cay
orneklerinde kafein (CF) ve theobromine (TB) nin simultane tayinini yapmislardir.
Ornek hazirlama giiclii karisim bilesenlerini elimine etmek igin gereklidir. Kafein ve
theobromidinin HPLC ile dort derisimi kahve ve ¢ay icin universal kalibrasyon
matrislerini diizenlemede kullanilmistir. Theobromidin diisiik seviyesinden dolay1
(1000:1) kafeinle karistirilmistir. Gelistirilmis metot uygulamasi icin bu gereklidir.
Metot, HPLC standartiyla istatistiksel olarak farkliliklar gostermemistir.

Yongnian vd. (2003), yaptiklar1 bu ¢alismada gida maddelerindeki glukoz (GLU),
fruktoz (FRU) ve laktoz (LAC) un es zamanli nicel tayini i¢in farkli bir
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spektrofotometrik  metot  gelistirmislerdir. Bu  metot, oksidant olarak
potasyumferrisiyaniir ve oksidatif reaksiyonda analitlerin farkli kinetik oranlarina
dayanmaktadir. Reaksiyon verileri, potasyumferrisiyaniiriin spektrumunun 420 nm
analitik dalga boyunda kaydedilmistir. Glukoz, fruktoz ve laktozun kinetik hizlarinin
ist lste cakigmasiyla, durum numaralari, deneysel sartlarin optimizasyonuyla veri
matrisi i¢in hesaplanmistir. 80°C ve 1,5 mol/L degerinde sirasiyla NaOH 1 sicaklik
ve derisimi se¢ilmistir. Dogrusal kalibrasyon grafikleri, glukoz, fruktoz ve laktoz i¢in
srrasiyla 2,96-66,7; 3,21-67,1; 4,66-101 mg/L derisim oraninda elde edilmistir.
Sekerlerin sentetik karisimlar1 hazirlanmistir. Elde edilen veriler, normal ve ilk tiirev
kinetik wverileri kullanilarak, PLS, PCR, BP-ANN, RBF-ANN gibi kemometrik
metotlarla belirlenmistir. Sonuglar, analitin tahmini i¢in gelismelere sahip olan ilk
tirev verilerine dayandirilan kalibrasyonlar1 ve RBF-ANN nin 5 kemometrik
metodunun en diisiik tahmini hatalarin1 verdigini gdstermektedir. Onerilen metodun
validasyonu incelenerek, bazi ticari gida Orneklerinde bu ii¢ sekerin tayini
uygulanmaktadir ve biitiin Orneklerde standart ekleme metodu uygun sonuglar

vermistir.

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

uygulanan diger ¢ok bilesenli analiz yontemlerine gore iistlinliik gostermektedir.
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Abbaspour ve Mirzajani (2004), bu calismada B-diizeltme soektrumlar1 kullanilarak
kalibrasyon matrisi uygulandiginda V(V) ve Al (III) un es zamanl tayinini, neural
network un uygulanmasiyla saglamislardir. V(V) ve Al (III) un arasinda alizarin
kirmizis1 (ARS) nin ligandligiyla incelenmektedir. Bu metal iyonlarinin simultane
spektrofotometrik tayini uygulanmistir. Sistemin davranisinin  kontroliindeki
parametreler incelenir ve optimum kosullar secilmistir. Neural network metodu,
optimum kosullar altinda karisimlarda nicel olarak bulunan metal iyonlarimi bulur.
Sigmoidal fonksiyon gizli kullanilmistir. Tayinler, V(V) in 0,90-7,80 pg/mL, Al (III)
un 0,11-4,20 pg/mL derisim oranlarinda yapilmistir. Toplam bagil standart sapma
hatasi, %4,02 den daha az olan bazi sentetik ¢ozeltilerde olan bu metal iyonlarmin es

zamanli tayini i¢in iyi sonuglar veren bir yontemdir.

Palabiyik vd. (2004) bu c¢alismada, spektrofotometrik metotlar, pseddefedrin
hidroklorik ve ibuprofenin es zamanl tayini yapilmistir. Elde edilen verilen, 5 farkli
metot  kullamlarak  degerlendirilmistir.  Ilk  metot, oran spektal tiirev
spektrofotometrisidir. Ve bu yontemde analitik sinyaller, 0,1 M HCI ¢6zeltisinde her
bir spektrum kullanilarak elde edilenoran spektrumunun ilk tiirev spektrumunda, iki
ilac icin hem maksimum hem minumuma bagl olarak dalga boyunda o6l¢iim
yapilmistir. Diger dort spektrofotometrik metot, kemometrik metotlardir. Bu
metotlar, klasik kalibrasyon metodu, ters faz kalibrasyonu, bilesen regresyonu (PCR)
ve kismi en kiiclik kareler metodu (PLS) dir. Bu yontemlerde, derisim veri matrisi,
metanol:0,1 M HCI de (3:1) bu ilaglarin sentetik karisimlar1 kullanilarak
hazirlanmistir. Derigim veri matrisiyle ilgili olarak absorpsiyon veri matrisleri, zero-
order spektrumunda 18 dalgaboyunda 2,5 nm araliklarla 240-285 nm araliginda
absorpsiyon Olclimleriyle elde edilmistir. Kalibrasyon veya regresyon, karisimda
psedoefedrin hidroklorik ve ibuprofenin bilinmeyen derisimlerinin tahmini i¢in
absorpsiyon veri matrisi ve derisim veri matrisi kullanilarak elde edilmistir.
Yontemler, herhangi bir ayirma basamagi gerektirmez. Dogrusal oran, biitiin bes
metotta da ibuprofen i¢in 300-1300 pg/mL, pseddefedrin HCI i¢in 100-1300 pg/mL
olarak bulunmustur. Metodun kesinligi ve tahmini belirlenir ve analiz edilen sentetik

karisimlarla kontrol yapilir. Bes metotta basarili olarak tabletlere uygulamistir.
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Ding vd. (2005), bu c¢alismada {ist {iste ¢akisan spektrumlarin oldugu efervesan
tabletlerde askorbik asit (AA) ve asetilsalisilik asit (ASA) simultane
spektrofotometrik tayini ; stirekli dalgaboyu transferi (CWT) , tiirev
spektrofotometresi (DS), PLS ile herhangi bir 6n ayirma islemi olmaksizin basariyla
yapilmistir. CWT ve DS, AA ve ASA nin kalibrasyon esitlikleridir. AA ve ASA i¢in
CWT ve DS kalibrasyon esitlikleri, sirasiyla ¢izilen stirekli dalgaboyu katsayilar1 ve
ilk tiirev absorbans degerlerine karsi dalgaboylariyla saglanan spektrumun sifir-
kesisme noktalariyla Olgiilen CWT ve DS bosluklariyla bulunmustur. PLS
kalibrasyonu 210-310 nm oraninda 220 den 305 nm ye kadar 850 noktanin biitiin
absorbans verileri ve derisim seti kullanilarak sekillendirilmistir. Bu ii¢ metot,
yukaridaki ilaglarin sentetik karisimlar1 analiz edilerek test edilmistir ve konu olan
ilaglarin iki ticari karisimmi igeren gercek orneklere uygulanmistir. Karsilagtirma
calismasi, li¢c analitik metodun metodolojisi ve dogru sonuglarin bulunmasindan elde

edilen deneysel sonuglarla desteklenmistir.

Ding vd. (2005), yaptiklar1 bu ¢alismada parasetamol (PAR), asetilsalisilik asit (ASP)
ve kafeinin (CAF) inin ¢oklu karisimlari ve nicel olarak coziilebilen tabletlerinde,
oran-spektrum ilk tiirev-sifir kesismesi ve oran-spektrum siirekli dalgaboyu transferi
metotlar1 (CWT) gibi iki grafiksel transform metoduyla, iist {iste ¢akisan spektrumlar
verdiklerinden dolay1 basariyla incelenmislerdir. Bu ¢alismada, oran-spektrum ilk
tiirev-sifir kesigsmesi ve oran-spektrum siirekli dalgaboyu transferi metotlari, olgiilen
dA / di ve sifir kesigme noktalarina karsi oran spektrumunun transform sinyallerine
dayandirilmistir. Bulunan kalibrasyonlar, sentetik karigimlar ve standart ekleme
teknigi kullanilarak test edilmistir ve ticari ilag numunelerinde PAR, ASP ve CAF n
eszamanli tayinine uygulanmistir. Sonuclar, HPLC metodundan elde edilen

sonuglarla karsilastirilmistir.

Espinosa-Mansilla vd. (2005), bu calismada ¢ok bilesenli kalibrasyon metotlarma,
cok kararli dedeksiyonla spektroskopik verilerin analizine uygulamislardir.
Spektrofotometik ve fluorimetrik sinyallerin dayandirildigi iki  yontem, iki
florokinolonun (siproflaksin ve oflaksin) ve iki non-steroidal ates distiriicii ilaglarin

(diklorofenac ve metenamic) es zamanl tayini i¢cin kullanilmistir. Spektrofotometrik
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metotta, sayilan iyon olarak trioktilmetilamonyumklorit-adojenin kullanildigi
klororoform extraktif yontemi optimize edilmistir. Optimizasyon, idrar 6rneklerinden
ve elimine edilen matrislerden ekstarkte edilen analitler ayrilmigtir. Ayirmadan
sonra, organik fazin absorpsiyon absorpsiyon spektrumu PLS metodunda analitik
sinyal olarak kullanilmistir. Ekstraksiyon emisyon floresans matrislerinin kullanildig:
fotolanan metot (PIF), on ekstraktif temizleme basamagi olmaksizin idrar
orneklerinde oflaksin, siproflaksin, diklorofenac analiziznin amaciyla ii¢ yollu
kemometrik kalibrasyon uygulanmasi amaclanmistir. Her iki yontem i¢in, geri
kazanim degerleri biitiin analitler i¢in % 100 diir. PIF ii¢ yollu kemometrik metodu,
en duyarli ve sec¢ici metoddur. Bu metot, {i¢ yollu kemometrik metot kullanilarak,

idrar engellerini module etmistir.

Giler (2005), yaptig1 bu ¢alismada Tiirkiyede Tiirk tathilarmin 140 6rneginde ve 96
toz ornekte, hem nicel hem de nitel olarak UV-VIS spektrofotometrik tayinlerinde
renklendiriciler analiz etmistir. 6 ve 5 sentetik renk maddesi, sirasiyla sekerlemelerde
ve toz orneklerde tayin edilmistir. Eritrosin hari¢ sekerlemelerde bulunan biitiin renk
maddeleri analiz edilmistir. Bu renk maddeleri, Tiirk Gida Kodeksi ve Avrupa
Komitesinin kullanim igin izin verdigi &lciidedir. Izin verilen renk maddeleri 63

seviyesinde %43,7 dir. Toz 6rnekler icin % 36,45 dir.

Longares-Patron ve Caiiizares-Macias (2005), bu calismada vanilya tohumundan
vanilya ve p-hidroksibenzaldehit (PHB) nin hizli ekstraksiyonu i¢in hizli bir metot
onerilmistir. Hizlandirihan ekstraksiyon prosesi ve fotometrik denetleme igin
mikrodalga enerjisiyle aydmlatilan  Ornekler swasiyla vanilya ve p-
hidroksibenzaldehit (PHB) icin 348nm ve 329 nm dir. Ekstraktlardan vanilya ve p-
hidroksibenzaldehit (PHB) es zamanli tayini i¢cin % 2,5 dan daha az olarak a¢iklanan
bagil standart sapmalar1 olan Vierordt’s Metodu uygulanmistir. Mikrodalga
aydinlatma tozu, aydinlatmanin miktar1 ve aydmnlatmayan devirler, aydmlatma
zamani ve etanol derisimi, aydinlatma tozu ve aydinlatma devir miktarinin vanilya
ekstraksiyon prosesinde en dnemli sartlar oldugunu gosteren ¢oklu ortalama optimize
edilmistir. Odaklanmis mikrodalga destek ekstraksiyonu; ticari, iyofilize ve kuru

vanilya orneklerine uygulanmistir. Ticari vanilya orneklerinde vanilya ve PHB nin
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ekstraksiyonu, kuru ve iyofilize 6rneklerden daha yiiksek sonuclar vermistir. 62 kez
ekstraksiyon zamaninda artigla/azalisla amaglanan FMAE ile vanilya ve PHB

derisimleri arasinda %40-%350 oraninda nokta vardir.

Sorouraddin vd. (2005), yaptiklar1 bu ¢calismada PLS ve PCR metotlarini, pridoksin
(PY) ve melatonin (MT) in es zamanl spektroflorimetrik ve spektrofotometrik tayini
icin kullanmiglardir. Bu ilaglarin st tiiste cakisan emisyon ve absorpsiyon
spektrumlarindan dolayi, PY ve MT ne florimetrik ne de spektrofotometrik
metotlarla direk olarak tayin edilemez. Tiim-spektrum ¢ok bilesenli kalibrasyon PLS
ve PCR metotlari, hem florimetrik hem de spektrofotometrik olarak gelistirilmistir.
Sartlar, florimetrik oldugu kadar spektrofotometrik tayin i¢inde optimize edilmistir.
PY ve MT nin simultane tayini, florimetri i¢in 324-500 nm arasinda emisyon
floresans spektrumu kaydedilmis, spektrofotometre i¢in 250-350 nm arasinda
absorpsiyon spektrumu kaydedilen Ornekle ¢alisilmistir. Deneysel kalibrasyon
matrisleri, dikey olarak dizayn edilmistir. Uygun sartlarda, dinamik oran, florimetri
icin 0,04 - 1,4 ve 0,1 - 4,0 ug/mL dir, spektrofotometri i¢cin 1 — 22 pg/mL ve 1 — 24
pg/mL dir. Bu degerler sirasiyla MT ve PY i¢indir. Kalibrasyon derisimleri, dinamik
oranda hazirlanmigtir. MT ve PY nin simultane tayini i¢in kemometrik yontemlerin
parametreleri optimize edilir ve dnerilen metot, tahmini setle validasyon yapilmistir.
Sonug olarak yontemler, sentetik karisimlar ve farmakolojik formulasyonda PY ve

MT nin tayini i¢in olduk¢a basarilidir.

Yongnian vd. (2005), bu calismada gida katki maddeleri olan maltol (MAL),
etilmaltol (EMA), Vanilin(VAL) ve etilvanilin (EVA)nin UV spektrumu ile tayinin
yapmiglardir. Bu maddeler {ist liste cakisan spektrum veren tiirlerdir ve 6n ayirma
olmaksizin karisimlarindan tek tek belirlenmeleri zordur. Bu ¢alismada kemometrik
yaklagimlar, bu bilesiklerin eszamanli olarak tayini i¢in {ist iiste ¢akisan
spektrumlari ¢oziimlenmesi ile uygulanmistir. 200-350 nm arasinda, absorpsiyon
spektrumlarmi igeren, ortogonal verilerin kullanilmasiyla bu dort bilesigin analizi, bu
bilesiklerin karisimini igeren kalibrasyon setinden saglanmistir. CLS, PCR, PLS,
ANN gibi farkli metotlarla incelenmislerdir. Kemometrik modeller, dort bilesigin

sentetik c¢ozeltilerinden yapilandirilan validasyonun kullanilmasiyla test edilmistir.
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Kemometrik metotlarin analitik performansi, bagil tahmin hatalar1 (RPE) ve geri
kazamimlar ile karakterize edilmistir. Onerilen metodun ticari gida iiriinlerinin
analizine uygulanmasi basarilidir. RBF-ANN, kemometrik metotlardan en 1yi sonug
verendir. CLS ve DCLS zayif sonuglar verirken, PLS, PCR, DPLS ve DPCR daha iy1
sonuclar vermektedir. Dort bilesigin 1,0-20,0 mg/L derisim oraninda dogrusalligi
vardir. Dedeksiyon limiti (LOD) ise MAL, EMA, VAN, EVA ic¢in 0,39; 0,56; 0,49;
0,38 mg/L dir.

Aktas ve Pekcan (2006), bu calismada yapay sinir ag1 (ANN) ydntemini sunset
yellow, tartrazine ve allura red karisimlarinin spektrofotometrik verilerini
degerlendirmek i¢in kullanmiglardir. Network yapisinin optimize edilmesiyle,
dogruluk elde edilmistir. Bu ¢alismanin amaci, kat1 faz spektrofotometresi kullanarak
ticari irlnlerde renklendiricilerin karigimlarini ¢6zmek igin ANN metodunun
uygulanmasidir. Onerilen metot hizli ve kolay uygulanabilirdir. Ayrica duyarlihig1 ve

seciciligi yiiksektir.

Aktas vd (2006), yapay sinir ag1 (ANN) yontemi basariyla ¢ok dogal sularda ikili
iceren farkli maddelerin bilesen analizi uygulanmistir. Bu uygulamada YSA yontemi
bu maddelerin karigimlarinin kantitatif ¢oziiniirlik ve bu yaklasim herhangi bir
ayirma ve ekstraksiyon adimlar1 gerektirmez uygundur. Yontemi cesitli sentetik ticlii
karigimlar1 ve ornek uygulanan ve basarili sonuclar kullanilarak test edildi elde

edilmistir.

Din¢ ve Baleanu (2006), bu ¢aliymada fonksiyonel dalgaboyu transferinin (FWT)
yeni bir uygulamasi, enjeksiyon i¢in farmakolojik kombinasyonda ampicillin (AP) ve
sulbactam (SB) m eszamanli tayini onerilmistir. FWT nin yaklasimi, absorpsiyon
spektrumundan konuyla ilgisiz bilgiyi ve giirtiltiiyii kaldirmakdir. Spektrum oraninin,
yiiksek pik genisligi, elimine edilen giiriiltii ve genisletilen keskin piklere ait en
onemli bilgi, orijinal absorpsiyon spektrumlar1 icin FWT yonteminin uygulamas: ile
saglanmistir. Bu calismada, FWT; 211,5-313-8 nm dalgaboyu araliginda SB ve AP
den saglanan UV-sinyallerinin veri vektorlerine baghdir. Tiirev transform, FWT nin

genellestirilmesi ile orijinal asborpsiyon sinyaline uygulanmistir. AP ve SB nin
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kalibrasyon grafikleri, sifir-kesigme noktasinda FWT oOlciimiinden ve genel tiirev
genisliginden bulunmustur. Metot validasyonu, sentetik karisimlar kullanilarak
yapilmistir. Amag, FWT metodunun kemometrik metotlarla ve genel tiirev

spektrofotometrisiyle kiyaslanmasidir. Oldukga 1yi sonuglar elde edilmistir.

Afkhami vd. (2007), bu calismada PLS-1 kalibrasyon modelini CN" ve SCN’ nin
eszamanlt tayini i¢in spektrofotometrik yontemden elde edilen sonuglara
uygulamislardir. Bu metot, 30 °C de pH: 4,0 tamponunda kloramin-T ile CN~ ve
SCN’ iyonlar1 arasindaki reaksiyonun oraninda farkliliklar igermektedir. Retilen
siyonojen klorit (CNCI); piridinle reaksiyona sokulmus ve iiriin, barbitiirik asitle
yogunlastirilmig ve son renk maddesi ile bigimlendirilmistir. Cozeltilerin absorpsiyon
kinetik profilleri, iki saniye araliklarla reaksiyonun baslangicindan sonra 20-180
saniye zaman araliginda 578 nm de 6l¢iilen absorbanslarla goriintiilenmistir. PLS-1
kalibrasyonu i¢in deneysel kalibrasyon matriksi 31 6rnekle diizenlenmistir. Cross-
validasyon metodu, faktorlerin segilen sayisi i¢in kullanilmistir. Sonuglar, sirasiyla
CN  ve SCN iyonlart i¢in 10,0-900 ng/mL ve 50-1200 ng/mL oraninda
uygulandigmi gostermistir. Onerilen metot, su Orneklerinde CN°  ve SCN’ in

eszamanli tayinine uygulanmistir.

Hemmateenejad vd. (2007), bu ¢alismada PLS ve PCR iistiinliigii sorgulanan ¢ok
bilesenli analiz i¢cin kemometride 6nemi dikkat vurgulanmistir. Dalgaboyu se¢iminin
etkisi hesaba katilarak, anilin, fenol, difenilamin (DPA) nm eszamanh
spektrofotometrik tayiniyle PCR ve PLS metotlar1 arasinda bir kiyaslama yapilmistir.
Analitlerin UV absorbans spektrumlari, 1,0-10,0 pg/mL derisim oranlarinda
Olciilmiis ve sonuglar PLS ve PCR ye tabi tutulmustur. Modellere, cross-validasyonla
validasyon islemi yapilmistir. Modifiye edilen degisen hareket pencereleri ile, her bir
analit i¢in daha iy1 spektral bolge se¢imi amaclanmistir. Daha gilivenilir sonuglarin
oldugu regresyon metotlar1 i¢cin tahminlerin dalga sayis1 se¢imi ile gelisen niteligi
dogrusal komsu dalgaboyunun tasinmasi ile bulunmustur. Sonuclandirilan veriler,
biitlin spektrumlar kullanildiginda ¢ok veya az sonuglar iireten PLS ile agiklanmistir.

Fakat se¢ilen dalgaboyu araliklar1 durumunda benzer sonuglar iiretilmistir. Ana fark
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PCR i¢in faktorlerin yiiksek miktarlariyla saglanmistir. Bu biiyiikk bir sorun

olusturmamuistir.

Liao vd. (2007), bu calismada zayif asit karisgimlarinin es zamanli tayini igin
kemometri ile birlestirilen yeni spektrofotometrik titrasyon metodu gelistirilmistir.
Bu metotta, titrant olarak sodyum hidroksit-asit/baz indikatorii  karigimi
kullanilmistir. Indikatdr, titrasyon yontemini denetlemek igin kullanilmustir.
Titrasyon yonteminde, her bir titrasyon noktasinda titrant ve ¢6zilinen sitin eklenen
hacimleri, least square algoritmasiyla absorbans spektrumundan simultane olarak
hesaplanmistir. Sonra karisimdaki her bilesenin derisimleri, PCR ile titrasyon
egrisinden bulunmustur. Metot, analitik sonuclarin elde edilmesi i¢in bilgi gerektirir
ve hacim Ol¢iimlerinden bagimsizdir. Analizler , titrasyonun son noktasindan
bagimsizdir. Indikatér ve asitlerin kararlilik sabitlerinin dogru degerlerini
gerektirmektedir. Metot, miikemmel sonuglarla benzoik asit, salisilik asit
karisimlarmin ve fenol, o-klorofenol ve p-klorofenol karigimlarinin es zamanl

analizi i¢in uygulanmistur.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.Materyal

Bu g¢alismada, UV/VIS spektrofotometrisi yontemi ile ¢ay numunesinde bulunan
metilksantin tiirevlerinin (kafein, teofilin, teobromin) nicel olarak tayini yapilmistir.
Bu metilksantin tiirevleri kafein (Fluka), teofilin (Sigma), teobromin (Sigma)dir.
Elde edilen veriler, PCA, PLS gibi kemometrik yontemlerle degerlendirilmistir.
Once tek tek sonra farkli oranlarda hazirlanan sentetik karisimlarin  spektrumlari
almmuistir. Son islem olarak da ticari olarak alinan farkli ¢ay 6rneklerinde dlgiimler

yapilmistir.

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

e Veri ve Dosya Yonetimi

e Temel Istatistikler

e Regresyon Analizi

e Varyans Analizi (ANOVA)

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

e Deney Tasarimi

e Giivenilirlik Analizleri

e (Cok Degiskenli Analiz

e Zaman Serileri ve Kestirim

e Simiilasyonlar ve Dagilimlar

ozelliklerini icermektedir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

3.2.1. UV-goriiniir spektrofotometre cihaz

UV — Vis spektrumlari, bilgisayar tarafindan kontrol edilen 1 cm uzunlugundaki
hiicre ile donatilan UV 1700 PHARMASPEC SHIMADZU spekrofotometresi
kullanilarak  belirlenen spektrum degerleri ¢ay numunelerindeki metilksantin

tiirevlerinin miktarimi belirlemek i¢in kemometrik metoda uygulanmstir.
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3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Deneylerde analitik saflikta olan kimyasallar kullanilmistir. Calismada kullanilan

kimyasallar Cizelge 3.1." de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasallar ve formiilleri.

BILESIGIN ADI BILESIGIN FORMULU
Kafein (?H3
N~ O
4
T T
CH
CHy o ’
Teofilin o
<"IM"/
.
N N/LQ()
Teobromin O CH,
Ho |
N N
!
o” N
CH,
Kursun asetat Pb(CH3COO),
Sodyum karbonat NaCOs3

Su, 0,05S.cm” den disiik kondiiktiviteye sahip , Milli—Q su aritma (Millipore

Corp.) sisteminden saglanmustir.

3.3.1 Kullanilan ¢ozeltiler
Calismada spektrofotometrik  Slgiimler i¢in :
Biitiin metilksantin tiirevleri 10 mg / 100 mL olacak sekilde stok c¢ozeltileri

hazirlanmistir.
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Stok Kafein Cozeltisi
Kafein maddesinden 0,0100 g tartilarak bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra son

hacim 100 mL ye tamamlanmustir.

Stok Teofilin Cozeltisi
Teofilin maddesinden 0,0115 g tartilarak bir miktar saf suda ¢6ziildiikten sonra son

hacim 100 mL ye tamamlanmustir.

Stok Teobromin Cozeltisi
Teobromin maddesinden 0,0101 g tartilarak bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra

son hacim 100 mL ye tamamlanmaistir.

Cay Numunesinin Hazirlanmasi

1 gram c¢ay 30 dakika 100 mL suda kaynatilir. Elde edilen ¢ozelti siiziiliir ve hacmi
100 mL ye tamamlanir. % 10’ luk 0,5 mL kursunasetat, 100 mL den alinan 25
mL’lik 6rnege eklenir ve karisim 2 dakika oda sicakliginda karistirilir. Cozelti tekrar
siizlilir ve ortamda fazla kalan kursun asetat1 uzaklastirmak i¢in 0,1 mL %10’ luk

sodyumkarbonat eklenir. Karigim tekrar siiziiliir ve hacim 100 mL’ e tamamlanir.

3.4. Yontem

3.4.1. UV/VIS spektroskopisi yontemi

Bu c¢alismada, spektrofotometrik Olclimlerle  metilksantin tiirevlerinin stok
cozeltilerinin spektrumlart okunmustur. Bu islem i¢cin 6nce tek tek sonra farkl
oranlarda hazirlanan sentetik karigimlarin spektrumlar1 alinmistir. Son islem olarak
da farkli ¢ay Orneklerinde Olcltimler yapilmistir.  Elde edilen veriler, farkli
kemometrik ydntemlerle degerlendirilmistir. ilk basamakta, UV spektrofotometre
cthazinin kalibrasyonu (sifirlama islemi) yapilmistir. Kalibrasyon iglemi once her iki
hiicre bos birakilarak havaya kars1 yapilmistir. Sonra ayni islem bu kez her iki 151k
yoluna saf su ile hazirlanan kor numunesi konularak yapilmistir. Biitiin okumalarda

hep kor bu sekilde hazirlanmistir. Kor olarak sadece saf su kullanilmasinin nedeni bu
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calismada genel olarak ¢oziiciimiiz saf su oldugu i¢indir. Kor se¢imi yapilirken
girisim etkilerini yok etmek igin, kor olarak c¢oziicii tercih edilmistir. ikinci
basamakta, saf metilksantin tiirevlerinin tek tek spektrumlari alinmistir. Bu islem
esnasinda stok metilksantin tiirevlerinin derisimleri 5-20 ppm arasinda olacak sekilde
0,0025-0,02 mL arasinda saf maddeler stoklardan alinarak toplam hacim 25 mL ye
tamamlanarak c¢ozeltileri  hazwrlanmistr ve UV spektroskopisinde absorbans
okumalar1 yapilmistir. Ugiincii basamakta, her bir madde ayr1 bir dalga boyunda
maksimum verdiginden saf metilksantin tiirevlerininden olusturulan sentetik
karisimlarm UV spektroskopisinde absorbans okumalar1 yapilmistir ve birbiri
yaninda herhangi bir 6n ayirma islemine gerek olmaksizin metilksantin tiirevlerini
incelenmistir. En son basamakta ise, cay numunesinden hazirlanan c¢ozeltiler

incelenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. UV Spektroskopisi

Once her bir metilksantin tiirevinin saf halde ~ 10 mg/100 mL saf suda standart
¢Ozeltileri hazirlanmistir. Daha sonra 0,0025-0,02 mL mL arasinda saf maddeler
stoklardan almmarak toplam hacim 25 ml’ye tamamlanmistir. Bu islem sonrasi
absorbanslar oOlciilerek kaydedilmistir. Her bir metilksantin tiirevinin derisimleri ppm
olarak hesaplanmis ve absorbanslardan yararlanilarak molar absorpsiyon katsayilar1

belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Metilksantin tlirevlerinin spektroskopik 6zellikleri

MAK. ABS. MOLAR KALIBRASYON | KORELASYON
YAPTIGI ABSORPSiYON DENKLEMIi KATSAYISI
DALGABOYU KATSAYISI
Kafein 273,1 nm 10304 y =10304x + 0,0137 0,998
Teofilin 276,4 nm 11518 y=11518x + 0,0062 0,998
Teobromin 275,2 nm 8761,2 y=8761,2x +0,0132 0,999

Her bir metilksantin tiirevinin saf halde yani tekli durumda spektrumlar1 alinir. Bu
spektrumlar alinirken kafein, teofilin ve teobromin i¢in 5-20 pg / mL dir. Bu derisim

aralig, tayin edilecek maddeler i¢in dogrusaligi oldugu bélgedir.

4.1.1. Saf halde metilksantin tiirevlerinden elde edilen spektrumlar

Absorbans

Delgaboyu,nm

Sekil 4.1. Kafein maddesinin absorpsiyon spektrumu

40




189
164

14

Absorbans

02 . . . . . . . . . .

Dalgaboyu,nm

Sekil. 4.2. Teofilin maddesinin absorpsiyon spektrumu

14

124

Absorbans

02 . . . . . . . . . .

Dalgaboyu,nm

Sekil. 4.3. Teobromin maddesinin absorpsiyon spektrumu

Her bir madde ayr1 bir dalga boyunda maksimum absorbans vermektedir. Daha sonra
bundan yararlanilarak sentetik karisimlar hazirlanmistir ve birbiri yaninda herhangi
bir 6n aymrma yapmaksizin metilksantin tiirevleri incelenmistir. Metilksantin

tirevleri ayrica siirekli spektrum gostermektedir ve iist iiste Ortiisen spekrumlar

gozlenmektedir.
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4.1.2. Temel bilesen analizi (PCA)

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

dogrusal bilesenlerini ortaya ¢ikarir.

Loading Plot of C1; ...; C3

0,04
-0,1
-0,2 1
-0,3 |
-0,4 4 c2

-0,5

Second Component

-0,6

-0,7 4

-0,8 1 T T T T T T T T T
-0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
First Component

Sekil 4.4. Degiskenlerin dogrusal bilesenleri

Sekil 4.4. e bakildiginda programa yiikledigimiz verilerden birinci temel aks ve
ikinci temel aks iizerinden dogrusal bilesenler bulunmustur. Islemlerin dogrulugu
Olgiisiinde dogrusal bilesenler elde edilmistir. Bu grafik varyans-kovaryans
matrisinin elemanlarmin orijinin merkezine olan biiyiik aks birinci temel bileseni

(C2) ve bu bilesene 90 °C lik ag1 ile ikinci temel bilesen (C3) uzanmaktadir. Bir kare
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matris i¢cin , varyans-kovaryans matrisinin elemanlar1 koordinat sisteminin orijini
boyunca uzanir. Biiyiik aksin egimi, birinci temel bilesen ile birlestirilmis 6zvektor
(eigenvector)diir. Bu “6zvektore” karsilik gelen “6zdeger” (eigenvalue) Sekil 4.4.
deki biiylik aksin uzunlugudur. Sekil 4.5. da 6zdegerlerin grafigi goriilmektedir.
Ozdegerlerin simetrik bir veri matrisinden ¢ikarilmasi kismi en kiiciik kareler
yontemi ve temel bilesen analizi i¢in onemlidir. Ozdegerler ve dzvektorler elde
edildikten sonra yapilacak islem diger kemometrik hesaplamalara gecistir. Temel
bilesen analizi ile elde edilen temel bilesenler yardimiyla olusturulan korelasyon

matrisi diger kemometrik regresyonlara (PLS, PCR... ) 151k tutmaktadir.

Scree Plot of C1; ...; C10

Eigenvalue

0 - - - - - ]

1 2 3 4 5 v 7 3 9
Factor Number

Sekil 4.5. Kemometrik verilerden elde edilen 6zdegerlerin grafigi

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

giivenilirdir.

4.1.2.1. Kalibrasyon yonteminin validasyonu

Temel Bilesen Analizi i¢in 5-20 pg / mL dogrusal ¢aligma araliginda kafein,
teobromin ve teofilin igeren ¢o6zeltilerin standart serisi stok c¢ozeltilerinden

yararlanilarak hazirlanmistir. Metilksantin tiirevlerini igeren 12 adet yapay karisim
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¢ozeltilerinden ibaret olan bir kalibrasyon seti (Cizelge 4.2.) hazirlanmistir. Once saf
maddelerle ¢aligilarak her bir bilesenin hangi aralikta spektrum verdigi belirlenmistir
(Boliim 4.1.1.). Olgiimler 200 - 800 nm arasinda yapilmistir. Daha sonra aralik
kalibrasyon seti i¢in ve kullanilacak olan istatistik programi dogrultusunda dalga
boyu aralig1 200 - 450 nm olarak daraltilmistir. Kalibrasyon seti hazirlanirken saf

halde alian spektrumlarin absorbanslariyla iliskili degerlendirme yapilmistir.

Cizelge 4.2. Kafein, teobromin ve teofilin karigimlarini iceren kalibrasyon seti

No Kafein Teobromin Teofilin
(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
1 5 5 5
2 5 5 10
3 5 5 15
4 5 5 20
5 5 5 5
6 5 10 5
7 5 15 5
8 5 20 5
9 5 5 5
10 10 5 5
11 15 5 5
12 20 5 5
Sentetik Karisumlar:

Kafein, teobromin ve teofilinden olusur.

2852

2,000

Abs.

1,000 -

0,000

i
HII;H

[
e

-0,269 1
200,00 250,00 300,00 350,00 400,00 450,00
nm.

Sekil 4.6. Sentetik karisimin absorpsiyon spektrumu.
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4.1.3. Kismi en Kkii¢iik kareler yontemi (PLS)

Kismi en kiigiik kareler yonteminde Cizelge 4.2 gore hazirlanan kalibrasyon seti
kullanilmistir.  Olgiimler 200-800 nm arasinda yapilmusti. Daha sonra aralik
kalibrasyon seti i¢in ve kullanilacak olan istatistik programi dogrultusunda dalga
boyu aralig1 200 - 450 nm  olarak daraltilmustir. 273,1; 273,4; 273,7; 274; 274,3;
274,6; 274,9; 275,2; 275,5; 275,8; 276,1; 276,4 ye karsilik gelen 12 noktada
absorbans okunmustur. PLS kalibrasyon i¢in hazirlanan kalibrasyon setinin 200-450
nm dalga boyu araliginda AA= 0,1 nm araliklarla absorbans okunmustur. Kullanilan
istatistik program ile kalibrasyon setinin absorbans ve derisim degerlerinin varyans-
kovaryans matriksleri hesaplanmistir. Derisimler arasindaki matematiksel iligkiye
dayali PLS kalibrasyonu kurulmustur. Metilksantin tiirevlerini igeren karigimlarin
yukarida belirtilen dalga boylarindaki absorbans degerleri okunarak PLS

kalibrasyonunda bu maddelerinin miktar tayinleri gerceklestirilmistir.

4.1.3.1. Kalibrasyon yonteminin validasyonu

PLS yontemini valide etmek amaciyla kafein ve teobromin i¢in 5-20 pg/mL ¢alisma
aralig1 i¢inde olacak sekilde farkli derisimlerde 12 adet yapay karisim ¢ozeltisinden
ibaret olan bir set hazirlanmistir. Hazirlanan bu validasyon seti (Cizelge 4.2)
kullanilarak kurulan PLS kalibrasyonun kesinlik ve dogrulugu test edilmistir. Geri
kazanim (GK) degerleri; kafein i¢in % 99,83, teofilin i¢in % 99,8047 , teobromin i¢in
% 99,9125 bulunmustur. Bagil standart sapma degerleri kafein i¢in % 0,061,
teofilin i¢cin % 0,49 , teobromin i¢in % 0,29 olarak hesaplanmistir. PLS kalibrasyon
yonteminin sentetik karisimlara uygulanmasi ile elde edilen sonuglar Cizelge 4.3. de

gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. Sentetik olarak hazirlanan karisimindaki metilksantin tiirevlerinin PLS
kalibrasyonu ile hesaplanan sonuclar1

Karisim Kafein Teofilin
No UV Sonuglari UV Sonuglari

Konulan  Bulunan % Geri Konulan  Bulunan % Geri

(ug/ml) (ng/ml) Kazanim (ug/ml) (ug/ml) Kazanim
1 5 4,988 99,76 5 5 100
2 5 4,990 99,8 5 5 100
3 5 4,991 99,82 5 5 100
4 5 4,990 99,80 5 4,97 99.4
5 5 4,988 99,76 5 4,96 99,2
6 5 4,9901 99,80 10 9,98 99,8
7 5 4,989 99,78 15 14,97 99,8
8 5 4,991 99,82 20 19,97 99,85
9 5 4,990 99,80 5 5 100
10 10 9,990 99,90 5 5 100
11 15 14,988 99,92 5 5 100
12 20 19,988 99,94 5 4,98 99,6

x =99,83 x = 99,8047
SS = 0,061 SS=0,49
BSS =% 0,061 BSS =% 0,49
Karisim Teobromin
No UV Sonuglari

Konulan Bulunan % Geri

(ug/ml) (ug/ml) Kazanim
1 5 5 100
2 10 10 100
3 15 14,97 99,8
4 20 19,99 99,95
5 5 5 100
6 5 4,98 99,6
7 5 5 100
8 5 5 100
9 5 5 100
10 5 5 100
11 5 5 100
12 5 4,98 99,6

x=99,9125
SS=0,29
BSS =% 0,29
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4.1.3.2. PLS yontemi icin ANOVA testi

PLS kalibrasyon yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek amaciyla elde
edilen sonuclara ANOVA testi uygulanmistir. Gruplar arasi serbestlik derecesi=I,
grup ici serbestlik derecesi=22 % 95 giiven araliginda F-tablo degeri 4,30 olmasima
karsilik kafein i¢in hesaplanan F-test degeri 2,68E-05 ve p-degeri 0,99, teofilin ig¢in
hesaplanan F-test degeri 4,82E-05 ve p-degeri 0,99 olarak, teobromin i¢in hesaplanan
F-test degeri 1,07E-05 ve p-degeri 0,99 bulunmustur.

ANOVA testinde F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05 oldugu icin % 95 giiven
araliginda elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadigi bulunmustur.
Varyans analizinde iki serbestlik derecesi kullamilir. Gruplar aras1 serbestlik
derecesi=1 Grup i¢i serbestlik derecesi=22. . F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05
oldugu i¢in bu kalibrasyon modeli ticari numunenin incelenmesinde kullanilabilir

olduguna karar verilmistir.

PLS Residual Normal Plot
MNormal - 95% CI
(response is C10)
3 components
e
95 -
o J
m.
P
[ =
40 4
E B
20
10
g
1 T T T T T T T T T
-4 -3 -2 =il 0 1 2 3 4
Standardized Residual

Sekil 4.7. Atik degerlerinin dagilimi
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latrix Plot of C1; C2; C3; C4; C5; C6; C7; C8; C9; C10; C11; C12; C13;C14;C1
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Sekil 4.8. Kemometrik hesaplamalar esnasinda olusturulan matris

Kemometrik hesaplamalar esnasinda elde edilen atik degerleri Sekil 4.7. de

goriilmektedir ve standart egride dagilim géstermektedir.

Hesaplamalarin dogru ve giivenilir elde edilmesi i¢in simetrik bir matris
olusturulmas1 gerekmektedir. Sekil 4.8. da olusturulan kare matrisin verilerle

dagilimi goriilmektedir.

4.1.3.3. PLS yonteminde istatistiksel analiz

4.1.3.3.a. Kalibrasyonun Standart hatasi

Metilksantin tiirevlerini igeren karisimlarda bu maddelerin miktar tayini i¢in PLS
kalibrasyonun kurulmasinda g¢apraz validasyon isleminde tahmin edilen hatalarin
karelerinin toplaminin (Predicted Resudiual Error Some of Squares— PRESS)

minimal degerleri elde edilmistir. Metilksantin maddeleri i¢in kurulan PLS

kalibrasyonunda PRESS degeri kafein, teofilin ve teobromin i¢in sirastyla 0,0161;
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0,0289; 0,0064 olarak hesaplanmistir. PRESS degerinin sifira yakin olmasi dogruluk

derecesini arttirmaktadir. Elde edilen PRESS degerleri yeterince kiiciiktiir.

25 4
3
> 20 - &
=
£
215
@YU
a
=
9 10 | y = 0,9999x - 0,0097
2 RZ2=1
k=
E 5
£
(]
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0 —+

0 5 10 15 20 25
Gergek Derigim (ug/ml)

Sekil 4.9. PLS kalibrasyon basamaginda kafein i¢in ger¢ek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
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Sekil 4.10. PLS kalibrasyon basamaginda teofilin i¢in ger¢ek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
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Sekil 4.11. PLS kalibrasyon basamaginda teobromin i¢in gercek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
4.1.3.4. Kismi En Kiiciik Kareler Yonteminin Ticari Numuneye Uygulanmasi
Cay numunenin tayini i¢in 200-450 nm dalgaboyu bdlgesinde AA= 0,1 nm
araliklarla 6lcililen absorbans degerlerine PLS algoritmasi uygulanmistir ve icecek

icerigindeki metilksantin tiirevileri hesaplanmistir.

Cizelge 4.4. Cay numunesinde bulunan metilksantin tiirevlerinin PLS kalibrasyonu

ile hesaplanan sonuclari

Cay Numunesi 1 Cay Numunesi 2
Numune Kafein Teofilin Teobromin Kafein Teofilin Teobromin
No (ng/mL) (ug/mL)
(ug/mL) (ug/mL) | (ng/mL) (ug/mL)
1 60,894+0,01 | 1,427+0,62 1,338+0,31 |63,987+0,45|1,568+0,21 | 1,472+0,11
2 60.986:£0,04 | 1,519+0.01 1,43040,24 64,872+0,30 | 1,497+0,14 | 1,498+0,78

Her bir metilksantin tiirevi i¢in tiiretilen kalibrasyon esitlikleri su sekildedir:

c Kafein =

C teobromin =

50

2,66 + 19304 A, - 31546 A, — 2730 A; + 5979 A, - 948 As + 2497 A,
+ 3702 A, + 18327 By — 22920 Ay + 8181 Ay, + 231 A,

6,92 - 160259 A, + 149677 A, — 42826 Ay + 55166 A, + 36826 As +
71553 A, - 147558 A, + 34294 Ay + 45525 A, + 63459 Ay, - 107516 Ay,



C reofilin = - 3,98 + 145494 A, - 184833 A, + 21906 A; - 22004 A, + 23006 Ag -
26284 As + 85118 A; + 2699 Ay — 80991 Ay - 18362 Ay + 55102 A,

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

de ters kalibrasyon yapilmistir. Ters kalibrasyonun avantajlar1 su sekildedir:

e Numune i¢in Olciilen absorbans degeri, formiilde yerine konuldugu zaman
dogrudan derigimi hesaplamak miimkiindiir, bu durum hesaplamalarda zaman

kaybin1 ortadan kaldirir.

e Analiz edilen bilesiklerin bilinmesi sartiyla bu kalibrasyon modeli ¢ok

kompleks karigimlarin analizine olanak tanir.

4.1.4. Klasik UV-spektroskopisiyle elde edilen bulgular

Cizelge 4.1. incelendiginde metilksantin tiirevlerinin spektroskopik o6zellikleri
goriilmektedir.

Her bir ¢ay numunesinin metilksantin tiirevlerinin maksimum gosterdigi ii¢ dalga

boyundaki absorbans degerlerine bagli olusturulan esitlikler su sekildedir:

Aoz 1=¢€2731 - L. Crafein T €' 273.1- I Creobromin + €" 273.1- L. Cieofilin
Ar764=€ 2764- 1. Crafein T €' 276.4- I. Cicobromin + €" 276 4. 1. Cieofilin
Az752= € 2752. . Ciafein T €' 2752. 1. Cieobromin T €" 2752 L. Creofilin

Cizelge 4.5. Cay numunesinde bulunan metilksantin tiirevlerinin UV yontemi ile

hesaplanan sonuclar1

Cay Numunesi 1 Cay Numunesi 2
Numune Kafein Teofilin Teobromin Kafein Teofilin Teobromin
No (ng/mL) (ng/mL)
(ug/mL) (ug/mL) | (pg/mL) (ug/mL)
1 59,878 1,397 1,416 61,569 1,542 1,578
2
58,793 1,245 1,392 63,458 1,462 1,492
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4.2.Yontemlerin Cay Numunesine Uygulanmasiyla Elde Edilen Bulgular

Kesinlik, dogruluk ve tekrarlanabilirligin her tic yontemdeki karsilastirilmasi ile cay

numunesinden elde edilen sonuglar su sekildedir.

Cizelge 4.6. Cay numunesinde bulunan metilksantin tiirevlerinin hesaplanan

sonuglari

PLS Yontemi

Cay Numunesi 1 Cay Numunesi 2
Numune Kafein Teofilin Teobromin Kafein Teofilin Teobromin
No (ng/mL) (ng/mL)
(ug/mL) (ug/mL) | (ng/mL) (ug/mL)
1 60,894+0,01 | 1,427+0,62 1,338+0,31 |63,987+0,45| 1,568+0,21 | 1,472+0,11
2 60.986:£0,04 | 1,519+0.01 1,43040,24 64,872+0,30 | 1,497+0,14 | 1,498+0,78
Klasik UV Yontemi
Cay Numunesi 1 Cay Numunesi 2
Numune Kafein Teofilin Teobromin Kafein Teofilin Teobromin
No (ng/mL) (ug/mL)
(ug/mL) (ug/mL) | (pg/mL) (ug/mL)
1 59,878 1,397 1,416 61,569 1,542 1,578
2
58,793 1,245 1,392 63,458 1,462 1,492

52




5. TARTISMA VE SONUC

Tikettigimiz ¢ayda bulunan metilksantin tiirevlerinden olan kafein, teobromin ve
teofilinin caydaki miktarlarmin analizi i¢in Ultra-Viyole Goriinlir Alan

Spektroskopisi yontemi gelistirilmeye caligilmistir.

Kafein, teobromin ve teofilinin standart maddelerinin UV spektrumlar1 almarak,
calisma yapilabilecek saflikta oldugu belirlenmis ve analiz caligmalari

gerceklestirilmistir.

Kafein, teobromin ve teofilin karisimi icin, UV gelistirilerek, bulgular klasik
spektroskopi yontemi ile karsilastirilmistir. Gelistirilen UV yOnteminin regresyon
analizi yapilarak sonuglar istatistik hesaplanmistir. Olusturulan egrilerin bir dogru
olup olmadigmmi anlamak, bulunan dogrusallik smirmin uygun olup olmadigini
belirlemek i¢in dogrusalliktan ayrilisin 6nem testi yapilmistir. Fy < Fr oldugundan,

dogrusalliktan sapmanin 6nemsiz oldugu bulunmustur.

Kemometrik program kullanilirken de yine F testi gbz Oniine alinmistir. Ticari
numuneye ge¢meden dnce yapilan deneysel tasarim esnasinda hazirlanan sentetik
modelde de sonuglar kiyaslanmistir. Sentetik modele ilave ettigimiz madde
miktarlar1 ile kemometrik programdan elde ettigimiz deneysel sonuglar
kiyaslanmistir. Grup i¢i ve gruplar arasi serbestlik dereceleri yardimiyla F testi
yapilmistir. F testi sonucuna gore kullandigimiz modeli ticari numuneye uygulayip

uygulayamayacagimiza karar verilmistir. Fy < Fr oldugunda model uygulanmastir.

Kafein, teobromin ve teofilin tiirevleri i¢in dogruluk ve kesinlik degerleri
saptanmistir. Bu degerlerde SS ve BSS degerleri kiigiik oldugu i¢in gelistirilen

yotemlerin kesin ve dogru bir yontem olduguna karar verilmistir.

Cizelge 4.3. incelendiginde bu yontemle metilksantin tiirevlerinin miktar tayininde
en disik bagil standart sapma degerinin, kafein maddesi i¢in  bulundugu
goriilmiistiir. Bu ¢izelgedeki degerler belirtildigi gibi kismi en kiigiik kareler yontemi

(PLS) ile hesaplanmustir.
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UV yonteminde kafein, teobromin ve teofilinin i¢in % geri kazanim degerleri
ortalama olarak bulunmustur. Kullanilan ydntem i¢in geri kazanimlar yiiksek

degerlerde bulunmustur.

Kullanilan yOntemin tekrarlanabilir sonuglar vermesi, yiiksek duyarlilik ve
dogrulugun yan sira hizli olusu ve ¢ay numunesinin analizi i¢in dnerilecek yontem

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

gerek farkli cay numuneleri gerekse farkli ticari gida numunelerinin analizinde

Onerilebilir.
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