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ONSOZ

Tuketimi ve Uretimi agisindan dnemli bir yere sahip olan zeytinyaginin ekonomiye
katkisi kacinilmaz derecede buyiktir. Ote yandan, saglikli beslenme konusunda son
yillarda artan tlketim talebi zeytin yagina olan ilgiyi giderek bitin dinyda oldugu gibi
ulkemizdede artirmistir. Bunun sonucu olarak 6zellikle merdiven ati diye tabir edilen
cesitli Gretim sekillerinde zeytin yagina ekomomik degeri daha dusuk olan gesitli bitkisel
yaglar karistirilarak cok sayida tagsis girisimleri kamuoyu gundemine gelmigtir. Bu
durum ilk asamada tiketiciyi yaniltmak ve haksiz kazang elde etmek gibi direk sonuglar
dogursada uzun vadede Ulkemizin zeytin yagQi ticaretindeki itibarini zedeleyecek ¢ok
daha vahim sonuclarla karsi karsiya gelmesi ile sonuglanacaktir. Bu nedenle zeytin
yaginin daha ucuz olan bitkisel yaglarla karigtirilarak satisinin dnune gecilmesi ve bu tur
olasi tagsis vakalarinin hizli ve pratik bir sekilde tespit edilmesi sonyillarda buylk énem
kazanmistir.

Bu projede, zeytin yagi gesitli bitkisel yaglarla (aygicek, misirdzu, soya, pamuk,
kanola, fistik yaglar gibi) karigtirilarak coklu sentetik karisimlar elde edilmis ve bu
sentetik karisimlar yakin infrared (NIR), Fourier donusturtcili infrared (FTIR) ve
floresans spektrometreleri ile Olclimus, karisimlara ait spektrumlar cok degiskenli
kalibrasyon metodu olan genetik algoritmaya dayali ters en kuguk kareler (GILS)
yontemi ile analizlenerek zeytin yaginin ve tagsis amagl kullanilan diger bitkisel yaglarin
agirlikca yuzdeleri kalibrasyon modelleri ile elde edilmistir. Boylelikle gelistirilen
kalibrasyon modelleri sadece tagsis edilmis Oorneklerdeki zeytin yagi miktarlarini
modellemekle yetinmemis ayrica tagis eden diger bitkisel yaglarinda kantitatif tayinleri
mumkin olmustur. Bunun yaninda bu tur tagsis caliglarinda en énemli konulardan biri
olan tagsiste kullanilan bitkisel yaglarin turleri ve sayilarina bakilmaksizin tagsis edilmis
olan zeytin yaginin hassas bir sekilde kantitatif modellenmesi gercgeklestiriimistir. Bu
projede yer alan GILS metodunun kullanilabilirligi degisik o6rnek karisimlarinda
denenerek elde edilen sonuglar ulusal ve uluslararasi kongrelerde s6zlUu ve poster bildiri
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(074

Saglikh beslenme aligkanliklari konusunda butin dunyada giderek artan
toplumsal bilingclenmenin sonucunda zeytinyaginin saglikli yasam Uzerinde etkileri
giderek daha da 6n plana ¢ikmis ve bunun sonucunda zeytin yagi tuketimindeki egilim
giderek armistir. Bu artan ilgi, zeytin yaginin ekonomik degeri daha dusuk cesitli bitkisel
yaglarla tagsis edilerek tuketiciye sunulmasi girisimlerini artirmistir. Bu ¢alisma zeytin
yaginin bitkisel yaglarla tagsisinin ¢ok dediskenli kalibrasyon yaklasimlari kulanilarak
spektroskopik tayinini amaglamistir. Bu amagla soya, aygicek, misirdzd, kanola, pamuk
ve fistik yaglariyla sentetik olarak tagsis edilmis zeytin yaginin ikili, G¢ll, dortli ve besli
karisimlari gelisigizel Oornek tasarimi kullanilarak yuzde agirlik¢a hazirlanmigtir. Bu
orneklerin spektrumlari yakin infrared (NIR), Fourier donusturicull orta infrared (FTIR),
ve floresans spektroskopisi metotlari kullanilarak kaydedilmistir. Elde edilen spektrumlar
kullanilarak bir genetik algoritmaya dayali degisken sec¢imi algoritmasiyla birlegtiriimis
olan ters en kuguk kareler (inverse least squares, ILS) cok degiskenli kalibrasyon
metodu (GILS) kullanilarak olasi tagsis ediciler ve zeytin yagi i¢in kalibrasyon modelleri
geligtiriimigtir. Sentetik drneklerdeki gercek derisimlere karsi, gelistirilen ¢ok degiskenli
kalibrasyon modelleri ile elde edilen tahmini derisim degerlerinden elde edilen
korelasyon katsayilari arastirmada kullanilan yadlar igin 0.90 ile 0.99 arasinda
degismistir. Bu sonuglar, arastirma kapsaminda kullanilan NIR, FTIR ve floresans
spektroskopisi metotlarinin  GILS ¢ok degdiskenli kalibrasyon metodu ile beraber
kullanilmasi halinde zeytin yagi tagsisinin tagsis amaciyla kullanilan bitkisel yaglarin
tirlne ve sayisina bakilmaksizin ¢ok genig bir dersim araliginda tespit edilebilecegini

gostermistir.

Anahtar Kelimeler: zeytin yagi tagsisi, yakin infrared spektroskopisi, Fourier
donusturtcult  infrared spektroskopisi, floresans spektroskopisi, ¢ok degiskenli

kalibrasyon, genetik algoritma.



ABSTRACT

There has been a growing public awareness about the health benefits of olive oil
through the world in recent years resulting in a significant increase in its consumption as
part of daily diet. This demand has attracted fraudulent attempts about marketing of
adulterated olive oil with cheaper oils. This study focuses on the spectroscopic
determination of adulteration of olive oil with vegetable oils by using multivariate
calibration. The binary, ternary quaternary and quinary mixtures of olive, soybean
cotton, corn, canola, sunflower and peanut oils were prepared by using random design.
The spectra of these synthetic samples were measured by a near infrared (NIR), Fourier
transform infrared (FTIR), and fluorescence spectrometers. A genetic algorithm based
variable selection algorithm coupled with inverse least squares multivariate calibration
method (GILS) was used to build calibration models for possible adulterants and olive oll
in the adulterated mixtures. The correlation coefficients of actual versus predicted
concentrations resulted from multivariate calibration models for the different oils were
found between 0.90 and 0.99. The results demonstrated that NIR, FTIR and
fluorescence spectroscopy in conjunction with GILS method make it possible to
determine the adulteration of olive oils regardless of adulterant vegetable oils in a wide

range of concentrations.

Keywords: olive oil adulteration, near infrared spectroscopy, Fourier transforms infrared

spectroscopy, fluorescence spectroscopy, multivariate calibration, genetic algorithms.



BOLUM 1
GIRIS

Zeytinyadi Uretimi dzellikle ispanya, Portekiz, Tirkiye, Tunus ve Fas gibi Akdeniz

Ulkelerinde yogunlagmistir. Uretim ve tiiketim oranlari 1970’lerin sonlarindan baslayarak

90’larin bagina kadar yavas bir atis gosterirken 90’larin ortasinda hizla buyUmustar.
Sekil 1.1, Uretim ve tiketim oranlarinin Ulkelere goére dagilimini gdsteren

istatistiksel grafikleri igermektedir.
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Sekil 1.1. DUnyadaki zeytinyaginin tuketim ve Uretimine ait istatistiksel grafikleri. a) 2005
yihindaki ana uretim Ulkeleri, b) 2005 ylhindaki ana tlketim Ulkeleri, c) 1970 — 2005 yillari
arasindaki Dunya’daki ve Avrupa ulkelerindeki tretim ve tiketim grafigi (1000 ton).

(Kaynak: 86. Uluslararasi Zeytinyagi Konseyinin sunmus oldugu rapor, Haziran 2002)



Zeytinyaginin bu hizla Uretiminin artmasi ve tuketimde de talebin artmasi ile
beraber, satislardan daha fazla kar etmek isteyen Uretici ve satici firmalar hile yoluna
bagvurmasina sebep olmustur. Ozellikle daha ucuz bitkisel yaglarla karistirilarak satisa
sunulan zeytinyaginin oranlari gun gectikge artmistir. Pamuk, aygicek veya soya yagi
gibi ucuz bitkisel yadlar karigtirilabilecegi gibi daha kalitesiz zeytinyaglar da
karistirilarak tagsis edilmis zeytinyaglari piyasaya surulmektedir.

Gunumuzde yaygin olarak kullanilan spektroskopik ve kromatografik yontemler
bulunmaktadir. Ozellikle kromatografik yontemler zeytinyadinin hem nicel hem nitel
analizlerinde sikga kullaniimaktadir. Bu ydntemler, dogruluklari ve hassasiyetleri
acisindan tercih edilmesine kargin, spektroskopik yontemlerle kiyaslandiginda, ozellikle
cok bilesenli sistemler icin, pahali ve zaman alan analiz yontemleridir. Buna karsilik
spekrtoskopik yontemler hem daha hizli sonuglar vermekte hem de nitel analizlerde
sikga tercih edilmektedirler. Modern spektroskopik teknikler, cok kisa surede, c¢ok
bilesenli sistemler icin yuzlerce spektrum Uretebilmektedir. Ancak bu durum, tek
degiskenli kalibrasyon yontemlerinin iyi sonuglar vermesine engel teskil eder. Bu
sebeple, ¢ok degdiskenli kalibrasyon teknikleri, ylzlerce verinin bulundugu spektrumlarin
¢ozUimlenerek kantitatif analizlerin daha sadlikli sonuglar vermesi agisindan umut
vericidir. Bu teknikler, cihazdan elde edilen sonugclarin bir kimyasal veya fiziksel 6zellik
ile iligkilendiriimesine olanak vererek ¢ok bilesenli sistemler igin dahi kantitatif sonuglar
elde edilmesini mumkun kilmaktadir.

Son yillarda bilgisayar sektérindeki gelismeler kemometrinin hizla gelisimini
saglamig ve spektral verilerin degerlendiriimesinde ureticiye hem zaman, hem malzeme
tasarrufu, hem de kalitenin dogru tayin edilmesi bakimindan avantajlar sunmustur.

Zeytinyaglarinin safsizhiginin arastiriimasi icin, zeytin yagina pamuk, soya,
aycicek, misirézi gibi bitkisel yaglar karistirilarak sentetik ornekler hazirlanmisg,
kalibrasyon modelleri kurulmus ve test edilmistir. Kalibrasyon modelinin kurulmasi
asamasinda kullanilan oOrnek seti “kalibrasyon seti” olarak adlandirilirken, test
asamasinda kullanilan set ise “validasyon seti” olarak adlandirilir. Basarili kalibrasyon
modelleri i¢cin en dnemli kriter modelleme hatasinin en aza indirgenmesidir. Bu nedenle,
Ozellikle ¢ok bilesenli sistemlerde, uygun bir kalibrasyon metodunun secilmesi 6nem

teskil etmektedir. Kemometrik calismalarda sikga kullanilan bu tip yontemlere ¢ok



degiskenli kalibrasyon metotlari denir. Cok degiskenli kalibrasyon metotlarindan en
yaygin olarak kullanilanlari, klasik en klguk kareler (CLS), ters en klguk kareler (ILS),
kismi en kuguk kareler (PLS), temel bilesenler regresyonu (PCR) ve genetik algoritmaya
dayall yontemlerdir.

Cok bilesenli sistemlerin kullanildigi ¢calismalarda, yuzlerce 6rnekten olusan setler
hazirlanmasi gerekebilir. Bu durum hem maliyet hem malzeme hem de zaman
acisindan kayiplara sebep olmaktadir. Ayrica enstrumental kalibrasyonlarin ginden
gune farklihk gostermesi de basarili kalibrasyon modellerinin kurulmasinda dezavantaja
yol acmaktadir. Deney slrecinde zaman ve malzemeden tasarruf etmek amaciyla
kullanilan diger bir kemometrik yontem de deney tasarilaridir. Orneklerin dogasina
uygun ve daha az sayili 6rnek setleri hazirlayarak en iyi kalibrasyon modellerinin elde

edilmesine ¢aligilir.



BOLUM 2

SPEKTROSKOPI

2.1. Spektroskopi

Spektroskopi, elektromanyetik i1simanin bir ¢ok cesitlerinin madde ile olan
etkilesimini inceleyen bilim dalidir. Elektromanyetik 1sima, elektromanyetik spektrum ile
tanimlanirlar. Sekil 2.1. Elektromanyetik isima bdlgeleri genis araliktaki dalgaboylarini

ve frekanslarini gostermektedir.
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Sekil 2.1. Elektromanyetik isima bolgeleri.

Spektroskopik tekniklerde, disaridan gonderilen isik, maddenin yluksek enerji

seviyelerine gecisi saglar. Bundan dolayi, spektroskopik teknikler kullanilan 1gin dalga



boyuna gore farkli gruplara ayrilirlar. Mesela, 200 ile 800 nm arasi elektromanyetik
IsiIgin - madde ile etkilesimine UV-Gorinir bdlge spektroskopi adini  veriyoruz.
Spektroskopik tekniklerin gogunda, madde tarafindan absorblanan veya gegirilen i1s1gin
enerjisi olgultr. UV-Gorunlr bolge spektroskopi ve infrared spektroskopi bu tip tekniklere
drnektir. Ote yandan bazen, sadece absorplanan enerji degil madde tarafindan isinan
enerji de olgulur. Floresans spektroskopi bu teknige ornektir.

Bu calismada, orneklerin analizi icin infrared ve floresans spektroskopik teknikleri
kullaniimistir. Ornekleri infrared bdlgesinde incelemek amaciyla yakin infrared (NIR)
spektrometresi ve Fourier Transform infrared (FTIR) spektrometresi kullaniimistir. Daha
sonra Ornekler, floresans spektrometresinin uyariima-emisyon ve senkronize floresans
modunda spektrumlari toplanmigtir. Bu tekniklerin teorileri ayrintilariyla veriimeyecektir,
bu bolumle ilgili bilgiler kaynaklarda yer almaktadir (Skoog et al. 1998, Ingle et al. 1988,
Lakowicz 1999, Valuer, 2001, Stuart 2004, Burns et al. 2001, Smith 1996).

2.2. infrared Spektroskopi

infrared spektroskopi, maddenin titresim ve dénme eneriji seviyeleri arasindaki
Is1gin absorpsiyon ve gecirilimini inceler. Elektromanyetik spektrumdaki infrared bolge
(0.78-1000 pum), yakin, orta ve uzak infrared olarak Ug¢ bodlgeye ayrilir. Bu U¢ sinif
titresimsel ve donsel seviyelerinde meydana gelen proseslere gore ayrilir. (Skoog et al.
1998).

2.2.1. Yakin infrared (Near Infrared, NIR) Spektroskopi
2.2.1.1. Prensipler

Yakin infrared bdlgesi, elektromanyetik spektrumda 13,000 ve 4000 cm™
arasinda yer alir. Bu bdlgede gdzlenen absorpsiyonlar, 3000-1700 cm™' araliginda

overton ve temel gerilme titresim bantlarina aittir. Gozlenen bantlar genellikle CH, OH,
NH gerilme bantlaridir. (Stuart 2004). Overtonlara ait enerji seviyeleri Sekil 2.2" de



gOsterilmistir.  Kombinasyon bantlari, v4 ve v, enerjisindeki iki temel bantlarin

absorblanmasiyla ortaya cikar. Sonug olarak gézlenen bant, (v + v2) enerjisindedir.

Temel Gegis 1. Overton 2. Overton

Sekil 2.2. Temel gecis ve overton bantlarinin enerji seviyeleri.
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Sekil 2.3. Yakin infrared absorpsiyon bantlari.

Yakin infrared bolgesindeki bantlar, genellikle zayif sinyal verirler ve bir overton

sinyalin siddeti digerini dusurir. Elde edilen spektrumda genellikle, dalgasayisina



karsilik absorbans cizilir ve spektrumdaki bantlar, CH, OH, NH, ve SH iceren
fonksiyonel gruplardan kaynaklanir (Sekil 2.3). Yakin infrared bdlgesinde gézlenen
bantlar genellikle ¢akisir (Sekil 2.4), bundan dolayi, bu bolgede yapilan kalitatif analizler
orta infrared bdlgesinde yapilanlara gore zordur. Spektrumlari karakterize etmek igin
kemometrik metotlara ihtiya¢g duyulur. Orta infrared bodlgesindeki temel CH ve OH

gerilme bantlari vurgulanir ve 1., 2. overtonlar, yakin infrared bolgesinde, farkli

siddetlerde gosterilmigtir.
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Sekil 2.4. Metanolin yakin ve orta infrared boélgesindeki spektrumu.

2.2.1.2. Enstriimental

Infrared bolgesindeki enstrimentasyon UV-gorunur bodlge absorpsiyon
spektroskopisine benzerdir. Tungsten-halojen lambalari genellikle 1sik kaynagi olarak
kullanilir. 3000 nm’ye kadar gegirgen olan kuvars ve cam hucreler, 6rnek olgim hucresi

olarak kullanilir. Silfit foton detektorleri de genellikle bu cihazlarda kullanilir. (Skoog et

al. 1998).
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Kaynak Isin boliicii ve Ornek

interferometre tutucu Dedektor

Sekil 2.5. Yakin infrared spektroskopi cihaz tasarimi.

2.2.2. Fourier Transform infrared (FTIR) Spektroskopi
2.2.2.1. Prensipleri

Elektromanyetik spektrumda orta infrared bélgesi, 4000 cm™ ile 400 cm™
arasindadir. Infrared 1s191 elektronik enerji seviyelerindeki gecislere yetecek kadar
enerjiye sahip degildir. Gegisler sadece titresimsel ve donme enerji seviyeleri arasinda
gercgeklersir. Titresimler, bag uzunlugunda ya da bag acgisindaki degisimler sonucu
olusabilir (Sekil 2.6). Bazi bantlar duzlem i¢i (simetrik gerilme) veya dizlem disi
(asimetrik gerilme) gerceklesebilir. Egilme titresimleri dort sekilde olabilir: duzlemde

sallanma, dizlemde makaslanma, dizlem disi salinma ve dizlem disi burkulma.
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Sekil 2.6. Orta infrared bolgesindeki gerilme ve egilme titresimleri (Stuart 2004).

Molekul baglari, element ve bag tipine bagh olarak bir ¢ok frekansta titresimler
yapabilir.



2.2.2.2. Enstriimental

Orta infrared bolgesi icin, Fourier transform infrared spektrometreleri, tercih edilir.
Bu cihazlar dispersif cihazlardaki limitasyonlari gidermek amaciyla gelistirilmigtir.
Dispersif cihazlari kullanmada en temel zorluk, yavas tarama yapmasidir. Bu cihazlarda
es zamanli dlglime ulasmak amaciyla interferometreler gelistiriimistir. interferometrelerin
cogu, infrared 1s1g1n1 iki 1s1Ik demetine bolen demet bollcu olarak kullanilir. Sonugta elde
edilen sinyale “interferogram” adi verilir. interferogramlar, 1sin kaynagindan gelen
infrared 1s191n frekansindan olusturdugu sinyalin her bir veri noktasini igerir. Analistlerin,
spektrumdan madde tanimlamasi yapabilmeleri icin frekans bilgisine ihtiyaglari vardir.
interferogramdaki  bilgiler bu islem igin yardimci olmayacaktir. Bu nedenle,
interferogramlarim donusturilmesi gerekmektedir. Bu donusum, matematikte iyi bilinen

Fourier transform yontemiyle yapilir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Fourier Transformun sematik gosterimi.

infrared cihazlarinda kullanilan 1sik kaynaklari, Nernst glower, globar, tungsten,
civa ark veya CO, lazerlerdir. Bu kaynaklar ozellikleri nedeni ile sicakliga
dayanikhdirlar. infrared cihazlarinda kullanilan detektdrler ise: bolometreler, fotoiletken
tupler veya piroelektrik detektorlerdir ve en ¢ok kullanilan interferometre Michelson

interferometreleridir. Sekil 2.8'de infrared cihazlarinin optik sekli yer almaktadir.
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Kaynak Isin boliicii ve Ornek

interferometre tutucu Dedektor

Sekil 2.8. Fourier transform infrared spektroskopi optik sekli.

infrared spektroskopide transmittans yaninda yansima (reflection) da 6lgiilebilir.
Reflektans olgimlerinde en ¢ok azaltilmis toplam reflektans (attenuated total
reflectance, ATR) kullanilir. Reflektans oOlgumlerinde infrared 15191 Ornek igerisinden
gegirilmez, yansitilir. Azaltilmig toplam reklektans dlgumlerinde, aksesuarin kalbi ylksek
refraktif indekse sahip gegirgen kristaldir. Genellikle kristal olarak, ¢inko selenit, talyum
iyodat/talyum bromat (KRS5) ve germanyum kullanilir. Sekil 2.9°da ATR’nin sematik
gOsterimi yer almaktadir. Sekilden de goéruldigu gibi, sénimlenen dalga 6rnegdin
sogurmasi ile azaltiimistir. Bu sebeple, bu teknige azaltilmisg toplam reflektans (ATR)

denilmigtir.
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Sekil 2.9. Azaltiimis toplam reflektans aksesuvarinin sematik gosterimi.
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2.2.3. Floresans Spektroskopi

Molekuler liminesans spekrometri bir maddede, elektronlarin elekronik olarak
uyariimis halden kararli hale geciglerinde 1sik yaymasina dayanir (Lakowicz 1999).
Floresans ve fosforesans olmak Uzere iki alt basliga ayrilir. Bir Gg¢lnclu liminesans
cesidi de kemiliminesans olarak adlandirilir (Skoog, et al. 1998). Tim bu liminesans
cesitleri, uyarilmig halin 06zelligine goére siniflandirillir. Fluresans ve fosforesansta
uyarilma, foton sogurma yoluyla gergeklestiginden, c¢ok benzer yontemlerdir.
Kemiliminesans olarak adlandirilan ydntem ise bir kimyasal tepkimede olusan uyariimis
tirlerin yayillma spektrumuna dayanir (Skoog, et al. 1998). Bu bdlimde sadece

floresans spektroskopi anlatilacaktir.

2.2.3.1. Prensipleri

Floresans ve fosforesans elekronik enerji gecisleri bakimindan farklidir. Butin
elektron spinlerinin eglesmis oldugu bir molekuler elektronik hal; bir singlet hal olarak
adlandirihr. Bu elektronlardan biri daha yuksek bir enerji seviyesine uyarildiginda,
singlet veya triplet hal olugur. Floresansta uyarilan orbital elektronu temel hal
orbitalindeki ikinci electron ile eslesir ve elektronun spini degismez. Elektronlar,
uyariimis halden temel hale donerken yayilan isik floresans olarak adlandirilir ve bu olay
nanosaniye icerisinde gercgeklesir. Fosforesans ise triplet uyarilmis haldeki elektronun
ayni spin duzenine sahip temel hale donerken yaydigi isiktir. Triplet uyariimis halden
temel hale gecgis durumu yasak oldugundan yayillma hizlari yavastir. Bu sebeple
fosforesans, floresansa gbre daha uzun Oomurladdr. Asagidaki sekil singlet/triplet

uyariimis halleri géstermektedir (Sekil 2.10).
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Temel Uyarilmis Uyarilmis

singlet hal singlet hal  triplet hal

Sekil 2.10. Singlet/Triplet uyariimis haller

Isigin sogrulma ve yayilma arasindaki sure¢ Jablonski diyagraminda gosterilmigtir
(Sekil 2.11). Bu diyagram, floresans ve fosforesans olaylarini enerji dizeyleri agisindan
aciklar. Ayrica i¢ dontusme (IC), sistemler arasi gegis (ISC) ve titresim durulmasi olmak
tizere 3 farkl IsiImasiz gecis sureci de burada aciklanmistir. ic déniisme ayni spin haline
sahip enerji duzeyleri arasindaki gecislerde gerceklesir. Farkli spin halleri arasindaki
gegis sistemler arasi gegis olarak tanimlanirken, titresim durulmasi ise uyariimis titresim

ve donme halleri arasinda gergeklesen isimasiz gegis olarak tanimlanir.
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Sekil 2.11. Jablonski diyagrami.

Aromatik halka iceren birgok molekulde floresans gozlenir, ¢linku floresans T

gegiglerini kapsamaktadir. Floresans verimi, sadece maddenin molekuler yapisina degil,
ayrica sicaklhga, pH’a, ve o6rnek ¢bzgenine de baglidir. Floresans spectrum verileri
cogunlukla floroforlarin emisyon spektrumlari ile gosterilir. Floresans spektrometre ile
calismanin en temel faydasi diger spektroskopik teknikler arasinda ylksek duyarlliga
sahip olusudur. Dusuk derigsimlerde bile intensite ve florofor derisimleri arasinda
dogrusal bir iligki godzlenir. Ancak daha ylksek derisimlerde, dogrusalliktan sapma
gorulur. Floresans verimini duslren ve sikga gozlenen sénimleme, dinamik ve statik
olmak Uzere iki cesittir (Sekil 2.12). Dinamik sénimlemede, uyarilan floroforlar ile
sonumlemeyi gergeklestiren tirin temas halinde olmasi gerekir. Statik sonumlemede

ise florofor ile sbnumlemeyi saglayan madde temel halde kararli bir bilesik olugtururlar.
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Eger florofor ve sénumleyici arasinda dipol-dipol etkilesimi gerceklesiyorsa, uzun aralikh
sonumleme olusur. Son olarak “inner filter effect” olarak tanimlanan ve floroforun yayilan

IS131 sogurmasi sonucu olusan etki de floresans verimini dasurdr (Ingle et al., 1988).

@ = ©

L Tt

(d) (e)

Sekil 2.12. a) Uyarilmig florofor, b) dinamik sdbnumleme, c) statik sonumleme, d) uzun

aralikli sdnumleme, e) inner filter effect (Kaynak: Rinnan 2004).

2.2.3.2. Enstriimental

Genel bir floresans cihazi, i1sik kaynagi, uyarilma ve yayilma filtreleri olmak Uzere
iki ayri dalgaboyu secici ve detektorden olusur. Sekil 2.13 tipik bir floresans cihazinin
optik diyagramini gostermektedir. Floresans cihazlar kullanilan dalgaboyu segicilerine
gore siniflandirilir. Eger her iki dalgaboyu segici de filter ise cihaz, Florometre olarak
adlandirihr.  Eger dalgaboyu segiciler monokromatér ise bu durumda cihaz
spektroflorometre olarak adlandirilir (Skoog et al. 1998). Genellikle florometrelerde
kaynak olarak, erimig silika pencerelere sahip dusuk basing civa buhari lambalari
kullanilirken, spektrofotometrelerde ise ksenon ark lambalar kullanilir. Floresans
sinyalleri genelde dusuk intensitelere karsilik geldiginden foto-gogaltici tlpler detector
olarak kulanilir. Ayrica diyot-array ve yuk transfer detektorleri de spektrofotometrelerde

yaygin olarak kullanilan dedektorlerdir (Skoog et al. 1998).
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Sekil 2.13. Tipik bir floresans cihazin optik diyagrami.

Floresans cihazlarda, i1sin demeti 6rnedin icinden gecer. Monokromatér veya
filtreler araciliiyla uyariima spektrumu taranirken yayilma dalgaboyu sabit tutulur,
yayllma spektrumu taranirken de uyariima dalgaboyu sabit tutulur. (Her iki durumda da,
iki monokromator arasinda sabit dalgaboyu offsetleri ile tarama gergeklestirilir.) Sonug
olarak, floresans spectrum elde edilmis olur. Eger uyarilma dalgaboyu sabit tutularak

yayllma spektrumu kaydedildiyse, u¢ boyutlu bir uyarilma-yayilma spektrumu elde edilir
(Sekil 2.14).
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Sekil 2.14. Tipik bir uyarilma-yayilma floresans spektrumu.

Uyarilma-yayllma spektrumlarinda goézlenen bir diger Ozellik de Raman ve
Rayleigh sagcilmalaridir (Sekil 2.15) (Lakowicz 1988, Skoog et al. 1998). Rayleigh
saclimasi genellikle 6rnek ¢ozeltideki ¢ozunen ve floroforun kendisinden kaynaklanir.
Saciimalarin  boyutlari gelen isinin dalgaboyundan daha kuiguktir. Floresans
Olcimlerinde, sogurma ve yayillma dalgaboylari aynidir ve birden fazla dalgaboyunda
gerceklesen sogurmalarda, spektrumda sacgiimalar goézlenir. Bu sebeple Rayleigh
sacilimalari 1., 2. gibi numaralandirilir. Rayleigh sagiimalari esnek iken Raman
sacilmalari esnek degildir. Raman sacilmasi, genellikle molekullerin titresim ve donme
enerji seviyelerine baghdir. Bu sagilmalar bazen, sagilma agilarina gore degisen kuguk

frekans kaymalari seklinde olusur (Ingle et al. 1988).
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Sekil 2.15. Deiyonize suyun Raman ve Rayleigh sagiimalarini gésteren uyariima-
yayilma floresans spektrumu. (iki Rayleigh piki (1. ve 2. dereceden) ve bir
Raman piki) (Kaynak: Rinnan 2004).
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BOLUM 3

COK DEGISKENLI ANALiZ YONTEMLERI

Uluslararasi Kemometri Toplulugu'na gore kemometri, kimyasal sistemlerde
yapilan Olgumlerin matematiksel veya istatistiksel yontem uygulamalar ile
iligskilendirilmesidir. Kemometri, ginimuzde analitik kimyanin bir dah olarak kabul
edilmektedir. Kemometrik teknikler, kaliteli veri toplama (deneysel parametrelerin
optimizasyonu, deneysel tasarim, kalibrasyon, sinyal isleme) ve elde edilen veriden bilgi
ayiklama (istatistik, orantu tanima, temel bilesen analizi) olarak iki alt grupta toplanabilir.
Kemometi kullaniminin amaci, kemometrik yontemler ile kimya alaninda yapilan ¢esitli
uygulamalari birlestirmektir. Bu boélumde kalibrasyon hakkinda 6n bilgi ve projede

kullanilan genetik ters en kuguk kareler yonteminin detaylari verilecektir.
3.1. Kalibrasyon Yontemleri
3.1.1. Genel Bakis

Kalibrasyon, bir cihazdan elde edilen olgim verileri ile 6lgulen 6rneklere ait
kimyasal ya da fiziksel 6zellikler arasinda baglanti kurmaya yarayan bir model kurma
islemidir. Tahmin islemi de orneklere ait Ozelliklerin cihazdan elde edilen veriler
kullanilarak kurulan model ile tespit edilmesidir. Modelleme, Oorneklerin belli
konsantrasyon seviyelerindeki kimyasal igeriklerinin standart bir yontemle dlgulmesi ve
bu o6lgimlerin cihaz verileriyle iligkilendiriimesiyle yapilir. Sonra bu model, ileride
bilinmeyen icerikteki 6rnekler icin kullanilir (Beebe, et al. 1998). Bu projede, cihaz
verileri yakin infrared spektrumlarindan elde edilen absorbans degerlerini temsil
etmektedir. icerik olaraksa, hazirlanan 6rneklerde bulunan cesitli yaglarin kitlece

yuzdesi (Yow/w) kullaniimistir.
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Birgcok uygulamada, cihazdan tek bir veri alinir ve konsantrasyon verisi ile
iligkilendirilir. Bu yonteme tek degiskenli kalibrasyon denilir, ¢inku her bir ornek igin
cihazdan sadece bir veri kullanilir. Eger bu iglem birden fazla cihaz verisi kullanilarak
yapilirsa, bu isleme ¢ok degiskenli kalibrasyon denilir. Ayrica ornekler birden fazla
bilesen icerebilir. Burada amag¢ bu bilesenlerin konsantrasyonlarini érnedin bir UV-
GorunUr absorpsiyon dlgimlerinden tahmin edebilmektir (Beebe, et al. 1998).

Bu kalibrasyon turu yillardir kimyasal analizlerde kullaniimaktadir. Bir absorpsiyon
calismasinda veya kromatografik ¢alismada, bir dalgaboyunda olgllen absorbans degeri
veya belli stredeki pik alani alinir ve érnegin konsantrasyonu ile iligkilendirilerek model
kurulur. Eger bu iligki lineer ise iki tur kalibrasyon segenegi vardir.

¢ Kilasik kalibrasyon
e Ters kalibrasyon
Bu modeller Beer yasasina dayanmaktadir; yani bir dalgaboyundaki absorbans,

absorptivite katsayisi, 1$1n yolu uzunlugu ve konsantrasyon ile dogru orantilidir.
3.1.1.1. Klasik Kalibrasyon

Bu kalibrasyonda, spektroskopik bir dalgaboyundaki absorbans veya
kromatografik bir pik alani, konsantrasyonun bir fonksiyonu olarak ele alinir. Klasik

kalibrasyon igin genel formul agagidaki gibidir:

arc-S (3.1)

a: belirli sayidaki 6rnege ait tek dalgaboyundaki absorbans degerlerinden olusan
vektor,c: Olgllen absorbans degerlerine karsilik gelen konsantrasyon degerlerinden
olusan vektor.

Burada S skalar bir katsayidir ve asagidaki denklem kullanilarak tespit edilir.

!

S~ (c -c)'l ¢ -a (3.2)

¢’ : konsantrasyon vektorlnin transpozu.
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S degeri bulunduktan sonra, bilinmeyen bir 6rnek icin tahmin modeli asagidaki

gibi kurulur.
C~als (3.3)

Burada a ve C skalar deg@erlerinin Uzerindeki sapka sembolleri bu degerlerin
tahmin degerleri oldugunu gostermektedir.

Tahmin modelinin basarisini kontrol etmek icin hata degerleri hesaplanir. Hata
degerleri gdzlenen konsantrasyon degerleri ile tahmin edilen konsantrasyon degerleri

arasindaki farktir.
e=c-C (3.4)

Daha dusuk hata degeri modelin daha iyi oldugunu belirtmektedir (Brereton
2000).

3.1.1.2 Ters Kalibrasyon

Kalibrasyon modellerinin  kullanimindaki amag¢ bir spektrumdan ya da
kromatogramdan 6rneg@e ait konsantrasyon degeri tahmin etmektir. Klasik kalibrasyonda
hatalar cihaz kaynaklidir. Fakat, ginimuzde cihazlarin délgim tekrarlanabilirligindeki
gelismeler cihazlari daha guvenilir yapmaktadir. Oyleki, orneklerin derisim degerleri
cogunlukla gravimetrik olarak cesitli seyreltmelerle tespit edildiginden, bu islemden
gelecek hatalar cihazdan gelecek olan hatalardan daha yuksektir denilebilir. Daha uygun
deyisle, hata kaynagi konsantrasyondan kaynaklanmaktadir. Asagidaki sekilde, cihaz

kaynakli ve konsantrasyon kaynakli hatalarin farklari gosteilmektedir.
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konsantrasyon konsantrasyon

(@) (b)

Sekil 3.1. a) Klasik ve (b) Ters kalibrasyon modellerinde hata dagilimlari

O halde, ters kalibrasyon asagidaki gibi modellenebilir.

c~a-b (3.5)

Burada D bir skalar degerdir ve S degerinin yaklasik olarak tersidir, ¢iinkii her
model hatalar icin farkli bicimde varsayimda bulunur. b degeri asagidaki denklem

kullanilarak bulunur.
b~(a’-a)"-a'"-c (3.6)

Elde edilen b degeri kullanilarak konsantrasyonu bilinmeyen bir érnegin tahmini

kolayca yapilabilir. (Brereton 2003).

¢c~a-b (3.7)
Kemometri alaninda ¢aligsanlar ters kalibrasyon modellerini tercih ederler ancak
geleneksel analitik kitaplarinda kalibrasyon yontemleri ¢ogunlukla klasik kalibrasyon
modelleri ile temsil edilmektedir. lyi bir veri seti igin her iki model benzer tahmin degerleri
vermelidir. Vermiyorsa, diger faktorler (intersept, lineerlikten sapmalar, aykiri degerler,

spektrumdaki gurdltiler, vs.) gbzden gegcirilerek model yenilenmelidir (Brereton 2000).
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3.1.2. Cok Degiskenli Kalibrasyon

Cok degiskenli kalibrasyon, karisim halinde bulunan o6rneklerdeki herhangi bir

komponentin igeriginin bulunmasi icin gesitli cihazlar aracihgi ile kullanilabilir. Ayrica gok

degiskenli kalibrasyon kullanimi yeni analitik cihazlarin geligtiriimesinin onint agmistir.

CunkU cihazlardan kaliteli veri elde etmek énem kazanmistir. Bununla birlikte, ¢ok

degiskenli kalibrasyon geleneksel cihazlarin analitik kapasitesine ve guvenilirligine katki

saglamaktadir (Martens ve Naes 1989).

Cok degiskenli kalibrasyonun tek degigkenli kalibrasyona gore bazi avantajlari

vardir.

1)

Bir 6rnedin ayni anda birden fazla komponenti i¢in analiz yapilabilir. Tek
degigkenli kalibrasyon ile her komponent icin tek bir olgim kullanilir. Bu
durumda harcanan zaman fazla olur (Beebe et al. 1998).

Tahmin asamasinda kesinlik, olgumlerin tekrari ve ortalamalarinin
hesaplanmasi ile gelistirilebilir. Bu da ortalamanin standart sapmasinin
azalmasina sebep olmaktadir. Bu isleme sinyal ortalanmasi denir (Beebe et
al. 1998).

Cok degiskenli kalibrasyonun hata saptama 06zelligi bulunmaktadir. Yani,
ornekteki bilinmeyen girisimlerin etkileri ¢ok degiskenli kalibrasyon ile
ustesinden gelinebilir. Tek degiskenli kalibrasyonda, girisim dolayisiyla analit
konsantrasyonu hatali tahmin edilebilir. Bu problemden kurtulmak igin, analitin
girisim yapan maddeden fiziksel olarak ayrilmasi saglanabilir ya da daha
secici cihazlarla olgimler yapilabilir. Ancak bu durum daha fazla caba
sarfetmek demektir. Asagidaki sekilde kalibrasyon egrisinin girisimlerden nasil
etkilendigi gorulmektedir. Cok degiskenli kalibrasyon ile girisimler yuzinden
olusan lineerlikten sapmalar daha fazla degisken secilerek azaltilabilir ve daha
iyi bir kalibrasyon egrisi olugturma imkani saglanabilir. Bu nedenle, girigsimleri
fiziksel olarak yok etmek igin harcanan zaman ve c¢aba bulylk o&lgiude
azaltilmig olur (Oztlrk 2003).
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Sekil 3.2. Farkli konsantrasyonlara sahip ve girisim olmayan bir 6rnegin (a) spektrumlari
ve (b) tek degigskenli kalibrasyonla olusturulan kalibrasyon egrisi. Farkl
konsantrasyonlara sahip ve girisim olan bir 6rnegin (c) spektrumlari ve (d) tek degigkenli

kalibrasyonla olusturulan kalibrasyon eqgrisi.

Cok degiskenli kalibrasyonda esitliklerin iki sekilde yazilmasi mimkinddr. ilki
klasik kalibrasyondaki gibi absorbansin konsantrasyonun bir fonksiyonu olmasi
durumudur. Ikincisi ise ters kalibrasyondaki gibi konsantrasyonun absorbansin bir
fonksiyonu olmasi durumudur. Tek degiskenli kalibrasyondan farki, her bir érnek igin
birden fazla degisken veya tum spektrumun kullaniimasidir. Boylelikle tek degiskenli
kalibrasyonda kullanilan absorbans vektoru bir matris haline donusur. Ayni zamanda
birden fazla komponent i¢in analiz yapilacaksa, konsantrasyon vektoru de bir matrise
donusdur.

Bu projede, genetik ters en kuguk kareler yontemi kullaniimistir. Bu yéntemi

aciklamadan once, ¢ok degiskenli kalibrasyon yontemlerine genel bakis amaciyla klasik
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en kuguk kareler yonteminin ve ters en kuguk kareler yonteminin detaylarindan

bahsetmekte yarar vardir.

3.1.2.1. Klasik En Kiiguk Kareler (Classical Least Squares, CLS)

Beer yasas! dikkate alindiginda, klasik en kuguk kareler yontemi asagidaki

esitlikteki gibi modellenir.

A=CxK+E (3.8)

A orneklere ait farkli dalgaboylarinda alinan absorbans degerlerinden olusan
matris.

C: coklu komponente sahip 6rneklere ait konsantrasyon degerlerinden olusan
matris. EQer ornekte bir komponentin analizi yapiliyorsa ¢ vektoru olarak kullanilir.

K : absorptivite katsayisi ve isin yolu uzunlugunun carpimindan gelen sabit
matris. Bu matrisin her elemani drnegin belli dalgaboyundaki absorpsiyon olgimlerine
ait absorptivite katsayilarina karsilik geldigi sdylenebilir.

E : hata matrisi.

K matrisi asagidaki formiille hesaplanir.
K=(C'-C)'-C'-A (3.9)

Tahmin basamaginda, bilinmeyen konsantrasyonlu bir érnegin spektrumu alinir
(a). Hesaplanan K matrisi ve a vektori kullanilarak konsantrasyon degerine asagidaki

esitlik yardimi ile ulagilr.

¢=4-K'-(K-K')" (3.10)

Burada, tahmin icin kullanilan notasyonlarin vektor oldugu goérulmektedir. Bunun
sebebi, bilmeyen oOrnekte birden fazla komponent olmasi ve birden fazla absorbans
degeri bulunmasidir. Tahmin basamaginin ardindan hata degeri referans ve tahmin

konsantrasyon deg@erlerinin farkindan asagidaki formulle hesaplanir:
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e=c—¢C (3.11)

Ozetlenecek olursa, CLS yéntemi 6rneklerdeki bitin komponentlerin dlgilebildigi
basit sistemlere uygulanabilir. Bir CLS modeli olusturmak igin, érneklere ait her analitin
bilgisini iceren spektrumlar alinir. Bu spektrumlar kullanilarak spektral matris olugturulur
ve ardindan modelleme yapilir. Bu kalibrasyon modeli de bilinmeyen o&rneklerdeki
komponentlerin konsantrasyonunu tahmin etmede kullanilir.

CLS yonteminin kullanim amacina bagh olarak avantajlari ve dezavantajlari
bulunmaktadir. Olgiimlerin konsantrasyonla lineerlik gdstermesi, lineer toplanabilirlik ve
ornekteki butun komponentlerin bilinmesi gibi sartlar vardir. Modellemenin kolayca
yapilabilmesi ise bir avantajdir. Az sayida 6rnekle kalibrasyon modeli olugturulabilir. Cok
sayida degisken kullanildigi igin, spektrumlardan gelen ortugsme kaynakli sorunlarin

azaltiimasi ihtimali bulunmaktadir (Beebe, et al. 1998).
3.1.2.2. Ters En Kuguk Kareler Yontemi (Inverse Least Squares, ILS)

Bazi durumlarda CLS ile basarili sonug¢ alinmayabilir, ¢linkd sistem kolay
olmayabilir veya bilinmeyen orneklerdeki analitler igin dizgun spektrum elde
edilemeyebilir. Boyle durumlar igin daha once c¢esitli yaklagimlar olmus ve gunumuze
Isik tutmustur (Haaland and Thomas 1988).

Olglimler ile konsantrasyon degerleri arasindaki iliski CLS’deki gibi modellenir,
ancak bu durumda konsantrasyon absorbans degerlerinin fonksiyonu olarak ele alinir.

Bu iligki asagidaki esitlikteki gibidir.

C=AxP+E (3.12)

Bu esitlikte ayni CLS’deki gibi C konsantrasyon matrisi, A absorbans matrisi ve

E hata matrisidir. P matrisi ise model katsayilarini igerir ve asagidaki gibi hesaplanir.

P=(A"-A)"-A'-C (3.13)
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Coklu komponente sahip bir drnedin konsantrasyonu asagidaki esitlik kullanilarak

tahmin edilir.

¢=4a-P (3.14)

Hata, yine CLS modelindeki gibi, referans ve tahmin edilen konsantrasyon

degerlerinin farkidir.

e=c—C (3.15)

Ozetlenecek olursa, ILS sadece analit konsantrasyonunun bilindigi durumlarda
basarili kalibrasyonlar kurmada kullanilabilir. Yani, ornegin iginde bulunan tum
komponentlerin bilinmesine gerek yoktur. ILS yonteminde butlin spektrumu kullanmak
yerine degdiskenlik gdsteren bolgelerin kullaniimasi gerekir. Ayrica ILS’de aykiri
degerlerin tespiti ve dalgaboyu secimi igin verimli ydontemler bulunmasinin zorlugu gibi
zayifliklar bulunmaktadir. Ayrica, absorbans degerleri arasindaki kolineerlik modelin
validasyonunda sorunlara yol agabilmektedir. Bu sebeple, kalibrasyon kurulurken en iyi

dalgaboyu setininin secilmesi olduk¢a 6nemlidir (Beebe, et al. 1998).

3.1.2.3. Genetik Ters En Kuglik Kareler (Genetic Inverse Least Squares) (GILS)

Bu yontem, genetik algoritmalarin (GA) dalgaboyu seciminde kullanildigi, ILS’nin
degistiriimis halidir. GA, Darwin’in dogal seleksiyon prensibine dayanan optimizasyon
yontemleridir (Wang, et al. 1991). Darwin teorisine goére, ¢evreye daha iyi uyum
saglayan bireyler hayatta kalmaya ve uUremeye daha yatkindirlar; boylelikle genetik
bilgilerini bir sonraki nesillere aktarabilmektedirler. Cevreye uyum saglayamayan bireyler
de yok olmaya mahkumdurlar. Bu iglem nesiller boyu suren ve yavas isleyen bir suregtir
ve yasayan turler daha iyiye dogru gelisim surecindedir. 1960’larda, biyologlar bilgisayar
ile genetik sistem simulasyonlari yapmaya baglamislardir. GA ile ilk ¢alismalari Holland
yapmis ve bagdasir sistemler Gzerine olan ¢alismalarinda kullanmistir (Gilbert, et al.
1997). Sonraki yillarda GA bilim adamlarinin dikkatini gekmis ve kemometri dahil olmak

Uzere bir ¢ok optimizasyon problemlerine uygulanmistir (Fontain 1992, Cong and Li
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1994, Wienke, et al. 1993, Hibbert 1993, Lucasius and Kateman 1991). Kalibrasyon
acisindan da GA'In dalgaboyu secimi icin kullanildi§gi calismalar bulunmaktadir
(Lucasius, et al. 1994, Lucasius and Kateman 1992, Paradkar and Williams 1997,
Ozdemir, et al. 1998a, Ozdemir, et al. 1998b, Ozdemir and Williams 1999).

Tipik bir genetik algoritmanin uygulanmasi bes temel basamaktan olugmaktadir.

Bu basamaklar agagidaki sekilde gosteriimektedir.

Gen Populasyonunun
Olusturulmasi

Hesaplamalar &
Populasyonun Siralanmasi
I
L Gen Secimi J
I

Tek Noktadan
Caprazlama
I

[ Ebeveyn Genlerin }

Yavru Genlerle Yer Degistirmesi
|

_hayr | ISLEMI BITIiR? J

evet

[ En Iyi Gen Segimi ]

Sekil 3.3. GILS’de kullanilan genetik algoritmanin genel akim semasi

3.1.2.3.1. Olusum (Initialization)

Gen, verilen bir problemin potansiyel ¢ozimu olarak tanimlanir. Bir genin sekli,
uygulamadan uygulamaya veya arastirilan probleme gore degisiklik gosterebilir.
Populasyon ise o anki nesle ait genlerden olusan bir topluluk olarak tanimlanir.

Olusturulan gen havuzunda, bir gen gelisiguzel segilen dalgaboylarina karsilik
gelen absorbans degerlerinden olusur. Gen uzunlugu énceden belirlenir. Ornek bir gen

asagidaki gibidir:

27



S = [A8432 A6895 A5128 ]

Burada S bir geni temsil eder, A ise belirtilen dalgaboyundaki absorbans
degerini temsil eder. Her 0Ornek igin absorbans degerinin bir vektér oldugu
dusunuldugunde, bu vektorler birlestirilince absorbans matrisi olusur, yani gen aslinda
bu matristir. Asagidaki sekilde bir odun Ornegine ait secgilen gen sematik olarak

gosterilmektedir. Populasyon da 6nceden belirlenen sayidaki genlerden olusmaktadir.

1

0.9 -
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0.7 -

0.6

05 ! 1 T T T
10000 9000 8000 7000 6000 5000 4000

Dalgasayisi (cm : )

Sekil 3.4. Bir odun 6rnegine ait NIR spektrumundan segilmis bir genin gosterimi

(Kaynak: Karaman 2008)

3.1.2.3.2. Hesaplamalar ve Populasyonun Siralanmasi (Evaluate and Rank the
Population)

Bir genin analit konsantrasyonunu tahmin etmedeki basarisini dlgmek igin bir

uygunluk fonksiyonu kullanilir. Burada kalibrasyon standart hatasinin (SEC) tersi
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kullaniimistir. SEC de@eri gene ait absorbans degerleriyle olusturulan ILS modelinden

asagidaki esgitlik ile hesaplanir.

(3.16)

Burada c, referans, €. ise tahmin konsantrasyon degerleridir, her biri i'nci 6rnege

aittr ve Mmoéornek sayisidir. Ozgirlik derecesi M—2’dir, c¢iinkii lineer model
dusundldigunde referansa karsi tahmin konsantrasyon degerlerinin grafiginde sadece
iki parametreyi cikarabiliriz. Bunlarda dogrunun egimi ve kesim noktasidir. Her

basamakta, uygunluk degerinin artmasi amaglanir.

3.1.2.3.3. Gen Se¢imi (Selection of Genes for Breeding)

Bu basamakta, gecerli populasyondaki ebeveyn genler Ureme igin uygunluk
degerlerine gore segilir. Burada amag¢ yuksek uygunluk degerine sahip genlere daha
fazla Ureme gsansi vermektir. Boylelikle uzun vadede daha iyi olan bireyler bilgilerini
diger nesillere daha yuksek ihtimalle aktarirlar. Yani probleme daha uygun olan genlerin
daha iyi yavru vermesi beklenmektedir. DUsUk uygunluk degerli olan genlere daha az
ureme sansi verilir ve bunun sonucunda ¢ogunlugu bilgisini aktaramaz. Ebeveyn segimi
igin birkag yontem bulunmaktadir (Wang, et al. 1991). Ustten alta dogru segim en basit
yontemdir. Genler uygunluk degerlerine goére siralanir ve bastan ikiserli gruplar halinde
genlerin ¢aprazlanmasi saglanir. Rulet tekerlegi yonteminde, ki GILS’de bu yontem
kullanilmakta, genin secilme ihtimali uygunluk degeri ile dogru orantilidir. Rulet
tekerleginin Uzerindeki her bolme bir geni temsil etmektedir. Ancak ylksek uygunluk
degerine sahip olan gen rulet tekerleginde daha buyuk bir alana sahiptir. Ayni sekilde,
daha dusuk uygunluk degerine sahip olan gen daha az bir alana sahiptir. Bu durumda,
rulet tekerlegi donduruldugunde yuksek uygunluk degerine sahip olan genin segilme

ihtimali daha yuksek olmaktadir. Bu yontemde, bazi genler birden fazla defa segilebilir,
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bazisi da hi¢ secilmeyip bir sonraki nesile gegemeyebilir. Secilen genlerin Ustten ikiserli

olarak ¢aprazlanmasi saglanir ve bir sonraki agsamaya gegilir.
3.1.2.3.4. Tek Noktadan Caprazlama (Crossover and Mutation)

Genetik algoritmada islemin ¢odu bu basamakta yapilir. Bu basamakta genlerin
gelisiglzel secilen birer noktadan kopmasi saglanir ve c¢apraz eslesmeleri asagidaki
ornekteki gibi yapilir:

S1 ve Sy'nin ebeveyn genler, S; ve S4‘Un de bu genlere ait yavru genler oldugunu

varsayalim.

S, = [AussAsrs @ Ay Ao

S5 = (A Ausr A Aria @ A |
S5 =[Auss A Ao |

Su = [Asins Avist Avris Avssa Avns Ao

Burada, S+’in birinci pargasi Sy’nin ikinci pargasi ile birleserek S3’U, ayni sekilde
S1'in ikinci pargasi Sy’nin birinci pargasi ile birleserek S4’U olusturmaktadir. Bu isleme tek
noktadan c¢aprazlama denir ve GILS’de bu kullaniimistir. @ semboll, genlerin ayrildigi
yeri belirtmek igin kullaniimigtir. Tek noktadan ¢aprazlama, ebeveyn genler ayni oldugu
durumda farkli yavrular dretmez. Bu duruma rulet tekerlegdi yonteminde rastlanabilir. Bu

durumu azaltmak igin iki noktadan ¢aprazlama kullanilabilir.
3.1.2.3.5. Ebeveyn Genlerin Yavru Genlerle Yer Degistirmesi (Replacing the Parent
Genes by Their Off-springs)

Caprazlamanin ardindan, ebeveyn genler yavru genler ile yer degistirir. Daha

sonra ayni iglemler yavru genler igin tekrarlanir. Onceden belirlenen iterasyon sayisi

kadar devam eder.
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iterasyonlar tamamlandiginda, en disik SEC degerine (en bilyik uygunluk
degeri) sahip gen modelleme igin secilir. Bu model validasyon setindeki analizi yapilan
ornekteki komponentin konsantrasyonunu tahmin etmede kullanilir. Modelin validasyon

setini tahmin etmedeki basarisi tahmin standart hatasi (SEP) ile dl¢ulur:

(3.17)

Bu esitlikte M validasyon setindeki 6rnek sayisidir.

3.1.2.3.6. Sonlandirma (Termination)

Algoritmanin sonlandiriimasi daha énceden tanimlanmis olan iterasyon sayisina
ulasildiginda vyapilir.  Ancak bunu optimize etmek igin bir istatistiksel test
uygulanmamigtir, halbuki uygulanabilir. GILS’de rastgele islemlere oldukca yer verildigi
icin, program da her komponent i¢in belirli sayida ¢alismaya ayarlanmistir. En iyi sonucu
veren program, yani en dusuk SEC veren ve ayni anda benzer aralikta SEP veren, ileriki
analizlerde kullaniimak tzere segilir.

GILS yonteminin klasik tek dediskenli ve ¢ok dediskenli yontemlere gore bazi
avantajlari vardir. Oncelikle, modelleme ve tahmin basamagindaki matematiksel iglemler
kolay ve anlasilirdir. Ayrica, indirgenmis veri seti kullanan ¢ok degiskenli kalibrasyon
yontemlerine karsi da avantaji butin spektrumu kullaniyor olmasidir. Bitliin spektral
bolgede bulunabilecek lineerlikten sapmalari da dalgaboyu secimi ile onleyebilme

Ozelligi de bulunmaktadir.
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BOLUM 4

Ornek Hazirlama, Enstriimental C')Igiim ve Veri Analizi

Marketlerden alinan zeytin yagi, aycgicek yagdi, kanola yagi, fistik yagi ve misirozu
yaglarinin gelisiguzel tasarimla ikili, Ggll, dortli ve besli karisimlari hazirlanmigtir. Bu
karisim setlerinin floresans, yakin infrared ve FTIR &l¢gimleri alinmig, bu veriler
kullanilarak genetik ters en kuguk kareler (GILS) yontemiyle kalibrasyon modelleri
olusturulmustur. Floresans olgumleri igin, ksenon flas 1sin kaynagina sahip Varian Cary
Eclipse spektroflorometre kullaniimistir. Bu dlgimler, uyarilma-emisyon floresansi (EEF)
ve senkronize floresans (SF) olmak Uzere iki ayri mod kullanilarak yapilmistir. Yakin
infrared olgumleri igcin Bio-Rad Excalibur serisi FTS 3000 yakin infrared spektrometresi
kullaniimistir. FTIR 6lgimleri Perkin Elmer Spectrum 100 modeli FTIR spektrometresine
baglanmis Elmas-ZnSe ATR aksesuari ile 6lgim alinmigtir.

EEF spektrumlari, orneklerin 15 nm (AA) dalgaboyu artislarla 320-425 nm
dalgaboyu araliginda uyariimasiyla toplanmigtir. Bu dlgum sirasinda emisyon dalgaboyu
araligr 320-800 nm dalgaboyu araligina ayarlanmistir. SF olgumleri ise 250-750 nm
dalgaboyu araliginda, 20 nm (AA) artiglarla gerceklestiriimigtir. Uyariima ve emisyon
monokromatérlerinin  slit arahgi, her iki mod icin de (EEF ve SF) 5 nm olarak
ayarlanmistir. Olctimler igin 1 cm 1sin yoluna sahip floresans kivetleri kullaniimistir.

Yakin infrared (NIR) 6lgiimleri 8 cm™ ¢dziiniirliikte 64 kere taranarak 10,000 —
4500 cm™ dalgasayisi araliginda 5 mm isinyoluna sahip kuartz kuvet kullanilarak
alinmistir. Her 6lciimden 6nce bos kuartz kuvet zemin 6lcimua alinmis ve 6rnek okumasi
gerceklestirilmistir.

FTIR dlciimleri 4 cm™ ¢dzinlirliikte 4 kere taranarak Elmas-ZnSe ATR aksesuari
ile 4,000 — 600 cm™ daldasayisi arali§inda gercekletirilmistir.

Toplanan tim spektrumlar bir baska bilgisayara alinarak, veri analizi
gerceklestiriimistir. Kullanilan orneklerden bir kismi, en yuksek ve en dusuk bilesen

derisimlerine sahip olanlari icermesine dikkat edilerek, rastgele secilmis ve kalibrasyon

32



seti olarak belirlenerek, model kurulmustur. Geriye kalan ornekler ise validasyon seti
olarak belirlenmigstir. Kalibrasyon ve validasyon seti orneklerinin yuzde derisimleri
sonuglarin agiklandigi bolumde detayli olarak tablolarla verilmigtir. Her bilesen igin
kurulan kalibrasyon modelleri, MATLAB 7.0.1 yazilim programi kullanilarak yaratilan,

genetik algoritmaya dayali ters en kuguk kareler (GILS) ydontemiyle yapilmistir.
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BOLUM 5

BULGULAR VE TARTISMA

zeytinyagi karistirilarak ornek setleri hazirlanmigtir. Tim bu 6rnekler ikili, Gglu, dortlu, ve
besli karisimlari icerecek sekilde dizayn edilmistir. Ornekler direkt olarak cesitli
spektroskopik tekniklerden yararlanilarak élgulmustar. Kullanilan spektroskopik teknikler
yakin infrared (Near infrared, NIR), orta infrared (Middle infrared, MIR) ve floresence
spektroskopisi teknikleridir. Her U¢ cihazdan toplamda 4 degisik veri toplanmig her bir
¢oklu karisim icin gok degiskenli kalibrasyon teknigi olan genetik algoritmaya dayali ters
en kuguk kareler (Genetic inverse least square, GILS) ydntemi ile her bir bilesene ait
kalibrasyon modelleri kurulmustur. Bu bolimde elde edilen bulgular her bir teknik ve

karigim setleri igin ayri ayri verilecek ve sonuglar tartigilacaktir.
5.1. Yakin infrared Ol¢iim Sonuglari

5.1.1. Zeytin, Pamuk, ve Soya Yag: ikili Ve Uglii Karigimlara Ait Yakin infrared

Sonuglari

Saf haldeki bitkisel yaglara ve karigsimlarina ait NIR spektrumlarini inceledigimizde
g6zle ayirt etmek neredeyse imkansizdir. Ozellikle bitkisel yagd karigimlarinda her bir
bilesen hemen hemen ayni kimyasal Ozelliklere sahip olduklari igin spektroskopik bir
calismada bilesenlere ait dalgaboylarini segmek zordur (Sekil 5.1).

Spektral calismalarda daha 6nce de bahsedildigi Uzere bu yagdlara ait karigsimlar
da ayni dalgasayilarinda ayni spektral oOzellikleri gostermekte, sadece madde
miktarlarindan o6tlrla absorbans degerinde bir artis olmaktadir. NIR spektroskopisinin

temel prensibi, orta infrared bdlgesindeki temel titresim hareketlerine ait overtonlarinin
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yakin infrared bolgesinde gézlemlenmesidir. CH, OH ve CO, yakin infrared bdlgesinde

g6zlemlenebilen fonksiyonel gruplardir.
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Sekil 5.1. Saf haldeki soya yagi, zeytin yagi ve pamuk yaglarinin 2 mm isinyoluna sahip

kuvars kuvetler kullanilarak alinan yakin infrared spektrumlari.

Sekil 5.1’de 4500-10000 cm™ araliginda saf haldeki yaglarin spektrumlar
verilmektedir. 4606 cm™ 'de gériilen bant -CH=CH- grubuna ait olup C-H bagi asimetrik
gerilmesini ve C=C gerilmesini gdstermektedir. 4671 cm™ de yine -CH=CH- grubuna ait
=C-H ve C=C gerilmelerini temsil etmektedir. Spektrumdan elde edilen maksimum
absorbansin dalga sayisi 5809 cm™ dir. Bu maksima -CH, fonksiyonel grubuna ait C-H
baginin birinci overtonunu, 5682 cm™ de omuz veren pik ise -C-H icin birinci overtondur.
7213 cm™ de goriilen zayif ve genis bant CHs fonksiyonel grubuna ait C-H gerilme
titresimlerini gdsterirken, 7109 cm™ de omuz veren bir diger zayif ve genis bant ise CH;
grubuna ait C-H gerilme titresimlerini gostermektedir. Spektrumda yer alan bir diger
onemli pik ise 8286 cm™ de gozlenmigtir.Bu pik CH; fonksiyonel grubuna ait olup C-H
gerilmelerini ve ikinci overtonu temsil etmektedir.

Bitkisel yaglarin matriksi dusundldigunde hemen hemen ayni matrikse ait

olmalari, bu yaglara ait karisimlarinin tayininde guglik olmasina sebep olmaktadir.
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Sadece yakin infrared spektrometresi ile yapilan calismalarda degil, kromotografik

calismalar da bu yaglarin ayriminda ve tayininde kullanilan baska bir teknik olmasina

ragmen zor ve ¢ok zaman alicidir. Bu nedenle ¢ok degiskenli kalibrasyon metotlarini

tercih etmekteyiz.

Tablo 5.1. Kalibrasyon setindeki uclu karigimlara ait her bir bilegenin kiutlece yuzde

icerikleri.

Ornek Pamuk Soya Zeytin Ornek  Pamuk Soya Yag1 Zeytin
No Yad Yag Yad No Yag (w/w) (w/w) Yag1 (w/w)
(w/w) (w/w) (w/w)
1 29,06 11,07 59,87 18 15,01 16,06 68,93
2 26,98 7,05 65,97 19 1,04 25,07 73,89
3 22,08 16,07 61,85 20 4,05 6,09 89,86
4 16,05 9,09 74,86 21 18,00 8,09 73,91
5 3,03 6,07 90,9 22 20,07 8,97 70,96
6 4,00 8,00 88,00 23 11,96 14,95 73,09
7 8,01 11,05 80,93 24 1,01 1,00 97,99
8 22,99 8,95 68,06 25 18,08 13,06 68,86
9 27,02 1,04 71,93 26 14,02 25,97 60,01
10 20,98 2,11 76,91 27 19,02 8,94 72,04
11 29,94 0,00 70,06 28 5,04 25,03 69,93
12 0,00 30,00 70 29 2,04 8,98 88,98
13 9,04 1,06 89,9 30 3,00 12,09 84,91
14 2,11 3,03 94,86 31 20,91 0,00 79,09
15 19,94 13,08 66,98 32 5,08 31,9 63,02
16 12,96 0,00 87,04 33 28,03 9,01 62,96
17 0,00 24,04 75,96 34 10,04 17,00 72,97

Olglimi alinan setler kalibrasyon ve validasyon seti olarak ikiye ayriimistir. Ugli

karsimlarda 34 6rnek kalibrasyon seti icinde yer almakta, diger taraftan validasyon seti

toplam 16 drnek icerecek sekilde dizenlenmistir (Tablo 5.1 ve Tablo 5.2). ikili
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karisgimlarda ise kalibrasyon seti toplamda 22 6rnek olacak sekilde duzenlenirken,
validasyon setine 10 6rnek ayrilmistir (Tablo 5.3, Tablo 5.4, Tablo 5.5 ve Tablo 5.6).
Kalibrasyon seti, kullanilan bitkisel yaglarin saf hallerini de icermektedir. Her iki 6rnek
seti icin de spektral yanitlari igeren absorbans matrisleri olusturulmustur. Bu matrisler de
her bir 6rnek igin 3 tekrarli NIR odlgimleri alindigindan, toplamda 6rnek sayisinin Ug
katini iceren spektrum sayisi bulunmaktadir. GILS yéntemi ile kalibrasyon modelleri her
bir bilesen icin tek tek kurulmus ve test edilmistir. Genetik algoritmanin dogasi geregi
rastgele secime dayali olan GILS yontemi ile calisilirken gen sayisi 50, iterasyon sayisi

30 ve program tekrar sayisi 10’a ayarlanmistir.

Tablo 5.2. Validasyon setindeki Uglu karigimlara ait her bir bilesenin kutlece yuzde

icerikleri.

Ornek Pamuk  SoyaYag  Zeytin OrnekNo Pamuk SoyaYag  Zeytin

No Yag (w/w) (wiw) Yag (w/w) Yag (w/w) (w/w) Yag (w/w)
1 3,97 18,04 77,99 9 13,00 6,08 80,92
2 2,05 6,96 90,98 10 17,02 13,05 69,93
3 15,07 25,00 59,93 11 18,04 3,01 78,94
4 18,98 16,97 64,05 12 3,98 19,07 76,95
5 5,05 10,07 84,88 13 7,12 4,94 87,94
6 10,94 6,10 82,96 14 8,06 25,94 66,01
7 10,97 15,04 74,00 15 18,97 2,08 78,96
8 12,02 22,04 65,94 16 1,02 13,04 85,93
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Tablo 5.3. Kalibrasyon setindeki zeytin-pamuk yagi ikili karisimlarina ait herbir bilesenin

kutlece yuzde igerikleri.

Ornek No Zeytin Yag1 (w/w) Pamuk Yag (w/w) Ornek No Zeytin Yagi (w/w) Pamuk Yagi (w/w)

1 86,87 13,13 12 69,98 30,02
2 66,04 33,96 13 83,32 16,68
3 98,82 1,18 14 66,00 34,00
4 95,96 4,04 15 89,98 10,02
5 68,98 31,02 16 75,94 24,06
6 80,99 19,01 17 67,01 32,99
7 81,9 18,10 18 97,97 2,03
8 62,05 37,95 19 63,00 37,00
9 60,02 39,98 20 95,85 4,15
10 76,04 23,96 21 60,96 39,04
11 84,91 15,09 22 100,00 0,00

Tablo 5.4. Kalibrasyon setindeki zeytin—soya yag ikili karisimlarina ait herbir bilesenin

kUtlece yuzde igerikleri.

Ornek No  Zeytin Yagi (w/w) Soya Yag (w/w) Ornek No Zeytin Yag1 (w/w) Soya Yagi (w/w)

1 87,01 12,99 12 69,95 30,05
2 65,97 34,03 13 83,18 16,82
3 99,00 1,00 14 65,99 34,01
4 95,88 4,12 15 89,95 10,05
5 68,98 31,02 16 75,97 24,03
6 81,00 19,00 17 66,99 33,01
7 81,99 18,01 18 97,99 2,01
8 61,96 38,04 19 62,99 37,01
9 59,93 40,07 20 95,91 4,09
10 75,84 24,16 21 60,97 39,03
11 84,96 15,04 22 100,00 0,00

38



Tablo 5.5. Validasyon setindeki zeytin—soya yagi ikili karigimlarina ait herbir bilesenin

kUtlece yuzde igerikleri

Ornek No Zeytin Yag1 (w/w) Soya Yag1 (w/w)
1 87,82 12,18
2 64,01 35,99
3 92,99 7,01
4 73,95 26,05
5 90,86 9,14
6 73,97 26,03
7 80,00 20,00
8 67,95 32,05
9 96,91 3,09
10 81,93 18,07

Tablo 5.6. Validasyon setindeki zeytin-pamuk yagi ikili karigimlarina ait herbir bilesenin

kutlece yuzde icerikleri

Ornek No Zeytin Yag1 (w/w) Pamuk Yagi (w/w)
1 88,03 11,97
2 64,08 35,92
3 93,01 6,99
4 74,00 26,00
5 90,92 9,08
6 73,96 26,04
7 80,00 20,00
8 67,92 32,08
9 96,97 3,03
10 81,97 18,03
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Her bilesene ait kalibrasyon modellemesinde, kalibrasyon ve validasyon i¢cin SEC
ve SEP degerleri ile beraber modellerin ylzde ortalama geri kazanim degerleri standart
sapmalar1 ile beraber hesaplanmistir. Boylece kalibrasyonun modelinin basarisi

g6zlenlenmistir.

A

PR = 9 x100%
¢ (1)
> 5 x100%
APR =115
m (2)

i(PRi — APR)’

SD =||-= 3)
m-1

Tablo 5.7’den de goéruldugu tzere SEC ve SEP degerleri 5 ve 10 mm lik
kUvetlerle yapilan olgumlerde her bir bilesen i¢in % kutlece 0,4 ile 2,4 arasinda
degismekteyken, 2 mm lik kivetle alinan olgimlerde % kutlece 3,8 ile 7,8 arasinda
degismektedir. Diger taraftan her bir yag icin APR degerleri, 5 ve 10 mm'lik kuvetle
yapilan olgimlerde 99,99 ile 103,4 arasindayken, 2mm'lik kuvetle yapilan olgumlerde
99,6 ile 135,18 arasinda degismektedir. Bu durum NIR ol¢gimlerinde kullanilacak

kivetlerin 1sin yolu uzunlugu sec¢iminin 6nemli oldugunu dogrulamaktadir.
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Tablo 5.7. (a) 2 mm (b) 5 mm (c¢) 10 mm 1sIn yoluna sahip kuvars kuvetle dlgumleri
alinan ikili karigimlarin kalibrasyon ve validasyon setleri igin her bir bilesene
ait standart kalibrasyon (SEC) ve standart tahmin (SEP) hatalari ile beraber
ortalama geri kazanim degerleri (APR) ve onlara ait standart sapma degerleri
(SD).

(a) Kalibrasyon seti Validasyon seti

SEC (w/w%) APR SD SEP (w/w%) APR SD

Zeytin yag: 4,85 100,19 4,70 7,72 99,66 9,71
Pamuk yagi 3,82 101,62 43,68 6,47 135,18 62,81
(b) Kalibrasyon seti Validasyon seti

SEC (w/w%) APR SD SEP (w/w%) APR SD

Zeytin yagi 0,41 99,99 0,38 0,86 99,90 1,40
Soya yagi 0,45 100,36 6,20 0,94 101,77 8,87
(©) Kalibrasyon seti Validasyon seti

SEC (w/w%) APR SD  SEP (w/w%) APR SD

Zeytin yag: 1,61 100,02 1,47 2,04 100,38 3,31
Pamuk yag 1,01 102,16 12,68 2,35 103,41 22,19

ikili karisimlar icin her bir bilesene ait konsantrasyon degerlerine kargi tahmin
degerleri de grafige geciriimis (Sekil 5.2, 5.3, 5.4) ve bu degerler arasindaki korelasyon
incelenmistir. Regresyon katsaylilarindan da anlasilacagi uzere kalibrasyon modellerinin

sonucunda elde edilen degerler lineerlik gostermektedir.
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Sekil 5.2.NIR spektrometresi ile 2 mm 1sin yoluna sahip kuvars kuvetlerle Olgulen ikili
karisimlara ait gergek degerlere karsi tahmin degerleri grafigi a) pamuk yagi, b)

zeytin yagi.
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Sekil 5.3.NIR spektrometresi ile 5 mm 1sin yoluna sahip kuvars kuvetlerle Olgulen ikili
karisimlara ait gercek degerlere karsi tahmin degerleri grafigi a) zeytin yagi, b)

soya yagl.
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Sekil 5.4. NIR spektrometresi ile 10 mm 1sIn yoluna sahip kuvars klvetlerle dlgulen ikili
karigsimlara ait gercek degerlere kargi tahmin degerleri grafigi a) pamuk yagi,

b) zeytin yagi.

Tablo 5.8'den de goruldugu tzere SEC ve SEP degerleri 5 ve 10 mm 1sin yoluna
sahip 6rnek kaplariyla yapilan élgimlerde her bir bilesen icin % kutlece 0,37 ile 4,40
arasinda degismekteyken, 2 mm i1sin yollu érnek kabiyla alinan élgimlerde % kutlece 6
ile 9,94 arasinda degismektedir. Diger taraftan her bir yag icin APR degerleri 98,87 ile
103,5 arasindadir. Diger taraftan her bir yag icin APR degerleri, 5 ve 10 mm isin yoluna
sahip érnek kaplariyla yapilan dlgumlerde 79,62 ile 145,9 arasindayken, 2 mm 1sin yollu
ornek kabiyla yapilan olgumlerde 99,6 ile 239,6 arasinda degismektedir. Bu durum ikili
karisgimlarda gozlemlenenle aynidir. Tum bunlar incelendiginde en iyi ve saglikh
sonuglarin 10 mm 1sIin yoluna sahip kuvetlerle yapilan Olgimlerde elde edildigi

goOrulmektedir.
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Tablo 5.8. (a) 2 mm (b) 5 mm (c¢) 10 mm 1sIn yoluna sahip kuvars kuvetle élgumleri
alinan Uglu karisimlarin kalibrasyon ve validasyon setleri i¢in her bir bilesene
ait standart kalibrasyon (SEC) ve standart tahmin (SEP) hatalar ile beraber

ortalama geri kazanim degerleri (APR) ve onlara ait standart sapma degerleri

(SD).
(a) Kalibrasyon seti Validasyon seti
SEC (w/w%) APR SD SEP (w/w%)  APR SD
Zeytin yag1 7,01 100,41 6,77 9,95 99,66 12,99
Pamuk yag 6,82 122,55 86,51 9,44 239,63 442,49
Soya yag 6,09 121,64 142,70 8,39 117,82 121,59
(b) Kalibrasyon seti Validasyon seti
SEC (w/w%)  APR SD SEP (w/w%) APR SD
Zeytin yag1 2,29 100,04 2,14 3,49 100,11 4,90
Pamuk yag 3,38 122,28 68,45 3,89 145,96 121,45
Soya yagi 0,37 98,84 6,31 1,12 101,06 11,84
(©) Kalibrasyon seti Validasyon seti
SEC (w/w%) APR SD SEP (w/w%) APR SD
Zeytin yag1 2,62 100,06 2,45 2,37 100,77 3,10
Pamuk yag 2,40 103,70 38,18 4,40 79,62 80,41
Soya yag1 0,81 97,89 15,30 1,70 96,61 18,24

Ucli karisimlar icin her bir bilesene ait konsantrasyon degerlerine karsi tahmin

degerleri de grafige gecirilmis ve bu degerler arasindaki korelasyon incelenmistir (Sekil
5.5., 5.6, ve 5.7).
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Sekil 5.5. NIR spektrometresi ile 2 mm i1sin yoluna sahip kuvars klvetlerle odlgulen ikili
karigsimlara ait gercek degerlere karsi tahmin degerleri grafigi a) pamuk yagi

b) soya yagi c) zeytin yagi.
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Sekil 5.6. NIR spektrometresi ile 5 mm i1sin yoluna sahip kuvars klvetlerle olctlen ikili
karigimlara ait gercek degerlere karsi tahmin deg@erleri grafigi a) pamuk yagi

b) soya yagi c) zeytin yagi.
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Sekil 5.7. NIR spektrometresi ile 10 mm 1sin yoluna sahip kuvars kuvetlerle dlgilen ikili

karigimlara ait gercek degerlere karsi tahmin deg@erleri grafigi a) pamuk yagi

b) soya yagi c) zeytin yagi.
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Regresyon katsayilarindan da anlasilacagi uzere ozellikle 10 mm 1ginyoluna
sahip ornek kaplarinin kullanildigi dlgumlerin kalibrasyon modellerinin sonucunda elde
edilen degerler lineerlik gostermektedir.

Sonug olarak, GILS yontemi ile beraber spektroskopik yontemlerle elde edilen
absorbans spektrumlari kullanilarak, kalibrasyon modelleri olusturulabilmekte ve goézle

ayirt edilemeyen spektrumlardan gerekli ve yararl bilgi kolaylikla elde edilebilmektedir.

5.1.2. Zeytin, Aygicek, Misirdzii ve Kanola Yag Dortlii Karisimlar igin Yakin

infrared Sonuglari

Daha 6nce de belirtildigi gibi saf haldeki bitkisel yaglara ve karisimlarina ait NIR
spektrumlarini inceledigimizde gozle ayirt etmek neredeyse imkansizdir. Ozellikle
bitkisel yag karisimlarinda her bir bilesen hemen hemen ayni kimyasal 6zelliklere sahip
olduklari i¢in spektroskopik bir calismada bilesenlere ait dalgaboylarini segmek zordur.
Sekil 5.8'den saf haldeki zeytin yagi, aycicek yagi, misirozu yagi ve kanola yaginin ayni
dalgasayilarinda benzer spektral Ozellikler gosterdigini daha ayrintih  bir sekilde

goOrulmektedir.
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Sekil 5.8. Dortlu karisimlari olugturan zeytin, aygicek, misir ve kanola yaglarinin saf

hallerinin FTNIR spektrumlari.

Spektral ¢galismalarda daha once de bahsedildigi Uzere bu yaglara ait karigimlar da
ayni dalgasayilarinda ayni spektral Ozellikleri gdstermekte, sadece madde
miktarlarindan oturd absorbans degerinde bir artis olmaktadir. NIR spektroskopisinin
temel prensibi, orta infrared bolgesindeki temel titresim hareketlerine ait bantlarin
overtonlarinin yakin infrared bdlgesinde gozlemlenmesidir. CH, OH ve CO, yakin
infrared bolgesinde gbzlemlenebilen fonksiyonel gruplardir. Sekil 1 incelendiginde, 4606
cm™ 'de goriilen bant -CH=CH- grubuna ait olup C-H bagi asimetrik geriimesini ve C=C
gerilmesini gdstermektedir. 4671 ¢cm™ de yine -CH=CH- grubuna ait =C-H ve C=C
gerilmelerini temsil etmektedir. Spektrumdan elde edilen maksimum absorbansin dalga
sayisi 5809 cm™ dir. Bu maksima -CH, fonksiyonel grubuna ait C-H baginin birinci
overtonunu, 5682 cm™ de omuz veren pik ise -C-H igin birinci overtondur. 7213 cm™ de
gorulen zayif ve genis bant CHj; fonksiyonel grubuna ait C-H gerilme titresimlerini

gosterirken, 7109 cm™ de omuz veren bir diger zayif ve genis bant ise CH, grubuna ait
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C-H gerilme titresimlerini gostermektedir. Spektrumda yer alan bir diger énemli pik ise
8286 cm™ de gdzlenmistir. Bu pik CH, fonksiyonel grubuna ait olup C-H gerilmelerini ve
ikinci overtonu temsil etmektedir.

Bitkisel yaglarin matriksi dusunuldugunde hemen hemen ayni matrikse sahip
olmalari, bu yaglara ait karisimlarinin tayinininde zorluklara sebep olmaktadir. Sadece
yakin infrared spektrometresi ile yapilan ¢calismalarda degil, kromotografik ¢calismalar da
bu yaglarin ayriminda ve tayininde kullanilan bagka bir teknik olmasina ragmen zor ve
¢ok zaman alicidir. Bu nedenle ¢ok degiskenli kalibrasyon metotlari tercih edilmektedir.

Yapilan analizlerde, her bilesene ait kalibrasyon modellemesinde, kalibrasyon ve

validasyon igin SEC ve SEP degerleri hesaplanmistir.

Tablo 5.9. Dortla karigsimlarin kalibrasyon ve validasyon setleri i¢in her bir bilesene ait
standart kalibrasyon (SEC) ve standart tahmin (SEP) hatalar

Zeytinyagi  Aygicek yagit  Misiryagr  Kanola yagi
SEC (w/w %) 3,86 5,11 9,84 10,15
SEP (w/w %) 7,81 9,76 14,09 16,52

Tablo 5.9'da da goéruldugu Uzere, SEC degerleri % kutlece 3,8 ile 10,2 arasinda
degismekteyken, SEP degerleri % kutlece 7,8 ile 16,6 arasinda degismektedir. Elde
edilen degerlere bakildiginda, NIR kalibrasyonunun dortlt karigimlarda zeytin yagini ve
aycicek yagini misirdzud yagina ve kanola yagina gore daha iyi tahmin ettigi
goOrulmektedir. Ayrica bu fikri desteklemek icin dortli karigimlarin her bir bilesenine ait
konsantrasyon degerlerine kargi tahmin degerleri de grafige gecirilmis (Sekil 5.9) ve bu

degerler arasindaki korelasyon incelenmistir.
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Sekil 5.9. FTNIR spektroskopisi verileri kullanilarak gercek degerlere karsi GILS

tarafindan tahmin edilen zeytin, aygicek, misir ve kanola yagi derigimleri.

Regresyon katsayilarindan da anlasilacadi Uuzere kalibrasyon modellerinin

sonucunda elde edilen degerler lineerlik gostermektedir. Ayrica zeytin yagi ve aygicek
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yagina ait regresyon katsayilari 0,9’'un Uzerinde, misirozu yagi ve kanola yagina ait
olanlar ise 0,8’e yakin degerler olarak gorilmektedir. Sonug olarak, NIR spektroskopisi,
cok degiskenli kalibrasyon yontemleriyle birlikte kullanildiginda zeytin yaginin tagsisinin
tayin edilmesi icin karigimi olusturan bilegenlerden sadece zeytin yagini kismi olarak
daha iyi tayin edebilirken diger bilesenlerde ayni basariyi gésterememektedir. Daha
once sunulan gelisme raporlarinda ikili ve uglu karisimlarda NIR ¢ok daha basarili
olurken karsimi olusturan bilesenlerin sayilari arttikga bu basari dugsmektedir. Bunun
muhtemel sebeplerinden birisi diger floresans teknikleri ile kiyaslandiginda NIR daha
genel bir teknik olarak kargimiza ¢ikmaktadir.

GILS yontemi dalgaboyu secimine dayali bir yontem oldugundan, tim spektral
bdlgeden segilen dalgaboylarinin dagilimini goézlemlemek de mumkuanddr. Sekil 13'te
zeytin, aycicek, misirdozi ve kanola yaglarina ait, NIR verileri igin segilen
dalgasayilarinin frekans dagilim grafikleri gosterilmektedir. Zeytinyagi igin, en sik segilen
dalgaboylari 4800 ve 5800cm™ dolaylarinda gdzlenirken, aycicek yagi icin 4800, 5250,
6900 ve 9300 cm™ dolaylarinda, misirdzii yagdi icin 6800, 8300 ve 9500 cm
dolaylarinda ve kanola yagi icin de 4800 ve 7500 cm'dolaylarinda yogunlasmistir.
Ayrica, segilme frekanslarinin spektrumun bazi dusik absorbansli bdlgelerde
yogunlasmis olmasi, GILS ydnteminin rastgele dalgaboyu sec¢imine dayanmasina

ragmen, spektrumun zengin bilgi iceren bolgelerine odaklandigini gostermektedir.
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Sekil 5.10. GILS ile zeytin yagdi icin elde edilen dalgaboyu dagilim grafikleri.
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Sekil 5.11. GILS ile aygigcek yagi igin elde edilen dalgaboyu dagilim grafikleri.
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Sekil 5.12. GILS ile msirdzu yagdi icin elde edilen dalgaboyu dagilim grafikleri.
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Sekil 5.13. GILS ile kanola yagi icin elde edilen dalgaboyu dagilim grafikleri.
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5.2. Floresans Olgiim Sonuglari

5.2.1. Zeytin, Misirdzii, ve Aygicek yagina ait Uglii Kanisimlar igin Floresans Olgiim

Sonuglari

Floresans spektroskopisi; daha yuksek bir enerji seviyesine uyarilan bir
molekulin elektronlarinin, fazla enerjilerini kaybederek daha dusuk enerji seviyelerine
gegiglerinde yaydiklari enerjinin 151k enerjisi oldugu prensibine dayanir. Bu bilgi
dogrultusunda da kantitatif ve kalitatif analizler yapmak mimkdnddr. Floresans
spektroskopisi, kantitatif analizlerde absorbans ydntemlerine goére daha nadir
kullanilmasina ragmen, ¢ok degiskenli kalibrasyon yontemleriyle birlikte uygulandiginda,
basarili sonuglar elde edilebilmektedir.

Saf haldeki Dbitkisel yaglarin ve karisimlarinin floresans spektrumlari
incelendiginde, gozle ayirt etmek neredeyse imkansizdir. Bitkisel yag karisimlarinin her
bir bileseninin hemen hemen ayni kimyasal Ozelliklere sahip olduklari goz 6nunde
bulundurulunca, spektroskopik bir calismada bilesenlere ait dalgaboylarini segmek
oldukga zordur.

Sekil 5.14'den de gorulebilecegi gibi ayni spektral 6zellikler gésteren bu yaglarin,
sadece madde miktarlarinin farklihgindan 6tirG floresans siddetlerinde degisiklikler
gOzlenir. Misirdzu ve aygicek yaglari 500 nm civarinda en yuksek emisyon siddetine ve
380 nm civarinda da en yuksek uyariima giddetine sahipken, saf zeytin yagi ise 700 nm
civarinda en yuksek emisyon siddetiine ve 410 nm civarinda da uyariima siddetine
sahiptir. Buna ek olarak, zeytin yagi 500 nm civarinda, misir 6zu ve aygicek yagdlariyla

cakisan, daha zayif bir emisyon piki vermektedir.
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Sekil 5.14. Saf haldeki (a) zeytin, (b) misirézd, (c) aygicek yaglarinin ve (d) Uglu

karisiminin 1 cm 1sin yoluna sahip kuvetlerle alinmis floresans spektrumlari

(emisyon dalgaboyu araligi; 320-800 nm, uyarilma dalgaboyu aralgi; 320-

425 nm).
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Sekil 5.15'de yine ayni yaglarin senkronize floresans spektrumlari verilmektedir,
380 nm civarindaki emisyon pikinin giddeti, 670 nm'deki, sadece zeytinyaginda
gozlemlenen emisyon pikine kiyasla, neredeyse 10 kat daha dusuktir. Bu emisyon
profilini daha iyi gdzlemleyebilmek icin spektrumlar ikiye ayrilmigtir. Sekilden de
gorulecedi gibi, aycicek ve misirézi yaglari ¢ok benzer senkronize floresans
spektrumlarina sahiptirler. Her ikisi de 350 nm civarinda maksimum siddete sahipken,

zeytinyaginin emisyonu bunlara gore tamamen farkhdir.
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Sekil 5.15. Zeytin, misirdzu, aygicek yagdlarinin ve uglu karigimlarinin 250-750 nm

araliginda senkronize floresans spektrumlari.

Bitkisel yadlarin hemen hemen ayni matrikse sahip olmalari gbzénunde
bulunduruldugunda, bu yadlara ait karisimlarin tayini gti¢ olmaktadir. Daha 6nce de
belirtildigi gibi floresans spektroskopisi teknigi cok degiskenli kalibrasyon yontemleriyle
birlikte kullanildiginda, karigimlardaki bilesen tayinini mimkuan kilmaktadir.

Floresans olgimu alinan setler, kalibrasyon ve validasyon setleri olmak Uzere

ikiye ayrilmigtir. Tablo 5.1 ve Tablo 5.2 de goéruldigu gibi Ugli karisimlardan olusan 50
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ornekten 34'U kalibrasyon seti icinde yer alirken, geriye kalan 16 ornek de validasyon
setinde kullanilmak Gzere ayrilmistir. Kalibrasyon seti orneklerinin spektrum verileri
kullanilarak, kalibrasyon modeli kurulmus, modelin basarisi ise validasyon seti
ornekleriyle test edilmistir. GILS yonteminin rastgele dodasindan dolayi, program 30 gen
ve 50 iterasyonla, 100 tekrarli ¢calistiriimistir. Program 50 iterasyonla galistirildigindan,
modelin kurulma asamasindaki olasi ezberleme (overfitting) sorunlarini énlemek igin
capraz validasyon (cross validation) uygulanmigtir.

Hem EEF hem de SF spektrum verileri i¢in standart kalibrasyon hatasi (SEC) ve
standart validasyon hatasi (SEP) degerleri hesaplanmigtir (Tablo 5.10). Tablodan da
gorulecegi gibi, her iki spektrum verileri i¢cin de, SEC ve SEP degerleri kutlece %0,51 ile
1,27 arasinda degismektedir. Zeytinyaginin, hacimce veya kutlece %30 veya daha fazla
miktarda tagsisine tesebbusu tahmin etmek igin bu degerler oldukga iyi gdézukmektedir.
Ayrica EEF verilerine ait hem kalibrasyon hem validasyon sonuglari, SF verilerine gore
¢ok az dusuktur. Bu da, EEF verilerinden elde edilen tahmin sonuglarinin daha iyi
olduguna isaret etmektedir. EEF verilerinin, 320—425 nm arasinda, sekiz ayri uyariima
dalgaboyunda toplanmasi, SF verilerine kiyasla daha zengin bir floresans emisyon
profiline sahip olusunu kabul edilir kilmaktadir. Bunlarin yani sira, tablodan da
gorulecedi gibi, zeytin yadi icin EEF ve SF verileriyle ayri ayri olusturulan kalibrasyon

modelleri diger iki yaga gore daha iyi tahmin sonuglari vermektedir.

Tablo 5.10. EEF ve SF veri setleri igin her bir bilesene ait standart kalibrasyon ve tahmin

hatalari
SEC ve SEP
Veri setleri Degerleri Zeytin Yag! Misirézua Yagr  Aygicek Yagi
(W/w%)
EEF veri seti SEC 0,58 0,51 0,61
SEP 0,64 0,90 1,07
SF veri seti SEC 0,63 0,57 0,81
SEP 0,64 1,07 1,21
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Sekil 5.16. (a,b,c) EEF verilerine gore zeytin, misirdzi ve aygicek yaglarinin UGglu
karigsimlarina ait bilesenlerin gergek degerlerine karsilik tahmin degerleri,
(d,e,f) SF verilerine gore zeytin misirdzi ve aygicek yaglarinin Uglu

karigimlarina ait bilegenlerin gergek degerlerine karsilik tahmin degerleri.

Ucli karisimlar igin her bir bilesene ait gercek ve tahmin derisim degerleri grafige
gecirilmis ve bu degerler arasindaki korelasyon incelenmistir. Sekil 3'te zeytin, misirézu
ve aycicek yadlarinin, EEF ve SF verileri icin, gercek degerlerine karsilik tahmin
degerlerinin yeraldigi grafikler goértlmektedir. Regresyon katsayilari incelendiginde,
kalibrasyon modellerinden elde edilen sonuglar lineerlik gostermektedir.

Kullanilan yontem, zeytin yaginin misirozu ve aygicek yaglariyla tagsisinin
tahmininde, kutlece %1 — %35 araliginda oldukg¢a basarilidir. Zeytinyagi icin, EEF ve SF
verilerine gore elde edilen sonuglar oldukga benzer durum sergilerken, bu durum
misirdzl ve aycicek yaglari icin ayni degildir. Misirézi ve aygicek yaglari igin, GILS
programinin performansi EEF verileri kullanildiginda daha iyi sonuglar elde edilmektedir,
Bu durum, uyariima dalgaboyu degistikce, 500 nm civarindaki piklerin kismi

¢6zunurligunden ileri gelmektedir.
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Sonug olarak, floresans spektroskopisi, cok degiskenli kalibrasyon ydntemleriyle
birlikte kullanildiginda zeytin yaginin tagsisinin tayin edilmesi igin hizli ve daha dusuk
maliyetli bir yontemdir.

GILS yontemi dalgaboyu secimine dayali bir metot oldugundan, tum spektral
bdlgeden secilen dalgaboylarinin dagilimini gézlemlemek de mumkuandur. Sekil 5.17 ve
5.18'de zeytin, aycicek ve misirézi yaglarina ait, EEF ve SF verileri icin secilen
dalgaboylarinin frekans dagilim grafikleri gosterilmektedir. Sekil 5.17'de, hem saf bilesen
spektrumunu hem de secilme frekansi dagihmini gosterebilmek icin, 8 ayri uyariima
dalgaboyundaki emisyon spektrumlari ard arda siralanmigtir.

Zeytinyagi icin, en sik secilen dalgaboylari ikinci ve Uuguncu uyariima
dalgaboylarinda gozlenirken, misirozu ve aygigek yaglari igin sik secilen dalgaboylari
dérdincu ve besinci uyarilma dalgaboylarinda yogunlagsmistir. Daha yluksek uyariima
dalgaboylarinda da seyrek de olsa segilen dalgaboylari oldugu goértlmektedir. Ayrica,
secilme frekanslarinin zeminde (baseline) ¢ok dustk olusu ve GILS ydnteminin rastgele
dalgaboyu se¢imine dayanmasina ragmen, spektrumun zengin bilgi igeren bolgelerine

odaklandigini gdstermektedir.
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Sekil 5.17. Zeytin, misirdzl ve aygicek yaglarina ait, EEF verileri icin 8 ayri uyariima
dalgaboyundaki emisyon spektrumlari Uzerinden secilen dalgaboylarinin

frekans dagihm grafikleri,

Sekil 5.17°den de gorulebilecedi gibi, zeytin yadinin secilme frekans dagilimi
oldukga ilgingtir. Burada en ¢ok segilen dalgaboylari, zayif bir pike sahip olan 300 nm
civarinda yer almaktadir. Bu durum igin olasi sebep; sinyalin bu dalgaboyu araliginda
daha iyi bir lineerlik géstermesidir.

Misir 6zu ve aygicek yaglarinin ornekleri icin dalgaboyu frekans dagilimi
beklenen sonugclari vermektedir. Bu durum da genetik algoritmaya dayali yontemlerden
GILS'in derisime bagh bilginin en yogun oldugu bdlgeye odaklandigini acgikca

gOstermektedir.
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5.18. Zeytin, aycicek ve misirdzi yagdlarina ait, SF verileri icin  emisyon

spektrumlari Gzerinden secilen dalgaboylarinin frekans dagilim grafikleri.*

*Zeytinyaginin 300 nm'deki pikini daha iyi gdsterebilmek igin intensite araligi 25'e dusurilmustar,
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5.2.2. Dértlii Karigimlar igin Floresans Olgiim Sonuglari

Zeytinyaglari ve diger bitkisel yaglarin floresans 6zellikleri konusunda c¢aligmalar
yapmistir (Kyriakidis ve Skarkalis 2000). 365 nm dalgaboyunda uyarilarak 400—700 nm
emisyon dalgaboyu araliginda spektrumlar almiglardir. 445 ve 475 nm’de iki orta
siddette, 525 nm’'de keskin ve 681 nm zayif bir floresans piki olmak Uzere
zeytinyaglarinin floresans spektrumlarinda dort degisik floresans piki gozlemlenmigtir.
680 nm’de gdzlenen pikin kesinlikle dogal klorifile ait floresans piki oldugu deneylerle
saptanmistir. Bunun igin saf klorofil yaglara eklenmis ve eklenen miktar ile pik arasindaki
lineerlik saptanmistir. Diger taraftan yaglari isitirak yaga ait rengin yok olmasi saglanmis
ve 680 nm’de bulunan pike ait floresans siddetinin Isitma sonucu azaldigi goérulmustur.
Ayrica bu isitma islemi sonucunda 400 — 500 nm emisyon dalga boyu araligindaki
floresans piklerinin siddetinin arttigi  gordlmustar, Dortli  karisimlari  olustururken
kullanilan her bir bitkisel yagin saf haldeki ve karisim halindeki emisyon-uyariima
floresans (EEF) spektrumlari 300—800 nm emisyon dalgaboyu araliginda uyariima
dalgaboylari 15 nm artiglarla 320—425 nm araliginda olgulmustar, Her bir bilesenin
floresans spektrumlari gizilmistir (Sekil 5.19).

Bitkisel yaglarin en énemli 6zelligi klorofil icermeleridir ki bu bilesenin en énemli
yani floresans Ozellik gostermesidir. Zeytinyadi klorofilce zengin olmasindan o6turu 680
nm emisyon dalgaboyunda siddetli bir floresans piki vermektedir. Diger taraftan aygicek,
misirdzl ve kanola yaginin gézle gorulebilir renk farklihigindan 6tirt bu bolgede klorofil
piki gbézlenmemektedir. Bu da zeytinyadinin icine bu yaglardan bir veya birden fazla

karisimi halinde tayin guglugu yaratmaktadir.
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Sekil 5.19. Saf haldeki (a) zeytin, (b) aygicek, (c) misirézu ve (d

ISIn yoluna sahip kuvetlerle alinmis emisyon—uyarilma floresans spektrumlari

(emisyon dalgaboyu araligi; 320-800 nm, uyarilma dalgaboyu aralgi; 320-425

nm).
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Floresans galismalari sirasinda 400-500 nm emisyon dalgaboyunda diger bir
floresans piki ise bitkisel yaglarin icerisinde bulunan fenolik antioksidantlar, tekil
doymamis yag asitleri ve kismen de tokoferolden kaynaklanmaktadir. Caligilan bitkisel
yaglarin hepsi bu floresans 06zelligine sahip oldugundan o6turt klasik kalibrasyon
teknikleri kullanilarak her bir bilesenin tayini zordur. Bu zorluk doértli karisimlara ait EEF
spektrumundan da gorulebilmektedir (Sekil 5.20). Cok degiskenli kalibrasyon metotlari

kullanilarak her bir bilesenin miktari yuzde cinsinden tayin edilmigtir.

Dorthi karisim

Floresans siddeti

Sekil 5.20. Dortlh karisimlari olusturan zeytin, aygicek, misir ve kanola yaglarinin dortlt

karisiminin uyariima—yayilma floresans spektrumu

Senkronize floresans (SF) kullainlarak da dortli karisimlarin spektral verileri
toplanmigtir, EEF ile SF arasindaki olgim farklihginin zeytinyaglarinin tagsisinin

tayininde hangisinin daha avantajli oldugu ile ilgili bir sonuca varmak amaci ile GILS
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yontemi ile yine kalibrasyon modelleri her bir bilesen igin olusturulmustur. Sonuclara

gegmeden oOnce SF spektrumlari her bir bilesen ve karigimlar icin Sekil 5.21°de

verilmigtir.
350
— Zeytin yagl
— Aygicek yag
300 1 | —Msrr yag
Kanola yag
250 1 LT Dortli karisim

Floresans siddeti
&
(e

Dalgaboyu (nm)

Sekil 5.21. Dortlt karisimlari olusturan zeytin, aygicek, misir ve kanola yaglarinin saf

hallerinin senkronize floresans spektrumlari.

Sekil 5.21’den de goruldugu Uzere zeytinyad icersinde bulunan klorofil 668 nm
civarinda siddetli floresans piki vermektedir. Diger taraftan bitkisel yadlar icerisinde
bulunan oleik, butrik ve linoleik asidin floresans 6zellikleri 330 — 410 nm dalgaboyu
araliginda gorilmektedir. Ayrica yaglar igerisindeki tokoferol miktari da yine bdlgedeki
floresans piklerinden elde edilebilmektedir.

Cok degiskenli kalibrasyon metodu olarak genetik algoritmaya dayali ters en
klguk kareler yontemi secilmigtir. Genetik algoritmaya dayali kalibrasyon metotlarin en

blylk avantaji yuzlerce hatta binlerce dalgaboyuna ait absorbans ya da sinyalin
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hangisinde istenen ve gerekli bilgiyi iceren dalgaboyunun segiminin saglanmasidir. Ters
en kuguk kareler yonteminde ise konsantrasyonun absorbans degerine bagh olarak
degistigi kabul edilir. Boylece gergek drneklerde karigimlara ait her bir bilesenin bilinme
zorunlulugu ortadan kalkmig olmaktadir. Sadece istenen bilginin temini igin
calisabilmektedir. Sekil 5.20 ve Sekil 5.21 goérdlduagu Uzere dortlh bitkisel yag
karisimlarinin her birinin tayini icin belli bir dalgaboyu araligi ve dalgaboyu segimi
oldukga gugctiur. Genetik algoritmaya dayali ters en kuguk kareler yontemi (GILS) ile her
bir bilegenin tayini yapilabilmektedir.

Floresans o6lcumua alinan setler, kalibrasyon ve validasyon setleri olmak Uzere
ikiye ayrilmigtir. Tablo 5.11 ve Tablo 5.12 de goruldugu gibi dortlt karigimlardan olusan
50 ornekten 32’si kalibrasyon seti icinde yer alirken, geriye kalan 18 6rnek de validasyon
setinde kullaniimak Gzere ayrilmistir. Kalibrasyon seti drneklerinin spektrum verileri
kullanilarak kalibrasyon modeli her bir bilegen igin kurulmus, modelin basarisi ise
validasyon seti ornekleriyle test edilmistir. GILS yonteminin rastgele dogasindan dolayi,
program 30 gen ve 50 iterasyonla, 100 tekrarl galistiriimistir. Program 50 iterasyonla
calistirldiindan, modelin kurulma asamasindaki olasi ezberleme (overfitting)

sorunlarini énlemek igin gapraz validasyon (cross validation) uygulanmistir.
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Tablo 5.11. Kalibrasyon setini olusturan 32 adet 6rnege ait derisim tablosu.

Ornek Numarasi Zeytin Yagi Aycicek Yagi Misirézii Yagi Kanola Yagi
(wiw %) (wiw %) (wiw %) (wiw %)
1 100,00 0,00 0,00 0,00
2 0,00 100,00 0,00 0,00
3 0,00 0,00 100,00 0,00
4 0,00 0,00 0,00 100,00
5 49,67 50,33 0,00 0,00
6 49,76 0,00 50,24 0,00
7 49,99 0,00 0,00 50,01
8 0,00 50,07 49,93 0,00
9 0,00 50,03 0,00 49,97
10 0,00 0,00 50,01 49,99
11 33,30 33,46 33,23 0,00
12 33,32 33,38 0,00 33,30
13 33,67 0,00 33,22 33,11
14 0,00 33,33 33,28 33,39
15 24,97 24,97 25,08 24,98
16 39,90 10,02 19,94 30,14
17 19,96 29,94 39,96 10,14
18 22,57 24,46 8,07 44,90
19 76,03 1,35 15,04 7,59
20 74,08 3,77 5,50 16,65
21 18,49 16,58 34,27 30,65
22 8,06 31,94 15,88 44,12
23 6,84 15,31 71,65 6,21
24 25,88 22,93 22,08 29,11
25 46,10 17,10 34,02 2,77
26 21,19 28,31 5,68 44,82
27 29,25 26,74 41,92 2,08
28 7,86 15,66 3,50 72,98
29 4,84 19,72 37,50 37,95
30 45,62 10,19 38,65 5,54
31 33,70 20,56 27,12 18,62
32 44,04 25,12 20,38 10,46
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Tablo 5.12. Validasyon setini olusturan 18 adet 6rnege ait derisim tablosu

Ornek Zeytin Yagi Aycicek Yagi Misiréziu Yagi Kanola Yagi
Numarasi (wiw %) (wiw %) (wiw %) (wiw %)
1 10,06 19,93 30,01 40,01
2 30,02 39,96 9,99 20,03
3 3,36 69,93 4,28 22,43
4 36,39 23,28 2,55 37,78
5 49,78 33,83 2,24 14,15
6 24,91 28,81 22,61 23,68
7 38,46 37,86 5,14 18,55
8 14,29 27,19 27,73 30,79
9 14,93 11,18 42,86 31,03
10 45,52 25,42 21,41 7,64
11 18,89 23,67 23,36 34,09
12 14,38 18,45 40,44 26,73
13 14,56 34,52 20,69 30,23
14 10,15 19,19 35,26 35,40
15 25,20 29,96 10,75 34,10
16 0,86 32,10 17,62 49,42
17 3,45 24,15 36,43 35,97
18 18,48 23,83 4,08 53,61

EEF spektrum verileri igin standart kalibrasyon hatasi (SEC) ve standart
validasyon hatasi (SEP) degerleri hesaplanmistir (Tablo 5.13). Tablodan da gorulecegi
gibi, SEC ve SEP degerleri kutlece %0,63 ile 6,71 arasinda degismektedir.
Zeytinyaginin, kutlece degisen yuzdelerde tagsisine tesebbisl tahmin etmek igin bu
degerler oldukga iyi gozukmektedir. Ayrica EEF verilerine ait hem kalibrasyon hem
validasyon sonugclari, SF verilerine gore ¢cok az dusuktur. Bu da, EEF verilerinden elde
edilen tahmin sonugclarinin daha iyi olduguna igsaret etmektedir. EEF verilerinin, 320—425

nm arasinda, sekiz ayri uyarilma dalgaboyunda toplanmasi, SF verilerine kiyasla daha
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zengin bir floresans emisyon profiline sahip olusunu kabul edilir kilmaktadir. Bunlarin
yani sira, tablodan da gorulecedi gibi, zeytin yagi icin EEF ve SF verileriyle ayri ayri
olusturulan kalibrasyon modelleri diger iki yaga gore daha iyi tahmin sonugclari

vermektedir.

Tablo 5.13. EEF ve SF veri setleri icin her bir bilesene ait standart kalibrasyon ve tahmin

hatalari.
Veri Setleri SEC/SEP  Zeytinyagi Aygigek yagi Misir6zii yagi  Kanola yagi
Ex- Em SEC (w/w %) 0,63 1,87 2,31 2,09
Floresans SEP (w/w %) 1,11 2,54 3,14 4,02
Senkronize SEC (w/w %) 1,03 4,29 3,14 6,06
Floresans SEP (w/w %) 1,55 5,82 4,04 6,71

Veri setlerinden elde edilen kalibrasyon modelleri kullanilarak her bir kalibrasyon
ve validasyon setindeki orneklerin tum bilesenleri igin kutlece yuzde miktarlari tahmin
ettirilmigtir. Tahmin edilen degerlere kargilik gergek degerler grafige gecirilerek modelin
basarisi gozlemlenmigtir, Bu iki deger arasindaki lineerlik modelin basarisinin bir
gOstergesidir.

Kullanilan yontem, zeytin yaginin misirozu ve aygicek yaglariyla tagsisinin
tahmininde, kutlece %1 — %45 araliginda oldukg¢a basarilidir. Zeytinyagi igin, EEF ve SF
verilerine gore elde edilen sonuglar olduk¢ga benzer durum sergilerken, bu durum
misirézu ve aygicek yadlari igin ayni degildir. Misirézl, kanola ve aycicek yagdlar igin,
GILS programinin performansi EEF verileri kullanildiginda daha iyi sonuglar elde
edilmektedir. Sonu¢ olarak, floresans spektroskopisi, ¢ok degiskenli kalibrasyon
yontemleriyle birlikte kullanildiginda zeytin yaginin tagsiginin tayin edilmesi igin hizli ve

daha dusuk maliyetli bir yontemdir.
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Sekil 5.22. Emisyon-uyariima floresans spektroskopisi verileri kullanilarak gergek

degerlere karsi GILS trafindan tahmin edilen zeytin, aycicek, misir ve kanola

yagi derigimleri
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Sekil 5.23. Senkronize floresans spektroskopisi verileri kullanilarak gercek degerlere
karsi GILS trafindan tahmin edilen zeytin, aygicek, misir ve kanola yagi

derisimleri.
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GILS yontemi dalgaboyu secgimine dayali bir metot oldugundan, tim spektral
bdlgeden secilen dalgaboylarinin dagilimini gézlemlemek de mumkuandur. Sekil 5.24 ve
5.25'de zeytin, aycicek, kanola ve misirdzu yaglarina ait, EEF ve SF verileri igin segilen
dalgaboylarinin frekans dagilim grafikleri gosterilmektedir. Sekil 5.24'da, hem saf bilesen
spektrumunu hem de segilme frekansi dagilimini gdsterebilmek igin, 8 ayri uyariima
dalgaboyundaki emisyon spektrumlari siralanmistir.

Zeytinyagi icin, en sik secilen dalgaboylari Uguncl, dordinclu ve sekizinci
uyariilma dalgaboylarinda goézlenirken, aygicek ve kanola yaglari igin sik segilen
dalgaboyu Uglncl uyarilma dalgaboylarinda yogunlasmistir. Son olarak misirézt yagi
icin ilk ik ve son iki uyariima dalgaboylari daha secici olmaktadir. Ayrica, segilme
frekanslarinin zeminde (baseline) ¢ok dusik olusu ve GILS yodnteminin rastgele
dalgaboyu se¢imine dayanmasina ragmen, spektrumun zengin bilgi iceren bolgelerine
odaklandigini gostermektedir.
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Sekil 5.24.GILS ile her bir bilegen icin elde edilen dalgaboyu dagilim grafikleri.
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Sekil 5.24'den gorulebilecegi gibi, zeytin yadinin secilme frekans dagilimi oldukca
ilginctir. Burada en ¢ok secilen dalgaboylari, zayif bir pike sahip olan 300 nm civarinda
yer almaktadir. Bu durum igin olasi sebep; sinyalin bu dalgaboyu araliginda daha iyi bir
lineerlik gostermesidir. Zeytinyaglarinin oleikce diger yaglara goére daha zengin olmasi
da bu bdlgenin seg¢im sebebi olarak kabul edilebilr. Ayrica diger bitkisel yagdlardan farkli
olarak icerdigi klorifilden kaynakli floresans piki de kalibrasyon modellerinin olusumunda
rol oynamaktadir.

Misir 6zu, kanola ve aygicek yaglarinin 6rnekleri icin dalgaboyu frekans dagilimi
beklenen sonuglari vermektedir, Bu durum da genetik algoritmaya dayali yéntemlerden
GILS'in derisime bagh bilginin en yodun oldugu bdlgeye odaklandigini acikca
gOstermektedir.
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Sekil 5.25. GILS ile her bir bilegen igin elde edilen dalgaboyu dagilim grafikleri.

5.2.3. Besli Karisimlar igin Floresans Olgiim Sonuglari

Bitkisel yaglarin floresans o6zellikleri daha 6nceki bélimde agiklanmigtir. Sekil
5.26'da tum bilegenlerin saf haldeki EEF spektrumlari verilmigtir. DOrtll yag karisimlari
hazirlanarak zeytin yaginin tagsisi calismasina ek olarak karigimdaki bilesen sayisi
arttirlmis bdylece fluoresans spektrumlarindan genetik algoritmaya dayali ters en kuglk
kareler yontemi uygulanarak her bir bilesen icin kalibrasyon modeli kurulmustur.

Toplamda 62 adet ornek karisimi, zeytin, aygicek, misir, kanola ve fistik yagi
kullanilarak hazirlanmistir. Bu ornekler floresans spektrometresinde olcllmus olup 3

boyutlu veri elde edilmigitr.
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Sekil 5.26. Saf haldeki (a) zeytin, (b) aygicek, (c) misirdzi, (d) kanola ve (e) fistik
yaglarinin 1 cm 1sin yoluna sahip klvetlerle alinmis emisyon—uyariima floresans
spektrumlari (emisyon dalgaboyu araligi; 320-800 nm, uyariima dalgaboyu
arahgi; 320-425 nm).

62 adet Ornek icerisinden 41 tanesi kalibrasyon 21 tanesi validasyon seti olmak
uzere ayrilmigtir. Tablo 5.14 ve Tablo 5.15 kalibrasyon ve validasyon setlerine derigim
miktarlarini agirlikga yuzde birimi Gzerinden vermektedir. GILS programi kullanilarak
kalibrasyon modelleri her bir bilesen icin ayri ayri kurulmustur. Kalibrasyon seti
orneklerinin spektrum verileri kullanilarak, kalibrasyon modeli kurulmus, modelin basarisi
ise validasyon seti ornekleriyle test edilmistir, GILS yodnteminin rastgele dogasindan
dolayi, program 30 gen ve 50 iterasyonla, 100 tekrarli calistiriimistir, Program 50
iterasyonla caligtirildigindan, modelin  kurulma asamasindaki olasi ezberleme

(overfitting) sorunlarini onlemek i¢in ¢apraz validasyon (cross validation) uygulanmistir.

80



Tablo 5.14. Kalibrasyon setindeki her bir 6rnege ait kutlece yuzde miktarlari

Zeytin Yagi Aygicek Yagi Misir Yagi Kanola Yagi Fistik Yagi Zeytin Yagi Aygicek Yagi Misir Yagi Kanola Yagi Fistik Yagi
Ornek No  (%w/w) (%w/w) (%w/w) (%w/w) (%w/w) Ornek No  (%w/w)  (%w/w) (%w/w) (%w/w) (%w/w)
1 100.00 0.00 0.00 0.00 0.00 22 0.00 33.30 33.28 33.42 0.00
2 0.00 100.00 0.00 0.00 0.00 23 0.00 33.45 33.29 0.00 33.27
3 0.00 0.00  100.00 0.00 0.00 24 0.00 33.33 0.00 33.56 33.10
4 0.00 0.00 0.00 100.00 0.00 25 0.00 0.00 33.42 33.18 33.40
5 0.00 0.00 0.00 0.00  100.00 26 24.89 25.01 25.07 25.04 0.00
6 50.01 49.99 0.00 0.00 0.00 27 24.73 24.80 25.42 0.00 25.06
7 49.95 0.00 50.05 0.00 0.00 28 25.01 25.00 0.00 24.92 25.07
8 50.07 0.00 0.00 49.93 0.00 29 24.94 0.00 25.09 24.97 25.00
9 49.97 0.00 0.00 0.00 50.03 30 0.00 25.11 25.06 24.87 24.96
10 0.00 50.83 49.17 0.00 0.00 31 19.92 19.88 20.01 19.87 20.33
11 0.00 49.98 0.00 50.02 0.00 32 73.44 7.34 5.40 4.74 9.07
12 0.00 50.01 0.00 0.00 49.99 33 11.24 8.75 1.59 71.29 7.13
13 0.00 0.00 50.02 49.98 0.00 34 14.03 22.02 13.70 21.82 28.43
14 0.00 0.00 49.98 0.00 50.02 35 12.43 34.12 1.94 30.82 20.69
15 0.00 0.00 0.00 49.85 50.15 36 15.20 17.18 19.58 23.16 24.88
16 33.10 33.49 3341 0.00 0.00 37 2.48 29.60 35.75 14.53 17.64
17 33.28 33.30 0.00 33.42 0.00 38 26.23 7.07 21.92 32.09 12.69
18 33.28 33.40 0.00 0.00 33.32 39 23.86 23.47 16.25 22.08 14.34
19 33.35 0.00 33.28 33.37 0.00 40 4.05 1.17 27.84 13.69 53.24
20 33.26 0.00 33.25 0.00 33.49 41 7.90 31.04 25.84 2.34 32.88
21 32.94 0.00 0.00 33.98 33.08
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Tablo 5.15. Validasyon setindeki her bir 6rnege ait kutlece yuzde miktarlar

Zeytin Yagi Aycicek Yagi Misir Yagi Kanola Yagi Fistik Yagi
Ornek No  (%w/w) (%w/w) (%w/w) (%w/w) (%w/w)

1 19.91 19.98 20.19 20.00 19.92
2 4.24 13.44 8.63 3.01 70.67
3 8.06 72.34 7.57 5.36 6.66
4 10.88 8.13 72.54 5.13 3.31
5 13.22 35.56 33.04 12.44 5.75
6 21.28 3.52 8.32 7.19 59.69
7 8.52 15.30 22.76 31.76 21.67
8 12.09 39.77 18.00 22.76 7.38
9 16.32 24.91 26.82 21.97 9.98
10 8.98 17.36 13.61 58.70 1.35
11 28.16 22.36 3.24 18.18 28.06
12 33.16 3.41 11.63 21.84 29.96
13 35.49 6.52 6.01 25.29 26.69
14 33.70 5.52 22.33 31.48 6.96
15 18.34 0.92 25.86 21.97 32.92
16 24.80 34.04 5.33 1.09 34.74
17 8.48 36.01 39.47 0.87 15.18
18 2.22 18.67 31.76 35.08 12.27
19 1.14 47.61 1.26 37.53 12.46
20 17.87 11.94 37.07 11.01 22.11
21 26.53 4.88 34.06 3.27 31.27

Zeytin yaginin tagsisi icin yapilan galismanin amacina uygun olarak her bir
bilesen icgin kalibrayon modeli GILS yontemi ile direkt olarak floresans spektrumlarinin
kullanimi ile elde edilmistir. Kurulan kalibrasyon modellerinin standart kalibrayon hatasi
(SEC) ve standart tahmin hatalari (SEP) kutlece %1.86 ve %5.25 araliginda bulunmus
olup tim sonuclar Tablo 5.16’de belirtilmigtir.
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Tablo 5.16. GILS sonucu kurulan kalibrasyon modellerine ait SEC ve SEP degerleri

Zeytinyagl Aycicek yagr Misir Yagl Kanola yagi Fistik yagi
SEC (%w/w) 217 1,87 2,32 2,73 1,86
SEP(%w/w) 3,70 2,54 3,14 5,25 3,15

Zeytinyaginin, kutlece degisen yuzdelerde tagsisine tesebblsu tahmin etmek igin
bu degerler oldukga iyi gozukmektedir. Elde edilen bu sonuglara ait gergcek degerlere
karsi tahmin degerleri her bir yag icin grafige gegcirilerek bu degerler arasindaki lineerlik
g6zlemlenmistir. Garfiklerden de gorulecegi gibi elde edilen korelasyon katsayisi
oldukca iyi olup, EEF degerlerinden zeytin yagi tagsisi igin iyi sonug elde edildigi

gorulmustar.
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Sekil 5.27. Emisyon-uyariima floresans spektroskopisi verileri kullanilarak gergek
degerlere kargi GILS trafindan tahmin edilen zeytin, aygicek, misir, kanola ve

fistik yagi derisimleri.

Bdylece sonuglara bakarak karisim igerisindeki bilesen sayisi arttikga floresans

Olcumlerinin zeytin yaginin tagsisinde basarili sonuglar sergiledigi gorulmustur. Hangi
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uyarilma dalgaboylarinda hangi emisyon dalgaboyunun daha c¢ok bilgi icerdigini de

gozlemleyebilmek igin secilen dalgaboylarinin secgilme frekans grafikleri de gizilmistir.

230 21
& Zzcilme Frekans

Safl Zevlin Yai Spekbnam [

200 4 r 17

L 15
¥ 150 g
'r_:__.. in
8
i T
5 o100 A

TS
S0
0 1
0 ano oo 1500 2000 2500 3000 2500 4000
Huecre Muomeras
160 21
& Eacilie Frokanz

Lo1h

140 = af Fiobilc Yafi Spektmomu K
= i
s 1
&
- g
a o

™

0 00 1000 1300 a0cn 500 3000 3500 4000

Hiicre Mumaras:

85



luoresans Siddeb

luorasms Sddel

& E=cilme Frekans

170 Zat Axpicek Vag Spektnieom

1o

=

20

0 00 1062 1500 2000 2500 3000 3500

Hiicre Mumaras:

i
o
L=

& Zacilme Frekans

m—af Misr Vad Spekbmimon ﬁ
Lo -

G0 -

0 S0 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Hitcre Mumaras:

Sepdme Frekans

Sepdme Erekans



Lan - 21

e
LT

m—Caf ¥ anola ¥af Spektnanm

140 “ & Eeilme Frekans

1det
=
———
—
T
W

i
Segilbze Frobans:

Flusresans Sidde

0 SO0 o0 1500 2000 2500 3000 500 A00D

Hilcre Mlumasasn

Sekil 5.28. GILS ile her bir bilesen icin elde edilen dalgaboyu dagilim grafikleri.

Bu grafiklerden de goéruldugu Uzere her bir yag kendi Ozelliklerine farkli
dalgaboylarinda secilme 06zelligi gostermistir. Genetik algoritmanin  bilgiyi iceren

dalgaboyunu se¢me basarisi da boylece gozlemlenmistir.
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5.3. FTIR-ATR Ol¢iim Sonuglari
5.3.1. Dortlu Kangim icin FTIR Sonuglari

Calismanin bu béliminde marketlerden alinan zeytin, aycicek, kanola ve misir
yaglarinin saf halde ve dort bilesenli karisimlar halindeki spektrumlari FTIR-ATR
kullanilarak alinmistir. Hazirlanan 50 adet dortlu karigimdan 32 tanesi kalibrasyon setini
olustururken, kalan 18 tanesi de validasyon setini olusturmaktadir. Tum 6rnekler, hasas
terazide tartilarak karistirilip, tartim miktarlari agirlikga yluzde degerlerine gére Tablo
5.17 ve Tablo 5.18'de verilmigtir.

Karisimlarin tamaminin spektrumlari, Perkin Elmer Spektrum 100 Fourier
Transform spektrometresinin - ATR (Attenuated Total Reflectance) aksesuvari
kullanilarak alinmistir. Olciimler sirasinda dalgasayisi araligi 600-4000 cm™ ve

¢6zUniirlik 4 cm™ olarak ayarlanmistir.
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Tablo 5.17. Kalibrasyon setini olusturan 32 adet érnege ait derisim tablosu.

Ornek Numaras: Zeytin Yagi Aycicek Yagi Misir Yagi Kanola Yagi
(wiw %) (wiw %) (wiw %) (wiw %)
1 100,00 0,00 0,00 0,00
2 0,00 100,00 0,00 0,00
3 0,00 0,00 100,00 0,00
4 0,00 0,00 0,00 100,00
5 49,67 50,33 0,00 0,00
6 49,76 0,00 50,24 0,00
7 49,99 0,00 0,00 50,01
8 0,00 50,07 49,93 0,00
9 0,00 50,03 0,00 49,97
10 0,00 0,00 50,01 49,99
11 33,30 33,46 33,23 0,00
12 33,32 33,38 0,00 33,30
13 33,67 0,00 33,22 33,11
14 0,00 33,33 33,28 33,39
15 24,97 24,97 25,08 24,98
16 39,90 10,02 19,94 30,14
17 19,96 29,94 39,96 10,14
18 22,57 24,46 8,07 44,90
19 76,03 1,35 15,04 7,59
20 74,08 3,77 5,50 16,65
21 18,49 16,58 34,27 30,65
22 8,06 31,94 15,88 44,12
23 6,84 15,31 71,65 6,21
24 25,88 22,93 22,08 29,11
25 46,10 17,10 34,02 2,77
26 21,19 28,31 5,68 44,82
27 29,25 26,74 41,92 2,08
28 7,86 15,66 3,50 72,98
29 4,84 19,72 37,50 37,95
30 45,62 10,19 38,65 5,54
31 33,70 20,56 27,12 18,62
32 44,04 25,12 20,38 10,46
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Tablo 5.18. Validasyon setini olusturan 18 adet drnege ait derigim tablosu.

Omek Numarasi Zeytin Yagi Aycicek Yagi Misir Yagi Kanola Yagi
(W/w %) (W/w %) (Wiw %) (Wiw %)
1 10,06 19,93 30,01 40,01
2 30,02 39,96 9,99 20,03
3 3,36 69,93 4,28 22,43
4 36,39 23,28 2,55 37,78
5 49,78 33,83 2,24 14,15
6 24,91 28,81 22,61 23,68
7 38,46 37,86 5,14 18,55
8 14,29 27,19 27,73 30,79
9 14,93 11,18 42,86 31,03
10 45,52 25,42 21,41 7,64
11 18,89 23,67 23,36 34,09
12 14,38 18,45 40,44 26,73
13 14,56 34,52 20,69 30,23
14 10,15 19,19 35,26 35,40
15 25,20 29,96 10,75 34,10
16 0,86 32,10 17,62 49,42
17 3,45 24,15 36,43 35,97
18 18,48 23,83 4,08 53,61

Karisimlarda kullanilan dort bitkisel yagin saf hallerinin spektrumlari Sekil 5.29’da

verilmistir.
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Sekil 5.29. Doértlt karisimlari olusturan zeytin, aycgicek, misir ve kanola yaglarinin saf
hallerinin FTIR-ATR spektrumlari.

Sekilden de gorllecegi gibi bu dort bitkisel yagin spektrumlari birbirleriyle ¢ok
benzer 6zellikler gdstermektedir. 600-1000 cm™ dalgasayisi araligindaki giiclii pikler
olefinik veya aromatik C-H baglarina ait gerilme frekanslarini temsil etmektedir. 1000-
1300 cm™ arali§inda yer alan giclii pikler ise C-O bagina ait gerilmeleri gdsterirken.
1250-1400 cm™ araliginda da O-H bagina ait gerilmeler gézlenmektedir. 1500-2000 cm’”’
araliginda. yaklasik 1650 cm™ dalgasayisina karsilik gelen tek ve kuvvetli pik de C=C ve
C=0 baglarinin titresimlerini temsil etmektedir. 2850-2950 cm™ dalgasayisi araligindaki
en kuvvetli pikler de —CH3 ve —CH, baglarina ait gerilmelerdir. 2700-2900 cm™ araliginda
kalan pikler -CHO bagina ait gerilme frekanslarini temsil ederken. bunlara kiyasla daha
zayif 6zellik gdsteren —C=C-H bagina ait pik de yaklasik 3050 cm™ de gézlenmektedir.

Sonug olarak bu yaglarin karisimlarinin spektrumlari gézle ayirt edilemez. Bu

durum da yaglarin ayirt edilmesi ve karigim igindeki miktarlarinin tayininin yapilabilmesi
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zorlastirmaktadir. Bu sebeple, ¢ok degdiskenli kalibrasyon yontemlerinin kullaniimasi
gereklidir.

50 karisimi iceren Ornek seti, kalibrasyon ve validasyon seti olmak Uzere ikiye
ayrilmig, her iki set icin de 6rneklere ait absorbans degerlerinin bulundugu matrisler
olusturulmustur. GILS yontemi ile her bir bilesen ic¢in ayri ayri kalibrasyon modelleri
kurularak test edilmistir. GILS genetik algoritmaya dayali bir kalibrasyon yontemi
oldugundan, gen sayisi 50, iterasyon sayisi 50 olarak ayarlanmig ve program 100 kere
tekrar edilmigtir.

Kalibrasyon modelleri kurulurken kalibrasyon ve validasyon igin ayri ayri olmak
Uzere standart kalibrasyon (SEC) ve standart tahmin (SEP) hatalari hesaplanmis ve bu

degerler Tablo 5.19°de verilmigtir.

Tablo 5.19. Dértli karigimlara ait kalibrasyon ve validasyon setleri igin her bir bilesene
ait standart kalibrasyon (SEC) ve standart tahmin (SEP) hatalari,

FTIR-ATR Zeytin yagi Aycicek yagi Misiryagr Kanola yagi
SEC (w/w %) 2,45 3,46 10,36 4,12
SEP (w/w %) 7,61 9,63 12,99 59

Tablodan da goéruldagu Gzere zeytin, aygicek ve kanola yaglari icin SEC ve SEP
degerleri, kutlece %2,4 ile 9,6 arasinda degigirken, misir yagi i¢in bu degerler sirasiyla
% 10,3 ve %12,9 olarak hesaplanmistir. Bu durum karigimlarda yer alan zeytin, aygicek
ve kanola yadlarinin miktar tayininin misir yagina kiyasla daha basarili oldugunu
gostermektedir. Sekil 9'de verilen grafikler de bu gértsi desteklemektedir. Regresyon
katsayilarina bakildiginda, zeytin, kanola ve aygicek yaglari igin basarili kalibrasyon

modellerinin kuruldugunu sdylemek mumkunddr.
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Sekil 5.30.FTIR-ATR spektroskopisi verileri kullanilarak gergcek degerlere karsi GILS
tarafindan tahmin edilen zeytin, aygicek, misir ve kanola yagi derigimleri.



GILS yontemi dalgaboyu/dalgasayisi segimine dayali bir ydntem oldugundan, tim
spektral boélgeden secilen dalgasayilarinin dagilimini gézlemlemek mimkuandar. Sekil 10
her bir bilesen icin segilen dalgasayilarinin frekans dagilim grafiklerini gostermektedir.
Genetik algoritmaya dayali yontemlerden GILS'in derisime bagh bilginin en yogun

oldugu bdlgeye odaklandigini gdstermektedir.
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Sekil 5.31. GILS ile her bir bilegen icin elde edilen dalgaboyu dagilim grafikleri.

5.3.2. Besli Karisim FTIR sonuglari

Calismanin bu béliminde marketlerden alinan zeytin, aycicek, kanola, misir ve
fistik yaglarinin saf halde ve bes bilesenli karigimlar halindeki spektrumlari FTIR-ATR
kullanilarak alinmistir. Hazirlanan besli karigimlardan kalibrasyon seti ve validasyon
setleri olusturulmustur. TUim o&rnekler, hassas terazide tartilarak karistirilip, tartim
miktarlari agirlikca yuzde degerlerine gore Tablo 5.14 ve Tablo 5.15'de verilmistir.

Karisimlarin tamaminin spektrumlari, Perkin Elmer Spektrum 100 Fourier
Transform spektrometresinin - ATR (Attenuated Total Reflectance) aksesuvari
kullanilarak alinmistir. Olclimler sirasinda dalgasayisi araligi 600-4000 cm™ ve
¢6zUniirlik 4 cm™ olarak ayarlanmistir.

Karigimlarda kullanilan beg bitkisel yagin saf hallerini ve besli karisgim ornegini

goOsteren spektrumlar Sekil 5.31°de verilmistir.
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Sekil 5.32. Begli karigimlari olusturan zeytin, aygigcek, misir kanola ve fistik yaglarinin
saf hallerinin FTIR-ATR spektrumlari.

Sekilden de gorulecegi gibi bu bes bitkisel yagin spektrumlari birbirleriyle ¢ok
benzer Ozellikler gdstermektedir. Spektrumda yer alan piklerin hangi fonksiyonel
gruplara ait olduguna dair detayl bilgi dortla karigimlarda verilmigtir. Sonu¢ olarak bu
yaglarin karigimlarinin spektrumlari gozle ayirt edilemez. Bu durum da yaglarin ayirt
edilmesi ve karigim igindeki miktarlarinin tayininin yapilabilmesini zorlagtirmaktadir. Bu
sebeple, ¢ok degiskenli kalibrasyon yontemlerinin kullaniimasi gereklidir.

Tablo 5.14 ve Tablo 5.15 de belirtildigi gibi ornek seti, kalibrasyon ve validasyon
seti olmak Uzere ikiye ayriimisg, her iki set icin de orneklere ait absorbans degerlerinin
bulundugu matrisler olusturulmustur. GILS ydntemi ile her bir bilesen igin ayri ayri

kalibrasyon modelleri kurularak test edilmistir. GILS genetik algoritmaya dayali bir
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kalibrasyon yontemi oldugundan, gen sayisi 30, iterasyon sayisi 50 olarak ayarlanmis
ve program 50 kere tekrar edilmistir.

Kalibrasyon modelleri kurulurken kalibrasyon ve validasyon igin ayri ayri olmak
Uzere standart kalibrasyon (SEC) ve standart tahmin (SEP) hatalari hesaplanmis ve bu

degerler Tablo 5.20’de verilmistir.

Tablo 5.20. Besli karisimlara ait kalibrasyon ve validasyon setleri icin her bir bilegene ait
standart kalibrasyon (SEC) ve standart tahmin (SEP) hatalari.

FTIR-ATR Zeytin yagi Aycicek yagi Misiryagi Kanola yagr Fistik Yagi
SEC (w/w %) 6,62 3,42 1,97 2,89 3,38
SEP (w/w %) 4,95 18,40 22,65 6,55 11,31

Tablodan da goruldugu Uzere zeytin, aygicek ve misir yaglari igin SEC ve SEP
degerleri, kiutlece %1.97 ile %22.65 arasinda degisirken, fistik ve kanola yagi i¢in bu
degerler sirasiyla % 6,55 ve %11,31 olarak hesaplanmigtir. Bu durum karigimlarda yer
alan zeytin yaginin miktar tayininin karisimi olusturan diger yaglara kiyasla daha basarili
oldugunu gostermektedir. Sekil 9'de verilen grafikler de bu gorisu desteklemektedir.
Regresyon katsayilarina bakildiginda, en basarili modelin zeytin yagi i¢in kuruldugu,
fistik, misir, kanola ve aygicek yaglar igin ise basarili sayilabilecek modellerin
kuruldugunu ancak tahmin hatalarina bakildiginda miktar tayininde GILS'in yetersiz

kaldigini sdylemek mumkunddar.
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Sekil 5.33. FTIR-ATR spektroskopisi verileri kullanilarak gergek degerlere karsi GILS

tarafindan tahmin edilen zeytin, aygicek, misir, kanola ve fistik yagi

derisimleri.

GILS yontemi dalgaboyu/dalgasayisi segimine dayali bir yontem oldugundan, tim

spektral bolgeden secilen dalgasayilarinin dagilimini gézlemlemek mumkundur. Sekil

5.33 her

bir bilesen icin secilen

dalgasayilarinin frekans dagilim grafiklerini

gOstermektedir. Genetik algoritmaya dayali yontemlerden GILS'in derisime bagl bilginin

en yogun oldugu bolgeye odaklandigini gostermektedir.
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Sekil 5.34. GILS ile her bir bilegen igin elde edilen dalgaboyu dagilim grafikleri.
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BOLUM 6

SONUC

Bu calismada, spektroskopik yontemler ve ¢ok degiskenli kalibrasyon metodu
olan genetik algortimaya dayali ters en kuguk kareler yontemi birlestirilerek zeytinyagi
tagsisinin hizli ve kolay tespiti amaglanmigtir. Bu amagctan yola cikilarak zeytinyagi,
aycicek, kanola, pamuk, fistik, misirdzli, soya yagi gibi bitkisel yaglarla gelisigtizel
dizayn vyapilarak karistinlmistir ve bu karigimlar yakin infrared (NIR), Fourier
donusturucult infrared (FTIR) ve floresans spektrometreleri ile dlgulmuastir. Karigimlar
hazirlanirken ikili, Gglu, dortld ve begli bilesen olacak sekilde dusunulmustar. Boylece
zeytinyagi tagsisinin tespiti asamasinda karisim igerisindeki bilesen sayisi ile GILS
sonuglart kargilastinlmistir. Buna gore NIR ve FTIR spektrumlarindan elde edilen
sonuglarda bilesen sayisi artttkca SEC ve SEP degerlerinin  kotliye qittigi
g6zlemlenmistir. Floresans spektrumlarindan elde edilen sonuglar daha iyidir. Ote
yandan elde edilen sonuglar zeytin yagi tagsisinin belirlenmesinde sadece tagsis edilen
zeytin yagi miktarinin kantitatif modellemesi ile yetinilmemis ayni zamanda tagsis amacli
eklenen bitkisel yaglarda basarili bir sekilde modellenebilmigtir. Boylelikle kurulan
modeller olasi tagsis senaryolarinda tagsise ugramis zeytin yaginin kantitatif
modellemesini ortama eklenen bitkisel yaglarin tiriinden ve sayisindan bagimsiz olarak
gerceklestirebilmistir. Ayrica ¢ farkli spektroskopik metot denenerek her bir metodun
ayri ayri basarisi degerlendiriimis ve olasi tagsis durumlarinda hangisinin daha etkin
sonuglar verecegi arastirilmistir.

Genetik algoritmaya dayali ters en kuguk kareler yonteminin avantaji daha
onceden de belirtildigi gibi istenilen bilgiyi iceren dalgaboylarindaki secimliligidir.
Sonuglarda, segilen dalgaboylarinin secilme frekansi grafikleri ¢izilerek her bir bilesen
icin dnemli olan dalgaboylari da gozlemlenmistir. BOylece spektrumlardaki cakisan
absorbans piklerinin varhigina yol agan kompleks karigimlarin analizi daha kolay ve hizli

tespit edilebilir hale gelmistr.
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