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They say people come, they say people go
This particular diamond was extra special
And though you might be gone

And the world may not know

Still | see you, celestial
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Bu tez bana okumanin ve 6grenmenin erdemini agilayan, yakin zamanda
kaybettigim dedem Mustafa Vasfi YUCESANa ithaf edilmistir.



ETiK

Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitisi, tez yazim kurallarina uygun

olarak hazirdigim bu tez calismasinda,

tez icindeki batin bilgi ve belgeleri akademik kurallar gergevesinde elde
ettigimi,

gorsel, isitsel ve yazih tum bilgi ve sonuglarn bilimsel ahlak kurallarina
uygun sundugumu,

bagkalarinin eserlerinden yararlaniimasi durumunda ilgili eserlere
bilimsel normlara uygun atifta bulundugumu,

atifta bulundugum eserlerin timind kaynak olarak gésterdigimi,

kulanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi,

ve bu tezin herhangi bir b8lumind bu Universite veya baska bir
universitede baska bir tez galismasi olarak sunmadigimi

beyan ederim

18 /062019

_~

Havva-Tumay TEMIZ




YAYIMLAMA VE FIKRIi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamint veya herhangi bir
kismini, basih (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla
kullanima agma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle
Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri miilkiyet haklarim bende kalacak,
tezimin tamaminin ya da bir b6liimiiniin gelecekteki ¢alismalarda (makale, kitap, lisans ve
patent vb.) kullanim haklari bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, bagkalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin
tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan
ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanmasi zorunlu metinlerin yazili izin alarak
kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina Iliskin Yonerge” kapsaminda tezim
asagida belirtilen kogullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi/H.U. Kiitiiphaneleri Agik
Erigim Sisteminde erisime agilir.

[ ] Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erigsime ag¢ilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren 2 yil ertelenmistir.

[] Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu gerekgeli karari ile tezimin erisime agilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren .... ay ertelenmigtir.

Tezim ile ilgili gizlilik karari verilmistir.
g g

1%..,06.7.2019

HAVVA %UMAY TEMIZ




OZET

KEMOMETRIK YAKLASIMLARLA GIDA TAGSISLERININ
BELIRLENMESINDE SPEKTROSKOPIK YONTEMLERIN
KULLANILMASI

Havva Tiimay TEMiZ

Doktora, Gida Miihendisligi Bolimu
Tez Danismani: Prof. Dr. ismail Hakki BOYACI

Haziran 2019, 237 sayfa

Gida butinligu kavrami kontrol edilebilir, glvenli, kaliteli ve gergek gidanin
saglanmasi yoluyla gergeklestirilebilmektedir. Bu kavramin  guinimuiz
kosullarinda gergeklestirilebilmesi i¢in hizli sonug¢ veren ve hassas analiz
yontemlerine ihtiya¢c vardir. Son yillarda senkronize floresans spektroskopisi
(SFS), lazer indukli plazma spektroskopisi (LIBS) ve Raman spektroskopisi (RS)
teknikleri yliksek hassasiyet ve sagladiklari detayli bilgi nedeniyle yodun olarak
arastinimaktadir. Bu yontemlerden elde edilen ylksek boyuttaki veri setinden
anlamli bilginin ekstrakte edilmesi igin kemometrik veri isleme ydntemleri
kullaniimaktadir. Tez calismasinda SFS, LIBS ve RS tekniklerinden elde edilen
bilgi Temel Bilesen Analizi (PCA), Kismi En Kuguk Kareler-Diskriminant Analizi
(PLS-DA), Kismi En Kuguk Kareler Regresyonu (PLSR), Temel Bilesen
Regresyonu (PCR) ve Coklu Lineer Regresyon (MLR) ile analiz edilmis ve Ug¢
farkli gida tagsisinin belilenmesine yonelik metot gelistiriimistir. Geligtirilen
metotlarin ortak noktasi gidanin lipit kompozisyonuna ait bilgilerin kullaniimasidir.
Gidalarin lipit fazinda major ve minér olarak bulunan bazi molekullerin farkli gida
tagsislerinin tespitinde kullanilabilme potansiyelleri incelenmigtir. SFS teknigiyle
yaglarin tokoferol ve klorofil igerikleri Gzerinden tahin yaglarindaki aygicek yagi
tagsisi belirlenmigtir. PCA modelinde ilk iki temel bilesen kimulatif varyansin
%81.50 %99.45’ini aciklamistir. Dalgaboyu secim moduyla (WSM) en basarili



PCA modeli dalgaboyu araligi (AA) 60 nm’de toplanan veriyle olusturulmustur.
Gruplar arasi ayrimi saglayan bantlar yaglarin fenolik madde ve tokoferol
iceriklerinden kaynaklanmistir. Kantitatif analiz PLSR, PCR ve MLR modelleriyle
gerceklestiriimigtir. PLSR en basarili sonucu vermistir. PLS modelinin farkli
AN'lardaki kalibrasyon (RMSEC), capraz validasyon (RMSECV) ve tahmin
(RMSEP) modellerinin hata kareler ortalamasinin karekoku degerleri 0.26-0.84,
0.74-1.40 ve 1.24-1.82 araligindadir. Bagil Standart Sapma (RSD) ve tahmin
modelinin bagil hata dederi (REP) 0.87-6.71 ile 13.98-20.64 arasindadir. Tespit
ve tayin limiti (LOD, LOQ) degerleri %0.34-0.86 ile %1.14-2.88 arasindadir.
WSM hata degerlerini arttirmis, REP, RSD, LOD ve LOQ degerlerini negatif
etkilemigtir. SFS ve PLS kullanimiyla tahin yaglarindaki aycicek yag tagsisini
yuksek hassasiyet ve tekrarlanabilirlikle tespit eden kantitatif bir model
gelistirilmigtir. LIBS teknigiyle yaglarin elemental kompozisyonu uzerinden
tereyagindaki margarin tagsisi belirlenmigtir. PCA modelinde ilk iki temel bilesen
kimdalatif varyansin %88.76 ve %97.92’sini aciklamistir. Gruplar arasi ayrim
orneklerin Na, Ca, K, Fe, Mg ve Zn iceriklerindeki farklihktan kaynaklanmistir.
PLSR sonucunda R%a=0.999 ve RZ?peqd=0.984tir. RMSEC, RMSEP, RSD ve
REP degerleri 2.02, 3.37, 11.3 ve 13.0'dir. LOD ve LOQ degerleri %3.9 ve
%13.0’dir. RS teknigi kullanilarak lipit kompozisyonunda gerceklesen degisiklikler
Uzerinden dondurulup eritiimis olup tazeymis gibi satisa sunulan tavuk
orneklerindeki tagsis belirlenmistir. Tavuk orneklerinden hekzan ve Folch
ekstraksiyonlariyla yag ekstrakte edilmigtir. Haftalik ve aylik bazda bir veya iki
dongu olarak dondurulup eritilmis 6rnekler PLS-DA modelleriyle birbirinden
ayrilmistir.  Karakteristik Raman bantlarindaki degisimler detayli olarak
incelenmigtir. Tavuk yaglarinin metabolomiks temelli analizi Kuadrupol- Ugus
Zamanli Sivi Kromatografisi Kutle Spektrometresi ile gergeklestiriimistir.1-
monostearin, 1-monoolein, 11(12)-epoksieykozatrienoik asit-di1, palmitik amid ve
di(2-etilhekzil) adipat olmak Uzere alti metabolit tanimlanmis ve olusum

mekanizmalari tartisiimistir.

Anahtar kelimeler: Raman spektroskopisi, lazer indUkll plazma spektroskopisi,
senkronize floresans spektroskopisi, tagsis, lipit kompozisyonu, gidalarin

dondurulup eritilmesi



ABSTRACT
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APPROACHES
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Supervisor: Prof. Dr. ismail Hakki BOYACI
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Food integrity can be actualised by providing monitorable, safe, high quality and
authentic food. The provision of these components reveals the need to develop
rapid and precise analysis methods. In recent years, synchronous fluorescence
spectroscopy (SFS), laser induced plasma spectroscopy (LIBS) and Raman
spectroscopy (RS) have been extensively investigated due to their high sensitivity
and the detailed information provided. Since data obtained from these techniques
are of a high dimension, different chemometric methods are used to make the
data meaningful. Within the scope of this thesis; SFS, LIBS and RS techniques,
and Principal Component Analysis (PCA), Partial Least Squares-Discriminant
Analysis (PLS-DA), Partial Least Squares Regression (PLSR), Principal
Component Regression (PCR) and Multiple Linear Regression (MLR) were used
to develop the detection methods for three different food adulterations. The
common point of these methods is the use of information on the lipid composition
of food. The potential of some of the major and minor molecules in the lipid phase
of foods to detect different food adulterations was revealed. Addition of sunflower
oil to the tahini oil was determined by using SFS. In the PCA model, the
cumulative variances of PC1 and PC2 were 81.50% and 99.45%. Using the
wavelength selection mode (WSM), the wavelength interval (AA) of the most



successful PCA model was determined to be the data collected at 60 nm. The
separation between the groups resulted from the difference between the phenolic
and tocopherol contents. PLSR, PCR and MLR models were developed for
guantitative determination of adulteration. The best results were obtained by
using PLSR. The root mean square error of calibration (RMSEC), cross validation
(RMSECV) and prediction (RMSEP) models at different A\ are between 0.26-
0.84, 0.74-1.40 and 1.24-1.82. The relative error of prediction (REP) and relative
standard deviation (RSD) values are 0.87-6.71 to 13.98-20.64. The limit of
detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) values are 0.34-0.86% and 1.14-
2.88%. WSM application generally increased the error values, REP, RSD, LOD
and LOQ. SFS and PLS techniques has enabled the development of a detection
method with high sensitivity and reproducebility. The fatty acid composition of the
oils was determined by GC. Using LIBS, addition of margarine to butter was
determined. In the PCA model, the cumulative variance of PC1 and PC2 were
88.76% and 97.92%. The classification was caused by the differences in Na, Ca,
K, Fe, Mg and Zn contents. PLSR resulted with R%.a=0.999 and RZpred=0.984.
RMSEC, RMSEP, RSD and REP were 2.02, 3.37, 11.3 and 13.0. LOD and LOQ
were 3.9% and 13.0%. The elemental composition of the oils was determined by
inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS) and flame atomic
absorption spectrometry (FAAS). RS was used to monitor the changes in lipid
composition due to the application of repeated freezing and thawing of the
chicken samples. Lipid was extracted by hexane and Folch extractions. The fresh
and frozen-thawed samples were separated by using their Raman spectra. The
metabolomics analysis of the lipid phase was performed with quadrapol-time of

flight liquid chrmatography mass spectrometry (Q-TOF LCMS).

Keywords: Raman spectroscopy, laser induced plasma spectroscopy,
synchronous fluorescence spectroscopy, adulteration, lipit composition, freezing-

thawing of food
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1. GIRIS

Gida uretimi, uzun ve karmasik Uretim surecleri ve gereksinim duydugu c¢ok
sayida tedarik zinciri nedeniyle ilk basamagindan son basamagina kadar her
asamada tagsis ve hileye karsi savunmasiz durumda olan bir sirectir.
Farkindahdin yetersiz olugu veya ihmaller nedeniyle piyasaya sunulan pek ¢ok
gida mikrobiyolojik, kimyasal veya fiziksel tehlikeler iceren bir hale
donusebilmekte ve tehliklerin zamaninda tespit edilip gerekli 6nlemlerin
alinmamasi halinde gida kaynakli hastaliklar ve dlumler kaginilmaz olmaktadir.
Gunumuzde bu problemlere ek olarak gidalarda taklit ve tagsis uygulamalariyla
karsilagiimaktadir. Insan saghg: agisindan ciddi riskler olusturan ve Ureticilerin
haksiz kazan¢g saglamasina neden olan bu uygulamalarin tespit edilmesi
ulkemizde ve dinyada gliinden gune artan bir 5nem kazanmistir. Bu kapsamda,
gidalarin maruz kaldigi taklit ve tagsisleri guvenilir ve hizli bir sekilde tespit
edebilecek analitik yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu yontemlerde hizli sonug
alma, kullanim kolayligi, az miktardaki 6rnedi analiz edebilme ve Ornekte
minimum hasar yaratma gibi 6zellikler aranmaktadir. Glinimuzde kullanilan
geleneksel yontemler ise genellikle zaman alici, analiz protokolleri nedeniyle
Ornekte tahribat yaratan ve analizlerin uzman personeller tarafindan
yurutulmesine ihtiyag duyan yontemlerdir. Bu kapsamda bazi spektroskopik
teknikler geleneksel yontemlerin sahip oldugu birtakim dezavantajlari ortadan
kaldirabilmektedir. Bu teknikler genellikle hizli ve tahrip edici olmayan 6zellikte
olmakla birlikte guvenilir sonuglarin alinabilmesi adina g6z ©Onlnde
bulundurulmasi gereken pek c¢ok faktori de barindirmaktadir. Elde edilen
kompleks spektrumlarin bir bilesen, sinif veya parametre ile iligskilendiriimesi
amaciyla farkli istatistiksel tekniklerin kullanilmasi gerekmektedir. Cihaz tasarimi,
ornek hazirlama ve veri analizinde saglanan gelismeler s6z konusu yontemlerin

tespit kabiliyetini ve hassasiyet seviyesini arttirmigtir.

Mevcut tez ¢alismasi kapsaminda farkl spektroskopik yontemlerin bazi gida
tagsislerinin tespitinde kullanilabilme potansiyelleri arastirilmistir. Gidanin lipit
kompozisyonunda gergeklesen degisikliklerin spektroskopik olarak takibi
saglanarak ilgili tagsisin belirlenmesi amaclanmigtir. Mevcut literatarde lipitlerin

major komponenti olan triagilgliserol (TAG) kompozisyonunun analizi pek ¢ok



bitkisel ve hayvansal yagdaki tagsisin tespiti amaciyla kullaniimistir [1, 2]. Bitkisel
yaglarda hayvansal yag kullanilarak yapilan tagsisler mevcut TAG profilinde
degisimlere veya ekstra TAG piklerinin gézlemlenmesine neden olmaktadir [3].
Orijinal yag ile adulterant olarak kullanilan yagin TAG kompozisyonun benzemesi
durumunda, Ornegin; zeytinyaginin kanola yagi veya yuksek oleik asitli aygigek
yag ile tagsisi, TAG kompozisyonu kullanilarak tagsisin tespit edilmesi
zorlagsmaktadir [4, 5]. Steroller, triterpen alkoller, karotenoidler ve tokoferoller
lipitlerin mindér komponenetleri olup yaglarda yapilan bir takim tagsislerin bu
bilesenlerin analizi izerinden tespit edilmesi mimkiin olabilmektedir. Ornegin sit
yaginin bitkisel yaglarla, tereyaginin margarinle ve zeytinyaginin bazi tohum
yaglariyla tagsisi sterol analizi Gzerinden, hindistancevizi yaginda palm yagiyla
yapilan tagsis karotenoid icerigi Uzerinde tespit edilmistir [6, 7]. Bu ¢calismalar g6z
onunde bulunduruldugunda gida bilesiminde dogal olarak bulunan yagin bir
bagka yag ile degistiriimesi veya karistiriimasi yollari ile yapilan tagsislerin lipit
kompozisyonunda bir takim degisikliklere neden olabilecegi gorulmektedir.
Bunun yaninda gidalarin maruz kaldigi uygun olmayan saklama kosullari,
gidanin uretim ve depolama surecinde kullanilan kizartma, dondurma, 1sitma,
radyasyon gibi islemler de lipitlerin major ve mindér kompozisyonunda bir takim
degisikliklerin gerceklesmesine neden olmaktadir [8-12]. Bu noktada gida
bilesiminden lipit fazinin ekstraksiyonu ve elde edilen ekstraktin analizi yoluyla
gida tagsisinin tespit edilmesinin mumkun olabilecegi 6ngoérulebilmektedir.
Bunlara ek olarak lipit bilesiminin elemental kompozisyonu bir diger arastirma
konusudur. Bitkisel ve hayvansal yaglara cevresel faktorler, toprak ve beslenme
yollariyla transfer olan elementler ile Gretim ekipmanlarindan veya uretim sureci
geregi kullanilan katki maddeleri ve katalizérlerden transfer olan elementler son
arinin elemental kompozsiyonunu degistirebilmektedir. Yaglarin elemental
kompozisyonu genellikle atomik absorpsiyon spektroskopisi (AAS) kullanilarak
belirlenmektedir [13]. Elemental kompozisyon belirleme c¢alismalari gogunlukla
metallerin oksidasyon hizini arttirmalari, sahip olduklari biyokimyasal
fonksiyonlar ve toksik Ozellik gdsterebilmeleri gibi arastirma konulari
hedeflenerek yurUtilmektedir [14]. Yaglarin elemental kompozisyonlari
arasindaki farklar veya Uretim, depolama vb. slrecgler nedeniyle elemental
kompozisyonda gergeklesen degisimlerin uygulanan taklit ve tagsislerin

tespitinde kullaniimasi yeni bir yaklagimdir.



Mevcut tez galigsmasi kapsaminda gidalardaki farkl tagsis uygulamalarinin lipit
kompozisyonunda neden oldugu degisikliklerin spektroskopik yontemler
kullanilarak takip edilmesinin gida tagsisinin belirlenmesindeki etkinligi tg¢ farkl
ornek Uzerinden arastiriimigtir. Tahin oOrneklerinde aygicek yagi ile yapilan
tagsisin senkronize floresans spektroskopisi (SFS) kullanilarak belirlenmesi ve
tereyag oOrneklerinde margarin ile yapilan tagsisin lazer indukli plazma
spektroskopisi (LIBS) kullanilarak belirlenmesi ¢alismalar ile gida bilesimindeki
orijinal yagin bir baska yag ile karistiriimasi ve/veya degistiriimesi yoluyla yapilan
tagsisin tespiti arastirnlmistir. Dondurulup eritilmis oldugu halde tazeymis gibi
satisa sunulan tavuk orneklerindeki tagsisin Raman spektroskopisi (RS)
kullanilarak belirlenmesi c¢alismasi ile gidalarin depolanmasi slrecinde
uygulanan islemlerden biri olan dondurma isleminin gidanin lipit
kompozisyonunda neden oldugu degigikliklerin spektroskopik olarak takibi
yoluyla taze tavuklardaki tagsis uygulamalarinin tespiti arastiriimistir.
Gergeklestirilen calismalarla farkh spektroskopik yontemlerin gida tagsislerinin
tespiti amaciyla basaril bir sekilde kullanilabilecegi gosterilmistir. Bu kapsamda
farkli spektroskopik tekniklerden elde edilen verilere uygun kemometrik analiz
yontemlerinin uygulanmasi ile elde edilen verinin kalitatif ve kantitatif analizine
imkan saglayan kalibrasyon ve tahmin modellerinin gelistiriimesi Uzerine
calisiimistir. Tez kapsaminda multivariat analiz yontemlerinden temel bilesen
analizi (PCA), kismi en kuguk kareler-diskriminant analizi (PLS-DA), ¢oklu lineer
regresyon analizi (MLR), temel bilesen regresyon analizi (PCR) ve kismi en kliguk

kareler-regresyon analizi (PLSR) yontemleri kullaniimistir.

Mevcut tez kapsaminda farkh gida tagsislerinin tespitine yoénelik, yuksek
hassasiyet ve kesinlik degerlerine sahip yontemler geligtiriimigtir. Yaglarin minor
bilesenlerinin SFS teknigi ile analizi sayesinde tagsis uygulamalarinin tespit
edilebilecegi tahin yaglarina aygicek yagi ilavesiyle yapilan tagsis Uzerinden
gosterilmigtir.  Yaglarin elemental kompozisyonun LIBS teknigi ile analizi
sayesinde tagsis uygulamalarinin tespit edilebilecegi tereyaglarina margarin
ilavesiyle yapilan tagsis Uzerinden gosterilmistir Gidalara uygulanan kisa ve uzun
sureli dondurma-eritme iglemlerinin neden oldugu degisikliklerin lipit fazinin RS
teknigi ile analizi sayesinde takip edilebilecegi haftalik ve aylik bazda dondurulup
eritiimis tavuk Oornekleri Uzerinden go0sterilmigtir. Her calismada referans



yontemler kullanilarak elde edilen sonuglar desteklenmigtir. Yag asidi
kompozisyonun belilenmesi amaciyla gaz kromatografisi, elemental
kompozisyonun belirlenmesi amaciyla alev atomik absorpsiyon spektrometresi
ve induktif eslesmis plazma-kitle spektrometresi, metabolomiks analizleri igin

kuadrupol ugus zamanl sivi kromatografisi kitle spektrometresi kullaniimigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Gida Hileciligi
Gidanin takip edilebilirligi, guvenligi, kalitesi ve gergekligi ‘gida batinlaga (food
integrity)’ kavramini olusturmaktadir. Gida butinliginiun saglanmasi bu doért ana

bilesenin birlikte bulunmasiyla mumkuin olmaktadir [15].

Gida gercekligi (food authentication) kavrami genel olarak bir gidanin kendisine
O0zgu ozellikleri tasiyip tasimadidini ifade etmektedir. Bu kavram gidanin orijini,
uretiminde kullanilan yontem veya gidanin kompozisyonuna dair o6zellikleri

icermektedir [16].

T.C Tarim ve Orman Bakanhdi tarafindan 27009 sayili Resmi Gazete'de
yayimlanan Gida Gulvenligi ve Kalitesinin Denetimi ve Kontroliine Dair
Yonetmeligin 4. maddesi kapsaminda, tagsis terimi; ‘Gida maddelerinin ve gida
ile temasta bulunan madde ve malzemelerin, mevzuata veya izin verilen
Ozelliklerine aykiri olarak Uretilmesi hali’ olarak tanimlanmigtir. Taklit terimi ise
‘Gida maddesini ve gida ile temasta bulunan madde ve malzemelerini; sekil,
bilesim ve nitelikleri itibariyle evsafinda olmayan 6zelliklerin haiz gibi gosterilmesi’

olarak tanimlanmigtir [17].

Taklit ve tagsis terimleri, Avrupa’da gida hileciligi (food fraud) tanimi altinda
incelenmektedir. Avrupa Birligi (AB) Komisyonu gida hileciligi icin standart bir
tanim yayinlamamis olmakla birlikte gida hileciliginin tiketicilerin aldatiimasi
yoluyla ekonomik veya finansal bir kazang¢ elde etmek amaciyla kasith olarak
igslenen AB gida yasasinin ihlal edildigi durumlari kapsadigini belirtmektedir. 2013
yilinda irlanda’da dana burgerlerinde ve ingiltere’de sigir lazanyasi Uriinlerinde
%80-100 oraninda at eti varliginin tespitiyle ortaya c¢ikan Avrupa at eti
skandalinin ardindan gida hileciligi AB tarafindan organize su¢ kategorisine
alinmigtir [18]. Takip eden slregte AB gida uzmanlari, Europol (European Police
Office) ve Eurojust (The European Union's Judicial Cooperation Unit)
kurumlarinin katilimiyla Avrupa Birligi Gida Hileciligi Agi (European Union Food
Fraud Network) adi verilen bir bilgi paylasimi, guvenlik, denetleme ve yargilama
kurumu olusturulmustur [19, 20]. Ote yandan s6z konusu skandaldan birkag yil

sonra 2017 yilinda pire ve kene ile mucadelede veteriner ilaci olarak kullanilan



ve tavuk gibi besin zincirine yonelik hayvanlarda kullaniimasi yasak olan fipronil
ilacinin yumurta ve yumurta urtnlerinde varligi AB Uyesi 28 ulkenin 26’sinda
tespit edilmistir. Bu skandal (izerine ABD, Rusya, israil ve Kanada olmak lizere
45ten fazla Ulkedeki supermarket raflarindan milyonlarca yumurta geri
cekilmistir. Mevcut gida zincirine kontamine gida Urunleri girisinin dnlenmesi
adina AB Uye Devletlerinin gida glvenligi yetkililerince etkilenen giftliklerden
gelen yumurtalarin, yumurta drtinlerinin veya tavuk etlerinin AB pazarina girisi

veya AB Ulkelerine ihrag edilmesi yasaklanmistir [21].

Gida tedarik zincirlerinin kiresellesmesi ve karmasiklagsmasi yeni ve asilmasi zor
risklerin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Hammadde tedariki, tUretim, isleme,
dagitim ve perakendecilik gibi Uretim zincirinin herhangi bir agsamasinda
ekonomik motivasyonla yapilan hileler endustrinin, devletin ve standartlar
belirleyen resmi kuruluglarin dikkatini gekmeye baslamistir. Amerikan Savunma
Bakanligi tarafindan hazirlanan ve Minnesota Universitesi Ulusal Gida Koruma
ve Savunma Merkezi tarafindan finanse edilen raporda gida hileciligi; gida, gida
bilesenleri veya gida ambalajinda yapilan kasitl ikame, ekleme veya yanlis
beyan ile bir trlin hakkinda ekonomik kazan¢ amaciyla yapilan yanhs veya

yaniltici ifadeler olarak tanimlanmistir [22].

Gida hileciligi, godu zaman, ekonomik bir problem olarak gorilmus olup gida
guvenligine yapilan bir midahale olarak degerlendiriimemistir. Ancak, herhangi
bir tagsis uygulamasi; degisim, azalma veya fiziksel ve kimyasal yontemler
kullanilarak yapilan modifikasyon yollariyla iddia edilen orijinal Grinin kimliginin
ve safliginin degismesi ile sonuglanmaktadir. Bu kapsamda gida hileciliginin
degistirme (replacement), ilave (addition) ve uzaklastirma (removal) olmak Uzere
u¢ kategoride incelenmesi mumkundur. Degistirme yoluyla gida hileciligi; gidanin
bir ingrediyenin veya degerli otantik bir bilegeninin miktarinin azaltilmasi veya
daha ucuz bir bilesenle tuketicinin bilgisi olmadan degistiriimesi olarak
tanimlanmaktadir. Sute toplam azotu arttirmak amaciyla melamin eklenmesi [23],
limon suyuna su ve sitrik asit eklenerek son urtnde titre edilebilir asitligin
arttinimasi bu kapsamda incelenmektedir. Cografi, botanik, ttr ve cins orijininin
yanlg deklare edilmesi ayni kapsamda olup inek sutune kegi veya koyun sutu
eklenmesi, Yunanistan orijinli zeytinyagina italya orijinli zeytinyadi eklenmesi

ornekleri ile agiklanabilir. Hammadde orijinin veya Uretim surecinin yanlis deklare



edilmesi ayni kapsamda olup sentetik vanilyanin botanik olarak Uretilmis vanilya
olarak deklare edilmesi bu duruma oOrnek olarak verilebilir. Degistirme yoluyla
yapilan gida hileciligi uygulamalari en yaygin karsilasilan uygulamalardir. Bu
kapsamdaki gida hileciliginin belirlenmesinde genellikle uygulanan strateji
spesifik bir tagsis ajaninin aranmasi olmakla birlikte bu strateji ile analizin amaci
disinda kalan ikinci bir tagsis ajaninin tespiti mimkiin olamamaktadir. ikinci
strateji ise gidada tagsis ajaninin aranmasi yerine belli bir ingrediyenin varliginin
ve miktarinin tespit ediimesine ydneliktir. ikinci strateji ilkine kiyasla genellikle
daha yiiksek bir tespit limitine sahip olmaktadir. ilave yoluyla gida hileciligi;
otantik olmayan bir bilesenin tlketicinin bilgisi disinda Urtine eklenmesi olarak
tanimlanmaktadir. Ko6ti  kalitedeki paprika Orneklerine Sudan kirmizisi
boyalarinin rengi iyilestirmek adina eklenmesi bu kategoriye ornek olarak
verilebilir. Benzer sekilde nar suyunda kotu tadi maskelemek adina seker ilavesi
yapiimaktadir. Uzaklagtirma yoluyla gida hileciligi; gidadan tuketicinin bilgisi
disinda otantik bir ingrediyenin uzaklagtiriimasi olarak tanimlanmaktadir. Paprika
orneklerinden polar olmayan bilesenlerin uzaklastirilarak ticari aroma
bilesenlerinin Uretilmesi ve geriye kalan yagi uzaklastinimis paprika kispesinin

normal paprika olarak satilmasi ile drneklenebilmektedir [24].

2007 ve 2008 yillarinda yagsanan melamin olaylari, gida hilesi uygulamalarinin
gida guvenligi sistemini nasil ¢okertilebilecegini ve ekonomik kazang amacl bu
hilelerin ne tur tehlikelere neden olabilecedini gostermistir [23]. S6z konusu gida
hilelerinde, protein oraninin yukseltimesi amaciyla kullanilan melaminin
potansiyel bir kontaminant veya adulterant olarak sahip olabilecegi toksikolojik
yan etkiler, ilgili olaylar yasanincaya dek arastirnimamistir [25]. Bu noktada
gelinen sonug; mevcut gida guvenligi sistemlerinin  gida zincirinde
kargilagilabilecek neredeyse sonsuz sayidaki potansiyel gida tagsis ajaninin

aranmasi uzerine dizayn edilmemis oldugudur [26].

Moore ve ark. tarafindan 1980-2010 yillari arasinda mevcut kayitlar iginde
yapilan genis kapsamli arastirmada tagsise maruz kalan gida urunleri igerisinde
zeytinyagi, sut, bal, safran, portakal ve elma suyu, kahve, sarap, piring, vanilya
ekstrakti, zerdecal, bitkisel yaglar, kakao, durum bugdayi gibi pek ¢ok farkli

kategorideki Urin bulunmakta olup bunlar arasinda en yuksek oranda tagsise



ugrayanlar %16 oraninda zeytinyagi ve %14 oraninda sut UrUnleri olarak tespit
edilmigtir [27].

T.C Tarim ve Orman Bakanligi bunyesinde taklit ve tagsisin 6nune gecilmesi,
toplum saghginin korunmasi ve tuketicilerin aldatiimasinin engellenmesi ile
haksiz ekonomik kazancin Onun gecgilmesi amaglariyla gerekli mevzuatlar
olusturulmakta ve ilgili resmi kontroller yapilmaktadir. Bu kapsamda 2012-2018
yillari arasinda 769 farkh firmanin 1605 farkh parti Grintinde taklit ve tagsisin
tespit edildigi rapor edilmektedir. Cikolata, enerji icecekleri, baharatlar, bitki
caylari, kahve, gazli aromali icecekler, kofte, sosis, sucuk, kavurma gibi et ve et
artnleri, peynir, st kremasi, yogurt, tereyag gibi sut Grunleri, bal, zeytinyagi,
aycicek yagi gibi bitkisel yaglar ile takviye edici gidalar olmak Uzere pek ¢ok farkl

kategorideki gida bu Urtnler igerisinde bulunmaktadir [28].

2.2 Gida Hilelerinin Tespiti ve Spektroskopik Yontemler

Gida hileciligi genellikle ekonomik motivasyonla gerceklestiriimekte ve tlketici
guvenligi g6z ardi edilerek kar marjininin arttirlmasi hedeflenmektedir. Siklikla
kargilagsilmayan veya daha oOnce gida tagsisi amaciyla kullaniimamis tagsis
ajanlarinin kullanimi geleneksel hedefli anailiz yontemlerinin gida tagsisinin
tespitinde yetersiz kalmasi ile sonuglanmaktadir [27]. S6z konusu durum, bilinen
bir analitin 6zel olarak tarandigi hedefli analiz yontemlerinin aksine tum gida
matriksinin analiz edildigi ve gidaya ait parmak izinin elde edilmesini saglayan
hedefli olmayan analiz sistemlerine olan ihtiyaci ortaya ¢ikarmistir [29]. Sekil 2. 1
ile hedefli olmayan analiz slreclerine ait basamaklar genel bir akis semasi ile

gOsterilmigtir.



Orneklerin analize hazirlanmasi

Orneklerin Toplanmasi
Yigini temsil eden drnekler secilmelidir.
Minimum 6rnek sayisi analiz amacina gore degiskendir.
p—

Ogiitme, homojenizasyon ve ekstraksiyon gibi bazi basit dniglemler
uygulanabilir.

Tampon ilavesi yapilabilir.

Spektral verinin toplanmasi \/

Spektroskopik/spektrometrik tekniklerle analiz

Uygun enstriiman ve standart metodun kullanilmasi

Segicilik ve hassasiyet degerlerinin ortaya konmasi

Kemometrik analiz \/

Onislemin belirlenmesi

Uygun kemometrik yontemin belirlenmesi

Modelin validasyonu \/

Bilinmeyen drnekle analiz
Validasyon parametrelerinin belirlenmesi

Validasyon performansinin degerlendirilmesi

Sekil 2. 1 Hedefli oimayan analiz sureglerinin basamaklari

Hedefli olmayan gida analizlerinde 6rnege ait detayli bir profil elde edilmektedir.
Bu profil kullanilan teknige gore degisim gdstermekle birlikte elde edilen profil
daha once olusturulmus bir kituphaneyle karsilastiriimaktadir. Uygun istatistiksel
yontemlerin kullanimi sayesinde yeni 6rnekle kutiphane arasinda bir fark

bulunup bulunmadigi ortaya konabilmektedir.

Sikhkla kullanilan hedefli olmayan analiz yontemleri titresimsel spektroskopik
yontemler (Fourier donusumli kizil otesi (FT-IR), yakin kizilétesi (NIR),
hiperspektral goértntileme (HSI), Raman ve nikleer manyetik rezonans (NMR)
spektroskopileri) ile spektrometri ve kromatografi temelli teknolojilerdir.
Titresimsel spektroskopik teknikler global gida aginin hizli temposuna
yetisebilmeyi mumkun kilan hizli, yiksek verimli (high throughput) ve tahribatsiz
analiz yontemleridir. Ayrica, bu teknolojilerin uzman olmayan kigilerce kullanimi
kisa sureli bir egitim sonrasinda mumkun olabilmektedir. Yontemler kullanici
dostu olup sahada veya Uretim hattinda kullanima uygun 6zellikler tagimaktadir
[30].



Gida hileciliginin belirlenmesinde kullanilan en yaygin bes yontem sivi
kromatografisi, kizildtesi spektroskopisi, gaz kromatografisi, izotop orani kutle
spektrometresi ve kutle spektroskopi temelli tekniklerdir. Bunlar igerisinde sivi ve
gaz kromatografileri ile kizildétesi spektroskopisi pek c¢ok Kkalite kontrol
laboratuvarinda yaygin olarak kullaniimaktadir. Ote yandan kitle spektrometresi
ve izotop orani kltle spektrometresi henuz yaygin olmayip kullanimi giderek
artmaktadir [27].

Spektroskopi; maddenin elektromanyetik radyasyonla interaksiyonu sonucunda
olusan spektrumun Uretiimesi, Olglilimesi ve yorumlanmasi olarak
aciklanmaktadir. Gida bilimlerinde spektroskopik tekniklerin kullanimi giderek
artan bir 6neme sahiptir. Bu kapsamda UV-VIS, floresans, atomik, kizilétesi ve
nukleer manyetik rezonans spektroskopisi gibi pek ¢ok yontem kullaniimaktadir.
Bu enstrumanlar maddenin elektromanyetik radyasyonla olan iligkisini kullanarak
molekuler kompozisyon, yapi, dinamikler ve interaksiyonlar gibi pek ¢ok gida
Ozelligi hakkinda bilgi saglamaktadir. Spektroskopi temelli metotlar hem kalitatif

hem de kantitatif analizlerde kullaniimaktadir [31].

Elektromanyetik radyasyon, birbirine dik olarak konumlanmis yuzeylerde
osilasyona ugrayan elektrik ve manyetik dalgalardan olugsmaktadir.
Elektromanyetik dalgalar belli bir yonde ve belli bir hizda hareket etmekte olup bu
hiz 1sik hizidir ve vakum ortamindaki degeri 3x108 m/s’dir. Elektromanyetik
radyasyon turleri arasindaki fark; dalgaboyu ve buna karsilik gelen enerjideki
farkliliktan kaynaklanmaktadir. Ornegin gamma ve X-isini radyasonunda
dalgaboyu 10'® m civarindayken gorinir 1sigin dalga boyu 400-700 nm

araligindadir.

Elektromanyetik radyasyon ‘dalga-partikul dualite’ kavrami ile agiklanmaktadir.
Kuantum seviyesinde dalga davranigi ve partikil davranisi birbirinden ayirt
edilemez hale gelmektedir. Isigin partikiller, hava veya birtakim yutzeylerce
sacgiimasi dalga modeli ile incelenirken absorpsiyon ve emisyon olaylari partikul
modeli ile incelenmektedir. Partikil modeline gore elektromanyetik radyasyon
foton adi verilen enerji paketlerinden olugsmaktadir. Elektromanyetik radyasyon;
dalgaboyu (A, tekrarlanan birimler arasindaki uzaklik) frekans (v, belli zamanda

belli noktadan gecen dalga sayisi) hiz (dalganin ilerleme hizi) ve buyukluk (bir
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dalga tarafindan taginan enerjinin buyukligu) degerleri ile karakterize
edilmektedir. Buna gore bir dalganin enerjisi agagidaki Es. 1 ile verilmigtir.

Burada E; kj/mol cinsinden enerjiyi, A; metre cinsinden dalgaboyunu, c; 1sik hizini
ve h; Planck sabitini temsil edip degeri 3.99x10-12 kJ.s/mol’dir. Elektromanyetik
dalgalar dalgaboyu veya frekans ile karakterize edilmekte olup bunlar arasindaki

iliski asagidaki Es. 2 ile verilmistir.
Av=c Es. 2

Buradan yola cikarak fotonun enerjisi (Ep) asagidaki Es. 3 ile ifade
edilebilmektedir.

Ep = hv Es. 3

Buradan yola g¢ikarak monokromatik bir radyasyonun enerjileri birebir ayni olan

fotonlardan olustugu sonucuna varilmaktadir [32].

Atomlar ve molekuller vyalnizca sinirli  sayidaki enerji seviyelerinde
bulunabilmekte ve bu seviyeler arasindaki herhangi rasgele bir noktada
bulunamamaktadir. Bir diger deyigsle enerji seviyeleri kuantize haldedir. Her bir
molekuler tlrin kendine 6zgl bir seri enerji seviyeleri bulunmakta ve bunlar
molekuler tiran atomik (elektronlar, protonlar, nétronlar) ve molekuler yapisina
(atomlarin ve baglarin tipi ve duzenlenigi) baglilik gostermektedir. Enerji
seviyelerinin en dusugu ‘temel enerji seviyesi (ground state) olarak
adlandirilmigtir. Bunun Uzerindekiler ise ‘uyarilmisg enerji seviyeleri (excited
states)’ adini almaktadir. Bir atom veya molekulin potansiyel enerjisi temel enerji
seviyesine kiyasla yani bagil olarak tanimlanmakta ve genellikle temel enerji

seviyesinin sifir enerjiye sahip oldugu kabul edilmektedir.

Bir atomun veya molekilun toplam bagil potansiyel enerjisi Es.4 ile gosterildigi

gibi elektronik, titresimsel, donme ve 6teleme hareketlerinin ortak bir sonucudur.

EToplam = Lelektronik + Etitresimsel + Edijnme + Eételeme E$- 4

Bir atomun elektronlari belli sayidaki orbitale yerlesmis durumdadir. Bir elektron,
enerji absorblamasi veya yaymasi sonucunda bir orbitalden digerine hareket
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edebilmektedir. Molekuller, gerilme (stretching) veya egilme (bending) olmak
uzere iki farkh sekilde titresebilmektedir. Bir bag ekseni boyunca atomlarin
titresim hareketleri nedeniyle gerceklesen gerilme titresimleri sonucunda bag
uzunlugu periyodik olarak degismektedir. Gerilme titresimleri asimetrik veya
simetrik olarak gergeklesebilmektedir. Egilme titresimleri sirasinda molekulin
atomlari arasindaki ac¢i periyodik olarak degdismektedir. Egilme titresimleri;
kesilme (scissoring), bukulme (rocking), sallanma (wagging) ve burulma
(twisting) olarak gerceklesebilmektedir [33]. Bazi atomlarin ¢ekirdekleri donme
(spin) 6zelligine sahiptir. Bir molekulin potansiyel enerjisi molekulin kendi agirlik
merkezi cevresindeki donme enerjisi bakimindan kuantize haldedir. Dénme
hareketi enerji seviyeleri bunlara karsilik gelen titresimsel enerji seviyelerine
kiyasla daha sik araliklarla konumlanmaktadir. YUkl ve donme hareketi yapan
bir ¢cekirdek kuguk bir manyetik alan olusturmakta ve kuguk bir miknatis olarak
dugunulebilmektedir. Normalde bu miknatis herhangi bir yonde oryente
edilebilmektedir. Fakat harici bir manyetik alanin varliginda bu miknatis kendisini
alanla ayni veya alana kargit yonde konumlandirmakta bir diger deyigle kuantize
olmaktadir. Ornege spesifik bir eneriji seviyesindeki radyasyonun uygulanmasiyla
cekirdek igerisindeki farkli enerji seviyeleri arasindaki gegislerin gergeklesmesi
saglanabilmektedir. Atomlar ve molekuller, sistemin sahip oldugu termal enerji
nedeniyle slrekli bir dteleme hareketi icerisindedir. Oteleme hareketi enerji
seviyeleri kuantize haldedir fakat enerji seviyeleri arasindaki fark ¢ok kiuguk
oldugundan molekuler enerji surekli bir sekilde daginik haldeymis gibi

davranmaktadir.

Organik ve inorganik maddeler farkli frekanslardaki elektromanyetik radyasyonu
absorplayabilmektedir. Bu absorpsiyon atomun veya molekulin temel enerji
seviyesinden daha yuksek enerjili bir uyarilmig enerji seviyesine gegisine neden
olmaktadir. Gergeklesen gecisler birer kauntum olayidir. Bir diger deyisle, bir
atom veya molekulun uyariimig enerji seviyesine gegisi yalnizca belli miktardaki
enerjinin, kuantum mekaniginin prensiplerine uygun olarak gegise olanak
saglayacak miktara denk olan, temel enerji seviyesindeki atom veya molekul
tarafindan absorplanmasi sonucunda gergeklesmektedir. Spektroskopi, kimyasal

maddelerdeki bu degisiklikleri kalitatif ve kantitatif olarak dlgmektedir.
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Spektroskopik teknikler absorpsiyon ve emisyon spektroskopileri olarak ikiye
ayrilabilmektedir. Elektromanyetik bir dalganin enerjisinin bir atom veya molekile
aktarilmasi ve bir Ust uyarilmis enerji seviyesine gecise neden olmasi olayi
‘absorbsiyon’ adini almaktadir. Absorpsiyon yalnizca atom veya molekll iki ener;ji
seviyesi arasindaki enerji farkina esdeger miktardaki fotonu absorpladiginda
gerceklesebilmektedir. Bir atom veya molekul farkh dalgaboylarindaki
elektromanyetik radyasyona maruz birakildiginda yalnizca o maddenin iki farkli
enerji seviyesi arasindaki enerji farkina karsilik gelen fotonlari absorplamaktadir.
Emisyon ise absorpsiyonun tam tersi olup atom veya molekilden ener;ji
yayimlanmaktadir. Bir molekul uyariimig enerji seviyesine yukseldiginde bu
durumda ¢ok kisa bir siire bulunabilmekte ve sonrasinda relakse olup temel enerji
seviyesine donmektedir. Bu durum atom veya molekulun her zaman en dusuk

enerjili halde bulunmayi istemesinden kaynaklanmaktadir [31].

Spektroskopik tekniklerin sahip oldugu farkh avantajlar farkli gida bilesenlerinin
analizinde farkh tekniklerin 6n plana ¢ikmasini saglamaktadir. Bu durum lipit
analizi agisindan degerlendirildiginde 6rnegin; floresans spektroskopisi florofor
ozellikli molekullerin analizini hassas bir sekilde gerceklestirebilmektedir [34].
Bitkisel yaglarin klorofil ve vitamin E igerikleri ile bazi yag asidi oksidasyon
artnleri spesifik dalga boylarinda floresans bantlarina sahip oldugundan bunlarin
analizinde floresans spektroskopisinin kullanilmasi avantaj saglamaktadir [9].
Kizilétesi ve Raman spektroskopisi tekniklerinde atomlarin titresim frekanslari
takip edilerek molekuller yapi, baglar ve —OH, —NH2, —CH3s , C=0, CesHs— gibi
fonksiyonel gruplar hakkinda bilgi sahibi olunmaktadir [35]. Bu bilgiler kullanilarak
yagin trans doymamiglik, cis doymamiglik ve toplam doymamiglik gibi degerleri
Olculebilmekte, kalitesi ve stabilitesi belirlenebilmektedir [36]. LIBS teknigi ile
analiz edilen o6rneklerin elemental kompozisyonu hakkinda bilgi edinilerek

karakterizasyon, taklit ve tagsis ¢alismalari gergeklestiriimektedir [37].

Tez kapsaminda kullanilan SFS, LIBS ve RS hakkinda detayli bilgi asagida

verilmigtir.
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2.2.1 Raman Spektroskopisi

Gunumuzde Raman sagilmasi olarak adlandirilan etki 1921 yilinda Hindistan’da
Chandrasekhara Venkata Raman tarafindan kesfedilmis olup ilgili teknik
detaylarin anlatildigi galismasi 1928 yilinda yayinlanmigtir [38]. Raman etkisi
sonucunda gozlenen sinyallerin 6l¢cliimesi ve analizi Raman spektroskopisi olarak

adlandiriimaktadir.

Bir 1s1k dalgasi elektrik ve manyetik alanlardan olugsmaktadir. Bunlar iginde
yalnizca elektrik alan Raman sacgilmasi olayina sebep olmaktadir. Isik dalgasi,
bir cekirdek ve elektronlardan olusan bir molekillle karsilastiginda bu 1sik
dalgasinin sahip oldugu elektrik alan molekulin tim elektronlari Uzerine etki
etmekte ve elektronlarin pozitif yukli c¢ekirdek cevresindeki lokasyonlarini
degistirmektedir. Raman surecinin  gerceklesebilmesi i¢in elektronlarin
lokasyonlarinda gerceklesen bu degisikligin molekulde ‘induklenmis dipol
momente (17)’ sebep olmasi gerekmektedir. Dipol moment ile elektrik alan kuvveti
arasindaki iliski asagidaki Es.5 ile verilmistir. Bu esitlikte a; molekullin elektriksel

polarlanabilirlik degerini ifade etmektedir [39].
mn=aFE Es.5

Molekullerin 1sikla olan interaksiyonu molekulun serbestlik derecelerinin eneriji
seviyeleri ile belirlenmektedir. Bu durum elektronlarin elektronik enerji
seviyelerindeki veya molekuldeki atomlarin titresimsel, donme veya Oteleme
enerji seviyelerindeki hareketi ile iligkilidir. Bu eneriji seviyeleri ve onlar arasindaki
gegcisin Rayleigh ve Raman sacilmalari igin gosterildigi Jablonski diyagrami Sekil

2. 2 ile verilmistir.
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Sekil 2. 2 Raman sacgilmasinin molekulin titresim dizeyleri ile olan iligkisi

Sekil 2. 2'de eneriji seviyeleri yatay cizgilerle, enerji seviyeleri arasindaki gecis ise
dikey oklarla gosterilmigtir. Buna gore baslangi¢ 1sik kaynaginin enerijisi ile
sacilan 1s1gin enerjisinin - aynt  olmasi dumunda ‘elastik sacgiima’
gerceklesmektedir. Bu proses sonucunda sagilma ile molekllin enerji
seviyesinde herhangi bir degisiklik olmamakta bir diger deyisle molekul ve foton
arasinda herhangi bir enerji transferi gergeklesmemektedir. Sagilan 1s1§in
herhangi bir frekans degisimine ugramadigi elastik sagilma turi ‘Rayleigh
saclimasl’ olarak adlandiriimaktadir. Sacgilan 1s1§in enerjisinin baslangi¢ 1s1k
kaynagindan farkl olmasi durumunda ise ‘elastik olmayan sagilma’ s6z konusu
olmaktadir. Aradaki enerji farki molekuldeki iki enerji seviyesi arasindaki gecise
karsilik gelmektedir. Elastik olmayan sagilmanin en énemli turlerinden bir tanesi
‘Raman saciimasr’dir. Elastik olmayan sagilma sonrasinda sacilan fotonun
enerjisi baslangi¢ fotonundan daha yuksek veya daha dusuk olabilmektedir.

Sagllan fotonun enerjisi baglangica gore dugsmusse molekul aradaki enerji farkina
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denk gelecek kadar, bir yuksek enerji seviyesine uyarilmig demektir. Bu sureg¢
‘Stokes sacilmasi’ olarak adlandiriimaktadir. Genellikle molekulin temel eneriji
seviyesinden ilk uyariimig enerji seviyesine yukseltiimesi saglanmaktadir. Bunun
tam aksine sagilan fotonun enerjisi baslangica gore yukselmisse molekl
uyarilmis bir enerji seviyesinden relakse olup temel enerji seviyesine donmus
demektir. Bu slreg ise ‘anti-Stokes sacilmasi’ olarak adlandirilmaktadir. Oda
sicakhginda pek ¢ok molekil temel eneriji seviyesinde bulundugundan bir fotonon
Anti-Stokes sacilimina ugrama ihtimali ¢gok dusuktir. Bu nedenle gogu Raman
OlcimU Stokes sacilimina ugramis 1sik dikkate alinarak gergeklestiriimektedir.
Sacilma surecinde fotonlarin enerji kaybetmesi olayr ‘Raman kaymasr’ olarak
tanimlanmaktadir. Raman kaymasi genelde dalgasayisi cinsinden ifade
edilmekte olup birimi cmYdir. Raman sinyal siddetinin Raman kaymasinin bir
fonksiyonu olarak grafige gecirilmesi ile Raman spektrumu elde edilmektedir.
Raman spektrumunda gdzlenen pikler molekulin titresim modlari ile ilgilidir. Her
titresim modu kuvvetli Raman bantlarina neden olmamakta ve farkli modlar igin
Raman sinyal siddetleri degisiklik gostermektedir. Buna ragmen Raman
spektrumu molekule 6zgu bir parmak izinin elde edilmesine olanak saglamaktadir
[40].

Bir Raman spektroskopisi sistemi tipik olarak i) uyarma kaynagi (lazer), ii)dornek
aydinlatma sistemi ve 1sik toplayaci optik ekipmanlar, iii) dalgaboyu segici (filtre
veya spektrofotometre) ve iv) dedektor (YUk Eslesmis Cihaz: Charge Coupled
Device-CCD veya Fotodiod Dizi: Photodiod Array-PDA) bilesenlerinden
olusmaktadir. Ornek UV, Gorinir veya Yakin-kiziltesi bolgedeki lazerle
uyariimaktadir. Sacilan 1sik bir lens yardimiyla toplanmakta ve interferans filtresi
veya spektrofotometreye gonderilerek 6rnege ait Raman spektrumu elde
edilmektedir. Raman sagilmasi sureci ¢ok zayif bir sekilde gergeklestiginden ¢ok
yogun bir sekilde gergceklesen Rayleigh sagiimasindan ayirt edilmesi yontemin
en onemli zorlugunu olusturmaktadir. Bu amagla interferans filtreleri (Notch
filtreler) kullaniimaktadir [41].

Gida analizlerinde dispersif veya dispersif olmayan (Fourier déntsumla; FT)
Raman spektroskopisi sistemleri kullanilabilmektedir. Bu sistemlerden hangisinin
gida analizlerine daha elverisli oldugu yoninde bir genelleme yapmak mumkin

olmamaktadir. Dispersif Raman spektrometreleri bir monokromatér, CCD
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dedektor ve 200-800 nm araligindaki lazer kaynagindan olugmaktadir. CCD
dedektorler yuksek sinyal/guralti oranina sahip olup hizli bir sekilde veri
toplanmasini saglamaktadir. Gida érneklerinden optimal bir Raman spektrumu
elde edilebilmesi icin genellikle UV ve Gorlnir bolgede 1sik veren Argon ve
Kripton iyon lazerler ile ¢cok daha hassas olan He-Ne lazerler kullaniimaktadir.
FT-Raman spektroskopisi sistemlerinde 6rnekten kaynakli floresans ve 6rnekte
fotodegredasyon gibi problemlerle daha az karsilasiimaktadir. Bunun yaninda
1064 nm’deki Raman sacgilmasi, Gortnur bolgedeki (514.5 nm) lazer kullanimina
kiyasla daha zayif olmaktadir. Nd:YAG lazerle ile NIR radyasyonu saglanan FT-
Raman spektroskopisi sistemlerinde eneriji yeterince disuk oldugundan floresans
surecglerinden sorumlu olan elektronik gecisler uyariimamaktadir [42]. FT-
spektrometreyle saglanan bir Raman sacgilmasi Goérunur bdlgeye kiyasla ¢ok
daha zayIf olsa da floresans suregleri agisindan saglanan eliminasyon pek ¢ok
farkli gidanin analiz edilmesine olanak saglamaktadir [41]. Raman
spektroskopisinin Fourier transform teknigiyle birlikte kullanilmasi sayesinde
spektral c¢ozundrlik arttinimakta ve daha iyi bir dalgaboyu hassasiyeti

saglanmaktadir [43].

NIR ve MIR spektroskopilerine kiyasla suyun Raman sinyalinin gok zayif olmasi
dolayisiyla érnegin su iceriginden kaynaklanan interferansin minimum olmasi ve
bu sayede sulu ¢ozelti formundan analiz gerceklestirilebilmesi ve 6rnegin cam
veya polimer paketleme materyali icindeyken de analizlenebilmesi Raman
spektroskopisinin avantajlarini olusturmaktadir. Ote yandan genel olarak Raman
saciimasinin NIR ve MIR tekniklerindeki absorbsiyona kiyasla zayif siddetli bir
fenomen olusu RS teknigini sinyal siddeti bakimindan sinirli bir hale
getirmektedir. Buna ilave olarak Raman saciimasina kiyasla ¢ok daha yuksek
siddette gerceklesen floresans slrecleri de kaliteli bir Raman sinyalinin elde
edilmesini zorlastirmaktadir. Yukarida da s6z edildigi gibi NIR eksitasyon
lazerlerinin kullanimi ve uygun veri Onigleme tekniklerinin uygulanmasiyla
floresans etkisi ortadan kaldirilabilmektedir. Lazer dalgalanmalari Raman
sinyalini etkileyen bir diger faktor olup sinyalde kaymalara neden olmaktadir. Bu
kaymalar sinyal/gurult oraninda herhangi bir degisiklik yaratmadiklarindan
veriye uygulanacak Oniglem teknikleriyle duzeltilebilmektedir. Raman
spektroskopisi kati ve heterojen 6rneklerin analizinde optik 6rneklem varyansinin
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fazla olmasi nedeniyle kisith bir tekniktir. Ornegin rengi, absorbansi ve partikl

boyutu gibi 6zellikleri kati 6rnekte varyasyonlara sebebiyet vermektedir [44].

2.2.2 Senkronize Floresans Spektroskopisi

Bir maddenin sahip oldugu ylksek sicaklik nedeniyle radyasyon yayimlamasi
(incandescence) disindaki tim isik yayinim sekilleri lUminesans olarak
adlandiriimaktadir. Luminesans gergeklesirken sistem enerji kaybetmekte olup
emisyonun surekli olarak gerceklesebilmesi icin sisteme baska bir kaynakla
enerji saglanmasi gerekmektedir. Saglanan enerjinin kaynagina bagli olarak
radyoliUminesans, elektroliuminesans, kemiliminesans veya biyoliminesans
gerceklesebilmektedir. Harici eneriji ihtiyacinin kizilétesi, gorunar veya UV 1s1gin
absorplanmasi yoluyla karsilanmasi durumununda 1s1k yayinimi fotoluminesans
olarak adlandiriimakta ve bu reaksiyon florometrik analizlerde takip edilmektedir
[45].

Florimetride elektromanyetik spektrumun UV ve gorinudr bolgesi ile
ilgilenilmektedir. Bu bdlgedeki absorbsiyon molekdllerin en dis katmanindaki
elektronlarin uyariimasina neden olmaktadir. Oda sicakliginda ¢ogu molekul
temel elektronik halin en dusuk titresimsel enerji seviyesinde yer almaktadir.
Isigin  absorblanmasi sonucunda molekuller uyariimis titresimsel ener;i
seviyelerine yuUkselmektedir. Uyariimig haldeki molekll hizlica enerijisini
kaybetmekte ve wuyariimig halin en dusuk titresimsel enerji seviyesine
dusmektedir. Bu seviyeden sonra molekul temel halin herhangi bir titresimsel
enerji seviyesine donebilmektedir. Temel elektronik halin en dusulk titresimsel
enerji seviyesinden, birincil uyariimis halin en dusik titresimsel enerji seviyesine
gegcis absorbsiyon ve emisyon olaylarinda en sik gerceklesen gecis olarak
bilinmektedir [46]. Singlet ve triplet sistemlerde molekllun enerji seviyeleri ile
radyatif (floresans ve fosforesans) ve radyatif olmayan (sistemler arasi gegis,
titresim durulmasi ve i¢ donasme) gegisler Sekil 2. 3’te 6zetlenmisgtir.
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Sekil 2. 3 Singlet ve triplet sistemlerde radyatif ve radyatif olmayan gegisler

Konvansiyonel luminesans spektrometride emisyon spektrumunun elde
edilebilmesi adina emisyon dalgaboyu taramasi yapilirken 6rnek sabit bir uyarma
dalgaboyunda uyariimaktadir. Benzer sekilde uyarma spektrumunun elde
edilebilmesi igin uyarma dalgaboyu taranmakta ve emisyon belirli bir
dalgaboyunda takip edilmektedir.

Floresans spektrometri, sahip oldugu yluksek hassasiyet ve nispeten dusuk cihaz
maliyeti nedeniyle analitik kimyada énemli bir yere sahiptir. Ki¢guk miktardaki
analitler direkt olarak spektroflorometri ile analizlenebilmektedir. Fakat s6z
konusu teknik spektral ¢akisma problemleri nedeniyle birden ¢ok bilesenin
analizinde kullanilamamaktadir. Birden ¢ok bilesen igceren karisimlarin herhangi
bir 6nayrim asamasina ihtiya¢ duyulmaksizin analiz edilebilmesi rutin analizlerde

avantaj saglamaktadir. Floresans spektroskopisi yuksek hassasiyet ve secicilige
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sahip olmasi sayesinde birden c¢ok bilesenin ayni anda analizine
(multicomponent analysis) imkan saglayan analitik tekniklerden bir tanesidir. Ote
yandan, olgumun tek bir dalga boyunda alinmasi, birden ¢ok bilesen igeren
karisimlarin veya ¢akisan emisyon/uyarma spektrumlari veren basit bir ¢ozeltinin
analizinde sinirlayici olabilmektedir. Bu durum bir 6rnege ait konvansiyonel
floresans spektrumunun, érnegin belli bir spektral araliktaki floresansi hakkinda
bilgi vermesi ve birbiriyle iligkili iki veya daha ¢ok molekilin ayrimina imkan
verecek yeterli veriyi saglayamamasindan kaynaklanmaktadir. Konvansiyonel
floresansin bu eksikligi luminesans o6lgum boyutunun arttirimasiyla bazi
durumlarda giderilebilmektedir. Olglim boyutu arttirilarak cakisan floresans
spektrumlarini ayirma gucu (resolution) arttirimakta ve analiz suresi
azaltiimaktadir. Ayni deney igerisinde analitin birden ¢ok floresans 6zelliginin
Olcllmesi sayesinde segicilik artmaktadir. Bu amacla senkronize liminesans, faz-
¢Ozunurliklla (phase-resolved) liminesans ve ¢ok boyutlu lUminesans teknikleri
geligtiriimigtir. Birden cok floresan bilesik iceren ve birbiriyle cakisan floresan
bantlari veren ¢ozeltilerin analizinde senkronize floresans spektroskopisi (SFS)
tek basina veya diger derivatif tekniklerle kombine olarak kullaniimaktadir. Bu
sayede spektrumlarin ¢ézunurlagu arttirilmakta ve bant genisligi daraltilmaktadir.
Ust Uste cakisan pikler azaltilarak daha dar bir veya birka¢ pike
donusturdlmektedir. Ayrica Rayleigh ve Raman sagiimalarinin interferansi

elimine edilmektedir [47].

SFS; Lloyd et. al., tarafindan gelistiriimistir. Buna gbre uyarma ve emisyon
dalgaboylari ayni hizda senkronize olarak taranmakta ve bu sirada A\ (A -A")
deg@eri yani emisyon (A) ve uyarma (A') dalga boylari arasindaki fark sabit
tutulmaktadir [48]. Asagdida Sekil 2. 4de konvansiyonel floresans spektroskopisi

ile SFS arasindaki uygulama farki sematize edilmisgtir.
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Sekil 2. 4’te oklar monokromatorin tarama durumunda, kirmizi kutular
monokromatorin sabit durumda oldugunu gostermektedir. Bir analitin A'
dalgaboyunda uyarildigi durum igin, Em (A) degeri emisyon intensite dagilim
profilini bir diger deyisle emisyon spektrumunu temsil etmektedir. Belli bir
emisyon dalgaboyunda kaydedilen luminesans sinyali |z; Adaalgaboyundaki Em
degerine ve A\ dalgaboyunda uyarilan analitin lUminesansinin spektral
radyansina R\' bagl olarak degismekte olup k deneysel faktdr sabitidir. Bu durum

asagidaki gibi formule edilmigtir.

IA) =KkRy Ep, V) Es. 6

Yukaridaki esitlikte A ( A') ifadesi emisyon (uyarma) monokromatdrinin
dalgaboyunu ifade etmektedir. Lambert yasasinin seyreltik ¢ozeltiler igin gecerli

oldugu varsayilarak R\' Es.7’deki gibi ifade edilmektedir.

Ru=kY, (W), W) e@)cd Es. 7

Yukaridaki esitlikte YL liminesans kuantum verimi, lo uyaran isigin intensitesi, €
molar sénimlenme katsayisi, ¢ analit konsantrasyonu, d 6érnek kalinhgr ve k'
deneysel sabit faktor sabitini temsil etmektedir. YL lo € ifadesi A' degerine bagli
olup uyarma spektrumuyla Ex (A') asagidaki gibi iligkilendirilebilmektedir. k"

deneysel faktor sabitidir.

EAY)=k"Y,A) I, A e @AY Es. 8

Es.6,7 ve 8in birlestiriimesi sonucunda senkronize liminesans intensitesi (Is); A

ve N' degerlerinin bir fonksiyonu olarak asagidaki sekilde ifade edilebilmektedir.

LN =K cd Ex(\Y) E,, (N) Es. 9

K deneysel faktor sabiti; K = k k' k" temsil etmekedir. Senkronize teknikte A - A' =
AN degeri sabittir ve A = A' + AA olarak duzeltilebilmektedir. Yukaridaki esitlik AA

parametresini icerek sekilde asagidaki gibi yazilabilmektedir.
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I,=KcdE,(\—AN)E,, () Es. 10

Konvansiyonel luminesansta emisyon spektrumunun intensitesi uyarma
dalgaboyuna baglidir. Bu baghlik spketrumun intensite faktérine etki etmekte
olup diger spektral 6zellikleri degistirmemektedir. Bir diger deyisle, konvansiyonel
liminesansta uyarma dalgaboyu yalnizca emisyon ifadesi Uzerinde garpim
faktoru etkisi gostermektedir. SFS tekniginde ise [iminesans intensitesi ifadesi
hem A hem de A' degerlerine bagl oldugundan hassasiyet arttiriimistir. Ayrica
intensite ifadesine deneyi yapan Kkisi tarafindan dedistirilebilen bir AA

parametresinin de katilmasiyla yontemin seciciligi arttirilmistir [49].

Tum floresans enstrumanlari temel olarak bir 151k kaynagi, bir 6rnek haznesi ve
bir dedektérden olusmaktadir. Analitik amach kullanimlar icin baslangi¢
radyasyonunun ve uyarma ve emisyon isiklarinin dalgaboylarinin secgimi

monokromatorler ve filtrelerle saglanmaktadir.

Floresans spektrometride 151k kaynagi olarak tungsten-halojen lamba, civa lamba
veya ksenon ark kullaniimaktadir. Isik kaynagindan spesifik dalgaboyundaki
1Isigin  secgimi cut-off filtreler kullanilarak yapilmaktadir. Pek c¢ok modern
enstrimanda uyarma ve emisyon dalgaboylarinin seg¢imi amaciyla
monokromatorler kullaniimaktadir. Difraksiyon grating monokromatorler bu
amacla en cok kullanilanlardir. Bu sayede hem uyarma hem de emisyon
spektrumlari kaydedilebilmektedir. Monokromatér kullanimi sayesinde uyarma
ve emisyon monokromatorlerinin slit araliklarinin birbirinden bagimsiz olarak
degistirilmesi mumkuin olmaktadir. Tum ticari floresans cihazlari dedektor olarak

fotogogaltici tip (PMT) kullanmaktadir.

Floresans odlglimleri gogunlukla ¢ozelti ortaminda gergeklestirimektedir. Ornek
bir kivet veya akis hucresine yerlestiriimektedir. Kivet materyalinin uyarma ve
emisyon Isiklarina gecgirgen olmasi 6nemlidir. Kivet uyarma isidina dik olarak
yerlestiriimektedir. Floresans her yonden esit sekilde yayilmakta olup kivetin 6n
yuzinden, uyarma iginina sag aglyla veya uyarma Iigigiyla ayni hizadan
toplanabilmektedir. Bazi cihazlarda toplama metodu segenegi bulunmaktadir. Bu
durum Ornek karakteristigine bagli olarak degismektedir. Cok seyreltik

cOzeltilerde floresans, uyarma isiginin 6rnek icinde aldigi yol boyunca her
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noktada esit sekilde yayllmaktadir. Bu kosullarda sag agiyla toplama metodunun
kullaniimasi ile i1sik sagiimasinin neden olacagi etki minimize edilmektedir. Pek

¢ok analitik prosedirde bu ydontem kullaniimaktadir [50].

2.2.3 Lazer indiiklii Plazma Spektroskopisi

Gidalarin elemental kompozisyonunun belirlenmesi amaciyla siklikla kullanilan
analitik atomik spektrometri teknikleri; elektrotermal atomizasyon-atomik
absorpsiyon spektrometrisi (ETA-AAS), induktif eslesmis plazma-atomik emisyon
spektrometrisi (ICP-AES), induktif eslesmis plazma-optik emisyon spektrometrisi,
(ICP-OES), induktif eslesmis plazma-kiutle spektrometrisi  (ICP-MS),
enstrimental nétron aktivasyon analizi (INAA) ve X-1sini floresans spektrometrisi
olarak bilinmektedir. Bu teknikler hassasiyet ve kesinlik bakimindan Ustun
Ozelliklere sahip olmakla birlikte ylksek miktarda toksik ozellikli atigin
uretilmesine sebep olmakta, analizler pahali kimyasallarin kullanimini
gerektirmekte ve yogun érnek hazirlama prosedurlerine ihtiyagc duymaktadir. S6z
konusu teknikler kullanilarak dretim hatti boyunca in-situ analiz yapilmasi
muUmkuin olamamaktadir. Lazer indUkli plazma spektroskopisi (LIBS); bu
tekniklere potansiyel bir alternatif olarak sunulmus olup analiz edilen materyalden
plazma olusturulmasini hedefleyen odaklanmis atimli lazer kullanilan bir atomik

emisyon teknigi olarak tanimlanmaktadir.

1962 yilinda Brech ve Cross, lazer i1sinin bir ornegin uyarilmasi igin
kullanilabilecek bir eksitasyon kaynagi olabilecegini gdstermistir. Calisma
kapsaminda mikroboyutta bir plazma olusumu gozlenmis ve metal yuzeyine
odaklanan lazer sayesinde 6rnege ait bir spektrum kaydedilmistir [51]. 1983
yilinda Cremers ve Radziemski kivilcim (spark) emisyonunun elemental analiz
amaciyla kullanilabildigini gostermistir [52]. LIBS teknigi lazer indUkli olarak
uretilmig bir plazmaya ait atomik ve iyonik emisyon spektrumlarinin spektral ve
zaman ¢Ozunurlikli analizine dayanan spektroskopik bir metottur. LIBS
tekniginde temel olarak atimli lazer 1gin1 6rnek Uzerine odaklanmakta ve lazer
atimi yeterince gugliyse odaklanan elektrik alan yeterince gugli olmaktadir.
Lazer atimi hedef materyalde hizli bir lokal Isinmaya, vaporizasyona,
disosiyasyona ve atomlarin iyonizasyonuna sebep olmaktadir. Tum bu degisimler

sonucunda sicak ve parlak bir kivilcim olusmaktadir. Bu kivilcim ylksek sicaklik
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ve yuksek elektron yogunlugu ile olusturulmakta ve lazer indukll plazma olarak
adlandiriimaktadir. Olusturulan plazma igerisinde notral atomlar, iyonlar ve
serbest elektronlar bulunmakta olup, bunlar plazma sogurken elektromanyetik
radyasyon yaymaktadir. Yayilan 1gik bir spektrometre yardimiyla ¢ozimlenerek
analiz edilen ornek igerigine ait elementlerin karakteristik spektrumu elde
edilmektedir [53].

LIBS teknigi ile kati, sivi, gaz, aerosol ve jel formundaki érneklerde kalitatif ve
kantitatif analizler yapilabilmektedir. Cok farkh 6rnek tiplerinde analize imkan
saglamasi LIBS tekniginin dnemli bir avantajini olusturmaktadir. Pek ¢ok 6rnegin
LIBS teknigi ile analizinde 6rnek hazirlama prosedurlerine ihtiyag duyulmadan
hizl bir sekilde analiz gergeklestirilebilmektedir. Ayni anda birden ¢ok elementin

analizi bir diger deyisle multielemental analiz yapilabilmektedir [54].

LIBS teknigi kullanilarak yapilan kantitatif analizlerde 0Ornegin kompleks
dogasina, elemental bilesimine, fiziksel yapisina ve 6rnegi ¢cevreleyen atmosfere
bagdli olarak bazi gticltklerle karsilasiimaktadir. Kompleks organik kompozisyona
sahip gida orneklerinde sinyal/glralti oraninin disik olmasi ve ablasyona
ugratilan madde miktarinin ¢ok dustk olmasi LIBS teknigini ornegdin
homojenitesine yuksek oranda bagiml hale getirmektedir. Analiz edilen 6rnegin
fiziksel veya kimyasal 6zelliklerinden kaynakl olarak emisyon bantlarinin sinyal
siddetinde gobzlenen varyasyonlar matriks etkisi olarak adlandirilmaktadir. Bu
nedenle 6rnek hazirlama basamagi ve olgim parametrelerinin optimizasyonu
baylk éneme sahiptir. LIBS tekniginde karsilasilan bu ve benzeri limitasyonlar
ekipman segcimi, konfiglirasyon tasarimi, érnek hazirlama proseddurleri ve analiti
cevreleyen atmosfer bilesimi gibi parametrelerin optimizasyonu ile blyuk 6lgtde
elimine edilebilmektedir [55]. Bunun yaninda LIBS dlgimlerinin gergeklestirilecegi
optimum sistem konfigirasyonunun saglanabilmesi adina teknigin temelini
olusturan plazma fiziginin anlasiimasi buylk 6nem tasimaktadir. Pek c¢ok
cevresel faktér plazma émrind, plazma 6zelliklerini ve spektral emisyonu blylk
oranda degistirmekte dolayisiyla atomik seviyede gercgeklestirilecek olan
kimyasal analizin performansini direkt olarak etkilemektedir [56]. Materyali
karakterize eden hatlarin dalgaboyu, sinyal siddeti ve sekil olmak Gzere Ug¢ temel
Ozelligi bulunmaktadir. Bu Ozellikler foton yayimlayan atomlarin yapisina ve
cevresel kosullara baglilik gostermektedir. Her tur atom farkl enerji seviyelerine
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sahip olup bunlar hattin dalgaboyunu belirlemektedir. Analiz edilen ornekteki
elementlerin tanimlanmasinin yani sira lokal termodinamik denge sartlarindaki
gerekli kosullarin ve matriks etkisinden kaynaklanan problemlerin dikkate
alinmasi durumunda elementlerin miktarsal tayinin yapilmasi mumkuin
olabilmektedir [57]. Hatlara ait sinyal siddeti ve sekil 6zellikleri daha ¢ok foton

yayimlayan atomun bulundugu cevresel kosullara bagllik gostermektedir [58].

LIBS teknigi yluksek gugclu lazerin analiz edilen érnekle olan etkilesimini temel
almaktadir. Lazer-madde etkilesimleri fotonlarin atomlar tarafindan absorbe
edilmesi ve yayimlanmasini agiklayan kuantum mekanigi yasalarina gore
yonetilmektedir. Elektron fotonu absorbe ederek daha ylksek enerijili bir kuantum
mekanik duruma ulagsmaktadir. Elektronlar, olasi dusuk enerji seviyelerine
gecmeye egilim goéstermekte ve dlsuk enerji seviyelerine gecislerde (atomun
deeksitasyonu) foton yayimlamaktadir. Her bir atom taranin farkli enerji
seviyeleri, Heisenberg belirsizlik ilkesi tarafindan tanimlanan bir belirsizlikle, her
atom taru igin farkh ve somut foton enerjilerine ve kuantizasyon nedeniyle dar
bant emisyonlarina neden olmaktadir. Bu emisyonlar LIBS spektrumunda
bulunan spektral emisyon bantlari olup 6zellikleri ve enerji seviyeleri her bir atom
icin bilinmektedir [58]. Atoma uygulanan enerji iyonizasyon potansiyelini asacak
kadar yuksek seviyede ise elektronlar atomdan ayrilmakta ve serbest elektronlar
ile katyonlar olugsabilmektedir. Atomdan ayrilan elektronlar en duguk iyonizasyon
potansiyeline sahip olduklarindan ¢ekirdege en uzak konumda bulunmaktadir.
Uygulanan enerji seviyesinin arttirilmasi yoluyla ikinci, G¢iincu, dorduncu ve diger
iyonizasyon potansiyeli degerlerinin de asilmasi ve daha fazla serbest elektron
olusturulmasi mumkdn olabilmektedir. Bu iyonlar rekombinasyon ve
deeksitasyon sureclerinde foton yayimlayabilmektedir. Rekombinasyon streci
katyonlarin serbest-bagli gegisi (free-bound transition) adi verilen surecler
esnasinda serbest elektronlardan birini absorplamasi olarak tanimlanmaktadir.
Deeksitasyon sureci ise serbest-serbest gegisi (free-free transition) adi verilen
kinetik surecler esnasinda katyonlarin ve elektronlarin enerji kaybetmesi olarak
tanimlanmaktadir. S6z konusu emisyonlar, iyonlarin farkli enerji seviyelerine ve
farkh enerji gegiglerine sahip olmasi nedeniyle surekli yayinim halinde
olabilmektedir. Ote yandan katyonlarin deeksitasyonu belirli (kuantize) eneriji
seviyelerinden olugsmakta ve her bir element i¢in karakteristik emisyon hatlarina
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sahip olmaktadir ve bunlar atomik emisyon bantlariyla birlikte elementin

tanimlanmasini saglamaktadir.

Sekil 2. 5 ile lazer indUklG plazmanin olusum asamalari sematize edilmigstir Birinci
asamada; lazer 1sin1 6rnek tarafindan absorplanmakta veya yansitilmaktadir.
Ardindan absorbe edilen enerji 1siya donusmekte ve kuguk miktardaki ornek
ablasyona ugratilmaktadir. Ablasyon hizli bir erime veya buharlagsma veya
sublimlegsme olarak tanimlanabilecek termal bir suregtir. Ablasyona ugratilan
drnek miktar ng-ug seviyesindedir. ikinci asamada; érnegin ablasyonu plazma
icindeki elementlerin iyonizasyonuna sebep olan asir isitilmis bir plazma
olusumuna neden olmaktadir. Plazma olusumu, bozunum (breakdown) olarak
adlandirilan sureg icerisinde hizli bir sekilde gerceklesmektedir. Olusturulan
plazma analiz edilen materyale ait atomlarin, iyonlarin ve serbest elektronlarin bir

karigimini icermektedir.
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Sekil 2. 5 Lazer indUkli plazma olusumunun temel basamaklari [59]

Lazer 6rnek etkilesimi sirecinde 102 ile 10° s gibi bir siire arasinda olusan
plazma, lazer radyasyonuna opak hale gelmekte ve bu nedenle lazer atiminin
son kismi plazma yuzeyiyle interaksiyona girmekte ve absorbe edilmekte veya
yansitiimaktadir. Bu nedenle bu son kisim ¢ok fazla materyalin iyonizasyonuna
neden olamamaktadir. Bu etki plazma kalkanlama (plasma shielding) etkisi
olarak adlandirilmaktadir. Bu etki gevresel kosullar; gevreleyen gaz ortami veya
vakum ile lazer 1sinimi ve dalgaboyu gibi deneysel kosullara ylksek baglilik
gOstermektedir. Lazer i1sinimi 6rnek yuzeyine ulasamadigindan s6z konusu
kalkanlama etkisi ablasyon oranini azaltmaktadir. Bu durumda erimis ve
cevresinde materyal birikimi olmus bir krater gozlenmekteyken plazma yeniden
Isitildigindan plazma boyutu ve omru arttirlmaktadir [60]. Plazma kalkanlama

etkisi Sekil 2. 5 ile sematize edilen surecin Ill. basamaginda gbézlemlenmektedir.
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Uglincii ve dérdiincii asamalarda; lazer atimindan sonra olusan plazma
genislemekte ve sogumaktadir. Ayni zamanda elektron yogunlugu ve sicakligi
ablasyona ugratilan madde miktari, spot buyUkligu, uygulanan enerji ve ¢evresel
kosullar gibi etkenlere bagli olarak degismektedir. Plazma bir gaz veya sivi
ortaminda olugsmussa kendisini ¢evreleyen ortami sikigtiracak ve sok dalgalari
olusturacaktir. Bu durum Sekil 2. 5 ile sematize edilen surecin lll. basamaginda
Bremsstrahlung etkisi ile birlikte gézlenmektedir. Bu noktada plazma, vaporize
edilen materyal ve ortamdaki gazdan Uretilen atom ve iyonlarin bir karigimi
seklindedir [58]. Atimli lazer isini ile 6rnegin interaksiyonu sonucunda olusan
plazma belirli ve birbirinden ayri halde bulunan hatlar ve bantlar ile bunlarin
uzerini orten bir surekli yayinimdan olusmaktadir. Atomik turlere ait emisyon
hatlarinin  gézlenmesi slrekli yayinim (continuum) nedeniyle mumkin
olamayabilmekte ve bu nedenle bu etkiden kacginiimasi gerekmektedir. Surekli
yayinim Bremsstrahlung etkisi ile agiklanmakta olup bu etki ¢ekirdede yakin
bolgedeki bir elektronun kinetik enerjisini kaybetmesi ile ilgilidir. Lazer atiminin
plazmay! olugsturmasindan hemen sonraki birkac mikrosaniye icinde plazma
enerjisine guglu bir beyaz 1s1k hakim olmaktadir. Bu 1sik ‘Bremsstrahlung isinimr’

olarak adlandirilmaktadir.

Son asamada buhar veya plazma fazinda ablasyona ugratilamamis ve
radyasyon yayimlamayan bir kisim materyal, partikil olarak ablasyona
ugratimistir ve kondense buhar, sivi Oornek ejeksiyonu ve kati Ornek
eksfoliyasyonuna neden olmaktadir. Buna ek olarak ablasyona ugratiimis
atomlar sogumakta ve plazmanin rekombinasyon slrecinde nanopartikiller
olusturmaktadir. Uyariimig atomlar foton yayinimi yapmaktadir. Plazma
sogudukga uyariimig atomlar, iyonlar ve elektronlar enerji kaybetmekte ve temel
hale gegisleri esnasinda hedef materyalde bulunan elementlerin karakteristik
spektral yapilarina spesifik 1Sk yayinlamaktadir. Atimli lazer kaynakli plazma
emisyonunun zamana bagli olarak (temporal) degisimi Sekil 2.6 ile sematik
olarak gosterilmistir [61].
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Sekil 2. 6 Lazer indukli plazma emisyonunun zamana bagh degisimi

Tipik bir LIBS sistemi atimli lazer, lazer odaklayici optik ekipmanlar, plazma
Isigini toplayici optik ekipmanlar, spektrometre ve 0Ornek haznesinden
olusmaktadir. Sekil 2. 7 ile tez calismasi kapaminda kullanilan LIBS dizeneginin
sematik olarak gosterimi verilmigtir. LIBS sistemlerinde siklikla kullanilan lazer
turlerinden bir tanesi yuksek guclu Q-anahtarlamali atimli Nd:YAG (Neodimyum
doplanmis itriyum Aliiminyum Garnet) lazerdir. Genellikle 532 nm gériinir
dalgaboyu veya 1064 nm kizilotesi dalgaboyundaki lazerler kullaniimakla birlikte
256 ve 355 nm UV emisyon dalgaboyuna sahip Nd:YAG lazerlerin kullanildigi
¢alismalar da mevcuttur. Kisa dalgaboyuna sahip lazer kullaniminin ablasyon igin
daha dugsuk bir aki deg@eri ihtiyacini sagladigi ve ornekte daha tekrarlanabilir bir
analiz gerceklestirilebildigi belirtimektedir. Q-anahtarlamali mod 5-1000 ns
araliginda uzunluga sahip lazer atimlarinin dretilmesini saglamaktadir. Lazer
atim sonucunda o6rnek ylizeyinde olusan enerji; aki (J/lcm?) ve gig
yogunlugu/isinim (W/cm?) degerleri ile ifade edilmekte olup kullanilan odaklama
optik konfiglirasyonu ile saglanan spot buyukligine baghdir. Maksimum isinim

lazer spotunun minimum odaklanma bdlgesinde elde edilmektedir [58].
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Sekil 2. 7 Tez galismasinda kullanilan LIBS dizeneginin sematik gosterimi

Gida analizlerinde kullanilan gogu ¢alismada orneklere uygulanan atim enerjileri
30-100 mJ arasinda olup aki dederleri ise 25-50 J/cm? arasinda degismektedir.
Bu degiskenlik analiz edilecek gidanin fiziksel hali, kompozisyonu ve analiz
ortamina baglidir. Lazerin atim tekrarlama hizi; lazer tarafindan bir saniyede
uretilen atim sayisini (Hz) ifade etmektedir. Genellikle atim tekrarlama hizi
arttikca tespit edilen spektrum sayisinin arttigi ve olgim suresinin azaldigi
belirtiimektedir. Gida analizlerinde kullanim agisindan bu deger genellikle 1-20
Hz arasinda degismektedir [62].

Laboratuvar kosullarinda kullanilan sistemlerde lazer odaklayici ekipman olarak
genellikle uygun odak numarasina sahip lensler kullaniimaktadir. Saha
calismalarinda ve endustriyel amacli analizlerde ise lensler yerine daha ¢ok fiber
optikler kullanilarak lazer istenen lokasyona gonderilebilmektedir [63]. Toplayici
optik ekipmanlar, lensler ve aynalardan olugmaktadir. Bu sayede mikro-
plazmadan yayimlanan isik fiber optigin girisine veya spektrometrenin girisine
odaklanmaktadir [64].

Lazer indukli plazma, deneysel kosullara bagl olmakla birlikte genellikle 0.1-100

Ms arasinda c¢ok kisa sureli d6mure sahip bir fenomen oldugundan emisyon
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spektrumunun uygun sekilde kaydedilebilmesi igin LIBS sistemlerinde hizli ve
operasyonu lazer atimiyla birebir senkronize olmus bir spektrometrenin
kulanilmasi gerekmektedir. Spektrometre, LIBS sisteminin tamamlayici bir
parcasi olup spektrograf ve dedektdérden olusmaktadir. Spektrograf gelen 1s1§1 bir
frekans spektrumuna ayirmakta ve dedektor elektromanyetik radyasyonun farkli
frekanslardaki sinyal siddetini oOlgmektedir. Spektrometrenin performansini
etkileyen U¢ parametre spektral aralik, ¢ozunurlik ve veri toplama suresidir.
Spektral aralik LIBS sisteminin Olgim kabiliyetini belirlemektedir. Genellikle
onemli elementlere ait atomik emisyon bantlari 190-850 nm araliginda
konumlanmaktadir. Spektral araligin genis olmasi ayni anda tayin edilebilecek
element sayisini  arttirmaktadir.  Spektral  ¢6zinUrlik  spektrografin
elektromanyetik spektrumu ayristirabilme yetenegini belirlemektedir. Ayristirma
gucu (R); dalgaboyunun bant genisligine orani ile ifade edilmektedir. 0.003-0.01
nm araligindaki yuksek bir ¢oztunurlik bantlarin birbirleriyle olan interferansini
azaltmakta ve daha iyi tanimlanmis bir spektrum elde edilmesini saglamaktadir.
Spektral bilginin elde edilmesi igin gecen veri toplama suresi (acquisition time);
gecikme suresi (delay time) ve integrasyon suresi (integration time)
parametrelerine baglidir. Gecikme suresi; plazma olusumu ile dedektorin
aktivasyonu arasinda gegen slre olarak tanimlanmakta olup bu sayede
background continuum; bremsstrahlung ve rekombinasyon olaylarindan
kaginilmasi saglanmaktadir. En gugli background continuum sinyali plazma
omrunun baslangi¢ kisminda plazma sicakken gozlenmektedir. Genellikle 0.1 us
gibi bir gecikme suresi ile arka plan gurultist ihmal edilebilir seviyeye
gelmektedir. Cogu noétral atomun spektral bantlarinin sinyal siddetleri ise 0.1-2.0
ps araliginda maksimum seviyede olmaktadir. Toplama suresi (gate width);
dedektor penceresinin sinyal kaydetme icin acik kaldigi streyi belirtmektedir [65].
Delay time ve gate width parametreleri lazer ile senkronize edilmis bir puls
jeneratoru ile kontrol edilebilmekte ve degerleri mikrosaniye arahginda
degismektedir. Bu parametrelerin sinyal/guralti oraninin optimizasyonu adina
dikkatli  bir sekilde arastinimasi gerekmektedir. Bu parametrelerin
optimizasyonunun ps altindaki seviyelerde yapilmasi buyuk énem tagimaktadir.
Bu sayede analite ait tirlerin (atomlar, iyonlar, molekuller) isimasi plazma iginde
baskin durumdayken ve background continuum sinyali dugukken tespit

edilebilmektedir. LIBS teknigi kullanilarak multielemental analiz yapilabilmesi igin
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genis bir spektral aralikta calisan spektrometrelere ihtiya¢c duyulmaktadir.
Geleneksel Czerny-Turner spektrometre 20 nm gibi sinirh bir spektral araligi
kapsamakta olup bu aralikta yuksek bir ¢ozUnurlik saglamaktadir. Bu nedenle
Czerny-Turner spektrometre kullanilmasi durumunda birden fazla elementin
analizinin yapilabilmesi igin ¢ok fazla olgim alinmasi gerekmektedir. Boyle
durumlarda bir CCD dedektor ile birlikte Echelle spektrometre kullanilmasi daha
uygun olmaktadir. Bu sistem multi elemental analiz i¢in ¢ok kompakt bir sistem
olup 200-780 nm dalgaboyu araliginda maksimum ¢ézunurlik saglamaktadir.
CCD dedektorler; dijital goruntuleme icin kullanilan yuksek hassasiyetli
fotoelektron dedektorlerdir. Piksel olarak adlandirilan ¢ok sayida isida duyarli
toplama bolgelerinden olugsmaktadir. Lazer atimi sonucunda Uretilen
fotoelektronlar pikseller ile toplanmakta ve elektronlara doénustirilmektedir.
Elektron sayisi ise sinyal giddeti ile direkt olarak orantilidir. LIBS teknolojisine
yeni kazandirilan ICCD dedektorlerde (Guglendiriimis Yuk Eslesmis Cihaz:
Intensified Charge Coupled Devices-ICCD) ise CCD dedektore ilistiriimis bir cok
kanalli plaka yogunlastirici (multichannel plate intensifier) bulunmaktadir.
Fotokatoda ulasan i1sik burada elektronlara donusturtlmekte ardindan ¢ok kanalli
plaka tabakasinda yogunlastiriimakta ve ardindan fosfor ekrana ulasarak fotonlar
uretiimekte ve son asamada CCD tarafindan dedekte edilmektedir [58]. Isik
siddeti dalgaboyunun bir fonksiyonu olarak bir bilgisayarda kaydedilmekte ve
uygun bir arayuz programiyla analiz edilmektedir. Spektrometreden ¢ikan son

ardn bir spektrum olarak elde edilmektedir.
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2.3 Spektroskopik Yontemlerin Lipit Analizlerinde Kullaniimasi

2.3.1 Lipitlerin Tanimi ve Siniflandiriimasi

Lipitler; ortak ozelligi dietil eter, hekzan, benzen, kloroform ve metanol gibi
organik ¢Ozuculerde ¢ozlunebilmek olan yag asitleri ve turevleri, steroidler,
terpenler, karotenoidler ve safra asitleri gibi dogal bilesenler olarak
tanimlanmaktadir [66]. Bir diger tanimda ise lipitler suda ¢éziinmeyen, organik
¢bzuculerde ¢Ozunen, uzun zincirli hidrokarbon gruplari iceren ve canl
organizmalarda bulunan veya canli organizmalardan elde edilen bilesikler olarak
tanimlanmaktadir [67]. Lipitler oda sicakligindaki fiziksel hallerine gore (oil; sivi
yag ve fat; kati yag), polaritelerine gore (polar ve ndtral lipitler), insan
beslenmesindeki 6nemlerine gore (esansiyel ve esansiyel olmayan yag asitleri)
veya yapilarina gore (basit ve kompleks) siniflandirilabilmektedir. Genel anlamda
basit lipitler hidrolize olduklarinda bir alkol ve bir yag asidi olusurken, kompleks
lipitlerin hidrolizi sonunda ¢ veya daha fazla bilesik olusmaktadir. Lipit alt
siniflar;; yagd asitleri, agilgliseroller, sterol ve sterol esterleri, vakslar,
fosfogliseridler (fosfolipitler), eterfosfogliseridler (plasmalogenler),
gliseroglikolipitler, sfingolipitler ve hidrokarbonlardan olusmaktadir. Sekil 2. 8 ile
bir triagilgliserole ait genellenmis yapisal formal (a) ile bir fosfolipit olan fosfatidil
kolin (b) ve bir glikolipit olan galaktolipite (c) ait temel molekuler yapilar

gOsterilmisgtir.
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Sekil 2. 8 Bazi lipit alt siniflarinin molekuler yapilari

Lipit yapilarinin olusumundaki baslangic noktasi yag asitleridir. Acilgliseroller;
yaglarin major bilesenleri olup gliserol bir, iki veya U¢ yag asidiyle esterleserek
sirasiyla  monoagilgliserol  (monogliserid), diagcilgliserol  (digliserid) ve
triagilgliserolleri (trigliserid) olusturabilmektedir. Fosfolipitler; gliserol, yag asitleri,

fosfat ve bir organik baz/polihidroksi bilesikten olusmaktadir [68].
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Sekil 2. 9°de sn-1 ve sn-2 pozisyonlarida oleoil agil ve sn-3 pozisyonunda
palmitoil agilin bagh bulundugu ‘1, 2-dioleoil-3-palmitoil-sn-gliserol’ molekulinin
yapisi gosterilmistir.
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Sekil 2. 9 Triagilgliserol molekilunin yapisi [68]

2.3.2 Lipitlerin Ekstraksiyonu

Karbonhidrat ve proteinlerle birlikte bitkisel ve hayvansal kaynakli gidalarin major
bilesenlerinden bir tanesi lipitlerdir. Lipitlerin benzersiz &zelliklerini belirleyen
nokta yapisal 6zelliklerinden ¢ok ¢ozunebilirlik 6zellikleridir. Gidalarin yapisinda
bulunan en onemli lipit alt siniflari triacgilgliseroller ve fosfolipitlerdir. Lipitler
dogada diger molekdillerle iliskili halde bulunmaktadir. Proteinlerle van der Waals
badlari, elektrostatik etkilesimler ve hidrojen badlar Gzerinden; diger lipitler,
karbonhidratlar ve proteinlerle ise kovalent baglar Uzerinden bagli halde
bulunmaktadirlar. Bu nedenle lipitlerin kompleks bir matriksten ayrilmasi ve izole
edilmesi i) kurutma, boyut azaltma, hidroliz gibi dnislemler ii) bir ¢éztict varhginda
homojenizasyon, iii) organik ve sulu faz ile kati fazin birbirinden ayrilmasi iv) lipit
yapida olmayan bilesenlerin uzaklastirilmasi v) ¢déztcunin uzaklastiriimasi ve
ekstraktin kurutulmasi gibi pek ¢ok basamaktan olusmaktadir. Association of
Official Analytical Chemists (AOAC) tarafindan tanimlanmis pek gok ekstraksiyon
metodu olmakla birlikte farkli materyal ve doku o6rneklerinden yapilacak

ekstraksiyonlar igin bu metotlar Gzerinde pek ¢ok modifikasyon gerekmektedir.

Lipitlerin ekstraksiyonu agisindan kritik oldugu belirtilen bazi parametreler
bulunmaktadir. Ekstraksiyonun gergeklegtirilecegi materyal hizli bir sekilde
analize alinmalidir. Bunun mumkun olmadigi durumlarda materyal dusuk
sicakliklarda, inert gaz atmosferinde, kapali 6rnek kaplarinda muhafaza
edilmelidir. Materyalin dondurulmasi ozmotik sok nedeniyle 6rnekte kalici
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degisikliklere neden olabilmekte, lipit ile enziminin biraraya gelmesini
saglayabilmektedir. Dondurulmus Ornegin ekstraksiyondan once eritiimesi
bozulmasini hizlandiracagindan o6rnek ¢ozulmeye musaade edilmeden

ekstraksiyona alinmalidir [66].

Bitkisel ve hayvansal dokulardaki lipolitik enzimler polar c¢o6zuculerle
homojenizasyon sirasinda deaktive edilmektedir. Ekstraksiyon sirasinda yuksek
sicaklik uygulamalarindan kag¢inilmali, mumkinse Oornek hazirlama ve
ekstraksiyon basamaklari inert gaz atmosferinde gerceklestirilerek doymamis
lipitlerin  oksidasyon reaksiyonlari minimize edilmelidir. Ornegin partikiil
bayUkligunun azaltilmasi 6rnek-¢dzicu etkilesiminin gerceklestigi yluzey alanini

arttirarak ekstraksiyon verimini arttirmaktadir.

Lipitlerin suda ¢ézunmuyor olmasi protein, karbonhidrat ve sudan ayriimalarini
kolaylagtirmaktadir. Molekuler bilegimine bagh olarak lipitler farkli hidrofobiklik
seviyelerine sahiptir. Rutin gida analizlerinde yag icerigi (eter ekstrakti, notral
yag, ham yag) ile genellikle kastedilen disuk polaritedeki petrol eteri veya dietil
eter gibi ¢oziculerle ekstrakte edilebilen serbest lipit bilesikleridir. Bagh lipit
bilesiklerinin ekstraksiyonu icin ise polaritesi ylksek ¢ozuculer gerekmektedir.
Cozucu ekstraksiyonunda van der Waals, elektrostatik etkilesimler ve hidrojen

baglari kirllmakta, kovalent baglar korunmaktadir.

Notral lipitler hidrofobik olarak bagh haldedir ve polar olmayan c¢ozuculerle
ekstrakte edilebilirler. Polar lipitler ise elektrostatik etkilesimler ve hidrojen
baglariyla bagli halde olup bu baglarn kirabilecek polar ¢ozuculer ile ekstrakte
edilebilirler. Dusuk polaritedeki triagilgliserol ve kolesterol esterlerinin polar
olmayan c¢oOzuculerle ekstraksiyonu tam olarak gergeklestirilemeyebilir.
Polisakkarit ve polipeptitlere kovalent baglarla bagh olan lipitler ise ancak bir

hidroliz basamagi sonrasinda yapidan ekstrakte edilebilmektedir.

Ekstraksiyonda kullanilan ¢ozicunun lipitleri yuksek oranda ¢ozerken protein,
amino asit ve karbonhidratlari hi¢ ¢ézmemesi veya ¢ok az oranda ¢dzmesi
istenmektedir. Cozucunun lipitlerin enzimatik hidrolizini engelleyerek olasi yan
reaksiyonlari minimize etmesi istenmektedir. Coézucinin dusuk kaynama
noktasina sahip olmasi ve ornek partiklllerine kolayca nufuz edebilmesi

gerekmektedir. Lipit ekstraksiyonunda siklikla kullanilan ¢ozlculer alkoller
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(metanol, etanol, isopropanol, n-butanol), aseton, eterler, asetonitril,
halokarbonlar (kloroform, diklorometan) ve hidrokarbonlar (hekzan, benzen,

siklohekzan) ile bunlarin karigimlaridir.

Lipitlerin organik ¢ozuculerdeki ¢ozunarlikleri yad asidindeki polar olmayan
hidrokarbon zincirinin veya diger alifatik kisimlarin ve fosfat veya seker gibi diger
polar fonksiyonel gruplarin molekuildeki oranina baghdir. Polar grup icermeyen
triacilgliserol veya kolesterol ester gibi lipitler hekzan, benzen gibi hidrokarbon
¢Ozuculer ile daha polar olan kloroform ve dietil eter gibi ¢dzlculerde oldukca
kolay c¢ozunurken metanol gibi polaritesi daha ylksek ¢ozlculerde
¢ozunmemektedir. Bu lipitlerin alkolik ¢ozuculerdeki ¢ozunurlikleri alkolin
hidrokarbon zincir uzunlugu arttikga artmaktadir. Benzer sekilde dusuk zincir
uzunluklu yag asitlerinin polar ¢éziculerdeki ¢cozunurllkleri yiksektir. Polar lipitler
hidrokarbon g¢ozuculerde iz miktarda ¢oézinmekte; metanol, etanol ve kloroform

gibi polar ¢éziculerde kolaylikla ¢ozinmektedir [66].

Diyetle alinan lipitlerin %95'ten fazlasi triagilgliseroller, geri kalani ise mono- ve
diacilgliseroller, fosfo- ve glikolipitler ile sterollerdir. Bu nedenle gidalardan lipit
ekstraksiyonu igin genellikle polar olmayan ¢odzuculer kullaniimaktadir. Polar
olmayan tek bir ¢ozuclu kullanilarak 6rnekteki tim polar lipitlerin ekstraksiyonu
mumkin olmamaktadir. Bu amacla polar ve polar olmayan c¢oézlculeri farkh
oranlarda igeren ¢ozucU sistemleri kullaniimaktadir. Bu kapsamda Folch [69] ve
Bligh ve Dyer [70] metotlari en yaygin kullanilan toplam lipit ekstraksiyonu
metotlaridir. Kloroform:metanol (2:1, v/v) ¢ozicu sistemi hayvansal, bitkisel veya
bakteriyal bir materyalden lipitlerin tam ekstraksiyonu ig¢in uygun bir ortam
saglamaktadir. Folch ekstraksiyonu ile nétral lipitler, diagilgliserofosfolipitler ve
sfingolipitlerin  ¢gogu ekstrakte edilmektedir. Lizofosfolipitler dusik oranda
alinabilirken polar asidik fosfolipitler ve glikolipitler suyla yikama basamaginda
kaybedilebilmektedir. Folch ve Bligh-Dyer metotlarinda tum lipitlerin organik faza
transferi gerceklestirlememekte lisofosfolipitler, fosfoinositidler ve diger yiksek
polaritedeki lipitler kaybedilmektedir. Ekstrakte edilen lipitin ileri analizlere
sokulacagl durumlar icin Folch metodu Onerilmektedir. Bu metotta lipitler
kloroform tabakasinda bulunmakta olup ¢6zicunin vakum altinda duasuk

sicaklikta uzaklastiriimasi sonucunda elde edilmektedir.
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2.3.3 Spektroskopik Lipit Analizleri ve Gida Hilelerinin Tespiti

Gidanin lipit kompozisyonuna ait spektroskopik bilginin kullanimi ile gida
hilelerinin tespiti yapilabilmektedir. Mevcut tez kapsaminda SFS, LIBS ve RS
teknikleri farkli gidalarin lipit fazinin analizinde kullaniimis ve elde edilen bilgi
sayesinde s0z konusu gidalardaki tagsis uygulamalari geligtirilen yuksek
hassasiyet ve kesinlik degerlerine sahip kalitatitf ve kantitatif ydntemlerle basarih
bir sekilde tespit edilmistir. Asagida SFS, LIBS ve RS tekniklerinin lipit fazina dair

sagladigi bilgiler kisaca agiklanmistir.

2.3.3.1 SFS’nin Lipit Analizlerinde Kullanimi

FS teknigi diger spektroskopik tekniklere kiyasla disik sinyal/guralta orani,

Olcuim suresinin kisaligi ve dusuk ekipman maliyeti gibi avantajlar sunmaktadir.

Bitkisel yaglar; %95-98 oraninda sabunlagtirilabilen triagilgliseroller ile %2-5
oraninda sabunlastirilamayan minor bilesenlerden olugsmaktadir. Minor bilesenler
arasinda en c¢ok analiz edilenler fitosteroller, sterol esterler, karotenoid vb.
hidrokarbonlar, klorofil a ve b ile bunlarin oksidasyon urtnleri feofitin a ve b gibi
pigmentler, tokoferoller ve tokotrienoller gibi lipofilik fenolikler ve fenolik asitler,
fenolik alkoller, lignanlar ve flavonlar gibi hidrofilik fenoliklerdir [71]. Bitkisel
yaglarda tokoferol miktarinin belirlenmesi amaciyla normal faz ve ters faz HPLC
kullanimina dayanan metotlar rapor edilmis olup bunlar sabunlagtirma,
ekstraksiyon, konsantrasyon ve kurutma gibi pek ¢ok o6nislem basamagi
gerektirmektedir. Bu basamaklar zahmetli ve zaman alici olmasinin yanisira
bilesimdeki tokoferolin degradasyonuna sebep olarak kantifikasyon hatalari
dogurmaktadir [72, 73].

Yaglarin bilesiminde bulunan karotenoidler, tokoferoller, fenoller, yag asitlerinin
oksidasyon urunleri ve klorofil gibi maddeler gu¢li floresans sinyallerine sahiptir
[74]. SFS teknigi ise birden ¢ok floroforun tek bir spektrum kullanilarak kisa bir
surede karakterize edilmesini saglamaktadir. Tarama modunun (scanning mode)
kullanimi 6zellikle érnegin kimyasal kompozisyonunun bilinmedigi durumlarda
avantaj saglamaktadir. Bu kapsamda FS teknigi bitkisel yaglarin

karakterizasyonu [75] ve tagsisin belirlenmesi [76, 77], yaglara uygulanan termal
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sureclerin takibi [78, 79] ve oksidasyon reaksiyonlarinin izlenmesi [80] ile kalite

parametrelerinin olgulmesi [81] amaglariyla kullaniimistir.

Son yillarda FS tekniginin gida tagsislerinin ve kalitesinin belirlenmesi amaciyla
basaril bir sekilde kullanildigi pek ¢ok ¢alisma rapor edilmigtir. Bunlar arasinda
et ve dUrunlerinde kimyasal kompozisyonun [82] ve kalite parametrelerinin
Olctlmesi [83], tagsisin belirlenmesi [84], ette sicaklik uygulamasiyla gerceklesen
reaksiyonlarin takibi [85], sogukta muhafaza veya dondurarak muhafazanin farkh
balik tlrlerinin kalite parametrelerine etkisinin gézlenmesi ve tazeligin takibi [86-
88] ile oksidasyon reaksiyonlarinin takibi [89, 90], sut [91, 92] ve sut Grunlerindeki

tagsisin [93-95] belirlenmesi ¢calismalari yer almaktadir.

2.3.3.2 LIBS’in Lipit Analizlerinde Kullanimi

Multielemental analize imkan saglamasi, analiz suresinin kisa olusu, uzaktan
analiz yuratilebilmesi (remote sensing), bazi durumlarda o6rnek hazirlik
basamagi gerektirmemesi ve cihazin kullanim kolayhgi gibi pek ¢ok avantaj son
yillarda LIBS tekniginin gida analizlerindeki kullanilabilirligini gtindeme getirmistir.
Ote yandan analiz edilen 6rnegin kati veya sivi formda bulunmasi LIBS
OlcUmlerinin basarisini etkilemektedir. Kati maddelerle karsilastirildiginda,
sivilarin direkt LIBS analizi; gucli lazer atiminin neden oldugu sok dalgalari
nedeniyle gergeklesen ylzey dalgalanmalari ve sigramalar ile daha kisa plazma
siiresi gibi gesitli dogal dezavantajlar bulundurmaktadir. Olglim tekrarlanabilirligi
ve duyarliligi negatif etkilenmekte LIBS analitik performansi dusmektedir. S6z
konusu dezavantajlarin  asilmasi amaciyla iki temel stratejiden
faydalaniimaktadir. ilk yaklasimda deneysel konfigiirasyonda degisikler
yapilmaktadir. Laminer akis ve jetlerin kullanimi [96, 97], damlacik ve aerosol
analizi [98] veya c¢ift atimli lazer konfigurasyonlari [99, 100] bu kapsamda
arastirilimaktadir. ikinci yaklagsimda, kati numunenin avantajlarindan yararlanmak
icin sivi numune kati veya “yari katl” bir numuneye donusturulmektir. Bu
kapsamda ornegin dondurulmasi [101, 102], emici bir substrat kullanilarak kiiguk
bir ¢c6zelti hacminin gézenekli bir kati substrat Gzerine biriktirilmesi ve kurutulmasi
[100, 103], sivi matriksteki ornegin presipitasyon [104], filtrasyon, membran

separasyonu [105], liyofilizasyon [106] gibi agsamalarla konsantre edildikten sonra
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pellet olusturma veya kaliplama [107] yollariyla katilagtiriimasi gibi yontemler
arastinimaktadir. Tez c¢alismasi kapsaminda oda sicakliginda yari kati halde
bulunan tereyagi ve margarin Orneklerinden alinan LIBS spektrumlarinin

kalitesini arttirmak amaciyla -18°C’de dondurma islemi kullaniimigtir.

Yag orneklerinin LIBS teknigi ile analizi kapsaminda rapor edilen c¢alismalar
motor yagi [100] ve ham petrol [107] 6rneklerine yogunlasmistir. insan tiiketimine
uygun yag ornekleri Uzerindeki c¢aligmalar ise oldukga sinirli sayidadir.
Kongbonga ve ark. tarafindan yapilan gcalismada bitkisel yaglarin doymusluk
orani ile C2 Swan bandinin LIBS emisyon siddeti arasinda direkt bir iliski ortaya
konmustur [108]. Caceres ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada LIBS ve yapay
sinir aglari kullanilarak zeytinyagi érneklerinde orijin ve tadsisin tespitine yonelik
bir ydontem rapor edilmistir [37]. S6z konusu ¢alismalarda érnek ile odaklama lensi
arasindaki mesafe optimize edilerek sigcramalardan kaynaklanan drnek miktari

degisimleri sinirlandiriimigtir.

Pek cok farkli gida grubunun elemental analizinde LIBS teknigi basaril bir sekilde
kullaniimistir.  Bunlar igerisinde et ve et Urlnlerinde farkh elementlerin
konsantrasyonlarinin belirlenmesi [109] ve bu bilgiler kullanilarak et tirlerinin
birbirinden ayrilmasi ve et Urtnlerinde yapilan tagsislerin belirlenmesi [110, 111]
calismalari bulunmaktadir. Bugday unu ve firincilik drtnlerinde gergeklestirilen
analizlerle LIBS teknigi kullanilarak gidalarda sodyum ve kalsiyum gibi
elementlerin yani sira 6rnekteki toplam mineral madde miktarini temsil eden kul
miktarinin tayini basarili bir sekilde gergeklestirilmigstir [110, 112-114]. Bunlara ek
olarak peynir alti suyu, bitkisel yag, peynir, sarap, hurma, patates, elma, portakal
ve 1spanak gibi pek cok farkli gida grubunun elemental karakterizasyonu LIBS
teknigi kullanilarak gergeklestirilmigtir [108, 110, 115-119]. Literatirde LIBS
teknigini gidalarda pestisit tayini amaciyla kullanan galigmalar da bulunmaktadir
[120, 121].

2.3.3.3 IR ve Raman Spektroskopilerinin Lipit Analizlerinde Kullanimi

IR ve Raman spektroskopisi teknikleri tamamlayici teknikler olup her ikisi de
temel gecisler hakkinda bilgi vermektedir. Genellikle bir bilesigin IR
spektrumunda gozlenen kuvvetli bantlar Raman spektrumunda zayif bantlar

olarak gozlenmektedir. Bu durumun tam tersi de gecerli olabilmektedir. Asagida
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Sekil 2. 10 ile bir balik yagi ornegine ait FT-IR ve Raman spektrumlari verilmigtir.

Grafikler Uzerinde dnemli fonksiyonel gruplara ait frekanslar isaretlenmistir.
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Sekil 2. 10 Balik yagi 6rnegine ait a) FT-IR ve b) Raman spektrumlar [122]
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Iki teknik arasindaki bu tamamlayicilik 6zelligi vibrasyonun elektriksel karakterine
baglidir. Eger bir bag yluksek oranda polarize ise bu bagin uzunlugundaki,
ornegin bir vibrasyon sirasinda gerceklesebilen, kiiguk bir degisiklik polarizasyon
Uzerinde kuguk bir etkiye neden olacaktir. Bu nedenle polar baglarin (C-O, N-O,
O-H vb.) vibrasyonu goreceli olarak daha zayif bir Raman saciimasi
gerceklestirirler. Ote yandan bu baglar simetri faktérleri nedeniyle
notrlenmedikleri surece vibrasyonel hareket sirasinda mevcut yuklerini tasirlar.
Bu durum ylksek bir net dipol moment ile sonuglanir ve kuvvetli bir IR
absorpsiyon bandi elde edilir. Rolatif olarak daha nétr baglar (C-C, C-H, C=C vb.)
vibrasyon sirasinda polarlanabilirliklerinde buyuk degisiklikler yasarlar. Dipol
moment degerinde ise onemli bir degisiklik gergceklesmez. Bu nedenle bu tur
baglarin vibrasyonu kuvvetli Raman bantlari veya zayif IR bantlari ile sonuglanir
[122].

Bir molekulde simetrinin bulunup bulunmamasi hangi vibrasyonlarin Raman ve
IR aktif olacagini belirlemektedir. Genellikle simetrik veya faz i¢i vibrasyonlar ile
polar olmayan gruplar Raman spektroskopisi kullanilarak c¢alisilabilirken
asimetrik veya faz disi vibrasyonlar ile polar gruplar IR spektroskopisi kullanilarak
calisiimaktadir [123]. Lipitlere ait IR spektrumu, yapisal ve fonksiyonel gruplar ile
yagda bulunan safsizliklar hakkinda bilgi saglamaktadir. IR bantlarina ait sinyal
siddetleri ile absarbans gdsteren molekullerin konsantrasyonlari arasinda dogru
oranti oldugundan lipit hakkinda kantitatif bilgi edinmek mumkindir. Bunun
yaninda polimorfizm, kristal yapisi, konformasyon ve zincir uzunlugu hakkinda
kati lipitler Uzerinde yapilan ¢alismalar bulunmaktadir. Sekil 2. 11’da bir bitkisel

yag ornegine ait MIR spektrumu verilmistir.
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Sekil 2. 11 Bir bitkisel yaga ait MIR spektrumu

Sekil 2. 11 ile verilen spektrumun yiiksek frekans bolgesinde (3700-3400 cm™)
su (H-OH), hidroperoksitler (R-OH) ve bunlarin bozulma Urlnleri gibi hidroksil
grubu iceren bilesikler absorbans vermektedir. 3025-2850 cm™ bolgesi CH
gerilme bolgesi olup zayif bir cis ¢ift bag CH absorpsiyonu (CH=CH),
trigliseridlerin alifatik zincirlerinin CHz gruplari ile terminal metil gruplarindan
kaynaklanan glgli bantlar gézlenmektedir. Bu bolgenin hemen yaninda lipitlerin
ikincil oksidasyon Urunlerinden aldehitler ve ketonlara ait zayif bir bant
bulunmaktadir. Spektrumun merkezine dogru trigliserid yapisindaki yag asitlerini
gliserole baglayan ester bagindan kaynaklanan ¢ok gug¢lu bir bant bulunmaktadir.
Hemen yaninda eger hidrolize olmus bir lipit s6z konusuysa serbest yag
asitlerinin COOH gruplarindan kaynakli zayif bir bant bulunmaktadir. Ayni
bdlgede eger yag oksidasyona ugramigsa aldehit (R-CHO) ve ketonlara ait (R-
CO-R) karbonil absorpsiyon bantlari bulunmaktadir. 1500-900 cm™ bolgesi
parmakizi bodlgesi olup bu bolgedeki bantlarin profili yagin molekuler
kompozisyonuna karakteristiktir ve farkli bilesenlerin tespiti amaciyla

kullanilabilmektedir. Parmakizi boélgesinin disik frekansli ucunda, bilesiminde
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trans yapida yag asidi bulunduran trigliseridler iceren yaglar icin izole trans gift

baglara ait CH=CH egilme absorpsiyonu gorulmektedir.

Oksidasyona ugramis ¢oklu doymamis yag asitlerinde bulunabilecek trans-trans
ve cis-trans cift baglar iceren konjige dienlere ait absorpsiyon ylksek frekans
bdlgesinde gorulmektedir. Bunun hemen yaninda ise egilme titresimlerinden
kaynaklanan kuvvetli bir cis absorpsiyonu gorulmektedir [124]. FTIR spektroskopi
teknigi ile sabunlasma sayisi, iyot sayisi, serbest yag asitleri ile peroksitler ve
ikincil oksidasyon drunleri Uzerinden oksidatif stabilite hakkinda bilgi
edinilebilmektedir [125].

Keskin Raman bantlarindan olusan spektral veri sayesinde Raman
spektroskopisi kullanilarak lipitlerin molekuler yapilari hakkinda detayli bilgi
edinilebilmektedir. Molekuler kompozisyonun buyuk bir kismini olusturan agil
zincirleri nedeniyle triagilgliserollerin polarlanabilirlikleri cok yuksektir ve kuvvetli

Raman sacgiimasi gergeklestirirler.
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Triagilgliserollerin Raman spektrumlarinin degerlendiriimesinde tekrarlayan —
CHz- birimlerinden olusan polietilen zinciri referans olarak kullaniimaktadir. Bu
birimlere ait olasi normal mod vibrasyonlari asagida Sekil 2. 12 ile sematize

edilmistir.
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Sekil 2. 12 Metilen birimlerine ait normal mod vibrasyonlari

Asagida Sekil 2. 13 ile bir triacilgliserol molekuline (1,3-dioleoil-2-palmitoil-sn-
gliserol) ait Raman spektrumu ile gézlemlenen bantlara ait agiklamalar verilmistir.
1720-1760 cm™t bolgesindeki bantlar ester C=0 gerilme modlarindan
kaynaklanmaktadir [126]. Triagilgliseroller G¢ ester bagi icerdiginden 1720-1760
cm? bolgesinde Ug¢ vibrasyonel bant beklenirken genellikle daha az sayida
gOzlenebilmektedir [127]. Bu aralikta gozlenen bantlarin triagilgliserollerin ester
bélgesinin geometrisi hakkinda bilgi igerdigi ve trigliseridlerin polimorfik
formlarinin belirlenmesinde kullanilabilecegi belirtimektedir [128]. Ote yandan bir
bagska calismada o6rneklerde bulunabilecek iz miktardaki nemin C=0O bagiyla
interaksiyona girerek konformasyonda degisiklige sebep olacagi ve bu durumun
yine s6z konusu bolgede u¢ farkli bandin gbézlenmesine neden olabilecegi
belirtiimektedir [129].
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Sekil 2. 13 Bir triagilgliserol molekuline ait Raman spektrumu

Yaklasik 1745 cm’de konumlanan karbonil bandi genellikle diger bantlarin
interferansindan siyriimis olup izole bir halde bulunmaktadir. Kantitatif
analizlerde internal standart olarak kullanilabilecegi belirtimektedir. 880-920 cm-
1 bolgesinde karbonil karbonu ile zincirdeki ilk karbon atomunun C:1-C2 gerilme
vibrasyonlarindan kaynakli bandin da internal standart olarak kullanilabilecegi
belirtimektedir. Karbonil bandi molar doymamishgin ve zincir uzunlugunun

belirlenmesi amaciyla referans pik olarak pek ¢ok ¢alismada kullaniimistir [130].

Asagida Sekil 2. 14 ile doymus bir yag asidinin kati ve sivi haline ait ve doymamig
bir yag asidinin sivi haline ait Raman spektrumlari verilmis ve 6nemli bantlar

numaralandiriimistir.
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Sekil 2. 14 Oleik asit ve stearik asidin Raman spektrumlari a) sivi oleik asit b)

sivi stearik asit c) kati stearik asit

Doymamis acil zinciri bulunduran trigliseridlere ait Raman spektrumunun 1630-
1680 cm™ bolgesinde C=C gerilmesine dayali bant 1655 cm™ civarinda
gOzlenmektedir. Bu vibrasyonel modun frekansi konformasyona hassas bir
sekilde baglilk gostermektedir. Naturel trigliseridlerde C=C bandi cis
konfigirasyonunda bulunmaktadir. Agil zincirlerinin genel seklini cis C=C bagi
etrafindaki konformasyon belirlemektedir. Olefinik baglarin tespiti i¢cin en ¢ok
kullanilan bantlar 1650-1670 cm™ civarindaki C=C gerilmesi ve 1260 cm
civarindaki H-C= egilmesidir. Bu iki bagin pozisyonu cis/trans izomerizasyonuna
ve olefinik grubun her iki tarafindaki baglarin konformasyonuna baglihk
gostermektedir. 1640-1665 cm™ bolgesinde cis formunun olefinik gerilmesi,
1670-1680 cm bolgesinde trans formun olefinik gerilmesi gézlenmekte olup
konjuge olefinik baglar icin 1630 cm™ ve asagisina kaymaktadir [131]. Sivi halde
1400-1500 cm* kesilme bolgesi 1440 cm™ civarinda konumlanmis tek bir

dominant bant igermektedir. Bu bolgenin zincir uzunlugunun belirlenmesi
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amaciyla kullanilabilecegi belirtiimektedir. Sekil 2. 14’te numaralandirilan

karakteristik Raman bantlarina ait agiklamalar Cizelge 2. 1 ile 6zetlenmistir.

Cizelge 2. 1 Oleik asit ve stearik asite ait Raman bantlarinin agiklamalari

Bant no Bant pozisyonu Titresimsel mod
(cm™)

1 1730-1750 C=0 Karbonil gerilmesi

2 1640-1680 C=C Olefinik gerilme

3 1400-1500 CH2 Metilen kesilme deformasyonlari

4 1295-1305 CH2 Metilen burulma deformasyonlari

5 1250-1280 =CH Duzlem i¢i olefinik hidrojen

egilmesi

6 1100-1135 C-C Faz igci alifatik trans gerilmeleri

7 1080-1110 C-C sivi: alifatik gerilme gauche
C-C kati: alifatik gerilme trans

8 1060-1065 C-C Faz disi alifatik trans gerilmeleri

9 800-920 Ci1-C2, CHs, C-O Acil ve metil

terminallerinde gerilme ve bukulmeler
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Erime ve kristalizasyon sureclerinde yag asidi metil esterlerinin Raman
spektrumlarinda onemli degisiklikler gerceklesmekte ¢cogu bant daralmakta ve
dalga sayisi degismektedir. Bu degisimler ozellikle C-C gerilmeleri ve CH:2
kesilme vibrasyonlarinca domine edilen 1000-1100 ve 1400-1500 cm
bdlgelerinde gozlenmektedir. Sicaklik lipit yapisinda molekul igi ve molekuller
aras! interaksiyonlari etkilediginden Raman spektroskopisine dayanan bir

metodoloji gelistirilirken sicakligin etkisinin ortaya konmasi gerekmektedir [132].

Raman spektroskopisi lipitler, proteinler ve karbonhidratlar gibi gidanin majoér
bilegenleri ile gida bozulmasina sebep olan mikroorganizmalar gibi minor
bilesenlere karsi hassas oldugundan gida analizlerinde pek ¢ok farkli amacla
kullaniimaktadir. Zeytinyaginin daha dusuk kalitedeki yaglarla tagsisi en sik
rastlanilan gida tagsislerinden birisidir. Raman spektroskopisi kullanilarak
orneklerin yagd asidi kompozisyonlarindaki farklilik belirlenebilmekte ve tagsis
tespit edilebilmektedir [133]. Yaglarin doymamiglik oranindan yola ¢ikan diger
calismada tereyagi, domuz i¢ yagi, balik yagi, kanola yagdi, hindistancevizi yagi,
misir yagi, zeytinyagi, yerfistigi yagi, soya yagi ve aspir yagl olmak uzere on
farkh yag cesidi Raman spektroskopisi kullanilarak birbirinden ayrilmistir [134].
Yapilan kapsamli bir calismada bitkisel kaynakli yaglar (brezilya findigi,
hindistancevizi, misir, yuksek oleik asitli aygicegdi, zeytin, yerfistigi, palm, palm
cekirdegi, kolza, soya, aygicek) ile hayvansal kaynakli yaglar (tereyag, hidrojene
balik yagi ve kuyruk yagi) toplanarak toplamda yirmi bir farkli kaynaktan yuz
otuzsekiz yag 6rnegi toplanmis ve GC ile belirlenen yag asidi kompozisyonlarinin
Raman spektrumlariyla olan korelasyonu ortaya konmustur [135]. Siklikla tagsise
ugrayan bir diger gida grubu ise et ve et Urunleridir. Ette duyusal 6zelliklerin
belirlenmesinin [136] yani sira yag asidi kompozisyonunun belirlenmesi [137],
balik eti drneklerinde yag oraninin belirlenmesi [44], sogukta depolama sirasinda
balik proteinlerinde goézlenen degisikliklerin takip edilmesi [138] ile mikrobiyal
bozulmanin tespiti [139] gibi farkl amaclarla Raman spektroskopisi kullaniimigtir.
Bu kapsamda grubumuzca yurutulen galigmalarda bal [140] ve gazli icecek [141]
orneklerinde seker kompozisyonun belirlenmesi, et [142] ve et Urlnlerinde [142]
tagsisin belirlenmesi, alkolli iceceklerde etanol ve metanol miktarinin
belirlenmesi [143], tereyaginda margarin tagsisinin belirlenmesi [144], sirke

uretim surecinde gerceklesen kompozisyon degisikliginin takip edilmesi [144],
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taze ve dondurulup eritiimis balik 6rnekleri ayriminin gergeklestiriimesi [145],
bitkisel yaglarin yagd asidi kompozisyonun belirlenmesi [146, 147], pastanecilik
artnleri [148] ile krema ve yodurt gibi sut Grunlerindeki [149] yabanci yag

ilavesinin tespiti gibi pek cok farkh amag¢ icin Raman spektroskopisinden
faydalaniimigtir.
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2.4 Gida Hilelerinin Tespitinde Kullanilan Kemometrik Veri Analizi
Yontemleri

Spektroskopik analizler sonucunda elde edilen ham spektrumlar gozle
degerlendirilebilmek igin cok kompleks oldugundan ancak kemometrik veri analiz
yontemleri kullanilarak degerlendirilebilmektedir. Kemometrik modeller farkli
gruplan birbirinden ayiran bilgiyi ekstrakte etmekte ve gereksiz veriyi kapsam
disinda birakarak degerlendirme surecini kolaylastirmaktadir. Kemometri,
matematiksel ve istatistiksel modellerden faydalanarak kompleks veri gruplari
icindeki oruntlleri ve iligkileri ortaya ¢ikarmakta ve bunlari matematiksel olarak
kullanilabilen analitik parametrelere doénustirmektedir. Sonuglar igindeki
oruntuler tespit edilmekte ve veriler arasindaki iligkiye gore siniflandiriimaktadir.
Bu sayede cografi orijin ve tur tespiti veya kontaminasyon ve tagsis tespiti

yapilabilmektedir [29].

Kemometri; titresimsel spektroskopik ydontemler gibi veri bakimindan oldukca
zengin enstrumental metotlar ile birlikte kullanilan multivariat veri analiz yontemi
olarak tanimlanmaktadir. Gida hileciliginin tespiti amaciyla kullanilan
calismalarda veri boyutunun azaltimasi, &rneklerin kalitatif olarak
gruplandiriimasi veya bilinmeyen érneklerin siniflandiriimasi ile 6rnekteki tagsisin
kantitatif olarak tespit edilmesi gibi amaglarla kemometrik veri analizi ydontemleri
kullaniimaktadir [27].

Kalitatif veri analizinde siklikla kullanilan iki multivariat veri analizi ydéntemi Temel
Bilesen Analizi (PCA) ve Kismi En Kuguk Kareler-Diskriminant Analizi (PLS-DA)
olarak bilinmektedir. PCA daha ¢ok veri boyutunun azaltilmasi ve veri icerisindeki
benzerlik paternlerinin belilenmesi amaclariyla kullanilmakta olup gozetimsiz
(unsupervised) bir tekniktir. PCA modeli gelistiriimeden 6nce nesne gruplari
hakkinda bilgiye ihtiyac duyulmamaktadir. PLS-DA ise siniflandirma amaciyla
kullanilan gdzetimli (supervised) bir tekniktir. Bilinmeyen Ornekler dnceden
tanimlanmis nesne grubu bilgilerine gore siniflandiriimaktadir. Bu amagla PLS-
DA, spektral veri icerisindeki lineer kombinasyonlari arastirmakta ve nesne
siniflarini - maksimum kovaryans gdésterdikleri gruplara gore birbirinden
ayirmaktadir [150].
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2.4.1 Temel Bilesen Analizi

Temel Bilesen Analizi (PCA); veri boyutunun azaltilmasi amaciyla kullanilan
multivariat veri analizi tekniklerinden bir tanesidir. Bu teknikte veri setindeki
toplam varyasyon, orijinal degiskenlerin birkag lineer kombinasyonla yeniden
ifade edilmesini saglayan ve aralarinda herhangi bir korelasyon bulunmayan yeni
“temel bilesenler’ araciligiyla agiklanmaktadir. Veri setini olusturan degiskenlerin
birbiriyle olan negatif veya pozitif korelasyonunun en ylksek oldugu durumunda

PCA ile en iyi sonug elde edilmektedir.

Her bir 6rnek igin k tane rasgele degiskenin olctldigu (Y) ve toplamda n tane
ornek oldugu durumda PCA ile k tane rasgele degdiskeni kullanarak; Y1, Y2.....Yk
veri setindeki varyasyonu mimkun olan en yuksek oranda acgiklayan en az sayida

bilesenin; Z1, Z>,.....Zk uretilmesi hedeflenmektedir.

Z1=a1uY1+awYza+ aizYs +.... + awkYk
Z2=az1Y1 + axY2+ azx¥Ys +.... + axYk

Zk = akiY1 + akeY2 + aksYs + ... + akkYk

Burada ilk temel bilegen Zi lineer kombinasyonla maksimum varyansi agiklarken
ikinci temel bilesen Z2 varyansi Zi’e kiyasla daha az oranda agiklayabilmektedir.
Bu durum diger bilesenler icin de azalarak devam etmektedir. Temel bilesenler
varyansi agiklama oranlarina goére var (Zi1) = var (Zz2) = var (Z3) = ....... > var (Zx)
olarak siralanmaktadir. Genel olarak veri setindeki varyasyonun ilk birka¢ bilesen
kullanilarak agiklanmasi beklenmekte ve diger bilesenler temsil ettikleri

varyasyon oraninin ¢ok dusuk olmasi sebebiyle ihmal edilmektedir.

Temel bilesenler veri setindeki tum degiskenlerin lineer bir kombinasyonunu ifade
etmekte olup a deg@erleri temel bilesenin katsayisini temsil etmektedir. Asagidaki

Cizelge 2. 2, verilerin PCA igin nasil duzenlendigini gostermektedir.
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Cizelge 2. 2 Temel bilesen analizi igin genel veri goranimu

Degisken
Ornek Y1 Y2 Yk
numarasi
1 Y11 Yiz Y1k
2 Y21 Yo Y2k
n Yn1 Y2 . Ynk

Ik temel bilesen, var (Z1) degerini maksimize eden ilk lineer kombinasyon; (Z1)
ile temsil edilmektedir;

a%11+a%i2+....a%k=1

Yukarida belirtilen kosul kritik onem tasimaktadir ¢unkU Zi degeri, lineer
kombinasyondaki aii ifadesinde yer alan herhangi bir degerin arttiriimasi yoluyla
yukseltilebilmektedir. Benzer sekilde ikinci temel bilesen var (Z2) degerini

maksimize eden ikinci lineer kombinasyon; (Z2) ile temsil edilmektedir;

a2 +aZp+....a%xk=1

Z1 degeri ile Z2 degeri arasinda herhangi bir korelasyon bulunmamaktadir;

Kovaryans (Z1, Z2) =0

Geriye kalan temel bilesenler de benzer sekilde k tane korele olmayan temel

bilesen elde edilene kadar olusturulmaktadir.
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Temel bilesenler veri setinin igerigine bagh olarak bir kovaryans veya bir
korelasyon matriksinden hesaplanmaktadir. Temel bilesenlerin kovaryans
matriksinden hesaplanmasi ile korelasyon matriksinden hesaplanmasi arasinda
bir fark bulunmamaktadir.

SOz konusu hesaplama asagidaki basamaklarla 6zetlenmistir;

1. Farkh degiskenler arasindaki kovaryans matriksi hesaplanir. Matrikse
diyagonal olan degerler varyansi temsil etmektedir, matrikse diyagonal
olmayan degerler ise degiskenlerin kovaryansini temsil etmektedir.

2. Kovaryans matriksinin eigenvalue Ai degerleri hesaplanir. Eigenvalue

sayisl ile degisken sayisi esittir ve asagidaki gibi siralanmaktadir;

Eigenvalue degerleri temel bilesenlerin Zi varyansini temsil etmektedir. A1; birinci
temel bilesen Z:'in varyansini, A2; ikinci temel bilesen Z2'nin varyansini temsil

etmektedir.

3. Eigenvalue degerlerinin hesaplanmasinin ardindan herbir eigenvalue
degeri ile iligkili olan eigenvektor degeri hesaplanmaktadir. Eigenvektor
degerleri temel bilesenlerin katsayilari; ai, a2, as,.... ak seklinde ifade
edilmektedir. Her bir eigenvektor degerinin bilesenleri ‘loadings’ olarak
adlandiriimaktadir.

4. Son basamakta veri setinin, Uretilen ilk birka¢c temel bilesen secilerek
icerisindeki varyasyonu maksimum oranda aciklayacak sekilde ifade

edilmesi saglanmaktadir.

Eigenvalue degerlerinin toplami, kovaryans matriksinin diyagonal elementlerinin

toplamina bu deger de orijinal degiskenlerin varyanslarinin toplamina esgittir;

?:1(511) = M+A+ ... Ak

Yukaridaki ifadede Sii degiskenlerin varyansini temsil etmekte ve kovaryans

matriksine diyagonal olarak ifade edilmektedir. Loadings ai degeri; tek bir
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degiskenin diger degiskenlerden bagimsiz olarak bir temel bilesen igin tasidigi

onemi ifade etmektedir [151].

2.4.2 Kismi En Kiucglik Kareler-Diskriminant Analizi

Kismi En Kuguk Kareler-Diskriminant Analizi (PLS-DA); analiz edilen siniflar
arasindaki ayrimi keskinlestirmek amaciyla kullanilan bir tekniktir. Klasik PLS
regresyon teknigini temel almakta olup cevap degiskeni s6z konusu Ornegin
hangi gruba ait oldugunu gosteren kategorik bir degiskendir. PLS algoritmasi
baslangigta regresyon amaciyla gelistiriimis olup zaman i¢cinde PLS-DA adiyla bir
siniflandirma metoduna doénudsmustir. PLS-DA algoritmasi veri boyutunun
azaltimasi (PLS bilesenlerinin insa edilmesi) ve diskriminant analiz (tahmin
modellerinin insa edilmesi) 6zelliklerini kombine ederek tek bir algoritmada
birlestirmektedir.  Ozellikle ¢ok yiksek boyutlu verilerin analizinde
kullaniimaktadir. PLS-DA tekniginin daha kolay anlasiimasi adina modelin
temelinde yatan mantikk iki gruplu PLS-DA analizi (zerinden
detaylandirimaktadir. Bu algoritma genel olarak PLS1 algoritmasi olarak
adlandinimaktadir [152]. ikiden gok grubun bulundugu PLS-DA analizlerinde
PLS2 algoritmasi kullaniimaktadir [153]. Temel amag¢ 6rnede ait spektrum veya
kimyasal profil gibi bir verinin kullaniimasi yoluyla 6érnegin hangi gruba ait
oldugunun belirlenmesidir. PLS-DA ydntemiyle drnek uzayini iki ayri bolgeye
ayiracak dogrusal bir ¢izginin elde edilmesi amaglanmaktadir. S6z konusu lineer
cizgi; farkli yontemlerde diskriminator, seperatér, karar fonksiyonu gibi farkh

isimler alabilmektedir.
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| tane drnekten olusan veri setinde, X veri matriksi; iki farkli 6rnek grubuna ait J
tane analitik 6lgumu temsil etmektedir. | uzunlugundaki ¢ vektord; her bir ornegin
ait oldugu grubu ifade eden niimerik bir igarettir. Isareti +1 olan grup | 6rneklerini
bir diger deyigle A grubunun uUyelerini, isareti -1 olan grup Is 6rneklerini yani B
grubunun Gyelerini ifade etmekte olup Ia+ls=/"dir. Asagida Sekil 2. 15 ile belirtildigi
gibi PLS-DA tekniginde amag¢ X ve c arasinda bir regresyon modelinin insa

edilmesidir.

C
Grup A
PLS-DA Modeli c=+1
Grup B
— c = -

Sekil 2. 15 PLS-DA modeli olusturma temelinin sekilsel gosterimi

Klasik PLS regresyon analizinde c; analiz edilen drnegin konsantrasyon degeri
gibi bir seri strekli sayidan olusmaktadir. PLS-DA analizinde ise genellikle +1 ve
-1 olmak Uzere iki seviyeden olusan kesintili sayillardan olusmaktadir. Asagida
PLS-DA analizinin temel esitlikleri verilmistir.

X=TP+E

c=Tq+f

Bu esitliklerde T; skor matriksini, E ve f residual (artik) degerleri ifade etmektedir.
PLS-DA algoritmasinda skor matriksinin kolonlari yani PLS bilesenleri ortogonal
olup PCA algoritmasindan farkli olarak X matriksinin satirlarini olusturan P

loadings matriksi ortogonal degildir.
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PLS-DA modelinin olugturulmasinda bir bilesenin elde edilmesi amaciyla izlenen

basamaklar asagida 6zetlenmistir;

l. PLS agirlik vektori wnin hesaplanmasi

w= Xc

. Skorlarin hesaplanmasi
Xw

Yw

t =

N

. x Loadings degerlerinin hesaplanmasi

_tX
pP= Z tz
V. ¢ Loading degerinin hesaplanmasi
_c't
q= Z tz
V. Yeni hesaplanan PLS bileseninin etkisinin veri matriksinden

cikarilmasi ve residual (artik) veri matriksinin elde edilmesi

residX = X- tp
VI. c’nin residual degerinin hesaplanmasi

reside = ¢- tq
VII.  Modelin kurulmasinda daha fazla bilesene ihtiya¢ duyuluyorsa X ve ¢

degelerinin yerine bunlara ait residual degerleri koyularak |I.
basamaktan yeniden devam edilmektedir.
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PLS-DA modelinin kurulmasinin ardindan orijinal veri seti icindeki veya
bilinmeyen bir ornegin ¢ degerinin tahmin edilmesi mumkun olmaktadir. X ve ¢

arasindaki iliski asagidaki gibi ifade edilmektedir.
c=Xb+f=Tq +f

b degeri Jx1 boyutlarinin regresyon katsayisi vektéridar. Buradan bilinmeyen
ornege ait c degeri; ¢ = xb ile tahmin edilebilmekte ve b degerinin tahmini ise b =
W (PW)1q esitliginden yola gikilarak yapilabilmektedir. Bir 6rnegin hangi gruba
ait oldugu o 6rnege ait ¢ degeri ile belirlenmektedir. Bu deger sifirin Gzerindeyse
ornek A grubuna, sifirin altindaysa 6rnek B grubuna aittir sonucuna variimaktadir
[154].

2.4.3 Goklu Lineer Regresyon Analizi

Kimyasal analizler genel olarak iki temel basamaktan olusmaktadir. Bunlardan
ilki metodun veya enstrumanin karakteristiklerinin arastinldigr ve bagimh Y
degiskeni ile bagimsiz X degiskeni arasindaki iliskinin Y = f (X) seklindeki bir
fonksiyonla modellendigi kalibrasyon veya egitme (training) basamagdir.
Olusturulan modelin parametreleri regresyon katsayisi adini almaktadir. ikinci
basamak ise bir veya daha fazla érnek icin bagimsiz degiskenlerin toplandigi
tahmin (test) basamagidir. Bu basamakta kullanilan veri seti ise tahmin veya test

seti olarak adlandiriimaktadir.
Coklu lineer regresyon analizinde (MLR); m tane degisken icin ve y degiskeni icin
Olcim xj (j = 1-m) yapildigi durumda amac¢ bunlar arasinda lineer bir iligki

kurmaktir. Bu durum asagidaki gibi matematiksel olarak ifade edilebilmektedir;

y = bixs + boxo + baxz + ......... + bmXm + € Es. 11a
m
V=) b+e Es. 11b
j=1
y=xb+e Es. 11c

Yukaridaki esitlikte x; bagimsiz degiskenleri ve y bagimli degiskeni, b; degerleri
hassasiyetleri ve e artik hata (error of residual) degerini ifade etmektedir. Es. 11b
‘de y degeri skalar bir buyulukken b sutun vektoru, x' ise satir vektérudur. Es. 11
yalnizca bir 6érnege ait goklu bagimhligi gostermektedir. n tane ornek igin yi ( i=
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1-n) bir sttun vektdri olarak yazilabilmekte, b degeri degismemekte ve Xx;

vektorleri X matriksinin satir vektorlerini olusturmaktadir.

Y=Xb+e

Matriks denklemlerinin daha iyi anlagilabilmesi adina asagida Sekil 2.15 ile

grafiksel bir gosterim verilmigtir.

3

n n n

Sekil 2. 16 MLR analizinde matriks denklemlerinin sematik gosterimi

Bu gdsterimde n 6rnek sayisi ve m bagimsiz degisken sayisini gostermektedir.

Bu bilgiler is1ginda tg farkli durum s6z konusu olmaktadir;

m>n. Ornek sayisindan daha fazla degisken olmasi durumunu ifade eder.
Bu durumda b degeri icin sonsuz sayida ¢6zum vardir ve hepsi denkleme
uygunluk géstermektedir. istenen bir durum degildir.

m = n. Ornek ve degisken sayisinin esit oldugu durumu ifade eder. Pratif
uygulamalarda ¢ok sik karsilasilan bir durum degildir. Bu durumda b

degeri i¢in tim X araligi igin tek bir ¢ézum vardir.

e =y — Xb = 0 olarak yazilabilmektedir. e degeri artik vektor adini

almaktadir.

m<n. Ornek sayisinin degisken sayisindan fazla olmasi durumunu ifade
eder. Bu durum b degeri igin kesin bir ¢dzim olmasina olanak
saglamamaktadir. Asagidaki esitlikte artik vektor e uzunlugunun minimize
edilmesi yoluyla ¢6zime gidilebilmektedir.

e=y—-Xb

Bu durum igin kullanilan en yaygin metot ‘en kuguk kareler metodu’dur. En

klguk kareler cozumu;
b = (X'X)1X'y seklinde ifade edilmektedir.
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Yukaridaki bilgiler 1g1ginda degisken sayisi kadar ornek sayisi olmasi gerektigi
sonucuna varilmakla birlikte m>n durumlari igin bazi degiskenlerin silinmesi
yoluna gidilebilmekte ve silinmesi gereken degiskenlerin secilmesinde
kullaniimak Uzere farkli metotlar dnerilmektedir.

MLR yontemi birden ¢ok bagimh degisken olmasi durumunda
kullanilabilmektedir. Ornegin iki bagimli degisken y1 ve y2 vektorleri igin b1 ve bz
hassasiyet vektorleri olmak Uzere; y1 = Xbi1 + e1; y2 = Xb2 + ez olarak
yazilabilmekte ve yi1 ve y2 ifadeleri ile b1 ve b2 ve e1 ve ez degerlerinin n x 2
seklindeki bir matrikste yanyana yazilmasiyla Y = XB + E esitligi elde
edilebilmekte burada; Y = (y1, y2); B = (b1, b2) ve E = (e1, e2)dir. MLR
yontemindeki en blyldk problem X'X ifadesinin tersinin bulunmamasidir. Bu
problem PCR ve PLSR ydéntemlerinde X'in ortogonal skorlara (T) ve loadings
degerlerine (P) dekompoze edilmesiyle ve X =T P, Y degerlerinin X ile degil de
T skor dederlerinin ilk a sutun degerleri kullanilarak regresyon analizine tabi

tutulmasiyla asiimaktadir [152].

2.4.4 Temel Bilesen Regresyon Analizi

Temel Bilesen Regresyon Analizi (PCR) c¢oklu dogrusallik (multikolinearite)
problemine sahip ¢oklu regresyon verilerinin incelenmesi amaciyla
kullaniimaktadir. Coklu dogrusallik s6z konusu oldugunda en klglk kareler ile
tahmin edilen degerler bias icermemekte fakat varyans degeleri cok ylksek
olmakta ve tahmin edilen degerler gercek degerden ¢ok uzakta bulunmaktadir.
Regresyon tahmin degerlerine belli oranda bias eklenmesi yolu ile PCR

tekniginde standart hata azaltilmaktadir.
Regresyon denkleminin matriks formunda asagidaki gibi yazildigi kabul edilirse;

Y=XB+e; Y bagimh degisken, X bagimsiz degiskenleri, B tahmin edilecek
regresyon sabitlerini ve e artik hatayl ifade etmektedir. PCR tekniginde ilk
basamak bagimli ve bagimsiz degiskenlerin standardize edilmesidir. Bu amagla
ortalama deger her bir degiskenden c¢ikarilmakta ve standart sapma degerine
bolinmektedir. Klasik en kuguk kareler yonteminde regresyon sabitleri asagidaki
formil kullanilarak hesaplanmaktadir. B’=(X’X)1X’Y; degiskenler standardize
edildikten sonra X’X=R olup R bagimsiz degiskenlerin korelasyon matriksini ifade

etmektedir. PCR regresyonu yapilabilmesi i¢in bagimsiz degiskenler onlara
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karsilik gelen temel bilesenlere donusturtlmektedir. Bu durum X'X= PDP’= Z'Z

seklinde ifade edilmektedir.

D; XX e ait eigenvalue degerlerinin bir diyagonal matriksini, P; X’X e ait
eigenvector matriksini ve Z; temel bilesenlerden olusan veri matriksini ifade

etmektedir. P ortogonal oldugundan P’P=l ifadesi yazilabilmektedir.

PCR regresyonu ile yeni degiskenleri ifade eden Z olusturulmakta olup bu orjinal
degiskenler matriksi X'ten agirlikli olarak olusturulmustur. Olusturulan yeni
degiskenler temel bilesenler oldugundan birbirleriyle olan korelasyonu sifirdir.
Veri seti igindeki ylksek orandaki ¢oklu dogrusallik, ¢ok kuguk eigenvalue
degerleri olarak go6zlemlenmektedir. Veri setinin ¢oklu dogrusalliktan
kurtarilabilmesi i¢in kliguk eigenvalue ile ilgili olan bilesenler uzaklagtiriimaktadir.
Ornegin ¢ bagimsiz degiskenli bir problemde yalnizca kiiglk bir eigenvalue
degeri tespit edildiyse Z3 (Uguncu temel bilesen) ¢ikarilmaktadir. Ardindan Z1
ve Z2’ye karsi regresyon analizine koyuldugunda ¢oklu dogrusallik bir problem
yaratmamaktadir. Sonrasinda elde edilen sonuglar X skalasina
donusturulebilmekte ve B tahmin degerleri elde edilebilmektedir. Bu tahmin
degerlerinde belli oranda bias bulunacaktir, fakat uygulanan islem sayesinde
varyans degerinde saglanan azalma ile bias degerleri kompanse edilmis
olacaktir. Matematiksel olarak tahmin formilasyonu A’ = (ZZ)'Z’Y = D'Z'Y

seklinde ifade edilebilmektedir;

Yeni regresyon sabitleri setleri arasindaki iliski A= P’B ve B=PA seklinde ifade
edilmektedir. Bir temel bilesenin uzaklastiriimasi, ona karsilik gelen elementin

sifira esitlenmesi yoluyla basarilabilmektedir [155].

2.4.5 Kismi En Kugiik Kareler-Regresyon Analizi

Kismi En Kuguk Kareler Regresyon (PLSR) teknigi; bir grup bagimli degiskenin
veya sistem cevabinin bir baska grup bagimsiz degisken kullanilarak tahmin
edilmesini saglayan bir multivariat veri analizi teknigidir. Ozellikle spektroskopik
veri analizi gibi bagimsiz degigsken sayisinin ¢ok ylksek oldugu durumlarda
oldukga buyuk fayda saglamaktadir. PLSR teknigi latent degisken adi verilen yeni
degiskenlerin hesaplanmasina dayanmaktadir [150]. Latent degigkenler veya
faktorler en yuksek tahmin kabiliyetine sahip prediktorlerden ve bunlarin sistem
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cevabiyla olan korelasyonundan ekstrakte edilmektedir. Bunu yapmak igin PLS,
X (prediktor matriksi) ve Y (cevap matriksi) orjinal veri bloklarini daha kuguk
ortogonal matrislere dekompoze etmekte ve bunu yaparken X ile Y arasindaki
kovaryansi mumkuin olan en yuksek oranda agiklamaktadir. Sonug olarak yeni
hesaplanan faktor seti kullanilarak bir lineer regresyon modeli gelistirimekte ve
bu model sayesinde sistem cevabi daha yuksek bir basariyla tahmin
edilebilmektedir [156].

PLSR tekniginde X ve Y olarak isimlendirilmis iki veri matrisinin dogrusal ¢ok
degiskenli bir model kullanilarak birbiriyle iligkilendiriimesi s6z konusudur. Bu
teknik MLR tekniginden farkli olarak boyutu ylksek, ¢ok sayida X-degiskeni
iceren, fazlaca gurulti igeren, Kkolinearite barindiran verilerin analizini
gerceklestirebilmektedir. PLSR tekniginde ilgili degisken ve gbzlem sayisinin
arttinimasi kurulan modelin tahmin kabiliyetini arttirmaktadir. Geleneksel ¢oklu
regresyon yaklasimindan farkl olarak PLSR, X ve Y matrislerini yapisal olarak

da modellemektedir.

Regresyon problemi bir diger deyisle bir veya daha fazla sayidaki bagimli
degiskenin, cevap verisinin yani Y matrisinin prediktor degiskenler yani X matrisi
kullanilarak nasil modellenebilecegi sorusu en buyuk analitik veri
problemlerinden biri olarak tanimlanmaktadir. Kimya alaninda; Y: kimyasal
orneginin ozelliklerinin X: drneklerinin kimyasal kompozisyonlariyla; Y: Uretilen
arinun kalitatif veya kantitatif 6zelliklerinin  X: Uretim slreci kosullariyla
iliskilendirilmesi en sik rastlanilan érnekler arasindadir. Geleneksel olarak bu ttr
problemler, X kullanilarak Y’nin modellenmesi, ¢cok sayida X-degiskeni mevcut
degilse ve yuksek oranda kolinearite bulunmuyorsa MLR teknigi ile
¢O6zulmektedir. Fakat ginimuzde spektrometreler ve kromatograflar gibi modern
Olgim enstrimanlarinin kullaniimasi sonucunda toplanan veri ¢ok sayida X-
degiskeni icermekte ve yuksek oranda kolinearite géstermektedir. Bu nedenle bu
degiskenler bagimsiz degisken olarak degil de prediktor olarak veya X-
degiskenleri olarak adlandiriimaktadir. PLSR tekniginin kullaniminda dikkat
edilmesi gereken en dnemli nokta ¢ok sayida degiskene karsilik az sayida ornek

sayisinin bulundugu durumlardir.
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PLSR modeli xk (k= 1, 2,....., K) ile sembolize edilen K tane X-degiskeni ile ym
(m=1,2,....., M) ile sembolize edilen M tane Y-degiskeni iceren N tane gézlemden
olusan egitme setinden (training set) geligtiriimektedir. Bu egitime verisi NxK ve
NxM boyutlarindaki X ve Y matrislerinden olusmaktadir. Yeni gozlemler igin
tahminler bu gézlemlere ait X verileri kullanilarak yapiimaktadir. Sonug olarak X-
skor degerleri (t-de@erleri), X-residual degerleri ve bunlarin residual standart
sapma degerleri ve y-degerleri elde edilmektedir. X-skor degerleri ta (a=
1,2,3,....., A) ile sembolize edilmektedir. X-skor degerleri sayica daha az olup
ortogonaldir. Bunlar, xk orijinal degigkenlerin linear kombinasyonlari olarak w*ka (
a= 1,2,...., A) ile sembolize edilen agirhk (weight) katsayilari ile tahmin

edilmektedir.
tiag = Zk W*ka Xik T = XW* E$ 12

X-skor degerleri (ta'lar) loadings degerleri pax ile carpilmakta ve X-residual

degerleri eik cok kuguk olmaktadir.
Xik = XatiaPak + ik X=TP'+E Es. 13

Cok degiskenli Y s6z konusuysa yani M>1 ise buna karsilik gelen Y-skor
degerleri (ua) agilrik degerlei cam ile ¢carpilmakta ve Y-residual degerleri gim gok

kicuk olmaktadir.

Yim = XaUiaCam + Jim Y=UC +G Es. 14
X-skor deg@erleri Y'nin iyi birer prediktorudur;

Yim = XaCmatia + fim Y=TC +F Es. 15

Y-residul degerleri fin gdozlemlenen degerler ile modellenen cevaplar arasindaki
sapmalari ifade etmekte ve Y-residual matriksi F’nin bilesenlerini olusturmaktadir.
S6z konusu esitlikler ¢oklu linear regresyon modelini ifade etmesi agisindan

asagidaki gibi yazilabilmektedir;

Yim Za Cma Zk Wltaxik + fim = Zk bmk Xig + fim Es. 16
Y=XWC+F=XB+F

PLS-regresyon katsayilari bmk (B) asagidaki gibi ifade edilebilir;
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bk = Ya CmaWia B=W*C’ Es. 17

Her bir a bileseninden sonra X matrisinin boyutu tia*pka degerlerinden Xix
degerlerinin ¢ikariimasi yoluyla azaltiimaktadir. Bu sayede PLS modelinin X-
degigkenleri yerine bir dnceki boyut; Ea-1'e ait residual degerlerince ifade edilen
agirhk degerleri (weights) wa bakimindan ifade edilmesi saglanir. Buradan yola

cikilarak asagidaki esitlik yazilabilir;
tia = 2k Wka Cika—1 ta = Ea-1 Wa Es. 18
€ik, a-1 = €ik, a-2 — 1i, a-1Pa-1,k
Ea1= Ea2-ta1p’a1
€ik,0 = Xik Eo=X Es. 19

Agirhik degerleri, w, w* degerlerine donusturilebilir bu sayede X ile
iligkilendirilebilir ve yukaridaki esgitlik elde edilir. Bu ikisi arasindaki iliski asagidaki
gibi ifade edilebilir;

W* =W (P'W)! Es. 20

Verinin modelle agiklanamayan kismi bir diger deyisle residual degerleri model
basarisi agisindan 6neml bir parametredir. YUksek Y-residual degerleri modelin
zayif bir model olduguna isaret etmektedir. X-residual degerleri ise verinin Y’nin
modellenmesi i¢in kullaniimayan kismini ifade etmektedir. X-residual degerleri X-

boyutundaki sapan veri noktalarinin tespit edilmesinde fayda saglamaktadir.

2.4.6 Kemometrik Veri Analizlerinde Kullanilan Oniglemler

Hedeflenmis analizlerde analiz edilen 6rnek; dalgaboyu, alikkonma suresi veya
kitle spektrumu gibi karakteristik parametrelerle tanimlanmis haldedir.
Hedeflenmemis analizlerde ise tim o6rnek matriksine dair dlgtlen o&zellikler
‘spektral parmakizini’ olusturmakta ve analiti temsil etmektedir. Spektral
parmakizlerinin istatistiksel olarak degerlendiriimesi 6ncesinde yogun bir veri
hazirlama basamag@i gerektirmektedir. Genellikle her enstrimental platform
veriye ulasilabilmesi ve uygun formata donustirulebilmesi adina kendi spesifik

onislem metotlarini gerektirmektedir [29].
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Onislem uygulamalari veri analizinin dnemli bir basamagini olusturmaktadir. Bu
asamada ham veri (raw data) temizlenmis veriye (cleaned data)
donusturtlmekte, istenmeyen enstrimental ve deneysel hatalardan kaynakl
varyasyonlar uzaklastirilarak toplanan veri, veri analizine hazir hale
getirilmektedir. Oniglem uygulamalari dogru sekilde gergeklestirimediginde ise
veri setinde istenmeyen varyasyonlarin olugsmasina neden olabilmektedir. Bu
nedenle dogru Oniglemlerin secilmesi ve uygulanmasi elde edilen deneysel

sonucun basarisini direkt olarak etkileyen kritik bir basamaktir.

Onislemler temel olarak 6lgiilen her bir degiskenin varyasyonunu ve degiskenler
arasindaki iligkileri ayarlamak igin kullaniimaktadir. Spektroskopik tekniklerde
baseline kaymalari veya kromatografik tekniklerde pik kaymalari gibi kullanilan
analitik teknige spesifik veri karakteristikleri de oniglemlerle
duzenlenebilmektedir. Gunumuzde farkh tekniklerin kombine kullanimi, farkli
zamanlarda veya farkh laboratuvarlarca elde edilmis verilerin incelenmesi gibi

durumlar 6niglem kullanimini zorunlu hale getirmektedir [157].

Optimum o6niglem c¢esidinin veya kombinasyonlarinin belirlenmesi veri
dzelliklerine ve veri analizinin amacina baglihk géstermektedir. Ozellikle biyuk
boyuttaki verilerle galisilirken her bir dniglem metodunun veri Gzerindeki etkisinin
direkt olarak gozlemlenmesi miUmkun olamamaktadir. Ancak elde edilen
sonuglarin uygulanan o6nislemin ceisidine bagli olarak c¢ok fazla degisiklik
gOstermemesi gerekmektedir [158]. GuUnumuzde hangi Oniglemin hangi
durumlarda kullaniimasi  gerektigine yonelik kesin standart kurallar
bulunmamaktadir. Bunun yaninda onislemlerin uygulanma sirasinin da elde
edilen sonucu etkiledigi unutulmamalidir [159]. Asagida mevcut tez kapsaminda
kullanilan bazi 6niglem tekniklerine ait detaylar agiklanmistir.

Autoscale: Boyutlandirma (scaling) amagli  Onislemlerden bir tanesidir.
Boyutlandirma o6niglemlerinde her bir dedisken o degiskene 0zgu bir
boyutlandirma faktoriine (scaling factor) bolinmektedir. Autoscale dnisleminde
boyutlandirma faktéru olarak standart sapma degeri kullaniimaktadir [160].

Olglilen bagimsiz degiskenlerin élgtim birimlerindeki farkliliklar nedeniyle sayisal
degerleri arasinda énemli farkhliklar olmasi durumunda kurulan model yalnizca

yuksek degerlere odaklanmaktadir. Fakat amag¢ tum degiskenleri kullanarak bir
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model olusturmak oldugundan autoscale 6nigleminin kullaniimasi gerekmektedir.
Bu oOnislemle her bir kolon ayni boyuta getiriimekte ve bodylece butun
degiskenlerin modele katki saglama sansi esitlenmektedir. Bu 6nislemde her bir
degiskenden ortalama deger cikarilmakta ve sonrasinda degisken kendi standart
sapma degerine bolunmektedir. Bu uygulamaya gore ortalama 6rnegin degeri
sifira karsilik gelecektir. Bu durum bu drnege ait herhangi bir sinyalin olmadigina
degil 6rnegin ortalama bir sinyal degerine sahip olduguna isaret etmektedir [161].
Autoscale Onislemi; ‘mean centering’ ve ‘variance scaling’ 6nislemlerinin bir

kombinasyonu olarak da tanimlanmaktadir.

Detrend: Baseline dizeltme yontemlerinden bir tanesidir. Sabit dereceli bir
polinom spektruma fit edilmekte ve ardindan polinom spektrumdan
cikariimaktadir [162].

Derivative: Baseline dizeltmesi amaciyla kullanilabilmektedir. Birinci derece
turev alinmasiyla sabit bir baseline offset, ikinci derece tlrev alinmasiyla baseline
offset ve baseline slope spektrumdan c¢ikariimaktadir. Tlrev alinmasi
sinyal/guraltt oranini azaltabileceginden Savitzky-Golay algoritmasi fit edilen

polinomlarin tirevlerinin alinmasi yoluyla siklikla uygulanmaktadir.

Smoothing: Hemen her analitik teknikte belli oranda guriltd bulunmaktadir.
Gurdltinan uzaklastinlmasi amaciyla sinyal bazi algoritmalar kullanilarak
duzeltiimektedir. Savitzky-Golay algoritmasi bu amagla en sik kullanilanlardandir.
Burada polinomlar ¢ok sayidaki veri pencerelerinin herbirine, bir veri pencerisine

bir polinom olmak uzere, fit edilmektedir [163].

Mean centering: Veri setindeki her bir degisken igin ortalama deger
hesaplanmakta ve her bir degiskene ait ortalama deger orjinal spektrumdan
cikariimaktadir. Bu sayede érnekler arasinda gézlemlenen farkhhigin direkt olarak
ornekten gelen varyasyonlardan kaynaklandigi sonucuna gidilebilmektedir [164].
Mevcut literatirde mean centering dnigleminin her veri yapisina uygun olmadigi
kalibrasyon modelinin meancenter uygulanmig ve uygulanmamis sonuglarinin

mutlaka karsilastiriimasi gerektigi belirtimektedir [165].
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2.4.7 Kemometrik Veri Analiz Yontemlerinin Kalite Parametreleri

Q-Residuals: Q-Residuals istatistikleri ile olusturulan modelin verilen bir 6rnegi
ne kadar iyi tanimladigi ifade edilmektedir. Genellikle veri setinde sapan (outlier)
verilerin tespiti amaciyla kullaniimaktadir. Bir m satir ve n kolondan olusan bir X
veri matriksini P loading degerleri ve T skor degerleri Uzerinden tanimlayan bir
model X= TPT + E seklinde ifade edilmektedir. Bir 6rnek ile bu 6rnegdin k tane
faktor kullanilarak modele projekte edilmis hali arasindaki farki ifade etmektedir.
Q-Residuals degeri bir bagka deyigle her bir 6rnegin modele uyumlulugunu

gOstermektedir.

Hotelling’s T?: Q residuals degerleri model kullanilarak yapilan projeksiyon
sonrasinda 6rnekte kalan varyasyonun bir Ol¢lisii iken Hotelling’s T2 degerleri
modeldeki her bir 6rnegin varyasyonunu ifade etmektedir [166]. Bu parametreler
icin optimum durum Hotelling’s T? de@erinin %100 ve Q-Residuals dederinin %0

olmasidir.

Hata Degerleri: Cok degiskenli kalibrasyon modellerinin performanslarinin
kiyaslanmasinda kullaniimak Uzere tanimlanmis U¢ temel hata degeri
bulunmaktadir. Bunlar Kalibrasyon Modelinin Hata Kareler Ortalamasinin
Karekoki (Root Mean Squared Error of Calibration: RMSEC), Capraz Validasyon
Modelinin Hata Kareler Ortalamasinin Karekoku (Root Mean Squared Error of
Cross Validation: RMSECYV) ve Validasyon Modelinin Hata Kareler Ortalamasinin
Karekodkl (Root Mean Squared Error of Prediction: RMSEP) deg@erleridir. Tum bu
degerler Hata Kareler Ortalamasinin Karekokli (Root Mean Squared Error)

degeri Uzerinden hesaplanmakta olup ilgili formUl asagidaki esitlikte verilmigtir.

n )2
RMSE = M=

Es. 21

RMSE degeri model tarafindan tahmin edilen deger (&) ile gercekte dlglilen deger
(ci) arasindaki farki ifade eden kalite parametrelerinden bir tanesidir. Yukaridaki

esitlikte n; ¢calisilan konsantrasyon sayisini gostermektedir.

Tek bir konsantrasyon icin hesaplanan RMSE dederi ‘residual (artik deger)’

olarak tanimlanmaktadir. Her bir konsantrasyon ig¢in bu deger hesaplanip s6z
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konusu model i¢in ortalama bir RMSE degeri rapor edilmektedir. Bu sayede artik
degerlerin biriktirilmesi yoluyla geligtirilen modelin tahmin gucunu ifade eden tek

bir Olgut ortaya konulmaktadir.

RMSEC, RMSECV ve RMSEP degerleri arasindaki fark; € degerinin belirlenme
seklinden kaynaklanmaktadir. Gelistirilen kalibrasyon modelinin gelecekteki
performansini gosteren en guvenilir parametre RMSEP degeridir. RMSEP
degerinin hesaplanmasinda kullanilan her bir ¢ degeri kalibrasyon modelinin
daha once hi¢g gérmedigi yeni bir veri setiyle test edilmesi sonucunda elde
edilmektedir. Harici bir veri setinin bulunmadigi durumda RMSECV degeri
degerlendiriimelidir. RMSECV degerinin hesaplanmasinda kullanilan her bir €
degeri mevcut veri setinden her bir verinin tekrar tekrar ¢ikarilip sirasiyla yeniden
eklenmesi yoluyla elde edilmektedir. Bir ornek veri setinden ¢ikarildiginda kalan
orneklerle bir kalibrasyon modeli olusturulmakta ve cikarilan 6rnegdin degeri
kurulan bu kalibrasyon modeliyle tahmin edilmektedir. RMSEC degeri ise
kalibrasyon modelinin kalibrasyon veri setine olan uyumlulugunu gostermektedir.
Uc deger arasinda en az bilgi veren deger RMSEC degeridir. RMSEC degeri;
model performansinin optimistik bir 6ngérisi olarak tanimlanmaktadir [167].
Hata dederlerinin artan degdisken sayisiyla degisimi incelenerek kurulacak olan
modelde kullaniimasi gereken degisken sayisina karar verilmektedir. Bu noktada
grafikte gok onemli bir azalig gorulmedigi surece gozlenen ilk minimum hata
noktasi tespit edilip buna karsilik gelen sayida deg@isken kullanilarak model
olusturulmaktadir. Kalibrasyon modelinin kurulmasi icin kullanilan degisken
sayisi arttirildikca RMSEC degeri daima azalmaktadir. Bunun aksine modele
dahil edilen degisken sayisi arttikca RMSECV ve RMSEP dederleri genellikle
artmaktadir. Bu durumun sebebi degisken sayisi arttikga kalibrasyon modelinin
spektrumlarda ve konsantrasyonlarda gomulu olan rasgele hatalara uyum
gostermeye baglamasi olarak acgiklanmaktadir. Fakat ayni model kalibrasyon
modeline dahil olmayan yeni o&rneklere benzer derecede bir uyum
gosterememekte dolayisiyla RMSECV ve RMSEP degerlerinde artis
gorulebilmektedir [168].
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3. MATERYAL VE METOT

Yurutulen tez galismasinin amaci; gidanin lipit fazina ait spektroskopik parmakizi
bilgisini kullanarak gida tagsislerinin tespitine yonelik hizli, glvenilir ve hassas
yontemler gelistirmektir. Bu amagla SFS, RS ve LIBS teknikleri kullaniimistir. Bu
kapsamda uygun ekstraksiyon metodunun belirlenmesi, 6lgim parametrelerinin
optimizasyonu, uygun veri analiz tekniginin tespit edilmesi ve elde edilen
sonuglarin  referans analizlerle desteklenmesi basamaklari  Gzerinde

yogunlagilmistir.
Tez galismasi;

> Tahin Orneklerindeki Tagsisin Senkronize Floresans Spektroskopisi ile

Belirlenmesi

> Tereyadi Orneklerindeki Tagsisin Lazer indiikli Plazma Spektroskopisi ile

Belirlenmesi
> Tavuk Orneklerindeki Tagsisin Raman Spektroskopisi ile Belirlenmesi

olmak Uzere Ug¢ ana baslik altinda yurutulmustar.

3.1 Tahin Orneklerindeki Tagsisin SFS ile Belirlenmesi

Bu calismanin amaci; tahin érneklerine uygulanan tagsisinin SFS teknigi ile
belirlenmesine yonelik hizli ve hassas bir yontemin gelistiriimesidir. Tahin;
kabuklarindan ayrilmis susam tohumlarinin kavrulduktan sonra 6gutulmesi ile
elde edilen bir siispansiyon sistemidir. Ogutiilen tohumlardan sizan yag bu
suspansiyon sisteminin sirekli fazini olustururken kismen yagi uzaklastiriimis
tohumlar ise bu sistemde slispanse halde bulunmaktadir. Orta Dogu ve Dogu
Akdeniz Ulkeleriyle benzer sekilde Ulkemizde de susam tohumlari direkt susam
yagi yerine tahin formunda tiketilmektedir. S6z konusu durumun en iyi sekilde

yansitilmasi agisindan ¢alisma kapsaminda tahin érnekleri analiz edilmigtir.

Tahin orneklerinin bilesiminde bulunan susam yagi degerli bir yag oldugundan
tamami veya bir kismi daha dusuk kalitedeki yaglarla tlketicinin bilgisi disinda
degistirilebilmektedir. Geligtirilen yontemde tahinin hammaddesi olan susam

yaginin bilesimindeki yuksek miktardaki tokoferol ve klorofil i¢cerigi SFS teknigi ile
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takip edilmigtir. Calisma kapsaminda tahin orneklerine aygicek yagi ilavesiyle
yapilan tagsisin kalitatif ve kantitatif olarak tespit edilmesi amacglanmistir. Bu
amagla ticari tahin oOrneklerinden ekstrakte edilen susam vyaglarina farkli
oranlarda ticari aygigek yagi ilave edilmigtir. Kullanilan ticari yaglarin orjinalligi
referans yontem olarak GC analizleriyle ortaya konmustur. SFS tekniginden
toplanan yuksek boyuttaki veri farkl kemometrik yontemlerle islenerek tagsisin

tespitine yonelik kalitatif ve kantitatif modeller gelistirilmistir.

3.1.1 Tahin Orneklerinin Temini ve Analize Hazirlanmasi
Yag ekstraksiyonunda ¢oézlcu olarak kullanilan analitik siklohekzan Riedel-de
Haén (Seelze, Almanya) ve ¢oOzlcunln uzaklastirimasi amaciyla kullanilan

%99.9 safliktaki azot gazi Oksan (Ankara, Turkiye) firmalarindan temin edilmistir.

Calisma kapsaminda kullanilan yag érneklerinin mimkun oldugunca varyasyonu
barindirmasi agisindan piyasada satisa sunulan bes farkl marka aygicek yagi
(AY) ve alti farkli marka tahin ticari olarak boélgesel marketlerden temin edilmistir.
Gelistirilen  kalitatif analiz yonteminde Ornekler arasindaki farkhliktan
kaynaklanacak olasi varyasyonlari gdzlemleyebilmek agisindan aygicek yagdlari
kendi igerisinde, tahin yaglari kendi icerisinde olmak uUzere ikili karisimlar
hazirlanmistir. Yapilan kalitatif analiz sonucunda ikili AY (n=10) karisimlari ve ikili
TY karisimlarinin (n=15), %100 AY ve %100 TY orneklerini temsil eden kimeler

icerisinde konumlanmasi dngoralmustar.

Farkl oranlarda aygicek yagi ilavesi ile tagsise ugratiimig tahin yagi dérneklerinin
hazirlanmasi agamasinda kullaniimak tzere stok yag karisimlari olugturulmustur.
Bu amacla aycicek stok yag karisimi temin edilen bes farkli marka aycicek
yagindan esit agirlikta érnek alinip karistirilarak ve tahin stok yag (TY) karisimi
temin edilen alti farkli marka tahin yagindan esit agirlikta 6rnek alinip
karigtirllarak hazirlanmigtir.  Stok yag karisimi  hazirlama islemi tagsis
calismalarinda siklikla kullanilan bir yaklagimdir. Bu yaklasimda amag kurulan
kalibrasyon modelinin igerece@i varyasyonu maksimize ederek kalibrasyon
modelinin hi¢ tanimadi§i érneklerdeki tahmin basarisini arttirmaktir. Bu yag
karigimlari kullanilarak kantitatif modelin gelistiriimesinde kullanilmak uzere
tagsise ugratiimis tahin yagi 6rnekleri (n=22) hazirlanmstir. Bu amagla tahin yagi

karisimina %2 ile %95 araliginda %5 artigla aygicek yagi karisimi ilave edilmistir.
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Calisma kapsaminda kullanilan ticari aygicek ve tahin yaglarinin dretim yerleri ve
uretim tarihlerine ait detayh bilgiler Cizelge 3. 1 Aygicek ve tahin ornekleri

hakkinda detayli bilgi ile verilmigtir.

Cizelge 3. 1 Aycigek ve tahin érnekleri hakkinda detayl bilgi

Ornek No Ornek Turti  Uretim Yeri Uretim Tarihi
Marka 1 Tahin Avcillar, istanbul 23.10.2016
Marka 2 Tahin Atasehir, istanbul 03.05.2016
Marka 3 Tahin Karaman, OSB 14.09.2016
Marka 4 Tahin Bozkir, Konya 18.04.2016
Marka 5 Tahin Avcillar, istanbul 09.08.2016
Marka 6 Tahin Atasehir, istanbul 19.01.2016
Marka 7 Aycicek Altinordu, Ordu 04.12.2016
Marka 8 Aycicek Ayvalik, Balikesir 04.01.2016
Marka 9 Aycicek  Altunizade, istanbul 04.05.2016
Marka 10 Aycicek Luleburgaz, Kirklareli 15.02.2016
Marka 11 Aycicek  Aliaga, izmir 03.03.2016

3.1.2 Tahin Yaglarinin Ekstraksiyonu

Tahin orneklerinden yagd ekstraksiyonu igin 150 g tahin 6rnegi Uzerine 50 ml
siklohekzan eklenmigtir. Bu karisim 1 sa boyunca karistiricida bekletilerek yag
fazinin ¢oézlcu siklohekzan fazina gegmesi saglanmistir. Ardindan yag-
siklohekzan karisimi 15485 g hizda 15 dak boyunca safsizliklarin
uzaklastirimasi amaciyla santriflj edilmistir. Santrifij edilen karigim kaba filter
kagidindan gecirilerek geriye kalan safsizliklar da uzaklagtiriimigtir. Ardindan
¢bzlcu-yag karigimlarindan yag fazinin elde edilmesi amaciyla o6rneklere
cekerocak altinda azot gazi puskurtulerek ¢ozucu uzaklagtinimistir. Ekstrakte
edilen tahin yagi drnekleri karanlik bir ortamda oda sicakliginda kullanima kadar

saklanmigtir.

3.1.3 SFS Olgiimlerinin Alinmasi
SFS spektrumlarinin elde edilmesi amaciyla Varian Cary Eclipse
Spektrofotometre (Agilent Technologies Inc, Santa Clara, CA) kullaniimigtir.

Uyarma 1sik kaynagi ksenon flag lambadir. Sag ag¢i geometrisine sahip sistem
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kullaniimistir. Yag orneklerinin 6lgimi 10 mm mesafeye sahip kuvartz kivetlerde
gerceklestiriimigtir. Uyarma ve emisyon slit araliklart 5 ve 2.5 nm olarak
ayarlanmigtir. Olgiim alma frekansi (acquisition interval) 1 nm ve integrasyon
suresi 0.1 s olarak ayarlanmistir. Senkronize floresans spektrumu, uyarma ve
emisyon monokromatadrlerinin simultane olarak taranmasiyla alinmistir. Uyarma
dalgaboyu araligi 250-600 nm araliginda 1 nm artigla taranmistir. Uyarma ve
emisyon monokromatorleri arasindaki dalgaboyu araligi 10 nm ile 370 nm
arasinda 20, 40, 60 ve 80 nm birim araliklarla degistirilmistir. Floresans sinyal
siddetleri uyarma dalgaboyunun bir fonksiyonu olarak kaydedilmistir. Her 6rnege

ait 6lcim Uc kez tekrarlanmistr.

3.1.4 SFS Verilerinin Analizi

Tahin 6rneklerinin icerdikleri gergcek aygicek yagi oranlari ile tagsise ugratiimig
orneklerden toplanan SFS spektrumlari arasindaki korelasyonun ortaya konmasi
amaciyla multivariat veri analizi teknikleri kullaniimigtir. Toplanan SFS verilerinin
multivariat analizinde PCA, PLS, PCR ve MLR yodntemleri kullaniimistir. Bu
amacla Stand-alone Chemometrics Software (PLS_Toolbox Versiyon 8.2
Windows 7, Eigenvector Research Inc., Wenatchee, WA, ABD) programindan
faydalanilmistir.  Toplanan veri kalibrasyon ve tahmin modellerinin
gelistiriimesinde kullaniimak Uzere kalibrasyon seti ve tahmin seti olmak Uzere
ikiye ayrilmistir. Kalibrasyon modelleri Venetian Blinds c¢apraz validasyon ile
valide edilmistir. Capraz validasyonda temel amag kullanilan verinin bir kismini
model disinda birakip geriye kalan veri ile olusturulan modeli kullanarak disarida
birakilan verinin tahmin edilmesini saglamaktir. Bu sayede gelistirlen modelde

dogabilecek bir asiri uyum (over-fitting) probleminin dntine gegilmektedir [161].

Tahmin degerlerinin bagil hatasi (Relative Error of Prediction, REP) ile Bagil
standart sapma (Relative Standard Deviation, RSD) degerleri kurulan modelin
sirasiyla dogruluk (accuracy) ve kesinlik (precision) degerleriyle korelasyon

icinde bulunmakta olup asagidaki esitlikler kullanilarak hesaplanabilmektedir.

éi_ci

Ci

REP (%) = 5%

Es. 24

73



Es. 24’de Ny; validasyon spektrumlarinin sayisini, ci; gergek konsantrasyon

degerini ve €i; tahmin edilen konsantrasyon degerini ifade etmektedir [169].

RSD (%) = 3= 5% . =3y, Es. 25

Es. 25°de Nk; kalibrasyon spektrumlarinin sayisini, ci; gercek

konsantrasyon deg@erini ve €i; tahmin edilen konsantrasyon degerini, p; her bir
konsantrasyon igin toplanan spektrum sayisini bir diger deyisle paralel sayisini
ve O¢j; Cj konsantrasyon degerindeki standart sapmay ifade etmektedir [170].
Gelistirilen  kalibrasyon modellerinin  tagsis oranini  tahmin edebilme
performanslarinin karsilastirlmasi ve tahmin kabiliyetlerinin tanimlanmasi
RMSEC, RMSECV ve RMSEP degerleri Uzerinden yapilmistir. Bunlar igerisinde
RMSEP degerinin modelin ileriki denemelerdeki performansini gosteren en iyi
belirte¢ oldugu bilinmektedir. Kalibrasyon modellerinin kalite parametreleri olarak
RSD, REP, LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. Mevcut tez kapsaminda rapor
edilen RMSEC, RMSECV ve RMSEP degerleri kullanilan istatistiksel program

tarafindan program ¢iktisi olarak alinmis olup manuel olarak hesaplanmamistir.

Olusturulan kalibrasyon egrisi hakkinda bilgi veren tespit limiti (limit of detection,
LOD) ve tayin limiti (limit of quantification, LOQ) degerlerinin hesaplanmasi buyuk
onem tasimaktadir. Bu degerlerin hesaplanmasinda asagidaki esitlikler
kullanilmigtir [171].

En disik konsantrasyonun standard sapma degeri

LOD = 3.3x

Kalibrasyon Egrisinin Egimi E§ 26

LOQ = 3.3xLOD Es. 27
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Veri seti buyukligunun gelistiren modellerin tahmin kabiliyetine etkisinin
incelenmesi amaciyla kemometrik program tarafindan saglanan ‘dalgaboyu
secim modu (wavelength selection mode)’ kullaniimigtir. Burada amag herbir AA
degerinde toplanan veri igerisinde model olugturmaya en elverigli veri araliginin
arastirilmasidir. Bu kapsamda ‘forward mode’ tercih edilmis ve diger regresyon
analizlerinde belirlenen onislemler ile devam edilmigtir. Aralik sayisi 1, aralik
boyutu 351, maksimum temel bilesen sayisi 20 olarak secilmis olup adim boyutu

program tarafindan otomatik olarak atanmistir.

3.1.5 Tahin ve Aygicek Yagi Orneklerinin GC ile Analizi
Supelco 37 FAME karisimi Merck (Darmstadt, Germany) firmasindan temin

edilmistir.

Tahin 6rneklerindeki tagsisin SFS ile belirlenmesi ¢alismasi kapsaminda ticari
olarak temin edilen ve stok olarak kullanilan tahin ve aygicek yagi orneklerinin
yag asidi kompozisyonunun belirlenmesi ve ilgili standartlarla uyumlulugunun
ortaya konmasi amaciyla GC analizi referans yontem olarak kullaniimigtir. Butin
yag orneklerinin yag asidi kompozisyonlari FAME formunda GC (Agilent
Technologies 7890A GC Sistemi, Agilent Technologies Inc, Santa Clara, CA)
kullanilarak belirlenmistir. FAME hazirlanmasi IUPAC Metot 2.301’e gore
yapilmigtir [172]. Buna gore yaklasik 100 mg 6rnek Uzerine 2 mL heptan eklenip
iyice kanistiriimistir. Ardindan 200 pL 2 N metanolik KOH eklenip 30 s sureyle
karistinlmistir. Karisim bir slre bekletilerek faz ayriminin gerceklesmesi
saglanmistir. Ust faz berrak bir gorinim kazandiktan sonra metil esterlerin
bulundugu bu Ust faz toplanarak analiz gerceklestiriiene kadar agzi kapakh
kahverengi kuvetlerde -18°C’de saklanmigtir. Elde edilen 6rnek oldukg¢a ugucu

Ozellikte oldugundan 24 saat gegmeden analize alinmistir.

GC analizinde alev iyonlagsma dedektora (FID) kullaniimigtir. Ayrim, 100 mx0.25
mm i¢ ¢ap ve 0.20 ym kalinhga sahip Rt-2560 kapiler kolonda (Restek
Corporation, Bellefonte, PA) gerceklestiriimistir. GC firni 2 dak 100°C ve
ardindan 15 dak 240°C final sicakligina 4°C /dak hizda ulasacak sekilde
programlanmistir. Enjeksiyon ve FID sicakhdi 240 ve 250°C olarak kullaniimistir.
Enjeksiyon hacmi 1uL’dir. Ornekler split modunda enjekte edilmis olup split orani

20:1 olarak kullaniimistir. Taslyici gaz olarak 1 ml/dak akis hizinda helyum gazi
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kullanilmigtir.  Alikonma surelerinin ~ kiyaslanabilmesi adina Supelco 37
Component FAME Mix (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Almanya) standart karigimi
kullaniimistir. Sonuglar her bir yag asidinin tespit edilen bitlin yag asitlerinin

tamamindaki orani (agirlik/ agirlik) olarak hesaplanmistir.

GC verilerinin degerlendiriimesinde varyans analizi (ANOVA), SPSS Windows,
Versiyon 15.0 (IBM, Corporation, Armonk, NY) kullanilmigtir. Sonugclar
ortalamazstandart hata olarak verilmigtir. Ortalama degerler a=0.05 tek yonlu

Tukey’s test kullanilarak kiyaslanmistir.

3.2 Tereyagi Orneklerindeki Tagsisin LIBS ile Belirlenmesi

Bu calismanin amaci; tereyagi érneklerine yapilan margarin ilavesinin elemental
kompozisyonda neden oldugu degisikliklerin LIBS teknigi ile takip edilmesi
yoluyla tereyagdindaki tagsisin tespit edilmesidir. Bu amagla ticari olarak temin
edilen tereyadi ve margarin Ornekleri kullanilarak farkh oranlarda tagsise
ugratilmis ornekler hazirlanmistir. Orneklere ait LIBS spektrumlari toplanip
kalitatif ve kantitatif kemometrik veri analizi metotlar ile analiz edilmistir.
Tereyagindaki margarin miktarini tespit eden LIBS temelli kantitatif bir yontem
gelistirilmigtir. Tereyadl ve margarin orneklerinin elemental kompozisyonu

referans yontem olarak ICP-MS ve FAAS analizleri ile belirlenmistir.

3.2.1 Tereyagi ve Margarin Orneklerinin Temini ve Analize Hazirlanmasi
Calisma kapsaminda Ankara ilindeki gavenilir Ureticilerden temin edilen 12 farkli
tereyagd! ve 5 farkli margarin érnedi kullanilmistir. Orneklerin Uretim yerleri ve
uretim tarihleri hakkinda detayl bilgi Cizelge 3. 1 Aycicek ve tahin ornekleri
hakkinda detayl bilgi ile verilmigtir.

Kantitatif LIBS temelli metodun gelistiriimesi amaciyla toplanan tereyagi ve
margarin ornekleri kullanilarak bir tereyagi stogu ve bir margarin stogu
hazirlanmistir. Bu amagla 12 farkh marka tereyagindan esit miktarda alinip oda
sicakliginda homojen olarak karigtiriimasiyla tereyagi stogu, benzer sekilde 5
farkh marka margarinden esit miktarda alinip oda sicakliginda homojen olarak
karistinimasiyla margarin stogu olusturulmustur. Bu iki ayri stok kullanilarak son
ornek agirligi 400 mg olacak sekilde margarin ilavesi araciligiyla agirlikga %5 ile
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%50 oranlari arasinda tagsise ugratiimis 12 adet tereyadi 6rnegi kalibrasyon
modelinde kullaniimak tzere hazirlanmigtir. Kantitatif LIBS metodunun tahmin
kabiliyeti kalibrasyon modelinde kullanilan érneklerden tamamen farkh yeni bir
ornek setinin kullanimiyla él¢iimustir. Bu amagla bir marka tereyagi ve bir marka
margarin kullanilarak margarin ile agirlikga %10 ile %50 oranlari arasinda tagsise
ugratilmig tereyagi ornekleri tahmin modelinde kullaniimak tzere hazirlanmigtir.
Bu ornekler diginda ayrica temin edilen dort farkl tereyagi ve tg farkli margarin
ornegdi gelistirilen LIBS temelli kalitatif metodun tahmin kabiliyetinin ol¢ctimesi
amaciyla kullanilmigtir. Kalibrasyon ve tahmin modellerinin kurulmasinda hangi

orneklerin kullanildigina dair detayl bilgi Cizelge 3. 2 ile verilmigtir.

LIBS odlgumlerinde kullanilacak olan tereyadi ve margarin ornekleri 2.5 cm
genislik, 4 cm uzunluk ve 1.5 cm yUkseklige sahip olacak sekilde homojen boyutta
hazirlanmis olup Sekil 3. 1’de LIBS ile analiz edilmek Gzere hazirlanmis 6rneklere
ait fotograflar verilmistir. Analiz edilen her bir érnekten lcer paralel hazirlanmig
ve tum drnekler LIBS Olgumleri alinana kadar -18°C’de saklanmistir. Sirayla her

bir 6rnek LIBS Olgiminden hemen oOnce buzluktan cgikariimig ve Olguim

tamamlandiktan sonra yeniden buzluga yerlestiriimistir.

Sekil 3. 1 LIBS dlgtimleri igin hazirlanan margarin ve tereyagi érnekleri
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3.2.2 LIBS Olgiimlerinin Alinmasi

LIBS spektrumlarinin elde edilmesi amaciyla 150 mJ 1064 nm Litron Nano SG
150 mJ Nd:YAG lazer (Warwickshire, Iingiltere) ve 186-900 nm aralijinda
spektrum veren 5 kanalli Applied Spectra Aurora LIBS spektrometre (Fremont,
CA, ABD) kullanilmigtir. Sekil 2. 7 ile tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan LIBS
sistemi sematize edilmistir. Lazer Q-anahtarlamali modda (Q-switch mode) 8 Hz
atim tekrarlama hizina (repetition rate) 40 mdJ/puls enerjisine sahiptir.
Spektrometre 650 ns gecikme suresi ve 1.05 ms integrasyon suresine sahiptir.
Lazer 6rnege Nd:YAG lazer aynasi araciligiyla yénlendirilmistir. Plano konveks
lens 10 cm odak uzakligi ve 1 in¢ gapa sahip olup lazerin odaklanmasi amaciyla
kullaniimistir. Toplama sistemi bir kafes sistemi olarak tasarlanmis olup 2 farkli 2
in¢ ¢capll 6 cm odak uzakligina sahip plano konveks lens ve bunlarla ayni optik
eksene yerlestiriimis fiber optik kablodan olusmaktadir. LIBS spektrumlari her
ornegin 4 farkli bélgesinden ve her bir bolgeden 10 6lgim alarak toplanmistir.
Her 6rnek 3 paralelli olarak hazirlanmistir. Asagida Sekil 3. 2 ile tez kapsaminda

kullanilan LIBS sistemi gosterilmistir.

Sekil 3. 2 Tez kapsaminda kullanilan LIBS sistemi
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3.2.3 LIBS Verilerinin Analizi
Mevcut calisma kapsaminda LIBS verilerinin analizi amaciyla multivariat veri
analiz yontemlerinden PCA ve PLS metotlari kullaniimistir. Bu amacla Stand-
alone Chemometrics Software (PLS Toolbox Versiyon 8.2 Windows 7,
WA, ABD)

faydalaniimigtir. Kalibrasyon ve tahmin olmak Uzere toplanan veri iki alt gruba

Eigenvector Research Inc., Wenatchee, programindan
ayrilmistir. Asagidaki Cizelge 3. 2’de g¢alisma kapsaminda kullanilan tereyadi ve
margarin oOrneklerinden her birinin hangi veri seti grubuna dahil edildigi
acgiklanmigstir. Kalibrasyon modelleri Venetian Blinds gapraz validasyon ile valide
edilmistir. Gelistirilen kalibrasyon modellerinin performanslarinin karsilastiriimasi
ve tahmin kabiliyetlerinin tanimlanmasi RMSEC, RMSECV ve RMSEP degerleri
uzerinden yapilmistir. Bunlar icerisinde RMSEP degerinin modelin daha 6nce hig
karsilagsmadigi orneklerdeki performansini gosteren en iyi belirte¢ oldugu
bilinmektedir. Kalibrasyon modellerinin kalite parametreleri olarak RSD, REP,

LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir.

Cizelge 3. 2 Tereya@i ve margarin 6rnekleri hakkinda detayli bilgi

Ornek Ornek (yratim Yeri Uretim modelinde
No Taru Tarihi kullanim
amaci
Markal  Tereyagi Kemalpasa, Bursa 24.09.2016 Kal
Marka 2  Tereyad Karacabey, Bursa 16.07.2016 Kal
Marka 2  Tereyad Karacabey, Bursa 21.03.2016 Pred
Marka 3  Tereyagi Susurluk, Balikesir 23.09.2016 Kal
Marka 4  Tereyadi Bayramig, Canakkale 09.08.2016 Kal
Marka5  Tereyagi Merkez, Ankara 30.09.2016 Kal
Marka5  Tereyadl Merkez, Ankara 04.12.2016 Pred
Marka 6  Tereyadi Vakfikebir, Trabzon 04.01.2016 Kal
Marka 7  Tereyadr Uskidar, Istanbul 04.05.2016 Kal
Marka 7  Tereyadi Uskidar, Istanbul 15.02.2016 Kal
Marka 8  Tereyadr Karacabey, Bursa 15.01.2016 Kal
Marka9  Tereyagi OSB, Eskisehir 17.09.2016 Kal
Marka9  Tereya§ OSB, Eskisehir 06.11.2016 Pred
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Marka 10
Marka 11
Marka 12
Marka 13
Marka 13
Marka 14
Marka 14
Marka 15
Marka 15
Marka 16
Marka 17

Tereyag!
Tereyagi
Tereyagi
Margarin
Margarin
Margarin
Margarin
Margarin
Margarin
Margarin
Margarin

Meram, Konya
Pamukova, Sakarya
Kemalpasa, Bursa
Uskudar, Istanbul
Uskudar, Istanbul
Umraniye, istanbul
Umraniye, istanbul
Pendik, istanbul
Pendik, istanbul
Pendik, istanbul
Pendik, istanbul

31.12.2016
17.02.2016
03.08.2016
19.12.2016
10.03.2016
21.04.2016
20.06.2016
12.01.2016
05.10.2016
20.02.2016
03.03.2016

Kal
Kal
Kal
Kal
Pred
Kal
Pred
Kal
Pred
Kal
Kal

Kal: Kalibrasyon, Pred: Tahmin

80



3.2.4 Tereyadi ve Margarin Orneklerinin ICP-MS ve FAAS ile Analizleri

Nitrik asit Merck (Billerica MA, ABD) and hidrojen peroksit Merck (Darmstadt,
Almanya) firmasindan temin edilmigstir. Bltlin sulu ¢ézeltiler Milli-Q sisteminden
(Millipore, Bedford, MA, ABD) elde edilen ultra saf su (18.2 MQ.cm) ile hazirlanip
kullaniimistir. Standart Cu, Cr, Mn, Fe, Ni, Zn ve Mg kalibrasyon ¢ozelitleri 1000
g/mL multielement standart ¢ozeltisinden (Hacimce %2’lik HNO3 ¢ozeltisi igcindeki
mix24 Lab Chemical solutions, Hamminkeln, Almanya) nitrik asitle seyreltilerek
hazirlanmistir. °Sc and "°Ge (Hacimce %5’lik HNOz ¢ozeltisi icindeki 1000 mg/L
mix24 Lab Chemical solutions, Hamminkeln, Almanya) i¢ standart olarak
kullaniimistir. KClI ve NaCl Sigma-Aldrich (Almanya) and Sigma-Aldrich
(Danimarka) firmalarindan temin edilmistir. Lanthanumnitrat hekzahidrat (Merck,

Darmstadt, Alimanya) kullanimi yoluyla Ca(NOs)2 and La kullaniimigtir.

100 mg 6rnek 7.0 ml HNO3 ve 1.0 ml H202 varliginda ETHOS EASY mikrodalga
yakma sistemi (Milestone, Sorisole, Italya) kullanilarak yakilmistir. Her érnekten
3 paralel hazirlanmigtir. Mikrodalga yakma iglemi icin sicaklik 15 dak icerisinde
200°C’ye yukseltilmis ve burada 15 dak bekletilmistir. Mikrodalga firinin gucu ilgili
literatir g6z o6ndnde bulundurularak 1800 W olarak segilmistir [173].
Sogutulduktan sonra poli-propilen tupler icindeki érnekler deiyonize su ile 10.0
ml'ye tamamlanmigtir. Yakilan 6rnekler ICP-MS (7800 ICP-MS; Agilent, Santa
Clara, CA) ve Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi (Unicam 939) ile analiz edilmek
Uzere hacimce %2'lik HNOs kullanilarak 20 kat seyreltilmistir. Ornek hazirlama
basamaklarinin aynen tekrar edilmesiyle kor (blank) érnekler hazirlanmistir. Her
analizden sonra hazneler 10 ml 1:1 oraninda HNO3:H202 karigimi ile mikrodalga
temizleme programi kullanilarak temizlenmistir. Bu amacla sicaklik 15 dak
icerisinde 180°C’ye ¢ikariimis ve 1800 W 180°C’de 10 dak tutulmustur.

ilgili literatir g6z &éniinde bulundurularak Cu, Cr, Mn, Fe, Ni, Zn ve Mg
elementlerinin analizi ICP-MS kullanilarak yapilmistir [173, 174]. Cu, Cr, Mn, Fe,
Ni, Zn ve Mg elementlerinin standart ¢ozeltileri 10.0 mg/L multielement standart
cOzeltilerinin taze olarak seyreltiimesi yoluyla hazirlanmigtir. Kalibrasyon egrileri
0.5 ile 500 pg/L arasindaki on farkl konsantrasyonda hacimce %10’luk HNOs
¢Ozeltisi kullanilarak hazirlanmigtir. ICP-MS kosullarinin  optimize edilmesi
amaciyla indiyum iceren hacimce %5’lik HNOs ¢oOzeltisi (Labmix24, GmbH)

kullaniimistir. Cu, Cr, Mn, Fe, Ni, ve Mg ile Zn igin internal standart olarak
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hacimce %5’lik HNO3s ¢ozeltisi igindeki 1000 mg/L stok ¢ozeltilerinden, sirasiyla,
1 pg/L 4°Sc ve °Ge hazirlanip kullaniimistir. ICP-MS icin operasyon kosullari;
plazma kosullari RF gug¢ 1550 W, plazma Ar akis hizi 15 L/dak, yardimci Ar akis
hizi 0.80 L/dak, tasiyici Ar akis hizi 1.08 L/dak, érnekleme derinligi 8.0 mm,
enstriman ornekleyici konisi nikel uglu 1.0 mm ¢apli orifice?, skimmer konisi nikel
0.4 mm capl orifice olarak kullaniimigtir. Olglilen izotoplar 83Cu, 52Cr, 55Mn, 56Fe,
57Fe, 5ONi, 66Zn ve 2*Mg'dir.

Tereyag ve margarin drneklerindeki K, Na ve Ca elementlerinin miktari emisyon
modunda, hava-asetilen karisimi alevi ile FAAS kullanilarak belirlenmistir. lgili
literatlir g6z 6nlnde bulundurularak K, Na ve Ca elementlerine ait emisyon
intensiteleri sirasiyla 766.5, 589.0 ve 422.7 nm dalgaboylarinda olgulmastur [14,
175]. KCI, NaCl ve Ca(NO)s kullanilarak 1000mg/L standart c¢ozeltiler
hazirlanmistir. Kalibrasyon egrilerinin olusturulmasi adina gerekli seyreltmeler bu
standart ¢ozeltilerden yapiimistir. Kalibrasyon egrileri 0.25 ile 5.0 mg/L araliginda
bes farkli konsantrasyonda olusturulmustur. Kalsiyumun belirlenmesi igin
releasing agent olarak agirlik/hacimce %0.1 La* c¢oOzeltisi lantanum nitrat
hexahidrat kullanilarak hazirlanmigtir. Sodyum ve potasyumun belirlenmesi icin
agirhk/hacimce %0.2 K* ¢ozeltisi KCI tuzundan ve agirlik/hacimce %0.2 Na*
¢cOzeltisi NaCl tuzundan hazirlanarak iyonizasyon tampon c¢ozeltileri olarak

kullaniimistir.

3.3 Tavuk Orneklerindeki Tagsisin RS ile Belirlenmesi

Bu calismanin amaci; dondurma-eritme déngulerinin lipit fazinda neden oldugu
degisikliklerin Raman spektroskopisi kullanilarak takip edilmesi yoluyla
dondurulup eritilmis tavuk ile taze tavugun birbirinden ayrilmasidir. Bu amagla
herhangi bir dondurma-eritme dongusine maruz kalmamis ornekler temin
edildikten sonra kontrolli kosullarda haftalik ve aylik olarak dondurma-eritme
dongulerine maruz birakilmigtir. S6z konusu 6rneklerden iki farkh ekstraksiyon
yontemiyle elde edilen lipit fazi Raman spektroskopisiyle analiz edilmistir. Siniflar
arasi farkllagsma kemometrik diskriminasyon yontemlerinden PLS-DA ile ortaya
konmustur. Dondurma-eritme donguleri nedeniyle Raman spektrumlarinda

meydana gelen degisiklikler major bantlarin konum, pik ylksekligi ve pik alani
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degerleri Uzerinden yorumlanmistir. Q-TOF LC/MS kullanilarak lipit fazinda
gerceklesen degisiklikler metabolomiks analizi sonuglariyla ortaya konmustur.

3.3.1 Tavuk Orneklerinin Temini ve Analize Hazirlanmasi

Analitik n-hekzan Sigma-Aldrich (Mdnih, Almanya) ve %99.9 safliktaki azot gazi
Oksan (Ankara, Turkiye) firmalaridan temin edilmistir. Tekirdag ilindeki bes farkli
yerel kasaptan gunluk kesilen tavuk érneklerinin kanat kisimlari temin edilmistir.
Ornekler sogutucu 6zellikli, 4°C sabit sicakliktaki termal izolasyonlu &6rnek
saklama kaplariyla laboratuvara transfer edilmistir. Herbir érnek grubu yaklagik
650 g olup igerisinde 20 adet derisinden ayriimamis kanat bulundurmaktadir.
Asagida Sekil 3. 3’te tez kapsaminda kullanilan tavuk érneklerinden tek bir

paralel igin kullanilan dort parga tavuk gosterilmigtir.

Sekil 3. 3 Yag ekstraksiyonunda kullaniimak Gzere hazirlanan tavuk érnegi

Oncelikle her bir kanat 6rneg@i kemiginden ayrilmistir. Ardindan bes farkli 6rnek
grubu karistirihp buradan dondurma-eritme uygulamalarinda kullaniimak Uzere
yeni drnek setleri hazirlanmistir. Bu amagla her dort parga kanat 6rnegi ayri bir
polietilen torbaya koyulmus ve her bir deney seti icin beser torba ornek

kullaniimistir.

Dondurma-eritme sureclerinde incelenen ornekler taze, haftalik bazda bir kere

dondurulup-eritiimis (1H-1DE), haftalik bazda iki kere dondurulup-eritilmis (2H-
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2DE), aylik bazda bir kere dondurulup-eritilmis (1A-1DE) ve aylik bazda iki kere
dondurulup-eritiimis (2A-2DE) olmak Uzere bes gruba ayriimis ve Sekil 3. 4 ile
gosterilmistir. Uygulanan dondurma iglemi -18°C’de aylik veya haftalik olarak
yapilirken eritme iglemi 12 sa slreyle +4°C buzdolabi sicakhginda
gerceklestiriimistir. Bu amacgla 1H-1DE Ornekleri bir hafta sureyle -18°C’'de
bekletildikten sonra 12 sa sureyle +4°C buzdolabi sicakliginda eritilip yag
ekstraksiyonu gercgeklestiriimistir. Bu durumda bir dondurma-eritme dongusu
tamamlanmistir. 2H-2DE 6rnekleri ise bir hafta sureyle -18°C’de bekletildikten
sonra 12 sa sureyle +4°C buzdolabi sicakliginda eritilip ardindan yeniden bir
hafta sureyle -18°C’de bekletiimis ve yeniden 12 sa slreyle +4°C buzdolabi
sicakliginda eritilmistir. Bu durumda iki dondurma-eritme dongusu
tamamlanmistir. Benzer sekilde 1A-1DE ve 2A-2DE ornekleri hazirlanmis olup
dondurarak saklama suresi bu ornekler icin bir dongude bir ay olacak sekilde
uygulanmigtir. Ddngullerin  uygulanmasi sirasinda ornekler paketlerinden
cikariimamistir. Ancak donguler tamamlandiktan sonra ornekler paketlerinden

cikarilip ekstraksiyon basamagina gecilmistir.

Sekil 3. 4 Dondurulmak tzere paketlenen tavuk ornekleri
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3.3.2 Tavuk Yaglarinin Ekstraksiyonu

Kemiksiz kanat ornekleri laboratuvar tipi bir blender kullanilarak homojenize hale
getirilmistir. Bir set deneydeki 4 kanat 6rnegi icin 50 ml n-hekzan kullaniimistir.
Ornek-hekzan karigsimi bir havanda iyice dévildiikten sonra yag ekstraksiyonunu
arttirmak amaciyla Stomacher BagMixer® 400 P (Interscience, St Nom, France)
kullanilarak 120 s boyunca tekrar homojenizasyon yapilmistir. Stomacher
torbasinin Ust kisminda biriken yag-hekzan karisimi ependorf tlplerine transfer
edilmigtir. Tupler 4°C’de 15 dak 9361 g hizda santrifuj edilmistir. Santrifuj sonrasi
supernatant toplanmigtir. Toplanan yag fazi filtre kagidindan gegirilip safsizliklar
uzaklastiriimistir. Ardindan, elde edilen yagd-¢ozicu karisimindan 50°C’deki su
banyosunda azot gazi altinda hekzanin uzaklastiriimasi saglanmistir. Elde edilen

yag ornekleri analiz edilinceye kadar +4°C buzdolabi kosullarinda saklanmistir.

Tavuk orneklerinden yag ekstrakte edilmesi amaciyla iki farkli ekstraksiyon
yontemi kullanilmistir. Burada amag polarite indeksleri farkli derecelerde olan
¢Ozuculerin kullaniimasi ve bu sayede farkli polaritelere sahip lipit alt gruplarinin
ekstraksiyonunun saglanmasidir. Polarite indeksi; ¢ozucunun farkli polar test
¢bzunenleriyle girdigi interaksiyonun derecesinin relatif bir dlgisudur. Hekzanin
polarite indeksinin 0.1 oldugu durumda, kloroform, metanol ve suyun polarite
indeks degerleri sirasiyla 4.1, 5.1 ve 10.2 olarak belirtiimektedir [176, 177].
Uygulanan ikinci ekstraksiyon yontemi gidalardan yag ekstraksiyonu islemlerinde
referans yontem olarak kabul edilen Folch yontemidir [69]. Bu yontemde her bir
ornek icin homojenize edilen 4 adet tavuk kanat Ornegi Uzerine 2:1
kloroform:metanol ¢ozeltisinden 50 ml eklenmistir. Bu karisim 30 dak streyle
kanistinimistir.  Karisim  kaba filtre  kagidindan gecirilerek  safsizliklar
uzaklastirimigtir. Elde edilen yag-¢6zicu karisiminda 15 dak sureyle 9361 g
hizda santrifiij yapilarak faz ayrimi saglanmistir. Ustteki faz ve ara faz toplanip
uzaklastirildiktan sonra alttaki kloroform fazi ayri bir yerde toplanmigtir. Elde
edilen filtrat kloroform ve olasi metanol kalintilari uzaklastirilana dek 50°C’deki
vakum etlvde bekletilmistir. Cdzuculerin tamamen uzaklastirilmasinin ardindan
elde edilen yag ornekleri analiz edilinceye kadar +4°C buzdolabi kosullarinda

saklanmigtir.
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3.3.3 RS Olgiimlerinin Alinmasi

iki farkli ekstraksiyon yéntemi kullanilarak elde edilen tavuk yag érneklerine ait
Raman spektrumlarinin toplanmasi amaciyla 785 nm lazer kaynag:r ve CCD
dedektore sahip DeltaNu Examiner Raman Mikroskop sistemi (DeltaNu Inc.,
Laramie, WY, ABD) kullanilmistir. Olgiim parametreleri kullanilan sistemde
yuksek seviye olarak belirtilen 100 mW lazer guclu ve 30 s integrasyon suresi
olarak ayarlanmigtir. Elde edilen Raman spektrumlari 200 ile 2000 cm

araligindadir.

3.3.4 RS Verilerinin Analizi

Her bir drnek kuvetinden 3 paralelli dlgum alinip bunlarin ortalama degeri o
ornege ait ortalama Raman spektrumu olarak kaydedilmistir. Spektrumlara
kullanilan arayuz tarafindan baseline dizeltmesi uygulanmistir. Ekstrakte edilen
tavuk yagi ornekleri Raman spektroskopisi 6lgiimlerinin dncesinde 1 sa sureyle
60°C’lik etivde bekletilmigtir. Isitilan dérneklerin hizlica dlgimleri alinmistir.
Toplanan Raman spektrumlarinin diskriminasyon amacli analizinde PLS-DA
yontemi kullaniimistir. Bu amagla Stand-alone Chemometrics Software
(PLS_Toolbox Versiyon 8.2 Windows 7, Eigenvector Research Inc., Wenatchee,
WA, ABD) programindan faydalaniimistir. Toplanan veri kalibrasyon ve tahmin
olmak Uzere ikiye boélinmustlir. Venetian Blinds c¢apraz validasyon teknigi ile
kalibrasyon modelinin validasyonu yapilmistir. Geligtirilen kalibrasyon, capraz
validasyon ve tahmin modellerinin performanslari RMSEC, RMSECV ve RMSEP
degerleri  Uzerinden  yapimigtir.  PLS-DA  yonteminin  sonuglarinin
degerlendiriimesinde kullanilan kalitatif performans parametrelerinden dogru
pozitif (DP), yanhs pozitif (YP), dodru negatif (DN) ve yanlis negatif (YN)
oranlarindan olusan konfuzyon matrisi degerleri ile duyarlihk ve 06zgullik
degerleri kullanmlmigtir. Yanhs pozitif orani; negatif oldugu bilinen bir test

orneginin model tarafindan pozitif olarak siniflandiriima oranidir.

Asagida bu degerlerin hesaplanmasinda kullanilan esgitlikler verilmigtir.

Yanlis pozitif
°P Es. 29

Yanlis pozitif oran1 = — , —
Dogru negatif+Yanlis pozitif
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Yanlig negatif orani; pozitif oldugu bilinen bir test 6rneginin model tarafindan

negatif olarak siniflandirilma oranidir [178].

Yanlis negatif

Yanlis negatif oran1 = Es. 30

Dogru pozitif+Yanlis negatif

Duyarllik (sensitivity); kalitatif metotlarda metodun gercek pozitif degerleri pozitif
olarak tahmin edebilme yetenegidir. Duyarlilik orani ise pozitif oldugu bilinen test

orneginin pozitif olarak siniflandiriima oranidir.

Pozitif test 6rnekleri

Duyarlilik orani = Es. 31

Total gercek pozitif 6rnek sayist

B Dogru pozitif
" Dogru pozitif + Yanlis negatif

Ozgiillik (specificity); metodun gergek negatif degerleri negatif olarak tahmin
edebilme yetenegidir. Ozgulliik orani ise negatif oldugu bilinen test drneginin

negatif olrak siniflandiriima oranidir [179].

Negatif test 6rnekleri

Ozgiilliik oranm = Es.32

Total gercek negatif 6rnek sayist

B Dogru negatif
"~ Dogru negatif + Yanlis pozitif
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3.3.5 Tavuk Yagi Orneklerinin Q-TOF LC/MS ile Metabolomik Analizleri

Izopropil alkol, asetonitril, asetik asit ve amonyum asetat tamponu Sigma-Aldrich
(Mdnih, Almanya) firmasindan temin edilmigtir. Yag ornekleri Q-TOF LC/MS
analizi oncesinde ekstra bir lipit ekstraksiyonu basamagindan gegirilmistir. Bu
amagla 100 pL birlestirilmis ornek temiz bir tupe yerlegtirilip Gzerine 300 uL
izopropil alkol (IPA) ilave edilmistir. Tiip icerigi 5 dak vortekslendikten sonra,
16000 rpm hizda 45 dak slreyle santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda tst IPA
fazi Q-TOF LC/MS analizleri igin kullaniimigtir. Bu basamaklar her bir gruba ait
birlestiriimis érnek icin tekrarlanmistir. IPA ile ekstraksiyon basamagindan sonra
elde edilen 6rnek 6 farkli viale bolinmustir. Bes farkli 6rnek grubu icin toplamda
30 vial elde edilmigtir. Her grubun ilk Gg viali 40 pL 6rnek+40 uL mobil faz olmak
Uzere esit konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Bu Ug¢ vial ile tekrarlanabilirlik
kontrol edilmistir. Kalan Ug¢ vial ise regresyon analizi amaciyla hazirlanmistir.
Metabolomik analizlerde dilisyon serisi hazirlama yoluyla regresyon analizi
gerceklestirimekte ve bu sayede gurilti veya Kkirlilikten kaynaklanan pikler
belirlenmektedir. Regresyon analizi amaciyla azalan konsantrasyonlarda; 4.vial:
30 pL 6rnek+50 pL mobil faz, 5.vial: 20 pyL 6rnek+60 pyL mobil faz, 6.vial: 10 L
ornek+70 pyL mobil faz eklenerek hazirlanmistir. Dilisyon setlerinde yapilan
regresyon analizi sonrasinda R<0.90 ve p>0.05 degerlerindeki pikler toplanan

veri grubunun diginda birakilmistir.

Ornek hazirlama asamalarindan kaynaklanan rasgele hatalar kiyaslama setleri
arasinda pozitif veya negatif hatalara neden olabilmektedir [180]. Birlestiriimis
orneklerin (pooled samples) hazirlanmasi yoluyla 6Ornek hazirlamadan
kaynaklanan rasgele hatalar elimine edilmektedir. Bu kapsamda tez
calismasinda, homojenligin arttirlmasi ve ayni grupta bulunan oOrnekler
arasindaki varyasyonlarin azaltilmasi adina Q-TOF LC/MS ile analiz edilmek
uzere birlestirilmis 6rnekler hazirlanmistir. Birlestiriimis 6rnek hazirlanmasi igin
bir gruba ait bes paralelin her birinden 60 pL 6rnek alinarak her bir grup i¢in 300

ML birlestirilmis ornek hazirlanmigtir.

Q-TOF LC/MS olctuimlerinin gergeklestiriimesi adina Agilent 6530 Q-TOF LC/MS
cihazi (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) kullaniimistir. Kromatografi

kolonu olarak C18 kolon (Agilent Zorbax) kullaniimigtir. Kolon 1.8 uM partikdl
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boyutu, 50 mm uzunluk ve 2.1 mm i¢ ¢ap degerlerine sahiptir. Mobil faz olarak A
hattinda %0.1 asetik asit iceren %1’lik 1 M amonyum asetat tamponu, B hattinda
70:30 asetonitril: izopropil alkol ile karistiriimis %0.1 asetik asit iceren %1’lik 1 M
amonyum asetat tamponu kullaniimistir. Gradiyent elisyon 1. dakikaya kadar
%45, 3. dakikaya kadar %25, 8.dakikaya kadar %11 ve 11. dakikaya kadar %0 A
hattiyla yapiimistir. Q-TOF LC/MS 0.200 mi/dak akis hizi, 65 °C kolon sicakhgi
ve 100-1700 m/z tarama hizinda 10 pL enjeksiyon hacmi parametreleriyle

calistinlmistir. Her bir 6rnek sisteme iki paralel olarak enjekte edilmigtir.

Ham veri dosyalari ProteoWizard (Palo Alto, CA) programi kullanilarak XCMS
metabolit profilleme altyapisina (https://xcmsonline.scripps.edu) yuklenebilecek
mxml formatina donusturdalmastir. XCMS; http://metlin.scripps.edu/download/
baglantisiyla direkt erisime acik Ucretsiz bir programdir. XCMS kullanimiyla
siddeti kontrol grubuna kiyasla 1.5 kattan fazla degisen potansiyel molekullerin
belirlenmesi ve piklerin anlamlandirilarak &rneklerin yarikantitatif olarak
degerlendiriimesi gerceklestiriimistir. XCMS, her bir 6rnek igin lineer olmayan bir
allkonma suresi (AS) duzeltme profili hesaplayarak metabolit tanimlamasina
gitmektedir. Bu programda metabolit iyon intensiteleri spesifik metabolitlerdeki
degisikliklerle kiyaslanmaktadir. S6z konusu calismaya ait PCA islemleri
MetaboAnalyst 4.0 programi araciligiyla gergeklestiriimistir. Bu programa ise

http://mwww.metaboanalyst.ca/ baglantisiyla erisilebilmektedir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 Tahin Orneklerindeki Tagsisin SFS ile Belirlenmesi

SFS teknidi kullanilarak AY karisimi ve TY karisimina ait SF spektrumlari farkli
dalgaboyu araligi (AA) degerlerinde; a) 20 nm, b) 40nm, c) 60 nm ve d) 80 nm
elde edilmis ve ilgili sonuglar Sekil 4. 1 ile gosterilmistir.

80

Floresans sinyal siddeti (a.u.)

20

Uyarma dalgaboyu (nm)

Sekil 4.1 a) TY ve b) AY karigiminin SF spektrumlari

Sekil 4. 1 incelendiginde her iki 6rnek grubunda ortak olarak gézlenen bandin
348-355 nm arasinda konumlandigi gorulmektedir. S6z konusu bandin sinyal
siddeti TY karisimi i¢in yaklasik 50 birim iken AY karisimi igin yaklasik 70 birimdir.
Literatirde rapor edilen calismalarda bu bant yagin tokoferol igerigiyle
iligkilendiriimekte olup yagin tokoferol kompozisyonuna bagli olarak s6z konusu
bandin pik noktasi konumunun degisebilecegi belirtimektedir [181]. TY
karisiminda gozlenen ikinci bant 266-291 nm araliginda konumlanmigtir. Bu bant
315 nm dalgaboyunun altinda konumlanmis olup literatirde fenolik madde
icerigiyle iligkilendiriimekte ve genellikle rafine edilmemis yaglarda
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gOzlenmektedir [12, 182]. Elde edilen sonug ilgili literattrle uyum igerisindedir. AY
ve TY karisimlarinin SF spektrumlarinda bu bant nedeniyle gozlenen farkhlik
mevcut ¢alismanin temelini olusturmustur. Bu farklilik sayesinde iki farkli gruba

ait yag ornekleri birbirinden basariyla ayriimistir.

Bitkisel yaglar guglu birer vitamin E kaynagi olarak bilinmektedir. Vitamin E; 4
tokoferol ( a-tokoferol, 3-tokoferol, y-tokoferol and &-tokoferol) ve 4 tokotrienol (a-
tokotrienol, B-tokotrienol, y-tokotrienol and &-tokotrienol) olmak Gzere 8 dogal
izomerden olugsmaktadir. Bunlar arasinda en aktif formun a-tokoferol oldugu ve
aycicek yagindaki konsantrasyonunun 500-600 mg/kg arasinda degistigi
belirtiimektedir [183]. Bitkisel yaglarin SFS teknigi ile incelendigi calismalarda SF
spektrumlarnda major olarak tokoferol ve klorofil gruplarinin gdézlemlendigi

bildirilmigtir [184].
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SFS teknigi ile her bir yag o6rnegine 6zgu spektral parmak izleri uyarma ve
emisyon dalgaboylarinin simultane olarak taranmasi yoluyla elde edilmigstir. Elde
edilen spektrumlarda c¢ok fazla bilgi bulunmasi geleneksel veri analizi
yontemleriyle kalitatif ve kantitatif sonucglara gidilmesini zorlastirmaktadir. Bu
zorlugun asilmasi amaciyla kalitatif degerlendirme icin PCA, kantitatif regresyon

analizleri i¢in ise PLSR, MLR ve PCR teknikleri kullaniimigtir.

PCA analizinde saf TY ve saf AY orneklerinin yani sira veri sayisinin arttiriimasi
adina ikili TY ve ikili AY karisimlari da veri analizine dahil edilmigstir. Kalibrasyon
modelinde toplam 33, tahmin modelinde toplam 13 6rnek kullaniimistir. PCA
analizinde kullanilacak verinin toplanmasi i¢in dalgaboyu araligi (A\) degeri 50
nm olarak girilmis ve toplanan verinin tamami kullaniimigtir. Yapilan PCA analizi
ile her bir gruba ait 6rnedin model icerisindeki davranigi incelenmistir. Oncelikle
toplanan SFS verisine herhangi bir Onislem uygulanmadan toplanan veri
eksploratif olarak incelenmistir. Onislemsiz olarak kurulan kalibrasyon modeline
ait bilgiler Cizelge 4. 1 ile 6zetlenmistir. Cizelge 4.1 incelendiginde ilk iki temel
bilesen kullanilarak toplam varyansin %99.45’inin agiklandigi gérilmektedir. Bu
oran %100’e oldukga vyakin olup tatmin edici bir sonu¢ olarak

degerlendiriimektedir.

Cizelge 4. 1 Tahin ve aygicek yaglarinin PCA modeline ait bilgiler

Oniglem TBS RMSEC RMSECV %Varyans- %Varyans-
TB1 TB2

Yok 6 0.64 1.65 81.50 17.95

Kalibrasyon modelinin kurulmasinda TBS sayisi belirlenirken RMSEC ve
RMSECYV degerlerinin artan bilesen sayisiyla degisim grafigi dikkate alinmistir.
Veri setindeki varyasyon toplamda maksimum 20 temel bilesen ile
aciklanmaktadir. Fakat, 6. temel bilesenden sonra RMSEC ve RMSECV
degerlerindeki degisimin ¢ok az oldugu tespit edilmis ve kalibrasyon modelinin

kurulmasinda 6’dan fazla temel bilesenin gerekli olmadigina karar verilmigtir.
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Sekil 4. 22de RMSEC ve RMSECV degerlerinin artan temel bilesen sayisiyla

degisimi gosterilmigtir.
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Sekil 4. 2 RMSEC ve RMSECYV degerlerinin artan TBS ile degigimi

Kalibrasyon modelinin kurulmasinda kullanilan orneklerin model igerisindeki
davraniglarinin anlagilmasi agisindan Hotelling’s T2 ile Q-Residuals degerlerinin
orneklere gore degisim grafikleri incelenmigtir. llgili grafik Sekil 4. 3 ile

gOsterilmektedir.
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Sekil 4. 3 PCA modeline ait Hotelling’s T2 - Q-Residuals degerleri

Sekil 4. 3 incelendiginde kalibrasyon ve tahmin grubunda bulunan érneklerin
baylk bir kisminin %95 glven araligi limit c¢izgileri iginde bulundugu
gorulmektedir. Biz ve Tat kodlariyla ifade edilen 6rnekler ise bu cizgilerden
oldukca uzakta konumlanmistir. Bu 6rnekler tahmin modelinde yer almakta olup
Biz kodlu 6rnegin AY, Tat kodlu 6rnegin TY grubunda yer aldigi bilinmektedir. Bu
noktada amacg yalnizca veri davranisini incelemek oldugundan sapan veri
(outlier) olarak nitelendirilebilecek olan bu veriler analiz disinda birakilmamistir.
Bunun yaninda Hotelling’s T? degeri %99.93; Q-Residuals degeri %0.07 olarak
hesaplanmistir. llgili literatlirle uyumlu olarak [185], Hotelling’s T2 degerinin

%100’e, Q-Residuals degerinin %0’a yakin oldugu goértlmektedir.

TY ve AY orneklerinin kalitatif analizi amaciyla geligtirilen PCA kalibrasyon

modeline ait skor grafigi Sekil 4. 4 ile verilmistir.
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Sekil 4. 4 Geligtirilen kalibrasyon modeline ait PCA skor grafigi

Sekil 4. 4 incelendiginde AY ve TY karisimlarinin birbirinden basarili bir sekilde
ayrildigi goérulmektedir. Test verisi kullanilarak gelistirilen kalibrasyon modeli
daha 6nce hi¢ gérmedigi yeni bir veri grubuyla basarili bir sekilde test edilmistir.
Kalibrasyon modeli gapraz validasyon yontemlerinden ‘Venetian blinds’ metodu
kullanilarak valide edilmigtir. Maksimum TBS 20 ve veri aralik sayisi 10 olarak
kullaniimistir. Program tarafindan kullanilan algoritmada veri boyutuna bagh
olmak kaydiyla s6z konusu gapraz validasyon yonteminde verinin minimum %39,

maksimum %13 ve ortalama %10’luk kismi disarida birakilmaktadir.

Geligtirilen PCA modeline ait loadings grafigi Sekil 4. 5 ile verilmigtir. Loadings
grafigi incelendiginde yiklenen toplam veri setinin ayni boyuttaki 8 gruptan
olustugu rahatlikla gorilmektedir. Her bir veri setinde ayrima katki saglayan iki
temel bandin oldugu anlagiimaktadir. En buyuk katkinin ise 0.14 oraniyla 2.grup
veri setinden kaynaklandigi anlagiimaktadir. Buna goére 2. gruptan sonra AA
degeri arttikga bantlarin ayrima olan katkisi azalmaktadir. Baglangic AA= 10 nm
olup 50 nm artigla veri toplantigi goz onunde bulundurulursa ikinci veri setinin

AA=60 nm degerinde toplanan gruba karsilik geldigi anlagiimaktadir.
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Sekil 4. 5 Gelistirilen PCA modeline ait loadings grafigi

So6z konusu loadings grafigi uyarma dalga boyuna (250-600 nm) karsilik her bir
dalgaboyu araligi degeri icin ayri ayn c¢izildiginde ayrima olanak saglayan
bantlarin yag bilesimine 6zgu olan ve 266-291 nm ile 348-355 nm aralidinda
konumlanmis karakteristik bantlar oldugu gérilebilmektedir. ilgili grafik Sekil 4. 6

ile verilmigtir.
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Sekil 4. 6 Geligtirilen PCA modeline ait 1) AA=10 nm; 2) 60 nm; 3) 110 nm; 4) 160
nm; 5) 210 nm; 6) 260 nm; 7) 310 nm ve 8) 360 nm’deki loadings spektrumlari

Tahin érneklerindeki tagsisin SFS teknigi ile belirlenmesi ¢alismasi kapsaminin
ikinci kismini kantitatif yontemin gelistiriimesi olusturmaktadir. AY kullanilarak
tagsise ugratiimis TY orneklerindeki tagsis oraninin belirlenmesi amaciyla PLSR,
MLR ve PCR metotlari kullanilarak regresyon modelleri gelistiriimigtir. Her
metotta her bir AA degeri igin kalibrasyon ve tahmin modelleri olusturulmustur. Bu
amagla saf AY ve TY ornekleri ile artan oranda tagsise ugratiimis TY 6rneklerine
ait spektrumlar %0’dan %100’e dogru siralanmigtir. Her bir konsantrasyona ait
uc paralellin G¢ spektrumu da model inga edilirken kullaniimistir. Kalibrasyon ve

tahmin kismina hangi 6rneklerin yiklenecedi rasgele secilmistir.

Regresyon analizlerinde AA deg@eri 20, 40, 60 ve 80 nm ayarlanarak toplanmis
veriler ayri ayri analiz edilmigtir. Burada farkh AN degerlerinde toplanan verilerin
model basarisina etkisinin incelenmesi ve her bir regresyon metodu i¢in optimum
AN degerinin belirlenmesi amaciyla kullanilan program tarafindan interval PLS
(iPLS) algoritmasi ile saglanan ‘dalgaboyu araligi se¢im modu (Wavelength
Selection Mode-WSM) uygulanmistir [186]. Buna gore her bir AN degerinde

toplanan tim verinin kullaniimasi durumuyla bu veri seti igerisinden program
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tarafindan segilen bir kisim verinin kullaniimasi durumlari karsilastiriimistir. ligili
literatirde optimum dalgaboyu arahdi seciminin 6nemi; korele olmayan
bilesenlerin elimine edilmesi, hesaplama suresi ve depolama alaninin azaltilmasi
ile kurulan modellerin tahmin yeteneginin gelistiimesi gibi énemli noktalar
acisindan vurgulanmaktadir [187]. Cizelge 4. 2'de programin WSM o6zelligi ile
herbir regresyon metodu igin herbir AN degerinde toplanan veride kullaniimak
Uzere Onerilen dalgaboyu araliklari verilmigtir. Asagidaki gizelgelerde, PLSR*,
MLR* ve PCR* ile ifade edilen kisimlar WSM 6zelliginin kullaniimasi durumunda

elde edilen sonuglari gostermektedir.

Cizelge 4. 2 iPLS ile regresyon metotlari igin dnerilen dalgaboyu araliklari

ANNM) 20 40 60 80

PLSR 300-600 340-600 260-600 340-600
MLR 280-600 340-600 260-600 340-600
PCR 340-600 420-600 260-600 340-600

Cizelge 4. 2 incelendiginde AA=60 ve AA=80 nm degerlerinde kullanilan
regresyon yonteminden bagimsiz olarak ayni dalgaboyu araliginin program
tarafindan oOnerildigi gorulmektedir. Buna ragmen regresyon yontemlerinin
kullandigi algoritmalar arasindaki farkhliklar nedeniyle ayni dalgaboyu araligi
kullanilsa da farkli regresyon yontemleri kullanilarak elde edilen modellerin
birbirinden farkli sonugclar verdigi gorilecektir. Ote yandan AA=20 ve 40 nm ile
toplanan veri setinin kullaniimasi durumunda farkh regresyon ydntemlerinde
kullanilmak Uzere farkl dalgaboyu araliklari énerilmistir. PLSR, MLR ve PCR
yontemleri ile kurulan kalibrasyon ve tahmin modellerine ait bilgiler ile modellerin
kalite parametreleri agagidaki gizelgelerde 6zetlenmigtir. Kurulan modeller LOD,
LOQ, RMSEC, RMSECV ve RMSEP degerleri ile R?, RSD ve REP degerleri
uzerinden degerlendirilmigtir. TY’nin AY ile tagsisinin kantitatif olarak belirlenmesi
amaciyla kurulan PLSR ve PCR temelli kalibrasyon ve tahmin modelleri inga

edilirken oncelikle modelin kag adet gizli degigsken (latent variable:GD)
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kullanilarak kurulacagina karar verilmistir. Bu amagla RMSECV degerleri artan
GD degerlerine kargi grafige gecirilmigtir. Burada RMSECV degerinin minimize
oldudu ilk nokta dikkate alinip kalibrasyon modelinin inga edilmesinde bu noktaya
karsilik gelen sayida GD kullaniimistir. S6z konusu duruma érnek teskil etmesi
acisindan Sekil 4. 7°de temel hat duzeltmesi (baseline correction-BLC) oniglemi

ile kurulan modele ait RMSECYV degerlerinin GD ile degisimi gosterilmistir.
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Sekil 4. 7 RMSECV degerlerinin artan GDS ile degisimi

Sekil 4.7°de goruldugu gibi 10.LV’ye kadar RMSECV degerinde dnemli bir disus
gorulurken bu noktadan sonraki salinimlar cok anlaml degildir. Boyle bir modelin
10 GD kullanilarak kurulmasi uygundur. PLSR, MLR ve PCR ile kurulacak
kalibrasyon modellerinin basarisini etkileyen bir diger parametre modele
yuklenecek olan veriye uygulanan onislemlerdir. Bu noktada kullanilan program
tarafindan sunulan pek ¢ok onislem seceneg@i bulunmaktadir. Tez ¢alismasi
kapsamini sinirlandirabilmek adina dnislemlerin etkisi AA=20 nm ile toplanan veri
kullanilarak PLSR modeli tizerinden incelenmistir. Burada basarili sonug¢ veren
Onislem MLR ve PCR modellerinde de kullaniimigtir. Uygulanan veri analizinin

temel amaci regresyon yontemlerini kiyaslamak oldugundan oOniglem ve TBS

99



parametreleri sabit tutulmustur. Cizelge 4. 3'te farkh oniglemlerle kurulan
kalibrasyon modellerine ait bilgiler 6zetlenmistir. Cizelge 4. 4’te ise farkli
Onislemler uygulanarak kurulan PLSR modellerinin performans parametreleri

Ozetlenmisgtir.

Cizelge 4. 3 Farkh 6nislemlerle kurulan PLS modellerine ait bilgiler

%Varyans %Varyans

Oniglem TBS RMSEC RMSECV RMSEP GD1 GD2
Yok 10 0.57 1.44 1.39 88.38 10.91
BLC 10 0.57 1.44 1.41 87.68 11.56
SMO 10 0.89 1.53 1.21 88.92 10.50
NORM 10 0.27 0.92 1.26 89.65 9.65
MCN 10 49.25 49.24 49.04 93.54 4.68
DET 10 0.55 1.45 1.42 81.36 17.57
1DERIV 10 0.54 1.66 1.81 68.22 26.97
SMO+1DERIV 10 0.54 1.66 1.81 68.22 26.97
NORM+DET 10 0.26 0.88 1.25 83.72 15.23
NORM+SMO 10 0.46 0.70 1.04 90.15 9.28

Cizelge 4.3 ve 4.4 incelendiginde MCN disindaki 6niglemler sonucunda takip
edilen parametreler genel olarak kabul edilebilir seviyelerde bulunmustur. MCN
Oniglemi spekstroskopik verilerin kemometrik analizinde siklikla kullanilan bir
onislem olmasina ragmen soz konusu ¢alismada RMSEC, RMSECV ve RMSEP
degerlerinin ¢ok yuksek oldugu gorilmektedir. MCN 6nislemiyle elde edilen REP
degerlerinin de ¢ok ylUksek oldugu gorulmektedir. Kalibrasyon ve tahmin
modellerine ait belirleme katsayisi ile LOD ve LOQ degerleri kabul edilebilir
seviyelerdedir. S6z konusu durum éniglem segiminde birden fazla parametrenin

bir arada degerlendirilmesinin kritik bir dnem tasidigini agik¢ga gdstermektedir.
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Cok yiiksek hata oranlarina sahip bu modelde R? degerlerinin yiiksek olmasi tek
basina anlam tasimamaktadir. Buradan yola ¢ikarak yalnizca R? degerleri
dikkate alinarak model olusturulmasinin hatali sonuca neden olacagl da
gorulmektedir. Geriye kalan onislemler arasinda NORM+DET oOniglemleri
RMSEC, RMSECV ve RMSEP degerlerinin diguk olmasi, ilk iki temel bilesenin
varyans aciklama oranlarinda 6nemli bir kayip olmamasi, kalibrasyon modeli
Uzerinden hesaplanan RSD degerinin dislk olmasi gibi sebeplerle secilmistir. Bu
noktadan sonra PLSR, MLR ve PCR teknikleri kullanilarak kurulan butin
modellerde NORM+DET oniglemleri kullaniimistir.

Cizelge 4. 4 Farkli onislemlerin PLSR modellerine etkisi

Oniglem REP RSD LOD LOQ Kal-R? CV-R? Pred-R?
Yok 1056 5.73 040 1.33 0.9997 0.9984 0.9992
BLC 1155 6.10 038 1.25 0.9997 0.9984 0.9991
SMO 11.26 2229 0.87 2.90 0.9994 0.9992 0.9990
NORM 16.45 440 0.86 2.87 0.9999 0.9995 0.9993
MCN 654.14 1.07 151 5.03 0.9999 0.9995 0.9995
DET 11.32 587 037 1.23 0.9997 0.9984 0.9990
1DERIV 1946 541 113 3.76 0.9998 0.9986 0.9996

SMO+1DERIV 1931 495 1.10 3.65 0.9998 0.9986 0.9966

NORM+DET 16.65 3.15 0.86 2.88 0.9999 0.9995 0.9993

NORM+SMO 1535 8.27 0.86 286 0.99986 0.99969 0.9997

Asagida sirasiyla PLSR, MLR ve PCR modellerine ait kalite parametreleri ile ayni
veride WSM kullaniimasi durumunda elde edilen parametreler gizelgeler halinde

Ozetlenmigtir.

Cizelge 4. 5 ve Cizelge 4. 6 tahin yaginin aygicek yagiyla tagsiginin belirlenmesi

amaciyla farkli AA de@erleri icin kurulan PLSR ve PLSR* modellerine ait sonuglari
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gostermektedir. RMSEC, RMSECV ve RMSEP degerleri kullanilan program
tarafindan modelin birer ¢iktisi olarak saglanmaktadir. RMSEC ve RMSECV
degerleri kurulan kalibrasyon modelinin hata oranina isaret etmektedir. RMSEP
degeri ise tahmin amaciyla ylklenen ve daha dnce modele hig¢ tanitilmamis olan
verilerin kalibrasyon modeli tarafindan ne kadar basariyla tahmin edildigini ifade
eden bir hata ortalamalar1 de@eridir. Basarili bir model i¢in bu degerlerin mimkun
oldugunca kuglk olmasi istenmektedir. PLSR igin farkh AA degerlerinde RMSEC,
RMSECV ve RMSEP degerleri sirasiyla 0.26-0.84, 0.74-1.40 ve 1.24-1.82
arasinda degismektedir. WSM uygulandiginda ayni sirayla degerler 1.60-3.41,
2.13-3.65 ve 2.02-2.71 arasinda degismistir. WSM uygulamasiyla RMSEC,
RMSECV ve RMSEP degerlerinde artisa neden olundugundan her g

parametrede negatif ydonde degisiklik gdzlenmistir.

Cizelge 4. 5 PLSR ve PLSR* modellerinin kalite parametreleri

Model REP RSD RMSEC RMSECV RMSEP
PLSR20 16.65 3.15 0.26 0.88 1.25
PLSR20* 14.40 6.15 2.67 2.86 2.71
PLSR40 20.29 0.87 0.65 1.00 1.82
PLSR40* 12.20 3.02 1.60 2.13 2.02
PLSR60 20.64 3.51 0.84 1.40 1.47
PLSR60* 38.27 1.81 3.41 3.65 2.31
PLSR80 13.98 6.71 0.45 0.74 1.24
PLSR80* 7.00 6.49 1.66 2.25 2.03

Kalibrasyon (Kal), capraz validasyon (CV) ve tahmin (Pred) modelleri sonucunda
programdan her bir konsantrasyon igin Ug parallelli tahmin verileri alinmaktadir.
Bu veriler kullanilarak her bir konsantrasyon igin ilgili modelce verilen ortalama
tahmin degerleri hesaplanmaktadir. Bu de@erler kullanilarak ilgili grafikler

ciziimekte ve bu grafiklerin egim degerleri ile LOD ve LOQ parametreleri
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hesaplanmaktadir. Yine bu degerler kullanilarak Kal-R?, CV- R? ve Val-R?
degerleri tespit edilmektedir. Olusturulan tim modellerde R? degerlerinin 0.99
seviyesinde oldugu degisimlerin virgulden sonra uguncu hanede gerceklestigi
gorilmektedir. Bu durum modellerin R? degerlerinin  model basarisini
degerlendirmede tek basina dogru ve yeterli bir parametre olmadigini
gOstermigtir. Benzer sekilde bu egriler kullanilarak hesaplanan LOD ve LOQ
degerleri ortaya konan modelin bilinmeyen bir 6rnekteki tagsis oranini tespit ve
tayin etme limitini ifade etmektedir. Genel olarak tim modeller agisindan tatmin
edici LOD ve LOQ degerleri hesaplanmig olsa da hem kalibrasyon hem de tahmin
modellerinin tekrarlanabilirliklerini de g6z 6nunde bulundurmak gerekmektedir.
Bu kapsamda gercek degerler ile tahmin edilen degerler arasindaki farki kantitatif
olarak ifade edebilmek adina her bir modelin kalibrasyon modeli sonuglarindan

RSD, tahmin modeli sonuglarindan REP degeri hesaplanmistir.

PLSR metodu ile farkli AA degerleri igin hesaplanan RSD degerleri 0.87 ile 6.71,
REP degerleri 13.98 ile 20.64 arasinda degismistir. PLS metodunda WSM
uygulandiginda RSD degerleri 1.81-6.49, REP degerleri 7.0-38.27 arasinda
degismistir. WSM uygulamasinin RSD ve REP degerlerinde tim AA verileri icin
ortak bir etkisi gozlenmemisti. WSM uygulamasiyla ama¢ RSD ve REP
degerlerinde azalmaya sebep olarak kurulan modelin tahmin basarisini
arttirmakken bu durum yalnizca AA= 80 nm icin gdzlenebilmis olup s6z konusu
iyilesmenin ayni modelin RMSEC, RMSECV ve RMSEP dederlerine yansimadigi

gozlenmisgtir.
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Cizelge 4. 6 PLSR ve PLSR* modellerine ait bilgiler

Model LOD LOQ Kal-R? CV-R? Pred-R?
PLSR20 0.86 2.88 0.99996 0.99955 0.99939
PLSR20* 0.50 1.68 0.99373 0.99295 0.99152
PLSR40 0.63 2.10 0.99965 0.99932 0.99915
PLSR40* 3.1 10.3 0.99783 0.99620 0.99651
PLSR60 0.34 1.14 0.99952 0.99883 0.99811
PLSR60* 1.11 3.70 0.99042 0.98916 0.99686
PLSR80 0.49 1.62 0.99987 0.99957 0.99912
PLSR80* 0.91 3.03 0.99752 0.99535 0.99668

Cizelge 4. 7 ve Cizelge 4. 8 tahin yaginin aygicek yagiyla tagsisinin belirlenmesi
amaciyla kurulan MLR ve MLR* modellerine ait sonuglari gostermektedir. Bu
metotla 6zellikle elde edilen R? dederlerinin diger iki regresyon teknigine kiyasla
daha dusuk oldugu gézlenmistir. MLR sonuglarinda dikkat ¢eken bir diger nokta
RMSEC degerlerinin sifilanmis olmasidir. RMSECV ve RMSEP dederlerinin ise
kabul edilebilir seviyelerde oldugu gorulmektedir. WSM uygulanmasi ise bu
degerleri olumsuz yonde etkilemistir. RMSEC degerleriyle uyumlu olarak LOD ve
LOQ degerlerinin de bir hayli disik elde edildigi gorilmektedir. Ote yandan
modellerin bu de@erler acisindan gosterdigi basarinin tahmin yetenegine transfer
edilemedigi 6zellikle RMSEP degerleri ile gorilebilmektedir. Bu durumun sebebi
kurulan modellerin kalibrasyon veri setine asiri-uyum (over-fitting) gostermesi ile
aciklanabilmektedir. Multivariat regresyon tekniklerin kargilasilabilen bu
problemin kalibrasyon modeli kurulmak Uzere kullanilan 6rnek veri setinde yer
alan bazi orneklere ait temsil edici olmayan (nonrepresentative) ozellikleri

yakinsamasindan kaynaklandigi belirtiimektedir [167].
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Cizelge 4. 7 MLR ve MLR* modellerinin kalite parametreleri

Model REP RSD RMSEC RMSECV RMSEP
MLR20 22.58 3.34 0.00 0.85 1.17
MLR20* 25.95 2.71 0.00 1.30 1.60
MLR40 20.98 7.11 0.00 0.74 1.33
MLR40* 35.99 3.47 0.00 1.35 1.23
MLR60 65.20 3.91 0.00 1.14 1.15
MLR60* 38.85 4.57 0.00 1.52 1.48
MLR80 17.00 3.60 0.00 0.64 0.98
MLR80* 118.14 1.64 0.00 1.25 1.30

Kurulan MLR ve MLR* modellerinin REP ve RSD degerleri incelendiginde yiksek
REP degerleri elde edildigi gorulmektedir. Bununla uyumlu olarak RSD
degerlerinin de yuksek olmasi beklenirken nispeten dusik degerler elde edilmesi
de yine over-fitting probleminin bir sonucu olarak gorulmektedir. Kalibrasyon
modeli sonuclariyla hesaplanan RSD degeri tahmin degerleri ortalamasinin
gercek de@ere oranlanmasiyla hesaplanmakta olup bu degerin s6z konusu
modellerde yalnizca en dusuk konsantrasyon icin yuksek oldugu daha yuksek
konsantrasyonlarda over-fitting nedeniyle standart sapma degerlerinin sifir
seviyesinde oldugu gozlenmistir. Bundan dolayi da ortalama standart sapmayi
ifade eden RSD degeri bu denli yuksek REP degerlerine sahip olan modellere

gore degerlendirildiginde dusuk bir RSD degeri olarak hesaplanmistir.
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Cizelge 4. 8 MLR ve MLR* modellerine ait bilgiler

Model LOD LOQ Kal-R? CV-R? Pred-R?
MLR20 461 15.36 0.99970 0.99961  0.999777
MLR20* 2.61 8.71 0.99984 0.99840 0.99456
MLR40 5.80 19.33 0.99988 0.99957 0.99804
MLR40* 759 2531 0.99916 0.99859 0.97554
MLR60 795 26.51 0.99927 0.99929 0.98937
MLR60* 13.88 46.28 0.99838 0.99861 0.98632
MLR80 420 14.00 0.99976 0.99976 0.99558
MLR80* 3.27 10.90 0.99930 0.99901 0.92430
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Cizelge 4. 9 ve Cizelge 4. 10 tahin yaginin aygicek yagiyla tagsisinin belirlenmesi
amaciyla kurulan PCR ve PCR* modellerine ait sonuglar gostermektedir. Bu
teknikte diger iki teknikle benzer sekilde WSM uygulamasiyla RMSEC, RMSECV
ve RMSEP degerlerinde hemen hemen tim AA degerleri igin artis gozlenmisgtir.
Bu durum WSM uygulamasinin modellerin kalibrasyon ve tahmin basarisini
olumsuz yonde etkiledigini gostermektedir. Benzer sekilde bu modeller
kullanilarak hesaplanan LOD ve LOQ degerlerinin de WSM uygulamasiyla
negatif yonde degistigi gdzlenmistir. Ote yandan WSM uygulamasinin REP ve

RSD dzerinde genellenebilir nitelikte bir etkisi gdzlenmemisgtir.

107



Cizelge 4. 9 PCR ve PCR* modellerinin kalite parametreleri

Model REP RSD RMSEC RMSECV RMSEP
PCR20 18.16 7.46 1.77 1.95 3.32
PCR20* 19.00 7.72 3.75 3.90 3.83
PCR40 27.89 3.68 1.44 1.58 3.59
PCR40* 12.93 6.34 3.96 4.04 2.86
PCR60 16.17 6.72 2.02 241 1.96
PCR60* 33.55 4.30 3.56 3.79 2.36
PCR80 21.75 4.30 2.28 2.58 2.39
PCR80* 17.24 1.53 3.56 3.69 3.25
Cizelge 4. 10 PCR ve PCR* modellerine ait bilgiler

Model LOD  LOQ Kal-R? CV-R? Pred-R?
PCR20 0.74 2.48 0.99713 0.99659 0.99096
PCR20* 2.68 8.94 0.99948 0.99865 0.99908
PCR40 0.34 1.15 0.99831 0.99801 0.99105
PCR40* 0.89 2.97 0.99778 0.99721 0.99830
PCR60 0.28 0.92 0.99644 0.99511 0.99674
PCR60* 2.07 6.89 0.99755 0.99563 0.99602
PCR80 0.83 2.76 0.99481 0.99337 0.99428
PCR80* 0.82 2.74 0.98911 0.98673 0.98515
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PLS, MLR ve PCR olmak uUzere ug¢ farkli regresyon yonteminin tahin yagi
orneklerindeki aygicek yagi tagsisini tespit edebilme basarisi incelenmigtir.
Hesaplanan kalite parametreleri agisindan bir kiyaslama yapildiginda REP
degerleri bakimindan PLS ve PCR sonuglarinin benzer oldugu MLR ydnteminin
REP degerlerinin bunlara kiyasla yuksek oldugu gorulmektedir. RSD degerleri
bakimindan yapilacak kiyaslamada MLR Gzerinden yorum yapmak hatali
olacagindan PLS ve PCR ydntemleri kiyaslandiginda PLS ydnteminin
kalibrasyon modelinin standart sapma degerleri bakimindan daha tekrarlanabilir
sonuglar verdigi gortilmektedir. Kalibrasyon modellerinin edim ve en dusik
aycicek yagi konsantrasyonuna karsilik gelen tahmin degerlerinin standart
sapmasi ile hesaplanan LOD ve LOQ degerleri agisindan degerlendirildiginde
PLS ve PCR yontemlerinin benzer sonuglar verdigini, MLR ydntemiyle kurulan
modelin yuksek LOD ve LOQ degerleri nedeniyle %10’un altindaki olasi tagsis
uygulamalarinin tespitinde yeterli olamayabilecedi gorulmektedir. PLS ve PCR
yontemleri arasinda bir karsilastirmaya gidildiginde kalibrasyon modelinin
ortalama hatasini ifade eden RMSEC degerleri ile tahmin modelinin ortalama
hatasini ifade eden RMSEP degerleri agisindan PLSR ydnteminin daha iyi
sonuglar verdigi gorulmektedir. S6z konusu sonuglar 1siginda g teknik arasinda
PLSR tekniginin daha tekrarlanabilir ve hata orani dugsuk tahmin degerlerine
sahip oldugu sonucuna varilmaktadir. PLS ydntemiyle ile kurulan modellerde
kullanilan AA degerleri agisindan karsilastirma yapilirken tim AA degerlerinde
elde edilen LOD ve LOQ degerleri olduk¢a tatmin edici oldugundan bu iki
parametre digarida birakilarak degerlendirme yapildiginda kalibrasyon, ¢apraz
validasyon ve tahmin modellerine ait hata degerlerinin (RMSEC, RMSECV ve
RMSEP) minimum oldugu AA=20 nm seg¢ilmesinin uygun olacagi belirlenmistir.

Literatirde MLR teknigi elde edilen spektrumdaki bir veya daha fazla bolgenin bir
arada kullanildi§gi ¢oklu dalgaboyu modelleme tekniklerinden (multiple
wavelength modeling technique) biri olarak tanimlanirken PCR ve PLS teknikleri
elde edilen spektrumlarinin tamaminin kullanildigi tam spektrum modelleme
tekniklerinden (full spectrum modelling technique) biri olarak tanimlanmaktadir.
Genellikle birinci gesit tekniklerde ikinci ¢ceside kiyasla kalibrayon setinde daha
az matriks degiskenligine ihtiyag duyulmaktadir. MLR benzeri tekniklerin

kimyasal olarak kompleks matrikslerde yapilan modelleme galigmalarinda daha
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az kesinlik sundugu ve modellenemeyen matriks varyasyonlarina karsi daha az
hassasiyet gosterdigi belirtimektedir. PCR ve PLS benzeri tekniklerin kalibrasyon
veri setinin sahip olmasini gerektiren 6zellikler bakimindan daha talepkar oldugu
bilinmektedir. Kompleks modelleme tekniklerinin sundugu avantaj ise kompleks
matriks degiskenlerini karakterize edebilme kabiliyetlerinden kaynaklanmaktadir
[167].

SFS teknigi bitkisel yaglarin karakterizasyonu, siniflandiriimasi ve yapilan
tagsiglerin belirlenmesi amaciyla literatirde pek ¢ok calisma kapsaminda
kullaniimistir [184, 188]. Sikorska ve ark. tarafindan yapilan pek ¢ok ¢alismada
luminesans ve floresans spektroskopilerinin farkli uygulamalari ile bitkisel
yaglarin karakterizasyonu ve bu yaglarda yapilan tagsis uygulamalarinin
tespitinde floresans spektroskopisinin kullanilabilme potansiyeli rapor edilmistir.
Total Iiminesans spektroskopisi ve SFS teknikleri kullanilarak soya, aygicek,
yerfistidi, zeytin, keten tohumu, Gzim c¢ekirdegi, kolza ve misir gibi pek ¢ok yag
cesidi analiz edilmigtir [184]. Bu ¢alismalarda SFS tekniginin ylksek segicilik
kabiliyeti ve bir karigsim icindeki birden ¢ok bileseni ayni anda analizleyebilme

Ozelliginden faydalaniimistir.

Tereyag@l ve zeytinyagi gibi yuksek oranda uretilen ve tiketilen yaglarin yani sira
ceviz yagi, uzum c¢ekirdeg@i yagi gibi uretimi ve tuketimi kisitl olmasina ragmen
tasidigi birtakim biyoaktif 6zellikler nedeniyle gin gectikce tuketici ilgisinin arttigi
yaglarda da bazi tagsis uygulamalari tespit edilmektedir [95, 189, 190]. Fakat
bunlar arasinda tahin veya susam yagindaki tagsisin belirlenmesine yonelik FS
teknigini kullanan bir ¢calisma rapor edilmemistir. Rodriguez ve ark. tarafindan
yapilan ¢calismada susam yagindaki tagsisin tespiti amaciyla FT-IR dl¢gimleriyle
toplanan bilgi soft independent modelling by class analogy (SIMCA) ve one class
partial least squares (OC-PLS) teknikleriyle islenmistir. S6z konusu ¢alismada
%1 seviyesindeki tagsisin belirlenmesinde hata degerlerinin ylksek oldugu ve bu
durumun adulterant amaciyla kullanilan misir, yerfistigi, soya ve aygicek yaglari
ile susam yaginin yag asidi bilesiminin yuksek bezerlikte olmasindan
kaynaklandigi belirtilmigtir [191]. Ozulku ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada
soguk sikim susam yagina findik, kanola ve aygicek yagi ilavesiyle yapilan

tagsisin ATR-FTIR spektroskopisi ile tespiti lUzerinde c¢alisilmistir [192]. S6z
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konusu ¢alismada saf ve tagsisli orneklerin siniflandiriimasi PCA ve dendogram
analizleriyle gerceklestiriimis, gelistirilen kantitatif metoda ait yalnizca R?
degerleri rapor edilmis ve bu degerlerin 0.96 seviyesi ile mevcut tez galismasi ile
rapor edilen R? de@erlerinden daha dislk oldugu gorilmistir. Rohman ve Man
tarafindan yapilan galigmada susam yaglarina palm yagi ilavesiyle yapilan tagsis
FTIR spektroskopisi ile analiz edilmistir. FTIR spektrumunda Ug¢ farkli dalgasayisi
bdlgesinin kombine olarak kullanimi ile gelistirilen PLS temelli kantitatif metodun
RMSEC, RMSECV, RMSEP degerleri 1.32, 1.84 ve 1.83; kalibrasyon ve tahmin
modellerinin R? dederleri 0.997 ve 0.996; tespit limiti dederi %1.86 olarak rapor
edilmistir [193]. Tez ¢alismasi ile gelistirilen SFS ve PLS temelli metodun tespit
limiti degerlerinin farkli ANlarda %0.34-%0.86 arasinda degistigi goruimustar.
Kalibrasyon, capraz validasyon ve tahmin modellerine ait R? degerleri 0.999
seviyesindedir. RMSEC, RMSECV ve RMSEP degerleri ise farkli AN'lar igin 0.26-
0.84, 0.74-1.40 ve 1.24-1.82 arasinda degismistir. Rohman ve Man tarafindan
yapilan calisma ile kiyaslandiginda gelistirilen metodun daha dusuk tagsis
oranlarini daha duguk hata degerleri ile tahmin edebildigi gorulmektedir. Deng
ve ark. tarafindan yapilan galismada FTIR spektroskopisi ile toplanan veri SIMCA
ve partial least squares class model (PLSCM) yontemleri ile analiz edilmistir.
Calisma sonucunda susam yaginda kolza, palm, soya ve yerfistigi yagi ilavesiyle
yapilan tagsislerin %3 ve Uzerinde olmasi durumunda tespit edilebilecegi rapor
edilmigtir. Geligtirilen siniflandirma modellerine ait hassasiyet ve 06zgullik
degerleri SIMCA temelli yontem i¢in 0.905 ve 0.944; PLSCM temelli yontem igin
0.952 ve 0.937 olarak belirtilmistir. Ayni calisma kapsaminda dalgaboyu se¢im
Ozelliginin siniflandirma basarisi tzerine etkisi incelenmis olup az sayida spektral
degisken kullaniimasi durumunda kullanilan yontemin yaglarin
karakterizasyonunda yetersiz kalabilecegi belirtiimistir [194]. Mevcutta gelistirilen
yontem ile tespit limiti agisindan kiyaslandiginda SFS ve PLS temelli yontemin
daha dusuk oranlardaki tagsisi tespit edebildigi gorulmektedir. Ayrica tez
calismasi kapsaminda dalgaboyu araligi se¢im modu uygulmasinin geligtirilen
modellerin basarisi Uzerinde genel olarak negatif bir etkisi gérilmis olsa da
gelecekteki caligmalarda alternatif dalgaboyu araligi segim algoritmalari
denenerek bu durumun farkh sekillerde analiz edilmesi ve yeterli kiyaslamalarin
yapiimasinin ardindan genel bir kaniya variimasi gerektigi dusunulmektedir. Tez
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calismasi kapsaminda kullanilan dalgaboyu araligi segim algoritmasi interval
PLS (iPLS) olarak adlandiriimakta ve bu algoritmada tim spektrum ¢ok sayida
araliga bolinmektedir. Ardindan ileri/geri yonli asamali segim uygulamasiyla en
verimli aralik kombinasyonlari tespit edilmektedir [186]. Ornegin bu algoritmada
baslangigta segcilen aralik sayisi, araliklarin boyutca esit olup olmamasi gibi pek
cok faktorun detayl olarak incelenmesi gerekmektedir. Chen ve Wang tarafindan
rapor edilen galismada farkli dalgaboyu se¢im araligi algoritmalari hakkinda
detayl bilgi bulunmaktadir [195]. Tez calismasi kapsaminda bu konu tek bir

algoritma Uzerinden incelenmigtir.

Zhao ve ark. tarafindan yapilan g¢alismada aycicek yadi veya misir yagina
kemosentetik susam aromasi ve gida renklendiriciler ilavesiyle hazirlanan sahte
susam yaglarinin orijinal susam yaglarindan ayrilmasina yonelik olarak MIR
spektroskopisi ve kemometrik yontemlerden SIMCA ve PCA kullaniimistir. S6z
konusu calismada sentetik susam aroma bileseninin miktariyla orantili olarak
kayma gosteren ve sinyal siddeti degisen bantlar tespit edilmis fakat kantitatif bir
analiz metodu ortaya konamamigstir [196]. Dusuk fiyath bitkisel yadlara aroma ve
renklendrici ilavesiyle yapilan susam yagi tagsisi mevcut tez calismasi
kapsaminin diginda tutulmus olup bu durumun gelecekte yapilacak galismalarda

irdelenmesi planlanmaktadir.

SFS teknigi kullanilarak tahin yagi ve aygicek yaginin biribirinden ayrilmasini
hedefleyen mevcut ¢alismada bu yaglar arasindaki tokoferol ve fenolik madde
icerigi farkli temel olusturmaktadir. Literatirde benzer temel Uzerine kurulmus
tagsis tespitini amaclayan calismalar bulunmaktadir. Bakre ve ark. tarafindan
rapor edilen galismada zeytinyagindaki aygicek yagi tagsisi ters faz HPLC iler
belirlenmis olup aygicek yaginin zeytinyagina kiyasla yuksek a-tokoferol igerigi

yaglar arasindaki diskriminant faktorl olarak tanimlanmistir [197].

Calisma kapsaminda analiz edilen aygicek ve tahin yaglarinin orjinalliginin
desteklenmesi adina GC ile yag asidi kompozisyonlari belirlenmigtir. Elde edilen
sonuglar Cizelge 4. 11 ile verilmigtir. Cizelge 4. 11 incelendiginda c¢alisma
kapsaminda kullanilan tahin ve aygicek yaglarinda literatar ile uyumlu olarak oleik
ve linoleik asitlerin major yag asitleri olarak bulundugu ve bagil miktarlarinin

sirasiyla aygicek yagi igin %29.10-%37.73 ve %52.10-%61.58 ile tahin yagi i¢in
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%39.89- %41.55 ve %43.43-%46.57 arasinda degistigi tespit edilmigtir. Analiz
edilen yagdlar palmitik asit igerikleri bakimindan birbirlerinden anlaml derecede
(P <0.05) farkli bulunmustur. Palmitik asit icerigi AY icin %5.15-%5.87 ve TY igin
%7.36-%8.80 araliginda degismistir. Benzer sekilde stearik ve a-linolenik asit
icerikleri; AY icin %2.39-%3.08 ile %0.11-0.20 ve TY igin %3.93—-%6.42 ile
%0.39—-%0.44 olarak literaturle uyumlu bulunmustur [198, 199]. Tespit edilen yag
asidi kompozisyonu degerleri Codex Alimentarius tarafindan kabul edilen
araliklar icerisindedir [200]. Referans degerler dikkate alindiginda AY ve TY
ornekleri arasinda palmitik, oleik, linoleik ve a-linolenik asit icerigi bakimindan
anlamh farkhliklar tespit edilmistir. TY orneklerinin palmitik, oleik ve a-linolenik
asit icerigi AY orneklerinden yuksekken AY drneklerinin linoleik asit icerigi TY
orneklerinden yuksek bulunmustur. Yurutulen c¢alisma ile yag asidi
kompozisyonlari birbirine cok benzeyen iki yag cesidi olan aygicek yagini ve tahin
yagini SFS ve kemometrik analizleri bir arada kullanarak ayiran kalitatif ve

kantitatif modeller geligtirilmigtir.
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Cizelge 4. 11 Yag orneklerinin GC ile belirlenen yag asidi kompozisyonlari

Yag asidi AY-1 AY-2 AY-3 AY4 AY-5 TY-1 TY-2 TY-3 TY4 TY5 TY6 Susam - Aygioek
Yag™S  Yag®™
C10.0 (Kanrik asit) 0.0440.012 006:000%  0.06£0.01® 0.07001%® 0.07+0.00% 0.07+0.00° 0.07+0.00° 0.09+0.00° 0.08+0.00° 0.1240.01° 0.06+0.00% TE TE
C120 (Laurk asif) 0.04+0.007 006:000%  0.06£0.00% 0.06x0.01%® 0.06x0.00° 0.07+0.00° 0.06+0.00% 0.08+0.00° 0.07+0.00° 0.111001° 0.06+0.00% TE TE-01
C13:0 (Tridesikik asit) 0.08+0.007 0.08+0.007 0.08+0.007 0.08+0.007 0.0840.007 TE TE TE TE TE TE - -
C151 (Pentadekanokasit) ~ 0.13+0.00° 0.14+0.00 0.12+0.00¢ 0.10£0.007 0.16+0.00° 0124000  0.11+0.00%® 0.1120.00° 0.11000%  0.11+0.00°° 0.12+0.00¢ - -
C16:0 (Palmitik asit) 549+0.512 587+0.19 54040132 5.65+0.24% 5.15+0.16% 7.97+0.20° 8.80+0.37° 7.36+0.36° 7944029 853+0.23° 7.78:040° 79 5076
C180 (Steark asit) 2.88+0.08% 2.84+0.15% 245+0.06% 3.08+0.12%¢ 2394008  4.20+0.20°« 6.42+1.03° 470013  4374021°  544#034%  393+022%° 4567 2765
C18:1n9 (Oleik astt) 316410.16°  37.73#022°  291040.13* 31.8610.16° 370740.11°  4078:025%  4010:070° 41554025°  3989#026° 41274028%  40.98+0.3¢ 344 140394
C18:2n6 (Linoleik asit) 58.16£028° 5210#0.18°  61.58+0.07 57.92+019° 53914012  4588+0.14°  4354+071°  45224022°  4657+018°  4343+024%  46.17+0.30° 36.9- 483740

C18:3n6 (v-Linolenik asit) 0.19+0.00° 0174000 0.18+0.00% 0.15+0.00% 016000  0.18:000°  017+000°° 019000 017+002%°  0.18+000*  0.18£0.00* - -
C18:3n3 (a-Linolenik asit) 0.20£0.01° 0.11:0.022 0.20+0.00° 0.13+0012 0.11:000°F 0411000  039+001° 043+001° 044+0.00¢ 043:0019  0424000¢  02-10 TEO3

C21.0(Hekzeikozanoik asit) 0.08+0.00 TE TE TE TE TE TE TE TE TE TE - -
C202 (Eykozadienok asify ~ 0.69+0.01° 0624001  048:002 0.59+0.02 0.52+0.00° 0.12+0.01° 0.14+0.01° 0.11+0.00% 0.12+0.00°7 0.14+0.012 0.10+0.007 TE TE
C20:4n6 (Arasidonik asit) 0.05+0012 0.05+0.012 0.07+0.00% 0.08+0.00% 009000  009+000* 008000  0.11:000**  0.15t004*  0.16:£001° 0.07+0.00* - -
C20:5n3 (EPA) 0.28+0.07° 025+006™  0.19t002 0.22+0.01% 0.21+0.00" TE 0.10x0.007 TE TE TE 0.06+0.00% - -
C22:6 n3 (DHA) 0.06+0.012 0.10+0.007 0.09+0.00% 0.10¢0.012 010:000%  0.11#000**  0.10£000°  0413:000°* 0174001  0.19+0.01° 0.09+0.00% - -

Sonuglar, tespit edilen toplam yag asitlerinin ylzdesi olarak hesaplanmistir. Tim analizler dort paralelli gergeklestiriimis ve sonuglar ortalama degerler +
standart hata olarak rapor edilmistir. TE: Tespit edilmemistir, EPA: Eykozapentaenoik asit, DHA: Dokozahekzaenoik asit, AY: Aycicek Yagi, TY: Tahin Yagi,
CS: Kodeks Standart. Ayni satirda farkh harflerle isaretli ortalama degerler Tukey’s teste gére dnemli 6lctde farkhdir (P <0.05).
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4.2 Tereyagi Orneklerindeki Tagsisin LIBS ile Belirlenmesi

Bu calismada ticari olarak temin edilen tereyagi ve margarin ornekleri ile tagsise
ugratilmis tereyagi érnekleri LIBS kullanilarak analiz edilmistir. Bu amacla ¢
paralelli olarak hazirlanmis olan her 6rnegin 4 fakli bolgesinden ve her bolgeden
10 Olcim olacak sekilde her ornekten 40 spektrum toplanmig ve bunlarin
ortalamasi alinarak bir 6rnedi temsil eden ortalama LIBS spektrumu elde
edilmigtir. Sekil 4. 8 ile %100 tereyadi, %100 margarin drnekleri ile margarin
ilavesiyle %50 oraninda tagsise ugratiimis tereyagi érneklerine ait ortalama LIBS

spektrumlari verilmigtir.
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Sekil 4. 8 Yag orneklerinin ortalama LIBS spektrumlari

Tereyag ve margarin orneklerine ait LIBS spektrumlarinda yer alan karakteristik
bantlar National Institue of Standard and Technology (NIST) Basic Atomic
Spectroscopic Database ve NIST Atomic Spectra Database for LIBS veri
tabanlarn kullanilarak tanimlanmistir [201, 202]. Cizelge 4. 12'de analiz edilen

orneklere ait muhtemel elementler tablosu verilmigtir.

Sekil 4. 8 incelendiginde analiz edilen drneklere ait LIBS spektrumlarindaki en

baskin bantlarin 589.173 ve 589.813 nm’de konumlanmis Na elementine ait 1.
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iyonizasyon bantlari oldugu gorilmektedir. NIST LIBS veritabaninda Na elementi
icin en yuksek emisyon siddetine sahip bandin 589.19 nm’de konumlandigi
belirtiimektedir [202]. Bunlara ek olarak 819.221 nm’de konumlanmis Na
elementine ait 1. iyonizasyon bandi ¢ok daha dusuk emisyon siddetine sahip
oldugundan gozlenmesi zor olmakla birlikte gerekli eksen duzenlemeleri
yapildiginda elde edilen spektrumlarda yer aldigi gorulmustir. Bu bant NIST
LIBS veritabaninda 819.37 nm’de konumlanmistir. Bu bantlara ait emisyon
siddetinin %100 margarin 6rnedi icin en yuksek degdere sahip oldugu
goOrulmektedir. Ayni pikin emisyon siddeti tereyagdi 6rneginde ¢ok daha dusuk,
%50 tagsise ugatiimis drnekte ise %100 tereyagina gore daha yuksek bir degere
sahiptir.

LIBS spektrumlarinda baskin olarak yer alan bir diger bant ise 656.563 nm’de
konumlanmis olan H elementine aittir [203]. Ca elementine ait 1. ve 2.
lyonizasyon bantlarinin 393.360, 396.821, 422.626, 443.548, 445.517, 610.298,
612.231, 616.260, 643.982 ve 646.268 nm’de konumlandigi goralmustar. NIST
LIBS veritabaninda Ca elementine ait en yuksek emisyon siddetine sahip
bantlarin 393.38 ve 396.88 nm’de konumlandigi belirtiimistir. Bunlara ek olarak
422.64, 443.54, 445.49, 610.3, 612.3, 616.3, 643.96, 646.26 nm’de konumlanan
daha dustn emisyon siddetine sahip bantlar bulunmaktadir. Analiz edilen
orneklere ait LIBS spektrumlarinda gdézlenen bir diger grup bant 766.783 ve
770.107 nm’de konumlanan K elementine ait 1. iyonizasyon bantlaridir. NIST
LIBS veritabaninda K elementine ait en yuksek emisyon siddetine sahip bantlarin
766.5 ve 769.69 nm’de konumlandidi belirtiimistir. Géreceli olarak diisik emisyon
siddetine sahip olmakla birlikte analiz edilen érneklerin LIBS spektrumlarinda Fe
elementine ait iyonizasyon bantlari 247.769, 388.285, 516.600, 527.096,
612.231, 643.982 ve 716.065 nm’de gozlenmigtir. NIST LIBS veritabaninda Fe
elementine ait en ylksek emisyon siddetine sahip bantlar 239.1, 260.6 ve 274.6
nm’de konumlanirken ayni elemente ait daha duguk emisyon siddetine sahip
bantlar 358.6, 374.1, 382.6, 493.2, 518.2, 538.7, 560.20, 641.7, 687.2, 717.7 ve
751.2 nm’de yer almistir. Fe elementi agisindan ilgili veritabanindan elde edilen
bilgiler ile mevcut sonuclar birebir uyyusmamakla birlikte Fe elementinin 1, 2 ve 3.
iyonizasyonuna ait ¢ok fazla bandin bulunmasi nedeniyle analiz edilen
orneklerde benzer konumlarda gozlenen bantlar Fe elementiyle iligkilendirilmistir.
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Benzer sekilde Mg elementine ait 1. ve 2. iyonizasyon bantlari 279.500, 516.600
821.922 nm’de gozlenmigtir. NIST LIBS veritabaninda Mg elementine ait en
yuksek emisyon siddetine sahip bantlarin 279.54 ve 280.29 nm’de konumlandigi
bildirilmigtir. Bunun yaninda 517.22 ve 518.37 ile 821.37 ve 823.47 nm’de

konumlanmig daha digsuk emisyon siddetine sahip bantlar da bulunmaktadir.

Son olarak C, N ve O ait 1. iyonizasyon bantlari sirasiyla 247.859; 744.545,
747.217,ve 821.922 ile 777.541 nm’de konumlanmistir. NIST LIBS veritabaninda
C, N ve O ait en yuksek emisyon siddetine sahip bantlarin 247.84; 744.18,
746.83, 818.67, 821.71, 863.08, 868.24 ile 615.69, 777.38, 822.73 ve 844.7
nm’de konumlandigi belirtiimigtir. Analiz edilen orneklere ait LIBS
spektrumlarinda s6z konusu bantlarin tamami gozlenmemis olup her Ug¢

elemente ait en yuksek emisyon siddetine sahip karakteristik bantlar gdzlenmistir.
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Cizelge 4. 12 LIBS spektrumlarinin muhtemel element tablosu

Go6zlenen Emisyon Bandi (nm)

Muhtemel Element

247.769
247.859
279.500

388.285
393.360
396.821
422.626
443.548
445.517
516.600
527.096
589.173
589.813
610.298
612.231
616.260
643.982
646.268
656.563
716.065
744.545
747.217
766.783
770.107
777.541

819.221

821.922

Fe | (247.978)
C | (247.856)
Mg | (279.553)

Fe | (388.327)

Ca Il (393.366), Ca | (393.529)
Ca Il (396.8469)

Cal (422.672), Ca Il (422.815)
Ca | (443.569)
Ca | (445.478)

Fe | (516.748), Mg | (516.732)
Fe | (527.035)
Na | (588.995)
Na | (588.995)
Cal (610.272)

Cal (612.221), Fe | (612.790)
Cal (616.217)

Ca | (643.907), Fe | (643.875)
Ca | (646.256)
H | (656.285)

Ca |l (714.815), Fe | (714.814)
N | (744.229)
N | (746.831)
K 1 (766.489)
K 1 (769.8965)
O | (777.569)
Na | (819.482)

Mg | (821.3034), Mg Il (821.398), N | (821.634)
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Tereyagl ve margarin orneklerinin LIBS spektrumlarinda goézlenen bantlarin
varhgi ICP-MS ve FAAS analizleriyle dogrulanmigtir. Tereyagi ve margarin
orneklerinin ICP-MS ve FAAS analizleriyle belirlenen elemental kompozisyonlari
Cizelge 4. 13 ile verilmistir. Turk Gida Kodeksi Tereyagi, Diger Sut Yagi Esasli
Sirilebilir Uriinler ve Sadeyagd Tebligi'ne gore tereyad bilesiminde agirlikga
minimum %80, maksimum %90 oraninda sut yagi, maksimum %2 oraninda
yagsiz sut kuru maddesi ve maksimum %16 oraninda su igeren Urun olarak
tanimlanmaktadir [204]. TUrk Gida Kodeksi Suartlebilir Yaglar/Margarin ve Yogun
Yaglar Tebligi'ne gore margarin insan tuketimine uygun bitkisel ve/veya
hayvansal yaglar ve/veya sut yagindan elde edilen yag i¢cinde su emulsiyonu
seklinde hazirlanan ve sut ve/veya st Urlnleri igerebilen Urin olarak
tanimlanmaktadir [205]. Sit bilesiminde bulunan elementlerin kompozisyonu
sutun elde edildigi hayvanin beslenmes rejimi, yagl, cinsi, laktasyon donemi ve
mevsimsel faktorlere bagl olarak buyuk degisiklikler gostermekle birlikte Ca, Na,
K, P ve Mg elementleri major olarak; Fe, Cu, Mn, Se, Co, Cr, Ni ve Zn elementleri
minor olarak sut bilegsiminde bulunmaktadir. Bu bilgiler 1s1ginda tereyagi ve

margarin orneklerine ait LIBS spektrumlari degerlendirilmigtir [206, 207].

Cizelge 4. 13 incelendiginde orneklerde major olarak bulunan elementlerin LIBS
sonuglariyla uyumlu olarak Na, K, Ca, Fe ve Mg oldugu tespit edilmistir. Na icerigi
tereyagi ornekleri igin 0.21x10° ile 1.96x10° ppb arasinda, margarin érnekleri igin
7.1x10° ile 8.50x10° ppb arasinda degismektedir. K icerigi tereyadi ornekleri igin
0.16x10°ile 4.87x10° ppb arasinda, margarin 6rnekleri icin 3.50x10° ile 6.84x10°
ppb arasinda degismektedir. Fe icgerigi tereyadi oOrnekleri igin 0.02x10° ile
0.32x10° ppb arasinda, margarin ornekleri icin 0.24x10° ile 0.35x10° ppb
arasinda degismektedir.

Tereyagl ve margarin érneklerinin icerdikleri Cu, Cr, Ni, Mn ve Zn miktarlari ise
genel olarak daha dusuktur. Cu igerigi tereyagi ornekleri icin 6.54-35.28 ppb
arasinda, margarin érnekleri igin 4.23-6.95 ppb arasinda degismektedir. Cr igerigi
tereyaQi ornekleri i¢in 1.6-3.2 ppb arasinda, margarin ornekleri igin 1.6-2.1 ppb
arasinda degismektedir. Ni icerigi tereyadi ornekleri icin 72-923 ppb arasinda,
margarin ornekleri icin 42-526 ppb arasinda degismektedir. Mn icerigi tereyagi
ornekleri icin 69-1169 ppb arasinda, margarin ornekleri igin 133-834 ppb

arasinda degismektedir. Zn icerigi tereyagi ornekleri i¢cin 16-400 ppb arasinda,
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margarin ornekleri igin 8-95 ppb arasinda degismektedir. ICP-MS ve FAAS analiz
sonuglarina gore ilgili literatir ve LIBS sonuglariyla paralel olarak analiz edilen
margarin ornekleri tereyagi orneklerine kiyasla daha yuksek miktarda Na, K ve
Fe; daha dusuk miktarda Ca, Mg, Cu, Cr, Mn ve Ni icermektedir [208]. Analiz
edilen orneklerde 1 ppm seviyesinin altinda bulunan Cu, Cr, Ni, Mn ve Zn
elementlerine ait karakteristik bantlar 6rneklerin LIBS spektrumlarinda
g6zlenememigtir. LIBS teknigine dair rapor edilen en blylk dezavantajlarindan
bir tanesi tespit limiti degerlerinin ppm seviyesinde olmasidir [209]. Bu durum
genellikle lazer indukli plazma olusumunun ablasyon, atomizasyon ve uyarma
gibi tekrarlanabilirligi dusik kompleks suregler gerektirmesiyle agiklanmaktadir.
Bunun yaninda 6rnege ait matriks etkisi de emisyon siddeti degerlerini
etkilemektedir. LIBS sistemlerinde hassasiyetin arttirimasi adina pek ¢ok farkl
kapsamda galisma rapor edilmistir. Bunlar arasinda deneysel duzenekte yapilan
konfigurasyon degisikliklerinin etkisini inceleyen c¢alismalar bulunmaktadir.
Bunun yani sira ns-us seviyesinde zaman farki bulunan iki farkli lazer atiminin
kullanildigi cift atimh lazer teknigi (double pulse laser) gelistiriimistir. Bu teknikte
ilk lazer atimi ile 6rneg@in ablasyonu sonrasinda ikinci bir lazer atimi ile olugan
plazmanin uyariilmasi/ yeniden isitiimasi (reheating of the plasma) yoluyla sinyal
siddetinde artis saglanmaktadir. Ayrica bu teknikte plazma omru daha uzun
olmakta ve elektron yogunlupu daha yavas bir sekilde azalmaktadir [210, 211].
Bir diger teknik N2, Ar ve He gibi inert gaz atmosferi kullanilarak olusturulan
plazmanin sicakliginin ve yogunlugunun arttirimasidir [212]. inert gaz
atmosferinde olusturulan plazma elektronca zengin olmaktadir. Lazer induklU
plazma icerisinde atomlar veya iyonlar ile elektronlarin carpigsmalari optik
emisyon sureglerinde anahtar gorevi gormektedir. Bu nedenle lazer induklu
plazmanin yuksek elektron yogunluguna sahip olmasi atomik ve iyonik emisyon
bantlarinin daha yiksek emisyon siddetine ve daha uzun édmre sahip olmasini
saglamaktadir [213]. Bir baska teknik harici manyetik alan kullanimiyla plazmada
bulunan atomik ve iyonik turlerin enerji ve yogunluklarinin degistiriimesidir [214].

S0z konusu elementler diginda tereyadlr ve margarin orneklerinin LIBS

spektrumlarinda C, H, O ve N elementlerine ait bantlar gorilmustir. Orneklerin

organik igeriklerinden kaynakh olarak LIBS spektrumlarinda C, H ve O bantlari

gOzlenebilmektedir [215]. Literatirde LIBS spektrumlarinda gézlenen H ve O
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bantlari analiz edilen 6rneklerin nem igerikleriyle iliskilendirilmigtir [116, 216]. N
bantlari protein igerigi yuksek orneklerde toplam protein igerigiyle
iliskilendirilmekle birlikte [217] havada lazer indUkli plazma olusturulmasi
nedeniyle N bantlarinin atmosferik azottan kaynaklanabilecedi belirtimektedir
[218, 219]. SOz konusu analizlerin mevcut tez ¢alismasi kapsaminda atmosferik
kogullarda yapildigi géz 6nunde bulunduruldugunda ikinci agiklamanin elde

edilen N bantlarinin gerekgesi olabilecegi dugsunulmektedir.
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Cizelge 4. 13 Yaglarin ICP-MS ve FAAS sonuglari

Element (ppb) Na K Cu Ca Cr Mn Fe Ni  Zn Mg
Margarin 1 7.31x10° 3.50x10° 5.87 0.42x10° 1.6 799 0.29x10° 42 77  0.19x10°
Margarin 2 33.9x10° 6.84x10° 6.95 0.35x10° 2.1 465 0.29x10° 190 95 0.16x10°
Margarin 3 7.83x10° 3.59x10° 4.23 0.49x10° 1.8 512 0.29x10° 168 44 0.25x10°
Margarin 4 8.50x10°> 4.10x10° 5.01 0.24x10° 1.6 133 0.35x10° 110 8 0.10x10°
Margarin 5 7.10x10°> 4.14x10° 5.73 0.42x10°> 1.6 834 0.24x10° 526 67 0.15x10°
Tereyagi 1 0.70x10°> 2.15x10°> 6.54 0.77x10° 25 494 - 235 75 0.22x10°
Tereyagi 2 0.62x10° 2.71x10°> 7.51 0.60x10° 1.9 860 - 90 79 0.28x10°
Tereyagi 3 0.52x10° 2.59x10° 8.03 0.58x10° 1.6 469 0.18x10° 698 - 0.28x10°
Tereyagi 4 1.96x10° 0.16x10° 15.73 0.60x10° 2.4 69 0.24x10° 139 16 0.16x10°
Tereyadi 5 0.44x10° 1.10x10°> 12.29 0.63x10° 2.2 510 0.16x10° - 88  0.23x10°
Tereyagi 6 0.21x10° 0.34x10°> 13.31 0.75x10° 2.6 978 0.21x10° 447 38 0.29x10°
Tereyagi 7 0.39x10° 1.70x10°> 15.39 0.66x10° 1.9 351 0.19x10° 3 400 0.14x10°
Tereyagi 8 0.84x10° 3.10x10° 10.73 0.72x10° 2.2 814 0.04x10° - 202 0.23x10°
Tereyagi 9 0.77x10° 0.52x10°> 35.28 0.54x10° 3.2 789 0.08x10° 923 156 0.19x10°
Tereyagi 10 1.10x10° 3.10x10° 14.38 0.63x10° 2.6 1169 0.32x10° 119 255 0.21x10°
Tereyagi 11 1.50x10° 4.87x10° 23.05 0.79x10° 2.8 833 0.14x10°> 133 359 0.41x10°
Tereyagi 12 1.30x10° 3.67x10°> 17.30 0.69x10° 2.6 1057 0.02x10> 72 393 0.16x10°

122



Margarin Uretiminde kullaniimak Uzere standart bir tuz degeri tanimlanmamisgtir.
Margarin Uretiminde Na, K ve Ca tuzlari emulsifiye edici, koruyucu, antioksidan
sinerjisti ve asit dlizenleyici gibi pek ¢ok farkli amagcla kullaniimaktadir. Bu durum
32-1981 numarali Kodeks Standard’nin Gida Katkilari  béluminden
gorulebilmektedir. S6z konusu tuzlarin kullaniminda Ust limit degerleri FAO
tarafindan Uretici firmanin insiyatifine birakilmistir [220]. Ulkemizde ise tereyagi
orneklerinin icerebilecedi maksimum tuz miktari TSE tarafindan agirhk¢ca %2
olarak sinirlandiriimis olmakla birlikte margarin ve diger surulebilir yaglar igin
herhangi bir sinir deger tanimlanmamistir [204, 205]. Bu durum Ulkemizde
uretilen margarinlerin tereyagindan ¢ok farkh bir elemental kompozisyona sahip
olmasina neden olmaktadir. Bu farklilik dogal olarak mevcut calismada margarin-
tereyagi ayriminin yapiimasini kolaylastirmistir. Fakat s6z konusu tuz etkisinin
minimize edilebilmesi adina g¢alismada analiz edilmek Uzere tuzlu ve tuzsuz
tereyaQi ornekleri ve farkl oranlarda tuz igeren margarin ornekleri kullaniimistir.
Yukarida da belirtildigi gibi loadings grafigi detayli incelendiginde gerceklestirilen
ayrimin yalnizca o&rneklerin Na icerigindeki farklihktan kaynaklanmadigi

dogrulanmisgtir.

Tereyadl ve margarin Ornekleri arasindaki major ve minor elemental
kompozsiyon farkliliklarin ~ kimulatif olarak degerlendirilebilmesi adina
kemometrik metotlar arasindan kalitatif analiz icin PCA ve kantitatif analiz igin
PLSR kullanilmistir. Margarin ve tereyagi orneklerine ait gruplarin
siniflandinimasi PCA ile gergeklestiriimistir. Bu amacla 6rneklere ait 186-900 nm
araligindaki LIBS spektrumlari kullaniimistir. Her bir 6rnek G¢ paralelli
hazirlanmistir. Her érnegin Ug¢ paralelli 6lgim sonuglari kalibrasyon ve tahmin
modellerinin  kurulmasinda kullanilmigtir. Sekil 4. 9 ile verilen PCA skor
grafiginden de anlasilacagi gibi érnekler iki temel gruba ayrilmistir. S6z konusu
modelin gelistiriimesi amaciyla toplamda U¢ temel bilesen kullaniimistir. En
yuksek kumulatif varyans degerine sahip olan 1. ve 2. temel bilesenler
kullanilarak PCA skor grafigi cizilmistir. Burada ilk bilesen kimdalatif varyansin
%88.76’s1n1, ikinci bilesen %97.92’sini agiklamistir.
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Sekil 4. 9 Yag orneklerinin PCA skor grafigi

Kurulan PCA modeli sonucunda elde edilen grafik incelendiginde Margarin2
orneginin geriye kalan margarin orneklerinin olusturdugu kimeden daha uzakta
konumlandigi goérulmektedir. Bu durum s6z konusu ornegin nispeten daha
yuksek olan Na igeriginden (3390 ppm) kaynaklanmaktadir. Ayni ornege ait
elemental kompozisyon sonuglari incelendiginde diger major ve mindr elementler
bakimindan benzer degerlere sahip oldugu goértlmustir. Sekil 4. 10’da Margarin2
ornegine ait noktalar disarida tutularak skor grafigi yeniden gizilmistir. Bu sayede

olusturulan PCA modeli ile saglanan gruplandirma basarisi daha net bir sekilde

gozlenmisgtir.
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Sekil 4. 10 Yag orneklerinin duzenlenmis PCA skor grafigi

Elde edilen gruplandirma basarisi kurulan model tarafindan daha o6nce
bilinmeyen (blind samples) tereyagdi ve margarin érnekleriyle de dogrulanmistir.
Ayni grafikte %50 oraninda margarinle tagsis edilmis tereyagdi érneginin %100
tereyagl ve %100 margarin orneklerinin orta yerinde konumlanmig olmasi

kantitatif bir analiz metodunun gelistiriimesine olan ihtiyaci ortaya koymustur.

Sekil 4. 11 ile PCA analizine ait loadings grafigi verilmistir. Loadings grafigi
gruplar arasi ayrimi kolaylastiran spektral araliklarin ortaya konmasi amaciyla
cizilmistir. Loadings grafiklerinin degerlendiriimesinde orjinden disa dogru sapan
noktalarin gruplar arasi ayrima sebep olan noktalar oldugu bilinmektedir. S6z
konusu grafik detayl bir sekilde incelendiginde grafigin Ust kisminin 588-591 nm
dalgaboyu araligina isaret ettigi tespit edilmigtir. Bu aralikta Orneklerin Na

iceriklerinin farklihgi nedeniyle degisiklik gorulmuagtir.
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Sekil 4. 11 Loadings degerlerinin TB1 ve TB2 igin gosterimi

Grafigin alt kismi ise pek ¢ok farklh spektral aralida isaret etmekte olup bunlar
temel olarak 387-399, 511-521, 588-591, 729-774 ve 775-785 dalgaboyu

aralklandir. Sirasiyla Fe, Ca, Mg, Na, Zn, N ve K miktarlarindaki farkhliklardan
kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4. 12 ile verilen grafiklerde ise dalga boyu degerlerine karsi birinci ve ikinci
temel bilesenler grafige gecirilmistir. Bu grafiklerde de benzer sonuglar
gorulmustir. Na, Ca ve K gruplar arasindaki ayrima major olarak; Mg, Fe ve Zn
ise mindr olarak katkida bulunmustur. Temel bilesen 2’nin degiskene karsi
grafige gecirildigi durumda ise PCA ile ayrima Na igeriginin major, K iceriginin

mindr katkisinin oldugu goralmustur.
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Sekil 4. 12 Loadings degerlerinin TB1 ve TB2 igin ayri ayri gdsterimi

Toplanan LIBS spektrumlarinin kantitatif analizi igcin PLSR kullaniimistir.
Kalibrasyon ve tahmin modelleri olusturulurken %100 tereyadi, %100 margarin
ve %5-50 arasinda tagsise ugratiimis érnekler kullaniimistir. Elde edilen sonuglar
Sekil 4. 13 ile verilmistir. Kalibrasyon ve tahmin grafiklerinde ytksek belirleme
katsayisi degerleri, R%a = 0.999 ve RZwed =0.984, elde edilmistir. Kurulan
modellerin yeterince digsik RMSEC (2.02) ve RMSEP (3.37) degerlerine sahip

olmasina dikkat edilmistir.
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Sekil 4. 13 PLS (a) kalibrasyon ve (b) tahmin modelleri

Hesaplanan ve tahmin edilen her bir konsantrasyon degeri ile bunlara ait standart

sapma degerleri Cizelge 4. 14’de verilmigtir.

Cizelge 4. 14 Kalibrasyon ve tahmin modellerine ait istatistiksel sonuglar

Olgiilen Ortalama Tahmin  gstandart Sapma

Model konsantrasyon (%) Konsarlftcri gin 0 (%)
yon (%)

0.2 0.2

7.5 1.3

20 18.9 1.3

Kalibrasyon 30 29.6 1.8

40 40.5 0.2

45 45.2 1.4

100 100.0 0.8

10 10.3 2.6

15 16.3 2.6

Tahmin 20 17.5 1.3

25 25.8 2.2

35 32.8 2.3

50 52.4 1.7
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Model sisteminin hassasiyet ve kesinlik degerleri RSD ve REP degerleri
uzerinden deg@erlendirilmigtir. Bu degerlerin hesaplanmasinda kullanilan esitlikler
genel bilgiler kisminda verilmigtir. LOD ve LOQ degerleri %3.9 ve %11.8 olarak
hesaplanmigtir. RSD ve REP degerleri %11.3 ve %13.0 olarak hesaplanmistir.

Tereyag! gibi Urinlerde kar amacli olarak yapilan tagsisler yuksek oranlarda
yapildigindan geligtirilen LIBS metodu i¢in elde edilen LOD ve LOD degerlerinin
bu tarz tagsislerin tespiti icin tatmin edici oldugu goértulmektedir. RSD degeri
gelistirilen PLS modelinin basarisinin tanimlanmasi icin hesaplanmaktadir. ilgili
literatur incelendiginde RSD degerlerini etkileyen major faktorlerin 6rnegin
kompleks yapisi, homojenligi, yuzey 6zellikleri ve partikul boyutu ile lazer atiminin
tekrarlanabilirlik 6zellikleri oldugu belirtilmistir. Gelistirilen LIBS temelli metotlarda
RSD degerleri %1 ile %10 arasinda degismekte olup [221] mevcut ¢alismada

hesaplanan RSD degeri bu araliga yakin bulunmustur.

Tereyagr oOrneklerinde margarin kullanilarak yapilan tagsisin belirlenmesi
amaciyla Orneklerin elemental karakterizasyonunun LIBS temelli olarak
geligtirilen bir metot tGzerinden yapilmasi hedeflenmistir. Literatlirde tereyagi ve
margarin orneklerinin elemental kompozisyon olarak farkli oldugunu godsteren
pek cok calisma bulunmaktadir. Cesitli bitkisel yaglar, margarin ve tereyagi
orneklerinde Na, K, Ca, Mg, Fe, Zn, Cu, Mn, and Cr ile bitkisel yaglarin
hidrojenizasyonunda bir diger deyisle margarin Uretiminde katalizor olarak
kullanilan Ni miktarlart AAS ile belirlenmistir [222]. Bir diger calismada zeytinyadi,
findik yagi, aycgicek yagi, misir yagi, margarin ve tereyagi orneklerinde yapilan
elemental kompozisyon analizinde Fe, Mn, Zn, Cu, Pb, Co, Cd, Na, K, Ca and
Mg elementleri aranmigtir [14]. Bitkisel yaglar, tereyagi ve margarin orneklerinde
yapilan bir bagka ¢alismada total kaliteye (aroma ve stabilite) etki eden Cd, Co,
Cr, Ni ve Mn elementleri ICP-OES kullanilarak belirlenmistir [223]. Rapor edilen
bu calismalarda ornekler arasindaki elemental kompozisyon farkinin tereyagi
tagsisinin  beirlenmesi amaciyla kullanilabilip  kullanilamayacagi henulz
arastinimamistir. Bu yonuyle mevcut ¢alisma literatirdeki diger ¢alismalardan
tamamen ayriimaktadir. Ote yandan, tereyadi érneklerinde, Uretim sirecinin
gerektirdigi tuzlarin kullanimi ile margarin formuna doénustirilmemis haldeki
bitkisel yagdlarin eklenmesi yoluyla yapilan tagsiglerin mevcut caligsma

kapsaminin diginda tutuldugunun belirtiimesi gerekmektedir.
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4.3 Tavuk Orneklerindeki Tagsisin RS ile Belirlenmesi

Ozellikle et ve et trtinlerinin dondurulup eritilmis oldugu halde tiiketiciye tazeymis
gibi sunulmasi Uretim sureglerine dair bilginin etiket beyanina uymamasi
kapsaminda bir gida tagsisi olarak degerlendiriimektedir. Tez calismasi
kapsaminda taze ve dondurulup-eritiimis tavuk yaglari arasindaki farkhhklar
Raman spektroskopisi kullanilarak incelenmistir. Asagida bu calisma
kapsaminda analiz edilen érneklere ait Raman spektrumlari verilmistir. Sekil 4.
14’de hekzan ve Folch ekstraksiyon yontemleri kullanilarak taze tavuklardan

elden edilen tavuk yaglarina ait ortalama Raman spektrumlari verilmigtir.

1 —a
16000 —b

12000

8000
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— T T T T T T T T T T T T 1
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Sekil 4. 14 a) Hekzan b) Folch ekstrakte taze tavuk yaglarinin ortalama Raman

spektrumlari

Sekil 4. 14 incelendiginde farkh ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen 6rneklerin
Raman spektrumunun g¢ogunlukla benzer sinyal siddetine sahip bantlardan
olustugu gorulmektedir. Raman spektrumlarinda goézlemlenen karakteristik
bantlarin molekuler bagdlarla iliskilendiriimesine ait detayli aciklamalar Cizelge 4.

15’de 6zetlenmisgtir.
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Cizelge 4. 15 Tavuk yaglarinin karakteristik Raman bantlar

Pik pozisyonu (cm) Titresimsel Mod Referans

241 Skeletal mod [224]

373 Alifatik zincire ait CCC deformasyonlari [224]

403 Alifatik zincirlere ait CCC deformasyonlari ve olefinik [224]
gruplara ait C=C-C dizlem dis1 deformasyonlar

604, 726 Olefinik CH ve OH gruplarina ait dizlem digi [224]
deformasyonlar

800-900 v(C-C) gerilme -(CH2)n- [224]

(872, 869, 889)

971 Duzlem disi egilme cis izomer y(=C-H) [224, 225]

1023, 1039 v(C-C) gerilme -(CH2)n- [226]

1062, 1085, 1097 Alifatik gerilme v(C-C) [135, 227, 228]

1120 Alifatik faz ici gerilme v(C-C) [226]

800-970, 1060-1150 C-O baglarina karakteristik bantlar [135, 229]

(841, 869, 889, 971; 1082, 1120, 1145)

800-900, 1000-1100 Skeletal C-C baglarina karakteristik bantlar [224]

(841, 869, 889; 1023, 1039, 1082)
1265-1270

1296-1305
1438-1442

1650-1671

1741-1750

Simetrik rock cis gift bag 8(=C-H)

Faz ici metilenik gruplara (=CHz) ait burulma
Metilenik gruplara (=CHy) ait kesilme titregsimleri

cis v(C=C) cift bag gerilme

Ester karbonil gerilme v(C=0)

[126, 130, 135, 224, 227
230, 231]

[126, 135, 227, 230, 231]
[126, 130, 131, 135, 227
230, 231]

[126, 130, 131, 135, 227
231]

[126, 130, 131, 135, 227
231]
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Tavuk yaglarinin Raman spektrumlarinda gozlenen bantlar sirasiyla 241, 373,
403, 604, 726, 767, 813, 843, 872, 890 954, 974, 1023, 1044, 1065, 1085, 1121,
1267, 1306, 1446, 1655 ve 1744 cm™'de konumlanmistir. Bun bantlarin analiz
edilen oOrnekte bulunmasi muhtemel olan molekullerle iliskilendiriimesinde
Czamara ve ark. tarafindan yurutilen ¢alisma temel alinmis ve analiz edilen
tavuk Orneklerine ait Raman spektrumlarinda gozlemlenen karakteristik
bantlardan sorumlu olabilecek molekdllerin varligi irdelenmigtir. S6z konusu
calismada yag asitlerinin, triagilgliserollerin, membran lipitlerinin, kolesterol ve

kolesterol esterlerinin Raman spektrumlari detayl bir sekilde incelenmistir [226].

Tavuk yaglarinin Raman spektrumlarinda 872, 974, 1085, 1121, 1267, 1306,
1446 ve 1655 cm™ konumlarinda gozlenen bantlar Czamara ve ark. tarafindan
869, 971, 1082, 1120, 1264, 1303, 1440 ve 1656 cm''de gozlenmis olup oleik
asite ait karakteristik Raman bantlari olarak belirlenmistir. Bu durumda analiz
edilen tavuk yaglarinda oleik asit varligindan s6z edebilmek mumkuandur. Benzer
sekilde Czamara ve ark. tarafindan alfa-linolenik asite ait 869, 971, 1066, 1082,
1264, 1303, 1440 ve 1656 cm™ karakteristik bant serisi analiz edilen tavuk
yadlarinda 872, 974, 1065, 1085, 1267, 1306, 1446 ve 1655 cm*'de gozlenmistir.

Trioleine ait 869, 1066, 1082, 1120, 1264, 1303, 1440, 1656 ve 1740 cm™
karakteristik bant serisi tavuk orneklerinde 872, 1065, 1085, 1121, 1267, 1306,
1446, 1655 ve 1744 cm?¥de gozlenmistir. Benzer sekilde ftrilinolenine ait
karakteristik bant serisi 869, 1066, 1082, 1264, 1303, 1440, 1656 ve 1740 cm™
tavuk yagina ait érneklerde 872, 1065, 1085, 1267, 1306, 1446, 1655 ve 1744
cm¥de goriimuistir. Bunlara ek olarak fosfatidilkolin molekdiline spesifik
karakteristik bantlar 722, 869, 1066, 1082, 1120, 1264, 1303, 1440, 1656 ve 1740
cm* tavuk yaglarinin Raman spektrumlarinda 726, 872, 1065, 1085, 1121, 1267,
1306, 1446, 1655 ve 1744 cm™Y’de bulunmaktadir. Czamara ve ark. tarafindan da
belirtildigi gibi C-C gerilme modunu temsil eden bantlar 1065, 1089 ve 1120 cm-
Yde konumlanmaktadir. Bu bantlar mevcut calismadaki tavuk yaglari igin
siraslyla 1065 ve 1085 cm™Ydeki pikler ve 1121 cm¥de omuz olarak
konumlanmigtir. Fosfatidilkolin molekilene ait kolin grubunun diyagnostik
bantlarinin 719 ve 876 cmY'de konumlandigi belirtilirken s6z konusu bantlar

tavuk yaglari igcin 726 ve 872 cm?¥de konumlanmistir. Fosfatidiletanolamin
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molekulline ait karakteristik bant serisi 760, 1082, 1120, 1264, 1303, 1440, 1656
ve 1740 cm* tavuk yaglarinin Raman spektrumlarinda 767, 1085, 1121, 1267,
1306, 1655 ve 1744 cmYde goriiimekle birlikte fosfatidiletanolamin molekilinin
diyagnostik bandi olarak kabul edilen 760 cmY'deki bant tavuk yagi érneklerinde
pik noktasi yaklasik olarak 767 cm™¥de konumlanmis bir omuz olarak

gozlenmigtir.

Analiz edilen tavuk érneklerinin Raman spektrumlarinda 890, 1065, 1085, 1121,
1306, 1446 ve 1655 cm’'de konumlanan karakteristik bantlar gdzlenmistir. Oda
sicakligindaki doymus ve doymamig yag asitlerinin Raman spektrumlarinin
incelendigi ¢aligmlarda doymus yag asitlerinin Raman spektrumlarinda 891,
1062, 1097, 1128, 1296, 1419 ve 1440 cmde karakteristik bantlar gézlenirken
yine doymus yag asitlerinin Raman spektrumlarinda 1266 ve 1655 cm-''deki
bantlarin gozlenmedigi belirtilmigtir. Bu ¢alismalarda 1062, 1097 ve 1128 cm-
L'deki bantlar hidrokarbon zincirindeki C-C gerilmeleri ve 1296 cm'deki bant CH>
burulmasi ile iligkilendirilmistir. Ayni calisma kapsaminda 1000-1150 cm
bdlgesinin hidrokarbon zincirinin konformasyonel durumuna baglh olarak hassas
bir sekilde degisiklik gosterdigi belirtiimistir. 1062 ve 1128 cm™deki bantlar
ylUksek duzenlilikteki trans zincir bolgeleriyle, 1097 cmY'deki bant ise gauche
rotasyonu gosteren yapilarla iligkilendirilmistir. DUzensizligi yuksek bir zincirde
gauche bandinin genisledigi ve daha dusuk frekanslara kaydigi ayrica 1128 ve
1063 cmY'deki bant sinyal siddetlerinin azaldigi belirtiimistir. Palmitik ve stearik
asit gibi doymus yag asitleri oda sicakliginda yuksek bir dizenlilik gosterirken
C=C baglar igeren oleik asitin zincir duzensizligine sahip oldugu gorulmustur.
Palmitik ve stearik asit gibi tamamen doymus yag asitleri ergime noktalarinin
ustundeki bir sicakhga isitildiklarinda hidrokarbon zincirinde duzensizlik
indiklenmekte ve bunlara ait Raman spektrumlari oleik asite benzemekte fakat
yine de doymamis cift baglara spesifik olan 1266 ve 1655 cmdeki bantlar
g6zlenmemektedir. Buradan yola c¢ikilarak 1000-1150 araligindaki bantlarin
ylksek dlzenlilikteki doymus yag asitleri varligina, 1266 ve 1655 cm'deki
bantlarin doymamig yag asitleri varliginin isaretgisi olarak kullanilabilecegi rapor
edilmigtir [228, 232]. Analiz edilen tavuk drneklerine ait elde edilen bulgular rapor
edilen galismalarin bulgulariyla kiyaslandiginda tavuk yaglarinda hem doymus

hem de doymamig yag asitlerinin bulundugunu séylemek mumkundur.
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SOz konusu bantlarda dondurma-eritme surecleriyle gerceklesen degisimler
haftalik ve aylik bazda incelenmigtir. Taze tavuk orneklerinin yani sira haftalik
bazda bir ve iki kez dondurma-eritme dongulerine maruz kalan 1H-1DE ve 2H-
2DE gruplari ile aylik bazda bir ve iki kez dondurma-eritme déngulerine maruz
kalan 1A-1DE ve 2A-2DE gruplari olmak Uzere toplamda bes farkh grup 6rnek
birbiriyle karsilastiriimistir. Hekzan ve Folch ekstraksiyonlariyla elde edilen her
bir grubu temsil eden tavuk yaglarina ait ortalama Raman spektrumlari sirasiyla
Sekil 4. 15 ve Sekil 4. 16 ile gosterilmigtir.
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Sekil 4. 15 Hekzan ekstrakte yaglarin a) 200-2000, b) 500-1000, c) 1000-1400
ve d) 1400-1800 cm araligindaki Raman spektrumlarinin degisimi
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Dalga sayisi (cm™)
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Sekil 4. 16 Folch ekstrakte yaglarin a) 200-2000, b) 500-1000, c) 1000-1400 ve
d) 1400-1800 cm araligindaki Raman spektrumlarinin degisimi
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Sekil 4. 15 a ve Sekil 4. 16 a’da 200 ile 2000 cm* dalgasayisi araligindaki
ortalama Raman spektrumlarinin tamami gorulmektedir. Dondurma-eritme
islemlerinin Raman spektrumlarinda neden oldugu degisikliklerin gdbzlemlenmesi
amaciyla Sekil 4. 15 b, c ve d ile Sekil 4. 16 b, ¢ ve d’de Raman spektrumlarinin
farkh bolgeleri gerekli eksen duzenlemeleri yapilarak yeniden gosterilmistir. S6z
konusu araliklardaki major bantlar her bir ornek icin tek tek belirlendikten sonra
her bir bandin alan, geniglik, ylkseklik ve pik pozisyonu degeleri OriginPro 7.5

kullanilarak belirlenmistir.

Tavuk yaglarina ait Raman spektrumlarinin baglangi¢ bolgesini olusturan 200-
700 cmt araligi dislk sinyal siddetine sahip genis bantlardan olugsmaktadir. Bu
bantlarin pik pozisyonlari 241, 373, 403 ve 604 cm*de konumlanmistir. Hekzan
ve Folch ekstrakte érneklerin ortalama Raman spektrumlarinin bu bdlgesi Sekil
4. 17 ve Sekil 4. 18 ile gosterilmistir.

Hekzan

Taze
—— 1H-1DE

241 2H-2DE 604

Raman Sinyal Siddeti (a.u.)

T T T T
200 300 400 500 600
Dalga Sayisi (cm™)

Sekil 4. 17 Hekzan ekstrakte yaglarin 800 cm™in altindaki ortalama Raman

spektrumlari
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Sekil 4. 18 Folch ekstrakte yaglarin 800 cm™in altindaki ortalama Raman

spektrumlari

Sekil 4. 17 ve Sekil 4. 18 incelendiginde dondurma-eritme dénguleriyle bu batlarin
bir takim sekil ve sinyal siddeti degisikliklerine ugradiklari gorulmektedir.
Machado ve ark. tarafindan linoleik asidin oksidasyon slrecinin Raman
spektroskopisiyle incelendigi calismada Raman spektrumunun 800 cm™Yin
altindaki bolgesinin dusuk sinyal siddetine sahip genis bantlardan olustugu
belirtiimistir. Bu bolgede 604 ve 726 cm™*’de konumlanan bantlar olefinik CH ve
OH gruplariyla iligkilendiriimektedir. Daha dusuk dalga sayilarindaki Raman
sinyalleri genellikle iskeletteki agir atomlarin titresimlerinden kaynaklanmakta
olup 403 cmY’deki bant alifatik zincirlerin CCC deformasyonu ve olefinik gruplarin
C=C-C diizlem digi deformasyonlari ile agiklanmaktadir. 373 cm™Y’deki bant
alifatik zincirin CCC deformasyonlari ile 241 cmY'deki bant skeletal mod ile
aciklanmaktadir. Oksidasyonun baslangi¢c asamasinda cis-cis molekdlleri cis-
trans konjuge sistemlere cevriimekte ve bu nedenle molekulin skeletal yapisi
uyariimakta ve s6z konusu degisiklikler Raman spektrumunun bu bdlgelerine
yansimaktadir [224]. Bu bilgiler 1s1ginda tavuk 6rneklerine uygulanan dondurma-
eritme sureclerinin neden oldugu oksidasyon reaksiyonlari nedeniyle tavuk
yadlarina ait Raman spektrumlarinin 800 cm™in altindaki bolgede bir takim

degisikliklerin gerceklestigi soylenebilmektedir.
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Raman spektrumlarinin 500-1000 cm™* dalgasayisi araligindaki bélimiinde 726,
767, 813, 843, 872, 890, 954 ve 974 cmY'de konumlanan bantlar bulunmaktadir.
Bu bantlarin yukseklik degerlerinde dondurma-eritme suregleriyle gerceklesen

degisimler sirasiyla Sekil 4.19-Sekil 4.29 araligindaki grafikler ile gosterilmigtir.

Hekzan ve Folch ekstraksiyonlariyla elde edilen yaglarin Raman spektrumlarinda
726 cmY’de konumlanan bandin yiikseklik degerlerindeki degisim Sekil 4. 19 ile

verilmigtir.
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Sekil 4. 19 726 cm™ bandinin degisimi

Sekil 4. 19 incelendiginde s6z konusu banttaki degisimin Hekzan ve Folch
ekstraksiyonlari icin farkl sekilde gergeklestigi gorilmektedir. Hekzan
ekstraksiyonu uygulanan érneklerde aylik bazda haftalik baza kiyasla daha fazla
olmak Uzere sinyal siddetinin taze 6rneklere gore azaldigi gérulmektedir. Hekzan
ekstrakte ornekler icin standart sapma degerlerinin yiksek oldugu gorulmektedir.
Bu durum g6z 6ninde bulundurudugunda haftalik bazdaki dondurma-eritme
donguleri nedeniyle s6z konusu bantta gozlenen degisimlerin salinim olarak
degerlendirilebilecegi dusunilmektedir. Aylik bazdaki degisimler igin standart
sapma degerlerinin yine yuksek oldugu goérulmekle birlikte bu salinimlar g6z
onunde bulunduruldugunda da s6z konusu sinyaldeki azalmanin anlamli oldugu

dusunulmektedir.
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Tachikawa ve ark. tarafindan rapor edilen calismada linolenik asidin demir
varligina bagh olarak gecirdigi peroksidasyon reaksiyonlari Raman
spektroskopisi teknigiyle incelenmistir. Bu calismada 726 cm*'deki bant C=C cift
bagiyla iligkilendirilmis ve peroksidasyon nedeniyle bu bandin sinyal siddetinin
azaldigi belirtiimistir [229]. Bu bilgi 1g1ginda sinyal siddetinde gozlemlenen
azalmanin  dondurma-eritme  nedeniyle lipit yapisinda gergeklesen
peroksidasyon reaksiyonlariyla agiklanabilecegi dustnutlmektedir. Lipitlerin
peroksidasyon reaksiyonlari ortamdaki hidroksi radikallerinin baslatici etkisiyle
gerceklesmekte olup 6zellikle ¢oklu doymamis yag asitleri peroksidasyon
reaksiyonlarina oldukga edilimlidirler [233]. Tavuk yaginin %65 oraninda
doymamis yagd asitlerinden olustugu bilinmektedir [234]. Linoleik asitin
otooksidasyon surecinin Raman spektroskopisi ile takip edildigi bir diger
calismada 726 cm''de gozlenen banda ait sinyal siddeti azalisi oksidasyonla
iligkilendirilmigtir [224].

Ote yandan Folch ekstraksiyonu uygulanan drneklerin genel olarak standart
sapma degerleri Hekzan ekstrakte drneklere kiyasla daha dusuktur. S6z konusu
bandin sinyal siddeti ise hem haftallk hem de aylik bazdaki dondurma-eritme
dongu sayisi arttikgca artmistir. Polar 6zellikli bir membran lipiti olan fosfatidilkolin
molekiilene ait kolin grubunun diyagnostik bantlarindan birinin 726 cmY'de
konumlandigi rapor edilmektedir [226]. Elde edilen sonuglar ve literattr bilgileri
birlikte degerlendirildiginde sinyal siddetinde gobzlenen s6z konugu artisin,
tekrarlayan dondurma-eritme doénguleri nedeniyle gerceklesen membran
disentegrasyonu oraninin artmasi ve polar g¢ozuculerin  kullanimiyla
gerceklestirilen Folch ekstraksiyonu ile fosfatidilkolin gibi polar membran
lipitlerinin ~ ekstrakte  edilebilirliklerinin - artmasi ile  aciklanabilecegi

dusunulmektedir.
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Raman spektrumlarinin 500-1000 cm! dalgasayisi araligindaki bir diger bant 767
cm’de konumlanmistir. Dondurma-eritme dongdleri nedeniyle bu bandin sinyal

siddetinde gergeklesen degisimler

Sekil 4. 20 ile verilmistir.
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Sekil 4. 20 767 bandinin cm* degdisimi

Sekil 4. 20 incelendiginde 726 cm''deki bantta gozlemlenen degisimlere benzer
sekilde 767 cm’de konumlanan bu bandin da hekzan ekstrakte ornekler igin
haftalik bazda ylksek bir salinim gosterdigi fakat aylik bazda standart sapma
degerleri halen yuksek olmakla birlikte sinyal siddetinin aylik bazda dondurulup
eritilen drnekler i¢in bir azalis trendinde oldugu goéruimustir. Folch ekstrakte
ornekler igin ise dongu sayisi arttikga sinyal siddetinin arttigi goéraimustuir. S6z
konusu bant polar bir membran fosfolipiti olan fosfatidiletanolamin molekilinin
diyagnostik bandi olarak kabul edilmektedir [226]. Folch ekstrakte orneklerde
g6zlemlenen sinyal artisinin, artan dondurma-eritme dongu sayisinin
fosfatidiletanolamin molekulunun ekstrakte edilebilirliginde neden oldugu artisla

aciklanabilecegi dusunulmektedir.
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Raman spektrumlarinin 500-1000 cm™ dalgasayisi araliginin 800-900 cm™
bolimiinde 813, 843, 872 ve 890 cmYde konumlanan bantlar dekonvollisyon
yolu ile tespit edilmigtir. Hekzan ekstraksiyonuyla elde edilen taze orneklere ait
ortalama Raman spektrumunun bu bdlgesine uygulanan dekonvolusyon islemi
Sekil 4. 21'de ornek teskil etmesi agisindan gosterilmigtir. DekonvolUsyon islemi
OriginPro 7.5 kullanilarak yapiimistir.Ayni program kullanilarak dekonvoltsyon

islemi oncesinde her bir spektruma bir baseline duzeltmesi iglemi uygulanmigtir.

843 Hekzan

872

890

T T T T T T T T T T T
800 820 840 860 880 900

813

Raman Ssnyal Siddeti (a.u.)

Dalga sayisi (cm'1)

Sekil 4. 21 Taze 6rneklerde 800-900 cm* araliinin dekonvoliisyonu

S0z konusu bantlarin dondurma-eritme donguleri nedeniyle gosterdigi degisimler
hekzan ve Folch ekstrakte drnekler icin sirasiyla Sekil 4. 22 ve Sekil 4. 23'de

gOsterilmigtir.
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Hekzan

Taze
—— 1H-1DE

Raman Sinyal Siddeti (a.u.)

800 820 840 860 880 900

Dalga Sayisi (cm™)

Sekil 4. 22 Hekzan ekstrakte yaglarda 800-900 cmt araliginin degisimi

Taze Folch

Raman Sinyal Siddeti (a.u.)

T T T T T
800 820 840 860 880 900

Dalga sayisi (cm™)

Sekil 4. 23 Folch ekstrakte yaglarda 800-900 cm* araliginin degisimi

Sekil 4. 22 ve Sekil 4. 23 incelendiginde Folch ekstrakte érneklerden 1H-1DE,
1A-1DE ve 2A-2DE o6rneklerinde 870-900 cm araliginin degisim gostermeye
oldukga egilimli oldugu gorulmustir. Oyle ki; 1H-1DE grubunda 880 cm™de
konumlanmig 318147 birim sinyal siddetine sahip bir bant gozlenmistir.
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1A-1DE grubunda ise ayni aralikta 880 cm'de konumlanmig 336+77 birim sinyal
siddetine sahip bir bant goézlenmistir. 2A-2DE grubunda ise bu aralikta gézlenen

ekstra bant 886 cm konumlanmis olup 21843 birim sinyal siddetine sahiptir.

813, 843, 872 ve 890 cm'de konumlanan bantlarin pik yiksekliklerinde
dondurma-eritme donguleri nedeniyle gerceklesen degdisimler sirasiyla Sekil 4.
24, 4.25, 4.26 ve 4.27 ile gosterilmistir.
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Sekil 4. 24 813 cm™* bandinin degisimi
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Sekil 4. 25 843 cm™ bandinin degigimi
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Sekil 4. 26 872 cm™ bandinin degdisimi
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Sekil 4. 27 890 cm bandinin degigimi

Tavuk 6rneklerinde 813 cm'’de konumlanan bant agisindan gergeklesen degisim
Sekil 4. 24°de verilmistir. S6z konusu bant her iki ekstraksiyon ydontemiyle elde
edilen ornekler icin Ozellikle aylik bazda uygulanan dondurma-eritme islemleri
nedeniyle keskin biz azalig gorulirken haftalik bazda disik bir sinyal artisi tespit

edilmistir.
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Machado ve ark. tarafindan ydiritilen galisma kapsaminda 700-1000 cm*
bolgesindeki fark spektrumlarini incelemistir. 819 cmY'de bir bant gdzlenmis ve
s6z konusu bant konjige peroksit yapilarina ait CH faz disi egilmelerle

aciklanmistir [224].

Tavuk 6rneklerinde 841 cmY’de konumlanan bant agisindan gergeklesen degisim
Sekil 4. 25’de verilmistir. Hem hekzan hem de Folch ekstrakte drnekler igin pik
yukseklikleri yuksek standart sapma degerleriyle artis ve azalig gostermigtir.
Machado ve ark. tarafindan rapor edilen ¢alismada linoleik asitin otooksidasyonu
slirecinde 841 cmYde konumlanan bandin tim alifatik zincirin simultane C-C
gerilmelerinden kaynaklandigi ve oksidasyon nedeniyle bu bandin sinyal
siddetinin azaldig1 belirtiimistir. Bu durumun alifatik zincirin asit yapisindan
peroksit yapisina yapisal olarak yeniden duzenlenmesi nedeniyle
gerceklesebilecegi vurgulanmistir [224]. S6z konusu bandin peroksit olusumuyla
iliskilendirilmis olmasi ve oksidasyon sureclerinde peroksit bilesiklerinin
stabilitelerinin dUsuk oldugu g6z onunde bulunduruldugunda s6z konusu artis ve

azaliglar anlamli hale gelmektedir.

Tavuk 6rneklerinde 872 cm'’de konumlanan bant agisindan gergeklesen degisim
Sekil 4. 26’da verilmigtir. Bu banttaki degisim de hem haftalik hem de aylk
bazdaki ornekler icin her iki ekstraksiyon yontemi acgisindan azalig ve artis
gostermistir. Machado ve ark., 841 ve 873 cm™Ydeki bantlarin doymamislik
bolgelerinden uzakta konumlanan molekuler gruplarla ilgili olmalari nedeniyle

oksidasyonla iligkilendirilmelerinin dogru olmayabilecegini vurgulamigtir [224].

Tavuk 6rneklerinde 890 cm'’de konumlanan bant agisindan gergeklesen degisim
Sekil 4. 27°de verilmistir. S6z konusu sekiller incelendiginde haftalik ve aylik
bazdaki orneklerin sinyal siddetlerinde azalis ve artis seklinde degisimler
g6zlenmis olup yine de s6z konusu degisimler sonucunda dondurulup eritilmis
orneklerin sinyal siddetleri taze orneklerin sinyal siddetinden daha dusuk bir
seviyede kalmistir. Sekil 4.21’de 890 cm™ deki bandin 1H-1DE, 1A-1DE ve 2A-
2DE o6rneklerinde 880 ve 886 cm™ konumlanan ekstra bantlar nedeniyle
bolinmus olmasi bu grafikte godzlenen keskin sinyal siddeti azalisini

aciklamaktadir.
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Machado ve ark. tarafindan yurutulen kapsamli ¢alisma sonucunda genel olarak

oksidasyon nedeniyle gerceklesen pek c¢ok degisimin Raman spektrumuna
yansidigi fakat oksidasyon nedeniyle olusan gecgici (transient) oksidasyon

uranlerinin spektrumdaki degisikliklerin yorumlanmasini zorlagtirdigi belirtiimistir.

Raman spektrumlarinda degisimin incelendigi bir diger bant 974 cm™¥de
konumlanmig olup 954 cm'de ise omuz seklinde bir diger bant gézlenmistir.

Sekil 4. 28 ve Sekil 4. 29’da bu bantlardaki degisimler gosterilmigtir.
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Sekil 4. 28 954 cm™! bandinin degdisimi
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Sekil 4. 29 974 cm* bandinin degisimi
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Sekil 4.28 ve 4.29 incelendiginde hekzan ve Folch ekstrakte 6rnekler icin her iki
bantta benzer degisim trendleri gorulmugtir. Hekzan ekstrakte oOrneklerde
standart sapma degerleri ylksek olmakla birlikte genel olak sinyal azaligi
goérulurken Folch ekstrakte ornekler igin dondurulup eritilmis orneklerde taze
drneklere kiyasla baslangicta artis ardindan azalig goériilmistiir. Oncelikle 954
cmYdeki bant icin degisimin gerceklestigi araligin 1200-2000 birim intensite
degerleri arasinda, 974 cm-deki bant icin ise 2500-4000 birim intensite degerleri
arasinda oldugu g6z 6ninde bulundurulmalidir. Ardindan 6zellikle hekzan
ekstrakte ornekler igin elde edilen yuksek standart sapma degerleri de
dusundldugunde s6z konusu bantlarin dondurma-eritme islemleriyle kararl bir
degisiklik gosterdigini soylemek mumkian olmamaktadir. Agbenyega ve ark.
tarafindan yapilan calismada 970 cm deki bant sinyali major olarak trans gift
bad miktariyla iligkilendirilmigtir. S6z konusu ¢alismada oksidasyon surecinde
trans ¢ift bag oraninin artmasi beklenirken ilgili bandin sinyal siddetinde artis
yerine azalma goézlenmis olmasi s6z konusu bandin farkh bir kaynagi olabilecegi
sonucuna varilmasina neden olmus ve ilgili bant cis ¢ift baglarin faz disi HC=CH
sallanma titresimleri ile iliskilendirilmigtir [225]. Tachikawa ve ark. tarafindan
ylrttilen calismada 977 cm™Ydeki bant C=C cift bagiyla iligkilendirilen ve
peroksidasyon sonucunda s6z konusu bandin sinyal siddetinin azaldigi
belirtiimistir [229]. Machado ve ark. tarafindan rapor edilen g¢alismada linoleik
asitin otooksidasyon siireci Raman spektroskopisi ile takip edilmistir. 973 cm*'de
konumlanan bandin cis-trans konjuge sistemlerin olusumundan etkilenmesi
nedeniyle oksidasyonun izlenmesi amaciyla kullanilabilece@i belirtiimistir. 947
cm¥de konumlanan bandin linoleik asit molekiiliindeki ¢ift baglar arasinda
konumlanmis CH:z grubuna ait bikulme titresimlerini, olefinik karbonlari alifatik
karbonlara baglayan baglara ait C-C titresimlerini ve olefinik gruplarin dizlem igi
CH deformasyonlarina ait sinyalleri icermesi nedeniyle oksidasyonla
iliskilendirilebilecegi belirtiimistir. S6z konusu ¢alismada 830-980 cm bolgesi
incelendiginde 910, 947 ve 973 cm™deki bantlarda sinyal siddetinin azaldigi
gorllmistir. 973 cmY'deki bant cis olefinik kisimdan kaynaklanmakta olup daha

onceki calismalarda [126] oksidasyon nedeniyle degisime ugradigi belirtiimigtir.
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910 ve 947 cmdeki bantlarin oksidasyon nedeniyle gergeklesen konjlige
olmayan (C=C-C-C=C) halden konjuge hale (C=C-C=C) gecis nedeniyle
degisime ugradigi belirtilmistir. Peroksitlere ait titresimsel modlarin da bu
araliktaki bantlara yansiyacagi belirtiimis ve bu sebeplerle s6z konusu bantlaraki

degisimlerin dizensiz bir halde olabilecedi vurgulanmigtir [224].

Tavuk yaglarina ait Raman spektrumlarinda 917 cm’'de konumlanan bantta sekil
degisiklikleri gézlenmistir. Ilgili sonuglar Sekil 4. 30 ve Sekil 4. 31'de hekzan ve
Folch ekstraksiyonuyla elde edilen drnekler igcin gdsterilmistir. Machado ve
ark.’na ait ayni calismada linoleik asidin doymus bir kismi olan CCC?*?
deformasyonunun 910 cmY'de bir bant olusturdugu ve bu bandin oksidasyonla

degisiklige ugradidi rapor edilmigtir [224].

Taze Hekzan
—— 1H-1DE
—— 2H-2DE

1A-1DE 948

—— 2A-2DE /f\/
917 930

! !

Raman Sinyal Siddeti (a.u.)

T T T T T T T
900 920 940 960
Dalga sayisi (cm™)

Sekil 4. 30 Hekzan ekstrakte yaglarin 917 cm* bandinin degisimi
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Taze Folch

—— 1H-1DE
— 2H-2DE
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—— 2A-2DE i j
917 930
/g *

V7

Raman Sinyal Siideti (a.u.)

T T T T
900 920 940 960

Dalga sayisi (cm™)

Sekil 4. 31 Folch ekstrakte yaglarin 917 cm bandinin degisimi

Sekil 4.30 ve 4.31 incelendiginde 917, 930 ve 948 cm'’'de konumlanan bantlarin
olusumu ve bu bantlarda bazi sekil degisiklikleri gdzlenmis olup bu degisikliklere
ait dongu sayisi veya dondurarak bekletme suresi ile korele bir davranis tespit
edilmemigtir. Elde edilen sonug; Machado ve ark. tarafindan da bildirildigi gibi s6z
konusu bantlara katkida bulunan pek c¢ok farkli molekilin ortamda bulunmasi

nedeniyle bu bantlarda gézlemlenen degisikliklerin diizensiz oldugu yonundedir.

Raman spektrumlarinin 1000-1400 cm dalgasayisi araliindaki bolimiinde
1023, 1044, 1065, 1085, 1121, 1267 ve 1306 cm?*de konumlanan bantlar
bulunmaktadir. Bu bantlarin yikseklik degerlerinde dondurma-eritme suregleriyle
gerceklesen degisimler sirasiyla Sekil 4. 32, 4.33, 4.34 ve 4.35 ile gosterilmigtir.
Bu kapsamda oncelikle 996-1140 aralhgi incelenmis bu aralikta gogunlukla omuz
seklinde gozlenen 1022, 1044, 1065, 1085 ve 1121 cm'deki bantlarin degisimi
hekzan ekstrakte drnekler igin Sekil 4. 32 ile Folch ekstrakte drnekler igin Sekil 4.
33ile her bir gruba ait ortalama Raman spektrumlari (izerinden gosterilmistir. ilgili
sekil incelendiginde yapilan dekonvolUsyon islemi sonucunda Ozellikle taze
orneklerde daha belirgin olmak lizere 1109 cm*'de konumlanmis bir bant daha

tespit edilmigtir.
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Bu inceleme sonucunda s6z konusu bantlarda dondurma-eritme islemleriyle

korele oldugu dusunulebilecek bir degisiklik gozlenmemistir.

Hekzan

Taze 1085

—— 1H-1DE
2H-2DE

Raman Sinyal Siddeti (a.u.)

T T T T T T T T T T T T T T T
1000 1020 1040 1060 1080 1100 1120 1140

Dalga sayisi (cm-1)

Sekil 4. 32 Hekzan ekstrakte yaglarda 996-1140 cm araliginin degisimi

Taze 1085 Folch

Raman Sinyal Siddeti (a.u.)

T T T T T T T T
1000 1020 1040 1060 1080 1100 1120 1140

Dalga sayisi (cm™)

Sekil 4. 33 Folch ekstrakte yaglarda 996-1140 cm* araliginin degisimi

Machado ve ark. tarafindan yurutllen calismada linoleik asitin otooksidasyon
surecinde gerceklesen kimyasal modifikasyonlar Raman spektroskopisi
teknigiyle incelenmistir. Bu ¢alismada 1060-1120 cm* araliginda konumlanmis
dort farkli bant rapor edilmigtir. Bu araliktaki bantlar icin ayni sinyale katkida
bulunan pek c¢ok farkli titresimsel modun bulunmasi nedeniyle bu bantlardaki
degisikliklerin agiklanmasinin zor oldugu ve gozle degerlendirme sonucuyla

oksidasyonla iligkilendirilmesinin dogru olmayacagi belirtiimistir [224].
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S0z konusu calisma tavuk yadlarinda gozlenen duzensiz degisikliklerin bir

aciklamasi niteligindedir.

Tavuk vyaglarinda dondurma-eritme donguleriyle Raman spektrumlarinda
degisikligin gozlendigi bir diger bolim ise 1140-1190 cm™ arahdi olarak tespit
edilmis, 1157 ve 1187 cm™¥de konumlanmis bantlarin pik ylksekliklerindeki
degisiklikler incelenmigtir. Bu bolge i¢in gozlenen degisimler Sekil 4. 34 ve Sekil
4. 35'de verilmistir.
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Sekil 4. 34 1157 cm* bandinin degisimi

Sekil 4. 34 incelendiginde hekzan ekstrakte Orneklerde dondurma-eritme
donguleriyle sinyal artigi gorulmustur. Hekzan ekstrakte orneklere ait sinyal
siddetlerinin Folch ekstrakte orneklere kiyasla olduk¢a yuksek standart sapma
degerlerine sahip oldugu gorulmektedir. Folch ekstrakte orneklerde ise
baglangigta azalan sinyal dongu sayisiyla artis gostermis ve aylik bazdaki

ornekler igin yaklasik olarak baslangi¢ seviyesine ulasmigtir.
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Sekil 4. 35 1187 cm! bandinin degisimi

Sekil 4. 35 incelendiginde Folch ekstrakte drneklerde sinyal artisi gértlmustur.
Hekzan ekstrakte drneklerde ise baglangigta azalan sinyal dongu sayisiyla artisa
gecmistir. Machado ve ark. tarafindan rapor edilen galismada linoleik asidin
oksidasyonuyla degisim gosterdigi tespit edilen iki bant 1165 ve 1190 cmYde
konumlanmistir. Okside olmus drneklerde 1190 cm™Ydeki bant peroksitlerin
konjuge kisimlarinin CH titresimleriyle aciklanmaktadir. S6z konusu batta
gOzlenen artis ve azaliglar literaturde bu bandin peroksitlerle iliskilendiriimesi
uzerinden degerlendirildiginde oksidasyon surecinde peroksitlerin bir yandan
olugurken bir yandan dekompoze olduklari bilinmekte ve peroksitlerin
sinyallerindeki artis ve azaliglar anlam kazanmaktadir. Machado ve ark.
tarafindan yapilan g¢alismada 1165 cm'deki bant galisma kapsaminda okside
olan oOrneklere ait spektrumdan okside olmamig 0Ornedin spektrumunun
cikariimasi ile gézlemlenmistir. Bu bandin, bu konumda gugli C-C gerilmesine
sahip 2,4-decadienal molekulinun varligina isaret ettigi belirtilmigtir. Ayni bandin
peroksitlerin  titresimsel modlari nedeniyle sinyal artigsina ugrayabilecegi
belirtilmistir [224]. ilgili calismada 1165 cm™’de konumlanan bant tavuk yaglarinin

Raman spektrumlarinda 1157 cm’de konumlanmistir.
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S0z konusu bandin peroksitlerle iligkilendirildigi g6z dnunde bulunduruldugunda
Ozellikle haftalik bazdaki 6rneklerde oksidasyonun baslangi¢ seviyesinde oldugu
ve peroksit olusumunun gergeklestigi dusunulduginde gozlemlenen sinyal artisi
anlamlandirilabilmektedir. Aylik bazdaki ornekler igin ilgili banttaki sinyal azaligi
oksidasyonun ilerleyen asamalarinda dekompoze olan peroksitlerle

aciklanabilmektedir.
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Sekil 4. 36 1267 cm* bandinin degisimi

Sekil 4. 36 incelendiginde haftalik bazdaki dongulerin her iki ekstraksiyon
metoduyla elde edilen Ornekler igin de bir sinyal artisina neden oldugu
gorulmektedir. Aylik bazdaki donguler ise hekzan ekstrakte drneklerde keskin bir
sinyal azalisina neden olmustur. Folch ekstrakte drneklerde ise dongu sayisiyla
dusuk bir degiskenlik gostermekle birlikte sinyal siddetinin taze 6rneklere kiyasla
arttigr  gorulmustar. Weng ve ark. tarafindan yapilan c¢alismada yagin
doymamislik orani azaldikga veya doymusluk orani arttikga =C-H bagina ait 1266
cmY’deki bandin sinyal siddetinin azaldigi belirtiimistir [227].

156



Muik ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada farkli bitkisel yaglarin oksidasyonu
sirasinda gergeklesen kimyasal degisiklikler FT-Raman spektroskopisi ile analiz
edilmistir. Farkli yaglara ait Raman spektrumlarindaki farklilik cis ¢ift baglardan
kaynaklanan bantlardan biri olan 1267 cm''de goriimustir. Oksidasyon
surecinde lipit yapisinda gerceklesen en karakteristik degisim oksijen saldirisi
sonrasinda doymamigligin azalmasi olup bu durum 1267 cm-! deki bant sinyalinin
azalmasi araciligiyla takip edilmistir [126]. Machado ve ark. tarafindan linoleik
asidin  oksidasyon slrecinde 1266 cm¥de cis c¢ift baglarin CH
deformasyonundan kaynakli olarak gdzlenen sinyalin azaligina dikkat ¢ekilmis ve
bu azalig yag asidi bilesimindeki cis gift baglarin yok olmasi ile agiklanmistir [224].
Muik ve ark. tarafindan yurGtilen bir diger calismada bazi bitkisel yadlarin
hizlandiriimis oksidasyon stregleri FTIR ve FT-Raman spektroskopileri ile takip
edilmigtir. Oksidasyon ile g6zlenen major degisikliklerden bir tanesinin cis ¢ift
baglarin azalmasi nedeniyle 1267 cm™Ydeki bant sinyal siddetinin azalmasi
oldugu bildirilmistir [235]. ilgili calismalar da géz éniinde bulunduruldugunda
tavuk yagi orneklerinde 6zellikle aylik bazdaki keskin sinyal azalisinin dondurma-
eritme donguleriyle gergeklesen oksidasyon reaksiyonlarindan kaynakli oldugu
digunulmektedir. Tachikawa ve ark. tarafindan yudrutulen c¢alismada lipit
peroksidasyonu sonucunda C=C cift bagiyla iliskilendirilen 1264 ve 1658 cm-
Ydeki bantlarin sinyal siddetlerinin azaldigi belirtiimistir. Calisma kapsaminda
daha az sayida ¢ift bag igerdigi bilinen oleik asit ve linoleik asite ait Raman
spektrumlarinda 1264 ve1658 cm™deki bantlara ait sinyal siddetlerinin daha

disuk oldugu tespit edilmistir [229].
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Sekil 4. 37 1306 cm* bandinin degisimi

Sekil 4. 37 incelendiginde 1306 cm™ bandinda hem haftalik hem de aylik bazda
dondurma-eritme dongulerine maruz kalmis érneklerin sinyal siddetlerinin her iki
ekstraksiyon yontemi i¢in de ilk dongude azalma ikinci dongude artma seklinde
degistigi gorulmastir. Son durumda hekzan ekstrakte orneklerin sinyal siddeti
taze drneklerden daha dusuk bir seviyede kalmigtir. Folch ekstrakte 6rneklerde
ise sinyal siddetinin dongu sayisi arttikga hem haftalik hem aylik bazda érnekler
igin arttigr ve taze orneklerin sinyal siddeti degerlerine yaklastigi gorulmustar.
Weng ve ark. tarafindan yapilan galismada yagin doymamighgi azaldica CH->
burulmasina ait 1302 cm™¥deki bant sinyal siddeti artmistir. Ayni calisma
kapsaminda 1266 cm*'de =C-H cis deformasyonundan kaynaklanan bandin
trans izomere ait Raman spektrumunda gozlenmedigi 1302 cm*'deki bandin
sinyal siddetinin ise trans izomerde arttiyi belirtiimistir [227]. Vaskova ve
Buckova tarafindan yapilan g¢alismada en yaygin tuketilen bitkisel yaglardan
aycicek, kanola ve zeytinyaginin termal degradasyonu spektroskopik olarak
incelenmistir. S6z konusu galismada 1267 cmY'deki bandin sinyal siddetinde
azalis, 1303 cm’de doymus CH: yapilarini temsil eden bandin sinyal siddetinde
artis  bildirilmistir. Dondurma-eritme uygulamalari nedeniyle gerceklesen
oksidasyon reaksiyonlarindan kaynakli olarak yapidaki doymusglugun artmasi
durumunun tavuk yagdlarinda ikinci dongude gozlenen sinyal artiginin agiklamasi

olabilecegi dugunulmektedir [231].
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Sekil 4.38, 1446 cm’de konumlanan bandin pik yiiksekligi degerinin dondurma-
eritme donguleriyle ugradigi degisimi gostermektedir. S6z konusu bant literaturde

metilenik gruplara (=CHy) ait kesilme titresimleri ile iligskilendiriimektedir [135].
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Sekil 4. 38 1446 cm™® bandinin degisimi

Sekil 4. 38 incelendiginde Folch ekstrakte drnekler icin 1446 cmY'deki bandin
duguk standart sapma degerlerine sahip oldugu ve pek degisiklige ugramadigi
gorulmektedir. Bunun aksine hekzan ekstrakte orneklerin standart sapma
degerleri oldukga yuksek olmakla birlikte s6z konusu bandin sinyal siddetinin
azaldigi gorulmektedir. Ote yandan Folch ekstrakte drneklerde gdzlenen durum
Machado ve ark. tarafindan rapor edilen galisma ile uyum gostemekte olup s6z
konusu c¢alismada da linoleik asitin otooksidasyon silirecinde 1441 cm™Yde
konumlanan banda ait sinyal siddetinin herhangi bir degisiklige ugramadigi ve

diger bantlarin normalizasyon isleminde kullanilabilecegi belirtilmistir [224].

Bu aralikta de@erlendiriimeye alinan bir diger bant 1656 cm’de konumlanmistir.

Bu banta dair degisimleri gdsteren sonuglar Sekil 4. 39 ile verilmigtir.
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Sekil 4. 39 1656 cm™ bandinin degisimi

Sekil 4. 39 incelendiginde hekzan ekstrakte orneklerde o6zellikle aylik bazda
sinyal siddetinde keskin bir azalma gorilmustir. Bunun aksine Folch ekstrakte
orneklerde bu banda ait 6nemli bir degisim gézlenmemigstir. S6z konusu bandin
cis ¢ift bag icerigiyle dogrudan iligkilendiriimesi nedeniyle literatirde bu banttaki
degisimi takip eden pek ¢ok calisma bulunmaktadir. Rapor edilen ¢alismalarda
bandin pik yuksekligindeki dedisimin takibi amaciyla 1656/1446 ve 1656/1744 pik
yuksekligi orani degerleri hesaplanmaktadir. Sekil 4.40 ve 4.41 ile lipit
yapisindaki doymamishgin takibi acisindan 1656/1446 ve 1656/1744 pik
yuksekligi orani  degerlerinin  dondurma-eritme  donguleriyle  degigimi

gOsterilmigtir.
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Sekil 4. 41 1656/1744 pik yuksekligi oranlari

Sekil 4. 40 ve  Sekil 4. 41 incelendiginde her iki oran degerinin haftalik ve aylik
bazdaki dondurma-eritme donguleri nedeniyle artisa ugradidi gorulmektedir.
Artis oraninin yiiksek olmasi genel olarak 1656 cm! bandinda dondurma-eritme
donglileriyle sinyal artisi gozlenirken 1446 cm™ ve 1744 cm bantlarindaki
sinyallerin azalmis olmasidir. S6z konusu bantlarin sinyallerinde gézlenen artis
ve azalmalar farkli mekanizmalar U(zerinden aciklanmaktadir. 1656 cm
bandinda gdézlenen sinyal azalisi oksidasyon nedeniyle gift baglarin oksijenle
doyurulmasi lipit bilesimindeki ¢ift bad sayisinin azalmasi Uzerinden

aciklanmaktadir.
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Ote yandan sinyal artislari oksidasyon nedeniyle olusan konjiige dien ve trien gibi
bir takim ara ve son Urunlerin ilgili bantlarin sinyallerine katkida bulunarak sinyal
siddetlerini arttirmis olmasiyla aciklanmaktadir [11]. Bir baska calismada
doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu sonucunda skeletal ¢ift baglarin
yeniden duzenlenmesi ve konjuge dien, peroksi radikali, hidroperoksitler gibi
urinlerin  ortaya c¢ikmasi da sO0z konusu banttaki sinyal artigiyla
iliskilendirilmektedir [229].

Sadeghi-Jorabchi ve ark. tarafindan yapilan calismada FT-Raman teknigi
lipitlerin kantitatif analizinde kullaniimistir. Bu galismada 6zellikle 1200-1800 cm-
1 araligindaki bantlarin sinyal siddetlerinin bitkisel yagdan margarin Gretimi
amaciyla uygulanan hidrojenasyon igleminin derecesine bagli olarak degisiklik
gOsterdigi belirtiimigtir. Hidrojenasyon ile toplam doymamishgin azaldigi ve
benzer sekilde cis ¢oklu doymamis yag asitlerinin cis tekli doymamis yag
asitlerine oraninin azaldigi bunun tersine trans monoen miktarinin arttig1 rapor
edilmistir. Bu degisikligin; bir diger deyisle doymus yag asidi miktarindaki artigin,
Raman spektrumunda 1657 cm™ bant sinyal siddetinin 1441 cm™ veya 1741 cm-
! bandina ait sinyal siddetine oranindaki azaligla takip edilebilecegi belirtiimistir.
1657 cm bant cis ¢oklu doymamigliginin cis tekli doymamishga oranindaki
azalma sonucunda kigik bir kaymaya ugrayarak 1655 cm™de
konumlanmaktadir. 1666 cm*'de olusan omuz piki ise trans izomer miktarindaki
artisa isaret etmektedir. Calisma kapsaminda toplam doymamigliklia
iliskilendirilmesi acgisindan 1657/1441 sinyal siddeti orani ile 1657/1741 sinyal
siddeti oraninin basarisi kiyaslanmigtir. Birincisi toplam c¢ift bag sayisinin
analizlenen yagdaki toplam CH:z grubuna sayisini ifade etmektedir. Burada elde
edilen sonugclarin GC sonuglariyla olan korelasyonu incelenmistir. GC analizinde
on taneden az CH2 grubu igceren zincir uzunluguna sahip yag asitlerinden yuksek
miktarda igeren yagdlarin dogru analizinin gergeklestirilememis olmasi ihtimali
nedeniyle 1741 cm¥de konumlanan C=0 bagina ait sinyal siddetini referans
kabul eden ikinci oran degerinin daha dogru sonug verdigi belirtilmistir [130].
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Weng ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada farkli standart triagilgliserollar ve farkli
doymamiglik derecelerindeki standart yag asitleri FT-Raman spektroskopisi ile
incelenmigtir. Bitkisel ve hayvansal kaynakli yaglarin major bileseni olan
triacilgliseroller; gliserolin U¢ yag asidi ile esterlesmesi sonucu olugmaktadir.
Weng ve ark. tarafindan yapilan calismada yag asidi ve onun trigliseridine ait
Raman spektrumunun ¢ok benzer oldugu belirtiimigtir. Doymamiglik agisindan
ise hem yag asidinde hem de triagilgliserolde 1655, 1302 ve 1266 cm™Yde
konumlanan bantlarda farklilik gdézlenmistir. Yagin doymamislik orani azaldik¢a
veya doymusluk orani arttikga C=C bagina ait 1655 cm'deki bandin sinyal
siddeti azalirken, yagin doymamisligi azaldica CHz kesilmesine ait 1440 cm-
T'deki bant sinyal siddeti artmistir. Bu nedenle 1655/1444 oraninin doymamislik
ile iliskilendirilebilecegi belirtiimistir. Raman bantlari cis/trans izomerleri arasinda
da farkhlagmistir. Bu farkhlik C=C gerilmesinden kaynakli olarak cis form igin

1655 cmt'de, trans form igin 1668 cm*'de gozlenmistir [227].

Muik ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada farkli bitkisel yaglarin oksidasyonu
sirasinda gerceklesen kimyasal degisiklikler FT-Raman spektroskopisi ile analiz
edilmistir. Farkli yaglara ait Raman spektrumlarindaki farklilik cis ¢ift baglardan
kaynakli bantlardan biri olan 1655 cmt'de goriimustir. S6z konusu bandin sinyal
siddeti analiz edilen yaglar icerisinde yalnizca zeytinyaginda azalmig, diger
yaglarda bu bandin sekli degismis ve sinyal siddeti artmistir. Bu durum
oksidasyon surecinde olusan trans ve konjuge ¢ift baglara ait sinyallerin cis gift
baga ait sinyallerle c¢akismasi ile agiklanmistir. Doymamis yaglarin termal
oksidasyonu sirasinda cift baglarin izomerizasyonu gerceklesmekte ve trans cift
bagd ve konjuge cift bag iceren UrlUnler olusmaktadir. Calisma sonucunda,
Sadeghi ve ark. tarafindan 6nerilen ve doymamigligin azalisiyla iligkilendirilen
1660/1444 oraninin [130], C=C gerilme bdlgesinde gergeklesen degisiklikler
nedeniyle termal olarak strese sokulmus yagdlarin oksidasyon surecinin
izlenmesinde kullanilamayacag@i belirtiimistir [126]. Ayni grup tarafindan yapilan
bir diger galismada alti farkh bitkisel yagin hizlandiriimis oksidasyon suregleri
FTIR ve FT-Raman spektroskopileri kullanilarak izlenmistir. Oksidasyon ile
g6zlenen major degisikliklerden biri karbonilik bilesikler nedeniyle 1680 cm*'de

yeni bir bandin olusmasidir.
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Ayrica 1655 cm'’deki bant sinyal siddetinde yagin gesidine bir diger deyisle yag
asidi kompozisyonuna bagli olarak artma, azalma ve kayma seklinde degisimler
g6zlenmistir. Bu degisimler, s6z konusu bandin cis ¢ift bag igeriginin azaligi
disinda yag bilesiminde gergeklesen diger degisimlerden de etkilenmesi ile
acgiklanmistir. Bu duruma daha somut bir agiklama getirilebilmesi adina ¢alisma
kapsaminda cis-9, trans-11-linoleik asit molekluline ait Raman spektrumu
kaydedilmis ve 1653 cm'de kuvvetli bir bant sinyal siddeti elde edilmistir. Bu
bilesik konjuge linoleik asit izomerleri arasindaki en yaygin form olarak
bilinmektedir. S6z konusu bilesigin yagin oksidasyonu sirasinda 1653 cm-'deki
bant sinyal siddetinin artisina bir agiklama olabilecegi belirtiimistir. Bu molekulin
daha fazla Uretilmedigi noktada cis cift bagdaki azalis 1658 cm'deki bant sinyal
siddetinden go6zlenebilmistir. Calisma sonucunda analiz edilen érnegin yag asidi
kompozisyonuna bagl olmak kaydiyla; oksidasyonun baslangicinda farkl tirde
konjuge c¢ift bag sistemlerinin olustugu ve oksidasyon sureci boyunca baslangicta
daha yavas olmak kaydiyla benzer bir kinetik davranis gostererek doymus

karbonilik bilesiklerin ve izole trans cift baglarin olustugu belirtilmistir [235].

Vaskova ve Buckova tarafindan yapilan ¢alismada en yaygin tiketilen bitkisel
yaglardan aycicek, kanola ve zeytinyaginin termal degradasyonu spektroskopik
olarak incelenmigtir. S0z konusu bitkisel yaglar yuksek doymamis yag asidi
icerikleri sebebiyle degradasyona ugramaya oldukga meyilli olup oksidastif
kosullarda aldehit, keton, epoksit ve hidroksi bilegikleri gibi degradasyon urunleri
olusturmaktadir. Oksidatif stres konjuge ¢ift bag sistemlerinin ve trans yag
asitlerinin olusmasina yol agmaktadir. Doymamis yag asitlerinin oksidasyonu
lipitlerin degradasyonundan sorumlu olan temel reaksiyondur. Bu nedenle yag
asitlerinin - kompozisyonunun belirlenmesi karakteristiklerinin ve proses,
muhafaza ve diger uygulamalar sirasindaki stabilitelerinin belirlenmesi agisindan
baylk 6nem tasimaktadir. Yaglarin 100°C Uzerine 1sitilmalari ile gergeklesen
oksidatif degradasyon ve oksidasyon sonucunda olusan urtnler C=C bagina

etkiyerek Raman spektrumunda degisikliklere sebep olmaktadir.

164



Bu calismada yagdlarin termal dekompozisyonu iki temel bant Uzerinden takip
edilmistir. 1640 cmY'deki bandin sinyal siddetindeki artis degradasyon driinlerinin
olusumuyla iligskilendirilmigtir [231]. Machado ve ark. tarafindan rapor edilen
calisma sonucunda Raman spektrumunun 1500-1800 cm™* araliginin
oksidasyona duyarli oldugu belirtiimigtir. Ozellikle 1600-1750 cm! bélgesinin cis-
trans donusumleri gibi konformasyonel degisimlerden ve hidroperoksitler gibi
konjuge doymamig sistemlerin olusumundan yuksek oranda etkilendigi
bildirilmigtir. Konjuge aldehit, dienler ve trienler gibi ikincil oksidasyon Urunlerinin
olusumu da bu araliktaki spektrum profilini ve sinyal siddetini etkilemektedir.
Linoleik asidin oksidasyonu sirasinda 1660-1760 cm bélgesinde karbonil grubu
iceren oksidasyon urunlerinin Uretilmesi sonucunda sinyal artisi gozlenebilecegi
belirtiimistir. 1659 cm™Yde konumlanan bant cis c¢ift bagin C=C gerilmesiyle
acglklanmasina ragmen ¢alisma kapsaminda bu bandin sinyal siddeti degeri 1441
cm? bandina gore normalize edilerek degerlendirilmis ve spesifik bir davranis
trendi gozlenmemigtir. Bu durumun oksidasyon sirasinda gergeklesen kimyasal
degisimler goz onunde bulunduruldugunda anlasilir olabilecegi belirtiimistir.
Termal strese sokulan ornekler trans-sistemlerin olusumuyla sonuglanan bazi
konformasyonal rearanjmanlara ugramakta ve oksidasyon sureci sonunda
peroksitler ve ikincil oksidasyon urtnleri gibi trans-konjuge turler olusmaktadir.
Raman profilinin 1600-1700 cm* araligina katkida bulunan doymamis sistemlerin
cesitliligi 1659 cmY'deki bandin davranigsindaki degiskenligi aciklamakta ve bu

bandin oksidasyonla iliskilendiriimesine engel olmaktadir [224].
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Analiz edilen tavuk yaglarinin Raman spektrumlarindaki 1744 cm™ bandinin

dondurma-eritme donguleriyle degisimi Sekil 4. 42 ile gosterilmigtir.
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Sekil 4. 42 1744 cm® bandinin degisimi

Sekil 4. 42 incelendiginde hekzan ekstrakte o6rneklerde dondurma-eritme
islemleri ile bu bandin sinyal siddetinde Onemli bir azalma gergeklestigi
gorulmektedir. C=0 ester bagi kaynakli bu bandin sinyal siddetindeki azalig
dondurma-eritme iglemleri nedeniyle gerceklesen hidroliz reaksiyonlari ile
aciklanabilmektedir. Analiz edilen tavuk yagi érneklerinde yapilan metabolomiks
analizleri sonucunda monogliserid miktarinda goézlemlenen artis s6z konusu
bulguyu destekler niteliktedir. Ote yandan Folch ekstrakte ornekler igin sdz
konusu bandin pik yuksekliginde anlamli bir degisim goézlenmemigti. Weng ve
ark. tarafindan yapilan calismada 1742 cm™deki bant triagilgliserolde
gbzlemlenirken serbest yag asitlerinin Raman spektrumlarinda gézlenmemigtir
[227]. SO0z konusu galisma 1742 cmY'deki bandin ester bagi ile olan iligkisini
kanitlayan kuvvetli bir kanit niteligindedir. Muik ve ark. tarafindan yuratulen
calismada aycgicek yaginin oksidasyon surecinde Raman spektrumunda
genellikle 180°C Uzerinde veya nem varliginda gergeklesmesi beklenen hidroliz
reaksiyonunun gerceklesmedigi ve dolayisiyla 1745 cm*'de konumlanan C=0
ester badi kaynakli bantta herhangi bir degisiklik gorilmedigi belirtilmistir.
Buradan yola cikarak diger bantlarin sinyal siddeti degerlerinin belirlenmesi
amaciyla yapilan normalizasyon isleminde 1745 cm™deki bu bandin sinyal

siddeti referans alinmistir.
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Machado ve ark. tarafindan yapilan c¢alismada linoleik asitin oksidasyonu
sirasinda 1744 cmYde konumlanan bandin sinyal siddetinde oksidasyon
surecinde uretilen dranlerin karbonil gruplarinin sagladigi katki nedeniyle artig
g6zlenmistir [224]. Bahsi gegen calismalar bir arada de@erlendirildiginde 1744
cm bandinda gézlenen degisimlerin farkli mekanizmalar lzerinden agiklandigi
gorulmektedir. Tavuk  Orneklerindeki  tagsisin  Raman  spektroskopisiyle
belirlenmesi amaciyla yurUitilen ¢alismanin ikinci kisminda taze tavuk érnekleri
ile farkh sure ve sayida dondurma-eritme doéngisine maruz kalmis tavuk
ornekleri gruplarinin birbirinden ayrilarak siniflandiriimasi Gzerinde ¢alisiimistir.
Bu kapsamda tavuk orneklerinden hekzan ekstraksiyonu ve Folch metoduyla
ekstrakte edilmis yag orneklerinin Raman spektrumlari toplanmigtir. Toplanan
spektrumlarin incelenmesi ve siniflar arasi ayrimin ortaya konmasinda gozetimli
(supervised) kalitatif veri analizi ydontemlerinden bir tanesi olan PLS-DA ydntemi
kullaniimistir. PLS-DA modellerinin olusturulmasinda farkli oniglem teknikleri
denenmis olup her bir model igin elde edilen en iyi sonug rapor edilmistir. Uygun
oniglemin secilmesinin ardindan hata degerlerinin artan gizli degisken sayisiyla
degisimi irdelenip kirilma noktalarindaki modellere ait kalite parametreleri
incelenerek gizli degisken sayisinin siniflandirma basarisi Uzerindeki etkisi

irdelenmigtir.

Hekzan ekstraksiyonuyla elde edilen tavuk yaglarinin Raman spektrumlari
kullanilarak kurulan PLS-DA modelinde en uygun énislemin mean center oldugu
tespit edilmistir. Kurulan model ¢apraz validasyon yontemlerinden ‘Venetian
Blinds’ ile valide edilmis olup maksimum gizli degisken sayisi 20, data split sayisi
8, veri kalinligi (samples per blind; thickness) 1 olarak segilmistir. Kurulan
modelde tahmin bdlimine yulklenecek veriler program tarafindan rasgele
secilmis olup her Ug¢ veriden bir tanesi tahmin iki tanesi kalibrasyon modeline

yuklenmistir.
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Asagida Sekil 4. 43'de modele ait hata degerlerinin degisimi gosterilmistir. 3., 6.
ve 9. gizli degiskenlerin hata degerleri agisindan birer kirilma noktasi olmustur.
Gizli degisken sayisinin kurulan PLS-DA modelinin siniflandirma basarisi ve
diger kalite parametreleri Uzerindeki etkisinin ortaya konmasi agisindan 3, 6 ve 9
gizli degisken kullanilarak ayri ayri PLS-DA modelleri kurulmug ve birbiriyle

kiyaslanmigtir.
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Sekil 4. 43 Hekzan ekstrakte orneklerin PLS-DA modeli hata degerleri

PLS-DA modellerinin performansi duyarlilik (sensitivity), 6zgullik (specificity),
sinif hata degeri (class error), RMSEC, RMSECV ve RMSEP degerleri agisindan
inclenmigtir. Cizelge 4. 16 ile 3, 6 ve 9 gizli degiskenle kurulan modellerin
degerleri 6zetlenmistir. Her bir deger kalibrasyon, ¢apraz validasyon ve tahmin
modelleriigin ayri ayri verilmigstir. Cizelge 4. 16 incelendiginde artan gizli degisken
sayisiyla duyarlilik (sensitvity) ve 6zgullik (specificity) degerlerinin genel olarak
arttig1 gorulmustdr. Bununla birlikte kalibrasyon, ¢apraz validasyon ve tahmin
modellerinin hata oranlarini ifade eden RMSEC, RMSECV ve RMSEP
degerlerinin de genel olarak azaldigi tespit edilmigtir. Bu sebeplerle hekzan
ekstrakte 6rnek siniflarinin birbirinden ayrilmasi amaciyla gelistirilen PLS-DA
kalibrasyon ve tahmin modelleri toplamda 9 gqizli dedisken kullanilarak

kurulmustur.
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Cizelge 4. 16 Hekzan ekstrakte orneklerin PLS-DA modellerinin performans parametreleri

T 1H-1DE 2H-2DE 1A-1DE 2A-2DE
Gizli Degisken Sayisi  3GD 6GD 9GD 3GD 6GD  9GD  3GD 6GD 9GD 3GD 6GD 9GD 3GD 6GD  9GD
Kal-Sens 0.882 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.800 0.900 0.900 0.923 1.000 1.000 0.818 0.818  0.909
Kal-Spec 1.000 0982 1.000 0.623 0934 1000 0852 0944 1.000 0.689 0.885 0934 0.651 0.873 0.889
CV- Sens 0.824 1.000 1.000 0.846 0.846 0.923 0.800 0.850 0.900 0.846 0.769 0.846 0.818 0.636 0.818
CV-Spec 1.000 0982 0.982 0.607 0.869 0.967 0.852 0.889 0.944 0.639 0787 0.869 0.635 0.794 0.905
Tahmin-Sens 0.875 1.000 1.000 0.833 0.833 0.833 0.700 0.900 1.000 1.000 0.833 0.667 0.833 0.833  1.000
Tahmin-Spec 1.000 1.000 1.000 0.633 0.900 1.000 0.846 0.923 0923 0.633 0.867 0.867 0.733 0.867 0.867
Kal-CE 0.059 0.009 0.000 0189 0.032 0000 0.174 0078 005 0194 0.057 0030 0266 0.154 0.101
CV-CE 0.088 0.009 0.009 0274 0142 0055 0.174 0131 0078 0257 0.222 0.142 0273 0285 0.139
Tahmin-CE 0.063 0.000 0.000 0267 0133 0083 0227 0088 0038 0183 0.150 0233 0217 0150 0.067
RMSEC 0.219 0202 0.156 0347 0263 0201 0335 0248 0213 0350 0.296 0232 0329 0289 0.230
RMSECV 0.236 0.232 0.187 0357 0308 0254 0.348 0282 0261 0367 0.333 0308 0338 0325 0.279
RMSEP 0.197 0.184 0.167 0.343 0294 0278 0.358 0290 0287 0.347 0.306 0353 0.336 0290 0.283
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Sekil 4. 44’de geligtirilen PLS-DA kalibrasyon modeline ait loadings grafigi

verilmigtir.
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Sekil 4. 44 Hekzan ekstrakte drneklerin PLS-DA modeli loadings degerleri

Sekil 4. 44 incelendiginde érneklerin Raman spektrumlarindaki bantlarin siniflar
arasi ayrim basarisina gosterdikleri katki oranlari kiyaslanabilmektedir. Buna
gore 1446 ve 1656 cm™*'de konumlanan bantlarin ayrim basarisina en yiiksek
oranda katki sagladigi soylenebilmektedir. Bu bantlari 1267, 1306, 1085, 843,
872 ve 1744 cm"de konumlanan diger bantlar takip etmistir. Ozellikle 1656 cm-
de konumlanan bant Raman spektroskopisi kullanilarak lipitlerdeki oksidasyon
reaksiyonlarinin takip edildigi pek ¢ok ¢calismada detayli bir sekilde incelenmistir
[135]. Bu bant lipit bilesimindeki cis v(C=C) cift bag gerilmesi ile
iligkilendirildiginden  oksidasyon suresince ylksek oranda degigkenlik

gOstermektedir.

Sekil 4. 45-4.49 aralidinda hekzan ekstraksiyonuyla elde edilen bes farkh gruba
ait tavuk yagi érneklerinin PLS-DA yontemiyle siniflandirma sonuglari verilmistir.
PLS-DA modellerinin geligitiriimesi agsamasinda model igerisinde ayrimi

yapilmasi hedeflenen grup sayisi kadar sinif tanimlanmaktadir.
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Analiz sonucunda her bir grubun diger gruplardan ayrim basarisi ayri ayri
grafiklerle gosterilmektedir. Ilgili grafiklerde kalibrasyon ve tahmin modellerine ait
sonuglar bir arada verilmis olup. Her grafigin sol tarafi kalibrasyon modeli

sonuglarini, sag tarafi tahmin modeli sonuglarini géstermektedir.

Sekil 4. 45, kurulan PLS-DA modelinin taze sinifina ait érnekleri diger gruplardan

ayirma basarisini gostermektedir.
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Sekil 4. 45 Hekzan ekstrakte taze 6rneklerin PLS-DA skor grafigi (¢:taze, m:2A-
2DE, A:1A-1DE, V:1H-1DE, e:2H-2DE)

Sekil 4. 45'de taze sinifina ait orneklerin esik degeri ¢izgisinin Uzerinde
konumlanarak diger batun gruplardan basaril bir sekilde ayrildigi goriimektedir.
Ayni grafikte taze sinifinin kalibrasyon modeline ait y degerleri grafigin sol Ust
tarafinda, tahmin modeline ait y degerleri grafigin sag ust tarafinda
konumlanmistir. Cizelge 4. 16’da taze Orneklerin ayrim basarisina ait kantitatif
parametreler verilmistir. Ilgili degerler incelendiginde gelistirilen kalibrasyon,
capraz validasyon ve tahmin modellerine ait duyarhlik ve 6zguluk degerlerinin

oldukca yuksek oldugu gorulmektedir.
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Sekil 4. 46, kurulan PLS-DA modelinin 2A-2DE sinifina ait 6rnekleri diger

gruplardan ayirma basarisini gostermektedir.
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Sekil 4. 46 Hekzan ekstrakte 2A-2DE o6rneklerin PLS-DA skor grafigi (e:taze,
m:2A-2DE, A:1A-1DE, V:1H-1DE, ¢:2H-2DE)

Sekil 4. 46’da 2A-2DE sinifina ait orneklerin esik degeri gizgisinin Uzerinde
konumlandigi gorulmekle birlikte geriye kalan diger siniflara ait bazi 6rneklerin de
esik degeri cizgisinin GUzerinde konumlandigi gorulmektedir. Bu durum Cizelge 4.
16'da gelistirilen kalibrasyon, c¢apraz validasyon ve tahmin modellerine ait

duyarhlik ve 6zgulluk de@erlerine bir azalma olarak yansimistir.
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Sekil 4. 47 kurulan PLS-DA modelinin 1A-1DE sinifina ait orneklerin diger

gruplardan ayirma basarisini gostermektedir.
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Sekil 4. 47 Hekzan ekstrakte 1A-1DE o6rneklerin PLS-DA skor grafigi (e:taze,
m:2A-2DE, A:1A-1DE, V:1H-1DE, ¢:2H-2DE)

Sekil 4. 47’de gelistirilen kalibrasyon ve tahmin modelleri sayesinde 1A-1DE
sinifinin geriye kalan gruplardan ayrimi gosterilmigtir. S6z konusu modelin
kalibrasyon kisminda oldukg¢a basarili bir ayrim gergeklestirilirken tahmin
modelinde 1A-1DE sinifina ait bazi 6rneklerin esik degeri cizgisinin altinda
kaldigi, diger siniflara ait bazi o6rneklerin ise esik degeri ¢izgisinin Uzerinde
konumlandigr gordlmustir. Bu durum Cizelge 4. 16’da tahmin modeline ait
duyarlilik ve 6zgullik degerlerinin kalibrasyon ve gapraz validasyon modellerine

kiyasla daha dusuk elde edilmesine sebep olmustur.
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Sekil 4. 48 kurulan PLS-DA modelinin 1H-1DE sinifina ait ornekleri diger

gruplardan ayirma basarisini gostermektedir.
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Sekil 4. 48 Hekzan ekstrakte 1H-1DE 6rneklerin PLS-DA skor grafigi (¢:taze,
m:2A-2DE, A:1A-1DE, V:1H-1DE, ¢:2H-2DE)

Sekil 4. 48 incelendiginde 1H-1DE sinifina ait érneklerin gelistirilen PLS-DA
kalibrasyon modeli sayesinde diger gruplardan tamamen ayrildigi gérulmektedir.
Ote yandan PLS-DA tahmin modelinde ayni sinifa ait iki érnek esik degerinin
hemen altinda konumlanmistir. Bu durum Cizelge 4. 16'da tahmin modelinin

duyarlilik degerinde kalibrasyon modeline kiyasla bir azalma olarak yansimistir.
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Sekil 4. 49 kurulan PLS-DA modelinin 2H-2DE sinifina ait ornekleri diger

gruplardan ayirma basarisini gostermektedir
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Sekil 4. 49 Hekzan ekstrakte 2H-2DE orneklerin PLS-DA skor grafigi (¢:taze,
m:2A-2DE, A:1A-1DE, V:1H-1DE, ¢:2H-2DE)

Sekil 4. 49 incelendiginde 2H-2DE sinifina ait érneklerin gelistirilen PLS-DA
kalibrasyon modeli kullanilarak diger gruplardan ayriminda bu sinifa ait iki
ornegin egik degeri gizgisinin altinda konumlandigi gorulmektedir. S6z konusu
problem PLS-DA tahmin modeline yansimamis olup tahmin veri setindeki
drnekler tamamen esik degeri Uzerindeki bélgede konumlanmistir. Ote yandan
1A-1DE sinifina ait iki 6rnegin de 2H-2DE O&rneklerine yakin pozisyonda
konumlandigi goriimustir. Bu durum Cizelge 4. 16’da tahmin modeline ait

0zgullik degerinin kalibrasyon modeline kiyasla azalmasi olarak gézlenmistir.

Siniflar arasi gakigsmalar nedeniyle gergeklesen karisikliklarin gelistirilen
kalibrasyon, validasyon ve tahmin modelleri tzerindeki yansimasinin kantitatif
olarak deg@erlendiriimesi amaciyla Cizelge 4. 17°de her bir sinif ve her bir model

icin DP, YP, DN ve YN oranlari verilmigtir.
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Cizelge 4. 17 Hekzan ekstrakte orneklerin PLS-DA modellerinin konfluzyon matrisleri

DP YP DN YN
Sinif Kal Cv Tahmin Kal Ccv Tahmin Kal CVv Tahmin Kal CcvVv Tahmin
T 1.000 1.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 1.000 1.000 0.000 0.000 0.000
1H-1DE 1.000 0.846 0.667 0.000 0.033 0.000 1.000 0.967 1.000 0.000 0.154 0.333
2H-2DE 0.900 0.900 1.000 0.000 0.056 0.077 1.000 0.944 0.923 0.100 0.100 0.000
1A-1DE 1.000 0.692 0.500 0.033 0.049 0.033 0.967 0.951 0.967 0.000 0.308 0.500
2A-2DE 0.910 0.727 1.000 0.016 0.048 0.067 0.984 0.952 0.933 0.091 0.272 0.000
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Cizelge 4. 17 incelenirken dikkate alinan husus DN ve DP oranlarinin yiksek, YP
ve YN oranlarinin dagsuk olup olmamasidir. Bu oranlar pozitif olmasi beklenen
ornegin pozitif, negatif olmasi beklenen 6rnegin negatif olup olmadignin sayisal
olarak ifadesi olarak degerlendiriimektedir. Buna goére dikkat ceken en 6nemli sonug
1H-1DE ve 1A-1DE siniflarinin tahmin modellerine ait YN oranlarinin nispeten
yuksek olmasidir. S6z konusu durumun sebebi ise bu siniflara ait tahmin veri seti
orneklerinde negatif olmadigi halde grafigin negatif bdlgesinde konumlanan
orneklerin bulunmasidir. Ote yandan genel olarak tim siniflar igin kalibrasyon
modellerinin DP ve DN degerleri 0.900 ve Gzeridir. Tahmin modellerinde ise 1H-1DE
ve 1A-1DE siniflari diginda DP degerleri 1.00, DN degerleri 0.900’Un tGzerindedir.
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Hekzan ekstraksiyonuyla elde edilen drnekler igin yuratilen galismanin her bir
basamag! Folch ekstrakte drnekler icin de tekrar edilmistir. Ornek gruplarinin
biribirinden ayrilmasi amaciyla gelistirilen PLS-DA modelinde kullanilacak gizli
degisken sayisina karar verilmesi amaciyla ortalama siniflandirma hatasi
degerinin artan gizli degisken sayisiyla degisimi inecelenmigtir. ilgili grafik Sekil
4. 50 ile verilmigtir. Sekil 4.50 incelendiginde gizli degisken sayisi arttikga hem
kalibrasyon hem de capraz validasyon modellerinin hata degerlerinin azaldigi

gorulmustar.
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Sekil 4. 50 Folch ekstrakte drneklerin PLS-DA modeli hata degerleri

Modellere ait bazi kalite parametrelerinin model kurulumda 3, 6 ve 10 gizli
degisken kullaniimasi halinde nasil degistigi Cizelge 4. 18 ile gosterilmistir. ilgili
gizelge incelendiginde artan gizli degigsken sayisiyla kalibrasyon, capraz
validasyon ve tahmin modellerine ait sinif hatasi degerlerinin sifirlandigi
goérilmektedir. Ote yandan RMSEC, RMSECV ve RMSEP hata degerleri de
azalmaktadir. Bu degisimlerle uyumlu sekilde kalibrasyon, ¢apraz validasyon ve
tahmin modellerin duyarlihk ve 6zgullik orani degerleri yikselmektedir. Tum bu
pozitif degisimler gz 6nunde bulundurularak PLS-DA modellerinin kurulmasinda

10 gizli degisken kullanilmasina karar verilmigtir.
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Cizelge 4. 18 Folch ekstrakte drneklerin PLS-DA modellerinin performans parametreleri

Taze 1H-1DE 2H-2DE 1A-1DE 2A-2DE
Gizli Degisken Sayisi 3GD 6GD 10GD 3GD 6GD 10GD  3GD 6GD 10GD 3GD 6GD 10GD 3GD 6GD 10GD
Kal-Sens 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.947 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.909 1.000 1.000
Kal-Spec 1.000 1.000 1.000 0.594 0953 1.000 0927 0945 0982 0.865 0.962 1.000 0524 1.000 1.000
CV- Sens 1.000 1.000 1.000 0.700 0900 0.900 0.895 1.000 1.000 0.955 1.000 0.955 0.909 0.909 1.000
CV-Spec 0.984 1.000 1.000 0.609 0953 0.969 0927 0945 0964 0.865 0.942 0981 0556 1.000 0.984
Tahmin-Sens 1.000 1.000 1.000 0800 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.833 1.000 1.000
Tahmin-Spec 1.000 1.000 1.000 0.677 0968 1.000 0.889 0963 1.000 0.885 1.000 1.000 0.600 1.000 1.000
Kal-CE 0.000 0.000 0.000 0.203 0.023 0.000 0.063 0.027 0.009 0.067 0.019 0.000 0.284 0.000 0.000
CV-CE 0.008 0.000 0.000 0.345 0.0/73 0.066 0.089 0.027 0.019 0.090 0.029 0.032 0.268 0.045 0.008
Tahmin-CE 0.000 0.000 0.000 0.261 0.016 0.000 0.056 0.019 0.000 0.058 0.000 0.000 0.283 0.000 0.000
RMSEC 0.158 0.089 0.065 0.336 0.197 0.152 0.246 0.195 0.158 0.281 0.212 0.175 0.341 0.210 0.122
RMSECV 0.193 0.099 0.083 0.341 0.230 0.228 0.254 0.216 0.210 0.288 0.231 0.230 0.358 0.234 0.171
RMSEP 0.154 0.097 0.076 0.338 0.201 0.178 0.250 0.169 0.155 0.265 0.189 0.149 0.357 0.219 0.144
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Sekil 4. 51 kurulan PLS-DA modeline ait loadings grafigini gostemektedir.
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Sekil 4. 51 Folch ekstrakte drneklerin PLS-DA modeli loadings degerleri

Sekil 4. 51 incelendiginde hekzan ekstrakte orneklerden farkh olarak siniflar arasi
ayrima en buyuk katkiyi saglayan bolgenin Raman spektrumlarinin 800-900 cm-
1 araligi oldugu gorilmektedir. Tavuk yaglarinin Raman spektrumlari
incelendiginde bu aralikta 813, 843, 872 ve 890 cmde konumlanmis dort farkli
bant oldugu gorulmustir. Bu bantlar genel olaral lipit yapisinda bulunan alifatik
zincirlerin C-C gerilmeleriyle iliskilendiriimektedir. Lipitlerin oksidasyon surecinde
olusan peroksit yapilarinin bu aralikta degisime neden olabilecegi belirtilirken s6z
konusu bantlardan sorumlu molekiler gruplarin doymamislik bdlgelerinden
uzakta konumlanmis olmasi nedeniyle oksidasyon suregleri iel direkt olarak

iliskilendirilmelerinin hatali olabilecedi de vurgulanmaktadir [224].

Folch ekstrakte o6rneklerin siniflandirimasi amaciyla gelistirilen PLS-DA

kalibrasyon ve tahmin modellerinin sonuglari Sekil 4.52-Sekil 4.56 ile verilmistir.
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Sekil 4. 52 geligtirilen PLS-DA modelinin taze sinif érneklerini diger siniflardan

ayirma basarisini gostermektedir.
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Sekil 4. 52 Folch ekstrakte taze drneklerin PLS-DA skor grafigi (¢:taze, m:2A-2DE,
A:1A-1DE, V:1H-1DE, e:2H-2DE)

Sekil 4. 52 incelendiginde taze sinifina ait érneklerin hem kalibrasyon hem de
tahmin modelleriyle diger siniflardan basarili bir sekilde ayrildigi gértlmektedir.
Bu durum Cizelge 4. 18'de kalibrasyon, ¢apraz validasyon ve tahmin modellerine
ait duyarlihk ve o0Ozgulluk orani degerlerinin 1.00 ile siniflandirma hatasi

degerlerinin sifir olmasiyla goértulmektedir.
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Sekil 4. 53 gelistirilen PLS-DA modelinin 2A-2DE sinift orneklerini  diger

siniflardan ayirma basarisini gostermektedir.
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Sekil 4. 53 Folch ekstrakte 2A-2DE 6rneklerin PLS-DA skor grafigi (¢:taze, m:2A-
2DE, A:1A-1DE, V:1H-1DE, e:2H-2DE)

Sekil 4. 53 incelendiginde 2A-2DE sinifina dahil olan érneklerin hem kalibrasyon
hem de tahmin modelleriyle diger gruplardan basarili bir sekilde ayrildigi
gorulmektedir. Kalibrasyon veri setine ait orneklerin bir kismi daha az kimelenme
davranigl gosterdiginden s6z konusu modelin duyarliik ve o6zgulluk orani
degerleri Cizelge 4. 18’de kalibrasyon ve tahmin modelleri i¢in 1.00 iken ¢apraz
validasyon modeli i¢gin 0.955 ve 0.981’dir. Benzer sekilde sinif hata degeri
kalibrasyon ve tahmin modelleri i¢in sifir iken ¢apraz validasyon modeli igin
0.032'dir.
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Sekil 4. 54 geligtirlen PLS-DA modelinin 1A-1DE sinifi

siniflardan ayirma basarisini gostermektedir.
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Sekil 4. 54 Folch ekstrakte 1A-1DE 6rneklerin PLS-DA skor grafigi (¢:taze, m:2A-
2DE, A:1A-1DE, V:1H-1DE, e:2H-2DE)

Sekil 4.54 incelendiginde 1A-1DE sinifina dahil olan &6rneklerin geligtirilen

kalibrasyon ve tahmin modelleriyle diger gruplardan basarili bir sekilde ayrildigi

gorulmektedir. Kalibrasyon veri setindeki orneklerin kimelenme davranisinin gok

yuksek olmayisi Cizelge 4. 18’de capraz validasyona ait 6zgulltik orani dederinin

0.984, sinif hatasi degerinin 0.008 olarak gozlenmesine neden olmustur. Ote

yandan kalibrasyon ve tahmin modelleri icin ilgili parametreler oldukg¢a tatmin

edicidir.
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Sekil 4. 55 geligtirilen PLS-DA modelinin 1H-1DE sinifi 6rneklerini diger

siniflardan ayirma basarisini gostermektedir.
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Sekil 4. 55 Folch ekstrakte 1H-1DE 6rneklerin PLS-DA skor grafigi (¢:taze, m:2A-
2DE, A:1A-1DE, V:1H-1DE, e:2H-2DE)

Sekil 4.55 incelendiginde 1H-1DE sinifina ait olan 6rneklerin diger siniflardan
ayrildigi gortilmektedir. Ote yandan hem kalibrasyon hem de tahmin modlinin veri
setinde yer alan érneklerin kimelenme davranisi dusuktir. Bu durum Cizelge 4.
18’de capraz validasyona ait duyarlilik orani, 6zgulliuk orani ve sinif hatasi
degerlerini 0.900, 0.969 ve 0.066 olmasi ile yansimistir. Ote yandan gelistirilen
kalibrasyon ve tahmin modellerinin yuksek duyarlilik ve 6zgullik orani degerleri

ile siniflari birbirinden basarili bir sekilde ayirdigr goralmektedir.
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Sekil 4.56 gelistirilen PLS-DA modelinin  2H-2DE sinift  érneklerini  diger

siniflardan ayirma basarisini gostermektedir.
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Sekil 4. 56 Folch ekstrakte 2H-2DE 6rneklerin PLS-DA skor grafigi (¢:taze, m:2A-
2DE, A:1A-1DE, V:1H-1DE, e:2H-2DE)

Sekil 4.56 incelendiginde 2H-DE sinifina ait 6érneklerin esik degeri gizgisinin
uzerinde konumlandigi gorulmektedir. Fakat hem kalibrasyom hem de tahmin
modeli sonuglarinda 1H-1DE sinifina ait bazi 6érnekler 2H-2DE sinifi 6rneklerine
yakin sekilde konumlanmigtir. Bu durum Cizelge 4. 18’de verilen degerler
uzerinden yorumlandiginda kalibrasyon ve g¢apraz validasyon modellerine ait
Ozgulluk orani degerlerinin 0.982 ve 0.964 olarak azaldigi gorulmustur. Bu
modellere ait sinif hatalari ise sirasiyla 0.009 ve 0.019'dur. Ayrica bu modele ait
RMSEC, RMSECV ve RMSEP degerleri 0.158, 0.210 ve 0.155 olup diger

siniflara kiyasla yuksektir.
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Cizelge 4. 19 ile verilen konfluzyon matrisinde yuksek DN ve DP oranlari ile duguk
YP ve YN oranlari istenmektedir. Bu oranlar pozitif bolgede konumlanmasi
gereken ornek pozitif bélgede, negatif bolgede konumlanmasi gereken 6rnek
bdlgede konumlanma durumunun sayisal bir ifadesidir. Buna gére hemen hemen
higbir sinif igin yanhs pozitif konumlanmasi gergeklesmemistir. Yalnizca 2H-2DE
sinifinin ¢apraz validasyon modelinde yanlis pozitifte konumlanmig 0Ornek
bulunmaktadir. Yanlis negatif konumlanmasi ise yalnizca 1H-1DE sinifinin
capraz validasyon modelinde gerceklesmistir. Kalibrasyon ve tahmin modellerinin
DP ve DN oranlarinin tum siniflar i¢in 1.00, YP ve YN oranlarinin ise 0.00 oldugu
goOrulmektedir. Capraz validasyon modelleri igin ise tim siniflarin DP ve DN

oranlari 0.900 ve Uzeridir.
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Cizelge 4. 19 Folch ekstrakte orneklerin PLS-DA modellerinin konfuzyon matrisleri

DP YP DN YN
Sinif Kal CcVv Tahmin Kal CcVv Tahmin Kal cVv Tahmin Kal CcVv Tahmin
T 1.000 1.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 1.000 1.000 0.000 0.000 0.000
1H-1DE 1.000 0.900 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 1.000 1.000 0.000 0.100 0.000
2H-2DE 1.000 1.000 1.000 0.000 0.018 0.000 1.000 0.982 1.000 0.000 0.000 0.000
1A-1DE 1.000 1.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 1.000 1.000 0.000 0.000 0.000
2A-2DE 1.000 1.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 1.000 1.000 0.000 0.000 0.000
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Tavuk orneklerindeki tagsisin belirlenmesi amaciyla yuarutilen galismanin son

basamaginda tavuk orneklerinde dondurma-eritme donguleriyle meydana gelen

molekuler degdisimler metabolomiks analizleriyle incelenmistir. Sekil 4. 57 ile

ornek gruplarina ait temel pik kromatogramlari gosterilmigtir.

Sekil 4. 57 Ornek gruplarinin temel pik kromatogramlari
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Sekil 4. 57'de her bir 6rnek grubuna ait grafikte her bir dilisyon ve her dilusyonun
iki paralelelli kromatogramlari ayni grafikte verilmistir. Uygulanan dondurma-
eritme islemleri sonucunda elde edilen orneklere ait kromatogramlarda sinyal
siddeti kontrol grubuna bir diger deyisle taze ornek grubuna kiyasla 1.5 kattan
fazla degisen yetmis bes adet pik tespit edilmistir. Bu piklerden sorumlu olan
molekuller m/z deg@erleri, alikonma sureleri ve kat degisim degerleri belirtilerek
Cizelge 4. 20 ile d6zetlenmistir. Kat degisim degerleri sinyal siddetindeki artis ve
azalgi ifade edecek sekilde pozitif veya negatif yondeki degisime isaret
edebilmektedir. Caligma kapsaminda, dilisyon serilerinde yurutilen regresyon
analizlerinde R<0.90 ve p>0.05 degerlerine sahip olan pikler degerlendirmeye

alinmamisgtir.

Metabolomik ¢aligmalari, proteomik ve genomik ¢aligmalarina kiyasla daha yeni
oldugundan elde edilen piklerin tamaminin anlamlandiriimasi her zaman
mumkuin olamamaktadir. Bu durum metabolomik veri tabanlarinin yeni olmasi ve
gunden gune gelisiyor olmasiyla aciklanmaktadir. Mevcut calismada sinyal
siddeti anlamh olarak degisen pikler, m/z degerleri ve MS/MS spektrumlari
kullanilarak erisime agik MS katiphanelerinden taratiimis ve uygulanan
dondurma-eritme islemleri nedeniyle yetmis bes farkli molekulin miktarinda

anlaml degigimler oldugu tespit edilmigtir.
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Cizelge 4. 20 Kat degisimi 1.5'tan fazla ve p<0.05 olan piklerin listesi

Kat Degisim Degerleri”

m/z Allkkonma 1H- 2H- 1A- 2A-

Suresi 1DE 2DE 1DE 2DE

1 101.0599 13.07 1.91 1.72 2.12 1.78
2 109.1014 8.49 1.78 1.61 2.18 1.82
3 111.0442 13.07 1.89 1.79 2.19 1.83
4 113.1322 12.24 1.49 1.37 1.68 2.89
5 129.0546 13.07 1.82 1.73 2.12 1.75
6 133.1007 9.10 1.30 1.19 1.81 1.63
7 138.1358 10.40 1.26 1.20 1.54 1.56
8 152.1513 10.40 1.61 1.27 1.81 2.63
9 165.1634 12.24 1.25 1.35 1.52 1.70
10 167.1789 12.23 1.36 1.46 1.58 1.82
11 179.1791 12.24 1.46 1.54 1.72 1.88
12 193.1946 12.24 1.46 1.60 1.71 2.39
13 229.2156 8.49 1.36 1.37 1.64 1.76
14 239.2367 10.41 7.62 7.61 7.54 7.20
15 240.2398 10.40 1.84 1.83 1.76 1.71
16 253.2518 11.33 1.28 1.26 1.62 1.88
17 257.247 10.41 2.20 2.19 2.12 2.05
18 267.268 12.23 5.34 5.32 5.23 5.34
19 269.2743 12.24 1.38 1.41 1.65 1.90
20 286.2461 8.49 1.52 1.72 2.07 2.07
21 288.2893 2.20 6.05 6.25 6.13 5.70
22 289.2925 2.20 1.61 1.86 1.71 1.54
23 295.299 13.92 1.31 1.47 1.55 1.85
24 303.2524 8.49 1.32 1.43 1.61 1.80
25 313.2736 10.40 7.69 7.67 7.61 7.40
26 314.2767 10.41 2.10 2.10 2.03 1.95
27 325.2345 8.49 2.34 2.34 2.33 2.18
28 327.2396 8.49 1.42 151 1.62 1.68
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29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

327.2884
331.2842
332.2873
337.2007
340.2536
341.3049
342.308
345.2993
353.2664
353.4183
354.2695
359.3156
360.3187
371.3150
377.2660
377.3448
381.2979
381.4554
382.301
383.3033
387.3096
393.297
394.3004
415.3408
487.2973
503.3196
543.3426
635.466
671.5374
672.54
683.5433
684.5463
687.5733
711.5734

11.33
10.41
10.41
9.10
9.46
12.23
12.23
11.33
10.40
10.41
10.40
12.23
12.23
13.07
9.51
12.24
12.24
12.24
12.23
12.23
9.83
13.08
13.08
11.65
9.10
9.10
9.10
8.49
8.49
8.49
10.40
10.40
10.41
11.34

151
6.78
1.87
1.05
1.63
5.61
1.72
1.37
25.16
1.60
6.04
8.14
2.32
2.22
1.43
1.35
25.75
1.45
6.63
1.45
1.09
2.74
1.52
1.23
1.15
1.09
2.82
1.42
1.15
1.22
4.54
2.20
1.22
151

191

1.39
6.76
1.85
1.06
1.72
5.58
1.69
1.52
25.17
1.61
6.04
8.12
2.29
2.09
1.33
1.53
25.77
1.46
6.64
1.46
1.43
2.64
1.45
1.28
1.33
1.07
2.86
1.53
131
1.41
4.54
2.21
1.29
1.70

2.00
6.69
1.78
1.57
1.54
5.49
1.60
1.78
25.25
1.82
6.13
8.04
2.19
2.42
1.96
1.85
25.87
1.70
6.74
1.56
1.77
3.09
1.84
1.94
2.04
1.75
2.66
1.72
1.52
1.79
4.62
2.28
1.69
1.66

2.18
6.43
1.72
1.55
2.04
5.58
1.61
2.12
24.14
1.93
5.97
8.23
2.18
2.11
1.98
2.24
25.64
1.89
6.84
1.63
1.87
2.94
1.70
1.77
1.94
1.73
2.56
1.55
1.71
2.01
4.47
2.27
1.81
1.58



63 715.4888 10.20 1.39 151 1.82 3.17
64 735.4846 10.40 1.44 1.55 2.00 2.19
65 736.4881 10.40 1.79 2.00 2.73 3.29
66 739.6061 12.24 5.21 5.21 5.31 5.43
67 740.6091 12.24 2.65 2.65 2.75 2.84
68 743.6335 12.24 1.34 131 1.67 2.07
69 763.605 13.08 2.38 2.01 2.88 2.33
70 764.6084 13.08 1.99 1.73 2.62 2.06
71 765.6119 13.08 1.95 1.54 2.62 1.94
72 791.5472 12.24 1.64 1.75 2.23 2.49
73 887.5647 15.78 1.75 2.54 2.32 2.60
74 909.5466 15.78 1.44 2.05 1.64 1.80
75 910.55 15.79 1.40 2.20 1.60 2.13

*Kat degisim degerleri sinyal siddetindeki dedisimin taze drneklere kiyasla kag
kat oldugunu ifade etmektedir. Ornekler; 1H-1DE: haftallk bazda bir kere
dondurulup-eritiimis, 2H-2DE: haftalik bazda iki kere dondurulup-eritiimis, 1A-
1DE: aylik bazda bir kere dondurulup-eritiimis ve 2A-2DE: aylik bazda iki kere

dondurulup-eritilmis olarak siniflandiriimigtir.

S0z konusu kat degisim degerleri hakkinda detayl bilgi Cizelge 4. 21'de
verilmistir. Bu molekdller i¢erisinden alti metabolit ilgili kitiUphaneler kullanilarak
basarili bir sekilde tanimlanmistir. Bu metabolitler; monopalmitin, monostearin,
monoolein, 11,12-epoksieykozatrienoik asit-di1 (11,12-eet-d11), palmitik amid ve
di (2-etilhekzil) adipat (DEHA) olarak siralanabilmektedir.
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Cizelge 4. 21 ile veritabanlarinda yapilan taramalar sonucunda basarili bir sekilde
tanimlanan alti metabolte ait m/z, alikonma suresi, molekul agirhigr ve her bir
metabolitte taze Orneklere kiyasla uygulanan dondurma-eritme iglemleri

nedeniyle gerceklesen kat degisimi degerleri verilmistir.

Cizelge 4. 21 Tanimlanan metabolitlere ait bilgiler ve kat degisim degerleri

Molekulin adi m/z AS MA 1H- 2H-  1A- 2A-
1DE 2DE 1DE 2DE

1-Monopalmitin  331.2851 10.42  330.2765 6.78 6.76 6.69 6.43
1-Monostearin  359.3161 12.27  358.3088 8.14 8.12 8.04 8.23
Monoolein 379.2974 10.07  356.2936 147 152 162 1.43

11(12)-EET- 322.2873 1041  331.2274 1.87 185 178 1.72
dil

Palmitik amid 256.2125 11.85  255.2014 1.24 142 152 1.58
DEHA 371.3163 13.08  370.3084 222 209 242 211
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Tanimlanan metabolitler arasinda yer alan monopalmitin, monostearin ve monoolein
molekulleri birer monoagilgliserol moliku olup lipit hidrolizi sonucunda olusmaktadir.
Literatlrde lipit hidrolizi ve lipit oksidasyonu arasinda tanimlanmis bir iliskiden s6z
edilmemekle birlikte lipit hidrolizinin lipit oksidasyonunu tesvik ettigi belirtiimektedir.
Bu iki mekanizmanin sogutucuda saklama ve dondurarak saklama sureglerinde
gerceklestigi  bilinmektedir. Lipolitik enzimlerin hidrolitik degisimleri baslattigi
bilinmektedir.  Hidrolitik degigsimler ise triagilgliserollerin  diagilgliserol ve
monoagilgliseroller ile serbest yag asitlerine hidrolizini kapsamaktadir [236]. Yapilan
analizler sonucunda mevcut c¢alismada monopalmitin, monostearin ve monoolein
molekullerinin miktari uygulanan dondurma-eritme islemleriyle 1.5 kattan fazla
degismistir. Piklerin tanimlanmasi MS/MS taramasiyla piklerin fragmentler bazinda
incelenmesi ve elde edilen spektrumlarin ilgili litratirle karsilastiriimasi yoluyla
yapilmistir. Asagida Sekil 4. 58 ile tanimlanan tim molekullere ait detayh bilgi ile

referans ve deneysel MS/MS spektrumlari verilmistir.

Gliserol 1-hekzadekanoat diger adiyla alfa-monopalmitin veya hekzadekanoik asit,
2,3-dihidroksipropil ester 1-monoagilgliserol grubunda yer almaktadir. Bu molekdiller
1-konumunda agcillenmis gliserol bulundurmaktadir. Bu nedenle monopalmitin, bir
mono-radil-gliserol lipit molekuludur. Sivi ve kati yaglarda bulunmakta ve yag iceren
bir gidanin tiiketimine isaret eden bir biyobelirtec olarak bilinmektedir. $Sekil 4. 58 a’da
asagida referans, yukarida deneysel olmak Uzere monopalmitin molekuline ait
MS/MS spektrumu verilmigtir. Tanimlanan bir diger molekul 1-monostearin diger
adiyla 1-stearoilgliserol olup bu molekll de 1-konumunda agcillenmis gliserol
bulunduran 1-monoagilgliseroldir. Sekil 4. 58 b’de asagida referans, yukarida
deneysel olmak Uzere monostearin molekiline ait MS/MS spektrumu verilmistir.
Tanimlanan molekuller arasinda ayni grupta yer alan bir diger molekul monooleindir.
Monoolein gliserinin  oleik asitle esterlesmesi ile sentezlenen bir 1-
monoagilgliseroldir. Sekil 4. 58 c'de asagida referans, yukarida deneysel olmak
Uzere monoolein molekiline ait MS/MS spektrumu verilmistir. S6z konusu bu Ug¢
molekulin miktarlarinda tespit edilen anlaml artis tekrarlayan dondurma-eritme

islemlerinin tavuk érneklerindeki lipit hidrolizini tesvik ettigine isaret etmektedir.

Tavuk eti icerdigi yag asitlerinin %65’inin doymamis yag asitlerinden olusmasi

nedeniyle dana, kuzu ve domuz etine kiyasla doymamislik orani yuksek olan bir
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yag asidi kompozisyonuna sahiptir [234]. Yapilan ¢alismalarda notral lipitlerdeki
yag asitlerine kiyasla fosfolipitlerdeki yag asitlerinin daha hizli okside oldugu
belirtiimistir [10]. Tavuk eti fosfolipitlerinin oksidasyona egilimlerinin kiyaslandigi
bir diger calismada fosfatidilinositoliin en ylksek oksidasyon egilimine sahip
oldugu belirtilmigtir [237]. Tavuk etinin fosfolipit fraksiyonunda major olarak
bulunan yag asitlerinden bir tanesinin aragidonik asit oldugu rapor edilmigtir [238].
Arasidonik asit memeli hlicre mebranlarinda bulunan fosfolipitlerin esansiyel bir
bileseni olarak bilinmektedir. Fosfolipaz A2 enziminin aktivasyonu sonucunda
hidcre mebranlarindaki aragidonik asit serbest hale gegcmektedir. Sitokrom P-450
epoksigenaz (CYPs) enziminlerini eksprese eden hucrelerde arasidonik asit,
bulundurdugu doért farkl ¢ift bagdan birisi Gzerinden gerceklesecek epoksidasyon
yoluyla doért farkh epoksieykozatrienoik asit (EET) regioizomerine
donusturalmektedir.  Bunlar  5,6-, 8,9-,11,12- ve 14,15-EET olarak
adlandiriimaktadir. Olusan EET molekulleri ortamda ¢dzinUr epoksit hidrolaz
enzimlerinin bulunmasi halinde dihidroksieykozatrienoik asitlere
dénlstirilmektedir [239, 240]. insan hiicrelerinde farkli CYP enzimlerinin
arasidonik asiti EET molekullerine donustirdigu rapor edilmistir. Literatirde EET
molekulleri, inflamasyonu ve damar elastikiyetini dizenleme gibi 6zellikleriyle
rapor edilmis ve cogunlukla inflamatuvar ve kardiyovaskiler hastaliklarla olan
iliskisi incelenmigtir [241, 242]. Yakin zamanli literatir incelendiginde CYP
enzimlerinin arasidonik asit Uzerindeki aktivitesi sonucunda olugsan metabolitlerin
kanser biyolojisindeki rolleri hakkinda 6nemli bazi sonuglar rapor edildigi
goOrulmektedir [243]. S6z konusu calismalarda CYP enzimleri ekspresyonunun
farkh kanser tlrlerindeki tumdrlesmelerden sorumlu tutulabilecegi rapor
edilmigtir. Bunun yaninda CYP enzimleri ile EET sinyalizasyon yolaklarinin

inhibisyonunundan faydalanan yeni toropatik stratejiler arastirilmigtir [244-246].
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Mevcut literatiurde tavuk karacigerinde EET ve bunlardan Uretilen DHET
molekullerinin sentezi rapor edilmig olsa da tavuk orneklerine uygulanan tekrarli
dondurma-eritme islemleri sonucunda EET molekullerinin olusumuna dair
herhangi bir galismaya rastlaniimamistir. Tez g¢alismasi kapsaminda taze ve
dondurulup-eritiimig tavuk orneklerinin igerdigi 11(12)-EET-d11  miktarlari
arasinda onemli farklilklar tespit edilmistir (Cizelge 4. 21). Sekil 4. 58 d'de
asagida referans, yukarida deneysel olmak Gzere 11(12)-EET-d11 molekiline ait

MS/MS spektrumlari verilmigtir.

Palmitik amid bir yag asidi amididir. Yag asidi amidleri uyku, beslenme, ¢ogalma
ve enflamasyon gibi farkli fizyolojik sureglerin regllasyonundan sorumlu olan
biyoaktif lipitlerdir. Ayrica endokannabinoid sinyalizasyonunun agonistleri gibi
davranarak bu sistemlerde interferansa neden olduklari dusuniimektedir.
Anandamid, en ¢ok arastirilan endojen kannabinoid olup bu molekulin setezi igin
iki farkh yolak dnerilmektedir. Birinci yolak, arasidonat grubunun fosfatidilkolin gibi
fosfolipitlerin  sn-1-gliserol ester pozisyonundan N-agiltransferaz enzimi
araciligiyla fosfatidiletanolamin molekulinin primer amino grubuna transferini
onermektedir. Bu reaksiyon N-arasidonil-fosfatidil etanolamin olusumuna neden
olmaktadir. Olusan bu molekil daha sonra fosfolipaz D enzimi araciliiyla N-
arasidonil etanolamine yani anandamide donistiriimektedir. ikinci yolak, yag
asidi amid hidrolaz enzimi varliginda ortamda yuksek konsantrasyonda bulunan
arasidonik asit ve etanolaminin kondensasyonunu 6nermektedir [247]. Mevcut
calisma kapsaminda taze ve dondurulup-eritilmis ornekler arasinda palmitik amid
icerigi bakimindan anlamh bir fark tespit edilmistir. Sekil 4. 58 e’de asagida
referans, yukarida deneysel olmak Uzere palmitik amid molekiline ait MS/MS
spektrumu verilmistir. Fosfatidiletanolamin gidalarda ve biyolojik dokularda
bulunan majér fosfolipitler arasinda yer almaktadir [248]. Tavuk 6rneklerinde
yapilan c¢alismalarda tavugun farkh bolgelerinden ekstrakte edilen lipit
orneklerinde arasidonik asitin fosfolipit fraksiyonunda bulunan major yag
asitlerinden oldugu belirlenmigtir [238]. Calisma kapsaminda uygulanan
tekrarlayan dondurma-eritme c¢evrimlerinin tavuk orneklerinde membran
yapisinin disintegresyonuna sebep olarak yag asidi amidlerinin olusumundan
sorumlu enzimlerin aktivitesini tesvik etmis olabilecegi dusunlilmektedir. Fakat bu

varsayimin kanitlanabilmesi ancak ileri analizlerin uygulanmasiyla mimkundur.
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Di (2-etilhekzil) adipat (DEHA); et ve peynir gibi dGrunlerin sarilarak
paketlenmesinde kullanilan ince polivinil klorid filmlerde plastiklestirici olarak
kullaniimaktadir. Polivinil filmerde DEHA oraninin azaltiimasi ve diger
plastiklestirici ajanlarla birlikte kullaniimasi igin c¢alisiimaktadir. S6z konusu
molekulin gidalara migrasyonunun arastirildigi galismalarda farkl sicaklik ve
surelerin migrasyon hizina etkisi incelenmektedir. Yapilan calismalarda 5-
10°C’de 4 gun sureyle muhafazanin ardindan 25°C’de 4 sa muhafanin etkisi
incelenerek marketten alinan gidanin eve transferi veya buzdolabindan ¢ikarilan
gidanin tuketiimeden 6nce bir sure oda sicakliginda bekletiimesi gibi insanlarin

gunluk yasaminda siklikla uyguladigi suregler simule edilmistir.

Mevcut c¢alismada uygulanan dondurma-eritme iglemleri DEHA igerigi
bakimindan 6rnek gruplari arasinda anlamli degisikliklere sebep olmustur. Analiz
edilen tavuk yagi dérneklerindeki DEHA varliginin, s6z konusu molekulin tavuk
orneklerinin saklanmasinda kullanilan buzdolabi posetlerinden 6rnek bilesimine
migrasyonu ile aciklanabilecegi dusunulmektedir. Sekil 4. 58 fde asagida
referans, yukarida deneysel olmak Uzere DEHA molekuline ait MS/MS
spektrumu verilmistir. Farkli gida gruplarinda DEHA migrasyonu genellikle
buzdolabi sicakligi kosullarinda incelenmigtir. Mevcut ¢alismada elde edilen
sonuglar dondurma ve dondurma-eritme iglemlerinin paketlenmis haldeki tavuga

DEHA migrasyonu konusunda 6nemli bir rol oynadigini géstermektedir.
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Cpd 192: +ESI Product Ion (rt: 10.804, 11.006 min, 1 scan) Frag=200.0V
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Sekil 4. 58 Deneysel (yukarida) ve teorik (asagida) MS/MS spektrumlari a) 1-Monopalmitin,
b) 1-Monostearin, ¢) 1-Monoolein, d) 11(12)-EET-d11, e) Palmitik amid, f) Di (2-etilhekzil)
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Taze tavuk ornekleri ile farkh sure ve sayidaki dondurma-eritme dongulerine
maruz kalmig tavuk orneklerinin Cizelge 4. 20'de verilen metabolomiks verileri
kullanilarak grup bazinda siniflandirma basarisinin incelenmesi amaciyla PCA
analizi yapiimistir. Elde edilen sonug Sekil 4. 59 ile verilmistir. ilgili skor grafigi
PC1 degerlerine karsilik PC2 degerlerinin gizilmesiyle olusturulmus olup PCA
kimdulatif varyansin  %39.5'ini, PC2 ise kumulatif varyansin %69.5'ini
aciklamaktadir. PCA  analizi MetaboAnalyst programi  kullanilarak
gerceklestiriimistir. PCA analizinde kullanilacak verini élgeklendiriimesi amaciyla
log donusum iglemi uygulanmis ve bu islem disinda herhangi bir onislem

uygulanmamigtir.
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Axtpon

Sekil 4. 59 Tavuk orneklerinde metabolomiks verileri kullanilarak yapilan PCA

skor grafigi

Sekil 4. 59 incelendiginde gruplar arasindaki farklilasmanin dondurma
suresinden etkilendigi gorulmektedir. Ay bazinda dondurulan 6érnekler haftalik
bazda dondurulan érneklerden farkli bir noktada konumlanmistir. Diger yandan,
s6z konusu galisma kapsaminda dondurma-eritme dongu sayisinin etkisi tam

olarak gozlenememisgtir.
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Haftalik olarak dondurulan érnekler arasinda bir dongu ve iki dongu gruplarinin
birbirinden az da olsa ayrildigi goérulmekle birlikte net bir gruplagma s6z konusu
deqildir. Bu durumun c¢alisma kapsaminda incelenen maksimum dongu sayisi
etkisinden kaynaklanabilecedi dusunulmektedir. Ancak vyapilacak ileriki
calismalarda dongu sayisinin arttirlmasiyla bu parametrenin etkisinin net bir
sekilde ortaya konulmasinin mumkin olabilecegi dusunulmektedir. PCA
sonuglarinin genel degerlendirmesi ise metabolomik verilerinin taze orneklerin
haftalik ve aylik olarak dondurulup eritilmis érneklerden ayrilmasina imkan verdigi

gOrulmustar.

Metabolomik ¢alismalarinin gida hilelerinin belirlenmesinde kullanimi ¢ok uzak
bir gegmise dayanmamakta olup literattirde bulunan ¢ok sayidaki farkh uygulama
deneysel tasarimlardaki standardizasyon eksikligini ortaya koymaktadir. Bununla
birlikte drnek sayisinin degisken sayisindan fazla olmasi gerektigi vurgulanmakta
ve bu durumda elde edilen siniflandirma modellerinin daha guvenilir olacagi
belirtiimektedir [249]. Metabolik ¢alismalarindan elde edilen verinin analizinde
kullanilacak kemometrik analiz yonteminin sec¢imi de dnemi bir diger nokta olarak
literatlrde vurgulanmaktadir. Cubero-Leon ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada
organik ve konvansiyonel yontemlerle tretilen havuglarin PCA ile ayrimi mimkin
olmazken OPLS-DA ile basarili bir ayrim gerceklestiriimistir. Granato ve ark.
tarafindan UzUm suyu ornekleriyle yuratilen calismada ANOVA ve HCA veri
analizleri ile anlamli istatistiksel sonuglar elde edilememis ve ayni yazar
tarafindan ilerleyen yillarda HCA yonteminin gida hileciligi ¢alismalarinda

kullaniimamasi tavsiye edilmistir [250, 251].

Gida matriksindeki tum kimyasal ve biyokimyasal reaksiyonlari minimize etmesi
nedeniyle dondurarak saklama teknigi guvenirliligi yiksek gida muhafaza
yontemlerinden bir tanesidir. Et ve et Urlnleri i¢in ticari dondurma isleminin -18°C,
domestik dondurma isleminin -10°C ve domestik eritme isleminin buzdolabi
sicakliginda (+4°C) standart olarak gercgeklestirildigi ve bu standart degerlerin
muhafaza ve ileri Uretim basamaklari boyunca uygulandigi belirtiimektedir [252].
Endustriyel uygulamalarin yani sira gunluk yasam pratikleri kapsaminda da et ve
et Urdnleri bir veya daha fazla dondurma-eritme dongusiune maruz
kalabilmektedir. Mevcut ¢calisma kapsaminda Q-TOF LC/MS kullanilarak yapilan

analizler sonucunda molekuler duzeyde gerceklestigi tespit edilen degisiklikler et
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ve et Urunlerinde dondurma ve dondurma-eritme islemlerinin guvenirliligi

hakkinda bir soru isareti olusmasina neden olmustur.

Mevcut tez galismasi kapsaminda tavuk orneklerindeki tagsisin lipit fazindaki
degisiklerin takibi Uzerinden tespit edilmesini amaglayan detayli bir c¢alisma
yurutulmastar. Calisma sonucunda Raman spektroskopisi ve Q-TOF LC/MS
tekniklerinin ortak bulgusu tavuk o&rneklerine uygulanan dondurma-eritme
islemlerinin lipit oksidasyonu ve lipit hidrolizine neden oldugudur. Raman
spektroskopisi ile analiz edilen 6rnekler hekzan ve Folch ekstraksiyonu olmak
uzere iki farkh ekstraksiyon yontemiyle elde edilmistir. Raman spektrumlarindaki
degisiklikler hekzan ekstrakte orneklerde net bir sekilde gdzlenirken Folch
ekstrakte oOrneklerde degisimin sinirli olarak gozlenebildigi gorulmustur. Bu
durumun Raman spektroskopisi tekniginin oOzellikle polar olmayan yapilarin
analizinde daha verimli olmasindan kaynalanabilecedi dusunulmektedir. Folch
ekstraksiyonunda hekzana kiyasla polaritesi yuksek ¢ozuculerin kullanimi tavuk
orneklerinden polar lipitlerin ekstrakte edilmesini saglamis olabilir. Bu durum
dondurma-eritme donguleriyle meydana gelen degisimlerin Folch ekstrakte
ornekler igin Raman spektroskopisi kullanilarak incelenmesini zorlastirmig
olabilir. Yapilan Q-TOF LC/MS analizlerinde ise hekzan ekstraksiyonuyla elde
edilmis yag orneklerinden polar biz ¢ozucu ile ikincil bir kestraksiyon yapiimig ve
ekstrakte edilen bilesenlerin miktarlari analiz edilmistir. Q-TOF LC/MS analizi
sonucunda taze, aylik bazda ve haftalik bazda dondurulup eritilen érnek gruplari
birbirinden basariyla ayrilirken dongu sayisinin etkisi bu ydntemle takip

edilememigtir.

Peroksit degeri (PV) ve tiyobarbiturik asit-reaktif maddeler (TBARS) testleri
gidalarin raf 8mri boyunca takip edilen iki temel parametre olarak bilinmektedir.
PV, lipit hidroperoksitleri gibi primer lipit oksidasyonu uUrunlerinin bir dl¢usu
olmakla birlikte oksidasyonun hizlanma basamaginda hidroperoksitlerin
parcalanma reaksiyonlarina girebilmesi veya diger UrUnlerin ve radikallerin
olusumuyla sonuglanan ileri reaksiyonlara dahil olabilmesi sebepleriyle yaniltici

sonuglar elde edilmesine neden olabilmektedir [253].
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TBARS degeri perokside olmus c¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidatif
parcalanmasi sonucu olusan malondialdehit miktarini temsil etmektedir. Birtakim
modifiye TBARS testlerinde antioksidan kullanimi énerilse de homojenizasyon,
distilasyon, ekstraksiyon ve kaynatma gibi basamaklar oksidasyonu tesvik
etmeleri nedeniyle malondialdehit igerigine kacinilmaz olarak katkida
bulunmaktadir [254]. Propanal, hekzanal ve pentanal gibi n-3 and n-6 yag
asitlerinin ikicil oksidasyon drunlerinin kromatografik yontemler kullanilarak
kantifiye edilmesi oksidasyonun belirlenmesi amaciyla kullanilimaktadir. Ote
yandan s6z konusu molekullerde anlamli seviyedeki degisikliklerin ger¢ceklesmesi
icin birka¢ ay gibi uzun bir surenin ge¢cmesi gerekmektedir. Serbest yag asidi
icerigi bu kapsamda kullanilan bir diger deneysel uygulama olup lipit hidrolizi
hakkinda bilgi vermektedir. Bahsi gegen test sonuglarinda dondurarak saklama
periyodu surecinde beklenmeyen veya acgiklanamayan birtakim degisikliklerin
g6zlenmesi nedeniyle alternatif yontemlere olan ihtiyag literattirde belirtiimektedir
[255, 256]. Mevcut yontemlerin sahip oldugu dezavantajlar g6z o6nidnde
bulunduruldugunda dondurma-eritme sureglerinin karakterizasyonunun lipit
analizlerinde dnemli bir yere sahip oldugu ve mevcut tez kapsaminda yuratilen

kapsamli calismanin ilgili literatire dnemli bir katki saglayacagi dusunulmektedir.
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5. SONUG VE ONERILER

Sunulan tez galigmasi kapsaminda gidalarin lipit kompozisyonuna ait parmak izi
bilgileri SFS, LIBS ve RS teknikleri kullanilarak elde edilmis ve bu bilgilerin bazi
gida tagsislerinin tespitinde kullanilabilme potansiyelleri incelenmistir. Her bir
calismada farkh spektroskopik teknik kullanilarak lipit fazinda bulunan farkli
bilesenlerin takibi saglanmistir. Bu sayede lipit fazindaki farkh bilesenlerin farkh
spektroskopik tekniklerle takibi yoluyla gidalarin maruz kaldigi tagsis
uygulamalarinin basarili bir gsekilde tespit edilebilecegi goOsterilmistir. Farkl
spektroskopik teknikler ile elde edilen veriler farkli kemometrik veri analizi
yontemleriyle islenmis ve bu yontemler ilgili kalite parametreleri Uzerinden gida
tagsisinin tespitindeki basarisi agisindan birbiriyle kiyaslanmigstir. Gelistirilen
modellere ait kalite parametrelerinden belirleme katsayisi (R?), bagil standart
sapma (RSD), kalibrasyon, ¢apraz validasyon ve tahmin modellerinin bagil hata
degerleri (RMSEC, RMSECV, RMSEP), tahmin degerlerinin bagil hatasi (REP),
tespit limiti ve tayin limiti degerleri (LOD, LOQ) hesaplanmistir. Spektroskopik
bilgi ve multivariat veri analizi temelinde farkh tagsis uygulamalarinin tespiti igin
geligtirilen her bir modelin dogrulugu ilgili referans yodntem analizleriyle
desteklenmistir. Ydrutulen c¢alismalarda elde edilen sonuglar asagida ilgili

basliklar altinda maddeler halinde 6zetlenmistir.
Tahin Orneklerindeki Tagsisin SFS ile Belirlenmesi

e SFS teknigi kullanilarak tahin érneklerine aycicek yagi ilavesiyle yapilan
tagsisin belirlenmesine yonelik bir yontem gelistirilmistir. Bu kapsamda
toplanan SFS verilerinin kalitatif analizi igin PCA, kantitatif analizi igin MLR,
PCR ve PLSR metotlari kullaniimistir. Buna ek olarak yuksek boyuttaki
SFS verilerine uygulanan dalgaboyu se¢im modu islemi sayesinde
toplanan veri seti icinde en yuksek model basarisinin elde edildigi veri
arahdi herbir dalgaboyu araligi (AA) degeri icin Ug¢ farkh regresyon
metoduna 6zel olarak belirlenmistir. Dalgaboyu se¢im modunun gelistirilen

modellerin bagarisina olan etkisi gosterilmistir.

e TY ve AY grubuna ait drneklerin SF spektrumlarinda 348-355 nm arasinda

konumlanan ve yaglarin tokoferol igerigiyle iliskilendirilen bant ortak olarak
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gOzlenmigtir. SF spektrumlarindaki temel farklik TY karigiminda 266-291
nm araliginda gozlenen ve analiz edilen yagin fenolik madde iceriginden
kaynaklanan bant olmustur. Major olarak bu bandin varligi ile basarili bir

siniflandiriima gergeklestirilebilmistir.

TY ve AY orneklerinin birbirinden basarili bir sekilde ayrildigi PCA
modelinde herhangi bir 6nislem kullaniimamis, toplam 6 TB ile model
kurulmus, kurulan model gapraz validasyon ile valide edilmigtir. TB1 ve
TB2’'nin kumulatif varyansi aciklama oranlart %81.50 %99.45'dir.
Dalgaboyu se¢im modu uygulamasi sonucunda PCA modelinin
kurulmasinda AA=60 nm’de toplanan verinin gruplar arasi ayrima katkisi
en buyUk veri seti oldugu tespit edilmistir. PCA analizine ait loadings grafigi
incelendiginde 266-291 nm ile 348-355 nm araligindaki sirasiyla analiz
edilen yagin fenolik madde igerigine ve tokoferol igerigine karakteristik

olan bantlarin ayrima en ylksek katkiy1 sagladigi tespit edilmigtir.

Kantitatif analiz amaciyla gelistirilen regresyon modellerinin kurulmasinda
pek cok farkli 6niglem tekniginin basarisi kiyaslanmistir. Yapilan detayli
incelemeler sonrasinda distik RMSEC, RMSECV ve RMSEP degerlerinin
elde edilmis olmasi ve yuksek varyans agiklama oranlarina ulagiimasi gibi
sebeplerle kullanilan tum regresyon tekniklerinde NORM+DETREND
Onislemi uygulanmistir. Calismanin bu béliminde temel amag regresyon
teknikleri arasindaki farki ortaya koymak oldugundan kullanilan 6nislem
etkisinin minimize edilmesi adina baslangigta PLS analizi Uzerinden
denenerek basarisinin yuksek oldugu tespit edilen NORM+DETREND

Onislemi diger tekniklerde de uygulanmistir.

PLSR analizi sonucunda RMSEC, RMSECV ve RMSEP degerleri sirasiyla
0.26-0.84, 0.74-1.40 ve 1.24-1.82 araliginda elde edilmis olup WSM
uygulamasiyla bu degerler 1.60-3.41, 2.13-3.65 ve 2.02-2.71 arasinda
degismistir. WSM kullaniminin s6z konusu hata degerlerini arttirdigi
gOrulmustir. Benzer sekilde RSD degerleri 0.87 ile 6.71, REP degerleri
13.98 ile 20.64 arasinda degismisti. WSM uygulandiginda ise RSD
degerleri 1.81-6.49, REP degerleri 7.0-38.27 arasinda degismigtir. WSM
kullaniminin REP ve RSD degerleri Uzerinde tum AA degerleri igin
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genellenebilecek ortak bir etkisi gozlenmemigtir. WSM kullanilan ve
kullaniimayan modeller ortak olarak degerlendirildiginde LOD ve LOQ

degerleri sirasiyla %0.34-3.1 ve %1.14-10.3 arasinda degismigtir.

MLR analizleri agisindan dikkat ¢ceken en oOnemli sonu¢ RMSEC
degerlerinin sifirlanmis olmasi ve bunun aksine WSM uygulanmadiginda
20.98-65.20, WSM uygulandiginda 25.95-118.14 araliginda degisen
oldukga ylksek REP degerlerinin elde edilmis olmasidir. Bu durum
geligtirilen MLR kalibrasyon modellerinin veri setine asiri uyum gostermesi
ve veri setindeki konsantrasyonla korelatif olmayan bilgilerin de
modellenmis olmasindan kaynaklanan over-fitting problemi ile
aciklanabilmektedir. MLR sonucunda yuksek REP degerlerine ragmen
gorece olarak duguk RSD degerlerinin, WSM uygulandiginda 3.34-7.11,
WSM uygulanmadiginda 1.64-4.57, elde edilmis olmasi da over-fitting
problemininin varhigini kanitlamistir. WSM kullanilan ve kullaniimayan
modellerigin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla %2.61-13.88 ile %8.71-46.28

arasinda degismistir.

PCR analizleri sonucunda baslangicta 1.44-2.28, 1.58-2.58, 1.96-3.59
arasinda degisen RMSEC, RMSECV ve RMSEP degerleri WSM
uygulanmasi durumunda 3.56-3.96, 3.69-4.04 ve 2.36-3.83 arasinda
degismistir. WSM uygulamasi hata degerlerinde artisa neden olarak
negatif bir etki gostermistir. REP degerleri 16.17-27.89 araligindan 12.93-
33.55 araligina gegmistir. RSD degerleri ise 3.68-7.46 araligindan WSM
uygulanmasi sonucunda 1.53-7.72 araligina ge¢mistir. LOD degerleri
%4.20-7.95 araligindan WSM uygulanmasiyla %.2.61-13.88 araligina
gecmistir.  LOQ degerleri ise %14.00-26.51 arahgindan WSM
uygulanmasiyla %8.71-46.28 aralidina gegmistir. WSM uygulamasi LOD
ve LOQ degerlerini olumsuz yonde degistirmistir. RSD ve REP degerleri

uzerinde genellenebilir bir etki gostermemisgtir.

Elde edilen tim sonuglar bir arada degerlendirildiginde SFS teknigi ve
PLSR metodunun kullanimi sonucunda yuksek tekrarlanabilirlik, disuk

hata degerleri ve oldukga tatmin edici tespit ve tayin limitine sahip bir
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yontemin gelistirilebilecegi ve tahin yagindaki aycgicek tagsisinin basarili

bir sekilde tespit edilebilecegi gorulmugtur.

SFS teknigi ozellikle bitkisel yaglarin kompozisyonlarinin analizinde ve
tagsis belirleme c¢alismalarinda basarili bir sekilde kullaniimaktadir. Tez
kapsaminda yuratilen sO6z konusu calisma sayesinde yag asidi
kompozisyonu birbirine oldukga benzeyen tahin yagi ve aygicek yaginin
kalitatit ve kantitatif analizinde SFS teknigi ve kemometrik veri analizi

yontemlerinin kullanilabilecedi gosterilmigtir.

SFS tekniginin en dnemli dezavantaji en uygun AA degerinin belirlenmesi
icin dnceden yapilmasi gereken optimizasyon galismasidir. Bu noktada
tez kapsaminda AA optimizasyonu igin interval PLS (iPLS) algoritmasi
kullanilmistir. Bu amagla literatirde rapor edilen pek c¢ok algoritma
bulunmakta ve gelistirilen algoritmalarin basarisi gunden glne
arttirlmaktadir. Tez kapsaminda tek bir algoritma denenmis olup
gelecekteki galismalarda farkh algoritmalarin model basarisina etkisinin

incelenmesi planlanmaktadir.

Tereyagi Orneklerindeki Tagsisin LIBS ile Belirlenmesi

LIBS teknigi kullanilarak tereyagi orneklerine margarin ilavesi yoluyla
gerceklestirilen tagsisin belirlenmesini saglayan bir yontem geligtirilmistir.
Tez galismasinin bu boliminde LIBS teknigi ile multivariat veri analizi
teknikleri kombine olarak kullanilmigtir. LIBS tekniginin kullanimi
sayesinde tereyagdl ve margarin orneklerinin elemental parmak izi
spektrumlari elde edilmistir. Gelistirilen kalitatif metodun tereyadi ve
margarin orneklerini birbirinden ayirabilme potansiyeli ve geligtirilen
kantitatif metodun tereyagi orneklerinde margarin kullanilarak yapilan
tagsisi tespit edebilme potansiyeli ortaya konmustur. Referans elemental
analiz teknikleri olan CP-MS ve FAAS kullanilarak tereyadi ve margarin

orneklerinin elemental kompozisyonlari belirlenmistir.

Tereyagi ve margarin Orneklerinin LIBS spektrumlari kullanilarak
birbibirinden ayrilmasi amaciyla gelistirilen kalitatif ydontemde veri analiz
metodu olarak PCA kullaniimistir. Gelistirlen PCA modeli 3 TB

kullanilarak kurulmustur. TB1 ve TB2, kumdlatif varyansin sirasiyla
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%88.76 ve %97.92'sini aciklamistir. PCA modeline ait loadings grafigi
incelendiginde gruplar arasi ayrima major katki saglayan elementlerin Na,
Ca ve K; daha az katkida bulunan diger elementlerin ise Fe, Mg ve Zn

oldugu gorulmustur.

Tereyagina tagsis amaciyla eklenen margarin miktarinin belirlenmesi
amaciyla gelistirilen kantitatif metodun veri analizinde PLSR metodu
kullaniimistir. Gelistirilen kalibrasyon ve tahmin modellerinin belirleme
katsatisi dederleri sirasiyla R%a = 0.999 ve R?%pred =0.984'tlir. Ayni modele
ait RMSEC degeri 2.02, RMSEP degeri 3.37, RSD degeri 11.3, REP
degeri 13.0’dir. Metodun LOD ve LOQ degerleri sirasiyla %3.9 ve 13.0

olarak bulunmustur.

Mevcut elemental analiz ydntemlerine kiyasla LIBS teknigi zararl
kimyasallarin kullanimini gerektirmemekte, ekstraksiyon gibi bir ornek
hazirlama basamagina ihtiyag duymamaktadir. Tereyadi ve margarin
orneklerine ait LIBS spektrumlarinda Na, K, Fe, Ca, Mg ve Mn
elementlerine ait bantlardaki sinyal siddeti farkhliklari s6z konusu
calismanin basariya ulasmasinda blyik katkiya sahiptir. Ote yandan
sinyal siddetindeki dalgalanmalarin minimize edilmesi ve bu yolla standart
sapma degerlerinin azaltilabilmesi i¢in yapilmasi gereken iyilestirmelere
hala ihtiya¢c bulunmaktadir. Bu kapsamda LIBS sistemiyle alakali birtakim
tasarim bazli degisiklikliklerin etkisinin incelenmesinin fayda saglayacag
dusundlmektedir. Ayrica tereyadl ve margarin orneklerinde 1 ppm’in
altindaki seviyelerde bulunan elementlerin takip edilebilmesi amaciyla
mevcut literatirde Onerilen inert gaz atmosferi, ¢ift atimli lazer gibi
geligtirilen LIBS temelli metodun hassasiyetini arttiracak alternatif
yontemlerin denenmesi gelecekteki galismalar i¢in planlanmaktadir.

Tereyaginda margarin tagsisi amaciyla gelistirilen yontemde kullanilan
érneklemin tagsimasi gereken ozellikler blylik dneme sahiptir. Ozellikle sit
ve sut drunu gibi drneklerde sutun elde edildigi hayvanin yasi, cinsi, irki,
hayvanin laktasyon periyodunun hangi asamasinda oldugu, hayvanin
yetistirildigi iklim ve ¢cevre kosullari, beslenme duzeni gibi 6zellikler ile Grun
uretim sureci, Uretim yontemi, yazlik-kiglk tretim gibi pek ¢ok farkl faktor
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bayluk 6nem tasimaktadir. Tez calismasi kapsaminda mumkun oldugunca
fazla varyasyonun analize alinan orneklem icerisine dahil edilebilmesi
adina Ulkenin farkli sehirlerinde, farkli firmalar tarafindan ve farkh
tarihlerde Uretilmis tereyagi ve margarin ornekleri kullaniimigtir. S6z
konusu etkiler gbz 6nunde bulundurularak hazirlanacak daha kapsamli bir
orneklem ile yontem basarisinin daha net ortaya konabilecedi
dusinilmektedir. Ote yandan vyiirutilen calisma ile elde edilen sonuglar
geligtirilen LIBS temelli bu metodun tereyadinda margarin kullanilarak
yapilan tagsisin belirlenmesinde mevcuttaki elemental analiz ydontemlerine
guglu bir alternatif olusturan yuksek potansiyele sahip bir metot oldugunu

gOstermektedir.

Tavuk 6rneklerindeki tagsisin RS ile Belirlenmesi

Tavuk orneklerine uygulanan dondurma-eritme iglemlerinin neden oldugu
degisiklikler ekstrakte edilen lipit fazi Gzerinden Raman spektroskopisi ve
Q-TOF LCMS kullanilarak takip edilmigtir.

Yurutllen calisma sonucunda RS tekniginin lipit analizlerinde kullanimi
sayesinde gidaya uygulanan dondurma-eritme sureglerinin neden oldugu

degisiklikler hakkinda detayli bilgilerin elde edilebilecedi gorulmustur.

Lipitlere ait Raman spektrumlari doymusluk-doymamiglik orani, zincir
uzunlugu gibi yapisal bilgiler tagimaktadir. Yapilan galisma sonucunda
dondurma-eritme sureglerinin oksidasyon ve hidroliz gibi pek ¢cok karmasik
reaksiyonun bir arada gergeklestigi suregler oldugu gortulmuastir. Bu
durum karakteristik Raman bantlarinda es zamanh artig ve azalislara
sebep olarak bant yuksekliklerindeki degisikliklerin tek bir fenomen ile

iligkilendirilmesini zorlagtirmigtir.

Raman spektroskopisinin lipit analizlerindeki kullanimi uzun bir zaman
dilimine yayilan literatire dayali olarak incelendiginde ¢ogunlukla termal
strese sokulan bitkisel yaglarin Raman spektrumlarinin incelenmesi
uzerinde yogunlasildigi gértlmektedir. Termal stresin sebep oldugu temel
reaksiyon termal oksidasyon reaksiyonlari oldugundan sinyal
siddetlerinde go6zlemlenen degisiklikler genellikle cift bagd sayisinin

azalmasi, konjuge dien ve trien olusumu ile peroksitlerin olusumu veya
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dekompozisyonu suregleri ile iligskilendiriimektedir. Tez kapsaminda
yurutulen ¢alismada, dondurma-eritme gibi karmasik bir sure¢ bitkisel bir
yag ornegi yerine yapisinda pek ¢ok enzimi ve membran lipitleri de dahil
olmak Uzere pek ¢ok farkli lipit alt sinifini iceren tavuk érnekleri Gzerinden
incelenmigtir. Bu gibi faktorler Raman spektrumlarindaki degisimlerin
yorumlanmasini olduk¢a karmasik bir hale getirmis olsa da mevcut

literatire onemli bir katki saglandigi dusuntlmektedir.

Caligmanin bir diger onemli ¢iktisi kullanilan lipit ekstraksiyonu yonteminin
karakteristik Raman bantlarinda gézlenen degisimler Gzerindeki etkisidir.
Bu kapsamda 6rneklerden hekzan ve Folch ekstraksiyonu teknikleriyle lipit
fazi ekstrakte edilmistir. Hekzan ekstraksiyonuyla elde edilen érneklerde
dondurma-eritme donguleriyle gergeklesen degisimler gogunlukla mevcut
literatir bilgilerinden faydalanilarak agiklanabilmistir. Ote yandan Folch
ekstakte  Orneklerde  ¢ogunlukla beklenen sinyal degisimleri
g6zlenmemigtir. Bu durumun Folch ekstraksiyonu yonteminde farkli
polaritelere  sahip ¢ozuculerin  kullanilmasi  sonucunda hekzan
ekstraksiyonuna kiyasla daha fazla lipit alt sinifinin ekstrakte edilmis
olmasi nedeniyle degisimlerin gozlenmesinin zorlasmis olmasi ile

aciklanabilecegi dusunulmektedir.

Taze ornekler ile haftalik ve aylik bazda bir veya iki kez dondurma-eritme
doéngusline maruz kalmis orneklere ait Raman spektrumlarinin PLS-DA
yontemiyle analiz edilmesi sonucunda gruplar arasi basarili bir ayrim
saglanmistir. Hekzan ve Folch ekstrakte drneklerin siniflandiriimasi igin iki
ayri PLS-DA modeli gelistiriimigtir. Bu modellere ait loadings grafikleri
incelendiginde gruplarin biribirinden ayrilmasina katki saglayan Raman
spektrumu araliklarinin farkh oldugu goérilmustir. Gelistirilen PLS-DA
modelleri ¢apraz validasyon ile valide edilmis ve ayri bir veri seti
kullanilarak tahmin modelleri de olusturulmustur. TUm modeller igin
yuksek duyarhlik ve 6zgullik oranlari ile disuk sinif hatasi ve RMSEC,
RMSECV ve RMSEP degerleri elde edilmistir.

Dondurulup eritilmis oldugu halde tazeymig gibi satisa sunulan 6rneklerin
tespiti amaciyla oOrneklerden ekstrakte edilen lipit fazinin Raman
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spektrumlarinin PLS-DA yontemiyle analizini temel alan basarili bir

yontem geligtirilmigtir.

Calisma kapsaminda yalnizca hekzan ekstraksiyonuyla elde edilen
ornekler Q-TOF LCMS ile analiz edilmistir. S6z konusu Orneklerde sinyal
siddeti anlaml olarak degisen yetmis bes farkh pik belirlenmigstir. Bunlar
icerisinden alti farkli metabolit ilgili veri tabanlarinda yapilan eslestirmeler
sonucunda monopalmitin, monostearin, monoolein, 11,12 EET-d11,
palmitik amid ve DEHA molekdulleri olarak tanimlanmistir. Tanimlanan bu
molekillere ait sinyal siddetlerinin  6rnek gruplari  arasindaki
farkhlasmasindan faydalanilarak taze tavuk ornekleri ile haftalik ve aylik
bazda dondurulup-eritiimis tavuk o6rneklerinin birbirinden ayriimasi
saglanmistir. Elde edilen sonuglar 1siginda s6z konusu molekillerin
dondurulup-eritilmig tavuklarin taze tavuklardan ayriimasinda potansiyel

biyobelirtegler olarak dnerilebilecegi dustntlmektedir.

Tanimlanan metabolitler kisa sureli ve uzun sureli dondurarak saklama ve
eritme suregleri boyunca lipit molekdllerinin dahil olabilecegi reaksiyonlar
hakkinda ipucu niteligi tagimaktadir. Bu molekullerin insan sagligi
uzerinde olusturabilecegi negatif etkiler ise ¢alismanin bir diger énemli
ciktisini olusturmaktadir. Bu kapsamda elde edilen sonuglarin ilave
verilerle desteklenmesi amaciyla farkli dondurma ve eritme parametreleri
kullanilarak uygulanacak farkh dondurma ve eritme ydntemlerinin
neticesinde elde edilecek sonuglar kritik 6nem tasimakta olup ¢alismanin

gelecekte arastirilmasi planlanan kisimlarini olusturmaktadir.

RS ve Q-TOF LCMS analizlerinin sonuglar birlikte degerlendirildiginde
bazi 6nemli noktalar tespit edilmistir. Folch ekstrakte drneklerin Raman
spektrumlarinda polar 6zellikli membran lipitlerinden fosfatidilkolin ve
fosfatidiletanolamine ait diyagnostik bantlarin sinyal siddetlerinin haftalik
ve aylik bazda uygulanan dondurma-eritme donguleriyle arttig
gorulmustir. Q-TOF LCMS analizleri sonucunda ise tavuk dokularinda
bulunan membran lipitlerinin major yag asidi bileseni olan arasidonik asit
uzerinden ilerleyen biyokimyasal reaksiyonlar neticesinde olusan 11(12)-

EET-d11 ve palmitik amid molekullerinin miktarinin dondurma-eritme
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dongu sayilariyla korele bir sekilde ve taze oOrneklerden istatistiksel
bakimdan anlamli olarak degistigi gorulmuastir. S6z konusu bulgu RS
tekniginin polar lipitlerin analizinde kullanilabilme potansiyeline dair nemli
bir sonu¢ olarak degerlendiriimektedir. Fakat bu bulgunun ilave bazi
deneylerle desteklenmesi, membran fosfolipitlerine ait ticari standartlarin
Raman spektrumlarinin elde edilmesi ve mevcut spektrumlarla
karsilastiriimasi araciligiyla kuvvetlendiriimesi gerekmektedir.Mevcut tez
calismasi kapsaminda elde edilen veriler ve ilgili literatir goz onunde
bulunduruldugunda 6zellikle gida 6rnedine zarar vermeden, laboratuvar
disinda ve uzman olmayan Kigiler tarafindan yapilacak analizlere imkan
veren yontemlerin gelistiriimesinin gelecek nesil tuketicilerinin taleplerinin
karsilanmasinda buyuk onem tasidigi sonucuna ulasiimaktadir. Bu
kapsamda uretilecek yeni gida analizi yontemlerinin gida butinluginin
saglanmasinda buylk Oneme sahip oldugu dusunulmektedir. Gida
analizlerinde kullanilan geleneksel yontemler genellikle insan ve gevre igin
zararh olabilecek bazi ¢ozucu ve solventlerin kullanimini gerektirmekte
olup zaman alici, uzman becerisi gerektiren ve pahali laboratuvar
ekipmanlarina ihtiyag duyan prosedurlerin uygulanmasini zorunlu kilan
tekniklerdir. Geleneksel metotlar otomatik kontrol bilesenleri ile es zamanh
kullanim imkani sunmadiklarindan proses kontrol sureclerine entegre
edilmeleri mumkun olamamaktadir. Bu sebeple drnegin direkt analizine
imkan saglayan alternatif metodolojiler aragtirimaktadir. Ozellikle IR ve
Raman spektroskopisi gibi titresimsel teknikler ve bunlarin kemometrik
veri analizleriyle birlestiriimesi kalite kontrol analizlerinde hizli bir analiz
yontemi potansiyeli sunmaktadir. Son yillarda gelistirilen taginabilir Raman
ve NIR sistemleri de bu potansiyeli ve kullanim alanlarini yiksek oranda
arttirmaktadir. Tez ¢alismasi kapsaminda Ug farkl yaygin gida tagsisinin
tespitine yonelik olarak farkli spektroskopik tekniklerin ve farkli kemometrik
veri analizi yontemlerinin avantajlarini kullanan, dusuk hata oranlarina,
yuksek tespit ve tayin limiti degerlerine sahip metotlar gelistirilmistir.
Gelistirilen metotlarin avantajlari ve limitasyonlari ortaya konmus,
gelecekte arastirma konusu olma potansiyelleri tasiyan noktalar

vurgulanmistir.
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