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ICP—OES KULLANILARAK BITKILERDEKI MAKRO VE
MiKRO ELEMENTLERIN BiRLIKTE TAYININDE COK
DEGISKENLI KALIBRASYON TEKNIKLERININ
UYGULANMASI 2
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OZET

Bu calismada, bitkilerde bulunan bazi makro (Ca, K ve Mg) ve mikro (Cu, Fe, Mn ve
Zn) elementlerin, ICP—OES cihaz1 kullanilarak, birlikte tayininde cok degiskenli
kalibrasyon tekniklerinin uygulanmasi (CLS, PCR ve PLS1) ve bu yontemle elde edilen
sonuclarin, tek degiskenli kalibrasyon teknikleriyle elde edilen sonuglarla
karsilastirilmasi ¢cahsilmistir. Bitki yaprak ornekleri siilfiirik asit ve hidrojen peroksit ile
yas yakma yontemine gore parcalanarak, makro ve mikro besin elementleri sulu ¢ozeltiye
alimmstir. Cu, Ca, Fe, K, Mg, Mn ve Zn elementlerinin ICP-OES ile tayin yonteminin
dogrulugu standart referans seftali yapragi (NIST 1547) ile kontrol edilmistir. Tek
degiskenli kalibrasyon tekniginde 7 farkh dalga boyunda, cok degiskenli kalibrasyon
tekniginde ise 129 farkh dalga boyunda cahsilmistir. Kalibrasyon cozeltilerinin ¢apraz
validasyonu sonucunda, ¢ok degiskenli kalibrasyon tekniklerinden PLS1’in en iyi yontem
oldugu belirlenmistir. Sentetik karisimlardan elde edilen % geri kazanim sonuclar: tek
degiskenli kalibrasyon tekniginde; Cu, Ca, Fe, K, Mg, Mn ve Zn i¢in sirasiyla; %139.77;
%126.92; 90103.99; 9%069.10; %0134.16; %124.19 ve %171.77; PLS1 yonteminde ise
sirasiyla; %0106.67; %099.75; %094.21; %95.54; 9%095.02; %099.00 ve %106.78 olarak
bulunmustur. %95 ve %99 giiven seviyesindeki t— testi sonucunda tek degiskenli
kalibrasyon ile PLS1 yontemi arasinda anlamh bir fark oldugu bulunmus ve ICP-OES
icin PLS1 yonteminin daha uygun bir yontem oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kemometri, ¢ok degiskenli kalibrasyon, makro elementler, mikro
elementler, bitki, birlikte tayin

ABSTRACT

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

In this study, some of the macro (Ca, K and Mg) and micro (Cu, Fe, Mn and Zn)
elements found in plants using ICP-OES device, the determination of the application of
multivariate calibration techniques (CLS, PCR and PLS1) and the results obtained by
this method is to compare the results of the univariate calibration techniques. Leaf
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samples were prepared by wet digestion method using H2SO4 and H20.. Determination of
Cu, Ca, Fe, K, Mg, Mn and Zn by ICP-OES method were checked with reference
standard peach leaves (NIST 1547). As the univariate calibration technique was studied
at 7 different wavelengths, multivariate calibration technique was studied at 129 different
wavelengths. As a result of cross—validation of the calibration solutions, multivariate
calibration techniques were the best, PLS1. The results of obtained from the % recovery
of synthetic mixtures of univariate calibration technique for Cu, Ca, Fe, K, Mg, Mn and
Zn were 139.77%; 126.92%; 103.99%; 69.10%; 134.16%; 124.19% and 171.77% and at
the PLS1 method 106.67%; 99.75%; 94.21%; 95.54%; 95.02%; 99.00% and 106.78%
respectively. As a result of student t—test at confidence level of 95% or 99%, significant
differences were found between univariate calibration method and PLS1 and the PLS1
method was determined as a suitable method for ICP-OES.

Keywords: Chemometrics, multivariate calibration, macro elements, micro elements,
plants, simultaneous determination

GIiRiS

Bir organizmanin gelisimi ve enerji kaynagi
olarak ihtiya¢ duydugu kimyasal maddelere besin
denilmektedir. Diinya iizerinde yasayan her canli
gibi bitkilerde beslenmek zorundadir. Ancak,
bitkiler diger canlilardan farkli olarak gelistikleri
ortamdan inorganik maddeleri alip sentezleyerek
organik madde yaparlar ve giinesin fiziksel
enerjisini kimyasal gida enerjisine doniistiirerek
hayatsal faaliyetlerine devam ederler [6, 11, 12].

Bitkinin baslica besin kaynagi topraktir ve
bitkiler besin kaynagi olan topraktan birgok
element alir. Bitkilerin degisik organlarinda 74
element oldugu belirlenmistir. Ancak bunlarin
cok az bir kismu bitki gelisimi i¢in mutlak gerekli
olan elementlerdir. Bitkilerin saglikli gelismeleri
ve verim artisi icin mutlak gerekli besin
maddelerince dengeli beslenmesi gereklidir.
Alnabilir formdaki besin elementlerinin bir veya
daha fazlasinin eksikligi toprak verimliligini ve
bitki gelisimini 6nemli oranda etkiler [3]. Bu
yiizden bitki analizleri, mutlak gerekli besin
elementlerinin bitkideki miktarlar1 hakkinda bilgi
sahibi olmak i¢in Onemlidir. Ayrica bitki
analizleri, gerek toprakta mevcut olan gerekse
giibreyle verilen besin maddelerinin bitkiye
faydali olup olmadigi, bitkiye aliniminda bir
problem ya da uygulanan giibreleme programinin
dogru olup olmadigi hakkinda onemli bilgiler
verir [1].

Bitki analizlerinde gravimetrik, vollimetrik,
fotometrik, alevfotometrik ve spektrometrik gibi

yontemler  uygulanmaktadir  [5].  Ancak
giiniimiizde spektrometrik analiz ydntemleri
siklikla  tercih  edilmektedir.  Spektroskopik

cihazlar pahali, kullanimimin zor ve zaman alic1
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olmas1 gibi dezavantajlar1 olsa da, ayni anda
birden fazla 6rnegin, birden fazla dalga boyunda
analizine olanak saglamasi, duyarliliginin yiiksek
olmasi, degerlendirmenin ¢abuk ve kolay olmasi
gibi  nedenlerden  dolayr  tercih  edilir.
Spektroskopik cihazlar ayni anda ¢ok sayida
dalga boyuna ait veri liretmesine karsilik, siklikla
analizlerde tek dalga boyundaki veriler
kullanilarak ~ analizler  yapilmaktadir.  Tek
degiskenli analiz dedigimiz bu uygulamada,
calisilan dalga boyuna diger tiirlerin etkisi ihmal
edilmekte veya gozden kagmaktadir. Ayrica
cihazin irettigi cok sayida veri
kullanilmamaktadir.  Son  yillarda  analiz
islemlerinde dogrulugu, kesinligi ve giivenirligi
yiiksek sonuglara ulagmak igin yeni tekniklere
ihtiya¢g artmistir. Enstriimantal ydntemlerin de
gelismesiyle Dbirlikte veri sayisinin  artmasi
istatistik ve matematiksel iglemlerin kullanimini

gerektirmistir.  Bunun sonucu olarak da
kemometrik  yaklagimlar  analitik kimyada
kullanilmaya baglanmugtir. Kemomerik

yaklagimda, cihazin {irettigi verilerin ¢ok biiyiik

bir kismu kullanilmaktadir. Cok degiskenli
kalibrasyon tekniginde ¢ok sayidaki dalga
boyundan elde edilen veriler kalibrasyon

islemlerinde kullanildigindan, aynm1 anda birden
fazla bilesenin analizinde capraz segiciliklerde
dikkate alinmakta ve bdylece birden fazla bilesen
analizi, diger bilesenlerin etkileri ortadan
kaldirilarak  daha  dogru  bir  bicimde
yapilabilmektedir. Bu tip analizlere ise c¢ok
degiskenli analiz teknigi adi1 verilmektedir [4, 7,
8,9, 10].

Bu calismada bitkilerde bulunan makro ve
mikro besin elementlerinin, ICP-OES cihazi
kullanilarak, birlikte tayininde c¢ok degiskenli
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kalibrasyon tekniklerinin uygulanmasi ve bu
yontemle elde edilen sonuglarin yine ICP—OES
cihazindan elde edilen veriler kullanilarak tek
degiskenli kalibrasyon teknikleri ile elde edilen
sonuclarla karsilastirilmas1 amaglanmaktadir. Bu
ama¢ dogrultusunda calisma kapsamindaki 7
element igin bircok dalga boyunda okumalar
yapilmig olup elde edilen verilere ¢ok degiskenli
kalibrasyon  tekniklerinden, temel bilesen
regresyonu (PCR), klasik en kiigiik kareler
metodu (CLS) ve kismi en kii¢iik kareler metodu
(PLS1) uygulanmstr.

Bu calismanin amaglarindan bir digeri de ¢ok
degiskenli kalibrasyon tekniklerini uygulayarak
ICP—OES cihazinin analitik performansini
arttirmaktir.

MATERYAL VE METOT
Materyal

Calismada kullanilan yaprak numuneleri
Atatiirk Bahge Kiiltlirleri Merkez Arastirma
Enstitlistiniin arastirma bahgesinden temin edildi.
Deneylerde standart referans materyal olarak
NIST 1547 seftali yapragi kullanildi. Tartimlar
hassas  terazide  gergeklestirildi.  Yaprak
orneklerinin  hazirlanmasinda ~ Nitrik  asit
(%65°1ik) kullamldi. Ornekler Cem Mars6 Marka

Mikrodalga firinda parcalandi. Enstriimantal
cihaz olarak ICP-OES kullanildi. ICP-OES
cihazinin ¢alisma sartlan ise; Gii¢ 1 kW, Plazma
gaz akis1 (Ar) 15 L/min, Yardimci gaz akisi (Ar)
1.5 L/min, Sislestirici gaz akist (Ar) 0.75 L/min,
RF jeneratdrii 40 MHz ve Pompa hiz1 15 rpm.

Metot

Tek degiskenli kalibrasyon ¢ozeltilerinin
hazirlanmast

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

Cok degiskenli kalibrasyon ¢ozeltilerinin
hazirlanmast
Cok degiskenli kalibrasyon ¢ozeltilerinin
hazirlanmasinda kemometrik kalibrasyon deney
tasartmi  kullanmildt  [2]. Cok  degiskenli
kalibrasyon c¢ozeltileri igin, Cizelge 2’deki
derisim seviye degerlerini igeren 25 farkli
derisimde Cizelge 3’teki dizayna goére ana ve ara
stok standartlarindan gerekli miktarda 50 ml’lik
balon jojelere almip ultra saf su ile hacmine
tamamlandi.

Cizelge 1. Tek degiskenli kalibrasyon ¢ozeltilerindeki elementlerin derisimleri, mg/L
Table 1. The concentrations of elements in the univariate calibration solution, mg/L

Standard Cu Ca Fe K Mg Mn Zn
Std-1 0.006 0.586 0.006 0.586 0.098 0.004 0.004
Std—2 0.012 1.172 0.012 1.172 0.195 0.008 0.008
Std-3 0.023 2.344 0.023 2.344 0.391 0.016 0.016
Std-4 0.047 4.688 0.047 4.688 0.781 0.031 0.031
Std-5 0.094 9.375 0.094 9.375 1.563 0.063 0.063
Std-6 0.188 18.75 0.188 18.75 3.125 0.125 0.125
Std-7 0.370 37.50 0.370 37.50 6.250 0.250 0.250
Std-8 0.750 75.00 0.750 75.00 12.500 0.500 0.500
Std-9 1.500 150.00 1.500 150.0 25.000 1.000 1.000
Std-10 3.000 300.00 3.000 300.0 50.000 2.000 2.000

Cizelge 2. Cok degiskenli kalibrasyon ¢ozeltilerindeki elementlerin seviye degerleri, mg/L

Table 2. Level values of the elements in the multivariate calibration solution, mg/L

%gs;é? Cu Ca Fe K Mg Mn Zn

-2 0.010 10 0.010 10 1 0.010 0.010
-1 0.020 50 0.020 50 5 0.020 0.020
0 0.100 100 0.100 100 10 0.100 0.100
1 1.000 200 1.000 200 25 1.000 1.000
2 2.000 300 3.000 300 50 2.000 2.000
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Cizelge 3. Cok degiskenli kalibrasyon ¢ozeltileri igin kemometrik tasarim

Table 3. Chemo metrics design for multivariate calibration solutions

Cu Ca Fe K Mg Mn Zn
T1 0 0 0 0 0 0 0
T2 0 ) ) 2 -1 2 0
T3 2 -2 2 -1 2 0 -1
T4 ) 2 -1 2 0 -1 -1
T5 2 -1 2 0 -1 -1 1
T6 -1 2 0 -1 -1 1 2
T7 2 0 K -1 1 2 1
T8 0 -1 -1 1 2 1 0
T9 -1 -1 1 2 1 0 2
T10 -1 1 2 1 0 2 2
T1l 1 2 1 0 2 2 )
T12 2 1 0 2 2 2 1
T13 1 0 2 2 2 1 =2
T14 0 2 2 ) 1 ) 0
T15 2 2 -2 1 -2 0 1
T16 2 ) 1 ) 0 1 1
T17 2 1 2 0 1 1 -1
T18 1 ) 0 1 1 -1 2
T19 2 0 1 1 -1 ) -1
T20 0 1 1 -1 -2 -1 0
T2l 1 1 -1 ) -1 0 2
T22 1 1 2 -1 0 2 -2
T23 -1 ) -1 0 2 ) 2
T24 2 1 0 2 2 2 -1
T25 -1 0 -2 -2 2 -1 2

Bu tasarima gore kalibrasyon ¢ozeltilerinin icerigi soyledir:
Cizelge 4. Cok degiskenli kalibrasyon ¢dzeltilerindeki elementlerin derisimleri, mg/L
Table 4. Concentrations of the element in the multivariate calibration solution, mg/L

Cu Ca Fe K Mg Mn Zn
T1 0.1 100 0.1 100 10 0.1 0.1
T2 0.1 10 0.01 300 5 2 0.1
T3 0.01 10 3 50 50 0.1 0.02
T4 0.01 300 0.02 300 10 0.02 0.02
T5 2 50 3 100 5 0.02 1
T6 0.02 300 0.1 50 5 1 2
T7 2 100 0.02 50 25 2 1
T8 0.1 50 0.02 200 50 1 0.1
T9 0.02 50 1 300 25 0.1 2
T10 0.02 200 3 200 10 2 2
Ti1 1 300 1 100 50 2 0.01
T12 2 200 0.1 300 50 0.01 1
T13 1 100 3 300 1 1 0.01
T14 0.1 300 3 10 25 0.01 0.1
T15 2 300 0.01 200 1 0.1 1
T16 2 10 1 10 10 1 1
T17 0.01 200 0.01 100 25 1 0.02
T18 1 10 0.1 200 25 0.02 0.01
T19 0.01 100 1 200 5 0.01 0.02
T20 0.1 200 1 50 1 0.02 0.1
T21 1 200 0.02 10 5 0.1 0.01
T22 1 50 0.01 50 10 0.01 0.01
T23 0.02 10 0.02 100 1 0.01 2
T24 0.01 50 0.1 10 1 2 0
T25 0.02 100 0.01 10 50 0.02 2

Tek degiskenli kalibrasyon ¢ozeltileri ile ¢ok  ¢ozeltisi 7 tane elementi diisikk derisimden
degiskenli kalibrosyon ¢dzeltilerinin bilesimi  yiiksek derisime dogru artacak sekilde igerdigi,
incelendiginde, tek degiskenli kalibrasyon ¢ok degiskenli kalibrasyon ¢ozeltilerinin ise, her
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cozeltideki elementlerin birbirine gore orani
farkli olacak sekilde icerdigi gortilmektedir.

Sentetik numune ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Sentetik numune ¢ozeltileri, 1000 ve 20
mg/L’lik Cu, Ca, Fe, K, Mg, Mn ve Zn
standartlarindan sirasiyla 0.2; 80; 0.8; 100; 30;
0.3 ve 0.5 mg/L igerecek hacimde alinarak 50
ml’lik balon jojeye koyulup ultrasaf su ile
hacmine tamamlandi.

Yaprak numunelerinin analize hazirlanmast

Laboratuvara getirilen bitki yaprak Ornegi,
yikanip temizlendikten sonra kese kagitlarina
koyulup etiivde 48 saat 65°C’de kurutuldu.
Kurutulmus bitki 6rnekleri, 6giitme makinasinda
bgiitiildii.

Yaprak oOrnekleri siilfiirik asit ve hidrojen
peroksit yas yakma yontemiyle hazirlandi [4].

ICP-OES ile element analizi

Hazirlanan ¢ozeltilerin nicel analizi ICP-OES
cihazi ile yapildi. Cihaz 6ncelikle tek kalibrasyon
cozeltileri (Cizelge 3) ile, her elemente ait tek
dalga boyunda okumalar alinarak kalibre edildi
ve daha sonra hazirlanan sentetik numuneler,
yaprak numuneleri ve standart eklenmis yaprak
numunelerinin okumasi yapildi. Tek degiskenli
kalibrasyon calismasinda, cihaz i¢in Onerilen ve
en yiiksek emisyon siddeti veren dalga boylar
secildi. Bunlar: Cu 324.754; Ca 317.933; Fe
238.204; K 766.491; Mg 280.270; Mn 257.610
ve Zn 213.857°dir. Cihaz daha sonra c¢ok
degiskenli kalibrasyon ¢ozeltileri (Cizelge 4) ile
toplamda 129 tane dalga boyunda okumalar
yapilarak kalibre edildi ve sentetik numuneler,
yaprak numuneleri ve standart eklenmis yaprak
numunelerinin okumasi yapildi. Hesaplamalar [4]
literatiirinde verilen hesaplama algoritmalarina
uygun MATLAB programinda yazilmig CLS,
PCR ve PLS1 program modiilleri ile yapilmstir.

BULGULAR VE TARTISMA
Kemometrik yontemlerin capraz validasyonu

Cok degiskenli kalibrasyonda kullanilan
kalibrasyon  ¢ozeltileri  (training set) ile
kemometrik yontemlerden CLS, PSR ve PLSI1
yontemleri  kullanilarak her element igin
kalibrasyon yapildi ve kalibrasyon ¢ozeltilerinin

element derisimleri bu kalibrasyondan tekrar
hesaplanarak capraz validasyon yapildi. Capraz
validasyon isleminde, toplam 25 tane kalibrasyon
¢Ozeltisine ait verilerden her defasinda bir
cozeltiye ait veriler cikarilarak geride kalan 24
tanesi ile kalibrasyon yapild1 ve bu kalibrasyon
kullanilarak 25. ¢ozeltinin element derisimi
hesaplandi. Bu islem 25 defa tekrar edilerek,
kalibrasyon c¢ozeltilerini olusturan 25 tane
¢ozeltinin derisimleri capraz validasyon iglemi ile
hesaplanmigtir. Ayrica bu ¢ozeltilerin tahmin
edilen hata kareleri toplami (Predicted Residual
Error Sum of Squares, PRESS), korelasyon
katsayis1 (R?), kalibrasyonun standart hatasi
(Standard Error of Calibration, SEC) ve
karsilastirma grafiklerinin egimi (m) hesaplandi
[5]. Bu degerler Cizelge 4’de verilmistir.

Farkli yontemler igin ¢izilen karsilagtirma
grafiklerinden, egimi 1’e en yakin olan en kii¢iik
PRESS ve SEC degerlerine sahip yontemin PLS1
yontemi oldugu goriillmektedir. Bu sebeple
bundan sonra numuneler iizerinde yapilan
calismalarda hesaplamalar PLS1 yontemi ile
yapilmis ve sonuglar tekli kalibrasyon yontemi
ile elde edilen sonuglarla karsilastirilmistir.

Yaprak numuneleri ve standart ekleme
yontemi ile elde edilen sonuglarin sonuglarinin
degerlendirilmesi

Ger¢ek yaprak numunelerine  belirlenen
miktarlarda standart ilave edilerek hazirlanan
numuneleri ICP—OES cihazinda elde edilen
sonuglarinda her iki yontem igin % geri kazanim

degerleri hesaplandi. Elde edilen sonuglar
Cizelge 5°de verilmistir.

Sentetik numune sonuclarinin
degerlendirilmesi

Hazirlanan  sentetik  numunelerin  tek
degiskenli ve c¢ok degiskenli kalibrasyon

yontemlerinden (PLS1) elde edilen sonuglarina
gore % geri kazanim sonuglar1 hesaplandi. Daha
sonra %95 ve %99 giiven araliklarinda gergek
degerler ile tahmin degerleri arasinda anlaml bir
fark olup olmadigina bakildi. Bu degerler Cizelge
3’de verilmistir.

Sentetik numunelerin % geri kazanim
sonuglar1 incelendiginde, PLS1 ydnteminin daha
iyi sonuglar verdigi gorilmektedir.

25

O.B. DAS, A. KENAR / BAHCE 45 (1): 21 — 29 (2016)



Istatiksel t testi sonuclar1 incelendiginde %95
giiven seviyesinde, tek degiskenli kalibrasyon
yonteminde gercek degerler ile tahmin degerleri
arasinda, 7 elementten (Cu, Ca, Fe, K, Mg, Mn
ve Zn) demir elementinde anlamli bir fark
olmadig1, diger elementlerde anlamli fark oldugu
bulunmustur. PLS1 yoOnteminde ise bakir,
kalsiyum, potasyum ve mangan da anlamli bir
farkin olmadig1; demir, magnezyum ve ¢inko da
ise anlamli bir farkin oldugu sonucuna ulasildi.

%99 giiven seviyesindeki sonuglar
incelendiginde ise tek degiskenli kalibrasyon
yonteminde gercek degerler ile tahmin degerleri
arasinda demir elementinde anlamli bir fark
olmadigi, diger elementlerde anlamli fark oldugu
bulunmustur. PLS1 yonteminde ise biitiin
elementlerde gergek ve tahmin degerleri arasinda
anlamh bir fark olmadigi bulunmustur. Bunlara
ait hesaplamalar Cizelge 7 ve Cizelge 8’de
verilmistir.

Cizelge 5. Kalibrasyon ¢ozeltilerinin PRESS, SEC, R? degerleri ve karsilastirma grafiklerinin egimi

(m)
Table 5. PRESS, SEC, R? values of calibration solutions and the inclination of the comparison chart
(m) — -
Yontem Elementler Egim (m )
Method Elements PRESS SEC Inclination R
Cu 21586.30 55.53 —5.3071 0.6599
Ca 149655.10 146.22 0.9728 0.9786
Fe 23860.28 58.38 —3.1102 0.4552
cLS K 4053905 240.65 1.0259 0.9480
Mg 6601.914 30.71 0.9817 0.9674
Mn 2043.01 17.08 —0.4699 0.0656
Zn 18874.33 51.92 ~3.0967 0.2482
Cu 742.856 10.3 —0.3776 0.7417
Ca 41688.36 77.17 0.9915 0.9940
Fe 1718.966 15.67 —0.434 0.9774
PCR K 250559.5 189.19 0.968 0.9639
Mg 1305.07 13.65 0.9919 0.9935
Mn 749.070 10.34 —0.3809 0.7168
Zn 770.683 10.49 0.4133 0.8814
Cu 6.423 0.70 0.9359 0.9857
Ca 40666.1 100.83 0.9918 0.9941
Fe 8.297 0.83 0.9518 0.9918
PLS1 K 1657745 101.79 0.9757 0.9765
Mg 714.795 8.06 1.0018 0.9964
Mn 4.441 0.74 0.9404 0.9910
Zn 11.088 0.92 0.9357 0.9723

Cizelge 6. Sentetik numunelerin tek degiskenli kalibrasyon ve PLS1 yontemlerinden elde edilen %

geri kazanim sonuglar1 (N=5)

Table 6. Univariate calibration and % recovery of synthetic sample results obtained from methods

PLS1 (N=5)
Bulunan (mg/L) % Geri kazamm
Elementler Bilinen (mg/L) Obtained Regain
Elements Known Tek (?egi§'kenli PLS1 Tek Qegi§kenli PLS1
Univariate Univariate
Cu 0.2 0.28 + 0.005 0.21 +0.02 139.77 +2.73 106.67 + 9.51
Ca 80 101.53 £1.04 79.80 +1.82 126.92 £ 1.28 99.75 +£2.27
Fe 0.8 0.83 +0.038 0.75+0.04 103.99 +4.73 9421 £5.1
K 100 69.10 +2.00 95.54 + 5.65 69.10 = 2.00 95.54 + 5.65
Mg 30 40.25 +0.788 28.51 +£0.96 134.16 +2.63 95.02 +3.18
Mn 0.3 0.37 + 0.005 0.30 +0.01 124,19 + 1.62 99.00 +2.48
Zn 0.5 0.86 +£0.03 0.53+0.02 171.77 + 6.09 106.78 +4.71
26
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Gergek
degerlendirilmesi

numune sonug:larmm

Tek degiskenli ve ¢ok degiskenli kalibrasyon
yontemleri, gercek yaprak Orneklerine de
uygulandi. iki yontemden elde edilen sonuglar
incelendi. Her iki yontem icinde gergek
numunelerin giiven araliklar1 hesaplandi (Cizelge
6).

Standart ekleme yontemi ile elde edilen
sonuclarin degerlendirilmesi

Ger¢ek yaprak numunelerine belirlenen
miktarlarda standart ilave edilerek hazirlanan
numuneleri ICP-OES cihazinda elde edilen
sonuglarinda her iki yontem i¢in % geri kazanim
degerleri hesaplandi. Elde edilen sonuglar
Cizelge 10°da verilmistir.

Cizelge 7. Sentetik numunelerin tek degiskenli kalibrasyon ve PLS1 yontemleri kullanilarak %95
giiven seviyesinde elde edilen istatiksel sonuclar (N=5)

Table 7. The statistical results obtained from samples of synthetic univariate calibration methods
using a 95% confidence level and PLS1(N=5)

- Bulunan (mg/L) -, s _X-u
Elementler I(Br:ér)ir; Obtained ¥t VN Fdencysel = s/NN < ik
Elements Tek degiskenli Tek degiskenli Tek degiskenli
Known Univariate PLS1 Univariate PLS1 Univariate PLSI
Cu 0.2 0.28 + 0.005 0.21+0.02 0.28 + 0.006 0.21 +£0.025 35.78>2.78 1.11<2.78
Ca 80 101.53 £1.02 79.80 +1.82 101.53 +1.27 79.80 +2.26 47.2>2.78 0.25<2.78
Fe 0.8 0.83 +0.038 0.75+0.04 0.83 +£0.047 0.75+0.05 1.76 <2.78 2.79>2.78
K 100 69.10 + 2.0 95.54 +£5.65 69.10 +2.49 95.54 £ 7.02 345>2.78 1.76<2.78
Mg 30 40.25+0.788 28.51 +£0.96 40.25 +0.98 28.51 +1.19 29.09 > 2.78 3.47>2.78
Mn 0.3 0.37 +0.005 0.29 +0.01 0.37 +0.006 0.29+0.01 31.3>2.78 2.23<2.78
Zn 0.5 0.86 +0.03 0.53+0.02 0.86 + 0.037 0.53 +£0.025 26.8>2.78 3.35>2.78
Cizelge 8. Sentetik numunelerin tek degiskenli kalibrasyon ve PLS1 yontemleri kullanilarak %99

giiven seviyesinde elde edilen istatiksel sonuclar (N=5)
Table 8. The statistical results obtained from samples of synthetic univariate calibration methods
using a 99% confidence level and PLS1 (N=5)

. Bulunan (mg/L) — _X—H
El?mentler I(gr:(;i'; Obtained xt YN Ldeneysel = s/YN < it
Elements Tek degiskenli Tek degiskenli Tek degiskenli

Known Univariate PLS1 Univariate PLS1 Univariate PLS1
Cu 0.2 0.28 +0.005 0.21 +£0.02 0.28 £0.01 0.21 £ 0.04 35.78 > 4.60 1.11<4.60
Ca 80 101.53 +£1.02 79.80+1.82 101.53 +2.10 79.80+3.74 47.2 > 4.60 0.25<4.60
Fe 0.8 0.83 +0.038 0.75+0.04 0.83+0.078 0.75+0.08 1.76 <4.60 2.79<4.60
K 100 69.10+2.0 95.54 + 5.65 69.10 +4.11 95.54 +11.62 34.5>4.60 1.76 <4.60
Mg 30 40.25 +0.788 28.51 £ 0.96 40.25+1.62 28.51 +1.97 29.09 > 4.60 3.47<4.60
Mn 0.3 0.37 +0.005 0.29+0.01 0.37+0.01 0.29 +0.02 31.3>4.60 2.23<4.60
Zn 0.5 0.86 =0.03 0.53 +0.02 0.86 = 0.06 0.53+0.04 26.8 > 4.60 3.35<4.60

Cizelge 9 Ger¢ek numunelerin %95 giiven seviyesinde tek degiskenli kalibrasyon ve PLS1 yontemi ile

Table 9. Univariate calibration 95% confidence level of the actual sample and the results obtained

elde edilen sonuglar1 (N=5)

with the methods PLS1 (N=5)

Gergek yaprak numuneleri

Elementler True leaf samples
Elements Tek degiskenli T+ s PLS1 %+ s
Univariate N (mg/L) N

Cu 1.62 +0.07 1.62 +0.08 1.41+0.05 1.41+0.06
Ca 34.13+1.12 34.13+1.39 18.75+1.41 18.75+1.84
Fe 0.54 +0.038 0.54+0.04 0.68 +0.04 0.68 + 0.05
K 73.96 +1.34 73.96 + 1.67 135.94 +£4.37 135.94 +5.43
Mg 9.16 £ 0.33 9.16 £ 0.41 6.48 +0.08 6.48 +0.10
Mn 0.13 +0.005 0.13 +0.006 0.002 +0.01 0.002 +0.01
Zn 0.17+0.01 0.17+0.01 0.15+0.01 0.15+0.01
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Cizelge 10. Tek degiskenli kalibrasyon ve PLS1 yontemlerinin standart ekleme teknigi kullanilarak
elde edilen % geri kazanim sonuglar1 (N=5)
Table 10. Univariate calibration and PLS1 methods obtained using the standard addition technique %

recovery results (N=5)

: Bulunan (mg/L) % Geri kazanim
Ilave edilen Gergek numuneler Standart ilaveli numuneler .
Elementler o Regain
Elements (mg/_l_) True samples Standard addition samples
Addition Tek degiskenli PLS1 Tek degiskenli PLS1 Tek degiskenli PLS1
Univariate Univariate Univariate
Cu 0.1 1.62+0.07 1.41+0.05 1.74+0.04 1.51+£0.04 | 120.90+61.46 | 100.78 + 10.73
Ca 50 34.14+1.12 18.75+1.41 90.35+0.79 84.04+£2.53 | 112.43 +2.09 130.58 + 7.56
Fe 0.2 0.54 + 0.038 0.68 +0.04 0.82 +0.027 1.06£0.05 | 139.64 +24.31 | 187.89 +39.78
K 50 73.96 +1.34 135.94 +4.37 115.88 +3.76 18941 +7.71 | 83.83+6.14 106.94 +9.88
Mg 10 9.16 £ 0.33 6.48 +0.08 2428 +0.4 15.67+0.35 | 151.16 +6.94 91.81 +3.12
Mn 0.2 0.13 +0.005 0.002 £ 0.01 0.37 +0.003 0.29 +0.01 120.42 +3.35 145.08 + 7.81
Zn 0.2 0.17+0.01 0.15+0.01 0.43 +0.01 0.36+0.02 130.01 +5.16 105.22 +10.16
SONUC bozucu etki yapmasi beklenebilir. Ancak her
elemente ait tek dalga boyunda c¢alisildiginda,
Bu c¢alisma da ICP-OES ile elementel wvarsa bu gibi ¢akismalardan kaynaklanan bozucu

analizde cok degiskenli kalibrasyon teknikleri
gelistirildi. Gelistirilen CLS, PCR ve PLSI1
tekniklerinden hangisinin daha iyi oldugunu
belirlemek amaciyla kalibrasyon c¢ozeltilerinin
capraz validasyonu yapildi. Capraz validasyon
sonuglart her bir element i¢in incelendiginde,
kemometrik yontemler arasindan tahmin ve
gercek degerleri arasindaki uyumun en iyi PLSI
yonteminde oldugu sonucuna ulasildi. Ayrica
Cizelge 4’deki R?> ve SEC degerleri
incelendiginde R? degerlerinin 1’e yakin olmasi
sebebiyle veri sagilmasinin en diisiik oldugu
yontemin PLS1 oldugu goriildii. SEC degerleri
her bir element i¢in incelendiginde en diisiik SEC
degerlerini PLS1 yonteminin verdigi goriildii.
Uygulanan tek degiskenli kalibrasyon ve ¢ok
degiskenli kalibrasyon yontemlerinin arasindaki

fark, kullamlan kalibrasyon ¢ozeltilerinin
hazirlanma bigimi ve Olgiimlerin alindigi dalga
boylandir. Tek  degiskenli kalibrasyon

yonteminde kalibrasyon ¢ozeltileri yedi tane
elementin bir arada diisik derisimden yiiksek
derigime dogru artan derigimlerdeki
cozeltilerinden olusmustur. Bu  ¢ozeltilerin
hepsinde yedi katyonun birbirine gore bagil
derisim oranlart  sabittir. Halbuki gercek
numunelerle calisilirken, farkli numunelerdeki
elementlerin ayni1 oranlarda olmasi beklenemez.
Ayrica, her ne kadar atomik spektroskopik
yontemlerdeki absorpsiyon veya emisyon pikleri
keskin olsa da her elemente ait ¢ok sayida pik
bulundugundan bunlardan bazilarinin az veya gok
cakisarak elementlerin birbirine az veya c¢ok

28

etkinin belirlenmesi miimkiin degildir. ICP—OES
cihazi biz kullansak ta kullanmasak ta c¢ok
sayidaki dalga boyunda emisyon siddetlerini
Olgmektedir. Buna gore c¢ok sayida dalga
boyundaki emisyon siddetleri birlikte
hesaplamalara dahil edilecek olursa, elementlerin
her emisyon pikindeki  katkist  hesaba
katilacagindan dolay1 bozucu etkiler ortadan
kaldirilmis olacaktir. Uygulanan ¢ok degiskenli

kalibrasyon  teknigine, hem  kalibrasyon
cozeltilerindeki element derisimleri gergek
numunelerde karsimiza ¢iktigi  gibi  farkhi

oranlarda olacak sekilde hazirlanmis ve hem de
emisyon siddetlerinin okunmasinda her pikteki
capraz etkilesmeyi dikkate alacak sekilde ¢ok
sayida dalga boyunda okumalar yapilmistir.
Oncelikle, ger¢ek yaprak numunelerinin
bilesimine benzer bilesimde hazirlanmis sentetik
numuneler iizerine tek degiskenli ve c¢ok
degiskenli analiz yontemi uygulanmis ve Cizelge
3’de goriildiigi gibi, tek degiskenli yontemde %
geri kazanimlarin %100°den oldukg¢a farkli
oldugu, cok degiskenli yontemde ise %100
civarinda degistigi goriilmistiir. Cizelge 4 ve
Cizelge 5°te goriildiigi gibi, her iki yontemden
elde edilen sonuglar iizerine student t testi
uygulandiginda %95 ve %99 giiven seviyelerinde
tek degiskenli yontem sonuglarinin sentetik
numune Dbilinen sonuglarinda anlamli olarak
farkli oldugu gorilmistiir. Cok degiskenli
yontemden elde edilen sonuglar bilinen
derisimlerle karsilastirildiginda ise %95 ve %99
giiven  seviyelerinde  bilinen  derisimlerle
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aralarinda  anlamli  bir fark  olmadig:
goriilmektedir. Cok degiskenli yontem, farkli
dalga boylarindaki her bir elementin katkisin
hesaba kattigindan dogrulugu daha yiiksek
sonuclar elde edilmistir.

Gergek yaprak numuneleri iizerinde de benzer
sekilde tek degiskenli ve ¢ok degiskenli
kalibrasyon yontemleri uygulandiginda Cizelge
6’daki sonuglar elde edilmistir. Her iki yontemi
karsilastirabilmek  amaciyla, gercek yaprak
numunesi ¢Ozeltilerine bilinen derigimler de
standart element c¢ozeltileri ilave edilmis ve
yontemler tekrar uygulanmistir. Standart ilave
edilmis ve edilmemis numune okumalarindan
elde edilen derisimlerin farkindan yararlanarak,
ilave edilen standart element derisimlerindeki %
geri kazanim hesaplanmis ve Cizelge 7°de
verilmistir. Cizelge incelendiginde tek degiskenli
yontemdeki geri kazanim yliizdelerinin, ¢ok
degiskenliden elde edilenlere gore ¢ok daha fazla
%100°den  saptigt  gozlenmektedir.  Cok
degiskenli yonteme gore elde edilen ylizde geri
kazanimlardan bazilarinda da %2100’den oldukga
fazla sapmalar gozlenmistir. Bu farkliligin,
gercek  numunelerde  bulunabilen  ancak
kalibrasyonda dikkate alinmayan tiirlerin ¢apraz
etkilerinden kaynaklandigi diisiiniilebilir.

Tiim bu bulgular 1s5181nda, ICP-OES y6ntemi
ile bitki yapraklarindaki Cu, Ca, Fe, K, Mg, Mn
ve Zn elementlerinin tayininde her bir elemente
ait tek dalga boyunda okumalar yapmak yerine,
¢ok sayidaki dalga boyundan elde edilen verilerin
kullanilmasinin dogrulugu daha yiiksek sonuglar
verdigi sonucuna varilmistir.

Ayrica  gercek  yaprak  numunelerinde
bulunabilecek diger tiirlerin de dikkate alinarak
kalibrasyon c¢ozeltilerinin hazirlanmasi ve buna
bagli olarak ilave yeni dalga boylarinin
secilmesinin analiz sonuglarmin  dogrulugunu
daha da yiikseltebilecegi disiiniilmektedir.
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