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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BAZI KOZMETIK URUNLERINDE RENKLENDIRiCi MADDELERIN KEMOMETRIK
YONTEMLERLE TAYINLERI

Seda ALKAN

Siilleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ahmet Hakan AKTAS

Yapilan tez c¢alismasinda, kemometrik kalibrasyon yontemleri temel bilesen analizi
(PCA) temel bilesen regresyonu yontemi (PCR), kismi en kiiciik kareler yontemi (PLS) ile
kozmetik iiriinlerinde kullanilan Kinolin saris1 (E-104)(KIN) ve Indigotin (E-132)’in
(IND) ayni anda analizleri yapilarak hi¢ bir ayirma islemi kullanmaksizin basariyla
uygulanmistir ve bu yontemler UV Goriiniir Alan Spektroskopisi yontemlerinden elde

edilen verilerle kemometrik olarak degerlendirilmistir.

Bu kemometrik yontemlerin validasyonu ic¢in, Kinolin saris1 (E-104) icin, 2-10 pg/mL
derisim araliginda ve Indigotin (E-132) i¢in 0,1-0,5 pg/mL derisim araliginda bilesikleri
iceren 25 adet karisimdan olusan kalibrasyon (derisim) seti, saf su icerisinde
hazirlanmistir. Kalibrasyon setinin 300-700 nm araliginda absorpsiyon spektrumu
kaydedilmistir. Kalibrasyon seti ve bu sete karsilik 390-640 nm araliginda elde edilen
absorpsiyon verileri arasindaki iliskiden yararlanilarak ti¢c kemometrik kalibrasyon
olusturulmustur. PCR ve PLS yéntemlerinin validasyonu, Kinolin saris1 ve Indigotin
iceren sentetik karisimlarin analiziyle gerceklestirilmistir. PCR ve PLS yontemlerinin
Kinolin saris1 ve indigotine karisimlarinin analizine uygulamasinda, PCR ve PLS icin %

geri kazanim sonuglari ile karsilik gelen standart sapma degerleri sirasiyla KIN i¢in %



100,02 / % 0,0138 ve %100,94 / % 6,22 ; IND i¢in % 100,00 / % 0,0051 ve % 100,29 /

% 4,97 olarak bulunmustur.

Sonraki basamakta PCA, PCR ve PLS yéntemleri, ticari Kinolin saris1 ve Indigotine’in ayni

anda miktar tayinlerine uygulanmistir.

Anahtar Kelimeler: Kinolin saris1 (E-104), indigotine(E-132), Kozmetik, PCA, PCR, PLS,

UV,Kemometri

2016, 53 sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

DETERMINATIONS OF COLORING AGENTS IN SOME COSMETIC PRODUCTS BY
CHEMOMETRIC METHODS

Seda ALKAN

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

Supervisor: Prof. Dr. Ahmet Hakan AKTAS

In this thesis, three different chemometric calibration methods principle component
analysis (PCA), partial least squares (PLS) and principal component regression (PCR)
were successfully applied to the simultaneous determination of Quinoline yellow (E-
104)(KIN) and Indigotine (E-132) (IND) cosmetic preparations without using any
separation step. The data of UV-Visible Spectroscopy applied to the chemometric
calculations.

For the validation of this chemometric metot, a calibration set of 25 binary mixtures
containing compounds in the working range of 2-10 pg/mL for Quinoline yellow and
0,1-0,5 pg/mL for Indigotine was prepared in methanol. Calibration sets 300-700 nm
range absorption spectra were recorded. Three chemometric calibrations were
constructed by using the relationship between the calibration set and its corresponding
absorption data obtained in the range 390-640 nm. The synthetic mixtures of two
coloring agents were used for the validity of the calibrations. Means recoveries (percent)
and relative standard deviation of PCR and PLS methods were found to be % 100,02 / %
0,0138 and % 100,94 / % 6,22 for KIN ; % 100,00 / % 0,0051and % 100,29 / % 4,97 for
IND respectively.

In the next step, the PCA, PCR and PLS methods were applied to the simultaneous
determination of Quinoline yellow and Indigotine in commercial cosmetic preparations
and successful results were obtained.

Keywords: Quinoline Yellow, Indigotine, cosmetic, PCA, PCR, PLS, UV, chemometry.

2015, 53 pages
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1.GIRIS

Kozmetikler, deri, tirnak, sa¢ gibi organlarin goriintsini duzelterek Kisileri
guizellestirmek icin kullanilan maddeler, preparatlar, tedavi bigimleri ve araglaridir. Cok
genis yelpazeye sahip, toplumun hemen her kesiminde giinliik yasamla i¢ ice olan
tiikketim trtinleridir. Derinin temizliginde kullanilan sabunlar, pudralar ve sampuanlar
basta olmak iizere ¢esitli makyaj malzemeleri, parflimler, deodorantlar giinde birka¢ kez
tatbik edilirken, sacga renk ve sekil vermek i¢in kullanilan iiriinler yilda birkac kez tatbik

edilerek kullanilirlar.

Arkeolojiden gelen deliller, tarih 6ncesi insanlarin pigmentleri nasil hazirlayacaklarini
ve bulacaklarini, ayrica bunlar1 yagh maddeler ile karistirarak magara duvarlarini
boyamak ve viicudu siislemek igin kullanilabilen Kimyasal karisimlar1 iiretmeyi
bildiklerini gostermektedir. O donemde viicudu boyama hem bir ¢esit stislenme hem de
sihirlerden korunma sekli idi. Tarih oncesi pigmentlerin analizi 17 farkli rengin
kullanilmis oldugunu gostermektedir. En ¢ok kullanilanlar beyaz kursun, tebesir veya
jips denen bir maddeden elde edilen beyaz; tas komiirii veya mangandan elde edilen

siyah, kirmizi, turuncu ve yesil olmustur.

Cesitli sektorler dikkate alindiginda (gida, ilag, kozmetik, kimya, tekstil vb.) her bir
sektoriin gereksiniminin karsilanmasi agisindan bir¢ok renk maddesinin kullanildig:
gorilmektedir.Ancak bu renk maddeleri kimyasal yapilari, elde edilis kaynaklar,
kullanilis o6zellikleri gibi bircok kimyasal ve fiziksel faktorler ile birbirlerinden
ayrilmaktadirlar.Gida sanayi a¢isindan da her bir gida tlirliniiniin yapisina bagh olarak
gidalarin renklendirilmesi amaciyla kullanilacak renk maddelerinin 6zellikleri de
degismektedir.Teknolojik uygulamalarda bir renklendiricinin gidalarda kullanimina izin
verilmis olmasinin yani sira, hangi triin icin daha uygun kullanim 6zelligi gostereceginin
de belirlenmesi gerekmektedir.Ayn1 iriin i¢in farkhi yapisal ozelliklere sahip
renklendirici maddeler kullanilabilmektedir. Renklendirici maddeler i¢in verilen genel
bir smiflandirmada bu maddeler elde edilis sekillerine goére dogal ve vyapay
renklendiriciler olmak tlizere iki ana gruba ayrilmaktadir.Bununla birlikte baz1 dogal

kaynakli renklendiriciler yapay olarak da elde edilebilmektedir.Bu durumda bu


http://tr.wikipedia.org/wiki/Arkeoloji
http://tr.wikipedia.org/wiki/Pigment
http://tr.wikipedia.org/wiki/Ya%C4%9F
http://tr.wikipedia.org/wiki/Madde
http://tr.wikipedia.org/wiki/Ma%C4%9Fara
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kimyasal_kar%C4%B1%C5%9F%C4%B1m
http://tr.wikipedia.org/wiki/Sihir
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Beyaz_kur%C5%9Fun&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Tebe%C5%9Fir
http://tr.wikipedia.org/wiki/Jips
http://tr.wikipedia.org/wiki/Ta%C5%9F_k%C3%B6m%C3%BCr%C3%BC
http://tr.wikipedia.org/wiki/Mangan

maddeler “dogala 6zdes renklendirici” olarak ifade edilmektedirler.Renklendiriciler elde
edilis sekillerine gore:

- Dogal renklendiriciler

- Yapay renklendiriciler

olmak tlizere iki temel grup altinda toplanabilmektedirler.

Kozmetik endiistrisinde kullanilmakta olan pek ¢ok sentetik ve bitkisel kaynakl
hammadde ve yardimci maddeler bulunmaktadir. Bunlar arasinda renk ve koku
maddeleri, koruyucu maddeler, antioksidanlar, ylizey aktif maddeler sayilabilir. Bunlar
kozmetik yonetmeliklerinde kullanilmasina izin verilmis maddeler olmakla beraber bazi
guvenilir olmayan maddeler de bulunabilir. Uygun olmayan maddeler kanserojen,
mutajen ya da viicut metabolizmalarnn icin toksik etki gosteren yan {riinler
olusturabilirler. Ayni sekilde uygun olmayan ambalaj sekilleri kullanmakta iiriiniin
dayanikliligini etkileyerek istenmeyen etkilesmelere neden olabilir. Ambalaj materyali
toksik maddeler tasiyorsa, giivenilir olmayan renk maddeleri igeriyorsa,
etiketlenmemisse, kaynag ve tipi belirtilmemisse bu tip etkilesmelerle karsilasilabilir.
Kozmetik preparatlarda ve ambalaj materyallerinde kullanilan boya maddeleri saf,
zararsiz, tahris etmeyen ve toksik olmayan maddeler olmalidir. Bu maddeler tek tek
kontrol edilmelidir. Kullanilan boyalarin Kozmetik Kanunu’'nda kayitli boyalar olmasi
istenir. Ornegin gz makyaj tiriinlerinde genellikle anorganik ve dogal boyalar kullanilir.
Tiirkiye' de kullanilmasina izin verilen renk maddeleri sunlardir. Giines saris1 (E-110),
Ponceau 4R (E-124), Tartrazin (E-102), indigotin (E-132), Amaranth (E-123), Eritrosin
(E-127), Karmosin (E-122), Kinolin Saris1 (E-104) ve Riboflavin (E-101). Bu renk
maddelerinden Kinolin Sarisi(E-104) ve Indigotin(E-132) rujlarda ve goz farlarinda

kullanilmaktadir.

Bu calismada kozmetik renklendirici olarak kullanilan maddelerden Kinolin Saris1 (E-
104) ve indigotin (E-132)’in miktar tayinlerini UV spektroskopisi yéntemiyle tayin edip

elde edilen verilerin kemometrik yontemlerle degerlendirilmesi amaglanmistir.



1.1 Kinolin Sarisi(E-104)'nin Genel Ozellikleri

Kinolin saris1(E-104), 416 nm’de maksimum absorpsiyon gosteren sar1 bir renklendirici
maddedir. Kimyasal olarak disulfonat karisimi, monosulfonat ve 2- (2-kinolil) -indan-
1,3-dionun trisulfonat karisimlar1 halinde bulunur. Baz iilkelerde yiyeceklere yesilimsi
sar1 renk vermek icin kullanilir. Avrupa’da E numarasi E-104 olarak belirlenmistir.Bazi
tlkelerde yiyeceklerde (gida maddelerinde ve iceceklerde renklendirici olarak),
kaplamalarda ve dekorasyonda kullanilirken bazi iilkelerde yiyeceklerde kullanimi
yasaklanarak ila¢ ve kozmetik sektorlerinde kullanimina izin verilmistir (Vikipedia,
2015). Kinolin saris1 kozmetikte sektoriinde ruj, sa¢ bakim tiriinleri, kolonya iiretiminde
kullanilmaktadir (Gida raporu, 2003). Sekil 1.1’ de kinolin saris1 ve kullanim alanlari

gosterilmistir.

Sekil 1.1. Kinolin saris1 ve kullanim alanlari



Kinolin saris’'nin uzun siireli toksik etkisi gériilmemistir. Ureme veya gelisme lizerinde
olumsuz etkileri olduguna dair bir kanit yoktur. Kinolin sarisi’'nin 6zellikleri Cizelge 1.1°

de verilmistir.

Cizelge 1.1. Kinolin sarist’'nin 6zellikleri

Molekiil Formiili 0O

Nee
X=1,2,3

S (SO5Na),,

Kapali Formiili C18H13NOs,8/11S1/2/3Na1,2/3

IUPAC adlandirilis: Sodyum 2-(1,3-diokzoindan-2-il)kinolindistilfonat

Molekiil agirhg: 477,38 g/mol
Erime noktasi 150 °C
SudaCozinurlagi 4g/100 Ml
Gorunitsi Yesilimsi sar1 toz

1.2 indigotin(E-132)’in Genel Ozellikleri

Indigotine, indigokarmin olarak da adlandirilan bir pH indikatériidiir. Amerika ve
Avrupa'da gida renklendirici olarak kullanilmaktadir. Avrupa’da E numaras1 E-132
olarak belirlenmistir. Genellikle %0,2 sulu ¢o6zeltisi halinde pH indikatorii olarak
kullanihr. pH 11,4’de mavi, pH 13,0’de sar1 renklidir. Ila¢ kapsiillerinin imalinde
renklendirici olarak kullanilir. Obstetrik cerrahide amniyotik sivi kacaklarini tespit
etmek icin kullanilir. indigotine, solunum yollar i¢in zararlidir. Ayn1 zamanda cilt ve

gozler icin tahris edicidir. Sekil 1.2’ de Indigotin ve kullanim alanlar gésterilmistir.




Sekil 1.2. indigotin ve kullanim alanlar:

Renklendirici; sentetik komiir katrani tiirevi; yaygin olarak tablet ve kapstillere eklenir;
ayrica dondurma, tatli, firinli mamuller, sekerleme ve biskiivilerde kullanilir. Ayrica
kozmetik ve kisisel bakim triinlerinde kullanilir (Gida raporu, 2003). Cizelge 1.2.’de

verilmistir.



Cizelge 1.2. Indigotinin 6zellikleri

Molekiil Formiilii Na® E O |',!I
oyl N
O —— 0
N Ef”D
H--0 I Na'
Kapali Formiilii C16HgN2Na20sS2
IUPAC adlandirilis1 | 3,3'-diokso-2,2'-bis-indoliden-5,5'-distilfonikasit
disodyumtuzu
Molekiil agirhgi 466.36 g/mol
Erime noktasi >300 °C

Suda Coziiniirligi | 10 g/L

Gorunusu Mor toz

1.3. Kullanilan Yontem

1.3.1. Spektrofotometri

Bir ornekteki atom, molekil veya iyonlarin bir enerji diizeyinden digerine gecisleri
sirasinda absorplanan veya yayilan elektromanyetik 1simanin o6lgiilmesi ve
degerlendirilmesinde kullanilan yonteme denir. Bu yontemde kullanilan cihazlara da

spektrofotometre denir (Yaman, 2012).

Belirli bir potansiyel enerji diizeyinde bulunan atomlar, en diistiik enerji diizeyinden
(temel dizey) uyarilmis diizeylere gecerler (sekil 1.3); bu gecislerle ilgili olarak soz
konusu atomun absorpsiyon spektrumlari da belirlenmistir. Elektromanyetik 1simay1
absorbe ederek en diistik enerji diizeyinden (temel diizey) uyarilmis diizeylere gecmis
olan atomlar, temel diizeye doniis sirasinda ultraviyole veya gortiniir bolge sinirlari

icinde 151ma enerjisi yayarlar. Her atom icin emisyon spektrumu da belirlenir.


https://en.wikipedia.org/wiki/File:Indigo_carmine.svg

Temel hal Uyarilmg hal

Sekil 1.3. Temel haldeki ve uyarilmis haldeki elektronlar

Isik absorpsiyonunun spektrofotometrelerle 6l¢iilmesi atom, iyon veya molekiil izerine
gonderilen 15181n siddeti (Io) ile gecen 1s181in siddeti (I) arasindaki farkin 6lgimi

temelleri lizerine kurulmustur (Sekil 1.4).

Sekil 1.4. Numune lizerine gonderilen ve ¢ikan 15181n siddeti (1 = 15181n numune iginde
aldig1 yoldur)

[s181n absorpsiyonunun lizerine diistigii atom, iyon veya molekiiliin derisimi ile orantih
olarak degistigi Lambert - Beer tarafindan ileri siiriilmiistiir. Lambert- Beer yasasi olarak
adlandirilan asagidaki esitlikte ayni1 derinlikte bir ¢ozeltiden gecen bir 151n demetinin

siddeti ¢ozeltinin derisimiyle orantili olarak azalir.



[=1o.10-C (1.1)
Burada;

[ = Numuneyi terk eden 15181n siddeti

Io = Numune iizerine gonderilen 15181n siddeti
€ = Molar absorpsiyon katsayisi

C = Absorpsiyon yapan tiirlerin derisimi

| = Isigin numune kabi1 icinde aldig1 yoldur.

Eger esitligin eksi logaritmasi alinirsa, log ITO = ¢lC elde edilir. Burada log ITO absorbans’dir

ve A ile gosterilir. Bu durumda yukaridaki esitlik kisaca;

A=elC (1.2)

seklinde gosterilir ve bu esitlikten derisim kolaylikla hesaplanabilir.
1.3.2 UV ve Goriiniir Bolge Spektroskopisi

Her madde tlzerine diisiirilen 1sinlardan bazilarini absorplayabilir. Maddenin hangi
dalga boylarindaki isinlar absorplayacagi kendine 6zgiidiir. Bundan yararlanilarak nitel
analiz yapilabilir. Bir maddenin absorplayacag isin siddeti ise madde miktan ile
orantilidir. Bundan yararlanilarak da nicel analiz yapilabilir. Bu amacgla madde tizerine
cok cesitli enerjilere sahip 1sinlar gonderilebilir. Madde ile etkilesen 1sinin enerjisi
degistiginde madde ile etkilesim mekanizmas1 da degisir. Buna bagh olarak 6l¢iim
tekniginin de degismesi gerekir. Bu nedenle elektromanyetik spektrumun tiimii i¢in
Olciim yapilabilecek tek bir cihazin bulunmasi miimkiin degildir. Elektromanyetik
spektrumun farkl bolgeleri i¢in farkl cihazlar kullanilir. Dalga boyu 110 nm - 1000 nm
arasindaki UV ve goriintir bolge 1sinlar ile ¢alisilabilen cihazlara UV ve goriintir bolge
spektrofotometreleri denir. Bu bolgedeki 1sinlarin absorplanmalarinin él¢iimlerini temel
alan analitik yonteme de UV ve goriintr bolge spektroskopisi denir. UV ve goriintir bolge
1sinlart molekiiliin en ist enerji seviyesindeki bir elektronun daha ytliksek bir enerji
diizeyine gecis yapmasini saglar. UV ve goriniir bolge 1sinlari, molekiillerde benzer etki

yaptig1 ic¢in birlestirilmislerdir. Hem organik, hem de anorganik molekiiller UV ve
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gorlinir bolge 1sinlarin1 absorplarlar. Her iki grup molekiilde de 1sin absorpsiyonu
elektron gecisi ile gerceklesmesine ragmen etkilesim mekanizmalar farkhidir. Organik
molekillerdeki absorpsiyon molekiil orbital teorisine gore, anorganik molekiillerdeki

absorpsiyon ise kristal alan teorisine gore ag¢iklanir.

1.3.3. UV ve goriinir bolge absorpsiyon spektrofotometreleri

Maddenin 15181 absorplamasini incelemek icin kullanilan diizenege absorpsiyon
spektrometresi veya absorpsiyon spektrofotometresi adi verilir. Bir spektrofotometre
diizenegi Sekil 1.5'te goruldugi gibi baslica 1s1k kaynagi, dalga boyu segicisi ve
dedektorden olusur. Dedektorde elektrik sinyaline c¢evrilen optik sinyal bir kaydedici

veya bir galvanometre ile 6lguliir.

ISIK DALGA BOYU ORNEK

) o —3| DEDEKTOR | — T
KAYNAGI SECICI KABI

l

Sekil 1.5. Bir spektrofotometrenin temel bilesenleri

Bu ana bilesenlere ek olarak spektrofotometrelerde 15181 toplamak, odaklamak,
yansitmak, iki demete bolmek ve 6rnek tlizerine belli bir siddette gondermek amaciyla
mercekler, aynalar, 151k béliiciileri ve giris ve ¢ikis araliklar1 vardir. Ornek ise, kullanilan
dalga boyu bolgesinde 15181 geciren maddeden yapilmis kiivet adi verilen 6rnek

kaplarina konularak 1sik yoluna yerlestirilir (Sener, 2006).

Deneyler sirasinda arastirma laboratuarimizda kullandigimiz UV-Goriintr alan

cihazimiz sekil 1.6’ da verilmistir.



Sekil 1.6. UV-Goriintr alan spektrofotometresi

1.3.4. Isin Kaynaklari

Spektroskopik calisma i¢in uygun bir kaynak, kolayca belirlenebilecek ve dlciilebilecek
yeterli giicte 151n demetleri olusturmalidir. Buna ek olarak 1s1n siddetinin, belirli bir siire
icinde sabit kalmasi gereklidir. Tipik olarak, kaynagin 1sin giicii, gii¢ kaynaginin
potansiyeli ile listel olarak degisim gosterir. Bu ylizden kaynaktan sabit bir 1s1n gilicti
saglamak icin, potansiyelinin istenilen kararlilikta tutulmasi gereklidir. Kaynaktan gelen
151n siddetini ¢ok iyi kontrol etmek yerine, ¢ift-1sinli cihaz tasarimi alternatif bir yoldur.
Bu cihazlarda, numuneden gecen 1sinin siddeti, numuneden ge¢meyen 1sinin siddeti ile

kiyaslanir (Skoog, 1998).

Sogurma cihazlarinda kullanilacak 1sin kaynaklari, tayin ve oOl¢ciim igin yeterli giicte
olmali ve siirekli, yani kullanilan boélgedeki biitiin dalga boylarinda 1sin vermelidir.
Gorunir bolgedeki 1sinlan saglamak kolaydir genelde yaklasik 3000K’e 1sitildiginda
akkor hale gelerek kara cisim 1simas1 yapan W-lambalardan yararlanilir. Bu lambalar
320-2500 nm araliginda stirekli bir spektrum verirler. W-lambasinin i¢ine az miktarda I»
konuldugunda W-Halojen lambalar elde edilir ¢alisma sicakhigi yiiksek oldugu icin
kuartz sistem gereklidir. Bu lambalarin 6miirleri daha uzun olup émiirleri yaklasik iki

kat fazladir.
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UV 1s1n kaynagi olarak diisiik basingh hidrojen ya da déteryum bosalim lambalar
kullanilir. Bunlar 180-375 nm araliginda siirekli spektrum verirler. D2 lambalarinin
kullanim aralig1 Hz-lambalarinki ile aynidir, fakat 1s1n siddeti daha yiiksek olup yaklasik
t¢ kati kadardir. Xe-ark lambalar1 daha yiiksek siddetli 1sinlar i¢in kullanilabilir. Bu
lambalar 250-600 nm araliginda stirekli spektrum verirler yalniz ¢ok 1sindiklar: i¢in

cihazin diger béliimlerinden izole edilmeli hatta sogutulmalidirlar.

1.3.5. Dalga Boyu Seciciler

Nicel analizde belli bir dalga boyunda calisarak Beer yasasina uyum saglanmis olur, bu
aralik maksimum sogurmanin oldugu aralik ise, duyarlik artirilmis olur ve diger dalga
boylarinda sogurma yapan maddelerin girisimi engellenerek, secimlilik artirilmis olur.
Bu nedenle istenilen dalga boylu 1sinlar1 elde etmek icin filtreler ve
monokromatorlerden yaralanilir. Filtreler; renkli ¢ozeltiler, renkli camlar, cut off (dalga
boyu sinirlayici filtreler), interferans (girisim) filtreleri olup, monokromatorler; optik

aglar ve prizmalar seklinde siniflandirilabilir.

1.3.6. Ornek Kaplari

Cozelti icin kullanilan kaplara sel ya da kiivet denir. Bunlar ¢alisilan bolgedeki 1sinlar:
sogurmayan gecirgen maddelerden yapilmalidir. Bu nedenle A< 350 nm olan mor o6tesi
bolgede camdan degil kuartzdan yapilmis kiivetler kullanilmalidir. Bunlar 20nm-3pum
dalga boyu araliginda kullanilabilirler. Silikat camlar ise 350nm-2 pm bdlgesinde
kullanilabilir. Goriintir boélgede kimi zaman plastikten yapilmis malzemelerde secilebilir.
Kivetler dikdortgenler prizmasi seklinde olup en ¢ok kullanilanlarin genisligi 1cm’dir.
Kivetlerin 151n dogrultusundaki yiizeyleri temiz olmaldir. Kirlilik ve parmak izinin

varlig1 yanilgilar artirir ve tekrarlanabilir 6lciimler alinamaz.

1.3.7. Dedektorler

Dedektorler, genelde foton dedektorleri ve termal dedektorler seklindedir. Mor 6tesi ve
gorliniir bolgede en c¢ok kullanilan foton dedektorleridir. Foton dedektorleri, 1sin

enerjisini elektrik enerjisine ¢evirip 6l¢iim yaparlar. Timi 1sinlar1 soguran aktif bir
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ylzeye sahiptir. Isinlar sogurulduktan sonra ya foto elektronlar olusur ve yayimlanir ya
da elektronlar iletkenlik bantlarina gecirilerek foto iletim olur. Foton dedektorleri; foto
voltaik piller, foto tiipler, fotoiletken piller ve silisyum diyotlar seklinde gruplanip
incelenebilir. Ideal bir dedektor;

e Duyarlihig: yliksek olmal.

e Sinyal/guirilti orani yluiksek olmali.

¢ Genis bir dalga boyu araliginda spektral yaniti sabit olmal:.

e Aydinlatma yokken ¢ikis sinyali en az olmal, yani dark akim kii¢iik olmal.

e Yanitlama siiresi kisa olmal.

e Alinan sinyal, 151n giicti ile dogru orantili olmalidir ( Henden, 2006).

1.3.8. UV ve gorinir boélge molekiiller absorpsiyon spektroskopisinin

uygulamalar

Bu yontemin baslica uygulama alanlar1 sunlardir.

1. Nitel Analiz: Analizi yapilacak olan bilinmeyen madde saflastirildiktan sonra uygun
bir c¢oziiciide c¢oziillerek spektrumu alinir. Bu spektrum bilinen bilesiklerin aym
kosullarda c¢ekilmis spektrumlar ile karsilastirilir. Bilinmeyen madde spektrumu
kendisininkine tam olarak uygun maddedir. Bu yontem nitel analiz i¢in ¢ok uygun bir
yontem degildir. Ciinkii molekiillerin absorpsiyon bantlar1 oldukca genistir ve bazi
kromoforlarin absorpsiyon bantlar1 birbiri ile ortiisebilir. Ayrica molekiillerin UV ve
gorliniir bolge absorpsiyon spektrumlarinda ¢ok az sayida bant bulunur. Bu az sayida

bandin birbiri ile karsilastirilarak karar verilmesi bazen hatali sonuglara yol acabilir.

2. Nicel Analiz: Isinin absorplamasina dayanan analiz yontemleri nicel analiz i¢in
oldukca yararl ve giiclii yontemlerdir. Bu yontemlerin klasik yontemlere gore énemli

avantajlar1 vardir.
a) Analiz stiresi kisadir. Sonug cabuk alinir.

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

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

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

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

absorpladigindan uygulama alani genistir (Sener, 2006).

1.4 Kemometrik Yontemler

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

bilinmektedir (Kitis, 2011).

Gilinlimiizde bilgisayar, yazilim, istatistik ve uygulamali matematik alanlarindaki
gelismeler, kimya alaninda, 6zellikle de analitik kimyada karmasik sistemlerin ¢6ziimii
icin kemometri ad1 verilen yeni bir disiplinin dogusuna neden olmustur. Bu gelismeler,
analitik kimya ve komsu dallardaki arastirmacilara, analitik problemlerin ¢6ziimiinde
yeni olanaklar saglayan ¢ok boyutlu ve cok degiskenli parametrelerin kullanildig:
kemometrik yontemlerle yeni calisma alanlar1 dogurmustur. Kemometri, istatistik ve
matematik ile birlikte bilgisayar kullanarak kimyasal verilerin islenmesini kapsayan bir
kimya disiplindir. Kemometri, kimyasal analizlerde, kimyasal verilerden gercek bilginin
ekstraksiyonunu veya sakl bilgilerin agiga ¢ikarilmasina olanak taniyan giiglii bir

aractir. Kemometrinin temel uygulama alanlarindan biri de analitik kimyadir.

Kemometri kavrami, 1972 yilinda isvegli Svante Wold ve Amerikali Bruce R. Kowalski
tarafindan ileri striilmiistir ve 1974 yilinda uluslararasi kemometri dernegi tarafindan

bu disiplinin ilk resmi agiklamasi yapilmistir. Kemometri icerik olarak, tanimlayici ve
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aciklayicl istatistik (descritive and inference statics), sinyal isleme (signal processing),
deneysel tasarim (experimental design), modelleme (modeling), Kkalibrasyon
(calibration), optimizasyon (optimization), yapr tanima (pattern recognition),
siiflandirma (classification), yapay akil yontemleri (artificial intelligience methods),
resim isleme (image processing), bilgi ve sistem kurami (information and system

theory) gibi kavram ve uygulamalari kemometrinin konularini olusturmaktadir.

Giniimiizde kemometrik yontemlerin gelismesiyle birden fazla etken madde igeren
Uriinlerin kantitatif analizi hi¢cbir kimyasal 6n ayirma islemi ve higbir grafik islemi
gerektirmeksizin hizli, dogru ve hassas olarak gerceklestirilmektedir. Bu durum
kemometriye diger yontemlere gore buyiik bir avantaj kazandirmistir ve kemometrinin

kullanim alaninin genis bir alana yayilmasini saglamistir.

Kemometri; analitik kimya, adli tip, biyoloji, gida kimyasi, cevre kimyasi, arkeoloji gibi
alanlarda kullanilmaktadir. Fizikokimyacilar ve madde bilimciler, sinyal isleme ve ¢ok
degiskenli verilerin analizinde kemometrik yontemleri uyguladiklar1 goriilmektedir.
Organik kimyacilar ve farmasotik kimyacilar, reaksiyon kosullarinin optimizasyonunda
deneysel tasarim ve ila¢g tasariminda yap1 etki iliskisi ¢alismalarinda kemometrinin

araclarini kullanmaktadirlar (Vandeginste vd., 1998).

Organik

Fizikokimya
Kim Sanayi
¥§\\ f I\ Biyoloji
Matematik 1
KEMOMETRI = Uygulama
. - S Analitik
istatistik =—> Tip lanl
_ Kimya alanlari
Bilgisayar ﬂ l‘/ \ ilag
Programlama Muihendislik
Gida

Sekil 1.7. Kemometrinin iligkili oldugu disiplinler

Sekil 1.7’ de gorildigi gibi kemometrik ¢alismalarda, analitik kimyacilarin ve diger ilgili
disiplinlerin ihtiyaclar1 o6lciisiinde uygulamali matematik ve istatistik bilgisine sahip

olmalar1 gerektigi aciktir. Burada programlama ve hesaplama ¢ok onemlidir.
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Kemometrik uygulamalarin ¢ogu kompleks hesaplamalar icermektedir. Bu
hesaplamalar: elle veya basit hesap makineleriyle gerceklestirmek miimkiin olmadigi
icin bilgisayar programlarina ihtiya¢ vardir. Kemometrik hesaplamalarda genellikle
EXCEL, MATLAB, PANORAMA, MINITAB, XLSTAT, SOLO ve diger paket programlar
kullanilmaktadir (Ding, 2009).

iki veya daha fazla aktif bilesigi iceren karisimlarda bu aktif bilesiklerin higbir ayirma
islemi kullanmaksizin analizi analitik kimyanin ve diger komsu dallarin temel
problemlerinden birisidir. Karisim halindeki numunelerin analizi icin c¢esitli
kromatografik ve spektrofotometrik yontemlerin yaygin olarak kullanildig1 ¢alismalarda
da gorilmektedir. Baz1 durumlarda bahsedilen bu yontemlerin de iyi sonuglar vermedigi
de bir gercektir. Sayilan bu nedenlerden dolay1 daha diisiik miktarlarda numunelerin
analizi icin gelismis analitik cihazlar gelistirilmesine ragmen klasik analitik cihazlardan
elde edilen verilerin cesitli matematiksel algoritmalara tabi tutularak yodntemlerin

hassasiyeti ve sonuglarin dogrulugu artirilmaya ¢alisilmaktadir.

1.4.1. Cok Degiskenli Kalibrasyon Algoritmalar:

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

cok bilesenli verilerle ilgili en 6nemli sorunlardan biri, orijinal verilerin tamaminin
desen ve iliskilerinin goriilmesini engellemesidir. Cok degiskenli analiz yontemlerinin
birgogunun temel hedefi verilerin boyutunu kiiciiltmektir. Temel bilesen analizi daha
cok bilesenler arasinda korelasyonun olmadigi durumlarda verilerin miktarini azaltmak

icin kullanilan bir tekniktir.

Temel bilesen analizinin dayandigl ana fikir, her bir numuneyi tanimlayan orijinal
degiskenlerin, X1, X»,..., Xi, dogrusal kombinasyonu olan PC1,PC2,...,PCn seklindeki temel

bilesenleri bulmaktir.

PC1 =a11X1 +a12X2 +ueeeuee. +a1nXn (1.3a)
PC2 = a21X1 + a22X2 +eeeee. +az2nXn (1.3b)
vb.
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Esas bilesenler genellikle ortak varyans (kovaryans) matrisinden elde edilir. Ortak
varyans, iki degiskenin birlesik varyansinin bir dl¢listidiir. Matematiksel anlamda temel
bilesenler (PC), ortak varyans matrisinin eigenvektor ( 6zvektor) leridir ve bu
vektorlerin bulunmasinda kullanilan teknige eigen analizi ad1 verilir. Her bir esas
bilesene( yani, eigen vektoriine) karsilik gelen eigen degeri, o esas bilesenle tanimlanan
veri takiminin varyansinin miktarini gosterir. Esas bilesenler birbirine dik ag1

olusturur(sekil 1.8). Bu 6zellik diksellik olarak adlandirilir (Uyanik, 2008).

X2
PC1
-
.-
- ”»
'.‘//ﬁ'
-
PC2 [ -
’, Fa
T - ™
'\-\..-i‘

x1

Sekil 1.8. X1 ve X2 olan iki degisken icin PC1 ve PC2 olan iki esas bileseni
gosteren diyagram (Uyanik, 2008).

1.4.1.2. Temel Bilesen Regresyon Yontemi (Principal Component Regression

(PCR) Method)

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

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

bicimdedir:

Analiz edilecek maddenin derisim ve absorbans verilerinin varyans-kovaryansi bulunur.

Varyans-kovaryans sacilma matriksinin 6z vektorleri ve 6z degerleri hesaplanir. Secilen
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0z degere (eigenvalue) karsilik gelen 6z vektor (eigen vector) kalibrasyonun lineer

bilesenidir.

PCR algoritmasinda genel lineer regresyon denklemi asagidaki bicimde yazilabilir:
C=a+b.A (1.4)

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

loading matriksinin (q) ¢arpimindan elde edilir:

b=P.q (1.5)

Burada P 6z vektérlerin matriksidir. Oz vektérler kolon matriksi en uygun 6z degere
(faktore) ya da 6z degerlere (faktorlere) karsilik gelmektedir. Burada q vektéru C-
loading olarak adlandirilir ve T (say1 matriksi) tizerinden C’ nin regresyonu ile tayin

edilir.
q=D.TT.Yo (1.6)

Burada D diagonal matriks olup her bir 6z degerin tersine esittir. t; say1r matriksi

asagidaki esitlikten elde edilebilir:

t1= Ao . P1 (1.7)

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

regresyon denklemi kullanilarak asagidaki esitlikten hesaplanabilir:

a=Co-ATo.b (1.8)

Her bir asamada elde edilen degerler denklemde yerine konarak numunede bilinmeyen

derisimi hesaplanabilir.

Yonteminin avantajlar:

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

ii) Cok bilesen analiz i¢in kullanilabilir.
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iii) PCR data islemleri icin ve kalibrasyondaki katsayilarinin hesaplanmasinda ILS

regresyon isleminin kullanilmasina olanak tanur.

iv) Analiz edilecek bilesenlerin bilinmesi sartiyla ¢ok kompleks karisimlar igin
kullanilabilir.
v) Bazen orijinal kalibrasyonkarisimlarinda bulunan fakat numunede bulunmayan

bilesenli numunelerin miktar tayininde kullanilabilir.
vi) Kalibrasyon i¢in 6l¢iilen absorbanslarin dekomposizyon isleminde sonra uygun
0z vektorlere karsilik secilen 6z degerlerin deneysel ortamdan ve ol¢im

aletlerinden gelen guriiltiintin eliminasyonuna olanak tanir.

Yonteminin dezavantajlart:

i) Hesaplamalar klasik yontemlere gore daha yavastir.
ii) Yontemin optimizasyonu temel kalibrasyon komponentlerinin bazilarinin

bilinmesini gerektirir (anlasilmas1 ve yorumlanmasi ¢ok kompleks modeller

icin).

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

iv) Genellikle ¢ok sayida kalibrasyon numunesinin kullanilmasi dogru bir

kalibrasyon icin gereklidir.
V) Kalibrasyon numunelerinin hazirlanmas1 bilesenlerin  derisimleri ile

dogrusalliktan uzaklasmalari nedeniyle zordur (Ding, 2007).

1.4.1.3. Kismi En Kiiciik Kareler Yontemi (Partial Least Squares Regression (PLS)
Method)

Kemometrik kalibrasyonlardan en yaygin ve popiler olam1 PLS yontemidir. PLS
yonteminde kalibrasyonun kurulmasi i¢in kullanilan PLS algoritmalarina gore,
ortogonalize edilmis PLS algoritmas1 (orthogonalized PLS algorithm) ve ortogonalize
olmayan PLS algoritmasi (non-ortogonalized PLS algorithm) gibi ekilleri vardir.
Ortogonalize PLS ve ortogonalize olmayan PLS kalibrasyonunun PLS1 ve PLS2 seklinde
iki tipi s6z konusudur. PLS1 de bir bilesik model igerisinde iken; PLS2 de biitiin
bilesikler modele dahil edilmektedir.
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Wold ve Martens tarafindan verilen PLS algoritmasi en genel olanlaridir. PLS
kalibrasyonu, say1 vektorleri vasitasiyla X- ve Y- bloklar1 arasindaki iliskiye dayanir. PLS
algoritmasina gore sifir etrafinda merkezilestirilmis X- degiskeninin matrisi ve sifir

etrafinda merkezilestirilmis Y- degiskeninin par¢alanmasi asagidaki bicimde verilir.

> —> —
| l X i} ll T| . Al P ¥ |l E
N A N N
— — — —-
l Y l u Al Q |l F
| _ _ +
Sekil 1.9. PLS2 kalibrasyonu.
X=T.PT+E (1.9a)
Y=UQT+F (1.9b)
Y=X.B+F (1.9¢)
B=W (PT.W)1.QT (1.9d)

Burada X= bagimli degisken absorbans verileri), Y= bagimsiz degisken (6rnegin
derisim), T= X i¢in say1 matrisi, U=Y icin say1 matrisi, P= X icin yiik matrisi, Q=Y i¢in ytik

matrisi, E= X-kalinti matrisi, F= Y-kalint1 matrisi, W=max (kovaryans (E,F) ).

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

hesaplanabilir.

Yontemin avantajlari

i) PLS kalibrasyon islemi CLS ve ILS hesap tekniklerini kapsamaktadir.
ii) Tek asamali bir dekompozisyon ve regresyon islemi gerektirir, kalibrasyonda
kullanilan 6z vektorler analiz edilen bilesenler ile en genis ortak spektral

degisimin oldugu bolgede dogrudan iliskilidir.
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iii) Kalibrasyonlar genellikle kalibrasyon setinin bilinmeyen numunelerden

beklenen degisik derisimler yansitmasi daha fazla giivenirlik saglayacaktir.

iv) Yalnizca analiz edilecek bilesenlerin bilinmesi sartiyla kompleks karisimlar i¢in
kullanilabilir.
v) Baz1 durumlarda orijinal kalibrasyon karisimlarinda bulunan fakat numunede

olmayan bilesenli numunelerin miktar tayininde kullanilabilir.
vi) Bu tekniklerin hepsi spektral kantitatif analiz i¢in uygulanirken literatiirdeki
sebepler genellikle PLS’ nin tahmin giictiniin ytiksek oldugunu gostermektedir.

Bir¢cok durumda PLS metotlar1 PCR’ den daha iyi sonuglar verir.

Yontemin dezavantajlari;

i) PLS hesaplamalari klasik metotlardan daha yavastir.

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

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

ii) kalibrasyon  numunelerinin  hazirlanmas1  bilesenlerin  derisimleri ile

dogrusalliktan uzaklagmalar1 nedeniyle zordur (Ding, 2007).

1.4.2. Kalibrasyon (Derisim) setinin tasarimi

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

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

Kemometrik kalibrasyonlarin validasyonu icin kalibrasyonu ve tayin basamaklarinda
kalibrasyonun standart hatasi (Standard error of calibration— SEC) ve tayinin
(tahminin) standart hatasi (Standard error of prediction— SEP) gibi parametreler
kullanilmaktadir. SEC ve SEP degerlerini minimum yapan kalibrasyon kosullar1 ve F-
istatistigi kullanilir. Kalibrasyon performanslarini degerlendirmek icin kemometrik
kalibrasyonlarin SEC ve SEP degerleri yaninda, bilinen ve tahmin edilen derisim
degerlerinin lineer regresyon analizi yapilarak, korelasyon katsayisi, dogrunun egim (m)

ve kesim (n) degerleri kullanilir.

PCR ve PLS kalibrasyonlarinin kurulmasinda faktor secimi icin ¢apraz validasyon islemi
(Cross-validation procedure) kullanilir. Bunun icin karelerin tahmin (tayin) hatalarinin
toplami (prediction error sum of squares—PRESS) hesaplanir. Optimal faktér sayisini

bulmak i¢in 6nerilen kriterler minimum PRESS degeri ve F-istatistigidir.

1.4.4. Varyans Analizi (ANOVA)

Varyans analizi teknigi kullanilarak grup ortalamalar:1 arasindaki farkliligin veya farkl
analitik yontemler ile elde edilen analiz sonuglarinin ortalamalar1 arasindaki farkliligin
onemli olup olmadigina bakilabilir. Bir arastirmada k tane islemin ( veya k tane
yontemin) n tekrarinin sonunda elde edilen veriler bir tabloda 6zet haline getirilir.

Sonra kontrol ve karsit hipotezi asagidaki sekilde kurulur.

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

M= M2=HU3=0uunnn.. =p dir.

Hi: En az iki muamele grubunun ortalamasi arasinda gozlenen fark tesadiiften ileri
gelmektedir. En az iki islem grubunun incelenen 6zellik iizerine olan etkileri birbirinden

farkhidir, yani aralarindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir.
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Karsit hipotez kurulurken en az iki islem arasindaki fark énemlidir denilmektedir.
Cinktu kontrol hipotezinin yapilan analiz sonucunda reddedilmesi i¢in denemede
dikkate alinan k tane islemin birbirinden farkli olmasi gerekmez. En az iki islem

arasindaki farklilik kontrol hipotezinin reddedilmesine sebep olabilir.

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

kullanilarak arastirilir.
Gruplar arasi, gruplar i¢i serbestlik dereceleri ve gruplar arasi- gruplar ici kareler
toplam1 hesaplanir. Bu degerlerin oranlanmasiyla F degeri elde edilir. Elde edilen F

degeri F degeri tablosundan (a:0,05) okunan degerle kiyaslanir (Ding, 2009).

Cizelgel.3.Varyans analizi ¢izelgesi (ANOVA testi ¢izelgesi = Analysis Of Varation)

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F-deseri
kaynagi derecesi toplami ortalamasi &
Yontemler k
_ =2 k
arasl i (% —X) - =2 k )
(Gruplar k-1 :Zl | 7 OG=XT /ety 2o {i-l—i}z
= =1
arast) ! : 1
ko Ny 5| ko D 7
Ry - 2 - vl
Yontemler ici k(n-1) Z Z{X” X Z Z{Xz}"xm{k{n 1)) ;1 a fxd X
(Gruplar ici) t=1/=1 =1j=1 W)
kg 5
Genel nk-1 Z Z{X;'j—i?
varyasyon Tiin

1.4.5. Kemometrik Kalibrasyon Yontemlerinin Uygulamalari

1.4.5.1. Kemometrik yontemlerin uygulama alanlari

Analitik kimyadaki miktar tayini ¢calismalarinda, kemometrik kalibrasyon yontemleri ya
da cok degiskenli kalibrasyon yontemleri IR spektrofotometre, UV- goriniir alan
spektrofotometre, spektroflorimetre, yiiksek basin¢li sivi kromatografisi (HPLC) ve

kapiler elektroforez gibi analitik cihazlardan elde dilen analitik veriler uygulanmaktadir.
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Analitik kimyanin prensip ve yontemleri cok degisik komsu disiplin tarafindan
kullanilmaktadir. Bu da analitik kimyanin biyoloji, tip, ziraat, gida ve eczacilik gibi

alanlarda genis bir uygulama alani oldugunu goéstermektedir.

Analitik ¢alismalarda kemometrik yontemlerin uygulamalar1 anorganik analiz organik
analiz, ila¢ analizi, klinik ve biyolojik numunelerin analizi, gida ve su analizleri, ¢evre

analizleri ve stabilite tayinleri, ¢6zlinme hizi testleri seklinde 6zetlenebilir.

1.4.5.2. Coklu bilesen analizi (Multicomponent analysis)

Son yillarda ¢oklu bilesen analizi, analitik kimyacilar i¢in en énemli konulardan birisi
oldu. Bu baglamda, aynm1 anda miktar tayinlerinin klinik kimyasi, ila¢ analizi kirlilik
kontrolii vb. gibi degisik disiplinler ile ilgili aktif bilesikleri iceren karisimlarin kantitatif
analizi icin oldukca kullanish oldugu kanitlanmistir. Cok degiskenli kalibrasyonlarin
absorbans sinyallerine uygulanmasiyla ¢ok bilesen analizlerinden elde edilen sonuglarin

dogrulugu, yontem ve kullanilan analitik sinyallere baghdir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Hallagan ve arkadaslar1 (1995), bu calismada belgelendirme disinda kalan gida, ilag ve
kozmetikte kullanilan renklendiricilerin giivenlik ve yasal durumu tuzerinde
calismislardir. Belgelendirme disinda kalan renk maddeleri (dogal renk maddeleri)
ABD’de genellikle gidalar, ilaglar ve kozmetikte kullanilir. Bu renk katki maddelerinin
guvenli kullanim1 yapilan toksikoloji test programlariyla kanitlanmistir. Bu ¢alismada
belgelendirme disinda kalan ve ABD’de kullanimi onaylanmis olan renk maddelerinin

guvenliginde mevcut verilerle desteklendigi sonucuna varilmistir.

Rastogi ve arkadaslar1 (1997), kozmetikte kullanilan organik renklendiricileri HPLC-
diyot yakalayici dedektorle tayin etmislerdir. Calismada organik kozmetik
renklendiricileri i¢in analiz metodu gelistirilmistir. Renklendiriciler HPLC diyot
yakalayic1 dedektorle 275-760 nm dalga boylarinda analiz edilmistir. Kromatografik
ayirmalar polimer sikistirilmis kolon ve sitrat tamponundan olusan mobil faz ile
gerceklestirilmistir. Renklendiriciler alikonma zamanlar1i temel alinarak tespit
edilmistir. Kati faz ekstraksiyon metodu ile C-18 silika ve amino bagh silika kullanilarak
cesitli tirdeki kozmetik tirtinlerine uygulanan metot gelistirilmistir. Bu metot oje ve ruj

icindeki renklendiricilerin belirlenmesi i¢in rutin analizler i¢in optimize edilmistir.

Rafii ve arkadaslari (1997), yiyecekler, ilaglar ve kozmetiklerde insan bagirsak
sisteminde azo boyalar kullanilarak mutasyonlasimla 06ncesinde ve sonrasinda
klastridyum tiirlerinin azalmasi tzerine ¢alismislardir. USFDA tarafindan onaylanmius,
yiyeceklerde, ilaglarda ve kozmetiklerde kullanilan cesitli azo boyalarin anaerobik
bakteriler tarafindan bagirsak sisteminde indirgendigini gérmislerdir. Azo boyalarin
yedi tanesi ve bunlarin indirgenme turiinlerini takip eden tasarlama bir klastridyum
tirtyle degerlendirilmistir. Yedi tane azo boyanin indirgenme metabolizmalarini en

yuksek 200 pg test etmislerdir.

Wu ve arkadaglart 1999 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, kozmetikler i¢indeki yasadisi
katran azo boya bilesenlerini HPLC metoduyla tayin etmislerdir. Yasadis1 katran azo

boyalar rapor edilen prosesle mukoz kozmetiklerin icine eklediklerinde gii¢lii toksiklik
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gorilmiistiir. CNS’ye gore, mevcut metotlar organik renklendirici materyal analizleri
icinde esas olarak filtre kagid1 kromatografisi ve ince katman kromatografisidir. Mukoz
kozmetiklerin icinde bulunan renklendirici bilesenlerin ayrilma ve teshisinde en uygun
islemin inceltilmis HPLC oldugunu bu bulmuslardir. Sonugta analitik etkinlik ve duyarlik
genis oOlciide yenilenmistir. HPLC metodu uygulamasiyla toplamda 22 yasaklanmis
katran azo boyalar1 tatmin edici sekilde ayirmislardir. Tayin sinirini genellikle 0,05 pg /

mL bulmuslardir.

Ozgiir ve Koyuncu 2002 yilinda yaptiklar1 bu ¢alismada, surup ve tabletlerin icindeki
kinolin saris1 ve giines sarisini ikinci tiirev spektrofotometriyle es zamanl
determinasyon yontemiyle tayin etmislerdir. Yiyecek azo boyalari, glines sarisi ve
kinolin saris1 ¢6zilmiis iki bilesenli karisimlar icin tanimlanmis, sifirdan gecis dalga
boyunda ¢ok basit spektrofotometrik metot kullanmislardir. Giines sarisinin dogrusal
kalibrasyon grafigini 15,0 pg / mL (r =0,9998) ve kinolin sarisinin dogrusal kalibrasyon
grafigini (r=0,9999) bulmuslardur. iki ticari iiriin icindeki azo boyalarin belirlenmesinde,
sentetik karisimlar 6n ayrilma basamagl olmaksizin farkli oranlarda bu metotla

basariyla uygulamislardir.

Yoshioka ve Ichihashi (2008), Yiiksek performans sivi kromatografi ile kisa kolon ve foto
tespit etmislerdir. Bu yiyecek ve iceceklere 5 pg/g renklendirici eklenmis, %76,6 ve
%115 araliginda geri kazanim saglanmistir. Rolatif standart sapma degerleri %6'y1
gecmemektedir. Tayin limiti ve tayin sinir1 sirasiyla 0,03 ve 0,1 pg/g’dir. Sonug olarak,
yapilan analizlerin giivenilir ve tekrar tretilebilir sonuglar verdigi, rutin analizler igin

kisa stirede analiz edilme imkaninin oldugu goérilmustiir.

Wang ve Huang (2009), kozmetik driinlerinde voltametrik azo boyalarinin
davranislarini ve bu boyalarin saptanmasi lizerinde arastirmalar yapmislardir. Bu
calismada camsi karbon elektrotta azo boyalarinin voltametrik davranislarn cesitli
destekleyici elektrolit ihtiva eden bir sulu ortamda arastirilmistir. Olas1 reaksiyon
mekanizmalar, tarama hiz, pik potansiyelleri ve akimlarin reaksiyonlar tartisimistir.

Kozmetik tiriinlerdeki Lithol Rubine B azo boyalar kantitatif belirleme icin elektro
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indirgeme islemine tabi tutulmustur. Yiiksek performansh sivi kromatografisiyle elde

edilen sonuglar karsilastirildiginda uyum gostermistir.

Amin ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, kozmetikte ve gidalarda
kullanilan azo boyalarinin geng erkek farelerde bobrek, karaciger, oksidatif stres biyo
isaretcileri, kan sekeri, viicut kilo alim ile ilgili biyokimyasal parametreler lizerine
toksik etkisini arastirmislardir. Doku oOrnekleri toplandiktan sonra boyalar otuz gin
boyunca farelere agizdan verilmistir. Veriler kontrol fareleri ile karsilastirildiginda
boyar maddelerin sadece yiiksek dozlarda degil, diisiik dozlarda da karaciger gibi hayati

organlara etkisi belirlenmistir.

Llompart ve arkadaslar1 (2013), kozmetik, sentetik kokular ve kisisel bakim
trinlerindeki matris-kat1 faz c¢o6zelti gaz kromatografi - kiitle spektrofotometri
yontemiyle plastiklestirici analizleri tizerine ¢alismislardir. 18 plastiklestirici, 7 polislik
kokular ve 5 nitro kokular; toplamda 30 tane olmak iizere analizleri icin, matris kat1 faz
cozelti ve gaz kromatografi - kiitle spektrofotometri kullanmislardir. Dizobiitil ftalat,
dibiitil ftalat, dimetoksietil ftalat, benzilobiitil ftalat, dietilhekzil ftalat, dizopentil ftalat,
dipentil ftalat, misk amberi ve tibeten miski gibi yasakli maddeleri, kisisel bakim

trunlerinin 16 tanesinde bulundugunu onaylamislardir.

Xian ve arkadaslar1 2013 yilinda yaptiklar1 bu c¢alismada, kozmetikler icindeki
yasaklanmis 11 adet azo boyayr yiiksek performans likit kromatografi / kiitle
spektrofotometriyle es zamanli determinasyonla tayin etmislerdir. Goz far, ruj, dudak
parlatict ve diger kozmetikler icindeki suda ¢oziinen renklendiriciler (tartrazin, mor
boya, glines sarisi, parlak mavi) basit, hizli ve duyarl bir metot olan yiiksek performans
likit kromatografi / kiitle spektrofotometri yontemiyle es zamanli determinasyonla
arastirmislardir. Kosullar numune hazirlama ve ayrilma icin en uygun sekilde
kullanilmistir. Ultra yliksek performansh likit kromatografi ayrilmada, mobil faz olarak
asetonitril - su kullanmislardir. Arastirilan azo boyalarin gosterdigi biiyiik pik 4
dakikada sonu¢lanmistir. Kozmetikler icindeki yasakli azo boyalar1 hizli ve giivenli
teknik olan UPLC / MS - MS metoduyla es zamanl determinasyonla siirekli sonuglar elde

etmislerdir.
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Celerio ve arkadaslar1 2014 yilinda yaptiklar1 bu ¢alismada, kisisel bakim iirtinlerinde,
koku allerjenleri ve koruyucular i¢cin mikromatris - kati1 faz dagilimi baz alarak birden
fazla analit yontem gelistirmislerdir. 38 adet kozmetik triinlerin i¢inde bulunan
maddeler, 25 koku allerjenleri ve 13 katki maddeleri i¢in, hizlh ve es zamanlh
determinasyon yontemi olan matris kati faz dagilma ve bunu takip eden gaz
kromatografi - kiitle spektrofotometri; etkin, basit ve diisiik maliyetli numune hazirlama
metoduna dayanarak gelistirmislerdir. Sonugta triklosan, izin verilmis 6rnekler i¢indeki,
toplam paraben konsantrasyonunun, maksimum Kkonsantrasyon limitinin Avrupa

tarafindan onaylanmis kurallarla ortiistiigiinii bulmuslardir.

Rivera ve arkadaslar1 2015 yilinda yaptiklar1 bu c¢alismada, kisisel tirtinler icindeki
kozmetik koruma maddelerinde istenmeyen iriinlerin teshisinde kati faz mikro
ekstraksiyon ve mikro matris kati faz ayirma yontemini kullanmislardir. Kozmetik
koruyucularin icerdigi benzoat, paraben ve triklosan fotokimyasal dontlisim biytk
olciide kullanilarak incelenmistir. Bu calismada yenilik¢i bir c¢ift yaklasim strateji
uygulamislardir : Sulu 1511 bozulma deneylerinde doniisiim irtinlerinin teghisi, UV -
Isinlanmis kozmetik o6rneklerde foto iirtinler gibi hedeflenmis ayirma analizleri. Bu
calismada ilk seferde fotoformasyonla 2, 4 -hidroksibenzofenonlar ve 2,8 -

diklordibenzo p-dioksin gibi fotoiirtinler rapor etmislerdir.

Guerra ve arkadaslar1 (2015), kozmetik iiriinlerdeki azo boyalarinin mikro matris kati
faz c¢ozelti ve sivi kromatografiyle birlestirilmis kiitle spektrofotometri ydntemiyle
determinasyonu lizerine ¢alismislardir. Kisisel bakim trtinleri ve dekoratif tirtinlerdeki
9 adet suda ¢6zlinen azo boyalar mikro matris kati faz ¢ozelti tarafinda takip eden likit
kromatografi - kiitle spektrofotometriyle basit, hizli ve es zamanl determinasyonla tayin
etmislerdir. Sonucta 24 Ornege (kozmetikler ve kisisel bakim irtnleri, rujlar,
parlaticilar, sampuanlar, goz farlari, dis macunlann gibi) valide edilmis metodu
uygulamiglardir. Orneklerin %50'den fazlasinin en az iki azo boya icerdigini

bulmuslardir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu ¢alismada, UV/VIS spektrofotometrisi ile iki bilesenli bir makyaj malzemesindeki
renklendirici maddelerin nicel olarak tayini yapilmistir. Elde edilen veriler, PCA, PCR ve
PLS gibi kemometrik yontemlerle degerlendirilmistir. Spektrofotometrik o6lgtimlerle
coziicii olarak toluen kullanilarak Kinolin Saris1 (KIN) ve Indigotine (IND) cézeltileri
hazirlanip spektrumlari okunmustur. Bu islem i¢cin 6nce tek tek sonra farkli oranlarda
hazirlanan sentetik karisimlarin spektrumlar: alinmistir. Son islem olarak da piyasadan
alinan ruj 6rneginde dlciimler yapilmistir. Elde edilen veriler lisansi elimizde bulunan

MINITAB 16 istatistik programiyla degerlendirilmistir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

3.2.1. UV-Goriiniir Spektrofotometre Cihazi

UV-Vis spektrumlari, bilgisayar tarafindan kontrol edilen 1 cm uzunlugundaki hiicre ile
donatilan UV 1700 PHARMASPEC SHIMADZU spektrofotometresi kullanilarak not edilen
spektrum degerleri makyaj oOrnegindeki KIN ve IND miktarini belirlemek igin
kemometrik metotlara uygulanmistir.

3.3 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneylerde analitik saflikta olan kimyasallar kullanilmistir. Bu kimyasallar Cizelge 3.1’

de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasallar

Bilesigin Ad1 Bilesigin Formiilu
Kinolin saris1
X=1,2,3
(SO3Na),
Indigotine 0 o
o] >
0 — O
\ 0
\ v
H---0 |, Na
Toluen C Hy
O-N NO-
NO-

3.3.1 Kullanilan Cozeltiler

Calismada spektrofotometrik ol¢iimler icin KIN ve IND maddelerinin 100 ppm olacak

sekilde stok ¢ozeltileri hazirlanmistir.

Stok Kinolin Saris1 Cozeltisi

Kinolin Saris1 maddesinden 10 mg tartilarak bir miktar toluen ¢oziildiikten sonra son

hacim 100 mL’ ye tamamlandi.
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Stok Indigotine Cozeltisi

Indigotine maddesinden 10 mg tartilarak bir miktar toluen ¢6ziildiikten sonra son hacim

100 mL’ ye tamamlandu.

Analiz edilen bilesiklerin ticari preparati

Sekil 3.1. KIN ve IND boyar maddelerini iceren piyasadaki makyaj malzemesi

Ticari numune

Ticari olarak satin alinan makyaj malzemesi uygun sartlarda once rendelendi ve
rendelenen 6rnekten 0,01 gramlik kisim alinarak bir miktar toluen de ¢6ziildii. Homojen
bir ¢ozelti elde etmek amaciyla yarim saat manyetik karistiricida karistirildi ve son
hacim 100 mL’ ye tamamlandi. C6zelti daha sonra stiziillp siizge¢ kagidinda kalan kisim
3 kez 10 mL toluen ile yikandi ve hacim 100 mL’ ye tamamlanip daha sonra ¢alisilacak

olan araliga seyreltildi.
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3.4. Yontem

3.4.1. UV/VIS Spektroskopisi Yontemi

Bu calismada, spektrofotometrik 6lciimlerle makyaj triinlerinde bulunan renk verici
maddelerin stok ¢ozeltilerinin spektrumlari okunmustur. Bu islem i¢in once tek tek
sonra farkli oranlarda hazirlanan sentetik karisimlarin spektrumlari alinmistir. Son
islem olarak da makyaj orneginde ol¢iimler yapilmistir. Elde edilen veriler, farkl
kemometrik yéntemlerle degerlendirilmistir. ilk basamakta, UV spektrofotometre
cihazinin kalibrasyonu (sifirlama islemi) yapilmistir. Kalibrasyon islemi 6nce her iki
hiicre bos birakilarak havaya karsi yapilmistir. Sonra ayni islem bu kez her iki 151k
yoluna toluen ile hazirlanan kér numunesi konularak yapilmistir. Biitiin okumalarda hep
kor bu sekilde hazirlanmistir. Kor olarak sadece toluen kullanilmasinin nedeni bu
calismada genel olarak ¢oziiciimiiz toluen oldugu icindir. Kér se¢imi yapilirken girisim
etkilerini yok etmek icin, kér olarak ¢éziicii tercih edilmistir. ikinci basamakta, saf renk
verici maddelerin tek tek spektrumlar1 alinmistir. Bu islem esnasinda stok renk verici
maddelerin derigimleri 0,1- 10 ppm arasinda olacak arasinda saf maddeler stoklardan
alinarak toplam hacim 25 mL ye tamamlanarak c¢ozeltileri hazirlanmis ve UV
spektroskopisinde absorbans okumalar1 yapilmistir. Ugiincii basamakta, her bir madde
ayr1 bir dalga boyunda maksimum verdiginden saf renk verici maddelerden olusturulan
sentetik karisimlarin UV spektroskopisinde absorbans okumalari yapilmis ve birbiri
yaninda herhangi bir 6n ayirma islemine gerek olmaksizin incelenmistir. Son basamakta
ise, piyasada satilan makyaj malzemesindeki renk verici maddelerin c¢o6zeltileri

incelenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Kemometrik kalibrasyonlarin KIN ve IND bilesiklerinin analizine uygulamasinda ¢
farkli kemometrik yontem gelistirildi. Bunlar PCA, PCR ve PLS kalibrasyon
yontemleridir. Kemometrik yontemlerin uygulamasi1 i¢in spektral kosullar

optimizasyonu ve optimal kalibrasyon setinin hazirlanmasi icin 6n ¢calismalar yapildi.

Saptanan spektral kosullarda kalibrasyon setinin ve numunelerin 300-700 nm dalga
boyu araliginda absorbsiyon spektrumlari alindi1 ve kemometrik kalibrasyonlar KIN igin
390-440 nm ve IND icin ise 570-640 nm dalga boyu bolgesindeki biitiin absorbans
degerlerinin vektorel olciimleri kullanilarak elde edildi. Kemometrik algoritmalarla
hesaplanan PCA, PCR ve PLS kalibrasyonlar1 yapay ve makyaj liriiniiniin analizinde

uyguland1.

4.1. UV Spektroskopisi

Once her bir renk hammaddesinin saf halde 100 ppm standart ¢ozeltileri hazirlanmistir.
Daha sonra 0,1-12 ppm arasinda saf maddeler stoklardan alinarak toplam hacim 25
ml’ye tamamlanmistir. Bu islem sonrasi absorbanslar 6l¢iilerek kaydedilmistir. Her bir
renk maddesinin derisimleri ppm olarak hesaplanmis ve absorbanslardan yaralanilarak

molar absorpsiyon katsayilar: belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Renk maddelerinin spektroskopik 6zellikleri

llac  Aktif Maksimum Molar Abs. Kalibrasyon Korelasyon
Maddesi Absorbans  Katsayisi denklemi katsayisi
Kinolin 408,4 nm 2,23.103 y=0,0514x+0,0361 0,9993
Sarisi (KIN)

Indigotine 612 nm 5,26.103 y=0,558x+0,0418 0,9994
(IND)
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Her bir renk maddesinin 6nce tek tek spektrumlar1 alinir. Bu spektrumlar alinirken
derisim araliklar1 KIN i¢cin 2 - 10 ppm ve IND i¢in ise bu degerler 0,1 - 0,5 ppm
arasindadir. Bu derisim araliklar1 tayini yapilan her bir renk maddesi i¢in lineer

dogrusalligin oldugu bolgelerdir.

4.1.1. Saf halde KIN ve IND nin spektrumlari

KIN ve IND maddeleri Cizelge 4.1’de de goruldigu tlizere ayri dalga boylarinda

maksimum absorbans vermektedirler.

Bu ozellikten yararlanilarak bir sonraki asamada bu iki renk maddesinin sentetik
karisimlar1 hazirlanmis ve bunlar birbiri yaninda herhangi bir 6én ayirma islemi
yapmaksizin tayin edilmislerdir. KIN ve IND renk maddeleri siirekli spektrum

gostermekte ve Ust iiste ortiisen spektrumlar gézlenmektedir.

0,6

0,5

0,4
%)
o

0

3(|)0 350 400 450 500 550 600
-0,1
Dalga boyu (nm)

Sekil 4.1. KIN maddesinin absorpsiyon spektrumu
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Sekil 4.2. IND maddesinin absorpsiyon spektrumu

Kemometrik kalibrasyonlarin KIN ve IND bilesiklerinin analizine uygulamasinda tig
farkli kemometrik yontem gelistirildi. Bunlar PCA, PCR ve PLS kalibrasyon
yontemleridir. Kemometrik yontemlerin uygulamasi1 icin spektral kosullar

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

Saptanan spektral kosullarda kalibrasyon setinin ve numunelerin 300-700 nm dalga
boyu araliginda absorbsiyon spektrumlar: alindi ve kemometrik kalibrasyonlar KIN icin
390-440 ve IND icin ise 570-640 nm dalga boyu bolgesindeki biitiin absorbans

degerlerinin vektorel 6l¢iimleri kullanilarak elde edildi.
4.2. Kalibrasyon setinin hazirlanmasi
Kemometrik kalibrasyonlar icin Toluen igerisinde KIN i¢in 2-10 ug/mL ve IND i¢in 0,1-

0,5 pg/mL derisim araliginda her iki bilesigi iceren 25 degisik kompozisyonda simetrik

bir kalibrasyon seti hazirlandi. Cizelge 4.2. de hazirlanan kalibrasyon seti sunulmaktadir.

Cizelge 4.2. KIN ve IND analizi icin kalibrasyon seti
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Kalibrasyon Seti

Derisim (ug/mL)
No KIN IND
1 2 0,1
2 2 0,2
3 2 0,3
4 2 0,4
5 2 0,5
6 2 0,6
7 4 0,1
8 4 0,2
9 4 0,3
10 4 0,4
11 4 0,5
12 4 0,6
13 6 0,1
14 6 0,2
15 6 0,3
16 6 0,4
17 8 0,1
18 8 0,2
19 8 0,3
20 8 0,4
21 10 0,1
22 10 0,2
23 10 0,3
24 12 0,1
25 12 0,2

Kalibrasyonlar icin rastgele kalibrasyon seti yerine simetrik kalibrasyon seti tercih
edilmistir. Bunun sebebi analiz esnasinda meydana gelebilecek kalibrasyon hatalarini
minimize etmektir. Cizelge 4.2. deki simetrik kalibrasyon setinin iki boyutlu diizlemdeki

projeksiyon grafigi Sekil 4.3 de goriilmektedir.
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Sekil 4.3. Simetrik kalibrasyon setinin iki boyutlu diizlemdeki grafigi

4.3. Spektral Kosullarin Optimizasyonu

Spektrofotometrik calismalarda KIN ve IND icin Toluen ¢6ziiclisiiniin uygun c¢oziici
oldugu saptandi. Toluen icerisinde KIN ve IND bilesikleri ile karsilik gelen karisiminin
300-700 nm dalga boyu araliginda spektrumlar1 alind1 (Sekil 4.4.). Sekil 4.4. den de
goruldiigi gibi her iki bilesik aym1 dalga boyu araliginda girisim yapmaktadir. Bu

nedenle klasik spektroskopik yaklasimlarla her iki bilesigin ayn1 anda miktar tayinleri

miumkiin degildir.
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Sekil 4.4. KIN (2 pg/mL) ve IND (0,2 pg/mL) ile iki bilesige karsilik gelen karisimin
absorpsiyon spektrumlari (Toluen icerisinde)
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4.3.1. Temel Bilesen Analizi (PCA)

Sentetik ¢ozeltilerde hesap yaparken programin kendi icinde ilk yaptig1 islem temel
bilesen analizi yapmaktir. Temel bilesen analizi uygulanmasinin amaclari, bir orijinal
degiskeni temsil eden n sayida orijinal aksi (dogruyu) yeni akslar haline
doniistiirmektir. Bu donlisim isleminde yeni akslar, verilerin maksimum varyans
yonelimleri boyunca uzanir ve yeni akslarin 6zelligi, ortogonal olmalaridir ve bu yeni
degiskenler arasinda korelasyon yoktur. Numune verilerinin varyansinin ¢ogunu
aciklamak icin ihtiya¢ olan yeni degiskenlerin sayis1 (p), n sayidaki orijinal akslardan
daha azdir. Temel bilesen analizi, ¢cok degiskenli verilerin boyutunu indirgemek veya
verileri azaltmak i¢cin bir yontem olarak kabul edilir. Ayn1 zamanda degiskenlerin

dogrusal bilesenlerini ortaya ¢ikarir.

C1 ve C2 arasmndaki viikleme grafigi
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Birinci Bilesen
Sekil 4.5. Degiskenlerin dogrusal bilesenleri

Sekil 4.5’ e bakildiginda programa ytikledigimiz verilerden birinci temel aks ve ikinci
temel aks iizerinden dogrusal bilesenler bulunmustur. Islemlerin dogrulugu élciisiinde
dogrusal bilesenler elde edilmistir. Bu grafik varyans-kovaryans matrisinin

elemanlarinin orijinin merkezine olan biiytik aks birinci temel bileseni (C1) ve bu
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bilesene 45 °C lik ag1 ile ikinci temel bilesen (C2) uzanmaktadir. Bir kare matris icin,
varyans-kovaryans matrisinin elemanlar1 koordinat sisteminin orijini boyunca uzanir.
Biiyiik aksin egimi, birinci temel bilesen ile birlestirilmis 6zvektor (eigenvector)diir. Bu
“Ozvektore” karsiik gelen “Ozdeger” (eigenvalue) Sekil 4.5’ teki biylk aksin
uzunlugudur. Sekil 4.6’ da 6zdegerlerin grafigi goriilmektedir. Ozdegerlerin simetrik bir
veri matrisinden ¢ikarilmasi kismi en kii¢iik kareler yontemi ve temel bilesen analizi i¢in
onemlidir. Ozdegerler ve o6zvektorler elde edildikten sonra yapilacak islem diger
kemometrik hesaplamalara gecistir. Temel bilesen analizi ile elde edilen temel bilesenler
yardimiyla olusturulan korelasyon matrisi diger kemometrik regresyonlara (PLS, PCR )

151k tutmaktadir.

204
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Sekil 4.6. Kemometrik verilerden elde edilen 6zdegerlerin grafigi

Sekil 4.6’ da belirgin bir sekilde goruldigi gibi 6zdegerler 1. degerden 2. degere dogru

diismiistiir. i1k iki faktér, toplam varyansin % 99’undan daha fazla giivenilirdir.

4.3.2. Temel Bilesen Regresyonu Yontemi (PCR)

PCR yontemi kalibrasyon seti icin Ol¢lilen absorbans matrisinin parcalanmasiyla elde
edilen temel bilesen regresyonuna dayali bir yontemdir. Yontemin algoritmasi Bolim

1.4.1.2’ de ayrintili olarak verilmistir.
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PCR kalibrasyon i¢in hazirlanan kalibrasyon setinin 390 - 640 nm dalga boyu araliginda
AX= 1,0 nm araliklarla absorbans degerleri okundu. Bolim 1.4.1.2. de agiklanan PCR
algoritmasina gore kalibrasyon setinin absorbans ve derisim degerlerinin varyans-
kovaryans matriksleri hesaplandi. Kalibrasyon seti i¢in absorbanslarin varyans-
kovaryans matriksinin dekompozisyon islemine tabi tutulmasindan sonra derisimleri
arasindaki matematiksel iliskiye dayali PCR kalibrasyonu kuruldu. Renk maddelerini
iceren karisimlarin yukarida belirtilen dalga boylarindaki absorbans degerleri okunarak
PCR kalibrasyonunda bu etken maddelerin miktar tayinleri gerceklestirildi. PCR
kalibrasyonu icin Minitab 16 programinda ilk olarak PCA degerleri hesaplanarak
asagidaki cikt1 elde edildi.

Korelasyon Matrisinin Ozdegerleri

Ozdeger 18,198 6,725 0,074 0,001 0,001 O,000 0,000 0,000 0,000
Oran 0,728 0,269 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Toplam 0,728 0,997 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Ozdeger 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Oran 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Toplam 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Ozdeger 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Oran 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Toplam 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Degisken PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC8 PC9
C3 0,218 -0,141 0,233 -0,322 0,401 0,335 -0,038 -0,244 0,016
c4 0,215 -0,149 0,297 -0,239 0,174 0,077 -0,106 0,070 -0,073
C5 0,215 -0,149 0,355 -0,121 -0,020 0,193 0,003 0,097 -0,093
Ccé 0,216 -0,146 0,350 0,117 -0,290 0,004 0,166 -0,065 0,284
c7 0,217 -0,144 0,313 0,176 -0,187 -0,229 0,093 0,237 -0,032
c8 0,218 -0,138 0,255 0,142 -0,0%9 -0,220 -0,016 -0,001 -0,068
C9 0,221 -0,127 0,041 0,225 0,095 -0,327 -0,230 -0,200 -0,016
C10 0,222 -0,123 -0,156 0,408 0,254 -0,005 0,197 -0,276 -0,378
Cl1 0,223 -0,119 -0,202 0,273 0,039 0,090 -0,107 0,099 -0,008
Cl2 0,223 -0,119 -0,234 0,277 0,081 0,280 -0,243 0,445 0,210
C13 0,223 -0,114 -0,244 0,110 -0,186 0,260 0,295 -0,010 -0,194
Cl4 0,226 -0,101 -0,229 -0,054 0,011 -0,078 -0,008 -0,324 0,516
C15 0,229 -0,080 -0,232 -0,127 -0,106 0,051 -0,108 0,008 -0,117
Clé6 0,232 -0,046 -0,215 -0,183 -0,349 0,116 -0,053 -0,243 0,054
C17 0,234 -0,000 -0,188 -0,320 -0,013 -0,428 -0,440 0,008 -0,120
Cc18 0,231 0,066 -0,146 -0,348 -0,135 -0,002 0,129 0,412 -0,113
C19 0,218 0,143 -0,117 -0,233 0,183 0,030 0,335 -0,069 -0,053
C20 0,194 0,216 -0,044 0,023 0,272 -0,106 0,342 0,127 0,433
c21 0,170 0,265 -0,005 -0,002 0,108 -0,343 0,188 0,280 -0,000
C22 0,147 0,300 0,038 0,036 0,189 -0,161 0,066 -0,160 -0,278
Cc23 0,127 0,324 0,074 0,105 0,138 0,168 -0,176 0,085 -0,068
Cc24 0,112 0,338 0,100 0,149 0,080 0,116 -0,389 -0,073 0,188
C25 0,106 0,344 0,104 0,109 -0,079 0,274 -0,141 0,061 -0,133
C26 0,111 0,339 0,092 0,051 -0,162 0,027 0,079 -0,178 0,154
c27 0,135 0,315 0,053 -0,007 -0,448 0,059 0,000 -0,186 -0,124
De§isken PC10 PC1l1 PCl2 PC13 PCl14 PC15 PC16 PC17

C3 0,063 0,161 -0,038 0,134 -0,177 0,138 -0,041 -0,191

39



c4 -0,252 0,064 -0,233 -0,015 -0,142 0,019 0,161 -0,003

C5 0,068 0,019 0,064 -0,302 0,454 0,133 -0,013 0,285
Ccé 0,061 -0,174 0,060 0,094 0,247 0,008 -0,179 0,092
c7 0,002 0,142 0,168 0,073 -0,198 -0,006 0,162 -0,481
C8 -0,035 -0,296 0,127 -0,001 -0,212 -0,350 -0,160 0,032
C9 0,069 0,188 -0,282 0,131 -0,112 0,004 0,114 0,446
C10 0,217 -0,163 -0,254 -0,155 -0,051 0,087 0,013 -0,111
Cl1 0,191 0,353 0,367 0,345 0,147 0,141 -0,009 0,013
Cl2 -0,108 0,228 -0,202 -0,227 0,059 -0,307 -0,120 -0,052
C13 -0,276 -0,187 0,070 -0,050 -0,176 0,197 -0,169 0,204
Cl4 -0,237 0,069 0,287 -0,386 -0,132 0,195 0,041 0,009
C15 -0,318 -0,364 -0,211 0,157 0,340 0,044 0,038 -0,361
Clé6 0,302 -0,055 0,083 0,161 -0,028 -0,100 0,481 -0,050
C17 0,106 -0,029 0,030 -0,058 0,052 0,045 -0,394 -0,136
C18 0,136 -0,067 -0,021 -0,083 -0,3%0 -0,070 0,131 0,326
C19 0,276 0,090 0,118 0,122 0,232 -0,377 -0,293 0,047
C20 -0,043 -0,099 -0,246 0,209 0,024 -0,135 0,157 -0,084
c21 0,070 0,017 -0,052 -0,089 0,197 0,544 0,121 0,009
Cc22 -0,383 0,147 0,351 -0,233 0,141 -0,341 0,248 0,007
C23 -0,257 -0,147 0,282 0,437 -0,183 0,189 -0,161 0,135
Cc24 0,135 -0,401 -0,028 -0,022 0,088 -0,076 0,171 0,147
C25 0,304 -0,013 0,081 -0,322 -0,099 0,077 0,089 -0,240
C26 0,085 0,103 -0,179 -0,137 -0,246 0,051 -0,419 -0,137
c27 -0,236 0,424 -0,337 0,135 0,114 -0,021 0,004 0,052
Degisken PC18 PC19 PC20 PC21 PC22 PC23 PC24 PC25
C3 0,268 -0,031 -0,141 0,044 -0,130 -0,348 -0,265 -0,010
c4 -0,278 0,138 0,068 -0,146 -0,226 0,546 0,244 -0,170
C5 -0,256 -0,175 0,115 0,269 0,354 -0,146 0,023 -0,012
Cc6 0,191 -0,157 -0,172 -0,344 -0,294 0,184 -0,074 0,342
c7 -0,067 0,164 -0,027 =-0,204 0,440 -0,076 -0,159 -0,049
c8 0,168 0,067 -0,001 0,524 -0,247 -0,130 0,184 -0,259
C9 0,035 0,187 0,321 -0,184 0,053 -0,278 0,076 0,231
C10 0,053 -0,210 -0,221 0,088 0,176 0,310 -0,024 0,077
Cl1 0,028 -0,289 0,231 -0,014 -0,189 0,136 0,050 -0,373
Cl2 -0,001 0,162 -0,164 0,125 -0,085 -0,003 -0,172 0,207
C13 -0,293 0,185 -0,105 -0,284 -0,125 -0,324 -0,031 -0,215
Cl4 0,202 0,055 -0,001 0,063 0,221 0,141 0,197 -0,035
C15 0,257 -0,009 0,452 0,001 0,058 -0,050 0,006 0,059
Clé6 -0,340 0,135 -0,086 0,265 -0,132 0,036 -0,122 0,217
C17 -0,241 -0,194 -0,306 -0,148 -0,019 -0,082 0,056 0,013
C18 0,338 -0,311 0,093 -0,078 0,120 0,115 -0,136 0,029
C19 0,075 0,467 0,061 -0,119 0,187 0,139 0,129 -0,038
C20 -0,272 -0,356 -0,071 0,003 0,031 -0,252 0,260 -0,057
c21 0,113 0,336 -0,087 0,222 -0,292 0,011 -0,155 -0,016
Cc22 -0,043 -0,174 0,050 -0,118 -0,207 -0,045 -0,246 0,139
C23 -0,069 0,044 -0,095 0,203 0,242 0,145 0,098 0,394
Cc24 0,054 0,109 -0,108 -0,223 0,146 0,053 -0,290 -0,447
C25 0,100 0,020 0,110 -0,186 -0,167 -0,195 0,543 0,151
C26 -0,258 -0,095 0,469 0,127 -0,059 0,126 -0,339 -0,003
c27 0,227 -0,056 -0,320 0,105 0,118 -0,004 0,133 -0,207

Bu cizelge ilk li¢ esas bilesenin absorbansdaki degismenin %99,99 kadarindan sorumlu
oldugunu goéstermektedir. Bu nedenle regresyon islemi bu {i¢ bilesen esas alinarak
yapilabilir. Ancak yaptigimiz bu ¢alismada diger bilesenleri de isin icine katarak bir

regresyon esitligi tliretilmis ve tiiretilen regresyon esitlikleri asagida verilmistir.

Cxy = -301,327 - 139,661 C3 + 135,955 C4 - 596,23 C5 + 391,531 C6 - 339,127 C7
+ 1046,3 C8 + 1697,68 C9 + 336,173 C10 - 863,154 C11 - 139,498 Cl2 -
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266,939 C13 - 144,737 Cl14 + 327,273 C15 + 1600,96 Cl6 - 1002,14 C17 +
1957,95 C18 + 239,033 C19 + 4323,5 C20 + 1867,7 C21 + 936,628 C22 +
1080,16 C23 + 4308,25 C24 + 6156,86 C25 + 12295,5 C26

Crqyp = -21,3645 - 14,3833 C3 + 8,30749 C4 - 23,597 C5 + 14,9625 C6 + 0,830567
cC7 - 8,95264 C8 + 0,2123 C9 - 36,7306 C10 + 48,3364 Cl1 + 22,7679 Cl2 +
0,671413 C13 + 21,4982 Cl14 + 48,7498 C15 + 11,1046 Cl6 - 2,61964 C17 +
4,10591 C18 - 74,7259 C19 - 12,6404 C20 + 59,92 C21 + 49,9126 C22 +
78,013 C23 - 48,6602 C24 + 282,024 C25 + 219,911 C26

4.3.2.1. Kalibrasyon yonteminin validasyonu

PCR yontemini valide etmek icin KIN icin 2-12 pg/mL ve IND ic¢in 0,1-0,6 pg/mL calisma
araligl icinde olacak sekilde farkli derisimlerde 19 adet yapay karisim ¢ozeltisinden
ibaret olan bir set hazirlandi. Hazirlanan bu validasyon seti (¢izelge 4.2.) kullanilarak
kurulan PCR kalibrasyonun kesinlik ve dogrulugu test edildi. Geri kazanim (GK)
degerleri; KIN icin % 100,02 ve IND igin % 100,00 olarak bulundu. Standart sapma
degerleri KIN icin 0,0138 IND icin ise 0,0051 olarak hesaplandi. PCR kalibrasyon
yonteminin sentetik karisimlara uygulanmasi ile elde edilen sonuglar Cizelge 4.3’ te

gosterildi.

Cizelge 4.3. KIN ve IND sentetik karisimlarina PCR validasyon yonteminin uygulanmasi
ve elde edilen geri kazanim degerleri

Karisim (ng/mkL) Bulunan (pg/mL) Geri kazanim (%)

KIN IND KIN IND KIN IND

2 0,1 2,0009 0,0999 100,04 99,99
2 0,2 2,0009 0,2000 100,04 99,99
2 0,3 2,0009 0,3000 100,04 100,00
2 0,4 2,0009 0,4000 100,04 100,00
2 0,5 2,0009 0,5000 100,04 100,00
2 0,6 2,0009 0,6000 100,04 100,00
4 0,1 4,0009 0,1000 100,02 100,00
4 0,2 4,0009 0,2000 100,02 100,00
4 0,3 4,0009 0,3000 100,02 100,00
4 0,4 4,0009 0,4000 100,02 100,00
4 0,5 4,0009 0,5000 100,02 100,00
4 0,6 4,0009 0,6000 100,02 100,00
6 0,1 6,0009 0,1000 100,02 100,00
6 0,2 6,0009 0,2000 100,02 100,00
6 0,3 6,0009 0,3000 100,01 100,00
6 0,4 6,0009 0,4000 100,01 100,02
8 0,1 8,0010 0,1000 100,01 100,00
8 0,2 8,0010 0,2000 100,01 100,00
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Cizelge 4.3. KIN ve IND sentetik karisimlarina PCR validasyon yonteminin uygulanmasi
ve elde edilen geri kazanim degerleri(Devam)

8 0,3 8,0010 0,3000 100,01 100,00

8 0,4 8,0010 0,4000 100,01 100,00

10 0,1 10,0010 0,1000 100,01 100,01

10 0,2 10,0011 0,2000 100,01 100,00

10 0,3 10,0011 0,3000 100,01 100,00

12 0,1 12,0012 0,1000 100,01 100,02

12 0,2 12,0012 0,2000 100,01 100,01
X 100,02 100,00
SS 0,0138 0,0051

4.3.2.2. PCR yontemi icin ANOVA testi

PCR kalibrasyon yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek amaciyla elde edilen
sonuglara ANOVA testi uygulanmistir. Gruplar arasi serbestlik derecesi=1, grup igci
serbestlik derecesi=48, % 95 giiven araliginda F-tablo degeri 4,04 olmasina karsilik KIN
icin hesaplanan F-test degeri 1,19.10¢ ve p-degeri 0,99 ve IND icin hesaplanan F-test
degeri 3,09.10-8 ve p-degeri 0,99 olarak bulunmustur.

ANOVA testinde F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05 oldugu icin % 95 giiven
araliginda elde edilen sonuclar arasinda anlaml bir fark olmadig1 bulunmustur. Varyans
analizinde iki serbestlik derecesi kullanilir. Gruplar arasi serbestlik derecesi=1 Grup ici
serbestlik derecesi=48. F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05 oldugu icin bu
kalibrasyon modeli ticari numunenin incelenmesinde kullanilabilir olduguna karar

verilmistir.

4.3.2.3. PCR yonteminde istatistiksel analiz

4.3.2.3.1. Kalibrasyonun standart hatasi

KIN ve IND iceren karisimlarda bu maddelerin miktar tayini icin PCR kalibrasyonun
kurulmasinda c¢apraz validasyon isleminde tahmin edilen hatalarin Kkarelerinin
toplaminin (Predicted Resudiual Error Some of Squares— PRESS) minimal degerleri elde

edilmistir. Kurulan PCR kalibrasyonunda PRESS degeri KIN ve IND icin sirasiyla 1,02.

42



106 ve 1,20.10-10 olarak hesaplanmistir. PRESS degerinin sifira yakin olmasi1 dogruluk

derecesini arttirmaktadir. Elde edilen PRESS degerleri yeterince kiigtikttr.

Kalibrasyonun standart hatasi (Standard error of calibration -SEC), gercek ve tahmin
edilen derisimler arasindaki iliskiye dayali olarak hesaplandi ve KIN ve IND i¢in sirasiyla
0,0010 ve 1,0586.10-5 olarak bulundu. Gergek ve tahmin edilen derisim igin lineer

regresyon analiz sonuglar1 KIN i¢in Sekil 4.7°de ve IND i¢in Sekil 4.8’de verilmistir.

14
y = 1x + 0,0009

12 R2=1

10

Tahmini KIN derisimi

0 2 4 6 8 10 12 14
Gergek KIN derigimi

Sekil 4.7. PCR kalibrasyon basamaginda KIN icin gercek ve tahmin edilen
derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuclar.

43



06 y=1X+7E'06
R2=1

o o ©°
w B

Tahmini IND derigimi
o
b

0,1
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Gergek IND derigimi

Sekil 4.8. PCR kalibrasyon basamaginda IND i¢in gercek ve tahmin edilen derisimlerin
lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuclar

4.3.2.4. PCR yonteminin kozmetik preparatlara uygulanmasi

PCR yonteminin Makyaj (ruj) malzemesine uygulanmasinda 0,01 g malzeme dogru bir
sekilde tartildi. Havanda iyice ezildikten sonra 100 mL’lik balon jojede iizerine bir
miktar toluen eklenerek yarim saat manyetik karistiricida karistirildi ve son hacim 100
ml’ ye tamamlandi. C6zelti daha sonra stiziiliip siizge¢ kagidinda kalan kisim 3 kez 10 mL
toluen ile yikandi ve hacim 100 mL’ ye tamamlanip daha sonra ¢alisilacak olan araliga
seyreltildi. Bu analiz ¢ozeltilerinin 300- 700 nm dalga boyu bodlgesinde AA= 1,0 nm
araliklarla olgiilen absorbans degerleri Bolim 1.4.1.2. de agiklanan PCR algoritmasi

uygulandi ve tablet icerigindeki KIN ve IND hesaplandi. Bu islem 5 kez tekrarlanmistir.

Yukarida agiklanan makyaj malzemesinin analiz islemi hazirlanan numune ayri ayri

tekrar edildi. Sonuglar Cizelge 4.4’ de verilmistir.

Cizelge 4.4. Makyaj malzemesine PCR yonteminin uygulanmasiyla elde edilen sonuglar

Deney No KIN IND

1 0,0762 0,0098

2 0,0884 0,0102

3 0,0712 0,0092

4 0,0810 0,0118

5 0,0790 0,0088
X = 0,0791 0,0099
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4.3.3. Kismi en kiiciik kareler yontemi (PLS)

Bolim 1.4.1.3 ’te ayrintili olarak algoritmasi verilen kismi en kiiglik kareler yonteminde
Cizelge 4.2'ye gore hazirlanan kalibrasyon seti kullanilmistir. Ol¢iimler 300-700 nm
arasinda yapimistir. Daha sonra aralik kalibrasyon seti icin ve kullanilacak olan
istatistik programi dogrultusunda dalga boyu aralig1 390 - 640 nm olarak daraltilmistir.
PLS kalibrasyon i¢in hazirlanan kalibrasyon setinin 200-268 nm dalga boyu araliginda
AA= 1,0 nm araliklarla absorbanslar okunmustur. Kullanilan istatistik program ile
kalibrasyon setinin absorbans ve derisim degerlerinin varyans-kovaryans matriksleri
hesaplanmistir. Derisimler arasindaki matematiksel iliskiye dayali PLS kalibrasyonu
kurulmustur. Makyaj malzemesindeki aktif renk maddelerini igeren ticari numunede
yukarida belirtilen dalga boylarindaki absorbans degerleri okunarak PLS

kalibrasyonunda bu maddelerinin miktar tayinleri gerceklestirilmistir.

4.3.3.1. Kalibrasyon yénteminin validasyonu

PLS yontemini valide etmek i¢cin KIN i¢in 2 - 12 pg/mL ve IND i¢in 0,1 - 0,6 pg/mL
calisma araligl icinde olacak sekilde farkli derisimlerde 19 adet yapay karisim
cozeltisinden ibaret olan bir set hazirlandi. Hazirlanan bu validasyon seti (¢izelge 4.2.)
kullanilarak kurulan PLS kalibrasyonun kesinlik ve dogrulugu test edildi. Geri kazanim
(GK) degerleri; KIN icin % 100,94 ve IND icin % 100,29 olarak bulundu. Standart sapma
degerleri KIN icin 6,22 IND icin ise 4,97 olarak hesaplandi. PLS kalibrasyon yonteminin

sentetik karisimlara uygulanmasi ile elde edilen sonuglar Cizelge 4.5’ te gosterildi.

Cizelge 4.5. KIN ve IND sentetik karisimlarina PLS kalibrasyon yonteminin
uygulanmasi ve elde edilen geri kazanim degerleri

Karisim (ng/mkL) Bulunan (pg/mL) Geri kazanim (%)

KIN IND KIN IND KIN IND

2 0,1 2,2873 0,1104 114,36 110,41
2 0,2 2,1138 0,1910 105,69 95,51
2 0,3 1,9821 0,2980 99,10 99,35
2 0,4 2,2734 0,4142 113,67 103,55
2 0,5 1,9387 0,4929 96,93 98,59
2 0,6 2,2950 0,6206 114,75 103,44
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Cizelge 4.5. KIN ve IND sentetik karisimlarina PLS kalibrasyon yonteminin
uygulanmasi ve elde edilen geri kazanim degerleri (Devam)

4 0,1 3,9887 0,1120 99,71 112,08
4 0,2 3,8540 0,1966 96,35 98,30
4 0,3 3,8028 0,3008 95,07 100,28
4 0,4 3,9036 0,3771 97,59 94,29
4 0,5 3,5765 0,4954 89,41 99,08
4 0,6 4,2112 0,5893 105,28 98,21
6 0,1 6,2002 0,0940 103,33 94,00
6 0,2 6,0054 0,1962 100,09 98,10
6 0,3 5,7153 0,3014 95,26 100,47
6 0,4 6,0212 0,4068 100,35 101,70
8 0,1 7,9041 0,0969 98,80 96,94
8 0,2 7,5630 0,2107 94,53 105,39
8 0,3 8,3339 0,3049 104,17 101,64
8 0,4 7,8367 0,3940 97,95 98,50
10 0,1 9,7145 0,0908 97,14 90,84
10 0,2 10,2665 0,1961 102,66 98,05
10 0,3 9,7837 0,2902 97,83 96,75
12 0,1 12,3416 0,1047 102,84 104,78
12 0,2 12,0856 0,2139 100,71 106,98

X 100,94 100,29

SS 6,22 4,97

4.3.3.2. PLS yontemi icin ANOVA testi

PLS kalibrasyon yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek amaciyla elde edilen
sonuglara ANOVA testi uygulanmistir. Gruplar arasi serbestlik derecesi=1, grup ici
serbestlik derecesi=48 % 95 giiven araliginda F-tablo degeri 4,04 olmasina karsilik KIN
icin hesaplanan F-test degeri -5,4.10-10 ve p-degeri 0,99 ve IND icin hesaplanan F-test
degeri -1,8.10-14 ve p-degeri 0,99 olarak bulunmustur.

ANOVA testinde F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05 oldugu icin % 95 giiven
araliginda elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadigi bulunmustur. Varyans
analizinde iki serbestlik derecesi kullanilir. Gruplar arasi serbestlik derecesi=1 Grup ici
serbestlik derecesi=48. F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05 oldugu icin bu
kalibrasyon modeli ticari numunenin incelenmesinde kullanilabilir olduguna karar

verilmistir.
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4.3.3.3. PLS yonteminde istatistiksel analiz

4.3.3.3.1. Kalibrasyonun standart hatasi

KIN ve IND iceren karisimlarda bu maddelerin miktar tayini i¢in PLS kalibrasyonun
kurulmasinda capraz validasyon isleminde tahmin edilen hatalarin karelerinin
toplaminin (Predicted Resudiual Error Some of Squares— PRESS) minimal degerleri elde
edilmistir. Kurulan PLS kalibrasyonunda PRESS degeri KIN ve IND i¢in sirasiyla 0,0535
ve 9,52.10> olarak hesaplanmistir. PRESS degerinin sifira yakin olmasi dogruluk

derecesini arttirmaktadir. Elde edilen PRESS degerleri yeterince kiigtiktiir.

Kalibrasyonun standart hatasi (Standard error of calibration -SEC), gercek ve tahmin
edilen derisimler arasindaki iliskiye dayal olarak hesaplandi ve KIN ve IND i¢in sirasiyla
0,2313 ve 0,0097 olarak bulundu. Gergek ve tahmin edilen derisim i¢in lineer regresyon

analiz sonuglar1 KIN i¢in Sekil 4.9’de ve IND i¢in Sekil 4.10’ da verilmistir.

14

y =0,9948x + 0,0306
R*=0,9948

12

10

Tahmini KiIN derisimi

0 2 4 6 8 10 12 14
Gergek KIN derigimi

Sekil 4.9. PLS kalibrasyon basamaginda KIN i¢in gercek ve tahmin edilen
derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar.
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Sekil 4.10. PLS kalibrasyon basamaginda IND icin gercek ve tahmin edilen
derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar.

4.3.3.4. PLS yonteminin kozmetik preparatlara uygulanmasi

PLS yonteminin makyaj (ruj) malzemesine 0,01g dogru bir sekilde tartildi. Havanda iyice
ezildikten sonra 100 mL’lik balon jojede ilizerine bir miktar toluen ile yarim saat
manyetik karistiricida karistirildi ve son hacim 100 ml’ ye tamamlandi. Cozelti daha
sonra suzilip siizge¢ kagidinda kalan kisim 3 kez 10 mL toluen ile yikandi ve hacim 100
mL’ ye tamamlanip daha sonra ¢alisilacak olan araliga seyreltildi. Bu analiz ¢6zeltilerinin
300- 700 nm dalga boyu bélgesinde AA= 0,1 nm araliklarla 6l¢iilen absorbans degerleri
Bolim 1.4.1' de agiklanan PLS algoritmasi uygulandi ve makyaj malzemesi icerigindeki

KIN ve IND hesaplandi. Bu islem 5 kez tekrarlanmistir.

Yukarida agiklanan malzeme analiz islemi numune i¢in ayr1 ayri tekrar edildi. Sonuglar

Cizelge 4.6’ da verilmistir.

Cizelge 4.6. Makyaj malzemesine PLS yonteminin uygulanmasiyla elde edilen sonuglar

Deney No KIN IND

1 0,0754 0,0108

2 0,0905 0,0094

3 0,0721 0,0089

4 0,0784 0,0125

5 0,0822 0,0089
X= 10,0797 0,0101
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5. TARTISMA VE SONUC

Gunimiizde insanlar glzellesmek amaciyla sik¢a kozmetik triinleri kullanirlar. Bu
kozmetik tirtinlerden biri de rujlardir. Rujlarda kullanilan renklendirici boyalarda etken
maddeler vardir. Bu etken maddeler ise belirli miktarlarda alindiklarinda canh
biinyesinde olumsuz etki gostermezken asir1 alinmasi durumunda tehlikeli boyutlarda
zararlar veren kimyasal maddelerdir. Bu nedenle renklendirici analizlerinde etken
madde analizi 6nemli yer tutmaktadir. Bu analizlerde genel olarak spektroskopik ve
kromatografik yontemler tercih edilmesine ragmen pahali yontemler olmasi ve ¢ok uzun

stiren 6n ayirma islemleri bu yontemlerin kullanimini sinirlamaktadir.

Bu tez ¢alismasinda kemometrik kalibrasyonlarin ruj etken maddelerinden KIN ve IND
bilesiklerinin hi¢cbir 6n ayirma islemi yapmaksizin ayn1 anda analizine uygulanmasinda
t¢ farklh kemometrik yontem gelistirilmistir. Bunlar PCA, PCR ve PLS kalibrasyon

yontemleridir.

Oncelikle ruj etken maddelerinin saf haldeki spektrumlari alinip Cizelge 4.1° de
goruldiigl tizere ayr1 dalga boylarinda absorbans vermelerinden yararlanarak bu etken
maddelerin sentetik karisimlar: hazirlanmistir. Sekil 4.6’ da gorildiigu gibi her iki bilesik
ayni dalga boyu araliginda girisim yapmaktadir bu durumda her iki bilesigin klasik
spektroskopik yaklasimlarla aym1 anda miktar tayinlerinin miimkin olmadig

gorulmustir.

Gelistirilen PCR ve PLS kemometrik yontemlerinin kesinlik ve dogrulugu test edilmistir.
Kesinligin sayisal oOl¢iitii olan bagil standart sapmanin disiik olmasi kesinligin ytliksek
oldugunu gostermektedir. Cizelge 4.3. ve Cizelge 4.5. de goriildiigl lizere bagil standart
sapmalarin diistik oldugu goriilmektedir. Dogrulugun sayisal 6lgiitii olan PRESS (Tahmin
edilen hatalarin kareleri toplami) degerinin sifira yakin olmasi dogruluk derecesinin
yliksek oldugunun gostergesidir. PCR yontemi ile elde edilen PRESS degeri KIN VE IND
icin 1,02. 10-¢ ve 1,20.10-10 olarak hesaplanip PLS yontemi ile elde edilen PRESS degeri
KIN ve IND icin sirasiyla 0,0535 ve 9,52.10-> olarak hesaplanmistir ve bu degerlerin

yeterince kii¢iik oldugu gorilmiistir.
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PCR ve PLS yontemlerinin dogruluk ve kesinligini valide etmek icin elde edilen
sonuglara ANOVA testi uygulanip grup i¢i ve gruplar arasi serbestlik derecesi ile
tablodan okunan F degerine karsin hesaplanan F degerleri kiyaslanmistir. Tablodan
okunan F-tablo degeri 4,04 olup PCR yonteminde KIN i¢in hesaplanan F-test degeri
1,19.10¢ ve IND icin F-test degeri 3,09.10-8 bulunmus; PLS yonteminde KIN igin
hesaplanan F-test degeri -5,4.10-10 ve IND icin hesaplanan F-test degeri -1,8.10-14 olarak
bulunmustur. Elde ettigimiz sonuglar Fhesaplanan<Ftablo 0ldugu igin bu kalibrasyon

modellerinin ticari numunelerinin incelenmesinde kullanilabilir oldugu gorilmustiir.

PCR kalibrasyon basamaginda sekil 4.7° de KIN ic¢in ve sekil 4.8’ de IND icin gercek ve
tahmin edilen derisimlerin lineer regresyon grafiklerinde gorildiigi tlzere calisilan
araliklarda dogrusal sonuglarin elde edildigi gorilmektedir. Ayni sekilde PLS yontemi

icin de sekil 4.9’ da KIN icin ve sekil 4.10’ da IND i¢in de ayn1 durum goriilmektedir.

PCR ve PLS yontemlerinin uygulanmasiyla KIN ve IND icin elde edilen geri kazanim
degerleri Cizelge 4.3. ve 4.5. de gosterilmistir ve iki yontem de elde edilen geri

kazanimlar yiiksek degerlerde bulunmustur.

Son olarak PCR ve PLS yontemleri analiz edilen maddelerin ticari preparatlarina
uygulanmis ve rujlarda belirtilen KIN ve IND miktarlari ile Cizelge 4.4. ve Cizelge 4.6. da

bulunan bu aktif maddelerin miktarinin birbiriyle uyumlu oldugu gézlenmistir.

Sonuc¢ olarak, gelistirilen kemometrik yontemlerin birbiri ile uyumlu oldugu
gorilmistir ve bu yontemlerin tekrarlanabilirliginin yiiksek olup duyarli ve dogru
sonuglar verdigi gozlemlenmistir. Elde edilen sonuclar gelistirilen bu kemometrik

yontemlerin KIN ve IND iceren ruj analizinde kullanilabilecegini gostermektedir.
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