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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

MOKSIFLOKSASIN VE METRONIZADOL TURU ILACLARIN
KEMOMETRIK ANALIZI

Umit Murat CELIK

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Giizide ERTOKUS

Bu tez calismasinda, kemometrik kalibrasyon yontemleri (temel bilesen analizi
yontemi (PCA), temel bilesen regresyonu yontemi (PCR), kismi en kiigiik kareler
yontemi (PLS), iki bilesenli ilag maddesinden Moksifloksasin ve Metronidazoliin
aynt anda miktar tayinlerine hi¢ bir ayirma islemi kullanmaksizin basariyla
uygulanmistir ve bu yontemler UV Goriintir Alan Spektroskopisi yontemlerinden
elde edilen veriler Minitab 17, Panorama, XLSTAT adi verilen kemometrik
programlar ile degerlendirilmistir.

Kalibrasyon setinin 200-700 nm aralifinda absorpsiyon spektrumu kaydedildi.
Kalibrasyon seti ve bu sete karsilik 200-450 nm araliginda elde edilen absorpsiyon
verileri arasindaki iliskiden yararlanilarak {ic kemometrik kalibrasyon olusturuldu.
PCA, PCR ve PLS yontemlerinin gegerliligi, Moksifloksasin ve Metronidazol i¢eren
sentetik karisimlarin  analiziyle gerceklestirildi. PCR ve PLS yontemlerinin
Moksifloksasin ve Metronidazol karisimlarinin analizine uygulamasinda, PCR ve
PLS icin % geri kazanim sonuglar ile karsilik gelen standart sapma degerleri
sirastyla Parasetamol i¢in % degerleri bulundu.

Sonraki basamakta PCA, PCR ve PLS yontemleri, Moksifloksasin ve Metronidazol
ticari farmasdtik preparattaki Moksifloksasin ve Metronidazol’iin ayn1 anda miktar
tayinlerine uygulandi.

Anahtar Kelimeler: Moksifloksasin, Metronidazol, PCA, PCR, PLS.

2018, 59 sayfa
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

MOXIFLOXASINE AND METRONIDAZOLE TYPE DRUGS OF
CHEMOMETRIC ANALYSIS

Umit Murat CELIK

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

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Giizide ERTOKUS

In this thesis study, chemometric calibrations (PCA), basic component regression
method (PCR), partial least squares method (PLS), Moxifloxacin and
Metronidazolone from two component drugs The data obtained from UV Visible
Field Spectroscopy methods were evaluated using chemometric programs called
Minitab 17, Panorama, XLSTAT.

The absorption spectrum was recorded at a range of 200-700 nm of the calibration
set. Three chemometric calibrations were made using the correlation between the
calibration set and the absorbance data obtained at a range of 200-450 nm versus this
set. The validity of the PCA, PCR and PLS methods was assessed by analysis of
synthetic mixtures containing Moxifloxacin and Metronidazole. In applying PCR and
PLS methods to the analysis of mixtures of Moxifloxacin and Metronidazole, the%
recovery results for PCR and PLS and the corresponding standard deviation values
for paracetamol were%, respectively.

In the next step PCA, PCR and PLS methods, Moxifloxacin and Metronidazole were
applied to the same quantitative determinations of Moxifloxacin and Metronidazole
in commercial pharmaceutical preparation.

Keywords: Moxifloxacin, Metronidazole, PCA, PCR, PLS.

2018, 59 pages
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1. GIRIS

Ilag, canli hiicre iizerinde meydana getirdigi tesir ile bir hastalifin teshisini
lyilestirmesi veya semptomlarinin azaltilmasi amaciyla tedavisini veya bu hastaliktan
korunmayr miimkiin kilan, canlilara degisik uygulama yontemleri ile verilen dogal,

yar1 sentetik veya sentetik preparatlara denir.

[laclar iki kistmda incelenir;

1. Etkin Madde: Canlida fizyolojik degisikliklere neden olan bir ya da birden fazla
kimyasal madde igeren kisim

2. Tasiyici: Kimyasal maddenin hasta tarafindan kolay alinmasi icin ilaclara
konulan fakat herhangi bir fizyolojik etki géstermeyen kimyasallarin bulundugu

kisimdir.

Ik ilag ile ilgili calismalar,

llaglara dair bilinen ilk kayit M.0.3000 yilinda Siimerlilere aittir. Eski Misir ve
Cin’de de bircok hastaligin tedavisinde tedavi yoOntemlerinin uygulandigi
bilinmektedir. Antik Yunanlilarda ise sifali otlar hasta tedavisinde savascilari
boyamak ve zehir liretmek amaciyla kullanilmaktaydi. O donemlerde bitkilerin

yararlar1 daha ¢ok deneme yanilma yontemiyle bulunurdu.

Kat Tlac Sekilleri
1. Toz: Ogiitiiliip toz haline getirilerek kullanilan ilaglara denir.

2. Hap: Toz halindeki ilacin hamur haline getirilerek yuvarlak sekiller verilmesiyle

yapilan ilaglara denir.
3. Kapsiil: Jelatinden yapilmis bir muhafaza i¢inde bulunan ilaglara denir.

4. Tablet: Toz halindeki ilaglarin kiiciik ve yassi yuvarlaklar seklinde tazyik

edilmesiyle yapilan ilaglara denir.

5. Draje: Tabletlerin tizerinin seker ile kaplanmasiyla hazirlanan bir ilag seklidir.



6. Merhem: Ilaglarin domuz yag1, vazelin veya diger bazi1 yaglar icersine katilmasi

ile hazirlanan sekline denir.

7. Fitil: Tlaglarin kakao yag1 veya gliserin ile karistirilarak hamur haline getirildikten

sonra koni seklinde hazirlanan seklidir.

Sivi ilac Sekilleri

1. Tentiir: Herhangi bir ilacin alkoldeki eriyigidir. Yani ilact alkol i¢inde eritmek
suretiyle hazirlanan bir ilag seklidir. Mesela: Tentiirdiyot, Iyodun alkol i¢indeki
eriyigidir.

2. Sulu Mahsuller (Soliisyonlar): ilacin suda eritilmis seklidir.

3. Surup: ilacin koyu sekerli suda eritilmis seklidir.

4. Ampul: Ampul adi verilen kapali cam bir muhafaza ig¢ersinde saklanan steril ve

stv1 halde olan bir ilag¢ seklidir.

flag analizlerinin yapilabilmesi icin, 6nemli olan &ncelikle analiz igin kullanilacak
aletler ve elde edilecek verilerin anlasilabilir hale getirilebilecegi matematiksel
yontemlerdir. Analitik caligmalarda tek basina, iki veya daha fazla aktif bilesigi
iceren karisgimlarin  kantitatif analizi i¢in spektrofotometri, spektroflorimetri,
infraredspektrofotometrisi,  voltametri ~ (polorografi), = kromatografi,  kiitle

spektrometresi ve bu metotlarin kombine sekilleri kullanilmaktadir (Kaya, 2007).

Gilinlimiizde analiz i¢in kullanilan UV/Goriinlir Bolge spektrofotometreler ucuz ve
hassas olmakla birlikte karmasik sonuglar vermektedir. UV/Goriiniir aletlerinin
kullanilmast tek etken madde igeren ilaglarin analizinde herhangi bir sorun
olusturmazken birbiri ile ¢akisan spektrum veren ila¢ karisimlart analizinde sorunlar
olusabilmektedir. Analiz islemlerinde daha kesin, daha dogru, daha hizli, daha
ekonomik ve daha giivenilir sonuc¢lara ulagmak i¢in yeni teknik ve yaklagimlara

ithtiya¢ duyulmaktadir (Cetin, 2008).

Analitik kimyada higbir 6n ayirma islemi yapmaksizin kombine ila¢ numunelerinin
ayni anda kantitatif analizi son derece onemlidir. Analitik yontemler gelistirmek

amaciyla, klasik analitik yontemler ile birlikte degisik matematiksel algoritmalara



dayanan hesaplama teknikleri kombine olarak uygulanmaktadir. Klasik analitik
yontemler ile kemometrik kalibrasyonlarin karisim analizlerinde basarili sonuglar
vermesi nedeniyle ilag numunelerinin analizinde artan yogunlukta kullanilmaktadir

(Kaya, 2007).

Bu calismada ila¢ etken maddelerinden Moksifloksasin ve metranidazol tiirii
ilaglarm1 UV/VIS spektroskopisi yontemiyle tayin edip elde edilen verilerin
kemometrik yontemlerle degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu bdliimde analizi

yapilacak bu etken maddeler ve uygulanan metotlar hakkinda bilgi verilecektir.

1.1. Antibiyotigin Tanim

Sozliikklere goére Yunanca anti (karsi) ve bios (yasam) sozciiklerinden tiiretilen
antibiyotik sozciligli, yine sozliiklerdeki tanimlamasiyla “Bitkilerde, 6zellikle kiif
mantarlarinda bulunan ya da yapay olarak iretilen, bakteri ve diger
mikroorganizmalarin gelisimini durduran ya da onlar1 yok eden maddelerin ortak
ismidir”. Antibiosis sozcligli ise, yine sozliiklerdeki tanimlamasina gore,

“mikroorganizmalar arasindaki karsitlik” demektir.

1.1.1. Antibiyotiklerin Tarihgesi

Mikrobiyolojinin en biiylik attlmmi yaptigit 19. yiizyilhin ikinci yarisinda,
mikroorganizmalarin sagaltimda yararlanilabilecek potansiyele sahip olabileceklerini
ilk diisiinen bilim adamlar1 Pasteur ve Joubert olmustur. Steril idrarda iyi iireyen
sarbon basillerinin diger bakterilerle kirlenmis idrarda tiireyemediklerini ve sonunda
oldiiklerini saptayan arastirmacilar, bu gozlemlerinin nedenlerini deneysel olarak

ortaya ¢ikartmak istemislerdir.

1935 yilinda Domagh enfeksiyon hastaliklarinin  modern kemoterapisini
sulfonamidlerle baglatmis ve prontosil {izerinde yaptig1 ¢alismalardan otiirti 1938
yilinda Nobel 6diiliinii kazanmistir. Penisilinin klinikte ilk denendigi 1942 yilina
kadar siilfonamidler antibakteriyel kemoterapinin en etkili ilac1 olarak yaygin
bicimde kullanilmislardir. 1939 yilindan baslayarak 1943 yilina kadar Actinomycetes

tiirleri iizerinde caligmalar yapan Waksman ve arkadaglari, sonunda, Streptomyces



griseus kiiltiirlerinden streptomisin adint verdikleri bir madde bulmuslardir. 1944
yilinda sagaltim alanma giren bu antibiyotik, bircok gram-pozitif ve gram-negatif
mikroorganizma yaninda Mycobacterium’lara karsi da ¢ok etkili olmustur. Uzun ve
yipratici II. Diinya Savasi’nin genis insan kitlelerine yaydigi tuberkiiloz hastaliginin
denetim altina alinmasinda biiylik katkisi olan streptomisin, 6zellikle gram-negatif
mikroorganizmalarda ve Mycobacterium’larda giderek artan direng gelismelerine yol
acmistir. Sonugcta, etkinligini giderek yitirmis ve daha dar alanlarda daha bilingli
olarak kullanilmaya baslanmstir. II. Diinya Savasi’nin sonlarina dogru Streptomisin,
Kloramfenikol ve Klortetrasiklin bulunmus ve giinlimiize kadar ylizlerce

antimikrobiyal ajan literatiire kazandirilmistir.

1.1.2. Antibiyotiklerin Simiflandirilmasi

Antibiyotikleri c¢esitli kriterlere gore smiflandirmak miimkiindiir. Antibiyotikler,
mikroorganizmalar tizerindeki etki derecelerine, etki mekanizmalarina, kimyasal
yapilarmma ve farmakokinetik oOzelliklerine gore olmak iizere c¢esitli sekillerde
siiflandirilabilirler.  Viicut  sivilarinda  olusturduklart  konsantrasyonlarda,
mikroorganizmalar lizerindeki etki derecelerine gore bakteriyostatikler ve
bakterisidler olmak tizere iki sekilde smiflandirilir (Cizelge 1.1). Enfeksiyonlarin
antimikrobiyallerle tedavisinde basar1 uygun ilag se¢cimi ve kullanimina baglhdir.
Tedavi planlanirken hastaliga sebep olan patojeni ve onun ilag duyarliligin1 gosteren
in vitro veriler de dnem tagir ancak ilacin yapisi ve etki mekanizmalari ile ilgili bilgi
olmaksizin sadece in vitro verilere dayandirilan tedavi basarisizlikla neticelenir. Bu
nedenle antimikrobiyal ilag se¢ciminde etki mekanizmasi (farmakodinamik) ve ilacin

viicuttaki hareketi (farmakokinetik) kritik dnem sahiptir.

Farmakokinetik Ozellikler antibiyotiin emilim, biyoyararlanim, dagilim, proteine
baglanma orani, metabolizma ve eliminasyonunu belirtir. Farmakodinamik 6zellikler
ise antibiyotigin etki-zaman iliskisini yansitir ve etki alanindaki konsantrasyonu ile
antimikrobiyal etki veya istenmeyen etki arasindaki iliskinin belirli bir zaman i¢inde

incelemesini ifade eder (Abdel-Rahman S.M. 2004).



Cizelge 1.1. Antibiyotiklerin etki giiclerine gore siniflandirilmasi

BAKTERISIDLER BAKTERIYOSTATIKLER
Penisilinler Tetrasiklinler

Sefalosporinler Kloramfenikol
Aminoglikozidler Stilfonamidler

'Vankomisin Eritromisin

Rifampisin Klindamisin

Florokinolonlar Mikonazol

IPolimiksinler Etambutol

Teikoplanin

1.2. Moksifloksasinin Genel Ozellikleri

Tiptaki gelismelere paralel olarak, ilag sanayi de gelisme gostermistir. Son yillarda
tibbi, kimyasal, biyolojik ve farmakolojik aragtirmalara 6zellikle 6nem verilmis ve
bunun sonucunda yeni ve etkili ilag aktif maddeleri dolayisiyla da etkili ilaglar
bulunmus ve gelistirilmistir. Moksifloksasin de kinolonlar grubuna giren bir ilag aktif

maddesidir.

Moksifloksasin sentetik antibakteriyel bir maddedir ve Aveloks ® adl ilacin etken
maddesini olusturur. Bu ilag, kronik bronsit, siniizit ve akciger hastaliklar1 gibi
bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu
yiizden moksifloksasinin kanda ve idrar gibi biyolojik sivilardaki miktarlarinin tayin

edilmesi klinik agidan olduk¢a 6neme sahiptir.

Moksifloksasinin ila¢ tabletlerinde kan serumu ve idrar gibi biyolojik sivilardaki
tayini i¢in cesitli yontemler vardir. Bu yoOntemler arasinda kromatografi ve
elektroforez yontemleri sayilabilir. Voltametrik acgidan ise moksifloksasinin

yiikseltgenme ¢aligmalar1 yapilmistir.

1.3. Moksifloksasin ile Tlgili Bilgiler

Bu kisimda moksifloksasin ile ilgili genel bilgiler yer alacak olup, ozellikleri ve

yapist ile tayin yontemleri hakkinda bilgi verilecektir.



1.3.1. Moksifloksasin ozellikleri ve yapisi

Moksifloksasin kinolonlar grubunda yer almaktadir. Kinolonlarin tarihgesine
bakildiginda; bu grup antibakteriyel maddelerin ilk {iyesi olan nalidiksik asit 1960’11
yillarda antimalaryal bir ila¢ olan klorokinin saflastirilmasi sirasinda elde edilen bir
ara Urlinden iretilmistir. Daha sonra 1980°li yillarda florlanmig kinolonlar, 4-
kinolonlar, kinolon karboksilik asitler de denilen yeni kinolon tiirevleri klinik
kullanima girmis ve ¢esitli enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmistir.
Nalidiksik asitle yapisal iligkisi bulunan yeni kinolon tiirevleri nalidiksik aside
benzer sekilde oral olarak alindiginda iyi emilen ve kullanimi kolay bir ilagtir.
Moksifloksasin nalidiksik asitten farkli olarak daha genis antibakteriyel etki
spektrumuna, daha iistiin farmakokinetik 6zelliklere sahiptir ve direngli bakteri

gelisimine de daha az neden olmaktadir.

Kinolonlar timiiyle sentetik olarak elde edilen antibiyotiklerdir. Ana yapiy1 1.
konumda azot, 4. konumda ¢ift bagla bagl olan oksijen bulunduran kinolon halkas1
olusturur. Kinolonlar arsindaki antibakteriyel etkinlik ve farmakokinetik farkliliklar,

kimyasal yapilarindaki farkliliklardan kaynaklanir.

Kinolonlar antibiyotik 06zellikte olmalarindan dolay: bakterilerin metabolizmasini

bozarak ya da hastalik yapma etkilerini yok ederek bakterileri etkisiz hale getirirler.

Yeni kinolonlarin binlerce tiirevi elde edilmis ve halen tretilmekte iken bunlardan
ancak bazilar1 insan enfeksiyonlarinda kullanilmaktadir. En ¢ok uygulananlarin
basinda norfloksasin, enoksasin, ofloksasin, siprofloksasin, pefloksasin gelmekte;
bunlann fleroksasin, lomefloksasin, temafloksasin, amifloksasin, difloksasin,

tosufloksasin, sparfloksasin izlemektedir.

Genel olarak yeni kinolonlar Enterobacteriaceae ailesinin iiyelerine, H. influenzae,
gonokoklar, menengokoklar gibi gram negatif bakterilerine kars1 son derece diisiik
derisimlerde etkilidirler. Kinolonlar arasinda bu bakterilere karsi etkinlik agisindan

farkliliklar az da olsa goriilebilir.



Kinolonlarin  kullanildig1  baslica enfeksiyonlar; genitoliriner enfeksiyonlar,
gastrointestinal enfeksiyonlar (tifo ve paratifolar dahil), akciger enfeksiyonlar
endokardit, menenjit, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, oftalmik enfeksiyonlar

sayilabilir.

Yeni kinolonlar; oral alim kolayligi, idrar, bobrek ve prostat dokularinda yiliksek
diizeye ulasmalari, bu diizeyde {iriner enfeksiyonlara neden olabilecek tiim
bakterilere etkili olmalar1 nedeni ile idrar yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde ¢ok
kullanilmaktadir. Kulak burun bogaz hastaliklarindaki en 6nemli kullanim yeri dis
kulak iltihaplaridir. Yan etkileri ¢ok fazla olmayan kinolonlarin en fazla goriilen yan

etkileri mide barsak sistemi lizerindedir.

Moksifloksasin bir florokinolon tiirevidir ve antibakteriyel bir maddedir. Gram-
pozitif ve gram-negatif organizmalar, anaeroblar, aside diren¢li bakteri ve atipik
bakterilerin genis bir bolimiine karst in-vitro aktiviteye sahiptir. Bakteri
hiicresindeki DNA zincirini bozarak etki gdsterir. Moksifloksasin; 1-siklopropil-7-
{(8,S)-2,8-diazobisiklo[4.3.0]non-8-il} -6-9-floro-8-metoksi- 1,4-dihidro-4-okso-3-

kinolon karboksilik asidin hidro kloriir tuzudur(Leomine). Kimyasal yapis1 sekil
2.1.’de goriilmektedir. Moksifloksasinin mol kiitlesi 437,9 gramdir. Basit formiilii ise

C21H24FN304’tiir (Kumar).

Moksifloksasin, diger kinolonlardan farkli olarak 8 konumunda metoksi grubu ve 7
konumunda diazobisiklononil grubu igerir ve kronik bronsit, siniziit gibi bakteriyel
enfeksiyonlara karsi etkilidir. Diger kinolonlardan eliminasyon (yart Omiir) ve

bakterilere kars1 etkinlik agisindan farklilik gdsterir.
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Moksifloksasin hizli bir sekilde mide ve bagirsaklardan emilir. fla¢ derisimine bagh
olarak moksifloksasinin %350’si serum albuminine baglanmaktadir. Bu bilesigin
biyolojik etki mekanizmasi tam olarak agiklanabilmis degildir. Ancak
moksifloksasininde yer aldig1 florokinolonlarin; bakteri hiicresindeki DNA sentezini

onleyerek oldiiriicii etki yaptiklari bilinmektedir.(Zhanel)

1.3.2. Moksifloksasinin tayin yontemleri

1.3.2.1. Kromatografik yontemler

Yiiksek performansli sivi kromotografisi (HPLC); moksifloksasinin ayrilmasi ve
tayini i¢in olduk¢a yaygin kullanilan bir metottur. Boubakar ve arkadaslari, 6zel bir
madde olan Mueller-Hinton suyundaki moksifloksasinin HPLC ile tayini i¢in yontem
gelistirmislerdir. Bu ¢alismada grup floresans dedektor kullanmistir. 0,5-3,2 pg/mL
derisim araliginda moksifloksasin derisimi ile pik alani arasinda dogrusal bir artis

bulmuslardir (Boubakar).

Nguyen ve arkadaslari, moksifloksasinin, gatifloksasinin ve levofloksasinin serum
numunesinde es zamanl tayinlerini gerceklestirmek amaciyla HPLC ile bir yontem
gelistirmislerdir. Bu calismada hareketli faz olarak asetonitril, tetrabiitil amonyum
bromiir ve fosfat tamponu igeren bir karisim kullanilmistir. Gelistirilen yontem ile
gozlenebilme sinir1 levofloksasin i¢in 60 ng/mL, gatifloksasin i¢in 120 ng/mL ve

moksifloksasin i¢inde 35 ng/mL olarak bulunmustur (Nguyen).

Vishwanathan ve calisma grubu, serum numunelerindeki moksifloksasinin; sivi
kromatografisi elektrosprey iyonlastirici tandem kiitle spektroskopisi (LC/ESI-
MS/MS) ile tayini icin bir yéntem gelistirmislerdir. Bu yontemde Oasis® HLB kati
faz oziitlemesi kullanilarak moksifloksasin 6ziitii elde edilmistir. Bu yontem ile 1-
1000 ng/mL arasinda dogrusal bir kalibrasyon egrisi elde edilmis, moksifloksasin

i¢in tayin sinirt 50 pg/mL olarak bulunmustur (Vishwanathan).

1.3.2.2. Kapiler elektroforez yontemi

Moksifloksasin iki kiral merkeze sahiptir. Iki kiral merkez atomundan dolayr dort



farkli izomeri vardir. Bunlar S,S izomeri, R,R enantiomeri, R,S diastreoizomeri ve

S.R diasteroizomeridir.

Moller ve arkadaslari, kan serumundaki moksifloksasinin tayinini laser floresans
kapiler elektroforez ile gergeklestirmislerdir. Calisma sonucunda elde edilen veriler,
HPLC yontemi ile elde edilen verilerle karsilagtirilmistir. Yapilan bu calisma
sonucunda kan serumundaki moksifloksasinin tayini icin LOD degeri 2,5 pg/L ve

LOQ degeride 0,5 pg/L olarak bulunmustur. (Moller)

Cruz ve Hall, moksifloksasinin dort farkli stereoizomeri arasindan S,S izomerini
ayirt etmek icin kapiler elektroforez yontemini kullanmiglardir. Calisma; %6
asetonitril, %5 siilfolanmig-y-siklodekstrin igeren fosfat tamponunda, 20° C’da

50umx40 cm silika kapiler ile yapilmistir (Cruz).

1.3.2.3. Elektrokimyasal yontemler

Moksifloksasin yapisindaki karbonil grubundan dolayi elektroaktif bir maddedir.
Ancak moksifloksasinin elektrokimyasal yontemlerle yapilan caligmalari siirhdir.
Elektrokimyasal yontemlerle moksifloksasinin yiikseltgenme davranislart ve
adsorptif voltametri ile tabletlerde ve idrarda ¢alisilmistir. Moksifloksasin hakkinda
elektrokimyasal tekniklerle yapilan ¢alismalar sinirli olmasina ragmen, tiyesi oldugu
florokinolonlar grubundaki ilag aktif maddeler icin ¢ok sayida ¢alisma

bulunmaktadir.

Rizk ve arkadaslari, florokinolonlar grubuna giren ofloksasinin, ilag¢ yapilarindaki ve
biyolojik akiskanlardaki tayini icin diferansiyel puls polarografisini kullanarak bir
yontem gelistirmislerdir. Ofloksasinin elektrokimyasal davranisini B-R tamponu
kullanilarak pH 4,1 ile 10,3 arasinda incelenmistir. indirgenme reaksiyonu tersinmez
ve difiizyon kontrollii olarak bulunmustur. DC polarografisi ile ¢aligma araligi 5x10°
°-5x10* M ve DP polarografisi ile 1x107-5x10* M ve minimum gbzlenebilme sinir

3x10” M olarak hesaplanmustir (Rizk).

Trindade ve ¢alisma grubu, tablet ve idrar numunelerindeki moksifloksasinin tayini



icin asili civa damla elektrodunda, kare dalga voltametrisi ile bir yontem
gelistirmislerdir. Destek elektrolit olarak pH 8 fosfat tamponu kullanilmistir. Yapilan
calismada Ag/AgCl’e karst -1,38 V’da tek bir indirgenme piki gozlenmistir.
Moksifloksasin i¢in tayin sinir1 degeri saf ilag seklinde 0,44 ng/mL ve idrarda ise
3,20 ng/mL olarak bulunmustur. Gozlenebilme sinirt ise saf ilag formunda 1,46

ng/mL ve 10,60 ng/mL olarak bulunmustur.(Trindade)

Song ve c¢alisma grubu, ila¢ formulasyonlarindaki lomefloksasinin, 2-iyodoasetamit
varliginda polarografik katalitik dalgasini calismislardir. Calisma fosfat ortaminda
gerceklestirilmis ve 2-iyodoasetamit varliginda lemofloksasin katalitik bir dalga

olusturmus olup ¢alismada ikinci tiirev polarografisi kullanilmistir. Bu yontem ile

lemofloksasin igin ¢alisma araligi 1x10®M ile 1x10°M olarak bulunmustur (Song).

Jain ve c¢aligma grubu, florokinolonlar grubuna giren sparfloksasinin Co(II)
komplekslerini ¢alismislar ve sparfloksasinin kalitatif ve kantitatif tayinini
gerceklestirmislerdir. Elde edilen kompleksin elementel analizi IR spektrumlarindan
metal ligand oranim1  bulmuglar, polarografi ve amperometri tayinini
gerceklestirmislerdir. Yapilan analizler sonucu metal ligand orami 1:1 olarak

bulunmustur. (Jain)

1.3.3. Yan etkiler

Bulanti, kusma, ishal ve diger gastrointestinal sistem ile ilgili rahatsizliklar
kinolonlarin en O6nemli yan etkilerini olustururlar. Genis spektrumlu diger
antibakteriyel ilaclar (penisilinler veya sefalosporinler gibi) ile karsilastirildiginda

ishalin siddet daha azdir %1-10 (Lipsky-Rolvold).

Hipokalemisi olan hastalarda QT araligim1 uzattigr gosterilmistir. Aritmisi olan

hastalarda kullanilmamalidir (Elming H).

Steroid kullanan hastalarda tekrarlayan ani tendon riiptiiriine sebep oldugu

gosterilmistir. (Olaf Burkhardt)
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Sinir sistemine yonelik istenmeyen etkileri daha seyrektir (<0,5%); ama psikolojik
reaksiyonlar, halusinasyonlar, depresyonlar ve konvulsiyonlar kinolonlar ile tedavi
sirasinda siklikla ortaya ¢ikmaktadir; bu nedenle, hastanin bu ilaglar ile tedavisi
sirasinda bu tiir etkiler géz onilinde tutulmalidir. Fluorokinolonlarin sinir sistemine
yonelik etkilerinin patogenezisi tam olarak bilinmemektedir. Kinolonlarin GABA
icin antagonistik etkileri in vitro olarak 7 numarali karbon atomundaki heterosiklik
yapinin siirdiiriilmesiyle miimkiindiir. Serbest piperazinil grup tasiyan kinolonlarin
bu tiirevleri, metil piperazin halka tasiyanlardan daha gii¢lii etkinlik gosterirler.

(Lipsky-Rolvold)

Gebelik ve emzirme doneminde teratojenik etkilerinden dolay1r cocuklar ve
addlesanlarda geri doniisiimsiiz kikirdak deformitesine yol actigi icin kullanimi

kontraendikedir (Lipsky-Rolvold).

1.4. Metronidazol

Metronidazol bir nitroimidazol tiirevidir. Nitroimidazoller (metronidazol, ornidazol,
tinidazol) oOzellikle anaeroblar, protozonlar ve baz1 helmintlere etkili

antibiyotiklerdir.

Nitroimidazoller anaerobik enfeksiyonlar ve protozoa enfeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilir. Anaerobik enfeksiyonlarda siklikla gram negatif aerobik bakterilerde
birlikte gelisen mikst enfeksiyonlardir, bu nedenle tedavide metronidazol veya
ornidazol betalaktamlarla birlikte kombine olarak kullanilir. Anaerobik bakteriyemi,
abse, yumusak doku enfeksiyonlari, oral ve dental enfeksiyonlarda metronidazol
kullanilabilir. Metronidazol Clostridium Difficile’nin neden oldugu psddomembrandz

enterokolitte ilk segenek antibiyotiktir.

Antibiyotik, herhangi bir mikroorganizma tarafindan, baska bir mikroorganizmay1
Oldiirmek veya ¢ogalmasini durdurmak i¢in tiretilen her tiirlii maddedir. Antibiyotik
{iretimi, onu {ireten mikroorganizma igin selektif bir avantaj saglar. Ornek olarak,
Penicillium tarafindan iiretilen antibiyotikler, dogada rekabet halinde oldugu diger

mikroorganizmalarin biiylimesini dnleyerek Penicillium'a dogal ayiklanma siirecinde
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bir avantaj saglar.

Metronidazol ve ornidazol tek basina veya betalaktam antibiyotiklerle kombine
edilerek elektif kolon cerrahisi jinekolojik operasyonlar ve acil apendektomi

profilaksisinde de kullanilabilir (Leblebicioglu, 2001).

OH

Sekil 1.2. Metronidazol’iin kimyasal yapisi

1.4.1. Voltametrik Tekniklerle Yapilms Bazi ila¢ Analizleri

1.4.1.1. Metronidazol’iin Aktiflestirilmis Camsi Karbon Elektrotta
Elektrokimyasal Indirgenmesi ve Ilaglarda Tayini

Ozkan ve digerleri (1997), metronidazolun ilaglarda tayini igin bir ydntem
gelistirmiglerdir. Bu yontem yeni bir on islemle, aktiflestirilmis camsi karbon
elektrotta ilacin elektrokimyasal indirgenmesine dayanmaktadir. Bu c¢aligmada
elektrokimyasal indirgenmeye pH, konsantrasyon, tarama hizi, organik ¢oziicli ve
yiizey etken maddenin etkisini incelemislerdir. Akimin konsantrasyonla orantili
oldugunu ve ilacin BR tamponunda (pH:10), 2x10°-6x10* konsantrasyon araliginda
tayin edilebilecegini bulmuslardir. Ayrica sonuglart HPLC metodu iceren USP XXIII

prosediirii ile karsilastirarak dnerdikleri metodun dogrulugunu kontrol etmislerdir.

Bir¢ok heterosiklik bilesik, nitro grubunun biyolojik indirgenme olayindan dolay1
antibakteriyel ve antiprotozoan aktivitiye sahiptir. Bu bilesikler zaten, hem bir radyo-
hassaslastirict hem de bir sitotoksik ajan olarak kanser tedavisinde kullanilmaktadir.
Bu 6nemli ila¢ sinifinin en 6nemli temsilcisi S-nitroimidazol derivesi (tiirevi) olan
Metronidazoldiir. Bu madde trichomoniasis, giardiasis, amoebiasis ve balantidiasis

bakterilerini igeren protozoal hastaliklarin bir ¢esidi i¢in etkin bir ajandir.
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Metronidazol daha once spektrometri, titrimetri, ince tabaka kolon kromatografisi,
gaz kromatografisi (GC) ve yiiksek performansl likit kromatografisi (HPLC) ile
belirlenmistir. Bu etken maddenin elektrokimyasal indirgenmesinde ¢esitli ¢alismalar
yayinlanmistir. Bir damlayan civa elektrot kullanildiginda, metronidazol ve onun
ilgili bilesikleri yiiksek bir katodik pik verir. Bu piklerden birincisi hidroksil aminin
4 elektron ile indirgemesine aitken, ikinci pik ise aminin 2 elektron ile

indirgenmesine aittir. Ve bu reaksiyonlar pH ve destek elektrolite baghdir.

Metronidazol’iin kat1 elektrotlardaki ilk elektrokimyasal ¢alismasi ilk olarak Bishop
ve Hussein tarafindan yaymlanmistir. Bu bilim adamlari, metronidazoldeki amin
grubunun alkali ortamdaki donen platin ve altin elektrot kullanilarak iki adimda

indirgenmesine ait bir rapor kaydetmislerdir.

Voltametrik Slgtimler bir EPL-2 kaydedici (Tacussel) ile birlestirilmis bir PRG-3
polarografi cihazi (Tacussel) ile yapilmistir. Biitiin potansiyeller doymus kalomel
elektrot (SCE) ve platin tel yardimci elektrot ile kaydedilmistir. Calisma elektrodu

olarak ise camsi karbon elektrodu (Tacussel XM 540; alan: 1,013 cm?) kullanilmistir.

Elektroda yapilacak 6n islem icin bir Venking modeli HP 70 potansiyel diizenleyici

ve aynt tip 250 fonksiyonlu bir jenerator kullanilmastir.

HPLC deneyleri UV dedektorii (Model 481) ile birlestirilmis Waters Likit
Kromatografi (Model 510) cihazi ile gerceklestirilmistir.

Metronidazol etken maddesi Eczacibasi ilag Fabrikasindan temin edilmistir. Diger
biitlin reaktifler Sigma ya da Merck firmalarinca {iretilmis ve desteklenmistir.
Voltametrik olarak gozden gecirilen stok c¢ozeltiler giinliik olarak yenilenmis ve

Britton-Robinson tamponu (1,6 —10,6) hazirlanmastir.

Cift distile edilmis saf su kullamilmistir ve hiicreden saf azot gazi gegirilerek

deoksijenasyon engellenmistir.

Camsi karbon elektrodun aktivasyonu i¢in 0,3 pm aliimina kullanilmigtir. Elektrot,
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0,1 M KNO:s ¢ozeltisinde 5s+1,5V ve 2s-1V potansiyel uygulanarak elektrokimyasal

bir isleme tabi tutulmustur.

Bu calismalar, elektrodun tekrarlanabilir voltametrik cevaplar vermesi gerceklesene

kadar tekrarlanmistir.

Bu prosediirlerin sonunda yiizey yiiksek aktiviteye sahip olur. Her taramadan 6nce

bu islemler yapilmistir.

10 tane tabletin ortalama kiitlesi alinmig ve bu tabletler ¢ok iyi bir sekilde pudra
haline getirilmistir. Ve bu numuneden 107 M stok ¢dzelti hazirlanmigtir. Bu ¢ozelti
pH 10 olan 100 mL’lik balon jojedeki 80 mL tampon iceren ¢ozelti i¢ine transfer
edilmistir. Balon jojedeki igerik 15 dk manyetik karistiricida karistirilmistir. Ve ayni
destek elektrolit ile istenilen hacme seyreltilmistir. Cozelti siiziilmistiir ve saf
metronidazol’iin voltamogramlar1 kaydedilmistir. Metronidazol’tin igerigi ilgili

esitlikten hesaplanmistir.

Dogrusal taramali voltametri ile aktiflestirilmis camsi karbon elektrot kullanarak
metronidazol’iin tek bir indirgenme piki gozlenmistir. (1,6 ile 10,6 pH degerleri

arasindaki destek elektrolitlerde) (Sekil 1.4).

Bu pik, hidroksil amine ait nitro grubunun indirgenmesi ile ilgilidir. Ve buna gore
aromatik ve heteroaromatik nitro bilesiklerinin elektrokimyasal indirgenmesinin
mekanizmasi onerilmistir.

R-NO, +4de~ +4H* - R-NHOH + H,0

N
)

(',‘]-lz(‘HEOI‘I
Sekil 1.3. Metronidazol’iin indirgenme mekanizmasi.

Aktive edilmemis camsi karbon elektrot ile alinan voltamogram ile aktive edilmis

14



cams1 karbon eklektrot ile alinan voltamogram karsilastirildiginda, aktive edilmis
elektrot ile alinan voltamogramdaki indirgenme pikinin daha yiiksek akim degerine

sahip oldugu gdzlenmistir.

-EJSVW

Sekil 1.4. Dogrusal taramali voltametri ile elde edilmis voltamogramlar: (—)
aktiflestirilmis ve (---) aktiflestirilmemis camsi karbon elektrot ile.

4x10™*M BR tamponu (pH 10), tarama hiz1 100 mv/S.

Doniistimlii voltametri (CV) taramasinda, hidroksil amine ait tek bir anodik piki
(+0,4 civarinda, BR pH 6.5) gozlenmistir. Katodik ve anodik pik potansiyel
degerlerinin ayrilmasi 10 dan 100 mVs™ e kadar hizlarda taranmasi sonucunda

tersinir olmayan cift redoks ile agiklanmustir.

Sekil 1.5’de tekrarlanan doniisiimlii voltamogramlar1  gostermektedir. Bu
voltamogramlara bakildiginda anodik veya katodik yonde tek bir pik gézlenmistir.

Bu reaksiyonun tersinmez oldugunu gostermektedir.
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Sekil 1.5. 4x10* M metronidazol’in BR tamponu (pH 10) ortaminda CV
voltamogrami.

Bu sonuclarin temeli aktiflestirilmis camsi karbon elektrot kullanarak sulu ortamda

Metronidazol’lin belirlenmesine dayanir.

En 1y1 voltamogramlar Britton-Robinson tamponu pH 10’da ve 100 mVs™ tarama

hizinda elde edilmistir.

Voltamogramlar, +0,1 — (-1,5 V) potansiyel araliginda kaydedilmistir.

Pik potansiyelinin ve pik akimimin tekrarlanabilirligi 2x10™* M Metronidazol ¢ézeltisi
ile 5 deneyin tekrarlanmasi ile elde edilmistir. Pik potansiyeli ve akimi i¢in bagil

standart sapma 0,9 ve %1,7 olarak hesaplanmistir.

Metronidazol konsantrasyonuna kars1 pik akiminin grafiginde konsantrasyon araligi
2x107° - 6x10™* M (r = 0.997) olan bir dogru gériilmiistiir. Bu dogrunun egimi
24,5x10* pA dir. Kayma degeri (n) ise 8,9 uA dir. Egimin standart sapmasi 56,1x10
HA ve kaymanin standart sapmasi ise 1,2 pA olarak belirlenmistir. Belirme siniri

1,1x107° M olarak bulunmustur (3s/m denklemine gore).
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Cizelge 1.2. Metronidazol’iin miktarim1 belirlemek icin belirlenen analitik tayin

parametreleri
Parametreler Sonuglar
Potansiyel (mV) -40
Kalibrasyon Aralig1 (mol L™) 2x1076- 6x1074
Egim (LA mol™ L) 24,5x104
Egimin Bagil Standart Sapmasi 56,1x102
Kayma (nA) 8,9
Kaymanin Bagil Standart Sapmasi 1,2
Korelasyon Katsayisi (1) 0,997
Olgiim Sayis1 5
LOD (Belirme Sinir1) (mol L™) 1,1x1076
Pik Akiminin Tekrarlanabilirligi 0,9

(% Bagil Standart Hata)

Yukaridaki sonuglar Metronidazol iin ticari formiilasyonlarinin aktiflestirilmis camsi

karbon elektrot ile belirlenmesine izin verir.

Sonuglar UV dedektor sistemi ile birlestirilmis HPLC sistemi ile belirlenmis sonuglar

ile karsilastirilmistir. Bu sonuglar Cizelge 1.3°de gosterilmektedir.

Cizelge 1.4°de ise aktiflestirilmis cams1 karbon elektrot ile gelistirilen bu voltametrik

teknikle yapilan geri kazanim ¢aligsmalariin sonuglar1 gosterilmektedir.

Cizelge 1.3. HPLC sistemi ile desteklenmis voltametrik sonuglar

Voltametrik metod
Tablet (500 mg) Oral suspansiyon 1i.v. inflizyon Vajinal tablet®
(125 mg 5 mL-1) solusyonu (500mg)

(0,5%)
Ortalamab 503,3 126,0 501,2 502,4
RSD. (%) 1,74 2,58 127 1,89

t-testi 0,702 0,460 0,534 0,466
RSD: Bagil Standart Sapma
* Her bir vajinal tabletteki 100 mg mikonazol nitrat varlig
°10 deneyin ortalamasi
HPLC metodu Oral 1.v. inflizyon Vajinal tablet®
Tablet (500 mg) suspansiyon (125 mg 5 solusyou (0,5%) (500 mg)
mL ™)
506,0 125,4 503,2 504,5
1,72 2,19 1,86 2,06

P=0,05, t=2,101
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Cizelge 1.4. Geri kazanim ¢alismalari

Formiilasyon Geri Kazanima(%o) R.S.D. (%)
Tablet 98,4 0,56
Oral suspansiyon 99,4 1,92
1.v. inflizyon solusyonu 99,5 0,66
Vajinal tablet 98,9 0,92

Sonug¢ olarak, Metronidazol adli etken maddenin elektrokimyasal indirgenme
Ozelliklerinden yararlanilarak ve aktiflestirilmis camsi1 karbon elektrot kullanarak
kantitatif tayini i¢in hassas bir dogrusal taramali voltametri teknigi gelistirilmistir.

(Ozkan ve dig., 1997).

1.4.1.2. Metronidazol’iin Karbon Fiber Mikrodisk Elektrotta Elektrokimyasal
Indirgenmesi

Bartlett ve digerleri (2005), yaptiklar1 ¢calismada karbon fiber mikrodisk elektrotta
Kare Dalga Adsorptif Siyirma Voltametrisini kullanarak Metronidazol’iin
elektrokimyasal davranigini incelemislerdir. pH 9,0 olan BR tamponunu destek

elektrolit olarak kullanarak dogrusalligin gozlendigi analitik konsantasyon tayin

araligmi 5x10” — 1x10° M olarak saptamuslardir. (Bartlett ve dig, 2005)

1.5. Kemometrik Yontemler

Kemometri kelimesi ilk olarak 1970’li yillarin ortalarinda, Isvegli organik kimyaci
SvanteWold tarafindan kullanilmaya baslanmistir. Bilgisayar teknolojisinin
gelismesiyle baslayan ve Ingilizce’de “computational chemistry” olarak
adlandirilan ve bilgisayar destekli kimya olarak adlandirilan bilim dalindaki
gelismeler sonucu ortaya ¢ikan bir kelimedir. Bu kelime, Ingilizcede kimya ve 6lgme
kelimelerinin bir araya gelmesinden meydana gelmistir ve kimyada uygulanan cesitli
O0lcme ve degerlendirme islemlerine bilimsel bir yaklagimi ifade etmekte ve
icermektedir. Kemometri, matematiksel ve istatistiksel metotlar1 kimyasal verilere
uygulama iglemidir. Uluslar arasikemometri derneginin (ICS) tanimina gore
kemometri; kimyasal dl¢limlerle, matematiksel ve istatistiksel uygulama yontemleri
arasinda iligki kuran bir bilim dalidir. Deneysel parametrelerin optimizasyonu, deney

tasarimi, kalibrasyon, sinyal isleme gibi ¢esitli teknikler kullanilarak veri elde edilir.
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Bu verilerden bilgi edinmek i¢in ise, istatistik, kalip tanima, modelleme, yapinin

niceligini degerlendirme gibi teknikler kullanilir. Kemometri;

o Istatistik ve matematik ile birlikte bilgisayar kullanarak kimyasal verilerin
islenmesini kapsayan bir kimya disiplinidir.
e Kimyasal analizlerde, kimyasal verilerden gercek bilginin ekstraksiyonunu ve

yasakli bilgilerin agiga ¢ikarilmasina olanak taniyan gii¢lii bir aractir.

Kemometrinin temel uygulama alanlarindan biri de analitik kimyadir. Kemometri
kimyada 6zellikle analitik kimyada kompleks numunelerin analizinde hizli, dogru,

kesin ve giivenilir sonuglara ulagsmak i¢in esnek ve ¢ok yonlii ¢oziimler sunar.

Niimerik yontemler olarak da adlandirilan kemometrik yontemler son yillarda
spektrumlardan elde edilen Gl¢iim degerlerinin bilgisayar destekli programlar ile
lineer denklem sistemlerinin ¢éziimiine dayali kalibrasyonlarin ve 6l¢iim degerlerinin
dekomposizyonunu igeren algoritmalar kullanilarak kalibrasyonlarin kuruldugu
matematiksel metotlardir. Giiniimiizde kemometrik yontemlerin gelismesiyle birden
fazla etken madde igeren iiriinlerin kantitatif analizi higbir kimyasal 6n ayirma islemi
ve hicbir grafik islemi gerektirmeksizin hizli, dogru ve hassas olarak
gerceklestirilmektedir.  Kemometrik  hesap  yontemlerini  spektrofotometrik,
elektrokimyasal ve kromatografik Ol¢iim cihazlarindan elde edilen verilere
uygulamak miimkiindiir. Birden fazla etken maddenin bir arada bulundugu
bilesiklerde bu etken maddelerin ayni bdlgede absorbans vermeleri sonucunda
spektral girisimleri nedeniyle dogrudan kantitatif analizleri miimkiin olmadig: i¢in
bir ayirma isleminim ardindan ancak ar1 analizleri yapilabilir. Bu durum, uzun yillar
tirtin analizlerinde UV-goriiniir alan spektrofotometrilerin kullanimini kisitlayici bir
faktor olmustur. Ancak giiniimiizde karigim analizlerinde UV-goriiniir alan
spektrofotometrisi, kemometrik yontemlerin kullanimiyla tekrar giincellik
kazanmistir. Kemometrik yontemlerle bir maddenin kantitatif analizi, maddenin UV-
goriiniir alan spektrumundaki birden fazla dalga boyundaki absorbans olglimleri
kullanilarak, daha hassas bir sekilde gerceklestirilebilmektedir. Son yillarda
classicalleastsquares (CLS), principalcomponent-regression (PCR),

partialleastsquares (PLS) ve artifialneural network gibi kemometrik yoOntemler
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analitik kimyacilarin sik  sik  kullandiklar1  yontemler olmustur. Kompleks
karisgimlarin kantitatif analizinde kemometrik yontemler, spektrumlardan olgiilen
absorbans degerleri ile konsantrasyonlar arasindaki kalibrasyon algoritmalarina gére
kalibrasyonlar hazirlanir ve bu kalibrasyonlarda ¢ok sayida dalga boyunun
Ol¢iimlerde kullanilmasi sonucunda ortalama nedeniyle giiriiltii piklerinin etkisi ya
tamamen ortadan kaldirilir yada azaltilir. Bu kemometrik kalibrasyonlarin
hesaplanmas1 matriks matematigi igeren bilgisayar programlari ile yapilmaktadir.
CLS, PCR, PLS ve ANN kalibrasyon algoritmalarmma ek olarak kompleks
karigimlardaki etken maddelerin analizinde son zamanlarda kullanilmaya baglanan
bivariate kalibrasyon (BC) ve multilinearregression kalibrasyon (MLRC) yontemleri
de kompleks karigimlarin analizinde son derece basarili sonuglar vermektedir. Bu
bivariatekalibrasyon ve multilineerregression kalibrasyon yontemleri PCR ve PLS
gibi soyut vektor islemlerini de igermedigi gibi basit bir matematiksel algoritmaya
sahip olmalar diger kemometrik kalibrasyon yontemlerine alternatif olusturmaktadir.
Kemometri glinlimiizde lineer cebir matematigine dayali olarak bilgisayar destekli
kalibrasyonlar kurularak kantitatif analizlerin yapilmasina olanak taniyan Analitik

Kimyanin bir koludur (Vandeginste vd., 1998).

Kemometrinin farkli disiplinler ile iligkileri Sekil 1.6’da sunulmaktadir.

Organik
Fizikokimya Kimya Gida
\ / T ilag

Matematik ista- Aral |
. . . . . na I_ U
tistik Bilgisayar KEMOMETRI > Tip >_ ygulama

Programlama tikKimya alanlari
|
Biyoloji
1 oo
Sanayi
Miihendislik

Sekil 1.6. Kemometrinin iligkili oldugu alanlar
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1.5.1. Cok degiskenli kalibrasyon algoritmalar1 (Multivariate calibration
algorithms)

1.5.1.1. Klasik en kiiciik kareler yontemi (Classical LeastSquares (Kmatris)
method)

Klasik en kiigiik kareler kalibrasyon yontemi, spektrofotometrik veya diger analitik
cihazlardan elde edilen 6l¢iim verilerinden olusan lineer denklem sistemlerine, Beer—
Lambert yasasinin uygulanmasidir. Burada agiklamalar spektrofotometrik ¢alismalar
icin yapilmaktadir. A = K x C (Lambert-Beer yasasina gore)’dir. Bu denklem lineer

denklem sistemleri ile ifade edilecek olursa;

A =K11C1+K12C2..ccvvnnnnnnin. KicCc
Ax=K21C1 + K22Cot........... . KocCe
A3=K31C1 + K32Co+........ee KscCc
Aw=KwiC1+ Kw2C2+............ KwcCc

Burada A= élciilen sinyal, K= 6l¢iim i¢in se¢ilen noktalardaki katsayilar, C= analiz

edilen bilesigin konsantrasyon.
Y 6ntemin basit algoritmasi:
Apxq=Kpxj.Cjxq (1)

K = (ApCay) x (CpxiClax) !
K* = (KTjxpKpxj)]

Kzjp Cjxp=K*. Asample

Yontemin avantajlari;

1. Hesaplamalar hizhdur,
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2. Kalibrasyonlarda dalga boyu sec¢imi gerektirmez,
3. Dalga boylarinin sayisi bilesenlerin sayisindan fazla olsa da kullanilabilir,
4. Dalga boylarinin sayis1 bilesenlerin sayisindan fazla olsa da kullanilabilir,

5. Genis bir spektral alanda ¢ok sayida dalga boyunun absorbans oOl¢limleri

kalibrasyonda kullanilabilir,

6. PCR ve PLS’ye gore basit bir matematige sahiptir.

Yontemin dezavantajlari;

1. Bu kalibrasyonda kalibrasyon karisimlarinin her bilesen igin tam olarak

komposizyonunun bilinmesi gerekir,

2. Spektrofotometride grafik yontemlerin uygulanmasinda oldugu gibi CLS
kalibrasyon icin de birbiriyle etkilesen bilesenlerin bulundugu karigimlarin analizi

icin uygun degildir.

1.5.1.2. Ters en kiiciik kareler (P-matris) yontemi (Inverse Least Squares
method)

ILS yontemi lineer denklemler sisteminin spektroskopide Beer-Lambert yasasinin

ters ifadesinin lineer denklem sistemine uygulanmasini igerir:

C=PxA(Q)

Bu 1 nolu denklem asagida verilen lineer denklem sistemi seklinde yazilabilir:

Ci=PiiA1+Pr2A2+ ............... PiwAw

Co=PaA1+PA2+ ... PowAw
. (3)

CC: PclAl + PW2A2 S PCWAW
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Yukaridaki denklemler sisteminde A = Olgiilen absorbans degeri, P=kalibrasyon

katsayisidir, C = bilesenin konsantrasyonudur.

Yontemin basit algoritmast: Cixg= PrpApxq(18)

P=(CkxqAT (ApxqAgxpT )-1

Csample ~ Pkxp.4pxq

Yontemin avantajlar;

1.

Numune i¢in Olglilen absorbans degerleri, formiilde yerine kondugu zaman
dogrudan konsantrasyonu hesaplamak miimkiindiir, bu da hesaplamalarda zaman

kaybini ortadan kaldirmaktadir,

Analiz edilen bilesiklerin bilinmesi sartiyla bu kalibrasyon modeli ¢ok kompleks

karisimlarin analizine olanak tanir,

Yontemin dezavantajlari;

1.

2.

Kalibrasyon i¢in kullanilan dalga boyunun se¢imi zor ve zaman alic1 olabilir,

Dalga boylarmin sayis1 kalibrasyon numunelerinin sayisi ile sinirlanan modeller

kullanilir,

. Genellikle ¢ok sayida numune kullanilmas: dogru bir kalibrasyon i¢in gereklidir,

clinkii katsayr matriksinin hesaplanmasinda matriks determinant degerinin “0”
cikmast sonsuz ¢oziim gerektirmesi nedeniyle sakinca dogurur, bunu asmak icin

de kalibrasyon setindeki seri sayisini artirmak gerekir,

Kalibrasyon numunelerinin hazirlanmasi ve bir 6n kalibrasyon vasitasiyla dl¢iim

son derece zor ve sikintilidir.

1.5.1.3. Temel bilesen regresyon yontemi (Principal component regression

(PCR) method)

Kemometrik kalibrasyon yontemlerden birisi olan temel bilesen regresyon yontemi,

konsantrasyon seti i¢in ol¢giilen absorbans verilerinin dekomposizyonu ile birbirine
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dik (ortogonal) dogrular elde edilmesi esasina dayanir. Bu elde edilen dogrular

kurulacak kalibrasyonun koordinat sistemidir.

Burada agiklanan PCR algoritmasi Martens ve Naes (1984) tarafindan verilen
semaya gore aciklanmaktadir. PCR kalibrasyonu kurulmasindaki basamaklar

asagidaki bigimdedir:

Analiz edilecek maddenin konsantrasyon ve absorbans verilerinin varyans
kovaryansi bulunur. Varyans-kovaryans sac¢ilma matriksinin 6z vektorleri ve 6z
degerleri hesaplanir. Secilen 6z degere (eigenvalue) karsilik gelen 6z vektor
(eigenvector) kalibrasyonun lineer bilesenidir. PCR algoritmasinda genel lineer

regresyon denklemi asagidaki bigimde yazilabilir:
C=a+tb.A4)

Burada C analiz edilecek maddenin konsantrasyonudur, a sabit sayi, b ise temel

bilesenlerin ve C— loadingmatriksinin (q) carpimindan elde edilir:
b="P .q(5)

Burada P 6z vektdrlerin matriksidir. Oz vektdrler kolon matriksi en uygun 6z degere

(faktore) ya da 6z degerlere (faktorlere) karsilik gelmektedir.

Burada q vektorii C—loadings olarak adlandirilir ve T (say1 matriksi) tizerinden C’nin

regresyonu ile tayin edilir:
q=D.TT. YO (6)

Burada D diagonalmatriks olup herbir 6z degerin tersine esittir. t1 sayr matriksi

asagidaki esitlikten elde edilebilir:
t1=Ao. P1(7)

Ortalanmis absorbans ve konsantrasyon, Ao ve Co ile gosterilebilir. Burada a sabiti
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genel lineer regresyon denklemi kullanilarak asagidaki esitlikten hesaplanabilir:

a=Co— ATo. b(8)

Herbir asamada elde edilen degerler 2 no’lu denklemde yerine konularak numunede

bilinmeyen konsantrasyonu hesaplanabilir.

Yontemin avantajlari;

1.

2.

Dalga boyu secimi gerektirmez, genellikle
Biitiin spektral alan ya da bu spektral alanin genis bir bolgesi kullanilabilir,
Cok bilesen analiz i¢in kullanilabilir,

PCR data islemleri i¢in ve kalibrasyondaki katsayilarinin hesaplanmasinda ILS

regresyon isleminin kullanilmasina olanak tanir.

. Analiz edilecek bilesenlerin bilinmesi sartiyla ¢ok kompleks karisimlar igin

kullanilabilir,

Bazen orijinal kalibrasyon karisimlarinda bulunan fakat numunede bulunmayan

bilesenli numunelerin miktar tayininde kullanilabilir,

Kalibrasyon i¢in 6l¢iilen absorbanslarindekomposizyon igleminden sonra uygun
0z vektorlere karsilik secilen 6z degerlerin deneysel ortamdan ve Olgiim

aletlerinden gelen giiriiltiinlin eliminasyonuna olanak tanir.

Yontemin dezavantajlari;

1.

2.

Hesaplamalar klasik yontemlere gore daha yavastir,

Yontemin optimizasyonu temel kalibrasyonkomponentlerinin  bazilarinin

bilinmesini gerektirir (anlasilmasi ve yorumlanmasi ¢ok kompleks modeller i¢in),

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

gelmeyebilir,

. Genellikle ¢ok sayida kalibrasyon numunesinin kullanilmasi dogru bir

kalibrasyon i¢in gereklidir,

. Kalibrasyon numunelerinin hazirlanmasi1 bilesenlerin konsantrasyonlar1 ile

dogrusalliktan uzaklagsmalar1 nedeniyle zordur. Ding.2007)
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1.5.1.4. Kismi en kii¢iik kareler yontemi (Partial least squares regression
method)

Kemometrik kalibrasyonlardan en yagin ve popiiler olant PLS yo6ntemidir. PLS
yonteminde kalibrasyonun kurulmasi icin kullanilan PLS algoritmalarina gore,
ortogonalize edilmis PLS algoritmasi (orthogonalized PLS algorithm) ve
ortogonalize olmayan PLS algoritmasi (non-orthogonalized PLS algorithm) gibi
sekilleri vardir. Ortogonalize PLS ve ortogonalize olmayan PLS algoritmast
arasindaki temel fark X den faktorlerin cikarilmasindadir. PLS kalibrasyonunun
PLS1 ve PLS2 seklinde iki tipi s6z konusudur. PLS1 de bir bilesik model igerisinde
iken; PLS2 de biitiin bilesikler modele dahil edilmektedir. Wold ve Martens
tarafindan verilen PLS algoritmasi en genel olanlardandir. PLS kalibrasyonu, say1
vektorleri vasitasiyla X- ve Y- bloklari arasindaki iliskiye dayanir. PLS algoritmasina
gore sifir etrafinda merkezilestirilmis X- degiskeninin matrisi ve sifir etrafinda

merkezilestirilmis Y-degiskeninin parcalanmasi asagidaki bigimde verilir.

J A J J
_— — _— R
e
/ X = T + E
N A N N
— — —_— —
l n
/ Y = U + F

Sekil 1.7. PLS2 kalibrasyonu

X=TPT+E (9)

Y=UQT+F

Y=XB+F

B =W (PTW) QT

Burada X= bagimli degisken (6rnegin absorbans verileri), Y = bagimsiz degisken
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(6rnegin konsantrasyon), T = X i¢in say1 matrisi, U=Y i¢in say1 matrisi, P = X i¢in

yiik matrisi Q=Y i¢in yiik matrisi, E = X-kalint1 matrisi, F=Y-kalint1 matrisi,

W= max (kovaryans (E, F) PCR algoritmasinda oldugu gibi bu katsayilar (B) linear

regresyon denkleminde yerine konursa analiz edilecek numunenin absorbans

degerleri bu esitlikte yerine yazilarak hesaplanir.

Yontemin avantajlari;

1.

2.

PLS kalibrasyon islemi CLS ve ILS hesap tekniklerini kapsamaktadir,

Tek asamali bir dekomposizyon ve regresyon islemi gerektirir, kalibrasyonda
kullanilan 6z vektorler analiz edilen bilesenler ile en genis ortak spektral

degisimin oldugu bolgede dogrudan iliskilidir,

. Kalibrasyonlar genellikle kalibrasyon setinin bilinmeyen numunelerden beklenen

degisik konsantrasyonlarini yansitmasi daha fazla giivenirlik saglayacaktir,

Yalnizca analiz edilecek bilesenlerin bilinmesi sartiyla kompleks karisimlar i¢in

kullanilabilir,

. Baz1 durumlarda orijinal kalibrasyon karigimlarinda bulunan fakat numunede

olmayan bilesenli numunelerin miktar tayininde kullanilabilir,

Bu tekniklerin hepsi spektral kantitatif analiz i¢in uygulanirken literatiirdeki
sebepler genellikle PLS’nin tahmin giiclinlin yiiksek oldugunu gostermektedir.

Bir¢ok durumda PLS metodlar1 PCR’den daha iyi sonuglar verir.

Yontemin dezavantajlari;

1.

2.

PLS hesaplamalar1 klasik metodlardan daha yavastir,

PLS modellerin anlagilmasi ve yorumlanmasi zor olup son derece soyuttur,

. Genellikle ¢ok sayida numune i¢in dogru bir kalibrasyon gereklidir,

Kalibrasyon numunelerinin hazirlanmasi1 bilesenlerin  konsantrasyonlar1 ile

dogrusalliktan uzaklagmalar1 nedeniyle zordur. (Ding.2007)
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1.5.2. Kalibrasyon (konsantrasyon) setinin tasarimi

Kemometrik (CLS, ILS, PCR, PLS) kalibrasyonlar i¢in kalibrasyon seti ya rastgele
(randomly) yada analizi yapilacak numunede yer alan maddelerin
konsantrasyonlarini igerecek sekilde kalibrasyon (konsantrasyon) setinin tasarimi
yapilir. Simetrik kalibrasyon setinin planlamasinda analiz edilecek maddelerin
konsantrasyonlari, kalibrasyon setinin i¢gindeana kiimenin permiitasyonlar1 seklinde
alt kiimeler olusturmalidir. Kemometrik ¢alismalarda rastgele kalibrasyon setinin
hazirlanmasindan ziyade, analiz edilecek maddelerin konsantrasyonlarina gore
simetrik bir kalibrasyon setinin hazirlanmasi, elde edilecek sonuglarin dogrulugu ve

hatalarin minimize edilmesi agisindan tercih edilecek bir durumdur.

Calismalarda konsantrasyon (derisim) seti hazirlamasinda, ¢esitli tasarim sekilleri

verilmekle birlikte rastgele hazirlanan konsantrasyon setleride kullanilmaktadir.

1.5.3. Capraz validasyon islemi (Cross-validation procedure)

Kemometrik kalibrasyonlarin validasyonu i¢in kalibrasyonu ve tayin basamaklarinda
kalibrasyonun standart hatasi (standard error of calibration— SEC) ve tayinin
(tahminin) standart hatasi (standard error of prediction— SEP) gibi parametreler
kullanilmaktadir. SEC ve SEP degerlerinin minumum yapan kalibrasyon kosullar1 ve
F-istatistigi  kullamilir.  Kalibrasyon performanslarint  degerlendirmek i¢in,
kemometrik kalibrasyonlarin SEC ve SEP degerleri yaninda, bilinen ve tahmin edilen
konsantrasyon degerlerinin lineer regresyon analizi yapilarak, korelasyon katsayisi
(r), dogrunun egim (m) ve kesim (n) degerleri kullaniir. PCR ve PLS
kalibrasyonlarinin kurulmasinda faktér se¢imi i¢i ¢apraz validasyon islemi (cross-
validation procedure) kullanilir. Bunun i¢in karalerin tahmin (tayin) hatalarinin
toplam1 (prediction error sum of squares— PRESS) hesaplanir. Optimal faktor
sayisini bulmak icin 6nerilen kriterler minumun PRESS degeri ve F-istatistidir.(Ding,

2007)

1.5.4. Varyans analizi (ANOVA)

Varyans analizi teknigi kullanilarak grup ortalamalari arasindaki farkliligin veya
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farkli analitik yontemler ile elde edilen analiz sonuglarinin ortalamalari arasindaki
farkliligin 6nemli olup olmadigina bakilabilir. Bir aragtirmada k tane islemin (veya k
tane yontemin) n tekrarmin sonunda elde edilen veriler bir tabloda 6zet haline

getirilir. Sonra kontrol ve karsit hipotezi asagidaki sekilde kurulur.

HO: islemlerin temsil ettigi popiilasyon ortalamalar1 arasindaki fark tesadiiften ileri

gelmektedir. Islem ortalamalari arasindaki gozlenen fark sifir kabul edilebilir:

pl=p2=pu3=...... =pk dir.

HI1: En az iki muamele grubunun ortalamasi arasinda gozlenen fark tesadiiften ileri
gelmektedir. En az iki islem grubunun incelenen 6zellik tizerine olan etkileri

birbirinden farklidir, yani aralarindaki fark istatistiksel olarak onemlidir.

Karsit hipotez kurulurken en az iki islem arasindaki fark onemlidir denilmektedir.
Ciinkii 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 i¢i kareler
toplami1 hesaplanir. Bu degerlerin oranlanmasiyla F degeri elde edilir. Elde edilen F

degeri F tablosundan (0:0,05) okunan degerle kiyaslanir (Ding, 2009).
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Cizelge 1.5. Varyans analizi ¢izelgesi (Anova testi ¢izelgesi: analysis of variation)

Varyasyon Serbestlik
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ke k k _3
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1.5.5. Kemometrik kalibrasyon yontemlerinin uygulamalari
1.5.5.1. Kemometrik yontemlerin uygulama alanlar

Analitik kimyadaki miktar tayini ¢aligmalarinda, kemometrik kalibrasyon yontemleri
yada c¢ok degiskenli kalibrasyon yontemleri IR spektrofotometre, UV- goriiniir alan
spektrofotometre, spektroflorimetre, potansiyometre, elektrokimyasal analizdr, kiitle
spektrometre, yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ve kapiler elektroforez
gibi analitik cihazlardan elde edilen analitik veriler uygulanmaktadir. Analitik
kimyanin prensip ve yoOntemleri c¢ok degisik komsu disiplin tarafindan
kullanilmaktadir. Bu da analitik kimyanin biyoloji, tip, ziraat, gida ve eczacilik gibi

alanlarda genis bir uygulama alani oldugunu gostermektedir.

Analitik c¢aligmalarda kemometrik yoOntemlerin uygulamalar1 inorganik analiz,
organik analiz, ila¢ analizi, klinik ve biyolojik numunelerin analizi, gida ve su
analizleri, cevre analizleri ve stabilite tayinleri, ¢6ziinme hizi testleri seklinde

Ozetlenebilir.

1.5.5.2. Coklu bilesen analizi (Multicomponent analysis)

Son yillarda, ¢oklu bilesen analizi, analitik kimyacilar i¢in en 6nemli konulardan
birisi oldu. Bu baglamda, ayn1 anda miktar tayinlerinin klinik kimyasi, ila¢ analizi,
kirlilik kontrolii vb. gibi degisik disiplinler ile ilgili aktif bilesikleri iceren
karisgimlarin kantitatif analizi i¢in oldukca kullanisli oldugu kanitlanmistir. Cok
degiskenli kalibrasyonlarinabsorbans sinyallerine uygulanmasiyla c¢ok bilesen
analizlerinden elde edilen sonuclarin dogrulugu, yontem ve kullanilan analitik

sinyallere baglhdir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Bu boliimde tez kapsaminda segilen bilesiklerle ilgili yapilmis kemometrik

caligmalara deginilmistir.

Maha A.Sultan (2009) Bu arastirmanin amaci, saf formda ve farmasdtik
formiilasyonlarda moksifloksasinin (MOXF) belirlenmesinde kinetik
spektrofotometrik bir yontem gelistirmektir. Yontem, asetaldehit mevcudiyetinde
2,3,5,6-tetrakloro-1, 4-benzokinon ile reaksiyona sokulmasi suretiyle MOXF'nin
renkli bir N-vinil klorobenzokinon tiirevinin olusturulmasina dayanmaktadir. Renkli
tiriin olusumu 652 nm'de absorbans Olglilerek spektrofotometrik olarak izlendi.
Tepkimeyi etkileyen faktorler incelendi ve optimize edildi. Reaksiyonun
stokiyometrisi belirlendi ve reaksiyon yolu oOne siiriildii. Reaksiyonun aktivasyon
enerjisi hesapland: ve 6.65 kJ mol™ oldugu bulundu. Optimize edilmis sartlar altinda,
kalibrasyon grafikleri olusturmak i¢in baslangi¢ hizi ve sabit siire (5 dakikada)
yontemlerden yararlanilmistir. Grafikler, sirasiyla, baslangic hizi ve sabit zaman

yontemleri i¢in 2.0 ve 5.0 pg ml™"lik saptama limitiyle, sirasiyla

5-100 ve 15-150 pg ml™ konsantrasyonlarinda dogrusal idi. Her iki yontem icin de
analitik performans tam olarak dogrulanmis ve sonuglar tatmin edicidir. Farmasotik
formiilasyonlarda yaygin olarak bulunan eksipiyanlardan hicbir parazit
gozlemlenmedi. Onerilen ydntem, farmasotik formiilasyonlarinda MOXF'nin
belirlenmesine basariyla uygulanmistir. Ik talep orani ve sabit zaman ydntemi igin
etiket talep yiizdeleri sirasiyla 101.25 + 0.73% ve 100.92 + 0.65 % idi. Sonuglarn bir
referans  spektrofotometrik  yontemle elde edilenlerle istatistiksel olarak
karsilagtirilmasi, iki yontemin dogrulugu ve hassasligi arasinda miikemmel bir uyum
gosterdi. Onerilen yontem, kalite kontrol labaratuarlarnda MOXF analizine

uygulanmasinda biiyiik degere sahiptir.

Safwan Ashour (2015) Saf formda ve farmasdtik formiilasyonlarda moksifloksasin
hidrokloriirin (MOXF) analizi i¢in yeni, dogru, hassas ve giivenilir kinetik
spektrofotometrik yontem gelistirildi. Yontem, 623 ve 660 nm'de lambda max ile

renkli bir iirlin olusturmak {izere, asidik bir ortamda Ce (IV) varliginda MOXF'nin 3-
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metil-2-benzotiazolinon hidrazon hidrokloriir monohidratla (MBTH) oksidatif
baglama reaksiyonunu igerir. Reaksiyon, zamanin bir fonksiyonu olarak 623 nm'de
absorbans artis1 Olgiilerek spektrofotometrik olarak izlenir. Kalibrasyon egrilerini
olusturmak i¢in baslangi¢c hizi ve sabit zaman yontemleri kabul edildi. Lineerlik
araligl, baslangic hizi ve sabit zaman yontemleri i¢in 1.89-40.0 pg ml™” olarak
bulunmustur. Baglangi¢ hizi ve sabit zaman yontemleri i¢in saptama limiti sirasiyla
0.644 ve 0.043 pg ml"'dir. Yéntemin molar absorptivitesinin 0.89 x 10* L mol™ cm™
oldugu bulunmustur. Deney sonuclariin istatistiksel olarak islenmesi, yontemlerin
hassas ve dogru oldugunu gésterir. Onerilen yontem, moxifloxacin hydrochloride'nin
tablet dozaj formunda eksipiyanlardan herhangi bir miidahale olmaksizin kestirimi

icin basariyla uygulanmistir. Sonuglar resmi yontemle karsilastirilmistir.

S S Pekamwar (2015) Sefiksin ve moksifloksasin'in farmasétik dozaj formunda
tahmini i¢in basit, dogru, hassas, ekonomik ve giivenilir bir birinci dereceden tlirev
spektrofotometrik yontem gelistirildi ve dogrulanmustir. Ilaclarin analizi igin
optimum kosullar olusturulmustur. Sefiksin ve moksifloksasin miktarinin tayini igin
birinci derece tiirev yontem gelistirildi. Spektrum, sefiksim ve moksifloksasin'in
metanol ve suda (60:40 v / v) eritilmesi ile elde edildi; secilen dalga boyu, sefiksim
icin 260 nm ve moksifloksasin i¢in 316 nm'dir. Bira yasast 2-12 pug / ml
konsantrasyon araliginda uygulandi. Tablet analizinin sonuglari, sefiksim ve
moksifloksasin i¢in yontemin tekrarlanabilirligini sirasiyla gosteren 0.1576-0.2183
araliginda goreli goreceli standart sapmayir (% RSD) gosterdi. Kurtarilmalar,
gosterilen% 100'den 6nemli 6lciide farklilik gostermez yontemin dogrulugunu ve
giivenilirligini  belirten tablet formiilasyonunda kullanilan ortak eksipiyandan
herhangi bir etkilesim olmamistir. Yontem, ICH kilavuzuna gore dogrulanmis ve
dogru, hassas ve giiclii bulunmustur. Dogrusallik, dogruluk, hassaslik ve 6zgiinliik,

saptama limiti ve nicelik sinir1 agisindan da gecerlilik kazanmustir.

Ayman A. (2014) Bazi fluorokinolonlar antibiyotiklerin, saf formda ve farmasotik
formiilasyonlarda: gemifloksasin mesilat (GMF), moksifloksasin hidrokloriir (MXF)
ve enrofloksasinin (ENF) belirlenmesi i¢in basit, hizli ve ekstrakte edici
spektrofotometrik yontemler gelistirilmistir. Bu yontemler, bazik ilaglar ve asit

boyalari, asidik tampon cozeltilerde yani bromokresol yesili (BCG), bromokresol
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mor (BCP), bromofenol mavisi (BPB), bromotimol mavisi (BTB) ve metil turuncu
(iyonlar ¢ifti) arasindaki iyon ¢ifti komplekslerinin olusumuna dayanir. MO). Olusan
kompleksler, kloroform ile ekstrakt edildi .Olusan kompleksler kloroform ile ekstre
edildi ve GMF i¢in sirastyla BCG, BCP, BPB, BTB ve MO ig¢in 420, 408, 416, 415
ve 422 nm'de 6lgiildii; MXF icin sirasiyla BCP, BTB, BPB ve MO i¢in 410, 415, 416
ve 420 nm'de; ve ENF durumunda sirasiyla BCG ve BTB i¢in 419 ve 414 nm'de idi.
Analitik parametreler ve etkileri arastirilmistir. Bira kanunlart GMF, MXF ve ENF
icin swrastyla 1.0-30, 1.0-20 ve 2.0-24 pg mL™' araliginda uygulandi. Onerilen
yontemler, saf formlarda ve farmasotik formiilasyonlarda incelenen ilaglarin analizi
icin basariyla uygulanmistir. Sonuglarin referans yontemlerle istatistiksel olarak
karsilastirilmast mitkemmel uyum gosterdi. Dogruluk ve kesinlik acisindan 6nemli

bir fark olmadigin1 gosterdi.

Sanjay K. Motwani (2006) Toplu ve farmasotik formiilasyonlarda moksifloksasinin
belirlenmesi igin yeni, basit, uygun maliyetli, dogru ve tekrarlanabilir UV-
spektrofotometrik yontemler gelistirildi ve dogrulanmistir. Moksifloksasin 0.1N
hidroklorik asit (pH 1.2) i¢inde 296 nm'de ve fosfat tamponunda (pH 7.4) 289 nm'de
tahmin edilmistir. Fosfat tamponu ortamida hidroklorik asitte 1-12 pg ml™" (12 =
0.9999) ve 1-14 pg ml™ (12 = 0.9998) konsantrasyon araliginda biranin yasalarina
uyulmustur. Gorlinlir molar absorptivite ve Sandell'in duyarlilik katsayis1 hidroklorik
asitte 4.63 x 10* 1 mol™ cm™ ve 9.5 ng cm™ / 0.001 A olarak bulunmustur; fosfat
tampon ortaminda 4.08 x 10* 1 mol™ cm™ ve 10.8 ng cm™/ 0.001 A, sirasiyla 6nerilen
yontemlerin yiiksek hassasiyetini gostermektedir. Bu yontemler, ICH kilavuzlarina
gore cesitli parametreler icin test edilmis ve onaylanmistir. Saptama ve niceleme
sinirlart, hidroklorik asitte sirasiyla 0.0402, 0.1217 pg ml” ve fosfat tampon
ortaminda 0.0384, 0.1163 pg ml"' olarak bulunmustur. Onerilen yontemler,
moksifloksasinin farmasotik formiilasyonlarda (tabletler, i.v. infiizyonlar, goz
damlalar1 ve polimerik nanoparcaciklar) belirlenmesi i¢in basariyla uygulanmstir.
Sonuglar, basit, ucuz ve daha az zaman alic1 olmakla birlikte prosediiriin dogru,
hassas ve tekrarlanabilir (goreceli standart sapma <% 2) oldugunu ve dolayisiyla
farkli dozaj formlarinda ve dissoliisyon ¢alismalarinda moksifloksasinin belirlenmesi

icin uygun bir sekilde uygulanabilecegini gostermistir.
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Mahesh Attimarad (2012), Yeni moksifloksasin HCI ve sefiksim trihidrat
kombinasyonu eriskinlerde alt solunum yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde
onaylanmistir. Baslangigtaki formiilasyon gelistirme ve tarama asamasinda,
moksifloksasin ve sefimsimin ¢oziinmesi ve salim testi i¢in hizli ve giivenilir bir
yonteme ¢ok ragbet edildi. Moksifloksasin ve sefiksin sifir katli UV spektrumlari>%
90 ortiistii. Bu nedenle, moksifloksasin ve sefiksimin belirlenmesi i¢in basit, dogru
ve kesin dogrulanmis iki tiirev spektrofotometrik yontem gelistirilmistir. Birinci
tirev  spektrofotometrik  yontemde, moksifloksasin ve sefiksimin ¢esitli
konsantrasyonlari hazirlandi ve 200-400 nm aralifinda tarandi ve birinci tiirev
spektrumlar1 hesaplandi (n = 1). Sirasiyla moksifloksasin ve sefiksimin belirlenmesi
i¢in sifir gecis dalga boylar1 287 nm ve 317.9 nm segilmistir. Ikinci yontemde, oran
spektrumu ilk tiirevi hesaplandi ve sirasiyla 359.3 nm ve 269.6 nm'de tepe
yogunlugunu Olgerek moksifloksasin ve sefiksin tayini i¢in kullanildi. Kalibrasyon
grafikleri her iki ilag i¢in ilk olarak 1-16 pg / mL ve 1-15 pg / mL araliginda ve iyi
korelasyon katsayilarina sahip ilk tiirev spektroskopik yontemlerle olusturuldu.
Ortalama moksifloksasin ve sefiksin tahlil dogrulugunun sirasiyla % 100.68 ve %
98.93 oldugu bulundu. Hem giin i¢i hem de giin i¢i analizlerin goreceli standart
sapmalari% 1.8'den azdi. Dahasi, moksifloksasin ve sefiksin geri kazanimi
sirastyla% 98.7 ve% 99.1'den fazladir. Tarif edilen tiirev spektrofotometrik
yontemler sofistike kromatografik teknikler i¢in basit, hizli, dogru, hassas ve
miilkemmel bir alternatiftir. Dolayisiyla Onerilen yontemler, atif yapilan ilaglarin
kalite kontrolii i¢in kullanilabilir ve formiilasyonlarda ilaglarin rutin analizi i¢in

uzatilabilir.

Predrag Djurdjevic (2009) Moxifloxacin'in, farmasotik formlarinda ve
moksifloksasin degradasyon iriinlerindeki yabanci maddelerin ayrilmas1 ve
belirlenmesi i¢in bir RP-HPLC yontemi, DryLab yazilimi ve kimyasal 6l¢tim (tepki
yiizeyi) yaklagimi yardimiyla gelistirildi. Dort sentezle ilgili kirliligin ayrilmasi, (su
+ trietilamin (% 2, v/v)) mobil fazi kullanilarak bir Waters C;3 XTerra kolonu
tizerinde elde edildi: asetonitril = 90: 10 (v/v%); su fazinin pH", fosforik asit ile 6.0'a
ayarlanir. Hareketli fazin akis hiz1 1.5 ml / dak idi ve 290 nm'de UV algilamasi

kullamildi. Siitun, 45 °C'de termostatland1. iki en az ¢dziinmiis saf olmayan zirve
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arasindaki ¢oziliniirliik, ortalama R (s, dk)> 1.5 idi. Yontem dogrulama parametreleri,
LOQ ca. ile 0.2-2.0 mikrogram/ml dogrusal dinamik araligi gostermektedir. 0.20
mikrogram/ml ve LOD ca. Tim analitler i¢cin 0.05 mikrogram/ml. Yontem, ilag
tabletleri ve infiizyon (Avelox), Bayer AG'de kirliliklerin belirlenmesi i¢in ve
moksifloksasin'in kararlilik ¢alismasinda bozunma iiriinlerinin saptanmast igin
uygulanmistir. Tabletlerdeki ve inclizyondaki yabanci madde igerigi toplam ilacin%
0.1'1 olarak nicellestirildi. Hidrolitik kosullar altinda iki bozunma {iriinii kaydedildi.
Bu yontem ayni zamanda moksifloksasin hidrokloridin tabletlerinde stabilite testi

sirasinda hizli ve dogru bir sekilde 6l¢iilmesi i¢in de kullanilabilir.

Syed Naeem Razzaq (2017) Toplu ilaglar ve farmasétik formiilasyonlarda
moksifloksasin hidrokloriir ve deksametazonun ayni anda tespiti icin ters faz sivi
kromatografi yontemini belirten basit, hassas, spesifik, hassas ve dogru stabilite
gelistirildi.  Gelistirilen kromatografik yontem, moksifloksasin hidrokloriir,
deksametazon ve strese bagli bozunma {iriinlerinin, BDS Hypersil C8 kolonunun
(250 x 4.6 mm, 5 um) sabit faz olarak mobil fazda fosfat tamponu karisimi (Seyreltik
fosforik asit ile ayarlanmis) ve metanoliin (38.5: 61.5 v/v) % 0.1 (v/v) trietilamin
ihtiva eden bir ¢ozeltisi (20 mM) ile 1.5 mL min”' Analitik zirvelere ve bozunma
tirlinlerine ait kromatografik ayrismalar 10 dakika icinde basarilmistir. Analitlerin ve
bozunma iriinlerinin tespiti bir diyot dizisi detektorii kullanilarak 254 nm'de
gerceklestirildi. Yontem gegerliligi ICH yonergelerine uygun olarak gergeklestirildi.
Metodun  dogrusalligi, moksifloksasin  hidrokloriir igin  50-350 pg mL™
konsantrasyon araliklar1 ve deksametazon i¢in 10-70 ug mL™ (korelasyon katsayilari
0.999'dan daha vyiiksek) konsantrasyonlari {izerine kurulmustur. Yontem hem
analitlerin hem de bozunma iiriinlerinin, analit tepelerinin bozunma {irlinlerinden
tamamen ayrilmasinm isaret eden, pik saflik indeksi >0.9999 olan kabul edilebilir
atiklama ve ¢oziiniirliikle iyi bir sekilde ayrilmasina neden olmustur. Bu nedenle, bu
yontem kararlilik gosterici olarak kabul edilebilir ve farmasotik formiilasyonlarda ve
stabilite ¢alismalarinda moksifloksasin hidrokloriir ve deksametazonun ayni anda

tespiti i¢in basariyla kullanilabilir.

Fahim Ullah Khan (2016) Fizyolojik sivilardaki i¢ standart olarak timolol maleat

kullanilarak moksifloksasin ve ofloksasinin ayni anda saptanmasi i¢in yeni, hassas ve
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gecerli bir RP-HPLC-UV yontemi gelistirildi. Farkli deney parametreleri optimize
edilmis ve uluslararas1 kurallara uygun olarak dogrulanmistir. Analitlerin komple
ayrilmasi, mobil faz olarak Kromasil 100-5C18 analitik kolon (250mm x 4.6mm x
Sum), metanol ve% 0.05 trifloroasetik asit (TFA) (38: 62v / v) ile gerceklestirildi ve
akis hizinda pompalandi Izokratik fazda 1.1 ml / dak, siitun firin sicakligi 45 © C'de
ve 290 nm'lik saptama dalga boyunda muhafaza edilmistir. Protein ¢okeltme
yontemi, uyusturucular1 insan plazmasindan ve sigir sulu humor numunelerinden
cokeltici solvent olarak metanol kullanarak ¢ikartmak i¢in uygulanmistir. Bu yontem,
moksifloksasin i¢in 0.018-100 ug / ml konsantrasyonda ve ofloksasin i¢in 0.014-20
ug / ml konsantrasyonda lineerdir. Metodun geri kazanimi sirasiyla MX ve OFN igin
insan plazmasinda 97.52 ve% 97.39 iken MX i¢in sulu humadaki% 94.48 idi.
Plazmada LOD degerleri sirastyla MX ve OFN i¢in 10.0 ve 8.00ng / ml, kendi LOQ
degerleri ise 18.0 ve 14ng / ml idi. Sulu mizahda MX i¢in LOD ve LOQ sirastyla
16.0 ve 24ng / ml idi. Gelecekte, bu yontem biyolojik sivilar ve farmasotik
tiriinlerdeki moksifloksasin ve ofloksasinin farmakokinetik profilini incelemek igin

kullanilacaktir.

Elgawad Radi (2010) Ciplak ve DNA ile modifiye edilmis camsi karbon
elektrotlardaki ii¢ florokinolon ilag FQs: gatifloksasin GTF, moksifloksasin MXF ve
sparfloxacin  SPF'nin  elektrokimyasal oksidasyonu voltametrik tekniklerle
incelenmistir. Ug FQ, pH 7.0'daki fosfat tamponunda Ag-AgCl'ye kars1 0.85-0.91 V
potansiyel araliginda bir geri doniisiimsiiz oksidasyon piki gosterdi. FQ'lar ile buzagi
timus ¢ift sarmalli deoksiriboniikleik asit (ds CT-DNA) arasindaki etkilesimi
arastirmak icin diferansiyel pulmoner voltaj dl¢iimleri (DPV) ve UV absorpsiyon
spektroskopisi  teknikleri kullanildi.  Elektrokimyasal verilerden DNA ile
gatifloksasin, moksifloksasin ve sparfloksasin arasindaki baglanma sabiti sirasiyla
3228, 2596 ve 2857 M-1 olarak hesaplanmistir. Elektrokimyasal ve spektroskopik
sonuglara dayanarak, interkalasyon ve elektrostatik etkilesimin kombine etkisi
vasitastyla fluorokinolonun DNA'ya baglanma bi¢imi sonug¢landirildi. Calisilan
analitlerin iz tespiti i¢in dSDNA modifiye cams1 karbon elektrotda (DNA / GCE)
onceden konsantrasyon ve diferansiyel puls voltametrik (DPV) tayinine dayali bir

tespit semasi Onerildi. Gelistirilen yontem, farmasotik formiilasyonlarda FQ'larin
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belirlenmesine basartyla uygulanmistir.

Maryam Vosough (2014) Bu c¢aligmada i ¢ok yonlii algoritmanin analitik
performans1 degerlendirildi. Onerilen analitik problem, floresans spektroskopisini
kullanarak insan idrar orneklerinde moksifloksasin ve siprofloksasinin eszamanli
olarak saptanmasiydi. Paralel faktor analizi (PARAFAC), kendi agirlikli dontistimlii
ticli ayristirma (SWATLD) ve katlanamayan kismi en kiigiik kareler (U-PLS / RBL),
Onerilen problemi ¢Ozme becerileri agisindan karsilastirilmistir. Bu c¢alismada
bahsedilen algoritmalar i¢in farkli kalibrasyon stratejileri ile "ikinci dereceden
avantaj" da kullanilmistir. Ug yonlii veriler fluorescence spectroscopy ile elde edildi,
bdylece oOrneklerin uyarma emisyon matrisleri (EEM) analitik sinyaller olarak
kaydedildi. Idrar numunelerindeki ilaglarin analizinde kullanilan her bir algoritmanin
dogrulugu ve hassasligi, karekok hata tahminleri (RMSEP), iyilesme ve eliptik eklem
giivenirlik bolgesi (EJCR) arslar1 kullanilarak karsilastirilmistir.  Sonuglar, i
algoritmanin her birinin farkli EEM alt gruplarina ve kalibrasyon stratejilerine
ragmen moksifloksasin ve siprofloksasinin tayini i¢in uygulanabilecegini ortaya
koydu. Bununla birlikte, sirasiyla MOX ve CIP i¢cin PARAFAC ve U-PLS / RBL
modellemesi ile daha iyi analitik performanslar gozlemlendi. Boylece, ¢cok yonlii
ayrisma algoritmalarii fliioresans spektroskopisi ile birlestirerek, 6n analotik
performans elde ederken, 6n numune hazirlama adimlarinin 6nemli bir kismi1 elimine

edilebilir ve deneysel prosediir basitlestirilebilir.

Adriana F.Faria (2006) UV algilama ile kilcal bolge elektroforezi (CZE) kullanarak
siprofloksasin  (CPFLX), gatifloksasin (GTFLX), levofloksasin (LVFLX),
moksifloksasin (MFLX) ve sparfloksasin (SPFLX) florokinolon antibiyotiklerinin
(FQ) eszamanli olarak ayrilmasi i¢in 282 nm'de yeni bir metodoloji gelistirildi.
Elektrolit bilesimi, Tris / hidrokloriir ve sodyum tetraborat tampon karisiminin
degisimi yoluyla optimize edildi. Elektrolit, pH 8.87 ile sonuclanan 25 mmol L™ Tris
/ hidrokloriir ve 15 mmol L sodyum tetraborat tampon karisimindan miitesekkildir.
Tiim analitler 3 dakikadan kisa bir siirede ayrildi. Onerilen yontem FQ'arin
farmasotik formiilasyonlarda ayrilmasina uygulanmig ve tahlil sonuglart etiket

talebinin% 95-105'inde olmustur.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismada, UV/VIS spektrofotometrisi yontemi ile iki bilesenli bir ilag
maddesindeki etken maddelerinin nicel olarak tayini yapilmistir. Bu etken maddeler
Moksifloksasin ve Metronidazol diir. Elde edilen veriler, PCA, PCR, PLS gibi
kemometrik yontemlerle degerlendirilmistir. Once tek tek sonra farkli oranlarda
hazirlanan sentetik karisimlarin spektrumlart alinmstir.

Elde edilen veriler, elimizde lisansi bulunan Minitab 17, Panorama, XLSTAT ad1

verilen kemometrik programlar ile degerlendirilmistir.

3.2. Kullamlan 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 spekrofotometresi
kullanilarak belirlenen spektrum degerleri ila¢ numunelerindeki etken maddelerin

miktarini belirlemek i¢in kemometrik metoda uygulanmistir.

3.3. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Deneylerde analitik saflikta olan kimyasallar kullanilmistir. Caligmada kullanilan
kimyasallar Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasallar ve formiilleri

BILESIGIN ADI BILESIGIN FORMULU

Moksifloksasin 0 0

Metronidazol
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3.3.1. Kullanilan ¢ozeltiler

Calismada spektrofotometrik 6l¢iimler i¢in:

Iki etken maddenin0,025 g/ 250 mL olacak sekilde stok ¢ozeltileri hazirlanmistir.

3.3.1.1. Moksifloksasin Cozeltisi

Moksifloksasin maddesinden 0,025 g tartilarak bir miktar 0.1 mol HCI iginde

coziildiikten sonra son hacim 250 mL ye tamamlanmustir.

3.3.1.2. Metronidazol Cozeltisi

Metronidazol maddesinden 0,025 g tartilarak bir 0,1 mol HCI i¢inde ¢oziildiikten

sonra son hacim 250 mL ye tamamlanmistir.

3.3.1.3. 0,1 M HCI Cozeltisi

10,25 ml derisik HCI alinirak saf su ile son hacmi 1000 ml olacak sekilde

tamamlanir.

3.4. Yontem

3.4.1. UV/VIS spektroskopisi yontemi

Bu calismada, spektrofotometrik Ol¢limlerle etken maddelerinin stok c¢ozeltilerinin
spektrumlar1 okunmustur. Bu islem i¢in Once tek tek sonra farkli oranlarda
hazirlanan sentetik karigimlarin spektrumlart alinmistir. Elde edilen veriler, farkl
kemometrik yontemlerle degerlendirilmistir. Ik basamakta, UV spektrofotometre
cihazinin kalibrasyonu (sifirlama iglemi) yapilmistir. Kalibrasyon iglemi 6nce her iki
hiicre bos birakilarak havaya karst yapilmistir. Sonra ayni islem bu kez her iki 151k
yoluna 0,1 M HCI ile hazirlanan koér numunesi konularak yapilmistir. Biitlin
okumalarda hep kor bu sekilde hazirlanmistir. Kor olarak sadece 0,1 M HCI
kullanilmasmin nedeni bu calismada genel olarak ¢oziiciimiiz 0,1 M HCI oldugu

icindir. Kor secimi yapilirken girisim etkilerini yok etmek icin, kor olarak ¢oziicii
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tercih edilmistir. Ikinci basamakta, etken maddelerinin tek tek spektrumlari
alinmistir. Bu islem esnasinda stok etken maddelerinden derisimleri moksifloksasin
icin 5-25 ppm, metronidazol i¢in 7-35 ppm arasinda olacak sekilde moksifloksasin
i¢in 1,25-6,25 mL, metronidazol i¢in 1,75-8,75 mL arasinda saf maddeler stoklardan
alinarak toplam hacim 25 mL ye tamamlanarak g¢ozeltileri hazirlanmistir ve UV
spektroskopisinde absorbans okumalar1 yapilmistir. Ugilincii basamakta, her bir
madde ayr1 bir dalga boyunda maksimum verdiginden saf etken maddelerinden
olusturulan sentetik karisimlarin UV spektroskopisinde absorbans okumalari
yapilmistir ve birbiri yaninda herhangi bir 6n ayirma iglemine gerek olmaksizin ilag
maddeleri incelenmistir. Tablet numunesi hazirlanirken paket i¢indeki tabletler agat
havanda ezildi ve 1 gram numune tartilarak 0,1 M HCI de ¢oziildii ve magnetik
isiticida karigtirildi. 25 ml ye 0,1 M HCI ile tamamlandi. Absorbanst okundu.

(Avelox-moksifloksasin: Bayer Firmasi, Flagyl-metronidazol: Eczacibasi Firmasi)
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. UV Spektroskopisi

Once her bir etken ilag maddesinin saf halde ~ 25 mg/250 mL 0,1 M HCI standart
¢Ozeltileri hazirlanmistir. Daha sonra moksifloksasin ic¢in 1,25-6,25 mL,
metronidazol i¢in 1,75-8,75 mL arasinda saf maddeler stoklardan alinarak toplam
hacim 25 ml’ye tamamlanmistir. Bu islem sonrasi absorbanslar oOlgiilerek

kaydedilmistir. Her bir etken maddesinin derisimleri ppm olarak hesaplanmistir.

Her bir etken maddesinin saf halde yani tekli durumda spektrumlari alinir. Bu
spektrumlar alinirken Moksifloksasin i¢in 5-25 ppm ve metronidazol 7-35 ppmdir.

Bu derisim aralig1, tayin edilecek etken maddeleri i¢cin dogrusalligin oldugu bolgedir.

Cizelge 4.1. Etken maddelerinin spektroskopik ozellikleri

ETKEN MADDE MAK. ABS. YAPTIGI KALIBRASYON KORELASYON
DALGABOYU DENKLEMI KATSAYISI
Moksifloksasin 295,4 nm y = 0,0942x 0,9984
Metronidazol 277 nm y =0,0557x - 0,0938 0,9825

4.2. Saf halde etken maddelerinden elde edilen spektrumlar

Moksifloksasin

in

[T5)

o]
L N = N p3 n oW s

Absorbans

[

[=]
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Sekil 4.1. Moksifloksasin etken maddesinin absorpsiyon spektrumu
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Metronidazol

Absorbans

Sekil 4.2. Metronidazol etken maddesinin absorpsiyon spektrumu

Her bir madde ayr1 bir dalga boyunda maksimum absorbans vermektedir. Daha sonra
bundan yararlanilarak sentetik karisimlar hazirlanmistir ve birbiri yaninda herhangi
bir 6n ayirma yapmaksizin etken maddeleri incelenmistir. Etken maddeleri ayrica

stirekli spektrum gostermektedir ve iist iiste ortiisen spekrumlar gozlenmektedir.

4.3. Kalibrasyon yonteminin validasyonu

Temel Bilesen Analizi i¢in 5-35 ppm dogrusal ¢alisma araliginda moksifloksasin ve
Metronidazol iceren g¢ozeltilerin standart serisi stok cozeltilerinden yararlanilarak
hazirlanmistir. Ilag maddelerini iceren 25 adet yapay karisim ¢ozeltilerinden ibaret
olan bir konsantrasyon seti (Cizelge 4.2) hazirlanmistir. Once saf maddelerle
calisilarak her bir bilesenin hangi aralikta spektrum verdigi belirlenmistir. Ol¢iimler
200-700 nm arasinda yapilmigtir. Daha sonra aralik konsantrasyon seti i¢in ve
kullanilacak olan istatistik programi dogrultusunda dalga boyu araligi 200 nm- 450
nm olarak daraltilmistir. Konsantrasyon seti hazirlanirken saf halde alinan

spektrumlarin absorbanslariyla iligkili degerlendirme yapilmistir.
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Cizelge 4.2. Moksifloksasin ve Metronidazol igeren kalibrasyon seti

No Moksifloksasin ppm Metronidazol Ppm
1 5 7
2 5 14
3 5 21
4 5 28
5 5 35
6 10 7
7 10 14
8 10 21
9 10 28
10 10 35
11 15 7
12 15 14
13 15 21
14 15 28
15 15 35
16 20 7
17 20 14
18 20 21
19 20 28
20 20 35
21 25 7
22 25 21
23 25 28
24 25 35

Sentetik Karisimlar: Moksifloksasin ve Metronidazolden olusur.

Absarbans

Sentetik Karigim

Sekil 4.3. Sentetik karigimin absorpsiyon spektrumu.
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4.4. Temel bilesen analizi (PCA)

Sentetik ¢ozeltilerde hesap yaparken programin kendi i¢inde ilk yaptigi islem temel
bilesen analizi yapmaktir. Temel bilesen analizi uygulanmasinin amaglari, bir orijinal
degiskeni temsil eden n sayida orijinal aksi (dogruyu) yeni akslar haline
dontistiirmektir. Bu doniisiim 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 i¢in ihtiyag¢ olan yeni degiskenlerin sayis1 (p), n sayidaki orijinal akslardan
daha azdir. Temel bilesen analizi, ¢cok degiskenli verilerin boyutunu indirgemek veya
verileri azaltmak i¢in bir yontem olarak kabul edilir. Ayn1 zamanda degiskenlerin

dogrusal bilesenlerini ortaya ¢ikarir.

ilac Maddeleri icin Yiikleme Grafigi

1,00

metra

0,75

ikinci Bilesen
=

0,00
0,25
maoksi
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
Birinci Bilesen

Sekil 4.4. Degiskenlerin dogrusal bilesenleri

Sekil 4.5’e bakildiginda programa yiikledigimiz verilerden birinci temel aks ve ikinci
temel aks iizerinden dogrusal bilesenler bulunmustur. Islemlerin dogrulugu
Ol¢iisiinde dogrusal bilesenler elde edilmistir. Bu grafik varyans-kovaryans
matrisinin elemanlarinin orijinin merkezine olan biiyiik aks birinci temel bileseni
(moksifloksasin) ve bu bilegsene 90 °C lik ac1 ile ikinci temel bilesen (metronidazol)
uzanmaktadir. Bir kare matris i¢in, varyans-kovaryans matrisinin elemanlari

koordinat sisteminin orijini boyunca uzanir. Biiyiik aksin egimi, birinci temel bilesen
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ile birlestirilmis 6zvektor (eigenvector)diir. Bu “6zvektore” karsilik gelen “6zdeger”
(eigenvalue) Sekil 4.5. deki biiyiik aksin uzunlugudur. Sekil 4.6. da 6zdegerlerin
grafigi goriilmektedir. Ozdegerlerin simetrik bir veri matrisinden ¢ikarilmasi kismi
en kiiciik kareler yontemi ve temel bilesen analizi icin &nemlidir. Ozdegerler ve
ozvektorler elde edildikten sonra yapilacak islem diger kemometrik hesaplamalara
gecistir. Temel bilesen analizi ile elde edilen temel bilesenler yardimiyla olusturulan

korelasyon matrisi diger kemometrik regresyonlara 151k tutmaktadir.

20

Ozdeder

i 4 6 B 10 12 14 16 18 20 22
Bilesen Sayisi

Sekil 4.5. Kemometrik verilerden elde edilen 6zdegerlerin grafigi

Sekil 4.6’da belirgin bir sekilde goriildiigii gibi 6zdegerler 2. degerden 3. degere

dogru diismiistiir. Ilk iki faktor, toplam varyansin %99 undan daha fazla giivenilirdir.

4.5. Kismi en kiiciik kareler yontemi (PLS)

Kismi en kiigiik kareler yonteminde Cizelge 4.2 gore hazirlanan kalibrasyon seti
kullanilmistir.  Olgiimler 200-700 nm arasinda yapilmistir. Daha sonra aralik
kalibrasyon seti i¢in ve kullanilacak olan istatistik programi dogrultusunda dalga
boyu araligi 200 nm- 340 nm olarak daraltilmistir. Kullanilan istatistik program ile
kalibrasyon setinin absorbans ve derisim degerlerinin varyans-kovaryans matriksleri
hesaplanmistir. Derisimler arasindaki matematiksel iliskiye dayali PLS kalibrasyonu

kurulmustur. Moksifloksasin ve Metronidazol i¢eren karigimlarin yukarida belirtilen
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dalga boylarindaki absorbans degerleri okunarak PLS kalibrasyonunda bu ilag

maddelerinin miktar tayinleri gergeklestirilmistir.

4.6. Temel Bilesen Regresyonu Yontemi

PCR yontemi kalibrasyon seti i¢in 0l¢iilen absorbans matrisinin pargalanmasiyla elde
edilen temel bilesen regresyonuna dayali bir yontemdir. PCR kalibrasyon igin
hazirlanan kalibrasyon setinin 200 nm- 340 nm dalga boyu araliginda AA= 0,1 nm
araliklarla absorbans degerleri okundu. PCR algoritmasina gore kalibrasyon setinin
absorbans ve konsantrasyon degerlerinin varyans-kovaryans matriksleri hesaplandi.
Kalibrasyon seti i¢in absorbanslarin varyans-kovaryans matriksinin dekompozisyon
islemine tabi tutulmasindan sonra konsantrasyonlar arasindaki matematiksel iligskiye
dayali PCR kalibrasyonu kuruldu. ila¢ maddelerini igeren karigimlarin yukarida
belirtilen dalga boylarindaki absorbansdegerleri okunarak PCR kalibrasyonunda bu
etken maddelerin miktar tayinleri gergeklestirildi. PCR kalibrasyonu i¢in Minitab 17
programinda ilk olarak PCA degerleri elde edilerek grafikleri ¢izildi (B6lim 4.1.3).

4.7. Kalibrasyon Yonteminin Analitik Parametrelerde Degerlendirilmesi

PLS ve PCR yontemini valide etmek amaciyla iki ayri ilag maddesinden farkl
derisimlerde 10 adet yapay karisim ¢ozeltisinden ibaret olan bir set hazirlanmistir.
Hazirlanan bu validasyon seti (Cizelge 4.2.) kullanilarak kurulan PLS VE PCR
kalibrasyonlarinin kesinlik ve dogrulugu test edilmistir. Geri kazanim (GK)) degerleri
ve bagil standart sapma degerleri hesaplanmistir. PLS kalibrasyon ydnteminin
sentetik karisimlara uygulanmasi ile elde edilen sonuclar Cizelge 4.3°de

gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. Sentetik olarak hazirlanan karisimindaki ilag maddelerinin PLS
kalibrasyonu ile hesaplanan sonuglar.

Moksifloksasin Metronidazol
Karisim | ilave | Bulunan |% Geri Kazanim| Ilave | Bulunan |% Geri Kazanim
No Edilen | (ppm) Edilen | (ppm)
(ppm) (ppm)
1 5 4,85 97 7 6,98 99,71429
2 5 4,97 99,4 14 13,92 99,42857
3 5 4,94 98,8 21 20,95 99,7619
4 5 4,86 97,2 28 27,89 99,60714
5 5 5,01 100,2 35 34,79 99,4
6 10 9,86 98,6 7 6,97 99,57143
7 10 9,87 98,7 14 13,94 99,57143
8 10 9,97 99,7 21 19,96 95,04762
9 10 10 100 28 27,93 99,75
10 10 9,97 99,7 35 34,97 99,91429
11 15 14,96 99,73333 7 6,92 98,85714
12 15 14,95 99,66667 14 13,85 98,92857
13 15 14,97 99,8 21 20,97 99,85714
14 15 14,93 99,53333 28 27,99 99,96429
15 15 14,98 99,86667 35 34,82 99,48571
16 20 19,85 99,25 7 6,89 98,42857
17 20 19,87 99,35 14 13,96 99,71429
18 20 19,82 99,1 21 20,98 99,90476
19 20 19,89 99,45 28 27,89 99,60714
20 20 19,97 99,85 35 34,96 99,88571
21 25 24,78 99,12 7 6,98 99,71429
22 25 24,98 99,92 21 20,95 99,7619
23 25 24,97 99,88 28 27,97 99,89286
24 25 25,01 100,04 35 34,96 99,88571
Ortalama=99,33 Ortalama=99,40
SS=0,808 SS=0,999
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Sekil 4.6.

Sekil 4.7.

Moksifloksasin

(=5}
]

o=}
L

Tahmini Moksifloksasin derisimi-ppm
(¥a ]

0 5 10 15 20 25 30

Gercek Moksifloksasin derisimi-ppm

PLS kalibrasyon basamaginda Moksifloksasin i¢in gergek ve tahmin edilen
derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglari.

Metronidazol

Tahmini Metronidazol derisimi-ppm

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Gercek Metronidazol derisimi-ppm

PLS kalibrasyon basamaginda Metronidazol i¢in gercek ve tahmin edilen
derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglari.
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Cizelge 4.4. Sentetik olarak hazirlanan karisimindaki ila¢ maddelerinin PCR
kalibrasyonu ile hesaplanan sonuglari

Moksifloksasin Metronidazol
Karisim | {lave Edilen | Bulunan | % Geri Kazanim | Ilave Edilen | Bulunan | % Geri Kazamm
No (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)

1 5 4,98 99,6 7 7,01 100,1429
2 5 4,88 97,6 14 13,85 98,92857
3 5 4,92 98,4 21 20,86 99,33333
4 5 4,97 99,4 28 27,88 99,57143
5 5 4,86 97,2 35 34,85 99,57143
6 10 9,97 99,7 7 6,5 92,85714
7 10 9,86 98,6 14 13,89 99,21429
8 10 9,88 98,8 21 19,95 95

9 10 9,89 98,9 28 27,98 99,92857
10 10 9,85 98,5 35 34,89 99,68571
11 15 14,96 99,73333 7 6,95 99,28571
12 15 14,97 99,8 14 13,98 99,85714
13 15 14,86 99,06667 21 20,95 99,7619
14 15 14,92 99,46667 28 27,98 99,92857
15 15 14,96 99,73333 35 34,96 99,88571
16 20 19,86 99,3 7 6,96 99,42857
17 20 19,87 99,35 14 13,97 99,78571
18 20 19,99 99,95 21 20,97 99,85714
19 20 19,95 99,75 28 27,96 99,85714
20 20 19,96 99,8 35 34,98 99,94286
21 25 24,96 99,84 7 6,85 97,85714
22 25 24,86 99,44 21 20,91 99,57143
23 25 24,92 99,68 28 27,94 99,78571
24 25 24,86 99,44 35 34,85 99,57143

Ortalama=99,21 Ortalama=99,43
S§=0,720 S8=0,68
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Sekil 4.8.

Sekil 4.9.

Moksifloksasin

Tahmini Moksifloksasin derisimi-ppm
(¥a ]

0 5 10 15 20 25 30

Gercek Moksifloksasin derisimi-ppm

PCR kalibrasyon basamaginda Moksifloksasin i¢in gercek ve tahmin
edilen derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglart.

Metronidazol

Tahmini Metronidazol derisimi-ppm

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Gercek Metronidazol derisimi-ppm

PCR kalibrasyon basamaginda Metronidazol i¢in gercek ve tahmin edilen
derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglari.

4.8. PLS yontemi icin ANOVA testi

PLS kalibrasyon yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek amaciyla elde

edilen sonuclara ANOVA testi uygulanmistir. Gruplar arasi serbestlik derecesi=1,
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grup ici serbestlik derecesi=46 % 95 giiven araliginda F-tablo degeri 4,05 olmasina
karsilik Moksifloksasin i¢in hesaplanan F-test degeri 0,00001311 ve p-degeri 0,97,
metronidazol ic¢in hesaplanan F-test degeri 0,001362 ve p-degeri 0,97 olarak

bulunmustur.

Cizelge 4.5. Moksifloksasin Maddesinin PLS yonteminde elde edilen sonuclarla
hesaplanan ANOVA sonuglari

ANOVA

Varyans Kaynag1 |[SS Df MS F P-degeri |F olgiitii
Gruplar Arasinda [0,065269 |1 0,065269 |0,001311 [0,971271 |4,05
Gruplar Icinde 2289,791 |46 49,77807

Toplam 2289,856 (47

Cizelge 4.6. Metronidazol Maddesinin PLS yonteminde elde edilen sonuglarla
hesaplanan ANOVA sonuglari

ANOVA

Varyans Kaynagi [SS Df MS F P-degeri |F olgiitii
Gruplar Arasinda ]0,141919 |1 0,141919 |0,001362 10,970722 |4,051749
Gruplar I¢inde 4793,688 |46 104,2106

Toplam 4793,83 |47

ANOVA testinde F-hesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05 oldugu icin % 95 giiven
araliginda elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadigi bulunmustur.
Gruplar arasi serbestlik derecesi ve grup ici serbestlik derecesi olmak iizere varyans
analizinde iki serbestlik derecesi kullanilir. F-hesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05
oldugu icin bu kalibrasyon modelinin ilag numunenin incelenmesinde kullanilabilir

olduguna karar verilmistir.

4.9. 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 i¢i serbestlik derecesi=46 % 95 giiven araliginda F-tablo degeri 4,05 olmasina
karsilik Moksifloksasin i¢in hesaplanan F-test degeri 0,00174 ve p-degeri 0,97,
metronidazol i¢in hesaplanan F-test degeri 0,001952 ve p-degeri 0,96 olarak

bulunmustur.
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Cizelge 4.7. Moksifloksasin Maddesinin PCR yonteminde elde edilen sonuclarla
hesaplanan ANOVA sonuglari

ANOVA

Varyans Kaynagi (SS Df MS F P-degeri |F olgiitii
Gruplar Arasinda |0,0867 1 0,0867 0,00174 10,966905 (4,05
Gruplar Icinde ~ |2291,622 |46 49,81788

Toplam 2291,709 |47

Cizelge 4.8. Metronidazol Maddesinin PCR ydnteminde elde edilen sonuglarla
hesaplanan ANOVA sonuglar1

ANOVA

Varyans Kaynag1 |SS Df MS F P-degeri |F ol¢iitii
Gruplar Arasinda (0,204102 |1 0,204102 [0,001952 |0,964948 |4,051749
Gruplar Iginde 4808,84 |46 104,54

Toplam 4809,044 |47

ANOVA testinde F-hesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05 oldugu i¢in % 95 giiven
araliginda elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadigi bulunmustur.
Gruplar arasi serbestlik derecesi ve grup i¢i serbestlik derecesi olmak iizere varyans
analizinde iki serbestlik derecesi kullanilir. F-hesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05
oldugu icin bu kalibrasyon modelinin ilag numunenin incelenmesinde kullanilabilir

olduguna karar verilmistir.

4.10. PLS ve PCR yonteminde istatistiksel analiz

Kalibrasyonun Standart hatasi

Ikili ila¢ maddesini igeren karisimlarda bu maddelerin miktar tayini icin PLS ve PCR
kalibrasyonlarinin kurulmasinda capraz validasyon isleminde tahmin edilen hatalarin
karelerinin toplamimin (Predicted Resudiual Error Some of Squares— PRESS)
minimal degerleri elde edilmistir. PRESS degerinin sifira yakin olmasi dogruluk
derecesini arttirmaktadir. Elde edilen PRESS degerleri yeterince kiicliktiir.
Kalibrasyonun standart hatasi (Standard Error of Prediction —SEP) gercek ve

tahmin edilen derisim arasindaki iliskiye dayali olarak hesaplanmustir.

n

Z(Ceklenen _ Cibulunan)Z
SEP ==

n—1
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PRESS — Z( Cieklenen . Cibulunan)2

i=1

Cizelge 4.9. PLS ve PCR yontemleri ile hesaplanan istatistiksel parametreler

PARAMETRE METOT Moksifloksasin Metronidazol
PLS 0,025 0,036

SEP PCR 0,028 0,043
PLS 0,0096 0,052

PRESS PCR 0,0096 0,064

Cizelge 4.10. ila¢ numunesindeki sonuglar

Moksifloksasin (gram) Metronidazol (gram)

NO PLS PCR PLS PCR

1 0,495 0,496 0,435 0,436

2 0,49 0,492 0,436 0,434

3 0,496 0,497 0,43 0,432

4 0,497 0,493 0,432 0,435

5 0,496 0,495 0,434 0,435
Ortalama 0,4948 0,4946 0,4334 0,4344

Standart Sapma 0,002775 0,002074 0,002408 0,001517
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5. SONUC VE ONERILER

Iki farkli ilagtan hazirlanan numunedeki ilag aktif maddelerini analiz etmeye yonelik

calismada Ultra-Viyole Spektroskopisi, kemometri yontemi ile birlikte kullanilmistir.

Moksifloksasin ve Metronidazol ila¢ maddelerinin UV spektrumlari alinarak, ¢calisma
yapilabilecek saflikta oldugu belirlenmis ve analiz ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
Moksifloksasin ve Metronidazol i¢in, UV gelistirilerek, yontem istatistiksel olarak
desteklenmistir. Yonteminin standart egrilerinin regresyon analizi yapilarak sonuglar
istatistik hesaplanmistir. Olusturulan egrilerin bir dogru olup olmadigini anlamak,
bulunan dogrusallik siirinin uygun olup olmadigint belirlemek i¢in dogrusalliktan
ayrilisin 6nem testi yapilmistir. Fu <Ftoldugundan, dogrusalliktan sapmanin dnemsiz

oldugu bulunmustur.

Kemometrik program kullanilirken de yine F testi goz oniine alinmistir. Tabletlerden
hazirlanan ilag numunesine ge¢cmeden Once yapilan deneysel tasarim esnasinda
hazirlanan sentetik modelde de sonuglar kiyaslanmistir. Sentetik modele ilave
ettigimiz madde miktarlar1 ile kemometrik programdan elde ettigimiz deneysel
sonuglar kiyaslanmistir. Grup i¢i ve gruplar arasi serbestlik dereceleri yardimiyla F
testt yapilmistir. F testi sonucuna gore kullandigimiz modeli ilag numunesi
karisimina uygulaylp uygulayamayacagimiza karar verilmistir. Fu <Ft oldugunda

model uygulanmistir.

Yontemimizde Moksifloksasin ve Metronidazol i¢in % geri kazanim degerleri
ortalama olarak gerek sentetik karigim i¢in bulunmustur. Her bir yontem iginde geri

kazanimlar yiiksek degerlerde bulunmustur.

Kullanilan yontemlerin tekrarlanabilir sonuclar vermesi, yliksek duyarlilik ve
dogrulugun yani sira hizli olusu ve ila¢ karigimlarinin analizi i¢in 6nerilecek yontem
olmalarim1 saglamaktadir. Gelistirilen yontemler, tekrarlanabilir, duyarli ve dogru
sonu¢ veren yontemler olup Moksifloksasin ve Metronidazol iceren farkli ilag

numunelerinin analizinde Onerilebilir.
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