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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BAZI ANTIHIPERTANSIF iLAC NUMUNELERININ
PCR VE PLS iLE SPEKTROFOTOMETRIK TAYINLERI

Yasar EMIR UNSAL

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Danmisman: Prof. Dr. Ahmet Hakan AKTAS

Bu tez ¢alismasinda, kemometrik kalibrasyon yontemleri temel bilesen analizi (PCA)
temel bilesen regresyonu yontemi (PCR), kismi en kiigiik kareler yontemi (PLS),
farmasotik irbesartan (IRB) ve hidroklorotiazid (HCT)’in aymi anda miktar
tayinlerine hi¢ bir ayirma islemi kullanmaksizin basariyla uygulanmistir ve bu
yontemler UV-Gorunir Alan Spektroskopisi yontemlerinden elde edilen veriler

kemometrik olarak degerlendirilmistir.

Bu kemometrik yontemlerin validasyonu igin, irbesartan (IRB) icin 0.3-1.5 pg/mL
derisim araliginda ve hidroklorotiazid(HCT) i¢in 4-20 pug/mL derisim araliginda
bilesikleri iceren 19 adet karisimdan olusan kalibrasyon (derisim) seti, etanol
icerisinde hazirlandi. Kalibrasyon setinin 200- 400 nm aralifinda absorpsiyon
spektrumu kaydedildi. Kalibrasyon seti ve bu sete karsilik 200-400 nm araliginda
elde edilen absorpsiyon verileri arasindaki iligkiden yararlanilarak ii¢ kemometrik
kalibrasyon olusturuldu. PCR ve PLS yontemlerinin validasyonu, IRB ve HCT

iceren sentetik karisimlarin analiziyle gergeklestirildi.

Anahtar Kelimeler: Antihipertansif, ilag, spektrofotometre, PCA, PCR, PLS, UV,

Kemometri

2015, 54 sayfa.



ABSTRACT

M.Sc. Thesis

SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION OF SOME
ANTIHYPERTENSIVE DRUG SAMPLES WITH PCR AND PLS
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Siilleyman Demirel University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Ahmet Hakan AKTAS

In this thesis, three different chemometric calibration methods principle component
analysis (PCA), partial least square (PLS) and principal component regression (PCR)
were successfully applied to the simultaneous determination of hydrochlorothiazide
(HCT) and irbesartan (IRB) in pharmaceutical preparations without using any
separation step.The data of UV-Visible Spectroscopy applied to the chemometric

calculations.

For the validation of this chemometric metot, a calibration set of 19 binary mixtures
containing compounds in the working range of 4-16 ug/mL for HCT and 0.3-1.5
pg/mL for IRB was prepared in methanol. Calibration sets 200-400 nm range
absorption spectra were recorded. Three chemometric calibrations were constructed
by using the relationship between the calibration set and its corresponding absorption
data obtained in the range 200-400 nm. The synthetic mixtures of two drugs were

used for the validity of the calibrations.

Keywords: Antihipertansif, drug, spectrophotometry, PCA, PCR, PLS, UV,

Chemometrics.

2015, 54 pages.
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1. GIRIS

Ilag, tipta kullanilan ve biyolojik etkinligi olan saf kimyasal madde veya ona esdeger
bitkisel veya hayvansal kaynakli, standart miktarda aktif madde i¢eren bir karisimdir.
Bir baska deyisle ilag, canli hiicrelerde meydana getirdigi etki ile bir hastaligin
tyilestirilmesi, teshisi veya belirtilerinin azaltilmast amaciyla kullanilan; dogal, yar1
sentetik veya sentetik kimyasal maddelerdir. ilaglar etken madde ve tasiyici olmak
tizere iki kissmdan meydana gelir. Etken madde, canlida biyolojik ve fizyolojik etki
gosteren hastaliklarin tani ve tedavisinde kullanilan bir veya birka¢ kimyasal madde
karigimindan olusan kismi; yani ilacin ana bilesenidir. Tasiyict ise etken maddenin
hasta tarafindan kolay alinabilmesi veya iyi doze edilebilmesi i¢in katilan fizyolojik
etkisi olmayan glikoz, parafin, gliserin gibi kimyasal maddelerdir. Etken maddeler
yeterli miktarlarda alindiginda insan sagligini olumlu yonde etkilerken, az alinmasi
durumunda fayda saglamaz, asir1 ya da yanlishikla alindigi durumlarda ise insan
sagligina oldukca tehlikeli boyutlarda zarar vermektedir. Bu sebeple ilaclarin
tiretiminden kullanimina ve viicuttan atilimina kadar olan tiim noktalarda miktar

analizleri 6nemlidir.

Giinlimiizde analiz i¢in kullanilan hemen hemen her laboratuarda bulunan UV
Visible spektrofotometreler ucuz ve hassas olmakla birlikte karmasik sonuglar
vermektedir. UV Visible aletlerinin kullanilmasi tek etken madde igeren ilaglarin
analizinde herhangi bir sorun olusturmazken birbiri ile ¢cakisan spektrum veren ilag
karigimlart analizinde sorunlar olusabilir. Analiz islemlerinde daha kesin, daha
dogru, daha hizli, daha ekonomik ve daha giivenilir sonuglara ulagmak icin yeni

teknik ve yaklagimlara ihtiyag vardir (Cetin, 2008).

Analitik kimyada hi¢bir 6n ayirma islemi yapmaksizin kombine ila¢ numunelerinin
ayn1 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 kemometrik yontemler ila¢ numunelerinin analizinde artan

yogunlukta kullanilmaktadir (Kaya, 2007).

Bu calismada ila¢ etken maddelerinden irbesartan ve Hidroklorotiazid’ in miktar
tayinlerini UV spektroskopisi yontemiyle tayin edip elde edilen verilerin kemometrik
yontemlerle degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu boliimde analizi yapilacak bu etken

maddeler ve uygulanan yontemler hakkinda bilgi verilecektir.

1.1. irbesertamin Genel Ozellikleri

Kapali formiilii CysH27NgO olan irbesartan'in  agik formili Sekil 1.1° de

gosterilmistir.

Sekil 1.1. irbesartanin acik formiilii

Irbesartan, 2-butil-3 - [[20- (1 H-tetrazol-5-il) [1,10-bifenil] -4-il] metil] -1,3-
diazaspiro [4.4] non-1 en-4-on (IRB) etkili ve oral olarak aktif peptidik olmayan

anjiyotensin Il reseptor antagonistleri, yeni bir kimyasal sinifinin bir tiyesidir.

Anjiyotensin Il vazokonstriksiyon, etkileri ile renin anjiyotensin sisteminin prensibi
presor madde, sentezi ve aldosteron, kardiyak uyarimi serbest uyarilmasini ve
sodyum renal emilimini igerir. Anjiyotensin Il tip 1 reseptOri icin hipertansiyonun
tedavisinde gerekli endikedir ; giiclii, uzun siireli bir se¢ici bir antagonistidir. Ayrica,

47.436 SR ve BMS-186295 olarak da bilinir, IRB Sanofi Recherche tarafindan



kesfedilmistir ve Sanofi Pharmaceuticals ve Bristol - Myers Squibb tarafindan klinik

olarak gelistirilmistir.

Ilag kontrolii dnemli bir parcasi olarak, basit ve hizl1 bir deney ilaglarda IRB ve HCT
izlenmesi igin gereklidir. ki, yiiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC)
yontemlerini insan plazmasinda IRB tayini igin gelistirilmistir. iki yuksek
performansl sivi kromatografisi (HPLC) yontemlerini insan plazmasinda IRB tayini
icin gelistirilmistir. IRB, kapilar elektroforez (EC), misel elektrokinetik kilcal
kromatografisi (MEKC) ile diger anjiotensin Il reseptor antagonistleri ayrilmistir.
Cesitli analitik prosediirler HPLC dahil olmak (zere, kapiler elektroforez,
polarografi, enjeksiyon akis analizi, ve spektrofotometri HCT nin kantitatif tayini

icin tek bagina veya baska ile kombinasyon halinde tanimlanmustir.
1.2. Hidroklorotiazitin Genel Ozellikleri

Kapali formiilii C;H1004N3SCI olan Hidroklorotiazid'in agik formiili Sekil 1.2' de

gosterilmigtir.

¥ ¥
HoN ~

Sekil 1.2. Hidroklorotiazidin agik formiilii

Hidroklorotiyazid,  6-kloro-3,4-dihidro-2H-1,2,4-benzotiadiazin-7-stlfonamid-1,1-
dioksit (HCT) diger antihipertansifler ile birlikte diinya ¢apinda kullanilan en eski
Tiyazid diuretiklerden biridir. IRB, HCT ile birlesiminde daha etkilidir ve bu iki
madde Sanofi ve Bristol-Myers Squibb tarafindan kombinasyon ilaglar olarak
pazarlanmaktadir. Tiyazid yaklasik esdeger miktarlarda elektrolit geri emiliminin,

sodyum tuzu ile dogrudan artan atilimi ve kloriir renal tiibiiler mekanizmalar etkiler.



1.3. Kullanilan Yontem

1.3.1. UV ve Goriiniir Bolge Spektroskopisi

Her madde iizerine diisiiriilen 1sinlardan bazilarini1 absorplayabilir. Maddenin hangi
dalga boylarindaki 1sinlar1 absorplayacagi kendine 6zgiidiir. Bundan yararlanilarak
nitel analiz yapilabilir. Bir maddenin absorplayacagi 1s1n siddeti ise madde miktari
ile orantilidir. Bundan yararlanilarak da nicel analiz yapilabilir. Bu amagla madde
tizerine cok ¢esitli enerjilere sahip 1sinlar gonderilebilir. Madde ile etkilesen 1s1min
enerjisi degistiginde madde ile etkilesim mekanizmasi da degisir. Buna bagli olarak
Olciim tekniginin de degismesi gerekir. Bu nedenle elektromanyetik spektrumun
timii i¢in Ol¢iim yapilabilecek tek bir cihazin bulunmasi miimkiin degildir.
Elektromanyetik spektrumun farkli bolgeleri i¢in farkli cihazlar kullanilir. Dalga
boyu 110 nm — 1000 nm arasindaki UV ve goriiniir bolge 1sinlar ile ¢alisilabilen
cihazlara UV ve Gériiniir Bolge Spektrofotometreleri denir. Bu bolgedeki 1sinlarin
absorplanmalarinin dlgiimlerini temel alan analitik yonteme de UV ve Goriiniir Bolge
Spektroskopisi denir. UV ve goriiniir bolge 1smlart molekiiliin en {ist enerji
seviyesindeki bir elektronun daha yiiksek bir enerji diizeyine gecis yapmasina sebep
olur. UV ve goriiniir bolge 1sinlari, molekiillerde benzer etki yaptigi igin
birlestirilmislerdir. Hem organik, hem de anorganik molekiller UV ve gérinur bolge
1sinlari absorplarlar. Her iki grup molekiilde de 1sin absorpsiyonu elektron gecisi
ile gerceklesmesine ragmen etkilesim mekanizmalart  farkhidir.  Organik
molekdllerdeki absorpsiyon molekil orbital teorisine gore, anorganik molekullerdeki

absorpsiyon ise kristal alan teorisine gore agiklanir.

1.3.2. Absorpsiyonun nicel yorumu

Isig1 geciren bir kap igerisinde bulunan bir madde {izerine I, siddetindeki
monokromatik 151n demeti gonderilecek olursa demetten bir kisim 151 yansir (Iy).
Isin demeti ¢ozeltiye dik olarak geldigi icin ¢dzelti kabinin cidarina dik olarak geri
doner, bir kism1 maddenin tanecikleri (iyon, molekiil) tarafindan absorplanir (I, bir

kismi ¢ozeltide bulunan biiyiik veya biiyiikce molekiiller tarafindan etrafa sagilir (Is),



bir kismi da ¢ozeltiden gecer (I). Sekil 1.3” de bu olaylar goriilmektedir. Bunlar

arasinda,

lo=l+la+ly+lIs (1.2

seklinde bir bagint1 vardir.

\-/ lg
Sekil 1.3. Bir kapta bulunan bir ¢6zelti {izerine gonderilen 151n demetinde yansima,

sacilma (dagilma) ve absorbansla Io demetinin zayiflamasi ve I demeti
olarak cozeltiyi terk etmesi.

Burada amag 151k siddetinin madde tarafindan absorplanan 1sik miktarim1 6lgmektir.
Bu nedenle sacilma ve yansimada olusan kayiplarin engellenmesi gerekir. Bu amagla
Io siddetindeki 151n demeti birkag kez ¢oziiciiden birkag kez de incelenecek maddeyi
igeren ¢ozeltiden gecirilir. Saf ¢oziliciiden gegen 151k siddeti lo olarak alinir. Maddeyi
iceren ¢ozeltide yansima, sagilma ve absorplama, saf ¢oziiciide ise sadece yansima ve

sacilma gerceklesir.
1.3.3. UV ve goriiniir bolge absorpsiyon spektrofotometreleri

Maddenin 15181 absorplamasini incelemek icin kullanilan diizenege absorpsiyon
spektrometresi veya absorpsiyon spektrofotometresi adi verilir. Bir spektrofotometre
diizenegi Sekil 1.4°de goriildiigi gibi baslica 151k kaynagi, dalga boyu segicisi ve
dedektdrden olusur. Dedektorde elektrik sinyaline ¢evrilen optik sinyal bir kaydedici

veya bir galvanometre ile 6lcular.
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Sekil 1.4. Bir spektrofotometrenin temel bilesenleri

Bu ana bilesenlere ek olarak spektrofotometrelerde 15181 toplamak, odaklamak,
yansitmak, iki demete bolmek ve Ornek iizerine belli bir siddette gondermek
amaciyla mercekler, aynalar, 151k boliiciileri ve giris ve ¢ikis araliklar1 vardir. Ornek
ise, kullanilan dalga boyu bdlgesinde 15181 geciren maddeden yapilmis Ornek
kaplarina konularak 1s1k yoluna yerlestirilir (Sener, 2006). Deneyler sirasinda
arastirma laboratuarimizda kullandigimiz UV-Goriiniir alan cihazimizin sekli asagida

verilmistir.

Sekil 1.5. UV-Gorundr alan spektrofotometresi.

1.3.4. Isin Kaynaklari

Spektroskopik ¢alisma igcin uygun bir kaynak, kolayca belirlenebilecek ve
Olciilebilecek yeterli gilicte 151n demetleri olusturmalidir. Buna ek olarak 1sin
siddetinin, belirli bir siire i¢inde sabit kalmas1 gereklidir. Tipik olarak, kaynagin 1sin
giicii, giic kaynagmin potansiyeli ile iistel olarak degisim gosterir. Bu yiizden
kaynaktan sabit bir 1simn giicii saglamak ig¢in, potansiyelinin istenilen kararlilikta

tutulmasi gereklidir. Kaynaktan gelen 1s1n siddetini ¢ok iyi kontrol etmek yerine, ¢ift-



1sinlt cihaz tasarimi alternatif bir yoldur. Bu cihazlarda, numuneden gegen 1sinin

siddeti, numuneden ge¢meyen 1sininki ile mukayese edilir (Skoog, 1998).

Sogurma cihazlarinda kullanilacak 1s1n kaynaklari, tayin ve 6lglim i¢in yeterli giigte
olmal1 ve stirekli, yani kullanilan bolgedeki biitiin dalga boylarinda 1s1n vermelidir.
Goriliniir bolgedeki 1s1nlar1 saglamak kolaydir genelde yaklagik 3000K’e 1s1tildiginda
akkor hale gelerek kara cisim 151mas1 yapan W-lambalardan yararlanilir. Bu lambalar
320-2500 nm araliginda siirekli bir spektrum verirler. W-lambasinin igine az
miktarda I, konuldugunda W-Halojen lambalar elde edilir ¢alisma sicaklig1 yiiksek
oldugu i¢in kuartz sistem gereklidir. Bu lambalarin 6miirleri daha uzun olup 6miirleri

yaklagik iki kat fazladir.

UV 1s1n kaynag olarak diisiik basingli hidrojen ya da ddteryum bosalim lambalari
kullanilir. Bunlar 180-375 nm araliginda siirekli spektrum verirler. D2 lambalarinin
kullanim araligt Hp-lambalarinki ile aynidir, fakat 1sin siddeti daha yiiksek olup
yaklagik ¢ katt kadardir. Xe-ark lambalart daha yiiksek siddetli 1sinlar igin
kullanilabilir. Bu lambalar 250-600 nm araliginda stirekli spektrum verirler, yalniz

cok 1sindiklart i¢in cihazin 6biir boliimlerinden izole edilmeli hatta sogutulmalidirlar.

1.3.4.1. Dalga Boyu Segiciler

Nicel analizde belli bir dalga boyunda ¢alisarak Beer yasasina uyum saglanmis olur,
bu aralik maksimum sogurmanin oldugu aralik ise, duyarlik artirilmis olur ve diger
dalga boylarinda sogurma yapan maddelerin girisimi engellenerek, se¢imlilik
artirtlmis olur. Bu nedenle istenilen dalga boylu 1sinlar1 elde etmek i¢in filtreler ve
monokromatorlerden yararlanilir. Filtreler; renkli ¢ozeltiler, renkli camlar, cut off
(dalga boyu smurlayict filtreler), interferans (girisim) filtreleri  olup,

monokromatorler; optik aglar ve prizmalar seklinde siniflandirilabilir.

1.3.4.2. Ornek Kaplan

Cozelti i¢in kullanilan kaplara sel ya da kiivet denir. Bunlar calisilan bolgedeki

1s1nlart sogurmayan gegirgen maddelerden yapilmalidir. Bu nedenle A< 350 nm olan



mor Otesi bolgede camdan degil kuartzdan yapilmis kiivetler kullanilmalidir. Bunlar
20nm-3pum dalga boyu araliginda kullanilabilirler. Silikat camlar ise 350nm-2 um
bolgesinde kullanilabilir. Goriliniir bolgede kimi zaman plastikten yapilmis
malzemelerde secilebilir. Kiivetler dikdortgenler prizmasi seklinde olup en c¢ok
kullanilanlarin genisligi lem’dir. Kiivetlerin 151n dogrultusundaki yiizeyleri temiz
olmahdir. Kirlilik ve parmak izinin varligi yanilgilar1 artirir ve tekrarlanabilir

Olgtimler alinamaz.

1.3.4.3. Dedektorler

Dedektorler, genelde foton dedektorleri ve termal dedektorler seklindedir. Mor Otesi
ve goriiniir bolgede en ¢ok kullanilan foton dedektorleridir. Foton dedektorleri, 1s1n
enerjisini elektrik enerjisine ¢evirip 6lglim yaparlar. Tiimii 1sinlar1 soguran aktif bir
yiizeye sahiptir. Isinlar sogurulduktan sonra ya fotoelektronlar olusur ve yayimlanir
ya da elektronlar iletkenlik bantlarina gecirilerek fotoiletim olur. Foton dedektorleri;
fotovoltaik piller, fototiipler, fotoiletken piller ve silisyum diyotlar seklinde gruplanip

incelenebilir. Ideal bir dedektor;

e Duyarlilig1 yliksek olmali

e Sinyal/giiriiltii oran1 yiiksek olmals,

e Genis bir dalga boyu araliginda spektral yanit1 sabit olmali,

e Aydinlatma yokken ¢ikis sinyali en az olmali, yani dark akim kiiciik olmals,
e Yanitlama siiresi kisa olmali

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

1.3.5.UV ve goriiniir bolge molekiiler absorpsiyon spektroskopisinin

uygulamalar

Bu yontemin baglica uygulama alanlar1 sunlardir.

Nitel Analiz: Analizi yapilacak olan bilinmeyen madde saflastirildiktan sonra uygun
bir ¢Oziicude ¢Ozulerek spektrumu alinir. Bu spektrum bilinen bilesiklerin ayni

kosullarda ¢ekilmis spektrumlar1 ile karsilastirilir. Bilinmeyen madde spektrumu



kendisininkine tam olarak uygun maddedir. Bu yontem nitel analiz icin ¢ok uygun
bir yontem degildir. Ciinkii molekiillerin absorpsiyon bantlar1 olduk¢a genistir ve
bazi kromoforlarin absorpsiyon bantlar1 birbiri ile Ortlisebilir. Ayrica molekiillerin
UV ve goriiniir bolge absorpsiyon spektrumlarinda ¢ok az sayida bant bulunur. Bu az
sayida bandin birbiri ile karsilastirilarak karar verilmesi bazen hatali sonuglara yol

acabilir.

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

Oonemli avantajlar1 vardir.
a) Analiz stiresi kisadir. Sonug ¢abuk alinir.

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

civarindadir.

¢) Oldukea duyarh bir yéntemdir. 10° M a kadar seyreltik ¢ozeltilerin bile analizleri

yapilabilir.

d) Her maddenin kendine 6zgu bir absorpsiyon spektrumu oldugu igin seciciligi
yiiksektir. Cogunlukla bir karigimdaki maddeler bir 6n ayirma islemine gerek

kalmaksizin analizleri yapilabilir.

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

absorpladigindan uygulama alani genistir (Sener,2006).
1.4. Kemometrik Yontemler

Kimyada yada Analitik kimyada verilerin islenmesi ve istatistiksel degerlendirilmesi
ile bu verilerin saglandig1 deney faktorlerinin arastirilmasi, optimize edilmesi, zaman
tasarrufunun  saglanmasi  ve  kantitatif = Ol¢iimler i¢in  kalibrasyonlarin
gerceklestirilmesi icin gerekli olan deneysel tasarimlarin hazirlanmasi kimyanin

belki de en ¢ok hesaplama ve modelleme ¢aligmalarina ihtiya¢ duyuldugu alanlaridir.



Temel kimya ve fizik bilgileri ile birlikte mihendislik ve hesaplama tekniklerine,
matematik ve istatistik konularina dayanan kimyada verilerin islendigi ve

degerlendigi alan kemometri olarak bilinmektedir (Akpolat O, 2004).

Giliniimiizde bilgisayar, yazilim, istatistik ve uygulamali matematik alanlarindaki
gelismeler, kimya alaninda, Ozellikle de analitik kimyada karmasik sistemlerin
¢oziimil i¢cin kemometri ad1 verilen yeni bir disiplinin dogusuna neden olmustur. Bu
gelismeler, analitik kimya ve komsu dallardaki arastirmacilara, analitik problemlerin
¢ozimiinde yeni olanaklar saglayan ¢ok boyutlu ve ¢ok degiskenli parametrelerin
kullanildigr kemometrik yontemlerle yeni ¢alisma alanlar1 dogurmustur. Kemometri,
istatistik ve matematik ile birlikte bilgisayar kullanarak kimyasal verilerin
islenmesini kapsayan bir kimya disiplindir. Kemometri, kimyasal analizlerde,
kimyasal verilerden gercek bilginin ektraksiyonunu veya sakli bilgilerin agiga
cikarilmasina olanak taniyan gili¢li bir aragtir. Kemometrinin temel uygulama

alanlarindan biri de analitik kimyadir.

Kemometri kavrami, 1972 yilinda Isvecli Svante Wold ve Amerikali Bruce R.
Kowalski tarafindan ileri siiriilmiistlir ve 1974 yilinda uluslararas1 kemometri dernegi
tarafindan bu disiplinin ilk resmi agiklamasi yapilmistir. Kemometri igerik olarak,
tanimlayict ve agiklayict istatistik (descritive and inference statics), sinyal isleme
(signal processing), deneysel tasarim (experimental design), modelleme (modeling),
kalibrasyon (calibration), optimizasyon (optimization), yapt tamima (pattern
recognition), siniflandirma (classification), yapay akil yontemleri (artificial
intelligience methods), resim isleme (image processing), bilgi ve sistem kurami
(information and system theory) gibi kavram ve uygulamalar1 kemometrinin

konularini olusturmaktadir.

Guntimizde kemometrik yontemlerin gelismesiyle birden fazla etken madde igeren
tirlinlerin kantitatif analizi hi¢gbir kimyasal 6n ayirma islemi ve higbir grafik islemi
gerektirmeksizin hizli, dogru ve hassas olarak gerceklestirilmektedir. Bu durum
kemometriye diger yoOntemlere gore biiyiikk bir avantaj kazandirmistir ve

kemometrinin kullanim alaninin genis bir alana yayilmasini saglamistir.
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Kemometri; analitik kimya, adli tip, biyoloji, gida kimyasi, ¢cevre kimyasi, arkeoloji
gibi alanlarda kullanilmaktadir. Fizikokimyacilar ve madde bilimciler, sinyal isleme
ve c¢ok degiskenli verilerin analizinde kemometrik yontemleri uyguladiklar
gorilmektedir. Organik kimyacilar ve farmasotik kimyacilar, reaksiyon kosullarinin
optimizasyonunda deneysel tasarim ve ilag tasariminda yapr etki iligkisi
caligmalarinda kemometrinin araglarin1 kullanmaktadirlar (Vandeginste ve ark.,
1998).

O};?rﬁ”;k Fizikokimya
y Sanayi

\ /T

Matematik /
Istatistik — . | =——=> Analitik Uygulama
Bilgisayar KEMOMETRI Kimya =—=> Tip alanlar

Programlama —

| ] S

Miihendislik

Gida

Sekil 1.6. Kemometrinin iliskili oldugu disiplinler

Yukaridaki sekilde de (Sekil 1.6) goriildiigii gibi kemometrik ¢alismalarda, analitik
kimyacilarin ve diger ilgili disiplinlerin ihtiyaclar1 dl¢iisiinde uygulamali matematik
ve istatistik bilgisine sahip olmalar1 gerektigi acgiktir. Burada programlama ve
hesaplama ¢ok onemlidir. Kemometrik uygulamalarin ¢ogu kompleks hesaplamalar
icermektedir. Bu hesaplamalar1 elle veya basit hesap makineleriyle gerceklestirmek
miimkiin olmadigr i¢in bilgisayar programlarina ihtiyag vardir. Kemometrik
hesaplamalarda genellikle EXCEL, MATLAB, PANORAMA, MINITAB, XLSTAT,
SOLO ve diger paket programlar kullanilmaktadir (Ding E., 2009).

Iki veya daha fazla aktif bilesigi iceren karisimlarda bu aktif bilesiklerin hicbir
ayirma islemi kullanmaksizin analizi analitik kimyanin ve diger komsu dallarin temel
problemlerinden birisidir. Karisim halindeki numunelerin analizi igin ¢esitli
kromatografik ve spektrofotometrik yontemlerin yaygin olarak kullanildig
caligmalarda da goriilmektedir. Bazi durumlarda bahsedilen bu yontemlerin de iyi

sonuglar vermedigi de bir gergektir. Sayillan bu nedenlerden dolayr daha diisiik
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miktarlarda numunelerin analizi ig¢in gelismis analitik cihazlar gelistirilmesine
ragmen klasik analitik cihazlardan elde edilen verilerin ¢esitli matematiksel
algoritmalara tabi tutularak yontemlerin hassasiyeti ve sonuglarin dogrulugu

artirilmaya ¢aligilmaktadir.

1.4.1. Cok Degiskenli Kalibrasyon Algoritmalar:

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

Cok bilesenli verilerle ilgili en 6énemli sorunlardan biri, orijinal verilerin tamaminin
desen ve iligkilerinin goriilmesini engellemesidir. Cok degiskenli analiz
yontemlerinin bir¢ogunun temel hedefi verilerin boyutunu kiigiiltmektir. Temel
bilesen analizi daha ¢ok bilesenler arasinda korelasyonun olmadigi durumlarda

verilerin miktarin1 azaltmak i¢in kullanilan bir tekniktir.

Temel bilesen analizinin dayandig1 ana fikir, her bir numuneyi tanimlayan orijinal
degiskenlerin, Xj, Xa,..., X, dogrusal kombinasyonu olan PCI1, PC2,..., PCn

seklindeki temel bilesenleri bulmaktir.

PCl=ap Xy +apXo+.......... +a1nXs (12)
PC2=ay Xy +apXo+.......... +aonXn
vb.

Esas bilesenler genellikle ortak varyans (kovaryans) matrisinden elde edilir. Ortak
varyans, iki degiskenin birlesik varyansinin bir Olgiisiidiir. Matematiksel anlamda
temel bilesenler (PC), ortak varyans matrisinin eigenvektor (6zvektor) leridir ve bu
vektorlerin bulunmasinda kullanilan teknige eigen analizi adi verilir. Her bir esas
bilesene (yani, eigen vektoriine) karsilik gelen eigen degeri, o esas bilesenle
tanimlanan veri takiminin varyansinin miktarini gosterir. Esas bilesenler birbirine dik

ac1 olusturur. Bu 6zellik diksellik olarak adlandirilir (Uyanik, 2008).
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Sekil 1.7. X1 ve X2 olan iki degisken i¢in PC1 ve PC2 olan iki esas bileseni gosteren
diyagram (Uyanik, 2008).
1.4.1.2. Temel Bilesen Regresyon Yontemi (Principal Component Regression

(PCR) Method)

Kemometrik kalibrasyon yontemlerden birisi olan temel bilesen regresyon yontemi,
konsantrasyon seti i¢in Olgiilen absorbans verilerinin dekomposizyonu ile birbirine
dik (ortogonal) dogrular elde edilmesi esasina dayanir. Bu elde edilen dogrular

kurulacak kalibrasyonun koordinat sistemidir.

Burada aciklanan PCR algoritmasi Martens ve Naes (1984) tarafindan verilen
semaya gore acgiklanmaktadir. 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 (eigen

vector) kalibrasyonun lineer bilesenidir.

PCR algoritmasinda genel lineer regresyon denklemi asagidaki bicimde yazilabilir:

C=a+h.A (1.3)
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Burada C analiz edilecek maddenin konsantrasyonudur, a sabit sayi, b ise temel

bilesenlerin ve C- loading matriksinin (q) ¢arpimindan elde edilir:

Burada P 6z vektorlerin matriksidir. Oz vektdrler kolon matriksi en uygun 6z degere
(faktore) ya da 0z degerlere (faktorlere) karsilik gelmektedir. Burada q vektorii C-
loading olarak adlandirilir ve T (say1 matriksi) tizerinden C’ nin regresyonu ile tayin

edilir.
qg=D.T".Yo (1.5)

Burada D diagonal matriks olup her bir 6z degerin tersine esittir. t; say1 matriksi

asagidaki esitlikten elde edilebilir:
ti=A,. P (16)

Ortalanmis absorbans ve konsantrasyon, AO ve CO ile gosterilebilir. Burada a sabiti

genel lineer regresyon denklemi kullanilarak asagidaki esitlikten hesaplanabilir:
a=Co-A'o.b (1.7)

Her bir asamada elde edilen degerler denklemde yerine konarak numunede

bilinmeyen konsantrasyonu hesaplanabilir.

a) Yontemin avantajlari; i) dalga boyu segimi gerektirmez, genellikle biitiin spektral
alan ya da bu spektral alanin denis bir bolgesi kullanilabilir, ii) ¢ok bilesen analiz igin
kullanilabilir, iii) PCR data islemleri i¢in ve kalibrasyondaki katsayilarinin
hesaplanmasinda ILS regresyon isleminin kullanilmasina olanak tanir, iv) analiz
edilecek bilesenlerin bilinmesi sartiyla cok kompleks karisimlar igin kullanilabilir, v)
bazen orijinal kalibrasyon karisimlarinda bulunan fakat numunede bulunmayan
bilesenli numunelerin miktar tayininde kullanilabilir, vi) kalibrasyon igin olgiilen

absorbanslarin dekomposizyon igsleminde sonra uygun 6z vektorlere karsilik segilen
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0z degerlerin deneysel ortamdan ve Ol¢iim aletlerinden gelen giiriiltiiniin

eliminasyonuna olanak tanir.

b) Yontemin dezavantajlari; i) hesaplamalar klasik yontemlere gére daha yavastir, ii)
yontemin optimizasyonu temel kalibrasyon komponentlerinin bazilarinin bilinmesini
gerektirir (anlasilmasi ve yorumlanmast ¢ok kompleks modeller igin), iii)
kalibrasyon i¢in temel alinan vektorler analiz edilecek bilesenlere karsilik
gelmeyebilir, iv) genellikle ¢ok sayida kalibrasyon numunesinin kullanilmasi dogru
bir kalibrasyon i¢in gereklidir, V) kalibrasyon numunelerinin hazirlanmasi

bilesenlerin konsantrasyonlar1 ile dogrusalliktan uzaklagmalari nedeniyle zordur

(Ding, 2007).

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

Kemometrik kalibrasyonlardan en yaygin ve popiiler olan1t PLS yontemidir. PLS
yonteminde kalibrasyonun kurulmasi i¢in kullanilan PLS algoritmalarina gore,
ortogonalize edilmis PLS algoritmast (orthogonalized PLS algorithm) ve
ortogonalize olmayan PLS algoritmasi (non-ortogonalized PLS algorithm) gibi
ekilleri vardir. Ortogonalize PLS ve ortogonalize olmayan PLS kalibrasyonunun
PLS; ve PLS; seklinde iki tipi s6z konusudur. PLS; de bir bilesik model igerisinde
iken; PLS; de biitiin bilesikler modele dahil edilmektedir.

Wold ve Martens tarafindan verilen PLS algoritmasi en genel olanlaridir. PLS
kalibrasyonu, say1 vektorleri vasitasiyla X- ve Y- bloklar1 arasindaki iligkiye dayanir.
PLS algoritmasina gore sifir etrafinda merkezilestirilmis X- degiskeninin matrisi ve
sifir etrafinda merkezilestirilmis Y- degiskeninin parcalanmasi asagidaki bicimde

verilir.
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Sekil 1.8. PLS2 kalibrasyonu
X=TP'+E (1.8)
Y=UQ"+F
Y=XB+F

B=W(E' W?*.Q"

Burada X= bagimli degisken absorbans verileri), Y= bagimsiz degisken (6rnegin
konsantrasyon), T= X i¢in say1 matrisi, U=Y i¢in say1 matrisi, P= X i¢in yiik matrisi,
Q=Y i¢in yik matrisi, E= X-kalinti matrisi, F= Y-kalinti 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 hesaplanabilir.

a) Yontemin avantajlari; i) PLS kalibrasyon islemi CLS ve ILS hesap tekniklerini
kapsamaktadir, ii) tek asamali bir dekompozisyon ve regresyon islemi gerektirir,
kalibrasyonda kullanilan 6z vektorler analiz edilen bilesenler ile en genis ortak
spektral degisimin oldugu bolgede dogrudan iliskilidir, iii)kalibrasyonlar genellikle

kalibrasyon setinin bilinmeyen numunelerden beklenen degisik konsantrasyonlarini
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yansitmast daha fazla giivenirlik saglayacaktir, iv)yalnizca analiz edilecek
bilesenlerin bilinmesi sartiyla kompleks karigimlar igin kullanilabilir, v)bazi
durumlarda orijinal kalibrasyon karisimlarinda bulunan fakat numunede olmayan
bilesenli numunelerin miktar tayininde kullanilabilir, vi) bu tekniklerin hepsi spektral
kantitatif analiz i¢in uygulanirken literatiirdeki sebepler genellikle PLS’ nin tahmin
giiclinilin yiiksek oldugunu gostermektedir. Bir¢ok durumda PLS metodlar1 PCR’ den

daha 1yi sonuglar verir.

b) Yontemin dezavantajlart; i) PLS hesaplamalar1 klasik metodlardan daha yavastir,
I)PLS modellerin anlasilmasi ve yorumlanmasi zor olup son derece soyuttur, iii)
genellikle ¢ok sayida numune i¢in dogru bir kalibrasyon gereklidir, iv) kalibrasyon
numunelerinin  hazirlanmas1  bilesenlerin  konsantrasyonlar1 ile dogrusalliktan

uzaklagmalar1 nedeniyle zordur (Ding, 2007).

1.4.2. Kalibrasyon (Derisim) setinin tasarim

Kemometrik (CLS, ILS, PCR, PLS) kalibrasyonlar i¢in kalibrasyon seti ya rasgele
(randomly) yada analizi yapilacak numunede yer alan maddelerin
konsantrasyonlarini icerecek sekilde kalibrasyon (derisim) setinin tasarimi yapilir.
Simetrik  kalibrasyon setinin  planlanmasinda analiz edilecek maddelerin
konsantrasyonlari, kalibrasyon setinin i¢inde ana kiimenin permiitasyonlar1 seklinde
alt kiimeler olusturmalidir. Kemometrik ¢aligmalarda rastgele kalibrasyon setinin
hazirlanmasindan ziyade, analiz edilecek maddelerin konsantrasyonlarina gore
simetrik ve hatalarin minimize edilmesi agisindan tercih edilecek bir durumdur.
Calismalarda derisim seti hazirlanmasinda, gesitli tasarim sekilleri verilmekle birlikte

rastgele hazirlanan derisim setleri de kullanilmaktadir.

1.4.3. 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 degerlerini minimum yapan kalibrasyon kosullar1 ve
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F-istatistigi ~ kullanilir.  Kalibrasyon performanslarin1  degerlendirmek igin,
kemometrik kalibrasyonlarin SEC ve SEP degerleri yaninda, bilinen ve tahmin edilen
derisim degerlerinin lineer regresyon analizi yapilarak, korelasyon katsayisi,

dogrunun egim (m) ve kesim (n) degerleri kullanilir.

PCR ve PLS kalibrasyonlarinin kurulmasinda faktor secimi i¢in ¢apraz validasyon
islemi (Cross-validation procedure) kullanilir. Bunun i¢in karelerin tahmin (tayin)
hatalarinin toplami (prediction error sum of squares—PRESS) hesaplanir. Optimal
faktor sayisini bulmak i¢in Onerilen kriterler minimum PRESS degeri ve F-

istatistigidir.
1.4.4. Varyans Analizi (ANOVA)

Varyans analizi teknigi kullanilarak grup ortalamalari arasindaki farklihi§in veya
farkli analitik yontemler ile elde edilen analiz sonuglarinin ortalamalar1 arasindaki
farkliligin 6nemli olup olmadigina bakilabilir. Bir arastirmada k tane islemin ( veya k
tane yontemin) n tekrarinin sonunda elde edilen veriler bir tabloda 6zet haline

getirilir. Sonra kontrol ve karsit hipotezi asagidaki sekilde kurulur.

Ho: Islemlerin temsil ettigi popiilasyon ortalamalari arasindaki fark tesadiiften ileri

gelmektedir. Islem ortalamalari arasindaki gézlenen fark sifir kabul edilebilir:

Hi: En az iki muamele grubunun ortalamasi arasinda gbézlenen fark tesadiiften ileri
gelmektedir. En az iki islem grubunun incelenen Ozellik iizerine olan etkileri

birbirinden farklidir, yani aralarindaki fark istatistiksel olarak onemlidir.

Karsit hipotez kurulurken en az iki islem arasindaki fark 6nemlidir 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.
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Yapilan hipotez kontrolii sonucunda karsit hipotez kabul edilmis ise bu en az iki grup
ortalamasi arasindaki farkliligin 6nemli oldugu “¢oklu karsilastirma yontemleri”

kullanilarak arastirilir.

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

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

Varyans analiz cizelgesi (ANOVA testi gizelgesi = ANalysis Of VAration )

Varyasyon Serbestlik Kareler toplamt Kareler ortalamasi F-degeri
kaynag: derecesi
Yéntemler arasi k k
o =12 S 42 - =
(Gruplar aras)} k-1 Z m (XK= X) Zni (R~ X) ft-1) ——T—_—E}f‘zini (X~ X )Z
=1 i=1 F = -1
= — - - = : =T

Yantemler igi kT . ] s 2 Z:;( Xy —X:)
(Gruplar igi) k(n-1) Z Z( Xy—%) (X;=%) J(k(n—1) (k(n—1)

i=1 f=1 i=1 j=1 .
Genel varyasyon LI

2
- 2. 2.y =%)
i=1 =1

(Ding,2009).
1.4.5. Kemometrik Kalibrasyon Yontemlerinin Uygulamalari

1.4.5.1. Kemometrik Yontemlerin Uygulama Alanlar:

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

ve eczacilik gibi alanlarda genis bir uygulama alani1 oldugunu gostermektedir.

Analitik caligmalarda kemometrik yontemlerin uygulamalari anorganik analiz,
organik analiz, ila¢ analizi, klinik ve biyolojik numunelerin analizi, gida ve su
analizleri, ¢evre analizleri ve stabilite tayinleri, ¢6ziinme hiz1 testleri seklinde

Ozetlenebilir.
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1.4.5.2. 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 igeren
karigimlarin kantitatif analizi i¢in olduk¢a kullanish oldugu kanitlanmistir. Cok
degiskenli kalibrasyonlarin absorbans sinyallerine uygulanmasiyla cok bilesen
analizlerinden elde edilen sonuglarin dogrulugu, yontem ve kullanilan analitik

sinyallere baghdir.
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2. KAYNAK OZETLERI

S. Hillaert, W. Van den Bossche tarafindan 2002 yilinda basladiklar1 ¢aligmalarda
Hidroklorotiazit ve alt1 anjiyotensin-II alic1 antagonistini (ARA-II'ler) (candesartan,
epresortan mesylate, irbesartan, losartan potasyum, telmisartan ve valsartan) es
zamanli olarak ayirma amaciyla kapiller elektroforetik (CZE) ve misel elektrokinetik
kromatografik yontemlerinin (MEKC) alabilirligini arastirdi. CZE ve MEKC
yontemleri farmasotikal formiillerdeki birlesik HCT/ARAII'lerin niteliksel ve sayisal
degerlendirmesi i¢in uygundur. ARA-II'e bagh olarak iki yontemden en az biri her
kombinasyon igin kullanilabilir. Iki yéntem de tepki, yeniden iiretilebilirlik ve

hatasizlik dogrusalliginda onaylanmiglardir.

Lara F. Tutunji, Maha F.Tutunji ve arkadaglarinin 2010 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada
hassas, 0zgiin ve se¢ici kromatografi/tandem kiitle spektrometrik yontemi insan
plazmasindaki irbesartan ve hidroklorotiazitin es zamanli saptamasi i¢in gelistirilip
onaylandi. Plazma 6rnekleri asetonitrilli protein ¢ozeltisi kullanilarak, iki analit ve i¢
standart losartanin % 2.5 oraninda formik asit igeren suyla ters fazli C18 kolonunda
(50mmx4mm,3 m) ayristirtlmasiyla ve metanol ve asetonitril (40:45:15, v/v(v (% ))
akict durumdayken (akis orani 0.70mL/min) hazirlandi. Irbesartan ve hidroklorotiazit
negatif iyon modunda, ¢oklu reaksiyon gozetimiyle (MRM) tespit edilmeden &nce
ESI kaynagi kullanilarak iyonize edilmis ve asagidaki transisyonlarda izlenilmistir:
Hidroklorotiazit m/z 296—269 ve m/z 296—205, irbesartan 427—175. Dogrusallik
irbesartan igin 0.06-6.00 g/mL ve hidroklorotiazit i¢in 1.00-112.00 ng/mL
yogunlasma araliginda gosterilmistir.  Gelistirilmis ve onaylanmig ydntem
gontllilerde basarili bir sekilde (N=36) 12.5 mg'lik hidroklorotiazit tablet ve
irbesartan (300mg) biyo esdegerlik ¢alismasina uygulanmistir.

Duohai Pan, George Crull ve arkadaglarinin 2014 yilinda yaptiklari ¢alismalarda
yiiksek tansiyonun tedavisinde kullanilan bir ilag olan Avalide Irbesartan ve
Hidroklorotiazit'in ~ birlesimidir.  Avalide  driinlerindeki  aktif  farmasotik
bilesenlerden(API) biri olan Irbesartan kristalize halde iki sekilde bulunur: Sekil A
ve Sekil B. Irbesartan Sekil A Avalide tabletlerin hazirlanisindaki 1slak grantilasyon
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asamasinda kullanilan API formudur. Daha zor ¢oziinen Irbesartan Form B'nin
Avalide tabletlerinde bulunmasi daha yavas ¢oziinmeyle sonuc¢lanabilir. Bu makalede
yontem gelisimi, onay1 ve NIR ve ssNMR aracilifiyla Avalide tabletlerindeki ¢ok
diisiik miktarlardaki Irbesartan Sekil B'nin saptanmasindaki zorluklar1 sunduk. NIR
yontem gelisimi ve niteliginin pargasi olarak tespit sinir1, dogrusallik ve kesinlik de
incelendi. Ek olarak, yontemin saglamligiyla ilgili sinirli bir ¢aligma da yapildi ve
Sekil B seviyesindeki degisim ortamin nemiyle iliskilendirildi. Polimorfik
bilesimlerin saptanmasindaki oOncelikli yontem olan ssNMR, NIR yo6nteminin
hassasiyetini onaylamak i¢in basarili bir sekilde ortogonal bir teknik olarak kullanildi
ve NIR yontemine duyulan giiveni onayladi. NIR yonteminin hizi ve verimliligi, onu
QC ortaminda Avalide tabletlerinin rutin Form B analizleri i¢in uygun ve kullanish

bir aragtir.

Sema Koyutiirk, Nafiz Oncu Can ve arkadaslariyla yaptiklar1 2014 yilindaki
caligmalarda 1rbesartan (IRB) ve hidroklorotiazit(HCT) sirasiyla, yiliksek tansiyon
tedavisinde kullanilan anjiyotensin-II alic1 antagonist ve tiazit-ditliretik bilesenlerdir.
Idrar ornekleri ve sabit doz bilesim tabletlerindeki IRB ve HCT'nin es zamanl
Ol¢iimii i¢in kullanilan 6zgiin seyrelti HPLC yontemi anlatilmistir. IRB, HCT ve
agomelelatinin ayristirtlmasi (i¢ standart) ikinci jenerasyon C-18 baglanik monolitik
silika kolon (Chromolith Yiiksek Coziiniirlik RP-18e, 100x4.6mm, Merck KGaA)
kullanilarak, hem akigkan sathayr hem de akis hizi egim eliisyon programlariyla
desteklenerek gergeklestirilmistir. Analitler 24 dakika i¢inde yiiksek ¢oziintirliikte
fotodiyot dizisi dedektorii kullanilarak 230 nm dalga boyunda tespit edilmis, ikinci
jenerasyon C18 baglanik monolitik silika kolon kullanildiginda % 50 daha fazla pik
kapasitesi gozlemlenmistir. Idrar drnekleri sisteme yalmzca filtreleme ve hemen
ardindan gelen damiltma disinda kolaylikla tanitilmistir. Onay ¢aligmalar1t USP and
ICH'nin resmi tavsiyelerine gore gergeklestirilmis ve gelistirilmis yontem basarili bir

sekilde farmasoétik tabletlere ve idrar 6rneklerine uygulanmistir.

Kararlilik tespitinde kullanilan basit ve hatasiz bir sivi kromatografi yontemi,
birlestirilmis farmasotik dozaj formundaki irbesartan (IRB) ve hidroklorotiazitin
(HCTZ) es zamanli 6l¢iim tahmini amaciyla gelistirildi ve onaylandi. Iki ilacin

kromatografik ayristirilmasi diretken asetonitril (70:30 v/v) kullanan Ace5 C18 25-
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cm analitik kolonla gergeklestirilmisti. Akiskan sathada kullanilan diretken asetik
asitle 5.5 pH'e ayarlanmig 50 mM amonyum asetat iceriyor. Aragsal ayarlarda akis
orant 1.5ml/dk, kolon sicakligi 30 C ve fotodiyot dizi dedektorii 235 nm dalga
boyundadir. IRB, HCTZ ve ikisinin birlesimi ilag ftriinleri termal, 1sikkirim,
hidrolitik ve oksidatif gerilme sartlarina maruz birakilmis ve Ornekler Onerilen
yontemle analiz edilmigtir. IRB ve HCTZ'nin en iist homojenlik verisi fotodiyot dizi
dedektorii kullanilarak elde edilmistir. Ornek kromatograflarda, bozunma iiriinlerinin
varligindaki estimasyonlar1 i¢in deney yonteminin Ozglinliglinli gostermistir.
Bahsedilen yontem IRB i¢in 10-200 ug/mL ve HCTZ i¢in 5-100 pg/mL araliginda
mikemmel bir dogrusallik gostermektedir. Metilparaben i¢ standart olarak
kullanilmigtir. IRB ve HCTZ igin korelasyon katsayist 0.998 ve 0.999'dur. IRB ve
HCTZ i¢in ortalama geri kazanim degerleri % 100.45 - % 101.25 arasinda
degismektedir. IRB ve HCTZ i¢in tespit sinir1 sirastyla 0.019 ve 0.023 pg/mL'dir.
Onerilen yontem IRB ve HCTZ'nin farmasotik hazirliklardaki miktar saptama ve
denge caligsmasi i¢in uygundur ve ayrica seri iiretim ve farmasétik dozaj formlarinin

kalite kontroliinde de kullanilabilir.

V.P Rane,K.R.Patil ,J . N. Sangshetti ve diger arkadaslariyla 2010 yilinda yaptiklar
calismalarda kararlilik tespitinde kullanilan basit ve hatasiz bir sivi kromatografi
yontemi, birlestirilmis farmasotik dozaj formundaki irbesartan (IRB) ve
hidroklorotiazitin (HCTZ) es zamanli Ol¢glim tahmini amaciyla gelistirildi ve
onaylandr. Iki ilacin kromatografik ayristirilmasi diretken asetonitril (70:30 V/v)
kullanan Ace5 Cig 25-cm analitik kolonla gergeklestirilmistir. Akiskan safhada
kullanilan tampon asetik asitle 5.5 pH'e ayarlanmis 50 mM amonyum asetat igeriyor.
Enstriimental sistem ayarlarin akis orani 1.5ml/dk, kolon sicakligi 30 C ve fotodiyot
dizi dedektorii 235 nm dalga boyundadir. IRB, HCTZ ve ikisinin birlesimi ilag
tirlinleri termal, 151k kirim, hidrolitik ve oksidatif gerilme sartlarina maruz birakilmig
ve Ornekler Onerilen yontemle analiz edilmistir. IRB ve HCTZ'nin en iist homojenlik
verisi fotodiyot dizi dedektorii kullanilarak elde edilmistir. Ornek kromatograflarda,
bozunma {rlinlerinin varligindaki tahminleri i¢in deney yonteminin 6zgiinliiglini
gostermistir. Bahsedilen yontem IRB i¢in 10-200 pg/mL ve HCTZ i¢in 5-100 pg/mL

araliginda miikemmel bir dogrusallik gostermektedir. Metilparaben i¢ standart olarak
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kullanilmistir. IRB ve HCTZ i¢in korelasyon katsayis1 0.998 ve 0.999'dur. IRB ve
HCTZ icin ortalama geri kazanim degerleri % 100.45 - % 101.25 arasinda
degismektedir. IRB ve HCTZ igin tespit sinir1 sirastyla 0.019 ve 0.023 pg/mL'dir.
Onerilen yéntem IRB ve HCTZ'min farmasotik hazirliklardaki miktar saptama ve
denge calismasi i¢in uygundur ve ayrica seri liretim ve farmasotik dozaj formlariin

kalite kontroliinde de kullanilabilir.

Fei Liu, Jundong Zhang, Yu Xu, Shu Gao, and Qingxiang Guo 2008 yilinda
yaptiklar1 caligmalarda insan plazmasindaki hidroklorotiazit ve valsartanin es
zamanli tespiti i¢in olusturulan hizli ve 6zgiin bir s1vi kromatografi = tandem kiitle
spektrometri yontemi anlatildi. Metanol, hidroklorotiazit, valsartan ve hidrofliimtiazit
kullanilarak plazmadan ¢ikarildiktan sonra i¢ standart olarak kullanilan irbesartan
akigskan safhada metanol (27:73, v=v) ve su ile Phenomenex Kromasil Cg kolonunda
kromatografik olarak analiz edildi. Se¢ilmis tepki izleme negatif elektrosprey
iyonizasyonunu kullanan ¢oklu tespite 6zel bir yontemdi. Kalibrasyon standartlari
konsantrasyon araligi iizerinde (Hidroklorotiazit ig¢in 3.13-800 ng=ml ve valsartan
icin 11.72-3000 ng=ml) ¢izgiseldi. Yontem 20 saghkli goniilliiye 12.5mg
hidroklorotiazit ve 80 mg valsartan igeren ¢Oziiniir tabletlerin agizdan verilmesinin

ardindan farmakokinetik ¢aligmaya uygun bulunmustur.

J. Joseph-Charles, S. Brault ve C. Boyer 2007 yilinda yaptiklar1 g¢alismada
tabletlerdeki Irbesartan (IRB) ve hidroklorotiazit (HCT)min es zamanl tespiti igin
ikinci tiirev bir spektrofotometrik yontem anlatilmaktadir. Olgiimler IRB igin
230.1nm ve HCT i¢in 232.7nm'de sifirdan gecis dalga boylarinda yapilmistir.
Kalibrasyon grafikleri IRB i¢in 14.4-33.6mgL™ ve HCT i¢in 1.2-2.8 mgL*
¢izgisindeydi. Miktar smirlar1 5.0 ve 1.lmg L™dir. Onerilen yontem basarili bir
sekilde IRB ve HCT'nin yliksek yiizdeli iyilesme, iyi hassasiyet ve dogruluga sahip

ticari tabletlerindeki es zamanl tespitinde kullanilmigtir.

Zorica Vuji¢, NedZad Mulavdi¢, Miralem Smaji¢, diger arkadaslariyla yaptiklar
caligmalarda deneysel dizayn yontemi birlestirilmis dozaj formlarinda
hidroklorotiazit ve irbesartanin HPLC tespiti i¢in kullanilmistir. Deneylerin

optimizasyonu i¢in kullanilan geleneksel yaklasim ¢ok uzun siirmekte, ¢cok sayida
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deneme igermekte ve karsilikli etkilesimde bulunan birden fazla parametre
olusturulmasina izin vermemektedir. Deneysel dizayn yOnteminin ana avantajlari
muhtemel etkilesim tahminlerini ve tepkiyi etkileyen daha genis sayida faktorii es
zamanli olarak gdstermesidir. On deneylerden yola ¢ikarak ii¢ bagimsiz degisken
olarak se¢ilmis (metanol igerik, akiskan sathanin pH'i ve sicaklik) ve bagimli
degiskenler olarak bes etken (¢Ozilintirliik, irbesartan pikinin Simetrisi,
hidroklorotiazit pikinin simetrisi, irbesartanin muhafaza faktorii, hidroklorotiazitin
muhafaza faktorii) se¢ilmistir. Faktorlerin iki farkli seviyede incelendigi ("algak" ve
"yiiksek") bir tam 23 faktoriyel dizayn hangi faktorlerin ¢alisilmis tepkinin iizerinde
etkisi oldugunu tespit etmede kullanildi. Daha sonra deneysel dizayn bu etkili
parametreleri daha onceki deneysel alanda optimize etmede kullanildi. Yéntemimizin
orijinalligi Derringer'in istenilme fonksiyonuyla ulasilan optimizasyon adiminda
yatmaktadir. Deneysel kosullari optimize ettikten sonra 47:10:43 v/v/v, pH 6.5
degerinde diretken ve 25°C kolon sicakliginda metanol-tetrahidrofuranasetat iceren
akis sathasindaki Supelcosil Cig (150mm x 4.6mm, 5m partikiil boyutu) kolonunda
bir ayristirma gergeklestirildi. Gelistirilmis yontem basarili bir sekilde, ticari
farmasotik dozaj formlarindaki bu aktif ila¢ bilesenlerinin es zamanh

ayristirllmasinda kullanildu.

M Amer Alanazi ve digerleri 2014 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Irbesartan (IRB) ve
hidroklorotiazit (HCT)'nin birlesik farmasotik dozaj formlarinda es zamanl tespiti
icin yiiksek verimli basit, hassas ve hatasiz bir HPLC yontemi gelistirildi ve
onaylandi. Onerilen yontem ilk kez analizdeki monolitik kolonda uygulandi.
Analitlerin optimal kromatografik ayristirlmasi dakikada 1.0mL akis hiziyla
pompalanan fosfat diretken (pH4) / asetonitril (50: 50, V/V) igeren akigkan safthanin
kullanildigt Chromolith (R) Performance RP-18e kolonunda gerceklestirildi.
Birbirinden ayrilmis analitler 270nm'ye ayarlanmis bir UV dedektoriiyle izlendi.
Optimum kromatografik kosullar altinda 1y1 bir korelasyon katsayisiyla(R>= 0.9997)
cizgisel bir iligki 10-200 ve 1-20 ng mL (-1) araliginda hem HCT hem IRB'nin
karsilikli yogunlagmalarinda ve pik alaninda bulunmustur. Tespit sinir1 sirastyla IRB
i¢in 2.34 ve HCT igin 0.03 ng mL-1'dir. RSD degerleri % 3'ii gegcmediginden intra ve

inter-assay hassasiyetleri tatmin ediciydi. Onerilen yéntemin dogrulugu % 97 idi.

25



Analiz basit bir prosediirii takip ettiginden ve 3 dakikanin altinda bir siirede
tamamlandigindan 6nerilen yontemden yiiksek verim alindi. Sonuglar yontemin IRB
ve HCT igeren birlesik farmasétik tabletlerin kalite kontroliinde kullanilabilecegini

gosterdi.

Hafez, Hany Mohammed; Elshanawane, Abdullah Ahmed; ve diger arkadaslariyla
2013 yilinda yaptiklar: ¢aligmalarda Losartan Potasyum, Valsartan, Telmisartan ve
Irbesartan yiiksek tansiyonun veya Hidroklorotiazit'le birlikte diger ilaglarla birlikte
kullanilabilen anjiyotensin-ll-alic1 antagonistleridir(ARA II). RP-HPLC yo6ntemi, ii¢
anjiyotensin-ll-alict antagonistin (ARA-II) Hidroklorotiazit'in varliginda denenmesi
icin gelistirilmistir. Yontem, izokratik sekilde dakikada 1.5mL akis oraniyla ACE
C18 kolonda (250mm x 4.6 mm, 5 mu m), 220 nm'de % 65.35 oranda tespitle 0.025
M potasyum dihidrojen fosfat iceren akis safhasi kullanilarak yiiksek performans sivi
kromatografiyle denenmistir. Onerilen yontem dogruluk, kesinlik, hassasiyet,
saglamlik, tespit sinir1 ve miktar smirt agisindan ICH prensiplerine gore

dogrulanmistir.

Coudore, Francois; Harvard, Laurent ve arkadaslar1 2011 yilinda yaptiklari
caligmalarda Hidroklorotiazit (HCTZ) ve anjiyotensin II tip 1 alic1 antagonist (ARB)
irbesartan(IRBE) iyi bilinen ve diisiik doz kombinasyonuyla sik olarak alinan yiiksek
tansiyon Onleyici ilaclardir. Bu ¢alismada basit, hassas ve 6zgiin yiiksek performans
stvi kromatografisi (HPLC) yontemi diyot dizisi tespitiyle birlikte sabit 12.5 mg
HCTZ ve 300 mg IRB verilen yiiksek tansiyon hastalarinin plazmalarindaki HCTZ
ve IRB seviyelerinin es zamanli tespiti i¢in gelistirilmistir. Bilesenler 3 mL etil
asetatla asitlenmis plazma 6rneklerinden ¢ikarilmis ve dakikada 1 mL'lik akis oranh
asetonitril-fosfat diretkeniyle (pH 3.6) C-4 kolonundan 6 ve 19 dakikada birbirinden
ayrilmistir. Deneme sirasiyla HCTZ ve IRB igin 2.5-500 ve 20-4000 ng MI(-1)
araligindaydi. Genel intra-assay ve inter-assay degiskenleri kabul edilebilir sinirlar
icerisindeydi. Miktar limitleri sirasiyla HCTZ ve IRB igin 2.5 ve 20 ng mL(-1)
degerindeydi. Plazma Ornekleri oda sicakliginda ii¢ donma-erime dongiisiinde 12
saat, -20 derecede ise 2 ve 7 ay sabit kaldi. Yiiksek tansiyon hastalarinda artik
yogunlagmalar sirasiyla HCTZ ve IRB igin 22.3+/- 6.0 ve 241.8 +/- 39.0 ng MI(-1)

arasinda idi. Birlikte verilen diger ilaclarla herhangi bir cakisma olmadi. HCTZ ve
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IRB'nin farkli fizikokimyasal 6zelliklerine ragmen, yontemimiz iki ilacin da HCTZ-
IRB sabit doz kombinasyon terapisiyle tedavi edilen hastalar icin uyumlululuk

incelemesinde ilaglarin dogru 6l¢iimiinii miimkiin kildigin1 gostermektedir.

El-Desoky, Hanaa S.; Ghoneim, Mohamed M.;ve diger arkadaslar1 2011 yilinda
yaptiklar1 ¢alismalarda Irbesartan'in Britton-Robinson diretkenindeki civa-damla
elektrotunun periyodik voltamograminin 4.5'tan diisiik pH degerleri tetrazol
bolimiiniin C=N ¢ift baginin azaltilmasi-sogurmasina karsilik gelen tek - 2
elektronluk geri dondiiriilemez katodik pikinin ortaya ¢ikardi. 4.5-5.5 pH araliginin
tizerinde voltamogramlar iki geri dondiiriilemez daha diisiik pik akim fakat sirasiyla
C=N asidik grup ve irbesartanin basit formlarinin diismesine karsilik ortaya ¢ikan
neredeyse esit yiikseklikte katodik pikler 1(Birinci) ve 2(ikinci) zirveler gdsterdi.
Onaylanmis bir kare dalga sogurma katodik soyma voltametrik yontemi kaba
formunda irbesartanin sayimmi i¢in gelistirildi. Gelistirilmis soyma voltametrik
yontemi basarili bir sekilde analizden Onceki 6rnek 6n tedavi veya zaman alan
cikarma adimlari olmadan farmasétik formiilasyonlara ve saglikli insan serumuna

uygulanmstir.

Rahman, Nafisur; Siddiqui, Masoom Raza ve diger arkadaslari 2006 yilinda
yaptiklar1 calismalarda Bu ¢alismanin amaci, farmasotik formiilasyonlarda
irbesartanin tespiti i¢in yeni bir kinetik spektrofotometrik yontem gelistirmektir. Bu
yontem 30 +/- 1 derecede sulu ortamda sar1 renkli triiyodiir iyonlart olusturmak i¢in
potasyum iyodat (K1O3) ve iyodid (KI)'in karigimi oksitlenmis irbesartan karboksili
asit grubunun tepkisi lizerine olusturulmustur. Tepki 352 nm'de emilim degisim orani
olgiilerek spektrofotometrik olarak izlenmistir. Son oran ve sabit zaman (Delta A)
yontemleri sirastyla 10.0-60.0 ve 7.5-60.0 mu g ml™ yogunlasma arahiginda ¢izgisel
olarak bulunan kalibrasyon egrisini olusturmak ic¢in kullanilmistir. Kalibrasyon
verisinin gerileme analizi sirasiyla su ¢izgisel ekuasyonlar1 ortaya ¢ikarmistir: oran =
-2.138 x 10°° + 1.058 x 10™* C ve Delta A = -3.75 x 10 + 3.25 x 10°%. Son oran C ve
sabit zaman (Delta A) yontemleri. Son oran ve sabit zaman ydntemleri icin tespit
smirt sirasiyla 0.21 ve 2.40 mu g ml(-1)'dir. E-a, Delta H-double dagger, Delta S-
double dagger ve Delta G(double dagger) gibi cesitli aktivasyon parametreleri de
tepki zamani i¢in hesaplamada kullanilmis ve sirasiyla 70.95 +/- 0.43 kJ mol™, 68.48
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+/- 0.21 kJ mol™?, 16.54 +/- 0.24 J K* mol™ ve -4.94 +/- 0.07 kJ mol™ olarak
bulunmustur. Onerilen yontemler Uluslararasi1 Uyumlandirma Konferans1 (U.S.A.)
prensiplerine gore optimize edilmis ve onaylanmistir. Sonug ve aralik hipotez testleri
uygulanmis ve Onerilen yontemler ve referans yontemi arasinda énemli 6nemi farklar
olmadigr gorlilmiistiir. Yontemler basarili bir sekilde ticari dozaj formlarda

irbesartanin tespitinde kullanilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu ¢alismada, UV/VIS spektrofotometrisi ile iki bilesenli bir ilag numunesindeki
aktif maddelerin nicel olarak tayini yapilmistir. Elde edilen veriler, PCA, PCR ve
PLS gibi kemometrik yontemlerle degerlendirilmistir. Spektrofotometrik 6l¢timlerle
¢oziicii olarak metanol kullanilarak hidroklorotiazid (HCT) ve irbesartan (IRB)
¢ozeltileri hazirlanip spektrumlar1 okunmustur. Bu islem igin Once tek tek sonra
farkli oranlarda hazirlanan sentetik karisimlarin spektrumlart alinmistir. Son islem
olarak da ila¢ 6rneginde Olgiimler yapilmistir. Elde edilen veriler lisansi elimizde

bulunan MINITAB 16 istatistik programiyla degerlendirilmistir.
3.2. Kullamilan Cihazlar
3.2.1. UV-Goriiniir Spektrofotometre Cihazi

UV-Vis spektrumlari, bilgisayar tarafindan kontrol edilen 1ecm uzunlugundaki hiicre
ile donatilan UV 1700 PHARMASPEC SHIMADZU spektrofotometresi kullanilarak
not edilen spektrum degerleri ilag tabletlerindeki HCT ve IRB miktarint belirlemek

icin kemometrik metotlara uygulanmistir.
3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneylerde analitik saflikta olan kimyasallar kullanilmistir. Bu kimyasallar Cizelge

3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasallar.

Bilesigin Adi Bilesigin Formiilii
Hidroklorotiazid H
M Cl
HN.._ 5J,MH?
A AW
o Q0 8
Irbesartan o) HN—N

N
X0
" (

Etanol C,Hs0OH

Su, 0,05 S. cm™ den diisik kondiiktiviteye sahip, Milli — Q su aritma (Millipore

Corp.) sisteminden saglanmistir.
3.3.1. Kullanilan Cozeltiler

Calismada spektrofotometrik olgiimler i¢in HCT ve IRB maddelerinin 500 ppm

olacak sekilde stok ¢ozeltileri hazirlanmastir.
Stok Hidroklorotiazid Cozeltisi

Hidroklorotiazid maddesinden 0,0631g tartilarak bir miktar etanol' de ¢oziildiikten

sonra son hacim 250 ml’ye tamamlandi.
Stok Irbesartan Cozeltisi

Irbesartan maddesinden 0,0011g tartilarak bir miktar etanol' de ¢oziildiikten sonra

son hacim 250 ml’ ye tamamlandi.
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Analiz edilen bilesiklerin ticari preparati

Co-irda (Tablet)

Hidroklorotiazid e 25 mg

Irbesartan fvierirennnn. 300 Mg

Ticari numune

Co-irda

Ticari olarak satin alman Co-Irda tabletten 20 tablet havanda ezilip 1 tablet agirhigina
karsilik gelen 0,627g tartildi. Bir miktar etanol ilave edilip yarim saat manyetik
karistiricida karistirildi ve son hacim 100 ml’ ye tamamlandi. Cozelti daha sonra
stiziillip slizge¢ kagidinda kalan kisim 3 kez 10 mL metanol ile yikandi ve hacim 100

mL’ye tamamlanip daha sonra ¢alisilacak olan araliga seyreltildi.

3.4. Yontem

3.4.1. UV/VIS Spektroskopisi Yontemi

Bu calismada, spektrofotometrik Olgiimlerle 1ilag aktif maddelerinin  stok
¢ozeltilerinin spektrumlari okunmustur. Bu islem i¢in Once tek tek sonra farkl
oranlarda hazirlanan sentetik karisimlarin spektrumlar1 alinmistir. Son islem olarak
da ila¢ orneklerinde Olgiimler yapilmistir. Elde edilen veriler, farkli kemometrik
yontemlerle degerlendirilmistir. Ilk basamakta, UV spektrofotometre cihazinin
kalibrasyonu (sifirlama igslemi) yapilmistir. Kalibrasyon islemi 6nce her iki hiicre bos
birakilarak havaya kars1 yapilmistir. Sonra ayni islem bu kez her iki 151k yoluna
etanol — su ile hazirlanan kor numunesi konularak yapilmistir. Biitiin okumalarda hep
kor bu sekilde hazirlanmistir. Kor olarak sadece etanol — su kullanilmasinin nedeni
bu ¢alismada genel olarak ¢oziiciimiiz etanol- su karisimi oldugu igindir. Kor se¢imi

yapilirken girisim etkilerini yok etmek i¢in, kor olarak ¢o6ziicli tercih edilmistir.
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Ikinci basamakta, saf ilag aktif maddelerinin tek tek spektrumlari alinmistir. Bu islem
esnasinda stok ila¢ aktif maddelerinden derigimleri 0,3- 20 ppm arasinda olacak
sekilde saf maddeler stoklardan alinarak toplam hacim 25 mL ye tamamlanarak
coOzeltileri hazirlanmis ve UV spektroskopisinde absorbans okumalar1 yapilmistir.
Ucgiincii basamakta, her bir madde ayr1 bir dalga boyunda maksimum verdiginden saf
ilag maddelerinden olusturulan sentetik karisimlarin UV spektroskopisinde absorbans
okumalar1 yapilmig ve birbiri yaninda herhangi bir 6n ayirma islemine gerek
olmaksizin ila¢ aktif maddeleri incelenmistir. Son basamakta ise, piyasada satilan

ilag numunesindeki ilag aktif maddelerinin ¢6zeltileri incelenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Kemometrik kalibrasyonlarin HCT ve IRB bilesiklerinin analizine uygulamasinda ii¢
farkli kemometrik yontem gelistirildi. Bunlar PCA, PCR ve PLS kalibrasyon
yontemleridir. Kemometrik yontemlerin uygulamasi i¢in spektral kosullar

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

Saptanan spektral kosullarda kalibrasyon setinin ve numunelerin 200-400 nm dalga
boyu araliginda absorbsiyon spektrumlari alind1 ve kemometrik kalibrasyonlar 225-
280 nm dalga boyu bolgesindeki biitiin absorbans degerlerinin vektorel dlgtimleri
kullanilarak elde edildi. Kemometrik algoritmalarla hesaplanan PCA, PCR ve PLS

kalibrasyonlar1 yapay ve tablet numunenin analizine uygulandi.
4.1. UV Spektroskopisi

Once her bir renk maddesinin saf halde 500 ppm standart ¢dzeltileri hazirlanmistir.
Daha sonra 0,05-3,5 mL arasinda saf maddeler stoklardan alinarak toplam hacim 25
ml’ye tamamlanmistir. Bu islem sonrasi absorbanslar dlgiilerek kaydedilmistir. Her
bir ilag maddesinin derisimleri ppm olarak hesaplanmis ve absorbanslardan

yaralanilarak molar absorpsiyon katsayilar1 belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Tlag aktif maddelerinin spektroskopik dzellikleri

ILAC AKTIF MAK. ABS. MOLAR KALIBRASYON | KORELASYON
MADDESI YAPTIGI ABSORPSiYON DENKLEMIi KATSAYISI
DALGABOYU KATSAYISI
Hidroklorotiazid 270 nm 75,3.10° y = 0,3068x — 0,0422 0,9940
(HCT)
Irbesartan (IRB) 232 nm 19,8.10° y = 0,0416x + 0,0278 0,9998

Her bir ilag aktif maddesinin 6nce tek tek spektrumlari alinir. Bu spektrumlar
almirken derisim araliklart HCT i¢in 4 — 20 ppm ve IRB igin ise bu degerler 0,3 — 1,5
ppm arasindadir. Bu derisim araliklar1 tayini yapilan her bir aktif madde i¢in lineer

dogrusalligin oldugu bolgelerdir.
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4.1.1. Saf halde HCT ve IRB’nin spektrumlari

HCT ve IRB maddeleri Cizelge 4.1’de de goriildiigli iizere ayr1 dalga boylarinda
maksimum absorbans vermektedirler.

Bu o6zellikten yararlanilarak bir sonraki asamada bu iki etken maddenin sentetik
karisimlart hazirlanmig ve bunlar birbiri yaninda herhangi bir 6n ayirma iglemi
yapmaksizin tayin edilmislerdir. HCT ve IRB ilag aktif maddeleri siirekli spektrum

gostermekte ve list liste Ortiisen spektrumlar gézlenmektedir.

4 )

alga boyu

Sekil 4.1. HCT maddesinin absorpsiyon spektrumu

Dalga b

Sekil 4.2. IRB maddesinin absorpsiyon spektrumu
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Kemometrik kalibrasyonlarin HCT ve IRB bilesiklerinin analizine uygulamasinda ii¢
farkli kemometrik yontem gelistirildi. Bunlar PCA, PCR ve PLS kalibrasyon
yontemleridir. Kemometrik yontemlerin uygulamasi i¢in spektral kosullar

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

Saptanan spektral kosullarda kalibrasyon setinin ve numunelerin 200-400 nm dalga
boyu araliginda absorbsiyon spektrumlari alindi ve kemometrik kalibrasyonlar 225-
280 nm dalga boyu bolgesindeki biitiin absorbans degerlerinin vektdrel Olglimleri
kullanilarak elde edildi. Kemometrik algoritmalarla hesaplanan PCA, PCR ve PLS

kalibrasyonlar1 yapay ve tablet numunenin analizine uygulandi.
4.2. Kalibrasyon setinin hazirlanmasi

Kemometrik kalibrasyonlar i¢in etanol igerisinde HCT igin 4-20 pg/mL ve IRB i¢in
0,3-1,5 pg/mL derisim aralifinda her iki bilesigi iceren 19 degisik kompozisyonda
simetrik bir kalibrasyon seti hazirlandi. Cizelge 4.1. de hazirlanan kalibrasyon seti

sunulmaktadir.

Cizelge 4.2. HCT ve AMH analizi i¢in kalibrasyon seti

Kalibrasyon Seti

Derisim (pug/mL)
No HCT IRB
1 4 0,3
2 4 0,6
3 4 0,9
4 4 1,2
5 4 1,5
6 8 0,3
7 8 0,6
8 8 0,9
9 8 1,2
10 8 15
11 12 0,3
12 12 0,6
13 12 0,9
14 12 1,2
15 16 0,3
16 16 0,6
17 16 0,9
18 20 0,3
19 20 0,6
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Kalibrasyonlar i¢in rastgele kalibrasyon seti yerine simetrik kalibrasyon seti tercih
edilmistir. Bunun sebebi analiz esnasinda meydana gelebilecek kalibrasyon hatalarini
minimize etmektir. Cizelge 4.1. deki simetrik kalibrasyon setinin iki boyutlu

diizlemdeki projeksiyon grafigi Sekil 4.3 de goriilmektedir.

HCT 20 @ E|)

d 16 © 0 0

= | |

F 12 o i o 0

1 | | |

5 8 o o 0> o o
i | | |

m 4 3 0 ] 3/ !
1 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5

[FB dengum

Sekil 4.3. Simetrik kalibrasyon setinin iki boyutlu diizlemdeki grafigi

4.3. Spektral Kosullarin Optimizasyonu

Spektrofotometrik ¢alismalarda HCT ve IRB igin metanol' iin uygun ¢oziicti oldugu
literatiirden saptandi. Etanol igerisinde HCT ve IRB bilesikleri ile karsilik gelen
karistminin 200-400 nm dalga boyu araliginda spektrumlari alindi (Sekil 4.4.). Sekil
4.4. den de goriildigi gibi her iki bilesik ayni1 dalga boyu araliginda girisim
yapmaktadir. Bu nedenle klasik spektroskopik yaklagimlarla her iki bilesigin ayn

anda miktar tayinleri miimkiin degildir.
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Absorbans

Karisim

i
Dalga boyu, nm

- J

Sekil 4.4. HCT (8 pg/mL) ve IRB (1,5 pg/mL) ile iki bilesige karsilik gelen
karisimin absorpsiyon spektrumlari (Etanol igerisinde).

4.3.1. Temel Bilesen Analizi (PCA)

Sentetik ¢ozeltilerde hesap yaparken programin kendi i¢inde ilk yaptigi islem temel
bilesen analizi yapmaktir. Temel bilesen analizi uygulanmasimin amagclari, 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 ¢cogunu
aciklamak i¢in ihtiya¢ 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.
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Birinci Bilesen
Sekil 4.5. Degiskenlerin dogrusal bilesenleri

Sekil 4.5.’¢ bakildiginda programa yiikledigimiz verilerden birinci temel aks ve
ikinci temel aks iizerinden dogrusal bilesenler bulunmustur. Islemlerin dogrulugu
Olglisinde dogrusal bilesenler elde edilmistir. Bu grafik varyans-kovaryans
matrisinin elemanlarinin orijinin merkezine olan biiylik aks birinci temel bileseni
(C1) ve bu bilesene 45 °C lik a¢1 ile ikinci temel bilesen (C2) uzanmaktadir. Bir kare
matris icin, varyans-kovaryans matrisinin elemanlari koordinat sisteminin orijini
boyunca uzanir. Biiylik aksin egimi, birinci temel bilesen ile birlestirilmis 6z vektor
(eigenvector)diir. Bu “6zvektore” karsilik gelen “6zdeger” (eigenvalue) Sekil 4.5.
deki biiyiik aksin uzunlugudur. Sekil 4.6. de 6z degerlerin grafigi goriilmektedir. Oz
degerlerin simetrik bir veri matrisinden ¢ikarilmast kismi en kiiglik kareler yontemi
ve temel bilesen analizi igin énemlidir. Ozdegerler ve dzvektorler elde edildikten
sonra yapilacak islem diger kemometrik hesaplamalara gecistir. Temel bilesen
analizi ile elde edilen temel bilesenler yardimiyla olusturulan korelasyon matrisi

diger kemometrik regresyonlara (PLS, PCR... ) 151k tutmaktadir.
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Sekil 4.6. Kemometrik verilerden elde edilen 6zdegerlerin grafigi

Sekil 4.6’de belirgin bir sekilde goriildiigii gibi 6zdegerler 1. degerden 2. degere
dogru diismiistiir. Ik iki faktor, toplam varyansm % 99’undan daha fazla

giivenilirdir.
4.3.2. Temel Bilesen Regresyonu Yontemi (PCR)

PCR yontemi kalibrasyon seti i¢in 6l¢iilen absorbans matrisinin pargalanmasiyla elde
edilen temel bilesen regresyonuna dayali bir yontemdir. Yontemin algoritmasi

Boliim 1.4.1.2. de ayrintili olarak verilmistir.

PCR kalibrasyon i¢in hazirlanan kalibrasyon setinin 225 — 280 nm dalga boyu
araliginda AA= 0,1 nm araliklarla absorbans degerleri okundu. Bolim 1.4.1.2. de
aciklanan PCR algoritmasina gore kalibrasyon setinin absorbans ve derisim
degerlerinin varyans-kovaryans matriksleri hesaplandi. Kalibrasyon seti igin
absorbanslarin  varyans-kovaryans matriksinin dekompozisyon iglemine tabi
tutulmasindan sonra derisimleri arasindaki matematiksel iliskiye dayali PCR
kalibrasyonu kuruldu. Ilag aktif maddelerini igeren karisimlarin yukarida belirtilen
dalga boylarindaki absorbans degerleri okunarak PCR kalibrasyonunda bu etken
maddelerin miktar tayinleri gerceklestirildi. PCR kalibrasyonu i¢in Minitab 16
programinda ilk olarak PCA degerleri hesaplanarak asagidaki ¢ikti elde edildi.
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Ozdeger 11,100 0,768 0,103 0,024 0,002 0,001 0,001 0,000 0,000
Oran 0,925 0,064 0,009 0,002 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Toplam 0,925 0,989 0,998 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Ozdeger 0,000 0,000 0,000

Oran 0,000 0,000 0,000

Toplam 1,000 1,000 1,000

Degisken |[PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC8 PC9

C3 0,251 0,574 -0,684 0,078 -0,165 0,300 0,066 0,100{ -0,015
C4 0,292 0,257 0,032 0,144 0,288| -0,290f -0,776| =-0,217 0,094
C5 0,294 -0,218| -0,085| -0,062 0,156 0,066 0,072 -0,190 0,099
Cé6 0,294 -0,228 -0,088 -0,079 0,390 0,040 0,004 0,615 0,181
C7 0,294 -0,231 -0,082 -0,078 0,249 0,101 0,016 0,216 -0,007
C8 0,294 -0,231 -0,087 -0,056 0,095 0,160 0,081 -0,284 -0,122
C9 0,294 -0,234| -0,091| -0,071 0,012 0,189 0,091 -0,545| -0,199
C10 0,294 -0,158 0,136 0,880 -0,254| -0,064 0,131 0,097 0,001
Cl1 0,290 0,239 0,478 -0,168| -0,222 0,358 0,063 -0,072 0,639
Cl2 0,284 0,361 0,104 -0,104 0,213 -0,633 0,555 -0,095 -0,014
c13 0,290 0,239 0,454| -0,149| -0,101 0,211 -0,0098 0,248 -0,696
cl4 0,290 -0,271| -0,173] -0,336] -0,688| -0,412| -0,186] 0,142 0,037
Degisken PC10 PC1l1 PC12

Cc3 -0,023| -0,001| -0,001

c4 0,045 0,001 0,004

C5 -0,879 0,014 0,047

Cé6 0,133 0,509 -0,076

c7 0,152 -0,821f -0,177

C8 0,294 0,045 0,790

C9 0,262 0,247 -0,579

C10 0,002 -0,002{ -0,013

Cl1 0,083 -0,025| -0,007

Ccl2 0,057, -0,015 -0,007

C13 -0,136 0,042 0,011

Cl4 0,011 0,004 0,008

Bu cizelge ilk iic esas bilesenin absorbansdaki degismenin % 99,99 kadarindan

sorumlu oldugunu goéstermektedir. Bu nedenle regresyon islemi bu ii¢ bilesen esas

alinarak yapilabilir. Ancak biz yaptigimiz bu ¢alismada diger bilesenleri de isin i¢ine

katarak bir regresyon esitligi tirettik. Tiretilen regresyon esitlikleri asagida

verilmistir.

CHCT

C7+ 100,85 C8
+1,38961 C13 - 0,310555 C14

CIRB

177,245 C7 - 38,2976 C8 -

= 3,74085 - 1,02539 C3 + 2,25389 C4

0,00726139 C12 - 0,762433 C13 - 0,617616 Cl4

- 8,57561 C5 - 42,6646 C6 - 43,3367
- 17,1849 C9 - 1,36288 C10 - 1,33026 Cl11 - 0,906702 C12

= -2,51807 + 0,775372 C3 + 0,207193 C4 - 35,2502 C5 - 7,88088 C6 +
6,85402 C9 + 0,325144 C10 + 0,463074 C11 +
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4.3.2.1. Kalibrasyon Yonteminin Validasyonu

PCR yontemini valide etmek i¢in HCT igin 4-20 pg/mL ve IRB i¢in 0,3-1,5 pg/mL
calisgma aralig1 iginde olacak sekilde farkli derisimlerde 19 adet yapay karisim
¢Ozeltisinden ibaret olan bir set hazirlandi. Hazirlanan bu validasyon seti (¢izelge
4.2.) kullanilarak kurulan PCR kalibrasyonun kesinlik ve dogrulugu test edildi. Geri
kazanim (GK) degerleri; HCT i¢in % 100,00 ve IRB igin % 97,26 olarak bulundu.
Standart sapma degerleri HCT i¢in % 0,96 ; IRB icin ise % 6,51 olarak hesaplandi.
PCR Kkalibrasyon yonteminin sentetik karigimlara uygulanmasi ile elde edilen

sonuclar Cizelge 4.2. de gosterildi.

Cizelge 4.3. HCT ve IRB sentetik karisimlarina PCR kalibrasyon yonteminin
uygulanmasi ve elde edilen geri kazanim degerleri

Karigim (ug/mL) Bulunan (pg/mL) Geri kazanim (% )
HCT IRB HCT IRB HCT IRB
4 0,3 4,03 0,27 100,81 90,88
4 0,6 4,03 0,68 100,83 114,58
4 0,9 4,04 0,86 101,03 95,58
4 1,2 3,97 1,17 99,40 97,79
4 1,5 3,91 1,51 97,90 101,29
8 0,3 7,91 0,27 98,85 91,09
8 0,6 8,10 0,58 101,32 96,67
8 0,9 8,12 0,86 101,56 96,36
8 1,2 7,95 1,21 99,44 101,65
8 1,5 7,91 1,47 98,90 98,56
12 0,3 11,88 0,31 99,51 102,27
12 0,6 11,94 0,57 100,57 96,07
12 0,9 12,06 0,87 100,84 97,50
12 1,2 12,10 1,17 99,92 97,35
16 0,3 15,98 0,26 99,57 87,54
16 0,6 15,93 0,64 100,48 108,10
16 0,9 16,07 0,80 99,95 89,81
20 0,3 19,99 0,27 100,01 90,29
20 0,6 20,00 0,56 100,00 94,79
X 100,00 97,26
SS 0,96 6,51

4.3.2.2. PCR yontemi icin ANOVA testi

PCR kalibrasyon yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek amaciyla elde

edilen sonucglara ANOVA testi uygulanmistir. Gruplar arasi serbestlik derecesi=1,
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grup ici serbestlik derecesi=36 % 95 giiven araliginda F-tablo degeri 4,11 olmasina
karsilik HCT igin hesaplanan F-test degeri 1,76.107° ve p-degeri 0,9999 ve IRB igin
hesaplanan F-test degeri 0,0125 ve p-degeri 0,9113 olarak bulunmustur.

ANOVA testinde F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05 oldugu i¢in % 95 giiven
araliginda elde edilen sonuclar arasinda anlamli bir fark olmadigi bulunmustur.
Varyans analizinde iki serbestlik derecesi kullanilir. Gruplar arasi serbestlik
derecesi=1 Grup i¢i serbestlik derecesi=36. F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05
oldugu i¢in bu kalibrasyon modeli ticari numunenin incelenmesinde kullanilabilir

olduguna karar verilmistir.

4.3.2.3. PCR yonteminde istatistiksel analiz

4.3.2.3.1. Kalibrasyonun Standart hatasi

HCT ve AMH igeren karisimlarda bu maddelerin miktar tayini i¢in PCR
kalibrasyonun kurulmasinda ¢apraz validasyon isleminde tahmin edilen hatalarin
karelerinin toplaminin (Predicted Resudiual Error Some of Squares— PRESS)
minimal degerleri elde edilmistir. Kurulan PCR kalibrasyonunda PRESS degeri HCT
ve IRB igin sirastyla 0,0982 ve 0,0719 olarak hesaplanmistir. PRESS degerinin sifira
yakin olmasi dogruluk derecesini arttirmaktadir. Elde edilen PRESS degerleri

yeterince kiiciiktiir.

Kalibrasyonun standart hatasi (Standard error of calibration —SEC), gercek ve
tahmin edilen derisimler arasindaki iliskiye dayali olarak hesaplandi ve HCT ve IRB
i¢in sirastyla 0,0299 ve 0,0397 olarak bulundu. Gergek ve tahmin edilen derisim icin
lineer regresyon analiz sonuglart HCT i¢in Sekil 4.7°de ve IRB i¢in Sekil 4.8°de

verilmistir.
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Sekil 4.7. PCR kalibrasyon basamaginda HCT icin gergek ve tahmin edilen
derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar.
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Sekil 4.8. PCR kalibrasyon basamaginda IRB i¢in ger¢ek ve tahmin edilen
derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar.

4.3.2.4. PCR Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

PCR yonteminin tablet numunesine uygulanmasinda 20 tablet dogru bir sekilde
tartildi. Havanda iyice toz edildikten sonra Co-irba igin 1 tablete karsilik gelen
miktar olan 0,2480g tartilarak 100 mL’lik balon jojede iizerine bir miktar etanol
eklenerek yarim saat manyetik karistiricida karistirildi ve son hacim 100 ml’ ye

tamamlandi. Cozelti daha sonra siiziiliip siizge¢ kagidinda kalan kisim 3 kez 10 mL
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etanol ile yikandi ve hacim 100 mL’ ye tamamlanip daha sonra g¢aligilacak olan
araliga seyreltildi. Bu analiz ¢6zeltilerinin 225- 280 nm dalga boyu bolgesinde AA=
1,0 nm araliklarla Olgiilen absorbans degerleri Bolim 1.4.1.2. de agiklanan PCR
algoritmas1 uygulandi ve tablet igerigindeki HCT ve IRB hesaplandi. Bu islem 5 kez

tekrarlanmistir.

Yukarida agiklanan tablet analiz islemi Co-Irba Tablet numunesi i¢in ayri ayr1 tekrar

edildi. Sonuglar Cizelge 4.3°de verilmistir.

Cizelge 4.4. Co-irba Tablet numunesine preparatina PCR ydnteminin
uygulanmasiyla elde edilen sonuglar.

Co-irda

HCT IRB

298.50+ 1.50 24.05+2.67

4.3.3. Kismi en kiiciik kareler yontemi (PLS)

Bolim 1.4.1.3’de ayrintili olarak algoritmasi verilen kismi en kiigiik kareler
yonteminde Cizelge 4.2°ye gore hazirlanan kalibrasyon seti kullanilmistir. Olgiimler
200400 nm arasinda yapilmistir. Daha sonra aralik kalibrasyon seti icin ve
kullanilacak olan istatistik programi dogrultusunda dalga boyu araligi1 225 — 280 nm
olarak daraltilmistir. 225; 230; 235; 240; 245; 250; 255; 260; 265; 270; 275 ve 280
karsilik gelen 12 noktada absorbans okunmustur. PLS kalibrasyon i¢in hazirlanan
kalibrasyon setinin 225-280 nm dalga boyu araliginda AA= 0,1 nm araliklarla
absorbanslar okunmustur. Kullanilan istatistik program ile kalibrasyon setinin
absorbans ve derisim degerlerinin varyans-kovaryans matriksleri hesaplanmuistir.
Derigimler arasindaki matematiksel iliskiye dayali PLS kalibrasyonu kurulmustur.
Ilag aktif maddelerini igeren ticari tablet numunesi de yukarida belirtilen dalga
boylarindaki absorbans degerleri okunarak PLS kalibrasyonunda bu maddelerinin

miktar tayinleri gerceklestirilmistir.
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4.3.3.1. Kalibrasyon Yoénteminin Validasyonu

PLS yontemini valide etmek i¢in HCT i¢in 4-20 pg/mL ve IRB igin 0,3-1,5 pg/mL

calisgma aralig1 iginde olacak sekilde farkli derisimlerde 19 adet yapay karisim

¢Ozeltisinden ibaret olan bir set hazirlandi. Hazirlanan bu validasyon seti (¢izelge

4.2.) kullanilarak kurulan PLS kalibrasyonun kesinlik ve dogrulugu test edildi. Geri
kazanim (GK) degerleri; HCT igin % 100,00 ve IRB i¢in % 100,52 olarak bulundu.
Standart sapma degerleri HCT i¢in % 1,08 IRB i¢in ise % 7,10 olarak hesaplandi.

PLS kalibrasyon yonteminin sentetik karigimlara uygulanmasi ile elde edilen

sonuclar Cizelge 4.4. de gosterildi.

Cizelge 4.5. HCT ve AMH sentetik karisimlarina PLS kalibrasyon yonteminin
uygulanmasi ve elde edilen geri kazanim degerleri

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

HCT IRB HCT IRB HCT IRB
4 0,3 4,01 0,31 100,36 101,75
4 0,6 4,04 0,70 101,11 117,65
4 0,9 4,07 0,77 101,83 86,60
4 1,2 3,97 1,15 99,38 95,92
4 1,5 3,89 1,56 97,35 104,11
8 0,3 7,92 0,26 99,01 87,59
8 0,6 8,09 0,61 101,15 102,11
8 0,9 8,09 0,91 101,20 102,16
8 1,2 7,98 1,17 99,77 98,01
8 1,5 7,91 1,52 98,89 101,70
12 0,3 11,87 0,32 98,98 107,60
12 0,6 11,93 0,63 99,45 105,47
12 0,9 12,01 0,89 100,10 99,51
12 1,2 12,18 1,14 101,50 95,20
16 0,3 16,03 0,30 100,23 100,99
16 0,6 15,91 0,65 99,44 108,37
16 0,9 16,05 0,84 100,31 94,28
20 0,3 19,98 0,30 99,91 100,41
20 0,6 20,00 0,60 100,03 100,50
X 100,00 100,52

SS 1,08 7,10
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4.3.3.2. PLS yontemi icin ANOVA testi

PLS kalibrasyon yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek amaciyla elde
edilen sonucglara ANOVA testi uygulanmistir. Gruplar arasi serbestlik derecesi=1,
grup i¢i serbestlik derecesi=36 % 95 giiven araliginda F-tablo degeri 4,11 olmasina
karsilik HCT i¢in hesaplanan F-test degeri 3,63.10™" ve p-degeri 0,9999 ve IRB i¢in
hesaplanan F-test degeri 1,62.10™ ve p-degeri 0,9999 olarak bulunmustur.

ANOVA testinde F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05 oldugu i¢in % 95 giiven
araliginda elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadigi bulunmustur.
Varyans analizinde iki serbestlik derecesi kullanilir. Gruplar arasi serbestlik
derecesi=1 Grup i¢i serbestlik derecesi=36 F-esapianan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05
oldugu i¢in bu kalibrasyon modeli ticari numunenin incelenmesinde kullanilabilir

olduguna karar verilmistir.

4.3.3.3. PLS yonteminde istatistiksel analiz

4.3.3.3.1. Kalibrasyonun Standart hatasi

HCT ve IRB igeren karisimlarda bu maddelerin miktar tayini i¢in PLS kalibrasyonun
kurulmasinda c¢apraz validasyon isleminde tahmin edilen hatalarin karelerinin
toplaminin (Predicted Resudiual Error Some of Squares— PRESS) minimal degerleri
elde edilmistir. Kurulan PLS kalibrasyonunda PRESS degeri HCT ve IRB igin
sirastyla 0,1156 ve 0,0452 olarak hesaplanmigtir. PRESS degerinin sifira yakin
olmasi dogruluk derecesini arttirmaktadir. Elde edilen PRESS degerleri yeterince

kiigtiktiir.

Kalibrasyonun standart hatasi (Standard error of calibration —SEC), gercek ve
tahmin edilen derisimler arasindaki iliskiye dayali olarak hesaplandi ve HCT ve IRB
icin sirastyla 0,0780 ve 0,0487 olarak bulundu. Gergek ve tahmin edilen derisim igin
lineer regresyon analiz sonuglart HCT i¢in Sekil 4.9’de ve IRB icin Sekil 4.10°da

verilmistir.
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Sekil 4.9. PLS kalibrasyon basamaginda HCT i¢in gercek ve tahmin edilen
derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar.
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Sekil 4.10. PLS kalibrasyon basamaginda IRB icin gergek ve tahmin edilen
derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar.

4.3.3.4. PLS Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

PLS yonteminin tablet numunesine uygulanmasinda 20 tablet dogru bir sekilde
tartildi. Havanda iyice toz edildikten sonra Co-irda igin 1 tablete karsilik gelen
miktar olan 0,2480g tartilarak 100 mL’lik balon jojede tizerine bir miktar etanol ile

yarim saat manyetik karistiricida karistirildi ve son hacim 100 ml’ ye tamamlandi.
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Cozelti daha sonra siiziiliip siizge¢ kagidinda kalan kisim 3 kez 10 mL metanol ile
yikandi ve hacim 100 mL’ye tamamlanip daha sonra ¢alisilacak olan araliga
seyreltildi. Bu analiz ¢ozeltilerinin 225- 280 nm dalga boyu bélgesinde AA= 0,1 nm
araliklarla 6l¢iilen absorbans degerleri Boliim 1.4.1.3. de agiklanan PLS algoritmasi
uygulandi ve tablet icerigindeki HCT ve IRB hesaplandi. Bu islem 5 kez

tekrarlanmistir.

Yukarida agiklanan tablet analiz islemi Co-Irda Tablet numunesi igin ayr1 ayr1 tekrar

edildi. Sonuglar Cizelge 4.5’de verilmistir.

Cizelge 4.6. Co-irda Tablet numunesine PLS ydnteminin uygulanmasiyla elde edilen

sonugclar.
Co-irda
HCT AMH
299.48+ 1.20 24.56+2.42
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5. TARTISMA VE SONUC

Gliniimiizde insanlarin hastaliklardan kurtulmak amaciyla sik olarak tiikettikleri en
etkili maddeler ilaglardir. ilaglar canli biinyesinde icerdikleri etken maddeler
sayesinde etki gosterebilmektedir. Bu etken maddeler ise giris kisminda da
belirtildigi lizere belirli miktarlarda alindiklarinda canli biinyesinde olumlu etki
gosterirken asir1 alinmasi durumunda tehlikeli boyutlarda zararlar veren kimyasal
maddelerdir. Bu nedenle ila¢ analizlerinde etken madde analizi 6nemli yer
tutmaktadir. Bu analizlerde genel olarak spektroskopik ve kromatografik yontemler
tercih edilmesine ragmen pahali yontemler olmasi ve ¢ok uzun siiren 6n ayirma

islemleri bu yontemlerin kullanimini sinirlamaktadir.

Bu tez caligmasinda kemometrik kalibrasyonlarin ila¢ etken maddelerinden HCT ve
IRB bilesiklerinin hicbir 6n ayirma islemi yapmaksizin ayni anda analizine
uygulanmasinda ii¢ farkli kemometrik yontem gelistirilmistir. Bunlar PCA, PCR ve

PLS kalibrasyon yontemleridir.

Oncelikle ilag etken maddelerinin saf haldeki spektrumlar1 almip Cizelge 4.1. de
goriildiigli iizere ayr1 dalga boylarinda absorbans vermelerinden yararlanarak bu
etken maddelerin sentetik karisimlart hazirlanmistir. Sekil 4.4. de goriildiigu gibi her
iki bilesik ayn1 dalga boyu araliginda girisim yapmaktadir bu durumda her iki
bilesigin klasik spektroskopik yaklagimlarla ayn1 anda miktar tayinlerinin miimkiin

olmadig1 gortilmiistiir.

Gelistirilen PCR ve PLS kemometrik yontemlerinin kesinlik ve dogrulugu test
edilmistir. Kesinligin sayisal Olciitii olan bagil standart sapmanin diisiik olmasi
kesinligin yiiksek oldugunu gdstermektedir. Cizelge 4.3. ve cizelge 4.5. de goriildigi
tizere bagil standart sapmalarin diisiik oldugu goriilmektedir. Dogrulugun sayisal
ol¢iitii olan PRESS (Tahmin edilen hatalarin kareleri toplami1) degerinin sifira yakin
olmas1 dogruluk derecesinin yiiksek oldugunun gostergesidir. PCR yontemi ile elde

edilen PRESS degeri HCT i¢in 0,0982 ve IRB i¢in 0,0299 olarak hesaplanip PLS
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yontemi ile elde edilen PRESS degeri HCT igin 0,1156 ve IRB igin 0,0452 olarak

hesaplanmistir ve bu degerlerin yeterince kiiciik oldugu goriilmiustiir.

PCR ve PLS yontemlerinin dogruluk ve kesinligini valide etmek i¢in elde edilen
sonuglara ANOVA testi uygulanip grup i¢i ve gruplar arasi serbestlik derecesi ile
tablodan okunan F degerine karsin hesaplanan F degerleri kiyaslanmistir. Tablodan
okunan F degeri 4,11 olup PCR yonteminde HCT igin hesaplanan F degeri 1,76.10*°
ve IRB i¢in 0,0125 bulunmus; PLS yonteminde HCT igin 3,63.10" ve IRB i¢in
1,62.10'11 olarak bulunmustur. Elde ettigimiz sonuglar Fhesapianan<Ftabio 0ldugu i¢in bu
kalibrasyon modellerinin ticari numunelerinin incelenmesinde kullanilabilir oldugu

gorilmiistir.

PCR kalibrasyon basamaginda sekil 4.7. de HCT i¢in ve sekil 4.8. de IRB i¢in gergek
ve tahmin edilen derisimlerin lineer regresyon grafiklerinde gortildiigii tizere galisilan
araliklarda dogrusal sonucglarin elde edildigi goriilmektedir. Ayni sekilde PLS
yontemi i¢in de sekil 4.9. da HCT i¢in ve sekil 4.10. da IRB i¢in de ayni durum

goriilmektedir.

PCR ve PLS yontemlerinin uygulanmasiyla HCT ve IRB icin elde edilen geri
kazanim degerleri cizelge 4.3. ve 4.5. de gosterilmistir ve iki yontem de elde edilen

geri kazanimlar yiiksek degerlerde bulunmustur.

Son olarak PCR ve PLS yontemleri analiz edilen maddelerin ticari preparatlarina
uygulanmis ve tabletlerde belirtilen HCT ve IRB miktarlari ile cizelge 4.4. ve cizelge
4.6. da bulunan bu aktif maddelerin miktariin birbiriyle uyumlu oldugu

gozlenmistir.

Sonu¢ olarak, gelistirilen kemometrik yontemlerin birbiri ile uyumlu oldugu
goriilmiistiir ve bu yontemlerin tekrarlanabilirliginin yiiksek olup duyarli ve dogru
sonuclar verdigi gozlemlenmistir. Elde edilen sonuglar gelistirilen bu kemometrik
yontemlerin HCT ve IRB igeren ilag tabletlerinin analizinde kullanilabilecegini

gostermektedir.
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