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ONSOZ

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda atenolol ve klortalidon igeren farmasotik
preparatin kantitatif analizi hi¢bir ayirma islemi gerektirmeksizin sinyal isleme
yontemleri uygulayarak gergeklestirilmistir. Bu ¢aligma kapsaminda gelistirilen
kemometrik sinyal isleme yontemlerinin sonuglari, tiirev spektrofotometri yontemi
ile karsilastirildi. Gelistirilen analitik yontemlerin atenolol ve klortalidon bilesiklerini
igeren tabletlerin kalite kontrol ve rutin analizlerine uygulanabilecegini, yontemlerin
analitik validasyonu yapilarak analiz sonuclartyla ortaya konmustur. Bu tez
kapsaminda ¢alisma amacina ulagilmistir. Ayrica bu yiiksek lisans tezinin sonuglari
ATE ve CHL analizi i¢in AR-GE ve ila¢ endiistrisinde de kullanilabilecektir.

Yiiksek lisans tezimdeki konu se¢imi, c¢alismalarimin planlanmasi,
yiirtitiilmesi ile sonuglandirilmasinda yakin ilgi ve destegini esirgemeyen, bilgi ve
deneyimlerini aktaran danisman Hocam Prof. Dr. Erdal DINC’e tesekkiir eder,
sonsuz saygilarimi sunarim.

Yiiksek lisans programi ders doneminde teorik bilgilerini ve deneyimlerini
esirgemeyen anabilim dalimiz hocalarina sonsuz tesekkiir eder ve saygilarimi
sunarim.

Hayatim boyunca ve tezim sirasinda desteklerini tizerimden eksik etmeyen
Aileme; tezim esnasindaki destekleri ve yardimlar1 i¢in sonsuz minnet ve
tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRiS

Diinya niifusunun hizh artisiyla birlikte endiistrideki hizli gelismelere paralel olarak
cevresel kirlenme, beslenme aligkanliklarinin degismesi gibi nedenler ile degisik
hastalik tiirleriyle miicadele i¢in etkin kaliteli ilaglarin gelistirilmesi gereksinimleri
ortaya ¢ikmistir. Hiper sanayilesmeyle birlikte ¢evresel atiklar ve kalitesiz gidalarin
tiikketimi, bu alanlardaki istenmeyen gelismeleri kontol altina alinabilmesi kompleks
analiz problemlerinin ¢oziimiinii gerektirmektedir. Bu baglamda iiretimin kalite
kontrolii analize dayanir. Dolayisiyla gida, klinik ¢alismalar, ¢evre, ziraat, eczacilik,
kimya endiistrisi ve endiistrinin diger branglar1 analitik kimyanin baslica uygulama
alanlaridir. Ozellikle insan saghg icin ilag endiistrisinde formiilasyon 6ncesinde ve
formiilasyon sonrasi ticari farmasétik iiriinlerdeki kimyasal bilesenlerin rutin analizi
ve kalite kontrolii, her iilkede oldugu gibi iilkemizde de Saglik Bakanlig1 ve ilgili
kurumlarca yasa, yonetmelik ve yonergelerle zorunluluk oldugundan dolay1 analitik
kimyanin analiz teknik ve yoOntemlerine ihtiyag duyulmaktadir. Ticari ilag
preparatlar1 yardimc1 maddelerden olusan sabit matriks ile bir veya daha fazla aktif
bilesen iceren sistemlerdir. Analitik kimyanin ana hedeflerinden birisi ilag
preparatlarinin liretiminde dnce ham madde analizi ve iiretimi esnasinda ise kalite
kontrolii i¢in ucuz, hizli, kolay uygulanabilir ve gilivenilir sonuglar veren analiz
yontemlerinin gelistirilmesidir.

Yukarida da agiklandigr gibi analitik kimyanin yontem ve teknikleri analiz
islemlerinde  vazgegilmez hayati Oneme sahiptir.  Analiz  islemlerinde
spektrofotometri, kromatografi, gravimetrik, voliimetrik ve elektrokimyasal
yontemler yaninda daha bircok yontem kullamilmaktadir. Bu yontemlerin
uygulamasinda analiz islemlerinin temel problemleri, analiz yonteminin kolay
uygulanabilirligi, analiz maliyeti, analiz hiz1, sonuglarin kesinligi ve dogrulugudur.

Giliniimiizde, birden fazla aktif bilesigi igeren ticari farmasotik formiilasyonlarin
tiretilmesi ve kullanilmas diisiik yan etki ve yiiksek tedavi edici aktiviteyi arttirmak
amaciyla biiylik bir 6nem kazanmistir. Bu kombine preparatlarda yardimci maddeler

ile birlikte birden fazla etkin madde bulunmasi girisimlere neden oldugu i¢in analiz



islemlerinde pahali analitik tekniklerin kullanilmasi veya ilave kimyasal ayirma
tekniklerinin analiz islemlerinde kesinlik, dogrulugun diismesine, analizin maliyeti
ve siiresinin uzamasina neden olmaktadir.

Omegin yardimc1 maddeler iceren kombine farmasdtik numunelerdeki
bilesiklerin ayn1 anda miktar tayinleri, spektrofotometrik, kemometrik kalibrasyon,
yuksek basingli sivi  kromatografisi (HPLC) ve asir1 yiiksek basingli  sivi
kromatografisi (UPLC) gibi bir¢ok analitik yontemle gergeklestirilmektedir.
Spektroskopik analiz islemlerinde tiirev spektrofotometrisi karisimlarin kantitatif
analizi i¢in sik¢a kullanilmaktadir, fakat bu yontem, her zaman istenen sonuglar
vermeyebilir. Bu nedenle, spektral verilere dayanan kemometrik ¢ok degiskenli
kalibrasyonlar, kompleks karisimlarin analizine uygulanmaktadir.

Ayrica, standart analiz yontemi olarak HPLC ydntemi farmasdtik ve kimyasal
analiz islemlerinde kullanilmaktadir. Karmagik ve pahali bilesenlere sahip olan
kromatografik yontemler ve bunlarin kombine teknikleri olan LC-MS ve CE-MS
yontemler, analiz i¢in yiiksek maliyet ve uygun ayirma kosullarini bulmak ig¢in
sikintili ve uzun siirecler gerektirdigi bilinmektedir.

Analiz iglemlerinde, yukarida bahsedilen klasik analitik yOntemlerin
dezavantajlar1 ve zorluklariyla basa ¢ikabilmek ve analitik problemleri etkili
kantitatif ¢6zlimili i¢in yeni analitik tekniklere veya yoOntemlerin gelistirilmesine
ihtiyac oldugu bir gergektir.

Modern analitik cihazlarin gelistirilmesiyle es zamanli olarak spektral analiz
tekniklerinin kullanildig1 alanlarda da uygulamali matematigin geregleri olan sinyal
islem yoOntemleri giiniimiize kadar gelistirildi. Bunlarin en yenisi sinyal isleme
yontemleri olarak “dalgaciklar” (wavelets) yontemidir. Dalgacik doniisiim (wavelet
transform) sinyal igleme yontemleri, giriiltiiniin eliminasyonu (de-nosing),
diizlestirme ve filtreleme (smoothing and filtering), sikistirma (compression), zemin
cizgisinin diizeltilmesi (baseline correction) ve girisim yapan spektrumlarin
ayristirilmasi (resolution of the overlapping spectra), spektral analiz iglemlerinde
daha kesin, daha dogru ve daha giivenilir analiz sonuglarina ulagsmak amaciyla
kullanilmaktadir. (Din¢ E ve ark., 2009; E. Ding, D. Baleanu, G. Pektas, 2009; E.
Ding, D. Baleanu, G. Pektas, 2009)



Kemometrik ¢alismalarda sinyal isleme ve ¢ok degiskenli kalibrasyonlar, biitiin
analitik cihazlardan elde edilen verilerin analizine uygulanabilmesine ragmen, daha
cok spektrofotometrik caligmalarda kullanildigr gozlenmektedir. Bunun nedeni
spektrofotometrik cihazlardan kolay, hizli ve tekrar edilebilir verilerin elde
edilebilmesidir (Ding¢ E ve ark., 2001a; Ding¢ ve ark., 2001b; Ding E ve Baleanu D,
2002; Ding E ve ark., 2002a; Din¢ E 2002; Ding E ve Ustiindag O, 2002; Ding E ve
ark., 2002b; Din¢ E ve ark., 2002c; Ding ve ark., 2002d; Din¢ E ve Kanbur M 2002;
Ding E ve ark., 2003a; Ding E ve ark., 2003b; Ustiindag O ve Ding E 2003a; Ding E
ve Ustiindag O 2003b; Ding E ve Ozdemir O 2004a; Ding E ve ark., 2004a; Ding E
ve Ozdemir D 2005a; Ding E ve ark 2004b; Ozdemir D ve Din¢ E 2004b; Ding E
ve Ustiindag O 2005; Ding E ve ark., 2005a; Ding E ve ark., 2005b; Ding E ve ark.,
2005¢; Ozdemir D ve Ding E 2005b; Ding ve ark., 2006a; Ding E ve ark., 2006b;
Ding E ve ark., 2006c ).

Giliniimiizde dalgacik doniisim (wavelet transform — WT) siirekli dalgacik
doniisiim (continuous wavelet transform — CWT) ve kesirli dalgacik doniisiim
(Fractional wavelet transform — FWT) gibi sinyal isleme yontemlerinin gelisimi ve
analitik uygulamalari, analiz iglemlerinde spektrofotometrik tekniklerin potansiyel
gliciinii anlamh bir sekilde artirmistir (Dubechies 1., 1992; Mallat S., 1998; Leung
AK.M., 1998; Walczak B., 2000; C. X. Ma, X. B. Shao, 2004). Spektral analitik
calismalarda siirekli dalgacik doniisim (continuous wavelet transform—SDD)
yontemleri verilerin azaltilmasi, sinyalde giiriiltiiniin eliminasyonu, sifir ¢izgisinin
diizeltilmesi ve spektral bandlarinin girisim yaptig1 bilesiklerin kantitatif analizi igin
esnek ve ¢cok yonlii giiclii sinyal isleme teknikleridir. (E. Ding, D. Baleanu, 2007; E.
Ding, D. Baleanu, 2006; E. Ding, D. Baleanu, 2004a; E. Ding, D. Baleanu, 2004b; E.
Ding, M. Kanbur, D. Baleanu, 2005; E. Ding, D. Baleanu, O Ustiindag, 2003; E.
Ding, D. Baleanu, A. Tas, 2006).

Bu calismanin temel amaci, atenolol ve klortalidon kombinasyonunu igeren
antihipertansif preparatin analizi i¢in pahali cihazlar gerektiren, analiz siiresi uzun ve
analiz maliyeti pahali olan ayirma ydntemlerine alternatif olacak daha hizli, daha
ekonomik ve daha giivenilir kemometrik siirekli dalgacik doniisiim yontemlerinin

gelistirilmesi  planlanmaktadir. Ayrica gelistirilen stirekli dalgacik doniisiim



yontemlerinin ~ sonuglart  klasik  grafik  yontemleri ile  karsilastirilmasi
planlanmaktadir.

Bu yiiksek lisans tezinin kapsaminda, atenolol ve klortalidon bilesiklerini
birlikte iceren farmasotik kombinasyonda bu etkin maddelerin hi¢bir ayirma iglemi
gerektirmeksizin ve ayni anda miktar tayinlerinin, “Coiflets” stirekli dalgacik
dontistim (coif5 - SDD), “Mexican” sapka fonksiyonu siirekli dalgacik doéniisiim
(mexh-SDD) ve spektrum oranlar1 “Biortogonal” 1.1(SO-Bior SDD) siirekli
dalgacik doniisiim yontemleri gelistirildi. Tez ¢alismasinda analiz i¢in gelistirilen bu
yontemleri karsilagtirmak amaciyla tiirev spektrofotometrisi yontemi gelistirildi. Tez
kapsaminda gelistirilen kemometrik sinyal isleme yontemleri ve karsilastirma
yontemi olarak kullanilan tiirev spektrofotometri yontemi analitik validasyon
parametreleri kullanilarak valide edildi. Ticari tabletlerdeki ATE ve CHL nin analizi

i¢in gelistirilen biitlin yontemlerin uygulamasindan bagarili sonuglar elde edildi.



1.1. Atenolol

1.1.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

H,N
Sekil 1.1. Atenolol’iin agik formulii

Molekiil Formiilii: Cy4H2,N203

Molekiil Agirlhigr : 266.3 g/mol

CAS No: 29122-68-7

Ac¢ik Formiilii: 2-[4-[(2RS)-2-Hidroksi-3-[(1-metiletil)amino]propoksi]-fenil]
asetamit (Sekil 1.1)

Elementel Analizi: C %63.14 , H %8.33 , N %10.52 , O %18.02

Erime Noktasi: 152°C ila 155°C

Fiziksel Ozellikleri: Atenolol, beyaz veya beyaza yakin renkte bir tozdur. Distile
suda az c¢oOziiniir; dehidrate alkolde ¢Oziiniir; metilen kloriirde hafifce ¢Oziiniir.

Atenolol 15-30°C arasindaki oda sicakliginda saklanmali ve 1giktan korunmalidir.



Metanol igerisinde ¢oziinmiis 20.0 pg/mL ATE’nin UV spektrumu Sekil 1.2 de

gosterilmistir.
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Sekil 1.2. Atenolol’iin (20 .0 pg/mL) metanol icerisindeki absorbsiyon spektrumu

1.1.2. Farmakodinamik ozellikleri:

Atenolol beta;-selektif adrenerjik bir antagonisttir (yani, tercihen kalpteki beta;-
adrenerjik reseptorler iizerine etki gosterir). Secicilik doz artigi ile azalmaktadir. Tiim
selektif beta-blokorlerde oldugu gibi, yiiksek dozlarda kullanildiginda beta;-selektif
ozelligi zayiflar veya kaybolur.

Atenolol intrinsik sempatomimetik ve membran-stabilize edici aktivitelere

sahip degildir ve diger beta-adrenoreseptdr bloke edici ilaglar ile oldugu gibi, negatif



inotropik etkiler gostermektedir (dolayisiyla, kontrol edilmeyen kalp yetersizliginde
kontrendikedir).

Diger beta-blokerler ile oldugu gibi, hipertansiyon tedavisindeki etki sekli
belirsizdir.

Rasemik karisima gore, S (-) atenololiin sahip oldugu herhangi bir baska ek
Ozelligin farkl terapdtik etkilere yol agmasi olasilik disidir.

Atenolol ¢ogunlukla etnik popiilasyonda etkindir ve iyi tolere edilmektedir.
Siyah 1rka mensup hastalar tek basma atenolole gore atenolol ve klortalidon
kombinasyonuna daha iyi yanit vermektedirler.

Atenolol ve tiyazid benzeri diiiretiklerin kombinasyonunun uyumlu oldugu ve
genel olarak bu ilaglarin tek basma kullanimlarina goére daha etkin oldugu

gosterilmistir.

1.1.3. Farmakokinetik ozellikleri:

Atenolol, oral dozdan verildiginde, dozun yaklasik % 50-60’1 hizla absorbe olur.
Kalbin atim hiz1 tizerindeki etkisi yaklasik 1 saat sonra ortaya ¢ikar ve doruk diizeye
2-4 saat icinde ulagir. Etki siiresi genellikle yaklasik 24 saat kadar devam eder.
Atenolol kan diizeyleri tutarhidir ve kiigiik degiskenlikler gostemektedir. Paranteral
yoldan kullanildiginda doruk etkisi 5 dakika i¢inde goriiliir ve 12 saatten daha kisa
siirer. Kan basinci lizerindeki etkisi kalp hizi iizerindeki etkileriyle es zamanli olarak
ortaya ¢ikmaz. Antihipertansif etkisi de lineer bir doz-cevap iligkisi gostermez.
Atenolol tiim viicuda dagilir ve anne siitiine gecer. Plasentay:1 asar ve fetal
serum konsatrasyonlart annenin serum konsantrasyonlarina yaklasik diizeye ulasir.
Atenolol, propranolol’den farkli olarak kan-beyin engelini minimal diizeyde gecer ve
santral sinir sistemine (SSS) ¢ok diisiik miktarda gecebilir. Plazma proteinlerine
baglanmas1 minimal diizeydedir (ortalama % 10) ve bu 6zelligi diisiik lipofilikligi de
g6z Online alindiginda dagilim karakteristiklerinden bir boliimiinii agiklayabilir.
Atenololiin renal fonksiyonu normal eriskin hastalardaki serum yar1 6mrii 6-7
saattir. Bu deger cocuklarda yaklasik 4.6 saattir. Yar1 omrii renal fonksiyondaki

bozukluk arttik¢a daha da uzar. Ilag karacigerde minimal diizeyde metabolize edilir



ve oral bir dozunun % 40-50’si bobreklerden degismeden atilima ugrar. Atenolol

diyalizle uzaklastirilabilir.

1.1.4. Etki mekanizamasi:

Beta adrenerjik antagonistler sempatomimetik norotransmitterler (katekolaminler) ile
yarigmaya girerek onlarin etkilerine kars1 yonde etki gosterirler. Metroprolol gibi
atenolol de diisiik dozlarda kalp ve diiz kaslarda bulunan beta;- adrenerjik
reseptorlerin aracilik etti§i sempatik stimiilasyonu selektif olarak bloke eder. Bu
etkinin farmakodinamik sonuglar1 sunlardir: Kalp atim hizinda ve buna baglh kalp
debisinde azalma; gerek dinlenim gerekse egzersiz sirasindaki sistolik ve diyastolik
kan basincinda diisme ve refleks ortostatik hipotansiyonda olasi azalma. Atenolol
ylksek dozlara ¢ikarildiginda (>100 mg/giin) brons ve vaskiiler diiz kaslardaki beta,-
selektif adrenerjik yanitlar1 da bloke eder. Bundan baska serum serbest yag asidi
konsantrasyonunu diisiiriir ve trigliserid diizeylerinin yiikselmesine neden olur.

Beta blokajinin kritik bir etkisi miyokard iskemisine kars1t profilaksi
saglamasi ve miyokard iskemisini azaltmasidir. Bundan bagka, beta blokaj ortaya
cikabilecek bir miyokard infaktinin siddetini azaltabilir. Bu, kismen, nodal diizeydeki
pacemaker kontrolii izerindeki beta blokajin antiaritmik etkisine baglanabilir.

Atenolol’lin hipertansiyon tedavisinde yararli kilan etkileri sunlardir: Negatif
kronotropik etkisi gerek dinlenim gerekse egzersiz sirasindaki kalp atim hizim
diisiiriir; negatif inotropik etkisi kardiyak debinin diigmesine neden olur; santral sinir
sisteminden (SSS) kaynaklanan sempatik etkinligi azaltir ve bobreklerden renin
saliverilmesini baskilar. Boylece, diger beta-blokdrlerin yaptigi gibi kan basincini
degisik mekanizlar iizerinden etkiler. Genelde intrinsik sempatomimetrik etkinlik
(ISA) gostermeyen beta-blokdrler sol ventrikiil hipertrofisi ve lipid profili lizerinde
zararl etkiler yapar ve seksiiel disfonksiyona neden olurlar.

Atenolol, kalbin oksijen gereksinimini diigiirmesi, kalbin hem atim hizini hem
de kontraktilitesini azaltmasi ve kan basimcini diisiirmesi nedeniyle anjinanin
tedavisinde kullanilir. Bununla birlikte, kalp yetmezligi olan hastalarda bunun aksi

gegerli olabilir (6rnegin ilacin kalbin oksijen gereksinimini artirmasi gibi).



Atenolol, migren bas agrilarindaki etkinligini agiklayabilecek c¢ok cesitli
etkilere sahiptir. Yaptig1 beta-blokaj ile arteriyel dilatasyonu Onleyebilir; renin
salgilanmasini inhibe edebilir ve katekolaminlerin neden oldugu lipolizi bloke
edebilir. Lipolizin bloke olmasi aragidonik asit sentezini ve bunu izleyen
prostaglandin yapiminin azalmasini saglar. Trombosit agregasyonundaki inhibisyon
prostaglandinlerdeki bu azalmaya ve katekolaminlerin neden oldugu trombosit
adezyonunun lokajina baghdir. Diger etkileri arasinda dokulara giden oksijen
miktarin1 artirmalar1t ve adrenalin saliverilmesi sirasinda goriilern koagiilasyonu

onlemeleri sayilabilir.

1.2. Klortalidon

1.2.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikler

Cl

OH
HZN\

7N\
O O HN

O

Sekil 1.3. Klortalidon’un agik formulii

Molekiil Formiilu: C4H;;CIN,O4S

Molekiil agirligi: 338.8 g/mol

CAS No: 77-36-1

Erime Noktasi: 179 °C.

Agik  formiilii:  2-Kloro-5-[(1RS)-hidroksi-3-okso-2,3-dihidro-1H-izoindol-1-il]
benzensulfonamid (Sekil 1.3)

Fiziksel Ozellikleri: Klortalidon, beyaz veya sarimsi-beyaz renkte kristalize bir

tozdur. Suda hafif¢ce ¢oziiniir, metil alkol ve asetonda ¢Oziiniir; metilen kloriirde
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pratik olarak ¢oziinmez; alkali hidroksitlerinin seyreltik ¢6zeltilerinde ¢oziiniir.
Klortalidon, 30°C’nin altindaki oda sicakliginda ve sikica kapali hava gecirmeyen
kaplarda saklanmalidir. Nemden korunmalidir.

Metanol icerisinde ¢oziinmiis 15 pg/mL CHL’nin UV spektrumu Sekil 1.4 de

gosterilmistir.
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Sekil 1.4. Klortalidon’un (15 pg/mL) metanol igerisindeki absorbsiyon spektrumu



11

1.2.2. Farmakodinamik Ozellikleri

Klortalidon, hipertansiyon ve ddemin kontrol altina alinmasinda kullanilan tiazid
benzeri bir diliretiktir. Yap1 ve farmakolojik etkileri bakimindan tiazidlere benzer.
Tiazidlerler karsilastirildiginda etki siiresi en uzun olan ilagtir. Bir monosiilfonamil
ditiretik olan klortalidon sodyum ve kloriir ekskresyonunu arttirmaktadir. Natriiireze
bir miktar potasyum kaybi eslik etmektedir. Klortalidonun kan basincini azaltma
mekanizmasi tam olarak bilinmemekte ancak, viicuttaki sodyumun ekskresyonunu

ve yeniden dagilimi ile ilgili olabilir.

1.2.3. Farmakokinetik Ozellikleri

Klortalidon gastrointestinal kanaldan absorbe edilir, fakat absorbe edilen gercek
miktar1 bilinmemektedir. Kanda % 90 kadar1 alyuvarlardaki karbonik anhidraz
enzimine bagli halde bulunur. Tiazid grubu diliretikler ve benzerleri plansentay1 asar
ve anne siitiine gegerler. Klortalidon’un etkisi 2 saatte baglar, 2-6 saate doruk diizeye
ulasir ve 48-72 saat devam eder. Biiyiik boliimii degismeden idrarla atilir. Kii¢iik bir

boliimii de safra yolu ile atilir. Klortalidon’un yar1 6mrii 35-50 saat kadardir.

1.2.4. Etki mekanizmasi:

Klortalidon renal tiibiiler epitelyumdan sodyum iyon transporunu inhibe ederek
sodyum, kloriir ve suyun atilimini artirir. Primer etki yeri henle kivriminin ¢ikan
kolonunun kortikal seyreltici segmentidir. Tiazid ve tiazid benzeri ilaglar glomeriiler
filtrasyon hizin1 da disiirler. Bu etkileri bobrek yetmezligi olan hastalarda ilacin
etkinliginin azalmasina neden olur. Klortalidon sodyumun distal rental tubuluslara
dagilimim artirarak soydum-potasyum degis-tokus mekanizmasi yoluyla potasyum
attlmin1 indirekt olarak artirir. Neden oldugu hipokalemi ve hipokloremi hafif

metabolik alkaloza neden olabilir. Bununla birlikte diiiretik etkinligi hastanin asit-
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baz dengesinden etkilenmez. Klortalidon bir aldosteron antagonisti degildir ve
etkileri karbonik anhidraz inhibisyonundan bagimsizdir.

Diiiretikler baslangigta kalp debisi, plazma hacmi ve ekstraseliiler sivi
hacmini azaltarak kan basincini diistiriirler. Sonunda kalp debisi normal diizeylerine
doner, plazma ve ekstraseliiler sivi hacmi normalden ¢ok hafif diizeyde diisiik kalir,
fakat periferik vaskiiler rezistansta yaptiklar1 azalma siirekli olarak devam eder ve
bunun sonucunda kan basinci diiser. Plazma hacmindeki azalma, plazmadaki renin
aktivitesinin yiikselmesine ve aldosteron salgilanmasinin artmasina yol agar. Bu
durum tiazid diiiretikler ile tedavide goriilen potasyum kaybina 6nemli Olgiide
katkida bulunur. Genel olarak degerlendirildiginde diiiretikler sol ventrikiil
hipertrofisini ve glukoz toleransini daha da kétiilestirirler ve lipid profili ilizerinde

bozucu etkiler meydana getirirler.

Liimen Peritubiiler

DiISTAL TUuBULUS interstisyum/Kan
f HUCRESI

apikal bazolateral
membran membran
MNa* ATP : Na®
) ADP K=

CI' 3
/\ —=p K JI Aktif transport

Tiazidler Na* Z Pasif diftizyon

Cl —=P» lyon kanallar

Sekil 1.5. Klortalidon’un etki mekanizmasi
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Atenolol-Klortalidon’un kombine kullaniminda;

Atenolol/Klortalidon’un olagan giinliik dozu, 50 mg atenolol/12.5 mg klortalidon
veya 100 mg atenolol/25 mg klortalidon’dur.

Atenolol ve klortalidon kombinasyonu hipertansiyon tedavisi i¢in kullanilir.
Bu iki ila¢ farkli mekanizmalarla etki eder ve aditif hipertansif etki gosterirler.
Atenolol f;-reseptorlerine spesifik, hidrofilik bir beta-blokordiir; plazma yari
Omriiniin uzun olmasi giinde tek doz alinarak kullanilmasina olanak saglar. Atenolol
yagdaki ¢oziniirligi disiik oldugundan renal yoldan elimine edilir; metabolizmasi
minimaldir ve yagda coziinen beta-blokdrlere (propranolol gibi) kiyasla SSS’ye
girerek santral yan etki olusturma potansiyeli daha diisiiktiir. Atenolol 6nemli 6l¢iide
membran-stabilize edici veya intrinsik sempatomimetik etkinlik gostermez.
Klortalidon ise wuzun etkili tiazid-benzeri bir diiiretiktir. Diger tiazidlerle
karsilastirildiginda, klortalidon en uzun etki stireli ilagtir, fakat 6nerilen maksimum
terapdtik dozda kullanildiginda diiiretik etkisi diger tiazidlere benzer. Atenolol ve
klortalidon kombinasyonu (Tenoretic™) ABD’de FDA tarafindan Temmuz 1984’te
onaylanmustir.

Atenolol ve klortalidon kombinasyonu oral yoldan kullanilir. Atenolol ve
klortalidon’un birlikte verilmesi bu iki ilacin biyoyararlanimlarini etkilemez.

Atenolol ve klortalidon kan basinci lizerinde aditif hipertansif etki gosterirler.
Tiazid ditiretikler kan basincint sodyum itrahim1 artirarak disiiriirken, beta-
blokdrlerin  kan basincini  diisiiriicii  etkisi beta-reseptorler iizerindeki sempatik
stimiilasyonu bloke etmelerine baglidir.

Bu yiiksek lisans tez c¢alismasinda, atenolol ve klortalidon (ATE-CHL)
kombinasyonu iceren kombine farmasotik preparattaki etkin maddelerin ayni anda
spektrofotometrik miktar tayinleri i¢in kemometrik siirekli dalgacik doniisiim sinyal
isleme yontemlerinin gelistirilmesi amaclanmistir. Sonuglar klasik spektrofotometrik

yontemler ile istatistiksel olarak karsilastirilacaktir.
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1.3. Atenolol ve Klortalidon icin Yapilmis Analiz Yontemleri

1.3.1. Atenolol ve Klortalidon Miktar Tayini I¢cin Uygulanan Yontemler

Spektrofotometri, YBSK ve Kemometri

Akiful Haque.M ve ark. (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada, UV Spektrofotometresi
kullanilarak bulk ve tablet dozaj formlarinda bulunan atenolol ve klortalidon’un es
zamanli olarak tayinini gerceklestirmislerdir. Bulk ve tablet dozaj formlarinda
bulunan ATE ve CHL’un es zamanli tayini i¢in basit, glivenilir, kesin, ekonomik ve
tekrarlanabilir bir UV spektrofotometrik metot gelistirilmistir. Stok ¢6zelti metanolde
hazirlanmis, buna ilaveten seyreltmeler de metanol ile yapilmistir. Maksimum
absorbanslar atenolol ve klortalidon i¢in sirasiyla 225 nm ve 284 nm olarak
bulunmustur. Beers Kanununa bagl kalinarak atenololiin konsantrasyon araligi 10 —
60 pg/mL ve klortalidonun ise 30-140 ug/mL olarak gézlenmistir. Analiz sonuglar
istatistiksel ve geri kazanim calismasi ile valide edilmistir. Geri kazanim bagil
standart sapmast % 2 den az bulunmustur. Metot etkili bir sekilde kullanilabilir
ozelliktedir.

Nada. S. Abdelwahab ve ark. (2010) yaptiklar1 bir c¢alismada, model
uygulamasinin giincellenmesi ile TLC-densitometrik ve kemometrik metotlar
kullanilarak  atenolol,  klortalidon = ve  bozunma  {irlinlerinin  tayinini
gergeklestirmislerdir. Bu c¢alismada iyi bilinen iki antihipertansiyon ilacinin
kombinasyonundaki basar1 ve yalniz kullanimlarindan ¢ok daha biiyiik iyilestirici
etkisi degredasyon fiiriinlerinin varliginda secici olarak tespit edilmistir. Iki
kemometrik metot ve tek TLC-densitometrik metot atenolol (ATE), klortalidon
(CLT) ve bunlarin asidik bozunma irilinleri ic¢in gelistirilmistir. Kemometrik
yontemler, Temel bilesen regresyon yontemi (PCR) ve Kismi en kiigiik kareler
yontemidir (PLS). Bu modeller tahmini olarak atenolol ve klortalidonun i¢ine bagka
bir dozaj formdaki amilorid HCI (AMH) ilave edilerek giincellenmistir. Bu giincel
model ii¢ etken maddenin tahmini yeni dozaj formlarinda yeni bir kalibrasyon seti
hazirlanmaksizin giivenilir ve kesin bir sekilde kullanilabilir. TLC-densitometrik

metot ince tabaka tlizerindeki atenolol, klortalidon, atenolol bozunma iriinleri ve
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klortalidon bozunma iirlinlerinin konsantrsyonlarina bagli olarak gelistirilmistir,
Silika jel plaka {iizerinde 227 nm’de 75:28:2:1.6 h/h/h/h oraninda karismis
kloroform:metanol:etil asetat: amonyak ¢ozeltisi tasima yapmustir. Onerilen metot
calisilan maddeler ve bunlarin farmasoétik formiilasyonlari i¢in kullanildi ve sonuglar
RP-HPLC metoduyla istatistiksel olarak karsilagtirilarak raporlanmistir.

Elshanawane AA ve ark. (2009) yaptiklar1 bir calismada, Amilorid HCI,
Atenolol, Hidroklorotiazid ve Klortalidon kombine karisiminin es zamanl tayini igin
kullanilan ters faz yiliksek performansl sivi kromatografisi metodunun gelistirilmesi
ve validasyonunu gergeklestirmistir. Hipertansiyon tedavisinde kullanilan amilorid
HCI, atenolol, hidroklorotiazid ve klortalidon igeren 2 adet ii¢lii karisimin es zamanli
tayini i¢in bir HPLC metodu gelistirilmistir; siyanopropil kolon kullanilarak jer iki
karisimda da memnun edici ayrimlar gozlenmistir. Mobil faz 10 nM potasyum
dihidrojen fosft tamponu (pH 4.5) ve metanoliin hacmen 75 : 25 oraninda karigmasi
ile olusturulmus, akis hizi 1 mL/dk’dir. 275 nm dalga boyunda UV deteksiyon
olmustur. Kalibrasyon grafigindeki dogrusal konsantrasyon araligi dort etken
sirastyla 2-10, 20-200, 10-100 ve 5-50 ug/mL’dir. Giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik
degeri (bagil standart sapma) karisim I (amilorid HCI, atenolol ve klortalidon) i¢in
<1.13 ve karisim II (amilorid HCI, atenolol ve hidroklorotiazid) i¢in <0.93’diir.
Laboratuar sartlarinda ve ticari olarak hazirlanan her iki kombinasyon i¢in metot
yiikksek  giivenilirlik ve kesinlikle kullanilabilirdir.  Istatistiksel ~ olarak
karsilagtirillmasinda, kabul goren ve belirlenen diger metotlardan kayda deger bir
farklilik gostermemektedir.

Mohamed Ael-M. ve Salem H. (2005) yaptiklar1 bir c¢alismada,
Kemometrik-yardimli spektrofotometrik metot kullanilmasiyla antihipertansiyon
karisimlarinin tayinini gerceklestirmistir. iki tip hipotensif karisimin analizi i¢in
multigesitli bir kalibrasyon metodu tanimlanmistir. Karisimlar ya klortalidon/atenolol
ya da klortalidon/amilorid HCl-atenolol igerir. Karisimlarin bilesenlerinin sonuglari
spektral Ortlisme ile % 87.5 ve % 91.0°dir. CLS ve PCR metotlar1 kullanilarak
aragtirmalar sonucunda karigimlarin ayrimi saglanabilmistir. Her bir karigimdaki
bilesenler es zamanli olarak {i¢ ticari preparatta yiiksek giivenilirlikte dis etkensiz ya
da ilavesiz olarak tayin edilmistir. Her iki sentetik karisimda ve ticari tabletinde iyi

geri kazanim elde edilmistir. Sonuglar diger farmasdtik metotlarla karsilagtirilmis ve
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1yi sonuglar elde edilmistir. CLS ve PCR’dan elde edilen sonuglar birinci dereceden

tiirev spektrofotometrik metotla da karsilastirilabilir oldugunu gosterir.

1.3.2. Atenolol Miktar Tayini I¢in Uygulanan Yontemler

Naveen Kumar ve ark. (2010) yaptiklar1 bir ¢alismada, Atenolol’iin ters faz sivi
kromatografisi ile degerlendirilmesini gergeklestirmislerdir. Basit, kesin, hassas ve
giivenilir yiiksek performansli sivi kromatografi metodu; atenololiin tayini igin
(53:47 h/h) oranindaki fosfat tamponu : asetonitril karisiminin mobil faz olarak
kullanilmasi ile gelistirilmistir. Tampon, 0.02 M K;PO4 ve 0.003 M KH,POy’iin es
miktar karigimi ile yapilmistir. Tespit 230 nm dalga boyunda UV dedektor
kullanilarak yapilmistir. Kolon ODS’dir ve boyutlart 25 mm x 4.6 mm’dir.
Atenolol’iin eliisyonu ile alikonma siiresi 2.1 dk olarak belirlenmistir. Akis hiz1 1.2
mL/min’dir. Kalibrasyon egrisi 40 ila 200 mcg konsantrasyonunda lineerdir.
Dedeksiyon limiti 120 ng ve tayin limiti 510 ng’dir. Atenololiin bagil standart
sapmas1 % 0.6 geri kazanim1 % 99.6 olarak bulunmusgtur.

M. V. Kumudhavalli ve ark. (2011) yaptiklart bir ¢calismada, Tablet dozaj
Formundaki Atenolol ve Nitrendipin’in es zamanli degerlendirilmesindeki HPLC
metodu icin gelistirme ve validasyonunu gergeklestirmiglerdir. Tablet dozaj
formunda bulunan atenolol ve nitrendipin tayini ic¢in kullanilacak hizli yiiksek
performanslt sivi kromatografisi metodu gelistirilmis ve valide edilmistir. Boyutlari
4.6 x 250 mm ve partikiil biiyiikligii 5 pm olan Phenomenox C-18 kolon, hareketli
fazin metanol : asetonitril : su (40:40:20 h/h) (pH 3.0’a orto fosforik asit ile
ayarlanmistir) karistmi oldugu bir isokritik modda kullanilmistir. Akis hizi 1.5
mL/min ve dalga boyu 235 nm’dir. Atenolol i¢in alikonma siiresi 2.61 min ve
nitrendipin i¢in 6.11 min olarak ayrisim saglanmis, rezoliisyon 11.097 bulunmustur.
Sirasiyla atenolol’de 30-70 pg/mL ve nitrendipin’de 6-14 ug/mL aralifinda lineerlik
bulunmugtur. Atenolol’iin geri kazanimi % 99.05-100.51 ve nitrendipin’in geri
kazanimi % 99.14-101.60 bulunmustur. Tespit limiti atenolol i¢in 1.96 pg/mL iken
nitrendipin i¢in 0.34 pg/mL; tayin limiti ise sirastyla, 5.95 pg/mL ve 1.03 ug/mL’dur.
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Metodun saglamhigr goriilmiis ve ticari formlardaki igerik igin basar1 ile
uygulanabilir bir metotdur.

Anelise Weich ve ark. (2007) yaptiklar1 bir calismada, farmasotik
preparattaki atenololiin  kantitatif tespiti i¢in kullanllan HPLC ve UV
spektrofotometrik metotlarin  validasyonunu gergeklestirmiglerdir. Tabletlerdeki
Atenolol’lin rutin kontrolii i¢in kullanilan hassas ve hizli UV spektrofotometrik ve
UV deteksiyonlu RP-HPLC metodu gelistirilmistir. Mobil faz olarak pH 7.0 10 mM
amonyum asetat tamponu ve asetonitrilin 80:20 oranindaki karigimi kullanilmistir.
Numune Purospher RP-18(250 mm x 4.6 mm, 5 um) kolona verilmistir. Akig orant
0.8 mL/min’dir. Deteksiyon 275 nm’dedir. Korelasyon katsayisinin 0.9999 yiiksek
hassasiyetli dogrusallik limiti 125 ila 375 pg/mL arasindadir. Geri kazanimi %
99.80’dir. UV spektrofotometrik metot ise 226 nm’de yapilmis ve numune sodyum
asetat sollisyonunda hazirlanmistir. Dogrusallikta korelasyon katsayis1 0.9986 olarak
gosterilmistir. Metotlarin amaci, basit, hizli, kesin, dogru ve hassas olup rutin
analizlerde kullanilabilir olmasidir.

Luis Renato Pires de Abreu ve ark. (2003) yaptiklar1 bir ¢alismada, insan
plazmasinda yiiksek performansli sivi kromatografisi ile Atenolol kantitasyonu:
Biyoesdegerlik calismast uygulamasi gerceklestirmislerdir. Giivenilir, Kesin ve
hassas HPLC miktar tayini metodu; her iki cinsiyetteki toplamda 24 denekte 2 adet
atenolol tablet (50 mg) insan plazmasindaki biyo yeterlililiginin karsilagtirilmasi
acisindan atenolol tespiti i¢in gelistirilmistir. Calisma agik, rastgele, 2-periyotlu
capraz tepkime dizayni ile 1 hafta yitkanmasiz periyotta yapildi. Plazma numunesinde
24 saat araliklarla gozlendi. Atenolol konsantrasyonu HPLC de ve floresans
deteksiyonla (Ex= 258 nm; Em=300 nm) karsilastirilarak analiz edildi. Atenololiin
plazmadaki konsantrsyonu zamana karsi egim olarak ¢izildiginde; su farmakokinetik
parametreler belirlenmistir: AUCO0-24h, AUCO0-0, Cmax. Bunun 50-mg tabletlerin
kisilerdeki geometrik anlami yiizde oran olarak AUCO0-24h icin % 102.2 ve Cmax
‘de % 101.6’dir. %90°lik giiven aralig sirastyla % 100.2 ila % 105.4 ve % 100.9 ila
% 103.5’dir. Bu degerin referans sinir1t FDA’de (Food and Drug Administration)
atenolol i¢in % 80-% 125°dir.

Torul H ve Tamer U. (2011) yaptiklar1 bir c¢aligmada, farmasotik

formiilasyondaki atenolol ve propranololiin enantiyomerlerinin HPLC ile tayinini
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gerceklestirmislerdir. Farmasotik formiilasyondaki R(-), S(+)-atenolol ve R(-), S(+)-
propranolol’iin tayini i¢cin HPLC-UV valide metodu gelistirilmistir. Bu metodun
amact numune de herhangi bir ucurma islemi olmadan ve yapilabilir araliklarda
secici, lineer ve tekrarlanabilir olmasidir. Atenolol ve propranolol isomerleri Chirex
3022 (S) kolon ve mobil faz olarak hekzan-diklorometan-metanol-trifloroasetik asit
(35/35/5/0.25, h/h/h/h) kullanilmasiyla ayristirilmistir. LOD degeri sirasiyla R(-) ve
S(+)-atenolol i¢in 12.3 ve 9.86 pg/mL iken sirasiyla R(-) ve S(+)-propranolol i¢in
0.61 ve 0.89 pg/mL’dir. Alikonma stiresi sirastyla R(-) ve S(+)-atenolol i¢in 12.4 ve
14.3 min iken sirasiyla R(-) ve S(+)-propranolol i¢in 29.06 ve 32.71 min’dur.
Amaglanan metot farmasotik formiilasyonlardaki enantiyomerlerin tayininde
uygulanabildi ve plasebodan herhangi bir girisim olmadi.

Sanjay Bari ve ark. (2010) yaptiklar1 bir ¢aligmada, bulk ve tablet formunda
Losartan potasyum ve hidroklorotiazid ile kombinasyonu bulunan atenololiin es
zamanl tayini i¢in spektrofotometrik bir metot gelistirmislerdir. Amag: Losartan
potasyum ve hidroklorotiazid ile kombine olan Atenolol’lin tayini ic¢in basit,
giivenilir, hizli ve kesin bir UV spektrofotometrik metot gelistirilmistir. Materyal ve
Metot: Metodun olusumunda es zamanli olarak 251.6 ve 224.2 nm dalga boylar
losartan potasyum ve atenolol; 224.2 ve 271.6 nm atenolol ve hidroklorotiazid i¢in
iki analitik dalgaboyunda ¢alisilmis, solvent olarak setanol-su kullanilmistir. Sonug
ve Diistlinceler: Lineerlikte gdzlenen konsantrasyon araligi Losartan potasyum i¢in 5-
30 ug/mL (r=0.9991), atenolol i¢in 2-12 ug/mL (r=0.9995) ve hidroklorotiazid igin
2-14 pg/mL (r=0.9993)’dir. Sonu¢ olarak metot istatistiksel ve geri kazanim

calismalariyla valide edilmistir.

1.3.3. Klortalidon Miktar Tayini I¢cin Uygulanan Yontemler

Brijesh Singh ve ark. (2009) yaptiklar1 bir ¢aligmada, ilag formulasyonundaki
klortalidonun belirlenmesi icin ters-faz yiiksek performansli sivi kromatografi
metodunu gelistirmislerdir. Ilag tablet formlarindaki klortalidonun belirlenmesi igin;
kolay, spesifik, duyarli, kesin ve dogru yiiksek performansli sivi kromatografi

metodu gelistirilmistir. Klortalidon; kalp, karaciger, bobrek ve akciger hastaliklarinin
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tedavisinde Hint doktorlar tarafindan idrar soOktiiriicii ila¢ olarak sik¢a
recetelendirilir. Metotta, ters faz C-18 kolon (lichrospher, Merck®) (250 x 4 mm,
Sum partikiil biiyiikliigli), mobil faz olarak 50 mM disodyum hidrojen fosfat :
metanol : asetonitril’in 70:30:05 oranindaki karisimi (pH ortofosforik asit ile 3.5’e
ayarlanir) kullanilir. Hidroklorotiazit, i¢ standart olarak kullanilir. 30 + 2 °C kolon
sicakliginda 220 nm’de UV-dedektor ile teshis edilir. Kalibrasyon egrisi, 0.1 ile 3.2
ug/ml araligindaki dogru ile bulunur. Giinler i¢i ve giinler arasi varyasyon katsay1
yiizdesi sirasiyla 3.31 ve 0.37 olarak bulunur.

Walters SM ve ark. (1983) yaptiklari bir calismada, tabletlerdeki klortalidon
ve klonidin hidrokloriir’iin  HPLC ile belirlenmesi  gergeklestirmiglerdir.

Tabletlerdeki klortalidon ve klonidin hidrokloriir’iin belirlenmesi i¢in hizli,
ters-faz yiiksek performansli sivi kromatografisi metodu uygulanmistir. Tek tabletler
veya komposit numuneler suda sonike edilmistir, metanolde seyreltilmis ve cihaza
verilmeden Once siiziilmiistiir. 15 mg/tablet olarak formiile edilmis Klortalidon, 5-6
mikrometre, oktadesilsilil bagi ile spiral olarak silikaya bagli, metanol:su (50:50)
mobil fazi ile kromatografik olarak analiz edilmistir. 0.1 veya 0.2 mg/tablet olarak
formiile edilmis Klonidin hidrokloriir, 5-6 mikrometre, trimetilsilil bagi ile spiral
olarak silikaya bagli, metanol : pH 7.9 fosfat tamponu (65:35) mobil fazi ile
kromatografik olarak analiz edilmistir. Her ikisi de spektrofotometrik olarak 254
nm’de tayin edilmistir. Alt1 sentetik tablet numunesinden elde edilen geri kazanim
ortalamasi klortalidon i¢cin % 100.3 ve klonidin hidrokloriir (0.1 mg/tablet
seviyesinde) % 99.7°dir. Varyasyon katsayisi sirastyla % 0.79 ve % 1.55°dir.

Raval H.V ve ark. (2009) yaptiklar1 bir ¢calismada, metroprolol tartarat ve
klortalidon igeren dozaj formun UV  spektrofotometresi ile tayinini
gergeklestirmislerdir. Metropolol Tartarat ve Klortalidon’un es zamanli tayini i¢in iki
adet basit, secici, hizli ve kesin UV spektrofotometrik metot gelistirilmis ve valide
edilmistir. Ilk metotda es zamanl ¢alismaya denk olmasi i¢in, metoprolol tartarat ve
klortalidon igin sirasiyla 275 nm ve 284 nm dalga boylar1 segildi. Ikinci metotta ise,
birinci dereceden tiirevlendirme baz alinarak bagka bir ilacin sifir gegme noktasinda
Olctim yapilmistir. Metoprolol tartarat ve klortalidon 6l¢iimiinde sirasiyla 270.5 nm
ve 280.8 nm uygulanmistir. Dogrusal konsantrasyon araligi metoprolol tartarat igin

25-200 pg/mL iken klortalidon i¢in 25-200 pg/mL’dir. Amaglanan metotlar sentetik
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karisimdaki her iki ilacin belirlenmesi i¢in basari ile kullanilir. Metot, ICH’in
dogrusallik, giivenilirlik ve kesinlik parametrelerine bagl kalinarak valide edilmistir.

Bu yiiksek lisans tez ¢aligmasinda, atenolol ve klortalidon igeren farmasotik
preparatin kantitatif analizi, hi¢ bir ayirma islemi uygulanmadan sinyal isleme ve ¢ok
degiskenli kalibrasyon yontemleri gelistirilmesi amaglanmistir.  Gelistirilen

yontemlerinin sonuglari, tiirev spektrofotometri yontemiyle karsilastirilmistir.
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2.GEREC VE YONTEM

2.1. Spektrofotometri

Spektroskopik yontemler, atomik ve molekiiler spektroskopi seklinde siniflandirilan
genis bir analitik yontemler grubudur. Spektroskopi, ¢esitli tipte 1sinlarin madde ile
etkilegsmesini inceleyen bilim dali i¢in kullanilan bir terimdir. Spektroskopi, dnceleri
sadece elektromanyetik radyasyon (EMR) ile madde arasindaki etkilesmeleri
incelerken, giinlimiizde madde ve diger enerji tiirleri arasindaki etkilesmeleri de
icerecek sekilde genisletilmistir. Spektroskopik yontemler, EMR (151g1n) kullanildig:
spektrofotometrik yontemler ve diger enerji tiirlerinin kullanildig1 spektrofotometrik
yontemler seklinde iki genel smifa ayrilir. Spektrofotometri elektromanyetik
radyasyon tarafindan taginan enerjinin madde tarafindan absorpsiyonuna dayanir.

Elektromanyetik radyasyon, uzayda sabit hizda dogrusal olarak yayilan ve
yayilma ekseni boyunca siniis salinimlart seklinde birbirine dik elektrik ve manyetik
alanlardan ibarettir. Elektromanyetik radyasyonun (1s181n) davranisi dalga ve tanecik
Ozellikleriyle aciklanan bir enerji seklidir.
1) Dalga karakteri: Uzayda sinilizoidal (dalga hareketleriyle) yayilan elektrik ve
manyetik vektorlere sahiptir. Spektrofotometride elektrik vektorii  kullanilir.
Elektromanyetik radyasyon, iz (c= 3.0x10'® cm/s), genlik, frekans (v) ve dalga boyu
(M) gibi gesitli parametreler ile karakterize edilir.
2) Tanecik karakteri: Bir elektromanyetik radyasyon demeti ¢ok sayida tanecikten
olusur ve enerjisi asagidaki matematiksel ifadeyle verilir:

E=hv (1) veya E=h.c/A (2)

formiilleriyle ifade edilir (h= plank sabiti= 6.62x10*"erg.s ve c= 3x10'%cm/s).
Bu esitliklere gore 15181 dalga boyu biiyiidiikge enerjisinin azalmasina karsilik dalga
boyu kiigtildiik¢e enerjisi artar.

Isik; atom ve molekiiller tarafindan absorbe edilebilir. UV ve goriiniir
alandaki 15181in absorbsiyonu molekiilii olusturan atomlarin bag elektronlar ile

ilgilidir.
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Absorbe edilen enerji kuantlidir ve elektronlarin diisiik enerjili orbitallerden
(temel hal) daha yiiksek enerjili orbitallere (uyarilmis hal) ge¢mesine neden olur.
Ama her enerji absorbe edilemez; ancak iki enerji seviyesi arasindaki farka esit bir

enerji absorbe edilebilir (Sekil 2.1.).

Enerji A

AE=E>—-Ej=hvV

Ej

Sekil 2.1. Enerji seviyeleri arasindaki fark

UV ve goriinlir alandaki 15181in absorbsiyonu ayni zamanda bir molekiiliin
vibrasyonel ve rotasyonel enerji seviyelerinde de degisiklige neden olur; ¢linkii bir
molekiiliin toplam enerjisi:

Etoplam = Eelektronik T Eltitresim T Edonme T Estelenme
dir ve her bir elektronik enerji seviyesi ¢ok sayida vibrasyonel ve rotasyonel enerji
seviyesinden meydana gelmistir (Sekil 2.2).

Elektronik enerji diger enerjilerden biiyliktiir. Bu nedenle elektronik uyarilma
sirasinda vibrasyonel ve rotasyonel enerji seviyelerinde de degisme olur. Vibrasyonel
ve rotasyonel enerjiler molekiildeki atomlarin titresmesi ve molekiiliin donmesi ile
ilgilidir. Translasyon enerjisi molekiiliin biitiinliniin 6telenme hareketi ile ilgilidir ve

en diisiik enerjili harekettir.



23

— rotasyonel
—— vibrasyonel

—» Elektronik ( Uyarilmasg)

p— —» rotasyonel
_—  — vibrasyonel

Ej ——+ Elektronik (Temel)

Sekil 2.2. Molekiildeki enerji seviyeleri.

Iki temel tip molekiiler enerji ¢esidi vardir:

i-Elektronik uyarilma: 35-150 Kcal/mol, yani kimyasal baglar seviyesinde bir enerji
(200-800 nm’deki 151k) ile gerceklesebilir. Bu olay sonucunda elektronlar daha
yiiksek enerjili orbitallere (antibag orbitalleri) ¢ikarlar. Bu gegisler sirasinda UV ve
goriiniir alan spektrumu meydana gelir.

ii-Niikleer vibrasyon: 1-15 Kcal/mol derecesinde bir enerji (2-25 mikrondaki 1s1k) ile
gergeklesebilir ve bu olay sonucunda infrared (IR) spektrumu meydana gelir.

Hangi spektrum bolgesinde olursa olsun belli bir dalga boyundaki 15181n
absorpsiyonu enerjiyi absorbe etme kapasitesine sahip bir yapinin varliginin
gostergesidir. Bu en kolay, dalga boyunun diizenli olarak degistirilerek bir maddenin
lizerine diisiiriilmesinden sonra, 15181n gecmeden Once ve gectikten sonraki siddetinin
Ol¢iilmesi ile belirlenir. Absorpsiyonun oldugu veya 15181n gegtigi dalga boylari
kaydedilir. Absorpsiyon miktarinin dalga boyunun bir fonksiyonu olarak
kaydedilmesi sonucunda “absorpsiyon spektrumu” elde edilir.

Atomlarin elektronik uyarilmalari sonucunda her bir yiiksek enerjili atomik
orbitale gecise karsilik fotograf plaginda bir ¢izgi gozlenir. Bir atomda da birden ¢ok
fazla sayida atomik orbital oldugu i¢in bu tiir uyarilma i¢in ¢ok sayida cizgiden

meydana gelen “¢izgi spektrumu” goriliir (atomik absorpsiyon spektrofotometresi).
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Molekiillerde ise birden fazla sayida atom igermeleri nedeni ile absorpsiyon
sonucunda atomlar i¢in gozlenen c¢izgilerin bir araya gelmesi s6z konusudur ve

bunun sonucunda “siirekli spektrum” meydana gelir (Sekil 2.3.).

E ] —
elektronik enerji seviyeleri
— — —— vibrasyonel eneriji seviyeleri
— —— rotasyonel eneriji seviyeleri
E2 - [ | elektronik gecisler
A
E1 'ﬁ
<
2
8
o}
8
< ‘ ‘
E, nll h“HHH H““'“IH

Sekil 2.3. Siirekli spektrum (molekiildeki elektronik gegisler ve UV-gdriiniir alan spektrumu)

Isik absorbsiyonu spektrofotometrelerde oOlciiliir. Bu dlgiim atom, iyon veya
molekiil tizerine gonderilen 15181n siddeti (I,) ile gecen 15181 siddeti (I) arasindaki

farkin 6l¢timii seklindedir (Sekil 2.4.).

\ 4
A 4

VA Ve

Sekil 2.4. Numune iizerine gonderilen (I,) ve ¢ikan (I) 15181 siddeti

(I =15181n numune iginde aldig1 yol)
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Isigin  absorbsiyonunun iizerine diistiigii atom, iyon veya molekiiliin
konsantrasyonu ile orantili olarak ilk kez Lambert ve Beer tarafindan ortaya
konulmustur.

Beer’e gore ayn1 derinlikte bir ¢ozeltiden gegen ve ¢ozelti tarafindan absorbe
edilen monokromatik bir 151n demetinin siddeti ¢ozeltinin konsantrasyonuyla
logaritmik, tistel veya geometrik olarak azalir. Beer yaklasgiminin matematiksel

ifadesi,

[=1,.10% (3)
seklinde verilir.

I, gelen 151n1n siddeti, I ¢ozeltiyi terkeden 1s1nin siddeti, a ¢ozeltinin tiirline ve
monokromatik 1s1mmin  dalga boyuna bagli bir sabit, C ise ¢ozeltinin
konsantrasyonudur.

Lambert’e gore, bir ¢ozeltiden gecen monokromatik bir 1s1n demetinin
siddeti, ¢ozelti icinde aldig1 yolla logaritmik, {istel veya geometrik olarak azalir. Bu

gercek logaritmik olarak;

I=1,.10% (4)
seklinde gosterilir.
(I = ¢ozeltinin derinligi)

Yukarida agiklanan iki kanun birlestirilerek,

[=1,.10%€ (5)
denklemi elde edilir.
Burada: [ = Numuneyi terk eden 15181n siddeti,
I, = Numune iizerine gonderilen 15181n siddeti,
¢ = Molar absorpsiyon katsayist,
C = Absorpsiyon yapanin konsantrasyonu,
[ = Is1g1n numune igerisinde aldig1 yol (cm)’dur.
Esitligin eksi logaritmast alinirsa,
logl,/I=¢lC (6)

olur.
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Log I, / I ye absorbans denir ve A ile gosterilir. € ise absorbtivite katsayisi
olup, bu katsay1 secilen dalga boyuna gore degisir.
A=logl,/I=¢.lC (7

Bu esitlik kisaca,
A=¢lC (8)
seklinde verilir ve bu esitlikten konsantrasyon (C) hesaplanabilir.

Bu bagintida A degeri C’ye kars1 grafige gegirilirse, egimi €./ olan bir dogru
elde edilir, ancak her zaman muntazam bir dogru elde edilemez. Boyle sapmalarin
(hatalarin) cesitli nedenleri olabilir. Bunlar baslica:

i) Cihazdan kaynaklanan sapmalar: Cihazdaki hatalar sunlar olabilir: Cihaza gelen
potansiyelin diizgiin olmamasi, 1s1n kaynaginin iyi ¢alismamasi, dedektor sisteminin
iyl calismamasi, kagak 1sinlarin olmasi, monokromatdriin (dalga boyu segicisi) hatali
olmasi, slit ayarinin iyi ayarlanmamasi vb.

ii) Kimyasal maddelerden kaynaklanan sapmalar: Olgiim yapilan ¢ozeltide meydana
gelen iyonlara ayrigsma, birlesme, kompleks olusumu, fosforesans ve fluoresans
olaylari, ¢ozeltinin pH’s1 ve ortam 1s1s1 gibi olaylar nedeniyle sapmalar gozlenir.

iii) Analizci hatasindan ileri gelen sapmalar: Analizcinin dikkatsizligi ve
bilgisizliginden ileri gelen uygun olmayan coziiciilerle ¢caligmak, yiiksek absorblama
konsantrasyonlarinda ¢alismak, c¢ozelti igcinde kabarciklar ve asili pargaciklarin
bulunmasi, ¢ozeltinin 6l¢iildiigli kabin kirli ve ¢izik olmasi gibi sebeplerden 6tiirii

sapmalar olabilir (Ding, 1996; Ustiindag ,2003; Kayapinar, 2007; Kaya 2007).
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2.1.1. UV ve Goriiniir Alan Spektrofotometrisi

Gorliniir 151k toplam elektromanyetik radyasyonun ¢ok diisiik bir boliimiidiir (400—
800 nm) ve insan gozii tarafindan renk olarak goriiliir. 400 nm olan alt ucunda mor
renk vardir ve gokkusagi renklerini takip ederek 800 nm olan {ist sinira geldiginde
kirmizi renk goriiliir. Goriiniir 151810 altindaki bolgeye (100—400 nm) “UV” bolgesi,
iistiindeki bdlgeye ise (800 nm—25 pm) “Infrared” bdlgesi adi verilir (Sekil 2.5.).

X-1sinlart Yumusak Vakum  Yakin Goériiniir Yakin  Temel  Uzak
X-1ginlart UV UV bolge IR IR IR
| | | | | | | | |

1A 10A 100A 200nm 400nm 800 nm 2.5um 25pum 400 um

Sekil 2.5. Elektromanyetik radyasyonun spektral alanlari.

Molekiillerin elektromanyetik dalgalarla, 6zellikle ultraviyole, goriiniir alan
ve enfraruj 1sinlan ile uyarilmasi sonucu meydana gelen absorbsiyondan, molekiil
hakkinda kalitatif ve kantitatif bilgi edinmek miimkiindiir (Absorbsiyon
spektroskopisi). UV ve goriintir alandaki 151k kullanildiginda bilesiklerdeki atomlarin
dis elektronlar, cinslerine ve konumlarina goére bu 1518 belli dalga boylarini
absorbe ederler ki bu 6zellik dis elektronlarin uyarilmasina dayandigindan bu
yontem, gorliniir ve ultraviyole alan spektroskopisi veya elektron spektroskopisi
adin1 alir. Bu yontemden maddelerin yap1 aydinlatmalarinda ve kantitatif tayinlerinde
yararlanilir. UV ve goriiniir alan sogurma teknikleri, maddelerin yaklasik 190-900
nm dalga boylar1 araliginda 151k sogurmasi dl¢limlerine dayanan analitik yontemleri
kapsar.

UV-Goriiniir alan absorbsiyon spektroskopisi, kantitatif amaglarla en yaygin
kullanilan yontemlerden biridir. Hem organik hem de inorganik maddelerin tayininde
kullamlabilmesi, son zamanlardaki gelismelerle 10°~107 M civarina kadar duyarl
olmasi bu yontemi ¢ekici hale getirmektedir. Yine bu yontemle iyi bir kesinlik ve
dogruluk saglamak miimkiindiir. Zira yontemin bagil dogruluktan sapmasinin % 1-3

arasinda oldugu, baz1 tedbirler alinarak bu belirsizligin ¢ok daha asagi
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disiiriilebildigi belirtilmistir. Bunlardan baska yontemin kolay veri elde etmede fark

edilir bir tistiinliigiiniin oldugunu belirtmek gerekir.

Bir spektrofotometre su kisimlardan meydana gelmistir (Sekil 2.6.):

1-
2.

Isik kaynagi
Monokromator

a) Isik giris aralig1

b) Prizma

c) Isik ¢ikis araligi
Yansitict ayna ve boliicii
Aynalar
Numune ve referans kaplari
Dedektor

Sisteme bagli bilgisayar ve spektrofotometrik program
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Sekil 2.6. Bir ¢ift 151k yollu (double beam) spektrofotometrenin optik sistemi ve bilesenleri.
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2.2. Kemometri

Glinlimiizde bilgisayar, yazilim, istatistik ve uygulamali matematik alanlarindaki
gelismeler, kimya alaninda, 6zellikle de analitik kimya’da kompleks sistemlerin ¢oziimii
icin kemometri ad1 verilen yeni bir disiplinin dogusuna neden olmustur. Bu gelismeler,
analitik kimya ve komsu disiplinlerdeki arastirmacilara, analitik problemlerin
¢Oziimiinde yeni olanaklar saglayan cok boyutlu ve ¢ok degiskenli parametrelerin
kullanildigr kemometrik yontemlerle yeni ¢alisma alanlart dogurmustur. Kemometri,
istatistik ve matematik ile birlikte bilgisayar kullanarak kimyasal verilerin islenmesini
kapsayan bir kimya disiplindir. Kemometri, kimyasal analizlerde, kimyasal verilerden
gergek bilginin ektraksiyonunu veya sakli bilgilerin agiga ¢ikarilmasina olanak taniyan
giiclii bir aractir. Kemometrinin temel uygulama alanlarindan biri de analitik kimyadir.

Kemometri kelime olarak, 1970’1i yillarda istatistik ve matematiksel yontemler
ile birlikte bilgisayar ve yazilimlarin kullanildigr kimyadaki uygulamalar1 i¢in sozii
edilmeye baslanmistir. Kemometri kavrami, 1972 yilinda Isvecli Svante Wold ve
Amerikali Bruce R. Kowalski tarafindan ileri siiriildii ve 1974 yilinda uluslararasi
kemometri dernegi tarafindan bu disiplinin ilk resmi agiklamasi yapildi. izleyen yillarda,
diinyada, ulusal ve uluslararasi kemometri konferanslarinin da organize edildigi
gozlenmektedir.

Bugilin analitik kimyada kemometri disiplininin tanimi, konular1 ve ¢o6ziim
getirdigi problemler i¢in artan yogunlukta ve ¢ok sayida kitabinin yaymlandigi
goriilmektedir. Bu disiplinin ortaya atildigi glinden itibaren kemometrik yontemler ve
uygulamalar1 ile ilgili derleme makaleler ve 6gretici ders notlart yayinlanmistir (Beebe
ve ark., 1998; Brereton ve ark., 1992; Brereton, 1992; Brereton, 2003; Caulcutt ve ark.,
1983; Cornell, 1990; Gans, 1992; Jansson,1984; Joliffe, 1987; Kowalski, 1984; Kramer,
1998; Malinowski, 1991; Martens ve ark., 1989; Martens ve ark., 2000; Massart ve
ark.,1990; Massart ve ark.,1997; Meloun ve ark., 1992; Miller ve ark.,1993; Otto,1998;
Vandeginste ve ark., 1998; Ding, 2007).
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Bu kemometrik yontemlere ragbet edilmesi, kimya ve de analitik kimyada
kompleks numunelerin analizinde hizli, dogru, kesin ve giivenilir sonuglara ulagmak i¢in
esnek ve ¢ok yonlii ¢Oziimler sunmasina baglanabilir. Yapilan bilimsel ¢aligmalarin
sonucu yayinlanan makaleler gostermistir ki son 15 yil iginde analitik problemlerin
¢Oziimi icin gelismis analitik cihazlardan elde edilen ¢ok degiskenli ve ¢ok boyutlu
Olclim verilerinin islenmesi i¢in kemometrik yontemlerin en biiylik kullanicist analitik
kimyacilardir.

Kemometri igerik olarak, tanimlayic1 ve agiklayicr istatistik (descriptive and
inference statistics), sinyal isleme (signal processing), deneysel tasarim (experimental
design) , modelleme (modeling), kalibrasyon (calibration), optimizasyon (optimization),
yap1 tanima (pattern recognition), siiflandirma (classification), yapay akil yontemleri
(Artificial intelligence methods), goriintii isleme (image processing), bilgi ve sistem
kurami (information and system theory) gibi kavram ve uygulamalari icermektedir.

Analitik  verilerin  islenmesinde, istatistik ve wuygulamali matematik
kemometrinin temel araglaridir. Sinyallerin iglenmesi, diizlestirme (smoothing),
filtreleme (filtering), tiirev ve integrasyon i¢in kullanilan algoritmalar vasitasiyla
gerceklestirilir. Fourier ve dalgacik donilisiimii gibi yOntemler sinyal islemek icin
kullanilan yontemlerdir. Yiiksek verimli deneysel calismalar, deneysel tasarim ve
kantitatif degerlendirme yoOntemlerine dayanir. Deneysel tasarim ve kantitatif
degerlendirmeler matematiksel modeller veya tasarimlar vasitasiyla basarilabilir.
Deneysel tasarim ve optimizasyon konusunda ¢ok sayida teknik bilgi notu ve kitap
istatistikciler tarafindan yazilmistir. Bu konuda ilk analitik uygulamali kitaplardan biri
Cornell tarafindan yazilmistir (Cornell, 1990). Dogrusal olmayan kompleks sistemlerde
kalitatif ve kantitatif analizlerde yapay zeka yontemleri olarak yapay sinir aglar
yontemleri, kemometrik ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Kemometrik yontemlerin en biiylik kullanicis1 analitik kimyacilar olmakla
birlikte, laboratuvar ve analiz ¢alismasi yapan komsu branglarda da kullanildigi
yayinlanan egitici notlardan ve yayimlanan bilimsel makalelerden gozlenmektedir.
Kemometrinin farkli disiplinler ile iliskileri Sekil 2.7. de sunulmaktadir (Vandeginste ve

ark., 1998).



32

6&4»_

% .
‘{9//& ) 3‘\\\6
%

O -
) & «\\‘a 0\0\\
V<
©
Programlama . P . Uygulama
ve hesaplama KEMOMETRI Analitik Kimya Sanayi alanlarn
G’O'e 5
AN A Ly
e‘\d\%\\ /e,qy_o ’/ep
N KN

Sekil 2.7. Kemometrinin iligkili oldugu disiplinler

Sekil 2.7. de goriildiigii gibi kemometrik ¢aligmalarda, analitik kimyacilarin ve
diger ilgili disiplinlerin ihtiyaglar1 6lglisiinde uygulamali matematik ve istatistik bilgisine
sahip olmalar1 gerektirdigi agiktir. Burada programlama ve hesaplama ¢ok onemlidir.
Kemometrik uygulamalarin ¢ogu kompleks hesaplamalar igermektedir. Bu
hesaplamalar1 elle veya basit hesap makinalariyla gerceklestirmek miimkiin olmadig1
icin bilgisayar programlarina ihtiya¢ vardir. Kemometrik hesaplamalarda genellikle
EXCEL, MATLAB ve diger paket programlar kullanilmaktadir.

Kemometri, analitik kimya, adli tip, biyoloji, gida kimyasi, ¢evre kimyasi,
arkeoloji gibi alanlarda kullanilmaktadir. Fizikokimyacilar ve malzeme bilimciler, sinyal
isleme ve c¢ok degiskenli verilerin analizinde kemometrik yontemleri uyguladiklari
goriilmektedir. Organik kimyacilar ve farmasdétik kimyacilar, reaksiyon kosullarinin
optimizasyonunda deneysel tasarim ve ilag tasariminda yapi etki iligkisi ¢aligmalarinda
kemometrinin araglarini1 kullanmaktadirlar.

Kemometrik miktar tayinlerinde, kompleks karisimlarin analizi i¢in siklikla
kullanilan klasik en kiiciik kareler (classical least-squares — CLS), ters en kiiciik kareler
(inverse least-squares —ILS), temel bilesen regresyon (principal component regression
— PCR), kismi en kii¢lik kareler (partial least-squares — PLS) ve yapay sinir aglari
(artificial neural networks—>ANN)  gibi c¢ok degiskenli kalibrasyon yoOntemler

kullanilmaktadir.
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Bu tez caligmasinda dort farkli sinyal isleme yontem kullanilmistir.

2.2.1. Siirekli dalgacik doniisiimii (SDD) (Wavelet Transform)

Dalgaciklar (wavelets), skala (genisleme) parametresi (D(x) — D(2x)) ve kayma
parametresi  (D(x)>D(x+1)) kullanilarak temel  bir  fonksiyondan  {iretilen

matematiksel fonksiyonlardir.

SDDa,» (x)= 1 \y[x-b], a,beR, a#0 (7)

Vial

Dalgacik temelli fonksiyonlar icinde bir sinyalin projeksiyonu, dalgacik
doniisiimii (wavelet transform) olarak adlandirilir. Siirekli doniisiimde ise skala (a) ve
kaymaya (b) karsilik gelen dalgacik, ana dalgacik (mother wavelet) olarak adlandirilir ve
elde edilen dalgacik fonksiyonu ile sinyal fonksiyonunun i¢ carpimlari, siirekli dalgacik
doniisiim (continuous wavelet transform) yontemidir.

Bir f (x) fonksiyonunun siirekli dalgacik doéniisiimii (SDD) asagidaki esitlik ile

verilebilir:

w *
SDD {f(x); a.bf= [ f (W, ()
= (fG)v,,) ®
Vektorlerin doniistimiinde, vektorlerin 2" sayida 6lglim verisini igermesi sart olup,

analitik uygulamalarda bu gozetilmeyebilir. (Dubechies 1., 1992; Mallat S., 1998; Leung
A.K.M., 1998; Walczak B., 2000; C. X. Ma, X. B. Shao, 2004).
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2.2.2. Siirekli Dalgacik Doniisitm—Sifir Kesim yontemi:

Tez kapsamindaki ilag karisimlarinin analizinde, girisim yapan orijinal absorpsiyon
spektrumlarina stirekli dalgacik teknigi uygulandiktan sonra klasik sifir teknigi
yardimiyla hesaplanan dogru denklemleriyle karisimlardaki ilag maddelerinin analizi
gergeklestirilecektir. Bu yontem, siirekli dalgacik doniisiim (SDD) ve klasik sifir kesim
islemlerinin kombine kullanimina dayanmaktadir. (Daubechies, 1992; Mallat, 1998;
Leung, 1998; Walczak, 2000; Ma, ve Shao, 2004).

Spektrofotometrik bir ¢alismada, M ve N bilesiklerini igeren ikili bir karigim
dikkate alindiginda ve bu karisimin A; dalga boyunda absorbansi ol¢iiliirse, asagidaki
esitlik yazilabilir:

Asar, 1i = o Cu+ B Cn (H

Bu esitlikte, A, 2 A dalga boyunda karisimin absorbansidir. o ve B
katsayilar1t M ve N bilesiklerinin absorbans katsayilaridir. Cy ve Cy bilesiklerin
derisimleridir.

Eger SDD sinyal isleme yoOntemi, 1 nolu denkleme uygulanirsa, asagidaki
denklem yazilabilir :

SDD [ Ayari]= SDD [ty ]Cys + SDD | Brsi [Cut Q)

Yukaridaki 2 nolu esitlik SDD-katsayis1 cinsinden ifade edilebilir:
Ca,b (Akar,ki) == SDD [ (IM’M]CM + SDD [BN,M]CM (3)

Karisimdaki saf bilesiklerin orjinal spektrumlarinin maksimum ve minimum
absorbans verdigi noktalarda SDD-spektrumlart da sifir noktalarindan gececektir. Bu
matematiksel gereklilik géz Oniline alindiginda eger SDD[BN,M]CM = 0 ise asagidaki
sonu¢ yazilabilir:

Cap (A yar 1 ) =SDD [y [Cu (4)
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4 nolu esitlige gore karisimdaki M bilesiginin  konsantrasyonu,

C.p (Akar, Mj degeri ile orantilidir. Bu matematiksel iliski stirekli dalgacik doniistim-sifir

kesim yonteminin temelini olusturmaktadir.
Karisimdaki M bilesiginin miktar tayini i¢in artan derisimlerde M bilesiginin

standart serisi hazirlanir ve karsilik gelen C,, (AM’MJ degerleri Olciilerek kalibrasyonu

grafigi elde edilir. Ayni islem karistm numuneleri i¢in uygulanarak Olgiilen

C.p [Akar,mj degerleri, yukarida M bilesigi i¢in hesaplanan kalibrasyon dekleminde

yerine konarak karisimdaki M bilesiginin konsantrasyonu hesaplanir. Bu islem
karisimdaki N bilesigi i¢in de tekrar edilir (Ding ve Baleanu, 2007; Ding ve Baleanu,
2006; Din¢ ve Baleanu, 2004a; Din¢ ve Baleanu, 2004b; Ding¢ ve ark., 2005; Ding ve
ark., 2003; Ding ve ark., 2006).

2.2.3. Spektrum Oranlari-Siirekli Dalgacik Doniisiim Yontemi:

Bu yontemin uygulamasi i¢in, eger M ve N bilesiklerini igeren ikili bir karisim dikkate
alimirsa ve bu karisimin A; dalga boyunda absorbansi oOlgiiliirse asagidaki denklem

yazilabilir:

A = Oy CM + BN,M CN )

m, A

Ayni karisimdaki bilesiklerden birinin standart spektrumu i¢in ;

AN, N BN,MC; @)

1 nolu denklem 2 nolu denkleme boéliiniirse, oran spektrumu elde edilebilir:

Am,\i  awmai Cu + BN,M CN 3)

0o

Brvai O By O By, C

oM N
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Bu 3 nolu esitlik basitlestirilecek olursa,

1 i | C C Am, i i
Am, )i = _| _Oma C];/I " C(])\] veya m, Ai _| oM CM i CN (4)
BN, i N BN, Al N N BN, i BN, Al
Am, Al
4 nolu denklemede By ;; oran verilerinin vektori dalgacik alanma transfer edilir ve

SDD yontemi bu oran verilerinin vektorlerine uygulanirsa,

C—g =0 olur ve asagidaki 5 nolu esitlik yazilabilir:
Cn

SDD (Am'hjlo =SDD (QM"M J Cf(’)” veya SDD (Ammj =SDD[ i J CM )
Bn,ai ) Cx BN, 2i (ON B, 4i BN, Ai

Am, Ji
5 nolu denklem, SDD sinyalinin maksimum ve minimuma karsilik gelen SDD( j

BN, ai

degeri, yalnizca Cy degerine baghdir ve Cy degerinden bagimsizdir. Maksimum ve

minimuma karsilik gelen sinyal genligi, derisime karsi grafigi gegcirilirse bir dogru
denklemi elde edilir. Bu denklem M bilesiginin miktar tayininde kullanilir. N i¢in benzer
islem tekrar edilir (Ding ve Baleanu, 2007; Ding ve Baleanu, 2006; Din¢ ve Baleanu,
2004a; Din¢ ve Baleanu, 2004b; Ding¢ ve ark., 2005; Din¢ ve ark., 2003; Din¢ ve ark.,
2006).



2.2.4. Dalgaciklar Ailesi

Wavelets (dalgaciklar) doniisiim yontemleri agagidaki gibi 6zetlenebilir:
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Dalgaciklar ailesi

Dalgacik sekilleri ve kodlar1

Haar
Mexican Hat
Function
Daubechies
Coiflets
Symlets

Discrete Meyer

Biorthogonal

Reverse

Biorthogonal

Gauss
Meyer
Morlet

‘haar’

‘mexh’

‘dbl ve ‘db2’...,’db10
‘coifl’, ..., coif5’
‘sym2’, ..., ’sym8’

‘dmey’

‘biorl.1’, ‘biorl.3’, ‘biorl.5’, ‘bior2.2.’, ‘bior2.4’, ‘bior2.6’,
‘bior2.8’, ‘bior3.1’,

‘Dior3.3°, ‘bior3.5°, ‘bior3.7’, ‘bior3.9’, ‘bior4.4’, ‘bior5.5’,
‘bior6.8’

‘rbiol.1’, ‘rbiol.3’, ‘rbiol.5’, ‘rbio2.2’, rbio2.4’, rbio2.6’,
‘rbio2.8°, ‘rbio3.1",

rbio3.3°, rbio3.5°, rbio3.7’, ‘rbio3.9’, ‘rbio4.4’, rbios.5’,
rbio6.8’

‘gausl’, ..., ‘gaus8’

‘meyr’

‘morl’




2.3. Gerecler

2.3.1. Kullanilan Cihaz ve Geregler

Spektrofotometre (UV/ VIS): Shimadzu UV- 2550

Kuvartz kiivet

Hassas terazi: Schimadzu Libror AEG-220

Manyetik karigtirici: Ikamak RH Jonke & Kunkel IKA (Labortechnik)
Magnet

Pipet (1-10 mL)

Sartorius Minisart tek kullanimlik membran filtre (Gozenek cap1 = 0,45 um)
Balon joje (25-250 mL)

Beher

2.3.2. Kullanilan Bilgisayar Yazilmlan

Microsoft Excel

Matlab 7.10 Software

PLS Toolbox 3.5 Software
Shimadzu UV Probe 2.33

2.3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Metanol (Merck)
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2.3.4. Analiz Edilen Bilesiklerin Ticari Preaparati

Tenoretic® 100/25 mg Film Tablet (AstraZeneca-Tiirkiye)
Atenolol: .................... 100.0 mg
Klortalidon..................... 25.0 mg
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3. BULGULAR

Bu c¢alismada, ATE ve CHL bilesiklerini birlikte igeren ticari farmasoétik tablet
preparatin kantitatif analizinde sinyal islemeye dayali kemometrik yoOntemlerin
gelistirildi. Bu kapsamda, ATE ve CHL karisiminin analizi i¢in sinyal isleme yontemleri
olarak coif5-SDD, mexh-SDD, SO-bior-SDD yo6ntemleri ve tiirev spektrofotometrisi
gelistirildi. Bu yontemlerin gelistirilmesinde optimal sinyal isleme sartlarinin bulunmasi
en yiliksek geri kazanim sonuglarina gore saptandi. Gelistirilen kemometrik sinyal isleme
yontemleri, ATE ve CHL igeren yapay numunelerin ve ticari tabletlerin kantitatif

analizine uygulandi.

3.1. Coiflets Siirekli Dalgacik Doniisiim Yontemi
(Coiflets Continuous Wavelet Transform Method )

Karisimdaki ATE ve CHL bilesiklerinin spektral analizi ¢alismasinda Coiflets stirekli
dalgacik doniigiim yontemini n=5 dereceden doniistimii kullanildi ve yontem Coif5-SDD

yontemi olarak adlandirildu.

3.1.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

a ) ATE ve CHL stok ¢ozeltileri, metanol igerisinde 100 mL’lik hacimde 20 mg ATE ve
20 mg CHL bilesikleri ¢oziilerek ayr1 ayr1 hazirlandi.

b ) Kalibrasyon dogru denklemi i¢in ATE i¢in 20.0-120.0 pg/mL dogrusal
konsantrasyon araliginda kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlandi.

¢ ) Kalibrasyon c¢ozeltilerinin dogru denklemi i¢in CHL i¢in 15.0-60.0 pg/mL dogrusal

konsantrasyon araliginda kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlandi.
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d ) Kalibrasyon konsantrasyon araliklarinda ATE ve CHL bilesiklerini i¢eren 12 degisik

konsantrasyondan olusan bagimsiz validasyon ¢ozeltileri hazirlandi.

3.1.2. Regresyon Analizi ve Kalibrasyon Grafigi

Yiiksek lisans tez calismasinda, ATE ve CHL karigimlarinin kantitatif analizi i¢in coif5
stirekli dalgacik doniistimii (coif5-SDD) yonteminin uygulanmasinda metanol igerisinde
ATE igin 20.0-120.0 pg/mL ve CHL igin 15.0-60.0 pg/mL dogrusal ¢alisma araliinda
kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlanarak 245.0-305.0 nm dalga boyu araliginda AA = 0.05 nm
araliklarla orjinal absorpsiyon spektrumlari ¢izdirildi ve ATE1, ATE2, ..., ATE6 ile
CHLI, CHL2, ..., CHL6 seklinde kodlanarak bilgisayarin hafizasina kaydedildi. Sekil
3.1 de bilesiklerin orijinal absorbsiyon spektrumlari sunulmaktadir. Bu spektrumlarin
cizdirilmesi islemi ATE ve CHL bilesiklerini iceren diger biitiin numuneler i¢in de

tekrar edildi.



42

1.00

I\
5 \\\

N\
AN
N
N

\—

Abs.

\
//\\\i
" /N
N //A\V

ZNA
/s Z,

.4

T
\_‘“ﬁzf’/%ﬁ; S
\_____,.‘- _‘-“‘"‘-\-——'—-—-\-
‘."‘"-n——-_..-—-—""
0.00
245 255 265 275 285 295 305

Wavelength (nm)

Sekil 3.1. ATE (20.0-120.0 pg/mL) (—) ve CHL (15.0-60.0 pg/mL) (—) bilesiklerinin; Absorbans
Spektrumlar1 (Coziicii:Metanol)

Sinyal isleme yoOnteminin uygulanmasinda ATE ve CHL bilesiklerinin
ultraviyole (UV) spektrumlarina ait sinyalleri islemek icin herbir konsantrasyon degeri
icin bilgisayar hafizasindan ilgili numune koduyla ¢agrilarak absorbans verileri vektorel
olarak Microsoft Excel’e transfer edildi ve 245.0-305.0 nm dalga boyu araliginda 1024

noktadan olusan absorbans veriler dizisi se¢ildi ve dalgacik alanina tagindi.
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Sekil 3.2. ATE (20.0-120.0 pg/mL) (—) ve CHL (15.0-60.0 pg/mL) (—) bilesiklerinin; coif5-SDD

Spektrumlar1 (Coziicii:Metanol)

Sinyal isleme yonteminin se¢imi ve optimizasyonu basamaginda optimal

“dalgacik ailesini” (wavelet family) saptayabilmek i¢in degisik dalgaciklari, ATE ve

CHL spektrumlarinin doniisiimiine uygulandi. Ancak bunlardan coiflets n=5 dereceden

dontistim ATE ve CHL karistminin analizinde yiiksek geri kazanim sonuglar1 saglamasi

nedeniyle “optimal family” olarak se¢ildi.

Karisimdaki ATE ve CHL bilesiklerinin analizi i¢in coif5-SDD sinyal isleme

yontemi 245.0-295.0 nm dalga boyu bolgesinde 2'° degerine karsilik gelen 1024 noktada

kalibrasyon spektrumlarina uygulandi. coif5-SDD spektrumlari, dalgacik doniisim

katsayilarmin (C,;) dalga boyuna kars1 grafige gecirilmesiyle elde edildi (Sekil 3.2).
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Caligmada coif5-SDD yontemiyle ATE ve CHL bilesiklerinin analizine
uygulamasinda regresyon denklemleri, kalibrasyon c¢ozeltileri kullanilarak ATE igin
284.6 nm deki ve CHL i¢in 260.0 nm’deki coif5-SDD genlikleri 6l¢iildii. Kalibrasyon
grafikleri, CHL i¢in 260.0 nm’de ve ATE i¢in 284.6 nm’de elde edilen coif5-SDD
genlikleri konsantrasyona kars1 grafige gecirilerek elde edildi. Bu iki dalga boyundaki
herbir bilesik icin regresyon analizi ve istatistiksel sonuglart Cizelge 3.1. de

verilmektedir.

Cizelge 3.1. coif5-SDD yontemiyle ATE ve CHL
kalibrasyonu i¢in regresyon analiz sonuglari

Kalibrasyon Parametreleri coif5-SDD
ATE CHL
A (nm) 284.6 260.0
Kon. Araligr (ug/mL) 20.0-120.0  15.0-60.0
M 6.65x10°  -9.08 x107
N -3.44x10°  1.27x107
R 0.9999 0.9997
SH(m) 5.13x10°  1.19x10™
SH(n) 4.00x10°  4.67x10”
SH(r) 430x10°  4.65x10”
LOD (ug/mL) 4.42 3.78
LOQ (ug/mL) 14.73 12.61
m = Regresyon denkleminin egimi,
n = Regresyon denkleminin kesim noktas,
r = Regresyon denkleminin korelasyon katsayisi,

SH(m) = Egimin standart hatasi,

SH(n) = kesim noktasiin standart hatasi,

SH(r) = Korelasyon katsayisinin standart hatasi,
LOD = Yakalama smuiri,

LOQ = Tayin smnir1
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Cizelge 3.1 deki dogrusal regresyon analizine gore hesaplanan kalibrasyon denklemleri

yardimiyla numunelerin i¢indeki ATE ve CHL miktarlar1 hesaplandi.

3.1.3. Kemometrik coifS-SDD Yonteminin Validasyonu

Calismalarimizda coif5-SDD sinyal isleme yonteminin analitik validasyonu i¢in metanol
icerisinde ATE icin 20.0-120.0 pg/mL ve CHL i¢in 15.0-60.0 pg/mL ¢aligma aralig
icinde farkli konsantrasyonlarda 12 adet yapay karisimi igeren ¢ozeltilerden olusan bir
validasyon seti hazirlandi. Bu validasyon seti kullanilarak coif5-SDD sinyal isleme
yontemi ile elde edilen sonuclarin kesinligi ve dogrulugu test edildi. coif5-SDD
yonteminin yapay karisimlara uygulanmasi ile elde edilen sonuglar, Cizelge 3.2 de
sunulmaktadir. Geri kazanim degerleri, ATE ig¢in % 100.6, CHL icin % 102.3 olarak
bulundu. Bagil standart sapma degerleri, ATE icin % 1.85 ve CHL i¢in %1.66 olarak
hesaplandi.
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Cizelge 3.2. coif5-SDD yonteminin ATE-CHL ikili yapay karisimlarima
uygulanmasiyla elde edilen geri kazanim sonuglari

ikili Karisim Bulunan Geri Kazanim
(ng/mL) (ng/mL) (%)

No. ATE CHL ATE CHL ATE CHL
1 100 15 98.8 152 98.8 101.1
2 100 20 100.3 20.7 100.3 103.4
3 100 30 99.8 31.5 99.8 104.8
4 100 40 100.0 40.5 100.0 101.3
5 100 50 99.6 50.5 99.6 101.1
6 100 60 102.0 61.4 102.0 102.4
7 20 25 21.0 25.9 105.1 103.8
8 40 25 413 26.4 103.2 105.6
9 60 25 60.6 25.6 101.1 102.4
10 80 25 80.0 25.5 100.1 101.9
11 100 25 98.9 25.0 98.9 100.1
12 120 25 1183 25.0 98.6 100.1

X 100.6 102.3
SS 1.87 1.70
BSS 1.85 1.66

X =ortalama, SS = Standart Sapma, BSS =% Bagil Standart Sapma

Gelistirilen Coif5-SDD yonteminin dogruluk ve kesinligini degerlendirmek i¢in
diger bir validasyon islemi olarak giin i¢i ve giinler aras1 analizle gergeklestirildi. Bu
islem icin dogrusal caligma araliginin iginde olacak sekilde {i¢ farkli konsantrasyonda
ATE igin (20.0, 60.0 ve 120.0 pg/mL) ve CHL igin (15.0, 40.0 ve 60.0 pg/mL) her
derisim i¢in 6 farkli ¢ozelti olmak iizere ayn1 giin icinde ve giinler arasinda hazirlanan
cozeltiler kullanilarak gerceklestirildi. Giin i¢i ve gilinler arasi elde edilen analiz

sonuglart Cizelge 3.3 de gosterildi.
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Cizelge 3.3. coif5-SDD yontemiyle ATE ve CHL analizinde kesinlik ve dogruluk test sonuglari

Giin i¢i (n=6)

Ilave edilen Bulunan SS BSS (%) BH (%) Geri Kazanim (%)
ATE CHL ATE CHL ATE CHL ATE CHL ATE CHL ATE CHL
20.0 150 2138 1578 096 088 447 557 6.92 5.22 106.9 105.2
60.0 40.0 61.05 4185 0.78 0.82 1.28 1.97 1.75 4.63 101.7 104.6
120.0  60.0 11893 60.74 131 1.83 1.10  3.01 -0.89 1.23 99.1 101.2

Giinler arasi (n=6)

Tlave edilen Bulunan SS BSS (%) BH (%) Geri Kazanim (%)
ATE CHL ATE CHL ATE CHL ATE CHL ATE CHL ATE CHL
20.0 150 2084 1537 0.67 0.69 322 4.51 419 247 104.2 102.5
60.0 40.0 6049 4191 099 048 1.64 1.14 0.82 4.77 100.8 104.8
120.0 60.0 120.78 6135 112 097 0093 1.58 0.65 226 100.7 102.3

BH= % Bagil hata = Bulunan miktar - ilave edilen miktar x 90
Tlave edilen miktar

GK = Geri Kazanim, SS = Standart Sapma, BSS = % Bagil Standart Sapma

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda Onerilen coif5-SDD sinyal isleme yontemi

gercek ticari farmasotik tabletlerin analizine uygulamadan oOnce, ATE ve CHL

bilesiklerinin coif5-SDD yontemiyle analizi {izerine tablet yardimci maddelerinin

girisim etkisi olup olmadigi test edildi. Bunun i¢in de standart ilavesi teknigi kullanildu.

Farmasotik preparatlardaki bir tablete karsilik gelen igerigin 100 mL metanol icinde

cozeltisi hazirlandi. Bu preparat ¢ozeltisinden gerekli seyreltmeler yapilarak, preparatin

tizerindeki etiket miktarlarina gore sirasiyla yaklasik 100.0 pg/mL ATE ve 25.0 ug/mL

CHL’ye karsilik gelen numune igeriginin tizerine 20.0, 60.0 ve 120.0 ug/mL ATE ve

15.0, 40.0 ve 60.0 ng/mL CHL olacak sekilde stok ¢ozeltilerden standart ilavesi yapildi.

Bu islem Tenoretic® Tablet’e uygulandi. Analiz sonucunda preparattan gelen ATE ve
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CHL miktarlar1 kalibrasyondan hesaplanip diisiilerek ilave edilen standartlar i¢indeki
ATE ve CHL icin geri kazanim degerleri bulundu ve diger istatistiksel hesaplamalar
yapildi. Bu denemeler ii¢ farkli konsantrasyon seviyesinde herbiri i¢in ii¢ tekrar
yapilarak gergeklestirildi. Standart ilavesi tekniginde coif5-SDD yOnteminin
uygulamasinda tablet igerisindeki ATE i¢in x-eksenini kestigi nokta 38.71 pg/mL
konsantrasyonuna (Sekil 3.3); CHL i¢in x-ekseni kestigi nokta 9.74 pg/mL
konsantrasyonuna (Sekil 3.4) karsilik gelmektedir.
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y = 0.0068C e + 0.2625
i R =0.9997

000 1 I 1 I |
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Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 3.3. Standart ilavesi teknigi ile 20.0, 60.0 ve 120.0 ug/mL ATE konsantrasyonlari igin
coif5-SDD genliklerine karsi ¢izdirildiginde elde edilen dogrunun grafigi
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Sekil 3.4. Standart ilavesi teknigi ile 15.0, 40.0 ve 60.0 pg/mL CHL konsantrasyonlari igin
coif5-SDD genliklerine karsi ¢izdirildiginde elde edilen dogrunun grafigi
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3.1.4. coifS-SDD Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uygulamasi

Bu yiiksek lisans tez calismasinda coif5-SDD yonteminin farmasétik preparatlara
uygulanmasinda 20 tablet dogru bir sekilde elektronik terazi kullanilarak tartildi ve
havanda iyice toz edildikten sonra bir tablete karsilik gelen miktar 100 mL’lik balon
jojede metanol icerisinde ¢oziildii. Balon jojedeki ¢ozelti mekanik bir karistiricr ile
yaklasik 30 dakika karigtirlldi ve membran filtre (Sartorius Minisart ¢= 0.45 pm)
yardimu ile siiziildii. Bu hazirlanan tablet numune ¢ozeltilerinin 245.0-295.0 nm dalga
boyu araliginda vektorel okuma AA=0.05 nm olarak ¢izdirilen spektrumlardan o6lgiilen
absorbans degerlerine coif5-SDD yontemi uygulandi. coif5-SDD spektrumlarindan ATE
icin 284.6 nm deki ve CHL igin 260.0 nm’deki SDD genlikleri 6lgiilerek kalibrasyon
grafiklerinde yerine konularak tablet igerigindeki ATE ve CHL miktarlar1 hesaplanda.
Bu tablet ¢ozeltisi hazirlama ve coif5-SDD yontemi uygulama islemi 10 kez tekrar
edildi.

Yukarida agiklanan tablet analiz islemi Tenoretic® Tablet preparatina uygulandi.

Tenoretic® Tablet sonuclari cizelge 3.4 de sunuldu.
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Cizelge 3.4. coif5-SDD yoOnteminin tablet numunelerine uygulanmasiyla elde edilen
analiz sonuglari (Ticari farmasotik preparat, etiketindeki miktarlar : 100.0
mg ATE ve 25.0 mg CHL /Tablet)

mg/tablet
No. ATE CHL
1 99.7 25.2
2 98.1 25.2
3 98.8 25.0
4 98.8 25.7
5 102.4 25.0
6 99.7 25.5
7 99.0 24.5
8 96.5 25.4
9 101.0 25.4
10 99.0 25.5
X 99.3 25.2
SS 1.59 0.35
BSS 1.60 1.37
SH 0.50 0.11
GA (p=0.05) 99.30 + 1.14 25.20 +0.25

X = Ortalama, SS=Standart Sapma, BSS=% Bagil Standart Sapma
SH = Standart Hata, GA = Giiven Aralig1
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3.2. Meksika Sapka Fonksiyonu Siirekli Dalgacik Doniisiim Yontemi

(Mexican Hat Function Continuous Wavelet Transform Method)

Tez ¢alismasinda ATE ve CHL analizinde Meksika sapka fonksiyonu siirekli dalgacik
doniistim (Mexican Hat Function Continuous Wavelet Transform, mexh-SDD) yontemi

sifir kesim noktasi teknigi ile uygulandi.

3.2.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

a ) ATE ve CHL stok ¢ozeltileri, metanol igerisinde 100 mL’lik hacimde 20 mg ATE ve
20 mg CHL bilesikleri ¢oziilerek ayr1 ayr1 hazirlandi.

b ) Kalibrasyon dogru denklemi i¢in ATE icin 20.0-120.0 pg/mL konsantrasyon
araliginda kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlanda.

¢ ) Kalibrasyon dogru denklemi i¢cin CHL i¢in 15.0-60.0 pg/mL konsantrasyon
araliginda kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlandu.

d ) Kalibrasyon konsantrasyon araliklarinda ATE ve CHL bilesiklerini i¢eren 12 degisik

konsantrasyondan olusan bagimsiz validasyon ¢ozeltileri hazirlandu.

3.2.2. Regresyon Analizi ve Kalibrasyon Grafigi

Tez kapsaminda kalibrasyon egrilerini hesaplamak i¢in ATE-CHL karigiminin kantitatif
analizi icin Mexican silirekli dalgacik doniisiimii  (mexh-SDD) ydnteminin
uygulanmasinda metanol igerisinde ATE i¢in 20.0-120.0 pg/mL ve CHL igin 15.0-60.0
png/mL dogrusal ¢aligma araliginda kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlanarak, 240.0-305.0 nm
dalga boyu araliginda AA = 0.05 nm araliklarla orjinal absorpsiyon spektrumlari
cizdirildi ve ATEI1, ATE2, ..., ATE6 ile CHL1, CHL2, ..., CHL6 seklinde kodlanarak
bilgisayarin hafizasina kaydedildi. Sekil 3.5 de bilesiklerin orijinal absorbsiyon
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spektrumlar1 sunulmaktadir. Bu spektrum alma islemi ATE ve CHL bilesiklerini igeren

diger biitiin numuneler i¢in de tekrar edildi.

1.40

1.20
il

1.00

oso J AL\

A&\

020 AN

Abs.

W

0.00
240 250 260 270 280 290 300

Wavelength (nm)

Sekil 3.5. ATE (20.0-120.0 pg/mL) (—) ve CHL (15.0-60.0 pg/mL) (—) bilesiklerinin
Absorbans Spektrumlari (Coziicii:Metanol)

Kemometrik mexh-SDD yonteminn uygulamasinda kalibrasyon ve numunelerin
UV spektrumlarini islemek i¢in herbir konsantrasyon degeri i¢in bilgisayar hafizasina
kodlama sistemiyle kaydedildi ve daha sonra hafizadan ¢agrilarak absorbans verilerinin
vektorleri olarak Microsoft Excel’e transfer edildi ve 240.0-305.0 nm dalga boyu
araliginda 1024 noktadan olusan absorbans veriler dizisi se¢ildi ve dalgacik alanina

islemek {izere tasindi.
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Sekil 3.6. ATE (20.0-120.0 pg/mL) (—) ve CHL (15.0-60.0 ug/mL) (—) bilesiklerinin; mexh-
SDD Spektrumlari (Coziicli: Metanol)

Karisimdaki ATE ve CHL bilesiklerinin analizi i¢in mexh (mexh wavelet
transform) aileleri arasinda optimal sinyal igleme yontemi olarak saptanan mexh-SDD
sinyal isleme yontemi 245.0-295.0 nm dalga boyu bolgesinde 2'° degerine karsilik gelen
1024 noktada kalibrasyon spektrumlarina uygulandi. mexh-SDD spektrumlari, dalgacik
doniisiim katsayilarinin (C,,) dalga boyuna karsi grafige gecirilmesiyle elde edildi
(Sekil 3.6).

Calismada mexh-SDD yontemiyle ATE ve CHL bilesiklerinin analizi igin
dogrusal regresyon denklemleri, kalibrasyon ¢ozeltileri kullanilarak ATE i¢in 271.6 nm

deki CHL i¢in 264.4 nm’deki mexh-SDD genlikleri ol¢iilerek hesaplandi. Bu iki dalga
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boyundaki dogrusal regresyon analizi ve istatistiksel sonuclart Cizelge 3.5. da

verilmektedir.

Cizelge 3.5. mexh-SDD yontemiyle ATE ve CHLkalibrasyonu
icin regresyon analiz sonuglari

Kalibrasyon Parametreleri mexh-SDD
ATE CHL
A (nm) 271.6 264.4
Kon. Araligr (ng/mL) 20.0-120.0 15.0-60.0
M 2.04x107 -1.76 x107
N 3.25x10° 9.76 x10”
R 1.0000 0.9997
SH(m) 4.86 x10” 2.08 x10™
SH(n) 3.78 x10° 8.14x10°
SH(r) 4.06 x10° 8.10x10°
LOD (pg/mL) 1.36 3.41
LOQ (ng/mL) 4.55 11.36
m = Regresyon denkleminin egimi,
n = Regresyon denkleminin kesim noktast,
r = Regresyon denkleminin korelasyon katsayisi,

SH(m) = Egimin standart hatasi,

SH(n) = kesim noktasmin standart hatasi,

SH(r) = Korelasyon katsayisinin standart hatasi,
LOD = Yakalama simuiri,

LOQ = Tayin sinir1

Cizelge 3.5 teki dogrusal regresyon analizine gore hesaplanan kalibrasyon denklemleri

kullanilarak numunelerin i¢indeki ATE ve CHL analizleir gergeklestirildi.
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3.2.3.Kemometrik mexh-SDD Yonteminin Validasyonu

Calismalarimizda mexh-SDD  sinyal isleme yoOnteminin analitik validasyonu igin
metanol igerisinde ATE i¢in 20.0-120.0 pg/mL ve CHL ig¢in 15.0-60.0 pg/mL calisma
aralig1 iginde farkli konsantrasyonlarda 12 adet yapay karisimi igeren ¢ozeltilerden
ibaret olan bir validasyon seti hazirlandi. Bu validasyon seti kullanilarak mexh-SDD
sinyal isleme yonteminin kesinligi ve dogrulugu test edildi. Geri kazanim ¢alismalarinda
mexh-SDD yonteminin yapay karisimlara uygulanmasi ile elde edilen sonuclar Cizelge
3.6 da sunulmaktadir. Sonugta % geri kazanim degerleri, ATE i¢in % 100.6 , CHL igin
% 103.7 olarak hesaplandi. Bagil standart sapma degerleri, ATE i¢in % 1.23 ve CHL
icin % 1.21 olarak bulundu.



57

Cizelge 3.6. mexh-SDD yonteminin ATE-CHL ikili yapay karigimlarina
uygulanmasiyla elde edilen geri kazanim sonuglari

ikili Karisim Bulunan Geri Kazanim
(ng/mL) (ng/mL) (%)

No. ATE CHL ATE CHL ATE CHL
1 100 15 99.3 15.7 99.3 104.8
2 100 20 101.7 20.8 101.7 104.2
3 100 30 100.6 31.0 100.6 103.2
4 100 40 101.0 423 101.0 105.7
5 100 50 100.1 52.2 100.1 104.4
6 100 60 101.5 62.1 101.5 103.5
7 20 25 20.8 25.5 103.9 101.8
8 40 25 39.7 25.5 99.3 101.9
9 60 25 60.2 26.2 100.3 104.8
10 80 25 80.1 26.2 100.2 104.7
11 100 25 100.2 25.4 100.1 101.8
12 120 25 119.5 26.0 99.6 103.9

X 100.6 103.7
SD 1.23 1.26
BSS 1.23 1.21

X =ortalama, SS = Standart Sapma, BSS =% Bagil Standart Sapma

Caligmalarimizda gelistirmis oldugumuz mexh-SDD ydnteminin uygulanmasiyla
elde edilen sonuclara gore dogrulugunu ve kesinligini ortaya koymak i¢in giin icin ve
giinler arasi analiz ¢aligmasi yapildi. Bu validasyon isleminde mexh-SDD ydnteminin
dogruluk ve kesinligini degerlendirmek igin giin i¢i  ve glinler arasi analiz
caligmalarinda  dogrusal calisma araliinin icinde olacak sekilde ¢ farkh
konsantrasyonda ATE i¢in (20.0, 60.0 ve 120.0 pg/mL) ve CHL igin (15.0, 40.0 ve 60.0

png/mL) her derisim i¢in 6 farkli ¢ozelti olmak iizere ayni giin i¢inde ve giinler arasinda
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58

Gilin i¢i ve glinler arast analiz

caligmalarindan elde edilen sonuglar Cizelge 3.7 de gosterilmistir.

Cizelge 3.7. mexh-SDD yontemiyle ATE ve CHL analizinde kesinlik ve dogruluk test sonuglari

Giin i¢i (n=6)

Ilave edilen Bulunan BSS (%) BH (%) Geri Kazanim (%)
ATE CHL ATE CHL ATE CHL ATE CHL ATE CHL ATE CHL
20.0 150 2053 1599 028 028 134 173 2.63 6.57 102.6 106.6
60.0 40.0 60.04 4065 024 0.16 039 039 0.06 1.63 100.1 101.6
1200 60.0 11836 6145 035 117 030 190 -136 241 98.6 102.4
Glinler aras1 (n=6)
flave edilen Bulunan BSS (%) BH (%) Geri Kazanim (%)
ATE CHL ATE CHL ATE CHL ATE CHL ATE CHL ATE CHL
20.0 15.0 20.67 1551 0.61 041 293 2.66 333 339 103.3 103.4
60.0 40.0 60.88 40.44 047 060 0.78 1.48 147 1.09 101.5 101.1
120.0 60.0 120.26 60.38 133 147 1.11 2.44 021 0.64 100.2 100.6

BH= % Bagil hata = Bulunan miktar - ilave edilen miktar x 190
Tlave edilen miktar

GK = Geri Kazanim, SS = Standart Sapma, BSS = % Bagil Standart Sapma

Tez kapsaminda Onerilen mexh-SDD sinyal isleme ydntemi gercek ticari

farmasotik tabletlerin analizine uygulamadan once, ATE ve CHL bilesiklerinin mexh-

SDD yontemiyle analizi iizerine tablet yardimci maddelerinin girisim etkisi olup

olmadig arastirildi. Bu islem i¢in de standart ilavesi teknigi kullanildi. Farmasotik

preparatlardaki bir tablete karsilik gelen igerigin 100 mL metanol i¢inde ¢ozeltisi

hazirlandi. Bu preparat c¢ozeltisinden gerekli seyreltmeler yapilarak, preparatin

tizerindeki etiket miktarlarina gore sirasiyla yaklagik 100.0 pg/mL ATE ve 25.0 ug/mL

CHL’ye karsilik gelen numune igeriginin iizerine 20.0, 60.0 ve 120.0 ug/mL ATE ve
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15.0, 40.0 ve 60.0 pg/mL CHL olacak sekilde stok ¢ozeltilerden standart ilavesi yapildi.
Bu islem Tenoretic® Tablet’e uygulandi. Analiz sonucunda preparattan gelen ATE ve
CHL miktarlar1 kalibrasyondan hesaplanip diisiilerek ilave edilen standartlar i¢indeki
ATE ve CHL igin geri kazanim degerleri bulundu ve diger istatistiksel hesaplamalar
yapildi. Bu denemeler ii¢ farkli konsantrasyon seviyesinde herbiri i¢in ii¢ tekrar
yapilarak gerceklestirildi. Standart ilavesi tekniginde mexh-SDD ydnteminin
uygulamasinda tablet igerisindeki ATE icin x-eksenini kestigi nokta 37.90 pg/mL
konsantrasyonuna (Sekil 3.7); CHL icin x-ekseni kestigi nokta 10.33 pg/mL
konsantrasyonuna (Sekil 3.8) karsilik gelmektedir.

Genlik [CMEXH (Abs.)]

y =0.0199C, + 0.7541
. R =0.9999

OO0 | 1 | 1 |

50,00 30,00 1000 - 10,00 30,00 50,00

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 3.7. Standart ilavesi teknigi ile 20.0, 60.0 ve 120.0 pg/mL ATE konsantrasyonlari i¢in
mexh-SDD genliklerine kars ¢izdirildiginde elde edilen dogrunun grafigi
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Sekil 3.8. Standart ilavesi teknigi ile 15.0, 40.0 ve 60.0 pg/mL. CHL konsantrasyonlari i¢in
mexh-SDD genliklerine karsi ¢izdirildiginde elde edilen dogrunun grafigi
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3.2.4.Kemometrik mexh-SDD Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uygulamasi

Calismada mexh-SDD sinyal igleme yonteminin farmasdtik preparata uygulanmasinda
20 tablet dogru bir sekilde tartildi ve havanda iyice toz edildikten sonra bir tablete
karsilik gelen miktar 100 mL’lik balon jojede metanol icerisinde ¢oziildii. Balon jojedeki
¢ozelti mekanik bir karistirici ile yaklasik 30 dakika karistirildt ve membran filtre
(Sartorius Minisart ¢= 0.45 um) yardim ile siiziildii. Bu analiz ¢ozeltilerinin 245.0-
295.0 nm dalga boyu bolgesinde AA=0.05 nm araliklarla c¢izdirilen spektrumlardan
Olciilen absorbans degerlerine mexh-SDD  yontemi uygulandi. mexh-SDD
spektrumlarindan ATE i¢in 271.6 nm deki ve CHL i¢in 264.4 nm’deki SDD genlikleri
Olciilerek kalibrasyon grafiklerinde yerine konularak tablet icerigindeki ATE ve CHL
miktarlart hesaplandi. Bu islem 10 kez tekrar edildi.

Yukarida agiklanan tablet analiz islemi Tenoretic® Tablet preparatina uygulandi.

Tenoretic® Tablet sonuglar ¢izelge 3.8 de sunuldu.
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Cizelge 3.8. mexh-SDD yoOnteminin tablet numunelerine uygulanmasiyla elde edilen
analiz sonuglari (Ticari farmasotik preparat, etiketindeki miktarlar : 100.0
mg ATE ve 25.0 mg CHL /Tablet)

mg/tablet
No. ATE CHL
1 98.8 25.8
2 100.9 25.5
3 98.3 26.7
4 98.3 26.7
5 99.1 26.4
6 99.9 25.8
7 97.2 25.7
8 100.4 25.5
9 100.8 25.0
10 100.4 24.9
X 99.4 25.8
SS 1.25 0.61
BSS 1.26 2.38
SH 0.40 0.19
GA (p=0.05) 99.40 + 0.89 25.80 + 0.44

X = Ortalama, SS=Standart Sapma, BSS=% Bagil Standart Sapma
SH = Standart Hata, GA = Giiven Aralig1
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3.3. Spektrum Oranlar: Bior 1.1-SDD Yontemi
(Ratio Spectra- Bior 1.1 Continuous Wavelet Transform Method)

Bu boliimde, ATE ve CHL karigiminin analizi i¢in spektrum oranlarina Biortogonal 1.1
stirekli dalgacik yontemi uygulandi. Spektrum oranlar1 (SO)-Bior 1.1-SDD kombine bir
yontem olup. SO-Bior 1.1-SDD seklinde hi¢bir 6n ayirma islemi gerektirmeksizin ATE-
CHL karigimlarina uygulandi.

3.3.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

a ) ATE ve CHL stok ¢ozeltileri, metanol igerisinde 100 mL’lik hacimde 20 mg ATE ve
20 mg CHL bilesikleri ¢oziilerek ayr1 ayr1 hazirlandi.

b ) Kalibrasyon dogru denklemi i¢in ATE icin 20.0-120.0 pg/mL konsantrasyon
araliginda kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlandu.

¢ ) Kalibrasyon dogru denklemi i¢cin CHL i¢in 15.0-60.0 pg/mL konsantrasyon
araliginda kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlandu.

d ) Kalibrasyon konsantrasyon araliklarinda ATE ve CHL bilesiklerini i¢eren 12 degisik

konsantrasyondan olusan bagimsiz validasyon ¢ozeltileri hazirland.

3.3.2. Regresyon Analizi ve Kalibrasyon Grafigi

Tez kapsaminda ATE-CHL karisimimin kantitatif analizi i¢in spektrum oranlari siirekli
dalgacik doniisiimii (SO-SDD) yonteminin uygulanmasinda metanol igerisinde ATE i¢in
20.0-120.0 pg/mL ve CHL igin 15.0-60.0 pg/mL dogrusal ¢alisma aralifinda
kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlanarak 240.0-290.0 nm dalga boyu araliginda AA = 0.05 nm
araliklarla orjinal absorpsiyon spektrumlar1 kaydedildi ve ATE1, ATE2, ..., ATEG6 ile
CHL1, CHL2, ..., CHL6 seklinde kodlanarak bilgisayarin hafizasina kaydedildi. Sekil
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3.6 da bilesiklerin orjinal absorbsiyon spektrumlari sunulmaktadir. Bu spektrum alma
islemi ATE ve CHL bilesiklerini i¢ceren diger biitiin numuneler i¢in de tekrar edildi.

Daha once kalibrasyonlarda kullanilmak tizere ATE i¢in 20.0-12.00 pg/mL ve
CHL igin 15.0-60.0 pg/mL c¢alisma araliklarinda sekil 3.6’da cizdirilen absorpsiyon
spektrumlart ATE ve CHL oran spektrumlari elde edilmek {izere bilgisayar hafizasindan
cagirilarak 20.0-120.0 pg/mL calisma araligindaki kalibrasyon spektrumlar1 standart
boliicii spektrumu olarak kullanilan 50 pg/mL CHL’e karsilik gelen spektumlara
boliinerek ATE’nin Sekil 3.9’daki oran spektrumlar: elde edildi ve kodlariyla bilgisayar
hafizasina kaydedildi.
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Sekil 3.9. ATE (20.0-120.0 pg/mL) (—) ve CHL (15.0-60.0 pg/mL) (—) bilesiklerinin
absorbsiyon oranlar1 spektrumlar1 (50 pg/mL CHL’e karsilik gelen standart
absorpsiyon spektrumu boliicii olarak kullanildi.) (Coziicii:Metanol
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Sekil 3.10. ATE (20.0-120.0 pg/mL) (—) ve CHL (15.0-60.0 pg/mL) (—) bilesiklerinin
Absorbans  Oranlar1 Spektrumlart (80 pg/mL. ATE’e karsilik gelen standart
absorpsiyon spektrumu boliicii olarak kullanildi) (Coziicti:Metanol)

Sekil 3.9’daki ATE ve CHL bilesiklerinin ATE/CHL ve CHL/ATE oran
spektrumlarinin elde edilmesinde oldugu gibi ATE i¢in 20.0-120.0 pg/mL ve CHL ig¢in
15.0-60.0 pg/mL c¢alisma araliklarina orijinal absorpsiyon spektrumlari 80.0 pg/mL’ye
karsilik gelen ATE’nin standart spektrumu boliicii olarak kullanilarak sekil 3.10°daki
ATE/CHL ve CHL/ATE oran spektrumlar kaydedilerek saklandi.

Calismada kalibrasyon grafiklerini elde etmek i¢in ATE ve CHL bilesiklerinin
ATE/CHL ve CHL/ATE oran spektrumlarina ait sinyalleri islemek i¢in herbir
konsantrasyon degeri i¢in bilgisayar hafizasindan tekrar cagrilarak absorbans verilerinin

vektorleri olarak Microsoft Excel’e aktarildi ve 240-290 nm dalga boyu araliginda 1024
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noktadan olusan ATE/ATE ve CHL/ATE oranlarinda sinyal degerlerine ait veriler dizisi

secildi ve dalgacik alanina tagindi.
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Sekil 3.11. ATE (20.0-120.0 pg/mL) (—) ve CHL (15.0-60.0 pg/mL) (—) bilesiklerinin ;

ATE/CHL spektrum oranlart bior 1.1-SDD (SO-bior 1.1-SDD) Spektrumlari
(Cozilicii: Metanol). (Kirmiz1 ¢izgiyle belirtilen sinyaller CHL/CHL oran
spektrumlarindan elde edilen spektrum oranlar1 bior 1.1-SDD (SO-bior 1.1-
SDD) spektrumlaridir.)
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Sekil 3.12. ATE (20.0-120.0 pg/mL) (—) ve CHL (15.0-60.0 pg/mL) (—)
bilesiklerinin; CHL/ATE spektrum oranlar1 bior 1.1-SDD (SO-bior 1.1-SDD)
Spektrumlar1 (Coziicii:Metanol). (Mavi ¢izgiyle belirtilen sinyaller ATE/ATE
oran spektrumlarindan elde edilen spektrum oranlar1 bior 1.1-SDD (SO-bior
1.1-SDD) spektrumlaridir.)

Calismalarda ATE-CHL karisimlarinin analizi i¢in optimal kosullarda ATE/CHL
ve CHL/ATE oran spektrumlarinin SDD ydntemi ile islenebilmesi icin ¢esitli dalgacik
(wavelet) ailesi test edildi. Bu test isleminin sonucunda Biortogonal 1.1 siirekli dalgacik
doniisiimiiniin (bior 1.1-SDD) uygun oldugu saptandi. Dolayisiyla kalibrasyon ve
numune ¢ozeltilerinin ATE/CHL ve CHL/ATE oran spektrumlarinin doniisiimii i¢in

Bior 1.1-SDD yontemi kullanildi.



68

Analiz islemlerinde kalibrasyon numunelerinin ATE/CHL ve CHL/ATE oran
spektrumlar1 bior 1.1-SDD yontemi optimal aile olarak 240.0-295.0 nm dalga boyu
bolgesinde 2'° degerine karsilik gelen 1024 noktada kalibrasyon oran spektrumlarina
uygulandi. Spektrum oranlar1 bior 1.1-SDD spektrumlari, dalgacik doniisiim
katsayilarinin (C, ;) dalga boyuna kars1 grafige gegirilmesiyle elde edildi (Sekil 3.11 ve
Sekil 3.12).

Calismada SO-bior 1.1-SDD yontemiyle ATE ve CHL bilesiklerinin analizi i¢in
dogrusal regresyon denklemleri, kalibrasyon ¢ozeltileri kullanilarak ATE i¢in 263.4 nm
deki CHL i¢in 252.3 nm’deki SO-bior 1.1-SDD genlikleri olgiilerek hesaplandi. Bu iki
dalga boyundaki dogrusal regresyon analizi ve istatistiksel sonuglar1 Cizelge 3.9.’da

verilmektedir.
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Cizelge 3.9. SO-bior 1.1-SDD yontemiyle ATE ve CHL
kalibrasyonu i¢in regresyon analiz sonuglari

Kalibrasyon Parametreleri Bior 1.1-SDD
ATE CHL
A (nm) 263.4 252.3
Kon. Araligi (ng/mL) 20.0-120.0 15.0-60.0
M -2.60x107 2.16x10™
N 1.35x10° -5.87x107
R 0.9998 1.0000
SH(m) 2.60 x10™ 8.13x10™
SH(n) 1.03 x107 3.19x107
SH(r) 2.18 x107 3.17x107
LOD (pg/mL) 2.90 1.09
LOQ (ug/mL) 9.67 3.62
m = Regresyon denkleminin egimi,
n = Regresyon denkleminin kesim noktasi,
T = Regresyon denkleminin korelasyon katsayisi,

SH(m) = Egimin standart hatasi,

SH(n) = kesim noktasinin standart hatas,

SH(r) = Korelasyon katsayisinin standart hatasi,
LOD = Yakalama simuiri,

LOQ = Tayin smir1

Cizelge 3.9 daki regresyon analizine gore hesaplanan kalibrasyon denklemleri

kullanilarak numunelerin igindeki ATE ve CHL miktarlar1 hesaplandi.
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3.3.3.Kemometrik SO-bior 1.1-SDD Yo6nteminin Validasyonu

Validasyon c¢aligsmalarimizda, SO-bior-1.1-SDD sinyal isleme yonteminin gegerliligi i¢in
islemi i¢in metanol igerisinde ATE i¢in 20.0-120.0 pg/mL ve CHL i¢in 15.0-60.0
pg/mL calisma araligi i¢inde farkli konsantrasyonlarda 12 adet yapay karisimi igeren
cozeltilerden ibaret olan bir validasyon numune seti hazirlandi. Bu numune validasyon
seti kullanilarak daha once hesaplanan bior 1.1-SDD sinyal isleme yonteminin kesinligi
ve dogrulugu test edildi. SO-bior 1.1-SDD yo6nteminin yapay karigimlara uygulanmasi
ile elde edilen sonuglar Cizelge 3.10 da sunulmaktadir. Geri kazanim degerleri, ATE i¢in
% 100.8, CHL i¢in % 99.2 olarak bulundu. Bagil standart sapma degerleri, ATE i¢in %
1.98 ve CHL icin % 1.36 olarak hesaplanda.



Cizelge 3.10 SO-bior 1.1-SDD yonteminin ATE-CHL ikili yapay karisimlarina
uygulanmasiyla elde edilen geri kazanim sonuglari

ikili Karisim Bulunan Geri Kazanim
(ng/mL) (ng/mL) (%)

No. ATE CHL ATE CHL ATE CHL
1 100 15 98.7 14.8 98.7 98.9
2 100 20 100.8 19.3 100.8 96.5
3 100 30 100.5 29.5 100.5 98.5
4 100 40 100.5 39.1 100.5 97.7
5 100 50 99.3 492 99.3 98.4
6 100 60 101.8 59.8 101.8 99.6
7 20 25 214 253 106.9 101.3
8 40 25 39.9 252 99.7 100.9
9 60 25 60.1 24.7 100.1 98.7
10 80 25 80.6 25.0 100.8 100.1
11 100 25 100.3 24.8 100.3 99.1
12 120 25 120.0 25.2 100.0 100.8

X 100.8 99.2
SS 2.00 1.35
BSS 1.98 1.36

X =ortalama, SS = Standart Sapma, BSS =% Bagil Standart Sapma
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Diger bir validasyon islemi olarak SO-bior 1.1-SDD yonteminin dogruluk ve

kesinligini degerlendirmek i¢in giin i¢i ve giinler arasi analiz ¢aligmalar1 yapildi. Bu

calismada, dogrusal calisma araliginin i¢inde olacak sekilde ti¢ farkli konsantrasyonda

ATE igin (20.0, 60.0 ve 120.0 pg/mL) ve CHL ig¢in (15.0, 40.0 ve 60.0 pg/mL) her

derisim i¢in 6 farkli ¢6zelti olmak iizere ayn1 giin icinde ve giinler arasinda hazirlanan

¢ozeltiler kullanilarak yapilmistir. Giin i¢i ve giinler aras1 elde edilen sonuglar Cizelge

3.11 de gosterilmistir.
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Cizelge 3.11. SO-bior 1.1-SDD yontemiyle ATE ve CHL analizinde kesinlik ve dogruluk test sonuglari

Giin i¢i (n=6)

Ilave edilen Bulunan SS BSS (%) BH (%) Geri Kazanim (%)

ATE CHL ATE CHL ATE CHL ATE CHL ATE CHL ATE CHL

2000 150 21.04 1539 048 034 227 224 518 2.63 105.2 102.6
60.0 40.0 6148 4158 058 022 095 054 247 3.95 102.5 103.9
1200 60.0 120.82 6199 074 054 0.61 087 0.69 3.31 100.7 103.3

Giinler aras1 (n=6)

Ilave edilen Bulunan SS BSS (%) BH (%) Geri Kazanim (%)

ATE CHL ATE CHL ATE CHL ATE CHL ATE CHL ATE CHL

2000 150 2069 1561 037 030 1.81 1.95 347  4.05 103.5 104.0
60.0 40.0 6127 4170 093 031 1.52 0.73 212 426 102.1 104.3
1200 60.0 12024 62.11 0.60 0.54 0.50 0.87 0.20 3.52 100.2 103.5

BH= % Bagil hata = Bulunan miktar - ilave edilen miktar x 190
flave edilen miktar

GK = Geri Kazanim, SS = Standart Sapma, BSS = % Bagil Standart Sapma

Tez kapsaminda onerilen SO-bior-1.1-SDD sinyal isleme yontemi gergek ticari
farmasotik tabletleme uygulamadan 6nce, ATE ve CHL bilesiklerinin SO-bior- 1.1-SDD
yontemiyle analizi lizerine tablet yardimci maddelerinin girisim etkisi olup olmadig: test
edildi. Bunun icin de standart ilavesi teknigi kullanildi. Farmasotik preparatlardaki bir
tablete karsilik gelen igerigin 100 mL metanol i¢inde ¢bzeltisi hazirlandi. Bu preparat
cozeltisinden gerekli seyreltmeler yapilarak, preparatin iizerindeki etiket miktarlarina
gore sirasiyla yaklasik 100.0 pg/mL ATE ve 25.0 pg/mL CHL’ye karsilik gelen
numune iceriginin tizerine 20.0, 60.0 ve 120.0 ng/mL ATE ve 15.0, 40.0 ve 60.0 pg/mL
CHL olacak sekilde stok ¢ozeltilerden standart ilavesi yapildi. Bu islem Tenoretic®
Tablet’e uygulandi. Analiz sonucunda preparattan gelen ATE ve CHL miktarlar
kalibrasyondan hesaplanip diisiilerek ilave edilen standartlar icindeki ATE ve CHL i¢in
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geri kazanim degerleri bulundu ve diger istatistiksel hesaplamalar yapildi. Bu denemeler
tic farkli konsantrasyon seviyesinde herbiri i¢in ii¢ tekrar yapilarak gerceklestirildi.
Standart ilavesi tekniginde SO-bior-1.1-SDD yo6nteminin uygulamasinda tablet
igerisindeki ATE igin x-eksenini kestigi nokta 39.10 ug/mL konsantrasyonuna (Sekil
3.13); CHL i¢in x-ekseni kestigi nokta 9.67 pg/mL konsantrasyonuna (Sekil 3.14)
karsilik gelmektedir.

y = -0.0254Cge - 0.9931
R =0.9965

BIOR-CWT [Axe/A]

falatal
T T oo T T T T 1

-50,00 -30,00 -10,00 10,00 30,00 50,00
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 3.13. Standart ilavesi tekiniginde 20.0, 60.0 ve 120.0 pg/mL ATE konsantrasyonlari
i¢cinSO-bior 1.1-SDD genliklerine kars1 ¢izdirildiginde elde edilen dogrunun grafigi
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y =0.21C,,, +2.03
R =1.00

oo

15,0 5,0

5,0 15,0 25,0 35,0 45,0
Konsantrasyon (u/mL)

Sekil 3.14. Standart ilavesi tekiniginde 15.0, 40.0 ve 60.0 pg/mL CHL konsantrasyonlar1 i¢in
SO-bior 1.1-SDD genliklerine kars1 ¢izdirildiginde elde edilen dogrunun grafigi
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3.3.4. SO-bior 1.1-SDD Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uygulamasi

Calismada SO-bior 1.1-SDD sinyal igleme yonteminin farmasétik preparata
uygulanmasinda 20 tablet dogru bir sekilde tartildi ve havanda iyice toz edildikten sonra
bir tablete karsilik gelen miktar 100 mL’lik balon jojede metanol icerisinde ¢oziildii.
Balon jojedeki ¢ozelti mekanik bir karistirict ile yaklasik 30 dakika karistirildi ve
membran filtre (Sartorius Minisart ¢= 0.45 pm) yardim ile siiziildii. Bu analiz
¢ozeltilerinin 240.0-290.0 nm dalga boyu bolgesinde AA=0.05 nm araliklarla ¢izdirilen
absorpsiyon spektrumlardan 240.0-290.0 nm dalga boyu araliginda elde edilen
ATE/CHL ve CHL/ATE seklindeki oran spektrumlarina SO-bior 1.1-SDD yo6ntemi
uygulandi. SO-bior 1.1-SDD  spektrumlarindan ATE 263.4 nm deki CHL ig¢in 252.3
nm’deki SDD genlikleri Olgiilerek kalibrasyon grafiklerinde yerine konularak tablet
icerigindeki ATE ve CHL miktarlar1 hesaplandi. Bu islem 10 kez tekrar edildi.

Yukarida agiklanan tablet analiz islemi Tenoretic® Tablet preparatina uygulandi.

Tenoretic® Tablet sonuglar ¢izelge 3.12 de sunuldu.



76

Cizelge 3.12. SO-bior 1.1-SDD yonteminin tablet numunelerine uygulanmasiyla elde
edilen analiz sonuglar1 (Ticari farmasétik preparat, etiketindeki miktarlar :

100.0 mg ATE ve 25.0 mg CHL /Tablet)

mg/tablet

No. ATE CHL
1 97.0 252
2 97.4 253
3 102.0 259
4 102.0 24.5
5 100.4 25.4
6 100.2 25.2
7 99.6 25.4
8 100.2 24.9
9 97.6 24.6
10 97.8 25.4
X 99.4 252
SS 1.87 0.42
BSS 1.88 1.65
SH 0.59 0.13

GA (p=0.05) 99.40 + 1.34 25.20 +0.30

X =Ortalama, SS=Standart Sapma, BSS=% Bag1l Standart Sapma
SH = Standart Hata, GA = Giiven Aralig1



77

3.4. Karsilastirma Yontemi

3.4.1. Tiirev Spektrofotometrisi (Karsilastirma Yontemi)

Tiirev spektrofotometrisi, karisim analizinde orijinal absorpsiyon egrilerinin tiirevlerinin
alimmasi ve bilesiklerden birisinin sifir kesim noktasina karsilik diger bilesigin tiirev
absorbans degerinin dl¢limilyle hesaplanan kalibrasyon denklemlerinin elde edilmesiyle
karigimlarin analizine dayanir. Spektrofotmetrik ¢aligmalarda birden dorde kadar tiirev

egrileri kantitatif calismalarda kullanilmaktadir.

3.4.1.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

a) Metanol ¢ozeltisi icinde ATE ve CHL’nin sirasiyla 200 pg/mL ve 200 pg/mL
konsantrasyonlu stok ¢ozeltileri hazirland.

b) ATE igin 20.0-120.0 pg/mL ve CHL igin 15.0-60.0 pg/mL konsantrasyon araliginda
kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlandi.

¢) ATE i¢in 20.0-120.0 pg/mL ve CHL i¢in 15.0-60.0 pg/mL calisma araliklar1 i¢inde
bu iki bilesigi iceren 12 degisik konsantrasyonlarda yapay karigimlardan olusan

validasyon seti hazirlandi.

3.4.1.2. Kalibrasyon Denklemlerinin Hesaplanmasi

Tez kapsaminda tlirev yontemininin uygulamasinda, ATE i¢in 20.0-120.0 pg/mL ve
CHL i¢in 15.0-60.0 pg/mL dogrusal calisma araliginda hazirlanan kalibrasyon
cozeltilerinin 245.0-305.0 nm dalga boyu araliginda spektrumlari ¢izdirildi ve
bilgisayarin hafizasina kaydedildi. Sekil 3.15’de orijinal absorpsiyon spektrumlari

sunulmaktadir. Analiz edilen ATE ve CHL bilesiklerinin absorpsiyon spektrumlarinin
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birden dorde kadar degisik AA araliklari, degisik skala faktorleri ve degisik AA
araliklarla diizlestirme fonksiyonlar1 kullanimiyla tiirev spektrumlar1 hesaplandi. Ayni
spektral islemler yapay ve farmasotik preparatlar igin de gergeklestirildi. Bu
denemelerden sonra, skala faktorii 16 olan her iki bilesigin absorpsiyon spektrumlarinin
AA=16 nm araliklar1 ile birinci dereceden tiirevlerinin analiz i¢in uygun oldugu elde
edilen % geri kazanim degerlerinden saptandi. Bu birinci tiirev spektrumlari, AA=16 nm
araliklarla 321 noktada diizlestirildi. Sekil.3.16, ATE i¢in 20.0-120.0 pg/mL ve CHL
icin 15.0-60.0 pg/mL dogrusal caligma araliginda her iki bilesigin birinci dereceden
tirev spektrumlarini gostermektedir. Kalibrasyon grafikleri, ATE i¢in 265.9 nm’de ve
CHL i¢in 248.0 nm’de dA/dA degerlerinin 6l¢iimiiyle elde edildi. Dogrusal regresyon

analizi icin istatistiksel sonuclar Cizelge 3.13. de gosterilmistir.
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Sekil 3.15. ATE (20.0-120.0 ug/mL) (—) ve CHL (15.0-60.0 pg/mL) (—) bilesiklerinin;
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Absorbans Spektrumlari (Coziicii:Metanol)
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Sekil 3.16. ATE i¢in 20.0-120.0 pg/mL (—) ve CHL i¢in 15.0-60.0 pg/mL (—) konsantrasyon
araliginda; Birinci tlirev spektrumlar1 (AA= 16 nm araliklarla ve skala faktorii = 16)



Cizelge 3.13 Tiirev spektrofotometri yontemiyle ATE ve CHL

kalibrasyonu i¢in regresyon analiz sonuglari

ATE CHL
A (nm) 265.9 248.0
Kon. Arahgr (ng/mL) 20.0-120.0 15.0-60.0
M 1.24x107 22.90x107
N -9.71 x10™ -5.37x10™
R 0.9999 0.9999
SH(m) 6.32x10° 1.92 x107
SH(n) 493 x10™ 7.51x10™
SH(r) 529 x10™ 7.47 x10™
LOD 291 1.90
LOQ 9.70 6.34
m = Regresyon denkleminin egimi,
n = Regresyon denkleminin kesim noktasi,
r = Regresyon denkleminin korelasyon katsayisi,

SH(m) = Egimin standart hatasi,

SE(n) = kesim noktasinin standart hatas,

SH(r) = Korelasyon katsayisinin standart hatasi,

LOD = Yakalama simuiri,
LOQ = Tayin smnir1

80
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3.4.1.3. Tiirev Spektrofotometri Yonteminin Validasyonu

Tiirev spektrofotometri yonteminin validasyon islemi i¢in metanol ¢ozeltisi igerisinde
ATE i¢in 20.0-120.0 pg/mL ve CHL igin 15.0-60.0 pg/mL dogrusal calisma aralig
icinde farkli konsantrasyonlarda 12 adet yapay karisim c¢ozeltisinden olusan bir
validasyon seti hazirlandi. Bu validasyon seti kullanilarak kurulan tlirev yontemi
kalibrasyonunun kesinlik ve dogrulugu test edildi. Tirev yontemi kalibrasyon
yonteminin yapay karisimlara uygulanmasi ile elde edilen sonuglar Cizelge 3.19. de
gosterildi. Geri kazanim degerleri ATE icin % 99.2, CHL i¢in % 97.7 olarak bulundu.
Bagil standart sapma degerleri ATE i¢in % 1.62 ve CHL i¢in % 1.87 olarak hesaplandi.
(Cizelge 3.14)
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Cizelge 3.14. Tiirev spektrofotometri yonteminin ATE-CHL ikili yapay
karisimlarina uygulanmasiyla elde edilen geri kazanim

sonuglari
Karisimlar(ug/mL) Bulunan(pg/mL) Geri Kazanim (%)
No. ATE CHL ATE CHL ATE CHL
1 100 15 96.4 15.1 96.4 100.9
2 100 20 97.3 19.1 97.3 95.4
3 100 30 97.6 29.7 97.5 98.9
4 100 40 99.6 39.5 99.6 98.7
5 100 50 100.4 48.6 100.3 97.1
6 100 60 100.1 59.2 100.1 98.6
7 20 25 19.9 25.0 99.3 99.8
8 40 25 41.0 242 102.5 96.9
9 60 25 59.2 23.7 98.7 94.7
10 80 25 80.4 24.1 100.5 96.4
11 100 25 100.0 23.9 100.0 95.8
12 120 25 118.0 24.8 98.4 99.0
X 99.2 97.7
S 1.61 1.82
BSS 1.62 1.87

X =Ortalama, SS=Standart Sapma, BSS=% Bagil Standart Sapma

Calismada diger bir validasyon islemi olarak tiirev yonteminin dogruluk ve
kesinligini degerlendirmek i¢in giin i¢i ve giinler arasi analiz ¢alismalarinda dogrusal
caligma araliginin i¢inde olacak sekilde ti¢ farkli konsantrasyonda (ATE igin 20.0, 60.0
ve 120.0 pg/mL ve CHL igin 15.0, 40.0 ve 60.0 ng/mL) her derisim icin 5 farkli ¢6zelti
olmak {izere ayni giin i¢inde ve gilinler arasinda hazirlanan ¢o6zeltiler kullanilarak
gerceklestirilmistir. Giin i¢i ve giinler arasi elde edilen analiz sonuglar1 Cizelge 3.15 da

gosterilmistir.
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Cizelge 3.15. Tiirev yontemiyle ATE ve CHL analizinde kesinlik ve dogruluk sonuglari

Giin i¢i (n=5)

[lave edilen Bulunan SS BSS (%) BH (%) Geri Kazanim (%)

ATE CHL ATE CHL ATE CHL ATE CHL ATE CHL ATE CHL

20.0 150 2056 1584 045 037 218 235 280 562 1028 105.6

60.0 40.0 61.16 40.11 032 029 053 073 193 028 1019 100.3

120.0 60.0 11983 6033 062 047 052 078 -0.14 0.55 99.9 100.5

Giinler aras1 (n=5)

flave edilen Bulunan SS BSS (%) BH (%) Geri Kazanim (%)

ATE CHL ATE CHL ATE CHL ATE CHL ATE CHL ATE CHL

20.0 150 20.13 1574 1.65 041 821 257 0.66 493 100.7 104.9
60.0 400 60.16 4055 032 054 054 134 027 138 1003 101.4

120.0 60.0 12182 6053 045 061 037 1.01 152 0.88 1015 100.9

BH= % Bagil hata = Bulunan miktar - ilave edilen miktar x 190
flave edilen miktar

GK = Geri Kazanim, SS = Standart Sapma, BSS = % Bagil Standart Sapma

Bu tez ¢aligmasinda karsilastirma yontemi olarak gelistirilen tiirev yontemini
ticari farmasotik preparatlara uygulamadan dnce ATE ve CHL igeren tabletlerde, tablet
yardimc1 maddelerinin analiz {izerinde bir etkisinin olup olmadig: tiirev yontemi i¢in test
edildi. Bunun icin de standart ilavesi teknigi kullanildi. Farmasotik preparatlardaki bir
tablete karsilik gelen igerigin 100 mL metanol iginde ¢bzeltisi hazirlandi. Bu preparat
cozeltisinden gerekli seyreltmeler yapilarak, preparatin iizerindeki etiket miktarlarina
gore sirasiyla yaklasik 100.0 pg/mL ATE ve 25.0 pg/mL CHL’ye karsilik gelen
numune iceriginin tizerine 20.0, 60.0 ve 120.0 pg/mL ATE ve 15.0, 40.0 ve 60.0 ug/mL
CHL olacak sekilde stok c¢ozeltilerden standart ilavesi yapildi. Bu islem Tenoretic®
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Tablet’e uygulandi. Analiz sonucunda preparattan gelen ATE ve CHL miktarlari
kalibrasyondan hesaplanip diisiilerek ilave edilen standartlar ATE ve CHL igin geri
kazanim degerleri bulundu ve diger istatistiksel hesaplamalar yapildi. Bu denemeler ii¢
farkli konsantrasyon seviyesinde li¢ tekrar yapilarak gergeklestirildi. tiirev yonteminin
tablete uygulamasinda ATE ic¢in x-eksenini kestigi nokta 39.00 pg/mL
konsantrasyonuna (Sekil 3.17); CHL i¢in e x-eksenini kestigi nokta 10.29 pg/mL
konsantrasyonuna (Sekil 3.18) karsilik gelmektedir.

0,10

y =0.0011C, + 0.0423
R =0.9998

faWalal
oo

-50,00 -30,00 -10,00 10,00 30,00 50,00
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 3.17. Standart ilavesi teknigi ile 20.0, 60.0 ve 120.0 ug/mL ATE konsantrasyonlari i¢in
tiirev genliklerine kars1 ¢izdirildiginde elde edilen dogrunun grafigi
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Sekil 3.18. Standart ilavesi tekinigi ile 15.0, 40.0 ve 60.0 pg/mL CHL konsantrasyonlar1 i¢in
tiirev genliklerine karsi ¢izdirildiginde elde edilen dogrunun grafigi
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3.4.1.4. Tiirev Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uygulamasi

Karsilastirma tiirev yOnteminin farmasdtik preparatlara uygulanmasinda, 20 tablet
dogru bir sekilde tartild1 ve havanda iyice toz edildikten sonra bir tablete karsilik gelen
miktar 100 mL’lik balon jojede metanol icerisinde ¢oziildii. Balon jojedeki ¢ozelti
mekanik bir karistiricr ile yaklagik 30 dakika karistirildi ve membran filtre (Sartorius
Minisart ¢= 0,45 um) yardimi ile siiziildii. Bu analiz ¢ozeltilerinin 240.0-290.0 nm dalga
boyu bolgesinde AA= 0.05 nm araliklarla ¢izdirilen spektrumlardan 240.0-290.0 nm
dalga boyu araliginda o6l¢iilen absorbans degerlerine tiirev yontemi uygulandi. Tirev
spektrumlarindan ATE igin 265.9 nm deki ve CHL i¢in 248.0 nm’deki tiirev genlikleri
Olciilerek kalibrasyon grafiklerinde yerine konularak tablet icerigindeki ATE ve CHL
miktarlart hesaplandi. Bu islem 10 kez tekrar edildi.

Yukarida agiklanan tablet analiz islemi Tenoretic® Tablet preparatina uygulandi.

Tenoretic® Tablet sonuglari ¢izelge 3.16 da sunuldu.



Cizelge 3.16. Tiirev yonteminin tablet numunelerine uygulanmasiyla
elde edilen analiz sonuglar1 (Ticari farmasdétik preparat
etiketindeki miktarlar : 100.0 mg ATE ve 25.0 mg CHL /Tablet)

mg/tablet
No. ATE CHL
1 100.9 25.1
2 97.7 25.2
3 100.6 25.6
4 99.6 25.6
5 101.7 26.4
6 100.6 26.5
7 100.0 25.4
8 102.4 25.1
9 1013 253
10 101.2 25.5
X 100.6 25.6
SS 1.30 0.50
BSS 1.29 1.95
SH 0.41 0.16
GA (p=0.05) 100.60 + 0.93 25.60 + 0.36

)_(=Ortalama, SS=Standart Sapma, BSS=% Bagil Standart Sapma
SH = Standart Hata, GA = Giiven Aralig1
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4. TARTISMA

Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda bir antihipertansif kombine tablet preparati
icerisindeki ATE ve CHL’nin kantitatif analizleri i¢in Coif5-SDD, mexh-SDD ve
spektrum oranlar bior 1.1-SDD (SO-bior 1.1-SDD) yo6ntemleri gelistirildi. Bu onerilen
kemometrik sinyal isleme yontemlerinin sonuglari, tiirev spektrofotometresi yontemiyle
karsilagtirildi.

Dalgacik doniisiim yontemleri, standart ¢ozeltilerin UV spektrumlarinin veya
oran spektrumlariin SDD isleminden sonra standart kalibrasyon c¢ozeltilerinin, SDD
spektrumlarinin sifir kesim noktalarina karsilik gelen SDD sinyal genlikleri arasindaki
iliskiye dayali olarak dogrusal regresyon analizi uygulanarak kalibrasyon egrilerinin elde
edilmesine dayanmaktadir. Numune igerigindeki ATE ve CHL bilesiklerinin analizi
isleminde de numunelerin UV spektrumlarina kalibrasyon sartlarinda SDD doniisiimii
uygulandiktan sonra kalibrasyon denklemleri kullanilarak numune igerigi analiz edildi.

Analiz calismasinda kemometrik sinyal isleme yontemlerinin uygulamasinda
optimal deneysel ve spektral kosullar belirlendi. Spektral ¢aligmalarda metanol ¢oziicti
sistem olarak secildi. Analizlerde ATE ve CHL bilesiklerinin, ATE i¢in 20.0-120.0
pg/mL ve CHL icin 15.0-60.0 pg/mL dogrusal c¢alisma araliginda kalibrasyon
¢ozeltilerinin ve numunelerin, 240.0-305.0 nm dalga boyu araliginda orijinal
absorpsiyon spektrumlart AA=0.05 nm araliklar ile kaydedildi. Bu orijinal spetrumlarin
doniistiiriilmesinde optimal dalgacik (Wavelet) ailesini (family) saptamak icin bir¢ok
degisik dalgacik ailesi test edildi. Burada ancak ATE-CHL karisiminin analizi i¢in
orijinal spektrumlarin doniisiimiinde coif5 ve mexh’in uygun oldugu ATE/CHL ve
CHL/ATE oran spektrumlarinin doniisiimiinde ise biorl.1 dalgacik ailesinin uygun
oldugu belirlendi.

Optimal siirekli dalgacik doniistimlerinin (coif5 ve mexh) saptanmasinin

ardindan; coif5-SDD metodunda ATE i¢in 20.0-120.0 pg/mL ve CHL ig¢in 15.0-60.0
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ng/mL dogrusal calisma araliginda standart kalibrasyon serileri hazirlandi ve bilesiklerin
bu standart serilerinin 245.0-305.0 nm dalga boyu araliginda ultraviyole (UV)
spektrumlar1 ¢izdirildi (Sekil 3.1). Aym spektral kosullarda validasyon ve numune
cozeltilerinin spektrumlar1 da ¢izdirildi. Sinyal analiz yonteminin uygulanmasinda ATE
ve CHL bilesiklerinin standart kalibrasyon serilerinin, validasyon ve numuneleri 245.0 —
295.0 nm dalga boyu arahgmmda 2'° = 1024 elemanl absorbans verilerinden olusan
spektral vektorler coif5-SDD yontemi ile islendikten sonra Sekil 3.2 deki coif5-SDD
spektrumlari elde edildi. coif5-SDD spektrumlari kullanilarak ATE i¢in 284.60 nm de ve
CHL i¢in 260.0 nm de SDD-sinyalleri olgiilerek her iki bilesik i¢in regresyon analiziyle
dogru denklemleri hesaplandi (Cizelge 3.1). mexh-SDD metodunda ATE i¢in 20.0-120.0
png/mL ve CHL i¢in 15.0-60.0 pg/mL dogrusal calisma araliginda standart kalibrasyon
serileri hazirland1 ve bilesiklerin bu standart serilerinin 240.0-305.0 nm dalga boyu
araliginda ultraviyole (UV) spektrumlan c¢izdirildi (Sekil 3.5). Ayni spektral kosullarda
validasyon ve numune ¢ozeltilerinin spektrumlar1 da ¢izdirildi. Sinyal analiz yonteminin
uygulanmasinda ATE ve CHL bilesiklerinin standart kalibrasyon serilerinin, validasyon
ve numuneleri 245.0-295.0 nm dalga boyu araliginda 2'° = 1024 elemanli absorbans
verilerinden olusan spektral vektorler mexh-SDD yontemi ile islendikten sonra Sekil 3.6
deki mexh-SDD spektrumlari elde edildi. mexh-SDD spektrumlar: kullanilarak ATE i¢in
271.6 nm’de ve CHL i¢in 264.4 nm de SDD-sinyalleri ol¢iilerek her iki bilesik i¢in
regresyon analiziyle dogru denklemleri hesaplandi (Cizelge 3.5).

Tez iceriginde gelistirilen sinyal isleme (coif5-SDD, mexh-SDD) yontemlerinin
ve spektrum oranlar1 biorl.1-SDD ydnteminin analitik validasyonu i¢in ¢alisma araligi
icerisinde olacak sekilde degisik konsantrasyonlarda ATE ve CHL igeren yapay
karigimlardan olusan validasyon seti, yine ii¢ farkli konsantrasyon seviyesinde bes farkli
tekrarla hazirlanan yapay karigimlarin giin igi ve giinler arasi analizi i¢in geri kazanim
caligmas1 yapildi (sirasiyla, Cizelge 3.3, 3.7, 3.11). Bu yontemlerle yapilan analizlerde
numune igeriginden gelen ATE ve CHL iizerine tablet yardimc1 maddelerinin etkisinin
olmadigi bulundu.

Gelistirilen yoOntemlerin validasyonu ve uygulanabilirligi i¢in yapilan geri

kazanim sonuglar1 ve sonuglara uygulanan istatistiksel testler (Cizelge 3.2, 3.6, 3.10)
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yontemlerin ATE ve CHL analizi i¢in yiiksek geri kazanim degerleriyle tatmin edici
dogruluk ve kesinlige sahip olduklarin1 ve analiz {izerine tablet yardimci maddelerinin
herhangi bir etkisinin olmadigini goéstermistir. Sinyal isleme yontemleri, ticari tabet
formulasyonlarindaki ATE ve CHL bilesiklerinin ayn1 anda miktar tayinlerine higbir
ayirma islemi kullanmaksizin basariyla uygulandi ve son derece tatmin edici sonuglar
alind1 (Cizelge 3.4, 3.8, 3.12).

Bu tez c¢aligmasinda Onerilen kemometrik sinyal isleme yOntemlerini
karsilagtirmak amaciyla birinci tlirev spektrofotometresi yontemi gelistirildi ve
karisimlardaki ATE ve CHL nin kantitatif analizi i¢in kullanildi.

Geligtirilen coif5-SDD, mexh-SDD ve SO-biorl.1-SDD sinyal isleme
yonteminin validasyonu i¢in uygulanan validasyon islemleri, tiirev yontemi igin de
gergeklestirildi. Sonuglar giin i¢i ve giinler arasi analizi i¢in geri kazanim kesinlik ve
dogruluk test sonuglar1 Cizelge 3.11 de sunuldu.

Geri kazanim calismalarinda, coif5-SDD, mexh-SDD, bior 1.1-SDD ve tiirev
yontemlerin yapay karigimlara uygulamasinda elde edilen ortalama % geri kazanim ve
karsilik gelen bagil standart sapma degerleri sirasiyla ATE i¢in % 100.6, % 1.87 (coif5-
SDD); % 100.6, % 1.23 (mexh-SDD); % 100.8, % 1.98 (SO-biorl.1-SDD); % 99.2, %
1.62 (TY) ve CHL i¢in % 102.3, % 1.66 (coif5-SDD); % 103.7, % 1.21 (mexh-SDD); %
99.2, % 1.36 (SO-biorl.1-SDD); % 97.7, % 1.87 (TY) olarak bulundu. Yontemler icin
giin i¢i ve giinler aras1 ortalama % geri kazanim ve bagil standart sapma degerleri giin
icinde ATE i¢in % 106.9-% 101.7-% 99.1, % 4.47-% 1.28-% 1.10 (coif5-SDD); %
102.6-% 100.1-% 98.6, % 1.34-% 0.39-% 0.30 (mexh-SDD); % 105.2-% 102.5-%
100.7, % 2.27-% 0.95-% 0.61 (SO-biorl.1-SDD); % 102.8-%101.9-% 99.9, % 2.18-%
0.53-% 0.52 (TY) ve CHL i¢in % 105.2-% 104.6-% 101.2, % 5.57-% 1.97-% 3.01
(coif5-SDD); %106.6-%101.6-% 102.4, % 1.73-% 0.39-% 1.90 (mexh-SDD); % 102.6-
%103.9-% 103.3, % 2.24-% 0.54-% 0.87 (SO-biorl.1-SDD); % 105.6-% 100.3-% 100.5,
% 2.35-% 0.73-% 0.78 (TY); glinler arasinda ATE i¢in % 104.2-% 100.8-% 100.7, %
3.22-% 1.64-% 0.93 (coif-SDD); % 103.3-% 101.5-% 100.2, % 2.93-% 0.78-% 1.11
(mexh-SDD); % 103.5-% 102.1-% 100.2, % 1.81-% 1.52-% 0.50 (SO-bior1.1-SDD); %
100.7-% 100.3-% 101.5, % 8.21-% 0.54-% 0.37 (TY) ve CHL i¢in % 102.5-% 104.8-%
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102.3, % 4.51-% 1.14-% 1.58 (coif5-SDD); % 103.4-% 101.1-% 100.6, % 2.66-% 1.48-
% 2.44 (mexh-SDD); % 104.0-% 104.3-% 103.5, % 1.95-% 0.73-% 0.87 (SO-biorl.1-
SDD); % 104.9-% 101.4-% 100.9, % 2.57-% 1.34-% 1.01 (TY) olarak hesaplandi.

Analitik validasyon isleminden sonra yoOntemler ticari tabletlerin analizine
uyguland1 ve tatmin edici sonuglar elde edildi (Cizelge 3.4, 3.8, 3.12 ve 3.16).
Gelistirilen coif5-SDD, mexh-SDD ve SO-bior 1.1-SDD yontemleriyle ticari
tabletlerdeki ATE ve CHL Dbilesiklerinin kantitatif analizinde karsilagtirma
yontemlerinin (tlirev) sonuglariyla karsilastirilabilir sonuglar elde edildi. Sinyal isleme
yontemler ile ticari tabletlerin analizi i¢in elde edilen sonuglar1 karsilastirmak amaciyla
t-testi uygylandi ve istatistiksel test sonuglari t-heasplanan<t-tablo ve p-deperi>p=0.05
oldugu icin yontemlerden elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadigi
gozlendi. Karsilastirma sonuglar Cizelge 4.1 de sunuldu.

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda elde edilen sonugclar, yeni gelistirilen sinyal isleme
yontemlerinin ATE ve CHL iceren ticari farmasdtik tablet preparatlarin rutin

analizlerinde ve kalite kontroliinde kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.

Cizelge 4.1. Ticari farmasotik preparatin analiz sonuglarina t-testi uygulamasi

Coif5-SDD mexh-SDD SO-biorl.1-SDD Tirev
spektrofotometri
ATE CHL ATE CHL ATE CHL ATE CHL
X 99.3 25.2 99.4 25.8 99.4 25.2 100.6 25.6
SS 1.59 0.35 1.25 0.61 1.87 0.42 1.30 0.50
th 2.23 1.76 2.15 1.14 1.74 2.13 t-tablo = 2.26
-hesap
P-degeri 0.05 0.11 0.06 0.28 0.12 0.06 p=0.05
-degeri

i=0rtalama, SS=Standart Sapma
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5. SONUC VE ONERILER

Ilag endiistrisinde, ilaglarin formiilasyon dncesi ve formiilasyondan sonra kalite kontrol
ve rutin analizleri ilag¢ giivenligi agisindan son derece &nemlidir. Ulkemiz ve diger
tilkeler ilaclarin bu rutin analiz ve kalite kontrol islemlerini yasa ve yonelgelerle zorunlu
kilmaktadir. Giliniimiizde daha etkin tedavi ve az yan etkisi dolayisiyla iki veya daha
fazla aktif bilesigi igeren kombine preparatlar liretilmektedir. Dolayisiyla klasik olarak
kombine preparatlarin analizi kromatografi gibi ayirma teknikleri gerektirmektedir. Bu
kromatografik yontemler ile analiz islemleri son derece pahali ve zaman alicidir. Bu
kapsamda hizli, ucuz, kolay ve giivenilir sonuglar veren yeni analitik yontemlerin
gelistirilmesi kombine preparatlarin analizi i¢in son derece 6nemlidir.

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda ATE ve CHL bilesiklerini igeren bir ticari
farmasotik preparatin kantitatif analizi ig¢in yeni, hizli, kolay uygulanabilir ve giivenli
sonuglar veren yoOntemler gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu amaci gerceklestirmek
maksadiyla, ATE-CHL karisimin analizi i¢in kemometrik coif5, mexh ve biorl.1
yontemleri gelistirildi. Ayrica tez kapsaminda coif5, mexh ve biorl.1 yontemleriyle elde
edilen sonuglar1 karsilstirmak amaciyla tiirev spektrofometri yontemi uygulandi.

Tez kapsaminda gelistirilen ve basarili bir sekilde ATE ve CHL igeren
tabletlerin analizine uygulanan kemometrik sinyal isleme yontemleriyle son derece
basarili sonuclar elde edildi. Bu tez c¢alismasinda gelistirilen yontemler, analiz
islemlerinde son derece hizli, kolay uygulanabilir olup, giivenilir ve ekonomiktir.
Kemometrik coif5, mexh ve biorl.l1 yoOntemleri, kromotografik yontemlerle
karsilastirildiginda yukarida sayilan avantajlarin yaninda herhangi bir 6n ayirma islemi
kullanmaksizin kombine preparatlarin analizi i¢in karsilastirilabilir sonuglar saglamasi
bakimindan da avantajlidir.

Tez kapsaminda ATE ve CHL miktar tayinleri i¢in gelistirilen bu kemometrik
yontemleri, tiirev spektrofometri yontemi kullanilarak sonuglar karsilastirildi.

Kemometrik sinyal isleme yontemleriyle ATE ve CHL i¢in elde edilen sonuglarin tiirev
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spektrofotometri sonuglartyla karsilagtirilmasi igin t-tesi uygulandi ve sonuglar arasinda
anlamli bir fark olmadig1 saptandi (Cizelge 4.1). Bu tez calismasinda deneysel kosullar
ve kemometrik parametreleri optimize edilen yoOntemleri, daha sonraki bilmsel
arastirmalarda ve ilag endiistrisinde ATE ve CHL bilesiklerinin kalite kontrol ve rutin

analizi i¢in kullanilabilmesi bakimindan tez ¢aligmasini orijinal kilmaktadir.
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OZET

Atenolol/Klortalidon iceren Kombine Ticari Farmasotik Preparatin Kemometrik
Siirekli Dalgacik Doniisiim Yontemleri ile Kantitatif Analizi

Bu tezin amact ATE ve CHL igeren yapay karigimlarin ve ticari farmasotik tablet
numunelerinin ayni anda kantitatif analizi icin yeni kemometrik siirekli dalgacik doniisim
yontemleri gelistirmektir. Ek olarak, tez kapsaminda yeni gelistirilen sinyal isleme
yontemleriyle; tiirev spektrofotometrisi ile elde edilen sonuglarin karsilagtirilmasidir.

Bu baglamda, birkag ayri dalgacik tiiriine ATE ve CHL’den en iyi geri kazanim tayinini
elde etmek amaciyla optimal siirekli dalgacik transfer yaklagim testi uygulanmistir. Bunun
sonucu olarak; siirekli dalgacik tiirli analiz metodu ile belirlenen sinyaller olarak bulunmustur.

Kalibrasyon grafikleri coif5-SDD, mexh-SDD ve SO-biorl.1-SDD genlikleri ve
konsantrasyon (ATE ig¢in 20.0 — 120.0 pg/mL ve CHL igin 15.0 — 60.0 pug/mL konsantrasyon
araliginda) arasindaki matematiksel iliskiye dogrusal regresyon analizi uygulanarak elde edildi.

Gelistirilen coif5-SDD, mexh-SDD, SO-biorl.1-SDD ve tlirev yontemlerinin dogrulugu
asagidaki parametreler kullanilarak gosterilmistir. Bunlar, geri kazanim calismasi, giini¢i ve
giinler aras1 ¢aligmasidir.

Ornegin, coif5-SDD metodu uygulamasiyla yiizde olarak geri kazanim ve bagil standart
sapma ATE i¢in % 100.6 ile % 1.87, CHL i¢in % 102.3 ile % 1.66 olarak elde edilmistir; mexh-
SDD metodunda ATE i¢in geri kazanim % 100.6, standart sapmas1t % 1.23 ve CHL icin geri
kazanim % 103.7 ve standart sapmast % 1.21 olarak bulunmus; SO-biorl.1-SDD metodunda
ATE igin geri kazanim % 100.8, standart sapmas1 % 1.98 ve CHL igin geri kazanim % 99.2 ve
standart sapmas1 % 1.36 olarak bulunmus ve tiirev metodunda ATE icin geri kazanim % 99.2,
standart sapmas1 % 1.62 ve CHL i¢in geri kazanim % 97.7 ve standart sapmas1 % 1.87 olarak
bulunmustur.

Buna ilave olarak ATE — CHL karisimlari igin giin i¢i, glinler arasi analizleri ve tiirev
yontemini igeren uygulamalardan memnun edici sonuglar alimustir.

Gelistirilen coif5-SDD, mexh-SDD, SO-biorl.1-SDD ve Tiirev metotlarinin timii, ATE
ve CHL’nin ticari tabletlerde es zamanli olarak tayinleri i¢in basartyla uygulanmistir ve tiim
metotlardan elde edilen sonuglarda, iyi bir kabul edilebilirlik mevcuttur.

Anahtar Kelimeler : Atenolol; ikili karisim; Kantitatif Analiz, Kemometrik siirekli dalgacik
doniisiim yontemi; Klortalidon.



95

SUMMARY

Quantitative Analysis of Commercial Pharmaceutical Preparation Containing
Atenolol and Chlortalidone by Continuous Wavelet Transform Methods

In this thesis, new signal processing methods named continuous wavelets transforms
were developed for the simultaneous quantitative evaluation of ATE and CHL compounds in a
commercial pharmaceutical formulation. For a comparision, first derivative spectrophotometry
was used for the analysis of the commercial tablets containing ATE and CHL drugs.

In this study, several wavelet families at different scaling factors were tested to select
suitable families giving the highes recovery results of the analysis of ATE and CHL. As a results
of these tests the application of coiflets 5 continuous wavelet transform (coif5S-CWT) and
mexican hat continuous wavelet tarnsform (mexh-CWT) to the UV absorption spectra of the
related compounds were found to be optimal ones. On the other hand, the use of biorthogonal
1.1. continuous wavelet transform (RS-biorl.1-CWT) to the ratio spectra (RS) of this spectra
provieded us the optimal signal processing to reach desirable recovery results of the analyzed
compounds.

Calibration equations were obtained by applying the linear regression analysis to the
relationship between coif5S-CWT, mexh-CWT ve biorl.1-CWT amplitudes and concentration
for ATE and CHLin the range of 20.0 — 120.0 pg/mL for ATE and 15.0 — 60.0 pg/mL for CHL,
respectively.

The validity of the proposed chemometric signal processing methods were performed by
using the recovery studies, intra-day and inter-day analyses and standard addition technique. In
the recovery study, percent mean recoveries with relative standard deviations obtained by
applications of coif5-CWT method were found as 100.6 % with 1.87 % for ATE and 102.3 %
with 1.66 % for CHL; for mexh-CWT methods were found as 100.6 % with 1.23 % for ATE and
103.7 % with 1.21 % for CHL; for biorl.1-CWT methods were found as 100.8 % with 1.98 %
for ATE and 99.2 % with 1.36 % for CHL.

In the case of intra-day and inter-day analysis and standard addition technique, the
mentioned methods gave us the satisfactory results for the analysis of the ATE — CHL mixtures.

The analysis results provided by the proposed CWT signal processing methods (coif5-
CWT, mexh-CWT and RS-biorl.1-CWT) wave statistically compared with those obtained from
first derivative spectrophotometry.

The proposed coif5-SDD, mexh-SDD and SO-birl.1 methods were successfully applied
to the simultaneous quantitative estimination of ATE and CHL in commercial tablets and a good
agreement was observed.

Key Words: Atenolol; Binary mixture; Chemometric continuous wavelet transform methods;
Chlortalidone; Quantitative Analysis.
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