T.C.
SULEYMAN DEMIREL UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

HELICOBAKTER PYLORININ (HP) ERADIKASYONUNDA
KULLANILAN KLARITROMISIN, AMOKSISILIN VE
LANSOPRAZOL ETKEN MADDELERININ ES ZAMANLI
SPEKTROFOTOMETRIK OLARAK TAYINI

Kazim BAGRIACIK

Danisman
Yrd. Dog. Dr. Giizide ERTOKUS

YUKSEK LiSANS TEZi
KiMYA BOLUMU ANABILIiM DALI
ISPARTA - 2017



©2017 [Kazzim BAGRIACIK]



TEZ ONAYI

Kazim BAGRIACIK tarafindan hazirlanan "Helicobacter Pylorinin (HP)
eradikasyonunda kullanilan Klaritromisin, amoksisilin ve lansoprazol
etken maddelerinin es zamanh spektrofotometrik olarak tayini“adl tez
¢ahsmasi asagidaki jiiri iiyeleri 6niinde Siileyman Demirel Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii Kimya Béliimii Anabilim Dalr'nda YOKSEK LiSANS TEZi
olarak basan ile savunulmustur.

Danigsman Yrd. Dog. Giizide PEKCAN ERTOKUS
Siileyman Demirel Universitesi

Jiiri Uyesi Yrd.Dog¢.Dr. Tugba SARDOHAN
KOSEOGLU
Siileyman Demirel Universitesi

Jiiri Uyesi Yrd.Dog¢.Dr. Cigdem KARABACAK

ATAY i W.ll‘:(

Mehmet Akif Ersoy Universitesi

Enstitii Miidiira Prof. Dr. Yasin TUNCER



TAAHHUTNAME

‘Bu tezin akademik ve etik kurallara uygun olarak yazildigini ve kullamilan tiim
literatiir bilgilerinin referans gosterilerek tezde yer aldigim beyan ederim.

Kazim BAGRIACIK

w
Ui



ICINDEKILER

Sayfa

ICINDEKILER ..ot n s i
OZET ..ottt ii
ABSTRACT ...ttt ettt ettt ettt e e et ess e enseeneesseeseensenseenseas il
TESEKKUR ..ottt iv
SEKILLER DIZINT.....ooiiiiiiioeeeceeeeeeeeeee et v
CIZELGELER DIZINT ..o, vi
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI .....c.coviiiiiireineierecneiecreceseesiecenn, vii
L GIRIS oo 1
L1 AMOKSISTII o s 1
1.2, LanSOPTAZOL ....cccuviieeiieeciie ettt ettt et e et e e et e e e taeeearaeeearaeesaneeenes 1
LT CQE: T 43 (0] 101 )1 RSSO 2
| =3 1T ) 1 L] 3 & FO SR P SRR 3
1.5. Kismi en kii¢iik kareler yontemi (PLS).......cccccoiiiiiiiiiniiiiieececeeeee e 3
1.6. Temel bilesen regresyonu yontemi (PCR) ........cccevvieviiiiniiiniininicniiiccieee 4
1.7. Varyans Analizi (ANOVA).....cooueouiiiieeiiecieeieeet et esee e sevesreesieeeseessneensees 4

2. KAYNAK OZETLERI ..ottt 5
3. MATERYAL Ve METOT ..c..coiiiiiiiiieeeeee ettt 11
3oL MAtRIYAL ..ot ettt 11
3.2. Kullanilan Cihazlar ..........occooviiiiiiiiineee e 11
3.2.1. UV-Goriiniir spektrofotometre Cihazi ..........ccocceevieieiiiniiiinieniieieeee 11

3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler ............cccooeieniieiieniiieiienieeieesie e 11
3.3.1. Kullanilan COZeItICr ..........ooieeiiiiiiieieeeee e 12

R 01115 o OO TU U SUP PP TUPRRRTPION 13
3.4.1. UV/VIS Spektroskopisi YONteMI.......cecuereerienierieneiieeieneeienieseeeeeee 13

4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA ..ot 14
4.1. UV SPEKIrOSKOPIST . .veeuveieiiiiieiiienieeieeteeit ettt sttt 14
4.2. Temel bilesen analizi (PCA) .....ccoviieiiieeiiieeeeeeeeeeee e 15
4.3. Kalibrasyon yonteminin validasyonu..........c..cccceeeererrieneenenneneeneeienecneenne 17
4.4, Kismi en kiigiik kareler yontemi (PLS).........ccccooviiiiiiieniieeeeeeees 19
4.5. Temel Bilesen Regresyonu Yontemi (PCR) ......cocoeviiiiiiiiniiiinicniiicnicee 19
4.6. Kalibrasyon yonteminin validasyonu...........cccueeevuveeiiiieeniieeniieeniie e 23
4.7. PLS yontemi i¢in ANOVA tESt...ccueeruiriiriiiiiiieniieieeeeeeseee e 27
4.8. PCR yontemi 1¢Iin ANOVA €St c..veveuiieeiiieeiieeeieeeeiie et esvee e 28
4.9. PLS ve PCR yonteminde istatistiksel analiz..........ccccoceevieniiiinicncnnincnene 29

5. SONUC VE ONERILER .........cocooooiiiiieiieeeeeteeeee et 31
6. KAYNAKLAR ..ottt s 32
OZGECMIS .ot 36



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

HELICOBACTER PYLORININ (HP) ERADIKASYONUNDA KULLANILAN
KLARITROMISIN, AMOKSISILIN VE LANSOPRAZOL ETKEN
MADDELERININ ES ZAMANLI SPEKTROFOTOMETRIK OLARAK
TAYINI

Kazim BAGRIACIK

Siileyman Demirel Universitesi
Fen BilimleriEnstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damisman: Yrd. Dog. Dr. Giizide ERTOKUS

Kronik aktif gastrit ve peptik iilser hastaliginda patogenetik rolii olan Helicobacter
Pylorinin (HP) yok edilmesi i¢in kullanilan klaritromisin, amoksisilin ve lansoprazol
etken maddelerinin es zamanli spektrofotometrik olarak tayini i¢in yeni bir istatistik
yontem gelistirmektir. Bu yeni istatistik yontem verilen kemometrik olarak
degerlendirilmesiyle olusturulacaktir. Helicobacter Pylorinin (HP) nin tek ilagla
tayini miimkiin olmadigindan {iglii ya da dortlii ilag kombinasyonlar1 kullanilarak

tedavisi saglanmaktadir.

Kemometri, klasik yontemlerle kiyaslanarak olusturulacak yeni istatistik yontemim
ile Helicobacter Pylorinin (HP) tedavisi ve ayni zamanda ila¢ sanayinde
gelistirilecek olan yeni ila¢ kombinasyonlarinin olusumuna onciiliikk edecek, ilag
sanayine kemometrinin getirecegi stiinliikkleri kazandirmak bu ¢alismadaki

amacimizdir

Anahtar Kelimeler: Helicobacter Pylori, klaritromisin, amoksisilin, lansoprazol,

spektrofotometri

2017, 36 sayfa
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

DESIGNATION OF ACTIVE INGREDIENTS OF CLARITHROMYCIN,
AMOXICILLIN AND LANSOPRAZOLE THAT ARE USED FOR THE
ERADICATION OF HELICOBACTER PYLORI (HP) BY SIMULTANEOUS
AND SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION

Kazim BAGRIACIK

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

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Giizide ERTOKUS

In this thesis study, the quantitative determination of calibrations, basic component
analysis (PCA), basic componenet regression method (PCR) and partial least squares
method (PLS), clarithromycin, amoxicillin and lansoprazole drug were
simultaneously applied simultaneously. The data for these methods were obtained

from UV Spestrophotometric measurements.

In the experimental step, the synthetic mixture was first examined. After testing the
suitability of the method with analytical parameters and tests, the drug sample was

examined.

Keywords: Helicobacter Pylori (HP), clarithromycin, amoxicillin, lansoprazole,

spectrophotometry

2017, 36 pages
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ANOVA Varyans analizi

GK Geri kazanim

HP Helicabacter Pylori

KEKK  Kismi en kiiciik kareler yontemi
PCA Temel bilesen analizi

PCR Temel bilesen resgresyon yontemi

PLS Kismi en kii¢iik kareler yontemi
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1. GIRIS

1.1. Amoksisilin

Molekiil Formulii: C19H19N3O5

Molekiil Agirligt: 365.404 g/mol

Amoksisilin  [D-(-)-a-amino-p-hidroksibenzilpeni-silin] genis spektrumlu, mide

asitine ve penisilinaza dayanikli, yari-sentetik penisilin tiirevidir.

Amoksisilin baz, sodyum ve trihidrat seklinde bulunur.(Do T, 2010)
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Sekil 1.1. Amoksisilin maddesinin 3D boyutlu yapist

1.2. Lansoprazol

Molekul Formulu C16H14F3N3OZS

Molekiil Agirligi: 369.362 g/mol

Lansoprazol, gastrik asit sekresyonunu sipesifik olarak inhibe eden antiiilser bir

ilagtir.

Lansoprazol, parietal hiicrelerde, proton pompasi gorevi géren H'/K” ATP az'1 inhibe

ederek gastrik asit olusumunu son asamasinda engeller.



Lansoprazol, hem bazal hem de stimiile edilmis asit sekresyonunu inhibe eder. (B.B.

Ceyhan, 1997)
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Sekil 1.2. Lansoprazol maddesinin 3D boyutlu yapisi
1.3. Klaritromisin
Molekil Formilii: C3gHgoNO13
Molekiil Agirligi: 747.964 g/mol

Klaritromisin bir semi-sentetik makrolid antibiyotiktir.

Klaritromisin, bakterilere kars1 etkisini, duyarli bakterilerde protein sentezine engel

olarak gosterir.(Amini, 2004)

Klaritromisin, C6’da hidroksil grubuna bir metil grubu eklenmesiyle eritromisinden

elde edilir. Bu metoksi grup mide asidine kars1 direnci saglar. (Ozaras, 2002).



Sekil 1.3. Klaritromisin maddesinin 3D boyutlu yapisi

1.4. Kemometri

Glinlimiizde bilgisayar, yazilim, istatistik ve uygulamali matematik alanlarindaki
zenginlesmeler, kimya alaninda, 6zellikle de analitik kimya da karmasik sistemlerin
¢Oziimii i¢cin kemometri ad1 verilen yeni bir yontemin dogusuna neden olmustur. Bu
zenginlesmeler, analitik kimya ve smir ortaklifi olan dallardaki arastirmacilara,
analitik sorunlarin ¢dziimiinde yeni imkanlar saglayan ¢ok boyutlu ve ¢ok degiskenli
parametrelerin kullanildig1 kemometrik yontemlerle yeni uygulama alanlarinin ortaya
cikmasini saglamigtir. Kemometri, istatistik ve matematik ile beraber bilgisayar
kullanarak kimyasal bulgularin islenmesini i¢ine alan bir kimya disiplinidir.
Kemometri, kimyasal analizlerde, kimyasal bulgulardan gercek bilginin ayirimim
veya gizli bilgilerin ortaya ¢ikarilmasina imkén saglayan giiclii bir yontemdir.

Kemometrinin ana uygulama alanlarindan biri analitik kimyadir. (Ding, 2007)

1.5. Kismi en kiiciik kareler yontemi (PLS)

Kismi en kii¢iik kareler regresyonu, kismi en kiiciik kareler analizi (PLS) ve coklu
dogrusal regresyon analizinden olusan ¢ok degiskenli istatistiksel bir yontemdir.
Kismi en kiiciik kareler prosediirii ile ¢cok sayida olan ve aralarinda ¢oklu dogrusal
baglanti barindiran acgiklayict degiskenler, bagimli ve aciklayict degiskendeki
degisimi biiyiik ol¢iide acia ¢ikaran daha az sayida ve aralarinda c¢oklu dogrusal

baglanti problemi olmayan yeni degisken seviyelerine getirilmektedir. Ulasilan



bilesenlere c¢oklu dogrusal regresyon analizi uygulanarak regresyon Ornegi

olusturulmaktadir. (Bulut, 2009)

1.6. Temel bilesen regresyonu yontemi (PCR)

Kemometrik kalibrasyon, yontemlerden bir tanesi olan temel bilesen regresyon
yontemi, konsantrasyon grubu i¢in dlgiilen absorbans bulgularinin dekomposizyonu
ile birbirlerine dik (ortogonal) dogrular elde edilmesi gergekligine dayanir. Bu elde
edilen dogrular olusturulacak kalibrasyonun koordinat sistemidir. PCR algoritmasi
martens ve Naes (1984) araciligiyla agiklanmaktadir. Coziimlenecek maddenin
konsantrasyon ve absorbans verilerinin varyans-kovaryansit bulunur. Varyans-
kovaryans sagilma matriksinin 6z vektorleri ve 6z degerleri hesaplanir. Segilen 6z

degere karsilik gelen 6z vektor kalibrasyonun lineer bilesenidir. (Ding, 2007)

1.7. Varyans Analizi (ANOVA)

Bagimsiz parametrede ¢ok sayida grup varsa ANOVA kullanilir. ANOVA bagimsiz
parametrelerin kendi iglerinde nasil etkilesim olusturduklarin1 ve bu etkilesimlerin
bagimli parametre iizerindeki tesirlerini analiz etmek icin kullanilir. ANOVA ii¢ ya
da daha fazla ortalamanin esit olup olmadigini test eder. ANOVA F istatistigini verir.
F, bulgulardaki sistematik varyans miktarin1 sistematik olmayan varyansla
karsilastirir. ANOVA, deneysel uyarinin basarili olup olmadigini séyler ama hangi

gruplarin etkilendigi yoniinde bilgi veremez. (Tonta, 2008)



2. KAYNAK OZETLERI

Horoz vd., 2004, yapmis olduklari ¢alismada Helicobacter Pylori (HP), diinyadaki en
yaygin enfeksiyoz etkendir. Aralarinda gastrik adenokanserin de bulundugu bir¢ok
mide patolojisinin 6nemli bir sebebi oldugu gibi, son donemde yapilan arastirmalar
sonucunda ¢esitli hematolojik, norolojik ve kardiyovaskiiler hastaliklarla da
iligskilendirilmistir. Son zamanlarda Helicobacter Pylorinin tedavisinde antibiyotik-
proton pomba inhibitoriinli kombinasyonlarinin U¢lii veya dortlii hali daha ¢ok
kullanilmaktadir. En uygun tedavinin se¢ilmesi son derece oOnemlidir. Ciinkii
Helicobacter Pylori (HP) enfeksiyonu kronik aktik gastrit, peptik iilser ve gastrik
kanser hastaliklariyla iligkilendirildiginden 1994° de (Tavakoli vd., 2007)
Helicobacter Pylori World Health Organisation tarafindan 1. siif kanserojen etken

olarak tanimlanmustir.

Do T ve Vu D 2010 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada amoksisilinin ve kloksasilin aktif
maddelerinin kapsiillerdeki tayinini ters faz HPLC ve UV spektrofotometresi
yardimiyla gerceklestirmislerdir. UV spektrofotometrisinde ¢oziicii olarak su
kullanmiglardir ve her iki yontemde de tekrarlanabilen, dogru sonuclar elde
etmiglerdir. Bu yontemde klasik spektrofotometrik yontem kullanilmistir. Bizim
gelistirecegimiz yeni istatistik yontemde kemometrinin de klasik yonteme

eklenmesiyle sonuglar daha gilivenilir bir aralikta elde edilmistir.

Amoksisilin {izerine yapilan bir baska calismada Hernandez ve ekibi 1999 yilinda
hayvan plazma orneklerinde kapiler elektroforez yontemini kullanmiglardir. Su-
metanol ¢ozeltisi ile yiirlitme saglamiglardir. Bu ¢alismada HPLC yontemine

alternatif olusturmuslardir.

Pasamontes ve Callao 2004 yilinda sirali enjeksiyon analizi (SIA) ile diot-array
spektrofotometrik  dedektor kullanarak  amoksisilinin  ilaglardaki analizini
gerceklestirmisler ve sonuglart  ¢oklu egim ¢oziimi ile (MCR-ALS)
degerlendirmislerdir. U¢ ayr1 ilag numunesinde yapilan amoksilin tayini igin
gelistirilen yontem diger klasik yontemlere gore daha hizli elde etmislerdir.

Sonuglarin dogruluk dereceleri yiiksektir.



Li ve ekibi 2006 yilinda fare plazmasinda amoksisilin ve ranitidin aktik maddelerinin
es zamanli tayinini 230 nm ultraviyole dedektor kullanilarak HPLC yontemi ile
gerceklestirmislerdir. Her ikisininde standart kalibrasyon grafiklerinde lineerlik
degeri son derece iyidir. Gelistirilen HPLC-UV  metodu ile tayin
gerceklestirilebilmistir. 210 nm UV dedektorle izokratik sivi kromatografi metodu ile
amoksisilin sodyum ve sulbaktam sodyumun yeni bir kombine formiilii

tanimlanmustir.

Bu ¢alisma Wang ve ekibi tarafindan 2004 yilinda Kromatografik ayirmada Hypersil
C18 column, mobil faz olarak methanol ve 0.01 mol/L sodyum asetat kullanilmistir.

Elde edilen linerlik, dogruluk ve tahmin kabul edilebilir 6l¢tidedir.

Amoksisilin ve klavulanik asitin insan plazmasindaki HPLC ile tayini Hoizey ve
calisma arkadaslar tarafindan 2002 yilinda 220 nm de UV dedektor kullanilarak
basit ve dogru bir sekilde gerceklestirilmigtir. C18 kolon ve mobil faz olarak

asetonitril-fosfat ¢ozeltisi-tetrametil amonyum kloriir ¢ozeltisi kullanilmistir.

2005 yilinda yapilan bir bagka ¢aligmada Liu ve ekibi izokratik iyon degisim yiiksek
performans sivi kromatografi metodu ile ilag kombinasyonlarindaki flukloksasilin ve

amoksisilinin tayinini gerceklestirmislerdir.

2010 yilinda Hasanpour ve ekibi en kiiciik kareler vektor analizi (LS-SVR) ile
amoksisilin ve klavulanik asitin es zamanli kemiliiminesans tayinini (CL)
gerceklestirmigleridir. Gelistirilen metot yanlizca basit ve ucuz olmakla kalmayip

ayni zamanda bilesenler i¢in yiiksek duyarliliga sahiptir.

2007 yilinda Tavakoli ve g¢alisma arkadaslari 254 nm de amoksisilin ve
metronidazoliin es zamanli tayini i¢in yiiksek performans sivi kromatografisi ile bir
yontem gelistirmiglerdir. Bu yontemde C18 kolon kullanmislardir. Dogrusallik,

dogruluk ve tahmin diizeyleri analitik metot i¢in basarilidir.

Konari ve Jacob 2014 yilinda ilag dozlarinda flokloksasin ve amoksisilinin es
zamanl tayinini kararlilik gosteren LC-analitik metodunu gelistirerek yapmislardir.

Geri kazanim degerleri %99.9 ile %99.7 oraninda bulunmustur.



Amoksisilinle yapilan caligmalar incelendiginde yeni gelistirilecek yontemle
kemometrinin dogru bir deneysel tasarim {izerinden gidilerek deneme-yanilma

metoduyla kaybedilen zaman ve ig kaybinin 6niine gegmek amaglarimiz arasindadir.

Miura ve ekibi, 2004 yilinda yaptiklar1 ¢alismada lansoprazole enantiyomerlerini ve
onlarin metabolitlerini, 5-hidroksilansoprazol enantiyomerleri ve lansoprazol siilfonu
insan plazmasinda yiiksek performans sivi kromatografisi ile tayin etmisledir. Hizli
ve basit kati faz ekstraksiyon metodu ve segici yiiksek performans sivi

kromatografisi metodu uygulanmaistir.

Bu konuya iligkin diger bir calisma da Song ve ekibi tarafindan gerceklestirilmistir.
Burada yontem olarak LC-MS/MS yontemi kullanilmistir. Bu ¢alisma farmokinetik
calismalara bir uygulama o©rnegi de olusturur. Wu ve ekibi 2008 yilinda
lansoprazoliin aktif maddesini insan plazmasinda LC/MS/MS metodu ile nicel tayini
gerceklestirmislerdir. Bu yontemde i¢ standart bikalutamit maddesini kullanarak

alternatif bir yontem gelistirmislerdir.

Li ve ekibi 2007 yilinda fare plazmasinda klaritromisin ila¢ aktif maddesini 6n kolon
tirevlendirme yontemi ile 275 nm de gelistirdikleri HPLC-UV metodu ile valide
etmislerdir. Bu calismada klaritromisin plazma &rneginden ektrakte edilmistir. I¢

standart olarak eritromisin kullanilmis ve trimetilbromosilan ile tiirevlendirilmistir.

Amini ve Ahmadiani 2005 yilinda hizli segici ve duyarli yiiksek performans
kromatografi metodu gelistirmislerdir. Bu metotta spektofotometrik dedektor
kullanilarak insan plazmasindaki klaritromisin tayini, dedeksiyon 205 nm de

gelistirilmistir.

Cazorla-Reyes ve ¢alisma arkadaslar1 2014 yilinda yaptiklar1 ¢alismada ultra yiiksek
performans sivi kromatografi-kiitle spektroskopisi yontemlerini art arda seri
kullanarak  biyolojik  Orneklerdeki antibiyotiklerin es zamanli tayinini
gerceklestirmislerdir. Bu calismada kullanilan antibiyotiklerden biri amoksisilindir.
Bu yontemle daha dnce kullanilan yontemlere gore ekonomik ve basit bir yontem

gelistirmek amaglanmistir.



Mrutyunjayarao ve ekibi 2012 yilinda terbinafin hidrokloriir aktif maddesinin saf
durumda ve tabletlerde tayinini ii¢ farkli spektrometrik metotla gerceklestirmiglerdir.
Birinci ve ikinci metot oksidasyona dayanir, {i¢iincli metot ise 2,3 dikloro 5,6-disino

1,4 benzokinon ile renklendirerek 450 nm de uygulanmustir.

Klaritromisinin omeprazol ve tinidazol igeren c¢oklu karisimlardaki bir diger
spektrofotometrik tayini Lofty ve Hagazy tarafindan 2012 yilinda uygulanmistir. Bu
calismada manipulasyon oran spektrum yontemi kullanilarak ti¢ farkli yontem

tizerinden kiyaslama ile tayin gergeklestirilmistir.

Agafonova ve ekibi klaritromisin ve metronidazoliin termodinamik erime
parametrelerini Once tek tek sonrada karisim halinde iken Differensiyel Tarama
Kolorimetrik (DSC) calismasiyle tayin etmislerdir. Deneysel ve hesaplama yontemi

kullanmislardir.

Elkhoudary ve c¢alisma arkadaslari 2014 yilinda klaritromisin, norfloksasin,
doksisilin, tinidazol ve omeprazoliin ilag dozlarindaki HPLC tayinlerini deneysel
tasarim kullanarak gerceklestirmislerdir. Burada maddelerin dayaniklilik testleri de
incelenmistir. Deney sonuglarinda lineerlik incelendiginde korelasyon katsayisi

0.9999 degerindedir. Segicilik ve dogruluk degerleri de tatmin edicidir.

2012 yilinda yapilan Darwish ve ekibinin yaptig1 bir ¢aligmada omeprazol, tinidazol,
doksisilin ve klaritromisinin 6n kolon tlirevlendirilmesi ile ters faz kromatografisinde
277 nm de 1-500 pg/mL araliginda degisen oranlarda tayini gerceklestirilmistir. Bu
calismada ilk olarak klaritromisinin izole edilmesi ve infrared ve kiitle spektroskopisi
ile tiirevlendirilerek tayini yapilmistir. Klaritromsinin bazi makrolit antibiyotiklerle
birlikte spektrofotometrik ve kondiiktometrik tayini rose bengal kullanilarak 558nm,
557nm ve 560 nm de yapilmistir. Spektrofotometrik metotta esas Beer’s yasasidir.
Calisilan ilaclardaki korelasyon katsayisi 0.9999 diir. Bu ¢alismada onerilen metot

calisilan bilesikleri iceren diger ilag numunelerine de 6rnek olusturacaktir.

2011 yilinda at plazmasi, epital kaplama sivisi ve bronko-alveolar hiicrelerinde
klaritromisin ve rifampisin ve onun ana hiicrelerinin LC-MS/MS tayini Oswald ve

ekibi tarafondan es zamanli olarak yapilmistir. 1999 yilinda roksitrimisinin insan



plasmasinda yiliksek performans sivi kromatografisinde 220 nm dalga boyunda
heksan:izoamilalkol (98:2, v/v) ile s1vi-siv1 ekstraksiyonuna dayandirilarak Macek ve
arkadaslar1 tarafindan bir yontem gelistirilmistir. Bu ¢alismada klaritromisin i¢
standart olarak kullanilmistir. Sonuglar farmokinatik c¢alismalarda kullanilabilir

bigimdedir.

Spektrofotometrik yontemin kullanildigr baska bir ¢calisma 2014 yilinda Merey ve
ekibi tarafindan yapilmistir. Bu calismada amplodipin besilat ve olmesartan

medoksomil ve hidroklorotiazidin tiirev spektroskopisi ile tayini yapilmistir.

2007 yilinda Bosch ve grubunun yaptigi bir ¢alismada omeprazol aktif maddesinin
giintimiizde kullanildig1 tayin yontemleri yeniden derlenmistir. Omeprazol tayininde
kullanilan yontemler olarak spektrofotometre (tlirev yontemi kullanilmistir),
elektrokimyasal metotlar, HPLC, siv1 kromatografi-kiitle spaktrometresi, siiperkritik

aliskan kromatografi ve ince tabaka kromatografiye deginilmistir.

Lotfy ve caligma arkadaslarii 2015 yilinda ilag karisimlarina tiirev yontemi
uygulayarak {istiiste ¢akisan spektrumlarda lidokain hidroklorid (LH), flukortolon
pivalet (FCP), klorokuinaldol (CQ) tayinini On aywrma yapmadan
gergeklestirmislerdir.

Ahmed ve Atia 2015 yilinda Helikobakter pylorinin {i¢lii tedavisinde kullanilan
kombinasyonlar1 insan plazmasinda UV dedektor kullanarak ters faz kromatografisi
ile tayin etmislerdir. Burada tayini yapilan maddeler: omeprazol (OME), tinidazol
(TNZ), klaritromisin (CLA)dir. Bes giin boyunca HP tedavisi uygulanan 232
hastanin kan serumlarindaki rantidin, amoksisilin ve klaritromisin ve metronidazol
oranlar1 incelenmistir. Bu calisma 2000 yilinda Ammon ve ekibi tarafindan yapilmis

ve lineer korelasyon degerleri tatmin edici bulunmustur.

Perreira ve Parise (1993), 1s1 pompalarinda kullanilan pistonlu kompresorlerde
kapasite kontrolii iizerine bir arastirma yapmuslardir. Inceledikleri sistem, agik tip
birpistonlu kompresor, su sogutmali kondanser, su sogutmali evaporatér ve
genlesmevalfinden olusmaktadir. Evaporatdriin sabit asir1 kizdirma sicakliginda ve

sabitbasingta calistigi kabul edilmistir. Yaptiklar1 simiilasyonda, degisken hiz ile



degisken hacim degerleri i¢in kompresor verileri kullanilmistir. Diger parametreler
icin matematiksel model olusturulmustur. Bes farkli sistem parametresinin
karsilastirilabilmesi i¢in 1sitma performans katsayisi ve kompresor basma sicakligi
degerleri tespit edilmistir. Model sonuglarina gore kapasite kontrolii i¢in en iyi
sonuclar1 degisken hiz ve degisken hacim kontrol mekanizmalar1 vermistir. Degisken
hizli kapasite kontroliinde, sogutucu akigkan debisi arttikga voliimetrik verim
diismiis, gii¢ tiikketimiile basma sicaklig1 artmistir. Diger bir sonuca gore, kondanser

suyu ¢ikis sicakligikompresor hiziyla beraber artmistir.

Rasmussen vd. (1997), ev tipi buzdolaplarinda kullanilan kompresorlerde
degiskenhizli siiriicii teknolojisi kullanarak enerji tiiketiminin azaltilmasina
yonelikincelemeler yapmislardir. Calismalarinda, {i¢ fazli indiiksiyon motorlu
kompresdriizerinde darbe genislik modiilasyonlu frekans degistiricisi kullanmislardir.
Kompresor performansinin belirlenmesi i¢in diizenek {iizerinde motor torkunu
Olcenbir cihaz ile gii¢ analizorli kullanarak kompresor motorunun 1500 d/d ile 5000

d/darasindaki ¢alisma karakteristiklerini 6l¢miislerdir.

Rasmussen ve Ritchie (1997), yapmis olduklar1 arastirma projesinin ikinci sathasinda
yine ev tipi bir buzdolabinda kullanilan kompresorde degisken hizli siiriicii
kullanarak enerji tiikketiminin azaltilmasini incelemislerdir. Digerinden farkli olarak
bu ¢aligmada kompresorii li¢ fazli siirtlinmesiz DC motor ile tahrik etmisler ve motor
frekans1 i¢in darbe genislikmodiilasyonlu frekans degistiricisi kullanmislardir.
Kompresor motorunun 1500 d/dile 5000 d/d arasindaki caligma karakteristiklerini
Olcmiisler ve motor veriminin safttorkundan dogrudan etkilendigini fakat hiz ile ¢ok
az bir degisim gosterdigini tespitetmislerdir. Sistemin enerji tiiketimi sonuglarina

gore % 40’lik bir enerji tasarrufu saglanmaistir.

10



3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

Bu calismada, UV/VIS spektrofotometrisi yontemi ile ii¢ bilesenli bir ilag
maddesindeki bilesenlerin nicel olarak tayini yapilmistir. Elde edilen veriler, PCA,
PCR ve PLS gibi kemometrik yontemlerle degerlendirilmistir. Kemometrik program
olarak elimizde lisansit bulunan Minitab 17 (S.P.A.C Damigmalik) Panorama
programlar1 kullanilmistir. Once tek tek sonra farkli oranlarda hazirlanan sentetik

karisimlarin spektrumlari alinmastir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

3.2.1. UV-Goriiniir spektrofotometre Cihazi

UV- Vis spektrumlari, bilgisayar tarafindan kontrol edilen 1 cm uzunlugundaki hiicre
ile donatilan UV 1700 PHARMASPEC SHIMADZU spektrofotometresi kullanilarak
not edilen spektrum degerleri ¢ozeltilerdeki ila¢ maddelerinin miktarini belirlemek

icin kemometrik metoda uygulandi.

3.3. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Deneylerde analitik saflikta olan kimyasallar kullanilmistir. Calismada kullanilan

kimyasallar Cizelge 3.1 ‘de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasallar ve formiilleri

BILESIGIN ADI BILESIGIN FORMULU

Klaritromisin

Amoksisilin

Lansoprazol

3.3.1. Kullanilan Cozeltiler

Calismada spektrofotometrik dlgiimler igin:

Biitiin ilag maddelerinin 25 mg / 250 mL olacak sekilde stok ¢ozeltileri hazirlandi.

Stok Klaritromisin Cozeltisi

Klaritromisin maddesinden 0,025 gr tartilarak lizerine 0,1 M HCI eklenerek 250 mL’

ye tamamlandi.

Stok Amoksisilin Cozeltisi

Amoksisilin maddesinden 0,025 gr tartilarak tlizerine 0,1 M HCI eklenerek 250 mL’

ye tamamlandi.
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Stok Lansoprazol Cozeltisi

Lansoprazol maddesinden 0,025 gr tartilarak {izerine 0,1 M HCI eklenerek 250 mL’

ye tamamlandi.

3.4. Yontem

3.4.1. UV/VIS Spektroskopisi Yontemi

Bu calismada, spektrofotometrik olgiimlerle ilag maddelerinin stok c¢ozeltilerinin
spektrumlart okunmustur. Bu islem i¢in 6nce tek tek sonra farkli oranlarda
hazirlanan sentetik karisimlarin spektrumlart alinmistir. Elde edilen veriler, farkli
kemometrik yontemlerle degerlendirilmistir. Ik basamakta, UV spektrofotometre
cihazinin kalibrasyonu (sifirlama islemi) yapildi. Kalibrasyon islemi 6nce her iki
hiicre bos birakilarak havaya karsit yapildi. Sonra aym islem bu kez her iki 151k
yoluna 0,1 M stok HCI ile hazirlanan kér numunesi konularak yapildi. Biitiin
okumalarda hep kor bu sekilde hazirlanmigtir. Kor olarak sadece 0,1 M HCI
kullanilmasmin nedeni bu calismada genel olarak ¢oziiciimiiz 0,1 M HCI oldugu
icindir. Kor se¢imi yapilirken girisim etkilerini yok etmek icin, kor olarak ¢oziicii
tercih edilir. Ikinci basamakta, saf ilag maddelerinin tek tek spektrumlar1 alindi. Bu
islem esnasinda stok ilag maddelerinden derisimleri 1-10 mL arasinda olacak sekilde
1,5-20,5 mL 0,1 M HCI stoklardan alinarak 25 mL’ye tamamlanarak ¢ozeltileri
hazirlandi ve UV spektroskopisinde absorbans okumalari yapildi. Ugiincii
basamakta, her bir madde ayr1 bir dalga boyunda maksimum verdiginden saf ilag¢
maddelerinden olusturulan sentetik karigimlarin UV spektroskopisinde absorbans
okumalar1 yapildi ve birbiri yaninda herhangi bir 6n ayirma islemine gerek
olmaksizin ila¢g maddeleri incelendi. Tablet numunesi hazirlanirken paket i¢indeki
tabletler agat havanda ezildi ve 1 gram numune tartilarak 0,1 M HCI de ¢6ziildii ve
magnetik 1siticida karistirildi. 25 ml ye 0,1 M HCI ila tamamlandi. Absorbansi

okundu.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. UV Spektroskopisi

Once her bir ila¢ maddesinin saf halde 0,025 gr/250 mL 0,1 M HCI asitte standart

¢Ozeltileri hazirlanmistir. Daha sonra 1-10 mL arasinda saf maddeler stoklardan

alinarak toplam hacim 25 mL’ye tamamlanmistir. Bu iglem sonrasi absorbanslar

Olciilerek kaydedilmistir. Her bir ilag maddesinin derigimleri ppm olarak hesaplamis

olup absorbanslardan yararlanilarak molar absorpsiyon katsayilari1 belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Renk Maddelerinin Spektroskopik Ozellikleri

RENK MADDESI | MAK. ABS. YAPTIGI KALIiBRASYON KORELASYON
DALGABOYU DENKLEMIi KATSAYISI
Klaritromisin 272,5 nm y=0,0011x - 0,0119 0,999
Amoksisilin 229,5 nm y =0,0218x - 0,0086 0,9992
Lansoprazol 278,5 nm y=0,033x - 0,0514 0,9977
0,118 . . e
Klaritromisin
0,098
2 0,078
©
2
2 0,058
2
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Dalga Boyu,nm

Sekil 4.1. Klaritromisin Maddesinin Absorpsiyon Spektrumu
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Sekil 4.2. Amoksisilin Maddesinin Absorpsiyon Spektrumu
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Sekil 4.3. Lansoprazol Maddesinin Absorpsiyon Spektrumu

4.2. Temel bilesen analizi (PCA)

Sentetik ¢ozeltilerde hesap yaparken programin kendi i¢inde ilk yaptigi islem temel
bilesen analizi yapmaktir. Temel bilesen analizi uygulanmasinin amaclari, bir orijinal
degiskeni temsil eden n sayida orijinal aksi (dogruyu) yeni akslar haline
dontistiirmektir. Bu donilisiim isleminde yeni akslar, verilerin maksimum varyans

yonelimleri boyunca uzanir ve yeni akslarin 6zelligi, ortogonal olmalaridir ve bu
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yeni degiskenler arasinda korelasyon yoktur. Numune verilerinin varyansinin ¢ogunu
aciklamak i¢in ihtiyag¢ olan yeni degiskenlerin sayis1 (p), n sayidaki orijinal akslardan
daha azdir. Temel bilesen analizi, cok degiskenli verilerin boyutunu indirgemek veya
verileri azaltmak i¢in bir yontem olarak kabul edilir. Ayn1 zamanda degiskenlerin

dogrusal bilesenlerini ortaya ¢ikarir.

CLA, LSP ve AML degerleri icin PLS ylikleme grafigi

TLA
10

0,8

=]
(=4

fkinci Bilesen
=
F=

0,2

LsP
L AML

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
Birinci Bilegen

Sekil 4.4. Degiskenlerin dogrusal bilesenleri

Sekil 4.4’e bakildiginda programa yiikledigimiz verilerden birinci temel aks ve ikinci
temel aks iizerinden dogrusal bilesenler bulunmustur. Islemlerin dogrulugu
Olciisiinde dogrusal bilesenler elde edilmistir. Bu grafik varyans-kovaryans
matrisinin elemanlarmin orijinin merkezine olan biiytik aks birinci temel bileseni (C1)
ve bu ikinci temel bilesen (C2) kesismektedir. Bir kare matris igin, varyans-
kovaryans matrisinin elemanlar1 koordinat sisteminin orijini boyunca uzanir. Biiyiik
aksm egimi, birinci temel bilesen ile birlestirilmis 6zvektor (eigenvector)diir. Bu
“ozvektore” karsilik gelen “0zdeger” (eigenvalue) Sekil 4.4. deki biiyiik aksin
uzunlugudur. Sekil 4.5. da 6zdegerlerin grafigi goriilmektedir. Ozdegerlerin simetrik
bir veri matrisinden ¢ikarilmasi kismi en kiiciik kareler yontemi ve temel bilesen
analizi icin dnemlidir. Ozdegerler ve 6zvektdrler elde edildikten sonra yapilacak

islem diger kemometrik hesaplamalara gegistir. Temel bilesen analizi ile elde edilen
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temel bilesenler yardimiyla olusturulan korelasyon matrisi diger kemometrik

regresyonlara 151k tutmaktadir.

25

Ozdeger

2 4 & 8 n 12 ) B 18 20 22 24 26
Bilesen Sayisi

Sekil 4.5. Kemometrik verilerden elde edilen 6zdegerlerin grafigi

Sekil 4.5’de belirgin bir sekilde goriildiigii gibi 6zdegerler 2. degerden 3. degere
dogru diismiistiir. Ilk iki faktdr, toplam varyansin % 99’undan daha fazla

giivenilirdir.
4.3. Kalibrasyon yonteminin validasyonu

Temel Bilesen Analizi i¢in 4-40 ppm dogrusal c¢alisma araliginda klaritromisin,
amoksisilin ve lansoprazol iceren c¢ozeltilerin standart serisi stok g¢ozeltilerinden
yararlanilarak hazirlanmistir. Ilag maddelerini igeren 25 adet yapay karisim
cozeltilerinden ibaret olan bir konsantrasyon seti hazirlanmigtir. Once saf maddelerle
caligilarak her bir bilesenin hangi aralikta spektrum verdigi belirlenmistir. Olgiimler
200-800 nm arasinda yapilmistir. Daha sonra aralik konsantrasyon seti icin ve
kullanilacak olan istatistik programi dogrultusunda dalga boyu araligi 200 nm- 350
nm olarak daraltilmistir. Konsantrasyon seti hazirlanirken saf halde alinan

spektrumlarin absorbanslariyla iligkili degerlendirme yapilmistir.
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Cizelge 4.2. Klaritromisin, Amoksisilin ve Lansoprazol karigimlarin1 igeren

konsantrasyon seti

Konsantrasyon (ppm)

NO Klaritromisin Amoksisilin Lansoprazol
1 6 8 4
2 6 16 12
3 6 24 20
4 6 32 28
5 6 40 36
6 12 8 4
7 12 16 12
8 12 24 20
9 12 32 28
10 12 40 36
11 18 8 4
12 18 16 12
13 18 24 20
14 18 32 28
15 18 40 36
16 24 8 4
17 24 16 12
18 24 24 20
19 24 32 28

20 24 40 36
21 30 8 4

22 30 16 12
23 30 24 20
24 30 32 28
25 30 40 36

Sentetik Karisimlar:

Sentetik karisimlar klaritromisin, amoksisilin ve lansoprazolden olusur.

Absorbans

Sentetik Karisim

4,5
4
3,5
3
2,5
2
1,5
1
0,5
0
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Sekil 4.6. Sentetik karisimin absorpsiyon spektrumu.
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4.4. Kismi en kiiciik kareler yontemi (PLS)

Kismi en kiiclik kareler yonteminde Cizelge 4.2 gore hazirlanan kalibrasyon seti
kullanilmistir.  Olgiimler 200-800 nm arasinda yapilmistir. Daha sonra aralik
kalibrasyon seti i¢in ve kullanilacak olan istatistik programi dogrultusunda dalga
boyu araligi 200 nm- 350 nm olarak daraltilmistir. Kullanilan istatistik program ile
kalibrasyon setinin absorbans ve derisim degerlerinin varyans-kovaryans matriksleri
hesaplanmistir. Derisimler arasindaki matematiksel iliskiye dayali PLS kalibrasyonu
kurulmustur. Klaritromisin, Amoksisilin ve Lansoprazol igeren karigimlarin yukarida
belirtilen dalga boylarindaki absorbans degerleri okunarak PLS kalibrasyonunda bu

ilag maddelerinin miktar tayinleri gerceklestirilmistir.

4.5. Temel Bilesen Regresyonu Yontemi (PCR)

PCR yontemi kalibrasyon seti i¢in 6lgiilen absorbans matrisinin pargalanmasiyla elde
edilen temel bilesen regresyonuna dayali bir yontemdir. PCR kalibrasyon igin
hazirlanan kalibrasyon setinin 200 nm - 350 nm dalga boyu araliginda AA= 0,1 nm
araliklarla absorbans degerleri okundu. PCR algoritmasina gore kalibrasyon setinin
absorbans ve konsantrasyon degerlerinin varyans-kovaryans matriksleri hesaplandi.
Kalibrasyon seti i¢in absorbanslarin varyans-kovaryans matriksinin dekompozisyon
islemine tabi tutulmasindan sonra konsantrasyonlar arasindaki matematiksel iliskiye
dayali PCR kalibrasyonu kuruldu. Ilagc maddelerini igeren karisgimlarin yukarida
belirtilen dalga boylarindaki absorbans degerleri okunarak PCR kalibrasyonunda bu
etken maddelerin miktar tayinleri gerceklestirildi. PCR kalibrasyonu i¢in Minitab 17
programinda ilk olarak PCA degerleri hesaplanarak asagidaki degerler hesaplandi.

Korelasyon Matrisinin Ozdegerleri

Ozdeger| 25,236] 0,610] 0,103] 0,027] 0,019] 0,003] 0,001] 0,000] 0,000] 0,000] 0,000
Oran 0,971 0,023] 0,004| 0,001] 0,001] 0,000 0,000] 0,000 0,000] 0,000] 0,000
Toplam | 0,971] 0,994] 0,998] 0,999] 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000/ 1,000 1,000
Ozdeger]| 0,000] 0,000] 0,000] 0,000] 0,000 0,000 0,000] 0,000] 0,000] 0,000] 0,000
Oran 0,000/ 0,000| 0,000] 0,000 0,000] 0,000 0,000] 0,000] 0,000/ 0,000] 0,000
Toplam | 1,000] 1,000] 1,000] 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Ozdeger 0,000 0,000 0,000 ~0,000
Oran 0,000 0,000 0,000 -0,000
Toplam 1,000 1,000 1,000 1,000
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Degisken| PCl1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC8 PC9 | PCIO

200 0,146] -0,846] 0,503] 0,089 0,019] 0,029 0,001] 0,000[ -0,007] -0,000
205 0,179] -0,463| -0,747| -0,421| -0,084] -0,105] -0,008] -0,014| -0,005| -0,003
210 0,195| -0,106] -0,399| 0,812 0,326] 0,128] -0,034| 0,001] -0,079] -0,012
215 0,198 0,048 0,018 0,205 -0,675] -0,238] -0,289| 0,042] -0,524| -0,031
220 0,198 0,019 -0,034] 0,213] -0,475] -0,040] 0,048 0,006/ 0,599 0,257
225 0,199] 0,037] 0,003 0,085 -0,204] -0,050] 0,260, 0,005 0,300{ -0,086
230 0,199] 0,048 0,027 0,010 -0,050] -0,073] 0,368 -0,008 -0,125| -0,733
235 0,199] 0,052| 0,033 -0,021] 0,017] -0,055] 0,421] -0,095] 0,037 0,037
240 0,199] 0,055 0,036/ -0,029| 0,034] -0,043] 0,330/ -0,169] -0,133] 0,083
245 0,199] 0,053] 0,037] -0,037| 0,047 -0,031] 0,251 -0,291] -0,137| 0,325
250 0,199] 0,053] 0,038 -0,041] 0,055 -0,029] 0,068 -0,340[ -0,155| 0,106
255 0,199] 0,054 0,041] -0,045| 0,064 -0,024] -0,080, -0,357] -0,029| 0,100
260 0,199] 0,055 0,045 -0,045| 0,080 -0,046] -0,229| -0,308] 0,141] -0,097
265 0,199] 0,056 0,047 -0,042| 0,101] -0,099] -0,260] -0,182] 0,186 -0,143
270 0,199] 0,056 0,049] -0,041| 0,119 -0,143] -0,253] -0,055] 0,160] -0,149
275 0,199] 0,055 0,050 -0,044| 0,132] -0,172| -0,242| 0,064 0,138 -0,003
280 0,199] 0,054 0,048 0,047/ 0,144 0,188 0,160, 0,111 0,019 0,187
285 0,199] 0,055 0,048 0,049 0,149 0,177 0,131 0,159 0,024 0,069
290 0,199| 0,055 0,045 0,053] 0,143] 0,156 0,027 0,208 0,093] 0,158
295 0,199] 0,053] 0,040 0,057/ 0,126/ 0,107 0,024 0,244 0,158] 0,139
300 0,199] 0,051] 0,037] 0,063 0,091] 0,045 0,106 0,298 0,098 0,189
305 0,199] 0,048] 0,028 0,045 0,047 0,071 0,074 0,296] 0,076 0,176
310 0,199 0,047/ 0,023] 0,054 0,016/ 0,195 0,028 0,295 0,069 0,022
315 0,199] 0,044 0,013 0,075 0,053] 0,332 0,008 0,225] 0,086 0,065
320 0,199] 0,046/ 0,009 0,088 0,070] 0,456 0,077/ 0,062 0,028 0,197
325 0,199] 0,050] 0,013] 0,116/ 0,068 0,609 0,199 0,199 0,172 0,090
Degisken| PC11 | PC12 | PC13 | PC14 | PC15 | PC16 | PC17 | PC18 | PC19 | PC20

200 0,000 0,002 0,002 0,001 0,0000 0,001 0,001 0,000 0,001 0,000
205 -0,001] 0,003] 0,002] 0,001 0,004 0,002] 0,005 0,000f 0,002 0,000
210 -0,011] 0,000 0,020, 0,009 0,001 0,008 0,011 0,000f 0,008 0,010
215 -0,092| 0,007 0,123] 0,032] 0,014 0,049 0,027] 0,004 0,029 0,023
220 0,214| 0,074 0,087 0,143] 0,135 0,081 0,007 0,054 0,174 0,011
225 -0,093] 0,334 0,229 0,177] 0,201 0,343] 0,051] 0,080 0,347 0,113
230 0,208 0,070 0,163] 0,009 0,032] 0,109] 0,061 0,062] 0,144 0,105
235 0,046/ 0,177] 0,711 0,090, 0,129] 0,105 0,133] 0,142 0,223] 0,051
240 0,085 0,179] 0,114] 0,243] 0,336] 0,496] 0,246 0,158 0,335 0,143
245 -0,162| 0,026/ 0,072] 0,187 0,231] 0,015/ 0,067 0,507 0,063] 0,231
250 -0,110{ 0,236] 0,198 0,086 0,178 0,286 0,086 0,098 0,160/ 0,183
255 -0,180] 0,126/ 0,010, 0,284] 0,302] 0,137 0,109 0,417 0,160/ 0,127
260 -0,178) 0,029 0,070, 0,174 0,077 0,178 0,200[ 0,013] 0,139] 0,049
265 0,062] 0,166 0,142] 0,153] 0,154] 0,085 0,173] 0,271] 0,104 0,015
270 -0,013] 0,191} 0422] 0,076/ 0,045 0,189 0,021 0,170 0,408 0,374
275 0,117/ 0,081 0,201 0,312 0,4420] 0,187 0,042 0,261] 0,006 0,513
280 0,108 0,073] 0,130/ 0,155 0,384 0,166] 0,057/ 0,083 0,177 0,114
285 -0,029] 0,398 0,140, 0,150 0,295 0,308 0,107 0,126] 0,185 0,047
290 0,174 0,254 0,136] 0,209] 0,143] 0,055 0,021] 0,255 0,108 0,169
295 0,167 0,094 0,022| 0,148 0,057 0,063] 0,321 0,108 0,170 0,321
300 0,043] 0,014 0,045 0,077 0,269 0,287 0,461| 0,414] 0,260] 0,340
305 -0,143]  0,336] 0,066] 0,239 0,276] 0,294] 0,168 0,128] 0,398 0,264
310 -0,414| 0,233] 0,084, 0,296 0,058 0,259] 0,469 0,034, 0,217 0,293
315 0,109] 0,325 0,115 0,344 0,053] 0,158 0,390, 0,204] 0,155 0,077
320 -0,445| 0,375 0,086 0,464 0,108 0,020, 0,211 0,015 0,025 0,120
325 0,538 0,139 0,037] 0,050 0,037] 0,065 0,204 0,002 0,099 0,079
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Degisken PC21 PC22 PC23 PC24 PC25 PC26

200 0,001 0,000 0,001 0,001 0,000 0,001
205 0,003 0,004 0,001 0,003 0,001 0,004
210 -0,001 0,004 0,007 0,009 0,007 0,009
215 0,009 0,058 0,033 0,044 0,041 0,078
220 -0,001 0,180 0,027 0,138 0,186 0,188
225 -0,011 0,255 0,079 0,171 0,338 0,153
230 -0,117 0,149 0,004 0,123 0,285 0,038
235 0,055 0,197 0,177 0,038 0,134 0,078
240 0,275 0,045 0,055 0,104 0,104 0,003
245 -0,169 0,018 0,198 0,242 0,281 0,186
250 0,080 0,082 0,358 0,067 0,263 0,526
255 0,073 0,420 0,259 0,252 0,136 0,082
260 -0,400 0,071 0,173 0,513 0,192 0,326
265 0,010 0,102 0,517 0,367 0,103 0,366
270 0,160 0,035 0,215 0,069 0,334 0,141
275 -0,027 0,121 0,129 0,080 0,279 0,068
280 0,284 0,193 0,504 0,212 0,301 0,171
285 -0,101 0,376 0,174 0,052 0,375 0,281
290 0,421 0,426 0,172 0,192 0,032 0,344
295 -0,595 0,291 0,018 0,060 0,188 0,172
300 -0,108 0,090 0,021 0,112 0,181 0,001
305 0,067 0,270 0,164 0,084 0,100 0,259
310 0,124 0,028 0,081 0,201 0,016 0,123
315 -0,144 0,114 0,019 0,465 0,151 0,052
320 0,062 0,192 0,100 0,001 0,021 0,061
325 0,051 0,212 0,064 0,151 0,043 0,005

Bu g¢izelge ilk {i¢ esas bilesenin absorbandaki degismenin %99,99 kadarinin sorumlu

oldugunu gostermektedir. Bu nedenle regresyon islemi bu ii¢ bilesen esas alinarak

yapilabilir. Ancak yapilan ¢aligmamizda diger bilesenleride isin icine katarak bir

regresyon esitligi tiiretilmis ve tgretilen regresyon esitlikleri asagida verilmistir.

Cera=6,00+0,0 Al 1,197 +24,0 A2 1,300 + 6,0 A3 1,311 + 18,0 A4 1,492 + 12,0 A5_1,984

+ 12,00 A6_4,000

Cant = 8,00 + 0,0 Al 1,197 + 0,0 A2 1,300 + 0,0 A3 1,311+ 0,0 A4 1,492 + 0,0 A5 1,984

+20,00 A6_4,000

Crsp=4,00+0,0 A1 1,197 + 0,0 A2 1,300 +0,0 A3 1,311 +0,0 A4 1,49 +0,0 A5 1,984

+20,00 A6_4,000
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Lansoprazol icin Artik Degerlerin Grafigi
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Sekil 4.7. Lansoprazol igin Artik Degerlerin Grafigi.

Amoksisilin Icin Artik Degerlerin Grafigi

Mormal Olasiik Grafigi Fit Degerler
] . , .
L 50
& L & .
a =
- 50 T 0t =
5 < s *
> w
[ ] -10 -
150 -10 0 0 0 0 15 0 5 El]
Artiklar Fit Edilen Dederler
Histogram Dizi Degerlerinin Grafigi
48 10
g 36 =
= .
3 24 g °
w = -5
12
-10
W= - 0 & 17 2 4 6 B 10 12 14 16 1B 20 22 23

Artiklar Yorumlanan dizi dederleri

Sekil 4.8. Amoksisilin Igin Artik Degerlerin Grafigi
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Klaritromisin Icin Artik Degerlerin Grafigi
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Sekil 4.9. Klaritromisin i¢in Artik Degerlerin Grafigi.

4.6. Kalibrasyon yonteminin validasyonu

PLS ve PCR yontemini valide etmek amaciyla li¢ ayr1 ilag maddesinden farkl
derisimlerde 25 adet yapay karisim ¢dzeltisinden ibaret olan bir set hazirlanmistir.
Hazirlanan bu validasyon seti kullanilarak kurulan PLS ve PCR kalibrasyonlarinin
kesinlik ve dogrulugu test edilmistir. Geri kazanim (GK) degerleri ve bagil standart
sapma degerleri hesaplanmistir. PLS ve PCR kalibrasyon yonteminin sentetik

karisimlara uygulanmast ile elde edilen sonuglar gdsterilmistir.
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Cizelge 4.3. Sentetik olarak hazirlanan karisimindaki ilag maddelerinin PLS
kalibrasyonu ile hesaplanan sonuglari

No Klaritromisin Amoksisilin Lansoprazol
Konulan| Bulunan | % Geri |Konulan| Bulunan | % Geri |[Konulan| Bulunan % Geri
(ppm) | (ppm) | Kazanim | (ppm) | (ppm) | Kazanim | (ppm) (ppm) Kazanim
1 6 5,99 199,83333 8 8,11 101,375 4 3,88 97
2 6 5,89  198,16667 16 16,19 [101,1875 12 12,28 102,3333
3 6 5,91 198,5 24 23,56 [98,16667 20 19,86 99,3
4 6 6,04 [100,6667 32 31,14 (97,3125 28 28,17 100,6071
5 6 5,99 199,83333 40 39,71 199,275 36 36,12 100,3333
6 12 11,78 198,16667 8 8,31 103,875 4 4,04 101
7 12 11,65 197,08333 16 16,46 102,875 12 12,32 102,6667
8 12 12,27 102,25 24 24,14 [100,5833 20 19,63 98,15
9 12 11,63 196,91667 32 32,39 [101,2188 28 28,13 100,4643
10 12 11,99 199,91667 40 40,13 {100,325 36 36,04 100,1111
11 18 18,46 |102,5556 8 7,64 95,5 4 3,85 96,25
12 18 18,42 1102,3333 16 16 100 12 11,89 99,08333
13 18 18,17 1100,9444 24 24,22 [100,9167 20 20,07 100,35
14 18 18,32 |101,7778 32 31,83 [99,46875 28 27,81 99,32143
15 18 18,40 1102,2222 40 40,27 (100,675 36 35,43 98,41667
16| 24 24,02 100,0833 8 8,18 102,25 4 4,09 102,25
17| 24 24,02 [100,0833 16 16,2 101,25 12 12,02 100,1667
18| 24 24,74 (103,0833 24 2427 (101,125 20 20,08 100,4
19| 24 24,75 103,125 32 32,21 [100,6563 28 28,99 103,5357
20| 24 23,82 199,25 40 40,42 101,05 36 35,7 99,16667
21 30 30,33 |[101,1 8 7,93 199,125 4 3,88 97
22| 30 30,43 [101,4333 16 16,82 (105,125 12 12,07 100,5833
23 30 29,98 199,93333 24 24,12 [100,5 20 20,15 100,75
24| 30 29,82 1994 32 32,11 {100,3438 28 28,03 100,1071
25 30 28,74 95,8 40 40,01 {100,025 36 36,01 100,0278
Ortalama|100,18 Ortalama (100,57 Ortalama (99,97
SS 1,98 SS 1,94 SS 1,75
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Sekil 4.10. PLS kalibrasyon basamaginda Klaritromisin i¢in ger¢cek ve tahmin edilen
derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglari.
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Sekil 4.11. PLS kalibrasyon basamaginda Amoksisilin i¢in gercek ve tahmin edilen
derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglari.

Lansoprazol v = 1,0006x
R*=0,55954
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Sekil 4.12. PLS kalibrasyon basamaginda Lansoprazol i¢in ger¢ek ve tahmin edilen
derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglari.
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Cizelge 4.4. Sentetik olarak hazirlanan karisimindaki ila¢ maddelerinin PCR
kalibrasyonu ile hesaplanan sonuglari

No Klaritromisin Amoksisilin Lansoprazol
Konulan| Bulunan | % Geri |Konulan| Bulunan | % Geri |[Konulan| Bulunan % Geri
(ppm) | (ppm) | Kazanim | (ppm) | (ppm) | Kazanim | (ppm) (ppm) Kazanim
1 6 5,86 97,66667 8 8,01 100,125 4 4,01 100,25
2 6 5,78 96,33333 16 ]15,95 99,6875 12 |11,96 99,66667
3 6 5,81 96,83333 24 |24,01 100,0417 20 |20,01 100,05
4 6 6,04 100,6667 32 31,86 99,5625 28 127,89 99,60714
5 6 6,02 100,3333 40 139,52 98,8 36 (36,01 100,0278
6 12 11,77 98,08333 8 8,02 100,25 4 3,96 99
7 12 ]1L,6 96,66667 16 115,96 99,75 12 11,96 99,66667
8 12 [11,75 97,91667 24 123,95 99,79167 20  [19,98 99,9
9 12 11,63 96,91667 32 132,01 100,0313 28 27,96 99,85714
10 12 11,96 99,66667 40 139,96 99,9 36 [35,94 99,83333
11 18 [17,78 98,77778 8 7,96 99,5 4 4,01 100,25
12 18 [17,85 99,16667 16 ]15,95 99,6875 12 11,96 99,66667
13 18 [17,76 98,66667 24 |24,01 100,0417 20 |19,95 99,75
14 18 [18,23 101,2778 32 31,98 99,9375 28 27,96 99,85714
15 18 |18,42 102,3333 40 139,98 99,95 36 [35,96 99,88889
16| 24 (24,01 100,0417 8 7,85 98,125 4 3,95 98,75
17 24 23,96 99,83333 16 115,96 99,75 12 |11,95 99,58333
18| 24 (23,86 99,41667 24 24,01 100,0417 20 19,96 99,8
19| 24 (23,95 99,79167 32 132,21 100,6563 28 27,96 99,85714
200 24 [24,02 100,0833 40 139,95 99,875 36 [35,96 99,88889
21 30  [29,69 98,96667 8 7,94 99,25 4 3,96 99
221 30 [29,75 99,16667 16 15,96 99,75 12 |11,96 99,66667
23| 30 [29,85 99,5 24 123,95 99,79167 20 19,95 99,75
241 30 (30,01 100,0333 32 31,95 99,84375 28 |27,89 99,60714
251 30 (30,02 100,0667 40 139,94 99,85 36 [35,94 99,83333
Ortalama (99,13 Ortalama (99,76 Ortalama (99,72
SS 1,48 SS 0,48 SS 0,35
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Sekil 4.13. PCR kalibrasyon basamaginda Klaritromisin i¢in ger¢ek ve tahmin edilen
derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglari.
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Sekil 4.14. PCR kalibrasyon basamaginda Amoksisilin i¢in ger¢ek ve tahmin edilen
derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglari.
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Sekil 4.15. PCR kalibrasyon basamaginda Lansoprazol i¢in gergek ve tahmin edilen
derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglart.

4.7. PLS yontemi icin ANOVA testi

PLS kalibrasyon yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek amaciyla elde
edilen sonuclara ANOVA testi uygulanmistir. Gruplar arast serbestlik derecesi=1,
grup ici serbestlik derecesi=48 % 95 giiven araliginda F-tablo degeri 4,04 olmasina
karsilik klaritromisin i¢in hesaplanan F-test degeri 0,000646 ve p-degeri 0,98,
amoksisilin i¢in hesaplanan F-test degeri 0,000845 ve p-degeri 0,98, lansoprazol i¢in
hesaplanan F-test degeri 4,38E-05 ve p-degeri 0,99 olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.5. Klaritromisin Maddesinin PLS yo6nteminde elde edilen sonuglarla
hesaplanan ANOVA sonuglari

ANOVA
Varyans Kaynagi SS df MS F P-degeri | F olciitii
Gruplar Arasinda|0,048672 |1 0,048672 10,000646 |0,98 4,042652
Gruplar Icinde  [3615,922 (48 75,33171

Toplam 3615,971 |49

Cizelge 4.6. Amoksisilin Maddesinin PLS yonteminde elde edilen sonuclarla
hesaplanan ANOV A sonuglari

ANOVA

Varyans Kaynagi SS df MS F P-degeri | F olciitii

Gruplar Arasinda| 0,112338 1 0,112338 | 0,000845 0,98 4,042652

Gruplar I¢inde | 6382,687 48 132,9726

Toplam 6382,799 49

Cizelge 4.7. Lansoprazol Maddesinin PLS yo6nteminde elde edilen sonuglarla
hesaplanan ANOV A sonuglari

ANOVA

Varyans Kaynagt SS df MS F P-degeri | F ol¢iitii
Gruplar Arasinda |0,005832 |1 0,005832 |4,38E-05 [0,994749 |4,042652
Gruplar I¢inde 6396,652 |48 133,2636

Toplam 6396,658 |49

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

olduguna karar verilmistir.

4.8. PCR yontemi icin ANOVA testi

PLS kalibrasyon yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek amaciyla elde
edilen sonuclara ANOVA testi uygulanmistir. Gruplar aras1 serbestlik derecesi=1,
grup ici serbestlik derecesi=48 % 95 giiven araliginda F-tablo degeri 4,04 olmasina
karsilik klaritromisin i¢in hesaplanan F-test degeri 0,001826 ve p-degeri 0,966,
amoksisilin i¢in hesaplanan F-test degeri 0,000199 ve p-degeri 0,99, lansoprazol i¢in

hesaplanan F-test degeri 0,00015 ve p-degeri 0,99 olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.8. Klaritromisin Maddesinin PCR yonteminde elde edilen sonuglarla
hesaplanan ANOVA sonuglari

ANOVA

Varyans Kaynagi SS df MS F P-degeri | F olciitii
Gruplar Arasinda |0,137288 |1 0,137288 [0,001826 |0,966095 |4,042652
Gruplar Icinde  {3609,329 |48 75,19435

Toplam 3609,466 |49

Cizelge 4.9. Amoksisilin Maddesinin PCR yonteminde elde edilen sonuglarla
hesaplanan ANOV A sonuglari

ANOVA

Varyans Kaynagi SS df MS F P-degeri | F ol¢iitii
Gruplar Arasinda  [0,02645 |1 0,02645 0,000199 |0,988812 |4,042652
Gruplar I¢inde 6390,216 |48 133,1295
Toplam 6390,242 |49

Cizelge 4.10. Lansoprazol Maddesinin PCR yonteminde elde edilen sonugclarla
hesaplanan ANOV A sonuglari

Varyans Kaynagi SS df MS e P-degeri | F 6l¢iitii
Gruplar Arasinda (0,02 1 0,02 0,00015 10,990275 4,042652
Gruplar Iginde 6395,381 |48 133,2371
Toplam 6395,401 |49

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

olduguna karar verilmistir.

4.9. PLS ve PCR yonteminde istatistiksel analiz

Kalibrasyonun Standart hatasi

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

tahmin edilen derisim arasindaki iliskiye dayali olarak hesaplanmistir.

Z (Ceklenen _ Cibulunan)Z
SEC =+

n—1

PRESS — Z( Cviadded _ Cfound)Z

i
i=1

Cizelge 4.11. PLS ve PCR yontemleri ile hesaplanan istatistiksel parametreler

Parametre Metot Klaritromisin Amoksisilin Lansoprazol
SEP PLS 0,110 0,090 0,060
PCR 0,06 0,023 0,014
PRESS PLS 0,230 0,120 0,075
PCR 0,045 0,014 0,0025

Cizelge 4.12. Tlag numunesindeki sonuglar

No PLS PCR
Klaritromisin | Amoksisilin | Lansoprazol | Klaritromisin | Amoksisilin | Lansoprazol
gram gram gram gram gram gram
1 0,450 0,872 0,027 0,442 0,986 0,028
2 0,300 0,942 0,031 0,456 0,889 0,023
3 0,486 0,932 0,023 0,372 0,923 0,025
0,47 0,85 0,026 0,455 0,912 0,019
0,39 0,903 0,029 0,458 0,92 0,021
Ortalama 0,4192 0,8998 0,0272 0,4366 0,926 0,0232
Standart
Sapma 0,075916 0,03899 0,003033 0,036658 0,03609 0,003493
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5. SONUC VE ONERILER

Uc farkli ilagtan hazirlanan (Helipak Tedavi Paketi) numunedeki ilag aktif
maddelerini analiz etmeye yonelik c¢alismada Ultra-Viyole Goriiniir Alan

Spektroskopisi, kemometri yontemi ile birlikte kullanilmistir.

Klaritromisin, Amoksisilin ve Lansoprazol ilag¢ maddelerinin UV spektrumlari
alinarak, calisma yapilabilecek saflikta oldugu belirlenmis ve analiz ¢aligmalar
gerceklestirilmistir  Klaritromisin, Amoksisilin ve Lansoprazol icin, UV
gelistirilerek, yontem istatistiksel olarak desteklenmistir. Yontemin standart
egrilerinin regresyon analizi yapilarak sonuglar istatistik hesaplanmistir. Olusturulan
egrilerin bir dogru olup olmadigini anlamak, bulunan dogrusallik siirinin uygun
olup olmadiginmi belirlemek i¢in dogrusalliktan ayrilisin 6nem testi yapilmistir. Fy <

Fr oldugundan, dogrusalliktan sapmanin énemsiz oldugu bulunmustur.

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

model uygulanmistir.

Yontemimizde Klaritromisin, Amoksisilin ve Lansoprazol icin % geri kazanim
degerleri ortalama olarak gerek sentetik karigim i¢in bulunmustur. Her bir yontem
icinde geri kazanimlar yliksek degerlerde bulunmustur. Kullanilan ydntemlerin
tekrarlanabilir sonuglar vermesi, yiiksek duyarlilik ve dogrulugun yani sira hizl
olusu ve ilag karigimlarinin analizi i¢in Onerilecek yontem olmalarini saglamaktadir.
Gelistirilen yontemler, tekrarlanabilir, duyarli ve dogru sonug veren yontemler olup
Klaritromisin, Amoksisilin ve Lansoprazol iceren farkli ilag numunelerinin

analizinde Onerilebilir.
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