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Yiiksek Lisans Tezi

BAZI ANTIBIYOTIK ILAC NUMUNELERININ PCR VE PLS ILE HPLC
VE/VEYA SPEKTROFOTOMETRIK TAYINLERI

Ayse Mine SARIDAG

Siilleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ahmet Hakan AKTAS

Bu tez calismamizda; kemometrik kalibrasyon yontemlerinden temel bilesen
analiz yontemi (PCA), temel bilesen regresyon ydntemi (PCR) ve kismi en
kiigik kareler yéntemi (PLS), ilag numunesinde bulunan amoksisilin (AMX),
lansoprazol (LNZ) ve Kklaritromisin (CTM) etken maddelerinin ayni anda
miktar tayinlerinde higbir ayirma islemi uygulanmaksizin basar ile
uygulanmistir. Yuksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile yapilan
calisma sonucu elde edilen veriler kemometrik olarak degerlendirilmistir.

Kemometrik yontemlerin validasyonunda; AMX, LNZ ve CTM icin sirasiyla 10-
50 ppm, 5-25 ppm ve 120-600 ppm derisim araliklarinda her bilesen icin 20
adet yapay karisim seti hazirlanmistir. Optimize edilmis HPLC metodu ile elde
edilen veriler 6 farkli dalga boyunda DAD dedekt6r yardimiyla yapilmistir (205
nm, 210 nm, 215 nm, 220 nm, 225 nm ve 230 nm). Kullanilan istatistik
program ile kalibrasyon setinin pik alan oranlari (etken madde /i¢ standart)
ve derisim degerlerinin varyans-kovaryans matriksleri hesaplanmistir. AMX,
LNZ ve CTM karigimlarinin analizi sonucunda elde edilen verilere PCR ve PLS
yontemleri uygulanarak, % geri kazanim sonuglari ile buna karsilik gelen
bagil standart sapma degerleri hesaplanmistir. % geri kazanim sonuglari PCR
yontemine gbére AMX, LNZ, CTM icin sirasiyla %99,99; %100,05; ve %100,0;
PLS yonteminde %99,99; %99,96 ve %99,94 olarak bulunmustur. Bagil
standart sapma sonuglari AMX, LNZ, CTM igin sirasiyla PCR ydntemine gore
0,0004; 0,02; ve 0,0002; PLS ydnteminde 2,93; 2,39 ve 1,96 olarak
bulunmustur.

Elde edilen veriler dogrultusunda PCA, PCR ve PLS yodntemleri; ilag
numunesindeki AMX, LNZ ve CTM 'nin es zamanli miktar tayinlerine
uygulanmistir. Bu calismada kullanilan kemometrik ydtemler ok bilegenli
ticari ilag numunesinin kantitatif tayini ve ¢ozinurllk testleri icin etkili bir
yontem oldugu gozlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Amoksisilin, Klaritromisin, Lansoprazol, HPLC, PCR, PLS
2017, 83 sayfa



ABSTRACT

M.Sc. Thesis

HPLC AND/OR SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION OF SOME
ANTIBIOTICS DRUG SAMPLES WITH PCR AND PLS

Ayse Mine SARIDAG

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

Supervisor: Prof. Dr. Ahmet Hakan AKTAS

In this thesis, three different chemometric calibration methods including
principle component analysis (PCA), principal component regression (PCR)
and partial least square (PLS) were successfully appllied to the simultaneous
determination of amoxicillin, lansoprazole, and clarithromycin in drug sample
without using any separation step. The results obtained by High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) were evaluated chemometrically.

In the validation of chemometric methods; 20 artificial mixture sets were
prepared for each component at 10-50 ppm for AMX, 5-25 ppm for LNZ and
120-600 ppm for CTM. The data obtained by optimized HPLC method were
measured by DAD detector with 6 different wavelengths (205 nm, 210 nm,
215 nm, 220 nm, 225 nm ve 230 nm). The variance-couvarsian matrix of the
peak area ratios (active ingredient/ internal standard) and concentration
values in the calibration set were calculated by using the statistical program.
% Recovery results and relative standard deviation values were calculated by
applying PCR and PLS methods to the obtained data in the analysis result.
The % recovery results for AMX, LNZ and CTM were found to be 99.99%,
100.05% and 100.0% in PCR method and 99.99%, 99.96% and 99.94% in
PLS method, respectively. The relative standard deviation results for AMX,
LNZ and CTM were found to be 0.0004, 0.02, ve 0.0002 in PCR method and
2.93, 2.39 ve 1.96 in PLS method, respectively.

PCA, PCR and PLS methods in the direction of the obtained data were
applied on the simultaneous analysis results of AMX, LNZ and CTM in the
drug sample. Both of the twochemometric methods in this study can be
satisfactorily used for the quantitative analysis and for dissolutions tests of
multicomponent commercial drug.

Keywords: Lansoprazole, Clarithromycin, Amoxicillin, HPLC, PCR, PLS
2017, 83 pages
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1. GIRIS

Ilag, tipta kullanilan ve biyolojik etkinligi olan saf kimyasal madde veya ona
esdeder bitkisel veya hayvansal kaynakli, standart miktarda etken madde
iceren bir kansimdir. Bir baska deyisle ilag, hastaliklarin teshisi, tedavisi,
cerrahi girisimlerin kolaylastirimasi ve bazi fizyolojik olaylarin degistiriimesi
amaciyla kullanilan; dogal, yan sentetik veya sentetik kimyasal maddelerdir.
Ilaclar tastyici ve etken madde olmak {izere iki kissmdan meydana gelir. Ilacin
ana bileseni olan etken madde, canlida biyolojik ve fizyolojik etki gdsteren
hastaliklarin tani ve tedavisinde kullanilan bir veya birkac kimyasal madde
karnigimindan olusur. Tasiyicl ise etken maddenin hasta tarafindan kolay
alinabilmesi veya iyi doze edilebilmesi igin katilan fizyolojik etkisi olmayan
glikoz, parafin, gliserin gibi kimyasal maddelerdir. Etken maddeler yeterli
dozda alindiginda insan sagligina faydal olurken, az alinmasi durumunda
fayda saglamaz, asir alindiginda veya yanhs kullanildigi durumlarda ise insan
sagligina oldukca tehlikeli boyutlarda zarar vermektedir. Bu sebeple ilaglarin
dretiminden, kullanimina ve vicuttan atihmina kadar olan tim noktalarda

miktar analizleri 6nemlidir.

Ilac piyasasindaki kombine preparatlarin artisina paralel olarak farmasotik
ticari Urinlerin kalite kontrol ve rutin analizleride zorlasmaktadir. Ilag
endustrisindeki analitik caligmalarda tek basina, iki veya daha fazla aktif
bilesigi iceren karnigimlarin  kantitatif analizi icin  spektrofotometri,
spektroflorimetri, infrared spektrofotometrisi, voltametri, kromatografi, kitle
spektrometresi, yiksek performansl sivi kromatgrafisi ve bu ydntemlerin

kombine sekilleri kullaniimaktadir.

Analitik kimyada hicbir 6n ayirma islemi yapmaksizin kombine ilag
numunelerinin ayni anda kantitatif analizi son derece 6nemlidir. Analitik
yontemler gelistirmek amaciyla, klasik analitik yontemler ile birlikte degisik
matematiksel algoritmalara dayanan hesaplama teknikleri kombine olarak

uygulanmaktadir. Klasik analitik yontemler ile kemometrik kalibrasyonlarin



karisim analizlerinde basarili sonuglar vermesi nedeniyle kemometrik
yontemler ilag numunelerinin analizinde artan yodunlukta kullaniimaktadir
(Kaya, 2007).

Bu calismada ilac etken maddelerinden Kklaritromisin, amoksisilin ve
lansoprazol'in miktar tayinlerini ylksek preformansli sivi kromotografi
yontemiyle tayin edip elde edilen verileri kemometrik ydntemle
degerlendirmek amaclanmistir. Bu béliimde analizi yapilmis olan lansoprazol,

amoksisilin ve klaritromisin etken maddeler hakkinda bilgi verilmektedir.

1.1. Etken Maddelerin Genel Ozellikleri

1.1.1. Amoksisilin

Kapali formuli CigH19N30sS olan amoksisilinin acik formula sekil 1.1'de
gosterilmistir. Amoksisilinin IUPAC’a goére sistematik adi 7-[2-amino-2-(4-

hidroksifenil)-asetil]  amino-3,3-dimetil-6-okso-2-tia-5-azabisiklo [3.2.0]
heptan-4-karboksilik asit ‘tir.

NHz

HO

Sekil 1.1. Amoksisilin molekdler yapisi

Bir antibiyotik olan amoksisilin penisilin grubuna ait bir amino penisilindir.

L.monocytogenes ve E.faecalis'e karsi penisilin G'den daha etkili olduklari igin
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aminoglikozidlerle kombine olarak tercih edilirler (Onciil, 2002). Listeria
monocyotogenes ve duyarli enterokoklarin tedavisi icin penisilinden daha
etkilidir. Amokisisilin penisiline direncli Streptococcus pneumonia ‘ya karsl
kullanilan tim oral B-laktamlarin en aktifidir. Penisiline duyarli yari sentetik
olan bu ila¢ farmakolojik bakimdan ampisilinin yakin akrabasidir. Ilac oral
yoldan alinmak igin tasarlanmis ve aside dayanikhdir (Brunton ve ark., 2006).
Amoksisilin oral verildiginde ampisiline oranla daha iyi bir biyoyararlanim elde
edilir (Onciil, 2002). Gastrointestinal kanaldan ampisiline gére daha hizli ve
tam emilmesi bu iki madde arasindaki en biylk farkidir. Ayrica ampisilin
besinlerden etkilenirken amoksisilin besinlerden etkilenmez. Amoksisilinin
yarllanma omri 1,7 0,3 saat kadardir. Amoksisilinin oral yoldan
biyoyararlanimi %93 +10, idrarla atilimi %86 +8, plazmada bagli kismi %18,
Tmax 1-2 ve oral yoldan Cpax 5 pm/mL (Brunton ve ark., 2006). Amoksisilin
ise %90 oraninda emilir ve gidalardan etkilenmez. Amoksisililinin 500 mg oral
alimindan 2 saat sonra serum pik konsantrasyonu 4-12 mg/L arasindadir.
Amoksisilinin doku dagilhmi iyidir. Bu nedenle otitis media, pnémoni, siniizit,
brongit, tifo, Uriner sistem enfeksiyonlarinda halen kullanimi &6nerilen
antibiyotiklerdir (Onciil, 2002).

Penisilin grubu antibiyotiklerin en 6nemli yan etkileri alerjik reaksiyonlara
neden olmalandir. Penisilin allerjisi toplumda oldukca yaygindir. Her 100
kisiden 3-10u penisiline karsi allerjikti. Bu duyarliik ¢ogu kez hafif
reaksiyonlarla kendini gosterir. Penisilin heptan yapisinda bir molekil
oldugundan, kullanim sayisi ile anaflaksi riski artis gostermektedir. Bu
nedenle yetiskinlerde gdriilen anaflaksi riski cocuklara oranla daha ytiksektir.
Penisilin molekiilleri arasinda carpraz reaksiyon bulundugundan, allerji
durumlarinda penisilin disinda baska molekil yapisina sahip antibiyotiklerin
kullanimi gerekmektedir (Onciil, 2002).



1.1.2.Klaritromisin Genel Ozellikleri

Kapali formilli CsgHeoNOi13 klaitromisinin  acik formdali, Sekil 1.2 ‘de
gosterilmektedir. Molekll agirhgr 747,96 ve kiyasal adi 6-O-Metileritromisin

olan klaritromisinin molekdl agirigi 747,96 g/mol ‘diir.

He,C\ /CHs

N
HO
O CHs
OCH,
.
o
OH
CH,

Sekil 1.2. Klaritromisinin molekdiler yapisi

Klaritromisin deoksi seker eklenmis 14 Uyeli lakton halkasi bulunduran
makrolit grubu bir antibiyotikdir. Makrolid antibiyotikler bakteri hlicresinde
protein sentezini engeller. Makrolidler mikroorganizmanin tirline, Ureme
dénemine ve yodunluguna bagli olarak bakteriostatik veya bakterisit etkili
olabilirler. Makrolidler bakteri ribozomlarinin 50S alt birimine baglanarak
bakteri hilcresinde protein sentezini engeller. Klaritromisin oral yoldan
alindiginda gok iyi absorbe olur. Kan ve dokularda hem klaritromisin hem de

invivo kosullarda olusan metaboliti 14 hidrosiklaritromisin bulunur. Metaboliti



klaritromisinden daha fazla antibakteriyel etkinlige sahiptir (Brunton ve ark.,
2006).

Karitromisinin 6. pozisyondaki hidroksil grubunun metilasyonu sonucu asit
dengesini ve doku penetrasyonu (doku igine nifuz etmek) gelistirir ve etki
spektrumunu genisletir. Klaritromisin streptokok ve stafilokoklarin duyarli
suslarina karsi eritromisinden daha etkilidir. Klaritrromisin H. influenza ve
N.gonnorhoeae orta derece etkili iken Clamidya tirleri, L.pneumophila,
B.burgdorferi, Mycoplasma pneumoniae ve H.pylori ‘e karsi etkinligi iyidir.
Klaritromisin oral yolla alindiinda ilk emilim konsantrasyonu %50-55
oraninda iken 2 saat sonra doruk konsantrasyonuna ulasir. Doruk
konsantrasyonunda plazmada 2-3 pg/ml oraninda bulunmaktadir (plazmadaki
bagl olan kismi %42-50 oranindadir). A¢ veya tok karnina alinabilir ancak
biyoyararlanimi artirmak icin yemeklerden sonra alinmalidir. Klaritromisinin
biyoyararlanimi  %55+8 ‘dir. Klaritromisin bobrek ve boébrek dis
mekanizmalar ile atiir. Karacigerde aktif 14-hidroksi metaboliti basta olmak
Uzere metabolize olur. Baglica metabolik yollar oksidatif N-demetilasyon ve
14. pozisyonundaki hidroksillenmedir. Klaritromisinin eliminasyon yarilanma
omri 3-7 saat aralifinda degisir ve yiiksek dozlarda bu yarilanma émri daha
uzun siirer. Idrarda degisime ugramadan atilan klaritromisin miktari verilen
doza ve formilasyona bagh olarak %20-40 (genellkle %36) arasinda
degismektedir. Verilen dozun %10-15'lik bir miktarida 14-hidroksiklaritromisin
olarak atihr. Karacier ve bobrek hastalarinda kreatinin klerensi
%30mL/dk’'dan az olmadigi slirece doz ayarlamasina gerek duyulmaz
(Brunton ve ark., 2006).

1.1.3. Lansoprazoliin Genel Ozellikleri

Kapal formili CigH14F3N30,S olan lanzoprazoliin acik formdld, Sekil 1.3 ‘de
gosterilmektedir. IUPAC’a gore sistematik adi [3-metil-4-(2,2,2-trifloroetoksi)-
2-pridinil) metilsilfinil]-1H-benzoimidazol olan lanzoprazoliin molekdl agirhgi
369,363 g/mol ‘dir.
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Sekil 1.3. Lansoprazolin molekdl yapisi

Lansoprazol mide asidi salgilanmasini spesifik olarak inhibe eden bir proton
pompas! inhibitérleri grubundan bir antillser ilagtir. Proto pompasi
inhibitdrleri, aktivasyonu igin asit ortama ihtiyag duyan oOn-ilaglardir.
Sistematik dolagima gectikten sonra 6n-ilac midede difflize olmakta ve asidik
sekresyon yapan kanalikullerin icerisinde birikmektedir. Burada proton ile
katalizlenen bir tetrasiklik stfenilamid olusumu ile aktiflesir ve kanalikliler
icerisinde geri diflize olmayacak sekilde tutar. Bu aktive olmus form H*, K*,
ATPaz ‘da bulunan sisteinlerin siilfidril gruplan ile kovalent bag yaparak
pompa molekullini geri dénlisiimsliz olarak inaktive etmektedir. yarilanma
omri kisa (0,5-2 saat) olmasina ragmen asit sekrekyonu uzun siiremektedir
(24-48 saat). Proton pompasi inhibitorleri asit Gretiminin son basamagini
inhibe ettikleri icin uyarici faktorler ne olursa olsun etklili asit baskilanmasi
yaparlar. Lansoprazolin mide limenindeki asit tarafindan yikilmasini
engellemek igin oral doz formlar iki farkh formulasyonda olusturulmustur: (1)
jelatin kapsuiller icinde enterik kaplamali ilaglar ve (2) slispansiyon icin toz
seklinde enterik kapli graniiller. Proton pompasi inhibitorleri ince bagirsakta
emildikten sonra yiiksek oranda proteinlere baglanmaktadir. Proton pompasi
inhibitdrleri hepatik sitokrom enzimleri tarafindan metabolize edilir. Bundan

dolayr bu yol ile temizlenen diger ilaglarin eliminasyonu ile etkilesebilir.



Lansoprazoliin oral yoldan biyoyararlanimi %81+22, idrar ile atihmi %1'den
daha az, plazmada bagl kisim %97, dagilim hacmi 0,35+0,05 (L/kg),
yarilanma omrld 0,90+0,44 (saat), Tmax 1,3£0,6 (saat) ve Chax 248+140
(ng/mL)" dir.

Proton pompa inhibitorlerinin sik rastlanan yan etkileri bulanti, karin agrisi

konstipasyon, gaz, bas agrisi, dokiintli ve diyaredir (Brunton ve ark., 2006).

1.2. Kromatografik Analiz Yontemleri

Kromatografi, bir karisimda bulunan birbirine fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
bakimindan benzer olan bilesenlerin ayrimini gergeklestiren bu sayede
kalitatif ve kantitatif analizlerinin yapildidi yéntemin genel adidir (Skoog,
1998). Bu yontem ilk kez 1903 yilinda Rus botanikci Mikhail Semyonovich
Tswett tarafindan renkli bitki pigmentlerinin ayriminda kullanilmistir. 1931'de
Kuhn ve Lederer bu teknigi karotenlerin ve ksantofillerin ayrimi igin
kullanmistir (Anonim, 2010g). Martin ve Synger ise 1941 yilinda modern gaz
ve sivi kromatografisinin temellerini atmiglardir. Son derece duyarl ve etkin
bir ayirma ydntemi olan kromotografi ile glinimizde binlerce maddenin
karisimlar analiz edilebilir (White, 1990).

Kromatografik yontemlerde calisma dizeni temel olarak sabit faz ve
hareketli faz (mobil faz) olmak Uzere 2 bilesenden olusur. Kromatografik
ayrimda numune gaz, sivi veya super kritik bir akiskan olan hareketli faz ile
sisteme taginir. Hareketli faz bir kolon icinde yergekimi kuvveti ile veya bancla
kolondaki sabit faz icerisinden gecerilir. Hareketli faz igerisinde yer alan
bilesenler, sabit faza ait dolgu maddesi ile etkilesmesinden dolayi, bir miktar
tutunur. Bu tutulma numunedeki farkl bilesenler icin farkli miktarlarda olur
ve boylece bilesenler farkh hizda ilerledikleri icin sabit fazin sonuna dogru
birbirinden aynlarak kolonu farkli zamanlarda terkederler. Bdylece sabit
fazdan g¢ikan analit derisimler uygun bicimde 6lglimis olur. Sonug olarak

derisime karsi zaman grafigi elde edilir ve bu grafige “kromatogram” adi



verilir  (Anonim 2010h). Karisimda bulunan kimyasallarin kolondan akisi
esnasindaki ayrimi ve hareketli faz hiziyla kolondan gecisi, Sekil 1.4 ‘de

gosterilmektedir.

Karisim Ayrilma Ayrilma bitmistir,
kolona baslar. maddeler dedektére
viiklenir. ayr1 olarak gider.

Sekil 1.4 Kromatografik ayrim

Analitin kolon boyunca hareket etmesi sabit ve hareketli fazin arasindaki
kimyasal ve fiziksel dengedeki tutunmadan kaynaklanir ve bu tutunma
cozinlrlik, elektron cifti alici-vericisi ve iyonik etkilesimlere baghdir
(Hamilton, 1982; Bidlingmeyer, 1992; Adigtizel, 2009).

Kromatografide durgun faz, bir kati veya kati ylzeyine kaplanmis bir sividir
ve hareketli faz ise gaz veya sividir. Kromatografi hareketli fazin sivi veya gaz
olmasina goére sivi kromatografisi ve gaz kromatografisi olarak ikiye ayrilirlar.
Bu ayrim Sekil 1.5 ‘de gosterilmektedir (Anonim, 2010h).

Gaz-awt kromatografia

_ / (Durgun faz awvi)

Gaz kromatografis
T Garkah kromatoorafia
Kromatografi (Durgun faz kat)

S1w kromatografi

#/ / r \\1 \

Adsorpayon Partitisyon  Iyon Dedigrm Jel filtrasyon
kromatografi  kromatograi  kromatografi kromatogral
{s1v1-katt) { s beatt)

Sekil 1.5. Kromatografi teknikleri



Kromatografik yontemler hareketli fazin gaz veya sivi olmasina, sabit fazin
kati yada gaz olmasina, kromatografik ayrimin mekanizmasina ve ayirma

teknigine gore adlandirilirlar (Adamovics, 1997).

e Adsorpsiyon kromatografisi

e Iyon cifti kromatografisi

« Iyon degistirme kromatografisi

e Eleme kromatografisi

e Dagilma kromatografisi (Ters-faz sivi kromatografisi ve Normal faz sivi
kromatografisi)

e Yiksek performansl sivi kromatografisi

1.2.1. Yiiksek basingl sivi kromatografisi (HPLC)

Yaklasik olarak 35 yil Oncesinde, Horvath ve Melander, ters faz sivi
kromatografi yonteminin (HPLC) analitik ayirmalar icin siklikla tercih edildigini
belirtmiglerdir (Horvath ve Melander, 1977). Gunimizde de analitik
ayirmalarin %80-90' inda HPLC yontemi kullanilmaktadir. Pratikte bitlin ters
faz ayirmalari, kimyasal olarak modifiye edilmis hidrofobik ytlizey iceren sabit
fazlarla gerceklesmektedir. Sabit fazla arasindaki ¢ekim kuvveti en az olan
madde sabit faz iginde en hizli yol alirken (kolonda en az kalirken), gekim
kuvveti en ¢ok olan en yavas yol alir. Bu ylzden kolona ayni anda enjekte
edilen maddeler kolonu farkli zamanlarda terk ederler. Bu sirada her
maddenin tanecikleri kendi aralarinda kiimeler meydana getirerek kolondan
asaglya dogru bantlar seklinde yol alirlar ve sabit fazda, ylizey kimyasinda ve
geometrisindeki kiclik degisiklikler tayin edilen bilesikte gerceklesen yiizey
etkilesimlerinde farkliiklar meydana getirir. Bu farkliliklar kromatografik
seciciligi saglar (Kazakevich ve Lobrutto, 2007).

HPLC bdtin analitik ayirma yontemleri arasinda en yaygin kullanilan bir

kromatografi yontemidir. Bunun nedenleri ise:



Duyarlihdi ve dogrulugu yiksek oldugundan miktar tayinlerine kolayca
uyarlanabilir olmasi,

Ucucu olmayan ve sicakta kolayca bozunan maddelerin ayrilmasinda
uygun olmasi,

Sanayinin, bircok bilim dalinin ve halkin birinci derecede ilgilendigi

maddelere genis bir sekilde uygulanabilir olmasidir.

HPLC *nin avantajlari;

Kolon ayiriciligi yiiksektir.

Tekrarlanabiliriligi yliksektir.

Nicel analize uygundur.

Analiz suresi genelde kisadir.

Genis derisim araliklarinda analiz yapilmayi saglayacak kadar esnektir.
Dugsulk sicakliklarda uygulanir.

Madde gerikazanimi kolaydir.

Dedektor segme olanagdi sunar.

HPLC 'nin uygulanabilecedi maddelere 6rnek olarak amino asitler, proteinler,

nukleik asitler, hidrokarbonlar, karbonhidratlar, terpenoidler, pestisitler,

antibiyotikler, steroitler, metal organik tlrevler ve gesitli inorganik bilesikler

gosterebilir (Skoog ve ark., 1998).

HPLC temel kisimlari (Sekil 1.6):

Rezervuar (hareketli fazin pompa tarafindan c¢ekilerek sisteme
yonlendirildigi yer)

Pompa (izokratik ve gradient akis olmak Uzere 2 tir akis
gergeklestirilebilir)

Enjeksiyon birimi (numunenin sisteme yiklendigi alan)

Kolon ( sabit fazin bulundugu ayrimin gerceklestigi birim)

Dedektdr (numunedeki bilesenlerin kolondan cikigini tespit eden birim)
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e Kaydedici (dededktérden gelen sinyaller kromatograma doénustirerek

kaydeden birim)

HPLC de bulunan dedektor tirleri:

UV dedektorler (Sabit dalga boyunda, Degisken dalga boyunda ve
Diod-Array dedektér (DAD))
o Refraktif indeks dedektorler

e Floresans dedektorler

e Elektrokimyasal dedektorler
e Buharlastirici 1sik sacihm dedektorleri
e Kondiktivite dedektdrleri (Meyer, 1999; Skoog ve ark, 1998)

HPLC Kolonu

Kromatogram

— —

- sy

Enjeltdr
Oto Ormekleyia

P — ‘I
Gozaca P -

Numune
Pompa Dedektor

Bilgisayar

Sekil 1.6. HPLC sistemi

Hareketli faz, analitin allkonmasinin kontrolinde ©&nemli rol oynar.
Kromatografik ayrimin basaril bir sekilde gelistirilmesi icin ¢ézlct bilesiminin
degisimi, organik modifiyerin tipi, pH ve tampon konsantrasyonu, kullanilan
degiskenlerdir. Hareketli faz pH' si analitin iyonlasmasini, hidrofobisitesini ve

alikonmasini etkiler. HPLC' de yaygin olarak kullanilan hareketli fazlar su-
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organik ¢ozlici ikili karigimlandir. En yaygin kullanilan organik c¢ozlicller
metanol ve asetonitrildir. Organik ¢éziicliniin derisimi, tayin edilecek bilesigin
alikonmasinda onemli rol oynar. Organik ¢oziici derisimi az olan hareketli
fazla yapilan analizlerde bilesigin alikonma siiresi uzar iken, fazla olmasinda
ise bilesigin alikonma siiresi kisalir. Hareketli faz hazirlanmasinda dikkat
edilmesi gereken kullanilan ¢dzlicllerin birbiriyle karigmasidir. Ayrica hareketli

fazda yuksek derisimde tampon kullanilamaz.

HPLC yonteminde kolon dolgu maddesi cok o©nemlidir. Dolgu maddesi
kiculdikce kolondaki teorik tabaka sayisi artar. HPLC de bazen kolon dolgu
maddesi etkisinin disinda énemli bir bant genislemesi olur. Buna kolon ekstra
bant genislemesi denir. Bant genislemesi genel olarak, enjeksiyondan,
dedektorden ve boru birlestirme kisimlarinda ileri geldigi halde, ekstra bant
genislemesi, sivinin kolon duvarlarina yakin oldugu bdlgelerdeki akis hiziyla,
kolonun orta kisimlarindaki akig hizinin farkli olmasindan ileri gelir. HPLC de
kolon dolgu maddesi ok 6nemlidir. Dolgu maddesi kiguldiikce kolondaki
teorik tabaka sayisi artar (Waters, 2011).

1.2.2. Kromatografinin temel parametreleri

Kromatografik bir sistemde veriler kromatogramlar ile yorumlanir.
Kromatogram; analizi yapilan numunenin her bir bileseni icin belirli
zamanlarda konsantrasyon degerine karsi elde edilen cevabin uygun bir
dedektér ile zamana karsi cizilen pikleri gosteren grafiktir. 1ki bilesenli bir
numuneye ait kromatogram, Sekil 1.7 ’‘de verilmistir. Bir kromatogrami

yorumlamada kullanilan parametreler sunlardir.

e Alikkonma zamani (tgr),
e Kapasite faktora (k),

e Secicilik (a),

o Etkin tabaka sayisi (N),
e Ayirma gucu (Rs),
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e Kolon verimliligi,
e Pik simetri orani (PSO)

Kapasite Faktori (k)

Kromatografide 6rnegin enjeksiyonundan sonra analit pikinin dedektore
gelmesine kadar gecen zamana alkkonma zamani denir ve tg ile tanimlanir.
Kromatografide alikonma zamani yerine kapasite faktdriinden (k) yararlanilir.
Bir kromatografik calismada kapasite faktorinin buyik olusu, bilesenin sabit
fazda iyi tutuldugunu; kiclik olmasi ise bilesenin hareketli faza ilgisinin blyik
olmasindan dolayi tasiyici fazla hizla tasindigini gosterir. HPLC ayirmalarinda
k, mimkin oldugunca 1-10 arasinda olmalidir. k degerlerinin bu aralikta
olmasi, mobil faz ve kolon 6zeliklerinin degistirilmesi ile saglanir. Izokratik bir
calismada bu aralik saglanamadiginda gradient calisma tercih edilir (Skoog

vd. 2011). Kapasite faktorii, asagidaki baginti ile hesaplanir.

k=(tr-t0)/ to (1.1)
to=kolonda tutunmayan tirlin kolonda tutunma stiresi (KBr veya urasil)

tr=kolonda bilesenin tutunma stresi

Secicilik Faktorid (a)

Segicilik sabit faz 6zelligine gore degisiklik gdsterse de kismen hareketli fazin
bilesiminden de etkilenir. Segiciligin matematiksel ifadesi kolonda daha uzun
sire tutunan maddeye ait kapasite faktoriinlin daha kisa sire tutunan
maddeye ait kapasite faktdrline oranlanmasi ile bulunur ve  Esitlik 1.2 ‘de
verilmistir (Skoog, 1998; White, 1990; Hamilton, 1982; Bidlinmeyer, 1992).
Iki pikin birbirinden ayriimasi segicilik faktdrii a, ile gosterilir. (Skoog vd.
2011). a daima 1 den biyik ve 1,15 esit ise iki bilesigin %98 oraninda
birbirinden ayrildigi kabul edilir (Poole ve ark., 1991, Yildiz, 1997; Hamilton,
1982; Bidlinmeyer, 1992; White, 1990).
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a=Kka/k1 =(tra-to)/( tr2-to) (1.2)
ko= daha kuvvetli tutunan tir icin dagilma katsayisi

ki=daha az kuvvetle tutunan tiir icin dagilma kat sayisi

Ayirma Giici (Rs)

Ayiricihk kolon etkinliginin ve ¢06zlicii etkinliginin bir olglsidir. Birbirini
izleyen iki pik arasindaki ayirma glici Rs, icin farkli hesaplama yodntemleri
gelistirilmistir. Bu hesaplamada kapasite faktorli, tabaka sayisi ve secicilik
kullanilmaktadir. Pik ciftinin temel ¢izgide birbirinden ayrilabilmesi icin ayirma
faktortiniin en az 1,5 olmasi istenir. Rs=1,5 oldugu zaman maddeler %95
birbirinden aynlmis kabul edilir. Rs=1 iken, maddeler birbiri icine %4
oraninda girmis durumdadir ve Rs=0,75 ‘de ayrim olmamaktadir (Sekil 1.7).
Ayirma gicli, 1 ve 1' den kiglk oldugunda vyeterli ayirim
gerceklesmemektedir (Poole ve Poole, 1991, Adamovics, 1997; Bidlinmeyer,
1992; White, 1990).

R=0.50 R =1.00 R=1.50

Dedektor cevabi

Sekil 1.7. Pik cifti ayrimi (izerine Rs degerinin etkisi

Ayirma glict asagidaki baginti ile hesaplanir.

Rs= (1/4) VN [(a -1)/ a] [ko/(1+k2)] (1.3)
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N= etkin (teorik) tabaka sayisi (2000’den blylik olmahdir.)
a= segicilik katsayisi

k= alikkonma zamani

Etkin Tabaka sayisit (N)

Bir kromotogramda etkin tabaka sayisi N ile ifade edilir. Etkin tabaka sayisi

asadidaki baginti ile hesaplanir ve kullanilan veriler, Sekil 1.8 ‘de verilmistir.

N= 5,54 (tr/W1/2)? (1.4)

tr

Alan

Sekil 1.8. Kromotagramda etkin tabaka hesaplamada kullanilan veriler
Kolon Verimliligi
Kolon verimliliginin nicel 6lglisii olarak genellikle iki terim kullanilir. Bunlar

tabaka yiksekligi (H) ve tabaka sayisi (N)'dir. Bu iki terim arasindaki

asagidaki baginti kullanilarak kolon verimliligi anlatiimaktadir.
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H=L/N (1.5)

L, kolon dolgusunun uzunlugudur. Kolon verimliligi kolon tipi, sabit faz tipi ve
boyutu, hareketli faz bilesimi ve akisi gibi parametrelere gore
degisebilmektedir.  Bir kolonda, tabaka sayisinin artmasi (N) ve tabaka
yuksekliginin (H) azalmasiyla verimlilik artar (Yilmazer, 2011, White, 1990;
Bidlinmeyer, 1992; Hamilton, 1982).

1.3. Kemometri

Kimyada yada analitik kimyada verilerin islenmesi ve istatistiksel
degerlendirilmesi ile bu verilerin saglandigi deney faktorlerinin arastiriimasi,
optimize edilmesi, zaman tasarrufunun saglanmasi ve kantitatif dlctimler igin
kalibrasyonlarin gergeklestirilmesi igin gerekli olan deneysel tasarimlarin
hazirlanmasi kimyanin belki de en cok hesaplama ve modelleme calismalarina
ihtiyac duydugu alanlardir. Temel kimya ve fizik bilgileri ile birlikte
muhendislik ve hesaplama tekniklerine, matematik ve istatistik konularina
dayanan kimyada verilerin islendigi ve degerlendigi alan kemometri olarak
bilinmektedir (Kitig, 2011).

Kemometri, cesitli yontemlerle elde edilen kimyasal verilere matematiksel
tekniklerin uygulanmasi ile bu verilerden daha fazla yararl bilgilerin
O6zimlenmesi olarak tanimlanmaktadir. Son vyillarda bilgisayarli aygitlarin
gelisimi ile birlikte birgok veri elde edilmis ve gok sayida verinin islenmesi ve
dederlendiriimesi konusunda istatistiksel bilgilere gereksinim duyulmustur.
Gilinlimiizde kemometri yalnizca veri degerlendirme degil, bir veri tasariminda

yol goésterici olarak da kullaniimaktadir.
Kimyasal analizde islenecek verilere temel olusturan sinyaller, 6lglim

cihazindan c¢iktigi sekli ile analog (ham) ve sayisal sinyal olarak ikiye

aynlabilir. Sayisal sinyallerin daha az gulrultli bileseni icermesi, elektriksel
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girisimlere daha az ugramasi ve bilgisayarli sistemlere uyumlu olusu gibi

Gistiinliikleri vardir (Ozdemir, 2011).

Tanimlayicl ve yargilayici istatistik (descriptive and inference statistics), sinyal
isleme (signal processing), deneysel tasarim (experimental design),
modelleme (modeling), kalibrasyon (calibration), optimizasyon (optimization),
yapl tanima (pattern recognition), siniflandirma (classification), yapay akil
yontemleri (Artificial intelligence methotds), resim isleme (image processing),
bilgi ve sistem kurami (information and system theory) gibi kavram ve

uygulamalari kemometrinin konularini olusturmaktadir.

Kemometri disiplininde temel olarak Uzerinde vurgu vyapilan istatistik-
matematik yontemleridir. Rastgele (dlizensiz) veriler, sirasiyla istatistigin
tanimlayici ve aciklayici yontemleriyle test ve karakterize edilirler. Analitik
verilerin islenmesinde, istatistik ve uygulamali matematik kemometrinin temel

araglandir.

Sinyallerin islenmesi, diizlestirme (smoothing), filtreleme (filtering), tiirev ve
integrasyon igin kullanilan algoritmalar vasitasiyla gergeklestirilir. Fourier ve

dalgacik déntisimi gibi yontemler sinyal islemek igin kullanilan yéntemlerdir.

Dogrusal olmayan kompleks sistemlerde kalitatif ve kantitatif analizlerde
yapay zeka yontemleri olarak yapay sinir aglari yontemleri, kemometrik

calismalarda yaygin olarak kullaniimaktadir.

Kemometrik ydntemlerin en buylk kullanicisi analitik kimyacilar olmakla
birlikte, laboratuvar ve analiz c¢aligmasi yapan komsu branglarda da
kullanildigi  yayinlanan kitaplardan ve vyayinlanan bilimsel makalelerden
gbdzlenmektedir. Kemometrinin farkli disiplinler ile iligkileri, Sekil 1.9°da

sunulmaktadir.
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Sekil 1.9. Kemometrinin farkh disiplinler ile iliskisi

Sekil 1.9°da gorildigu gibi kemometrik calismalarda, analitik kimyacilarin ve
diger ilgili disiplinlerin ihtiyaclari olglisiinde uygulamali matematik ve istatistik
bilgisine sahip olmalari gerektigi aciktir. Burada programlama ve
hesaplamanin yeride c¢ok o©nemlidir. Kemometrik uygulamalarin geneli
kompleks hesaplamalar icermektedir. Bu hesaplamalari elle ya da basit hesap
makineleriyle gergeklestirmek mimkin olmadigindan dolayl bilgisayar
programlarina ihtiyag duyulmaktadir. Kemometrik hesaplamalarda genellikle
EXCEL, MATLAB, MINITAB ve diger paket programlar kullanilmaktadir.

Kemometri; analitik kimya, gida kimyasi, ¢evre kimyasi, adli tip, biyoloji ve
arkeoloji gibi alanlarda kullaniimaktadir.  Fizikokimyacilar ve madde
bilimcilerinin, sinyal isleme ve cok degiskenli verilerin analizinde kemometrik
yontemleri uyguladiklarn gértlmektedir. Organik kimyacilar ve farmasoétik
(ilag) kimyacilari, reaksiyon kosullarinin optimizasyonunda, deneysel tasarim
ve ilagc tasariminda, vyapi-etki iliskisi caligmalarinda kemometriyi
kullanmaktadirlar (Ding, 2009).
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1.3.1. Cok degiskenli kalibrasyon algoritmalarn (Multivariate

calibration algorithms)

Modern otomatik analiz yontemleri cok sayida veriyi kolayca elde etmemize
olanak saglamaktadir. Ornegin klinik kimyada, kan, idrar gibi numunelerin her
biri icin bircok analiti saptamada rutin olarak kullaniimaktadir. Bazi
kromatografik ve spektroskopik yontemlerde, sadece tek bir 6rnegin
bilesenlerine ait analitik veriler saptanmaktadir. Her bir drnek icin birgok
degiskenin o6lcildiigli durumlarda, cok degiskenli veri Uretilmektedir (Miller
and Miller, 2000).

1.3.1.1. Temel bilesen analiz metodu (Principal component
analaysis (PCA) method)

Temel bilesen analizi gok dediskenli verilerin boyutunu indirgemek veya
verileri azaltmak icin kullanilan bir yontemdir. Cok degiskenli verilere temel

bilesen analizi uygulanmanin amagi, temel de iki sekilde acgiklanir.

1. PCA, bir orijinal degiskeni temsil eden n sayida orijinal aksi (dogruyu), yeni
akslar (dogrular) haline rotasyonunu ve transformasyonunu kapsamaktadir.
Bu transformasyon isleminde vyeni akslar, verilerin maksimum varyans
yonelimleri boyunca uzanir ve bu yeni degiskenler arasinda korelasyon
bulunmaz. Numune verileri varyansinin ¢ogunu agiklamak icin ihtiyag olan

yeni degiskenlerin sayisi, n sayidaki orijinal aksdan daha azdur.

2. PCA, verilerdeki bazi gercek yapilar tayin eden degiskenleri veya degisken
bilesenlerini ortaya cikarir. Bunlar kimyasal ve fizikokimyasal kavramlar ile

yorumlanabilmektedir (Ding, 2009).

Temel bilesen analizinde, X, X3, ...X, olmak Uzere her bir 6rnegi tanimlayan
orijinal verilerin, lineer kombinasyonlari olan Zi, Z,, ... Z, olarak temel

bilesenleri bulunmaktadir.
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Z1 = a11Zy1 + a1y + a13Z3 +... aindn

Z> = axZy + anZy + axZs +... axndn (1.6)

Esas bilesenler secilirken; birinci temel bilesen (PC1) Z;, veri setindeki
varyasyonlarin ¢ogundan; ikinci temel bilesen (PC2) Z, ise kalan
varyasyonlarin arasinda kalan kisimdan olusmaktadir. Boylece, PCs sayisi

orijinal degisken sayisinin azaltildigi yeni bir korelasyon olusturur

Sekil 1.9 ortamda sadece iki degisken ve iki temel bilesen bulunan bir
metoduitanlatmaktadir. Sekil 1.10.(a)'da temel bilesenler kesikli cizgilerle
gosterilmektedir ve birbirlerine dik ag olustururlar, yani ortoganaldirler
(diksel). Sekil 1.10.(b) iki yeni eksene ait olan noktalar ve ayni zamanda PC1

ve PC2 Uzerindeki noktalarin tasarimini gostermektedir.

(=)
o PC1
.-
._,-/
PC2 e
.- e
‘\-\._ . . -
- .J
. - !
. M L
X
(b)
PCZ
4 . . .
o8 3 — PC1

Sekil 1.10. (@) X; ve X, olan iki degiskenleri icin PC1 ve PC2 temel
bilesenlerini gdsteren diyagram, (b) Temel bilesen eksenlerinin

noktasal gosterimi
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Esas bilesenler birbirine dik aci olusturur. Bu dzellik diksellik olarak adlandirilir
(Uyanik, 2008). Esas bilesenler genellikle ortak varyans (kovaryans)
matrisinden elde edilir. Ortak varyans, iki degiskenin birlesik varyansinin bir
Olclistidir. Matematiksel anlamda temel bilesenler (PC), ortak varyans
matrisinin  eigenvektdr  (6zvektér)leridir.  Ozvektérlerin - bulunmasinda
kullanilan teknige eigenanalizi adi verilir. Her esas bilesene (yani, eigen
vektoriine) karsilik gelen eigen dederi, o esas bilesenle tanimlanan veri
takiminin sandart sapmasinin ve varyansinin degerini gosterir (Miller and
Miller, 2000).

1.3.1.2. Temel bilesen regresyon metodu (Principal component

regression (PCR) method)

Kemometrik kalibrasyon metodlarindan birisi olan bu yéntem, derisim seti igin
Olglilen absorbans verilerinin dekomposizyonu ile birbirine dik (ortogonal)
dogrular elde edilmesi esasina dayanir. Bu elde edilen dogrular kurulacak

kalibrasyonun koordinat sistemidir.

Martens ve Naes (1984) tarafindan verilen semaya goére basamaklari

asagidaki bicimde acgiklanmaktadir:

Analiz edilecek maddenin derisim ve absorbans verilerinin varyans-kovaryansi

bulunur.

l

Varyans-kovaryans sagilima matriksinin 6z vektorleri ve 6z degerleri
hesaplanir.

!
Secilen 6z dedere (eigenvalue) karsilik gelen 6z vektor (eigen vector)

kalibrasyonun lineer bilesenidir.

PCR algoritmasinda genel lineer regresyon denklemi :
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C=a+bA (1.7)

C: analiz edilecek maddenin derigimidir.
a: sabit sayi
b: temel bilesenlerin sayisi

C: loading matriksinin (q) carpimindan elde edilir.

b=Pxq (1.8)

q=DxT " xY, (1.9)

P 0z vektorlerin matriksidir, 6z vektorler kolon matriksi en uygun 6z degere
(faktdre) ya da 6z degerlere (faktorlere) karsilik gelmektedir. q vektori C
loadings olarak adlandirnihr ve T (sayr matriksi) Gzerinden C'nin regresyonu ile
tayin edilir. D diagonal matriks olup her bir 6z degerin tersine esittir. t; sayi

matriksi agagidaki esitlikten elde edilebilir:

ti = Ao x Py (1.10)
Ortalanmig absorbans (A,) ve ortalanmis derisim, (C,) ile g0sterilebilir.
Burada a sabiti genel lineer regresyon denklemi kullanilarak asagidaki
esitlikten hesaplanabilir:

a=Cy—Ay xb (1.11)

Herbir asamada elde edilen degerler 1.7 numaral denklemde yerine konarak

numunenin bilinmeyen derisimi hesaplanabilir.

Yontemin avantajlan:

e Dalga boyu segimi gerektirmez, genellikle bittin spektral alan ya da bu

spektral alanin genis bir bolgesi kullanilabilir,
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e Coklu bilesen analiz icin kullanilabilir,

e PCR data islemleri icin ve kalibrasyondaki katsayilarinin
hesaplanmasinda ILS regresyon isleminin kullaniimasina olanak tanir.

¢ Analiz edilecek bilesenlerin bilinmesi sartiyla cok kompleks karigimlar
icin kullanilabilir.

e Bazen orijinal kalibrasyon karigimlarinda bulunan fakat numunede
bulunmayan bilesenli numunelerin miktar tayininde kullanilabilir,

e Kalibrasyon igin &lglilen absorbanslarin dekomposizyon isleminden
sonra uygun 0z vektorlere karsilik secilen 6z degerlerin deneysel
ortamdan ve Olcim aletlerinden gelen guriltinidn eliminasyonuna

olanak saglar.

Yontemin dezavantajlar:

e Hesaplamalar klasik yontemlere gore daha yavastir,

e Yontemin optimizasyonu temel kalibrasyon komponentlerinin
bazilarinin bilinmesini gerektirir (anlagiimasi ve yorumlanmasi ¢ok
kompleks modeller igin),

e Kalibrasyon icin temel alinan vektorler analiz edilecek bilesenlere
karsilik gelmeyebilir,

e Genellikle cok sayida kalibrasyon numunesinin kullaniimasi dogru bir
kalibrasyon icin gereklidir,

e Kalibrasyon numunelerinin hazirlanmasi bilesenlerin derigimleri ile

dogrusalliktan uzaklasmalari nedeniyle zordur (Ding 2007).

1.3.1.3. Kismi en kiiciik kareler metodu (Partial least squares

regression (PLS) method)

Kemometrik kalibrasyonlardan en yaygin ve popller olani PLS ydntemidir.
PLS yonteminde kalibrasyonun kurulmasi icin kullanilan PLS algoritmalarina
gore, ortogonalize olan PLS algoritmasi (orthogonal-ized PLS algorithm) ve

ortogonalize olmayan PLS algoritmasi (non-orthogonalized PLS algorithm)
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gibi sekilleri vardir. Ortogonalize ve ortogonalize olmayan PLS algoritmasi
arasindaki temel fark X den faktorlerin gikariimasidir. PLS kalibrasyonunun
PLS1 ve PLS2 seklinde iki gesiti s6z konusudur. PLS1 de bir bilesik model
icerisinde iken; PLS2 de butln bilesikler modele dahil edilmektedir. Wold ve
Martens tarafindan verilen PLS algoritmasi en genel olanlanlandir. PLS
kalibrasyonu, sayi vektorleri vasitasiyla X- ve Y-bloklar arasindaki iligkiye
dayanir. PLS algoritmasina goére sifir etrafinda merkezilestiriimis  X-
degiskeninin matrisi ve sifir etrafinda merkezilestirilmis Y-degiskeninin

parcalanmasi Sekil 1.11 ‘de gosterilmistir.

!

Sekil 1.11. PLS2 kalibrasyon semasi

X=T.P +E
Y=U.Q +F
Y=X.B+F
B=W(P . wW)Q' (1.12)

X= bagiml degisken (6rnegin absorbans verileri),
Y= bagimsiz degisken (6rnegdin derisimi),

T= X igin sayl matrisi,

U= Y icin sayl matrisi,

P= X icin ylk matrisi
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Q= Y i¢in ylk matrisi,

E= X-kalinti matrisi,

F= Y-kalinti matrisi,

W= max(kovaryans( E, F))

PCR algoritmasinda oldugu gibi bu katsayillar (B) lineer regresyon

denkleminde yerine konulursa analizi edilecek numunenin absorbans

degerleri bu esitlikte yerine yazilarak hesaplanabilir.

Yontemin avantajlari:

PLS kalibrasyon iglemi CLS ve ILS hesap tekniklerini kapsamaktadir,
Tek asamali bir dekomposizyon ve regresyon islemi gerektirir,
kalibrasyonda kullanilan 6z vektdrler analiz edilen bilegenler ile en
genis ortak spektral degisimin oldugu bdlgede dogrudan iliskilidir,
Kalibrasyonlar genellikle kalibrasyon setinin bilinmeyen numunelerden
beklenen degisik derisimlerini yansitmasi daha fazla glvenirlik
saglayacaktir,

Yalnizca analiz edilecek bilesenlerin bilinmesi sartiyla kompleks
karnisimlar igin kullanilabilir,

Bazi durumlarda orijinal kalibrasyon karisimlarinda bulunan fakat
numunede olmayan bilesenli numunelerin miktar tayininde
kullanilabilir,

Bu tekniklerin hepsi spektral kantitatif analiz igin uygulanirken
literatlirdeki sebepler genellikle PLS" nin tahmin gucunin ylksek
oldugunu gostermektedir. Birgok durumda PLS metotlari PCR’ den

daha iyi sonuglar verir.

Yontemin dezavantajlarn:

PLS hesaplamalari klasik metotlardan daha yavastir,
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e PLS modellerin anlasiimasi ve yorumlanmasi zor olup son derece
soyuttur,

e Genellikle cok sayida numune icin dogru bir kalibrasyon gereklidir,

e Kalibrasyon numunelerinin hazirlanmasi bilesenlerin derigimleri ile

dogrusalliktan uzaklasmalari nedeniyle zordur (Ding, 2007).

1.3.2. Derisim (kalibrasyon) seti tasarimi

Kemometrik (CLS, ILS, PCR, PLS) kalibrasyonlar icin kalibrasyon seti ya
rastgele (randomly) yada analizi yapilacak nhumunede yer alan maddelerin
derisimlerini icerecek gsekilde kalibrasyon (derigim) seti tasarimi vyapilr.
Simetrik kalibrasyon setinin planlanmasinda analiz edilecek maddelerin
derisimleri, kalibrasyon setinin icinde ana kiimenin permitasyonlari seklinde
alt kiumeler olusturmalidir. Kemometrik calismalarda rastgele kalibrasyon
setinin hazirlanmasindan ziyade, analiz edilecek maddelerin derisimlerine
gore simetrik bir kalibrasyon setinin hazirlanamsi elde edilecek sonuglarin
dogrulugu ve hatalarin minimize edilmesi acisindan tercih edilecek bir
durumdur. Calismalarda derisim seti hazirlanmasinda, cesitli tasarim sekilleri

verilmekle birlikte rastgele hazirlanan derigim setleri de kullaniimaktadir.

1.3.3. Capraz validasyon prosediirii (Cross validation procedure)

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

kesim (n) degerleri kullanilir.
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PCR ve PLS kalibrasyonlarinin kurulmasinda faktdér secimi icin capraz
validasyon prosediri (Cross-validation procedure) kullanilir. Bunun icin
karelerin tahmin (tayin) hatalarinin toplami (prediction error sum of
squares—PRESS) hesaplanir. Optimal faktér sayisini bulmak icin 6nerilen
kriterler minimum PRESS degeri ve F-istatistigidir (Ding, 2007).

1.3.4. Varyans analizi (ANOVA)

Varyans analizi teknigi kullanilarak grup ortalamalari arasindaki farkliigin
veya farkli analitik ydntemler ile elde edilen analiz sonuclarinin ortalamalari
arasindaki farkliigin 6nemli olup olmadigina bakilabilir. Bir arastirmada k tane
islemin ( veya k tane yontemin) n tekrarinin sonunda elde edilen veriler bir
tabloda 6zet haline getirilir. Sonra kontrol ve karsit hipotezi asagidaki sekilde

kurulur.

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

edilebilir:

Hi: En az iki muamele grubunun ortalamasi arasinda go6zlenen fark
tesadiften ileri gelmektedir. En az iki islem grubunun incelenen 6zellik
Uzerine olan etkileri birbirinden farkhidir, yani aralarindaki fark istatistiksel

olarak 6nemlidir.

Karsit hipotez kurulurken en az iki iglem arasindaki fark ©nemlidir
denilmektedir. Clnkl kontrol hipotezinin yapilan analiz sonucunda
reddedilmesi icin denemede dikkate alinan k tane iglemin birbirinden farklh
olmasi gerekmez. En az iki islem arasindaki farkllik kontrol hipotezinin

reddedilmesine sebep olabilir.
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Yapilan hipotez kontroli sonucunda karsit hipotez kabul edilmis ise bu en az
iki grup ortalamasi arasindaki farkliigin 6nemli oldugu “coklu karsilastirma

yontemleri” kullanilarak arastirilir (Ding, 2009).

1.3.5. Kemometrik kalibrasyon yontemlerinin uygulamalar

1.3.5.1. Kemometrik yontemlerin uygulama alanlan

Analitik kimyadaki miktar tayini calismalarinda, kemometrik kalibrasyon
yontemleri ya da cok degiskenli kalibrasyon yontemleri, yiiksek basincli sivi
kromatografisi (HPLC), potansiyometre, IR spektrofotometre, UV- gorinir
alan spektrofotometre, spektroflorimetre ve kapiler elektroforez gibi analitik
cihazlardan elde edilen analitik verilere uygulanmaktadir. Analitik kimyanin
prensip ve yontemleri ¢ok degisik komsu disiplin tarafindan kullaniimaktadir.
Bu da analitik kimyanin biyoloji, tip, ziraat, gida ve eczacilk gibi alanlarda
genis bir uygulama alani oldugunu gdéstermektedir. Analitik calismalarda
kemometrik yontemlerin uygulamalari anorganik analiz, organik analiz, ilag
analizi, klinik ve biyolojik numunelerin analizi, gida ve su analizleri, cevre

analizleri ve stabilite tayinleri, géziinme hizi testleri seklinde dzetlenebilir.

1.3.5.2. Coklu bilesen analizi (Multicomponent analysis)

Son yillarda ¢oklu bilesen analizi, analitik kimyacilar icin en dnemli konulardan
birisi oldu. Bu baglamda, ayni anda miktar tayinlerinin klinik kimyasi, ilag
analizi kirlilik kontroli vb. gibi degisik disiplinler ile ilgili aktif bilesikleri iceren
karisimlarin kantitatif analizi igin oldukca kullanigh oldugu kanitlanmistir. Cok
degiskenli kalibrasyonlarin absorbans sinyallerine uygulanmasiyla cok bilesen
analizlerinden elde edilen sonuglarin dogrulugu, yontem ve kullanilan analitik

sinyallere baghdir.

Iki veya daha fazla aktif bilesigi iceren karisimlarda, coklu bilesen analizinde

kemometrik kalibrasyon ya da c¢ok degiskenli kalibrasyon yontemleri,
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dogrudan absorbans sinyallerine uygulandigi gibi tiirev absorbans sinyallerine

de uygulanabilir.

1.3.5.3. Organik yapidaki bilesiklerin kantitatif analizleri

a) Farmasotik analizdeki uygulamalar

Farmasotik preparatlar, sabit matriks bilesimi ile nispeten yliksek seviyede
bir, iki veya daha fazla aktif bilesigi iceren ticari formilasyonlardir.
Farmasotik preparatlarin  kantitatif analizinde CLS, ILS, PCR ve PLS
kalibrasyon yontemleri artan yogunlukta kullanilmaktadir. Yardimc
maddelerin varhidinda girisim yapan bilegikleri iceren kombine farmasotik
preparatlarin analizi, hi¢ bir ayirma islemi yapmaksizin, klasik analitik
yontemlerle miimkiin degil iken kemometrik yontemlerle ¢ozimi son derece
basit bir islemdir. Bu ylzden farmasétik numunelerin analizi igin kemometrik
yontemler, potansiyel araclardir. Kemometrik yontemler, farmasétik drtinlerin

kararhhk (stability) ve bozunma miktari tayinlerinde de kullaniimaktadir.

b) Gidalardaki renk maddelerinin analizi

Kemometrik ydntemlerin yiyecek ya da iceceklerde, renk maddelerinin
analizine artan yogunlukta uygulandiklari gdzlenmektedir. Gidalarda bulunan
renklendiriciler, dzellikle gidalari cezbedici kilmak amaciyla kullaniimaktadir.
Bu ylizden de bazi renklendiriciler asir derecede tiiketilebilir ve bu da saglik
acisindan zararlidir. Bu nedenle analitik kimya agisindan renk maddelerinin
analizi 6nemlidir. Gida numunelerinin analizinde bazi maddelerin izolasyonu

igin 6n islemler uygulanabilir.

c) Biyolojik sivilardaki uygulamalan

Biyolojik sivilar, gok kompleks ve dusik derisim seviyesinde bilesikler ile

karakterize edilirler. Genellikle klinik amaclar icin biyolojik sivilarin dogrudan

29



spektrofotometrik analizlerinde duyarlilik ve secicilik distiktir. Spektral olarak
kemometrik  yontemlerin  biyolojik sivilarin  analizinde  kullaniminda
ekstraksiyon, zenginlestirme, sivi veya kati faz ektraksiyonu gibi 6n islemler
gereklidir. Bitin bu glicliiklere ragmen spektral olarak kemometrik yontemler
ile biyolojik sivilarin analizi calismalar vardir. Biyolojik sivilarin analizinde

HPLC-kemometrik uygulamalarina ait calismalar ile de gézlenmektedir.

d) Cevre analizindeki uygulamalan

Kemometrik kalibrasyon ydntemlerinin ¢evre analizindeki uygulamalari,
analitik kimya acisinda énemli bir yer tutmaktadir. Ozelikle bu yéntemlerin
yeralti sularindaki, bazi kalintilarda, bitki numunelerinde ve ticari

preparatlardaki pestisitlerin analizinde uygulandigi gézlenmektedir.

e) Inorganik analizlerdeki uygulamalar

Cok degiskenli CLS, ILS, PCR ve PLS kalibrasyonlarinin inorganik maddelerin
analizlerinde yaygin olarak uygulanmaktadir. Sanayi Urinlerinde, gida ve ilag
preparatlarinda, c¢evre numunelerinde katyonlarin, anyonlarin ve iyon
gruplarinin miktar tayinleri igin uygun bir reaktif ile olusturduklari kompleks
bilesikler (zerinden spektrofotometrik yontemlerle veya spektrofotometrik

Olclimlere dayal olarak kemometrik kalibrasyonlar kullaniimaktadir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Khaled M. Darwish ve ark. 2013 'de yapmis olduklari bir calismada;
tiirevlendirme igin 6n kolon kullaniimis ters faz-HPLC yonteminin dogrulugu,
gecerligi ve glivenirligi, Omeprazol, Tinidazol ve Doksisiklin hiklat veya
Klaritromisin igeren iki Ucli kansimin eszamanli tayini igin kabul etmiglerdir.
Ayirma pH'st 5,66 ayarlanmis asetonitril-metanol-su karisimi kullanilarak
kesintisiz gardient ellsyon sistemiyle C18 kolon (zerinde gergeklestirilmistir.
Ilaclar, sirasiyla Omeprazol, Tinidazol, Doksisiklin hiklat ve Klaritromisin icin
1-112; 5-125; 2.5-550 ve 2,5-100 mg/mL konsantrasyon araliklarinda 277
nm’'de tespit edilmistir. Kizilétesi ve kitle spektroskopisi ile klaritromisin
tirevini izole eden ve tanimlayan ilk ydntem olmustur. Bu ydntem
Omeprazol, tinidazol, doksisiklin hiklat ve klaritromisinin kombine karigimlar

ve farmasoétik formilasyonu icin es zamanl tayini igin ilk ¢alisma olmustur.

Jiang ve galisma arkadasalari 2007 ‘de yapmis olduklari bir galismada; hizh ve
hassas bir yontem, sivi kromatografi-tandem kiitle spektrometresi ile insan
plazmasindaki Klaritromisin icin gelistirmislerdir. Klaritromisin ve i¢ standart
200 pL asetonitril ile matristen (50 pL) ¢oktirtlmusitir. HPLC ile ayirmada
mobil faz olarak formik asit: 10mM amonyum asetat: metanol (1: 99: 400
v/v/v) kullanilmistir. Elektrosprey pozitif iyonizasyon kiitle spektrometresi ile
alglama deneye gore 2,4 dk iginde tamamlanmistir. Dogrusallik 0,50
ng/mLtespit limiti ile konsatrasyon araligi 10-5000 ng/mL ‘de belirlenmistir.
Gln ici ve gunler arasinin bagil standart sapmasi sirasiyla <%3,73 ve
<%9,93 olculmistir. Yontem Klaritromisinin iki tablet formilasyonu igin

bioesdegerlik calimasi igin uygulanmistir.

Li ve calisma arkadaslari 2007 ’‘de yapmis olduklari calismada, fare
plazmasinda klaritomisin tayini icin 6n kolon tlrevlendirmesi ve 270 nm’de
UV deddktor kullanilan yeni bir yiksek performansli sivi kromatografi (HPLC)
yonteminin gegerliligini onaylamislardir. Klaritromisin, fare kanina etil eter

katilarak alkolu kosullar altinda i¢ standart (eritromisin) ile alkol katilarak ve
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Trimetilbromosilan ile tlirevlendirilerek ve ekstrakte edilmistir. Analizler
elisyon boyunca 40 °C'de C18 kolonda gergeklestirilmistir ve mobil faz olarak
potasyum dihidrojen fosfat (50mM, %0,7 trietilamin, pH:6,8), asetonitril ve
metanol (30:45:25 v/v/v) kullanimigtir. Klaritromisinin fare plazmasindaki
standart kalibrasyon grafigi 0,1-10 pg/ul aralidinda dogrusalligi (r= 0,9998)
olmustur. Gozlenebilirlik sinin (LOD) ve tayin alt sinin (LOQ) sirasiyla 30
ng/mL ve 0,1 pg/mL ‘dir. Glin ici ve glnler arasi test degiskenlik araligi
siraslyla %2,6-7,4 ve %3,3-8,5 ‘dir. Bu ydontem farelerde klaritromisinin

farmakokinetik bir caligmasinda basariyla uygulanmistir.

Franziska Lange ve calisma arkadaslarinin 2006 'da yapmis olduklari bir
calismada; makrolit antibiyotikleri genis bir kullanim alanina sahiptirler (Her
yil kisi basina 1gr diizeyinde). Viicuda bliylik oranda degismeden girerler ve
atik su tesislerinde bile bozulmazlar. Cok fazla cabalamadan, ozonlama ile
atiklan  elimine  edilebilir  (uzaklastirilabilir).  Makrolit  antibiyotikler
bilesimlerindeki karbonhidrat kalintilarinin birinde dimetilamno gruplarinin
timiine sahiptir. Bu fonksiyonel gruplar ozonlama reaksiyonunun hedefidir ve
klaritromisin igin daha kapsamli bir ¢aligma icin segilmistir. Clnki ozon ile
serbest aminin reaksiyonu pH'ya bagldir (pH:7, k=4x10* M*' s! ).
Trimetilenaminin ozonolize benzer sekilde ana reaksiyon N-oksit verimi bir
oksijen atomunun transferiyle olur (HPLC ve MS-MS ile tanimlanmistir). Min6r
bir Urlin (%10luk formaldehit verimine dayanan) dimetil klaritromisin
bulundurur (HPLC ve MS-MS ile tanimlanan). Dimetilamino grubu Hedeflerine
gore makrolit antibiyotikleri ile baglamasi igin gerekli olmustur. Sonug olarak,
bu islevsel grubun kimyasal degisiklikleri 6zellikle bir proton alicisi olmayan N-
oksitin olusumu gibi, Pseudomonas putida 'nin gelisimini engelleme yolu
denendiginde bu ilaclari inaktive eder. Bu, ozon tarafindan kloritromisinin
mineralizasyonu ozondan 100 kat daha fazla gerekli oldugu gibi atik su

aritiminda da onemlidir.

Pappa-Louisi ve c¢alisma arkadaslarinin 2001’de yapmis olduklar bir

calismada; klaritromisin ve roksitromisin makrolid antibiyotiklerinin
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amperometrik dedektdrle optimum sartlar siklik voltametrik calismalar ve
HPLC- elektrokimyasal dedektorle farkl sicakliklarda (22,5-60 °C) ve tampon
(pH:7), metanol, asetonitril ve isopropanolln ikili, Ggli ve dortlli farkh sulu
karisimlariyla elde edilen sinyaller tarafindan bulmuslardir. Bu kosullar bir ig
standart olarak roksitromisin kullanilarak insan plazmasindaki klaritromisinin
nicel analizi igin uygulanabilirligi kanitlanmistir. Bu, elektrokimyasal tepkilerin
hassasligindan ve tekrarlanabilijinden emin olmak igin eluent bileseni ve
kolon sicakhdina verilen dikkat ile gosterilmistir, hemde her iki makrolid igin

dlzgun sekilli pikler analiz edilmistir.

Hanumanturayudu ve calisma arkadaslarinin 2013'de yapmis olduklari bir
calismada; lansoprazol antibiyotiklerin yani sira refli  Zollinger-Ellison
sendromu, mide Ulseri ve Helikobakter pilori enfeksiyonlarinin tedavisi igin
gerekmektedir. Lansoprazol bir proton pompa inhibitér sinifina aittir. Basit,
hizli, segici ve izokratik ters faz-UPLC metodu, su: asetonitril: trietilamin
(50:50:1) ‘den olusmus ve pH 6,8'e ortofosforik asit ile ayarlamis mobil faz
kullanilarak (akis hizi 0,70 mL/dk) aktif farmasotikal bilesenlerin (API'S)
miktar tayini icin gelistirlmistir. Su: asetonitril: trietilamin (50:50:1 v/v) pH
10,5'e ortofosforik asit ile ayarlanmis mobil faz 6rnek seyreltici olarak
kullanilmigtir. Kromatografik ayirma 2,1 X 100 mm, 1,8 um boyutlarindaki
Acquity UPLC HSS T3 kolonunda gergeklestirilmistir. Kolon ve numune
sicakliklari oda sicakiginda olmustur. UV dedektér 285 nm'de 6lglim
yapmistir. Lansoprazollin gelis sliresi yaklasik 2 dk ve toplam calisma slresi 6
dk olmustur. Gelistirilen metot ICH prensiplerinin gerekliliklerine gore valide
edilmistir. Yontemin sonuglarinin karsilagtirimasi geleneksel HPLC gore
yapilmistir. UPLC yontemi analiz sliresi, verimlilik ve hassasiyet acisindan
Ustin bulunmustur. Geleneksel HPLC metoduyla Lansoprazolin calisma
suresi yaklagik 15 dk olmustur. Gelistirilmis metodun HPLC ydntemiyle
kiyaslandiginda uygun maliyetli ve daha zordur. Metod diizenli bir sekilde

Kalite Kontrol Laboratuvari’nda rutin analizlerde kullanilabilir.
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Noubarani ve calisma arkadasalarinin 2010°da yapmis olduklari bir calismada
insan plazmasinda doért proton pompa inhibitériiniin (PPI), omeprazolun
(OPZ), pantoprazolin (PPZ), lansoprazolin (LPZ) ve rabeprazol (RPZ)
konsantrasyonlarinin élgiimu igin basit ve hizli bir HPLC yontemi gelistirmeyi
amaclamislardir. Oda sicakhiginda ters faz TRACER EXCEL 120 ODS-A kolonu
uzerinde, 1 mL/dk akis hizinda, mobil faz olarak fosfat tamponu
(10mM)/asetonitril (53/47, v/v trietil amin ile pH'si 7,3 ayarlanmig) izokratik
elisyon kullanilarak i¢ standart ile sivi-sivi ektraksiyonu boyunca analitlerin
ayrilmistir. Secilen proton pompa inhibitérlerinin toplam analitik calisma
suresi 10 dk'dir. Analizler, omeprazol icin 20-2500 ng/mL, pantoprazol igin
20-4000 ng/mL, lanzoprazol igin 20-3000 ng/mL ve rabeprazol icin 20-1500
nm/mL calisma araliginda iyi dogrusallik (r>=0,99) géstermistir. Metodun geri
kazanimi %80’e esit veya daha fazla ve miktar belirleme tayin alt sinin 4
proton pompa inhibitdrd icinde 20 ng/ml olmustur. Tum bilesenlerin gun igi
ve glnler arasi degerlendirmesinde varyasyon katsayisi ve hata katsayisi
%?9,2'den daha duslktir. Sonuglar, bu ydntemin insan plazmasinda bu 4
bilesenin belirlenmesinde basit, hizli, kesin ve dogru bir deney oldugunu
gostermistir. Bu valide edilmis yontem, farmakokinetik gcalismalarda
kullanilabilecek kadar hassas ve tekrarlanabilirdir. Ayni zamanda bu ydntem
secilen proton pompa inhibitorlerinin analizi isteniyor ise zamana ve maliyete

fayda saglamaktadir.

Al-Momani ve ark. 2010°’da yapmis olduklar bir calismada, farmasdtikal
kombinasyonlardaki ve insan plazmasidaki lanzoprazoliin kantitatif tayini igin
kromatografik ve spektrofotometrik bir metot gelistirmislerdir. Analitik
parametreler Uluslararasi Uyumluluk Toplulugunun prensiplerine gore
caligilmistir. Akis Enjeksiyon Analiz (FIA) ydntemi asidik ortamdaki N-
bromostiksininimid (NBS) ‘nin bilinen asirihdi ile lansoprazoliin oksidasyonuna
dayanir, mor rengini beyazlatmak icin kloronilik asit (CAA) ile fazla
oksidasyon reaksiyonu ile takip edilebilmistir. Ayirma asetonitril: trietilamin:
fosfat tamponu (60: 0,2: 39,8 v/v) pH'si 4,0 ayarlanmis olan bir mabil faz ile
RP-C18 kolon kullanilarak gergeklestirilmistir.
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Kumar Reddy ve calisma arkadaslari 2009°da yapmis olduklari bir calismada;
pantoprazol sodyum ve lansoprazoliin analizi icin basit, hizli ve kesin yuiksek
performansh sivi  kromatografik yontemi ticari farmasoétik Grinlerdeki
bilesenlerin tayini icin kullanmig, gelistirmis ve valide etmislerdir. Bilesenler
230 nm'de UV dedektdr ile akis hizi 1mL/dk’da asetonitril: fosfat buffer
(60:40, v/v pH:7,0) olusan mobil fazdan faydalanilarak C18 kolonda (Inertsil
C18, 5 y, 150 mm x 4,6 mm) izokratik ellisyonda iyi aynlmistir. Pantoprazol
sodyum ve lansoprazoliin kolonsa tutunma stresi 2,017 dk ve 2,538 dk
bulunmustur. Prosediir dogrusallik icin valide edilmistir (kolerasyon
katsayisi=0,999). Calismalar kullanilan mobil faz ile ters faz sivi
kromatografinin pantoprazol sodyum ve lansoprazol icin hassas ve segici

oldugunu gostermistir.

Petkovska ve calisma arkadaslari 2009 ‘da yapmis olduklari bir calismada;
Lansoprazol mobil faz olarak asetonitril: %1°lik trietilamin (41:59 v/v) pH:6,6
olan 25 °C'de Zorbax Eclipse XDB C18 (4,6mm x 50mm, 1,8 pym parcacik
boyutlu) kolon kullanilan ters faz HPLC tarafindan bes ilgili bilesen varliginda
belirlemislerdir. Kromatografik ayirma igin toplam siire yaklagik 3 dk'dir.
Deneysel tasarlama deneysel faktoriyel tarama (23 dizayn full faktoriyel) ve
optimizasyon (tepki ylizeyi metodolojisi) icin kullanilmistir. Ayirmanin niteligi
ayrisma (Rs) ve Kromatografik Yanit Fonksiyonu ile &lgllir. Yoéntemin

seciciligi, hassasiyeti linearitesi ve dogrulugu valide edilmistir.

Patil Javesh ve calisma arkadaslari 2014 ‘de yapmis olduklarn bir calismada;
ters faz ylksek performansh sivi kromatografi (RP-HPLC) ydntemi satilan
kapsul formulasyonlarindaki (Novaclox) amoksisilin trihidrat ve dicloksasilin
sodyum’un ayni ayni anda tespiti icin gelistirmigler ve valide etmislerdir.
Onerilen yéntemde 230 nm'de UV dedektorden, akis hizi 1 mL/dk akis
hizinda, bir C18 kolondan (250 mm x 4,6 mm x 5 pm parcacik boyutlu) ve
metanol: su (70:30 v/v) karisimi ortofosforik acit ile pH:3’e ayarlanmis olan
hareketli fazdan yararlanilmistir. Kolonda tutunma siresi amoksisilin trihidrat

ve dikloksasilin sodyum icin sirasiyla 2.33 ve 5.25 dk bulunmustur.
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Dogrusallik her iki ilac icinde 10-50 pg/ml konsantrasyon araliginda oldugu
bulunmustur. Giin ici ve ginler arasi sistem ve metodun % Bagil Standart
Sapmas! (RSD) %2 oldugu bulunmustur. % Geri kazanim orani amoksisilin
trihidrat ve diklosasilin sodyum icin sirasiyla %100,52 ve 9%100,32dir.
Onerilen metot spesifik, lineer, hassas, kesin ve zordur. Dolayisiyla
gelistirilmis ve valide edilmis RP-HPLC ydntemi kapsll formuilasyonundaki
amoksisilin trihidrat ve dikloksasilin sodyumun es zamanl tayini icin rutin

olarak kullanilabilir.

Sheikh ve calisma arkadaslar, 2013’de yapmis olduklarn bir calismada;
amoksisilin ve klavilanik asit kombinasyonu yari sentetik aminopenisilin
amoksisilin ve bir beta-laktamaz Onleyicisi yani klavulanat potasyumdan
(Klavulanik asitin potasyum tuzu) olusan yaygin olarak kullanilan bir oral
antibiyotik kombinasyonudur. Basit, hizli ve disik maliyetli ters fazli HPLC
metodu farmasotik formulasyonlarda amoksisilin trihidrat ve klavulanat
potasyumunun es zamanl olarak belirlenmesi igin Hibar-Purospher yildiz ters
faz (RP-18e) kolonu (4,6 x 250 mm, 5 um) kullanilarak daha hassas ve dogru
bir sekilde gelistirilmistir. Ayirma 1,3 mL/dk akis hizinda mobil faz olarak pH:3
(Ortofosforik asit ile ayarlanir) ile 90:10 v/v oraninda tampon-metanol
kullanilarak izokratik ellisyonda elde edilmigtir. Algilama 235 nm'de
yapiimistir. Klavulanat potasyum ve amoksisilin trihidratin tutulma siresi
siraslyla 4.7 ve 10,0 dakika olmustur. Algilama limiti amoksisilin igin 0,015

Mg/mLve klavulanat potasyum igin 0,12 pg/mL olmustur.

Beg ve ark. 2012 ‘de yapmis olduklari bir calismada; 229 nm’de UV dedektor
ile hizh ve hassas yeni RP-HPLC metodunu farmasotikal formalasyonlarindaki
ve tablet ilaglarindaki amoksisilin trihidratin  rutin  analizleri igin
gelistirmiglerdir (Damoxy ve Amoxil). Kromatografik ayirma, 1mL/dk akis
hizinda, fosfat tamponu: metanol (50:50, v/v) pH:3.0 olan hareketli faz
karisimi ve izokratik ellisyonu kullanarak MG tipli Capacel Pak C18 kolon
tzerinden gorintilenmistir. Metod analize uygunlugu, dogrulugu, hassasiyeti,

duyarligi, sistem seciciligi, giivenirligi ve dogrusaligi (r*=0.999) icin valide
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edilmistir. Pik alani ve allkkonma siiresi sinyalleri alindigi esnada hareketli faz,
akis hizi ve pH kombinasyonu gibi 3 faktor kullanarak glivenilirligin valide
edilmesi icin box-behnken deneysel dizayndan faydalaniimistir. Sistemde
pH'nin sinyal Uzerine bir etkisi olmazken, akis hizi ve mobil faz
kombinasyonundaki mindr degisimlerin sinyal Uizerinde etkisi oldugunu
gostermistir. Deneysel dizayn gelistirmesinde sonug, Onerilen bu metot
amoksisilin trihidratin rutin analizleri icin basit, hassas ve son derece givenilir

olan ANOVA kullanilarak istatistiksel analizler valide edilmistir.

Sonawane ve calisma arkadaslarinin, 2010°da yapmis olduklar bir calismada;
yeni basit hizli ve hassas ters faz yliksek preformansh sivi kromatografi
yontemini yagh slspansiyondan amoksisilin trihidrat ve bromheksin
hidrokloridin es zamanli tayini igin gelistirmislerdir. Metanol: buzlu asetikasit
(50:50 v/v) mobil fazi ile partikil boyutu 5 pm olan ODS C18 (250 X 4.5 mm
ID) kolonu kullanilmistir. Akis hizi 1 mL/dk’dir ve gorinti 254 nm'de
algilamigtir. Amoksisilin trihidrat ve bromheksin hidroklortin alikonma siresi
siraylla 3,04 ve 8,18 go6zlenmistir. Amoksisilin trihidrat ve bromheksin
hidroklorir igin dogrusallik sirasiyla 8-50 ug/mL ve 5-25 pug/mL araligindadir.
Geri kazanim yuzdesi amoksisilin tirihidrat ve ve bromheksin hidroklorir igin
sirasiyla %99,54 ve %98,65'dir. Onerilen metot kombine halde bulunan

amoksisilin ve bromheksin hidroklortrin rutin analizi igin uygulanilabilir.

Raju ve calisma arkadaslarinin, 2009°da yapmis olduklar bir ¢alimada;
uzerinde bir C8 kolonu bulunan lineer gradiyent HPLC Avrupa
Farmakopesinde listelenmis amoksisilin ile farkli olan maddelerin ayrilmasi
icin ve yeni olarak bozulma safsizhigini belirlemek icin kullanmislardir.
Amoksisilin piki icin USP plak sayisi 3000 den fazla oldu ve USP ‘de ayni pik
2,0 ‘dan daha az kuyruk olusturmustur. Zorlayarak bozunma caligmalari
metodun 6zglinligind ve stabilitesini belirten dogasini géstermek igin ICH
stres galisma kilavuzlarini kullanarak amoksisilin ilag maddesinde yapilmistir.
Sicaklik ve alkali bozunmadan sonra goézlenen vyeni bir safsizlik N-

pivaloylamoxicillin olarak tanimlanmistir. Birbirinden ayri maddeler icin LOD
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ve LOQ sirasiyla %0,045 ve %0,086 (w/w) 'nin altinda olmustur. Yéntem ICH
analitik metot validasyon kurallarina goére tam olarak dogrulanmistir.
Calismanin sonuglari, yontemin spesifik, kesin, dogrusal, glvenilir oldugunu
ispatlamis ve amoksisilin ilac maddesinin stabilitesinin dederlendirilmesi igin

kullanilabilir bulmuslardir.

Tavakoli ve calisma arkadaslarinin 2007'de yapmis olduklarn bir calismada;
tablet formulasyonlari ve sonraki istikrar calismalari icin ilag ekipmanlarinin
uyumluluk calismalari ile ilag profilleri belirlendin diye, kolay hizli, hassas ve
glvenilir bir ters faz-HPLC yodntemi tek dalga boyunda amoksisilin ve
metronidazoliin es zamanl miktar tayini igin gelistirmis ve valide etmislerdir.
Filtrelenen numune bir izokratik ayirma islemiyle, 254 nm'de tamponlu mobil
faz (pH 4,0) kullanilarak ve UV tespiti ile C18 kolonunda uygulanmistir.
Kantitasyon i¢ standart yontemiyle belirlenmistir. Amoksisilin igin 0,15-600
Mg/mL ve metronidazol igin 0,13-300 pg/mL konsantrasyon araliginda
dogrusalligi saptanmistir. Glin ici ve glin arasindaki hassasiyeti %2,5'den
daha az oldugu belirlenmistir. Tespit edilen kantitasyon ve LOD limitleri
amoksisilin icin 0,05 ve 0,15 pg/mL, metronidazol icin 0,10 ve 0,13 pg/mL
olarak belirlenmistir. 1ki aktif bilesenin belirlenmesi Uriinlerin yardimci
maddelerinden etkilenmemistir. Orneklerin verildigi ortam (release media)

37°C'de ve HPLC enjektorii 12 saat boyunca stabil durumda kalabilmistir.

Matar 2006 ‘da yapmis oldugu bir calismada; insan plazmasinda amoksisilin
miktarinin belirlenmesi icin hizli, basit, dogru, hassas, tekrarlanabilir ve ig
standart sefadoksil kullanilan bir HPLC metodu gelistirmis ve dogrulamistir.
Yontem, ters fazli sivi kromatografisinden 6nce bir ultrafiltrasyon agsamasini
icerir. Ilag ve i¢ standart, oda sicaklidinda Symmetry C18 paslanmaz celik
kolondan (5 pm, 150x4,6 mm I.D.) metanol: 75 mM potasyum dihidrojen
fosfat tamponu cozeltisinden (10: 90, v/v) (fosforik asit ile pH 3,0'a
ayarlandi) olusan bir mobil faz yardmiyla 1,5 mL/dk akis hizinda ayrilmistir.
Akis 228 nm'de ayarlanmis bir UV dedektér kullanilarak izlenmistir. Her

analize 10 dakika yeterli olmustur. Miktar tayini ilag ile i¢ standardin pik
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oraninin dlcimi ile gerceklestiriimis ve plazmada amoksisilin miktar seviyesi
0.5 pg/mL olmustur (%RSD ve %DEVs <15% imig). Yontem, iyi bir
hassasiyet gostermistir: Amoksisilin icin giin ici %RSD degerleri 1,41-6,86
araliginda oldu buna karsin dort farkli konsantrasyonda giin arasi degerler
%1,13-8,16 araliginda olmustur. Yontem hizlh (toplam calisma sliresi <12
dakika) ve dogru (DEVs,% <10%) bulunmustur. Ortalama nispi iyilesme
%99,67 ve ortalama mutlak iyilesme %86,68 olmustur. Stabilite testi,
70°C'de depolandiginda amoksisilin plazmada en az 4 hafta stabil oldugunu
gostermistir. Bu yontem saglikl tavsanlarin kullanildigi bir farmakokinetik

calismada basariyla uygulanmistir.

Dousa ve calisma arkadaslari 2005’de yapmis olduklari bir calismada;
onceden karistirllmis karisimdaki amoksilinin tespiti ve miktar igin HPLC
araciligiyla rutin olarak hizli bir analitik prosediir gelistirmis ve test
etmislerdir. Ornekler 100 ml metanol-su (800:200 v/v) karisimi kullanilarak
10 dakika ekstraksiyon edilmistir. Ekstrakt mobil faz olarak 10 mM hekzan-1-
sulfonik asit sodyum tuzu (pH 3,5) iceren su-metanol-fosforik asit-trietilamin
(842:150:4:4) ile Agilent Zorbax SB-C18 kolonu (4,6 mmx150 mm, i.d., 5um
partukil boyutlu) Gzerinde ters faz tarafindan analiz edilmistir. UV tespiti 230
nm'de gerceklestirilmistir. Secicilik, dogrusallik, cozelti stabilitesi, dogruluk,
hassaslik, algilama limiti ve belirleme limiti icin yéntem dogrulanmistir.
Amoksisilin icin dedektor tepkisi 0,9999 korelasyon katsayisi ile 2,0- 40,0
mg/mL arasinda secilen konsantrasyon araliginda dogrusal olmustur.
Dogruluk ortalamasi %0,6 standart sapma ile %100,1 olmustur. Tespit limiti
ve belirleme limiti sirasiyla 0,1 ve 0,3 mg/mL olmustur, 6n karisim érneginde
sirastyla 10 ve 30 mg/kg'e karsilik gelmistir. Ornekler ve standart ¢ozelti 4
saat boyunca stabil kalmistir. Bu method secici ve rutin analizlerde

kullanilabilir bulunmustur.

Wibawa ve arkadaslarinin 2002'de yaptiklar calismada; hizli, segici ve hassas
olan HPLC analizi dislk konsantrasyonlu amoksisilinine (<1 pg/mL ) veya

kiicik hacimli numunelere uygulanabilen fare plazmasi, mide suyu aspirati ve
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gastrik dokusundaki amoksisilinin rutin analizleri icin gelistirmisler; bununla
birlikte uygulaya bilimislerdir. Amoksisilin, sivi-sivi ekstraksiyonu kullanilarak
geri kazanilan fluorasan Urdnlerinin bir formu da internal yeiden diizenleme
vasitasiyla donustirtlmistir. Kromasil ODS 3 pm (150 x 13,2 mm ID )
kolonun 40°C’de oOlgllmistir ve metanol-su (55:45 v/v) iceren mobil faz
kullanilmigtir.  Florometrik algilama Aex:365 nm  ve Aem:i445 nm  de
gerceklesmistir. Amoksisilinin nicel analizlerinin limiti mide suyu (500 pL)
icinde 0,1 pg/mL, plazma (50 pL) icinde 0,5 pg/mL ve gastrik dokusu (250
mgq) icinde 0,075 pg/mL ‘dir. Bu metot en az mide suyunda 15 pg/mL,
plazmada 200 pg/mL ve gastrit dokusunda 100 pg/g'da dogrusaldir. Bununla
birlikte guin ici ve glnler arasi RSDs %19'dan daha azdir. Bu analizler 6zel
farelerde farmokokinetik calismalar icin fare plazmasi, mide suyu ve gastrit

dokusu iginde amoksisilin 6lgiimi icin uygulanabilirdir.

Hsu ve calisma arkadaslar 1992'de yapmis olduklari bir calismada, Ters faz
sivi kromatografisi metodu ile amoksisilin ve preparatlarinin tayini igin
gelistirmiglerdir. Dogrusal kalibrasyon araligi 0,2 ila 2,0 mg/mL (r = 0,9998)
ve geri kazanimlar genellikle %99'dan fazladir. HPLC degerlendirme sonuglari
toplu ilag maddesi ve kapsul, enjeksiyon ve amoksisilin ve bozulmus
amoksisilin igeren grantl formulasyonlarinin mikrobiyolojik bir tayininden elde
edilenlerle  karsilastiriimistir. %99 glvenilirlik seviyesinde, sonuglar
karsilastirldiginda yontemler arasi onemli farkhliklar gézlemlenmemistir.
Ticari formulasyonlarda analiz edildi ve O&nerilen yodntemle elde edilen
sonuglar mikrobiyolojik ydntemle bulunanlarla gok yakin olmustur. Sonuglar,
Onerilen metodun amoksisilin preparatlarinin stabilite galismalar ve tayininde

mikrobiyolojik metodlar icin uygun bir yedek oldugunu géstermistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu calismada, ilagc etken maddesi olarak kullanilan amoksisilinin,
klaritromisinin ve lanzoprazollin ayni anta tayini ve nicel analizi yulksek
performans sivi kromatografisi ile yapilmistir. Bu analiz sonucunda elde edilen
veriler, PCA, PCR, PLS, gibi kemometrik yontemlerle degerlendirilmistir. Etken
maddelerin 6nce ayri ayri daha sonra sentetik karisimlari hazirlanarak
spektrumlart alinmigtir. Son olarak da ilag numunesindeki O6lgimleri
yapiimistir. Elde edilen veriler lisansi elimizde bulunan Minitab 16 istatistik

programiyla degerlendirilmistir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

3.2.1. Yiiksek performans sivi kromatografisi cihazi

Etken maddelerin kromatografik ayrimlari Shimadzu LC-20 AT serisi ters faz
HPLC, kullanilmistir. Sistemde, sistem kontrol (nitesi (CBM-20A), pompa (LC-
20AT), gaz giderme birimi (DGU-20A 5 ), oto enjektdr (SIL-20A), kolon firini
(CTO-10AS VP) ve dedektér (SPD-M20A /Diyode Array Detector (DAD))
bulunmaktadir. Ylksek performans sivi kromotografisinde (HPLC) kolon
olarak XTerra®RP18 (4,6 x 250mm, 5um) tercih edilmistir. Mobil faz igin
0,45um HV Durapore® Membran filtre kullanilmstir.

3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Analizler esnasinda kullanilan etken madde standartlar analitik saflikta veya
HPLC saflikta kullanilmis olup, maddeler icin herhangi bir saflastirma islemine

gerek duyulmamistir. Calismada kullanilan etken madde 6zellikleri, Cizelge

3.1'de verilmektedir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan etken maddeler ve dzellikleri

Maksimum
Temin absorbans
Bilesigin Sistematik adi edildigi yaptigi
adi firma dalga boyu
NH> H H
N SIGMA 205 nm
Amoksisilin /O/'\H/ j;(>< A8523
HO ¢ o N 3
O/‘\OH
210 nm
Klaritromisin SIGMA
C9742
SIGMA 205 nm
Lansoprazol L8533
Atorvastatin O SIGMA 210 nm
. . ”:‘Q Y0001328
o OH OH & CH3

Kromatografik calismada kullanilan diger kimyasallar, Cizelge 3.2" de

yeralmaktadir.

Cizelge 3.2.

Analizde kullanilan kimyasal maddeler

Bilesik adi

Kullanim Amaci

Aciklama

Asetontril (ACN)

Mobil faz igin kullanilan
organik ¢cozuicli

Merck, HPLC saflijinda

Amonyumklorir (NH4CI)

Mobil fazin pH
ayarlamasinda kullanilir

Merck, analitik saflikta

Amonyak (NHs)

Mobil faz pH ayarlamada
kullanilir

Merck, analitik saflikta
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3.3.1. Kullanilan Cozeltiler

Calismada, kromatografik olctimler icin klaritromisin 1000 ppm, amoksisilin
500 ppm, lanzoprazol 500 ppm ve atorvastatin 500 ppm olacak sekilde stok
cozeltileri hazirlanmistir.

Stok Amoksisilin Cozeltisi (500 ppm)

Amoksisilin maddesinden 5 mg tartilarak bir miktar mobil fazda ¢dziildikten

sonra son hacim 10 mL" ye tamamlandi.

Stok Klaritromisin Cozeltisi (1000 ppm)

Klaritromisin maddesinden 10 mg tartilarak bir miktar mobil fazda

¢ozlldikten sonra son hacim 10 mL" ye tamamlandi.

Stok Lanzoprazol Cozeltisi (500 ppm)

Lanzoprazol maddesinden 5 mg tartilarak bir miktar mobil fazda ¢6zildikten

sonra son hacim 10 mL" ye tamamlandi.

Stok Atorvastatin Cozeltisi (500 ppm)

Atorvastatin maddesinden 5 mg tartilarak bir miktar mobil fazda ¢ozuldikten

sonra son hacim 10 mL" ye tamamlandi.
Tablet numune galigmasi
Amoksisilin, Klaritromisin ve Lanzoprazol ilag formulasyonlarinda miktar tayini

yapabilmek icin asagidaki asamalar uygulanmistir. Ilac tableti, Sekil 3.1'de

gosterilmektedir.
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10 tane ilag tableti tartilir ve havanda iyice ezilerek toz haline getirilir.

1
1 tablet agirligi kadar toz ilagtan alinir.

!
100 ml mobil faz ilave edilir (Bu miktar ppm araligina goére ayarlanir.)

!
Ultrasonik banyoda 25 dk ¢éziinmesi beklenir.

1
Mavi bant siizgeg kagidindan siiziildr.

1
Sizlnti kalibrasyon derisim araligina gelene kadar seyreltilir.

Sekil 3.1. Amokisisilin, Klaritromisin ve Lanzoprazol etken maddelerini igeren

ilag numunesi

Kromatografik calismada kullanilan mobil faz

Asetonitril ve su (45:55 v/v) kansiminina 25 mM amonyum klorir(NH4CI)
konsantrasyonunda ilave edilir ve pH 10 ‘a derisik amonyak (NHs) ile
ayarlanir. Mobil faz 0,45 pm capli filtre kagidi ile stizilir. Mobil faz ultrasonik

karistiricida degaze edildikten sonra kullaniimistir.
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3.4. YOontem

3.4.1. Yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) yontemi

Bu calismada, kromatografik olclimlerle ilag aktif maddelerinin stok
¢ozeltilerinin kromatogramlari okunmustur. Bu islem icin dnce tek tek sonra
farkli oranlarda hazirlanan sentetik karisimlarin kromatogramlari alinmistir.
Son iglem olarak da ilag 6rneklerinde 6lciimler yapiimistir. Elde edilen veriler,
farki  kemometrik  yontemlerle  degerlendirilmisti. Ik  asamada
kromatogramdaki piklerin analizlenen etken maddelerin olup olmadigi kontrol
edilmistir. Kontrol islemi bos enjeksiyon, saf su ve mobil faz enjeksiyonu
yapllarak kromatogramin diiz olmasi saglanmistir. Ikinci asamada, saf ilag
etken maddelerinin tek tek kromatogramlar alinmistir. Bu islem ila¢g etken
maddelerinin validasyon ve kalibrasyon setleri icin uygun derigimler
hazirlanarak yapilmistir. Son basamakta ise, piyasada satilan ilag

numunesindeki ilag etken maddelerinin ¢bzeltileri incelenmistir.

HPLC kosullan, izokratik programda, akis hizi 1ml/dk, enjeksiyon hacmi 20 uL
ve kolon sicakhigi 30°C olarak ayarlanmistir. HPLC kemometrik analiz
slresince, maddelerin pik alanlari 205, 210, 215, 220 ve 225 nm olmak lzere
bes dalga boyunda i¢ standarda karsi analiz edilerek pik alanlarinin oranlari

karsilastiriimistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. HPLC Sistem Uygunluk Parametreleri

4.1.1. i¢ standartin belirlenmesi

Analiz esnasinda numuneye ve kalibrasyon standartlarina belirli miktarda
eklenen maddeye i¢ standart denir. Kalibrasyon fonksiyonlarinin
hazirlanmasinda ve numune hazirlik islemlerinde eklenen i¢ standart derigimi
sabit tutulmaktadir. Ic standartin uygun secilmesi sistematik ve rastgele
olusabilen hatalarn engelleyebilir. Amoksisilin, klaritromisin ve lansoprazol
analizleri esnasinda i standart segimi igin farkl ilag aktif maddeleri
denenmistir. Segicilik, analiz stresi ve ayirma gucu gibi parametreler goz
Ondnde tutularak amoksisilin, klaritromisin ve lansoprazol analizi icin g
standart olarak atorvastatin secilmistir. Secilen i¢ standart analizi yapilan

bilesiklerden yapica farkhdir.

4.1.2, Sistem uygunluk sonuglari

Sistem uygunluk testleri (SUT), Food Drung Administration (FDA) ve United
States Pharmacopeia (USP) tarafindan 6nerilen ve sivi kromatografisi ve diger
ayirma tekniklerinde yontem gelistirmenin bir pargasini olusturan testlerdir.
Bu calismada amoksisilin, klaritromisin, lansoprazol ve atorvastatin igin
belirlenen optimum sartlarda sistem uygunluk testleri gelistirilmistir. Ancak bu
calismada kullanilan etken maddeler yapica birbirinden gok farkli oldugu igin
kemometrik calismada g6z 6niinde bulunduruldugundan dolay! kuyruklanma
(kapasite) faktorl ve ayirma glici (Rs) g6z ardi edilmistir. Belirli derisimlerde
hazirlanan ¢ozeltilerin  sisteme enjeksiyonundan sonra kromatografik
parametreler hesaplanmistir. Amoksisilin, klaritromisin, lansoprazol ve ig
standart igin sistem uygunluk testlerinden elde edilen sonuglar, Cizelge 4.1'de
verilmektedir. Bu dort etken maddenin sistem uygunluk testlerinden elde

edilen 210 nm’deki kromatogramlari, Sekil 4.1'de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.1. Amoksisilin, klaritromisin, lansoprazol ve i¢ standart icin sistem

uygunluk parametreleri

Parametreler AMX |[LNZ IS CTM Onerilen
Degerler
Alikonma zamani
(T.R) 2336 | 4,052 | 4,798 | 20,382
Kuyruklanma 0997 | 1198 | 1144 | 0957 |095120
faktorii (Tailling F.) | ' ' ' 17274
%RSD
(Alikonma zamani) | 0098 | 0242 | 0,407 | 0,924 <1
%RSD (Pik alani) 0,784 | 0,535 | 0,881 | 0,885 <1
{ﬁ‘)’"k tabaka sayist| ;550 5 | 5883 64 | 5496,44 |8158,174| >2000
mAU
JAD1:210nm N
75
| “
50{
25{
| <
™
o] THA AN
N N N N N N
00 25 50 75 100 15 150 175 200 25 min

Sekil 4.1. Etken madde standartlarinin karisim kromatogrami 1) Amoksisilin

2)Lansoprazol 3) Atorvastatin ve 4) Klaritromisin
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4.1.3. Amoksisilin, Klaritromisin ve Lansoprasoliin HPLC ile analiz

yonteminin validasyonu

Geligtirilen  yontemin gegcerliligini kanitlamak gayesi ile validasyon
parametrelerine gdre test edilmesi kaynaklarda belirtilen parametreler
secilmis ve ilgili gegerlilik kriterleri kabul edilmistir. Bu yilzden validasyon
calismalarinda; duyarlik, kesinlik, dogrusallik, tekrarlanabilirlik, ve geri
kazanim gibi parametreler incelenmis ve istatistiksel degerlendirilmesi

yapilmistir.

4.1.3.1. Kalibrasyon dogrusu ve duyarhlik

Amoksisilinin HPLC ile analizi yonteminde dogrusal araligin ve lineer araligin
saptanmasinda amoksisilinin  20-70 ppm araliginda (Sekil 4.2) farkh
derisimlerde c¢ozeltileri hazirlanmistir. Kalibrasyon dogrusu ve duyarlihdi
verilerine gore teshis sinirn degeri tayin alt sinirn dederinden kigiik olmaldir
(LOD<LOQ).

Kalibrasyon dogrusu, amoksisilinin her bir derisim degeri igin elde edilen pik
alaninin i¢ standart (atorvastatin) pik alanina oraninin, amoksisilinin derisim
degerine karsl isaretlenmesi ile olusturulan grafiktir. Gelistirilen ydntem
amoksisilin icin 20-70 ppm arasinda dogrusaldir. Amoksisilin igin elde edilen

dogrusallik verileri, Cizelge 4.2'de verilmistir.
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5,00 y = 0,065x + 0,286
R2 = 0,995

AMX / IS alan orani
\N
8

10 20 30 40 50 60 70 80
DERISIM (ppm)

Sekil 4.2. Amoksisilin analizine ait dogrusal kalibrasyon grafigi

Cizelge 4.2. Amoksisilin analizine ait kalibrasyon grafik parametreleri

Regrasyon Denklemi y= 0,065x + 0,286
Denklemin Standart Sapmasi 0,131
Kesimin Standart Sapmasi 0,151
' Egimin Standart Sapmasi 0,003
Kolerasyon Katsayisi (R) 0,995
Kalibrasyon Araligi (pg/mL) 20-70
Teshis Sinir1 (pg/mL) 6,585
Tayin Alt Sinin (pg/mL) 19,955

*y = bx + a ; x: pg/mL biriminde derisim, y:amoksisilin/ic standart alan orani

degerleri

Klaritromisinin HPLC ile analizi ydnteminde dogrusal araligin ve lineer araligin
saptanmasinda klaritromisinin 500-750 ppm araliginda (Sekil 4.3) farkl

deisimlerde ¢ozeltileri hazirlanmistir.
Kalibrasyon dogrusu, klaritromisinin her bir derisim degeri icin elde edilen pik

alaninin i¢ standart (atorvastatin) pik alanina oraninin, klaritromisinin derisim

degerine karsl isaretlenmesi ile olusturulan grafiktir. Gelistirilen yontem
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amoksisilin igin 550-750 ppm arasinda dogrusaldir. Klaritromisin igin elde

edilen dogrusallik verileri, Cizelge 4.3’ de verilmistir.

4,00
- y = 0,0055x - 0,4143
& 3,50 R2 = 0,9956
| =
()
c
1]
< 3,00
()]
=]
~
s 2,50
=
o

2,00

450 550 650 750 850

DERISIM (ppm)

Sekil 4.3. Klaritromisin analizine ait dogrusal kalibrasyon grafigi

Cizelge 4.3. Klaritromisin analizine ait dogrusal kalibrasyon grafik

parametreleri
Regrasyon Denklemi y= 0,0055x - 0,4143
Denklemin Standart Sapmasi 0,0545
Kesimin Standart Sapmasi 0,0003
| Egimin Standart Sapmasi 0,1644
Kolerasyon Katsayisi (R) 0,9956
Kalibrasyon Araligi (pg/mL) 500-750
Teshis Sinin (pg/mL) 32,5815
Tayin Alt Siniri (pg/mL) 98,732

*y = bx + a ; x: yg/mL biriminde derisim, y:klaritromisinin/ic standart alan orani

degerleri

Lansoprazoliin HPLC ile analizi ydnteminde dogrusal araligin ve lineer araligin
saptanmasinda amoksisilinin  5-30 ppm aralidinda (Sekil 4.4) farkl

derisimlerde c¢ozeltileri hazirlanmigtir.
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Kalibrasyon dogrusu, lansoprazoliin her bir derisim dederi icin elde edilen pik
alaninin i¢ standart (atorvastatin) pik alanina oraninin, lansoprazoliin derisim
degerine karsi isaretlenmesi ile olusturulan grafiktir. Gelistirilen yontem
lansoprazol icin 5-30 ppm arasinda dogrusaldir. Lansoprazol icin elde edilen

dogrusallik verileri, Cizelge 4.4'de verilmistir.

60,00

50,00 y = 1,693x - 0,435
R2 =0,999

40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

LNZ /IS alan orani

0 5 10 15 20 25 30 35
Derisim (ppm)

Sekil 4.4. Lansoprazoliin analizine ait dogrusal kalibrasyon grafigi

Cizelge 4.4. Lansoprazolin analizine ait dogrusal kalibrasyon grafik

parametreleri

Regrasyon Denklemi y=1,693x - 0,435
Denklemin Standart Sapmasi 0,387

Kesimin Standart Sapmasi 0,36

Egimin Standart Sapmasi 0,019
Kolerasyon Katsayisi (R) 0,999
Kalibrasyon Araligi (pg/mL) 5-30

Teshis Sinir1 (pg/mL) 0,754

Tayin Alt Sinin (pg/mL) 2,284

*y= bx + a ; x: pyg/mL biriminde derisim, y:lansoprazol/i¢ standart alan orani

degerleri
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4.1.3.2. Dogruluk ve kesinlik

Amoksisilin, klaritromisin ve lansoprazolin analizi igin kesinlik ve dogruluk
calismalari, amoksisilin icin 10-70 ppm derisim araliginda, kalritromisin 500-
750 ppm derisim araliinda ve lansoprazol 5-30 ppm derisim araliginda
gerceklestirilmistir ve giin ici ve glinler arasi degerlendirme sonuglar Cizelge

4.5, Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7’ de gosterilmektedir.

GUn ici calisma, iki farkh derisim Gzerinden (amoksisilin 30 ppm ve 60 ppm,
klaritromisin 550 ppm ve 700 ppm, lansoprazol 10 ppm ve 25 ppm derisim
araligindan kullanilan) 3 bagimsiz ¢ozelti kullanilarak ayni giin iginde HPLC' ye
enjekte edilerek yapilmistir. Glnler arasi calismada ise iki farkl derisim
uzerinden (amoksisilin 30 ppm ve 60 ppm, klaritromisin 550 ppm ve 700
ppm, lansoprazol 10 ppm ve 25 ppm derisim araligindan kullanilan) 3
bagimsiz ¢ozelti kullanilarak 3 farkli giinde HPLC' ye enjekte edilerek
yapilmistir.

Cizelge 4.5. Amoksisilinin analiz yéntemine ait gln ici ve gunler arasi

dogruluk ve kesinlik verileri

Teorik Giin I¢i % RSD | Gunler Arasi % RSD

Derigim Derigim (Mg/mL) | Derigim (Mg/mL)
AMX | (ug/mL) | Ortalamasi Ortalamasi

30 30,448 £0,14 | 0,446 28,051 £0,49 |1,733

60 60,218 £0,16 | 0,265 59,441 £0,71 |1,190

Cizelge 4.6. Lansoprazolin analiz yontemine ait gln igi ve glnler arasi

dogruluk ve kesinlik verileri

Teorik Gin Ici % RSD | Giinler Arasi % RSD
LNz Derigim Derigim (Mg/mL) | Derigim (Mg/mL)
(Mg/mL) | Ortalamasi Ortalamasi

10,00 9,896 £0,051 |0,03 9,643 +0,141 | 1,459
20,00 23,57 £0,104 | 0,441 23,269 +0,383 | 1,645
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Cizelge 4.7. Klaritromisinin analiz yontemine ait gin ici ve glinler arasi

dogruluk ve kesinlik verileri

Teorik Giin Ici % RSD | Gunler Arasi % RSD

Derigim Derisim (Mg/mL) | Derisim (Mg/mL)
CT™M (pg/mL) | Ortalamasi Ortalamasi

550,00 554,259+1,52 | 0,276 541,716+6,81 1,269

700,00 703,034+2,38 | 0,338 691,872+10,5 1,517

4.1.3.3. Geri kazanim

Amoksisilin, klaritromisin ve lansoprazoliin tayini igin gelistirilen analiz

yontemi piyasada satilan tabletlere uygulanmistir. Amoksisilin, klaritromisin

ve lansoprazol iceren preparattan miktar tayini yapmak amaciyla materyal

metot bélimiinde anlatildigi sekilde tablet ¢ozeltileri hazirlanmistir. Yapilan

analiz sonucunda okunan pik alan degerleri kalibrasyon denklemine gore

yorumlanarak tabletin icerdigi amoksisilin, klaritromisin ve lansoprazoliin

miktarlari  hesaplanmistir. Tabletten hesaplanan

ilagtaki  amoksisilin,

klaritromisin ve lansoprazol miktarlarlari sirasiyla, Cizelge 4.8, Cizelge 4.9,

Cizelge 4.10" de gosterilmektedir.

Cizelge 4.8. Amoksisilin igeren tablete ait geri kazanim verileri

AMX
Teorik derigim (ppm) Deneysel derisim (ppm) | % Geri kazanim
30,00 30,514 100,165
40,00 41,802 100,638
60,00 57,908 100, 367
>=100,389
SD=0,237

%RSD=0,236
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Cizelge 4.9. Klaritromisin igeren tablete ait geri kazanim verileri

CTM
Teorik derisim (ppm) Deneysel derisim (ppm) | % Geri kazanim
550,00 529,058 99,038
650,00 632,361 99,826
700,00 693,454 99,752
>=99,539
SD=0,435
%RSD=0,437

Cizelge 4.10. Lansoprazol iceren tablete ait geri kazanim verileri

LNZ
Teorik derisim (ppm) Deneysel derisim (ppm) | % Geri kazanim
10,00 10,45 101,174
20,00 20,26 101,281
25,00 25,14 101,298
2=101,251
SD=0,067
%RSD=0,067

Tablet icerisinde bulunan yardimci maddelerin analiz yontemi Uzerindeki

etkilerini arastirmak amaciyla geri kazanim calismasi yapilmaktadir.

Calismadaki  hesaplamalar sonucunda % geri kazanim degerleri

%95-%110

araliginda olmasi yontemin gerikazanim igin uygun oldugunu goéstermektedir.

hesaplanmistir. Hesaplanan % geri kazanim degerlerinin

Bu hesaplanan sonuglar, Cizelge 4.8, Cizelge 4.9 ve C(Cizelge 4.10" da
gosterilmistir. Tablet numunelerinin analizini gdsteren kromotogramlar ile
bilesiklere belirli

derisimlerde katki yapilan numunenin analizine ait

kromotogramlar, Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7’ de gbsterilmektedir.
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mAL

Sekil 4.5. A) 60 ppm AMX igeren tablet ¢dzeltisine ait kromatogram, B) 60
ppm AMX iceren tablete ayni derisimde AMX standarti ile ilave
edilmis gozeltiye ait kromatogram (1:AMX, 2:1S)

mALl

mAL

Sekil 4.6. A) 25 ppm LNZ igeren tablet ¢ozeltisine ait kromatogram, B) 25
ppm LNZ iceren tablete ayni derisimde LNZ standarti ile ilave

edilmis ¢bzeltiye ait kromatogram (1:AMX, 2:1S)
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Sekil 4.7. A) 700 ppm CTM igeren tablet ¢ozelisine ait kromatogram, B) 700
ppm CTM iceren tablete ayni derisimde CTM standarti ile ilave
edilmis ¢bzeltiye ait kromatogram (1:AMX, 2:1S)

Tablet analizi sonucunda elde edilen pik alanlarinin ve tablete belirli oranda

katki yapilarak elde edilen pik alanlarinin i¢ standarta oranlanarak elde edilen

sonuglar, Cizelge 4.11'de verilmektedir.
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Cizelge 4.11. Tabletin katkil ve katkisiz olarak elde edilen kromotogram pik

alan oran degerleri

Derisim(ppm) | Katkisiz tablet | Katkil tablet

30,000 2,269 4223
AMX/IS 40,000 3,004 5,619
alan orani

60,000 4,050 7,965

550,000 2,496 5,492
CTM/IS 650,000 3,064 6,084
alan orani

700,000 3,399 7,240

10,000 17,264 34,392
LNZ/1S alan orami 55,555 33,867 68,160

25,000 42,119 84,995

4.2. Kemometri

Kemometrik calismamiza ilk olarak ilacimizda bulunan 3 etken maddenin
(amoksisilin, lansoprazol ve klaritromisin ) ve i¢ standartin (atorvastatin) bir
arada bulundugu sentetik karisim hazirlanarak yiiksek performans sivi
kromatografisi ile analizi yapilmistir. Bu karisima ait olan kromatogram Sekil

4.8’ de verilmigtir.
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Sekil 4.8. Arastirmada kullanilan etken maddelerin 3’10 karisimina ait

kromatogram

Yeterli ayrimi gergeklestirebilen en iyi mobil faz bulunmus ve en yiksek
absorbans veren 6 farkli dalga boyu segilmistir. Bu secilen dalga boylari
arasinda en ylksek absorbans veren dalga boyunda elde elden etken madde
standartlarinin alanlarinin (AMX igin 205 nm, LNZ igin 205 nm ve CTM igin
210 nm) ATR (IS) alanina oranlayarak kalibrasyon grafikleri cizilmis ve

maddelerin lineer oldugu derisim araliklari belirlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Etken maddelerin kalibrasyon grafikleri

Kalibrasyon grafikleri incelendiginde R> (korelasyon katsayisi) degerleri
amoksisilin, lansoprazol ve klaritromisin igin sirasiyla 0,9989; 0,997 ve 0,997
olarak bulunmustur. Elde edilen bu degerler tek tek kromotogramlari alinan
etken madde bilesiklerinin pik alanlari ile konsantrasyonlari arasinda lineer bir

baginti oldugunu gostermektedir.
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4.2.1. Kalibrasyon seti

Kemometrik kalibrasyon seti icin mobil faz ¢ozeltisi icinde AMX icin 10-50
ppm, LNZ igin 5-25 ppm ve CTM icin 120-600 ppm derisim araliginda her (g
bilesigi iceren 20 farkl sekilde simetrik bir kalibrasyon seti olusturulmustur.

Bu kalibrasyon seti, Cizelge 4.12'de verilmektedir.

Cizelge 4.12. AMX, LNZ ve CTM icin kalibrasyon seti

SIRA NO LNZ AMX CTM
]
E s1 5 10 120
§ S2 10 20 240
3 s3 15 30 360
g s4 20 40 480
S S5 25 50 600
S6 15 10 120
s7 15 20 240
S8 15 30 360
Ss9 15 40 480
E S10 15 50 600
" s11 5 30 120
g s12 10 30 240
> s13 15 30 360
< S14 20 30 480
H S15 25 30 600
g S16 5 10 360
S17 10 20 360
Ss18 15 30 360
S19 20 40 360
S20 25 50 360

Calismamizda rastgele kalibrasyon seti yerine simetrik kalibrasyon seti tercih
etmemizin nedeni analiz sirasinda olusabilmesi ihtimal kalibrasyon hatalarini

minimize etmektir.
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4.2.2. Spektral kosullarin optimizasyonu

Bu calismada AMX, LNZ ve CTM karisimi igin en uygun mobil faz secilmistir ve
180-750 nm dalga boyu araliginda etken maddelerin taramasi yapilmistir. Bu
taramaya ait en iyi absorbans veren 6 dalga boyu (205, 210, 215, 220, 225,
230 nm) secilmistir. Secilen bu dalga boylarin ait kromotogramlar sirasiyla
Sekil 4.10'da verilmektedir.

uv
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Sekil 4.10. Etken madde standartlarinin karnigsimlarinin farkli dalga boylarindaki
kromatogramlari (A:205 nm, B:210 nm, C:215 nm, D:220 nm,
E:225 nm, F:230 nm)

4.2.3. Temel bilesen regresyon yontemi (PCR)

PCR yontemi kalibrasyon seti icin Olclilen absorbans matrisinin

parcalanmasiyla elde edilen temel bilesen regresyonuna dayali bir yéntemdir.

Yontemin algoritmasi Bolim 1.2.1.2'de ayrnintili bir sekilde anlatilmistir.
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4.2.3.1. Temel bilesen regreyon (PCR) kalibrasyonu

PCR algoritmasina gore hazirlanan kalibrasyon setinin 6 farkli dalga boyunda
DAD dedektér yardimi ile pik alanlari odlgulmistir. Kullanilan istatistik
programi ile kalibrasyon setinin pik alan oranlari (etken madde/IS) ile derisim
degerlerinin varyans-kovaryans matrisleri hesaplanmistir. Kalibasyon seti icin
varyans-kovaryans matrisinin dekompozisyon igleminden sonra derisim-pik
alan oranlari arasindaki matematiksel iliskiye dayali PCR kalibrasyonu
kurulmustur. AMX, LNZ, CTM ve IS iceren karigimlarin belirlenen dalga
boylarindaki absorbans dederleri okunarak PCR kalibrasyonunda bu etken
maddelerin miktar tayinleri gergeklestirilmistir. PCR kalibrasyonu icin her bir
etken madde icin tek tek PCA analizi yapilarak asagidaki program giktisi elde

edilmistir.

Korelasyon matrisinin 6zdegerleri;

Ozdeger 10,877 3,760 3,314 0,018 0,011 0,006 0,005 0,003 0,002
Oran 0,604 0,209 0,184 0,001 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000
Toplam 0,604 0,813 0,997 0,998 0,999 0,999 1,000 1,000 1,000
Ozdeger 0,001 0,001

0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 -0,000 -0,000

Oran 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -0,000 -0,000
Toplam 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Variable PC1  PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC8 PC9
C4 0,234 -0,209 -0,269 -0,043 0,047 -0,144 0,357 -0,026 0,248
C5 0,236 -0,217 -0,257 0,241 0,008 0,140 -0,053 -0,026 -0,236
C6 0,238 -0,209 -0,256 0,038 0,138 0,048 0,185 0,033 0,109
Cc7 0,241 -0,203 -0,250 -0,466 -0,292 -0,171 -0,217 0,084 -0,227
C8 0,238 -0,213 -0,253 0,137 0,153 0,064 -0,218 0,225 -0,134
9 0,238 -0,203 -0,262 0,108 -0,025 0,048 -0,041 -0,294 0,202
Ci0  0.245 -0,109 0,302 -0,038 -0,172 -0,073 0,403 -0,016 0,133
cir 0,238 -0,119 0,314 0,144 -0,337 0,219 -0,023 -0,309 -0,305
ci2z 0,238 -0,107 0,320 -0,016 -0,078 0,076 0,291 -0,155 0,079
Cci3 0,243 -0,116 0,302 -0,352 -0,185 -0,153 -0,226 0,186 -0,159
C14 0,241 -0,105 0,313 0,129 0,393 -0,046 -0,318 0,351 0,044
C15 0,243 -0,097 0,311 0,162 0,339 -0,033 -0,138 -0,047 0,262
C16 0,227 0,338 -0,054 0,009 0,042 -0,691 0,215 0,145 -0,045
C17 0,228 0,335 -0,050 0,373 0,037 -0,050 0,066 -0,062 -0,368
C18 0,228 0,336 -0,040 -0,247 0,396 0,159 0,114 -0,283 -0,402
C19 0,232 0,324 -0,073 -0,202 -0,004 -0,045 -0,439 -0,481 0,420
C20 0,233 0,322 -0,060 -0,330 0,030 0,567 0,200 0,410 0,170
C21 0,220 0,345 -0,082 0,390 -0,505 0,081 -0,152 0,264 0,205
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Variable PC10 PC11 PC12 PC13 PC14 PC15 PC16 PC17 PC18
C4 0.129 0,517 0,351 -0,123 0,058 0,119 0,095 -0,164 -0,372
C5 -0,162 0,379 -0,399 -0,048 -0,237 0,188 0,260 0,412 0,185
C6 0,077 -0,336 -0,298 -0,407 -0,361 -0,375 -0,147 -0,311 0,033
c7 0,079 -0,026 -0,133 -0,056 0,510 -0,110 0,179 -0,160 0,207
C8 -0,081 -0,338 0,176 0,160 0,016 0,597 -0,326 -0,150 -0,092
9 -0,013 -0,216 0,292 0,487 0,040 -0,427 -0,043 0,366 0,042
C10 -0,154 0,070 0,009 -0,168 0,188 0,124 -0,529 0,229 0,424
C11 -0,215 0,104 -0,185 0,140 0,051 -0,131 -0,181 -0,284 -0,464
C12 0,225 -0,471 -0,028 -0,080 0,050 0,306 0,537 0,154 -0,117
C13 0,066 0,079 0,351 0,023 -0,631 -0,056 0,025 0,054 0,063
C14 0,023 0,039 -0,012 -0,274 0,301 -0,258 -0,036 0,321 -0,309
C15 0,079 0,204 -0,126 0,355 0,031 0,012 0,174 -0,471 0,400
C16 -0,195 -0,101 -0,303 0,306 -0,079 -0,004 0,009 0,054 -0,200
C17 -0,279 -0,066 0,470 -0,279 0,092 -0,136 0,231 -0,161 0,244
C18 0,509 0,09 -0,039 0,072 0,011 0,020 -0,229 0,095 0,009
C19 -0,233 -0,003 -0,050 -0,293 -0,056 0,200 -0,039 0,035 -0,058
C20 -0,338 0,021 -0,022 0,184 0,011 -0,066 0,115 -0,020 -0,042
C21 0,512 0,063 -0,059 0,001 0,001 0,004 -0,086 0,002 0,023

Her bir etken madde 0zdegerleri incelendiginde ilk 7 bilesenin
absorbsiyondaki degismenin % 100 ‘linden sorumlu oldugu goriilmektedir. Bu
nedenle regresyon islemi ilk yedi 6zdeger esas alinarak yapilmaktadir. Fakat
yapmis oldugumuz bu calismada diger bilesenlerde isin icine katilarak
yapildiginndan asagidaki regresyon esitlikleri tiiretilmistir.

Cunz = -3,85337 + 3,06688 C4 — 4,24642 C5 — 0,131122 C6 + 0,994359 C7 +
1,77897 C8 — 1,65757 C9 — 2,42981 C10 + 6,70127 C11 - 0,450866 C12 —
4,36405 C13 + 2,63393 C14 - 1,02903 C15 + 2,10623 C16 — 1,95863 C17

Camx = 9,04348 —4,17751 C4 + 11,0803 C5 — 13,9486 C6 + 6,13129 C7 -
0,932853 C8 + 4,47098 C9 + 11,1786 C10 — 23,0078 C11 + 18,1208 C12 —
11,7337 C13+ 7,28144 C14 - 1,83286 C15 - 2,97311 C16 + 2,0915 C17

Cctm = 12,2776 + 3,64425 C4 + 48,687 C5 — 71,5755 C6 + 34,314 C7 — 43,5405

C8 + 50,4408 C9 + 15,4442 C10 — 93,1125 C11 + 108,08 C12 — 77,7025
C13 +101,534 C14 — 64,8281 C15 + 14,3026 C16 + 15,3817 C17
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4.2.3.2. Kalibrasyon yonteminin validasyonu

PCR ydntemini valide etmek icin AMX 10-50 ppm icin, LNZ 5-25 ppm icin ve
CTM 120-600 ppm igin calisma araliginda olacak sekilde farkli derisimlerde 15
adet yapay karisim ¢6zeltisinden ibaret olan bir validasyon seti hazirlanmistir.
Hazirlanan bu validasyon seti (Cizelge 4.12) kullanilarak kurulan PCR
kalibrasyonun kesinlik ve dogrulugu test edilmistir. Geri kazanim (GK)
degerleri;  LNZ icin %100,05; AMX %99,99 ve CTM igin %100,0 olarak
bulunmustur. Bagil standart sapma degerleri; LNZ icin 0,02; AMX icin 0,0004
ve CTM icin 0,0002 olarak hesaplanmistir. PCR kalibrasyon y®nteminin
sentetik karnisimlara uygulanmasi ile elde edilen sonuglar, Cizelge 4.13." de

gosterilmektedir.
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Cizelge 4.13. AMX, LNZ ve CTM etken madde karisimlarinin PCR kalibrasyon ydntemi ile elde edilen geri kazanim verileri

Karisim LAN CT™M
No AMX
Karisim Bulunan % Geri Karisim Bulunan % Geri Karisim Bulunan % Geri
(ppm) (ppm) kazanim (ppm) (ppm) kazanim (ppm) (ppm) kazanim
1 15 15,00817 100,0544 10 9,999792 | 99,99792 120 120,0008 100,0006
2 15 15,00774 100,0516 20 19,99977 | 99,99886 240 240,0005 100,0002
3 15 15,00766 100,0511 30 29,99974 | 99,99912 360 360,0002 100,0001
4 15 15,00724 100,0483 40 39,99972 | 99,99931 480 480,0001 100
5 15 15,00672 100,0448 50 49,99971 | 99,99941 600 599,9997 | 99,99995
6 5 5,005356 100,1071 30 29,99982 99,9994 120 119,9996 | 99,99969
7 10 10,006 100,06 30 29,9998 99,99932 240 240 100
8 15 15,00729 100,0486 30 29,99974 | 99,99915 360 360,0002 100
9 20 20,00886 100,0443 30 29,99969 | 99,99895 480 480,0004 100,0001
10 25 25,01086 100,0435 30 29,9996 99,99866 600 600,0013 100,0002
11 5 5,000548 100,011 10 9,9999 99,999 360 359,9997 | 99,99992
12 10 10,00449 100,0449 20 19,9998 99,99899 360 359,9999 | 99,99998
13 15 15,00796 100,0531 30 29,99972 | 99,99908 360 360,0002 100
14 20 20,01135 100,0568 40 39,99964 99,9991 360 360,0005 100,0001
15 25 25,01521 100,0609 50 49,99954 | 99,99909 360 360,0011 100,0003
> = 100,052 2 =99,99902 > =100,0001
RSD= 0,01919 RSD= 0,000367 RSD= 0.000209

2: ortalama deger,RSD: badil standart sapma
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4.2.3.3. PCR ANOVA testi

PCR kalibrasyon yonteminin kesinlik ve dogrulugunu valide etmek amaciyla
elde edilen sonucglara ANOVA testi uygulanmistir. Varyans analizinde iki
serbestlik derecesi kullanilir. Gruplar arasi serbestlik derecesi=1, grup ici
serbestlik derecesi=28, %95 giiven araliginda F-tablo dederi=4,19 olmasina
karsilik AMX icin F-test dederi ve p-degeri, LNZ icin F-test degeri 1,24x10°%
ve p-dederi 0,997211 ve CTM icin F-test dederi ve p-dederi olarak
bulunmustur (Sekil 4.14).

Cizelge 4.14. PCR ANOVA test sonuglari

Varyans

Kaynagir SS drf MS F P-degeri F lciitii

Gruplar

Aracinda | 5,38E-07 1 5,38E-07 3,77E-09 0,99995 4,19597
o
Z |Gruplarici | 300908 28 142,856

Toplam 3999,98 29

Gruplar

Arasinda | 0,00044 1 0,00044 1,24E-05 0,99721 4195972
N -
Z |Gruplarici| 10005 28 35,7322

Toplam 1000,5 29

Gruplar

Arasinda | 5,39E-07 1 539E-07 2,62E-11 1 4,19597
s .
G [GruplarIi | 576000 28  20571,4

Toplam 576000 29

SS: karelerin toplami, df: serbestlik derecesi, MS: karelerin toplami

ANOVA testinde F-pesapianan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05 oldugu icin %95
given araliginda elde edilen sonuclar arasinda anlamli bir fark olmadig
gozlemlenmistir. Gruplar arasi serbestlik derecesi=1 Grup ici serbestlik

derecesi=28 F-pesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05 oldugundan dolayi bu
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kalibrasyon modeli ticari ilag numunesinin incelenmesinde kullanilabilir

olduguna karar verilmistir.

4.2.3.4. PCR yonteminin istatistiksel analizi

4.2.3.4.1. Capraz validasyon ve kalibrasyonun standart hatasi

AMX, LNZ ve CTM igeren karisimlardan bu maddelerin miktar tayini icin PCR
kalibrasyonunun kurulmasinda capraz validasyon isleminde tahmin edilen
hatalarin karelerinin toplaminin (PRESS) minimal dederleri elde edilmistir.
PCR kalibrasyonununda AMX, LNZ ve CTM igin kurulan PRESS degeri sirasiyla
1,19x10°%; 1,04x103 ve 4,4x10'%® olarak hesaplanmistir. PRESS degerinin
sifira yakin olmasi dogruluk derecesini arttirmaktadir. Hesaplanan PRESS

sonuglari yeterince kuguktar.

Kalibrasyonun standart hatasi (SEC), gercek ve tahmin edilen
konsantrasyonlar arasindaki bagintiya dayal olarak AMX, LNZ ve CTM igin
sirasiyla 2,82x10™, 8,33x10” ve 5,42x10™* olarak hesaplanmistir. Gergek ve
tahmin edilen konsantrasyonlar igin lineer regresyon analiz sonuglari, AMX
icin Sekil 4.11, LNZ igin Sekil 4.12, CTM icgin Sekil 4.13" de sunulmaktadir.

(o))
o

y = 1x - 0,0001
R2=1

ul
o

N
o

N
o

PRESS=1,19103E-06
SEC=0,000282

Tahmini AMX Degeri
w
o

—
o O

0 10 20 30 40 50 60
Gergcek AMX Degeri

Sekil 4.11. AMX icin PCR kalibrasyon basamaginda gercek ve tahmin edilen

lineer regresyon grafigi ve istatistik sonuglari
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y = 1,0005x + 0,0002
R2=1

N
ul

N
o

Tahmini LNZ Degeri
= =
o ul

PRESS=0,001041532
SEC=0,008333

(O]

0 5 10 15 20 25 30
Gergek LAN Degeri

Sekil 4.12. LNZ igin PCR kalibrasyon basamadinda gercek ve tahmin edilen

lineer regresyon grafigi ve istatistik sonuglari
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100
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Gercek CTM Degeri

Sekil 4.13. CTM icin PCR kalibrasyon basamaginda gercek ve tahmin edilen

lineer regresyon grafigi ve istatistik sonuglari
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4.2.4. Kismi En Kiiciik Kareler Kalibrasyon Yontemi (PLS)

PLC yontemi kalibrasyon seti icin Olclilen absorbans matrisinin parcalanmasi
ile olusan temel bilesen regresyonuna dayall bir ydntemdir. YOntemin

algoritmasi Bolim 1.3.1.3’ de ayrintil olarak verilmektedir.

4.2.4.1. Kismi en kiigiik kareler (PLS) kalibrasyonu

PLS ydnteminde Cizelge 4.12'ye gore hazirlanmis olan kalibrasyon seti 205-
230 nm dalga boyu araliginda AA=5 nm araliklarla 6 noktada absorbans
degerleri okundu. Bolim 1.3.1.3."de agiklanan PLS algoritmasina gore
kalibrasyon setinin absorbans konsantrasyon degerlerine gore varyans-
kovaryans matrisleri hesaplandi. Kalibrasyon seti icin absorbanslara varyans-
kovaryans  matrisinin  dekompozisyon islemi uygulandiktan sonra
konsatrasyonlar arasindaki matematiksel iliskiye dayali olarak PLS
kalibrasyonu kuruldu. AMX, LNZ ve CTM igeren karisimlarin belirlenen dalga
boylarindaki (205, 210, 215, 220, 225 ve 230 nm) absorbanslari okunarak

PLS kalibrasyonunda bu etken maddelerin miktar tayinleri gergeklestirildi.

4.2.4.2. PLS kalibrasyon yonteminin validasyonu

PLS yodntemini valide etmek igin mobil faz icerisinde AMX 10-50 ppm igin, LNZ
5-25 ppm igin ve CTM 120-600 ppm igin calisma araliginda olacak sekilde
farkll derisimlerde 15 adet yapay karisim ¢Ozeltisinden ibaret olan bir
validasyon seti hazirlanmistir. Hazirlanan bu validasyon seti (Cizelge 4.12)
kullanilarak kurulan PLS kalibrasyonunun kesinlik ve dogrulugu test edildi.
Geri kazanim degerleri AMX, LNZ ve CTM igin siraslyla %99,99; %99,96 ve
%99,94 olarak hesaplanmistir. Standart sapma dederleri ise AMX icin 2,93;
LNZ icin 2,39 ve CTM icin 1,96 olarak bulunmustur. PLS kalibrasyon
yonteminin yapay karigimlara uygulanmasi ile elde edilen veriler, Cizelge

4.15'de verilmektedir.
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Cizelge 4.15. AMX, LNZ ve CTM sentetik karisimlarina PLS kalibrasyon ydnteminin uygulanmasi ve elde edilen geri kazanim degerleri

LAN AMX CTM
Karisim Karisim Bulunan % Geri Karissm | Bulunan % Geri Karisim | Bulunan % Geri
No (ppm) (ppm) Kazanim (ppm) (ppm) Kazanim (ppm) (ppm) Kazanim
1 15 15,0164 100,1093 10 10,061 100,61 120 115,84 96,53333
2 15 15,1211 100,8073 20 20,2937 | 101,4685 240 245,927 | 102,4696
3 15 15,1265 100,8433 30 30,3289 101,0963 360 358,496 | 99,58222
4 15 14,9339 99,55933 40 39,5599 | 98,89975 480 477,61 99,50208
5 15 15,0561 100,374 50 50,2037 | 100,4074 600 598,39 99,73167
6 5 5,1683 103,366 30 30,7981 102,6603 120 120,383 100,3192
7 10 9,8218 98,218 30 28,8793 | 96,26433 240 241,251 100,5213
8 15 14,4492 96,328 30 28,6218 95,406 360 354,14 98,37222
9 20 20,0764 100,382 30 30,5963 101,9877 480 484,237 | 100,8827
10 25 25,0296 100,1184 30 29,9475 99,825 600 598,511 | 99,75183
11 5 4,7262 94,524 10 9,555 95,55 360 352,039 | 97,78861
12 10 10,3466 103,466 20 20,6682 103,341 360 372,091 103,3586
13 15 15,3934 102,6227 30 31,5334 | 105,1113 360 369,013 102,5036
14 20 19,8071 99,0355 40 38,634 96,585 360 349,55 97,09722
15 25 24,9272 99,7088 50 50,319 100,638 360 362,322 100,645
ORT=99,96418 ORT=99,99004 ORT=99,93728
ST SAPMA=2,386449 ST SAPMA=2,932383 ST SAPMA=1,958439
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4.2.4.3. PLS yontemi icin ANOVA testi

PLS kalibrasyonunun dogruluk ve kesinligini valide etmek icin hesaplanan
sonuclara ANOVA testi uygulanmistir. Varyans analizinde iki serbestlik
derecesi kullanihr. Gruplar arasi serbestlik derecesi=1, grup ici serbestlik
derecesi=28 %95 gliven araliginda F-tablo degeri 4,196 olmasina karsilik
AMX icin hesaplanan F-test degeri 9,37x10? ve p-dederi 0,99; LNZ igin
hesaplanan F-test degeri 3,74x10! ve p-degeri 0,99 ve CTM icin hesaplanan
F-test degeri 6,49x10°® ve p-degeri 0,99 olarak bulunmustur (Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16. PLS yontemi ANOVA test sonuglari

Varyans

Kaynagi SS dr MS F-test _P-degeri F-6lciitii

Gruplar

Arasinda 1,338-09 1 1,33E-09 9,37E-12 0,999998 4,195972
E Gruplar
< |Icinde 3983,399 28 142,2642

Toplam 3983,399 29

Gruplar

Arasinda 1,33-09 1 1,33E-09 3,74E-11 0,999995 4,195972
E' Gruplar
=l | Icinde 999,198 28 35,68564

Toplam 999,198 29

Gruplar

Arasinda 0,001333 1 0,001333 6,49E-08 0,999799 4,195972
E Gruplar
O |Icinde 575570,6 28 20556,09

Toplam 575570,6 29

SS: karelerin toplami, df: serbestlik derecesi, MS: karelerin toplami

ANOVA testinde F-pesapianan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05 oldugu igin %95
given araliginda elde edilen sonuclar arasinda anlamli bir fark olmadig

bulunmustur. Gruplar arasi serbestlik derecesi=1 Grup igi serbestlik
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derecesi=31. F-pesapanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05 oldugu igin bu
kalibrasyon modeli ticari numunenin incelenmesinde kullanilabilir olduguna

karar verilmistir.

4.2.4.4. PLS yonteminde istatistiksel analiz

4.2.4.4.1. Kalibrasyonun standart hatasi

AMX, LNZ ve CTM iceren karisimlarda bu maddelerin miktar tayini icin PLS
kalibrasyonun kurulmasinda capraz validasyon isleminde tahmin edilen
hatalarin karelerinin toplaminin (PRESS) minimal dederleri elde edilmistir.
Kurulan PLS kalibrasyonunda PRESS degeri AMX, LNZ ve CTM igin sirasiyla
9,5475; 0,80 ve 524,6199 olarak hesaplanmistir. PRESS degerinin sifira yakin

olmasi dogruluk derecesini arttirmaktadir.

Kalibrasyonun standart hatasi (SEC), gercek ve tahmin edilen derigimler
arasindaki iliskiye dayall olarak hesaplandi ve AMX, LNZ ve CTM igin sirasiyla
0,7978; 0,2310 ve 5,9139 olarak bulunmustur. Gercek ve tahmin edilen
derisim icin lineer regresyon analiz sonuglari AMX igin Sekil 4.14’de, LNZ igin
Sekil 4.15 ‘de ve CTM igin ise Sekil 4.16'da verilmistir.

[e))
o

y = 0,9952x + 0,1432
R2 = 0,9952

o O

o O

PRESS: 9.547584
SEC: 0.797813

0 10 20 30 40 50 60
Gercek AMX Degeri

Tahmini AMX Degeri
=N 8 N U

o

Sekil 4.14. AMX icin PLS kalibrasyon basamaginda gercek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglari
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w
o

y = 0,9984x + 0,024
R2 = 0,9984

N
(65]

N
o

Tahmini LNZ Degeri
o

10 PRESS: 0.800999
; SEC: 0.231084
0
0 5 10 15 20 25 30

Gercek LNZ Degeri

Sekil 4.15. LNZ igin PLS kalibrasyon basamaginda gergek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglari

700
y = 0,9983x + 0,5829

& 000 R2 = 0,9982

500

a

= 400

PRESS: 524.6199
SEC: 5.913938

0 100 200 300 400 500 600 700
Gergek CTM Degeri

Sekil 4.16. CTM igin PLS kalibrasyon basamaginda gergek ve tahmin edilen

derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
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4.2.5. PCR ve PLS yonteminin ilag numunesine uygulanmasi

PLS ve PCR ydnteminin AMX, CTM ve LNZ etken maddelerini bulunduran ilag
numunesi Bolim 3.3.1'e gore tablet ¢bzeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti
205-230 nm dalga boyu araliginda HPLC ile dlgllen absorbans degerleri,
Bolim 1 ve 1De aciklanan PCR ve PLS algoritmasi uygulandi ve tablet
iceriginde bulunan AMX, CTM ve LNZ hesaplanmistir. Bu islem icin n=8
tekarar yapilmistir. Elde edilen veriler 8 deneyin ortalamasi olarak, Cizelge
4.17'de verilmektedir.

Cizelge 4.17. Ticari ilag numunesine PCR ve PLS ydntemlerinin uygulanmasi
sonucunda elde edilen AMX, CTM ve LNZ degerleri (ug/tablet)

PCR PLS
AMX 1001,05 +0,28 996,05 +2,28
CT™M 499,68 £3,84 494,24 £3,70
LNZ 30,01 +0,14 28,12 £1,18
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5. TARTISMA VE SONUC

Glinimlzde insanlarin hastaliklardan kurtulmak amaciyla kullandiklari en
etkili maddeler ilaclardir. Ilaclar icerdikleri etken maddeler sayesinde canli
biinyesinde etki gostermektedir. Ilag etken maddeleri belirli bir miktar
alindiklarinda canl biinyesinde olumlu etki sadlarken, asirn dozlarda
alinmasinda énemli derecede zararh etkisi olan kimyasallardir. Bu ytzden ilag

etken madde analizleri onemlidir.

Bu tez calismasinda ilac etken maddelerinden AMX, LNZ ve CTM bilesiklerine
higbir 6n ayirma islemi uygulanmaksizin ayni anda analiz etmek igin yuksek
performansh sivi kromatografi yontemi gelistirilmistir. Bu HPLC ydnteminin
gelistiriimesi ve optimum sartlarin saglamasinda pH’nin énemli bir roli vardir.
Optimum kosullarin pH ‘si 10 olarak tespit edilmistir. Her bir bilesigin
kantitatif tayini icin optimum sartlar saglandiktan sonra; bu bilesiklerin
kemometrik kalibrasyonu igin PCA, PCR ve PLS olmak (zere Ug farkli
kemometri yontemi gelistirilmistir. HPLC ‘de validasyon ve kemometrik
calismalar icin gerekli olan verileri elde etmek icin ise yeni jenerasyon
XTerra®RP18 (4,6 x 250mm, 5um) kolonu tercih edilmistir.

Geligtirilen HPLC ydntemi ile sistem uygunluk parameteleri tayin edilmis ve
elde edilen veriler dogrultusunda yéntemin uygulanabilir oldugu saptanmistir.
Bu ydntemin gegcerliliginin kanitlanmasi amaciyla validasyon calismasinda;
dogrusallik, duyarllk, kesinlik, gerikazanim ve tekrarlanbilirlik gibi
parametreler incelendi ve istatisksel dederlendirmeler yapildi. Bu veriler
dogrultusunda amoksisilin, lansoprazol ve klaritromisinin kantitatif tayin icin

standart yontemi ile gergeklestirildi.

Kemometrik calismanin asil amaci numune analizlerindeki hatalari azaltmak
veya ortadan kaldirmaktir. Kemometrik kalibrasyonun duyarhgi, dogrulugu ve
hassasligi kemometrik algoritmalar ve ¢ok dalga boylu HPLC verilerinin

kombine kullanimi ile artmaktadir. Bu amagla HPLC metodunda oOncelikle
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etken maddelerimizin en iyi absorbans verdigi dalga boyunun 210 ve 205 nm
oldugu belirlendi ve bu dalga boylarina en yakin absorbansi veren 215, 220,
225 ve 230 nm dalga boylar kemometrik calismamiz icin secildi. Bu dalga
boyundan elde edilen etken madde alanlarinin i¢ standart alanina
oranlanmasi ile elde edilen veriler icin PCA, PCR ve PLS ydntemleri uygulandi.
Uygulanan yodntemin dogrulugu analitlerin farkli konsantrasyonlardaki
sentetik karigimlarinin analizi ile test edildi. PCR ve PLS icin geri kazanim
miktarlari hesaplandi ve ortalama geri kazanimlar % 99,9-100,5 araliginda
oldugu, Tablo 4.13 ve 4.14 ‘de verilmistir. HPLC, PCR ve PLS arasinda uyumlu
sonuglar oldugu gozlemlendi. Elde edilen veriler isiginda bagil standart
sapmalarin %2,4 ‘den kuglk olmasi ydontemin hassasiyetini gosterdi ve
tekrarlanabilirliginin bir hayli yiiksek olmasi duyarli ve dogru sonug verdigini
kanitladi.

Sonu¢ olarak ticari ilag¢ numunesinde amoksisilin, klaritromisin ve
lansoprazolin DAD dedektdr ile es zamanh HPLC tayini yapildi ve bu
maddelerin kemometrik analizinde yontemin kullanilabilirligi gésterilmektedir.
Daha 6nce kemometrik yontemlerle bu etken maddelerin es zamanl olarak
belirlenmesine ilskin herhangi bir caligma bulunmamaktadir. Analitlerin tam
ayrimi 20 dk icinde basan ile yapildi. Bu nedenle galismamizda kullanilan
yontemin amoksisilin, lansoprazol ve klaritromisin etken maddelerinin es
zamanl rutin analizi igin oldukga ucuz, kolay, hizli ve uygun oldugu tespit
edilmistir.
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