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Yiiksek Lisans Tezi

BAZI AGRI KESiCi ILACLARIN
KEMOMETRIK YONTEMLERLE ANALIZi

Ash TUGRUL

Siilleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Gilizide ERTOKUS

Bu tez ¢alismasinda, kemometrik kalibrasyon yontemleri (temel bilesen analizi
yontemi (PCA), temel bilesen regresyonu yontemi (PCR), kismi en kii¢lik kareler
yontemi (PLS), farmasotik preparattaki Parasetamol, Asetilsalisilik (ASA) ve
Vitamin C (askorbik asit )'nin ayn1 anda miktar tayinlerine hi¢ bir ayirma islemi
kullanmaksizin basariyla uygulanmistir ve bu yontemler UV Gorinir Alan
Spektroskopisi yontemlerinden elde edilen veriler kemometrik olarak deger-
lendirilmisgtir.

Belirtilen kemometrik yontemlerin gecerliliginin belirlenmesinde, Parasetamol
icin 25 pg/mL konsantrasyon araliginda, ASA icin 25 pg/mL ve Vitamin
C(askorbik asit ) icin 25 pg/mL konsantrasyon araliginda bilesikleri iceren 19
adet karisimdan olusan kalibrasyon (konsantrasyon) seti, hazirlandi. Kalibras-
yon setinin 200-800 nm araliginda absorpsiyon spektrumu kaydedildi. Kalib-
rasyon seti ve bu sete karsilik 215-310 nm araliginda elde edilen absorpsiyon
verileri arasindaki iliskiden yararlanilarak tic kemometrikkalibrasyon olustu-
ruldu. PCA, PCR ve PLS yontemlerinin gecerliligi, Parasetamol, ASA ve Vitamin
C(askorbik asit ) iceren sentetik karisimlarin analiziyle gerceklestirildi. PCR ve
PLS yontemlerinin Parasetamol, ASA ve Vitamin C(askorbik asit ) karisimlarinin
analizine uygulamasinda, PCR ve PLS i¢in % geri kazanim sonuglar ile karsilik
gelen standart sapma degerleri sirasiyla Parasetamol i¢cin % 99.00/%1.87 ve
%98.11 / %1.95; ASA i¢in %98.78 / %1.59 ve %99.38 / %1.07; Vitamin C i¢in
%99.03 / %1.28 ve %98.43 / %1.27 olarak bulundu.

Sonraki basamakta PCA, PCR ve PLS yontemleri, ticari farmasotik preparattaki
Parasetamol, ASA ve Vitamin C(askorbik asit)’ in ayn1 anda miktar tayinlerine
uygulandi.

Anahtar Kelimeler: Parasetamol, Asetilsalisilik , Vitamin C, PCA, PCR, PLS.

2017, 53 sayfa



ABSTRACT

M.Sc. Thesis
SOME PAIN CUTTER DRUGS ANALYSIS BY CHEMOMETRIC METHODS
Asli TUGRUL

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

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Giizide ERTOKUS

In this thesis, three different chemometric calibration methods (principle com-
ponent analysis (PCA), partial least square (PLS) and principal component reg-
ression (PCR)) were successfully applied for the simultaneous determination of
Paracetamol, acetylsalicylicacid, and vitamin C (ascorbicacid) in pharmaceutical
preparations without using any separation step. The data of UV-Visible Spect-
roscopy was applied to the chemometric calculations.

For the validation of these chemometric methods, a calibration set of 19 binary
mixtures containing compounds in the working range of 25 pg/mL for Parace-
tamol, 25pug/mL for acetysalicylic acid and 25 pg/mL for vitamin C(ascorbic
acid) were prepared in set 200-800 nm range absorption spectra were recor-
ded. Three chemometric calibrations were constructed by using the relationship
between the calibration set and its corresponding absorption data obtained in
the range 215-310 nm. The synthetic mixtures of two drugs were used for the
validity of the calibrations. Means recoveries (percent) and relative standard
deviations of PCR and PLS methods were found to be %99.00/%1.87 and
%98.11/%1.95 for paracetamol; %98.78/%1.59 and %99.38 /%1.07 for acetyl-
salicylic acid; %99.03/%1.28 and %98.43/%1.27 for Vitamin C (ascorbic acid)
respectively.

In the next step, the PCA, PCR and PLS methods were applied for the simultane-
ous determination of Paracetamol, acetylsalicylic acid, and vitamin C (ascorbica-

cid) in commercial pharmaceutical preparations and successful results were
obtained.

Keywords: Paracetamol, acetylsalicylic acid ,vitamin C, PCA, PCR, PLS.

2017, 53 pages.
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1. GIRIS

ilag, canli hiicre iizerinde meydana getirdigi tesir ile bir hastaligin teshisini iyi-
lestirmesi veya semptomlarinin azaltilmasi amaciyla tedavisini veya bu hastalik-
tan korunmay1 miimkiin kilan, canlilara degisik uygulama yontemleri ile verilen

dogal, yar1 sentetik veya sentetik preparatlardir.
ilaglar iki kisimda incelenir;

1. Etkin Madde: Canlida fizyolojik degisikliklere neden olan bir ya da birden faz-

la kimyasal madde iceren kisim

2. Tasiyici: Kimyasal maddenin hasta tarafindan kolay alinmasi i¢in ilaglara ko-
nulan fakat herhangi bir fizyolojik etki gostermeyen kimyasallarin bulundugu

kisim olarak incelenmistir.
ilk ilag ile ilgili calismalar,

ilaclara dair bilinen ilk kayit M.0.3000 yilinda Siimerlilere aittir. Eski misir ve
Cin'dede bir¢ok hastaligin tedavisinde tedavi yontemlerinin uygulandig: bilin-
mektedir. Antik Yunanlilarda ise sifali otlar hasta tedavisinde savascilar1 boya-
mak ve zehir tiretmek amaciyla kullanilirdi. O dénemlerde bitkilerin yararlari

daha cok deneme yanilma yontemiyle bulunmaktaydi.

Kati Ilag Sekilleri

1. Toz: Ogiitiiliip toz haline getirilerek kul anilan ilaglardhr.

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

siyle yapilan ilaclardir.
3. Kapsiil: Jelatinden yapilmis bir muhafaza i¢cinde bulunan ilaglardir.

4. Tablet: Toz halindeki ilaglarin kii¢iik ve yassi yuvarlaklar seklinde tazyik

edilmesiyle yapilan ilaglardir.

5. Draje: Tabletlerin lizerinin seker ile kaplanmasiyla hazirlanan bir ila¢ seklidir.
6. Merhem: ilaglarin domuz yag), vazelin veya diger bazi yaglar icersine katilma-

s1ile hazirlanan seklidir.



7. Fitil: Ilaglarin kakao yag: veya gliserin ile karistirilarak hamur haline getiril-

dikten sonra koni seklinde hazirlanan seklidir.

Sivi ilag Sekilleri
1. Tentiir: Herhangi bir ilacin alkoldeki eriyigidir. Yani ilac1 alkol iginde eritmek
suretiyle hazirlanan bir ila¢ seklidir. Mesela: Tentiirdiyot, lyodun alkol icindeki

eriyigidir.
2. Sulu Mahsuller (Soliisyonlar): ilacin suda eritilmis seklidir.
3. Surup: ilacin koyu sekerli suda eritilmis seklidir.

4. Ampul: Ampul adi verilen kapali cam bir muhafaza igersinde saklanan steril

ve s1v1 halde olan bir ilag seklidir.

ila¢ analizlerinin yapilabilmesi icin, 6nemli olan éncelikle analiz i¢in kullanila-
cak aletler ve elde edilecek verilerin anlagsilabilir hale getirilebilecegi matema-
tiksel metotlardir. Analitik calismalarda tek basina, iki veya daha fazla aktif bile-
sigi iceren karisimlarin kantitatif analizi icin spektrofotometri, spektroflorimet-
ri, infraredspektrofotometrisi, voltametri (polorografi), kromatografi, kiitle
spektrometresi ve bu yontemlerin kombine sekilleri kullanilmaktadir (Kaya,

2007).

Glntimiizde analiz i¢cin kullanilan UV/Gortlniir Bolge spektrofotometreler ucuz
ve hassas olmakla birlikte karmasik sonuglar vermektedir. UV/Goriintr aletle-
rinin kullanilmasi tek etken madde igeren ilaglarin analizinde herhangi bir so-
run olusturmazken birbiri ile cakisan spektrum veren ilag¢ karisimlari analizinde
sorunlar olusabilir. Analiz islemlerinde daha kesin, daha dogru, daha hizli, daha
ekonomik ve daha giivenilir sonuglara ulasmak i¢in yeni teknik ve yaklasimlara
ihtiyag vardir (Cetin, 2008).

Analitik kimyada hi¢cbir 6n ayirma islemi yapmaksizin kombine ilag numunele-
rinin ayni anda kantitatif analizi son derece énemlidir. Analitik yontemler gelis-
tirmek amaciyla, klasik analitik yontemler ile birlikte degisik matematiksel algo-
ritmalara dayanan hesaplama teknikleri kombine olarak uygulanmaktadir. Kla-

sik analitik yontemler ile kemometrik kalibrasyonlarin karisim analizlerinde

2



basarili sonuglar vermesi nedeniyle ilagc numunelerinin analizinde artan yogun-

lukta kullanilmaktadir (Kaya, 2008).

Bu ¢alismada ila¢ etken maddelerinden Parasetamol, asetilsalisilik asit ve Vita-
min C miktar tayinlerini UV spektroskopisi yontemiyle tayin edip elde edilen
verilerin kemometrik yontemlerle degerlendirilmesi ama¢lanmistir. Bu boliim-
de analizi yapilacak bu etken maddeler ve uygulanan yontemler hakkinda bilgi

verilecektir.

1.1. Parasetamoliin Genel Ozellikleri

Kapali formiilii CsH9NO2 olan Parasetamol’iin kimyasal yapisi Sekil 1.1’de goste-

rilmistir.

Z 1
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Sekil 1.1. Parasetamoliin kimyasal yapisi

Parasetamol’iin molekil agirhigr 151,17 olup %63,56 C, %6,00 H, %9,27 N,
%21,170 icermektedir. Parasetamol’iin kimyasal adi N-(4-
Hidroksifenil)asetamid veya 4-Hidroksiasetanilid’tir. Parasetamol’lin diger ad-
lar1  ise  Asetaminofen; p-Hidroksiasetanilid;  p-Asetamidofenol; p-
Asetaminofenol; N-Asetil-p-aminofenol’diir. Parasetomol beyaz kristal veya
graniil seklinde bulunabilir. Erime noktas1 169-170,5°arasindadir. Parasetamol,
mutad dozda oral aliminin ardindan tamamina yakini gastrointestinal kanaldan
emilerek 30 dakika icinde analjezik etki gostermeye baslar ve 90 dakikadaen
ylksek plazma derisimine ulasir. Analjezik etkisi 3-4 saat stirer. Oralbiyoyarar-
lanimi %63-89 olup karacigerden ilk gecis etkisine maruz kalma oranidistiktiir.

Eliminasyon yarilanma 6mri 3,3 saattir. Parasetamol, yeni ¢ikan pek cok analje-



zik ilaca oranla olduk¢a ucuzdur ve hamilelikte dahi giivenle kullanilmaktadir.
En eski ve en glvenilir agr kesicilerden olan parasetamol’lin analjezik etki me-

kanizmasi, heniiz kesin olarak bilinmemektedir (Wales, 2017).

1.2. Asetilsalisilik Asitin Genel Ozellikleri

Kapali formiilii CoHsO4 olan Asetilsalikasit'in kimyasal yapisi Sekil 1.2 ‘de goste-

rilmistir.

OH

Sekil 1.2. Asetilsalisilik asit’in kimyasal yapisi

Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Asetilsalisilik asit, dliz ya da ¢ivi seklindeki kiristal halinin yan1 sira beyaz toz
halinde de bulunabilir. Hafif olarak sirke asiti gibi kokar. pKs-Degeri 3,5 civarin-
da olup yaklasik olarak 136 °C de erir ve 140 °C’nin Ustlinde ki sicakliklarda ya-
pist bozulur. Asetilsalisilik asit Etanol ve Alkali bazlarinda iyi ¢ozlilmesine rag-
men, benzol’de ya da soguk suda kotii ¢oziiltr. Sicakligin ytikseltilmesiyle ¢6zii-

niirliik dereceside dogru oranda artmaktadir.

Kullanim sirasinda kolay ¢6zililmesini saglamak i¢in yapisina Magnezyum- ve
Kalsiyum tuzlarn ilave edilmektedir. Asetilsalisilik asit yogunlugu

1,35 g-cm~3dur.

Aspirin ya da asetilsalisilik asit (kisaca ASA), genellikle ufak agr1 ve sizilar icin
kullanilan agrikesici ve ates dustrtici bir ilactir. Ayrica kan seyreltici etkisi var-
dir ve kalp krizine karsi koruma saglamasi amaciyla uzun dénem az dozaj kulla-
nilir. Asir1 dozda kullanimi yiiziinden her y1l yiizlerce kisi 6liimciil etkilere ma-

ruz kalsa da, genel olarak aspirinin faydali bir ila¢ oldugu kabul edilir.


https://tr.wikipedia.org/wiki/%C4%B0la%C3%A7
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https://tr.wikipedia.org/wiki/Kalp_krizi

Sentezi

Salisilik asidin karboksi grubuna goére orto konumunda bulunan fenolikhidroksi
grubu asetik anhidridle tepkimeye girerer. Bu tepkimeye asetilasyon denir. Bu

tepkime de hidroksi grubuna ayit hidrojen atomu asetilgrubuya degistirilir.
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Sekil 1.3. Asetilsalisilik Asit'in sentezi

Bunun yaninda Kolbe-Schmitt-Tepkimesi ad1 verilen yontemin yardimiyla en-
distiiriyel olarak iiretilmektedir. Bu yontemde Salisilik asit ile protonasyonlu
asetik anhidrid ve fenolikhidroksi grubuyla esterleserek salisilik asid sentezi
gerceklesmis olur. Diger bir alternatif yontem ise Kolbe-Schmitt-Tepkimesi’'nin
urini olan Sodyum salisilat direk olarak asetik anhidrid
ile asetilasyon tepkimesine sokulur, boylelikle Salisilik asid sentezlenmis ve bu-
nun yaninda ortamda bulunan miktar kadar da sodyum asetat sentezlenmis

olur.

Hammaddesi

ASA’'nin hammadde sorunu yoktur. Hemen hemen diinyanin her iilkesinde yeti-
sen sOgiit agacindan elde edilir. Bu agacin tedavi edici 6zelligi 3500 yildir bilini-
yor. Yaprak ve kabuklarindan tabii olarak tiretilen bitkisel ilaglar eski ¢aglarda
da agn Kkesici ve ates diistiriicii olarak kullaniliyordu. Hipokrat, salisilik asidin
farkinda olan ilk hekimlerden biridir. Bazi rahatsizliklarin tedavisi i¢in regetesi-

ne s6giit agac1 kabugundan saglanan suyu ilag olarak yazmistir. Suda bulunan ve
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https://tr.wikipedia.org/wiki/Hipokrat

agriy1 hafifleten madde bugiin bildigimiz tanimiyla salisilik asittir. Maddenin adi

ile kokeni arasinda bir bag vardir. Salix kelimesi Latincede s6giit anlamina gelir.

Edward Stone 1763’te, sogilit kabuklarinit kurutup toz haline getirerek iirettigi
maddenin atesli hastalarda faydali oldugunu belirliyor ve Londra Kraliyet Cemi-

yeti'ne bildiriyor. Maddeyi su ve ¢ay gibi sivilarda eriterek hastalara veriyor.

Aspirin’in, Plus C ve Forte tiirleri de var. Plus C’'de, ASA ile beraber C vitamini de
icerige ilave ediliyor. Boylece soguk alginliginda daha etkili oldugu ifade edili-
yor. Ingiltere Caridiff Universitesi Soguk Alginligi Merkezi Direktorii Profesor
Ronald Eccless, 272 gonilli iizerinde yaptif1 ¢alismada, C vitamini takviyeli
ASA’'nin soguk alginligina bagh bogaz agrilarin alt1 saat siireyle giderdigi; bas ve
kas agrilarinda da belirgin iyilesme sagladig1 sonucuna ulasiyor. 1972 yilinda
piyasaya sunulan Plus C, suda eritilerek viicuda aliniyor. Forte'de ise igcerige ka-

fein ekleniyor. Buradaki amag da agr1 kesici etkisini artirmak (Wales, 2017).

1.3. Vitamin C’nin Genel Ozellikleri

Kapali formilii CeHsOs olan vitamin C’ nin kimyasal yapis1 Sekil 1.4’ de goste-

rilmistir.

Sekil 1.4. Vitamin C (askorbik asit ) kimyasal yapisi

Kimyasal ve Fiziksel 6zellikleri

Askorbik asit bir monosakkarit tiirevi olup yapica glikoza ve diger alt1 karbonlu
monosakkaritlere benzer. Renksiz, beyaz, dikdortgen kristallerdir. Cok hafif 6zel

bir kokusu vardir. Eksi tatta ve asit reaksiyondadir. Optikge aktiftir. Polarize


https://tr.wikipedia.org/wiki/Salix
https://tr.wikipedia.org/wiki/Latince
https://tr.wikipedia.org/wiki/1763

15181 saga cevirir. Asetonda ¢ok zor ¢oziiniir. Eter, petrol eteri, benzen, kloroform

ve yaglarda ¢6ziinmez.

C vitamini kimyasal olarak askorbik asidin 15181 sola dondiiren enantiyomeridir.
Ticari C vitamini genelde askorbik asit kristallerinden veya askorbik asidin kal-

siyum veya sodyum tuzlarindan olusmaktadir.

C vitamini (askorbik asit) omurilik, akciger ve goz gibi pek ¢ok hayvansal doku-
nun sulu béliimlerinde oldukea yiiksek yogunlukta (milimolar ve tistii) bulunur.
Baz1 meyveler yiizde 1'den fazla (~6 mM) icerebilir. Insan kani plazmasinda

normal olarak 0,1 mM diizeyinde bulunur.
Tarihgesi

Askorbik asit tizerinde ilk bilimsel arastirmalar 1907’de Holst ve Frolich tara-
findan yapilan deneylerle baslar. Arastirmalarini siirdiiren Holst ve Frolich bir-
¢ok besin maddesinin ve bu arada ozellikle yesil sebze ve meyvelerin skorbiit

hastaligin1 6nleyici etkileri oldugunu bulmuslardir.

C. Funk 1912'de skorbit hastaliginin besinlerde bulunan bir faktoriin eksikligi
sonucu olustugu diisiincesini ortaya koymus ve bu maddeye antiskorbutik vita-
min adin1 vermistir. Daha sonra Drummond 1920'de antiskorbutik vitamin
icin Vitamin Cadin1  kullanmistir. Zilvave g¢alisma arkadaslar1 (1918-
1929) limondan antiskorbutik faktorii yogunlastirma tlizerinde ¢alismislar ve
hemen hemen saf askorbik asit bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri belirlenerek

izole edilmistir.

Askorbik asit ve vitamin C, L-ksiloaskorbik asidin giintimiizde yaygin olarak kul-
lanilan iki ismidir. Bununla beraber tarihsel gelisimi sirasinda cevitamik
asit, antiskorbutik vitamin, heksuronik asit, skorbutamin ve redoxon olarak ad-
landirilmistir. Diger kimyasal isimleri; L-askorbik asit, 3-Oxo-L-glufuranol ak-

tonel (enol form), L-3-ketotreo heksuronik asit laktondur.
Kaynaklari ve Kullanim Alanlari

Askorbik asit biitlin canli dokularda bulunur. Dogada ¢ok yaygin sekilde bulu-
nan bu vitaminin en zengin kaynaklarini taze meyveve sebzeler ve ¢ig et olustu-
rur. Meyveler arasinda en ¢ok askorbik asit icerenler; limon, portakal, greyfurt,

kivi, ananas, cilek vefrenk tziimiidiir. Elma, armut ve erik ise bunlara gore daha
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az miktarda askorbik asit icerir. Bu meyvelerden 6zellikle sitrus meyveleri (li-
mon, portakal, greyfurt), kivi ve domatesin dis kisimlar1 (kabuk) askorbik asit

bakimindan zengindir.

Sebzeler, o6zellikle kusburnu, karnibahar, lahana, 1spanak, kuru sogan, biber,
turp, tere, maydanoz ve yer elmasi askorbik asit bakimindan en zengin kaynak-
lardandir. Asagidaki tabloda cesitli sebze ve meyvelerin askorbik asit degerleri
gorilmektedir. Askorbik asit sadece meyve ve sebzelerde bulunan bir madde
olmamakla beraber bir¢ok hayvansal iiriinlerde de bu maddeye rastlamak
miimkiindiir. Ornegim Inek karacigerinin 100 g'da yaklasik 0,036 g Askorbik

asit bulunmaktadir.

Cizelge 1.1. Cesitli Sebze ve Meyvelerde Askorbik Asit Miktarlari

Cesitli Sebze ve Meyvelerde Askorbik Asit Miktarlar.

Sebze-meyve Askorbik asit Sebze-meyve Askorbik asit
(g/100g) (g/100g)
Kusburnu 0,450 Portakal 0,050
Taze kirmizibiber 0,340 Limon 0,030
Maydanoz 0,180 Lahana 0,042
Salgam yapragi 0,130 Greyfurt 0,043
Asma yapragi 0,120 Mandalina 0,030
Yesil sivri biber 0,100 Seftali 0,028
Karalahana 0,094 Domates 0,023
Kivi 0,090 Ahududu 0,022
Karnibahar 0,080 Bogirtlen 0,020
[spanak 0,050 Taze fasulye 0,020
Cilek 0,070 Patates 0,016
Kizilcik 0,055
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Onemi ve eksikligi

C vitamini (askorbikasid), insanlar icin zorunlu bir besindir. Beslenme rejiminde
askorbatin eksikligi iskorbiit hastaligina yol acar. Bu hastalik, halsizlik, kolayca
kanayan dis etleri, ciltte morluklara neden olan deri altinda kii¢iik kanamalar,
saglarin kivrilmasi, hiperkeratosis, eklem agrisi, nefes darligi ve letarji (uyusuk-
luk) seklinde kendini gosterir. C vitamini eksikliginin énemli bir erken belirtisi

de bitkinliktir.

En son 1989'da Ulusal Bilimler Akademisi Gida ve Beslenme Heyeti tarafindan
tavsiye edilen giinliik C vitamini alim miktar1 60 mg'dir. Ancak son veriler bu
tavsiyelerin dayandigi verilerin hatali olabilecegini ve tavsiye edilen alim mikta-
rinin giinde 60 mg'dan fazla olmasi gerektigini ortaya koymaktadir. Bu konular
asagida daha genis olarak ele alinacaktir. Ayrica belirli popiilasyonlarin daha
fazlasina ihtiya¢ duydugunu gosteren kanitlar da vardir. Sonug olarak hamile
kadinlara giinde 70 mg, emzikli kadinlara giinde 95 mg ve sigara icenlere de

gliinde 100 mg tavsiye edilmektedir.

Pauling 1970 yilinda yayinladig1 arastirmasinda giinliik miktarin 2-3 g olmasi
gerektigini ileri siirmektedir. SSCB'de yapilan ¢alismalar ise bu miktarin 70-
700 mg oldugunu gostermistir. Giinlik askorbik asit gereksinimi olarak cesitli
kaynaklar tarafindan 6nerilen miktarlar arasinda farkhliklar vardir. Bunun se-
bebi askorbik asit ihtiyacimizin ampirik esaslara dayandigidir. Gilinliik askorbik

asit gereksinimi yas ve cinsiyete bagh olarak da degismektedir (Wales, 2017).
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1.4. Kullanilan Yontem

1.4.1. UV ve goriiniir bolge spektroskopisi

Her madde tizerine disiiriilen 1sinlardan bazilarin1 absorplayabilir. Maddenin
hangi dalga boylarindaki 1sinlar1 absorplayacag: kendine 6zgidur. Bundan ya-
rarlanilarak nitel analiz yapilabilir. Bir maddenin absorplayacagi isin siddeti ise
madde miktar ile orantilidir. Bundan yararlanilarak da nicel analiz yapilabilir.
Bu amacla madde tizerine ¢ok ¢esitli enerjilere sahip 1sinlar gonderilebilir. Mad-
de ile etkilesen 151n1n enerjisi degistiginde madde ile etkilesim mekanizmasi da
degisir. Buna bagh olarak 6l¢iim tekniginin de degismesi gerekir. Bu nedenle
elektromanyetik spektrumun tiimi i¢in 6l¢iim yapilabilecek tek bir cihazin bu-
lunmasi mimkiin degildir. Elektromanyetik spektrumun farkli bélgeleri igin
farkl cihazlar kullanilir. Dalga boyu 110 nm - 1000 nm arasindaki UV ve gorii-
nir bolge 1sinlar ile ¢alisilabilen cihazlara UV ve Goruntir Bolge Spektrofoto-
metreleri denir. Bu bolgedeki 1sinlarin absorplanmalarinin él¢iimlerini temel
alan analitik yonteme de UV ve Goruntr Bolge Spektroskopisi denir. UV ve go-
riintr boélge 1sinlar1 molekiiliin en iist enerji seviyesindeki bir elektronun daha
yuksek bir enerji diizeyine gecis yapmasina sebep olur. UV ve goriintir bolge
1sinlari, molekiillerde benzer etki yaptigl icin birlestirilmislerdir. Hem organik,
hem de anorganik molekiiller UV ve goriintir bolge 1sinlarini absorplarlar. Her
iki grup molekiilde de 151n absorpsiyonu elektron gecisi ile gerceklesmesine
ragmen etkilesim mekanizmalari farklidir. Organik molekiillerdeki absorpsiyon
molektl orbital teorisine gore, anorganik molekiillerdeki absorpsiyon ise kristal

alan teorisine gore agiklanir.

1.4.2. UV ve goriiniir bolge absorpsiyon spektrofotometreleri

Maddenin 15181 absorplamasini incelemek i¢in kullanilan diizenege absorpsiyon
spektrometresi veya absorpsiyonspektrofotometresi adi verilir. Bir spektrofo-
tometre diizenegi Sekil 1.5’de goriildigi gibi baslhca 151k kaynagi, dalga boyu
secicisi ve dedektorden olusur. Dedektorde elektrik sinyaline ¢evrilen optik sin-

yal bir kaydedici veya bir galvanometre ile 6l¢iiliir.
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Sekil 1.5. Bir spektrofotometrenin temel bilesenleri

1.4.3. UV ve Goriiniir Bolge Molekiiler Absorpsiyon spektroskopisinin uy-

gulamalan
Bu yontemin baslica uygulama alanlar1 sunlardir.

1.4.3.1. Nitel Analiz: Analizi yapilacak olan bilinmeyen madde saflastirildiktan
sonra uygun bir ¢ozicide ¢oziilerek spektrumu alinir. Bu spektrum bilinen bile-
siklerin ayni kosullarda c¢ekilmis spektrumlar1 ile karsilastirilir. Bilinmeyen
madde spektrumu kendisininkine tam olarak uygun maddedir. Bu yontem nitel
analiz i¢in ¢cok uygun bir yontem degildir. Ciinkii molekiillerin absorpsiyon bant-
lar1 oldukga genistir ve bazi kromoforlarinabsorpsiyon bantlar: birbiri ile ortii-
sebilir. Ayrica molekiillerin UV ve goriintir bolge absorpsiyonspektrumlarinda
cok az sayida bant bulunur. Bu az sayida bandin birbiri ile karsilastirilarak karar

verilmesi bazen hatali sonuglara yol agabilir.

1.4.3.2. Nicel Analiz: Isinin absorplamasina dayanan analiz yontemleri nicel
analiz i¢in oldukga yararh ve gli¢lii yontemlerdir. Bu yontemlerin klasik yontem-
lere gore 6nemli avantajlar1 vardir.

a. Analiz siiresi kisadir. Sonu¢ ¢abuk alinir.

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

civarindadir.

c. Oldukea duyarh bir yontemdir. 10-8 M a kadar seyreltik ¢ozeltilerin bile ana-

lizleri yapilabilir.

d. Her maddenin kendine 6zgii bir absorpsiyon spektrumu oldugu icin seciciligi
yuksektir. Cogunlukla bir karisimdaki maddeler bir 6n ayirma islemine gerek

kalmaksizin analizleri yapilabilir.

e. Hem organik hem de anorganik pek ¢ok molekiil UV ve goriiniir bolge 1sinlari

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

Kemometri kelimesi ilk olarak 1970’li yillarin ortalarinda, Isvecli organik kim-
yaci SvanteWold tarafindan kullanilmaya baslanmistir. Bilgisayar teknolojisinin
gelismesiyle baslayan ve Ingilizce’de“computational chemistry” olarak adlan-
dirilan ve bilgisayar destekli kimya olarak adlandirilan bilim dalindaki gelisme-
ler sonucu ortaya ¢ikan bir kelimedir. Bu kelime, Ingilizcede kimya ve 6l¢cme
kelimelerinin bir araya gelmesinden meydana gelmistir ve kimyada uygulanan
cesitli 6lcme ve degerlendirme islemlerine bilimsel bir yaklasimi ifade etmekte
ve icermektedir. Kemometri, matematiksel ve istatistiksel metotlar1 kimyasal
verilere uygulama islemidir. Uluslar arasikemometri derneginin (ICS) tanimina
gore kemometri; kimyasal 6l¢limlerle, matematiksel ve istatistiksel uygulama
yontemleri arasinda iligki kuran bir bilim dalidir. Deneysel parametrelerin op-
timizasyonu, deney tasarimi, kalibrasyon, sinyal isleme gibi ¢esitli teknikler kul-
lanilarak veri elde edilir. Bu verilerden bilgi edinmek i¢in ise, istatistik, kalip
tanima, modelleme, yapinin niceligini degerlendirme gibi teknikler kullanilir.
Kemometri;

o [statistik ve matematik ile birlikte bilgisayar kullanarak kimyasal verilerin
islenmesini kapsayan bir kimya disiplinidir.

e Kimyasal analizlerde, kimyasal verilerden gercek bilginin ekstraksiyonunu ve

yasakli bilgilerin a¢iga ¢cikarilmasina olanak taniyan gti¢lu bir aragtir.

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

hizli, dogru, kesin ve giivenilir sonuclara ulasmak icin esnek ve ¢ok yonli ¢o-
zUmler sunar.

Niimerik yontemler olarak da adlandirilan kemometrik yontemler son yillarda
spektrumlardan elde edilen 6l¢iim degerlerinin bilgisayar destekli programlar
ile lineer denklem sistemlerinin ¢éziimiine dayal kalibrasyonlarin ve 6l¢iim
degerlerinin dekomposizyonunu iceren algoritmalar kullanilarak kalibrasyon-
lann kuruldugu matematiksel yontemlerdir. Gliniimtizde kemometrik yontemle-
rin gelismesiyle birden fazla etken madde iceren triinlerin kantitatif analizi hic-
bir kimyasal 6n ayirma islemi ve higbir grafik islemi gerektirmeksizin hizli, dog-

ru ve hassas olarak gerceklestirilmektedir. Kemometrik hesap ydntemlerini
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spektrofotometrik, elektrokimyasal ve kromatografik 6l¢iim cihazlarindan elde
edilen verilere uygulamak miimkiindiir. Birden fazla etken maddenin bir arada
bulundugu bilesiklerde bu etken maddelerin ayni bolgede absorbans vermeleri
sonucunda spektral girisimleri nedeniyle dogrudan kantitatif analizleri miim-
kiin olmadigl i¢in bir ayirma isleminim ardindan ancak ar1 analizleri yapilabilir.
Bu durum, uzun yillar irtin analizlerinde UV-goriiniir alan spektrofotometrile-
rin kullanimini kisitlayici bir faktér olmustur. Ancak giiniimiizde karisim analiz-
lerinde UV-gorinir alan spektrofotometrisi, kemometrik yontemlerin kullani-
miyla tekrar glincellik kazanmistir. Kemometrik yontemlerle bir maddenin kan-
titatif analizi, maddenin UV-goriiniir alan spektrumundaki birden fazla dalga
boyundaki absorbans 6l¢timleri kullanilarak, daha hassas bir sekilde gercekles-
tirilebilmektedir. Son yillarda classicalleastsquares(CLS), principalcomponent-
regression (PCR) ,partialleastsquares (PLS) ve artifialneural network gibi ke-
mometrikyontemler analitik kimyacilarin sik sik kullandiklar1 yontemler olmus-
tur. Kompleks karisimlarin kantitatif analizinde kemometrik yontemler, spekt-
rumlardan 6lgtlen absorbans degerleri ile konsantrasyonlar arasindaki kalib-
rasyon algoritmalarina gore kalibrasyonlar hazirlanir ve bu kalibrasyonlarda
cok sayida dalga boyunun o6l¢iimlerde kullanilmasi sonucunda ortalama nede-
niyle giiriiltii piklerinin etkisi ya tamamen ortadan kaldirilir yada azaltilir. Bu
kemometrikkalibrasyonlarin hesaplanmasi matriks matematigi iceren bilgisa-
yar programlari ile yapilmaktadir. CLS, PCR, PLS ve ANN kalibrasyon algoritma-
larina ek olarak kompleks karisimlardaki etken maddelerin analizinde son za-
manlarda kullanilmaya baslanan bivariate kalibrasyon (BC) ve multilinearreg-
ression kalibrasyon (MLRC) yontemleri de kompleks karisimlarin analizinde
son derece basarili sonuglar vermektedir. Bu bivariatekalibrasyon ve multili-
neerregression kalibrasyon yontemleri PCR ve PLS gibi soyut vektor islemlerini
de icermedigi gibi basit bir matematiksel algoritmaya sahip olmalar diger ke-
mometrik kalibrasyon yontemlerine alternatif olusturmaktadir. Kemometri gii-
niimiizde lineer cebir matematigine dayali olarak bilgisayar destekli kalibras-
yonlar kurularak kantitatif analizlerin yapilmasina olanak taniyan Analitik Kim-

yanin bir koludur (Vandeginste vd., 1998).
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Bu calismada ila¢ etken maddelerinden Parasetamol, asetilsalisilik asit ve C Vi-
tamininin miktar tayinlerini UV spektroskopisi yontemiyle tayin edip elde edi-
len verilerin kemometrik yontemlerle degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu bo-
liimde analizi yapilacak bu etken maddeler ve uygulanan yontemler hakkinda

bilgi verilecektir.

Kemometrinin farkl disiplinler ile iliskileri Sekil 1.6’da sunulmaktadir.

Organik
Fizikokimya Kimya Gida
X Vs T ilag
Matematik ista- A
tistik Bilgisayar KEMOMETRI . n.a I- Tip >_Uvgulama
Programlama ~tikKimya alanlari
\
l Biyoloji
l o
Sanayi
Miihendislik

Sekil 1.6. Kemometrinin iligkili oldugu alanlar

1.5.1. Cok degiskenli kalibrasyon algoritmalar: (Multivariate calibration

algorithms)

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

Klasik en kiigiik kareler kalibrasyon yontemi, spektrofotometrik veya diger ana-
litik cihazlardan elde edilen 6l¢iim verilerinden olusan lineer denklem sistemle-
rine, Beer-Lambert yasasinin uygulanmasidir. Burada agiklamalar spektrofoto-
metrik ¢alismalar i¢in yapilmaktadir. A = K x C (Lambert-Beer yasasina go-
re)’'dir. Bu denklem lineer denklem sistemleri ile ifade edilecek olursa;

A1=K11C1 + K12C2 + ............. K1cCc

A2=K21C1 + K22C2 + .............. K2cCc
A3z=K31C1 + K32C2 + .............. K3cCc
Aw= Kwi1C1 + Kw2Cz2 + ............ KwcCc
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Burada A= élciilen sinyal, K= 6l¢iim i¢in secilen noktalardaki katsayilar, C= ana-
liz edilen bilesigin konsantrasyon.

Yontemin basit algoritmasi :

Apxq=Kpxj.Cjxq (1)

K = (ApyCay) X (CpxiCTax) -

K* = (KTjxpKpy)t KTjxp

ijp= K*, Asample

a) Yontemin avantajlari;

i) hesaplamalar hizhdir,

ii) kalibrasyonlarda dalga boyu se¢imi gerektirmez,

iif) dalga boylarinin sayisi bilesenlerin sayisindan fazla olsa da kullanilabilir,
iif) dalga boylarinin sayisi bilesenlerin sayisindan fazla olsa da kullanilabilir,
iv) genis bir spektral alanda ¢ok sayida dalga boyunun absorbans 6l¢timleri
kalibrasyonda kullanilabilir,

v) PCR ve PLS’ye gore basit bir matematige sahiptir.

b) Yontemin dezavantajlari;

i) bu kalibrasyonda kalibrasyonkarisimlarinin her bilesen icin tam olarak kom-
posizyonunun bilinmesigerekir,

ii) spektrofotometride grafik yontemlerin uygulanmasinda oldugu

gibi CLS kalibrasyon i¢in de birbiriyle etkilesen bilesenlerin bulundugu

karisimlarin analizi i¢in uygun degildir.

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

ILS yontemi lineer denklemler sisteminin spektroskopide Beer-Lambert yasasi-
nin ters ifadesinin lineer denklem sistemine uygulanmasini igerir:

C=PxA(2)

Bu 1 nolu denklem asagida verilen lineer denklem sistemi seklinde

yazilabilir:
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C1=P11A1 + P12A2 + e PiwAw

C2=P21A1 + P22A2 + ............... PowAw
- (3)
Cc=Pc1A1 + Puw2Az + . PcwAw

Yukaridaki denklemler sisteminde A = dl¢iilen absorbans degeri,
P=kalibrasyon katsayisidir, C = bilesenin konsantrasyonudur.
Yontemin basit algoritmasi :

Ckxq= PrxpApxq(18)

P= (CixqAT (ApxqAgxp™ )1

Csample = Pkxp.Apxq

a) Yontemin avantajlary;

i) numune icin olciilen absorbans degerleri, formiilde yerine kondugu zaman
dogrudan konsantrasyonu hesaplamak mimkiindiir, bu da hesaplamalarda za-
man kaybini ortadankaldirmaktadir,

ii) analiz edilen bilesiklerin bilinmesi sartiyla bu kalibrasyon modeli ¢ok komp-

leks karisimlarin analizine olanak tanir,

b) Yéontemin dezavantajlari;

i) kalibrasyon i¢in kullanilan dalga boyunun se¢imi zor ve zaman alic1 olabilir,
ii) dalga boylarinin sayisi kalibrasyon numunelerinin sayisi ile sinirlanan model-
ler kullanilir,

iii)genellikle ¢cok sayida numune kullanilmasi dogru bir kalibrasyon i¢in gerekli-
dir, ¢ciinkii katsay1 matriksinin hesaplanmasinda matriks determinant degerinin
“0” cikmasi sonsuz ¢6ziim gerektirmesi nedeniyle sakinca dogurur, bunu asmak
icin de kalibrasyon setindeki seri sayisin1 artirmak gerekir,

iv) kalibrasyon numunelerinin hazirlanmasi ve bir 6n kalibrasyon vasitasiyla

Ol¢lim son derece zor ve sikintilidir
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1.5.1.3. Temel bilesen regresyon yontemi (Principal component regres-

sion (PCR) method)

Kemometrik kalibrasyon yontemlerden birisi olan temel bilesen regresyon yon-
temi, konsantrasyon seti i¢in 6l¢iilen absorbans verilerinin dekomposizyonu ile
birbirine dik (ortogonal) dogrular elde edilmesi esasina dayanir. Bu elde edilen
dogrular kurulacak kalibrasyonun koordinat sistemidir.

Burada ag¢iklanan PCR algoritmasi Martens ve Naes (1984) tarafindan verilen
semaya gore aciklanmaktadir. PCR kalibrasyonu kurulmasindaki basamaklar
asagidaki bicimdedir:

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

bicimde yazilabilir:

C=a+b.A(4)

Burada C analiz edilecek maddenin konsantrasyonudur, a sabit sayi, b ise temel
bilesenlerin ve C- loadingmatriksinin (q) ¢arpimindan elde edilir:

b=P.q(5)

Burada P 6z vektorlerin matriksidir. Oz vektorler kolon matriksi en uygun 6z
degere (faktore) ya da 6z degerlere (faktorlere) karsilik gelmektedir.

Burada q vektori C-loadings olarak adlandirilir ve T (say1 matriksi) tizerinden
C’'nin regresyonu ile tayin edilir:

q=D.TT.YO (6)

Burada D diagonalmatriks olup herbir 6z degerin tersine esittir. t1 say1 matriksi
asagidaki esitlikten elde edilebilir :

t1 = Ao.P1(7)

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

a= Co - ATo. b(8)
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Herbir asamada elde edilen degerler 2 no’lu denklemde yerine konularak nu-

munede bilinmeyen konsantrasyonu hesaplanabilir.

a) Yontemin avantajlary;

i) dalga boyu sec¢imi gerektirmez, genellikle

biitiin spektral alan ya da bu spektral alanin genis bir boélgesi kullanilabilir,

ii) ¢ok bilesen analiz i¢in kullanilabilir,

iii) PCR data islemleri i¢in ve kalibrasyondaki katsayilarinin hesaplanmasinda
ILS regresyon isleminin kullanilmasina olanak tanir.

iv) analiz edilecek bilesenlerin bilinmesi sartiyla ¢cok kompleks karisimlar i¢in
kullanilabilir,

v) bazen orijinal kalibrasyon karisimlarinda bulunan fakat numunede bulunma-
yan bilesenlinumunelerin miktar tayininde kullanilabilir,

vi) kalibrasyon icin olgiilen absorbanslarindekomposizyon isleminden sonra
uygun 0z vektorlere karsilik secilen 6z degerlerin deneysel ortamdan ve 6l¢im

aletlerinden gelen giiriiltiiniin eliminasyonuna olanak tanir.

b) Yontemin dezavantajlari;

i) hesaplamalar klasik yontemlere gore daha yavastir,

ii) yontemin optimizasyonu temel kalibrasyonkomponentlerinin bazilarinin bi-
linmesini gerektirir (anlasilmasi ve yorumlanmasi ¢ok kompleks modeller i¢in),
iii) kalibrasyon icin temel alinan vektorler analiz edilecek bilesenlere karsilik
gelmeyebilir,

iv) genellikle ¢cok sayida kalibrasyon numunesinin kullanilmasi dogru bir kalib-
rasyon i¢in gereklidir,

v) kalibrasyon numunelerinin hazirlanmasi bilesenlerin konsantrasyonlar ile

dogrusalliktan uzaklasmalari nedeniyle zordur.(Ding¢.2007)

1.5.1.4. Kismi en kiiciik kareler yontemi (Partial least squares regression
method)

Kemometrik kalibrasyonlardan en yagin ve popiiler olani PLS yontemidir. PLS
yonteminde kalibrasyonun kurulmasi icin kullanilan PLS algoritmalarina gore,

ortogonalize edilmis PLS algoritmasi (orthogonalized PLS algorithm) ve ortogo-
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nalize olmayan PLS algoritmasi (non-orthogonalized PLS algorithm) gibi sekille-
ri vardir. Ortogonalize PLS ve ortogonalize olmayan PLS algoritmasi arasindaki
temel fark X den faktorlerin c¢ikarilmasindadir. PLS kalibrasyonunun PLS1 ve
PLS2 seklinde iki tipi s6z konusudur. PLS1 de bir bilesik model igerisinde iken;
PLS2 de biitiin bilesikler modele dahil edilmektedir. Wold ve Martens tarafindan
verilen PLS algoritmasi en genel olanlardandir. PLS kalibrasyonu, say1 vektorleri
vasitasiyla X- ve Y-bloklar1 arasindaki iliskiye dayanir. PLS algoritmasina gore
sifir etrafinda merkezilestirilmis X-degiskeninin matrisi ve sifir etrafinda mer-

kezilestirilmis Y-degiskeninin par¢alanmasi asagidaki bicimde verilir.

J A J J
> —> — >
| b
I X = T + E
N A N N
— — — —
! n
I Y = U + F

Sekil 1.7. PLS2 kalibrasyonu

X=TPT+E (9)

Y=UQT+F

Y=XB+F

B =W (PTW)-1QT

Burada X= bagimli degisken (6rnegin absorbans verileri), Y = bagimsiz degisken
( 6rnegin konsantrasyon), T = X i¢in say1 matrisi, U=Y i¢in say1 matrisi, P = X i¢in
yuk matrisi Q=Y icin ylik matrisi, E = X-kalint1 matrisi, F=Y-kalint1 matrisi,

W= max(kovaryans( E, F) PCR algoritmasinda oldugu gibi bu katsayilar (B) li-
near regresyon denkleminde yerine konursa analiz edilecek numunenin absor-

bans degerleri bu esitlikte yerine yazilarak hesaplanir.
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a) Yontemin avantajlari;

i) PLS kalibrasyon islemi CLS ve ILS hesap tekniklerini kapsamaktadir,

ii) tek asamal1 bir dekomposizyon ve regresyon islemi gerektirir, kalibrasyonda
kullanilan 6z vektorler analiz edilen bilegenler ile en genis ortak spektral degi-
simin oldugu bolgede dogrudan iliskilidir,

iii) kalibrasyonlar genellikle kalibrasyon setinin bilinmeyen numunelerden bek-
lenen degisik konsantrasyonlarini yansitmasi daha fazla giivenirlik saglayacak-
tir,

iv) yalnizca analiz edilecek bilesenlerin bilinmesi sartiyla kompleks karisimlar
icin kullanilabilir,

v) bazi1 durumlarda orijinal kalibrasyon karisimlarinda bulunan fakat numunede
olmayan bilesenli numunelerin miktar tayininde kullanilabilir,

vi) bu tekniklerin hepsi spektral kantitatif analiz i¢in uygulanirken literatiirdeki
sebepler genellikle PLS’nin tahmin giiciiniin yiiksek oldugunu géstermektedir.

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

b) Yontemin dezavantajlari;

i) PLS hesaplamalari klasik metodlardan daha yavastir,

ii) PLS modellerin anlasilmasi ve yorumlanmasi zor olup son derece soyuttur,
iii) genellikle ¢cok sayida numune i¢in dogru bir kalibrasyon gereklidir,

iv) kalibrasyon numunelerinin hazirlanmasi bilesenlerin konsantrasyonlari ile

dogrusalliktan uzaklagmalar1 nedeniyle zordur.(Ding.2007)

1.5.2. Kalibrasyon (konsantrasyon) setinin tasarimi

Kemometrik (CLS, ILS, PCR, PLS) kalibrasyonlar i¢in kalibrasyon seti ya rastgele
(randomly) yada analizi yapilacak numunede yer alan maddelerin konsantras-
yonlarini igerecek sekilde kalibrasyon (konsantrasyon) setinin tasarimi yapilir.
Simetrik kalibrasyon setinin planlamasinda analiz edilecek maddelerin kon-
santrasyonlari, kalibrasyon setinin icindeana kiimenin permiitasyonlar seklin-
de alt kiimeler olusturmalidir. Kemometrik c¢alismalarda rastgele kalibrasyon
setinin hazirlanmasindan ziyade, analiz edilecek maddelerin konsantrasyonla-

rina gore simetrik bir kalibrasyon setinin hazirlanmasi, elde edilecek sonuclarin
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dogrulugu ve hatalarin minimize edilmesi a¢isindan tercih edilecek bir durum-
dur.

Calismalarda konsantrasyon (derisim) seti hazirlamasinda, gesitli tasarim sekil-
leri verilmekle birlikte rastgele hazirlanan konsantrasyon setleride kullanilmak-

tadir.

1.5.3. Capraz validasyon islemi (Cross-validation procedure)

Kemometrik kalibrasyonlarin validasyonu i¢in kalibrasyonu ve tayin basamak-
larinda kalibrasyonun standart hatasi (standard error of calibration— SEC) ve
tayinin (tahminin) standart hatasi (standard error of prediction— SEP) gibi pa-
rametreler kullanilmaktadir. SEC ve SEP degerlerinin minumum yapan kalib-
rasyon kosullar1 ve F-istatistigi kullanilir. Kalibrasyon performanslarini1 deger-
lendirmek i¢in, kemometrik kalibrasyonlarin SEC ve SEP degerleri yaninda, bili-
nen ve tahmin edilen konsantrasyon degerlerinin lineer regresyon analizi yapi-
larak, korelasyon katsayisi (r), dogrunun egim (m) ve kesim (n) degerleri kulla-
nilir. PCR ve PLS kalibrasyonlarinin kurulmasinda faktér se¢imi ici capraz vali-
dasyon islemi (cross-validation procedure) kullanilir. Bunun igin karalerin tah-
min (tayin) hatalarinin toplami (prediction error sum of squares— PRESS) he-
saplanir. Optimal faktor sayisini bulmak icin 6nerilen kriterler minumun PRESS
degeri ve F-istatistidir.

(Ding, 2007)

1.5.4. Varyans analizi (ANOVA)

Varyans analizi teknigi kullanilarak grup ortalamalari arasindaki farkliligin veya
farkl analitik yontemler ile elde edilen analiz sonuclarinin ortalamalar: arasin-
daki farkliligin 6nemli olup olmadigina bakilabilir. Bir arastirmada k tane isle-
min (veya k tane yontemin) n tekrarinin sonunda elde edilen veriler bir tabloda
ozet haline getirilir. Sonra kontrol ve karsit hipotezi asagidaki sekilde kurulur.

HO: islemlerin temsil ettigi popiilasyon ortalamalar1 arasindaki fark tesadiiften
ileri gelmektedir. Islem ortalamalar arasindaki gozlenen fark sifir kabul edilebi-

lir:
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H1: En az iki muamele grubunun ortalamasi arasinda gozlenen fark tesadiiften
ileri gelmektedir. En az iki islem grubunun incelenen 6zellik tizerine olan etkile-

ri birbirinden farklidir, yani aralarindaki fark istatistiksel olarak énemlidir.

Karsit hipotez kurulurken en az iki islem arasindaki fark 6nemlidir denilmekte-
dir. Ciinkii kontrol hipotezinin yapilan analiz sonucunda reddedilmesi i¢in de-
nemede dikkate alinan k tane islemin birbirinden farkli olmasi gerekmez. En az
iki islem arasindaki farklilik kontrol hipotezinin reddedilmesine sebep olabilir.
Yapilan hipotez kontrolii sonucunda karsit hipotez kabul edilmis ise bu en az iki
grup ortalamasi arasindaki farkliligin 6nemli oldugu “coklu karsilastirma yon-
temleri” kullanilarak arastirilir.

Gruplar arasi, gruplar ici serbestlik dereceleri ve gruplar arasi- gruplar ici kare-
ler toplami hesaplanir. Bu degerlerin oranlanmasiyla F degeri elde edilir. Elde

edilen F degeri F tablosundan (a:0,05) okunan degerle kiyaslanir (Ding, 2009).

Cizelge 1.2. Varyans analizi ¢izelgesi (Anova testi ¢izelgesi: analysis of variation)

Varyasyon | Serbestlik

Kareler Toplami | Kareler Ortalamasi F - Degeri
Kaynagi Derecesi
Yontemler
Arasi k-1 k ke i
- =2 _ =2 - =2
(Gruplar § ny (X;-X) n; { X;— X1 f{k.l} Z”;' { X —XI
= ; J =1
Arasi) =1 i=1 _ k-1
- F= 0y
Yontemler N Tl
. 2. 2%
Igl k (n_l) =1 J'I: 1

(Gruplar

Genel Var-

Zk
I(,‘l) i=1 j=1 i=1/=1
Zk

yasyon nk-1
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1.5.5. Kemometrik kalibrasyon yontemlerinin uygulamalari
1.5.5.1. Kemometrik yontemlerin uygulama alanlari

Analitik kimyadaki miktar tayini ¢alismalarinda, kemometrik kalibrasyon yon-
temleri yada ¢ok degiskenli kalibrasyon yontemleri IR spektrofotometre, UV-
goriiniir alan spektrofotometre, spektroflorimetre, potansiyometre, elektrokim-
yasal analizor, kiitle spektrometre, yliksek basingl sivi kromatografisi (HPLC)
ve kapiler elektroforez gibi analitik cihazlardan elde edilen analitik veriler uy-
gulanmaktadir. Analitik kimyanin prensip ve yontemleri ¢ok degisik komsu di-
siplin tarafindan kullanilmaktadir. Bu da analitik kimyanin biyoloji, tip, ziraat,
gida ve eczacilik gibi alanlarda genis bir uygulama alani oldugunu goéstermekte-
dir.

Analitik calismalarda kemometrik yontemlerin uygulamalar:1 inorganik analiz,
organik analiz, ila¢ analizi, klinik ve biyolojik numunelerin analizi, gida ve su
analizleri, ¢cevre analizleri ve stabilite tayinleri, ¢6ziinme hiz1 testleri seklinde

Ozetlenebilir.

1.5.5.2. Coklu bilesen analizi (Multicomponent analysis)

Son yillarda, ¢oklu bilesen analizi, analitik kimyacilar i¢in en 6nemli konulardan
birisi oldu. Bu baglamda, ayni anda miktar tayinlerinin klinik kimyasj, ila¢ anali-
zi, kirlilik kontrolti vb. gibi degisik disiplinler ile ilgili aktif bilesikleri iceren ka-
risimlarin kantitatif analizi icin olduk¢a kullanish oldugu kanitlanmistir. Cok
degiskenli kalibrasyonlarinabsorbans sinyallerine uygulanmasiyla ¢ok bilesen
analizlerinden elde edilen sonuglarin dogrulugu, yontem ve kullanilan analitik

sinyallere baghdir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Bu bélimde tez kapsaminda secilen bilesiklerle ilgili yapilmis kemometrik ca-

lismalara deginilmistir.

Medina vd. (1999) yapmis olduklar1 ¢alismada, kafein, asetilsalisilikasit ve para-
setamoliin ayni anda tayini i¢in hizli ve kolay uygulanabilen bir analitik metot
gelistirmislerdir. Bu bilesiklerin formasoétikpreparallardan tayini i¢in kismi en
kiigiik kareler metodunu kullanmiglar, analitlerin UV tayinini ve integrasyona
dayali alikonmalarini ¢oklu sensér uygulamasiyla belirlemislerdir. Diode - ar-
rayspektrometrisi kullanilarak, analitlerinspektrolar1 ( 240- 350 nm) C18 fazla
bagl akis hiicrelerinde tayin edilmistir. Tasiyici olarak % 0.5, pH 1 HCIO4 ¢ozel-
tisikullanilmis, Olciilen aralikta multisensor cevaplart dogrusal olarak tayin
edilmis ve ¢oziicli olarak metanol kullanilmistir. Analitlerinspektralari, ¢okluda-
ta ve ¢oklu degiskenler kullanilarak elde edilmistir. Metodun farkli reaksiyon
zamanlarinda uygulanmasi ile istatistiksel parametreler elde edilmis ve bilesik-
lerin ayni anda tayini icin gereken optimum reaksiyon zamani sec¢ilmistir. Ger-
cek ve sentetik 6rneklerin analizi sonucunda dogru ve kesin degerler elde edil-

mistir.

Hassan vd. (1999), calismalarinda rutin, kuersetin ve askorbikasitin karisimlar-
da, tabletlerde ve kapsiillerde eszamanl tayini i¢in UV - spektrofotometrik yon-
tem gelistirmislerdir. Kalman filtresi kalibrasyonuna dayanan metot, ya tek bile-
sen iceren ortogonal deneysel tasarim ya da birden ¢ok bilesen igceren ortogonal
olmayan deneysel tasarim kullanilarak gerceklestirilmistir. Kalibrasyonda kati-
tatif tayin, ikive l¢ bilesen iceren sentetik karisimlarda veya konsantrasyon ara-
ig1 2-10 mg/ ml olan oral dozajlarda yapilmistir. Elde edilen istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.

Macek vd. (1999), roksitrimisinin insan plasmasinda yiiksek performans sivi
kromatografisinde 220 nm dalga boyunda heksan: izoamilalkol (98:2, v/v) ile
swvi-siv1 ekstraksiyonuna dayandirilarak bir yontem gelistirmislerdir. Bu ¢alis-
mada Kklaritromisin i¢ standart olarak kullanilmistir. Sonuglar farmokinatik ca-
lismalarda kullanilabilir bicimdedir. Spektrofotometrik yontemin kullanildigi

baska bir ¢alisma 2014 yilinda Merey ve ekibi tarafindan yapilmistir. Bu ¢alis-
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mada amplodip in besilat ve olmesartan medoksomil ve hidroklorotiazidin ti-
rev spektroskopisi ile tayini yapilmistir. 2007 yilinda Bosch ve grubunun yaptigi
bir ¢alismada omeprazol aktif maddesinin giiniimiizde kullanildig1 tayin yon-
temleri yeniden derlenmistir. Omeprazol tayininde kullanilan yontemler olarak
spektrofotometre (tiirev yontemi kullanmilmistir), elektrokimyasal metotlar,
HPLC, sivi kromatografi-kiitle spaktrometresi, siiperkritik aliskan kromatografi
ve ince tabaka kromatografiye deginilmistir. Lotfy ve ¢alisma arkadaslari 2015
yilinda ila¢ karisimlarina tiirev yontemi uygulayarak tistiiste cakisan spektrum-
larda lidokainhidroklorid (LH), flukortolonpivalet (FCP), klorokuinaldol (CQ)

tayinini 6n ayirma yapmadan gergeklestirmislerdir.

Sena vd (2000), asetilsalisik asit ve askorbik asit karisimlarini ultraviolespekt-
rofotometrisi (210- 300 nm ),paralel faktor analizini (PARAFAC) ve kismi kiiciik
kareler metodu kullanilarak incelemislerdir. Calismanin pH aralig1 1.0- 5.5 iken
konsantrasyonu Aralig1 1x10-> - 1x10-4 mol/ L dir. Deneyde, bilesiklerin tahmini
pka degerleri asetilsalisilik asit ve askorbik asit icin sirasiyla 3.41 ve 4.10 olarak
hesaplanmistir. Bilesiklerin ayni anda tayini icin farkli pHlarda ¢oklu kalibras-
yonmodelleri kullanilmis ve en iyi model pH 1.1 de elde edilmistir. Ilaglar icin

geri kazanim degerleri % 97.6 ile % 103.6 arasinda bulunmustur.

Toral vd. (2001), yapmis olduklar1 calismada kolay uygulanabilen ve pratik bir
yontem olan birinci tiirev spektrofotometrik metotla, askorbik asit ( vitamin c )
ve asetilsalisilikasitin ayni anda tayini gerceklestirmislerdir. Calismada, ¢6ziicu-
etkisi, katki maddeleri ve analitik sinyallerdeki spektral degiskenler incelenmis-
tir. Ilaclarin tayininde ¢oziicii olarak 0.01 M metanotik hidroklorik asit ¢ozeltisi
kullanilmis, asetilsalisilik asit ve askorbikasitin sinyalleri sifirdan gecis metodu
kullanilarak sirasiyla 245 ve 256 nm olarak 6l¢iilmiistiir. Bilesiklerin ayni1 anda
tayini icin gelistirilen metotta, araliklar asetilsalisilik asit ve askorbik asit icin
sirasiyla 6.6x10-- 1.5x104 M ve 3.4x10°¢ - 2.0x10* M olarak bulunmustur.
Standart sapmanin % 2.0 den kiiciik oldugu metot, bu ilaglarin tabletlerinde

basariyla uygulanmistir.

Din¢ vd. (2006), gelistirdikleri sivi kromatografik yontemde klorzoksazon ve
parasetamoliin tabletlerde ve katkili insan plazmasinda tayini i¢in yeni kemo-

metrik yaklasimlar kullanmislardir. Bu kemometrik yaklasimlar, klasik en kiiciik
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kareler yontemi, temel bilesen regrasyonu ve kismi en kiiciik kareler yontemle-
ridir. Kromatogramlar, bes farkli dalga boyuna karsilik pik alanlarinin grafige
gecirilmesiyle olusturulmustur. Coklu kromatogramlar icin PDA dedektor kulla-
nilmis ve 225, 240, 255, 270, 285 nm ‘ de 6l¢iimler yapilmistir. WatersSymmetry
C18 kolonun kullanildig1 ¢alismada asetonitril ve amonyum karbonat karisimi
(60: 40, v/v) tercih edilmis ve akis hiz1 0.8 ml/ dk olarak ayarlanmistir. Kroma-
tografik ayrimda kullanilan i¢ standart hidroklorotiyazittir. HPLC kemometrik
kalibrasyonlar, calisan ilaclarin ticari preparatlardan ve insan plazmasindan
kantitatif analizinde basariyla uygulanmis, yiiksek dogruluk ve kesinlik sonugla-

11 elde edilmistir.

Hassan (2008), calismasinda ibuprofen ve parasetamoliin es zamanh tayini i¢in
lic metot gelistirilmistir. Birinci metot, sifirdan gecis yontemiyle birinci tiirev UV
spektrometrisidir. Bu metotta ibuprofen ve parasetamol i¢in dalga boylar sira-
siyla 230 ve 290 nm olarak se¢ilmistir. Ikinci metot, oran spektrometrumlarinin
birinci tlirev ile 6l¢limiine dayanmaktadir ve dalga boylar1 ibuprofen ve parase-
tamol icin sirasiyla 280 ve 290 nm olarak o6l¢iilmiistir. Kalibrasyon grafikleri
ibuprofen ve parasetamol igin sirasiyla 5-100 ve 10-100 Mg/ml araliklarinda
olusturulmustur. Ugiincii metot, ¢oklu spektrofotometrik kalibrasyon metodu-
dur. Bilesiklerin olusturdugu karisimin ¢6ziintrligi kismi en kiiciik kareler reg-
resyon analizi ile belirlenmistir. Bu metotlarin zamandan ve maliyetten tasarruf
saglamak gibi bir¢ok faydas1 bulunmaktadir. Onerilen tiim metotlarin perfor-
mans1 arasinda 6nemli bir fark bulunmamakla birlikte, ilaglarin farmasotik

formlarina rahathikla uygulanabilirligi goriilmistiir.

Alves ve Poppi (2009), calismalarinda asetilsalisilik asit parasetamol ve kafeinin
formasotikformiitasyonlarda tayini icin kati faz molekiiler floresans ve ikinci
derece ¢oklu kalibrasyonu kullanmiglardir. Model gelistirme icin paralel faktor
analizi(PARAFAC) kullanilmis ve etkinligi varyans analizi (ANOVA) kullanilarak
gosterilmistir. Tlim bilesikler icin hata degerleri % 10 un altinda bulunmustur.
Gelistirilen yani yontemin faydalar, diisiik diisiik maliyet, hizli ve kolay analiz,
bosa tiiketim dnleme ve 6rnek hazirlama ihtiyacinin olmamasi olarak siralana-
bilir. Bu yontem secilen bilesiklerin es zamanl tayini icin olduk¢a cazip, dogru

ve tekrarlanabilir bir metodtur.

26



Maghadam vd. (2011), yapmis olduklar1 ¢alismada, askorbikasit, iirik asit ve
dopaminin ayni anda tayini icin kemometrik destekli kinetik spektrofotometrik
yontem gelistirmislerdir. Bu yontem, analitlerin ortak bir oksitleyici madde ile
reaksiyonu sonucu olusan kinetik oranlarina dayanmaktadir. pH 4.4 ‘ te gercek-
lestirilen reaksiyonlarda, oksitleyici madde olarak tris( 1,10 - fenantrolin) ve
demir (1) kompleksi kullanilmistir. Absorbans degisimleri spektrofotometrik
olarak izlenmisti. Deneylerden elde edilen veriler yapay sinir ag1 ve kismi en
kuctik kareler yontemleri ile degerlendirilmistir. Sonuglar, ileri beslemeli yapay
sinir ag1 metodunun diger metotlara gore daha verimli oldugunu géstermistir.
Deneysel kosullar etkileyen parametreler optimize edilmis ve Beer yasasi ile
elde edilen konsatrasyon araliklar1 askorbik asit, iirik asit ve dopamin i¢in sira-
siyla 4.3 - 74.1, 4.3- 78.3 ve 2.0 - 33.0 mm olarak bulunmustur. Onerilen metot,

analitlerin serum ve idrar érneklerinden tayininde basariyla uygulanmistir.

Yukaridaki ¢alismalar incelendiginde paracetamol, asetilsalisilik asit ve C vita-
mininin etken maddelerinin es zamanl spektrofotometrik olarak tayini i¢in -ilk
kez- spektrofotometrik, yontemle birlikte ilk kez bizim projemizde kemometri

uygulamasi gergeklestirilecektir.
Literatilirde ila¢ etken maddelerine uygulanan yontemlere bir goz atarsak,

Cazorla-Reyes vd.(2014), yaptiklar1 calismada ultra yiliksek performans sivi
kromatografi-kiitle spektroskopisi yontemlerini art arda seri kullanarak biyolo-
jik orneklerdeki antibiyotiklerin es zamanl tayinini gergeklestirmislerdir. Bu
calismada kullanilan antibiyotiklerden biri amoksisilindir. Bu yontemle daha
once kullanilan yontemlere gore ekonomik ve basit bir yontem gelistirmek
amag¢lanmistir. Mrutyunjayarao ve ekibi 2012 yilinda terbinafinhidrokloriir ak-
tif maddesinin saf durumda ve tabletlerde tayinini li¢ farkli spektrometrikme-
totla gerceklestirmislerdir. Birinci ve ikinci metot oksidasyona dayanir, ticiinci
metot ise 2,3 dikloro 5,6-disino 1,4 benzokinon ile renklendirerek 450 nm de
uygulanmistir. Klaritromisininomeprazol ve tinidazol iceren ¢oklu karisimlar-
daki bir diger spektrofotometrik tayini Lofty ve Hagazy tarafindan 2012 yilinda
uygulanmistir. Bu calismada manipulasyon oran spektrum yontemi kullanilarak

¢ farkli yontem tlizerinden kiyaslama ile tayin gerceklestirilmistir.
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Agafonova vd. (2014), Kklaritromisin ve metronidazoliin termodinamik erime
parametrelerini 6nce tek tek sonrada karisim halinde iken Differensiyel Tarama
Kolorimetrik (DSC) calismasiyle tayin etmislerdir. Deneysel ve hesaplama yon-
temi kullanmislardir. Elkhoudary ve ¢alisma arkadaslar1 2014 yilinda klaritro-
misin, norfloksasin, doksisilin, tinidazol ve omeprazoliin ila¢ dozlarindaki HPLC
tayinlerini deneysel tasarim kullanarak gerg¢eklestirmislerdir. Burada maddele-
rin dayaniklilik testleri de incelenmistir. Deney sonuglarinda lineerlik incelendi-
ginde korelasyon katsayis1 0.9999 degerindedir. Segicilik ve dogruluk degerleri
de tatmin edicidir. 2012 yilinda yapilan Darwish ve ekibinin yaptig1 bir ¢calisma-
da omeprazol, tinidazol, doksisilin ve klaritromisinin 6n kolon tiirevlendirilmesi
ile ters faz kromatografisinde 277 nm de 1-500 pg/mL araliginda degisen oran-
larda tayini gergeklestirilmistir. Bu calismada ilk olarak klaritromisinin izole
edilmesi ve infrared ve kiitle spektroskopisi ile tiirevlendirilerek tayini yapil-
mistir. Klaritromsinin baz1 makrolit antibiyotiklerle birlikte spektrofotometrik
ve kondiiktometrik tayini rosebengal kullanilarak 558nm, 557nm ve 560 nm de
yapilmistir. Spektrofotometrik metotta esas Beer’s yasasidir. Calisilan ilaglarda-
ki korelasyon katsayis1 0.9999 diir. Bu ¢alismada 6nerilen metot galisilan bile-
sikleri iceren diger ila¢ numunelerine de O6rnek olusturacaktir(Sayed et
al,,2007).2011 yilinda at plazmasj, epital kaplama sivis1 ve bronko-alveolar hiic-
relerinde klaritromisin ve rifampisin ve onun ana hiicrelerinin LC-MS/MS tayini

Oswald ve ekibi tarafondan es zamanli olarak yapilmistir.

Ahmed ve Atia (2015), Heliko bakter pylorinin ti¢lii tedavisinde kullanilan kom-
binasyonlari insan plazmasinda UV dedektor kullanarak ters faz kromatografisi
ile tayin etmislerdir. Burada tayini yapilan maddeler: omeprazol (OME), tinida-
zol (TNZ), klaritromisin (CLA). Bes giin boyunca H.pylori tedavisi uygulanan 232
hastanin kan serumlarindaki rantidin, amoksisilin ve klaritromisin ve metroni-
dazoloranlar1 incelenmistir. Calisma sonucunda lineer korelasyon degerleri

tatmin edici bulunmustur.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu calismada, UV /VIS spektrofotometrisi ile ti¢ bilesenli bir ilag numunesindeki
aktif maddelerin nicel olarak tayini yapilmistir. Elde edilen veriler, PCA, PCR ve
PLS gibi kemometrik yontemlerle degerlendirilmistir. Spektrofotometrik 6l¢iim-
lerle ¢oziicli olarak hidroklorik asit kullanilarak parasetamol, asetilsalisilik asit
ve C vitamininin ¢ozeltileri hazirlanip spektrumlari okunmustur. Bu islem i¢gin
once tek tek sonra farkli oranlarda hazirlanan sentetik karisimlarin spektrumla-
r1 alinmistir. Son islem olarak da ila¢ 6rneginde 6l¢timler yapilmistir. Elde edilen
veriler lisansi elimizde bulunan MINITAB 16 istatistik programiyla degerlendi-

rilmistir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

3.2.1. UV-Goriiniir spektrofotometre cihazi

UV-Vis spektrumlari, bilgisayar tarafindan kontrol edilen 1cm uzunlugundaki
hiicre ile donatilan UV 1700 PHARMASPEC SHIMADZU spektrofotometresi kul-
lanilarak not edilen spektrum degerleri ila¢ tabletlerindeki parasetamol, asetil-
salisilik asit ve C vitamininin miktarin belirlemek icin kemometrik metotlara

uygulanmistir.

3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneylerde analitik saflikta olan kimyasallar kullanilmistir. Bu kimyasallar Ci-

zelge 3.1'de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasallar

Bilesik Ad1 Bilesik Formiilii
H CHs
Paracetamol ~ N~ 7
(0]
HO h
7
(0]
1
H3C/ o)
Asetilsalisilik /&
OH
HO H fo)
= _° 0]
Vitamin C Hovﬁ
HO OH

3.3.1. Kullanilan ¢ozeltiler

Calismada spektrofotometrik dlgtimler i¢in Paracetamol, asetilsalisilik asit ve C

vitami maddelerinin 100ppm olacak sekilde stok ¢ozeltileri hazirlanmistur.

Stok parasetamol ¢ozeltisi

Paracetamol maddesinden 0,025 g tartilarak bir miktar 0,1 M HCI’ de ¢oziildiik-

ten sonra son hacim 250 ml’ ye tamamlandi.

Stok asetilsalisilik asit ¢ozeltisi

Asetilsalisilik asit maddesinden 0,025 g tartilarak bir miktar 0,1 M HCI’ de ¢6-

zlldikten sonra son hacim 250 ml’ ye tamamlandi.
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Stok vitamin C ¢ozeltisi

Vitamin C maddesinden 0,025 g tartilarak bir miktar 0,1 M HCI ‘ de ¢6ziildiikten

sonra son hacim 250 mI’ ye tamamlandi.

ila¢c Tablet Numune

Tablet numunesi hazirlanirken paket icindeki efervesan tabletler agat havanda
ezildi ve 1 gram numune tartilarak 0,1 M HCI de ¢6ziildi ve magnetik 1siticida
karistirildi. 25 ml ye 0,1 M HCI ile tamamlandi. Absorbansi okundu. (Afebryl ®
Galepharma)

3.4. YOontem

3.4.1. UV/VIS spektroskopisi yontemi

Bu calismada, spektrofotometrik dl¢ciimlerle ila¢ aktif maddelerinin stok ¢ozelti-
lerinin spektrumlari okunmustur. Bu islem icin 6nce tek tek sonra farkl oran-
larda hazirlanan sentetik karisimlarin spektrumlar: alinmistir. Son islem olarak
da ila¢ 6rneklerinde dl¢iimler yapilmistir. Elde edilen veriler, farkli kemometrik
yontemlerle degerlendirilmistir. ilk basamakta, UV spektrofotometre cihazinin

kalibrasyonu (sifirlama islemi) yapilmistir.

Kalibrasyon islemi 6nce her iki hiicre bos birakilarak havaya karsi yapilmistir.
Sonra ayni islem bu kez her iki 151k yoluna hidroklorik asit ile hazirlanan kor
numunesi konularak yapilmistir. Butiin okumalarda hep kor bu sekilde hazir-
lanmistir. Kor olarak sadece hidroklorik asit kullanilmasinin nedeni bu ¢alisma-
da genel olarak ¢oziiclimiiz hidroklorik asit oldugu icindir. Kor se¢imi yapilirken
girisim etkilerini yok etmek icin, kor olarak ¢éziicii tercih edilmistir. ikinci ba-
samakta, saf ila¢ aktif maddelerinin tek tek spektrumlar1 alinmistir. Bu islem
esnasinda stok ila¢ aktif maddelerinden derisimleri 5-35 ppm arasinda olacak
sekilde 1,25-8,75 ml arasinda saf maddeler stoklardan alinarak toplam hacim 25
ml’ ye tamamlanarak ¢6zeltileri hazirlanmis ve UV spektroskopisinde absorbans
okumalar1 yapilmistir. Ucilincii basamakta, her bir madde ayri bir dalga boyunda
maksimum verdiginden saf ila¢c maddelerinden olusturulan sentetik karisimla-

rin UV spektroskopisinde absorbans okumalari yapilmis ve birbiri yaninda her-
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hangi bir 6n ayirma islemine gerek olmaksizin ilag¢ aktif maddeleri incelenmistir.
Son basamakta ise, piyasada satilan ilac numunesindeki ila¢ aktif maddelerinin
cozeltileri incelenmistir. Tablet numunesi hazirlanirken paket icindeki eferve-
san tabletler agat havanda ezildi ve 1 gram numune tartilarak 0,1 M HCI de ¢6-
zlildii ve magnetik 1siticida karistirildi. 25 ml ye 0,1 M HCI ile tamamlandi. Ab-
sorbansi okundu. (Afebryl ® Galepharma)
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. UV Spektroskopisi

Kemometrik kalibrasyonlarin ila¢ maddelerinin analizi icin 6nce her bir ilag
maddesinin saf halde 100 ppm 0,1 M HCI de standart ¢ozeltileri hazirlanmistir.
Daha sonra parasetamolden 6-30 ppm, asetilsalisilik asitten 7-35 ppm ve C vi-
tamininden 5-25 ppm araliginda iki maddeden de ayr1 ayri ¢ozeltiler hazirlan-
mistir. Bu islem sonrasi absorbanslar olciilerek kaydedilmistir. Her bir ilag

maddesinin derisimlerippm olarak hesaplanmis ve absorbanslardan yararlani-

larak molar absorpsiyon katsayilari belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Ila¢ maddelerinin spektroskopik 6zellikleri

MAK. ABS.
iLAC YAPTIGI | KALIBRASYON KO‘I}SII;IAS'
MADDESI | DALGABO- DENKLEMI KATSAYISI
YU
Parasetamol 243 nm y =6Xx 1
Asetilsalisi-
lik asit 302,5 nm y =7x 1
C Vitamini 243 nm y =5x 1

Her bir ila¢ maddesinin saf halde yani tekli durumda spektrumlari alinir. Bu
spektrumlar alinirken parasetamol, asetilsalisilik asit ve C vitamini i¢in derisim

araligi sirasiyla 5-35 ppm dir. Bu derisim araliklar, tayin edilecek ila¢ maddeleri

icin dogrusaligin oldugu bolgedir.
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Sekil 4.1. Parasetamol maddesinin absorpsiyon spektrumu
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Sekil 4.2. Asetilsalisilik Asit Maddesinin absorpsiyon spektrumu
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Sekil 4.3. C Vitamini Maddesinin absorpsiyon spektrumu
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4.2. Temel Bilesen Analizi (PCA)

Sentetik c¢ozeltilerde hesap yaparken programin kendi icinde ilk yaptig1 islem
temel bilesen analizi yapmaktir. Temel bilesen analizi uygulanmasinin amaglari,
bir orijinal degiskeni temsil eden n sayida orijinal aks1 (dogruyu) yeni akslar
haline dontstiirmektir. Bu doniisiim isleminde yeni akslar, verilerin maksimum
varyans yonelimleri boyunca uzanir ve yeni akslarin 6zelligi, ortogonal olmala-
ridir ve bu yeni degiskenler arasinda korelasyon yoktur. Numune verilerinin
varyansinin ¢ogunu ag¢iklamak icin ihtiya¢ olan yeni degiskenlerin sayisi (p), n
sayidaki orijinal akslardan daha azdir. Temel bilesen analizi, cok degiskenli veri-
lerin boyutunu indirgemek veya verileri azaltmak i¢in bir yontem olarak kabul

edilir. Ayn1 zamanda degiskenlerin dogrusal bilesenlerini ortaya cikarir.

Parasetamol, Asetil salisilik asit ve C vitamini igin Yiikleme Grafigi

ASE
0,9

0,8

0,7

o o
[%,] (=)}

o
i

CVIT

Ikinci Bilesen

o
w

PARA

o
N

0,1
0,0

-0,50 -0,25 0,00 0,25 0,50 0,75
Birinci Bilesen

Sekil 4.4. Degiskenlerin dogrusal bilesenleri

Sekil 4.4’ e bakildiginda programa yiikledigimiz verilerden birinci temel aks ve
ikinci temel aks iizerinden dogrusal bilesenler bulunmustur. islemlerin dogru-
lugu olgtlisiinde dogrusal bilesenler elde edilmistir. Bu grafik varyans-kovaryans
matrisinin elemanlarinin orijinin merkezine olan biiyiik aks birinci temel bile-
seni (ASE) ve bu ikinci temel bilesen (C VIT-PARA) kesismektedir. Bir kare mat-
ris icin, varyans-kovaryans matrisinin elemanlar1 koordinat sisteminin orijini
boyunca uzanir. Biiyiik aksin egimi, birinci temel bilesen ile birlestirilmis 6zvek-

tor (eigenvector)diir. Bu “6zvektore” karsilik gelen “6zdeger” (eigenvalue) Sekil
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4.4. deki bliyiik aksin uzunlugudur. Sekil 4.5.da 6zdegerlerin grafigi goriilmek-
tedir. Ozdegerlerin simetrik bir veri matrisinden ¢ikarilmasi kismi en kiiciik ka-
reler yontemi ve temel bilesen analizi icin 6énemlidir. Ozdegerler ve 6zvektorler
elde edildikten sonra yapilacak islem diger kemometrik hesaplamalara gecistir.
Temel bilesen analizi ile elde edilen temel bilesenler yardimiyla olusturulan ko-

relasyon matrisi diger kemometrik regresyonlara (PLS, PCR... ) 1s1k tutmaktadir.

14

Ozdeger

Bilesen Sayisi

Sekil 4.5. Kemometrik verilerden elde edilen 6zdegerlerin grafigi

Sekil 4.5. de belirgin bir sekilde gorildiigi gibi 6zdegerler 2. degerden 3. degere
dogru diismiistiir. ilk iki faktér, toplam varyansin % 99’undan daha fazla giive-

nilirdir.
4.3. Kalibrasyon Yéonteminin Validasyonu

Temel Bilesen Analizi i¢cin 5-30 ppm dogrusal calisma araliginda parasetamol
Asetilsalisilik asit ve C vitamini iceren ¢ozeltilerin standart serisi stok ¢ozeltile-
rinden yararlanilarak hazirlanmigtir. ilag maddelerini iceren 19 adet yapay kari-
sim ¢ozeltilerinden ibaret olan bir konsantrasyon seti (Cizelge 4.2) hazirlanmis-
tir. Once saf maddelerle calisilarak her bir bilesenin hangi aralikta spektrum
verdigi belirlenmistir. Olgiimler 200-800 nm arasinda yapilmistir. Daha sonra
aralik konsantrasyon seti icin ve kullanilacak olan istatistik programi dogrultu-

sunda dalga boyu aralig1 215 nm- 310 nm olarak daraltilmistir.
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Konsantrasyon seti hazirlanirken saf halde alinan spektrumlarin absorbansla-

riyla iliskili degerlendirme yapilmistir.

Cizelge 4.2. Parasetamol , Asetilsalisilik asit ve C Vitamini karisimlarinmi igceren
konsantrasyon seti

Konsantrasyon (ppm)
NO Parasetamol | Asetilsalisilik | C Vitamini
(PAR) Asit (ASE) (CVit)
1 6 7 5
2 12 7 10
3 18 7 15
4 24 7 20
5 30 7 25
6 6 14 5
7 12 14 10
8 18 14 15
9 24 14 20
10 30 14 25
11 6 21 5
12 12 21 10
13 18 21 15
14 24 21 20
15 6 28 5
16 12 28 10
17 18 28 15
18 6 35 5
19 12 35 10

Sentetik karisimlar :

Sentetik karisimlar Parasetamol, Asetilsalisilik asit ve C Vitamininden olusur.

Sentetik Karigim

Absorbans

200 250 300 350 400 450

Dalga Boyu, nm

Sekil 4.6. Sentetik karisimin absorpsiyon spektrumu
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4.4. Kismi En Kiiciik Kareler Yontemi (PLS)

Kismi en kii¢lik kareler yonteminde Cizelge 4.2 gore hazirlanan kalibrasyon seti
kullanilmistir. Olgiimler 200-800 nm arasinda yapilmigtir. Daha sonra arahk
kalibrasyon seti icin ve kullanilacak olan istatistik programi dogrultusunda dal-
ga boyu aralig1 215 nm- 310 nm olarak daraltilmistir. Kullanilan istatistik prog-
ram ile kalibrasyon setinin absorbans ve derisim degerlerinin varyans-
kovaryansmatriksleri hesaplanmistir. Derisimler arasindaki matematiksel ilis-
kiye dayali PLS kalibrasyonu kurulmustur. Parasetamol, Asetilsalisilik asit ve C
vitamini iceren karisimlarin yukarida belirtilen dalga boylarindaki absorban
degerleri okunarak PLS kalibrasyonunda bu ila¢ maddelerinin miktar tayinleri

gerceklestirilmistir.

4.5.Temel Bilesen Regresyonu Yontemi (PCR)

PCR yontemi kalibrasyon seti icin 6l¢iilen absorbans matrisinin pargalanmasiyla
eldeedilen temel bilesen regresyonuna dayali bir yontemdir. Yontemin algorit-

masi ayrintili olarak verilmistir.

PCR kalibrasyon i¢in hazirlanan kalibrasyon setinin 215 nm- 310 nm dalga boyu
araliginda AA= 0,1 nm araliklarla absorbans degerleri okundu. PCR algoritmasi-
na gore kalibrasyon setinin absorbans ve konsantrasyon degerlerinin varyans-
kovaryans matriksleri hesaplandi. Kalibrasyon seti icin absorbanslarin varyans-
kovaryans matriksininde kompozisyon islemine tabi tutulmasindan sonra kon-
santrasyonlar arasindaki matematiksel iliskiye dayali PCR kalibrasyonu kurul-
du. Ila¢ maddelerini iceren karisimlarin yukarida belirtilen dalga boylarindaki
absorbans degerleri okunarak PCR kalibrasyonunda bu etken maddelerin mik-
tar tayinleri gerceklestirildi. PCR kalibrasyonu icin Minitab 17 programinda ilk
olarak PCA degerleri hesaplanarak asagidaki degerler hesaplandi.

Korelasyon Matrisinin Ozdegerleri

Ozdeger 13,232 4,513 1,220 0,027 0,004 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Oran 0,696 0,238 0,064 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Toplam 0,696 0,934 0,998 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Ozdeger 0,000 0,000 0,000 0,000 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

Toplam 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
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Degisken
C1
0,172
C2
0,241
C3
0,452
C4
0,706
C5
0,230
cé
0,152
Cc7
0,205
C8
0,009
(0]
0,086
C10
0,116
C11
0,066
C12
0,131
C13
0,106
C14
0,004
C15
0,078
Cle6
0,026
C17
0,031
C18
0,009
C19
0,174

Degisken
C1
Cc2
C3
C4
C5
cé
c7
C8
c9
C10
C11
C12
C13
C14
C15
Cl6
C17
C18
C19

PC1
0,269

0,273
0,271
0,259
0,229
0,229
0,228
0,240
0,250
0,246
0,248
0,253
0,264
0,264
0,221
0,162
0,122
0,103

0,097

PC11
-0,013
0,042
-0,026
0,068
-0,025
-0,015
-0,051
-0,118
0,232
0,101
-0,054
-0,249
-0,272
0,446
0,198
-0,535
-0,032
0,449
-0,216

PC2
0,075

-0,023
-0,044
-0,039
-0,062
-0,146
-0,220
-0,223
-0,187
-0,136
-0,113
-0,078
-0,016
0,112

0,279

0,379

0,421

0,436

0,440

PC12
-0,417
0,097
0,162
0,217
0,021
0,041
0,213
-0,541
-0,237
0,147
-0,001
0,197
0,381
-0,137
-0,160
-0,200
0,060
0,230
-0,023

PC3
-0,095

-0,071
0,110
0,293
0,486
0,408
0,268
0,088
-0,118
-0,308
-0,324
-0,319
-0,250
-0,138
-0,013
0,047
0,051
0,047

0,046

PC13
-0,154
0,626
-0,455
-0,007
0,005
0,048
0,068
-0,230
0,364
-0,121
-0,046
-0,123
0,010
-0,129
0,116
0,242
-0,252
-0,007
0,029

PC4
-0,578

-0,421
-0,291
-0,195
-0,120
0,208
0,288
0,230
0,170
0,092
0,038
0,044
0,118
0,198
0,215
0,155
0,073
0,037

0,039

PC14
-0,032
-0,109
0,121
0,127
-0,025
0,008
-0,021
-0,229
0,037
0,237
0,014
-0,044
-0,150
-0,224
0,612
-0,250
-0,105
-0,423
0,379
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PC5
0,188

0,114
0,193
-0,198
-0,632
0,662
0,082
-0,093
-0,060
-0,070
-0,060
-0,045
-0,054
-0,048
-0,026
-0,019
0,021
0,036

0,017

PC15
-0,121
0,280
-0,205
0,019
0,009
0,036
0,058
-0,040
-0,069
-0,100
0,110
0,163
-0,256
0,203
-0,110
-0,215
0,686
-0,411
-0,020

PCé6
0,031

0,067
0,148
0,280
-0,442
-0,495
0,603
0,160
0,019
-0,116
-0,137
-0,128
-0,090
-0,035
0,031
0,060
0,043
0,001

0,001

PC16
-0,151
0,021
0,154
-0,018
0,019
-0,013
0,024
-0,055
-0,094
-0,210
0,151
0,620
-0,552
-0,060
0,199
0,168
-0,206
0,182
-0,192

PC7
-0,089

-0,032
-0,063
0,161
-0,074
0,041
-0,083
0,167
0,284
0,412
0,197
-0,035
-0,344
-0,476
-0,335
-0,015
0,188
0,288

0,230

PC17
-0,067
0,070
0,050
-0,096
0,014
-0,021
-0,014
0,172
-0,098
-0,365
0,600
-0,272
0,191
-0,361
0,296
-0,177
0,152
0,155
-0,197

PC8
0,492

-0,226
-0,376
-0,258
0,192
0,013
0,494
-0,320
-0,094
0,184
0,128
0,030
-0,086
-0,135
0,036
0,005
0,064
0,088

-0,130

PC18
-0,115
0,044
0,021
0,127
-0,024
0,035
0,058
-0,127
-0,361
0,170
0,521
-0,360
-0,231
0,365
-0,184
0,255
-0,265
-0,112
0,136

PC9
-0,079

-0,032
0,223
0,049
-0,022
-0,012
-0,143
-0,182
0,093
0,327
-0,103
-0,237
-0,062
-0,096
0,180
0,417
0,263
-0,133

-0,631

PC19
-0,050
0,337
-0,229
-0,058
-0,010
0,020
-0,013
0,415
-0,594
0,396
-0,236
0,023
-0,010
-0,099
0,217
-0,083
-0,054
0,122
-0,091

PC10



Regresyon islemi ilk ti¢ bilesen esas alinarak yapilabilir. Ancak yapilan ¢alisma-
mizda diger bilesenlerideisin icine katarak bir regresyon esitligi tiiretilmis ve
tiiretilen regresyon esitlikleri asagida verilmistir.

Cprara = 6,000 + C1 0,454 + C2 0,731 + C3 0,783 + C4 0,995+ C5 0,996 + C6 1,026 + C7 1,217 + C8 1,346+ C9
1,360 + C10 1,537 +C11 1,553 + C12 1,746+ C13 1,793 + C14 1,839 + C15 1,938 + C16 1,944+ C17 1,962
+ (182,032 + C19 4,000

Case = 7,000 + C1 0,454 + C2 0,731 + C3 0,783 + C4 0,995- C5 0,996 + C6 1,026 + C7 1,217 + C8 1,346 + C9
1,360 + C10 1,537 + C11 1,553 + C12 1,746 + C13 1,793+ C14 1,839 + C15 1,938 + C16 1,944 + C17 1,962
+(C18 2,032+ C19 4,000

Ccvir = 7,000 + C1 0,454 + C2 0,731 + C3 0,783 + C4 0,995- C5 0,996 + C6 1,026 + C7 1,217 + C8 1,346 + C9

1,360 + C10 1,537 + C11 1,553 + C12 1,746 + C13 1,793+ C14 1,839 + C15 1,938 + C16 1,944 + C17 1,962
+(C18 2,032+ C19 4,000

4.6. Kalibrasyon Yonteminin Validasyonu

PLS ve PCR yontemini valide etmek amaciyla ti¢ ayr ilagc maddesinden farklide-
risimlerde 19 adet yapay karisim ¢ozeltisinden ibaret olan bir set hazirlanmis-
tir. Hazirlanan bu validasyon seti (Cizelge 4.3) kullanilarak kurulan PLS VE PCR
kalibrasyonlarinin kesinlik ve dogrulugu test edilmistir. Geri kazanim (GK) de-
gerleri ve bagil standart sapma degerleri hesaplanmistir. PLS kalibrasyon yon-
teminin sentetik karisimlara uygulanmasi ile elde edilen sonuglar Cizelge 4.3. de

gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. Sentetik olarak hazirlanan karisimindaki ila¢ maddelerinin PLS kalibrasyonu ile hesaplanan sonuglari

No Parasetamol Asetilsalisilik Asit C Vitamini
Konulan | Bulunan % Geri Konulan | Bulunan % Geri Konulan | Bulunan % Geri
(ppm) (ppm) Kazanim (ppm) (ppm) Kazanim (ppm) (ppm) Kazanim
1 6 5,97 99,5 7 7,01 100,15 5 4,83 96,6
2 12 11,51 95,92 7 6,82 97,43 10 9,85 98,5
3 18 17,58 97,67 7 6,95 99,29 15 14,85 99
4 24 24,04 100,17 7 7,05 100,72 20 20,01 100,05
5 30 30,06 100,2 7 7,03 100,43 25 24,95 99,8
6 6 5,93 98,84 14 14,05 100,36 5 5,01 100,2
7 12 11,83 98,59 14 14,06 100,43 10 9,69 96,9
8 18 17,82 99 14 14 100 15 14,69 97,94
9 24 23,62 98,42 14 13,53 96,65 20 19,68 98,4
10 30 29,51 98,37 14 13,96 99,72 25 24,86 99,44
11 6 5,54 92,34 21 20,71 98,62 5 4,89 97,8
12 12 11,52 96 21 20,63 98,24 10 9,65 96,5
13 18 17,82 99 21 21,01 100,05 15 14,51 96,74
14 24 23,83 99,30 21 20,84 99,24 20 19,8 99
15 6 5,84 97,34 28 27,73 99,04 5 4,89 97,8
16 12 11,82 98,5 28 27,83 99,40 10 9,87 98,7
17 18 17,96 99,78 28 27,71 98,97 15 14,96 99,74
18 6 5,74 95,67 35 34,85 99,58 5 4,85 97
19 12 11,94 99,5 35 35,02 100,06 10 10,01 100,1
Ortalama = Ortalama = Ortalama =
98,11 99,38 98,43
$S=1,95 $S=1,07 SS=1,27
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Parasetamol

Tahmini Parasetamol derisimi-ppm
=
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Gercek Parasetamaol derisimi-ppm

Sekil 4.7. PLS kalibrasyon basamaginda Parasetamol i¢in gercek ve tahmin edi-
len derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuclari

Asetilsalisilik Asit
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Gergek Asetilsalisilik asit derisimi-ppm

Sekil 4.8. PLS kalibrasyon basamaginda Asetilsalisilik Asit i¢in gercek ve tahmin
edilen derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglari

C Vitamini
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Sekil 4.9. PLS kalibrasyon basamaginda C Vitamini i¢in gercek ve tahmin edilen
derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglari
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Cizelge 4.4. Sentetik olarak hazirlanan karisimindaki ila¢ maddelerinin PCR kalibrasyonu ile hesaplanan sonuglari

No Parasetamol Asetilsalisilik Asit C Vitamini
Konulan | Bulunan % Geri Konulan | Bulunan % Geri Konulan | Bulunan % Geri
(ppm ) (ppm) Kazanim (ppm ) (ppm) Kazanim (ppm ) (ppm) Kazanim
1 6 5,89 98,17 7 6,95 99,29 5 4,78 95,6
2 12 11,82 98,5 % 6,87 98,15 10 9,98 99,8
3 18 17,89 99,39 7 6,66 95,15 15 14,95 99,67
4 24 23,95 99,80 7 6,92 98,86 20 19,86 99,3
5 30 29,85 99,5 7 7,01 100,15 25 25,01 100,04
6 6 6,01 100,17 14 13,95 99,65 5 5,01 100,2
7 12 11,85 98,75 14 14,01 100,08 10 9,78 97,8
8 18 17,56 97,56 14 13,85 98,93 15 14,56 97,07
9 24 23,86 99,42 14 13,95 99,65 20 19,96 99,8
10 30 29,92 99,74 14 13,81 98,65 25 24,97 99,88
11 6 5,85 97,5 21 19,8 94,29 5 496 99,2
12 12 11,95 99,59 21 21 100 10 9,87 98,7
13 18 17,95 99,73 21 21,06 100,29 15 14,62 97,47
14 24 23,96 99,84 21 20,66 98,39 20 19,98 99,9
15 6 5,87 97,84 28 27,84 99,43 5 49 98
16 12 11,89 99,09 28 27,57 98,47 10 10,01 100,1
17 18 17,92 99,56 28 27,51 98,25 15 14,98 99,87
18 6 5,86 97,67 35 34,73 99,23 5 498 99,6
19 12 11,92 99,34 35 35,01 100,03 10 9,97 99,7
Ortalama Ortalama Ortalama
=99,00 =98,78 =99,03
SS=1,87 $S$=1,59 SS=1,28
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Sekil 4.10. PCR kalibrasyon basamaginda Parasetamol i¢in ger¢ek ve tahmin
edilen derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglari

Asetilsalisilik Asit
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=T = T R
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Tahmini AsetilsalisilikAsit derisimi-ppm
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Gergek Asetilsalisilik asit derisimi-ppm

Sekil 4.11. PCR kalibrasyon basamaginda Asetilsalisilik Asit i¢cin gercek ve tah-
min edilen derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel so-
nuclari

C Vitamini

Tahmini C Vitamini derigimi-ppm
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Gergek CVitamini asit derisimi-ppm

Sekil 4.12. PCR kalibrasyon basamaginda C Vitamini i¢in gercek ve tahmin edi-
len derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglari
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4.7.PLS yontemi icin ANOVA testi

PLS kalibrasyon yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek amaciyla elde

edilen sonuglara ANOVA testi uygulanmistir. Gruplar arasi serbestlik derece-

si=1, grup i¢i serbestlik derecesi=36 % 95 giiven araliginda F-tablo degeri 4,11

olmasina karsilik parasetamoli¢in hesaplanan F-test degeri 0,0068 ve p-degeri

0,93, asetilsalisilik asit icin hesaplanan F-test degeri 0,0044 ve p-degeri 0,93, C

vitamini i¢in hesaplanan F-test degeri 0,0058 ve p-degeri 0,94 olarak bulunmus-

tur.

Cizelge 4.5. Parasetamol maddesinin PLS yonteminde elde edilen sonuglarla
hesaplanan ANOVA sonuglari

ANOVA

Varyans

Kaynagi SS Df MS F P-degeri F élciitii
Gruplar

Arasinda | 0,446695| 1 |0,446695| 0,006835 0,934571 4,113165
Gruplar

Icinde |2352,911| 36 |65,35863

Toplam |2353,358| 37

Cizelge 4.6. Asetilsalisilik Asit Maddesinin PLS yonteminde elde edilen sonuglar-
la hesaplanan ANOVA sonuglari

ANOVA

Varyans

Kaynagi SS Df MS F P-degeri | F olglitii
Gruplar

Arasinda 0,388042 1 0,388042|0,004397 |0,947497 | 4,113165
Gruplar

Icinde 3176,911 36 88,24752

Toplam 3177,299 37

Cizelge 4.7. C Vitamini Maddesinin PLS yonteminde elde edilen sonuglarla he-
saplanan ANOVA sonuglari

ANOVA
Varyans Kay-
nagi SS Df MS F P-degeri| F olciitii
Gruplar Ara-
sinda 0,261118 1 0,261118|0,005768|0,93988 | 4,113165
Gruplar i(;inde 1629,652 36 45,26812
Toplam 1629,913 37
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ANOVA testinde F-hesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05 oldugu i¢in % 95 giiven

araliginda elde edilen sonuglar arasinda anlaml bir fark olmadig1 bulunmustur.

Varyans analizinde iki serbestlik derecesi kullanilir. Gruplar arasi serbestlik de-
recesi=1, Grup i¢i serbestlik derecesi=36.F-hesaplanan< F-tablo ve p-degeri>p=0,05
oldugu icin bu kalibrasyon modelinin ila¢ numunenin incelenmesinde kullanila-

bilir olduguna karar verilmistir.
4.8. PCR yontemi icin ANOVA testi

PLS kalibrasyon yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek amaciyla elde
edilen sonuglara ANOVA testi uygulanmistir. Gruplar arasi serbestlik derece-
si=1, grup ici serbestlik derecesi=48 % 95 giiven araliginda F-tablo degeri 4,04
olmasina karsilik parasetamolicin hesaplanan F-test degeri 0,0020 ve p-degeri
0,96, asetilsalisilik asit icin hesaplanan F-test degeri 0,0071 ve p-degeri 0,93, C
vitamin i¢in hesaplanan F-test degeri 0,0029 ve p-degeri 0,96 olarak bulunmus-
tur.

Cizelge 4.8. Parasetamol Maddesinin PCR yonteminde elde edilen sonuglarla
hesaplanan ANOVA sonuglari

ANOVA |

Varyans

Kaynagi SS Df MS F P-degeri | F olciitii
Gruplar

Arasinda |0,130983 |1 0,130983 |0,002007 [ 0,964514 |4,113165
Gruplar

Icinde 2349,394 |36 65,26094

Toplam |2349,525 |37

Cizelge 4.9. Asetilsalisilik Asit Maddesinin PCR yonteminde elde edilen sonuglar-
la hesaplanan ANOVA sonuglari

ANOVA

Varyans

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

Arasinda | 0,631842 1 0,631842(0,007173 | 0,932975 | 4,113165
Gruplar

Icinde |3171,156 36 88,08767

Toplam |3171,788 37

46




Cizelge 4.10. C Vitamini Maddesinin PCR yonteminde elde edilen sonuglarla he-
saplanan ANOVA sonuglari

ANOVA |

Varyans

Kaynagi SS df MS F P-degeri | F élgiitii
Gruplar

Arasinda | 0,092024 1 0,092024 | 0,002029 | 0,964323 | 4,113165
Gruplar

icinde |1632,912 36 45,35866

Toplam | 1633,004 37

ANOVA testinde F-hesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05 oldugu icin % 95 giiven
araliginda elde edilen sonuclar arasinda anlamli bir fark olmadig1 bulunmustur.
Varyans analizinde iki serbestlik derecesi kullanilir. Gruplar arasi serbestlik de-
recesi=1 Grup ici serbestlik derecesi=36. F-hesaplanan< F-tablo ve p-degeri>
p=0,05 oldugu i¢in bu kalibrasyon modeli ticari numunenin incelenmesinde kul-

lanilabilir olduguna karar verilmistir.
4.9. PLS ve PCR Yonteminde Istatistiksel Analiz

Uclii ila¢ maddesini iceren karisimlarda bu maddelerin miktar tayini icin PLS ve
PCR kalibrasyonlarinin kurulmasinda ¢apraz validasyon isleminde tahmin edi-
len hatalarin karelerinin toplaminin (Predicted Resudiual Error Some of Squa-
res— PRESS) minimal degerleri elde edilmistir. PRESS degerinin sifira yakin
olmasi dogruluk derecesini arttirmaktadir. Elde edilen PRESS degerleri yeterin-
ce kiiclktiir. Kalibrasyonun standart hatasi (Standard error of calibration
—SEC) gercekve tahmin edilen derisim arasindaki iliskiye dayali olarak hesap-

lanmistir.

z (Ceklenen _ Cibulunar)Z
SEC = |2

n-1

PRESS = Z( Cieklenen _ Cbulunar)z

i=1
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Cizelge 4.11. PLS ve PCR yontemleri ile hesaplanan istatistiksel parametreler

Parametre | Metot | Parasetamol | Asetilsalisilikasit | C Vita-
mini
SEP PLS 0,07 0,05 0,05
PCR 0,04 0,06 0,03
PRESS PLS 0,07 0,04 0,04
PCR 0,02 0,11 0,02

Cizelge 4.12. [lag numunesindeki sonuclar

No PLS (mg)
Asetilsalisilik C Vita-
Parasetamol

Asit mini

1 198 295 278

2 186 296 290

3 182 281 284

4 194 279 281

5 178 293 293
Ortalama 0,1876 0,2888 0,2852
Standart 0,0083 0,0081 0,0062

Sapma
No PCR (mg)
Asetilsalisilik
Parasetamol C Vitamini
Asit

1 192 281 297

2 193 284 298

3 187 286 296

4 182 290 285

5 186 295 284
Ortalama 0,188 0,2872 0,292
Standart 0,0045 0,0055 0,0069

Sapma
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5. SONUC VE ONERILER (TARTISMA VE SONUCLAR)

Ug farkh ila¢ aktif maddesi iceren Afebryl ® Galepharma numunedeki ila¢ aktif
maddelerini analiz etmeye yonelik ¢calismada Ultra-Viyole Goriiniir Alan Spekt-

roskopisi, kemometri yontemi ile birlikte kullanilmistir.

Parasetamol, Asetilsalisilik asit ve C vitamini ilagmaddelerinin UV spektrumlari
alinarak, calisma yapilabilecek saflikta oldugu belirlenmis ve analiz ¢alismalari
gerceklestirilmistir Parasetamol, Asetilsalisilik asit ve C vitamini i¢in, UV gelisti-
rilerek, yontem istatistiksel olarak desteklenmistir. Yonteminin standart egrile-
rinin regresyon analizi yapilarak sonugclar istatistik hesaplanmistir. Olusturulan
egrilerin bir dogru olup olmadigin1 anlamak, bulunan dogrusallik sinirinin uy-
gun olup olmadigini belirlemek icin dogrusalliktan ayrilisin 6nem testi yapilmis-

tir. Fu< Fr oldugundan, dogrusalliktan sapmanin 6nemsiz oldugu bulunmustur.

Kemometrik program kullanilirken de yine F testi goz oniine alinmistir. Tablet-
lerden hazirlanan ila¢ numunesine gecmeden o6nce yapilan deneysel tasarim
esnasinda hazirlanan sentetik modelde de sonuglar kiyaslanmistir. Sentetik mo-
dele ilave ettigimiz madde miktarlari ile kemometrik programdan elde ettigimiz
deneysel sonuglar kiyaslanmistir. Grup ici ve gruplar arasi serbestlik dereceleri
yardimiyla F testi yapilmistir. F testi sonucuna gore kullandigimiz modeli ilag
numunesi karisimina uygulayip uygulayamayacagimiza karar verilmistir. Fu< Fr

oldugunda model uygulanmistir.

Yontemimizde Parasetamol, Asetilsalisilik asit ve C vitamini i¢in % geri kazanim
degerleri ortalama olarak gerek sentetik karisim i¢in bulunmustur. Her bir yon-

tem icinde geri kazanimlar yiiksek degerlerde bulunmustur.

Kullanilan yontemlerin tekrarlanabilir sonuglar vermesi, yiiksek duyarlilik ve
dogrulugun yani sira hizli olusu ve ila¢ numunelerinin analizi icin onerilecek

yontem olmalarini saglamaktadir.

Gelistirilen yontemler, tekrarlanabilir, duyarli ve dogru sonug veren yontemler
olup Parasetamol, Asetilsalisilik asit ve C vitamini iceren farkl ila¢ numulerinin

analizinde onerilebilir.
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