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OZET
Yiiksek Lisans Tezi
UC BILESENLI ILAC KOMBINASYONLARININ KEMOMETRIK TAYINi
Reciye KURSUNLU

Siileyman Demirel Universitesi
Fen BilimleriEnstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Giizide ERTOKUS

Bu calismada UV spektrofotometrsi kullanilarak kimyasallarda parasetamol,
asetilsalisilik asit ve kafein es zamanli olarak belirlenmesi saglanmistir.
Parasetamol, asetilsalisilik asit ve kafein spektrumu lineer araliklar1 i¢inde
birka¢ konsantrasyonda kaydedildi. Kalibrasyon seti ve bu sete karsilik 200 -
330 nm araligindaki spektrumda okunarak 0,1 M HCI igerisinde 5-25 ug/L
parasetamol, 7-35 pg/L asetilsalisilik asit ve 6-30 ug/L kafein igceren calisma
seti icin hazirlanmistir. Kemometrik kalibrasyonlar bu etken maddeleri igeren
sentetik karisimlara uygulanarak yontemin gecerligi gosterilmistir. Onerilen
teknikler bu tli¢ etken maddeyi iceren bir preparata uygulanmis ve elde edilen
sonuclar istatistiksel olarak birbirleriyle karsilastiriimistir.

Sonraki basamakta PCA, PCR ve PLS yontemleri, ticari farmasotik preparattaki
Parasetamol, asetilsalisilik asit ve kafein ayn1 anda miktar tayinlerine uygulandi.

Anahtar Kelimeler: Parasetamol, Asetilsalisilik asit, kafein, PCA, PRC, PLS.

2019, 44 sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

CHEMOMETRIC DETERMINATION OF ANTIBIOTIC AND ANALGESIC
COMBINATIONS
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In this study, paracetamol, acetylsalicylic acid and caffeine were determined
simultaneously by using UV spectrophotometry. Paracetamol, acetylsalicylic
acid and caffeine spectrum were recorded at several concentrations in linear
ranges. Calibration set and corresponding to this set were read in the spectrum
in the range of 200 - 330 nm and prepared for the study set containing 5 - 25 pg
/ L paracetamol, 7 - 35 pg / L acetylsalicylic acid and 6 - 30 pg / L caffeine in 0.1
M HCI. Chemometric calibrations were applied to synthetic mixtures containing
these active substances and the validity of the method was shown. The
proposed techniques were applied to a preparation containing these three
active substances and the results were statistically compared to each other.

In the next step, PCA, PCR and PLS methods were applied to simultaneous
assays of Paracetamol, acetylsalicylic acid and caffeine in commercial
pharmaceutical preparation.

Keywords: Paracetamol, Acetylsalicylic acid, caffeine, PCA, PRC, PLS.

2019, 44 pages
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1. GIRiS

llag canl hiicre lizerinde meydana getirdigi etki ile bir hastaligin teshis ve
tedavisini veya bu hastaliktan korunmay1 miimkiin kilan kimyasal preparatlara
ila¢ denir. Tipta kullanilan ve biyolojik etkinligi olan saf kimyasal madde veya
ona esdeger bitkisel veya hayvansal kaynakli, standart miktarda aktif madde

iceren bir karisimdir.

Ik ilag ile ilgili calismalar,

llaglara dair bilinen ilk kayit M.0. 3000 yilinda Siimerlilere aittir. Eski misir ve
Cin’de de bir¢ok hastaligin tedavisinde tedavi yontemlerinin uygulandigi
bilinmektedir. Antik Yunanlhlarda ise sifali1 otlar hasta tedavisinde savascilari
boyamak ve zehir lretmek amaciyla kullanilirdi. O donemlerde bitkilerin

yararlar1 daha ¢ok deneme yanilma yontemiyle bulunmaktaydi.

iLACLARIN KAYNAKLARI

A. Dogal Kaynaklardan Elde Edilen Ilaglar

e Bitkiler (rizom, kok, tohum, kabuk): Bitkiler farmakolojik etkiye sahip bircok
etkin madde icerirler. Bunlarin en onemlileri alkaloidler ve glikozitlerdir.
Bitkilerde ayrica enzimler, seliiloz, recine, zamk, yag, esans ve tanen gibi degisik
yapilda maddeler bulunmaktadir. Ayrica mantarlardan elde edilen
antibiyotikleri de bu gruba alabiliriz.

e Hayvanlar: Bunlarin biiyiik bir kismini hormonlar, enzimler, serumlar ve
organlardan hazirlanan preparatlar olusturur. Ornek olarak insiilin, diastaz,
lipaz vb. sindirim enzimleri, difteri veya tetanozun tedavisinde kullanilan
serumlar, anemide kullanilan karaciger ekstresi, hipotiroidide kullanilan tiroid
tozu verilebilir.

e Mikroorganizmalar: Antibiyotikler, penisilin.

e Mineraller: Iyot, demir, ¢inko vb. elementler ila¢ olarak kullanilabilir. Ornegin;

aliminyum hidroksit (antasit), magnezyum sulfat (mishil), amonyum klorir
(ditiretik) ve radyoaktif isinlar yayan elementler mineral kaynakl ilaglardir.

B. Sentetik ilaclar



Bugiin kullanilan pek ¢ok ilacin kaynagi laboratuvarlardir. Hatta dogal yollarla
elde edilebilen pek ¢ok ilacin da sentetik olarak iiretilmesi miimkiindiir ve eger

daha uygun maliyetli olacaksa bu yol tercih edilmektedir.

Tipta ilk kullanilan ilaglar basit bilesikler olmuslardir. Bunlarin en 6nemlileri
genel anesteziklerden dietil eter (1846) ve azot protoksittir (1844). Daha sonra
1865’te fenol cerrahide antiseptik olarak kullanilmistir. Dért sene sonra da
kloral hidratin hipnotik etkisi kesfedilmistir. 1880 lerde agr1 kesici, ates

diistirticti etkisi olan aspirin ve asetanilid sentezlenmistir.

Ilag Sekilleri

Biitiin ilaglar genel olarak kat1 veya sivi hal de bulunurlar.

Kat1 Ilag Sekilleri

1- Toz: Ogiitiiliip toz haline getirilerek kullanilan ilaglardir.

2- Hap: Toz halindeki ilacin hamur haline getirilerek yuvarlak sekiller
verilmesiyle yapilan ilaglardir.

3- Kapsiil: Jelatinden yapilmis bir muhafaza iginde bulunan ilaglardir.

4- Tablet: Toz halindeki ilaglarin kiigiik ve yassi yuvarlaklar seklinde tazyik
edilmesiyle yapilan ilaglardir.

5- Draje: Tabletlerin tizerinin seker ile kaplanmasiyla hazirlanan bir ilag
seklidir.

6- Merhem: ilaglarin Domuz yagi, vazelin veya diger bazi yaglar icerisine
katilmasi ile hazirlanan ilag seklidir.

7- Fitil: Ilaglarin Kakao yag1 veya gliserin ile karistirilarak hamur haline
getirildikten sonra koni seklinde hazirlanan ilag seklidir.

Swvi ilag Sekilleri

1- Tentiir: Herhangi bir ilacin alkoldeki eriyigidir. Yani ilaci alkol i¢cinde eritmek
suretiyle hazirlanan bir ila¢ seklidir. Mesela: Tentiirdiyot; iyodun alkol icindeki
eriyigidir.

2- Sulu Mahliiller ( Soliisyonlar): Ilacin suda eritilmis seklidir.

3- Surup: Ilacin koyu sekerli suda eritilmis seklidir.

4- Ampul: Ampul adi1 verilen kapali cam bir muhafaza icersinde saklanan steril

ve s1v1 halde olan bir ila¢ seklidir.



Antibiyotiklere de deginecek olursak;

Antibiyotikler, canli mikroorganizmalar tarafindan olusturulan veya sentezle
hazirlanan, diistik konsantrasyonlarda bile bakterileri 6ldiiren veya gelismesini
engelleyen farmasotik maddelerdir. Mikroorganizmalar1 6ldiiren antibiyotikler
biyosidal, mikroorganizmalarin bliyiimesini ve ¢ogalmasini Onleyen
antibiyotikler ise biyostatik olarak adlandirilir. Her ne kadar sadece mikro
organizmalarin trettiklerine antibiyotik tanimi verilebilse de, bugiin antibiyotik
terimi patojenlere zarar veren her tiirlii kimyasal icin kullanilmaya baslanmistir.
Bu ytlizden, mikroorganizmalar, hayvanlar ve bitkiler tarafindan dogal olarak
tiretilen bu tiir kimyasallara antibiyotik demekteyiz. Ayn1 zamanda, dogal olarak
lretilen bircok antibiyotik madde suniyollardan daha etkili olmalan
icin modifiye edilmektedir.  Ornek vermek  gerekirse, dogal olarak
Uiretilen penisilinler bugiin kimyasal olarak modifiye edilerek daha etkili
olmalar1 saglaniyor. Bir baska oOrnekte, kloramfenikol isimli antibiyotiktir.
Eskiden tamamiyle dogal yollardan elde edilen bu antibiyotik bugiin

tamamiyle sentetiktir.

Ik Antibiyotik ile ilgili calismalar;

Mikrobiyolojinin en buyik atilimim yaptigit 19. ylzyilin ikinci yarisinda,
mikroorganizmalarin  sagaltimda yararlanilabilecek  potansiyele sahip
olabileceklerini ilk diisiinen Pasteur ve Joubert olmustur. Steril idrarda iyi
ireyen sarbon Dbasillerinin  diger bakterilerle  kirlenmis idrarda
ireyemediklerini ve sonunda oldiiklerini saptayan arastirmacilar, bu
gozlemlerinin nedenlerini deneysel olarak ortaya cikartmak istemislerdir. 1935
yilinda Domaghenfeksiyon hastaliklarinin modern kemoterapisini
sulfonamidlerle baslatmis ve prontosil lizerinde yaptig1 calismalardan otiiri
1938 yilinda Nobel ddulini kazanmistir. Penisilinin klinikte ilk denendigi 1942
yilina kadar siilfonamidler antibakteriyel kemoterapinin en etkili ilaci olarak
yaygin bicimde kullanilmislardir (Aktuglu, 1997). 1939 yilindan baslayarak,
1943 yilina kadar Actinomycetes tiirleri lizerinde ¢alismalar yapan Waksman ve
arkadaslari, sonunda, Streptomycesgriseus kiltiirlerinden streptomisin adini
verdikleri bir madde elde etmislerdir. 1944 yilinda sagaltim alanina giren bu

antibiyotik, bircok gram-pozitif ve gram-negatif mikroorganizma yaninda


https://tr.wikipedia.org/wiki/Patojen
https://tr.wikipedia.org/wiki/Kimyasal
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Suni&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Modifiye&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Penisilin
https://tr.wikipedia.org/wiki/Kloramfenikol
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Sentetik&action=edit&redlink=1

Mycobacterium’ lara karsi da ¢ok etkili olmustur. Uzun ve yipratici II. Diinya
Savasr’'nin genis insan Kkitlelerine yaydigi tuberkiiloz hastaliginin denetim altina
alinmasinda biiyik katkis1 olan streptomisin, 06zellikle gram-negatif
mikroorganizmalarda ve Mycobacterium’larda giderek artan direng
gelismelerine yol agmis. Sonugta, etkinligini giderek yitirmis ve daha dar
alanlarda daha bilingli olarak kullanilmaya baslanmistir. II. Diinya Savasi’nin
sonlarina dogru Streptomisin, Kloramfenikol ve Klortetrasiklin bulunmus ve
giinimuze kadar ylzlerce antimikrobiyal ajan literatiire kazandirilmistir

(Chambers, 2001).

Antibiyotikleri ¢esitli kriterlere gore siniflandirmak miimkiindiir. Antibiyotikler,
mikroorganizmalar {izerindeki etki derecelerine, etki mekanizmalarina,
kimyasal yapilarina ve farmakokinetik ozelliklerine gore olmak iizere cesitli
sekillerde siniflandirilabilirler. Viicut sivilarinda olusturduklar:
konsantrasyonlarda, mikroorganizmalar Ttzerindeki etki derecelerine gore
bakteriyostatikler ve bakterisidler olmak tizere iki sekilde siniflandirilir

(Enfeksiyon Kontrol Komitesi Yayini, 2000).

1-Bakteriyostatikler: Bunlar bakteri hiicrelerinin gelismemesini veya tiremesini
onlerler. Gelismesi ve tUremesi duran bakteriler, viicudun savunma
mekanizmalari tarafindan kolaylikla yok edilirler. Bakteriyostatik etki giiciiniin
gostergesi minimum inhibitér konsantrasyonudur.

2- Bakterisidler: Bunlar bakteri hiicrelerini dolaysiz olarak yok ederler.
Baktersid etki giiciinliin gostergesi minumum bakterisid konsantrasyonudur

(Akkan, 1997).



Tetrasiklinler |

Makrolitler |

sulfonamidler |

I Vankosamin |

Amfenilkoller |

1 L L1

—' Rifamisin
—' Teikoplanin

Linkozamidler |

—{ Metronidazol |
B pr—

Amrd~o~AnHAED
THEY =~y =~ AP

Sekil 1.1. Baktersiyostatikler ve bakterisidlerin siniflanidirilmasi

Calismamizda kullandigimiz antibiyotik etken maddelerinden amoksisilin

molekiilii bakterisidlerden beta-laktamlar grubuna girmektedir.

lla¢ analizlerinin yapilabilmesi icin, énemli olan é&ncelikle analiz icin
kullanilacak aletler ve elde edilecek verilerin anlasilabilir hale getirilebilecegi
matematiksel metotlardir. Analitik ¢alismalarda tek basina, iki veya daha fazla
aktif bilesigi iceren Kkarisimlarin Kkantitatif analizi icin spektrofotometri,
spektroflorimetri, infrared spektrofotometrisi, voltametri (polorografi),
kromatografi, kiitle spektrometresi ve bu yontemlerin kombine sekilleri

kullanilmaktadir (Kaya, 2007).

Guntimiizde analiz i¢cin kullanilan UV/Gortniir Bolge spektrofotometreler ucuz
ve hassas olmakla birlikte karmasik sonuglar vermektedir. UV/Goriintr
aletlerinin kullanilmasi tek etken madde iceren ilaglarin analizinde herhangi bir
sorun olusturmazken birbiri ile cakisan spektrum veren ila¢ karisimlari
analizinde sorunlar olusabilir. Analiz islemlerinde daha kesin, daha dogru, daha
hizli, daha ekonomik ve daha giivenilir sonuglara ulasmak icin yeni teknik ve

yaklasimlara ihtiya¢ vardir (Cetin, 2008).

Analitik kimyada hicbir 6n ayirma islemi yapmaksizin kombine ilag
numunelerinin ayni anda kantitatif analizi son derece o6nemlidir. 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 ilag numunelerinin

analizinde artan yogunlukta kullanilmaktadir (Kaya, 2007).

Bu calismada, parasetamol (asetaminofen), kafein ve kodein fosfati birlikte
iceren tablet seklindeki farmasotik formlar icin daha az on islem gerektiren,
tekrarlanabilir, duyarli ve rutin olarak uygulanabilen bir UV/Goriintir bolge

uygulamasi ve miktar tayini yontemi gelistirilmesi amaglanmistir.

1.1. Parasetamoliin Genel Ozellikleri

Parasetamol (Asetaminofen, N-asetil-p-aminofenol; APAP) analjezik (agr1 kesici)
ve antipiretik (ates diisiiriicii) etkiye sahip bir ilagtir. Molekil formiiliiniin
CsH9NO2 olmasindan dolay1 asetaminofen olarak adlandirilir. Sistematik ad1 N-
(4-hydroxyphenyl) acetamide’dir. Molektiler agirlig1 151,2 g/mol diir ve suda az
cozlinen sentetik yapida bir bilesiktir. Zayif bir asit olmasi nedeniyle fizyolojik
pH’da aniyonize sekilde bulunur (Slattery ve Levy, 1979). Acims1 bir tadi olan
parasetamol kokusuz, beyaz, kristal toz bir yapidadir (Verschueren, 1996).

Kimyasal yapisi sekil 1.2° de gosterilmistir.
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Sekil 1.2. Parasetamoliin kimyasal yapisi
1.2. Asetilsalisilik Asitin Genel Ozellikleri

Asetilsalisilik  asit  (2-asetiloksibenzoik asit, 2-asetoksibenzoik asid,
asetilsalisilat, asetilsalisilik asit, O-asetilsalisilik asit).Molekiil formtli CoH804
dir. Biitiin ilaglar arasinda, aspirin hi¢ tartismasiz en yaygin olanidir. Aspirin

asetilsalisilik asitin herkesce bilinen yaygin adidir; bu asit ilk olarak 1853'te bir


https://www.turkcebilgi.com/uploads/baslik/thumb/2208050.pn

bitkiden elde edilmistir (Gosselin,1984). 1895'te Alman arastirmacilar, bugtinkii

aspirin yapiminin esasi olan kimyasal sentezi basardilar.

Aspirin asit beyaz, kokusuz, hafif eksi, ac1 bir tozdur. Sodyum karbonat icinde
erir. Suda kolay erimez. Bagirsaklarda ya da alkali bir ortamda pargalanirsa
salisilik ve asetik asitlere ayrigir. 135 °C erir, tortu birakmadan yanar. Ince
ignecikler halinde kristallenir ( Gosselin,1984). Diinya aspirin yilda binlerce ton

olarak tiiketildigi belirtilmektedir.

Kimyasal yapisi Sekil 1.3 ‘de gosterilmistir.
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Sekil 1.3. Asetilsalisilik asitin kimyasal yapisi

1.3. Kafeinin Genel Ozellikleri

KAF1In kimyasal adi 3,7-Dihidro-1,3,7-trimetil 9 1H-purin-2,6-dion veya
1,3,7Trimetilksantin’dir.KAF'1in diger adlar1 (sinonimleri) sunlardir: Caffeine,
Oxopurine, Thein, Guaranine, Methyltheobromine, No-Doz.KAF beyaz kristalize
toz seklinde bulunur. Siiblimlesebilen KAF sogutulunca heksagonal kristaller

seklinde yogunlasir. Kat1i KAF’a 5 mm uzakliktan 1 mm Hg vakum uygulaninca

160-165°C’de hizh siiblimlesme saglanir (Kayaalp,1995).

KAF oral yolla 200-400 mg dozda alindiginda psikostimulan etki gosterir.
Uyaniklig1 ve dikkati artirir, yorgunlugu azaltir, amfetaminlerin aksine bellek
fonksiyonlar iizerinde etkisi yoktur. KAF genelde bagimlilik olusturmaz. Ancak
glinde 15-20 fincan kahve i¢cenlerde bagimlilik goériilmeye baslanir. 100-200 mg

dozda oral alindiginda benzodiazepinlerin anksiyolitik etkisini azaltirken,



yluksek dozlarda alindiginda anksiyete olusturabilir. KAF analeptik amagla
sodyum benzoat kompleksi veya sitrat tuzu halinde intramiiskiiler veya
subkutan olarak kullanilirken, prematiire apnesi goriilen yeni doganlarda

intraven0z veya nazogastrik sondayla kullanilir ( Bilgin,2000).
Kimyasal yapisi Sekil 1.4 ‘de gosterilmistir.
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Sekil 1.4. Kafeinin kimyasal yapisi

1.4. Kullanilan Yontem

1.4.1. Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi

Atomlarin en dis tabaka elektronlarinin uyarilmasi tlzerine kurulmus olan
spektroskopi dalina atomik absorpsiyon spektroskopisi denir. Atomlarda, en dis
tabaka elektronlar1 ultraviyole ve goriiniir bolge 1sinlarla uyarildiklar: halde, i¢
tabaka elektronlar1 uyarilamaz. I¢ tabaka elektronlarini uyarabilmek icin X-
Isinlar1 kullanilir. X-Isinlar1 goriiniir bolge 1sinlarindan daha fazla enerjilidirler,
en i¢c tabaka elektronlarinin uyarilmasi lzerine kurulmus olan spektroskopi

dalina ise X-1s1nlar1 spektroskopisi denir.

1.4.2. Isinin Absorplanmasi ve Lambert-Beer Yasasi

Cesitli dalga boylarinda 1s1n iceren bir demet, saydam ve seffaf bir ortamdan
gecirilirse, icinden bazi dalga boylarinin kayboldugu goriilir. Buna 1sinin
absorplanmas1 denir. Absorpsiyonla 1sin enerjisi, maddenin iyon, atom,
molekiillerine aktarilir. Boylece 1s1n enerjisini absorplamis olan iyon, atom veya

molekiiller uyarilmis hale gecerler.



Uyarilmis bir atom veya molekiill 108 saniye kadar yasayabilir. Sonra
absorpladig1 1s1in enerjisini geri vererek tekrar eski haline veya temel haline
doner. Madde tarafindan absorplanan 1s1n enerjisinin geri verilmesi, genellikle
151 seklinde olur ve madde az ¢ok 1sinir. Baz1 maddelerde ise absorplanan 1sin
enerjisi daha uzun dalga boylu 1sinlar halinde yayinlanir. Buna fotoltiminesans
olay1 denir. Bu olayin ¢ok kisa siireli olanina floresans, daha uzun siireli olanina
fosforesans adi verilir. Bir maddenin temel haliyle uyarilmis halleri arasindaki
enerji farklari, baska bir maddeninkinden farkli oldugundan, her maddenin
kendine 6zgii bir absorpsiyon spektrumu vardir. Absorpsiyon spektrumlari;
atomik absorpsiyon spektrumlari ve molekiiler absorpsiyon spektrumlari olmak

lizere iki kisma ayrilir (Wiberg, 2004).
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Sekil 1.5. Absorblayan bir ¢ozeltiye giren Po siddetindeki 1sin demetinin P
siddetine diismiis olarak ¢ikmasi

Maddenin 1s1n1 sogurma (absorplama) derecesini o6l¢gmek ve bundan
yararlanarak derisimi saptamak icin, sogurma ile derisim arasindaki iligki
bilinmelidir. Monokromatik (tek dalgaboylu 1sin) ve Po siddetindeki bir 1sin
demeti, kalinlig1 b cm olan bir kiivette bulunan ¢6zeltideki herhangi bir molekiil
tarafindan absorplandiginda siddeti azali ve P siddetinde terkeder (Sekil 2.5).
Buna gore 1s51n demetinin ortamdan ge¢me oranina gecirgenlik ( 7 ) adi verilir

(Skoog DA,1998)( Giindiiz, 2002) ( Wiberg, 2004).

T=P/Po

seklinde gosterilir. Gegirgenlik, genellikle ytizde olarak verilir:

%T=P / Po 100

Gegirgenligin eksi logaritmasi absorbans (A) olarak adlandirilir ve absorbans



A=-logl0T=-log P/ Po

seklinde formiile edilir.

Molekiillerin se¢ilen dalgaboyundaki 1s1may1 absorplamasi sonucu ortaya ¢ikan

azalma Lambert-Beer esitligi ile verilir

A=logPo/P=¢b.C

€ : Molar absorptivite katsayisi, C: Derisim (mol/L)

1.4.3. UV ve goriiniir bolge molekiiler absorpsiyon spektroskopisinin
uygulamalari

UV ve Goriniir Bolge Molekiiler Absorpsiyon spektrofotometre cihazinin
uygulama alanlari;; Kkalitatif analiz, kantitatif analiz ve molekiil yapisi

aydinlatmadadir.

1.4.3.1. Kalitatif analiz:

Analizi yapilacak olan bilinmeyen bir madde saflastirildiktan sonra uygun bir
coziiciide ¢oziilerek UV spektrumu alinir. Bu spektrum bilinen bilesiklerin ayni
kosullarda ¢ekilmis spektrumlar1 ile Kkarsilastirilir. Bilinmeyen maddenin
spektrumu daha oOnceki madde spektrumlarindan hangisine wuyuyorsa,
bilinmeyen madde o maddedir. Bundan baska maddelerin saflik kontroliinde de
kullanilmaktadir. Alinan spektrumunda beklenmedik pikler gériintiyorsa bu o
maddenin saf olmadigini gosterir. Ayrica, kromofor gruplarin kalitatif tayininde
ve organik molekiillerin yapilarinin aydinlatilmasinda da UV spektroskopi
yontemi kullanilmaktadir. Ancak molekiillerin UV ve gériniir bolge absorpsiyon
spektrumlarinda ¢ok az sayida bant bulunur. Bu az sayida bandin birbiri ile
karsilastirilarak karar verilmesi bazen hatali sonuclara yol acabilir. Yap:
aydinlatilmasinda ise 200-400 nm araliginda bir veya birden fazla pik
gozleniyorsa bu, molekiilde doymamis gruplarin veya kiikirt, halojen gibi
hetero atomlarin varligini gosterir. Cogu zaman, analitin spektrumu, ¢ok sayida
kromofor grup iceren ve yapisi bilinen bagka bir molekiiliin spektrumu ile

karsilastirilarak, analitteki fonksiyonel grup hakkinda bir fikir edinilebilir. Fakat
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genel bir kural olarak, analitin kesin yapisini anlamak i¢in yeterli ayrintili
bilgileri, UV spektrumlarinda bulamayiz. Bu ytlizden, UV spektrumlarindan elde
edilen Kkalitatif veriler, NMR, MS gibi baska fiziksel ve kimyasal verilerle
desteklenmeli ve miimkiinse ¢oziintrliik, erime noktasi ve kaynama noktasi gibi

bilgilerle birlestirilmelidir (Glindiiz,2002)(Hollas,2004).

Kalitatif analiz amag¢li UV spektrumlar1 genelde analitin seyreltik ¢ozeltileri
kullanilarak elde edilir. Fakat ugucu bilesiklerin gaz halindeki spektrumlari
alinabilirse, daha ayrintili ve dolayisiyla daha yararli spektrumlar ele gecer. UV-
Goruntr Bolge Spektroskopisinde kullanilacak ¢oziiciiniin bu boélgedeki 1sinlar
icin gecirgen olmasi ve numuneyi, belirgin pikler verebilecek derisimlerde
cozmesi gerekir. Ayrica ¢6zicii ile absorpsiyon yapan tiir arasindaki miimkiin
etkilesmeleri de hesaba katmak gerekir. Ornegin,su, alkol, ester ve keton gibi
polar c¢oziiciiler, spektrumdaki titresim ayrintilarini 6rtme etkisi gosterirler.
Polar c¢oziciiler, hem spektrumun titresimlerinden ileri gelen kiiciik piklerin
kaybolmasina, hem de absorpsiyon bantlarinin ve dolayisiyla piklerin esas

yerlerinden kaymasina neden olurlar (Gilindiiz,2002)(Hollas,2004).
1.4.3.2. Kantitatif analiz

UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon Spektroskopisi, kimyacilarin kantitatif
analizlerde en ¢ok faydalandiklari yontemlerden biridir. Kantitatif analizde, ilk
once analizi yapilacakmaddenin en iyi absorbans yaptig1 dalga boyu bulunur ve
bu dalga boyunda spektrumu alinir. Belirlenen dalga boyu sabit tutularak, artan
derisimlerde hazirlanan c¢o6zeltilerin absorbanslart okunur. Derisime Kkarsi
absorbans grafigi cizilerek kalibrasyon egrisi elde edilir. Sonra bilinmeyen
maddenin derisimi kalibrasyon egrisi yardimiyla bulunur ve ayrica secilen
dalgaboyu sabit tutularak absorbtivite katsayisi da belirlenmeye calisilir. Bu
yontem diger klasik yontemlere gore oldukca avantajlidir. Analiz siiresi kisa
oldugundan cabuk sonug¢ alinir ve dogruluk derecesi yliksektir. 10-8 M a kadar
seyreltik ¢ozeltilerin bile analizleri yapilabilir. Bu da yontemin duyarh oldugunu
gosterir. Her maddenin kendine 6zgl bir absorpsiyon spektrumu oldugu icin
seciciligi yiiksektir. Cogunlukla bir karisimdaki maddeler bir 6n ayirma islemine

gerek kalmaksizin analizleri yapilabilir. Hem organik hem de anorganik pek ¢ok
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molekiil UV ve gorinir bolge 1sinlar1 absorpladigindan uygulama alani genistir

(Sener,2006).
1.5. Kemometrik Yontemler

Numerik yontemler olarak da adlandirilan kemometrik yontemler son yillarda
spektrumlardan elde edilen 6l¢iim degerlerinin bilgisayar destekli programlar
ile lineer denklem sistemlerinin ¢éziimiine dayali kalibrasyonlarin ve 6l¢iim
degerlerinin karisimlarini igeren algoritmalar kullanilarak kalibrasyonlarin

kuruldugu matematiksel yontemlerdir (Kramer, R. 1998).

Kemometri kelime olarak, 1970’li yillarda istatistik ve matematiksel yontemler
ile birlikte bilgisayar ve yazilimlarin kullanildig1 kimyadaki uygulamalar i¢in
sozii edilmeye baslanmistir. Kemometri kavrami, 1972 yilinda Isvegli Svante
Wold ve Amerikali Bruce R. Kowalski tarafindan ileri siirtilmiistiir ve 1974
yilinda Uluslararasi Kemometri Dernegi tarafindan bu disiplinin ilk resmi
aciklamas: yapilmistir. Izleyen yillarda, diinyada, ulusal ve uluslararasi
kemometri konferanslarinin da organize edildigi gozlenmektedir (Ertokus,

2011).

Kemometri icerik olarak; tanimlayici ve agiklayicl istatistik, sinyal isleme,
deneysel tasarim, modelleme, kalibrasyon, optimizasyon, yapi1 tanima,
siniflandirma, yapay akil yontemleri, resim isleme, bilgi ve sistem kurami, gibi
kavram ve uygulamalar1 kemometrinin konularini olusturmaktadir (Ding,

2007).

Birden fazla etken madde iceren iirtinlerin igerisindeki bu etken maddelerin
ayni bolgede absorbans vermeleri sonucunda spektral girisimleri nedeniyle
dogrudan kantitatif analizleri mimkiin olmadig1 i¢in bir ayirma isleminin
ardindan ancak analizleri yapilabilir. Bu durum uzun yillar analizlerde UV-
goruniir alan spektrofotometrilerin kullanimini kisitlamis, pahali ve kompleks
cihazlar olan HPLC kullanimini gerektirmistir. Ancak giinlimiizde karisim
analizlerinde UV-gériiniir alan spektrofotometrisi, kemometrik ydntemlerin

kullanimiyla tekrar giincellik kazanmistir.
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Kemometrik yontemlerle bir maddenin kantitatif analizi, maddenin UV-goriinir
alan spektrumundaki birden fazla dalga boyundaki absorbans ol¢iimleri
kullanilarak, daha hassas bir sekilde gerceklestirilebilmektedir. Son yillarda CLS,
PCR ve PLS gibi kemometrik yontemler analitik kimyacilarin sik sik
kullandiklar1 yontemler olmustur. Kompleks karisimlarin kantitatif analizinde
kemometrik yontemler, spektrumlardan olglilen absorbans degerleri ile
konsantrasyonlar arasindaki kalibrasyon algoritmalarina goére kalibrasyonlar
hazirlanir ve bu kalibrasyonlarda ¢ok sayida dalga boyunun 6l¢ciimlerde
kullanilmasi1 sonucunda ortalama nedeniyle girilti piklerinin etkisi ya

tamamen ortadan kaldirilir ya da azaltilir (Haaland ve Thomas, 1990).

Kemometrik yontemlerin en biiylik kullanicisi analitik kimyacilar olmakla
birlikte, laboratuvar ve analiz ¢alismasi yapan komsu branslarda da kullanildig:
yayinlanan egitici notlardan ve bilimsel makalelerden gozlenmektedir.

Kemometrinin farkli disiplinler ile iliskileri Sekil 1.6. de sunulmaktadir.

Biyolojive

Matematik .
Organik Tip

Analitik

Uygul
Kimya yguwama

Alanlan

Istatistik

Sanayi

Kemometri

Programlama

Fizikoki
ve Hesaplama ipkomya

Miihendislik

Sekil 1.6. Kemometrinin iliskili oldugu disiplinler

Sekil 1.6. te goriildigi gibi kemometrik ¢alismalarda, analitik kimyacilarin ve
diger ilgili disiplinlerin ihtiyaclari dl¢iisiinde uygulamali matematik ve istatistik
bilgisine sahip olmalar gerektigi aciktir. Burada programlama ve hesaplama ¢ok
onemlidir. Kemometrik uygulamalarin ¢ogu kompleks hesaplamalar
icermektedir. Bu hesaplamalar1 elle veya basit hesap makineleriyle

gerceklestirmek miimkiin olmadig i¢in bilgisayar programlarina ihtiya¢ vardir.
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Kemometrik hesaplamalarda genellikle EXCEL, MATLAB, PANORAMA, MINITAB,
XLSTAT, SOLO ve diger paket programlar kullanilmaktadir ( Ertokus, 2011).

1.5.1. Kalibrasyon 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 igindeana kiimenin permiitasyonlar: seklin-
de alt kiimeler olusturmalidir. Kemometrik g¢alismalarda rastgele kalibrasyon
setinin hazirlanmasindan ziyade, analiz edilecek maddelerin konsantrasyonla-
rina gore simetrik bir kalibrasyon setinin hazirlanmasi, elde edilecek sonuglarin
dogrulugu ve hatalarin minimize edilmesi agisindan tercih edilecek bir durum-
dur. Calismalarda konsantrasyon (derisim) seti hazirlamasinda, gesitli tasarim
sekilleri verilmekle birlikte rastgele hazirlanan konsantrasyon setleride

kullanilmaktadir.

1.5.2. Capraz validasyon islemi

Analitik 6l¢lim sonuglarinin dogru ve giivenilir oldugunu objektif bir bicimde
kanitlanmasi icin validasyon islemi yapilir. Kemometrik kalibrasyonlarin
validasyonu i¢in kalibrasyonu ve tayin basamaklarinda kalibrasyonun standart
hatas1 (standard error of calibration— SEC) ve tayinin (tahminin) standart
hatasi (standard error of prediction— SEP) gibi parametreler kullanilmaktadir.
SEC ve SEP degerlerinin minumum yapan kalibrasyon kosullar1 ve F-istatistigi
veya T-istatistigi kullanilir. Kalibrasyon performanslarini degerlendirmek igin,

kemometrik kalibrasyonlarin SEC ve SEP

degerleri yaninda, bilinen ve tahmin edilen konsantrasyon degerlerinin lineer
regresyon analizi yapilarak, korelasyon katsayisi (r), dogrunun egim (m) ve
kesim (n) degerleri kullanilir. PCR ve PLS kalibrasyonlarinin kurulmasinda
faktor secimi ici c¢apraz vali- dasyon islemi (cross-validation procedure)

kullanilir. Bunun i¢in karalerin tahmin (tayin) hatalarinin toplami (prediction
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error sum of squares— PRESS) hesaplanir. Optimal faktér sayisini bulmak igin

onerilen kriterler minumun PRESS degeri ve F-istatistidir (Ding 2007).

Kisaca metodun o6l¢iim sonucuna etki eden biitiin parametrelerin 6l¢iim
sonucuna etkilerinin belirlenmesi ve kemometrik hesaplar yapilarak ¢alismanin

dogru ve giivenilir oldugunun kanitlanmasidir.

1.5.3. Varyans analizi (ANOVA)

Varyans analizi teknigi kullanilarak grup ortalamalari arasindaki farkliligin veya
farkli analitik yontemler ile elde edilen analiz sonuglarinin 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 Kkarsit hipotezi asagidaki sekilde
kurulur.HO: Islemlerin temsil ettigi popiilasyon ortalamalar arasindaki fark
tesadiiften ileri gelmektedir. islem ortalamalar arasindaki gozlenen fark sifir

kabul edilebilir:

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 6nemlidir.

Karsit hipotez kurulurken en az iki islem arasindaki fark 6nemlidir denilmekte-
dir. Clinkii kontrol hipotezinin yapilan analiz sonucunda reddedilmesi i¢cin de-
nemede dikkate alinan k tane islemin birbirinden farkl 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 i¢i serbestlik dereceleri ve

gruplar arasi- gruplar ici kareler toplami hesaplanir. Bu degerlerin
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oranlanmasiyla F degeri elde edilir. Elde edilen F degeri F tablosundan (a:0,05)

okunan degerle kiyaslanir (Ding, 2009).

Cizelge 1.1. Varyans analizi ¢izelgesi (Anova testi ¢izelgesi: analysis of variation)

Varyasyon | Serbestlik
Kareler Toplami | Kareler Ortalamasi F - Degeri
Kaynag Derecesi
Yontemler
Arasi k-1 k k k
1 - - n) - = 2 - - &
(Gruplal‘ E .'1‘, { x‘*x) Zﬂ:‘ xl—() _\_l’ Z{Y X.-X)
Arasi) =1 =1 . o kel
Yéntemler k, o - 2
- ) ) ). 2 X=X
Ici k (n-1) k 0, 5 K 0 Y =1 j=1
(Gruplar Z Z':x;_;"xi' Z Z'-"-_,‘-X‘,‘ n-1) x{n-1)
]cj) =1 ,f-: 1 =1 ,":1
Genel Var- k M )
yasyon nk-1 X=X}
=1 j=1

1.5.4. Kemometrik kalibrasyon yontemlerinin uygulamalari

1.5.4.1. Kemometrik yontemlerin uygulama alanlari

Analitik kimyadaki miktar tayini ¢calismalarinda, kemometrik kalibrasyon yon-
temleri yada ¢ok degiskenli kalibrasyon yontemleri IR spektrofotometre, UV-
goruniir alan spektrofotometre, spektroflorimetre, potansiyometre, elektrokim-
yasal analizor, kiitle spektrometre, yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)

ve kapiler elektroforez gibi analitik cihazlardan elde edilen analitik veriler uy-

gulanmaktadir. Analitik kimyanin prensip ve yontemleri ¢cok degisik komsu di-
siplin tarafindan kullanilmaktadir. Bu da analitik kimyanin biyoloji, tip, ziraat,
gida ve eczacilik gibi alanlarda genis bir uygulama alan1 oldugunu gostermekte-
dir. Analitik calismalarda kemometrik yontemlerin uygulamalar1 inorganik
analiz, organik analiz, ila¢ analizi, klinik ve biyolojik numunelerin analizi, gida ve
su analizleri, ¢cevre analizleri ve stabilite tayinleri, ¢6ziinme hiz testleri seklinde

Ozetlenebilir.
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1.5.4.2. Coklu bilesen analizi (Multicomponent analysis)

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

sinyallere baghdir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Bu béliimde tez ¢alismamizda secilen bilesiklerle ilgili yapilmis kemometrik ¢a-

lismalara deginilmistir.

Zen ve Ting (1997), kimyasal olarak modifiye edilmis Nafion® /rutenyum oksit
piroklor elektrot kullanarak kare-dalga voltametri ile farmasotik
formiilasyonlardaki = parasetamol ve kafeinin aym1 anda tayinini
gerceklestirmislerdir. Camsi karbon elektrotla kiyaslandiginda, kimyasal olarak
modifiye edilmis elektrot ile oksidasyon potansiyellerinde katodik ydnde
belirgin bir kayma goézlenmistir ve hem kafein hem de parasetamoliin akim
cevaplarinda belirgin bir artis olmustur. 0,05 M perklorik asit icinde elde edilen
kalibrasyon egrileri, kafein ve parasetamol i¢in sirasiyla 35 10-250 ve 5-250 uM
arasinda dogrusaldir. Kafein ve parasetamol i¢cin LOD (30) degerleri sirasiyla 2,2
ve 1,2 uM’dir. Yontemin Kkafein ve parasetamoliin mevcut farmasoétik
formlardaki segici 6lclimleri icin hicbir 6n isleme gerek duymayan pratik

analitik bir yontem oldugu gosterilmistir.

Medina vd. (1999) yapmis olduklar1 ¢alismada, kafein, asetilsalisilikasit ve
parasetamoliin ayni anda tayini i¢in hizli ve kolay uygulanabilen bir analitik
metot gelistirmislerdir. Bu bilesiklerin formasoétikpreparallardan tayini i¢in
kismi en kiiciik kareler metodunu kullanmislar, analitlerin UV tayinini ve
integrasyona dayali alikonmalarini ¢oklu sensoér uygulamasiyla belirlemislerdir.
Diode - arrayspektrometrisi kullanilarak, analitlerinspektrolar1 ( 240- 350 nm)
C18 fazla bagh akis hiicrelerinde tayin edilmistir. Tasiyic1 olarak % 0.5, pH 1
HCIO4 c¢ozeltisikullanilmis, 6lgiilen aralikta multisensér cevaplar1 dogrusal
olarak tayin edilmis ve c¢oOziici olarak metanol kullanilmistir. Analitlerin
spektralar;, ¢oklu data ve c¢oklu degiskenler kullanilarak elde edilmistir.
Metodun farkli reaksiyon zamanlarinda wuygulanmasi ile istatistiksel
parametreler elde edilmis ve bilesiklerin ayni anda tayini icin gereken optimum
reaksiyon zamani se¢ilmistir. Gergek ve sentetik drneklerin analizi sonucunda

dogru ve kesin degerler elde edilmistir.
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J.T. Franeta (2002), tabletlerdeki asetilsalisilik asit, parasetamol, kafein ve
fenbarbitalin eszamanli analizi i¢in ¢6ziici pompasi olarak Bio Rad 18 01,
enjektor olarak Rheodine 71 25 ve dedektdr olarak ise Bio Rad 18 01 UV/Vis
dedektoriiniin kullanildigl bir HPLC metodunu anlatmistir. Ayirma Bio SiL. HL
C18, 5 mm, 250 x 4,6 mm’lik bir kolonda yapilmistir. Hareketli faz olarak, akis
hiz1 2,0 ml min-1 olan ve fosforik asitle pH'1 2,5’e ayarlanmis asetonitril/su
(25:75 v/v) karisimi kullanilmistir. UV dedektorii ile olgim 207 nm’de
yapumistir. Salisilik asitin seviyesini belirlemek aymi sartlar altinda
miimkiindiir. Kromatografik parametrelerden olan alikonma zamanlari,
kapasite faktorii, pik asimetrisi, segicilik faktori ve ¢oziiniirlik faktorii gibi
kromatografik  parametrelerin  tanimlanmasi  yapilmistir.  Validasyon
parametreleri olan, dogrusallik (r/0,998), giin i¢i kesinlik (RSD: 0,36/1,89%),
glinler arasi kesinlik (RSD: 0,58/2,18%), hassasiyet (LOD: 9 x 10-5- 1,7 x 10-4
mg ml-1 ve LOQ: 2,5 x 10-4 - 5,6 x 10-4 mg ml-1), dogruluk (geri kazanmalar: %
98,35- 99,14) ve tekrarlanabilirlik (geri kazanma degerleri: asetilsalisilik asit
icin % 98,74- 102,08, parasetamol i¢in % 99,93- 102,11, kafein i¢in % 98,25 -
102,12 ve fenbarbital i¢in % 98,15 - 102,3 RSD: % 1,21- 1,85 degerlerinin timii
tatmin edici diizeyde bulunmustur. Onerilen HPLC metodu, Malophenum
tabletlerindeki asetilsalisilik asit, parasetamol, kafein ve fenbarbitalin
belirlenmesinde kullanilmistir. RSD degerleri % 0,99-1,21 araliginda
bulunmustur. Gelistirilen s6z konusu HPLC metodu olduk¢a hizli ve hassas

oldugu icin bu ilaglarin rutin analizlerinde kullanimi uygun oldugu bildirilmistir.

Erdal Ding (2003), spektrumlarinda sik girisim yapan kafein (KAF), parasetamol
(PAR), metamizol (MET) tg¢li Kkaristminin multiresiiliisyonlar1 igin ¢ok
degiskenli spektral kalibrasyon yontemleri olan, t¢lii dogrusal regresyon-
kalibrasyonu yontemi (TLRC) ve c¢oklu dogrusal “regression” kalibrasyon
(MLRC) yontemlerini gelistirilmislerdir. Gelistirilen bu yontemler kullanilarak
KAF/PAR/MET’ten olusan tclii karisim sistemi icin kalibrasyon algoritmasi ¢ok
net aciklanmis, tanimlanmistir. Uc¢ bilesenin cesitli sentetik karisimlari
vasitasiyla, TLRC ve MLRC yontemlerinin gecerliligi teyit edilmis, iki farkh
gercek ticari tablet formiilasyonuna uygulanmistir. Veri islemleri MAPLE V

EXCEL ve SPPS 10.0 yazilimlan ile gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuclari
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literatiirdeki diger yontemlerle kiyasladiklarinda, basarili oldugunu

gozlemlemislerdir.

Deniz Emre vd. (2007), parasetamol (PAR), kafein (KAF) ve propifenazom
(PRO) ‘nun tgli kombinasyonunu igeren farmasoétik preparatlari analiz etmek
icin yeni bir elektrokinetik misel-kapiller esaslara dayali kromotografik yontem
gelistirmiglerdir. En iyi sonuglari, 30 mM sodyumdesilsiilfat iceren 20 mM pH
9.0 borate tamponu backround elektroliti olarak kullanildiklarinda elde
etmislerdir. Diflunisal internal standart icin kullanilmistir. Ayristirma,
kaynasmis silika kapillere (50 m internal ¢ap ve 44 cm total uzunluk, 35.5 cm
efektif uzunluk) 25 0C’da 50 mbar basing ve 29 kV potansiyel altinda, 3 s
hidrodinamik enjeksiyon basinci ile uygulanmistir. Bu sartlarda, yer degistirme
zamanlari, PAR i¢in 5.174 dakika, CAF i¢in 5.513 dakika, D’IF i¢cin 7.195 dakika
ve PRO i¢in 9.366 dakika olarak bulunmustur. Bu yontem i¢in dogrusal araliklar
PAR ve KAF i¢in 2-200 g/ml, PRO i¢in 3-200 g/ml olarak tanimlanmistir.

Tarama limitleri PAR ve KAF i¢in 0.6 g/ml, PRO icin 0.8 g/ml olarak tespit
edilmistir. Tirkiye’de farkhi ila¢ firmalar1 tarafindan iiretilen ii¢ farmasoétik
preparat, gelistirilen yontem ve literatiirde rapor diger yontemle olan zero-
crossing specrtophotometrik yontem ile analiz edilmistir. Istatistiksel olarak

onemli fark bulunmadigi tespit edilmistir.

M.R. Khoshayand (2008), farmasotiklerdeki parasetamol, ibuprofen ve kafeinin
UV spektrofotometri kullanarak, kemometrik yaklasimla es zamanl
determinasyonu i¢in basit bir alternatif yol rapor etmistir. Paresatamolun
ibupforen ve kafeinin spektrumlar;, yatay aralik icinde cesitli
konsantrasyonlarda kaydedilmis ve metanol icinde 1nm lik aralikla 200 ve 400
nm dalga boyu araliginda kalibrasyonu ic¢in kullanilmistir. Kismi en kiiciik
kareler (PLS), genetik algoritimasi PLS ile birlestirilmis (GA-PLS) ve temel
bilesen-yapay noral ag (PC_ANN) metodu, verinin kemometrik analizi icin
kullanilmis ve kemometrik prosediirlerin parametreleri icin uygun hale
getirilmistir. Bu kemometrik metotlarin analitik performanslar1 bagil tahmin

hatalari ve % geri kazamim degerleriyle nitelendirilerek birbirleriyle

20



kiyaslanmistir. GA-PLS genetik algoritmi kullanarak tahmin kapasite kaybi
olmadigindan ve PLS kalibrasyonundaki dalaboyu seciminden otiriu diger
uygulanan ¢ok degiskenli metotlara karsi iistiinliik gosterdigi bildirilmistir. Her
nekadar bilesenler 6nemli 6l¢lide spektral bir ortiisme gosterseler de, bunlar
hichir 6n ayirim adimi gerektirmeyen eszamanli ve siiratli bir sekilde
saptanmistirlar. Bu li¢ metot da farmasotik formulasyona, kapsiile geri doniisiim
sonuglarinda da belirtildigi gibi eksipiyanlardan gelen her hangi bir tesir
olmadig1 goriilmiis. Bu onerilen metotlar basit ve hizlidir ve alternatif analiz
araglar1 olarak ilaglarin Kkalitelerinin kontrol edilmesinde kolaylikla

kullanilabildigi ortaya koyulmustur.

Alves ve Poppi (2009), calismalarinda asetilsalisilik asit parasetamol ve
kafeininformasotik formiitasyonlarda tayini i¢in kati faz molekiiler floresans ve
ikinci derece ¢oklu kalibrasyonu kullanmislardir. Model gelistirme i¢in paralel
faktor analizi(PARAFAC) kullanilmis ve etkinligi varyans analizi (ANOVA)
kullanilarak gosterilmistir. Tiim bilesikler i¢in hata degerleri % 10 un altinda
bulunmustur. Gelistirilen yani yontemin faydalari, diisiik diisiik maliyet, hizli ve
kolay analiz, bosa tiiketim 6nleme ve o6rnek hazirlama ihtiyacinin olmamasi
olarak siralanabilir. Bu yontem secilen bilesiklerin es zamanl tayini i¢in oldukga

cazip, dogru ve tekrarlanabilir bir metottur.

Hao Li vd. (2010), sivi kromatografisi ve tandem kiitle spektrometresine
dayandirilan hizli ve hassas bir metot gelistirerek, insan kanindaki Parasetamol,
Kafein, Psedoferin, Klorofenilamin ve Kloperastin'in es zamanli miktar tayini
gerceklestirmislerdir. Ornekler sivi bir sekilde hazirlandiktan sonra; sivi
ekstrakt, analitler ve standartlar 2,6 dk ylriitme zamaninda hareketli faz olarak
metanol, 10 mM amonyum asetatve formik asit kullanilarak venusul MP-CLF
kolonunda HPLC ters faz yoluyla analiz edilmistir. Belirleme coklu reaksiyon
izleme modundaki elektrosprey pozitif ion kiitle spektrometrisi ile
yurutilmistir. Bu metodda tiim analitlerin konsantrasyonlar1 su ekilde
sabitlenmistir; parasetamol 5.0.2000; kafein 10.4000; psedofedrin 0.25.100;
klorfeniramine 0.05.20; kloperastine 0.10.40.Calismada sabah ve aksam
duyarhiligina gore SD:%11.3 ve SE:%5 olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismada
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Cinli saglikhh gonillilerde 5 analitin oral doz kombinasyon uygulamasi

sonrasinda farmakokinetiklerinin belirlenmesi basari ile gergeklestirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Bu calismada, UV/VIS spektrofotometrisi yontemi ile agr1 kesici ve soguk
alginhigr tedavisinde kullanilan bir ila¢ tiiri olan Multicold efervesan
tabletindeki etken maddelerin nicel olarak tayini yapilmistir. Bu etken maddeler
asetilsalisilik asit, parasetamol ve kafeindir. Elde edilen veriler, PCR, PLS gibi
kemometrik yoéntemlerle degerlendirilmistir. Once tek tek sonra farkh
oranlarda hazirlanan sentetik karisimlarin spektrumlar: alinmistir. Daha sonra

Multicold efervesan tabletindeki analiz gerceklestirilmistir.

Elde edilen veriler, elimizde lisansi bulunan Minitab 17 ile adi verilen istatistik

programi ile degerlendirilmistir.

3.2. Kullanilan Cihazlar
3.2.1. UV-goriiniir spektrofotometre cihazi

UV - VIS spektrumlari, bilgisayar tarafindan kontrol edilen 1 cm uzunlugundaki
hiicre ile donatilan UV 1700 PHARMASPEC SHIMADZU spekrofotometresi
kullanilarak belirlenen spektrum degerleri tabletlerden hazirlanan numunedeki
ilag etken maddelerinin miktarini belirlemek icin kemometrik metoda

uygulanmistir.

3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneylerde analitik saflikta olan kimyasallar kullanilmistir. Calismada

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

BILESIGIN ADI BILESIGIN FORMULU
Parasetamol H
O
HO
Asetilsalisilik Asit O

OH

[
N N (@]
N
/N \CH3
HzC o

Calismada spektrofotometrik 6lgtimler igin :

Kafein

3.3.1. Kullamilan ¢oézeltiler

Iki etken ilag maddesinin 0,025 g / 250 mL olacak sekilde stok cozeltileri

hazirlanmistir.
Parasetamol Cozeltisi

Parasetamol maddesinden 0,025 g tartilarak bir miktar 0.1M HCI icinde

coziildiikten sonra son hacim 250 mL ye tamamlanmistir.
Asetilsalisilik asit Cozeltisi

Asetilsalisilik asit maddesinden 0,025 g tartilarak bir 0,1M HCI icinde

cozuldiikten sonra son hacim 250 mL ye tamamlanmistir.
Kafein Cozeltisi
Kafein maddesinden 0,025 g tartilarak bir 0,1M HCI i¢inde ¢6ziildiikten sonra

son hacim 250 mL ye tamamlanmistir.
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0,1 M HCI Cozeltisi

10,25 ml derisik HCl alinarak saf su ile son hacmi 1000 ml olacak sekilde

tamamlanir.
3.4. Yontem

3.4.1. UV/VIS spektroskopisi yontemi

Bu calismada, spektrofotometrik o6lciimlerle etken maddelerinin stok
cozeltilerinin spektrumlar1 okunmustur. Bu islem icin 6nce tek tek sonra farkl
oranlarda hazirlanan sentetik karisimlarin spektrumlari alinmistir. 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 kars1 yapilmistir.
Sonra ayni islem bu kez her iki 1s1k yoluna 0,1 M HCI ile hazirlanan koér
numunesi konularak yapilmistir. Biitin okumalarda hep koér bu sekilde
hazirlanmistir. Kor olarak sadece 0,1 M HCl kullanilmasinin nedeni bu ¢alismada
genel olarak ¢oziicimiiz 0,1 M HCI oldugu icindir. Kér secimi yapilirken girisim
etkilerini yok etmek icin, kor olarak ¢éziicii tercih edilmistir. Ikinci basamakta,
etken maddelerinin tek tek spektrumlari alinmistir. Bu islem esnasinda stok
etken maddelerinden derisimleri parasetamol icin 5-25 mg/L, asetilsalisilik asit
icin 7-35 mg/L, kafein icin 6-30 mg/L arasinda olacak sekilde parasetamol i¢in
1,25-6,25 mlL, asetilsalisilik asit icin 1,75-7,00 mL, kafein i¢in 1,5-7,5 mL
arasinda etken maddeler stoklardan alinarak toplam hacim 25 mL ye
tamamlanarak c¢ozeltileri hazirlanmistir ve UV spektroskopisinde absorbans
okumalar1 yapilmistir. Ugiincii basamakta, her bir madde ayr bir dalga boyunda
maksimum verdiginden etken maddelerinden olusturulan sentetik karisimlarin
UV spektroskopisinde absorbans okumalar1 yapilmistir ve birbiri yaninda
herhangi bir 6n ayirma islemine gerek olmaksizin ilag¢ maddeleri incelenmistir.
Tablet numunesi hazirlanirken efervesan tablet agat havanda ezildi ve 1 tablet
numunesi agirliginda tartilarak 0,1 M HCl de ¢6ziildii ve magnetik 1siticida
karistirildi. 25 ml ye 0,1 M HCI ile tamamlandi. Absorbansi okundu. (Multicold

Efervesan Tablet)
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. UV Spektroskopisi

Once her bir etken ilag maddesinin tekli halde 25 mg/250 mL 0,1 M HCI
standart ¢ozeltileri hazirlanmistir. Her bir etken maddesinin tek tek
spektrumlar1 alinmistir. Absorbans- derisim (Sharma, 2017) grafikleri cizilip,
regresyon degerleri hesaplandiginda regresyon Kkatsayis1 (Miao, 2018)
degerlerinin 1'e yakin oldugu gorilmiistir. Normalizasyon islemi

gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.1. Etken maddelerinin spektroskopik 6zellikleri

ETKEN MADDE MAK. ABS. KALIiBRASYON KORELASYON
YAPTIGI .
DALGABOYU DENKLEMI KATSAYISI
Parasetamol 243,50 nm y =0,0635x-0,0109 0,9997
Asetilsalisilik asit 302,5 nm y =7x 1,0000
Kafein 273 nm y=0,0277x 0,9989

4.1.1. Saf halde etken maddelerinden elde edilen spektrumlar

Parasetamol

Absorbans

Sekil 4.1. Parasetamol etken maddesinin absorpsiyon spektrumu
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Sekil.4.2. Asetilsalisilik asit etken maddesinin absorpsiyon spektrumu
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Sekil.4.3. Kafein etken maddesinin absorpsiyon spektrumu

Her bir madde ayr bir dalga boyunda maksimum absorbans vermektedir. Daha
sonra bundan yararlanilarak sentetik karisimlar hazirlanmistir ve birbiri
yaninda herhangi bir 6n ayirma yapmaksizin etken maddeleri incelenmistir.
Etken maddeleri ayrica siirekli spektrum gostermektedir ve list liste ortiisen

spektrumlar gézlenmektedir.

4.1.2. Kalibrasyon yonteminin validasyonu

Temel Bilesen Analizi icin 5-35 mg/L dogrusal calisma araliginda Parasetamol,
asetilsalisilik asit ve Kkafein iceren ¢oOzeltilerin standart serisi stok
cozeltilerinden yararlanilarak hazirlanmistir. ilag maddelerini iceren 19 adet
yapay karisim ¢ozeltilerinden ibaret olan bir konsantrasyon seti (Cizelge 4.2)
hazirlanmistir. Once saf maddelerle calisilarak her bir bilesenin hangi aralikta

spektrum verdigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. Parasetamol, Asetilsalisilik asit ve Kafein iceren kalibrasyon seti

Konsantrasyon (mg/L)

NO Parasetamol Asetilsalisilik Asit Kafein
1 5 7 6
2 10 7 12
3 15 7 18
4 20 7 24
5 25 7 30
6 5 14 6
7 10 14 12
8 15 14 18
9 20 14 24

10 25 14 30
11 5 21 6
12 10 21 12
13 15 21 18
14 20 21 24
15 5 28 6
16 10 28 12
17 15 28 18
18 5 35 6
19 10 35 12

5

2

2

2

210 260 310 360
Dalga Boyu,nm

Sekil 4.4. Sentetik karisimin absorpsiyon spektrumu
4.1.3. Kismi en kiiciik kareler yontemi (PLS)

Kismi en kiiciik kareler yonteminde Cizelge 4.2 gore hazirlanan kalibrasyon seti
kullanilmistir. Olciimler 200-700 nm arasinda yapilmistir. Daha sonra aralik
kalibrasyon seti icin ve kullanilacak olan istatistik programi dogrultusunda
dalga boyu araligi 200 nm- 330 nm olarak daraltilmistir. Kullanilan istatistik
program ile kalibrasyon setinin absorbans ve derisim degerlerinin varyans-
kovaryans matriksleri hesaplanmistir. Derisimler arasindaki matematiksel

iliskiye dayali PLS kalibrasyonu kurulmustur. Parasetamol, kafein ve
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asetilsalisilik asit iceren karisimlarin yukarida belirtilen dalga boylarindaki
absorbans degerleri okunarak PLS kalibrasyonunda bu ila¢ maddelerinin miktar

tayinleri gerceklestirilmistir (Ding, 2002 ve Ding, 2019).

4.1.4. Temel Bilesen Regresyonu Yontemi

PCR yontemi kalibrasyon seti i¢in 6l¢iilen absorbans matrisinin pargalanmasiyla
elde edilen temel bilesen regresyonuna dayali bir yontemdir (Saganowska,
2017). PCR kalibrasyon i¢in hazirlanan kalibrasyon setinin 200 nm- 350 nm
dalga boyu araliginda AA= 0,1 nm araliklarla absorbans degerleri okundu. PCR
algoritmasina gore kalibrasyon setinin absorbans ve Kkonsantrasyon
degerlerinin varyans-kovaryans matriksleri hesaplandi. Kalibrasyon seti icin
absorbanslarin varyans-kovaryans matriksinin dekompozisyon islemine tabi
tutulmasindan sonra konsantrasyonlar arasindaki matematiksel iliskiye dayali
PCR kalibrasyonu kuruldu. Ilac maddelerini iceren karisgimlarin yukarida
belirtilen dalga boylarindaki absorbans degerleri okunarak PCR

kalibrasyonunda bu etken maddelerin miktar tayinleri gergeklestirildi.

4.1.5. Kalibrasyon Yonteminin Analitik Parametrelerde Degerlendirilmesi

PLS ve PCR yoOntemini valide etmek amaciyla iki ayr1 ila¢ maddesinden farkl
derisimlerde 19 adet yapay karisim c¢ozeltisinden ibaret olan bir set
hazirlanmistir. Hazirlanan bu validasyon seti (Cizelge 4.2. ) kullanilarak kurulan
PLS VE PCR kalibrasyonlarinin kesinlik ve dogrulugu test edilmistir. Geri
kazanim (GK) degerleri ve bagil standart sapma degerleri hesaplanmistir. PLS
kalibrasyon yonteminin sentetik karisimlara uygulanmasi ile elde edilen

sonuglar Cizelge 4.3. de gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. Sentetik olarak hazirlanan karisimindaki ilag maddelerinin PLS
kalibrasyonu ile hesaplanan sonuglar

No Parasetamol Asetilsalisilik Asit
Konulan Bulunan % Geri Konulan Bulunan % Geri
(mg/L) (mg/L) Kazanim (mg/L) (mg/L) Kazanim

1 5 4,89 97,80 7 6,96 99,43
2 10 9,99 99,90 7 6,87 98,14
3 15 14,96 99,73 7 6,89 98,43
4 20 19,89 99,45 7 6,99 99,86
5 25 24,95 99,80 7 6,97 99,58
6 5 4,96 99,20 14 13,96 99,71
7 10 9,96 99,60 14 13,97 99,79
8 15 14,97 99,80 14 13,9 99,29
9 20 19,98 99,90 14 13,92 99,43

10 25 24,98 99,92 14 13,87 99,07

11 5 4,98 99,60 21 20,95 99,76

12 10 9,99 99,90 21 20,97 99,86

13 15 14,96 99,73 21 20,96 99,81

14 20 19,97 99,85 21 20,89 99,48

15 5 4,86 97,20 28 27,89 99,61

16 10 9,95 99,50 28 27,85 99,46

17 15 14,96 99,73 28 28,01 100,03

18 5 4,74 94,80 35 35,01 100,03

19 10 9,95 99,50 35 34,89 99,69

Ortalama = 99,21 Ortalama = 99,50
BSS = 1,30 BSS = 0,49
No Kafein
Konulan (mg/L) Bulunan (mg/L) % Geri
Kazanim

1 6 5,87 97,83

2 12 11,96 99,67

3 18 17,95 99,72

4 24 23,95 99,79

5 30 29,89 99,63

6 6 5,97 99,50

7 12 11,94 99,50

8 18 17,96 99,78

9 24 23,87 99,46

10 30 29,96 99,87

11 6 5,76 96,00

12 12 11,96 99,67

13 18 17,97 99,83

14 24 23,89 99,54

15 6 5,97 99,50

16 12 11,9 99,17

17 18 17,98 99,89

18 6 5,96 99,33

19 12 11,97 99,75

Ortalama = 99,34
BSS = 0,94

30



Parasetamol

N N W W
o un O un

[EnN
(%]

y = 0,9964x
R2=1

o un

0 10 20 30 40

Gergek Parasetamol Derisimi-mg/L

Tahmini Parasetamol Derisimi-
mg/L
=
o

Sekil 4.5. PLS kalibrasyon basamaginda Parasetamol i¢in gercek ve tahmin
edilen derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar.
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Sekil 4.6. PLS kalibrasyon basamaginda Asetilsalisilik asit icin gercek ve tahmin
edilen derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar.
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Sekil 4.7. PLS kalibrasyon basamaginda Kafein icin 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
Konulan Bulunan % Geri Konulan Bulunan % Geri
(mg/L) (mg/L) Kazanim (mg/L) (mg/L) Kazanim

1 5 4,96 99,20 7 6,85 97,86
2 10 9,87 98,70 7 6,86 98,00
3 15 14,88 99,20 7 6,95 99,29
4 20 19,89 99,45 7 6,9 98,57
5 25 24,96 99,84 7 6,98 99,71
6 5 4,96 99,20 14 13,95 99,64
7 10 9,92 99,20 14 14,01 100,07
8 15 14,99 99,93 14 13,89 99,21
9 20 19,97 99,85 14 13,94 99,57

10 25 24,95 99,80 14 13,98 99,86

11 5 4,99 99,80 21 20,99 99,95

12 10 9,97 99,70 21 20,98 99,90

13 15 14,95 99,67 21 21,01 100,05

14 20 19,98 99,90 21 20,95 99,76

15 5 4,95 99,00 28 27,98 99,93

16 10 9,89 98,90 28 28,01 100,04

17 15 14,95 99,67 28 28 100,00

18 5 4,89 97,80 35 34,87 99,63

19 10 9,96 99,60 35 34,89 99,69

Ortalama = 99,39 Ortalama = 99,51
BSS = 1,54 BSS = 0,67

No Kafein

Konulan (mg/L) Bulunan (mg/L) % Geri

Kazanim
1 6 5,94 99,00
2 12 11,95 99,58
3 18 17,94 99,67
4 24 23,86 99,42
5 30 29,95 99,83
6 6 5,98 99,67
7 12 11,95 99,58
8 18 17,89 99,39
9 24 23,89 99,54
10 30 29,97 99,90
11 6 5,89 98,17
12 12 11,92 99,33
13 18 17,89 99,39
14 24 24,01 100,04
15 6 5,9 98,33
16 12 11,94 99,50
17 18 17,89 99,39
18 6 5,92 98,67
19 12 11,99 99,92
Ortalama = 99,39
BSS =0,51
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Sekil 4.8. PCR kalibrasyon basamaginda Parasetamol i¢in gercek ve tahmin
edilen derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglari.
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Sekil 4.9. PCR kalibrasyon basamaginda Asetilsalisilik asit icin gercek ve tahmin
edilen derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglari
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Sekil 4.10. PCR kalibrasyon basamaginda Kafein i¢in gercek ve tahmin edilen
derisimlerin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuclari.
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4.2. PLS yontemi icin ANOVA testi

PLS kalibrasyon yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek amaciyla elde
edilen sonuglara ANOVA testi uygulanmistir (Bajpai, 2007). Gruplar arasi
serbestlik derecesi=1, grup ici serbestlik derecesi=36 % 95 giiven aralifinda F-
tablo degeri 4,11 olmasina karsilik parasetamol i¢in hesaplanan F-test degeri
0,00071 ve p-degeri 0,98, asetilsalisilik asit icin hesaplanan F-test degeri
0,00049 ve p-degeri 0,98, kafein icin hesaplanan F-test degeri 0,00070 ve p-

degeri 0,98 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.5. Parasetamol Maddesinin PLS yonteminde elde edilen sonuclarla
hesaplanan ANOVA sonugclari

ANOVA

Varyans Kaynagi SS df MS F P-degeri | F élgiitii
Gruplar Arasinda 0,032 1 0,032 0,00071 10,98 4,11
Gruplar iginde 1636,97 |36 45,47

Toplam 1637,00 |37

Cizelge 4.6. Asetilsalisilik asit Maddesinin PLS yonteminde elde edilen
sonuclarla hesaplanan ANOVA sonugclari

ANOVA

Varyans Kaynagi SS df MS F P-degeri | F olciitii
Gruplar Arasinda 0,043 1 0,043 0,00049 |0,98 4,11
Gruplar icinde 3198,38 |36 88,84

Toplam 3198,42 |37

Cizelge 4.7. Kafein Maddesinin PLS yonteminde elde edilen sonuglarla
hesaplanan ANOVA sonuglari

ANOVA

Varyans Kaynagi SS df MS F P-degeri | F élciitii
Gruplar Arasinda 0,046 1 0,046 0,00070 |0,98 4,11
Gruplar Icinde 2350,30 |36 65,29

Toplam 2350,35 |37

ANOVA testinde F-hesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05 oldugu icin % 95 gliven
araliginda elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadig1 bulunmustur.
Gruplar arasi serbestlik derecesi ve grup ici serbestlik derecesi olmak tizere

varyans analizinde iki serbestlik derecesi kullanilir. F-hesaplanan< F-tablo ve p-

34



degeri> p=0,05 oldugu icin bu kalibrasyon modelinin ila¢ numunenin

incelenmesinde kullanilabilir olduguna karar verilmistir.

4.3. PCR yontemi icin ANOVA testi

PCR kalibrasyon yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek amaciyla elde
edilen sonuclara ANOVA testi uygulanmistir. Gruplar arasi serbestlik
derecesi=1, grup ici serbestlik derecesi=36 % 95 giiven araliginda F-tablo degeri
4,11 olmasina karsilik parasetamol icin hesaplanan F-test degeri 0,00073 ve p-
degeri 0,98, asetilsalisilik asit i¢cin hesaplanan F-test degeri 0,00030 ve p-degeri
0,98, kafein icin hesaplanan F-test degeri 0,00071 ve p-degeri 0,98 olarak

bulunmustur.

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

ANOVA

Varyans Kaynagi SS Df MS F P-degeri | F él¢iitii
Gruplar Arasinda 0,033 1 0,033 0,00073 ]0,98 4,11
Gruplar icinde 1632,39 |36 45,34

Toplam 1632,42 |37

Cizelge 4.9. Asetilsalisilik asit Maddesinin PCR yonteminde elde edilen
sonuclarla hesaplanan ANOVA sonuglari

ANOVA

Varyans Kaynagi SS df MS F P-degeri | F olciitii
Gruplar Arasinda 0,027 1 0,027 0,000302 | 0,98 4,11
Gruplar Icinde 3201,23 |36 88,92

Toplam 3201,26 |37

Cizelge 4.10. Kafein Maddesinin PCR yonteminde elde edilen sonuglarla
hesaplanan ANOVA sonuglari

ANOVA

Varyans Kaynagi SS df MS F P-degeri | F olciitii
Gruplar Arasinda 0,047 1 0,047 0,00071 |0,98 4,11
Gruplar Icinde 2349,86 |36 65,27

Toplam 234991 |37

ANOVA testinde F-hesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0,05 oldugu i¢in % 95 gliven
araliginda elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadig1 bulunmustur.

Gruplar arasi serbestlik derecesi ve grup ici serbestlik derecesi olmak tlzere
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varyans analizinde iki serbestlik derecesi kullanilir. F-hesaplanan< F-tablo ve p-
degeri> p=0,05 oldugu icin bu kalibrasyon modelinin ila¢ numunenin

incelenmesinde kullanilabilir olduguna karar verilmistir.

4.4. Yontemin Validasyonu

Kalibrasyonun Standart hatasi

Ikili ilag maddesini iceren karisimlarda bu maddelerin miktar tayini icin PLS ve
PCR kalibrasyonlarinin kurulmasinda ¢apraz validasyon isleminde tahmin
edilen hatalarin karelerinin toplaminin (Predicted Resudiual Error Some of
Squares— PRESS) minimal degerleri elde edilmistir (Uyanik, 2012). PRESS
degerinin sifira yakin olmasi dogruluk derecesini arttirmaktadir. Elde edilen
PRESS degerleri yeterince kiiciiktiir. Kalibrasyonun standart hatasi (SEC) gercek

ve tahmin edilen derisim arasindaki iliskiye dayali olarak hesaplanmistir.

n
Tlaveedilen bulunam 2
Z (C > Ci r)

SEC == iy (4.1)
C Tlaveedil bul 2
aveedlilen uluna
PRESS = ;( C -G (42)
REMSEC = \/PRESS /n (4.3)

C/levetdin . Ortama ilave edilen gergek derisim

C 2" . Hesaplanan tahmini derisim

n: numune sayisl

Gozlenebilme smir1 (LOD) ve tayin smir1 (LOQ) parametreleri birbiriyle
iliskilidir ancak farkli tanimlara sahiptir (Shrivasta, 2015).

LOD = 3Sa/m (4.4)
LOQ = 10 Sa/m (4.5)

Hesaplanan LOD degerleri i¢in degerlendirme yapilirken LOQ>LOD ve LOQ=LOD
dikkate alinmistir (Armbruster, 2008).
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Cizelge 4.11. PLS ve PCR yontemleri ile hesaplanan istatistiksel parametreler

ASETILSALISILIK
PARAMETRE METOT PARASETAMOL ASIT KAFEIN
SEC PLS 0,019 0,023 0,023
PCR 0,020 0,019 0,024
PLS 0,00029 0,0069 0,0077
PRESS PCR 0,0049 0,0056 0,0065
PLS 3,91x10-3 0,0191 0,020
RMSEC PCR 0,00161 0,0172 0,00185
LOD PLS 0,096 0,086 0,094
PCR 0,066 0,091 0,069
LOQ PLS 0,290 0,260 0,285
PCR 0,199 0,276 0,210
Cizelge 4.12. llag numunesindeki sonuglar
PARASETAMOL ASETILSALISILIK ASIT KAFEIN
(gram) (gram) (gram)
NO PLS PCR PLS PCR PLS PCR
1 0,195 0,198 0,249 0,25 0,045 0,05
2 0,197 0,195 0,247 0,246 0,048 0,049
3 0,2 0,189 0,25 0,248 0,047 0,048
4 0,194 0,197 0,243 0,249 0,05 0,047
5 0,19 0,192 0,244 0,245 0,049 0,043
Ortalama 0,195 0,1942 0,2466 0,2476 0,0478 0,0474
S;::;(;l;;‘t 0,0037 | 0,003701 0,00305 0,002074 0,001924 0,002702
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5. SONUC VE ONERILER

Iki farkh ilactan hazirlanan numunedeki ila¢ aktif maddelerini analiz etmeye
yonelik calismada Ultra-Viyole Spektroskopisi, kemometri yontemi ile birlikte

kullanilmistir.

Parasetamol, Asetilsalisilik asit ve Kafein ilag etken maddelerinin UV
spektrumlar1 alinarak, c¢alisma yapilabilecek saflikta oldugu belirlenmis ve
analiz ¢alismalar1 gercgeklestirilmistir. Parasetamol, Asetilsalisilik asit ve Kafein
icin, UV gelistirilerek, yontem istatistiksel olarak desteklenmistir. Yonteminin
standart egrilerinin regresyon analizi yapilarak sonuclar istatistik
hesaplanmistir. Olusturulan egrilerin bir dogru olup olmadigini anlamak,
bulunan dogrusallik sinirinin  uygun olup olmadigini belirlemek igin
dogrusalliktan ayrilisin 6nem testi yapilmistir. Fu < Fr oldugundan,

dogrusalliktan sapmanin 6nemsiz oldugu bulunmustur.

Kemometrik program kullanilirken de yine F testi goz oOniine alinmistir.
Tabletlerden hazirlanan ilag numunesine gecmeden oOnce yapilan deneysel
tasarim esnasinda hazirlanan sentetik modelde de sonuglar kiyaslanmistir.
Sentetik modele ilave ettigimiz madde miktarlar: 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 verilmistirr Fu < Fr oldugunda model

uygulanmistir.

Yontemimizde Parasetamol, Asetilsalisilik asit ve Kafein icin % geri kazanim
degerleri ortalama olarak gerek sentetik karisim icin bulunmustur. Her bir

yontem icinde geri kazanimlar ytliksek degerlerde bulunmustur.
Kullanilan yontemlerin tekrarlanabilir sonuglar vermesi, yliksek duyarlilik ve

dogrulugun yani sira hizli olusu ve ila¢ karisimlarinin analizi i¢in onerilecek

yontem olmalarini saglamaktadir. Gelistirilen yontemler, tekrarlanabilir, duyarh
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ve dogru sonug¢ veren yontemler olup Parasetamol, Asetilsalisilik asit ve Kafein

iceren farkli ila¢ numunelerinin analizinde 6nerilebilir.
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