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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

PARKINSON iLACINDA BULUNAN LEVODOPA VE BENSERAZID ETKEN
MADDELERININ KEMOMETRIK TAYIiNi

Tahir OZER

Silleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal

Danmisman: Dr. Ogr. Uyesi Giizide ERTOKUS

Levodopa ve Benserazid iceren parkinson ilacini analiz etmeye yonelik yapilan
bu tez c¢alismasinda, Ultra-Viyole Goriiniir Bolge Spektroskopisi, kemometri
yontemi ile birlikte kullanilmistir. Levodopa ve Benserazid etken maddelerinin
UV spektrumlar1 alinarak, ¢alisma yapilabilecek saflikta oldugu belirlenmis ve
analiz calismalar gerceklestirilmistir.

Yontemimizde, levodopa ve benserazid icin yiizde (%) geri kazanim degerleri
ortalama olarak gerek sentetik karisim icin, gerekse ticari numune icin
hesaplanmistir. Her bir yontem i¢in de geri kazanimlar yiliksek degerlerde
bulunmustur.

Kullanilan PLS ve PCR kalibrasyon yontemlerinden elde edilen sonuglara
ANOVA testi uygulanarak yontemlerin dogrulugu test edilmistir. Gelistirilen
yontemler, tekrarlanabilir, duyarl ve dogru sonug veren yontemlerden biri olup
levodopa ve benserazid iceren ilagc numunelerinin analizinde 6nerilebilir.

Anahtar Kelimeler: Levodopa, Benserazid, Kemometri

2020, 32 sayfa
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

CHEMOMETRIC DETERMINATION OF LEVODOPA AND BENSERAZIDE
ACTIVE SUBSTANCES IN PARKINSON DRUG

Tahir OZER

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

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Giizide ERTOKUS

In this thesis study to analyze parkinson drugs containing levodopa and
benserazide, Ultra-violet visible region spectroscopy was used together with the
chemometry method. By taking UV spectra of levodopa and benserazide
active materials, it was determined that the work can be done in purity and
analysis studies were carried out.

In our method, the percent (%) recovery values for levodopa and benserazide
were found for the synthetic mixture, as an average, for the commercial sample.
Within each method, the recoveries were found at high values.

The results obtained from the PLS and PCR calibration methods used were
tested for the accuracy of the ANOVA test. The methods developed are
reproducible, sensitive and accurate, and may be suggested in the analysis of
drug samples containing levodopa and benserazide.

Keywords: Levodopa, Benserazide, Chemometry.

2020, 31 pages
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1. GIRIS

1.1. Parkinson Hastalig:

Noroloji kapsaminda yer alan Onemli bir hastalilk grubu da hareket
bozukluklaridir. Hareket bozukluklar1 icinde en sik rastlanani ise Parkinson

hastaligidir (Tiire vd. 2007).

Parkinson hastaligl, yavas ilerleyen bir hastalik olup, beyinde dopamin
salgilayan hiicrelerin hasar1 sonucu dopamin eksikligi olarak ortaya cikar.
Parkinson hastaliginin belirtileri kademeli olarak ortaya c¢iktigi icin erken
teshisi zordur ve Alzheimer hastalifindan sonra ikinci en yaygin nérolojik
hastaliktir. Parkinson hastalarinda sabit halde titreme, hareketlerde yavaslama,
kaslarda sertlik ve denge kaybi belirtileri gortiliir. Bu belirtilere ek olarak ruhsal
degisiklikler, konusma bozukluklari, uyku bozukluklar1 ve depresyon belirtileri
gozlenir ve bu belirtiler zamanla kéttlesebilir. Konusma bozukluklar parkinson
hastalar1 arasinda ¢ok yaygindir. Hastalarin yaklasik % 90'inda bu belirti
gorulir (Eskidere, 2012).

Erken evrede bir¢ok hasta levodopa veya dopamin agonistleri ile tedavi edilir.
Genel olarak dopamin agonistleri gen¢ yastaki hasta grubunda, orta derecede
hastalik diizeyinde tercih edilir. Levodopa hastalig1 ilerlemis daha agir motor
semptomlar1 olan yash hasta gruplarinda tercih edilir. Hastalarin yaklasik
%40’'1nda, levodopa tedavisinin besinci yilinda motor degisiklikler ve diskinezi
gelisir. Parkinson hastalig1 ilerledik¢e, hastalar gulnlik islerini yapabilme
yeteneklerini kaybeder. Kaslarda olusan atrofi ve kontraktiiri 6nlemede
medikal tedavi yaninda egzersiz tedavisinin de ¢ok yarar1 vardir (Tiiziin vd.

2010).

Parkinson hastaligl, medikal tedaviden yeterince yarar saglanamadigl1 donemde

cerrahi tedaviden 6nemli 6l¢iide yarar goren bir hastaliktir. Bu cerrahi tedaviler



deneyimli merkezlerce uygulandiginda yiliksek etkinlikli ve dustik riskli

uygulamalardir (Savas, 2008).

1.2. Levodopa

Levodopa (L-3,4-dihidroksi-fenilalanin) dopamine metabolize olan aromatik
amindir. Oral yolda kullanilan antiparkinson etkili bir ilactir. Tedaviye ilk
sunuldugu 1960 yilinda Parkinson hastaliginin tedavisinde bir devrim
niteliginde olan ve Parkinson hastaliginin tedavisi bakimindan halen bir altin
standart olarak kabul edilmektedir. Arastirmalar Parkinson hastalhgl
belirtilerinin corpus striatum’da dopamin tiikenmesi ile iliskili oldugunu ortaya
koymustur. Dopamin kan-beyin engelini asamamasi nedeniyle Parkinson
hastaliginda dopamin tedavisi etkisizdir. Ancak, dopaminin metabolik 6n
maddesi levodopa kan-beyin engelini asar ve bazal gangliyonlarda dopamine
dontsir. Levodopanin Parkinson hastalig belirtilerine karsi bu mekanizma ile
etkili oldugu dusiintilmektedir. Levodopa oral olarak uygulandiginda beyin
disinda kalan dokularda hizla dopamine déniistiigiinden, verilen dozun ancak
bir kism1 degisime ugramadan santral sinir sistemine ulasir. Bu nedenle yeterli
etki elde edebilmek icin yiiksek dozlarda uygulanmasi gerekir. Bu dozlarda da
siklikla bulant1 ve kardiyak aritmiler gibi istenmeyen etkiler ortaya ¢ikar. Bu
etkilerin bir boliimii periferde yani ekstraserebral dokularda olusan dopamine
baghdir. Levodopa bu nedenle karbidopa veya benserazid gibi aromatik amino

asit dekarboksilaz inhibitori bir ilagla kombine preparatlar: seklinde kullanilir.

Levodopa (Sekil 1.1), beyaz veya acik krem renkli, kokusuz, kristalize bir tozdur.
Nemli ortamda havadaki oksijenden etkilenerek hizla okside olur ve kararir.
Suda az ¢oziiniir; 1 M HCI ¢ozeltisinde serbestge ¢oziintir; pratik olarak alkol,
kloroform ve eterde ¢Ozlinmeyen aromatik bir aminoasit tlirevidir
(Demircigil,2010). Molekill agirhg 197.2 g/mol Formiili CoH11NOs ‘tiir
(Krishna, 2014).
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Sekil 1.1. Levodopanin Kimyasal Yapisi
1.3. Benserazid

Benserazid, levodopa ile birlikte kullanilan tek basina herhangi bir
antiparkinson etkisi gostermeyen bir ilactir. Periferal bir dekarboksilaz
inhibitori oldugu icin levodopa’nin periferde dopamin’e déniismesini engeller.

Levodopa gibi kan-beyin bariyerini asmaz (Ustiines 2009).

Levodopa oral olarak uygulandiginda beyin disinda kalan dokularda hizla
dopamin’e dontistiiglinden, verilen dozun ancak bir kismi degisime ugramamis
sekilde santral sinir sistemine ulasir. Bu nedenle yeterli etki elde edebilmek icin
yuksek dozlarda uygulanmasi gerekir. Bu dozlarda da siklikla bulanti ve
kardiyak aritmiler gibi istenmeyen etkiler ortaya ¢ikar. Bu etkilerin bir boliimii
periferde olusan dopamin’e baghdir. Bu nedenle benserazid gibi bir aromatik
amino asit dekarboksilaz inhibitorii bir ilagla levodopa’nin kombine kullanimi

gerekmektedir.

Bu kombinasyon tek basina yiiksek dozlarda uygulanan levodopa’dan daha

etkili olup ¢ok daha iyi tolere edilebilir.

Benserazid (Sekil 1.2), beyaz renkte suda ¢ok iyi ¢6ziinen aromatik amino asit
dekarboksilasyon inhibitéridiir (Demircigil,2010). Formiilii C1oH1sN30s5 ve
molekil agirhigr 257.24 g/mol'diir.

Sekil 1.2. Benserazidin Kimyasal Yapisi



1.4. UV ve Goriiniir Bolge Absorpsiyon Spektrofotometreleri

Maddelerin 15181 absorplamasini incelemek icin kullanilan cihazlara absorpsiyon
spektrometresi veya absorpsiyon spektrofotometresi adi verilir. Bir
spektrofotometre diizenegi 1s1k kaynagi, dalga boyu secicisi(monokramator) ve

dedektorden olusur.

Isik kaynagindan gonderilen 1s1k demetleri monokramator yardimiyla tek bir
dalga boyuna ayarlanarak incelenecek o6rnek kab1 tlzerine gonderilir.
incelenecek o6rnek spektrometre ile fotometre arasina, kiivet olarak
adlandirilan, genellikle sert plastikten ya da quartz’dan yapilan 6zel tiip icine
yerlestirilir. Farkli 6rnekler farkli dalga boylarini absorbladiklari icin 6ncelikle
bu araligin 6érnegimize uygun olmasi gerekir. Kiivete gonderilen 151k demetinin
ornek lizerinden yansimasi veya absorblanmasi sonucu olusan azalmalar optik
sinyal olarak detektore gelir. Dedektorde elektrik sinyaline cevrilen optik sinyal

bir kaydedici ile olgiiliir.

UV ve goriniir bolge spektroskopi genellikle ¢ozeltideki molekiiller veya

inorganik iyon ve komplekslerin 6l¢limiinde kullanilir.
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Sekil 1.3. UV-Goriintir Alan Spektrofotometresinin Sematik Gosterimi

Dalga boyu 110 nm - 1000 nm arasindaki UV ve goruniir bolge 1sinlan ile
calisilabilen cihazlara UV ve Goriiniir Bolge Spektrofotometreleri denir (Sener,

2006).

1.4.1. UV ve goriiniir bolge molekiiler absorpsiyon spektroskopisinin
uygulamalari

Nitel Analiz: Analizi yapilacak olan bilinmeyen madde saflastirildiktan sonra
uygun bir coziicide c¢oziilerek spektrumu alinir. Bu spektrum bilinen
bilesiklerin ayn1 kosullarda ¢ekilmis spektrumlari ile karsilastirilir. Bilinmeyen
madde spektrumu kendisininkine tam olarak uygun maddedir. Bu yontem nitel
analiz i¢in ¢ok uygun bir yontem degildir. Ciinkii molekiillerin absorpsiyon
bantlar oldukca genistir ve baz1 kromoforlarin absorpsiyon bantlari birbiri ile

ortiisebilir.

Nicel Analiz: Isinin absorplamasina dayanan analiz yontemleri nicel analiz icin
oldukca yarar saglayan ve giiveenilir yontemlerdir. Bu yontemlerin klasik
yontemlere gore dnemli avantajlar1 vardir. Analiz siiresi kisa oldugundan sonug

cabuk alinir. Olduk¢a duyarl ve hizli bir yéntemdir.



Her maddenin kendine 6zgii bir absorpsiyon spektrumu oldugu icin seciciligi
ylksektir. Cogunlukla bir karisimdaki maddeler, saflastirilip ¢oziicii iginde

cozllme islemine gerek kalmaksizin analizleri yapilabilir.

Hem organik hem de anorganik pek cok molekiil UV ve gortiniir bolge 1sinlari

absorpladigindan uygulama alani oldukca genistir (Sener, 2006).

1.5. Kemometri

Kemometri kelime olarak, 1970’li yillarda istatistik ve matematiksel yontemler
ile birlikte bilgisayar ve yazilimlarin kullanildigr kimya uygulamalar i¢in sozii
edilmeye baslanmistir. Kemometri kavrami, 1972 yilinda Isvecli Svante Wold ve
Amerikali Bruce R. Kowalski tarafindan ileri siirildii ve 1974 yilinda
uluslararasi kemometri dernegi tarafindan bu disiplinin ilk resmi agiklamasi

yapildi (Ding, 2007).

Kemometri, faydali bilgilerin maksimum toplanmasina ve cikarilmasina izin
vermek icin analitik verilere istatistiksel ve matematiksel ydntemlerin
uygulanmasidir. Kemometrik tekniklerin, secilen spektroskopik,
elektrokimyasal ve kromatografik yontemlerin ¢ok boyutlu kalibrasyonunu
saglayan araglar olarak kullanildig1 gosterilmistir. Bu yaklasimin esas olarak UV-
Vis ve IR'ye yakin (NIR) spektrumlarinin yorumlanmasi icin ve diger aragsal
yontemlerle elde edilen veriler icin uygulanmasi, 6zellikle farmasoétik analizde,
karmasik karisimlardaki aktif maddelerin tanimlanmasi ve nicel analizini
miumkiin kilar. Bu tir analitik ¢alismalar, deney tasarlamada, aletleri kalibre
etmede ileri yontemlere ihtiya¢ duyulmasina yol ac¢an ileri kimyasal aletlerin ve
veri islemlerin kullanilmasi ile gerceklestirilir ve elde edilen verileri analiz eder

(Gindy, 2012).

Kemometri; analitik kimya, adli tip, biyoloji, gida kimyasi, cevre kimyasi,
arkeoloji gibi alanlarda kullanilmaktadir. Fizikokimyacilar ve madde bilimciler,
sinyal isleme ve cok degiskenli verilerin analizinde kemometrik yontemleri

kullanmaktadirlar (Sekil 1.4). Organik kimyacilar ve farmasotik kimyacilar,



reaksiyon kosullarinin optimizasyonu, deneysel tasarim ve ila¢ tasarimi gibi

alanlarda kemometri yontemlerini kullanmaktadirlar (Ding, 2007).

Kemometri igerik olarak, tanimlayic1 ve agiklayici istatistik (descriptive and
inference statistics), sinyal isleme (signal processing), deneysel tasarim
(experimental design), modelleme (modeling), kalibrasyon (calibration),
optimizasyon (optimization), yap1 tanima (pattern recognition), siniflandirma
(classification), yapay akil yontemleri (Artificial intelligence methods), resim
isleme (image processing), bilgi ve sistem kurami (information and system
theory) gibi kavram ve uygulamalar1 kemometrinin konularini olusturmaktadir

(Ding, 2007).

Matematik
Istatistik
Organik Kimya N\
Biyoloji ve
Tip
Programlama KEMOMETRI Analitik Kimya Sanayi >~ Uygulama
ve hesaplama alanlar
Mihendislik Fizikokimya J

Sekil 1.4. Kemometrinin iliskili Oldugu Disiplinler (Ding, 2007)

Yukaridaki semadan da anlasilacag: lizere kemometrik calismalarda, analitik
kimyacilarin ve diger ilgili disiplinlerin ihtiyaclar1 dogrultusunda uygulamal
matematik ve istatistik bilgisine sahip olmalar1 gerekliligi aciktir. Burada
programlama ve hesaplama ¢ok énemlidir. Kemometrik uygulamalar kompleks
hesaplamalar icermektedir. Bu hesaplamalar1 elle veya basit hesap
makinalariyla gergeklestirmek miimkiin olmadigi icin bilgisayar programlarina
ihtiyac duyulur. Kemometrik hesaplamalarda genellikle EXCEL, MATLAB ve
diger paket programlar kullanilmaktadir (Ding, 2007).



1.6. Anova

Varyans analizi kullanilarak grup ortalamalar: arasindaki farkliligin veya farkh
analitik yontemler ile elde edilen analiz sonug¢larinin ortalamalarinin arasindaki
farkliligin 6nemli olup olmadigina bakilabilir. Bir arastirmada k tane islemin
(veya k tane yontemin) n tekrarinin sonunda elde edilen veriler bir tabloda 6zet

haline getirilir. Sonra kontrol ve karsit hipotezi asagidaki sekilde kurulur.

Ho: Islemlerin temsil ettigi popiilasyon ortalamalar1 arasindaki fark tesadiiften
ileri gelmektedir. Islem ortalamalar1 arasindaki gozlenen fark sifir kabul

edilebilir:

H1i: En az iki muamele grubunun ortalamasi arasinda gozlenen fark tesadiiften
ileri gelmektedir. En az iki islem grubunun incelenen o6zellik lizerine olan
etkileri birbirinden farkhdir, bu durumda da aralarindaki fark istatistiksel

olarak onemli olmaktadir.

Karsit hipotez kurulurken en az iki islem arasindaki farkin énemli oldugu
soylenilmektedir. Clinkii kontrol hipotezi yapilan analiz sonucuna gore
reddedilmesi icin denemede dikkate alinan k tane islemin birbirinden farkli
olmasi1 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 farklihigin 6nemli oldugu “coklu karsilastirma

yontemleri” kullanilarak arastirilir.

Gruplar arasi, gruplar ici serbestlik dereceleri ve gruplar arasi- gruplar ici

kareler toplami hesaplanir (Ding, 2009).

ANOVA, arastirmalarda en siklikla kullanilan istatistiksel tekniklerdendir.

Ortalamalar arasindaki farkin anlamliligini test etmek icin t-testi ve ¢oklu



gruplar icin kullanilan ANOVA, varyans analizinin baslica teknigidir (Kose,

2014).



2. KAYNAK OZETLERI

Coello ve arkadaslari, 2000 yilinda yapilan ¢alismada asidik bir ortamda KIO ile
oksidasyon reaksiyonlarindan levodopa ve benserazidin eszamanlh kinetik-
spektrofotometrik tayini i¢in bir yontem gelistirmislerdir. Her iki tiir de aninda
okside olur ve 400 nm'ye yakin maksimum absorbans degerleri sunan
bilesiklere yol a¢maktadir. Oksitleyici madde fazlaliginda, levodopa tiirevi,
karsilik gelen aminokromu olusturulur (480 nm), benserazid tiirevi ise renksiz
bilesikleri elde etmek icin ayristirilir. 500-700 nm bdlgesinde absorpsiyon
bantlarn ile yeni bilesiklerin ortaya ¢ikmasi, ayrica, bir I ve II karisimina
oksitleyici ajan eklendiginde de goriilmektedir. Bu bilesikler ayrica renksiz
urtinlerin ayrismasini ve olusmasini saglamaktadir. Sistemin karmasikligina
ragmen incelenen, bi-lineer kismi en kiiciik kareler (PLS) ve ii¢ yollu kismi en
kiiciik kareler (nPLS) ile kalibrasyon, her iki analitin levodopa icin% 0.7 ve
benserazid icin % 0.7 sirasina duyarlilikla 6l¢ilmesine izin vermektedir. PLS
ayrica, ortaya ¢ikan olaylarin nitel yorumunu saglamaktadir. Onerilen yontem,
ticari, farmasotik preparasyon, madopar'a analitik referans teknigi olarak

ylksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) uygulanmistir.

Demircigil, 2010 yilinda yapilan ¢alismada Parkinson hastaliginin tedavisinde
kullanilan levodopa- karbidopa ve levodopa-benserazid ikili karisimlarini analiz
edilmistir. Bu ila¢ etken maddelerinin birlikte kullanimi daha etkin bir tedaviyi
saglamaktadir. Her iki grupta yer alan bu ikili ila¢ karisiminin ayn1 anda analizi
icin en uygun ortam ve elektrokimyasal yontemler incelenmis, yeni, basit, hizl,
duyarli ve herhangi bir ayirma islemine gerek duyulmayan secici analiz
yontemleri gelistirilmeye calhisiimistir. Bu amaca ulasabilmek icin son
zamanlarda buytuk gelisme kaydeden elektrokimyasal teknikler kullanilmistir.
Bu calismada elektrokimyasal analizler temel alinmis ve olciilen degerler
voltamogram oranlar tiirev voltametrisi teknikleri ile degerlendirilerek karisim
icerisindeki etkin maddelerin hicbir ayirma islemi gerekmeksizin miktar

tayinlerini yapilmistir. Gelistirilen yontemlerin bu ikili etken madde
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karisimlarini ayni anda iceren ila¢ dozaj formlarindan etken maddelerin ayni

anda analizine uygulanabilirligi arastiriimistir.

Din¢ ve arkadaslari, 2007 yilinda yapilan ¢alismada levodopa-benserazid
tabletlerin eszamanl analizleri ve ¢6ziinme testleri, herhangi bir kimyasal
ayirma basamag kullanmadan, siirekli dalgacik déntisiimii (CWT) ve klasik
tirev spektrofotometrisi (DS) ile gerceklestirmislerdir. Gelistirilen iki
spektrofotometrik ¢o6ziiniirliik, orijinal UV spektrumunun doéniisiimiine
dayanmaktadir. USP simiile edilmis mide suyunda 1-80 /g / mL ve 5-240 pg /
mL konsantrasyon araliginda levodopa ve benserazidin orijinal absorpsiyon
spektrumlar1 250-310 spektral araliginda kaydedilmistir. Istenen kalibrasyon
grafiklerini elde etmek icin en uygun sinyal isleme ve arastirilan ilaglarin
giivenilir sekilde belirlenmesi igin c¢esitli dalgacik aileleri ve farkh
spektrofotometrik tiirev siparisleri test edilmistir. Yontemlerin optimize edilmis
kosullar altinda, altinci diizende (SYM6 - CWT) a = 128 ve A A = 10 ile ilk tiirev
doniistimii kullanan dalgaciklar ve ¢éziinme testleri icin en uygun sinyal isleme
yontemleri olarak belirlenmistir. Her ilag i¢in kalibrasyon fonksiyonlari, CWT ve
tirev genlikleri degerleri olciilerek elde edilmistir. Gelistirilen ydntemlerin
validasyonu, arastirilan ilaglarin c¢esitli sentetik karisimlarinin analiz
edilmesiyle dogrulanmistir. Sentetik karisimlarda BEN ve LEV tayininde,
ortalama geri kazanim degerleri DS i¢in% 99,1 ile% 104,7 ve CWT i¢in% 100
ile% 102,9 arasinda bulunmustur. Gelistirilen her yaklasim, ticari tabletlerinde
levodopa ve benserazidin eszamanli belirlenmesi ve ¢6ziilme testine basariyla

uygulanmis ve iyi bir uyum goézlenmistir.

Uslu ve Ozkan, 2002 yilinda yapilan ¢alismada L- dopa (LD) ve benserazid
(BEN) in ikili karisimlary, ilk 6nce spektrum tiirev spektrofotometresi
spektrumlar ile analiz etmislerdir. Prosediirler dogru, tahribatsiz ve herhangi
bir ayirma basamagi gerektirmemistir. Bu yontem, ilk 6nce oran spektrumunun
tiirevine, ikili karisimin emme spektrumunun bilesenlerden birinin standart bir
spektrumuna boéliinmesi ve ardindan oran spektrumunun birinci tlirevinin

hesaplanmasiyla baglidir. Oranin ilk tiirevi LD icin 287.7 nm'de ve BEN icin
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251.4 nm'de belirlenmistir. LD i¢in 10 ile 70 ug/mL ve BEN igin 5 ile 50 ug/mL
konsantrasyon araliginda uyulmustur. Bu yontem sentetik karisimlarda ve

farmasotik preparatlarda iki ilacin tespitinde basariyla uygulanmistir.

Xie ve arkadaslari, 2015 yilinda yapilan c¢alismada alternatif dortli
dekompozisyona (AQLD) dayali enzim indiiklii uyarma-emisyon-kinetik ticiincii
dereceden kalibrasyon yontemini kullanarak insan plazma matrislerinde iki
hedef analit, tirozin (Tyr) ve levodopa (Ld) eszamanl tayini icin bir yontem
gelistirilmistir. Tyr ve Ld'nin bir katalizor olarak polifenol oksidaz kullanilarak
oksidasyon reaksiyonlarindan ustaca yararlanilmistir. Dért yollu bir veri dizisi,
bir grup ornek icin uyarim-emisyon matrisi floresansinin Kkinetik evrimi
tarafindan olusturulmus ve bunu doért yonlii veri ayristirma izlemistir. Onerilen
yontem, tatmin edici sonuclarla plazma 6rnek analizlerinde uygulanabilmistir.
Insan plazmasinda gergek Tyr konsantrasyonu 8.80 + 0.54 pug mL-1 olarak
belirlendi, ancak sunulan 6rnekte Ld bulunamamistir. Referans metot olarak
tandem kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) ile yliksek performansh sivi
kromatografisi kullanilarak yapilan F-testi ve t testi, bu iki yontem arasinda
anlamh fark olmadigin1 goésterilmistir. Tatmin edici sonuglar, bu tg¢iinci
dereceden  kalibrasyon  yonteminin, 0zellikle bilinmeyen  spektral
enterferanslar1 ve mevcut ciddi kolinerite problemlerini igeren karmasik
sistemlerde, dogru nicel analizler yapma potansiyeline sahip oldugunu

gostermistir.

Yiicesoy, 1994 yilinda yapilan ¢alismada levodopa ve benserazidin kombine
preparatlarindan bir arada tayini icin spektrofotometrik yontemler
gelistirmistir. Yontem, levodopanin 0.1 N HCI'deki ¢6zeltisinin birinci tiirev
spektrumunda 271.6 nm de (I), ikinci tlirev spektrumunda 239.4nm de (II) ve
benserazidin 0.1 N HC1 deki ¢ozeltisinin ikinci tirev spektrumunda 219.4 nm
de oOl¢ciimiine dayanmaktadir. S6z konusu bilesiklerin standart ilavesi
yontemiyle % geri kazanimlari levodopa icin % 100.6 (I) ve % 99.2 (11),

benserazid icin ise % 100.2 dir. Bu etken maddeleri (4:1) oraninda igeren
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Madopar kapsiillerinin analizinde bagil standart sapma levodopa icin % 1.41 (I)

ve % 1.16 (II), benserazid icinse % 1.49 bulunmustur.

Zapata ve arkadaslari, 2010 yilinda yapilan c¢alismada camsi bir karbon
elektrotu tlzerinde diferansiyel darbe voltametrisine (DPV) ve farmasotik
formiilasyonlarda levodopa, karbidopa ve benserazidin eszamanli tespiti icin
kismi en kiiglik kareler (PLS-1) algoritmasina dayanan analitik bir metodoloji
gelistirilmislerdir. Elektrokimyasal veriler i¢in bazi cift dogrusallik sapma
kaynaklar1 tartisilmis ve analiz edilmistir. Cok degiskenli model, tcli bir
kalibrasyon modeli olarak gelistirilmis ve {lretici 06zelliklerine gore,
eksipiyanlarin  varliginda bagimsiz  bir ilag karisimlar1  seti ile
olusturulmustur. Onerilen yontem, levodopa-karbidopa (10: 1) ve levodopa-
benserazid (4: 1) karisimlarini iceren iki ticari formiilasyonun hem tahliline
hem de homojenlik icerigine uygulanmistir. Sonuglar, yliksek performansh sivi
kromatografisine dayanan referans farmakopesi yontemi uygulanarak elde
edilenlerle tatmin edici ve istatistiksel olarak Kkarsilastirilabilmistir. Sonug
olarak, PLS-1 algoritmasi ile islenen DPV verilerine dayanarak oOnerilen
metodoloji, yardimci maddeler varhiginda bu ilaglar icin i¢li bir kalibrasyon
modeli kullanarak farmasoétik formiilasyonlarinda eszamanl olarak levodopa,
karbidopa ve benserazid miktarini belirleyebilmistir. Ayrica, model, esnek
kemometrik PLS-1 yaklasimi tarafindan g6z ontinde bulundurulmus olan,
islenmis verilerde hafif potansiyel kaymalarin varliginda bile basaril
goriinmektedir. PLS-1 algoritmasi ile islenen DPV verilerine dayanarak 6nerilen
metodoloji, yardimci maddeler varhiginda bu ilaglar icin t¢li bir kalibrasyon
modeli kullanarak farmasoétik formilasyonlarinda eszamanl olarak levodopa,
karbidopa ve benserazid miktarlarini o6lgiilebilmistir. Ayrica, model, esnek
kemometrik PLS-1 yaklasimi tarafindan goéz oniinde bulundurulmus olan,
islenmis verilerde hafif potansiyel kaymalarin varliginda bile basarili
gorinmektedir. PLS-1 algoritmasi ile islenen DPV verilerine dayanarak onerilen
metodoloji, yardimc1 maddeler varliginda bu ilaglar icin tig¢lii bir kalibrasyon
modeli kullanarak farmasoétik formilasyonlarinda eszamanl olarak levodopa,

karbidopa ve benserazid miktarlarin1 6lciilebilmistir. Ayrica, model, esnek
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kemometrik PLS-1 yaklasimi tarafindan goéz oniinde bulundurulmus olan,
islenmis verilerde hafif potansiyel kaymalarin varliginda bile basarili

gorinmektedir.

Wang ve arkadaslari, 2005 yilinda yapilan calismada levodopa (L-dopa) ve
benserazid (BS) ve safsizliginin (R, S) -2-amino-3-hidroksipropanohidrazid'in
(Ro-) hizli ve etkili bir sekilde 6l¢iilmesi icin amperometrik saptamaya sahip
yeni bir yontem, kilcal elektroforez gelistirmislerdir. Uygun ayirma ve
amperometrik algilama kosullar1 arastirildi ve optimize edilmistir. Optimum
CZE tespiti kosullari, ¢calisma tamponu olarak pH 5.3'te 40 mm fosfat ¢ozeltisi,
17 kV ayirma gerilimi, karbon-disk calisma elektrotu, tespit potansiyeli olarak
0.95 V (Ag / AgCl'ye gore) ve 17 s'de 8 s numune enjeksiyonu kullanilmistir.
Dogrusal araliklar L-dopa i¢in 1.25 ila 50 pg mL-1, 1.2 x 10-1lila 25.5 pg
mL -1BS ve 1.0 x 10-24.4 x 10 -1ug ml -1 sirasiyla 0.9994, 0,9951 korelasyon
katsayilar ile Ro-04-1419 icin, ve 0.9933. L-dopa, BS ve Ro-04-1419 icin tespit
limitleri sirasiyla 0.38, 0.02 ve 0.004 mLg mL -1 dir. Ortalama geri kazanimlar L-
dopa i¢in% 100.2, BS i¢cin% 102.4 ve Ro-04-1419 i¢cin% 90.8 dir. Bu yontem ko-

beneldopa graniillerine ve tabletlerine basariyla uygulanmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu c¢alismada, ultra-viyole spektrofotometrisi ve kemometri yontemleriyle
Parkinson tedavisinde kullanilan ila¢ etken maddeleri olan levodopa ve
benserazidin miktar tayini yapilmistir. Elde edilen veriler, kemometrik
yontemlerle degerlendirilmistir. Once tek tek sonra farkh oranlarda hazirlanan
sentetik karisimlarin spektrumlar1 alinmistir. Son islem olarak da ticari olarak
alian ilag tablet numunesinde 6l¢iimler yapilmistir. Elde edilen veriler, Minitab

17 programi ile hesaplanmistir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

3.2.1. UV-Goruniir Bolge Spektrofotometre Cihazi

Ultra-viyole spektrumlari, bilgisayar tarafindan Kkontrol edilen 1 cm
uzunlugundaki hiicre ile donatilan Uv 1700 pharmaspec shimadzu
spektrofotometresi kullanilarak belirlenen spektrum degerleri Parkinson

ilaclarindaki levodopa ve benserazid miktarin1 belirlemek icin kemometrik

metoda uygulanmistir.

3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneylerde analitik saflikta olan kimyasallar kullanilmistir. Calismada

kullanilan kimyasallar Cizelge 3.1’ de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada Kullanilan Kimyasallar ve Formiilleri

BILESIGIN ADI | BILESIGIN FORMULU
H
Levodopa HO
NH, o
H OH
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Benserazid

3.3.1. Kullanilan Cézeltiler

Calismada spektrofotometrik olciimler icin, levodopa ve benserazidin 25
mg/250 mL 0,1 M HCI olacak sekilde stok cozeltileri hazirlanmistir. Coziicii
olarak kullanilan ¢6zelti, 0,1 M HCI ¢ozeltisidir.

3.3.1.1. Stok Levodopa Cozeltisi

Levodopa maddesinden 0,0248 g tartilarak bir miktar ¢oziiciide ¢ozildiikten

sonra son hacim 250 mL’ye tamamlanmistir.

3.3.1.2. Stok Benserazid Cozeltisi

Benserazid maddesinden 0,0249 g tartilarak bir miktar ¢oziiciide ¢oziildiikten

sonra son hacim 250 mL’ye tamamlanmistir.

3.3.1.3. UV/VIS Spektroskopisi Yontemi

Bu c¢alismada, spektrofotometrik oOlciimlerle levodopa ve benserazid
maddelerinin, once tek tek sonra farkli oranlarda hazirlanan sentetik
karisimlarin spektrumlari alinmistir. Son islem olarak da ticari olarak alinan
tablet numunede Olglimler 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 kars1 yapilmistir. Sonra ayni islem bu kez her iki
151k yoluna kullandigimiz ¢6ziicimiiz ile hazirlanan kér numunesi konularak
yapilmistir. Biitiin okumalarda hep koér bu sekilde hazirlanmistir. Koér se¢imi
yapilirken girisim etkilerini yok etmek icin, kor olarak ¢oziict tercih edilmistir.
En son basamakta ise, ticari tablet (Madopar) incelenir. fla¢c numunesi

hazirlanirken, pakette bulunan tiim tabletler agat havanda ezilerek inceltilir ve
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karistirilir. Bir tablet agirliginda tartim yapilarak, ¢oziiciide ¢oziliir, manyetik

karistiricida karistirilarak homojen hale getirilir ve absorbans okumasi yapilir.

17



4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. lla¢ etken maddelerinden elde edilen spektrumlar

Her bir etken ila¢ maddesinin 25 mg/250 mL olacak sekilde 0,1 M HCl'in ¢6ziicii
olarak kullanilmasiyla 100 ug/mL (ppm)’lik ¢6zeltileri hazirlanmistir. ilag etken
maddelerinin, spektroskopik 6zelliklerini belirlemek icin (levodopa icin 4-20
ug/mL araliginda, benserazid i¢cin 1-20 pg/mL) araliginda hazirlanmistir. Her
maddenin absorbans-derisim arasindaki iliski incelenmistir (Benserazid:208

nm, Levodopa: 280 nm)(Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.).

1,4 —1 ppm
1,2 ——2 ppm
»n 1 3 ppm
=
<08 4 ppm
I~
8 0,6 —5 ppm
Jaa)
<04
0,2
————
0
201 251 301 351 401

DALGA BOYU, NM

Sekil 4.1. Benserazid Etken Maddesinin Absorpsiyon Spektrumu

1,2
e pPM
1
—8 ppm
- 0,8 12 ppm
Z 16
é 0,6 ppm
——20
8 0,4 ppm
o0
<
0.2 RA
o -
02 210 230 250 270 290 310

DALGA BOYU, nm

Sekil 4.2. Levodopa Etken Maddesinin Absorpsiyon Spektrumu
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Sekil 4.3. Benserazid Maddesinin Absorbans-Derisim Grafigi
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Sekil 4.4. Levodopa Maddesinin Absorbans-Derisim Grafigi

Benserazid ve levodopa icin absorbans-derisim grafiklerinde, absorbans-
derisim arasindaki dogrusal iliski ( Sharma, 2017) regresyon katsayisinin (Miao,
2018) bire yakin olmasi ile dogrulanmistir. Sekil 4.3. ve 4.4. de absorbans-

derisim arasindaki iliski goriilmektedir.

4.2. Sentetik Karisimin Absorpsiyon Spektrumu

Benserazid ve levodopa dan 4-20 pg/mL araliginda (Cizelge 4.1.) 15 tane

sentetik karisim ¢6zeltisi hazirlanmistir (Sekil 4.5.).
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Cizelge 4.1. Levodopa ve Benserazid iceren Kalibrasyon Seti

No Levodopa | Benserazid
pg/mL pug/mL
1 4 1
2 4 2
3 4 3
4 4 4
5 4 5
6 8 2
7 8 3
8 8 4
9 8 5
10 12 3
11 12 4
12 12 5
13 16 4
14 16 5
15 20 5
1,6 ——KARISIM1
14 e KARISIM 2
KARISIM3
1,2
KARISIM4
o 1 = KARISIM5
% e KARISIM6
% 0,8
2 = KARISIM7
<06 —— KARISIMS
0,4 e KARISIMY
= KARISIM10
0,2
= KARISIM11
0 ' B = KARISIM12
200 250 300 350 400
KARISIM13

DALGA BOYU, NM

Sekil 4.5. Levodopa- Benserazid Karisim Cozeltilerinin Absorpsiyon Spektrumu
4.3. Kemometrik Hesaplamalar

Son donemlerde ¢ok bilesenli karisimlardaki her bir bilesenin miktarini tayin
etmek icin kullanilan en iyi ve gézde metotlardan biri olan kemometrik

tekniklerden bu calismada kullanilan yontemler, kismi en Kkiiciik kareler
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yontemi (PLS) ve temel bilesen regresyonu (PCR)'dir (Ding, 2002 ve Ding,
2005). Absorbans ve derisim arasindaki bagintidan kurulan matris yardimiyla
kemometrik model olusturulur ve kemometrik hesaplamalar gergeklestirilir
(Aktas, 2017). En yaygin olan kemometrik yontem, kismi en kiiciik kareler
yontemi (PLS) yontemidir. PLS yonteminde kalibrasyonun kurulmasi igin
kullanilan PLS algoritmalarina gore, ortogonalize edilmis PLS algoritmasi ve
ortogonalize olmayan PLS algoritmasi kullanilir. Klasik metotlara gore elde

edilen sonuclar daha giivenilirdir.

Temel bilesen regresyon yontemi adi verilen diger bir kemometrik yontem ise
derisim seti icin 6l¢lilen absorbans verilerinin dekomposizyonu ile birbirine dik
(ortogonal) dogrular elde edilmesi esasina dayanir. Bu elde edilen dogrular
kurulacak kalibrasyonun koordinat sistemidir ve hesaplamalar bu esasa

dayandirilir (Ding, 2009).

Elde edilen verilerin miktarim1 hesaplanabilir bir boyuta getirmek icin
kemometrik hesaplamalara gegmeden 6n basamak olarak temel bilesen analizi

(PCA) islemi (Saganowska, 2017).

14

Ozdeger

2 4 6 8 10 » “ 6
Bilesen Sayisi

Sekil 4.6. Kemometrik Verilerden Elde Edilen Ozdegerlerin Grafigi
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Temel bilesen analizi uygulanmasinin amaglari, bir orijinal degiskeni temsil
eden n sayida orijinal aks1 (dogruyu) yeni akslar haline dontistiirmektir. Bu
doniisiim isleminde yeni akslar, verilerin maksimum varyans yonelimleri
boyunca uzanir ve yeni akslarin 6zelligi, ortogonal olmalaridir ve bu yeni
degiskenler arasinda korelasyon yoktur. Numune verilerinin varyansinin
cogunu aciklamak icin ihtiya¢ olan yeni degiskenlerin sayis1 (p), n sayidaki
orijinal akslardan daha azdir. Temel bilesen analizi, ¢cok degiskenli verilerin
boyutunu indirgemek veya verileri azaltmak i¢in bir yontem olarak kabul edilir.
Ayni zamanda degiskenlerin dogrusal bilesenlerini ortaya ¢ikarir. Temel bilesen
analizi ile elde edilen temel bilesenler yardimiyla olusturulan korelasyon
matrisi diger kemometrik regresyonlara 1sik tutmaktadir. Sekil 4.6. de belirgin
bir sekilde goruldigu gibi 6zdegerler 2. degerden 3. degere dogru diismustir.

[k iki faktér, toplam varyansin % 99’undan daha fazla giivenilirdir.

Her bir kemometrik yontem icin hesaplanan geri kazanmim ve bagil standart
sapma (BSS) degerleri cizelge 4.2. ve cizelge 4.3.de gosterilmistir. Kesinlik ve
dogruluk degerleri kontrol edilmistir. Ilave edilen derisimlere kars1 bulunan
derisimler hesaplanirken, cross-validasyon islemi uygulanarak, ilag

numunesinde hatanin 6niine gecilmistir (Porfire, 2015 ve Tarhan, 2017).
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Cizelge 4.2. Sentetik Olarak Hazirlanan Karisimindaki ilag Maddelerinin PLS
Kalibrasyonu Ile Hesaplanan Sonuglar

LEVODOPA BENSERAZIT
Karisim | Ilave | Bulunan | % Geri Kazanim | ilave | Bulunan | % Geri Kazanim
No Edilen Edilen
1 4 3,89 97,25 1 1,01 101
2 4 3,87 96,75 2 1,99 99,5
3 4 3,56 89,00 3 2,97 99
4 4 3,94 98,50 4 3,59 89,75
5 4 3,65 91,25 5 4,67 93,4
6 8 7,98 99,75 2 1,94 97
7 8 8 100,0 3 3,06 102
8 8 8,05 100,63 4 3,97 99,25
9 8 7,89 98,63 5 4,88 97,6
10 12 11,97 99,75 3 2,97 99
11 12 11,85 98,75 4 3,96 99
12 12 12,04 100,33 5 4,97 99,4
13 16 15,96 99,75 4 3,94 98,5
14 16 15,97 99,81 5 4,96 99,2
15 20 19,98 99,90 5 5,01 100,2
Ortalama=98,00 Ortalama=99,25
BSS=3,41 BSS=3,04

Cizelge 4.3. Sentetik Olarak Hazirlanan Karisimindaki Ilag Maddelerinin PCR
Kalibrasyonu ile Hesaplanan Sonuclar

LEVODOPA BENSERAZIT
Karisim | ilave | Bulunan | % Geri Kazanim | flave | Bulunan | % Geri Kazanim
No Edilen Edilen
1 4 3,69 92,25 1 0,98 98,00
2 4 3,98 99,50 2 2,07 103,5
3 4 4,05 101,3 3 2,86 95,33
4 4 3,82 95,50 4 3,97 99,25
5 4 3,96 99,00 5 4,96 99,2
6 8 7,89 98,63 2 2,1 105,0
7 8 8,06 100,8 3 3 100,0
8 8 7,94 99,25 4 3,97 99,25
9 8 7,82 97,75 5 4,82 96,40
10 12 11,87 98,92 3 2,87 95,67
11 12 11,96 99,67 4 3,56 89,00
12 12 12,03 100,3 5 4,65 93,00
13 16 15,92 99,50 4 3,87 96,75
14 16 15,97 99,81 5 5,05 101,0
15 20 20,01 100,0 5 4,96 99,20
Ortalama=98,380 Ortalama=98,03
BSS=2,25 BSS=3,97
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4.4. Kemometrik Yontemler icin ANOVA Testi

PLS ve PCR kalibrasyon yontemlerinin uygunlugunu dogrulamak amaciyla
hesaplanan sonuglara ANOVA testi (Bajpai, 2017) uygulanmistir. PLS
yonteminde levodopa igin, gruplar arasi serbestlik derecesi=1, grup ici
serbestlik derecesi=26 % 95 giiven araliginda F-tablo degeri 4,22 olmasina
karsilik hesaplanan F-test degeri 0,002 ve p-degeri 0,96; benserazid igin,
gruplar arasi serbestlik derecesi=1, grup ici serbestlik derecesi=26 % 95 giiven
araliginda F-tablo degeri 4,23 olmasina karsilik hesaplanan F-test degeri 0,04 ve
p-degeri 0,85 olarak hesaplanmistir. PCR yonteminde levodopa igin, gruplar
aras1 serbestlik derecesi=1, grup i¢i serbestlik derecesi=26 % 95 giliven
arahiginda F-tablo degeri 4,22 olmasina karsilik hesaplanan F-test degeri
0,00070 ve p-degeri 0,98; Benserazid i¢in, gruplar arasi serbestlik derecesi=1,
grup ici serbestlik derecesi=26 % 95 giliven araliginda F-tablo degeri 4,23
olmasina karsilik hesaplanan F-test degeri 0,05 ve p-degeri 0,82 olarak

hesaplanmistir.

4.5. Yontem Validasyonu

Ikili ila¢ maddesini iceren karisimlarda bu maddelerin miktar tayini icin PLS ve
PCR kalibrasyonlarinin kurulmasinda c¢apraz validasyon isleminde tahmin
edilen hatalarin karelerinin toplaminin (Predicted Resudiual Error Some of
Squares— PRESS) minimal degerleri elde edilmistir. PRESS (esitlik 1.) degerinin
sifira yakin olmasi dogruluk derecesini arttirmaktadir (Uyanik, 2012). Elde
edilen PRESS degerleri yeterince kiiciiktiir. Validasyondaki diger parametreler
kalibrasyonun standart hatasi: SEC (esitlik 2.) ve tahminin Kkareler
ortalamasinin karekokii: RMSEC (esitlik 3.) olarak ifade edilmistir (Bilgili,
2014).

PRESS = Z (Ci[laveEdilen _ CiBulunan )
2 W
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n

TlaveEdilen Bulunan 2
2. - )

SEC =42 2)
n—1

RMSEC=,/PRESS /n (3)

Cletdien . Ortama ilave edilen gergek derigim

C . Hesaplanan tahmini derisim

n: numune sayisi

Gozlenebilme sinir1 (LOD) ve tayin sinirt (LOQ) parametreleri birbiriyle

iliskilidir ancak farkli tanimlara sahiptir (Shrivasta, 2015).

LOD=3S/m (4)

LOQ=10S/m (5)

Hesaplanan LOD degerleri icin degerlendirme yapilirken LOQ>LOD ve LOQ=LOD
dikkate alinmistir (Armbruster, 2008).

Cizelge 4.4. Kemometrik Yontemlerin Hesaplanan Validasyon Parametreleri

PARAMETRE METOT Levodopa Benserazid
Korelasyon PLS 0,991 0,990
Katsayis1 R2 PCR 0,999 0,987

SEC PLS 0,035 0,028
PCR 0,030 0,039

PLS 0,026 0,021

PRESS PCR 0,014 0,028
PLS 0,042 0,037

RMSEC PCR 0,031 0,043
PLS 0,220 0,341

LOD PCR 0,066 0,396
PLS 0,733 1,137

LOQ PCR 0,220 1,320
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Cizelge 4.5. lla¢ Numunesindeki Sonuclar

Levodopa (gram) | Benserazid (gram)

NO PLS PCR PLS PCR

1 0,101 0,092 0,024 0,023

2 0,098 0,096 0,023 0,024

3 0,097 0,097 0,024 0,025

4 0,089 0,095 0,026 0,027

5 0,092 0,098 0,023 0,025
Ortalama | 0,0954 | 0,0956 0,024 0,0248

Standart

Sapma 0,0048 | 0,0023 | 0,0012 0,0015

Madopar ila¢ numunesinde her bir tablette, 100 mg levodopa, 25 mg benserazid

bulunmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Ultra-Viyole Spektroskopisindeki veriler kemometrik hesaplarda kullanilarak,
ilac maddesi igceren numunedeki ila¢ aktif maddelerinin miktarlar1 tayin

edilmistir.

Levodopa ve benserazid ilag etken maddelerinin UV spektrumlari
alinarak, analiz ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Levodopa ve benserazid igin,
kemometrik yontem kullanilarak, yontem istatistiksel olarak desteklenmistir.
Bulunan degerler dnce temel bilesen analizi (PCA) yapilarak verilerin miktari
hesaplanabilir hale getirilmistir. Daha sonra kismi en kiiclik kareler yontemi
(PLS) ve temel bilesen regrasyonu yontemi (PCR) kemometrik yontemleri
uygulanmistir. Kullanilan PLS ve PCR yonteminin dogrulugunu test etmek icin

her iki yonteme de ANOVA testi uygulanmistir.

Tabletlerden hazirlanan ilag numunesine ge¢cmeden 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 i¢i ve gruplar arasi
serbestlik dereceleri yardimiyla F testi yapilmistir. F testi sonucuna gore
kullandigimiz modeli ilag numunesi karisimina uygulayip
uygulayamayacagimiza karar verilmistir FH < FT oldugunda model

uygulanmistir.

Yontemimizde levodopa ve  Dbenserazid i¢in % geri kazanim
degerleri ortalama olarak sentetik karisim icin bulunmustur. Geri kazanim
degerleri kabul edilebilir boyutta biiylik, standart sapmalar da ¢alismaya uygun
olarak hesaplanmistir. PLS ve PCR yontemleri uygulanmis ve bulunan
degerlerin dogrulugu F testi ile ol¢lilmiistiir. Hesaplanan F degerlerinin, teorik
degerlerden diisiik oldugu goriilmektedir. ikili ilagc maddesini iceren
karisimlarda bu maddelerin miktar tayini i¢cin PLS ve PCR kalibrasyonlarinin

kurulmasinda capraz validasyon isleminde tahmin edilen hatalarin karelerinin
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toplaminin (Predicted Resudiual Error Some of Squares— PRESS) ve
kalibrasyonun standart hatas1 (SEC) degerlerinin sifira yakin olmasi dogrulugu
ve giivenilirligi arttirmaktadir. Cizelge 4.4. incelendiginde PRESS ve SEC
degerlerinin yeterince kiiciik hatta sifira yakin degerler oldugu goézlenmistir.

LOD degerleri de LOQ degerlerine gore kiiciiktiir.

Gelistirilen yontemler, tekrarlanabilir, yiiksek duyarlihik ve dogrulukta, hizh
sonu¢ veren yontemler olup levodopa ve benserazid igeren farkh ilag

numunelerinin analizinde Onerilebilir.
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