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ONSOZz

Bu tez kapsaminda TEL ve HCT igeren farmasotik preparatlarin kantitatif analizi igin ii¢
veni kemometrik yontem gelistirildi ve elde edilen sonuglar gelistirilen klasik tiirev
yontemiyle karsilastirildi. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar géstermistir ki, onerilen
yontemler, TEL ve HCT nin kalite kontrol ve rutin analizleri icin gerek ila¢ sanayinde

gerekse arastirmalarda ileriki ¢alismalara basamak olacaktir.

Yiiksek  lisans  tezimdeki  ¢alismalarimin  planlanmasi,  yiiriitiilmesi ~ ve
sonuglandirilmasinda yakin ilgi ve destegini gordiigiim, bilgi ve deneyimlerini
esirgemeyen damisman hocam Sayin Do¢. Dr. Erdal DINC e tesekkiir eder saygilarimi

sunarim.

Yiiksek lisans programi ders doneminde teorik bilgilerini ve deneyimlerini esirgemeyen,
basta anabilim dali baskanimiz Sayin Prof.Dr.Feyyaz ONUR’a ve diger anabilim

dalimiz 6gretim tiyelerine sonsuz tesekkiir eder ve saygilarimi sunarim.

Ayrica anabilim dalimiz arastirma gorevlilerine yakin ilgilerinden ve desteklerinden

dolay1 tesekkiir eder saygilarimi sunarim.

Yiiksek Lisans tez ¢alismalarim sirasinda yardimlarint esirgemeyen arkadasim Kim.

Gozde PEKTAS’ a tesekkiir eder herseyin gonliince olmasini dilerim.

Hayatim boyunca ve tezim sirasinda desteklerini tizerimden eksik etmeyen aileme

tesekkiir ederim.
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SIMGELER ve KISALTMALAR

HCT: Hidroklorotiyazid
TEL: Telmisartan

ANN: Artificial Neural Networks (Yapay sinir aglar1 yontemi)
ANOVA: Varyans Analizi (Analysis of Variance)

BH: % Bagil hata

BSS: % Bagil standart sapma

CLS: Classical Least-Squars ( Klasik en kiiciik kareler yontemi)
DS: Tiirev spektroskopi yontemi (Derivative Spectrophotometry)
GA: Giiven aralig1

GK: % Geri kazanim

ILS: Inverse Least-Squares (Ters en kiiciik kareler yontemi)

LOD: Yakalama sinir1

LOQ: Tayin smnir1

PCR: Principal Komponent Regression (Temel bilesen regresyonu yontemi)
PLS: Partial Least-Squares (Kismi en kii¢lik kareler yontemi)
PRESS: Predicted Resudual Error Some of Squares (Tahmin edilen hatalarin karelerinin
toplami)

R: Korelasyon tanimlayicili katsayisi

SEC: Standard Error of Calibration (Kalibrasyonun standart hatast)
SEP: Standard Error of Prediction ( Tayinin standart hatas)

SH: Standart hata

SS: Standart sapma

YBSK = Yiiksek basin¢li s1vi kromatografisi
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1. GIRIS

Analitik calismalarda tek basina, iki veya daha fazla aktif bilesigi igeren karisimlarin
kantitatif analizi icin spektrofotometri, spektroflorimetri, infrared spektrofotometrisi,
voltametri (polorografi), kromatografi, kiitle spektrometrisi ve bu yontemlerin kombine
sekilleri kullanilmaktadir. Analiz islemlerinde daha dogru, daha kesin, daha ekonomik,
daha hizli ve daha giivenilir sonuglara ulagmak i¢in yeni teknik ve yaklagimlara ihtiyag
oldugu bir gercektir. Giiniimiizde sayilan bu ozellikleri saglayan analitik yontemler
gelistirmek amaciyla, klasik analitik yoOntemler ile birlikte degisik matematiksel
algoritmalara dayanan hesaplama teknikleri kombine olarak uygulanmaktadir. Ozellikle
klasik analitik yontemler ile kemometrik kalibrasyonlarin karigim analizlerinde basarili
sonuglar vermesi nedeniyle farmosotik preparatlarin analizinde de artan yogunlukta

kullanildig1 yapilan ¢alismalardan gozlenmektedir.

Farmosotik preparatlar, yardimer maddelerden olusan sabit matriks ve bir, iki veya daha
fazla aktif bilesigi igceren numunelerdir. Analitik kimyada hi¢bir ayirma islemi
yapmaksizin veya bir 6n ayirma islemi kullanmaksizin kombine farmosétik preparatlarin
ayni anda kantitatif analizi son derece Onemlidir. Yapilan bilimsel g¢alismalarda
gelistirilecek analitik yontemlerin, aktif bilesikleri iceren farmosdtik formiilasyonlarin
kalite kontrol ve rutin analizleri i¢in ila¢ sanayinde de kullanilabilir olmasi tez

calismalarinda da temel kriterlerden birisidir.

Bu tez kapsaminda telmisartan ve hidroklorotiyazid igeren farmasdtik preparatlarda bu
etkin maddelerin miktar tayinleri i¢in spektrofotometrik Slgiimlere dayali klasik en
kiiciik kareler (classical least-squares), ters en kiiciik kareler (invers least-squares), temel
bilesen regresyon (principle component regression), kismi en kiigiik kareler (partial
least-squares) ve yapay sinir aglar1 (artificial neural networks) yontemleri gelistirilerek

uygulanmasi planlanmaktadir.



Tez konusu telmisartan ve hidroklorotiyazid kombinasyonlarini igeren iki adet
farmasotik preparat Tirk ilag piyasasinda satilmaktadir. Bunlar Micardis Plus®
(Bochringer Ingelheim) ve Pritor Plus® (GlaxoSmithKline) dir. Gelistirilecek yontemler

bu iki ticari preparatin analizine uygulanmustir.



1.1. Telmisartan

1.1.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

CH,

N= N Oy_-OH
o T

Sekil 1.1. Telmisartanin agik formiili

Molekiil Formiili: C33H30N402

Mol agirligi: 514,62

Acik Formiilii: 4-((2-n-propil-4-metil-6-(1-metilbenzimidazol-2-il)- benzimidazol-1-il)
metil ) bifenil-2 karboksilik asit

Elementel Analizi: C %77.02 , H %5.88 , N%10.89 , O %6.22

Erime Noktasi: 261-263 °C

Beyaz kat1 6zellikte , alkolde ¢ok, suda az ¢oziinen bir tozdur.

UV max: 204.7 nm, 224.7 nm, 294.8 nm (Methanol i¢inde)
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Sekil 1.2. Telmisartanin (8 pg/mL) methanol igerisindeki absorbsiyon spektrumu.

1.1.2. Farmakolojik ozellikleri

Proteiniiri, bobrek hastaliklarinin en sik rastlanan ve en énemli bulgularindan birisidir.
Proteiniiriye sekonder gelisen farkli komplikasyonlar hastanin yasamini tehdit
edebilirler. Bu nedenle proteiniiriyi azaltmaya yonelik yeni tedavi yaklasimlar1 arayisi
giinimiizde de devam etmektedir. Bobrek hastaliginin ilerlemesinde rol oynayan
mediyatorler arasinda, anjiotensin H'nin (AH) glomertiler hemodinamik degisiklikleri ve
permselektivite kaybini siirdiirmede esas rol oynadig1 goriilmektedir. Renin angiotensin
sistemi (RAS) aktivasyonu, arteriyel kan basinci ve intraglomeriiler basing {izerine
etkileri nedeniyle bobrek hastaliginin ilerlemesine katkida bulunabilir. Lokal ve sistemik
hemodinamik regulasyona katilan vazoaktif bir ajan olan AH'nin son zamanlarda renal
ve kardiyovaskiiler patolojide gercek bir sitokin gibi aktif rol oynadigi diisiiniilmektedir.
Birka¢ aragtirmada AH'nin hiicre biiylimesini ve ekstraseliiller matriks {iretimini

diizenleyen renal bir biiylime faktorii oldugu gosterilmistir. Ayrica AH kemotaktik



faktorlerin sentezi vasitasiyla bobrekte inflamatuar cevaba da katilir. Kan basinci
reglilasyonu ile su ve tuz homeostazisinde Onemli fizyolojik islevleri olan renin
angiotensin sisteminin (RAS) temel peptidi olan Angiotensin II (AII), hipertansiyon,
kalp ve bobrek yetersizligi, ateroskleroz gibi fizyopatolojik olaylarin gelisiminde 6nemli

rol oynayarak kardiyovaskiiler sistemde anahtar bir gorev {istlenir.

Angiotensin Il (AIl) reseptor antagonistleri (sartanlar): Angiotensin II hipertansif ve
diger olumsuz etkilerinin ¢ogunu AT1 reseptorleri araciligiyla gosterirler. Angiotensin II
reseptdr antagonistleri AT1 reseptdrlerini selektif olarak bloke eden giiglii ve uzun etkili
nonpeptid ajanlardir. Losartan, valsartan, candesartan, eprosartan, irbesartan, tasosartan,
telmisartan’dan olusan ve sartan ailesi olarak da anilan bu ilaglar etkilerini, ekstrensek
All disinda, intrensek All’nin de etkilerini bloke ederek gosterirler. RAS aktivitesini
disiirticii etkileri yanisira sempatikolitik ve antiproliferatif etkileri de vardir. Aldosteron
tizerine dolayl etkileri nedeni natritiresis saglarlar. Bu ajanlardan losartan’in iirikoziirik

etkisi de vardir.

Ayrica bu etkin maddelerle birgok farmasdtik preparatta kombine olarak bulunan
hidroklorotiazid; hipertansiyon tedavisinde ilk siralarda tercih edilen tiazid
ditiretiklerdendir. Tiazid diiiretikleri etkilerini Ozellikle distal tubul iizerinde
gostermektedirler ve kan basincin1 sodyum ve su atilimini artirarak diisiirmektedirler.
Ileri yastaki veya siv1 acig1 olan hastalar disinda postural hipotansiyon nadiren ortaya
cikmaktadir. Tiazid diliretikler sodyum ve su tutulumuna neden olan diger
antihipertansiflerin (Ornegin hidralazin) bu etkilerini dengelemektedirler. Bu yiizden
tiazidlerin B-blokerler ve ACE inhibitorleri gibi diger antihipertansiflerle kullanilmalari

yararli olmaktadir.

Tiirk ilag piyasasinda; anjiyotensin II reseptdr antagonistlerinden olan telmisartan’in
tek basmna iki adet ve hidroklorotiazid ile ikili kombinasyolarini igeren iki adet

farmasdtik preparat olarak Tiirkiye ilag¢ piyasasinda satilmaktadir.



Telmisartan oral yolla etkili ve spesifik bir anjiyotensin II  reseptor (tip AT)
antagonistidir. Telmisartan, anjiotensin II'nin bilinen etkilerinden sorumlu olan AT;
reseptor alt tipine yiiksek egilim ile baglanarak, anjiotensin II’nin yerine
gecer. Telmisartan AT, reseptoriinde herhangi kismi bir agonist aktivite gostermez.
Telmisartan segici olarak AT reseptoriinii baglar. Baglanma uzun siirelidir. Telmisartan
AT, ve diger AT reseptorlerine baglanma egilimi gostermez. Bu reseptorlerin
fonksiyonel rolleri bilinmemektedir. Telmisartan, plazma aldosteron seviyelerini
diigiiriir. Telmisartan insan plazma reninini inhibe etmez . Insanda, 80 mg’lik telmisartan
dozu anjiyotensin II tarafindan uyarilmis kan basinci artisini neredeyse tamamen inhibe
eder. Inhibitor etki 24 saat korunur ve 48 saate kadar hala 6lgiilebilir. Telmisartanin ilk
dozundan sonra, antihipertansif aktivite 3 saat i¢inde kademeli olarak goriilebilir hale
gelir. Antihipertansif etki doz sonrasindaki 24 saat boyunca sabit kalir ve ambiilator kan
basinci dl¢iimlerinden elde edilen bilgilere gore bir sonraki dozdan onceki 4 saati de
kapsar. Hipertansiyonlu hastalarda telmisartan hem sistolik hem de diyastolik kan

basincini nabiz hizin1 degistirmeksizin diistirtir.

1.2. Hidroklorotiyazid

1.2.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikler

HN \S// Oy O
/y ~
o NH
cl N)VD
H D

Sekil 1.3. Hidroklorotiyazidin agik formiilii

Molekiil Formiili: C7H8CIN3O4S4

Molekiil agirligi: 297.7



Agik formiilii: 6-kloro-3,4-dihidro-2H-1,2,3-benzotiyadiazin-7-siilfonamit
1,1-dioksit

Elementel Analizi: %28.24 C, %2.71 H, %11.91 CI, %14.11 N, %21.49 O, %21.54 S

Erime Noktast: 273-275 °C

Hidroklorotiyazid beyaz veya beyaza yakin renkte, kokusuz veya c¢ok az kokulu
kristalize bir tozdur. Suda hafif veya c¢ok hafif ¢oziiniir; alkol, aseton , dimetilformamid,
n-butilamin ve alkali hidroksitte ¢oziiniir; eter, kloroform ve seyreltik mineral asitlerde

¢Oziinmez.

1.2r 1
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Sekil 1.4. Hidroklorotiyazid’in (9 pg/mL) methanol igerisindeki absorbsiyon spektrumu.

1.2.2. Farmakolojik ozellikleri

Hidroklorotiyazid bir tiyazid diiiretigidir. Tiyazid diiiretiklerinin antihipertansif etki
mekanizmas: tam olarak bilinmemektedir. Tiyazidler elektrolit geri emiliminin renal

tiibliler mekanizmasini etkileyerek sodyum ve kloriiriin yaklasik olarak esit miktarlarda



atilmasimni dogrudan etkilerler. Hidroklorotiyazidin diiiretik etkisi plazma hacmini
diisiiriir, plazma renin aktivitesini arttirir, ardindan {iriner potasyum ve bikarbonat
kaybinda artiglara yol agarak aldosteron salgilanmasini arttirir ve serum potasyumu

diistiriir.

1.3. Telmisartan ve Hidroklorotiyazid i¢cin Yapilmis Analiz Yontemleri
1.3.1. Telmisartanin Miktar Tayini I¢cin Uygulanan Yéntemler

1.3.1.1. Spektrofotometri

Bebawy ve ark. (2005) farmasdtik preparatlardaki telmisartan ve hidroklorotiyazidin
miktar tayinleri icin dort analitik yontem gelistirmislerdir. Bu yoOntemler tiirev
spektrofotometri, spektrum oranlar1 tiirev yontemi, ince tabaka kromatografi (ITK) ve
spektroflorimetridir. Tiirev yontemiyle karigimdaki telmisartan ve hidroklorotiyazid
analizi i¢in sirastyla 241.6 ve 227.6 nm dalga boylarindaki tlirev absorbans degerlerinin
Olciimleri kullanilmigtir. Spektrum oranlan tiirev yonteminde telmisartan igin 242.7
nm’de ve hidroklorotiyazid i¢in 274.9 nm’deki sinyal genlikleri kullanilarak
kalibrasyonlar elde edilmistir. Iki etkin maddenin ITK ile ayrimindan sonra sirasiyla
telmisartan ve hidroklorotiyazid i¢in 295 ve 225 nm’deki dansiyometrik dlgiimler ile
miktar tayinleri gerceklestirilmistir. Spektroflorimetrik olarak yalnizca karisimdaki

telmisartan’in analizi gergeklestirilmistir.

Misirhioglu  (2006), yaptigi yiiksek lisans tez calismasinda telmisartan ve
hidroklorotiyazidin ayn1 anda miktar tayinleri i¢in tiirev ve spektrum oranlari tiirev
yontemlerini uygulamistir. Calismada yapay karigimlarda basarili sonuglar elde edildigi
halde yontemlerin farmasotik preparatlara uygulamasinda yapay karisimlar igin elde

edilen sonuglar kadar basarili sonuglar alinamadigi belirtilmektedir.



1.3.1.2. Yiiksek Basin¢ch S1ivi Kromatografisi (YBSK)

Nie, J.,, ve ark (2005), insan plazmasi ve idrarinda  anjiotensin II reseptor
antagonistlerinin kat1 faz mikroektraksiyon i¢in bir poli monolitik kapiler (metakrilik
acit-etilen glikol dimetakrilat, MAA-EGDMA) kulanmiglardir. YBSK yontemi foresans
dedeksiyon ile kandesartan, losartan, irbesartan, valsartan, telmisartan miktar tayinlerin
uygulanmustir. Bu bilesikleri i¢in yakalama sinirt sirasiyla insan plazmasinda ve idrarda

0.1-15.3 ng/mL and 0.1-15.2 ng/mL olarak bulunmustur. Yontemin uygulamasinda
dogrusal konsantrasyon c¢alisma aralig1 telmisartan i¢in 0.5-200 ng/mL, kandesartan ve
irbesartan icin 5-2000 ng/mL, valsartan i¢in 10-2000 ng/mL ve losartan i¢in 50-5000

ng/mL olarak verilmistir.

Shen, J., ve ark (2005), insan plazmasindaki telmisartan miktarinin tayini icin YPSK
yontemi gelistirmigler, i¢c standart olarak Naproksen kullanmislardir. Yontemin
uygulamasinda g¢aligma araliklart 0.5-1000.0 ng/ml olarak saptanmistir. Gelistirilen

yontemin farmakokinetik ¢aligmalara i¢inde basariyla uygulanmaistir.

Torrealday, N., ve ark (2003), tarafindan yapilan bir ¢alismada telmisartanin idrarda
miktar tayini i¢in kromatografik sartlarin optimize edildigi YBSK yoOntemi
kullanilmigtir. Calismada Novopak C;g kolonu, hareketli faz olarak asetonitril-fosfat
tamponu (45:55, h/h) ve akis hiz1 0.5 ml/dk olarak verilmektedir. Kromatografik tayin
floresans detektor ile 305 nm deki uyarma ve 365 nm deki emisyon Olgiilerek

gerceklestilmistir.

1.3.1.3 Kapiller Elektroforez

Hillaert ve ark (2003) telmisartan ile birlikte alt1 anjiyotensin-II-reseptor antagonistleri
(ARA-II) ve hidroklorotiyazidin (HCT) miktar tayinleri icin kapiler zon elektroforez
(KZE) ve misel elektrokinetik kapiler kromatografi (MEKK) yontemleri
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gelistirmiglerdir. Calismada MEKK yonteminin HCT ve ARA-II karigimlarinin
analizinde daha basarili sonuglar verdigi ifade edilmektedir. Her iki ydntemin

uygulamasinda validasyon parametrleri kullanilarak yontemler valide edilmistir.

Zhang, M., ve ark (2006), yaptiklar1 bir ¢alismada insan idrarlarindaki anjiotensin II
reseptor antagonistlerin kantitatif analiz i¢in Kapiller zon elektroforez yoOntemi
uygulamislardir. Yontemde poli monolitik kapiller kullanmislardir. Yontemde alt tayin
smirint 15-20 ng/ml olarak saptamiglardir. Dogrusal ¢alisma araligi  0.08-3.00 pg/ml

olarak verilmektedir.

Hillaert, S., ve ark. (2002) , kandesartan, irbesartan, losartan, telmisartan , eprosartan ve
valsartan gibi anjiotensin II reseptdr antagonistleri icin kapiller zon elektroforez
yontemiyle optimizasyon ve validasyon islemleri yapmiglardir. Yontemde 60 mM

sodyum fosfat tamponu (pH=2) kullanmiglardir.

Gonzales, L., ve ark. (2002), telmisartan ile birlikte losartan, irbesartan, valsartan,
telmisartan ve eprosartan ( anjiotensin II reseptor antagonistler) ve metabolitleri igin
kapiller zon elektroforez yontemi gelistirmislerdir. Yontemin uygulamasinda optimal
kosularin saptanmasi igin kesirli faktoriyel tasarim ve merkezi bilesen tasarimi
kullanilmistir. Yontemde uygulanmasinda % 5 metanol varliginda 5 mM ‘lar potasyum

di hidrojen fosfat ve borik asit (25:75 h/h) (pH=5) kullanmislardir.

1.3.1.4. Spektrofluorimetri

Cagigal E., ve ark. (2001), tarafindan losartan, irbesartan, valsartan, kandesartan,
telmisartan ve kandesartan metaboliti olan kandesartan M1 ‘in asit-baz denge sabitleri

(pKa) spektrofluorimetrik olarak tayin edilmistir.
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1.3.1.5. Sivi kromatografisi-Kiitle spektrometrisi

Chen ve ark. (2005) insan plazmasinda telmisartanin hizli tayini i¢in sivi kromatografi-
kiitle spektrometrisi yoOntemini gelistirmiglerdir. Calismada 0.1 mL plazmadaki
proteinler 6nce metanol ile ¢oktiiriilmiistiir. Sonra santrifiij ederek plazma proteinlerini
ayirmiglardir ve metanol kuruluga kadar ugurulmustur. Numune tekrar hareketli faz
olarak kullanilan asetonitril, 10 mM amonyum asetat (42:58, h/h) ve % 0.2 asetik asit
karisiminda ¢oziilmiistiir. Telmisartan ve internal standart olarak kullanilan valsartan’in
kromatografik ayrimi, Hypersil-Keystone C;s ters faz kolonu ve 0.2 mL / dak akis hiz1
ile yukarida belirtilen hareketli faz kullanilarak gergeklestirilmistir. Daha sonra dl¢timler,
pozitif segici iyon gdosterim modunda elektrosprey iyon kaynagiyla yapilmistir.

Telmisartan i¢in tayin sinir1 olarak 1 ng/mL bulunmustur.

1.3.2. Hidroklorotiazid Miktar Tayini icin Uygulanan Yontemleri

1.3.2.1. Spektrofotometrik Yontemler

Salem ve ark. (1991) hidroklorotiazid-spironolakton, hidroklorotiazid-kaptopril,
hidroklorotiazid-furosemid karisimlarini igeren farmasdtik preparatlarda bu etken
maddelerin  ayn1t anda  miktar tayinlerini  tiirev  spektrofotometrisi  ile

gerceklestirmiglerdir. Bu tayinde 1. ve 2. tiirev yontemleri kullanilmustir.

Belal ve ark. (1986) alt1 benzotiadiazini tayin etmek icin (klorotiazid, hidroklorotiazid,
triklorometiazid, benztiazid, bendroflumetiazid, metilklotiazid) bu maddeleri hidroliz
ederek kuvvetli alkali ortamda etilasetoasetat ile giftlestirmisler ve sar1 renkli bilesikler
olusturmuslardir. Bu reaksiyon sonucunda olusan renkli bilesiklerin maksimum
absorbans verdikleri dalga boyunda adi gegen etken maddelerin spektrofotometrik

tayinlerini gerceklestirmislerdir.
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Bebawy ve ark. (1997) yaptiklart bir ¢alismada farmasotik tabletlerde bulunan
hidroklorotiazid’in bozunma f{iriinleri yaninda miktar tayini i¢in spektrofotometrik olarak
278.8 nm’de 1. ve 254.4 nm’de 2. tiirev yontemini gelistirmislerdir. Calismada basarili

sonugclar elde edilmistir.

Prasad ve ark. (1997) metoprolol-hidroklorotiazid ve propranolol karigimlarini igeren
farmasotik preparatlarda bu etken maddelerin miktar tayinlerini 1. ve 2. tiirev
yontemlerini  kullanarak gerceklestirmislerdir. Bu c¢alismada bilesenlerin tiirev
spektrumlarinda sifir noktalar1 birbirine ¢ok yakin oldugundan bu durumu ortadan
kaldirmak i¢in kompensasyon teknigi kullanmislardir. Bu tayinlerde ¢aligma araligi 1.
seri hidroklorotiazid i¢in 5-10 pg/mL, propranolol i¢in 5-15 pg/mL, 2. seride 6,25
pg/mL hidroklorotiazid sabit olmak kaydiyla propranolol i¢in 5-15 pg/mL araligindadir.
Bu iki serinin tiirev absorbans degerleri kullanilarak hidroklorotiazid ve propranololun
miktarlarin1 tayin edilmislerdir. Hidroklorotiazid ve metoprolol karisiminda ise
hidroklorotiazid i¢in 5-10 pg/mL ve metoprolol i¢cin 40-60 pg/mL konsantrasyon

araliginda ¢aligmislardir.

Banoglu ve ark. (2000) yaptiklar1 calismada tabletlerdeki benazepril hidrokloriir ve
hidroklorotiazidin spektrofotometrik olarak miktar tayinlerini yapmiglardir ve sonuglari
YBSK yontemi ile dogrulamislardir. Bu c¢alismada 249 nm’ye karsilik gelen
dalgaboyunu absorbans oranlart metodunda izosbestik nokta olarak se¢misler, 239/249
nm’deki absorbans oranini benazepril i¢in ve 269/249 nm’deki absorbans oranlarmi
hidroklorotiazidin regresyon denklemlerinin hesaplanmasi i¢in kullanmiglardir.
Kullandiklar1 diger spektrofotometrik yontem 236 ve 269 nm’de her iki etken madde

icin Vierordt yontemidir.

Kartal ve Erk (1999) yaptiklar1 bir spektrofotometrik calismada hidroklorotiazid ve
amiloridi tayin etmek i¢in spektrum oranlan tiirev yontemini kullanmislardir. Bu

analizde spektrum oranlarinin 1. tiirevinde karisimdaki hidroklorotiazid igin 285,7
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nm’de ve amilorid i¢in 302,5 nm’deki analitik sinyalleri kullanarak maddelerin tayini
yapilmistir. Ayrica bu etken maddelerin miktar tayinlerini YBSK yoOntemi ile

dogrulamislardir.

Erk ve Onur (1997) tabletlerdeki benazepril ve hidroklorotiazidin miktar tayinleri igin
iki spektrofotometrik yontem kullanmiglardir. Bunlardan birincisi olan 1. tiirev
spektrofotometride benazepril hidrokloriir i¢in 260,7 nm’deki ve hidroklorotiazid i¢in
239,8 nm’deki tiirev absorbans degerlerini dlgerek bu etken maddelerin miktarlarimi
tayin etmislerdir. Ikinci yontem olarak absorbans oranlar1 yontemini 264, 258,3, ve
236,4 nm’ye karsilik gelen dalga boylarin1 kullanarak benazepril HCI ve

hidroklorotiazidin miktar tayinlerini gergeklestirmislerdir.

El-Yazbi ve ark. (1999) yaptiklar1 bir ¢alismada hidroklorotiazid ve benazeprili iceren
farmasotik preparatlarda bu etken maddelerin miktar tayinlerini tiirev spektrofotometri
yontemi ile gerceklestirmislerdir. Bu ¢alismada geri kazanim degerleri hidroklorotiazid
icin 0,84 standart sapma ile % 100,2 ortalama ve benazepril i¢in 0,78 standart sapmayla

% 99 ortalama bulmuslardir.

Panderi (1999) farmasotik tabletlerdeki hidroklorotiazid ve benazepril hidrokloriiriin
ayni anda miktarlarin1 tayin etmek i¢in 2. dereceden tiirev spektrofotometriyi
kullanmistir. Bu ¢alismada hidroklorotiazid varliginda benazepril hidrokloriiriin miktar
tayinini 253,6 ve 282,6 nm’deki 2. dereceden tiirev absorbans degerlerini Olgerek,
hidroklorotiazidin miktar tayinini ise 282,6 nm’deki 2. dereceden tiirev absorbans
degerlerini  kullanarak gerceklestirmistir. Dogrusal ¢alisma arali§i, benazepril
hidrokloriir i¢in 14,8-33,8 ug/mL ve hidroklorotiazid i¢in 18,50-42,20 pg/mL’dir. Bu
tayinlerde bagil standart sapma degeri % 1,43 den diisiik bulunmustur.
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Erk (1999) iki bilesenli karisimlarda hidroklorotiazid, spironolakton, ramiprilin miktar
tayinlerini spektrum oranlari tlirev ve Vierordt yontemleri ile yapmistir.
Hidroklorotiazid—ramipril karigimini igeren tabletlerde hidroklorotiazid i¢in 0,8 ve
ramipril i¢in 0,7 standart sapma ile Vierordt yontemini, hidroklorotiazid icin 0,3 ve
ramipril i¢in 0,9 standart sapma ile spektrum oranlar tiirev yonteminin uygulanabildigi
goriilmektedir. Hidroklorotiazid—spironolakton karigimini igeren tabletlerde Vierordt
yontemi ile hidroklorotiazid i¢in 0,7, spironolakton i¢in 1,1 standart sapma ve spektrum
oranlar1 tiirev spektrofotometrisi ile hidroklorotiazid i¢in 0,5 ve spironolakton i¢in 0,9

standart sapma ile tayinleri gerceklestirmistir.

Abdine ve ark. (1978) hidroklorotiazid ve rezerpini igeren kombinasyonlarda bu
maddeleri tayin etmek i¢in iyot ile bir yilik transferi yontemini ve diferansiyel

spektrofotometrik yontemleri kullanmislardir.

Carlucci ve ark. (1993) yaptiklar1 bir ¢alismada tabletlerdeki enalapril maleat ve
hidroklorotazidin ayni anda miktar tayinini tiirev spektrofotometrisi ile yapmislardir.
Tayinlerini yaklasik % 2 bagil standart sapma ile gergeklestirmislerdir ve elde ettikleri

sonuglart YBSK yontemi ile karsilastirmiglardir.

Bedair ve ark. (1986) hidroklorotiazidi hidralazin hidrokloriir ve propranolol ile birlikte
iceren formiilasyonlardaki miktar tayinlerini 2. tiirev spektrofotometri yontemi ile
yapmislardir. Bu tayinde hidroklorotiazid igin 2. tiirev absorbans degerlerinin 250 nm’de
ve hidralazin hidrokloriir i¢in 317 nm’deki 2. tiirev absorbans degerlerinin ol¢iimii ile
elde edilen kalibrasyonlar kullanilmistir. Bu ¢alismada iki ayr1 karisim i¢in geri kazanim
degerleri sirastyla hidralazin hidrokloriir igin % 0,8 bagil standart sapma ile % 100,6,
hidroklorotiazid i¢in % 0,4 bagil standart sapma ile % 100,6 ve propranolol i¢in % 0,6

bagil standart sapma ile % 99,4 degerlerini elde etmisglerdir.
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Erk ve Onur (1996) tabletlerdeki silazapril ve hidroklorotiazidi iki spektrofotometrik
yontem ile tayin etmislerdir. Tiirev spektrofotometrisinde 242,8 nm’de dlgiilen tiirev
absorbans degerlerini silazaprilin tayini i¢in ve 282,8 nm’de Olgiilen tiirev absorbans
degerlerini hidroklorotiazidin tayini i¢in kullanmislardir. Bu metodun uygulanmasinda
bagil standart sapma degerleri silazapril i¢in % 0,77 ve hidroklorotiazid i¢in % 0,24
olarak hesaplamiglardir. Absorbans oranlar1 yonteminde bu maddelerin tayini i¢in 210,4

nm, 250,2 nm ve 270,6 nm dalga boylarin1 kullanmislardir.

Saglik ve ark. (2001) tabletlerde bulunan hidroklorotiaizd ve fosinoprili 4. tiirev
spektrofotometrisi ile tayin ederek sonuglarit YBSK yontemi ile dogrulamislardir. Bu
caligmada fosinoprilin i¢in 217,7 nm’de ve hidroklorotiazid i¢in 227.9 nm’de 6lgiilen 4.

tiirev absorbans degerleri kullanilarak kalibrasyon grafikleri hazirlamiglardir.

Magri ve ark. (1995) yaptiklar bir ¢alismada hidroklorotiazid ve fosinoprilin ayni1 anda
miktar tayinlerini multiwavelenght UV spektrofotometri yontemi ile yapmislardir. Bu

caligmada optimum dalga boyu aralig1 olarak 210-240 nm araligin1 se¢mislerdir.

Satana ve ark. (2001) tabletlerdeki valsartan ve hidroklorotiazidin miktar tayinlerini 1.
tirev spektrofotometri ile gerceklestirerek YBSK yontemi ile dogrulamiglardir. Bu
yontemde valsartan ve hidroklorotiazid i¢in sirasiyla 270,6 nm ve 335 nm’deki tiirev

absorbans degerlerini kullanmislardir.

1.3.2.2. Yiiksek Basin¢ch S1ivi Kromatografisi (YBSK)

Christophersen ve ark. (1977) hidroklorotiazidin miktar tayinini serumda % 15 metanol
cozeltisini  hareketli faz olarak ve Sephadex G-15 kolonunu kullanarak

gergeklestirmistir.
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Papadoyannis ve ark. (1998) hidroklorotiazid igeren farmasotik preparatlarda ve insan
serumunda bu etken maddenin miktarinin tayinini kat1 faz ekstraksiyonundan sonra
asetonitril ve asetik asit (% 1’lik) (20:80) mobil fazin1 kullanarak UV - goriiniir alan

dedektorii ile 270 nm’de gergeklestirmislerdir.

Azuyama (1990) yaptig1 g¢aligmada insan plazmasindaki hidroklorotiazidin miktar
tayinini % 1’lik glasiyal asetik asit ve % 0,035°lik trietilen amin igeren asetonitril ve
0,07 M heptan siilfonik asitin sodyum tuzunu (18:82) karigimin1 hareketli faz olarak, 2

cm X 4,6 mm [.D Cs kolonunu kullanarak basarmislardir.

Koopmans (1984) ¢alismasinda plazma ve idrarda bulunan hidroklorotiazidin miktar
tayinini 0,01024 M tetrabiitil amonyum hidrojen stilfat ve 0,00976 M hidroksimetil
aminometan igeren metanol-su (20:80) karisimin1 hareketli faz olarak kullanarak
paslanmaz ¢elik (15 cm X 4,6 mm L.D) kolon ve UV dedektdr ile 272 nm’de
yapmuglardir.

Ouyang ve ark. (1998) hidroklorotiazidi farmasdotik preparatlarda tek basina ve amilorid
ve lisinopril ile birlikte karisimlarinda bu etken maddeleri tayin etmek icin Ce (IV)’iin
kimyasal 151k veren reaksiyonunu takiben fluoresans dedektor kullanarak YBSK ile

tayinini gerceklestirmislerdir.

Weinberger ve Pietrantonio (1983) Amerika’da yaptiklar1 bir ¢aligmada kan serumunda
hidroklorotiazidi tayin etmek i¢in pH: 5 olan 0,05 M tetrabiitil amonyum hidroksit ile
0,01 M fosfat tamponda % 20 asetonitrili ¢Oziicii sistemini hareketli faz olarak
kullanmislardir. 50-1000 ng/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan kalibrasyon grafigi

ile bu etken maddenin miktar tayinini gerceklestirmislerdir.
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Shaikh ve ark. (1998) dana siitiinde bulunan klorotiazid ve hidroklorotiazidin miktar
tayini i¢in 0,05 M ve pH: 3 olan potasyum fosfat tamponunda (1:1, h/h) ile asetonitril
tetrahidrofurandan ibaret olan ¢oziicii sistemini hareketli faz olarak kullanmistir. Bu
etken maddelerin miktar tayini 225 nm’de dalgaboyu degisebilen dedektor yardimi ile
hidroklorotiazid ve klorotiazid i¢in korelasyon katsayisinin karesi 0,995 olan lineer

regresyon denklemleri kullanilarak gergeklestirmislerdir.

Cooper ve ark. (1976) insan serumu ve idrardaki hidroklorotiazidin miktarmi tayin
etmek i¢in Bondapak Cg kolonu ve metanol - 0,01 M sodyum dihidrojen fosfati
hareketli faz olarak ve 271 nm’de UV dedektorii kullanmiglardir.

Richter ve ark. (1996) 1996’da Almanya’da yaptiklar1 bir ¢calismada insan serumundaki
hidroklorotiazidi ters faz C;s kolonu ve fosfat tamponu-asetonitril (90:10) c¢dziicii

sisteminden meydana gelen hareketli faz ile ayrim yaparak miktarini tayin etmislerdir.

Shiu ve ark. (1986) idrarda bulunan hidroklorotiazidin miktar tayinini YBSK
yontemiyle yapmislardir. Bu miktar tayininde deiyonize su—metanol-tetrahidrofuran

(88:10:2) karisimindan olusan ¢oziicii sistemini hareketli faz olarak kullanilmstir.

Alton ve ark. (1986) insan idrarinda bulunan hidroklorotiazidin miktar tayinini
triklorometiazidi i¢ standart olarak ve 280 nm’de pBondapak Phenyl kolonu kullanarak
hidroklorotiazidin 0,5-50 pg/mL ¢alisma araliginda 5 pg/mL triklorometiazid varliginda
(i¢ standart) basarmislardir.

1983 yilinda Japonya’da yapilan bir ¢calismada (1984) diiiretik tiazidlerin biyofarmasoétik
caligmalart  kapsaminda plazmada, idrarda, kan hiicrelerinde ve safrada

hidroklorotiazidin miktar1 YBSK yontemiyle tayin edilmistir.
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Hitscherich ve ark. (1987) yaptiklar1 bir ¢aligmada tabletlerdeki hidroklorotiazidi ve
propranololii YBSK yontemiyle tayin etmislerdir. Bu maddelerin miktar tayini i¢in
siyanopropil silan kolon ve asetonitril - 0,05 M pH: 3 olan amonyum fosfat (15:85, h/h)
tastyici fazi ve 280 nm’de UV dedektorii kullanilmustir.

Domingo ve ark. (1992) Spherisorb ODS-2 analitik C;g kolonunu ve hareketli faz olarak
pH: 6,9 olan 0,05 M SDS (sodyum dodesil siilfat) - % 5 metanol karisimini kullanarak
hidroklorotiazid basta olmak {izere diliretiklerin idrarda miktar tayinlerini

gerceklestirmislerdir.

Fett ve ark. (1991) yaptiklar1 bir calismada biyolojik sivilarda hidroklorotiazidin tayinini
Pinkerton™ ISRP, Hisep'™ ve Hypersil C;z YBSK kolonlarini kullanarak YBSK ile
basarmislardir. Ug kolon igin de 0,3 — 100 pg/mL ¢alisma araliginda iyi bir dogrusallik

ve % 98 - % 102 geri kazanimla iireden ilacin tayinini yapmislardir.

De Croo ve ark. (1985) tabletlerdeki hidroklorotiazid ve amilorid hidrokloriiriin ayn
anda miktar tayinlerini C;g kolonunu kullanarak YBSK ile basarmislardir. Bu ¢aligmada
50 uM propilamin iceren asetonitril — 0,1 M fosfat tamponunu (pH: 3) (15:85) ¢oziicii
sistemini hareketli faz olarak kullanmiglardir. Yaptiklart geri kazanim c¢alismasinda
amilorid hidrokloriir i¢in % 100,9 ve % 1,6 bagil standart sapma, hidroklorotiazid i¢in %
101,9 ve % 0,9 bagil standart sapma ile elde etmislerdir.

Panderi ve ark. (1999) farmasotik preparatlardaki hidroklorotiazid ve benazepril
hidrokloriiriin miktarlarini tayin etmek i¢in yaptiklar1 bir kromatografik ¢alismada Cis
mikro — bore analitik kolonunu ve 0,025 M NaH,PO. (pH: 4,8) ile asetonitril (55:45)
karistmin1  hareketli faz olarak kullanmiglardir. Bu etken maddelerin tayininde
kalibrasyon grafiklerinin benazepril hidrokloriir i¢in 5 — 20 pg/mL ve hidroklorotiazid

icin 6,2 — 25 pg/mL araliginda dogrusal oldugunu bulmuslardir. Bu analiz isleminde
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tayin limitleri benazepril hidrokloriir i¢in 0,88 pg/mL ve hidroklorotiazid i¢in 0,58

pg/mL’dir.

Shetkar ve Shinde’nin (1997) yaptiklar1 ¢calismada hidroklorotiazid ve enalapril maleat
iceren karigimlarda bu etken maddelerin miktar tayinlerini p Bondapak C;s kolonu, 1
mlL/dak akis hizinda 0,025 M fosforik asit (pH: 3)-asetonitril (84:16) karisimini hareketli
faz olarak kullanarak gergeklestirmislerdir. Bu tayinde geri kazanim degerleri enalapril

maleat i¢cin % 99,74 ve hidroklorotiazid i¢in %99,69 olarak hesaplanmustir.

Stewart ve Clark (1986) yaptiklar1 calismada guanetidin ve hidroklorotiazid
karigimlarinda bu iki etken maddeyi tayin etmek i¢in 0,02 M sodyum pentan siilfonat
iceren asetonitril ve 0,05 M NaH,PO, (30:70) karistmin1 hareketli faz olarak
kullanmiglardir. Analizi oktadesilan kolonu ve elektrokimyasal dedektor ile

gergeklestirmislerdir.

Carlucci ve ark. (2000) yaptiklar1 ¢alismada tabletlerdeki valsartan ve hidroklorotiazidin
miktar tayinlerini 5-10 pg/mL valsartan i¢in ve 0,5-2,0 pg/mL hidroklorotiazid igin
kullanilan c¢alisma araliklarinda YBSK yontemi ile yapmislardir. Bu analizde ters faz
Hypersil ODS kolonu ve asetonitril-asetat tamponu (0,1 M, pH: 49) (40:60) karisimini

tasiyici faz olarak kullanmiglardir.

Sasa ve ark. (1988) tablet formiilasyonlarinda atenololiin hidroklorotiazid ve
klortalidonla olan iki bilesenli karisimlarinda bu etken maddeleri YBSK yontemi ile
tayin etmislerdir. Bu yontemde 1 mM amonyum asetat ve 2 mM oktansiilfonik asitin
sodyum tuzunun asetonitrildeki ¢ozeltisini hareketli fazi ve LC-8-DB kolonunu

kullanmislardir.
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Argekar ve Sawant (2000) yaptiklar1 bir c¢alismada hidroklorotiazid ve losartan
potasyumu tabletlerden analiz etmek i¢in ters faz ve se¢imli YBSK yontemini

kullanmislardir.

Fatmi ve ark. (1990) farmasotik preparatlarda bulunan hidralazin hidrokloriir ve
hidroklorotiazidin miktar tayinini 254 nm’de UV dedektoér ve su-dibutilamin fosfati
hareketli faz olarak kullanarak yapmuglardir. Yaptiklar1 geri kazanim g¢alismasinda
hidralazin hidrokloriir i¢in % 1,3 bagil standart sapma ile % 98,9 ve hidroklorotiazid i¢in

% 1,1 standart sapma ile % 98,8 degerlerini bulmuslardir.

Atay ve ark. (2001) farmasotik preparatlarda bulunan hidroklorotiazid ve silazaprilin
miktar tayinini YBSK yontemi ile yapmislardir. Bu ¢alismada metanol-fosfat
tamponundan ibaret hareketli fazinda secimli olarak bu etken maddelerin ayrimini
gerceklestirmiglerdir.  Sabit faz olarak Lichrospher 100 RP-18¢ kolonunu

kullanmiglardir.

Ozkan (2001) yaptig1 bir kromatografik calismada tabletlerde ve insan serumunda
bulunan losartan potasyum ve hidroklorotiazidin miktar tayinlerini YBSK yontemi ile
yapmustir. Bu ¢alismada ters faz C;s kolonununu ve 0,01 M KH,;POs—asetonitril (65:35)
karistmmi1 pH’sim1 H;PO4 ile 3’e ayarlayarak hareketli faz olarak kullanmustir.
Uygulanan yontemin yakalama limiti ve tayin limitlerini sirasiyla losartan potasyum i¢in
1,02 ng/mL ve 3,39 ng/mL ve hidroklorotiazid i¢in 4,49 ng/mL ve 14,96 ng/mL olarak

bulmustur.

Ozkan ve ark. (2001) hidroklorotiazid ve fosinopril sodyumu iceren tabletlerde bu etken
maddelerin miktar tayinlerini YBSK ydntemi ile bagarmislardir. Bu analiz yonteminde
ters faz C3 kolonu, % 10’luk fosforik asit ¢cozeltisiyle pH’s1 4’e ayarlanmig metanol—su

karisimini (40:60) hareketli faz olarak kullanmislardir.
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1.3.2.3. Kemometri

Ding (2002) yaptig1 kemometrik ¢alismada farmasotik tabletlerdeki hidroklorotiazid ve
benazepril hidrokloriirii tayin etmek i¢in {ic kemometrik kalibrasyon yontemi (CLS, ILS,
PCR) kullanmistir. Bu kalibrasyonlar i¢in ¢aligma araligi 0 — 22 pg/mL hidroklorotiazid
ve 0-36 pug/mL benazepril hidrokloriirii igeren farkli konsantrasyonlarda kalibrasyon seti
hazirlanarak 220-350 nm spektral aralikta 24 noktada (dalga boyunda) absorbans
Olgtimleri ile hazirlanmistir. Kalibrasyonlari hidroklorotiazid ve benazepril

hidrokloriiriin karisimlarina uygulamustir.

Ding¢ ve Baleanu (2002) yaptiklar1 bir caligmada tabletlerdeki hidroklorotiazid ve
silazaprilin miktar tayinini CLS, ILS, PCR ve PLS kalibrasyon yontemleri ile
gergeklestirmislerdir. Bu miktar tayininde 210-290 nm araliginda 4’er nm araliklarla 15
dalga boyunda hazirlanan kalibrasyon seti i¢in 6lglimler alarak olusturulan kemometrik
yontemler yapay karigimlara ve tabletlere uygulanmistir. Analiz sonuglarinda
hidroklorotiazid i¢in 0,20 ve silazapril i¢in 0,15’den daha kii¢iik standart sapma ile

sonuglar bulunmustur.

1.3.2.4. Kapiller Elektroforez

Gonzalez ve ark. (1996) karisimlardaki bes diiiretik ilag maddesinin (amilorid,
triamteren, bendroflumetiazid, bumetanid) miktar tayinini kapiller elektroforez
yontemiyle bagarmislardir. Bu c¢alismada dort ilacin ayrimi pH: 5’de gergeklestirilerek

floresans dedektor kullanmislardir.

1.3.2.5. Polarografi

Martin ve ark. (1999) farmasotik formiilasyonlarda amilorid ve hidroklorotiazid’in

miktar tayinlerini diferansiyel puls polarografi yontemini kullanarak kismi en kiigiik
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kareler metodu ile hazirladiklar1 kalibrasyonlar ile yapmislardir. Bu yontemin
uygulamasinda dogrusal calisma araligimi amilorid igin 2,4x10° — 8,0x10° M ve

hidroklorotiazid i¢in 8,0x107 — 3,2x10™* M olarak bulmuslardir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Spektrofotometri

Spektrofotometrik yontemler madde ile 1518in etkilesmesine dayanmaktadir. Isik ile
madde arasindaki etkilesmeden yararlanilarak gergeklestirilen analiz yontemleri, az
analiz materyali gerektirmesi, segiciligi ve dogruluk derecesinin yiiksek olusu nedeniyle

analitik amaglar i¢in sik¢a kullanilmaktadir .

Bu yontemlerden biri olan spektrofotometri, 151k enerjisinin absorbsiyonuna dayali bir
yontemdir. Isik ise elektromanyetik bir radyasyondur ve frekansi (v) veya dalga boyu (L)
ile karakterize edilir. Enerji ise:

E=hv (1) veya E=h.c/A 2)
formiilleriyle ifade edilir (h (plank sabiti) = 6.62x10*"erg.s ve c=3x10'cm/s).
Bu esitliklere gore 15181n dalga boyu biiylidiikge enerjisinin azalmasina karsilik dalga

boyu kiiciildiikge enerjisi artar.

Isik; atom ve molekiiller tarafindan absorbe edilebilir. UV ve goriiniir alandaki 15181n

absorbsiyonu molekiilii olusturan atomlarin bag elektronlar ile ilgilidir.

Absorbe edilen enerji kuanthidir ve elektronlarin diisiik enerjili orbitallerden (temel hal)
daha yiiksek enerjili orbitallere (uyarilmis hal) gegmesine neden olur. Ama her enerji
absorbe edilemez; ancak iki enerji seviyesi arasindaki farka esit bir enerji absorbe

edilebilir (Sekil 2.1.).

UV ve goriiniir alandaki 15181n absorbsiyonu ayni zamanda bir molekiiliin titresim ve
donme enerji seviyelerinde de degisiklige neden olur; ¢iinkii bir molekiiliin toplam

enerjisi:
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Etoplam = Eelektronik + Etitresim + Edénme + Ebtelenme

dir ve her bir elektronik enerji seviyesi ¢ok sayida titresim ve donme enerji seviyesinden

meydana gelmistir (Sekil 2.2).

Enerji T

E>

&E=E2—E 1=hv

Ej

Sekil 2.1. Enerji seviyeleri arasindaki fark

Elektronik enerji diger enerjilerden biiyiiktiir. Bu nedenle elektronik uyarilma sirasinda
titresim ve donme enerji seviyelerinde de degisme olur. Titresim ve donme enerjiler
molekiildeki atomlarm titresmesi ve molekiiliin dénmesi ile ilgilidir. Otelenme enerjisi

molekiiliin biitiiniinlin 6telenme hareketi ile ilgilidir ve en diisiik enerjili harekettir.

——=» rotasyonel
—— vibrasyonel

_ o Elektronik ( Uyarilmag)

Eo — —» rotasyonel
= — wvibrasyonel
E,y —— Elektronik (Temel)

Sekil 2.2. Molekiildeki enerji seviyeleri.

Iki temel tip molekiiler enerji ¢esidi vardir:
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i-Elektronik uyarilma: 35-150 Kcal/mol, yani kimyasal baglar seviyesinde bir enerji
(200-800 nm’deki 151k) ile gergeklesebilir. Bu olay sonucunda elektronlar daha yiiksek
enerjili orbitallere (antibag orbitalleri) ¢ikarlar. Bu gecisler sirasinda UV ve goriiniir alan
spektrumu meydana gelir.

ii-Niikleer vibrasyon: 1-15 Kcal/mol derecesinde bir enerji (2-25 mikrondaki 151k) ile

gergeklesebilir ve bu olay sonucunda infrared (IR) spektrumu meydana gelir.

Hangi spektrum bolgesinde olursa olsun belli bir dalga boyundaki 1s181n absorpsiyonu
enerjiyi absorbe etme kapasitesine sahip bir yapinin varliginin gostergesidir. Bu en
kolay, dalga boyunun diizenli olarak degistirilerek bir maddenin {izerine
diisiirilmesinden sonra, 151¢1n gegcmeden dnce ve gectikten sonraki siddetinin olglilmesi
ile belirlenir. Absorpsiyonun oldugu veya 1s18in gectigi dalga boylar1 kaydedilir.
Absorpsiyon miktarmin dalga boyunun bir fonksiyonu olarak kaydedilmesi sonucunda

“absorpsiyon spektrumu” elde edilir.

Atomlarmn elektronik uyarilmalar1 sonucunda her bir yiiksek enerjili atomik orbitale
gecise karsilik fotograf plaginda bir ¢izgi goézlenir. Bir atomda da birden ¢ok fazla
sayida atomik orbital oldugu icin bu tiir uyarilma ic¢in ¢ok sayida ¢izgiden meydana

gelen “cizgi spektrumu” goriiliir (atomik absorpsiyon spektrofotometresi).

Molekiillerde ise birden fazla sayida atom icermeleri nedeni ile absorpsiyon sonucunda
atomlar i¢in gozlenen c¢izgilerin bir araya gelmesi s6z konusudur ve bunun sonucunda

“stirekli spektrum” meydana gelir (Sekil 2.3.).
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E ] —
elektronik enerji seviyeleri
— —— vibrasyonel enerji seviyeleri
_— —— rotasyonel enerji seviyeleri
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Sekil 2.3. Siirekli spektrum (molekiildeki elektronik gecisler ve UV-gériiniir spektrum)

Isik absorbsiyonu spektrofotometrelerde Olgiiliir. Bu 6l¢iim atom, iyon veya molekiil
tizerine gonderilen 15181n siddeti (I,) ile gecen 15181n siddeti (I) arasindaki farkin 6lgiimii
seklindedir (Sekil 2.4.).

\ 4
\ 4

2

Sekil 2.4. Numune iizerine gonderilen (I,,) ve ¢ikan (I) 1s181n siddeti
(/ =15181 numune i¢inde aldig1 yol)
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Is1gin absorbsiyonunun iizerine diistiigli atom, iyon veya molekiiliin konsantrasyonu ile

orantili olarak ilk kez Lambert ve Beer tarafindan ortaya konulmustur.

Beer’e gore ayni derinlikte bir ¢ozeltiden gegen ve ¢oOzelti tarafindan absorblanan
monokromatik bir 1s1n demetinin siddeti ¢ozeltinin konsantrasyonuyla logaritmik, iistel

veya geometrik olarak azalir. Bu gercgek:
I=1,.107 3) seklinde verilir.

I, gelen 1smin siddeti, 1 ¢ozeltiyi terkeden 1simin siddeti, a ¢dzeltinin tliriine ve

monokromatik 1s1min dalga boyuna bagl bir sabit, C ise ¢dzeltinin konsantrasyonudur.

Lambert’e gore, bir ¢cozeltiden gecen monokromatik bir 151n demetinin siddeti, ¢ozelti
icinde aldig1 yolla logaritmik, {istel veya geometrik olarak azalir. Bu gergek logaritmik

olarak;

[=1,.10" 4) seklinde gosterilir.
(I = ¢ozeltinin derinligi)

Yukarida agiklanan iki kanun birlestirilerek,

I=1,.10%C (5)

denklemi elde edilir.
Burada: I = Numuneyi terk eden 15181n siddeti,

I, = Numune {izerine génderilen 15181n siddeti,

€ = Molar absorpsiyon katsayisi,

C = Absorpsiyon yapanin konsantrasyonu,

[ = Is1gin numune igerisinde aldig1 yol (cm)’dur.
Esitligin eksi logaritmasi alinirsa,

logl,/I1=E.L.C (6) olur.
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Log I, / I ye absorbans denir ve A ile gosterilir. E ise absorbtivite katsayisi olup, bu

katsay1 segilen dalga boyuna gore degisir.

A=logl,/I=E.LC (7)

Bu esitlik kisaca,
A=E.LC (8)

seklinde verilir ve bu esitlikten konsantrasyon (C) hesaplanabilir.

Bu bagmtida A degeri C’ye kars1 grafige gecirilirse egimi E./ olan bir dogru elde edilir,
ancak her zaman muntazam bir dogru elde edilemez. Boyle sapmalarin (hatalarin) ¢esitli
nedenleri olabilir. Bunlar baslica:

i) Cihazdan kaynaklanan sapmalar: Cihazdaki hatalar sunlar olabilir: Cihaza gelen
potansiyelin diizglin olmamasi, 1s1n kaynaginin iyi ¢alismamasi, dedektor sisteminin iyi
calismamasi, kagak 1smlarin olmasi, monokromatoriin (dalga boyu segicisi) hatali
olmasi, slit ayarinin iyi ayarlanmamasi vb.

ii) Kimyasal maddelerden kaynaklanan sapmalar: Olgiim yapilan ¢ozeltide meydana
gelen iyonlara ayrigsma, birlesme, kompleks olusumu, fosforesans ve fluoresans olaylari,
¢Ozeltinin pH’s1 ve ortam 1s1s1 gibi olaylar nedeniyle sapmalar gozlenir.

iii) Analizci  hatasindan ileri gelen sapmalar: Analizcinin dikkatsizligi ve
bilgisizliginden ileri gelen uygun olmayan ¢oziiciilerle ¢alismak, yiiksek absorblama
konsantrasyonlarinda c¢alismak, c¢ozelti iginde kabarciklar ve asili pargaciklarin
bulunmasi, ¢ozeltinin Slglildigii kabin kirli ve ¢izik olmasi gibi sebeplerden otiirii

sapmalar olabilir (DINC, 1996; USTUNDAG , 2003; KAYAPINAR, 2007).
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2.1.1. UV ve Goriiniir Alan Spektrofotometrisi

Goriiniir 151k toplam elektromanyetik radyasyonun ¢ok diisiik bir boliimiidiir (400-800
nm) ve insan gozii tarafindan renk olarak goriiliir. 400 nm olan alt ucunda mor renk
vardir ve gokkusagi renklerini takip ederek 800 nm olan iist sinira geldiginde kirmizi
renk gorilir. Goriiniir 151810 altindaki bolgeye (100—400 nm) “UV” boélgesi, tstiindeki
bolgeye ise (800 nm—25) “Infrared” bdlgesi adi verilir (Sekil 2.5.).

X-1smlart Yumusak Vakum  Yakin Goriiniir Yakin  Temel  Uzak

X-1ginlart - UV Uv bolge IR IR IR

1A 10 A 100A 200nm 400nm 800nm 25um 25um 400 um

Sekil 2.5. Elektromanyetik radyasyonun spektral alanlari.

Molekiillerin elektromanyetik dalgalarla, 6zellikle ultraviyole, goriiniir alan ve enfraruj
1sinlart ile uyarilmasi sonucu meydana gelen absorbsiyondan, molekiil hakkinda kalitatif
ve kantitatif bilgi edinmek miimkiindiir (Absorbsiyon spektroskopisi). UV ve goriiniir
alandaki 151k kullanildiginda bilesiklerdeki atomlarin dis elektronlari, cinslerine ve
konumlarina goére bu 15181 belli dalga boylarmi absorbe ederler ki bu o6zellik dis
elektronlarin uyarilmasina dayandigindan bu ydntem, goriiniir ve ultraviyole alan
spektroskopisi veya elektron spektroskopisi adin1 alir. Bu yontemden maddelerin yapi1
aydinlatmalarinda ve kantitatif tayinlerinde yararlanilir. UV ve goriiniir alan sogurma
teknikleri, maddelerin yaklagik 190-900 nm dalga boylar1 araliginda 151k sogurmast

Olctimlerine dayanan analitik yontemleri kapsar.

UV-Goriiniir alan absorbsiyon spektroskopisi, kantitatif amaglarla en yaygin kullanilan
yontemlerden biridir. Hem organik hem de inorganik maddelerin tayininde

kullanilabilmesi, son zamanlardaki gelismelerle 10°-107 M civarma kadar duyarl
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olmas1 bu yontemi ¢ekici hale getirmektedir. Yine bu yontemle iyi bir kesinlik ve
dogruluk saglamak miimkiindiir. Zira yontemin bagil dogruluktan sapmasinin % 1-3
arasinda oldugu, baz1 tedbirler alinarak bu belirsizligin ¢cok daha asag diisiirtilebildigi
belirtilmistir. Bunlardan bagka yontemin kolay veri elde etmede fark edilir bir

tistiinliigliniin oldugunu belirtmek gerekir.

Bir spektrofotometre su kisimlardan meydana gelmistir (Sekil 2.6.):
1- Isik kaynagi
2- Monokromator
a) Isik giris aralig1
b) Prizma
c) Isik ¢cikis araligi
3- Yansitict ayna ve boliicii
4- Aynalar
5- Numune ve referans kaplari
6- Dedektor

7- Sisteme bagli bilgisayar ve spektrofotometrik program



Sekil 2.6. Bir cift 151k yollu (double beam) spektrofotompetrenin optik sistemi ve bilesenleri.

Ie
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2.2. Kemometri

Glintimiizde bilgisayar, yazilim, istatistik ve uygulamali matematik alanlarindaki
gelismeler, kimya alaninda, 6zellikle de analitik kimya’da kompleks sistemlerin ¢oziimii
icin kemometri ad1 verilen yeni bir disiplinin dogusuna neden olmustur. Bu gelismeler,
analitik kimya ve komsu branslardaki aragtirmacilara, analitik problemlerin ¢oziimiinde
yeni olanaklar saglayan c¢ok boyutlu ve ¢ok degiskenli parametrelerin kullanildig:
kemometrik yontemlerle yeni ¢aligma alanlari dogurmustur. Kemometri, istatistik ve
matematik ile birlikte bilgisayar kullanarak kimyasal verilerin islenmesini kapsayan bir
kimya disiplindir. Kemometri, kimyasal analizlerde, kimyasal verilerden gercek bilginin
ektraksiyonunu veya sakli bilgilerin agiga ¢ikarilmasina olanak taniyan giiclii bir aragtir.

Kemometrinin temel uygulama alanlarindan biri analitik kimyadir.

Kemometri kelime olarak, 1970°’1i yillarda istatistik ve matematiksel yontemler ile
birlikte bilgisayar ve yazilimlarin kullanildigi kimyadaki uygulamalar1 i¢in sozi
edilmeye baslanmistir. Kemometri kavrami, 1972 yilinda Isvegli Svante Wold ve
Amerikali Bruce R. Kowalski tarafindan ileri siiriildii ve 1974 yilinda uluslararasi
kemometri dernegi tarafindan bu disiplinin ilk resmi agiklamasi yapildi. izleyen yillarda,
diinyada, ulusal ve uluslararas1 kemometri konferanslarinin da organize edildigi

gozlenmektedir.

Bugiin analitik kimyada kemometri disiplininin tanimi, konular1 ve ¢6ziim getirdigi
problemler i¢in artan yogunlukta ve ¢ok sayida kitabin yayimlandigi goriillmektedir. Bu
disiplinin ortaya atildig1 glinden itibaren kemometrik yontemler ve uygulamalar ile ilgili
derleme makaleler ve Ogretici ders notlar1 yaymlanmistir. ( Beebe ve ark., 1998;
Brereton ve ark., 1992; Brereton, 1992; Brereton, 2003; Caulcutt ve ark., 1983; Cornell,
1990; Gans, 1992; Jansson,1984; Joliffe, 1987; Kowalski, 1984; Kramer, 1998;
Malinowski, 1991; Martens ve ark., 1989; Martens ve ark., 2000; Massart ve ark.,1990;
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Massart ve ark.,1997; Meloun ve ark., 1992; Miller ve ark.,1993; Otto,1998;
Vandeginste ve ark., 1998; Ding, 2007)

Bu kemometrik yontemlere ragbet edilmesi, kimya ve de analitik kimyada kompleks
numunelerin analizinde hizli, dogru, kesin ve giivenilir sonuglara ulagsmak i¢in esnek ve
cok yonlii ¢oziimler sunmasina baglanabilir. Yapilan bilimsel c¢alismalarin sonucu
yayinlanan makaleler gdstermistir ki son 15 yil i¢inde analitik problemlerin ¢oziimii igin
gelismis analitik cihazlardan elde edilen ¢ok degiskenli ve ¢cok boyutlu 6l¢iim verilerinin

islenmesi i¢in kemometrik yontemlerin en biiyiik kullanicisi analitik kimyacilardir.

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

konularini olusturmaktadir.

Analitik verilerin islenmesinde, istatistik ve uygulamali matematik kemometrinin temel
araclaridir. Sinyallerin islenmesi, diizlestirme (smoothing), filtreleme (filtering), tiirev ve
integrasyon icin kullanilan algoritmalar vasitasiyla gerceklestirilir. Fourier ve dalgacik
doniisiimii gibi yontemler sinyal islemek icin kullanilan yontemlerdir. Yiiksek verimli
deneysel calismalar, deneysel tasarim ve kantitatif degerlendirme yontemlerine dayanir.
Deneysel tasarim ve kantitatif degerlendirmeler matematiksel modeller veya tasarimlar
vasitasiyla basarilabilir. Deneysel tasarim ve optimizasyon konusunda ¢ok sayida teknik
bilgi notu ve kitap istatistikciler tarafindan yazilmistir. Bu konuda ilk analitik
uygulamali kitaplardan biri Cornell tarafindan yazilmigtir (Cornell, 1990). Dogrusal

olmayan kompleks sistemlerde kalitatif ve kantitatif analizlerde yapay zeka yontemleri
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olarak yapay sinir aglar1 ydntemleri, kemometrik c¢alismalarda yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Kemometrik yontemlerin en biiyiik kullanicist analitik kimyacilar olmakla birlikte,
laboratuvar ve analiz calismasi yapan komsu branslarda da kullanildigi yayinlanan
egitici notlardan ve yayimlanan bilimsel makalelerden gdzlenmektedir. Kemometrinin

farkl disiplinler ile iliskileri sekil 2.7. de sunulmaktadir (Vandeginste ve ark., 1998;) .
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Sekil 2.7. Kemometrinin iligkili oldugu disiplinler

Yukaridaki semadan da (sekil 2.7.) goriildiigli gibi kemometrik ¢aligmalarda, analitik
kimyacilarin ve diger ilgili disiplinlerin ihtiyaglar1 6l¢giisiinde uygulamali matematik ve
istatistik bilgisine sahip olmalar1 gerektirdigi agiktir. Burada programlama ve hesaplama
cok onemlidir. Kemometrik uygulamalarin ¢ogu kompleks hesaplamalar icermektedir.
Bu hesaplamalari elle veya basit hesap makinalariyla gerceklestirmek miimkiin olmadigi
icin bilgisayar programlarina ihtiya¢ vardir. Kemometrik hesaplamalarda genellikle

EXCEL, MATLAB ve diger paket programlar kullanilmaktadir.

Kemometri, analitik kimya, adli tip, biyoloji, gida kimyasi, ¢evre kimyasi, arkeoloji gibi
alanlarda kullanilmaktadir. Fizikokimyacilarin da, sinyal isleme ve cok degiskenli
verilerin analizinde kemometrik yontemleri uyguladiklart goriilmektedir. Organik

kimyacilar ve farmasotik kimyacilar, reaksiyon kosullarinin optimizasyonunda deneysel
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tasarim ve ilag tasariminda yapi etki iligkisi ¢alismalarinda kemometrinin araglarini

kullanmaktadirlar.

Kemometrik miktar tayinlerinde, kompleks karigimlarin analizi i¢in siklikla kullanilan
klasik en kiigiik kareler (classical least-squars — CLS), ters en kiigiik kareler (inverse
least-squares —ILS), temel bilesen regresyon (principal component regression — PCR),
kismi en kiigiik kareler (partial least-squares — PLS) ve yapay sinir aglar1 (artificial
neural networks—ANN) gibi ¢ok degiskenli kalibrasyon yontemler kullanilmaktadir.

Bu yontemlere ait algoritmalar asagida sunulmaktadir.

2.2.1. Cok Degiskenli Kalibrasyon Algoritmalar:
(Multivariate Calibration Algorithms)

2.2.1.1. Klasik en kiiciik kareler yontemi

(Classical least squares (K-matris) method)

Klasik en kiiciik kareler kalibrasyon yontemi, spektrofotometrik veya diger analitik
cithazlardan elde edilen 6l¢iim verilerinden olusan dogrusal denklem sistemlerine, Beer—
Lambert yasasina uygulanmasidir. Bu yontem K-matris yontemi olarak da
belirtilmektedir. Burada CLS algoritmasiyla ilgili ag¢iklamalar spektrofotometrik
caligmalar i¢in yapilmaktadir. A = K x C (Lambert-Beer yasasina gore)’dir.

Apxq= Kpxj - Cixq 9)
K = (Apxjcqxj)X(Cpij:xj)-l (10)
K'= (Kzjp KPXJ)_I KTjXP (11)

ijp = K* Asample (12)
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Burada A= absorbans, K= kalibrasyon katsayisi, K'= CLS kalibrasyon katsayis,

C= analiz edilen bilesigin konsantrasyonu.

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

P-matris yontemi olarakda ifade edilen ILS y6ntemi, dogrusal denklemler sisteminin

spektrofotometride Beer-Lambert yasasinin ters ifadesine uygulanmasini igerir:

C=PxA (13)
Cixq= Pixp Apxq (14)
P=(C A" (A, Ay)” (15)
Csample = P ixp -A pxq (16)

Yukaridaki denklemler sisteminde A = Oolgiilen absorbans degeri, P= kalibrasyon
katsayisidir, C = bilesenin konsantrasyonudur.
PCR ve PLS algoritmalarinda CLS ve ILS islemleri kullanildig1 i¢in K- ve P-matris

algoritmalar kisaca agiklanmuistir.

2.2.1.3. Temel bilesen regresyon yontemi

(Principal component regression method, PCR)

Kemometrik kalibrasyon yontemlerden birisi olan temel bilesen regresyon yontemi,
konsantrasyon seti i¢in Ol¢iilen absorbans verilerinin dekomposizyonu ile birbirine dik
(ortogonal) dogrular elde edilmesi esasina dayanir. Bu elde edilen dogrular kurulacak

kalibrasyonun koordinat sistemidir.
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Burada agiklanan PCR algoritmasi Martens ve Naes (1984) tarafindan verilen semaya
gore aciklanmaktadir. PCR kalibrasyonu kurulmasindaki basamaklar asagidaki

bi¢imdedir:

Analiz edilecek maddenin konsantrasyon ve absorbans verilerinin varyans-kovaryansi
bulunur. Varyans-kovaryans sacilma matriksinin 6z vektorleri ve 6z degerleri hesaplanir.
Secilen 6z degere (eigenvalue) karsilik gelen 6z vektor (eigen vector) kalibrasyonun

lineer bilesenidir.

PCR algoritmasinda genel lineer regresyon denklemi asagidaki bigimde yazilabilir:

C=a+b A (17)

Burada C analiz edilecek maddenin konsantrasyonudur, a sabit sayi, b ise temel

bilesenlerin ve C—loading matriksinin (q) ¢arpimindan elde edilir:

b=Pq (18)

Burada P 6z vektdrlerin matriksidir. Oz vektdrler kolon matriksi en uygun 6z degere
(faktore) ya da 6z degerlere (faktorlere) karsilik gelmektedir. Burada q vektori C-—
loadings olarak adlandirilir ve T (say1 matriksi) iizerinden C’nin regresyonu ile tayin
edilir:

q=D.T" Yo (19)

Burada D diagonal matriks olup herbir 6z degerin tersine esittir. t; sayr matriksi

asagidaki esitlilkten elde edilebilir :

= AO.P] (20)
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Ortalanmis absorbans ve konsantrasyon, A, ve C, ile gosterilebilir. Burada a sabiti genel

lineer regresyon denklemi kullanilarak asagidaki esitlikten hesaplanabilir :

a=Co—A'yb (21)

Herbir asamada elde edilen degerler 16 no’lu denklemde yerine konarak numunede

bilinmeyen konsantrasyonu hesaplanabilir.

a) Yontemin avantajlari; i) dalga boyu sec¢imi gerektirmez, genellikle biitiin spektral
alan ya da bu spektral alanin genis bir bolgesi kullanilabilir, i7) ¢ok bilesen analiz igin
kullanilabilir, iiiy PCR data islemleri i¢in ve kalibrasyondaki katsayilarinin
hesaplanmasinda ILS regresyon isleminin kullanilmasina olanak tanir. iv) analiz
edilecek bilesenlerin bilinmesi sartiyla ¢ok kompleks karigimlar i¢in kullanilabilir, v)
bazen orijinal kalibrasyon karisimlarinda bulunan fakat numunede bulunmayan bilesenli
numunelerin miktar tayininde kullanilabilir, vi) kalibrasyon i¢in 6l¢iilen absorbanslarin
dekomposizyon igleminden sonra uygun 0z vektorlere karsilik secilen 6z degerlerin

deneysel ortamdan ve 6l¢iim aletlerinden gelen giiriiltiiniin eliminasyonuna olanak tanir.

b) Yontemin dezavantajlari; i) hesaplamalar klasik yontemlere gore daha yavastir,
ii) yOntemin optimizasyonu temel kalibrasyon komponentlerinin bazilariin bilinmesini
gerektirir (anlagilmasi ve yorumlanmasi ¢ok kompleks modeller i¢in), iii) kalibrasyon
icin temel alman vektorler analiz edilecek bilesenlere karsilik gelmeyebilir, iv)
genellikle ¢ok sayida kalibrasyon numunesinin kullanilmasi dogru bir kalibrasyon i¢in
gereklidir, v) kalibrasyon numunelerinin hazirlanmasi bilesenlerin konsantrasyonlari ile

dogrusalliktan uzaklasmalari nedeniyle zordur.
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2.2.1.4. Kismi en kiiciik kareler yontemi

(Partial least squares regression method, PLS)

Kemometrik kalibrasyonlardan en yagin ve popiiler olant PLS yontemidir. PLS
yonteminde kalibrasyonun kurulmasi i¢in kullanilan PLS algoritmalarina gore,
ortogonalize edilmis PLS algoritmasi (orthogonalized PLS algorithm) ve ortogonalize
olmayan PLS olgoritmasi (non-orthogonalized PLS algorithm) gibi sekilleri vardir.
Ortogonalize PLS ve ortogonalize olmayan PLS algoritmas: arasindaki temel fark X’
den faktdrlerin ¢ikarilmasindadir. PLS kalibrasyonunun PLS1 ve PLS2 seklinde iki tipi
s0z konusudur. PLSI1 de bir bilesik model igerisinde iken; PLS2 de biitiin bilesikler
modele dahil edilmektedir.

PLS kalibrasyonu, say1 vektorleri vasitasiyla X- ve Y-bloklar1 arasindaki iliskiye
dayanir. PLS algoritmasina gore sifir etrafinda merkezilestirilmis X-degiskeninin
matrisi ve sifir etrafinda merkezilestirilmis Y-degiskeninin pargalanmasi asagidaki

bi¢imde verilir.

J A J J
> — > >
Al P
| X =1 T + | E
N A N N
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m

Sekil 2.8.. PLS2 kalibrasyonu
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X=T P'+E
Y=UQ"+F (22)
Y=XB+F

B=W (P'W)'Q’

Burada X= bagimli degisken (6rnegin absorbans verileri), Y = bagimsiz degisken
( 0rnegin konsantrasyon), T = X i¢in say1 matrisi, U=Y i¢in say1 matrisi, P = X i¢in yiik
matrisi Q= Y icin ylik matrisi, E = X-kalmti matrisi, F=Y-kalint1 matrisi, W=
max(kovaryans( E, F))

PCR algoritmasinda oldugu gibi bu katsayilar (B) linear regresyon denkleminde yerine
konursa analiz edilecek numunenin absorbans degerleri bu esitlikte yerine yazilarak

hesaplanir .

a) Yontemin avantajlari; i) PLS kalibrasyon islemi CLS ve ILS hesap tekniklerini
kapsamaktadir, /i) tek asamali bir dekomposizyon ve regresyon islemi gerektirir,
kalibrasyonda kullanilan 6z vektorler analiz edilen bilesenler ile en genis ortak spektral
degisimin oldugu bolgede dogrudan iliskilidir, ii7) kalibrasyonlar genellikle kalibrasyon
setinin bilinmeyen numunelerden beklenen degisik konsantrasyonlarini yansitmasi daha
fazla giivenirlik saglayacaktir, iv) yalnizca analiz edilecek bilesenlerin bilinmesi sartiyla
kompleks karisimlar icin kullanilabilir, v) bazi durumlarda orijinal kalibrasyon
karisimlarinda bulunan fakat numunede olmayan bilesenli numunelerin miktar tayininde
kullanilabilir, vi) bu tekniklerin hepsi spektral kantitatif analiz i¢in uygulanirken
literatiirdeki  sebepler genellikle PLS’nin tahmin giicliniin yiiksek oldugunu

gostermektedir. Birgok durumda PLS metodlar1t PCR’den daha iyi sonuglar verir.

b) Yontemin dezavantajlari; i) PLS hesaplamalar1 klasik metodlardan daha yavastir,
if) PLS modellerin anlagilmasi ve yorumlanmasi zor olup son derece soyuttur,
iii) genellikle ¢cok sayida numune i¢in dogru bir kalibrasyon gereklidir, iv) kalibrasyon
numunelerinin  hazirlanmas1  bilesenlerin  konsantrasyonlart ile  dogrusalliktan

uzaklasmalar1 nedeniyle zordur.
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2.2.1.5.Yapay sinir aglar1 yontemi (Artificial Neural Networks, ANN)

En genel anlamda yapay sinir aglari, insan beynindeki sinirlere (ndronlara) benzer

yapay sinirlerin (noronlarin) degisik baglanti geometrisi ile birbirlerine baglanmasiyla

olusan kompleks sistemlerdir.

—

Cell body

Nucleus

Dendrites

Diallar

{Dendrites )

Soma

Axan Hillock

Terminal Buttons

Axon
Miyelin kilf
(Myelin Sheathy

Nodes of Ranvier /

LAxon 2. Nucleus 3.Soma (Body) 4. Dendrite 5. Axon Hillock 6. Terminals (Synapses)

Sekil 2.9. biyolojik sinirin (ndronun) yapisi

Sekil 2.9.’da bir biyolojik sinir hiicresi goriilmektedir. Biyolojik ndron, bir g¢ekirdek,

govde ve iki tiirlii uzantidan olugsmaktadir. Bunlardan kisa ve dallanmig olan Dentrit girig

bilgilerini alir, uzun ve tek olan akson ise ¢ikig bilgilerini diger néronlara tasir. Akson ve

Dentritin birlesim yerine Sinaps adi verilir. Bunlar noronlardan aldigi sinyalleri

degerlendirirler ve esik degeri iizerinde bir giris varsa bir sonraki hiicreye iletirler.
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Yapay sinir ag1 teknolojisi, hesaplamalarda tamamen farkli bir yaklasim getirmektedir.
Yapay sinir aglari, paralel hesaplama tekniginin biitiin avantajlarmi kullanabilen ve
algoritmik olmayan bir metottur. Noronlar belirli bir problemi, programlama yerine
direkt olarak mevcut 6rnekler iizerinden egitilerek 6grenirler. Yapay sinir aglari, klasik
bilgisayar bellegi gibi belirli bilgileri belirli yerlerde saklama yerine, 6z seklindeki
bilgileri noronlar arasindaki baglantilar {izerindeki agirlik (w) degerleri ile ag iizerine
dagitarak saklarlar. Bunlar agin her bir islem birimini temsil ederler ve birbirleriyle
baglanarak ag1 olustururlar. Her bir néron basit bir anahtar gorevi yapar ve siddetine

gore gelen sinyali ya soniimlendirir ya da iletir. Bdylece ag igerisindeki her bir néronun

belli bir yiikii olur.

Biyolojik bir ndron hareketle matematiksel olarak modellendirilmis yapay ndron Sekil

2.10°da goriilmektedir.

Synapse . D?ndrite
=

Synapse

N 4y
| ™~
| B\

X1 W,
Input ‘e’ Output
X2 S Y
W

2 Unit

Biological neurons Artificial neurons

Sekil 2.10. Biyolojik ve yapay sinirler (neurons)

2.2.1.5.1. Mcculloch-pitts’in Sinir (Neuron) Modeli

[k yapay sinir ag1 modeli 1943 yilinda, bir sinir hekimi olan Warren McCulloch ile bir
matematik¢i olan Walter Pitts tarafindan gergeklestirilmistir. McCulloch ve Pitts, insan
beyninin hesaplama yeteneginden esinlenerek, elektrik devreleriyle basit bir sinir agi

modellemislerdir.
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McCulloch-Pitts sinir (neuron) modeli, dogrusal esik gecidi (linear threshold gate)
olarak bilinir. Bu modelede, 1;,15,1,...Im girdiler (inputs) ve bir “y” ciktis1 (output)
dizisinden olusan bir sinir (neuron) dir (Sekil 2.11.). Dogrusal esik gecidi (linear
threshold gate) basit olarak girdileri (inputs) seti farkli iki grup igerisinde siniflandirilir.
Boylece ¢iktt (y) bir ikiliye karsilik gelir. Boyle bir fonksiyon asagida verilen

denklemlerle aciklanabilir :

N
Toplam = Z[ . W, (23)

i=1

Y=/ (Toplam) (24)

Girdiler

(Inputs) w,

Il

| W, Cllt<t|t
) o
, — W —7 i

3
Esik deder T

Sekil 2.11. Dogrusal esik fonksiyonu

Y

0 T Toplam

Sekil 2.12. Dogrusal esik fonksiyonu (Linear threshold function)
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2.2.1.5.2. Sinir Modeli ve Ag Mimarileri
(Neuron Model and NetworkArchitectures)

2.2.1.5.2.1. Basit sinir modeli (Simple Neuron model)
A) Giris Sapmasiz sinir B) Giris Sapmali sinir
(Input) (Neuron wihout bias) (Input) (Neuron with bias)

N N N N

Pe w__n g2 pe—W o 5| a

b
\—/ \ J L/\ll J

a="f(wp) a=f (wp+th)

v
—h
v

v

Sekil 2.13. A) Sapmasiz basit sinir modeli ve B) sapmali basit sinir modeli

Tek sayili bir girdi ile ve sapmasiz bir sinir (neuron) sekil 2.13.A da goriilmektedir.
Sekil 2.13.B’de ise sayisal girdi p ile ¢arpimi bir say1 olan wxp elde edilir. Burada
agirliklandirilmis girdi (weighted input) wxp sayisal ¢ikt, sayisal ¢ikt1 a’y1 olusturan
tasima fonksiyonunun degiskenidir. Sekil 5B daki sinir (neuron) bir sayisal sapma b
(bias)’ya sahiptir. Bu sapma (bias) degeri wxp carpimina ilave edilir. Sapma (bias)

degeri 1 olan bir girdi (input) sabitine sahip olmaktan ziyade bir agirlik gibidir.

Burada f bir tasima fonksiyonudur olup genel anlamda akil yiiriitiiciisiiniin (n)

kulandig1 bir basamak fonksiyon ya da bir sigmoid fonksiyondur ve a ¢iktisini olusturur.
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2.2.1.5.3. Tasima Fonksiyonlar: (Transfer Functions)

a = logsig(n) a = tansig(n)

a = satlins(n)

a = satlin(n)
Log-Sigmoid Transfer Function Tan-Sigmoid Transfer Funclion  Satlins Transfer Function Satlin Transfer Function
a a
___________ +1 +1
_.DH‘ n —D—> n
a = hardlim(n)

a = hardlims(n) a = poslin(n) a = radbas(n)

Hard-Limit Transfer Function Symmetric Hard-Limit Transfer Function Positive Linear Transfer Function Radial Basis Function

a = purclinin)

a = tribas(n) a = netimin)
Linear Transfer Function Triangular Basis Function Netinv Transfer Function
Input n Output a

Input n Output a

| | | 0.5 | L | |
2 1 4 3 o 0o 1 0 0 1 I 05 017 046 0.1 028

a = compet(n)
Compet Transfer Function

a = softmax(n)
Softmax Transfer Function

Sekil 2.14. Tasima fonksiyonu modelleri (Transfer function models)

2.2.1.5.4. CokTabakal Sinir Ag Mimarisi

Girdiler Ciktilar
(Intputs) <

(Outputs)

Tabaka= 0 ) \/ Tabaka= 4
Giris tabakasi GI.Z“ tabakalar Giris tabakasi
(Input layer) ( Hidden layer )

(Input layer)
Sekil 2.15. Tagima fonksiyonu modelleri (Transfer function models)
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2.2.2. Kalibrasyon (Konsantrasyon) Setinin Tasarimi

Kemometrik (CLS, ILS, PCR, PLS) kalibrasyonlar i¢in kalibrasyon seti ya rastgele
(randomly) yada analizi yapilacak numunede yer alan maddelerin konsantrasyonlarini
icerecek sekilde kalibrasyon (konsantrasyon) setinin tasarimi yapilir. Simetrik
kalibrasyon setinin planlamasinda analiz edilecek maddelerin konsantrasyonlari,
kalibrasyon setinin icinde ana kiimenin permiitasyonlar1 seklinde alt kiimeler
olusturmalidir. Kemometrik ¢aligmalarda rastgele kalibrasyon setinin hazirlanmasindan
ziyade, analiz edilecek maddelerin konsantrasyonlarma gore simetrik bir kalibrasyon
setinin hazirlanmasi, elde edilecek sonuglarin dogrulugu ve hatalarin minimize edilmesi
acisindan tercih edilecek bir durumdur. Calismalarda konsantrasyon (derisim) seti
hazirlamasinda, ¢esitli tasarim sekilleri verilmekle birlikte rastgele hazirlanan

konsantrasyon setleride kullanilmaktadir.

2.2.3. Capraz Validasyon islemi (Cross-validation Procedure)

Kemometrik kalibrasyonlarin validasyonu i¢in kalibrasyonu ve tayin basamaklarinda
kalibrasyonun standart hatasi ( 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 kullanilir. Kalibrasyon performanslarini degerlendirmek i¢in, 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 (1-22).

PCR ve PLS kalibrasyonlarinin kurulmasinda faktor se¢cimi i¢in c¢apraz validasyon
islemi (cross-validation procedure) kullanilir. Bunun i¢in tahmin edilen (tayin) hatalarin
karalerinin toplam1 (Predicted Resudual Error Some of Squares — PRESS) hesaplanir.
Optimal faktor sayisini bulmak i¢in Onerilen kriterler minumun PRESS degeri ve F-

istatistidir.
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2.3. Gerecler

2.3.1. Kullanilan Cihaz ve Geregler

Spektrofotometre (UV/ VIS): Schimadzu UV- 1601

Hassas terazi: Schimadzu Libror AEG-220

Manyetik karistirict: Ikamak RH Jonke & Kunkel IKA (Labortechnik)
Magnet

Pipet (1-10 mL)

Sartorius Minisart tek kullanimlik membran filtre (Gézenek ¢ap1 = 0,45 pm)
Balon joje (25-250 mL)

Beher

2.3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Metanol (Merck)
Telmisartan (Merck)
Hidroklorotiyazid (Merck)

2.3.3. Analiz edilen bilesiklerin ticari preaparatlar:

PRITOR PLUS® (Tablet) GlaxoSmithKline:
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3. BULGULAR

Kemometrik kalibrasyonlarin TEL ve HCT bilesiklerinin analizine uygulamasinda ii¢
farkli kemometrik yontem gelistirildi. Bunlar PCR, PLS ve ANN kalibrasyon
yontemleridir. Kemometrik yontemlerin  uygulamast i¢in  spektral  kosullar
optimizasyonu ve optimal kalibrasyon setinin hazirlanmasi i¢in 6n ¢aligmalar yapilda.
Saptanan spektral kosullarda kalibrasyon setinin ve numunelerin 200-350 nm dalga boyu
araliginda absorbsiyon spektrumlar1 alindi ve kemometrik kalibrasyonlar 250-330 nm
dalga boyu bolgesindeki biitiin absorbans degerlerinin vektorel 6l¢iimleri kullanilarak
elde edildi. Kemometrik algoritmalarla hesaplanan PCR, PLS ve ANN kalibrasyonlari

yapay ve farmosotik numunelerin analizine uygulandi.

3.1. Kalibrasyon Setinin Hazirlanmasi

Kemometrik kalibrasyonlar i¢in metanol igerisinde TEL i¢in 1-26 pg/mL ve HCT ig¢in 1-
17 ug/mL konsantrasyon araliginda her iki bilesigi igeren 45 degisik kompozisyonda
simetrik bir kalibrasyon seti hazirlandi. Cizelge 3.1. de hazirlanan kalibrasyon seti

sunulmaktadir.
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Cizelge 3.1. TEL ve HCT analizi i¢in kalibrasyon seti

Kalibrasyon seti

Konsatrasyon Konsantrasyon Konsantrasyon
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

No. TEL HCT |No. TEL HCT |No. TEL HCT
1 2.0 1.0 16 5.0 13.0 31 14.0 1.0
2 2.0 3.0 17 5.0 15.0 32 14.0 3.0
3 2.0 5.0 18 8.0 1.0 33 14.0 5.0
4 2.0 7.0 19 8.0 3.0 34  14.0 7.0
5 2.0 9.0 20 8.0 5.0 35 14.0 9.0
6 2.0 11.0 | 21 8.0 7.0 36 17.0 1.0
7 2.0 13.0 | 22 8.0 9.0 37 17.0 3.0
8 2.0 150 | 23 8.0 11.0 38 17.0 5.0
9 2.0 17.0 | 24 8.0 13.0 39 17.0 7.0
10 5.0 1.0 25 11.0 1.0 40  20.0 1.0
11 5.0 3.0 26 11.0 3.0 41  20.0 3.0
12 5.0 5.0 27 11.0 5.0 42 20.0 5.0
13 5.0 7.0 28 11.0 7.0 43 23.0 1.0
14 5.0 9.0 29 11.0 9.0 44 23.0 3.0
15 5.0 11.0 | 30 11.0 11.0 | 45  26.0 1.0

Kalibrasyonlar icin rastgele kalibrasyon seti yerine simetrik kalibrasyon seti tercih
edilmistir. Bunun sebebi analiz esnasinda meydana gelebilecek kalibrasyon hatalarini
minimize etmektir. Cizelge 3.1. deki simetrik kalibrasyon setinin iki boyutlu diizlemdeki

projeksiyon grafigi Sekil 3.1 de goriilmektedir.
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Konsantrasyon (um/mL HCT)

2 5 8 11 14 17 20 23 26
Konsantasyon (ug/mL TEL)

Sekil 3.1. Simetrik kalibrasyon setinin iki boyutlu diizlemdeki grafigi

3.2. Spektral Kosullarin Optimizasyonu

Spektrofotometrik caligmalarda TEL ve HCT ig¢in metanoliin uygun ¢oziicii oldugu
saptand1. Metanol icerisinde TEL ve HCT bilesikleri ile karsilik gelen karistminin 200-
350 nm dalga boyu araliginda spektrumlar1 alind1 (Sekil 3.2.). Sekil 3.2. den de
gorildiigii gibi her iki bilesik ayni dalga boyu araliginda girisim yapmaktadir. Bu
nedenle klasik spektroskopik yaklasimlarla her iki bilesigin ayni anda miktar tayinleri

mimkiin degildir.

Gelistirilen kalibrasyon modelleri i¢in bdliim 3.1. deki kalibrasyon seti hazirlandi ve bu
kalibrasyon setinin 200-350 nm dalga boyu aralifindaki spektrumlari ¢izdirildi (Sekil
3.3A.). Aym spektral islemler yapay ve gercek numuneler i¢in de uygulandi.
Kemometrik PCR, PLS ve ANN kalibrasyonlarinin hesaplanmasinda hazirlanan

kalibrasyon seti i¢in 250-330 nm dalga boyu bolgesinde AA= 0.1 nm araliklarla dl¢tilen
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absorbans degerleri kullanild1 (Sekil 3.3B). Kalibrasyon islemlerinde 200-250 nm dalga
boyu aralaigindaki absorbans Ol¢iimlerinin, spektrofotometrenin 6l¢lim sinirlarinin
iistiinde absorbans degerleri vermesi ve ticari preparatlardaki yardimci maddelerin

girisim yapmasi nedeniyle dogru sonuglar elde edilemedigi i¢in kullanish olmadigi

saptanmistir.

18T 4

16F ¢ .

Abs.

200 250 300 350
Dalga boyu (nm)

Sekil 3.2. TEL (8 pg/mL) (— ) ve HCT (9 pg/mL) (-----) ile iki bilesige karsilik gelen karigimin
(seeeeee ) absorpsiyon spektrumlar1 (Metanol igerisinde).
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Abs.

200 250 300 350

Abs.

250 260 270 280 290 300 310 320 330
Dalga boyu (nm)

Sekil 3.3. TEL ve HCT igin Cizelge 3.1. ve Sekil 3.1. de verilen kalibrasyon setinin absorpsiyon
spektrumlar1 (Metanol igerisinde).
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3.2.1. Temel Bilesen Regresyonu Yontemi (PCR)

PCR yontemi kalibrasyon seti igin Olciilen absorbans matrisinin parcalanmasiyla elde
edilen temel bilesen regresyonuna dayali bir yontemdir. Yontemin algoritmasi Bolim

2.2.1.3. de ayrintili olarak verilmistir.

3.2.1.1. Temel Bilesen Regresyonu Kalibrasyonu

(Principial Component Regression Calibration)

PCR kalibrasyon i¢in hazirlanan kalibrasyon setinin 250-330 nm dalga boyu araliginda
AA= 0,1 nm araliklarla 801 noktada absorbans degerleri okundu (Sekil 3.3B). Boliim
2.2.1.3. de agiklanan PCR algoritmasmma gore kalibrasyon setinin absorbans ve
konsantarsyon 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. TEL ve HCT igeren karigimlarin yukarida belirtilen dalga
boylarindaki absorbans degerleri okunarak PCR kalibrasyonunda bu etken maddelerin

miktar tayinleri gerceklestirildi.

3.2.1.2. Kalibrasyon Yonteminin Validasyonu

PCR yontemini valide etmek i¢in metanol igerisinde TEL i¢in 1-26 pg/mL ve HCT
icin 1-17 pg/mL ¢aligma aralig iginde olacak sekilde farkli konsantrasyonlarda 18 adet
yapay karisim cozeltisinden ibaret olan bir validasyon seti hazirlandi. Hazirlanan bu
validasyon seti kullanilarak kurulan PCR kalibrasyonun kesinlik ve dogrulugu test
edildi. Geri kazanim (GK) degerleri . TEL i¢in % 100.1, HCT i¢in % 100.7 olarak
bulundu. Bagil standart sapma degerleri . TEL i¢in % 2.78 ve HCT igin %1.52 olarak
hesaplandi. PCR kalibrasyon yonteminin yapay karisimlara uygulanmasi ile elde edilen

sonuglar Cizelge 3.2. de gosterildi.
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Cizelge 3.2. TEL ve HCT yapay karisimlarina PCR kalibrasyon yonteminin uygulanmasi ile elde edilen

geri kazanim degerleri.

Karigim Bulunan Geri kazanim
(ng/mL) (ng/mL) (%)

No. TEL HCT TEL HCT TEL HCT
1 2.0 3.5 2.10 3.57 102.0 105.0
2 5.0 3.5 5.18 3.64 103.9 103.7
3 8.0 3.5 8.02 3.55 101.3 100.2
4 11.0 3.5 10.95 3.54 101.0 99.6
5 14.0 3.5 13.90 3.44 98.2 99.3
6 17.0 3.5 16.76 3.36 96.0 98.6
7 20.0 3.5 20.24 3.53 100.8 101.2
8 23.0 3.5 23.04 3.35 95.7 100.2
9 26.0 3.5 25.79 3.54 101.2 99.2
10 22.4 1.0 22.60 1.07 107.2 100.9
11 22.4 3.0 22.65 2.88 96.1 101.1
12 22.4 5.0 22.49 5.04 100.8 100.4
13 22.4 7.0 22.46 7.02 100.2 100.3
14 22.4 9.0 22.53 9.01 100.2 100.6
15 22.4 11.0 22.56 10.91 99.2 100.7
16 22.4 13.0 22.65 13.04 100.3 101.1
17 22.4 15.0 22.41 14.88 99.2 100.0
18 22.4 17.0 22.67 16.79 98.7 101.2

X 100.1 100.7
SS 2.79 1.53
% BSS 2.78 1.52

PCR yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek ig¢in giin i¢i

ve giinler arasi

kesinlik ve dogruluk c¢aligmalar1 kalibrasyon setinin i¢inde olacak sekilde ii¢ farklh

konsantrasyonda (TEL i¢in 2.0, 14.0 ve 23.0 ug/mL ve HCT igin 2.0, 10.0 ve 15.0

png/mL ) ve her derisim igin alt1 farkli ¢ozelti kullanilarak ayni giin i¢inde ve giinler

arasinda hazirlanan ¢ozeltiler kullanilarak yapilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.3.

de sunulmaktadir.
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Cizelge 3.3. PCR kalibrasyon yonteminin TEL ve HCT analizi i¢in kesinlik ve dogruluk test sonuglari

Giin i¢i (n=6)

ﬁ:;umlir)l TEL HCT
TEL HCT Bulunan % % % % Bulunan % % % %
(ug/mL) BH GK SS BSS | (ug/mL) BH GK SS BSS
20 2.0 2.05 2.42 1024 0.38 0.37 2.05 2.27 1023 1.18 1.15
14.0 10.0 14.24 1.74 101.7 191 1.88 10.00 -0.02 100.0 0.32 0.32
23.0 15.0 23.42 1.84 101.8 0.92 0.90 14.96 -0.23 99.8 031 031
X 102.0 H 100.7
SS 0.37 SS 1.39
BSS 0.36 BSS 1.38
Gtinler aras1 (n=6)
E‘gﬁg TEL HCT
TEL HCT Bulunan % % % % Bulunan % % % %
(ug/mL) BH GK SS BSS| (ug/mL) BH GK SS BSS
20 20 2.02 0.79 100.8 2.42 240 2.04 2.15 102.1 1.01 0.99
14.0 10.0 14.19 1.39 1014 256 252 10.08 0.77 100.8 0.25 0.25
23.0 15.0 23.37 1.61 101.6 1.12 1.11 15.02 0.14 100.1 0.81 0.81
X 101.3 ] 101.0
SS 0.43 SS 1.03
BSS 0.42 BSS 1.02

GK: % Geri kazanim
SS: Standart sapma

BSS: % Bagil standart sapma
BH: % Bagil hata

PCR kalibrasyon yontemi gergek ticari farmasotik preparatlara uygulamadan 6nce TEL
ve HCT igeren farmosotik preperatlarda, tablet yardimci maddelerinin girisiminin olup
olmadig1 kurulan kalibrasyon igin test edildi. Bunun i¢in de standart ilavesi teknigi
kullanildi. Farmasotik preparatlardaki bir  tablete karsilik gelen igerigin 100 mL
metanol icinde ¢oOzeltisi hazirlandi. Bu preparat ¢ozeltisinden gerekli seyreltmeler
yapilarak, preparatin lizerindeki etiket miktarlarina gore sirasiyla yaklasik 2.5 pug/mL
TEL ve 16.0 pg/mL HCT ‘e karsilik gelen numune igeriginin iizerine 3.0, 6.0 ve 9.0
pg/mL TEL ve 2.5, 7.5 ve 10.0 ug/mL HCT olacak sekilde stok c¢ozeltilerden standart
ilavesi yapildi. Bu islem MIiCARDIiS PLUS® Tablet (I) ve PRITOR PLUS® Tablet

(IT) i¢in ayr1 ayr yapildi. Analiz sonucunda preparattan gelen TEL ve HCT miktarlar
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diistilerek ilave edilen standartlar i¢indeki TEL ve HCT ig¢in geri kazanim ve diger
hesaplamalar yapildi. Bu denemeler ii¢ farkli konsantrasyon seviyesinde alt1 tekrar
yapilarak gercgeklestrildi. PCR yontemin (I) durumundaki uygulamasinda % ortalama
geri kazanim ve % bagil standart sapma degerleri PCR kalibrasyon yoOntemi
kullanildiginda TEL igin % 100.5 ve % 2.26 ve HCT i¢in % 98,8 ve % 2.10 olarak
bulundu. Yontemin (II) durumundaki uygulamasinda ise % ortalama geri kazanim ve %
bagil standart sapma degerleri PCR kalibrasyon yontemi kullanildiginda TEL igin %
101.5 ve % 1.09 ve HCT igin % 103.9 ve % 0.53 olarak hesaplandi. PCR yontemi igin

basaril1 kesinlik ve dogruluk gozlendi.

Cizelge 3.4. Standart ekleme teknigi kullanilarak elde edilen geri kazanim degerleri

() (n=6)
Konulan

(ug/mL) TEL HCT
Bulunan % % GK Bulunan % % GK
TEL HCT | (ugmL) SS BSS BH (%) | (ugmL) SS BSS BH (%)
3.0 2.5 3.09 0.05 1.63 3.04 103.0 2.52 0.07 2.66 0.76 100.8
6.0 7.5 5.92 0.10 1.64 -1.26 98.7 7.43 0.37 496 -0.99 99.0
9.0 10.0 8.97 027 3.03 -0.37 99.6 9.66 046 474 -3.37 96.6
X 100.5 X 98.8
SS 2.27 SS 2.08
% BSS 2.26 % BSS 2.10

(ID) (n=6)
Konulan

(pg/mL) TEL HCT
Bulunan % % GK Bulunan % % GK
TEL HCT| (ug/mL) SS BSS BH (%) (ugmL) SS BSS BH (%)
3.0 2.5 3.05 0.2 5.38 1.57 101.6 2.60 0.12 474 3.99 104.0
6.0 7.5 6.02 0.3 5.15 0.37 100.4 7.83 0.11 139 4.35 104.4
9.0 10.0 9.23 1.0 1093 2.59 102.6 10.33 0.05 047 3.26 103.3
X 101.5 X 103.9
SS 1.11 SS 0.55
% BSS 1.09 % BSS 0.53

GK: % Geri kazanim BSS: % Bagil standart sapma

SS: Standart sapma BH: % Bagil hata
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3.2.1.3. PCR Yontemi icin ANOVA Testi

PCR kalibrasyon yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek i¢in ii¢ farkh
konsantrasyonda (TEL i¢in 2.0, 14.0 ve 23.0 ug/mL ve HCT i¢in 2.0, 10.0 ve 15.0
pg/mL ) ve her derisim ve alt1 farkli numune i¢in elde edilen sonuglara ANOVA testi
uygulandi. Yontemin ayni giin ve farkli glinlerde hazirlanan karisimlara uygulamasinda
n; =5 ve ny =30 i¢in % 95 giiven araliginda F-tablo degeri 2.53 olmasina karsilik TEL
icin hesaplanan F-test degeri 0.71 ve p-degeri 0.62, HCT igin hesaplanan F-test degeri
2.20 ve p-degeri 0.08 olarak bulunmustur. Sonuglar ¢izelge 3.4.1 de sunulmustur.
ANOVA testinde F-hesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0.05 oldugu i¢in % 95 giiven
araliginda giin i¢i ve giinler arsinda elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark

olmadig1 bulunmustur.

Cizelge 3.4.1. Giin i¢i ve giinler aras1 sonuglarin karsilagtrilmasi icin ANOVA test sonuglart

Bilesik Deglslflqln Karelerin Serbesth_k Karelerin F-hesaplanan  P-degeri  F-tablo
kaynagi toplamu derecesi ortalamast
Gruplar
e arast 8.66 5 1.73 0.71 0.62 2.53
2 | Grupigi 73.14 30 2.44
Toplam 81.79 35
Gruplar
. araslt 25.11 5 5.02 2.20 0.08 2.53
g | Grupisi 68.49 30 228
Toplam 93.60 35

3.2.1.4. PCR Yénteminde istatistiksel Analiz
3.2.1.4.1. Capraz Validasyon ve Kalibrasyonun Standart Hatasi

TEL ve HCT igeren karisimlarda bu maddelerin miktar tayini i¢in PCR kalibrasyonun
kurulmasinda c¢apraz validasyon isleminde {i¢ faktor kullaniminda tahmin edilen

hatalarin karelerinin toplaminin (Predicted Resudial Error Some of Squares— PRESS)
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minimal degerleri elde edilmistir. TEL ve HCT igin kurulan ii¢ faktorli PCR
kalibrasyonunda PRESS degeri TEL ve HCT i¢in sirasiyla 0.5571 ve 0.1741 olarak
hesaplandi. Kalibrasyonun standart hatasi (Standard error of calibration —SEC), giincel
ve tahmin edilen konsantrasyonlar arasindaki iliskiye dayali olarak hesapland1 ve TEL
ve HCT i¢in sirasiyla 0.1125 ve 0.0629 olarak bulundu. Giincel ve tahmin edilen
konsantrasyon i¢in lineer regresyon analiz sonuglart TEL i¢in Sekil 3.4. de ve HCT i¢in

Sekil 3.5. de sunulmaktadir.

P
th
1

v =10,9997x + 0.0029
R¥= 09997

a8

s
th
1
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1

PCR kalibrazyon ( TEL )

Tahmin edien konzartrasyon (pg/mL)

0 T T

0 5 10 15 20 25
Gergek konsantrasyon (pafml)

Sekil 3.4. PCR kalibrasyon basamaginda TEL icin gercek ve tahmin edilen
konsantrasyonlarin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
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Sekil 3.5. PCR kalibrasyon basamaginda HCT icin ger¢ek ve tahmin edilen
konsantrasyonlarin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuclar
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3.2.1.4.2. Tayinin Standart Hatasi

Validasyon seti olarak hazirlanan yapay telmisartan ve hidroklorotiyazid iceren
karigimlarda bu maddelerin gergek ve hesaplanan verilerinden PCR kalibrasyonu i¢in
tayinin standart hatasi (Standard Error of Prediction—SEP), validasyon setinin
konsantrasyonuna karsilik hesaplanan konsantrasyonlarin lineer regresyon analizi ile
korelasyon katsayisi (r) i¢in istatistiksel sonuclar ve SEP degerleri sirasiyla TEL ve HCT
icin Sekil 3.6. ve Sekil 3.7. de verildi.

25 1

S y=0.9976x + 0.0714
o 20 A 2_
g R?=0.9997
5 _
§215
235
s 2
E 10
E TEL'in PCR analizi ve SEP =0.0850
© 5
0 : : : : ,
0 5 10 15 20 25

Gergek konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 3.6. PCR tayin basamaginda TEL icin gergek ve tahmin edilen
konsantrasyonlarin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar

y =0.9909x + 0.0382
R?=0.9997

HCT 'in PCR analizi ve SEP=0.0614

Tahmin edilen konsantrasyon

T 7 T 1

0 5 10 15 20
Gergek konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 3.7. PCR tayin basamaginda HCT igin gercek ve tahmin edilen
konsantrasyonlarin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
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3.2.1.5. PCR Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

PCR yoOnteminin veteriner preparatina uygulanmasinda 20 tablet dogru bir sekilde
tartild1 ve havanda iyice toz edildikten sonra 1 tablete karsilik gelen miktar 100 mL’lik
balonjojede metanol icerisinde ¢oziildii. Balonjoje icerigi mekanik karistirict ile 30
dakika karistirildi ve membran filtre (Sartorius Minisart ¢= 0,45 pm) yardimi ile
stiziildli. Analiz i¢in siiziilen ¢ozeltiden 1.00 mL’lik bir miktar 100 mL’lik balon jojeye
aktarild1 ve ayn1 ¢oziicliyle hacim 100 ml’ye tamamlandi. Bu analiz ¢6zeltilerinin 250-
330 nm dalga boyu bolgesinde A= 0,1 nm araliklarla Slgiilen absorbans degerleri
Bolim 2.2.1.3. de agiklanan PCR algoritmasi uygulandi ve tablet igerigindeki TEL ve
HCT hesaplandi. Bu igslem i¢in n = 10 tekrar yapildi.

Yukarida agiklanan tablet analiz islemi PRITOR PLUS® Tablet ve MICARDIS
PLUS® Tablet preparatlar: i¢in ayr1 ayri tekrar edildi. PRITOR PLUS® Tablet ve
MICARDIS PLUS® Tablet sonuglari Cizelge 3.5 de sunuldu.



Cizelge 3.5. MICARDIS PLUS® Tablet ve PRITOR PLUS® Tablet preparatlarina
PCR yontemiyle uygulanmasiyla elde edilen sonuglar. ((I) ve (1) preparat
etiketindeki miktar: 80 mg TEL/tablet ve 12.5 mg HCT/tablet).

mg/tablet (1) mg/tablet (II)

Deney No. TEL HCT TEL HCT
1 81.88 12.44 78.45 12.35
2 81.99 12.87 81.47 12.72
3 80.22 12.67 80.73 13.06
4 82.06 13.02 81.41 12.00

5 82.33 12.97 81.94 12.23
6 80.64 12.23 81.55 12.29
7 79.57 12.01 80.92 12.39

8 80.41 12.27 82.12 12.57

9 79.85 12.46 81.58 11.99

10 80.35 12.43 81.51 13.27

X 80.93 12.54 81.17 12.49

SS 1.03 0.34 1.04 0.42
BSS 1.27 2.69 1.28 3.40
SH 0.32 0.11 0.33 0.13

GA (p=0.05) X10.64 X10.21 X+0.64 X10.26

(I) = MICARDIS PLUS® Tablet
(I)= PRITOR PLUS® Tablet

GA: Giiven aralig1
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3.2.2. Kismi En Kiiciik Kareler Kalibrasyon Yontemi (PLS)

PCR yontemi kalibrasyon seti igin Olciilen absorbans matrisinin parcalanmasiyla elde
edilen temel bilesen regresyonuna dayali bir yontemdir. Yontemin algoritmasi Bolim

2.2.1.4. de ayrintili olarak verilmistir.

3.2.2.1. Kismi En Kiiciik Kareler Kalibrasyonu
(Partial Least-Square Calibration )

PLS kalibrasyon i¢in hazirlanan kalibrasyon setinin 250-330 nm dalga boyu araliginda
AA= 0.1 nm araliklarla 801 noktada absorbans degerleri okundu (Sekil 3.3B). Boliim
2.2.1.4. de aciklanan PLS algoritmasina gore kalibrasyon setinin absorbans ve
konsantrasyon degerlerinin varyans-kovaryans matriksleri hesaplandi. Kalibrasyon seti
icin absorbanslarin varyans-kovaryans matriksinin dekompozisyon islemine tabi
tutulmasindan sonra konsantrasyonlar arasindaki matematiksel iliskiye dayali PLS
kalibrasyonu kuruldu. TEL ve HCT igeren karigimlarin yukarida belirtilen dalga
boylarindaki absorbans degerleri okunarak PLS kalibrasyonunda bu etken maddelerin

miktar tayinleri gerceklestirildi.

3.2.2.2. Kalibrasyon Yonteminin Validasyonu

PLS yontemini valide etmek i¢in metanol igerisinde TEL i¢in 1-26 pg/mL ve HCT icin
1-17 pg/mL calisma araligi i¢inde olacak sekilde farkli konsantrasyonlarda 18 adet
yapay karisim cozeltisinden ibaret olan bir validasyon seti hazirlandi. Hazirlanan bu
validasyon seti kullanilarak kurulan PLS kalibrasyonun kesinlik ve dogrulugu test edildi.
Geri kazanim degerleri . TEL i¢in % 100.2, HCT ig¢in % 100.7 olarak bulundu. Bagil
standart sapma degerleri . TEL i¢in % 2.76 ve HCT igin 1.45 olarak hesaplandi. PLS
kalibrasyon yonteminin yapay karisimlara uygulanmasi ile elde edilen sonuglar Cizelge

3.6. da gosterildi.
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Cizelge 3.6. TEL ve HCT yapay karisgimlarina PLS kalibrasyon yonteminin uygulanmasi ile elde edilen
geri kazanim degerleri.

Karisim Bulunan Geri kazanim
(ng/mL) (ng/mL) (%)

Kar.No. TEL HCT TEL HCT TEL HCT
1 2.0 3.5 2.09 3.57 102.0 104.5
2 5.0 3.5 5.19 3.63 103.8 103.7
3 8.0 3.5 8.02 3.54 101.1 100.2
4 11.0 3.5 10.95 3.54 101.2 99.6
5 14.0 3.5 13.90 343 98.1 99.3
6 17.0 3.5 16.76 3.38 96.6 98.6
7 20.0 3.5 20.24 3.52 100.7 101.2
8 23.0 3.5 23.03 3.34 95.6 100.1
9 26.0 3.5 25.79 3.55 101.3 99.2
10 22.4 1.0 22.60 1.08 107.5 100.9
11 22.4 3.0 22.65 2.89 96.5 101.1
12 22.4 5.0 22.49 5.04 100.8 100.4
13 22.4 7.0 22.46 7.02 100.3 100.3
14 22.4 9.0 22.53 9.01 100.1 100.6
15 22.4 11.0 22.56 10.91 99.2 100.7
16 22.4 13.0 22.66 13.04 100.3 101.1
17 22.4 15.0 22.41 14.88 99.2 100.1
18 22.4 17.0 22.68 16.78 98.7 101.2

X 100.2 100.7
SS 2.77 1.46
% BSS 2.76 1.45

PLS yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek i¢in giin i¢i ve giinler arasi
kesinlik ve dogruluk c¢aligmalar1 kalibrasyon setinin i¢inde olacak sekilde ii¢ farklh
konsantrasyonda (TEL i¢in 2.0, 14.0 ve 23.0 ug/mL ve HCT igin 2.0, 10.0 ve 15.0
png/mL ) her derisim i¢in 6 farkl ¢ozelti kullanilarak ayni giin i¢inde ve giinler arasinda
hazirlanan ¢d6zeltiler kullanilarak yapilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.7. de

sunulmaktadir.
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Cizelge 3.7. PLS kalibrasyon yonteminin TEL ve HCT analizi i¢in kesinlik ve dogruluk test sonuglart

Giin i¢i (n=6)

Konulan
(pg/mL) TEL HCT
Bulunan % % % % Bulunan % % % %
TEL HCT | (ug/mL) BH GK SS BSS| (pg/mL) BH GK SS BSS
20 20 2.03 1.27 101.3 0.63 0.62 2.03 1.74 101.7 096 0.94
14.0 10.0 14.11 0.80 100.8 0.28 0.28 10.04 0.35 1004 0.89 0.89
23.0 15.0 23.39 1.71 101.7 0.46 045 15.09 0.60 100.6 1.68 1.67
= 101.2 F 100.9
SS 0.46 SS 0.74
% BSS 0.46 % BSS 0.73
Glinler arasi (n=6)
Konulan
(pg/mL) TEL HCT
Bulunan % % % % Bulunan % % % %
TEL HCT | (ug/mL) BH GK SS BSS | (ug/mL) BH GK SS BSS
20 20 2.04 2.02 102.0 1.48 1.45 2.04 1.95 101.9 0.88 0.87
140 10.0 14.35 2.50 102.5 232 227 10.11 1.13 101.1 228 225
23.0 15.0 23.46 2.01 102.0 1.50 147 14.98 -0.16 99.8 141 141
X 102.2 X 101.0
SS 0.28 SS 1.06
% BSS 0.27 % BSS 1.05
GK: % Geri kazanim BSS: % Bagil standart sapma
SS: Standart sapma BH: % Bagil hata

PLS kalibrasyon yontemi gercek ticari farmasdtik preparatlara uygulamadan 6nce TEL
ve HCT igeren farmosdtik preperatlarda, tablet yardimer maddelerinin girisiminin olup
olmadig1 kurulan kalibrasyon i¢in test edildi. Bunun iginde standart ilavesi teknigi
kullanildi. Farmasotik preparatlarda ki bir tablete karsilik gelen icerigin 100 mL
metanol i¢inde c¢ozeltisi hazirlandi. Bu preparat ¢ozeltisinden gerekli seyreltmeler
yapilarak, preparatin lizerindeki etiket miktarlarina gore sirasiyla yaklasik 2.5 pg/mL
TEL ve 16.0 ug/mL HCT ‘e karsilik gelen numune igeriginin iizerine 3.0, 6.0 ve 9.0
pg/mL TEL ve 2.5, 7.5 ve 10.0 pg/mL HCT olacak sekilde stok c¢ozeltilerden standart
ilavesi yapildi. Bu islem MICARDIS PLUS® Tablet (I) ve PRITOR PLUS® Tablet
(II) igin ayr1 ayn yapildi. Analiz sonucunda preparattan gelen TEL ve HCT miktarlar
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diistilerek ilave edilen standartlar i¢indeki TEL ve HCT i¢in geri kazanim ve diger

hesaplamalar yapildi. Bu denemeler ii¢ farkli konsantrasyon seviyesinde alti tekrar

yapilarak gergeklestrildi. PLS yontemin (I) durumundaki uygulamasinda % ortalama

geri kazaninm ve % bagil standart sapma degerleri PLS kalibrasyon yontemi

kullanildiginda TEL i¢in % 100.2 ve % 3.15 ve HCT i¢in % 100.6 ve % 2.11 olarak

bulundu. Yontemin (II) durumundaki uygulamasinda ise % ortalama geri kazanim ve %

bagil standart sapma degerleri PLS kalibrasyon yontemi kullanildiginda TEL i¢in %

101.2 ve % 2.10 ve HCT igin % 103.4 ve % 1.24 olarak hesaplandi.

Cizelge 3.8. Standart ekleme teknigi kullanilarak elde edilen geri kazanim degerleri

D (0=6)
Konulan
(ng/mL) TEL HCT
Bulunan % % GK Bulunan % % GK
TEL HCT | (ug/mL) SS BSS BH (%) | (ng/mL) SS BSS BH (%)
3.0 2.5 3.11 0.06 195 3.66 103.7 2.56 0.04 1.59 2.5 102.5
6.0 7.5 5.85 0.03 043 -2.54 975 7.56 0.26 3.50 0.8 100.8
9.0 10.0 8.96 0.27 3.03 -0.47 99.5 9.83 0.33 3.34 -1.7 98.3
X 1002 X 100.6
SS 3.15 SS 2.12
% BSS 3.15 % BSS 2.11
(I1) (n=6)
Konulan
(ng/mL) TEL HCT
Bulunan % % GK Bulunan % % GK
TEL HCT | (ug/mL) SS BSS BH (%) | (ug/mL) SS BSS BH (%)
3.0 2.5 3.10 0.15 4.78 3.38 103.4 2.55 0.06 228 2.0 102.0
6.0 7.5 5.95 024 4.10 -0.86 99.1 7.77 0.02 0.27 3.6 103.6
9.0 10.0 9.10 020 224 1.08 101.1 10.46 0.43 4.10 4.6 104.6
X 101.2 X 103.4
SS 2.12 SS 1.29
% BSS 2.10 % BSS 1.24

GK: % Geri kazanim
SS: Standart sapma

BSS: % Bagil standart sapma

BH: % Bagil hata
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3.2.2.3. PLS Yontemi icin ANOVA Testi

PLS kalibrasyon yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek icin ii¢ farkh
konsantrasyonda (TEL icin 2.0, 14.0 ve 23.0 ug/mL ve HCT igin 2.0, 10.0 ve 15.0
png/mL ) ve her derisim i¢in alt1 farklt numune i¢in elde edilen sonuglara ANOVA testi
uygulandi. Yontemin giin i¢i ve giinler arasi hazirlanan karigimlara uygulamasinda n; =5
ve ny =30 icin % 95 giliven araliginda F-tablo degeri 2.53 olmasina karsilik TEL igin
hesaplanan F-test degeri 1.77 ve p-degeri 0.15, HCT igin hesaplanan F-test degeri 2,41
ve p-degeri 0.06 olarak bulunmustur. Sonuclar Cizelge 3.8.1 de sunulmustur. ANOVA
testinde F-hesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0.05 oldugu i¢in % 95 giiven araliginda
giin i¢i ve giinler arsinda elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadigi

bulunmustur.

Cizelge 3.8.1. Giin i¢i ve giinler aras1 sonuglarin karsilastrilmasi igin ANOVA test sonuglari

Bilesik E;féig?in Iiz;ilemriln S;é?:csélsiik ;?;rlzl;r;rsll F-hesaplanan  P-degeri  F-tablo
Gruplar arasi 12.01 5 2.40 1.77 0.15 2.53
E Grup ici 40.75 30 1.36
Toplam 52.76 35
- Gruplar arast | 59 10 5 4.02 241 0.06 2.53
g | Grpi 49.99 30 1.67
Toplam 70.10 35
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3.2.2.4. PLS Yonteminde Istatistiksel Analiz
3.2.2.4.1. Capraz Validasyon ve Kalibrasyonun Standart Hatasi

TEL ve HCT igeren karisimlarda bu maddelerin miktar tayini i¢cin PLS kalibrasyonun
kurulmasinda c¢apraz validasyon isleminde {i¢ faktor kullaniminda tahmin edilen
hatalarin karelerinin toplaminin (Predicted Resudual Error Some of Squares— PRESS)
minimal degerleri elde edilmistir. TEL ve HCT i¢in kurulan ii¢ faktorli PCR
kalibrasyonunda PRESS degeri TEL ve HCT i¢in sirasiyla 0.5599 ve 0.1639 olarak
hesaplandi. Kalibrasyonun standart hatasi (Standard error of calibration —SEC), giincel
ve tahmin edilen konsantrasyonlar arasindaki iliskiye dayali olarak hesaplandi ve TEL
ve HCT i¢in sirasiyla 0.1128 ve 0.0610 olarak bulundu. Giincel ve tahmin edilen
konsantrasyon i¢in lineer regresyon analiz sonuglart TEL igin Sekil 3.8 de ve HCT i¢in

Sekil 3.9 da sunulmakradir.
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Sekil 3.8. PLS kalibrasyon basamaginda TEL i¢in ger¢ek ve tahmin edilen
konsantrasyonlarin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
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Sekil 3.9. PLS kalibrasyon basamaginda HCT igin gercek ve tahmin edilen
konsantrasyonlarin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar

3.2.2.4.2. Tayinin Standart Hatasi

Validasyon seti olarak hazirlanan yapay telmisartan ve hidroklorotiyazid igeren
karigimlarda bu maddelerin konulan ve hesaplanan verilerinden PCR kalibrasyonu i¢in
tayinin standart hatasi1 (Standard Error of Preiction—SEP), validasyon setinin
konsantrasyonuna karsilik hesaplanan konsantrasyonlarin lineer regresyon analizi ile
korelasyon katsayisi (r) icin istatistiksel sonuglar ve SEP degerleri sirasiyla TEL ve HCT
i¢in Sekil 3.10. ve Sekil 3.11. da verildi.
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konsantrasyonlarin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuclar
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PLS tayin basamagimda HCT igin ger¢ek ve tahmin edilen

konsantrasyonlarin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
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3.2.2.5. PLS Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uygulamasi

PLS yonteminin farmasotik preparatlara uygulanmasinda 20 tablet dogru bir sekilde
tartild1 ve havanda iyice toz edildikten sonra 1 tablete karsilik gelen miktar 100 mL’lik
balonjojede metanol icerisinde ¢oziildii. Balonjoje icerigi mekanik karistirict ile 30
dakika karistirildi ve membran filtre (Sartorius Minisart ¢= 0,45 pm) yardimi ile
stiziildli. Analiz i¢in siiziilen ¢ozeltiden 1.00 mL’lik bir miktar 100 mL’lik balon jojeye
transfer edildi ve aynmi ¢oziiciiyle hacim tamamlandi. Bu analiz ¢6zeltilerinin 250-330
nm dalga boyu bolgesinde AA= 0.1 nm araliklarla dlgiilen absorbans degerleri Boliim
2.2.1.4. de agiklanan PLS algoritmas1 uygulandi ve tablet icerigindeki TEL ve HCT
hesaplandi. Bu islem i¢in n = 10 tekrar yapildu.

Yukarida agiklanan tablet analiz islemi PRITOR PLUS® Tablet ve MICARDIS
PLUS® Tablet preparatlari i¢in ayr1 ayri tekrar edildi. PRITOR PLUS® Tablet ve
MICARDIS PLUS® Tablet sonuglar Cizelge 3.9 de sunuldu.



Cizelge 3.9. MiICARDIS PLUS® Tablet ve PRITOR PLUS® Tablet preparatlarma PLS
yontemiyle uygulanmasiyla elde edilen sonuglar. ((I) ve (II) preparat etiketindeki
miktar: 80 mg TEL/tablet ve 12.5 mg HCT/tablet).

mg/tablet (I) mg/tablet (II)

Deney No. TEL HCT TEL HCT

1 82.80 12.85 79.04 12.71

2 81.92 12.43 78.85 12.38

3 80.15 11.99 80.60 12.49

4 82.00 12.60 81.29 12.75

5 82.27 12.49 81.81 12.29

6 80.56 12.52 81.43 12.66

7 79.49 12.63 80.80 12.43

8 80.32 12.45 82.00 12.71

9 79.77 12.41 81.46 12.45

10 80.27 11.99 81.39 12.60

X 80.95 12.44 80.87 12.55

SS 1.18 0.27 1.09 0.16

BSS 1.45 2.14 1.35 1.26

SH 0.37 0.08 0.35 0.05
GA (p=0.05) X40.73 X£0.16 X10.68 X40.10

(I) = MiCARDIS PLUS® Tablet
(IT)= PRITOR PLUS® Tablet

GA: Giiven aralig1
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3.2.3. Yapay Sinir Aglar1 Yontemi (ANN)

ANN yontemi kalibrasyon seti icin Ol¢iilen absorbans matrisinin parcalanmasiyla elde
edilen temel bilesen regresyonuna dayali bir yontemdir. Yontemin algoritmasi Bolim

2.2.1.5.de ayrintili olarak verilmistir.

3.2.3.1. Yapay Sinir Aglar1 Yontemi Kalibrasyonu
(Artificial Neural Networks Calibration )

ANN kalibrasyon i¢in hazirlanan kalibrasyon setinin 250-329.9 nm dalga boyu
araliginda AA= 0.1 nm araliklarla 801 noktada absorbans degerleri okundu (Sekil 3.3B).
Boliim 2.2.1.5. de acgiklanan ANN algoritmasina gore kalibrasyon setinin absorbans ve
konsantrasyon degerleri girdiler (inputs) olarak ANN kalibrasyonu i¢in kullanildi. ANN
kalibrasyonunda 40 birinci tabaka, gizli tabakalardan ilkinde 20 gizli tabaka ve
ikincisinde 10 gizli tabaka ile ¢ikt1 tabakasinda 2 tabakadan olusan sirasiyla logaritmik
sinyal fonksiyonu dort kez herbir tabaka i¢in kullanildi. Kalibrasyon igin tahmini
ortalama karelerin hatast 3.50x10° olarak alindi ve 3.48x10° hata ile 70 devir
sonucunda kalibrasyon hesaplandi. TEL ve HCT igeren karisimlarin yukarida belirtilen
dalga boylarindaki absorbans degerleri girdiler olarak sisteme girildi ve ~ ANN

kalibrasyonunda bu etken maddelerin miktar tayinleri gergeklestirildi.

3.2.3.2. Kalibrasyon Yonteminin Validasyonu

ANN yontemini valide etmek i¢in metanol igerisinde TEL i¢in 1-26 pg/mL ve HCT
icin 1-17 pg/mL calisma aralig1 i¢inde olacak sekilde farkli konsantrasyonlarda 18 adet
yapay karisim ¢ozeltisinden ibaret olan bir validasyon seti hazirlandi. Hazirlanan bu
validasyon seti kullanilarak kurulan ANN kalibrasyonun kesinlik ve dogrulugu test
edildi. Geri kazanim degerleri . TEL igin % 101.8 , HCT i¢in % 100.6 olarak bulundu.
Bagil standart sapma degerleri . TEL icin % 2.15 ve HCT i¢in 3,62 olarak hesaplandi.
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PLS kalibrasyon yonteminin yapay karigimlara uygulanmasi ile elde edilen sonuglar

Cizelge 3.10. da gosterildi.

Cizelge 3.10. TEL ve HCT yapay karigimlarina ANN kalibrasyon yonteminin uygulanmasi ile elde
edilen geri kazanim degerleri

Karigim Bulunan

(ng/mL) (ng/mL) Geri kazanim (%)

No. TEL HCT TEL HCT TEL HCT
1 2.0 3.5 2.08 3.56 104.1 101.8
2 5.0 3.5 5.02 3.56 100.3 101.6
3 8.0 3.5 8.04 3.60 100.5 102.8
4 11.0 3.5 11.03 3.62 100.3 103.4
5 14.0 3.5 14.00 3.47 100.0 99.2
6 17.0 3.5 16.87 3.37 99.2 96.3
7 20.0 3.5 20.03 3.50 100.2 100.0
8 23.0 3.5 23.02 3.49 100.1 99.7
9 26.0 3.5 25.89 3.69 99.6 105.4
10 22.4 1.0 22.36 0.92 99.8 91.5
11 22.4 3.0 22.37 2.86 99.8 95.2
12 22.4 5.0 22.76 5.27 101.6 105.3
13 22.4 7.0 23.51 7.04 104.9 100.6
14 22.4 9.0 23.44 9.10 104.7 101.2
15 22.4 11.0 23.10 10.75 103.1 97.7
16 22.4 13.0 23.32 13.44 104.1 103.4
17 22.4 15.0 23.38 15.66 104.4 104.4
18 22.4 17.0 23.52 17.12 105.0 100.7
X 101.8 100.6

SS 2.19 3.64

% BSS 2.15 3.62

ANN yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek i¢in giin i¢i ve glinler arasi
kesinlik ve dogruluk c¢alismalar1 kalibrasyon setinin i¢inde olacak sekilde ii¢ farkl
konsantrasyonda (TEL i¢in 2.0, 14.0 ve 23.0 pg/mL ve HCT igin 2.0, 10.0 ve 15.0
png/mL) her derisim i¢in 6 farkli ¢ozelti kullanilarak ayni giin iginde ve giinler arasinda
hazirlanan c¢ozeltiler kullanilarak yapilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.11. da

sunulmaktadir.



74

Cizelge 3.11. ANN kalibrasyon yonteminin TEL ve HCT analizi i¢in kesinlik ve dogruluk test sonuglari

Giln ici (n=6)
Konulan
(ug/mL) TEL HCT
Bulunan % % % % Bulunan % % % %
TEL HCT | (ug/mL) BH GK SS BSS | (ug/mL) BH GK SS  BSS
2.0 2.0 1.99 -0.26 99.7 244 245 1.98 -1.18 988 193 195
14.0 10.0 14.85 -1.02 99.0 0.69 0.70 9.75 -2.54 975 229 235
23.0 15.0 23.31 1.36 101.4 034 0.34 15.07 0.44 1004 243 242
H 100.0 ] 98.9
SS 1.22 SS 1.49
% BSS 1.21 % BSS 1.51
Glinler arasi (n=6)
Konulan
(ng/mL) TEL HCT
Bulunan % % % % Bulunan % % % %
TEL HCT | (ug/mL) BH GK SS BSS | (ug/mL) BH GK SS BSS
2.0 2.0 1.98 -1.16 98.8 248 251 2.00 0.21 100.2 233 233
14.0 10.0 14.91 -0.59 994 233 235 9.87 -1.28 98.7 250 2.53
23.0 15.0 23.11 0.50 100.5 242 241 15.16 1.06 101.1 2.50 2.48
x 99.6 K] 100.0
SS 0.84 SS 1.19
% BSS 0.85 % BSS 1.19

GK: % Geri kazanim
SS: Standart sapma

BSS: % Bagil standart sapma
BH: % Bagil hata

ANN kalibrasyon yontemi gercek ticari farmasotik preparatlara uygulamadan 6nce TEL

ve HCT igeren farmosdtik preperatlarda, tablet yardimer maddelerinin girisiminin olup

olmadig1 kurulan kalibrasyon i¢in test edildi. Bunun iginde standart ilavesi teknigi

kullanildi. Farmasotik preparatlarda ki bir tablete karsilik gelen igerigin 100 mL

metanol ic¢inde ¢ozeltisi hazirlandi. Bu preparat c¢ozeltisinden gerekli seyreltmeler

yapilarak, preparatin {izerindeki etiket miktarlarina gore sirasiyla yaklagik 2.5 ug/mL

TEL ve 16.0 pg/mL HCT ‘e karsilik gelen numune igeriginin {izerine 3.0, 6.0 ve 9.0

ug/mL TEL ve 2.5, 7.5 ve 10.0 pg/mL HCT olacak sekilde stok c¢ozeltilerden
standart ilavesi yapildi. Bu islem MiCARDIS PLUS® Tablet (I) ve PRITOR PLUS®
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Tablet (II) i¢in ayr1 ayr1 yapildi. Analiz sonucunda preparattan gelen TEL ve HCT

miktarlar disiilerek ilave edilen standartlar i¢indeki TEL ve HCT ig¢in geri kazanim ve

diger hesaplamalar yapildi. Bu denemeler {i¢ farkli konsantarsyon seviyesinde alt1 tekrar

yapilarak gerceklestrildi. ANN yontemin (I) durumundaki uygulamasinda % ortalama

geri kazanim ve % bagil standart sapma degerleri ANN kalibrasyon yoOntemi

kullanildiginda TEL i¢in % 100.4 ve % 4.01 ve HCT i¢in % 99.9 ve % 2.36 olarak

bulundu. Yontemin (II) durumundaki uygulamasinda ise % ortalama geri kazanim ve %

bagil standart sapma degerleri ANN kalibrasyon yontemi kullanildiginda TEL igin
% 101.1 ve % 1.37 ve HCT i¢in % 102.0 ve % 1.86 olarak hesaplandi.

Cizelge 3.12. Standart ekleme teknigi kullanilarak elde edilen geri kazanim degerleri

(D (n=6)
Konulan

(pg/mL) TEL HCT
Bulunan % % GK Bulunan % % GK
TEL HCT | (ug/mL) SS BSS BH (%) (ng/mL) SS BSS BH (%)
3.0 2.5 2.97 0.08 261 -0.93 99.1 2.45 0.13 5.33 -2.08 97.9
6.0 7.5 5.83 0.13 231 -2.76 97.2 7.69 0.08 1.03 2.52 102.5
9.0 10.0 9.45 045 480 495 105.0 9.93 0.48 4.88 -0.70 99.3
X 100.4 X 99.9
SS 4.03 SS 2.36
% BSS 4.01 %  BSS 2.36

(ID) (n=6)
Konulan

(pg/mL) TEL HCT
Bulunan % % GK Bulunan % % GK
TEL HCT | (ug/mL) SS BSS BH (%) (ug/mL) SS BSS BH (%)
3.0 2.5 3.01 0.1 3.12 0.22 100.2 2.52 0.09 3.39 0.84 100.8
6.0 7.5 6.03 0.2 332 047 100.5 7.57 0.06 0.76 0.96 101.0
9.0 10.0 9.25 0.0 0.12 273 102.7 10.42 0.03 0.29 4.19 104.2
X 101.1 X 102.0
SS 1.38 SS 1.90
% BSS 1.37 %  BSS 1.86

GK: % Geri kazanim
SS: Standart sapma

BSS: % Bagil standart sapma
BH: % Bagil hata
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3.2.3.3. ANN Yontemi icin ANOVA Testi

ANN kalibrasyon yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek i¢in ii¢ farkli
konsantarsyonda (TEL i¢in 2.0, 14.0 ve 23.0 ug/mL ve HCT igin 2.0, 10.0 ve 15.0
pg/mL ) ve her derisim i¢in alt1 farkli numune i¢in elde edilen sonuglara ANOVA testi
uygulandi. Yontemin giin i¢i ve giinler arasi hazirlanan karigimlara uygulamasinda n; =5
ve ny =30 icin % 95 giliven araliginda F-tablo degeri 2.53 olmasina karsilik TEL igin
hesaplanan F-test degeri 2.29 ve p-degeri 0.07, HCT igin hesaplanan F-test degeri 2.48
ve p-degeri 0.05 olarak bulunmustur. Sonuglar Cizelge 3.12.1 de sunulmustur. ANOVA
testinde F-hesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0.05 oldugu i¢in % 95 giiven araliginda
glin i¢i ve giinler arsinda elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadigi

bulunmustur.

Cizelge 3.12.1. Giin i¢i ve giinler arasi sonuglarin karsilastirilmasi icin ANOVA test sonuglari

Bilesik Deglslvmm Karelerin Serbesth.k Karelerin F-hesaplanan  P-degeri  F-tablo
kaynagi toplami derecesi ortalamasi
Gruplar arasi 48.33 5 9.67 2.29 0.07 2.53
-
E Grup i¢i 126.74 30 4.22
Toplam 175.08 35
Gruplar aras1 54.28 5 10.86 2.48 0.05 2.53
[
g Grup i¢i 131.33 30 4.38
Toplam 185.60 35
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3.2.3.4. ANN Yonteminde istatistiksel Analiz

3.2.3.4.1. Capraz Validasyon ve Kalibrasyonun Standart Hatasi

TEL ve HCT igeren karisimlarda bu maddelerin miktar tayini i¢in ANN kalibrasyonunda
kalibrasyonun standart hatasi1 (Standard error of calibration —SEC), giincel ve tahmin
edilen konsantrasyonlar arasindaki iligkiye dayali olarak hesaplandi ve TEL ve HCT igin
strastyla 0.0557 ve 0.0412 olarak bulundu. Giincel ve tahmin edilen konsantrasyon igin
lineer regresyon analiz sonuglart TEL i¢in Sekil 3.12 de ve HCT igin Sekil 3.13. de

sunulmakradir.

2 254 )
S y=0.9991x+ 0.0069
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Sekil 3.12. ANN kalibrasyon basamaginda TEL i¢in ger¢ek ve tahmin edilen
konsantrasyonlarin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
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Sekil 3.13. ANN kalibrasyon basamaginda HCT igin gercek ve tahmin edilen
konsantrasyonlarin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar

3.2.3.4.2. Tayinin Standart Hatasi

Validasyon seti olarak hazirlanan yapay telmisartan ve hidroklorotiyazid igeren
karigimlarda bu maddelerin konulan ve hesaplanan verilerinden PCR kalibrasyonu i¢in
tayinin standart hatasi (Standard Error of Prediction—SEP), validasyon setinin
konsantrasyonuna karsilik hesaplanan konsantrasyonlarin lineer regresyon analizi ile
korelasyon katsayisi (r) icin istatistiksel sonuclar ve SEP degerleri sirasiyla TEL ve HCT
i¢in Sekil 3.14 ve Sekil 3.15 de verildi.
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Sekil 3.14. ANN tayin basamaginda HCT icin ger¢ek ve tahmin edilen

Tahmin edilen konsantrasyon

konsantrasyonlarin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
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Sekil 3.15. ANN tayin basamaginda HCT icin ger¢ek ve tahmin edilen

konsantrasyonlarin lineer regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
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3.2.3.5. ANN Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uygulamasi

ANN yonteminin farmasotik preparatlara uygulanmasinda 20 tablet dogru bir sekilde
tartild1 ve havanda iyice toz edildikten sonra 1 tablete karsilik gelen miktar 100 mL’lik
balonjojede metanol icerisinde ¢o6ziildii. Balonjoje icerigi mekanik karistirict ile 30
dakika karistirildi ve membran filtre (Sartorius Minisart ¢= 0,45 pm) yardimi ile
stiziildli. Analiz i¢in siiziilen ¢ozeltiden 1.00 mL’lik bir miktar 100 mL’lik balon jojeye
transfer edildi ve aynmi ¢oziiciiyle hacim tamamlandi. Bu analiz ¢6zeltilerinin 250-330
nm dalga boyu bolgesinde AA= 0.1 nm araliklarla dlgiilen absorbans degerleri Boliim
2.2.1.5.de agiklanan ANN algoritmast uygulandi ve tablet icerigindeki TEL ve HCT
hesaplandi. Bu islem i¢in n = 10 tekrar yapildu.

Yukarida agiklanan tablet analiz islemi PRITOR PLUS® Tablet ve MICARDIS
PLUS® Tablet preparatlar: i¢in ayr1 ayri tekrar edildi. PRITOR PLUS® Tablet ve
MICARDIS PLUS® Tablet sonuglari Cizelge 3.13. de sunuldu.



Cizelge 3.13. MICARDIS PLUS® Tablet ve PRITOR PLUS® Tablet preparatlarina
ANN yonteminin uygulanmastyla elde edilen sonuglar. (I) ve (II) preparat
etiketindeki miktarlar: 80 mg TEL/tablet ve 12.5 mg HCT/tablet.

mg/tablet (I) mg/tablet (II)

Deney No. TEL HCT TEL HCT

1 83.77 12.63 79.79 12.82

2 83.96 12.89 79.50 12.44

3 81.27 12.56 82.38 12.39

4 82.57 12.14 83.57 12.62

5 82.68 12.85 82.24 12.35

6 81.75 12.01 82.34 12.64

7 80.15 12.54 82.97 12.83

8 81.55 12.45 82.17 12.10

9 80.52 12.69 82.43 12.69

10 81.36 12.56 80.49 12.28

X 81.96 12.53 81.79 12.51

SS 1.27 0.28 1.37 0.24

BSS 1.55 2.22 1.68 1.94

SH 0.40 0.09 0.43 0.08
GA (p=0.05) X+0.79 X%0.17 X+0.85 X%0.15

(I) = MiCARDIS PLUS® Tablet
(IT)= PRITOR PLUS® Tablet

GA: Giiven aralig
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3.2.4. Tiirev Spektrofotometri (Karsilastirma Y 6ntemi)

Tiirev spektrofotometrisi, karisim analizinde orijinal absorpsiyon egrilerinin tiirevlerinin
alinmas1 ve bilesiklerden birisinin sifir kesim noktasina karsilik diger bilesigin tiirev
absorbans degerinin Olclimiiyle hesaplanan kalibrasyon denklemlerinin kullanimiyla
karisimlarin analizine dayanir. Spektrofotmetrik calismalarda birden dorde kadar tiirev

egrileri kantitatif calismalarda kullanilmaktadir.

3.2.4.1. Standart Cozeltiler

a) Metanol igerisinde TEL ve HCT in 25 pg/mL stok ¢ozeltileri hazirlandi.

b) TEL i¢in 1.0-26.0 pg/mL ve HCT igin 1.0-17.0 pg/mL konsantrasyon araliinda
kalibrasyon ¢ozeltiler hazirlandi.

¢) TEL i¢in 1.0-26.0 pg/mL ve HCT igin 1.0-17.0 pg/mL calisma araliklar1 i¢inde bu iki

bilesigi igeren 18 degisik konsantrasyonlarda validasyon seti hazirlandi.

3.2.4.2. Kalibrasyon Denklemlerinin Hesaplanmasi

Tiirev yontemininin uygulamasinda, TEL i¢in 1.0-26.0 ng/mL.  ve HCT i¢in 1.0-17.0
pg/mL dogrusal calisma araliginda hazirlanan kalibrasyon ¢ozeltilerinin 240-350 nm
dalga boyu araliginda spektrumlar1 alindi ve bilgisayarin hafizasina kaydedildi. Sekil
3.16A da orijinal absorpsiyon spektrumlar1 sunulmaktadir. Analiz edilen TEL ve HCT
bilesiklerinin absorpsiyon spektrumlarinin birden doérde kadar degisik AA araliklari,
degisik skala faktorleri ve degisik AA araliklar1 diizlestirme fonksiyonlar1 kullanilarak
tiirev spektrumlar1 hesaplandi. Ayn1 spektral islemler yapay ve farmasdétik preparatlar
icinde gerceklestrildi. Bu denemelerden sonra AA=20 nm araliklarla ve skala faktorii =20
ile birinci tirev spektrumlarinda 306.0 nm’de TEL’in analiz i¢in ve AA= 20 nm
araliklarla, skala faktorii = 20 ve AA= 5 nm araliklar ile diizlestirme fonksiyonu ile
ticilincii tiirev spektrumlarinda 297.4 nm de HCT in analizi i¢in optimal spektral kosullar

oldugu saptandi.
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Sekil 3.16. TEL i¢in 1-26 pug/mL (—) ve HCT igin 1-17 pg/mL (—) konsantrasyon araliginda; A)
absorpsiyon spektrumlari, B) Birinci tiirev spektrumlart (AA= 20 nm araliklarla ve skala faktorii = 20 )

ve C) Uglincii tiirev spektrumlart (AA= 20 nm araliklarla , skala faktorii = 20 ve diizlestirme = 5 nm
araliklarla).
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Bu yontem literatiirlerde verilen spektral kosullardan farkli uygulanmistir (Bebawy ve

ark.(2005), Misirlioglu (2006).)

Karigimlardaki TEL miktar tayini i¢in 1-26 pg/mL dogrusal ¢aligsma araliginda
kalibrasyon ¢6zeltilerinin 306.0 nm deki birinci tlirev absorbans degerleri dlgiilerek

lineer regresyon analiziyle hesaplanan dogru denklemi elde edildi (Sekil 3.16B).

Ayni karisimdaki HCT in kantitatif analizi i¢in HCT igin 1.0-17.0 pg/mL dogrusal
caligma araligindaki kalibrasyon ¢ozeltilerinin 297.4 nm deki {igiincii tiirev absorbans

degerlerinin 6l¢iimiiyle kalibrasyon i¢in dogru denklemi hesaplandi (Sekil 3.16C).

Cizelge 3.14. Lineer regresyon analizi ve istatistiksel sonuglar1

Parametreler TEL HCT
m -3.20x10 1.62x107
n -8.67x10™ 1.32x10™
r 1.0000 0.9997
SH(m) 9.95x107 1.43x10™
SH(n) 1.59x107 1.49x107
SH(r) 2.31x107 2.22x107
LOD (pg/mL) 0.45 0.08
LOQ (ng/mL) 1.49 0.28

3.2.4.3. Tiirev Yonteminin Validasyonu

Tiirev yontemini valide etmek i¢in metanol igerisinde TEL icin 1-26 pg/mL ve HCT
icin 1-17 pg/mL dogrusal calisma aralig1 i¢inde farkli konsantrasyonlarda 18 adet yapay
karisgim ¢ozeltisinden olusan bir validasyon seti hazirlandi. Bu validasyon seti
kullanilarak kurulan tiirev yontemi kalibrasyonun kesinlik ve dogrulugu test edildi. Geri
kazanim degerleri . TEL icin % 100.1, HCT i¢in % 100.6 olarak bulundu. Bagil standart
sapma degerleri . TEL icin % 1.14 ve HCT i¢in % 2,60 olarak hesaplandi. Tiirev
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yontemi kalibrasyon yonteminin yapay karigimlara uygulanmasi ile elde edilen sonuglar

Cizelge 3.15. de gosterildi.

Cizelge 3.15. TEL ve HCT nin yapay karisimlarinin analizine tiirev yonteminin uygulanmasiyla

elde edilen geri kazanim degerleri.

Karisim Bulunan Geri kazanim
(ng/mL) (ng/mL) (%)

No. TEL HCT TEL HCT TEL HCT
1 2.0 3.5 2.06 347 103.2 99.2
2 5.0 3.5 5.03 3.44 100.6 98.2
3 8.0 3.5 7.96 3.47 99.6 99.1
4 11.0 3.5 10.87 3.55 98.8 101.3
5 14.0 3.5 13.80 3.35 98.6 95.6
6 17.0 3.5 16.71 3.39 98.3 96.8
7 20.0 3.5 20.14 3.46 100.7 98.8
8 23.0 3.5 22.98 3.38 99.9 96.6
9 26.0 3.5 25.66 3.60 98.7 102.9
10 22.4 1.0 22.48 1.03 100.4 103.1
11 22.4 3.0 22.54 3.06 100.6 102.1
12 22.4 5.0 22.42 5.08 100.1 101.7
13 22.4 7.0 22.36 7.34 99.8 104.9
14 22.4 9.0 22.48 9.19 100.4 102.1
15 22.4 11.0 22.48 11.17 100.4 101.6
16 22.4 13.0 22.54 13.48 100.6 103.7
17 22.4 15.0 22.36 15.24 99.8 101.6
18 22.4 17.0 22.67 17.21 101.2 101.3

X 100.1 100.6
SS 1.14 2.62

% BSS 1.14 2.60




Cizelge 3.16. Tirev yonteminin TEL ve HCT analizi igin kesinlik ve dogruluk test sonuglart
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Giin i¢i (n=6)

Konulan
(ng/mL) TEL HCT
Bulunan % % % % Bulunan % % % %

TEL HCT | (pg/mL) BH GK SS BSS | (ug/mL) BH GK SS  BSS
2.0 2.0 1.99 -0.58 994 218 2.19 2.02 0.96 101.0 1.80 1.78
140 10.0 14.72 -1.84 982 0.57 0.58 10.08 0.84 1008 127 1.26
23.0 15.0 22.89 -0.49 99.5 1.64 1.65 1491 -0.63 994 1.03 1.04

X 99.0 X 100.4

SS 0.75 SS 0.89

% BSS 0.76 % BSS 0.88

Giinler arasi (n=6)
Konulan
(ng/mL) TEL HCT
Bulunan % % % % Bulunan % % % %

TEL HCT | (pg/mL) BH GK SS BSS | (ug/mL) BH GK SS  BSS
2.0 2.0 1.98 -0.76 992 244 246 2.01 0.41 1004 2.13 2.12
14.0 10.0 14.68 -2.10 979 237 242 10.04 0.41 1004 195 1.94
23.0 15.0 23.12 0.51 100.5 1.71 1.70 14.81 -1.29 987 1.10 1.11

H 99.2 H 99.8

SS 1.31 SS 0.99

% BSS 1.32 % BSS 0.99

GK: % Geri kazanim
SS: Standart sapma

BSS: % Bagil standart sapma
BH: % Bagil hata

Tiirev spektrofotometrisinin ticari farmasotik preparatlara uygulamadan once TEL ve

HCT iceren farmosotik preperatlarda, tablet yardimecr maddelerinin girisiminin olup

olmadig1 kurulan kalibrasyon i¢in test edildi. Bunun i¢inde standart ilavesi teknigi

kullanildi. Farmasotik preparatlarda ki bir tablete karsilik gelen igerigin 100 mL

metanol ic¢inde ¢ozeltisi hazirlandi. Bu preparat c¢ozeltisinden gerekli seyreltmeler

yapilarak, preparatin lizerindeki etiket miktarlarina goére sirasiyla yaklasik 2.5 pg/mL

TEL ve 16.0 pg/mL HCT ‘e karsilik gelen numune igeriginin iizerine 3.0, 6.0 ve 9.0

pg/mL TEL ve 2.5, 7.5 ve 10.0 ug/mL HCT olacak sekilde stok c¢ozeltilerden standart
ilavesi yapildi. Bu islem MIiCARDIiS PLUS® Tablet (I) ve PRITOR PLUS® Tablet

(IT) i¢cin ayr1 ayr1 yapildi. Analiz sonucunda preparattan gelen TEL ve HCT miktarlar
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diistilerek ilave edilen standartlar i¢indeki TEL ve HCT i¢in geri kazanim ve diger
hesaplamalar yapildi. Bu denemeler ii¢ farkli konsantarsyon seviyesinde alt1 tekrar
yapilarak gerceklestirildi. Tiirev yonteminin (I) durumundaki uygulamasinda % ortalama
geri kazanim ve 9% bagil standart sapma degerleri tiirev kalibrasyon yoOntemi
kullanildiginda TEL i¢in % 100,3 ve % 2,14 ve HCT i¢in % 100,2 ve % 0,98 olarak
bulundu. Yontemin (II) durumundaki uygulamasinda ise % ortalama geri kazanim ve %
bagil standart sapma degerleri tiirev kalibrasyon yontemi kullanildiginda TEL i¢in %
101,2 ve % 0,78 ve HCT i¢in % 102,4 ve % 1,38 olarak hesaplandi.

Cizelge 3.17. Standart ekleme teknigi kullanilarak elde edilen geri kazanim degerleri

@) (n=6)
Konulan
TEL HCT
(ng/mL)
Bulunan %) (%) o Bulunan %) (%) o
TEL HCT | o0y S8 pos pa OKCO | (omy) S5 Bss BH 0K
3.0 2.5 3.05 0.05 1.76 1.64 101.6 2.55 0.07 259 1.20 101.2
6.0 7.5 5.87 0.05 092 -2.19 97.8 7.52 0.29 385 0.23 100.2
9.0 10.0 9.13 0.28 3.09 1.40 101.4 9.92 0.30 3.02 -0.76 99.2
X 100.3 X 100.2
SS 2.14 SS 0.98
% BSS 2.14 % BSS 0.98
() (n=6)
Konulan
TEL HCT
(ng/mL)
Bulunan (%) (%) o Bulunan %) (%) o
TEL HCT | o0y S8 pos pH OKCO | (om) S5 Bss BH 0K (0
3.0 2.5 3.01 0.1 272 0.30 100.3 2.54 0.06 239 0.81 100.8
6.0 7.5 6.09 0.1 2.05 148 101.5 7.72 0.07 0.85 2.93 102.9
9.0 10.0 9.16 0.2 247 1.80 101.8 10.35 0.28 2.67 3.50 103.5
X 101.2 X 102.4
SS 0.79 SS 1.42
% BSS 0.78 % BSS 1.38
GK: % Geri kazanim BSS: % Bagil standart sapma

SS: Standart sapma BH: % Bagil hata
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3.2.4.4. Tiirev Yontemi icin ANOVA Testi

Tiirev yonteminin dogruluk ve kesinligini valide etmek i¢in ii¢ farkli konsantrasyonda
(TEL i¢in 2.0, 14.0 ve 23.0 pg/mL ve HCT i¢in 2.0, 10.0 ve 15.0 ug/mL ) ve her derigim
i¢in alt1 farkli numune i¢in elde edilen sonuclara ANOVA testi uygulandi. Yontemin giin
ici ve giinler arasi hazirlanan karisimlara uygulamasinda n; =5 ve n; =30 icin % 95
giiven araliginda F-tablo degeri 2.53 olmasina karsilik TEL igin hesaplanan F-test degeri
1.87 ve p-degeri 0.13, HCT igin hesaplanan F-test degeri 2.30 ve p-degeri 0.07 olarak
bulunmustur. Sonuglar Cizelge 3.17.1 de sunulmustur. ANOVA testinde F-hesaplanan<
F-tablo ve p-degeri > p=0.05 oldugu i¢in % 95 giiven araliginda giin i¢i ve giinler

arsinda elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadig1 bulunmustur.

Cizelge 3.17.1. Giin i¢i ve gilinler aras1 sonuglarin karsilastrilmasi i¢in ANOVA test sonuglari

Bilesik E:f;zglllm Iig;?;er:ln S(;:erlo:csélsiik 52:;:3;21 F-hesaplanan ~ P-degeri  F-tablo
Gruplar arasi 27.72 5 5.54 1.87 0.13 2.53
E Grup ici 89.02 30 2.97
Toplam 116.74 35
Gruplar arasi 23.75 5 4.75 2.30 0.07 2.53
E Grup i¢i 61.94 30 2.06
Toplam 85.69 35

3.2.4.5. Tiirev Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uygulamasi

Tiirev yonteminin farmasotik preparatlara uygulanmasinda, 20 tablet dogru bir sekilde
tartild1 ve havanda iyice toz edildikten sonra bir tablete karsilik gelen tablet miktar1 100
mL’lik balonjojede metanol igerisinde ¢oziildii. Balonjoje icerigi mekanik karistirici ile
30 dakika karistirildi ve membran filtre (Sartorius Minisart ¢= 0,45 pum) yardinmu ile
stiziildii. Analiz i¢in siiziilen ¢dzeltiden 1.40 mL’lik bir miktar 50 mL’lik balon jojeye
transfer edildi ve metanol ile hacim tamamlandi. Bu analiz ¢6zeltilerinin 240-350 nm

dalga boyu aralifinda absorpsiyon spektrumlari ¢izdirildi. Absorpsiyon spektrumlarinin
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birinci tiirev spektrumunda 306.0 nm de TEL ve tigiincii tiirev spektrumunda 297.4 nm
de HCT Boliim 3.2.4.2 de hesaplanan kalibrasyon fonksiyonlar1 kullanilarak TEL ve
HCT miktarlar1 hesaplandi. Bu iglem i¢in n = 10 tekrar yapildi.

Yukarida agiklanan tablet analiz islemi PRITOR PLUS® Tablet ve MICARDIS
PLUS® Tablet preparatlari i¢in ayr1 ayri tekrar edildi. PRITOR PLUS® Tablet ve
MICARDIS PLUS® Tablet sonuglar1 Cizelge 3.18. de sunuldu.

Cizelge 3.18. MICARDIS PLUS" Tablet ve PRITOR PLUS" Tablet preparatlarma
tirev yonteminin uygulanmasiyla elde edilen sonuglar. (I) ve (II) preparat
etiketindeki miktarlar: 80 mg TEL/tablet ve 12.5 mg HCT/tablet.

mg/tablet (I) mg/tablet (II)
No. TEL HCT TEL HCT
1 84.27 12.40 79.92 12.29
2 83.71 12.49 79.59 12.16
3 82.37 12.00 81.48 12.86
4 83.49 12.71 81.93 12.39
5 83.38 12.18 82.93 12.44
6 82.93 12.41 82.15 12.24
7 81.82 12.25 81.71 12.18
8 82.49 12.54 83.04 12.64
9 82.26 12.37 82.15 12.32
10 82.37 12.40 82.26 12.03
X 82.91 12.38 81.72 12.35
SS 0.78 0.20 1.14 0.24
BSS 0.94 1.58 1.40 1.97
SH 0.25 0.06 0.36 0.08
GA (p=0.05) X£0.48 X£0.12 X+0.71 X+0.15

(I) = MiCARDIS PLUS® Tablet
(I1) = PRITOR PLUS® Tablet
GA: Giiven aralig1
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3.2.5. istatiksel Analiz

Tez caligmasinda gelistirilen PCR, PLS ve ANN yontemlerinin ticari farmasdtik
preparatlara uygulamasindan elde edilen sonuglar, tirev spektrofotometri (DS)
sonuglariyla istatiksel olarak karsilastirildi. Istatiksel karsilastirmada t-testi ve f-testi
uyguland1. Yontemlerin MICARDIS PLUS® tablet (I) ve PRITOR PLUS® tablet (II)
ticari preparatlara uygulamasinda n=10 deneme i¢in serbestlik derecesi = 9 i¢in % 95
giiven araliginda (p = 0.05) t-tablo degeri (teorik) Ve F-tablo degeri (Fieorik) sirasiyla 2.26
ve 3.13 olmasina karsilik hesaplanan t-test ve F-test sonuclar1 Cizelge 3.19 ve Cizelge
3.20 de goriildiigii gibi bulunmustur. Gelistirilen kemometrik yontemlerin tek tek tiirev
yontemiyle karsilastirilmasinda t-hesaplanan< tioik ve F-hesaplanan< Fieqix oldugu igin
yukarida ifade edilen giiven araliginda yontemler arasinda anlamli bir fark olmadigi
gozlenmistir.

Cizelge 3.19. Yontemlerin karsilagtirilmasinda elde edilen t-test ve F-test sonuglari

()
TEL HCT
DS PCR PLS ANN | DS PCR PLS ANN
G 82.91  80.93 8095 8196 | 1238 12.54 1244 12.53

t-testi  tieorik=2.26  1.49 1.49 1.44 2.26 1.39 0.74 1.42
F-testi Fieorik=3.13  1.75 2.30 2.69 3.13 2.96 1.84 2.01

treorik (p=0.05 ve n=10) =2.26 ve Fio=3.13 (p=0.05 ve n=10)

Cizelge 3.20. Yontemlerin karsilagtirilmasinda elde edilen t-test ve F-test sonuglari

(II)
TEL HCT
DS PCR PLS ANN | DS PCR PLS ANN
% 81,72  81.17 80.87 81.79 | 1235 1249 1255 1251

t-testi  teorik=2.260  1.19 1.49 0.22 2.26 0.87 2.15 1.26
F-testi Feoik=3.13 .83 0.92 1.44 3.13 3.06 0.42 0.99

treorik (p=0.05 ve n=10) =2.26 ve Fio=3.13 (p=0.05 ve n=10)

(I) = MiCARDIS PLUS” tablet ve (II)= PRITOR PLUS" tablet analiz sonuclar
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4. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda TEL ve HCT igeren farmasotik tablet preparatlarindaki bu iki aktif
bilesigin hi¢bir ayirma islemi yapmaksizin ve ayni anda kantitatif analizleri i¢in ii¢
farkli kemometrik kalibrasyon yontemi gelistirildi. Gelistirilen PCR, PLS ve ANN

kalibrasyon yontemlerinin sonuglari spektrofotometrik tiirev yontemiyle karsilastirildi.

Kargilagtirma yontemi olarak kullanilan tiirev yonteminin literatiirdeki uygulamasinda
TEL ve HCT in ayni anda miktar tayinlerinin 1. tiirev yoOntemiyle basarildigimnin
belirtilmesine ragmen ayni ydntem tez kapsaminda verilen deneysel kosullarda
yaptigimiz uygulamalarda analiz i¢in basarili sonuglar vermedi. Bu nedenle tiirev
yontemiyle her iki bilesigin ayn1 anda miktar tayinleri i¢in degisik tiirev dereceleriyle
farkli AX’lar kullanilarak uygulandi. Sonug olarak 1. tiirev yontemiyle (AA=20 nm) 306
nm’de elde edilen kalibrasyon grafigi kullanilarak TEL ve 3.tiirev yontemiyle (AA=20
nm ve skala faktori =20) 2974 nm’de HCT’ in miktar tayinleri basariyla
gerceklestirildi. Literatiirde verilen tiirev yontemi yapay karigimlarda basarili sonuglar

vermesine ragmen tabletlerin analizinde basarili sonuglar vermemistir.

Kemometrik yontemler olarak CLS, ILS, PCR, PLS ve ANN yontemleri spektral veriler
kullanilarak TEL ve HCT ‘nin hicbir ayirma ve grafik islemi kullanmaksizin ve de ayni1
anda miktar tayinleri i¢in uygulandi. Literatiirde verilen tiirev yonteminde oldugu gibi
CLS ve ILS kalibrasyonlar1 ile basarili sonuglar elde edilemedi. Aksine PCR, PLS ve
ANN kalibrasyon yontemleriyle TEL ve HCT igeren yapay numunelerin ve ger¢ek

numunelerin (Farmosétik tabletlerin) analizinde son derece basarili sonuglar elde edildi.

PCR, PLS ve ANN kalibrasyonlarinin uygulamasinda spektral ve kemometrik
parametrelerin optimizasyonu i¢in 6n caligmalar yapildi ve tez kapsaminda yontemler

icin verilen kosullar bu yontemlerin TEL ve HCT’nin analizi igin optimal
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uygulanabilecegi kosullardir. Kemometrik kalibrasyonlarin kurulmasinda TEL i¢in 1-26
(mg/mL) ve HCT i¢in 1-17 (mg/mL) c¢alisma aralifinda hazirlanan kalibrasyon seti ve
bu kalibrasyon setine karsilik 250- 330 nm dalga boyunda AA= 0,1 nm araliklarla 801

noktada 6lgiilen absorbans degerleri kullanildi.

Kemometrik kalibrasyon yontemlerinin validasyonu i¢in geri kazanim ¢aligmalari
yapildi. Bu validasyon ¢alismalari, kalibrasyon setinde bagimsiz olarak hazirlanan yapay
karisimlarin analizine, standart ilavesi yapilan preparatlarin analizine ve yine yapay
olarak hazirlanan karisimlar ig¢in giin i¢i ve giinler arasi analizlerine yoOntemlerin
uygulamasin1 kapsamaktadir. PCR, PLS ve ANN yontemlerin yapay karigimlara
uygulamasinda elde edilen ortalama % geri kazanim ve bagil standart sapma degerleri
sirastyla Cizelge 3.2., Cizelge 3.6., Cizelge 3.10. da goriilmektedir. Standart ilavesi
yonteminde % ortalama geri kazanim ve bagil standart sapma degerleri PCR, PLS ve
ANN yontemleri icin sirasiyla Cizelge 3.4, Cizelge 3.8, Cizelge 3.12° de
gosterilmektedir. Yontemler i¢in giin i¢i ve giinler arasi ortalama % geri kazanim ve
bagil standart sapma degerleri ise Cizelge 3.3., Cizelge 3.7. ve Cizelge 3.11. de
gosterilmektedir. PCR, PLS ve ANN i¢cin bu elde edilen sonuclar karsilastirma
yonteminin sonuglartyla (Cizelge 3.19 ve Cizelge 3.20) karsilastirildiginda gelistirilen

kemometrik kalibrasyon yontemlerinin basarili oldugu goriilmektedir.

PCR, PLS, ANN ve karsilastirma yontemlerinin iki farkli ticari farmasétik tablet
preparatlarinin  kantitatif analizlerine uygulamasinda karsilagtirilabilir ve basarili
sonuglar elde edilmistir. Bu tez kapsamindaki sonuglar gostermistir ki gelistirilen PCR ,
PLS ve ANN kalibrasyon yontemleri TEL ve HCT iceren farmasotik preparatlarin rutin

kalite kontrol analizlerinde kullanilabilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Analitik calismalarda iki ya da daha fazla aktif bilesigi iceren kombine farmosdtik
formiilasyonlarin hi¢bir ayirma islemi yapmaksizin ve ayni anda kantitatif analizleri igin
gelistirilen yoOntemler arastirmalar ve ilag sanayi agisindan son derece Onemlidir.
Kombine preparatlarin analizinde genellikle yiiksek basingli sivi kromatografisi ve bu
yontemin degisik kombine versiyonlarini kapsayan pahali ve yiiksek teknoloji kullanan
cihaz veya yontemler kullanilmaktadir. Ayrica bu yontemlerin kombine preparatlarin
analizinde uygulamalarinda deneysel kosullarin optimizasyonundaki zorluklar ve uzun
analiz siireleri nedeniyle biktirict olmalari, analizcileri daha hizli, daha kolay ve daha

ekonomik yontemler gelistirmeye itmektedir.

Tez kapsaminda gelistirilen ve basarili bir sekilde TEL ve HCT iceren tabletlerin
analizine uygulanan PCR, PLS ve ANN kemometrik kalibrasyon ydntemleriyle son
derece basarili sonuglar elde edilmistir. Gelistirilen PCR, PLS ve ANN yontemleriyle

elde edilen sonuglar i¢in tatmin edici kesinlik, dogruluk ve segicilik gézlenmistir.

Tez kapsaminda higbir 6n ayirma islemin kullanmaksizin PCR, PLS ve ANN yontemleri
TEL ve HCT’ nin ayn1 anda kantitatif analizine uygulanmistir. Bu bizim gelistirdigimiz
yontemlerin avantajidir. Genellikle kombine preparatlarin analizine uygulanan

kromatografik yontemler mutlak bir 6n ayrma iglemi gerektirir.

Kemometrik yontemler ile elde edilen sonuglar, tiirev yonteminin sonuglariyla t- ve
f- testleri yapilarak karsilastirilmistir. Bu istatistiksel test sonuglari, yontemlerden elde
edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadigin1 gostermistir. Gelistirilen PCR, PLS
ve ANN yontemlerinin, TEL ve HCT iceren farmasdtik preparatlarin kalite kontrol ve

rutin analizlerinde kullanilabilecegi bu tez ¢alismasiyla ispat edilmistir.
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OZET

Kombine Farmasotik Preparatlardan Telmisartan ve Hidroklorotiyazid’in
Kemometrik Kalibrasyon Yontemleriyle Ayn1 Anda Miktar Tayinleri

Bu tez g¢alismasinda, kemometrik kalibrasyon yontemleri (temel bilesen regresyonu
yontemi (PCR), kismi en kiigiik kareler yontemi (PLS) ve yapay sinir aglar1 (ANN)), iki
farkli farmasotik preparattadaki telmisartan (TEL) ve hidroklorotiyazid (HCT)’in ayni

anda miktar tayinlerine hi¢ bir ayirma islemi kullanmaksizin basariyla uygulandi.

Bu kemometrik yontemler i¢in, TEL i¢in 1-26 pg/mL konsantrasyon araliginda ve HCT
icin 1-17 pg/mL konsantrasyon araliginda bilesikleri iceren 45 adet karisimdan olusan
kalibrasyon (konsantrasyon) seti, metanol i¢erisinde hazirlandi. Kalibrasyon setinin 200-
350 nm araliginda absorpsiyon spektrumu kaydedildi. Kalibrasyon seti ve bu sete
karsilik 250-300 nm aralifinda elde edilen absorpsiyon verileri arasindaki iliskiden
yararlanilarak ii¢ kemometrik kalibrasyon olusturuldu. PCR PLS ve ANN ydntemlerinin
validasyonu, TEL ve HCT iceren sentetik karisimlar analiziyle gergeklestirildi. Buna
ilave olarak, giin igi-glinler arasi analiz ve standart ekleme teknikler gibi diger
validasyon islemleri de kullanildi. PCR, PLS and ANN yontemlerinin TEL ve HCT
karigimlarinin analizin uygulamasinda, % geri kazanim sonuglar ile karsilik gelen bagil
standart sapma degerleri sirastyla TEL icin % 100.1 ile % 2.78 ve HCT ig¢in % 100.7 ile
% 1.52 (PCR); TEL igin % 100.2 ile % 2.76 ve HCT igin % 100.7 ile 1.45 (PLS); TEL
icin % 101.8 ile % 2.15 ve HCT i¢in % 100.6 ile % 3.62 (ANN) olarak bulundu.
Sonraki basamakta PCR, PLS and ANN yontemler, iki farkli ticari farmasotik
preparattaki TEL ve HCT’in ayni anda miktar tayinlerine uygulandi.

Ayrica karsilastirma yontemi olarak tiirev spektrofotometrisi gelistirildi. Bu tiirev
yonteminde, yapay karisimlardan ve farmasdtik preparatlardan TEL analizi i¢in birinci

tirev ve HCT analizi i¢in {iglincii tlirev yontemlerinin uygun oldugu saptanmustir.
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PCR, PLS and ANN kalibrasyon yontemleriyle hesaplanan deneysel verilerin,
karsilagtirma yontem olarak kullanilan tiirev spektrofotometrisiyle elde edilen sonuglar

istatistiksel olarak karsilastirildi ve sonugclar arasinda iyi bir uyum gézlendi.

Anahtar Kelimeler : Hidroklorotiyazid, kantitatif analiz, kemometrik yontem, tablet,

telmisartan,
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SUMMARY

Simultaneous Determination of Telmisartan and Hydrochlorothiazide in Combined
Pharmaceutical Preparations by Chemometric Calibration Methods

In this thesis, three different chemometric calibration methods (principle component
regression (PCR), partial least square (PLS) and artificial neural network (ANN) ) were
successfully applied to the simultaneous determination of telmisartan (TEL) and
hydrochlorothiazide (HCT) in two different pharmaceutical preparations without using

any separation step.

For the chemometric methods , a calibration (concentration) set of 45 binary mixtures
containing compounds in the working range of 1-26 pg/mL for TEL and 1-17 pg/mL
for HCT was symmetrically prepared in methanol. The absorption spectra of the above
calibration set were recorded in the spectral region of 200-350 nm. Three chemometric
calibrations were constructed by using the relationship between the calibration set and
its corresponding absorption data obtained in the range 250-350 nm. The validation of
PCR, PLS and ANN was carried out by analyzing the synthetic mixtures of TEL and
HCT compounds. In addition to that, other validation procedures such as intra day-inter
day and standard addition technique were used. Percent mean recoveries with their
corresponding relative standard deviations in the application of PCR, PLS and ANN
methods to the synthetic binary mixtures containing both compounds were found to be
100.1 % with 2.78 % for TEL ; 100.7 % with 1.52 % for HCT and 100.2 % with 2.76 %
for TEL; 100.7 % with 1.45 % for HCT and 101.8 % with 2.15 % for TEL; 100.6 %
with 3.62 % for HCT, respectively. In the next step, the PCR, PLS and ANN methods
were applied to the simultaneous determination of TEL and HCT in two different

commercial pharmaceutical preparations and successful results were obtained.
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In addition, derivative spectrophotometry was developed as a comparison method. In
this derivative method, first and third order derivative methods were found suitable for
the determination of TEL and HCT in their synthetic mixtures and pharmaceutical

samples, respectively.

The experimental results provided by PCR, PLS and ANN were statistically compared
with those obtained by derivative spectrophotometry and a good agreement was

observed between the results.

Key Word : Chemometric method, hydrochlorotiazide, quantitative analysis, tablet
telmisartan.
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