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viil

ONSOZ

Bu tez calismasinda karisimlardaki PER ve IND in ayni anda miktar tayinleri, hi¢bir
ayirma islemi  kullanmaksizin = sinyal isleme ve ¢ok degiskenli kalibrasyon
yvontemleriyle basariyla gerceklestirilmistir. Gelistirilen bu kemometrik yontemlerle
elde edilen analiz sonuclar, klasik tiirev ve YBSK yontemleriyle karsilastirildi.
Gelistirilen yontemlerle, PER ve IND bilesiklerinin kalite kontrol ve rutin
analizlerine uygulanabilecegini, yontemlerin analitik validasyonu ve analiz

sonuglartyla ortaya konmustur. Bu bakimdan tez amacina ulagmistir ve orijinaldir.

Yiiksek lisans tezimdeki calismalarimin planlanmasi, yiiriitiilmesi ve
sonuglandirilmasinda yakin ilgi ve destegini gordiigiim, bilgi ve deneyimlerini
esirgemeyen danisman Hocam Dog¢. Dr. Sayin Erdal DINC’E tesekkiir eder

saygilarumi sunarum.

Yiiksek lisans programi ders doneminde teorik bilgilerini ve deneyimlerini
esirgemeyen, basta anabilim dali bagkanimiz Saymm Prof. Dr. Feyyaz ONUR’A ve

diger anabilim dalimiz hocalarina sonsuz tesekkiir eder ve saygilarimi sunarim.

Analitik Kimya Anabilim Dali’nda Aras. Gor. Ozgiir USTUNDAG’A
calismalarim sirasindaki desteklerinden ve yakin ilgisinden dolayr tesekkiir eder

saygilarumi sunarum.

Yiiksek Lisans tez calismalarum sirasinda yardimlarini esirgemeyen tiim
arastirma gorevlilerine ve y.lisans dgrencisi arkadaslarima tesekkiir eder her seyin

goniillerince olmaswni dilerim.

Hayatim boyunca ve tezim sirasinda desteklerini iizerimden eksik etmeyen

aileme tesekkiir ederim.
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KISALTMALAR

Perindopril
Indapamid

Original Absorption Spectra-Principal Component Regression

X

(Orijinal ~ Absorpsiyon  Spektrumu-Temel bilesen regresyon

Original Absorption Spectra-Partial Least-Squares

(Orijinal Absorpsiyon Spektrumu-Kismi en kiigiik kareler yontemi)

Derivative Spectra-Principal Component Regression
(Tiirev Spektrumu-Temel bilesen regresyon yontemi)
Derivative Spectra- Partial Least-Squares

(Tiirev Spektrumu-Kismi en kiiciik kareler yontemi)
(Haar stirekli dalgacik doniisiimii yontemi)
(Biortogonal1.5 siirekli dalgacik doniisiimii yontemi)
Classical Least-Squars ( Klasik en kii¢iik kareler yontemi)
Varyans Analizi (Analysis of Variance)

Standard Error of Calibration (Kalibrasyonun standart hatasi)
Standard Error of Prediction ( Tayinin standart hatasi)

% Bagil standart sapma

Standart sapma

Standart hata

Giiven araligi

% Bagil hata

% Geri kazanim

Predicted Resudual Error Some of Squares

(Tahmin edilen hatalarin karelerinin toplami)

(Limit of Dedection) Yakalama sinir1

(Limit of Quantification) Tayin sinir1

Korelasyon katsayis1

YBSK (HPLC) Yiiksek Basi¢l Sivi Kromatografisi
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1. GIRIS

Analitik kimya gida, klinik, ¢evre, ziraat, adli tip, ila¢ endiistrisinde ve kimyanin
diger branglarinda analiz icin yontem ve tekniklerin gelistirilmesini kapsayan bir
disiplindir. Ozellikle insan saglig: icin ilag¢ endiistrisinde formiilasyon oncesi ve
formiilasyon sonrasi ticari iiriinlerdeki bilesenlerin rutin analizi ve kalite kontrolii,
yasa ve yonergelerle zorunlu oldugu icin analitik kimyanin teknik ve yontemlerine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Daha genel ifade etmek gerekirse dogal ve biitiin sanayi
riinlerinin analiz ve kontroliinde analitik kimya disiplin olarak 6nemli bir yere

sahiptir.

Yukarida da aciklandigr gibi analitik kimyanin yontem ve teknikleri analiz
islemlerinde  vazgecilmez hayati Oneme sahiptir. Analiz islemlerinde
spektrofotometri, sivi kromatografisi, kapiler elektroforez ve elektrokimyasal
yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlerin uygulamasinda analiz islemlerinin temel
problemleri, analiz yonteminin kolay uygulanabilirligi, analiz maliyeti, analiz hizi,
sonuclarin kesinligi ve dogrulugudur. Analiz islemlerindeki giicliikleri asabilmek igin
s1vi kromatografi-diode array dedektor sistemi (liquid chromatography-diode array
dedector system—LC-DAD), sivi kromatografisi—kiitle spektrometri (liquid
chromatography—-mass  spectrometry— LC-MS), kapiler elektroforez—kiitle
spektorometri (capilary elektrophoresis—mass spectrometry— CE-MS) ve gaz
kromatografi—kiitle spektrometri (gas chromatography—mass spectrometry— GC-
MS) gibi yiiksek teknoloji iiriinii, pahali ve kompleks bilegenlere sahip analitik
cihazlar ya da analitik yontemler kullanilmaktadir. Bu karmasik analitik yontemler,
analiz islemlerinde tiirevlendirme ve ekstraksiyon gibi 6n ayirma islemlerinin
kullanimin1 gerektirmektedir. Ilag sanayinde, rutin kalite kontrol laboratuvarlarinda
ve aragtirma laboratuvarlarinda birden fazla aktif bilesigi iceren karigimlarin
analizinde yiiksek basin¢li sivi kromatografisi (YBSK) veya yiiksek teknolojiye
sahip ayirma tekniklerine dayali  yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler
ekonomik olarak pahali ve karmasik bilesenlerden olusmaktadir ve analiz esnasinda

deneysel kosullarin optimizasyonu usandirici ve zaman alicidir. Deneylerin



uzamasiyla kulanilan kimyasallarin sarfiyati da yiiksek olmaktadir. Bazi durumlarda
da istenen kalitede sonuglar alimamadigi da olmaktadir. Acikga ifade etmek
gerekirse, iki veya daha fazla aktif bilesigi ve numune matriksini iceren kompleks
problemleri ¢6zmek igin ekonomik, hizli, kolay uygulanabilir ve dogru sonuglar
verebilen yeni analitik teknik ve yontemlere ihtiya¢ oldugu agikdir. Ayrica analiz
islemlerinde klasik ve yiiksek teknoloji iirinii kombine analitik yoOntemlerin
dezavantajlarin1 azaltmak ya da ortadan kaldirmak i¢in ve daha dogru ve daha kesin
analitik sonuclara ulasmak i¢in, giinlimiizde yeni sinyal isleme ve ¢ok degiskenli
kalibrasyon algoritmalar1 klasik analitik yOntemler ile kombine olarak
kullanilmaktadir. Son zamanlarda numunelerdeki iki veya daha fazla bilesigin
kantitatif analizi i¢in ¢ok degiskenli kalibrasyon ve sinyal isleme yontemleri
kemometrik yontemler olarak kromatografik ve diger analitik cihazlardan elde edilen

verilere uygulanmaktadir.

Kemometrik uygulamalarda sinyal isleme ve cok degiskenli kalibrasyonlar,
biitiin analitik cihazlardan elde edilen verilerin analizine uygulanabilmesine ragmen,
daha c¢ok spektrofotometrik c¢alismalarda kullanilmaktadir. Bunun nedeni
spektrofotometrik cihazlardan kolay, hizli ve tekraredilebilir verilerin elde
edilebilmesidir (Ding E ve ark., 2001a; Din¢ ve ark., 2001b; Din¢ E ve Baleanu D,
2002; Ding E ve ark., 2002a; Din¢ E 2002; Ding E ve Ustiindag 0, 2002; Ding E ve
ark., 2002b; Ding E ve ark., 2002c; Ding ve ark., 2002d; Ding¢ E ve Kanbur M 2002;
Ding E ve ark., 2003a; Ding E ve ark., 2003b; Ustiindag O ve Din¢ E 2003a; Din¢ E
ve Ustﬁndag O 2003b; Ding E ve Ozdemir O 2004a; Ding E ve ark., 2004a; Din¢ E
ve Ozdemir D 2005a; Ding E ve ark 2004b; Ozdemir D ve Din¢ E 2004b; Ding E
ve Ustiindag O 2005; Ding E ve ark., 2005a; Ding E ve ark., 2005b; Ding E ve ark.,
2005¢; Ozdemir D ve Din¢ E 2005b; Ding ve ark., 2006a; Din¢ E ve ark., 2006b;
Ding E ve ark., 2006c ).



Son yillarda dalgacik doniisiim (wavelet transform—WT) yontemlerinin
gelisimi ve analitik uygulamalari, analiz islemlerinde spektrofotometrik tekniklerin
potansiyel giiciinii anlamli bir sekilde artirmistir (Dubechies 1., 1992; Mallat S.,
1998; Leung A.K.M., 1998; Walczak B., 2000; C. X. Ma, X. B. Shao, 2004).
Spektral analitik c¢alismalarda siirekli dalgacik doniisiim (continuous wavelet
transform—CWT)  yontemleri  verilerin  azaltilmasi, sinyalde  giiriiltiiniin
eliminasyonu, sifir cizgisinin diizeltilmesi ve spektral girisim yapan bilesenlerin
kantitatif analizi i¢in esnek ve ¢ok yonlii giiglii sinyal isleme teknikleridir. (E. Ding,
D. Baleanu, 2007; E. Ding, D. Baleanu, 2006; E. Ding¢, D. Baleanu, 2004a; E. Ding,
D. Baleanu, 2004b; E. Din¢, M. Kanbur, D. Baleanu, 2005; E. Ding, D. Baleanu, )
Ustiindag, 2003; E. Ding, D. Baleanu, A. Tas, 2006).

Bu calismanin genel amaci olarak, kombine farmasotik preparatlardaki aktif
bilesiklerin kantitatif analizi i¢in kompleks bilesenlere sahip pahali cihazlar
gerektiren ve analiz maliyeti yiiksek olan ayirma yontemlerine alternatif olarak
sinyal isleme ve c¢ok degiskenli kalibrasyon yoOntemlerinin gelistirilmesi

amaclanmstir.

Bu yiiksek lisans tez calismasinda, perindopril ve indapamid bilesiklerini
birlikte iceren farmasotik kombinasyonda bu etkin maddelerin higcbir ayirma islemi
kullanmaksizin ve aym anda miktar tayinlerinin, sinyal isleme (siirekli dalgacik
doniisiim yontemleri) ve cok degiskenli kalibrasyon (temel bilesen regresyon
(principal component regression—PCR) ve kismi en kiiciik kareler (partial least-
squares—PLS) yontemleri ile gerceklestirilmesi amacglanmistir. Tez kapsaminda
analiz icin gelistirilen cok degiskenli kalibrasyon ve sinyal isleme yontemlerini
karsilastirmak amaciyla tiirev spektrofotometrisi ve yiiksek basingh = sivi
kromatografisi yontemleri gelistirildi. Karsilastirma icin t-test ve F-test istatistigi
kullanildi. Ticari tabletlerdeki PER ve IND’in analizi igin gelistirilen biitiin

yontemlerin uygulamasindan basarili sonuclar elde edildi.



Calismada gelistirilen orijinal absorpsiyon spektrumu-temel bilesen regresyon
(OAS-PCR), orijinal absorpsiyon spektrumu-kismi en kiiciik kareler (OAS-PLS)
tiirev spektrofotometri- temel bilesen regresyon (TS-PCR) ve tiirev spektrofotometri-
kismi en kiiciik kareler (TS-PLS) yontemleri cok degiskenli kalibrasyon yontemleri
olarak, Haar siirekli dalgacik doniisim (HAAR-SDD) ve Biortogonall.5 siirekli
dalgacik doniisiim (BIOR1.5-SDD) yontemleri ise sinyal isleme yontemleri olarak

PER ve IND’i beraber iceren farmasotik preparatin analizine basariyla uygulandi.



1.1. Perindopril

1.1.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

OH

NH a a

L

Sekil 1.1. Perindoprilin acik formulii

Molekiil Formiilii: C19H32N205
Mol agirlig: : 368.47

Acik Formiilii:(2S,3asS, 7aS)-1-{N-((S)- 1 - Etoksikarbonilbutil)-L-alanil }perhidroindol-

2-karboksilik asit tert butilamin

Elementel Analizi: C %61.93 , H %8.75, N %7.60 , O %21.71
Erime Noktasi: 156-157 °C

Fiziksel Ozellikleri: Perindopril erbumin beyaz, kristalize bir tozdur. Molekiil agirlig
serbest asit formda 368.47 ve tuz formda 441.61°dir. Su (%60 a/a), alkol ve
kloroformda serbestge coziiniir. Perindopril, perindopril erbumin’in serbest asit
formudur; in vivo ortamda ester grubunun hidrolize olmasiyla biyolojik aktif

metaboliti perindoprilat’a doniistiiriiliir.
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Sekil 1.2. Perindopril’in (65 pg/mL) metanol — 0.1 M NaOH (50:50, h/h) icerisindeki absorbsiyon
spektrumu.

1.1.2. Farmakolojik ozellikleri

Perindopril hipertansiyon tedavisinde oral yoldan tek bagina veya kombine olarak
kullanilan bir anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) inhibitoriidiir. Esasen
perindoprilata hidroliz olan bir 6n ilagtir. Perindopril giinde bir veya iki doz halinde
kullanima uygun orta-etki siireli bir ACE inhibitoriidiir. ACE inhibitorleri genelde
siyahi olmayanlarla karsilastirildiginda siyahi hastalarda (diisiik renin popiilasyonlu)
kan basincini daha az diisiiriirler. Kaptoprilin aksine, perindopril advers etki profili
bakimindan 6nemli olan bir siilthidril grubu igermez. Perindopril, FDA tarafindan
onaylanmamis olmasia ragmen kalp yetmezliginde de kullanilir. Genis plasebo
kontrollii randomize bir arastirmada (EUROPA,n =12.218) stabil koroner arter
hastaligi olan hastalarda kardiyak olaylarn azalttigi bildirilmistir. Ayrica
serebrovaskiiler hastalik Oykiisii olan hastalarda tekrarlayan inmeden korunmada
perindopril-indapamid kombinasyonunun (perindopril 4mg/giin ve indapamid
2.5mg/giin) yararli oldugu gosterilmistir. Perindopril FDA tarafindan 30 Aralik
1993’te hipertansiyon tedavisi i¢in onaylanmis, fakat 1999 yilinin ortasina kadar bu
tilkede pazarlanmamistir. Perindopril (Coversyl® 2 mg ve 4 mg) Saglik Bakanhgi

tarafindan ilk olarak Ekim 1991°de onaylanmistir. 8 mg tablet formu ise Aralik



2003’te onay almistir. Esansiyel hipetansiyon tedavisi i¢in onaylanan perindopril-
indapamid kombinasyonu (Coversyl® Plus 4 mg/1.25 mg) Temmuz 1999’da

onaylanmistir.

ACE inhibitorii ilaclar etkilerini lokal vaskiiler toniisii azaltarak
gosterebilirler. Bu etkileri A-II'nin neden oldugu sempatik ve/veya vazokonstriktor
etkinligi zayiflatmalarindan kaynaklanir. ACE inhibitorleri presinaptik noradrenalin
saliverilmesi ve postsinaptik adrenerjik reseptor aktivitesine de inhibe edebilirler.
Boylece, vazopresor aktiviteye karsi duyarhign azaltabilirler, fakat bu etkileri
klinikteki alisilmis dozlarda kullanildiklarinda goriilmeyebilir. Plazma A-II
diizeylerinde yaptiklart azalma aldosteron hormon salgilanmasinda da azalmaya
neden olur. Aldosteron viicutta sodyum ve ona bagl su reabsorbsiyonunu artiran bir
hormondur ve kan basincinin belirli sinirlar ig¢inde sabit tutulmasim saglayan
mekanizmalar icinde O©nemli bir yeri vardir. ACE inhibitorleri aldosteron
salgilanmasinda yaptiklart bu azalma ile viicuttaki sodyum ve su tutulumunu da
azaltirlar. Bir antihipertansif ila¢ grubu olarak ACE inhibitorleri sol ventrikul
hipertrofisini (LVH) azaltir, insiilin rezistansinin veya hiperlipideminin kétiilestirmez

ve genelde seksiiel difonksiyon yapmazlar.

Perindopril arterlerde dilatasyon yaparak total periferik damar rezistansini
(TPDR) diisiiriir. Hipertansif hastalarda kan basincindaki azalma kalp atim hizi, atim
hacmi veya kalp debisinde 6nemli herhangi bir degisiklige neden olmaz yada cok
hafif bir degisme goriiliir. Perindopril verilmesini takiben gerek ayakta gerekse yatar
pozisyonda Olciillen kan basincini diisiiriir. Nadiren semptomatik hipertansiyona
neden olabilir ve bu durum daha ¢ok hipovolemik veya hiponatremik hastalarda

goriiliir.

Anjiyotensin dontistiiriici enzim (ACE) inhibitorlerinin kardiyovaskiiler
hastaliklarin tedavisinde kullanilma gerekceleri etki mekanizmalarinin zaman
gectikce daha iyi anlagilmasina baghh olarak degismistir. Baslangicta ACE
inhibitorlerinin tedavi hedefi hipertansiyon ve kronik kalp yetersizligi (KKY)

olmustur. ACE inhibitorlerinin KKY tedavisinde ilk kullanilma nedeni kalbin 6n ve



ard yiikiinii azaltarak sol ventrikiiliin sistolik fonksiyonunu diizeltmektir. Ancak
yapilan calismalarda hemodinamik Olciimler ile egzersiz toleransi, ejeksiyon
fraksiyonu, kalp biiyiikliigii ve klinik sinifta degisme arasinda zayif bir korelasyon
olmasi ACE inhibitorlerinin sistemik vaskiiler direnci diisiirmekten oOte baska
mekanizmalarla klinik yarar sagladigini diisiindiirmiistiir. Ayrica hayvanlarda
olusturulan deneysel miyokard infarktiislerinde (MI) enfarktiisiin erken doneminde
ACE inhibitorii verildiginde enfarkt sahasinin sinirlandigr ve ilerleyici sol ventrikiil
dilatasyonunun geciktigi gozlenmistir. Bu gozlemler lizerine ACE inhibitorlerinin
KKY tedavisinde kullanilma gerekcesi degismis ve 1980'li yillarda sol ventrikiiliin

yeniden sekillenmesini hafifletmek olmustur.

Kalp yetersizliginde ACE inhibitorlerinin uzun siireli kullanimda mortaliteye
etkisini arastiran ¢alismalarda ACE inhibitorii alan kisilerde beklenmedik bir sekilde
infarktiis ve herhangi bir kardiyovaskiiler olay nedeniyle hastaneye yatirilma
sikliginin ve koroner anjiyoplasti veya baypas tedavisine duyulan ihtiyacinin azaldig
saptanmistir. Bunun iizerine ACE inhibité¢rlerinin yararh etkilerinin damar koruyucu
etki ile aciklanabilecegine dair bir hipotez gelistirilmis ve bu hipotez ¢ok merkezli
randomize ¢ift-kor calismalarla basarili bir sekilde test edilmistir. Kardiyovaskiiler
hastaliklarda halen ACE inhibitorlerinin kullanilma nedeni vaskiiler koruyucu

(antiaterojenik, antiinflamatuar, antiproliferatif ve antitrombotik) etki nedeniyledir.



1.2. indapamid

1.2.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikler

Cl

HH

Se—=1

Sekil 1.3. Indapamidin agik formulii

Molekiil Formiilii: C;¢HsCIN3;O3S

Molekiil agirhigi: 365.84

Acik formiilii: 4-Kloro-N-(2-metilindolin-1-il)-3-siilfamoilbenzamid

Elementel Analizi: C %52.53, H %4.41, Cl %9.69, N %11.49, O %13.12, S %8.77
Erime Noktast: 166-167 °C

Fiziksel Ozellikleri: Indapamid beyaz veya beyaza yakin renkte, bir tozdur. Pratik
olarak suda c¢oziinmez; alkol, metil alkol, asetonitril, glasiyel asetik asit ve etil

asetatta ¢oziiniir; eter ve kloroformda ¢ok az ¢6ziiniir.
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Sekil 1.4. indapamid’in (11 pg/mL) metanol - 0.1 M NaOH (50:50, h/h) icerisindeki absorbsiyon
spektrumu.

1.2.2. Farmakolojik ozellikleri
Farmakodinamik Ozellikleri

Indapamid, antihipertansif ve diiiretik etki gosteren indolin simifindan bir maddedir.
Indapamid’in etki bicimi ve kimyasal yapisi tiazid grubu diiiretiklere benzemekle
birlikte bazi iistiinliikler gosterir. indapamid giinde bir kez ve 2,5-5 mg dozlarinda,
siirekli etki saglar. Dozun arttirllmasi etkinligi artirmaz. Diisiik dozlara ve giinde bir
kez kullamlmasi, hipertansiyon tedavisinde {istiinlik saglar. Indapamid
hipertansiyonlu hastalarda, giinliik 2,5-5 mg dozlarinda, kalp {izerine inotropik veya
kronotropik bir etki gostermez. Kalp atim sayisi ve debisinde bir degisiklige yol
agmadan periferik damar direncini azaltir. Indapamid uzun siireli tedavide, serum

kolesterol diizeyinde bir degisiklige neden olmaz.
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Farmakokinetik Ozellikleri

Indapamid sindirim sisteminden hizli ve tam olarak emillir. Etkisi, agiz yoluyla
alindiktan ¢ok kisa bir siire sonra, 1-2 saat i¢cinde goriilmeye baslar ve 36 saat kadar
siirer. Indapamid biiyiik 6l¢iide karacigerde metabolize edilir. Alinan dozun biiyiik
bir kismu idrarla, kalan1 digki ile viicuttan disan atilir. Plazma yarilanma omrii 14 saat

kadardir.

Perindopril-indapamid’in kombine kullammminda; kortikal diliisyon segmenti
izerinde etkili bir anjiotensin konverting enzim inhibitorii olan, perindopril tert-
biitilamin tuzu ile bir klorosiilfamid diiiretik olan indapamid’in sabit
kombinasyonudur. Farmakolojik 6zellikleri her iki bilesenin ayr1 ayr1 6zelliklerinin
yant sira iki iiriin birlikte kullanmldiginda ortaya cikan aditif, sinerjik etki ile
olusmaktadir. Bu kombine kullanimda, her iki bilesenin antihipertansif etkilerinin
aditif sinerjisi ile hipertansiyonda, vaskiiler endotelyum, arteriyokapiler,
mikrosirkiilasyon ve hedef organlarda asagidaki etkileri olusturmaktadir.
e Vazorelaksasyonda artis ve endotel bagimli vazokonstriksiyonda azalma,
e Arteriyolo kapiler mikrosirkiilasyonda (arteriyel hipertansiyonda siklikla
rastlanan mikrosirkiiler lezyonda azalma), olumlu etkiler
e Bobrek lezyonlarinda (glomeriilosikleroz ve proteiniiri) ve miyokard
olgularinda ( sol ventrikiil hipertrofisi, kapiler dansitede azalma ) gerileme

saglar.

Perindopril ve indapamid’in birlikte uygulanmasi, ayr ayr uygulanmalari

durumundaki farmakokinetik 6zellikleri degistirmez.
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1.3. Perindopril ve indapamid icin Yapilmis Analiz Yontemleri
1.3.1. Perindopril Miktar Tayini icin Uygulanan Yéntemler

1.3.1.1.Spektrofotometri

Rahman ve ark. (2006) yaptiklar1 bir ¢alismada farmasotik preparatlarda PER’in
miktar tayini icin kinetik spektrofotometrik bir yontem gelistirmislerdir. Bu yontem,
dimetilsiilfoksit i¢inde 1-kloro-2-4-dinitrobenzen ile ilacin etkilesmesine dayanir.
Reaksiyon, spektrofotometrik olarak 420 nm’deki absorbansin degisim hizinin
Olctimii ile izlenmistir. Optimize edilen deneysel kosullar altinda kalibrasyon grafigi
icin 20-140 pg/mL konsantrasyon araliginda dogrusal iliski oldugu verilmektedir.
Yontem farmasotik ticari preparatlardaki PER’in  miktar tayinine basariyla
uygulanmistir.  Gelistirilen yOntem istatistiksel olarak literatiir yOntemiyle

karsilastirilmastir.

Erk (2001) calismasinda iki spektrofotometrik yontem gelistirerek farmasotik
preparatlardaki perindopril ve indapamidin ikili karigimina uygulamistir. Bu yontemi
karsilastirmak icin de yiiksek basincli sivi kromatografisini (YBSK) kullanmustir.
Kromatografik ayirma islemi RP-YMC pack ODS A-132 C18 (Sum, 15 cmx6.0 mm
i.d.) kolonu, pH=2.4 fosfat tamponu ve asetonitril (70:30, h/h) hareketli faz1 ve 1.0
ml/dakika akis hizi kullanilarak gerceklestirilmistir. Tutulma zamanlar1 sirasiyla
PER icin 3.20 ve IND icin ise 5.80 dakika olarak bulunmustur. Spektrofotometrik
analizde ilk Once birinci tiirev spektrofotometri yontemi, ikili karisimlardaki
perindopril ve indapamidin aymi anda miktar tayinlerine hicbir ayirma islemi
yapmaksizin uygulamistir. Dogrusal kalibrasyon grafikleri perindopril ve indapamid
icin sirastyla 225.7 ve 255.4 nm dalga boylarinda 6l¢iilen tiirev absorbans degerleri
kullanilarak elde edilmistir. Ikinci spektrofotometrik yontem olarak spektrum
oranlar1 tiirev yontemi kullanmilmistir. Yontemler birbiriyle karsilastirilmistir ve

basaryla ticari preparat analizine uygulanmistir.
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Abdellatef ve ark. (1999), ramipril ve perindopril miktar tayinleri igin atomik
absorpsiyon ve molekiiler spektrofotometri seklinde iki yontem gelistirmislerdir.
Yontemlerin uygulamasinda her iki bilesigin Cu(Il) ile olusturduklar1 komplekslerin
kloroform fazina ekstraksiyonu ile 535 nm deki absorbans ol¢iimleri kullanilmistir.
Molar absorptivite degerleri ramipril ve perindopril igin sirasiyla 6.55 ve 4.00 x 10
mol'em™ olarak ve Sandell’in duyarliliklari ramipril ve perindopril icin sirasiyla
5.80 x 107 ve 1.04 x 10" pg cm™ dir. Coklu kompleks cozeltisi, ramipril ve
perindopril icin sirasiyla 10-60 ve 20-100 pg/mL konsantrasyon araliginda Beer’in
kanununa uygun oldugu belirtilmektedir. Onerilen yontem farmasotik tabletlerdeki
iki etken maddenin miktar tayinine uygulanmistir. Atomik Absorpsiyon
spektrofotometrisinde miktar tayinleri, ilaclarin bakir komplekslerinde bakir analizi
tizerinden yapilmistir. Molekiiler spektrofotometri ve atomik absorpsiyon
spektrometri tabletlerdeki ramipril ve perindoprilin kantitatif analizine basariyla

uygulandig belirtilmektedir.

Abdellatef 1998, perindoprilin kantitatif analizi icin hizli, kesin ve duyarh
spektrofotometrik yontemler gelistirmistir. Yontemler, n elektron verici olarak 2,3-
dikloro-5,6-disiyano-p-benzokinon(DDK)-7,7,8,8-tetrasiyanokinodimetan(TCNK),

tetrasiyanoetilen (TCNE), kloranil (CL) ve pi alicis1 olarak da oldukca renkli
kompleks tiirleri veren p-kloranilik asit (p-CA) ile birlikte bu ilacin reaksiyonuna
dayanir. Bu renkli iiriinleri spektrofotometrik olarak DDK, TCNK, TCNE, CL ve p-
CA igin swrasiyla 558, 843, 419, 550 ve 520 nm dalga boylarinda absorbans
Olctimleriyle analizlerin gerceklestirildigini belirtmistir. Calismada, yontemlerin 20-
200 pg/mL araliginda Beer’in kanununa uydugu ortaya konmustur. Onerilen

yontemleri perindopril iceren ticari tabletlerin analizine uygulamistir.

1.3.1.2. Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi (YBSK)

Gumieniczek ve ark. (1998), tabletlerdeki perindoprilin analizi icin 210 nm dalga
boyunda, internal standart olarak kinapril kullanarak yiiksek basinghi sivi
kromatografisi yontemini kullanmiglardir. 0.1 ve 0.5 mg/mL konsantrasyon

araliginda dogrusal 6l¢iim sonuglari elde etmislerdir. Bu ¢alismada yakalama siniri
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50 pg/mL’dir. Perindopril tabletlerden metanol ile ekstrakte edilmistir. Calismada

geri kazanim yiizdesi % 95-% 102.75 araliginda bulunmustur.

1.3.1.3 Kapiller Elektroforez

Hillaert (2002) bir c¢aligmasinda, istatistiksel bir deneysel tasarimi, anjiyotensin
konverting enzim inhibitorleri olan enalapril, lisinopril, quinapril, fosinopril,
perindopril, ramipril, benazepril ve cilazapril icin bir kapiler elektroforetik ayirma
yontemini optimize etmek i¢in kullanilmistir. Daha Once hicbir kapiler elektroforez
yontemiyle bu sekiz bilesigin tamamen ayriminin gergeklestirilemedigi c¢alismada
belirtilmektedir. Calismada ayirma isleminde iyon ¢ifti ajaninin molaritesi ve pH’1n
etkisi incelenmistir. Gelismis ayirma islemleri, analit ve katki maddesi arasindaki
iyon cifti etkilesimlerinin uygun etkisini onererek elde edilmistir. Bununla birlikte,
bu islem sozii edilen anjiyotensin konverting ezim inhibitérii olan bilesiklerinin
tiimiiniin tek bir basamakta ayrilmasinin miimkiin olmadigim ve ikili bir sistemin
kombinasyonunun, yapisal bakimdan iliskili olan bu maddelerin secici teshisi igin

hala gerekli oldugunu bir kez daha gostermistir.

1.3.1.4. Elektrokimyasal Yontem

Stefan ve ark. (2002), S- ve R-perindoprilin ayn1 anda analizi i¢in iki tiir akis sistemi
secmistir. Bunlar akis enjeksiyon analizi ve ardisik enjeksiyon analizidir. Ardisik
enjeksiyon analizi en yiiksek dogruluk ve kesinlik degerleri ile numune ve tamponun
daha diisiik tiikketimi nedeniyle daha uygun bir analiz yontemi olarak kabul edilmistir.
Bu akis sistemlerinde dedektor olarak amperometrik biyosensorler kullanilmaktadir.
Bu amperometrik biyosensorleri L- ve D-amino oksidaz olarak se¢mistir. Dogrusal
konsantrasyon araligi 120 pmol/L-40 nmol/L (3 x S.D.) dir. Saatte 30 6rnekten daha
fazla siklikla S- ve R-perindoprilin ayn1 anda kantitatif analizini gergceklestirmek icin,

sentez islemi kontroliinde biyosensor/akis sistemi kullanilmistir.
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Stefan ve ark. (1999), bir calismalarinda S-perindoprilin enantiopurity testini
amperometrik bir biyosensorlii akis enjeksiyonuna dayanan otomatik bir sistemle
gerceklestirmislerdir. Bu sistem S-perindoprilin on-line izlenmesinde saatte yaklasik
65 numuneden 6rnek alabilecek hizdadir. Bu islemde dogrusal ¢calisma araligi 80-200

pmol/L olarak bulunmustur.

1.3.1.5. Gaz Kromatografisi Yontemi

Lin ve ark. (1996), antihipertansif bir ajan olarak perindoprilin kantitatif analizi i¢in
bir kapiller-gaz kromatografisi yontemi gelistirmislerdir. Yontem bazik bir katalizor
olarak kullanilan potasyum-karbonat ile aseton icerisinde pentaflorobenzil bromid ile
perindoprilin tiirevlendirilmesine dayanmaktadir. Normal sartlarda, yiiksek polarite
ve ugucu olmayan perindopril tiirevlendirilmis haliyle uygun kromatografik
ozelliklere sahip hale getirilmistir. Perindoprilin tiirevlendirilmis bi¢cimi, S-54 kapiler
kolonla ayrlarak alev-iyonizasyon dedektorii kullanilarak analiz edilmistir. Bu
caligmada perindoprilin tiirevlendirilmesine etki eden cesitli parametreler
arastirilmistir. Perindoprilin tayini i¢in yontemin dogrusal calisma araligi 20-300
nmol olarak bulunmustur. Yontem tabletlerdeki perindoprilin analizine basariyla

uygulanmastir.
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1.3.2. indapamid Miktar Tayini icin Uygulanan Yontemler

1.3.2.1. Spektrofotometrik Yontemler

Agrawal ve ark. (1995) yaptiklart bir calismada indapamidin farmasoétik ticari
preparatlardan miktar tayini i¢in amonyum molibdati kullanarak spektrofotometrik
bir yontem gelistirmislerdir. indapamid, asidik ortamda 710 nm’de maksimum
absorbansa sahip molibdat ile mavi renkli bir kompleks olusturuyor. Bu kompleksin
molar absorptivitesi 6.1x10° olarak bulunuyor. Yontemden 2.5-30 pg/mL
konsantrasyon araliginda indapamid i¢in dogrusal cevaplar elde ediliyor. Bu yontem

indapamidin miktar tayini icin ticari preparatlara basariyla uygulanmstir.

Siislii ve ark. (2002) farmasotik preparatlardaki indapamidin miktar tayini i¢in basit,
hizli ve giivenilir bir spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Standart ve numune
cozeltileri metanolde hazirlanmustir. ilacin kantitatif miktar tayini, 252.8 nm’de
Olciilen birinci tiirev absorbans degerleri ve 260.4 nm’de oOlciilen ikinci tiirev
absorbans degerleri kullanilarak gerceklestirmislerdir. Calismada indapamid igin
birinci tiirev yonteminde 1.0-30.0 pg/mL ve ikinci tiirev yonteminde ise 1.0-35.0
pg/mL dogrusal calisma araligi olarak saptanmistir.Gelistirilen bu yontemler, higcbir
on ayirma islemi gerektirmeksizin farmasétik preparatlara basariyla uygulanmistir.
Tiirev yontemlerinden elde edilen sonuslar, istatistiksel olarak literatiir yontemiyle

karsilagtirilmgtir.

Youssef (2003) spektrofotometrik, spektroflorimetrik ve dansiyometrik yontemler
gelistirerek indapamidin miktar tayinini gerceklestirmistir. Spektrofotometrik ve
spektroflorumetrik yontemlerin esas1 asidik ortamda Ce (IV) amonyum siilfat
varliginda indapamid ile 3-metil-2-benzotlazolin hidrazon hidrokloriiriin oksidatif
ciftlesme reaksiyonuna dayanir. Spektrofotometrik miktar tayini i¢in reaksiyon
Uriiniiniin ~ absorbanst 601 nm’de Olciillir. Aym reaksiyon kullanilarak
spektroflorimetrik miktar tayini i¢cin 300 nm dalga boyundaki uyarici 11k
kullanilarak 350 nm’deki yayilan 1s181in Ol¢timii kullamilir. Spektrofotometrik ve

spektroflorimetrik caligmalarda 1.2-9.6 pg/mL dogrusal calisma arahigi olarak
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saptanmistir. Sirasiyla yontemler icin ortalama geri kazanim degerleri ile standart
sapmalar1 % 99.92 ile % 0.83 ve % 99.97 ile % 1.11 olarak verilmektedir. Ugiincii
yontem olarak dansiyometrik kararhilik 6lgme yontemi indapamidin analizi igin
gelistirilmistir. Bu yontemde ¢oOziicii sistemi olarak toluen-etil asetat-asetik asit
(69:30:1, v/v) kullanilarak bozunma iiriinii ve ilacin varliinda 242 nm’deki
Olctimler kullanilmistir. Bu yontemde ortalama geri kazanim ve bagil standart sapma
degerleri, % 99.73 ve % 0.71 olarak bulunmustur. Gelistirilen yontemler ticari

tabletlere basartyla uygulanmistir ve sonuclar istatistiksel olarak karsilastirilmistir.

Rodriguez ve ark. (2005), bu calismalarinda ticari farmasoétik preparatlardaki
indapamidin kantitatif analizi i¢in enjeksiyon spektrofotometrik yontemlerini en
uygun sekilde kullanmak i¢in ¢ok degiskenli deneysel tasarimi kullanmiglardir. Bu
yontemler asidik ortamda Fe(IIl) iceren ilaclarin oksidasyonuna dayanmaktadir.
Plackett-Burman tasarimlart bir tarayici yontem olarak ¢ok az sayidaki deneylerle
birlikte en etkili faktorlerin degerlendirilmesine uygulanmistir. Ardindan bu
yontemlerin  validasyonu gerceklestirilmis ve saf haldeki ve farmasotik
preparatlardaki indapamidin kantitatif analizine basarili bir sekilde uygulanmistir.
Sonuglar iyi kesinlik ve dogruluk degerleri vermistir. Bu yiizden onerilen bu iki
prosediir basit, ucuz ve farmasotik preparatlardaki indapamidin rutin analizi icin

uygundur.

1.3.2.2. Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi (YBSK)

Hang ve ark. (2006) indapamidi insan kaninda dietil eter ile ekstre ederek yiiksek
basingl s1vi kromatografisi ile tayin etmislerdir. Bu yontemde Intersil ODS-3 kolonu
ile 2 g KH,PO,, 3mL H3;PO4 ve 3.5 mL trietilen amin 1000 mL suda hazirlanan
tampon ¢ozelti, asetonitril ve metanol (55:40:5, h/h/h) den olusan izokratik hareketli
faz 12.8 dakika ve % 100 izokratik hareketli fazdan metanol ile % 20 izokratik
hareketli faza degisen gradient kullanilarak indapamidin kromatografik ayirimi
gerceklestirilmistir. Caligmada indapamid ve glipizid (i¢ standart) sirasiyla 10.5 ve
12.8 dakika civarinda kolondan elue olmuslardir. Yontemin validasyonu i¢in giin ici

ve giinler aras1 kesinlik caligmalar1 yapilmistir. Giin i¢i ve giinler aras1 % bagil hata
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degerleri sirasiyla % 1.2- % 9.7 ( n=5) ve % 3.3-% 9.7 ( n=5) olarak bulunmustur.
Yontem jenerik indapamid kapsiillere (2.5 mg/kapsiil) ve referans indapamid
tabletlerin (2.5 mg/tablet) karsilastirmak amaciyla farmakokinetik ve biyoesdegerlik
caligmalarina basariyla uygulanmistir. Calismalarda 20 goniilli c¢inli erkek
kullanilmistir. Test iirlinii i¢in 25 mg lik tek doz kullanimindan sonra géniillii ¢inli
hastalardaki indapamid icin temel farmakokinetik parametreler olarak sirasiyla C-
max, AUC(0-48), AUC(0-sonsuz), T-max ve t(1/2) degerleri 331.0 ng/mL
(ortalama) * 39.2 ng/mL (standart sapma), 6193.7 ng/mL * 873.5 ng saat/mL, 7311.8
ng/mL *+ 1232.3 ng saat/mL, 3.2 ng/mL * 0.9 saat ve 17.3 ng/mL * 2.8 saat.

Calismada iki formiilasyon arasinda anlamli bir fark olmadig: belirtilmektedir.

Chen ve ark. (2006) insan plazmasinda indapamidin teshisi ve miktar tayini igin
yiikksek basinclt sivi kromatografisi-elektrosprey iyonizasyon kiitle spektrometrik
(YBSK-ESI-KS) yontemi kullanmislardir. Basit bir sivi-sivi ekstraksiyon islemi
gradient eliisyon ve teshisi C-18 kolonu iizerinde ekstrelerin enjeksiyonu ile
gerceklestirilmistir. Yontem 6 farkli plazma numunesi kullanilarak test edilmistir.
Dogrusallik, 0.9998 korelasyon katsayisiyla 0.5-100.0 ng/mL konsantrasyon araligi
olarak verilmektedir. Yontemin validasyonu i¢in giin ici ve giinler aras1 geri kazanim
calismasi yapilmistir. Geri kazanim sonuglart % 85-% 115 arasinda bulunmustur.
Calismada yontemin en diisiik kantitatif simir 0.2 ng/mL olarak bulunmustur.
Onerilen yontem klinik &ncesi ve klinik calismalar icin indapamidin taninmasina ve

kantitatif analizine basariyla uygulanabilecegi belirtilmektedir.

Ding ve ark. (2006) yiiksek basingli sivi kromatografisi-elektrosprey iyonizasyon
kiitle spektrometrik (YBSK-ESI-KS) teknigini kullanarak insan plazmasinda i¢
standart (IS) olarak glibenkamid varhiginda indapamidin kantitatif analizini
gerceklestirmislerdir. Analiz isleminde 1.0 M HCI c¢ozeltisi ile numune asidik
kilindiktan sonra plazma numuneleri etil asetat ile ekstre ediliyor ve 10 mM
amonyum asetat ve metanol (22:78, v/v) karisimini igceren mobil faz ile C-18 kolonu
lizerinde ayirma islemi yapiliyor. indapamid gelistirilen bu yontemle tayin edilmistir.

YBSK-ESI-KS analizi, indapamid i¢in 364.3 m/z’de ve IS i¢in 492.4 m/z’de hedef
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iyonlar kullanilarak secilmis iyon monitoring modunda basarilmistir. Kalibrasyon
grafikleri indapamid icin 0.1-100.0 ng/mL aralhikta c¢izdirilmistir. YOntemin
validasyonu i¢in giin ici ve giinler arasi kesinlik ve dogruluk ¢alismalar1 yapilmistir.
Yontem goniillii ¢inli erkeklerdeki indapamidin farmakokinetik ¢alismasina basariyla

uygulanmustir.

Tang ve ark. (2005), elektrosprey iyonizasyon kiitle spektrometrik l¢iim ile birlikte
sivi kromatografisini kullanarak hizli ve duyarli bir yontem gelistirmis ve insan
kanindaki indapamidin miktar tayini i¢in valide etmislerdir. Kan ornekleri heksan-
diklorometan (1:1, v/v) ile ekstrakte edilmis ve ayirma hareketli faz1 asetonitril-su
(60:40, v/v) karisimi igeren bir Symmetry C-18 kolonuyla (150 x 3.9 mm i.d., 5 um)
gerceklestirilmistir. indapamid ve i¢ standart (propilparaben), negatif elektrosprey
iyonizasyon ve secilmis iyon kaydedici tarafindan indapamid icin kiitle/yiikk = 364
‘de ve propilparaben i¢in de kiitle/yiik = 179’de 6l¢iilmiistiir. Bu yontem 2.0 pg/L —
120 pg/L dogrusal bir kalibrasyon araligina sahip olmasi nedeniyle daha diisiik bir
tayin simirina (LLOQ) sahiptir.

Gao ve ark. (2005), insan tam kanindaki indapamidin tayini i¢in hizli ve duyarli bir
HPLC yo6ntemi gelistirmiglerdir. Bu yontem metil tertiaributil eter ve insan tam kani
karisiminin sivi-sivi ekstraksiyonuna dayanmaktadir ve ters fazli HPLC ve UV
dedeksiyon kullanilmistir. Calismada, ayirma islemi bir YMC (R) ODS-A ters
kolunu (5 mu m particle size, 4.6 x 150 mm i.d.) kullanilmistir. Mobil faz olarak sulu
¢ozeltide asetonitril-2-propanol -0.1 trietilamin (%85 fosforik asit tamponu pH 3.75 e
ayarlandt.) (35:5:60, v/v/v). Indapamid icin dogrusal konsantrasyon aralig1 5.0-500.0
pug/mL ve en diisiik tayin sinir1 5.0 pg/mL olarak gdzlenmistir. Giin i¢i ve giinler
aras1 bagil standart sapma degerleri ise sirasiyla %2.36 - %4.53 ve %1.68-%8.01
olarak hesaplanmistir. Sonug olarak gelistirilen bu yontemin duyarliligi ve dogrulugu
nedeniyle tam kan konsantrasyonlarinin analizi icin etkili oldugu ispatlanmustir.
Ayrica  yontem  farmakokinetik  parametrelerin  degerlendirilmesi  i¢in

kullanilabilmektedir.
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Suo ve ark. (2005), bir YBSK ile UV dedektorii birlikte kullanarak sivi-sivi
ekstraksiyonuna dayanan bir yontem gelistirmisler ve fare tam kanindaki lauril-
indapamidin kantitatif analizini ve validasyonunu gerceklestirmislerdir. Kan 6rnegi
%10 trifloroasetik asit (aq.) ilavesinden sonra dietil eter ile ekstrakte edilmistir.
Kromatografik ayirma i¢in bir Chromasil ODS kolonunu ve mobil faz olarak da
metanol-asetonitril-tetrahidrofuran-0.2% trifloroasetik asit (170:20:15:38, h/h/h/h)
karistmim1  kullanmiglardir. UV dedektérde max. dalga boyu 240 nm olarak
Olctilmiistiir. Lauroil-indapamid ekstraksiyonu geri kazanim degerleri %76.5 ile
%82.6 araligindadir ve kalibrasyon egrisi 0.048-200 pg/ml (r = 0.9976) araliginda iyi
bir dogrusalligr sahiptir. Yontem yiizde bagil standart sapma degerinin %7.4’iin
altinda olmasi ve uygun giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik degerlerine sahip

olmasi nedeniyle farmasotik ¢aligmalarda kullanilmasi uygun bulunmustur.

Albu ve ark. (2005), ¢aligmalarinda t-butil metil eter icerisinde tek basamakli sivi-
sivi ekstraksiyon iglemini kullanarak indapamidi ve internal standardi (5-khloro-2-
metoksi-N-[2-(4-siilfamilfenil)etil ]benzamid) plazmadan izole etmislerdir.
Kromatografik ayirma mobil faz olarak metanol/sulu %0.1 formik asit karisimim
iceren bir ters fazli C 18 monolitik kolonundan olugmaktadir ve akis hizi 0.8
ml/dk’dir. Hedef bilesikler bir iyon tutucu analizore (atmosferik basing elektrosprey
araylizeyine) transfer edilmistir. Kiitle analizorii dedeksiyon segiciligini yiikseltmek
icin secilmis bir reaksiyon gozlemleme yolu kullanmislardir. Indapamid igin tiim
yontem tayin sinir1 1 pg/ml olarak 6l¢iilmiistiir. Sonug olarak yontem indapamidin

farmasotik formiilasyonlaria basarili bir sekilde uygulanmistir.

Zendelovska ve ark. (2003), biyolojik sivilardaki indapamidin kantitatif analizi i¢in
bir UV dedeksiyonla birlikte basit ve hizli bir YBSK yontemini gelistirmislerdir.
Indapamid and internal standart serum ve tam kan orneklerinden izole edilmistir.
Kromatografik ayirma, sudaki ¢ozeltisi %0.1 (h/h) trietilamin (pH=3.5) ve asetonitril
(63:37, h/h) olan mobil fazi iceren bir ters-fazli C 18 kolonu ile gerceklestirilmistir.
UV deteksiyonu ile 240 nm’de 6l¢iim yapilmistir. Kalibrasyon egrileri serum igin
10.0-100.0 pg/mL ve tam kan icin 50.0-500.0 pg/mL konsantrasyon araliginda
dogrusaldir ve tayin sinirlar sirastyla 10.0 pg/mL ve 50.0 pg/mL’dir.
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Miller ve ark. (1993), insan tam kanindaki indapamidin analizi i¢in duyarli, kesin ve
yeniden iretilebilir bir YBSK yontemi gelistirmislerdir. pH=6.6 da dietil eter
kullanarak tek basamakli sivi-sivi ekstraksiyonundan sonra indapamidi kolondan
elue etmislerdir. Bu yontemde Nucleosil C18 kolonunu ve mobil faz olarak da 80
mM amonyum asetat, pH=3.5-asetonitril-2-propanol (65:30:5, h/h/h) kullanmislardir.
Pik yiiksekligi tam kan konsantrasyonuna kars1 UV dedektorii kullanilarak olciilen
10.0-500.0 ng/mL araliginda dogrusaldir. indapamid igin geri kazamm degeri %87.4
olarak bulunmustur. Giin ici ve giinler arasi kesinlik ve dogruluk degerleri ise %9.6
olarak hesaplanmistir. Ayrica bu yontem indapamidin 2.5 mg’lik tek oral dozunu

alan saglikli insanlardan alinan tam kan 6rneklerinin analizine uygulanmaistir.

1.3.2.3. Elektrokimyasal Yontem

Radi (2003), bu calismasinda doner damlayan civa elektrotta dogrusal taramali
adsorptif katodik siyirma voltametrisi ile genis bir pH araliginda bakir iyonlarn
varliginda indapamidin voltametrik davramigimi incelemistir. Cu (II)-indapamid
kompleksinin adsorptif biriktirilmesi ve bu bakir kompleksinin indirgenmesine
dayanan bir yontem IND in miktar tayini i¢in gelistirilmistir. pH’1n en uygun oldugu
sartlar, Cu(II) konsantrasyonu, birikme potansiyeli ve birikme zaman1 parametreleri
kullanilarak aragtirilmistir. Optimal kosullar altinda lineer bir kalibrasyon grafigi 20-
200 nmol/L. araliginda ve yakalama smirt 5 mnol/L olarak gbzlenmistir. Bagil
standart sapma degeri 50 nmol/L’de %?2.2 (n=10) olarak go6zlenmistir. Cu(Il)-
indapamid kompleksinin pik yiiksekliginde, genel ila¢c katki maddeleri ve metal
iyonlarinin etkisi incelenmistir. Yontem tablet dozaj formdaki ilaglarin analizine

uygulanmustir.

Radi (2001), bir calismasinda diiiretik indapamidi karbon paste -elektrotlar
kullanarak, doniisiimlii ve diferansiyel puls voltametrisi teknigiyle karakterize
etmistir. Indapamidin miktar tayini, modifiye karbon paste elektrot ile absorptif-
siyirma yontemiyle gerceklestirilmistir. Bu analiz isleminde pH, iyon siddeti,

indapamidin konsantrasyonu, girisim gibi ¢ozelti degiskenleri ile tarama hizi, puls
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genligi, deristirme zaman1 ve biriktirme potansiyeli gibi enstriimantal degiskenler ile
pik akiminin degisimi analitik amaclar i¢in yiikseltgenme sinyalinin optimizasyonu
icin bir ¢alisma yapilmistir. Anodik diferansiyel puls voltametrisi ile kalibrasyon
grafiginin 5x10°®-1x107 M ¢alisma araliginda dogrusal oldugu bulunmustur. Serum

numunelerine ilave edilen indapamidin segici olarak tayini gergeklestirilmistir.

1.3.2.4. Spektroflorumetrik Yontem

Nie ve ark. (2005), calismalarinda ¢oziinebilir Mn(IV) ve indapamid arasinda bir
kemiliiminesans reaksiyonu gelistirmislerdir. Olciim sistemi olarak ¢6ziinebilir Mn
(IV)-formaldehit-indapamid kemiliiminesans sistemi ve tamimli madde olarak
indapamid MIP kullanilarak, kemiliiminesans yontemiyle indapamidin miktar tayini
icin segici bir molekiil olusturulmustur. Bu yontemin dogrusal cevap araligi 2.0x10™-
5.0x10° g/mL araligindadir. (Lineer diizeltme faktorii 0.995 olarak saptanmistir).
Yakalama simri ise 8x10° g/mL’dir. indapamid ¢ozeltisinin 5.0x10” g/mL’sinde

bagil standart sapma degeri % 3.5 (n = 9) olarak bulunmustur.

Wang ve ark. (2004), bu c¢alismalarinda indapamidin analizi i¢in akis-enjeksiyon
teknigi ile birlestirilmis duyarli bir kemiliiminesans (CL) yontemi gelistirmislerdir.
Bu yontem kemiliiminesans emisyon sisteminde calisilmis olan ilaglarin inhibisyon
etkisine dayanmaktadir. Uygun sartlar altinda, azalmig CL yogunlugu indapamidin 1
x10* ile 1.0x10® g/mL araligindaki konsantrasyonuyla orantilidir. Yakalama siniri
3.4x10” g/mL’dir. indapamid icin 11 paralel 6l¢iim sonucunda bagil standart sapma
degeri 1.0x107 g/mL olarak hesaplanmistir. Onerilen yontem farmasétik
formiilasyonlardaki indapamidin kantitatif analizine uygulanmistir. Sonuglar diger

yontemlerle karsilagtirilmistir.
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1.3.2.5. Kolorimetri

Saleh ve ark. (2001), saf haldeki ve dozaj formdaki indapamidin analizi i¢in iki basit
ve duyarli yontem gelistirmislerdir. Bu yontemler asidik ortamda Fe(Il) igeren
indapamidin oksidasyonuna dayanmaktadir. Serbest Fe(II) 1,10-phenanthroline ile
reaksiyona girer ve ferroin kompleksi kolorimetrik olarak 509 nm’de kor ¢ozeltiye
kars1 Olciilmiistiir. (Yontem A). Yontem B ise ila¢ tarafindan Fe(Ill)’iin
indirgenmesine dayanmaktadir. Fe(Il), 2,2"-bipiridil ile birlikte renkli bir komplekse
doniigiir. (lambda (max) 522 nm). Deneysel optimizasyon kosullart belirtilmistir. A
ve B yontemleri i¢in sirasiyla 1.0-12.0 pg/mL ve 4.0-18.0 pg/mL konsantrasyon
araliginda Lambert Beer kuralina uyulmustur. Yontem A icin goriiniir molar
absorptivite ve Sandell duyarliligi 3x10" L/molxcm ve 0.0188 u g/cm2 iken, yontem B
icin 2.3x10" L/molxcm ve 0.0159 ug/cm* dir. Olgiim ve tayin sinirlari hesaplanmustr.
Gelistirilen bu yontemler, ilac¢ katki maddelerinin hicbir girisimi olmadan saf haldeki

ve tablet formundaki indapamidin analizine basaril1 bir sekilde uygulanmistir.
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2.GEREC VE YONTEM

2.1. Spektrofotometri

Spektroskopik yontemler, atomik ve molekiiler spektroskopi seklinde siniflandirilan
genis bir analitik yontemler grubudur. Spektroskopi, cesitli tipte 1sinlarin madde ile
etkilesmesini inceleyen bilim dali i¢in kullanilan bir terimdir. Spektroskopi, dnceleri
sadece elektromanyetik radyasyon (EMR) ile madde arasindaki etkilesmeleri
incelerken, giiniimiizde madde ve diger enerji tiirleri arasindaki etkilesmeleri de
icerecek sekilde genisletilmistir. Spektroskopik yontemler, EMR (15181n) kullanildig
spektrofotometrik yontemler ve diger enerji tiirlerinin kullanildig1 spektrofotometrik
yontemler seklinde iki genel smifa ayrilir. Spektrofotometri elektromanyetik

radyasyon tarafindan taginan enerjinin madde tarafindan absorpsiyonuna dayanir.

Elektromanyetik radyasyon, uzayda sabit hizda dogrusal olarak yayilan ve
yayilma ekseni boyunca siniis salinimlar seklinde birbirine dik elektrik ve manyetik
alanlardan ibarettir. Elektromanyetik radyasyonun (1s181n) davranisi dalga ve tanecik
ozellikleriyle agiklanan bir enerji seklidir.

1) Dalga karakteri: Uzayda siniizoidal (dalga hareketleriyle) yayilan elektrik ve
manyetik vektorlere sahiptir. Spektrofotometride elektrik vektorii  kullanilir.
Elektromanyetik radyasyon, hiz (c=3.0x10'" cm/sn), genlik, frekans (v) ve dalga
boyu (A) gibi ¢esitli parametreler ile karakterize edilir.
2) Tanecik karakteri: Bir elektromanyetik radyasyon demeti ¢ok sayida tanecikten
olusur ve enerjisi agagidaki matematiksel ifadeyle verilir:

E=hv (1) veya E=hc/A 2)
formiilleriyle ifade edilir (h=plank sabiti=6.62x10""erg.sn ve c=3x10""cm/sn).
Bu esitliklere gore 15181n dalga boyu biiyiidiik¢e enerjisinin azalmasina karsilik dalga
boyu kiigiildiik¢e enerjisi artar.

Isik; atom ve molekiiller tarafindan absorbe edilebilir. UV ve goriiniir
alandaki 15181n absorbsiyonu molekiilii olusturan atomlarin bag elektronlar1 ile

ilgilidir.
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Absorbe edilen enerji kuantlidir ve elektronlarin diisiik enerjili orbitallerden
(temel hal) daha yiiksek enerjili orbitallere (uyarilmis hal) gecmesine 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 aynmi zamanda bir molekiiliin
vibrasyonel ve rotasyonel enerji seviyelerinde de degisiklige neden olur; ¢iinkil bir
molekiiliin toplam enerjisi:

Eioplam = Eelektronik + Etitresim + Edonme + Estelenme
dur ve her bir elektronik enerji seviyesi ¢ok sayida vibrasyonel ve rotasyonel enerji

seviyesinden meydana gelmistir (Sekil 2.2).

Enerji 4

E>

AE=E2—E 1=hv

Ejq

Sekil 2.1. Enerji seviyeleri arasindaki fark

Elektronik enerji diger enerjilerden biiyiiktiir. Bu nedenle elektronik uyarilma
sirasinda vibrasyonel ve rotasyonel enerji seviyelerinde de degisme olur. Vibrasyonel
ve rotasyonel enerjiler molekiildeki atomlarin titresmesi ve molekiiliin donmesi ile
ilgilidir. Translasyon enerjisi molekiiliin biitiiniiniin 6telenme hareketi ile ilgilidir ve

en diisiik enerjili harekettir.
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—— rotasyonel
—— vibrasyonel

_» Elektronik ( Uyarilmis)

E> p— ——» rotasyonel
— — vibrasyonel
E, — Elektronik (Temel)

Sekil 2.2. Molekiildeki enerji seviyeleri.

Iki temel tip molekiiler enerji ¢esidi vardr:

i-Elektronik uyarima: 35-150 Kcal/mol, yani kimyasal baglar seviyesinde bir enerji
(200-800 nm’deki 151k) ile gerceklesebilir. 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 1s1k) ile

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

Hangi spektrum bdlgesinde olursa olsun belli bir dalga boyundaki 151gin
absorpsiyonu enerjiyi absorbe etme kapasitesine sahip bir yapimin varliginin
gostergesidir. Bu en kolay, dalga boyunun diizenli olarak degistirilerek bir maddenin
tizerine diisiiriilmesinden sonra, 15181n gecmeden Once ve gectikten sonraki siddetinin
Olctilmesi ile belirlenir. Absorpsiyonun oldugu veya 1s18in gectigi dalga boylart
kaydedilir. Absorpsiyon miktarinin dalga boyunun bir fonksiyonu olarak

kaydedilmesi sonucunda “absorpsiyon spektrumu’ elde edilir.

Atomlarin elektronik uyarilmalar1 sonucunda her bir yiiksek enerjili atomik
orbitale gecise karsilik fotograf plaginda bir cizgi gozlenir. Bir atomda da birden ¢ok
fazla sayida atomik orbital oldugu icin bu tiir uyarilma icin ¢ok sayida ¢izgiden

meydana gelen “¢izgi spektrumu” goriiliir (atomik absorpsiyon spektrofotometresi).
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Molekiillerde ise birden fazla sayida atom icermeleri nedeni ile absorpsiyon

sonucunda atomlar i¢in gozlenen c¢izgilerin bir araya gelmesi sz konusudur ve

bunun sonucunda “siirekli spektrum” meydana gelir (Sekil 2.3.).

A [
E —
elektronik enerji seviyeleri
— —F —— vibrasyonel enerji seviyeleri
— —— rotasyonel enerji seviyeleri
E2 [ | elektronik gecisler
\
E, /M
g /
(%]
C
©
£
]
(%]
Q
| |
E, il h“HH‘ H““Inn. .

Sekil 2.3. Siirekli spektrum (molekiildeki elektronik gegisler ve UV-goriiniir spektrum)

Isik absorbsiyonu spektrofotometrelerde olgiiliir. Bu 6l¢iim atom, iyon veya
molekiil iizerine gonderilen 1s181n siddeti (I,) ile gecen 15181n siddeti (I) arasindaki
farkin ol¢iimii seklindedir (Sekil 2.4.).

A 4

\ /

Sekil 2.4. Numune iizerine gonderilen (I,) ve ¢ikan (I) 15181n siddeti
(I =15181n numune i¢inde aldig1 yol)

A
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Isigin  absorbsiyonunun iizerine diistiigii atom, iyon veya molekiiliin
konsantrasyonu ile orantili olarak ilk kez Lambert ve Beer tarafindan ortaya

konulmustur.

Beer’e gore aynmi derinlikte bir ¢ozeltiden gecen ve ¢ozelti tarafindan absorbe
edilen monokromatik bir 1s1n demetinin siddeti ¢o6zeltinin konsantrasyonuyla
logaritmik, iistel veya geometrik olarak azalir. Beer yaklasiminin matematiksel

ifadesi,

I=1,.10% (3) seklinde verilir.

I, gelen 1s1m1in siddeti, I ¢ozeltiyi terkeden 1s1n1n siddeti, a ¢ozeltinin tiiriine ve
monokromatik 1smmin dalga boyuna bagli bir sabit, C ise ¢ozeltinin

konsantrasyonudur.

Lambert’e gore, bir c¢ozeltiden gecen monokromatik bir 1sin demetinin
siddeti, cozelti icinde aldig1 yolla logaritmik, iistel veya geometrik olarak azalir. Bu

gercek logaritmik olarak;

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

Yukarida aciklanan iki kanun birlestirilerek,

I=1,.10%¢ (5)
denklemi elde edilir.
Burada: I = Numuneyi terk eden 15181n siddeti,
I, = Numune iizerine gonderilen 1s181n siddeti,
€ = Molar absorpsiyon katsayisi,
C = Absorpsiyon yapanin konsantrasyonu,
[ = Is1gin numune icerisinde aldig1 yol (cm)’dur.

Esitligin eksi logaritmasi alinirsa,
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logl,/I=E.LC (6) olur.
Log I, / I ye absorbans denir ve A ile gosterilir. E ise absorbtivite katsayisi olup, bu

katsay1 secilen dalga boyuna gore degisir.

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

Bu esitlik kisaca,
A=E.LC ®)

seklinde verilir ve bu esitlikten konsantrasyon (C) hesaplanabilir.

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

i) Cihazdan kaynaklanan sapmalar: Cihazdaki hatalar sunlar olabilir: Cihaza gelen
potansiyelin diizgiin olmamasi, 151n kaynaginin iyi ¢alismamasi, dedektor sisteminin
iyi calismamasi, kacak 1sinlarin olmasi, monokromatdriin (dalga boyu segicisi) hatal
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 c¢oziiciilerle calismak, yiiksek absorblama
konsantrasyonlarinda calismak, ¢ozelti icinde kabarciklar ve asili pargaciklarin
bulunmasi, ¢ozeltinin ol¢iildiigii kabin kirli ve cizik olmas1 gibi sebeplerden otiirii

sapmalar olabilir (Ding, 1996; Ustiindag ,2003; Kayapinar, 2007; Kaya 2007).

2.1.1. UV ve Goriiniir Alan Spektrofotometrisi

Goriiniir 151k toplam elektromanyetik radyasyonun ¢ok diisiik bir bolimidiir (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
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kirmizi renk goriiliir. Goriiniir 15181n altindaki bolgeye (100400 nm) “UV” bolgesi,
iistiindeki bolgeye ise (800 nm-25u) “Infrared” bolgesi adi verilir (Sekil 2.5.).

X-sinlart Yumugak Vakum  Yakin Goriiniir Yakin  Temel  Uzak

X-1smlart 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 enfraryj 1sinlan ile uyarilmasi sonucu meydana gelen absorbsiyondan, molekiil
hakkinda kalitatif ve kantitatif bilgi edinmek miimkiindiir (Absorbsiyon
spektroskopisi). UV ve goriiniir alandaki 1s1k kullanildiginda bilesiklerdeki atomlarin
dig elektronlari, cinslerine ve konumlarina gore bu 1s181in belli dalga boylarini
absorbe ederler ki bu ozellik dis elektronlarin uyarilmasina dayandigindan bu
yontem, goriiniir ve ultraviyole alan spektroskopisi veya elektron spektroskopisi
adin1 alir. Bu yontemden maddelerin yap1 aydinlatmalarinda ve kantitatif tayinlerinde
yararlanilir. UV ve goriintir alan sogurma teknikleri, maddelerin yaklasik 190-900
nm dalga boylar araliinda 151k sogurmasi Sl¢iimlerine 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 duyarlt
olmas1 bu yontemi cekici 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 ¢ok daha asag
disiiriilebildigi belirtilmistir. Bunlardan bagka yontemin kolay veri elde etmede fark

edilir bir iistiinliigiiniin oldugunu belirtmek gerekir.



Bir spektrofotometre su kisimlardan meydana gelmistir (Sekil 2.6.):

1-
2-

Isik kaynagi
Monokromator

a) Isik giris aralig

b) Prizma

c) Isik cikis araligt
Yansitict ayna ve boliicii
Aynalar
Numune ve referans kaplari
Dedektor

Sisteme bagl bilgisayar ve spektrofotometrik program
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Sekil 2.6. Bir cift 151k yollu (double beam) spektrofotometrenin optik sistemi ve bilesenleri.
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2.2. Kemometri

Giiniimiizde bilgisayar, yazilim, istatistik ve uygulamali matematik alanlarindaki gelismeler,
kimya alaninda, 6zellikle de analitik kimya’da kompleks sistemlerin ¢oziimii i¢in kemometri
ad1 verilen yeni bir disiplinin dogusuna neden olmustur. Bu gelismeler, analitik kimya ve
komsu branslardaki arastirmacilara, analitik problemlerin c¢oziimiinde yeni olanaklar
saglayan ¢ok boyutlu ve ¢ok degiskenli parametrelerin kullanildigi kemometrik yontemlerle
yeni caligma alanlar1 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 aciga ¢ikarilmasina olanak tamiyan giiclii bir aractir. Kemometrinin temel

uygulama alanlarindan biri de analitik kimyadir.

Kemometri kelime olarak, 1970’li yillarda istatistik ve matematiksel yontemler ile
birlikte bilgisayar ve yazilimlarin kullanildig1 kimyadaki uygulamalar icin sozii edilmeye
baslanmistir. Kemometri kavrami, 1972 yilinda isvecli Svante Wold ve Amerikali Bruce R.
Kowalski tarafindan ileri siirtildii ve 1974 yilinda uluslararas1 kemometri dernegi tarafindan
bu disiplinin ilk resmi aciklamasi yapildi. Izleyen yillarda, diinyada, ulusal ve uluslararasi

kemometri konferanslarinin da organize edildigi gozlenmektedir.

Bugiin analitik kimyada kemometri disiplininin tanimi, konular1 ve ¢6ziim getirdigi
problemler icin artan yogunlukta ve ¢ok sayida kitabinin yayinlandigi goriilmektedir. Bu
disiplinin ortaya atildig1 giinden itibaren kemometrik yontemler ve uygulamalan ile ilgili
derleme makaleler ve dgretici ders notlart 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; Massart ve ark.,1997;
Meloun ve ark., 1992; Miller ve ark.,1993; Otto,1998; Vandeginste ve ark., 1998; Ding,
2007)



34

Bu kemometrik yontemlere ragbet edilmesi, kimya ve de analitik kimyada kompleks
numunelerin analizinde hizli, dogru, kesin ve giivenilir sonuclara ulagsmak i¢in esnek ve ¢ok
yonlii ¢oziimler sunmasina baglanabilir. Yapilan bilimsel ¢alismalarin sonucu yaymlanan
makaleler gostermistir ki son 15 yil icinde analitik problemlerin ¢6ziimii icin gelismis
analitik cihazlardan elde edilen ¢ok degiskenli ve ¢ok boyutlu l¢iim verilerinin islenmesi

icin kemometrik yontemlerin en biiyiik kullanicis1 analitik kimyacilardir.

Kemometri icerik olarak, tamimlayici1 ve aciklayici istatistik (descriptive and
inference statistics), sinyal isleme (signal processing), deneysel tasarim (experimental
design) , modelleme (modeling), kalibrasyon (calibration), optimizasyon (optimization),
yapt tammma (pattern recognition), siniflandirma (classification), yapay akil yOntemleri
(Artificial intelligence methods), resim isleme (image processing), bilgi ve sistem kurami
(information and system theory) gibi kavram ve uygulamalar1 kemometrinin konularini

olusturmaktadir.

Analitik verilerin islenmesinde, istatistik ve uygulamali matematik kemometrinin
temel araglaridir. Sinyallerin islenmesi, diizlestirme (smoothing), filtreleme (filtering), tiirev
ve integrasyon i¢in 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
vasitastyla 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 yazilmistir (Cornell, 1990). Dogrusal olmayan kompleks
sistemlerde kalitatif ve kantitatif analizlerde yapay zeka yontemleri olarak yapay sinir aglari

yontemleri, kemometrik ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
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Kemometrik yontemlerin en biiyiik kullanicisi analitik kimyacilar olmakla birlikte,
laboratuvar ve analiz caligmasi yapan komsu branglarda da kullanildig1 yayinlanan egitici
notlardan ve yayinlanan bilimsel makalelerden gozlenmektedir. Kemometrinin farkli

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

Sekil 2.7. de goriildiigii gibi kemometrik ¢alismalarda, analitik kimyacilarin ve diger
ilgili disiplinlerin ihtiyaglar1 6l¢iisiinde uygulamali matematik ve istatistik bilgisine sahip
olmalar gerektirdigi agiktir.  Burada programlama ve hesaplama c¢ok Onemlidir.
Kemometrik uygulamalarin ¢ogu kompleks hesaplamalar icermektedir. Bu hesaplamalari
elle veya basit hesap makinalartyla gergeklestirmek 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. Fizikokimyacilar ve madde bilimciler, sinyal isleme ve ¢ok
degiskenli  verilerin analizinde kemometrik yontemleri uyguladiklan goriilmektedir.
Organik kimyacilar ve farmasotik kimyacilar, reaksiyon kosullarinin optimizasyonunda
deneysel tasarim ve ilac¢ tasariminda yapi etki iliskisi ¢alismalarinda kemometrinin araglarini

kullanmaktadirlar.
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Kemometrik miktar tayinlerinde, kompleks karistmlarin analizi icin siklikla
kullanilan klasik en kiigiik kareler (classical least-squars — CLS), ters en kiiciik kareler
(inverse least-squares —ILS), temel bilesen rgresyon (principal component regression —
PCR), kismi en kiiciik 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 Algoritmalari
(Multivariate Calibration Algorithms)

2.2.1.1. Klasik en kiiciik kareler yontemi ve matematiksel islemler

(Classical Least Squares (K-matris) method)

Klasik en kiiciik kareler kalibrasyon yontemi, spektrofotometrik veya diger analitik
cihazlardan 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 aciklamalar spektrofotometrik calismalar icin

yapilmaktadir. A = K x C (Lambert-Beer yasasina gore)’dir.

Apxg= Kpyxj - Cixq )
K=(A,C,)x(C,Ci)" (10)
K= (K"jxp Kpxi)™ Kijxp (11)

Cixp = K'. Aqample (12)

Burada A= absorbans, K= kalibrasyon katsayisi, K = CLS kalibrasyon katsayist,

C= analiz edilen bilesigin konsantrasyonu.
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2.2.1.2. Ters en kiiciik kareler (P-matris) yontemi ( Inverse Least Squares method)

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

spektrofotometride Beer-Lambert yasasinin ters ifadesine uygulanmasini igerir:

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

Yukaridaki denklemler sisteminde A = Olgiilen absorbans degeri, P= kalibrasyon
katsayisidir, C = bilesenin konsantrasyonudur. PCR ve PLS algoritmalarinda CLS ve ILS

islemleri kullanildigi icin K- ve P-matris algoritmalar1 kisaca agiklanmistir.

2.2.1.3. Temel Bilesen Regresyon Yontemi

(Principal component regression method)

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

kalibrasyonun koordinat sistemidir.

Burada aciklanan PCR algoritmasi Martens ve Naes (1984) tarafindan verilen
semaya gore agiklanmaktadir. PCR kalibrasyonu kurulmasindaki basamaklar asagidaki

bicimdedir:
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Analiz edilecek maddenin konsantrasyon ve absorbans verilerinin varyans-
kovaryansi bulunur. Varyans-kovaryans sacilma matriksinin 6z vektorleri ve 6z degerleri
hesaplanir. Secilen 0z degere (eigenvalue) karsiik gelen 6z vektdr (eigen vector)

kalibrasyonun lineer bilesenidir.

PCR algoritmasinda genel lineer regresyon denklemi asagidaki bicimde yazilabilir:

C=a+b A 17)

Burada C analiz edilecek maddenin konsantrasyonudur, a sabit say1, b ise temel bilesenlerin

ve C—loading matriksinin (q) carpimindan elde edilir:

b=P g (18)

Burada P 6z vektorlerin matriksidir. Oz vektorler kolon matriksi en uygun 6z degere
(faktore) ya da 0z degerlere (faktorlere) karsilik gelmektedir. Burada q vektorii C—loadings
olarak adlandirilir ve T (say1 matriksi) lizerinden 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 :

t; = Ao.P; (20)

Ortalanmig absorbans ve konsantrasyon, A, ve C, ile gosterilebilir. Burada a sabiti genel

lineer regresyon denklemi kullanilarak asagidaki esitlikten hesaplanabilir :

a=C,— AT, b (21)
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Herbir asamada elde edilen degerler 16 no’lu denklemde yerine konarak numunede
bilinmeyen konsantrasyonu hesaplanabilir.
a) Yontemin avantajlari; i) dalga boyu secimi gerektirmez, genellikle biitiin spektral alan
ya da bu spektral alanin genis bir bolgesi kullanilabilir, i7)  ¢ok bilesen analiz i¢in
kullanilabilir, iii) PCR data islemleri i¢in ve kalibrasyondaki Kkatsayilarinin
hesaplanmasinda ILS regresyon isleminin kullanilmasina olanak tanir. iv) analiz edilecek
bilesenlerin bilinmesi sartiyla cok kompleks karisimlar i¢in kullanilabilir, v) bazen orijinal
kalibrasyon karisimlarinda bulunan fakat numunede bulunmayan bilesenli numunelerin
miktar tayininde kullanilabilir, vi) kalibrasyon icin Olgiilen absorbanslarin dekomposizyon
isleminden sonra uygun 6z vektorlere karsilik secgilen 6z degerlerin deneysel ortamdan ve

Olclim aletlerinden gelen giiriiltiiniin eliminasyonuna olanak tanir.

b) Yontemin dezavantajlari; i) hesaplamalar klasik yontemlere gore daha yavastir, ii)
yontemin optimizasyonu temel kalibrasyon komponentlerinin bazilarinin bilinmesini
gerektirir (anlagilmasi ve yorumlanmasi ¢ok kompleks modeller i¢in), iii) kalibrasyon icin
temel alinan vektorler analiz edilecek bilesenlere karsilik gelmeyebilir, iv) genellikle ¢cok
sayida kalibrasyon numunesinin kullanilmasi dogru bir kalibrasyon icin gereklidir, v)
kalibrasyon numunelerinin hazirlanmasi bilesenlerin konsantrasyonlar1 ile dogrusalliktan

uzaklagmalar1 nedeniyle zordur.

2.2.1.4. Kismi En Kiiciik Kareler Yontemi
(Partial Least Squares Regression Method)

Kemometrik kalibrasyonlardan en yagin ve popiiler olan1 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 algoritmasi arasindaki temel fark X den faktorlerin c¢ikarilmasindadir. PLS
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kalibrasyonunun PLS1 ve PLS2 seklinde iki tipi sz konusudur. PLS1 de bir bilesik model
icerisinde iken; PLS2 de biitiin bilesikler modele dahil edilmektedir.

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

sifir etrafinda merkezilestirilmis Y-degiskeninin parcalanmasi asagidaki bicimde verilir.

J A J J
_ — _ > _
i Al P
I x =il Ll E
N A N N
—_— — _ —

Sekil 2.8. PLS2 kalibrasyonu

X=T P'+E
Y= UQ'+F (22)
Y=XB+F

B=W (P'W)'Q"

Burada X= bagimli degisken (6rne8in absorbans verileri), Y = bagimsiz degisken
( ornegin konsantrasyon), T = X icin say1 matrisi, U= Y i¢in say1r matrisi, P = X i¢in yiik
matrisi Q= Y i¢in yik matrisi, E = X-kalinti matrisi, F=Y-kalinti 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 .
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a) Yontemin avantajlari; i) PLS kalibrasyon islemi CLS ve ILS hesap tekniklerini
kapsamaktadir, ii) tek asamali bir dekomposizyon ve regresyon islemi gerektirir,
kalibrasyonda kullanilan 6z vektorler analiz edilen bilesenler ile en genis ortak spektral
degisimin oldugu bolgede dogrudan iligkilidir, iii) kalibrasyonlar genellikle kalibrasyon
setinin bilinmeyen numunelerden beklenen degisik konsantrasyonlarimi yansitmasi daha
fazla giivenirlik saglayacaktir, iv) yalnizca analiz edilecek bilesenlerin bilinmesi sartiyla
kompleks karigimlar icin kullanilabilir, v) bazi durumlarda orijinal kalibrasyon
karigimlarinda bulunan fakat numunede olmayan bilesenli numunelerin miktar tayininde
kullanilabilir, vi) bu tekniklerin hepsi spektral kantitatif analiz icin uygulanirken
literatiirdeki sebepler genellikle PLS’nin tahmin giiciiniin yiiksek oldugunu gostermektedir.

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

b) Yontemin dezavantajlari; i) PLS hesaplamalar1 klasik metodlardan daha yavastr,
ii) PLS modellerin anlagilmasi ve yorumlanmasi zor olup son derece soyuttur,
iii) genellikle ¢ok sayida numune i¢in dogru bir kalibrasyon gereklidir, iv) kalibrasyon
numunelerinin hazirlanmasi bilesenlerin konsantrasyonlari ile dogrusalliktan uzaklagmalari

nedeniyle zordur.

2.2.2. Kalibrasyon (Konsantrasyon) Setinin Tasarimi

Kemometrik (PCR, PLS) kalibrasyonlar icin kalibrasyon seti ya rastgele (randomly) yada
analizi yapilacak numunede yer alan maddelerin konsantrasyonlarini igerecek sekilde
kalibrasyon (konsantrasyon) setinin tasarimi yapilir. Simetrik kalibrasyon setinin
planlamasinda analiz edilecek maddelerin konsantrasyonlari, kalibrasyon setinin i¢inde ana
kiimenin permiitasyonlar1 seklinde alt kiimeler olusturmalidir. Kemometrik ¢alismalarda
rastgele kalibrasyon setinin hazirlanmasindan ziyade, analiz edilecek maddelerin
konsantrasyonlarina gore simetrik bir kalibrasyon setinin hazirlanmasi, elde edilecek

sonuclarin dogrulugu ve hatalarin minimize edilmesi acisindan tercih edilecek bir durumdur.
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Caligmalarda konsantrasyon (derisim) seti hazirlamasinda, c¢esitli tasarim sekilleri
verilmekle birlikte rastgele hazirlanan konsantrasyon setleride kullanilmaktadir.

2.2.3. Capraz Validasyon Islemi (Cross-validation Procedure)

Kemometrik kalibrasyonlarin validasyonu icin kalibrasyonu ve tayin basamaklarinda
kalibrasyonun standart hatasi ( standard error of calibration — SEC) ve tayinin (tahminin)
standart hatas1 (standard error of prediction — SEP) gibi parametreler kullanilmaktadir. SEC
ve SEP degerlerinin minumum yapan kalibrasyon kosullari ve F-istatistigi kullanilir.
Kalibrasyon performanslarini degerlendirmek icin, kemometrik kalibrasyonlarin SEC ve
SEP degerleri yaninda, bilinen ve tahmin edilen konsantrasyon degerlerinin lineer regresyon
analizi yapilarak, korelasyon katsayisi (r), dogrunun egim (m) ve kesim (n) degerleri

kullanilir.

PCR ve PLS kalibrasyonlarinin kurulmasinda faktor se¢imi i¢in ¢apraz validasyon
islemi (cross-validation procedure) kullanilir. Bunun i¢in tahmin edilen (tayin) hatalarin
karalerinin toplami (Predicted Resudual Error Some of Squares — PRESS) hesaplanir.

Optimal faktor sayisini bulmak icin Onerilen kriterler minumun PRESS degeri ve F-

istatistiktir. (Din¢ E. 2007).
2.2.4) Siirekli dalgacik doniisiimii (SDD) (wavelet transform) :
Dalgaciklar (wavelets), skala (genisleme) parametresi (D(x) — D(2x)) ve kayma parametresi

(D(x)>D(x+1) kullanilarak temel bir fonksiyondan iiretilen matematiksel

fonksiyonlardir.

SDDa,b(x)lelal ¥(2:b],  abeR, az0 ()

Dalgacik temelli fonksiyonlar icinde bir sinyalin projeksiyonu, dalgacik doniisiimii
(wavelet transform) olarak adlandirilir. Siirekli doniisiimde ise skala (a) ve kaymaya (b)
karsilik gelen dalgacik, ana dalgacik (mother wavelet) olarak adlandirilir ve elde edilen
dalgacik fonksiyonu ile sinyal fonksiyonunun i¢ carpimlar, siirekli dalgacik doniisiim

(continuous wavelet transform) yontemidir.
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Bir f (x) fonksiyonunun siirekli dalgacik doniisiimii (SDD) asagidaki esitlik ile verilebilir:
SDD {f (0 2} Pl () @)

Vektorlerin doniisiimiinde, vektorlerin 2" sayida ol¢iim verisini igermesi sart olup,
analitik uygulamalarda bu gozetilmeyebilir. (Dubechies 1., 1992; Mallat S., 1998; Leung
A.K.M., 1998; Walczak B., 2000; C. X. Ma, X. B. Shao, 2004).

2.2.5. Dalgaciklar Ailesi :

Wavelets (dalgaciklar) doniisiim yontemleri asagidaki gibi 6zetlenebilir:

Dalgaciklar ailesi Dalgacik sekilleri ve kodlari
Haar ‘haar’

Mexican Hat Function ‘mexh’

Daubechies ‘db1 ve db2'...,'db10

Coiflets ‘coif1’, ... ,’coif5’

Symlets sym2’, ... ,’sym8’

Discrete Meyer ‘dmey’

‘bior1.1’, ‘bior1.3’, ‘bior1.5’, ‘bior2.2.’, ‘bior2.4’, ‘bior2.6’, ‘bior2.8’, ‘bior3.1’,
‘bior3.3’, 'bior3.5°, ‘bior3.7’, bior3.9’, ‘bior4.4’, ‘bior5.5’, ‘bior6.8’
‘rbio1.1°, rbio1.3’, rbio1.5’, rbio2.2’, rbio2.4’, ‘rbio2.6°, rbio2.8’, rbio3.1’,
‘rbio3.3’, rbio3.5°, tbio3.7’, Tbio3.9’, rbio4.4’, rbio5.5’, rbio6.8’

Biorthogonal

Reverse Biorthogonal

Gauss ‘gaust’, ..., ‘gaus8’
Meyer ‘meyr’
Morlet ‘morl’

2.2.6. Siirekli dalgacik doniisiimii-sifir kesim yontemi:

Tez kapsamindaki ila¢ karisimlarinin analizinde, girisim yapan orijinal absorpsiyon
spektrumlarina siirekli dalgacik teknigi uygulandiktan sonra klasik sifir teknigi yardimiyla
hesaplanan  dogru  denklemleriyle  karisimlardaki  ilag ~ maddelerinin  analizi
gerceklestirilecektir. Bu yontem, siirekli dalgacik doniisim (SDD) ve klasik sifir kesim
islemlerinin kombine kullanimina dayanmaktadir. (Dubechies 1., 1992; Mallat S., 1998;
Leung A.K.M., 1998; Walczak B., 2000; C. X. Ma, X. B. Shao, 2004).
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Spektrofotometrik bir calismada, M ve N bilesiklerini iceren ikili bir karisim dikkate
alindiginda ve bu karistmin A; dalga boyunda absorbansi Olciiliirse, asagidaki esitlik
yazilabilir:

Ajar, i = O Cv+ P Cn (1

Bu esitlikte, Ay, i A dalga boyunda karigimin dalga boyudur. o, ve P
katsayllart M ve N bilesiklerinin absorbans katsayilaridir. Cy ve Cyn  bilesiklerin
derisimleridir.

Eger SDD sinyal isleme yontemi, 1 nolu denkleme uygulanirsa, asagidaki denklem
yazilabilir :

SDD [ Agni)=SDD [ a5 ]Cy + SDD [ By xi|Cy 2)

Yukaridaki 2 nolu esitlik SDD-katsayis1 cinsinden ifade edilebilir:

Cot (A ) =SDD [aven]Cur + SDD [ By nilCo (3)

Karisimdaki saf bilesiklerin orjinal spektrumlarinin maksimum ve minimum
absorbans verdigi noktalarda SDD-spektrumlari da sifir noktalalarindan gegecektir. Bu

matematiksel gereklilik géz Oniine alindiginda eger SDD [BN,M]CM: 0 ise asagidaki sonug

yazilabilir:

Cop (Akar,)\i) =SDD | aM,)\i]CM “4)
4 nolu esitlige gore karisimdaki M bilesiginin konsantrasyonu, C,, (Akar’)\ij degeri ile

orantilidir. Bu matematiksel iligki siirekli dalgacik doniistim-sifir kesim yonteminin temelini
olusturmaktadir.

Karisimdaki M bilesiginin miktar tayini i¢in artan derisimlerde M bilesiginin standart serisi

hazirlanir ve karsilik gelen C,, [AM’M) degerleri oOlciilerek kalibrasyonu grafigi elde edilir.

Ayni iglem Karigim numuneleri i¢in uygulanarak olgiilen C,, [A ) degerleri, yukarida M

kar,\i

bilesigi i¢cin hesaplanan kalibrasyon dekleminde yerine konarak karisimdaki M bilesiginin
konsantrasyonu hesaplanir. Bu islem karisimdaki N bilesigi icin de tekrar edilir. (E. Ding,

D. Baleanu, 2007; E. Din¢, D. Baleanu, 2006; E. Din¢, D. Baleanu, 2004a; E. Ding, D.



45

Baleanu, 2004b; E. Din¢, M. Kanbur, D. Baleanu, 2005; E. Din¢, D. Baleanu, )
Ustiindag, 2003; E. Ding, D. Baleanu, A. Tas, 2006)

2.3. Geregler

2.3.1. Kullamlan Cihaz ve Gerecler

Agilent 1100 Series HPLC Sistem (Agilent Technologies, Inc., California and USA).
HPLC sistemi bir DAD ( Diode Array Dedector) sistemi ile birlikte.

Waters Symmetry® C-18 HPLC Kolonu.

HP Chem Station (Rev. A0.001 [403] Software programi.

Agilent Vial

Spektrofotometre (UV/ VIS): Schimadzu UV- 1601

Kuvartz kiivet

Hassas terazi: Schimadzu Libror AEG-220

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

Pipet (1-10 mL)

Sartorius Minisart tek kullanimlik membran filtre (Gozenek cap1 = 0,45 um)
Balon joje (25-250 mL)

Beher

2.3.2. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Metanol (Merck)

0.1 M NaOH Cozeltisi

0.1 M pH=2.12 H3PO4-NaH,PO4 Tampon Cozeltisi
H;PO4 (Merck), NaOH

Acetonitril (Merck)

Perindopril

Indapamid



2.3.3. Analiz edilen bilesiklerin ticari preaparatlari

COVERSYL PLUS® (Tablet) Servier:

46
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3. BULGULAR

Bir kombine farmasotik preparattaki PER ve IND bilesiklerinin kantitatif analizine cok
degiskenli kalibrasyona ve sinyal islemeye dayali kemometrik yontemler uygulandi. PER ve
IND kombinasyonunun ¢ok degiskenli kalibrasyon yontemleriyle analizi icin iki farkli ¢cok
degiskenli kalibrasyon yontemi orijinal absorpsiyon spektrumlarina ve 1. dereceden tiirev
spektrumlarina uygulanarak 4 farkli numerik kalibrasyon yontemi gelistirildi. Bu yontemler,
orijinal absorpsiyon spektrumu-temel bilesen regresyon (OAS-PCR), orijinal absorpsiyon
spektrumu-kismi en kiiciik kareler (OAS-PLS), tiirev spektrumu-temel bilesen regresyon
(TS-PCR) ve tiirev spektrumu-kismi en kiiciik kareler (TS-PLS) yontemleri olarak
adlandirildi. PER ve IND karisitminin sinyal isleme yontemleriyle analizinde Haar ve
Biortogonall.5 siirekli dalgacik doniisim (HAAR-SDD ve BIOR1.5-SDD) yoOntemleri
gelistirildi. Yontemlerin gelistirilmesi asamasinda optimal kosullar en yiiksek geri kazanim
sonuglarina gore saptandi. Gelistirilen yontemler PER ve IND igeren yapay karisimlarin ve

ticari preparatin kantitatif analizine uygulandi.

Tez kapsaminda PER ve IND bilesiklerinin ayn1 anda kantitatif analizi i¢in hi¢bir
ayirma islemi yapmaksizin gelistirilen ¢ok degiskenli kalibrasyon ve sinyal isleme
yontemlerini karsilagtirmak amaciyla tiirev spektrofotometri (TS) ve yiiksek basingli sivi
kromatografisi (YBSK) gelistirilerek karsilastirma yontemleri olarak karisimlardaki IND ve

PER’in analizine uygulandi.

3.1. Cok Degiskenli Kalibrasyon Yontemleri

Cok Degiskenli kalibrasyon yontemleri olarak OAS-PCR, OAS-PLS, TS-PCR ve TS-PLS
uygulamast icin spektral kosullarin optimizasyonu ve optimal kalibrasyon setinin
hazirlanmasi i¢in 6n caligmalar yapildi. Saptanan spektral kosullarda kalibrasyon setinin ve
numunelerin 200-350 nm dalga boyu aralifinda absorbsiyon spektrumlar1 cizdirildi ve
bilgisayarin hafizasina kaydedildi. Kemometrik kalibrasyonlar, bilgisayarin hafizasina

kaydedilen spektrumlar cagrilarak 215-260 nm dalga boyu bdlgesindeki biitiin absorbans
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degerlerinin vektorel Olgiimleri kullanilarak elde edildi. PCR ve PLS algoritmalariyla
hesaplanan OAS-PCR, OAS-PLS, TS-PCR ve TS-PLS kalibrasyonlar1 yapay ve farmasotik

numunelerin analizine uygulandi.

3.1.1. Kalibrasyon Setinin Hazirlanmasi

Kemometrik kalibrasyonlar icin metanol ve 0.1 M NaOH (50:50, v/v) cozeltisi igerisinde
PER ic¢in 25.0-105.0 pg/mL ve IND i¢in 3.0-19.0 pg/mL konsantrasyon aralifinda her iki
bilesigi iceren 25 degisik kompozisyonda simetrik bir kalibrasyon seti hazirlandi.

Konsantrasyon seti Cizelge 3.1. de sunulmaktadir.

Cizelge 3.1. PER ve IND analizi icin konsantrasyon seti

Konsantrasyon seti

Konsantrasyon Konsantrasyon
(ug/mL) (ug/mL)

No. PER IND No. PER IND
1 25 3 14 25 7
2 65 3 15 25 15
3 105 3 16 45 3
4 45 7 17 45 11
5 85 7 18 45 19
6 25 11 19 65 7
7 65 11 20 65 15
8 105 11 21 85 3
9 45 15 22 85 11
10 85 15 23 85 19
11 25 19 24 105 7
12 65 19 25 105 15
13 105 19
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Kalibrasyonlar icin rastgele kalibrasyon seti yerine simetrik kalibrasyon seti tercih
edilmistir. Bunun sebebi analiz esnasinda meydana gelebilecek kalibrasyon hatalarimi
minimize etmektir. Cizelge 3.1. deki simetrik kalibrasyon setinin iki boyutlu diizlemdeki

projeksiyon grafigi Sekil 3.1 de goriilmektedir.
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Konsnatrasyon (pg/mL PER)

Sekil 3.1. Kalibrasyon setinin iki boyutlu diizlemdeki grafigi
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3.1.2. Cok Degiskenli Kalibrasyonlarin Absorpsiyon Spektrumlarina

Uygulamasinda Spektral Kosullarin Optimizasyonu

OAS-PCR ve OAS-PLS yontemlerinin uygulanmasinda, spektrofotometrik calismalarda
PER ve IND i¢in metanol ve 0.1 M NaOH’in (50:50, v/v) uygun ¢oziicii oldugu saptandi.
Bu c¢oziicii icerisinde PER ve IND bilesikleri ile karistminin 200-350 nm dalga boyu
araliginda spektrumlar1 alind1 (Sekil 3.2.). Sekil 3.2. den de goriildiigii gibi her iki bilesik
aynt dalga boyu araliginda girisim yapmaktadir. Bu nedenle klasik spektroskopik
yaklagimlarla her iki bilesigin aym anda miktar tayinleri miimkiin degildir. Bu nedenle ¢ok

degiskenli kalibrasyon yontemleri tabletlerdeki PER ve IND’in analizine uygulandi.

Gelistirilen kalibrasyon modelleri i¢in Cizelge 3.1. deki kalibrasyon seti hazirlandi ve
bu kalibrasyon setinin 200-350 nm dalga boyu araligindaki spektrumlan ¢izdirildi (Sekil
3.3A). Ayni spektral islemler yapay ve gercek numuneler icinde uygulandi. Kemometrik
PCR ve PLS kalibrasyonlarinin hesaplanmasinda hazirlanan konsantrasyon seti icin 200-350
nm dalga boyu bolgesinde absorbans degerleri ol¢iildii. Kalibrasyon i¢in 215-260 nm dalga
boyu araligindaki absorbans oOl¢iimlerinden olusan olusan 451x25 absorbans verilerinin
matrisi kullanildr (Sekil 3.3B). Spektral dlgiimlerde tablet yardimcir maddelerinin etkisinin
olmadig1 ve spektral duyarliligin yiiksek olacagi diistiniilen 215-260 nm dalga boyu
araligindaki ol¢iilen absorbans verileri absorbans seti olarak se¢ildi. Calismalarimizda 200-

350 nm aralig1 kullanildig1 durumlarda basarili analiz sonuglar1 alinamamastir.



0o6F i % 1

Abs,

200 250 300 350
Dalga boyu (nm)

Sekil 3.2. PER (45 pg/mL) (— ) ve IND (7 pg/mL) (----- ) ile iki bilesige karsilik gelen karigimin (
absorpsiyon spektrumlart (Metanol ve 0.1 M NaOH (50:50, h/h) ¢ozeltisi igerisinde).
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Abs.

200 250 300 350
Dalga boyu (nm)

D.D L L L L L L L L
215 220 225 230 235 240 245 250 255 260
Dalga boyu {nm)

Sekil 3.3. PER ve IND icin Cizelge 3.1. ve Sekil 3.1. de verilen kalibrasyon setinin absorpsiyon
spektrumlar1 (Metanol ve 0.1 M NaOH (50:50, h/h) ¢o6zeltisi igerisinde).
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3.1.3. Cok Degiskenli Kalibrasyonlarin Tiirev Spektrumlarina Uygulamasinda
Spektral Kosullarin Optimizasyonu

TS-PCR ve TS-PLS yoOntemlerinin karisim analizine uygulanmasinda, OAS-PCR ve OAS-
PLS yontemlerinde kullanilan Cizelge 3.1 ve Sekil 3.1 deki konsantrasyon seti i¢cin 200-350
nm dalga boyu araligindaki absorpsiyon spektrumlart TS-PCR ve TS-PLS kalibrasyonlari
icin kullanild1 (Sekil 3.4A). Konsantrasyon seti i¢in Sekil 3.4A daki spektrumlarin AA=6 nm
araliklarla skala faktorii=10 olarak tiirevleri hesaplandi (Sekil 3.4B). TS-PCR ve TS-PLS
kalibrasyonlarint hesaplamak i¢in 215-260 nm dalga boyundaki tiirev absobans verilerinin
451x25 matrisi ve Cizelge 3.1 deki konsantrasyon setine bolim 2.2.1.3 ve 2.2.1.4 de
aciklanan PCR ve PLS algoritmalar1 uygulandi (Sekil 3.4C).



200 250 300 350
Dalga boyu (nm)

0.0 L L L 1 1 1 L L
215 220 225 230 235 240 245 250 255 260

Dalga boyu (nm)

dAJdr

215 220 225 230 235 240 245 250 255 260
Dalga boyu (nm)

Sekil 3.4. PER ve IND i¢in 215-260 nm dalga boyu arasindaki Tiirev Spektrumu (C).

(Metanol ve 0.1 M NaOH (50:50, h/h) cozeltisi icerisinde).
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3.1.2.1. Orijinal Absorpsiyon Spektrumu-Temel Bilesen Regresyonu Yontemi

Bu OAS-PCR yontemi konsantrasyon seti i¢in dl¢iilen absorbans matrisinin par¢alanmasiyla
elde edilen temel bilesen regresyonuna dayali bir yontemdir. Yontemin algoritmasi boliim

2.2.1.3. de ayrintil1 olarak verilmistir.

3.1.2.1.1. Orijinal Absorpsiyon Spektrumu-Temel Bilesen Regresyonu Kalibrasyonu

(Original Absorption Spectra-Principial Component Regression Calibration)

Kemometrik OAS-PCR kalibrasyon i¢in Cizelge 3.1 de hazirlanan konsantrasyon setinin
215-260 nm dalga boyu araliginda AA= 0.1 nm araliklarla 451 noktada absorbans degerleri
okundu (Sekil 3.3B). Bolim 2.2.1.3. de agiklanan PCR algoritmasina gore kalibrasyon
setinin absorbans ve konsantrasyon degerlerinin varyans-kovaryans matriksleri hesaplandi.
Konsantrasyon seti ig¢in Olgiilen 451x25 veriler matrisinin pargalanma islemine tabi
tutulmasindan sonra elde edilen temel bilesenlerin, konsantrasyon seti ile arasindaki
matematiksel 1iliskiye dayali OAS-PCR kalibrasyonu kuruldu. PER ve IND igeren
numunelerin 215-260 nm dalga boylarindaki absorbans degerleri okunarak OAS-PCR

kalibrasyonunda yerine konularak PER ve IND’in konsantrasyonlar1 hesaplandi.

3.1.2.1.2. OAS-PCR Kalibrasyon Yonteminin Validasyonu

Kemometrik OAS-PCR yoOnteminin validasyon islemi i¢in metanol ve 0.1 M NaOH (50:50,
v/v) cozeltisi icerisinde PER i¢in 25.0-105.0 pg/mL ve IND ic¢in 3.0-19.0 pg/mL calisma
aralig1 i¢inde farkli konsantrasyonlarda 10 adet yapay karigimini iceren cozeltilerden olusan
bir validasyon seti hazirlandi. Hazirlanan bu validasyon seti kullanilarak daha Once
hesaplanan OAS-PCR kalibrasyonun kesinlik ve dogrulugu test edildi. OAS-PCR ile geri
kazanim degerleri PER icin % 103.9, IND i¢in % 100.5 olarak bulundu. Bagil standart
sapma degerleri PER icin % 2.78 ve IND i¢in %]1.24 olarak hesaplandi. OAS-PCR
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kalibrasyon yonteminin yapay karisimlara uygulanmasi ile elde edilen sonuglar Cizelge 3.2

de sunuldu.

Cizelge 3.2. OAS-PCR

yonteminin PER-IND

ikili yapay karigimlarina

uygulanmasiyla elde edilen geri kazanim sonuglari

Ikili karigimlar Bulunan Geri kazanim
(ug/mL) (ug/mL) (%)

PER IND PER IND PER IND
25.0 12.5 26.91 12.71 107.6 101.7
45.0 12.5 46.44 12.47 103.2 99.8
65.0 12.5 67.24 12.65 103.4 101.2
85.0 12.5 87.12 12.41 102.5 99.3
105.0 12.5 106.62 12.46 101.5 99.7
40.0 3.0 39.72 3.09 99.3 103.1
40.0 7.0 40.82 6.95 102.0 99.3
40.0 11.0 42.21 10.99 105.5 99.9
40.0 15.0 42.19 14.99 105.5 99.9
40.0 19.0 43.49 19.16 108.7 100.9
X 103.9 100.5
SS 2.89 1.25
BSS 2.78 1.24

X =Ortalama, SS=Standart Sapma, BSS=Bagil Standart Sapma
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Diger bir validasyon islemi olarak OAS-PCR yonteminin dogruluk ve kesinligini
degerlendirmek icin giin i¢i ve giinler arasi kesinlik ve dogruluk ¢alismalarinda kalibrasyon
setinin icinde olacak sekilde ii¢ farkli konsantrasyonda (PER i¢in 30.0, 60.0 ve 90.0 ug/mL
ve IND i¢in 8.0, 12.0 ve 16.0 ug/mL ) ve her derisim i¢in alt1 farkli ¢ozelti kullanilarak ayni
giin icinde ve giinler arasinda hazirlanan ¢ozeltiler kullanilarak yapilmistir. Giin igi ve
giinler arasi kesinlik ve dogruluk calismalarindan elde edilen sonuglar Cizelge 3.3. de

sunulmaktadir.

Cizelge 3.3. OAS-PCR yontemiyle PER ve IND analizinde kesinlik ve dogruluk
test sonuclari

Giin i¢i (n=6)

Konulan
PER IND
(ug/mL)
PER IND Bulunan BSS BH GK Bulunan BSS BH GK

gml)  SS (%) (B (%) | (gml) SS (%) (%) (%)
30 8 30.56 1.05 342 1.88 101.9 8.39 0.11 1.33 4.89 104.9
60 12 62.38 1.31 2.10 3.97 104.0 12.78 032 249 6.48 106.5

90 16 94.71 185 196 524 105.2 17.32 0.09 052 824 108.2

X 103.7 X 106.5
SS 1.69 SS 1.67
BSS 1.63 BSS 1.57
Giinler aras1 (n=6)
Konulan
PER IND
(ng/mL)
Bulunan BSS BH GK Bulunan BSS BH GK
PER IND | oy S5 @) (%) %) | wgml)  SS (%) (%) (%)

30 8 30.56 1.10  3.59 1.87 101.9 8.27 0.17 2.11 342 103.4
60 12 61.79 1.21 196 298 103.0 12.87 020 158 7.27 107.3
90 16 94.92 143 151 547 105.5 17.15 0.14 084 722 107.2

X 103.4 X 106.0
SS 1.84 SS 221
BSS 1.78 BSS  2.08

BH= Bagil hata = Bulunan miktar - ilave edilen miktar x 100
[lave edilen miktar

GK=Geri Kazanim, SS=Standart Sapma, BSS=Bagil Standart Sapma, X =Ortalama
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Gelistirilen OAS-PCR kalibrasyon yontemini gercek ticari farmasotik preparatlara
uygulamadan Once tablet yardimc1 maddelerinin PER ve IND iceren farmasotik preperatlarin
analizine etkisi olup olmadig1 hesaplanan kalibrasyon icin test edildi. Bunun i¢in de standart
ilavesi teknigi kullanildi. Farmasotik preparatlardaki bir tablete karsilik gelen igerigin 100
mL metanol ve 0.1 M NaOH (50:50, h/h) icinde cozeltisi hazirlandi. Bu preparat
cozeltisinden gerekli seyreltmelerin yapilmasiyla preparatin iizerindeki etiket miktarlarina
gore sirasiyla yaklasik 25.0 ug/mL PER ve 8.0 ug/mL IND’e karsilik gelen numune ve bu
icerigin iizerine 25.0, 40.0 ve 70.0 pug/mL PER ve 4.0, 8.0 ve 11.0 ug/mL. IND olacak
sekilde stok ¢ozeltilerden standart ilavesi yapildi. Bu islem COVERSYL PLUS® Tablet’e
uygulandi. Analiz sonucunda preparattan gelen PER ve IND miktarlar1 kalibrasyondan
hesaplanip diisiilerek ilave edilen standartlar icindeki PER ve IND i¢in geri kazanim ve
diger istatistiksel hesaplamalar yapildi. Bu denemeler ii¢ farkli konsantrasyon seviyesinde
alt1 tekrar yapilarak gerceklestirildi. OAS-PCR yonteminin COVERSYL PLUS® Tablet’e
uygulamasinda % ortalama geri kazanim ve % bagil standart sapma degerleri PER icin %

103.8 ve % 0.71 ve IND i¢in % 102.3 ve % 0.43 olarak bulundu.

Cizelge 3.4. OAS-PCR yontemleriyle standart ekleme teknigi kullanilarak elde edilen % geri
kazanim sonuglari

Ug farkli konsantrasyon seviyesi icin n=6 dir.
Ilave edilen PER IND
PER  IND Bulunan BSS BH GK Bulunan BSS BH GK
(gml) SS (%) (%) (%) | (ug/ml) SS (%) (%) (%)
25 4 25.74 0.25 0.98 297 103.0 3.98 0.10  2.60 0.54 101.8
40 8 41.69 0.84 202 422 1042 8.21 0.13 159 261 102.6
70 11 72.98 122 167 426 1043 11.28 0.18 1.60 2.51 102.5
X 1038 X 1023
SS 074 SS 044
BSS 0.71 BSS 043

BH= Bagil hata = Bulunan miktar - ilave edilen miktar x 10
Ilave edilen miktar

GK=Geri Kazanim, SS=Standart Sapma, BSS=Bagil Standart Sapma, X =ortalama
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3.1.2.1.3. ANOVA Testi

Kemometrik OAS-PCR yontemiyle giin i¢i giinler arasi elde edilen sonuglarin dogruluk ve
kesinligini degerlendirmek i¢in ii¢ farkli konsantrasyonda (PER i¢in 30.0, 60.0 ve 90.0
ug/mL ve IND icin 8.0, 12.0 ve 16.0 ug/mL ) ve her derisim ve alt1 farkli numune icin elde
edilen sonuglara ANOVA testi uygulandi. Yontemin giin i¢i ve giinler arasi hazirlanan
karisimlara uygulamasinda n; =5 ve n; =24 i¢in % 95 giiven araliginda F-tablo degeri 2.62
olmasina karsilik PER icin hesaplanan F-test degeri 0.01 ve p-degeri 1.00, IND icin
hesaplanan F-test degeri 0.01 ve p-degeri 1.00 olarak bulunmustur. ANOVA testinde F-
hesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0.05 oldugu i¢in % 95 giiven araliginda giin ici ve
giinler arasinda elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadigi bulunmustur.

Sonuglar Cizelge 3.5 de sunulmustur.

Cizelge 3.5. Giin ici ve giinler aras1 sonuglarin karsilastrilmasi icin ANOVA test sonuclari

Bilesik le ag;il;glin Iiglrj;:liln Sjer:):;;lsiik ;?3:1213;21 F-hesaplanan =~ P-degeri  F-tablo
Gruplar arast 23.72 5 4.74 0.01 1.00 2.62
% Grup i¢i 17452.82 24 727.20
Toplam 17476.54 29
Gruplar arast 1.85 5 0.37 0.02 0.99 2.62
% Grup i¢i 362.77 24 15.11
- Toplam 364.61 29

3.1.2.1.4. OAS-PCR Yonteminde Kalibrasyon Parametrelerinin Degerlendirilmesi
3.1.2.1.4.1. Capraz Validasyon ve Kalibrasyonun Standart Hatasi

Karisimlardaki PER ve IND maddelerinin miktar tayini i¢in OAS-PCR kalibrasyonun
hesaplanmasinda c¢apraz validasyon isleminde ii¢ faktor kullaniminda tahmin edilen

hatalarin karelerinin toplaminin (Predicted Resudual Error Sum of Squares— PRESS)
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minimal degerleri elde edilmistir. PER ve IND i¢in kurulan ii¢ faktorli OAS-PCR
kalibrasyonunda PRESS degeri PER ve IND icin sirasiyla 17.09 ve 0.34 olarak hesaplandi.
Kalibrasyonun standart hatas1 (Standard error of calibration —SEC), gercek ve tahmin
edilen konsantrasyonlar arasindaki iliskiye dayali olarak hesaplandi ve PER ve IND icin
sirastyla 0.8269 ve 0.1171 olarak bulundu. Ger¢ek ve tahmin edilen konsantrasyon i¢in
lineer regresyon analiz sonuglart PER i¢in sekil 3.5. de ve IND i¢in sekil 3.6. da

sunulmaktadir.

100.0 - Y = 0.9946 x C + 0.8323
R2=0.9995

80.0 1
60.0 1
40.0 1

OAS-PCR kalibrasyonu (PER)
20.0

Tahmin edilen konsantrasyon (ug/mL)

0.0

0.0 20.0 40.0 60.0 80.0 100.0
Gergek konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 3.5. PER icin OAS-PCR kalibrasyon basamaginda gercek ve tahmin edilen
konsantrasyonlarin dogrusal regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
(C=konsantrasyon), (R*=Korelasyon tanimlayicilik katsayis)

y = 0.9978 x C + 0.0226
R? = 0.9996

18.0
15.0
12.0
9.0 1
6.0

3.0 1 OAS-PCR kalibrasyonu (IND)

Tahmin edilen konsantrasyon (ug/mL)

0.0 T T T T T T
0.0 3.0 6.0 9.0 12.0 15.0 18.0

Gergek konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 3.6. IND i¢cin OAS-PCR kalibrasyon basamaginda gergek ve tahmin edilen
konsantrasyonlarin dogrusal regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
(C=konsantrasyon), (R*=Korelasyon tanimlayicilik katsayist)
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3.1.2.1.4.2. Tayinin Standart Hatasi

Analiz isleminde validasyon seti olarak hazirlanan perindopril ve indapamid iceren yapay
karigimlarda bu maddelerin konulan ve hesaplanan verilerinden OAS-PCR kalibrasyonu i¢in
tayinin standart hatas1 (Standard Error of Prediction—SEP), validasyon setinin
konsantrasyonuna karsilik hesaplanan konsantrasyonlarin dogrusal regresyon analizi ile
korelasyon katsayis1 (r) icin istatistiksel sonuglar ve SEP degerleri sirasiyla PER ve IND
icin sekil 3.7. ve sekil 3.8. de verildi.

Y =1.0024 x C + 1.6521
R’ = 0.9984

100.00 -
80.00
60.00
40.00

PER i¢in OAS-PCR analizi SEP=2.01
20.00

Tahmin edilen konsantrasyon (ug/mL)

0.00 r 1 , |
0.0 20.0 40.0 60.0 80.0 100.0

Gergek konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 3.7. PER icin OAS-PCR tayin basamaginda gercek ve tahmin edilen
konsantrasyonlarin dogrusal regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
(C= Konsantrasyon), (R*=Korelasyon tammlayicilik katsayisi)



62

18.01 Y =1.0044 x C-0.0123
15.0- R2=0.9994

12.01
9.0
6.0 1
3.01

00 T T T T T T
0.0 3.0 6.0 9.0 12.0 15.0 18.0

Gergek konsantrasyon (ug/mL)

IND i¢in OAS-PCR analizi ve SEP=0.11

Tahmin edilen konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 3.8. IND icin OAS-PCR tayin basamaginda gercek ve tahmin edilen
konsantrasyonlarin dogrusal regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
(C= Konsantrasyon), (R*=Korelasyon tammlayicilik katsayisi)

3.1.2.1.5. OAS-PCR Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uygulamasi

Calismada kemometrik OAS-PCR yoOnteminin ticari preparata uygulanmasinda 20 tablet,
sirastyla tartildi ve havanda iyice toz edildikten sonra bir tablete karsilik gelen miktar 100
mL’lik balonjojede metanol ve 0.1 M NaOH (50:50, h/h) ¢o6ziicii sistemi icerisinde ¢oziildii.
Balonjoje igerigi mekanik karistirici ile 30 dakika karistirildi ve membran filtre (Sartorius
Minisart ¢= 0,45 wm) yardimu ile siiziildii. Bu numune ¢ozeltilerinin 200-350 nm dalga boyu
bolgesinde spektrumlart alindi ve 215-260 nm dalga boyu araliginda AA= 0.1 nm araliklarla
Olciilen absorbans degerlerine boliim 2.2.1.3. de aciklanan PCR algoitmasi uygulandi ve

tablet icerigindeki PER ve IND miktarlar1 hesaplandi. Bu islem 10 kez tekrar edildi.

Yukarida aciklanan tablet analiz islemi COVERSYL PLUS® Tablet’e uygulandi.
COVERSYL PLUS® Tablet sonuglart Cizelge 3.6. da sunuldu.



Cizelge 3.6. OAS-PCR yonteminin tablet numunelerine uygulanmasiyla elde
edilen analiz sonuclar (Ticari farmasotik preparat etiketindeki
miktarlar : 4.0 mg PER ve 1.25 mg IND /tablet)

mg/tablet
No. PER IND
1 4.00 1.25
2 4.18 1.31
3 4.13 1.32
4 4.20 1.32
5 4.10 1.31
6 4.10 1.31
7 4.18 1.32
8 4.13 1.30
9 4.20 1.31
10 4.10 1.31
X 4.13 1.31
SS 0.06 0.02
BSS 1.47 1.52
SH 0.02 0.01
GA (p=0.05) X +0.04 =(4.07-4.19) X +0.01 =(1.29- 1.33)

X = Ortalama, SS = Standart Sapma, BSS = Bagil Standart Sapma
SH = Standart hata, GA = Giiven aralif1
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3.1.2.2. Orijinal Absorpsiyon Spekt.-Kismi En Kiiciik Kareler Kalibrasyon Yontemi

Kemometrik OAS-PLS yontemi, konsantrasyon seti ve Olgiilen absorbans matrisinin
parcalanmasiyla elde edilen bilesenlerin korelasyonuna dayali bir yontemdir. PLS

algoritmasinin ayrintili kuramsal temeli boliim 2.2.1.4. de verilmistir.

3.1.2.2.1. Orijinal Absorpsiyon Spektrumu-Kismi En Kiiciik Kareler Kalibrasyonu
(Original Absorption Spectra-Partial Least-Square Calibration )

Kemometrik OAS-PLS kalibrasyonu i¢in hazirlanan konsantrasyon setinin 215-260 nm
dalga boyu araliginda AA=0.1 nm araliklarla ve 451 noktada absorbans degerleri okundu
(Sekil 3.3B). Boliim 2.2.1.4. de agiklanan PLS algoritmasina gore 2x25 boyutlu kalibrasyon
seti i¢in Olciilen 451x25 absorbans veriler matrisinin varyans-kovaryans matriksinin
parcalanma islemine tabi tutulmasindan sonra konsantrasyon seti ile absorbans matrisinin
say1 matrisleri arasindaki matematiksel iliskiye dayali OAS-PLS kalibrasyonu kuruldu. PER
ve IND iceren numunelerin 215-260 nm dalga boyu araliginda AA=0.1 nm araliklarla
absorbans degerleri okunarak OAS-PLS kalibrasyonunda yerine konularak PER ve IND

maddelerin konsantrasyonlar1 hesaplandi.

3.1.2.2.2. OAS-PLS Kalibrasyon Yonteminin Validasyonu

Calismada OAS-PLS yonteminin validasyon islemi i¢in metanol ve 0.1 M NaOH (50:50,
h/h) icerisinde PER i¢in 25.0-105.0 pg/mL ve IND icin 3.0-19.0 pg/mL calisma araligi
icinde farkli konsantrasyonlarda 10 adet yapay karisimini igeren ¢ozeltilerinden olusan bir
validasyon seti hazirlandi. Hazirlanan bu validasyon seti kullanilarak daha 6nce hesaplanan
OAS-PLS kalibrasyonun kesinlik ve dogrulugu test edildi. Geri kazanim degerleri PER icin
9% 103.6, IND icin % 100.5 olarak bulundu. Bagil standart sapma degerleri PER i¢in % 2.53
ve IND i¢in 1.25 olarak hesaplandi. OAS-PLS kalibrasyon yonteminin yapay karigimlara

uygulanmasi ile elde edilen sonuglar Cizelge 3.7. de gosterildi.
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Cizelge 3.7. OAS-PLS yonteminin PER-IND ikili yapay karisimlarina
uygulanmasiyla elde edilen geri kazanim sonuclar1

Ikili karisimlar Bulunan Geri kazanim
(ug/mL) (ug/mL) (%)

PER IND PER IND PER IND
25.0 12.5 26.75 12.72 107.0 101.7
45.0 12.5 46.24 12.47 102.8 99.8
65.0 12.5 66.96 12.65 103.0 101.2
85.0 12.5 86.99 12.41 102.3 99.3
105.0 12.5 106.46 12.46 101.4 99.7
40.0 3.0 39.83 3.10 99.6 103.2
40.0 7.0 40.72 6.95 101.8 99.3
40.0 11.0 41.99 10.99 105.0 99.9
40.0 15.0 41.95 14.99 104.9 99.9
40.0 19.0 43.22 19.17 108.1 100.9
X 103.6 100.5
SS 2.62 1.25
BSS 2.53 1.25

X = Ortalama, SS = Standart Sapma, BSS = Bagil Standart Sapma

Diger bir validasyon islemi olarak OAS-PLS yoOnteminin dogruluk ve kesinligini
degerlendirmek i¢in giin i¢i ve giinler arasi kesinlik ve dogruluk calismalar1 kalibrasyon
setinin i¢inde olacak sekilde ii¢ farkli konsantrasyonda (PER i¢in 30.0, 60.0 ve 90.0 ug/mL
ve IND icin 8.0, 12.0 ve 16.0 pg/mL ) her derisim icin 6 farkli ¢ozelti kullanilarak ayni giin
icinde ve giinler arasinda hazirlanan c¢ozeltiler kullanilarak yapilmistir. Giin i¢i ve giinler

arasi elde edilen sonuglar Cizelge 3.8. de sunulmaktadir.



Cizelge 3.8. OAS-PLS yontemiyle PER ve IND analizinde kesinlik ve dogruluk test

sonuclari

Giin i¢i (n=6

Konulan

(ug/mL) PER IND

N Il i

30 8 30.78 1.0l 330 259 102.6 8.49 002 021 6.13 106.1

60 12 62.66 1.30 2.07 443 1044 13.03 0.02 0.19 8.56 108.6

90 16 95.02 1.85 194 558 1056| 17.19 0.14 082 7.46 107.5
X 1042 X 1074
SS 1.51 SS 1.21
BSS 145 BSS 1.13

Giinler aras1 (n=6)

Konulan

(ug/mL) PER IND

PR IND |y S o | Gemh S

30 8 31.72 0.62 1.96 5.72  105.7 8.50 0.10 1.19 6.20 106.2

60 12 62.12 073 1.17 353 1035 | 1299 0.10 077 824 1082

90 16 9541 153 1.61 6.01 106.0| 17.15 0.14 083 722 1072
X 105.1 X 107.2
SS 1.36 SS 1.02
BSS 1.29 BSS 095

BH= Bagil hata = Bulunan miktar - ilave edilen miktar x 10
[lave edilen miktar

GK=Geri Kazanim, SS=Standart Sapma, BSS=Bagil Standart Sapma, X = Ortalama
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Gelistirilen OAS-PLS kalibrasyon yontemini gercek ticari farmasotik preparata

uygulamadan 6nce, PER ve IND iceren farmasotik preparatin tablet yardimer maddelerinin

analiz lizerine etkisi olup olmadig1 hesaplanan kalibrasyon seti test edildi. Bunun i¢in

standart ilavesi teknigi kullanildi. Farmasotik preparatlardaki bir tablete karsilik gelen

icerigin 100 mL metanol ve 0.1 M NaOH (50:50, h/h) icinde ¢ozeltisi hazirlandi. Bu

preparat cozeltisinden gerekli seyreltmelerin yapilmasiyla preparatin iizerindeki etiket

miktarlarina gore sirasiyla yaklasik 25.0 pg/mL PER ve 8.0 ug/mL IND ‘e karsilik gelen

numune igeriginin iizerine 25.0, 40.0 ve 70.0 ug/mL PER ve 4.0, 8.0 ve 11.0 ug/mL IND

olacak sekilde stok ¢ozeltilerden standart ilavesi yapildi. Bu islem COVERSYL PLUS®
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Tablet’e uygulandi. Analiz sonucunda 25 pg/mL PER ve 8 pg/mL IND preparattan gelen
PER ve IND miktarlar1 kalibrasyondan hesaplanip diisiilerek ilave edilen standartlar i¢indeki
PER ve IND i¢in geri kazanim ve diger istatistiksel hesaplamalar yapildi. Bu denemeler ii¢
farkli konsantarsyon seviyesinde alt1 tekrar yapilarak gerceklestrildi. Analiz isleminde OAS-
PLS yonteminin COVERSYL PLUS® Tablet’e uygulamasinda % ortalama geri kazanim ve
% bagil standart sapma degerleri PER i¢in % 104.9 ve % 0.79 ve IND icin % 102.1 ve %
5.52 olarak hesaplandi. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.9. de sunulmaktadir.

Cizelge 3.9. OAS-PLS yontemleriyle standart ekleme teknigi kullanilarak elde edilen % geri
kazanim sonuglar

Ug farkli konsantrasyon seviyesi icin n=6 dir.

Mave edilen PER IND
PER IND Bulunan BSS BH GK | Bulunan BSS BH GK
(ug/mb) SS () () (%) |(ugml) SS () (%) (%)
25 4 26.01 030 1.14 4.02 104.0 4.03 030 740 0.71 100.7
40 8 42.27 049 1.15 567 1057 8.44 029 343 556 1056
70 11 73.41 1.60 218 486 104.9 11.57 002 021 520 1052
X 1049 X 1021
SS 0.82 SS 5.63
BSS  0.79 BSS 5.52

BH= Bagil hata = Bulunan miktar - ilave edilen miktar x 100
[lave edilen miktar

GK=Geri Kazanim, SS=Standart Sapma, BSS=Bagil Standart Sapma, X =Ortalama

3.1.2.2.3. ANOVA Testi

Kemometrik OAS-PLS yontemiyle giin ici ve giinler arasi elde edilen sonuglarin dogruluk
ve kesinligini degerlendirmek i¢in ii¢ farkli konsantrasyonda (PER i¢in 30.0, 60.0 ve 90.0
ug/mL ve IND icin 8.0, 12.0 ve 16.0 ug/mL) ve her derisim i¢in alti farkli numune i¢in elde
edilen sonuglara ANOVA testi uygulandi. Yontemin giin i¢i ve giinler aras1 hazirlanan
karisimlara uygulamasinda n; =5 ve n, =24 i¢in % 95 giiven araliginda F-tablo degeri 2.62
olmasina karsilik PER icin hesaplanan F-test degeri 0.02 ve p-degeri 1.00, IND igin
hesaplanan F-test degeri 0.09 ve p-degeri 0.99 olarak bulunmustur. Sonuglar Cizelge 3.10
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da sunulmustur. ANOVA testinde F-hesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0.05 oldugu icin
9% 95 giiven araliginda giin i¢i ve giinler arasinda elde edilen sonuglar arasinda arasinda

anlaml1 bir fark olmadig1 gozlenmistir.

Cizelge 3.10. Giin i¢i ve giinler aras1 sonuclarin karsilagtirilmasi icin ANOVA test

sonuglari
Bilesik Deglslfnln Karelerin Serbesth'k Karelerin F-hesaplanan ~ P-degeri  F-tablo
kaynagi toplami derecesi ortalamasi
Gruplar | 55 5, 5 11.66 0.02 100 262
[ arasi
E Grup ici 16604.02 24 691.83
Toplam | 16662.33 29
Gruplar | g 53 5 111 0.09 099 262
a arasi
Z | Grupigi | 304.60 24 12.69
Toplam 310.13 29

3.1.2.2.4. OAS-PLS Yonteminde Kalibrasyon Parametrelerinin Degerlendirilmesi
3.1.2.2.4.1. Capraz Validasyon ve Kalibrasyonun Standart Hatasi

Karisimlardan PER ve IND maddelerinin miktar tayini icin OAS-PLS kalibrasyonun
hesaplanmasinda c¢apraz validasyon isleminde ii¢ faktor kullaniminda tahmin edilen
hatalarin karelerinin toplaminin (Predicted Resudual Error Sum of Squares— PRESS)
minimal degerleri elde edilmisti. PER ve IND ic¢in kurulan {ii¢ faktorli PCR
kalibrasyonunda PRESS degeri PER ve IND i¢in swrasiyla 15.87 ve 1.4692 olarak
hesaplandi. Kalibrasyonun standart hatasi (Standard error of calibration —SEC), gercek ve
tahmin edilen konsantrasyonlar arasindaki iliskiye dayali olarak hesaplandi. PER ve IND
icin SEC degerleri sirasiyla 0.7969 ve 0.2424 olarak bulundu. Ger¢cek ve tahmin edilen
konsantrasyon icin dogrusal regresyon analiz sonuglart PER i¢in Sekil 3.9 da ve IND icin

sekil 3.10 da sunulmaktadir.



Tahmin edilen konsantrasyon (ug/mL)

100.0

80.0 1

60.0 1

40.0 1

20.0 1

Y =0.9912 x C + 0.9747
R2=0.9995

OAS-PLS kalibrasyonu (PER)

0.0

T T T T T

20.0 40.0 60.0 80.0 100.0
Gergek konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 3.9. PER icin OAS-PLS kalibrasyon basamaginda gercek ve tahmin edilen

Tahmin edilen konsantrasyon (ug/mL)

18.0
15.0
12.0
9.0 1
6.0
3.0 1

konsantrasyonlarin dogrusal regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
(C=Konsantrasyon), (R*=Korelasyon tanimlayicilik katsayist)

Y =0.9978 x C + 0.0226
R2=0.9996

OAS-PLS kalibrasyonu (IND)

0.0
0.0

Sekil 3.10. IND icin OAS-PLS kalibrasyon basamaginda gercek ve tahmin edilen

3.0 6.0 9.0 12.0 15.0 18.0
Gercek konsantrasyon (ug/mL)

konsantrasyonlarin dogrusal regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
(C=Konsantrasyon), (R*=Korelasyon tanimlayicilik katsayis)
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3.1.2.2.4.2. Tayinin Standart Hatasi

Tayinin standart hatasini hesaplamak icin validasyon seti olarak hazirlanan PER ve IND
bilesiklerini iceren yapay karisimlarda bu iki bilesigin konulan ve bulunan verilerinden
OAS-PLS kalibrasyonu kullanildiginda tayinin standart hatas1 (Standard Error of
Prediction—SEP), validasyon setinin gercek konsantrasyonuna karsilik tahmin edilen
konsantrasyonlarin dogrusal regresyon analizi ile korelasyon katsayisi (r) i¢in istatistiksel

sonuglar ve SEP degerleri sirasiyla PER ve IND icin sekil 3.11. ve sekil 3.12. de verildi.

-

£

2 o0 Y = 1.0021xC + 1.499

s R2=0.9987

>

(%)

S 800 -

[

5

g 600

c

S 400 |

= PER igin OAS-PLS analizi SEP=1.82

= B

£ 200

<

©

— 0.0 T T T T T
0.0 20.0 40.0 60.0 80.0 100.0

Gergek konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 3.11. PER icin OAS-PLS tayin basamaginda ger¢cek ve tahmin edilen
konsantrasyonlarin dogrusal regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
(C=Konsantrasyon), (R*=Korelasyon tanimlayicilik katsayis)
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18.0- y = 1.0044x - 0.0114
1501 RR= 0.9994

12.07
9.0
6.0
3.0

00 T T T T T T
0.0 3.0 6.0 9.0 12.0 15.0 18.0

Gergek konsantrasyon (ug/mL)

IND i¢in OAS-PLS analizi ve SEP=0.11

Tahmin edilen konsantrasyon (pug/mlL)

Sekil 3.12. IND icin OAS-PLS tayin basamaginda gergek ve tahmin edilen
konsantrasyonlarin dogrusal regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
(C=Konsantrasyon), (R*=Korelasyon tanimlayicilik katsayist)

3.1.2.2.5. OAS-PLS Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uygulamasi

Kemometrik OAS-PLS yonteminin farmasoétik preparata uygulanmasinda 20 tablet dogru
bir sekilde tartildi ve havanda iyice toz edildikten sonra bir tablete karsilik gelen miktar 100
mL’lik balonjojede, metanol ve 0.1 M NaOH (50:50, h/h) icerisinde ¢oziildii. Balonjojedeki
cozelti mekanik karistirici ile 30 dakika karistirildi ve membran filtre (Sartorius Minisart ¢=
0,45 wm) yardimu ile siiziildii. Bu ¢ozeltilerin 200-350 nm dalga boyu araliginda AA= 0.1 nm
araliklarla spektrumlar1 ¢izdirildi ve 215-260 nm dalga boyu bolgesinde AA= 0.1 nm
araliklarla Olciilen absorbans degerleri bolim 2.2.1.4. de agiklanan PLS algoritmasi

uygulandi ve tablet icerigindeki PER ve IND hesaplandi. Bu islem 10 kez tekrar edildi.

Yukarida acgiklanan tablet analiz islemi COVERSYL PLUS® Tablet’e uygulandi.
COVERSYL PLUS® Tablet sonuglart Cizelge 3.11 de sunuldu.



Cizelge 3.11. OAS-PLS yonteminin tablet numunelerine uygulanmasiyla elde
edilen analiz sonuglar1 (Ticari farmasotik preparat etiketindeki
miktarlar : 4.0 mg PER ve 1.25 mg IND /tablet)

mg/tablet
No. PER IND
1 4.05 1.25
2 4.24 1.31
3 4.11 1.33
4 4.27 1.32
5 4.17 1.31
6 4.16 1.31
7 4.24 1.31
8 4.19 1.31
9 4.27 1.32
10 4.17 1.31
X 4.19 1.31
SS 0.07 0.02
BSS 1.72 1.58
SH 0.02 0.01
GA (p=0.05) X +0.04 = (4.12- 4.26) X +0.01= (1.29-1.33)

X=Ortalama, SS=Standart Sapma, BSS=Bagil Standart Sapma
SH = Standart hata, GA = Giiven Aralig
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3.1.3.1. Tiirev Spektrumu-Temel Bilesen Regresyonu Yontemi

TS-PCR yontemi konsantrasyon seti i¢in Olgiilen birinci tiirev absorbans matrisinin
parcalanmasiyla elde edilen temel bilesen regresyonuna dayali bir yontemdir. YOntemin

algoritmasi boliim 2.2.1.3. de ayrintili olarak verilmistir.

3.1.3.1.1. Tiirev Spektrumu-Temel Bilesen Regresyonu Kalibrasyonu

(Derivative Spectra-Principial Component Regression Calibration)

Kemometrik TS-PCR kalibrasyon icin hazirlanan konsantrasyon setinin AA=6 nm araliklarla
ve skala faktorii=10 olarak hesaplanan tiirev spektrumlarinda, 215-260 nm dalga boyu
araliginda AA=0.1 nm araliklarla 451 noktada absorbans degerleri okundu (Sekil 3.4C).
Bolim 2.2.1.3. de aciklanan PCR algoritmasina gore kalibrasyon setinin absorbans ve
konsantrasyon degerlerinin varyans-kovaryans matriksleri olusturuldu ve bunun {izerinden
kalibrasyonun diger basamaklar1 gerceklestirildi. Konsantrasyon seti ve bu sete karsilik
Olciilen absorbanslarin 451x25 veriler matrisinin parcalanma islemine tabi tutulmasindan
sonra, elde edilen temel bilesenlerin, konsantrasyon seti ile arasindaki matematiksel iliskiye
dayali TS-PCR kalibrasyonu kuruldu. PER ve IND iceren numunelerin 215-260 nm dalga
boyu bolgesinde AA=0.1 nm araliklarla Olciilen absorbans degerleri okunarak TS-PCR

kalibrasyonunda yerine konularak PER ve IND’in konsantrasyonlar1 hesaplandi.

3.1.3.1.2. TS-PCR Kalibrasyon Yonteminin Validasyonu

Kemometrik TS-PCR yonteminin analitik validasyon isleminde metanol ve 0.1 M NaOH
(50:50, h/h) cozeltisi icerisinde PER icin 25.0-105.0 pg/mL ve IND i¢in 3.0-19.0 ug/mL
calisma aralig1 icinde olacak sekilde farkli konsantrasyonlarda 10 adet yapay karigimim
iceren cozeltilerden olusan bir validasyon seti hazirlandi. Bu validasyon seti kullanilarak
daha once hesaplanan TS-PCR kalibrasyonun kesinlik ve dogrulugu test edildi. Geri
kazanim degerleri PER icin % 100.5, IND i¢in % 100.9 olarak bulundu. Bagil standart
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sapma degerleri PER i¢in % 2.53 ve IND icin %1.66 olarak hesaplandi. TS-PCR kalibrasyon

yonteminin PER-IND yapay karisimina uygulanmasiyla elde edilen sonuglar Cizelge 3.12 de

gosterildi.

Cizelge 3.12. TS-PCR yonteminin PER-IND ikili yapay karisimlarina
uygulanmasiyla elde edilen geri kazanim sonuglari

Ikili karisimlar Bulunan Geri kazanim
(ug/mL) (ng/mL) (%)

PER  IND PER IND PER IND
25.0 12.5 24.93 12.76 99.7 102.1
45.0 12.5 45.37 12.55 100.8 100.4
65.0 12.5 66.36 12.74 102.1 101.9
85.0 12.5 86.57 12.40 101.8 99.2
105.0 125 105.59 12.48 100.6 99.9
40.0 3.0 39.22 3.12 98.1 103.9
40.0 7.0 39.16 6.90 97.9 98.6
40.0 11.0 39.16 10.97 97.9 99.8
40.0 15.0 39.90 15.05 99.7 100.3
40.0 19.0 42.49 19.49 106.2 102.6
X 100.5 100.9
SS 2.54 1.68
BSS 2.53 1.66

X=Ortalama, SS=Standart sapma, BSS=Bagil Standart Sapma

Diger bir validasyon

islemi

olarak TS-PCR yonteminin dogruluk ve Kkesinligini

degerlendirmek icin giin i¢ci ve giinler arasi1 kesinlik ve dogruluk ¢alismalart kalibrasyon

setinin icinde olacak sekilde ii¢ farkli konsantrasyonda (PER i¢in 30.0, 60.0 ve 90.0 ug/mL
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ve IND ic¢in 8.0, 12.0 ve 16.0 ug/mL ) ve her derisim icin alti farkli karisim cozeltisi
kullanilarak ayn giin icinde ve giinler arasinda hazirlanan ¢ozeltiler kullanilarak yapilmistir.

Giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik ve dogruluk test sonuglar1 Cizelge 3.13 de sunulmaktadir.

Cizelge 3.13. TS-PCR yontemiyle PER ve IND analizinde kesinlik ve dogruluk
test sonuclari

Giin i¢i (n=6)

Konulan

PER IND
(ng/mL)
PER  IND Bulunan BSS BH GK Bulunan BSS BH GK
(ug/mL) SS (%) (%) (%) (ug/mL)  SS (%) (%) (%)
30 8 30.34 073 242 1.14 101.1 8.25 020 241 3.16 103.2

60 12 61.47 1.58 257 244 1024 12.44 0.06 045 3.66 103.7
90 16 92.93 0.65 0.70 325 103.3 16.30 0.15 092 1.90 1019

X 102.3 X 102.9
SS 1.07 SS 091
BSS 1.04 BSS 0.88
Giinler aras1 (n=6)
Konulan
PER IND
(ng/mL)
Bulunan BSS BH GK Bulunan BSS BH GK
PER-IND 1 jigmny) 55 (@) %) @ | @gml)  SS (%) (%) (R
30 8 29.97 0.76 253 -0.11 99.9 8.29 0.18 2.17 3.68 103.7

60 12 61.12 1.17 191 1.87 101.9 12.61 024 190 5.06 105.1
90 16 93.38 129 138 376 103.8 16.55 033 202 342 1034

X 101.8 X 104.1
SS 1.93 SS 0.88
BSS 1.90 BSS 0.85

BH= Bagil hata = Bulunan miktar - ilave edilen miktar y 1gg
flave edilen miktar

GK=Geri Kazanim, SS=Standart Sapma, BSS=Bagil Standart Sapma, X=Ortalama

Gelistirilen TS-PCR kalibrasyon yontemini gercek ticari farmasotik preparatlara
uygulamadan 6nce PER ve IND igeren farmasotik preperatlarin tablet yardimcr maddelerinin
analizi iizerine etkisi olup olmadig1 hesaplanan kalibrasyon seti i¢in test edildi. Bunun i¢inde
standart ilavesi teknigi kullanildi. Farmasotik preparattaki bir tablete karsilik gelen icerigin
100 mL metanol ve 0.1 M NaOH (50:50, h/h) icinde ¢ozeltisi hazirlandi. Bu preparat

cozeltisinden gerekli seyreltmeler yapilmasiyla preparatin iizerindeki etiket miktarlarina
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gore sirastyla yaklasik 25.0 pg/mL PER ve 8.0 pg/mL. IND ‘e karsilik gelen numune
iceri8inin tizerine 25.0, 40.0 ve 70.0 pg/mL PER ve 4.0, 8.0 ve 11.0 pug/mL IND olacak
sekilde stok cozeltilerden standart ilavesi yapildi. Bu islem COVERSYL PLUS® Tablet’e
uygulandi. Analiz sonucunda preparattan gelen PER ve IND miktarlar1 kalibrasyondan
hesaplanip diisiilerek ilave edilen standartlar icindeki PER ve IND icin geri kazanim ve
diger istatistiksel hesaplamalar yapildi. Bu denemeler ii¢ farkli konsantrasyon seviyesinde
alti tekrar yapilarak gerceklestrildi. TS-PCR yontemin uygulamasinda % ortalama geri
kazanim ve % bagil standart sapma degerleri TS-PCR kalibrasyon yontemi kullanildiginda
PER i¢in % 101.6 ve % 2.11 ve IND icin % 102.0 ve % 1.53 olarak bulundu. Sonuclar
Cizelge 3.14 de gosterilmistir.

Cizelge 3.14. TS-PCR yontemleriyle standart ekleme teknigi kullamilarak elde edilen % geri
kazanim sonuglari

Ug farkli konsantrasyon seviyesi icin n=6 dir.

Ilave edilen PER IND
PER  IND Bulunan BSS BH GK Bulunan BSS BH GK
(wg/mL) SS (%) (%) (%) | (ugml) SS (%) (%) (%)
25 4 25.55 021 0.81 221 102.2 4.05 004 125 118 101.2
40 8 41.31 0.82 1.98 3.28 103.3 8.19 0.09 1.10 2.36 102.4
70 11 69.41 1.32 1.90 -0.84 99.2 11.37 0.10  0.86 3.40 103.4
X  101.6 X 102.0
SS 2.14 SS 1.56
BSS 211 BSS  1.53

BH= Bagil hata = Bulunan miktar - ilave edilen miktar y 19g
flave edilen miktar

GK=Geri Kazanim, SS=Standart Sapma, BSS=Bagil Standart Sapma, X=Ortalama

3.1.3.1.3. ANOVA Testi

Kemometrik TS-PCR yontemiyle giin ici ve giinler arasi elde edilen sonuglarin dogruluk ve
kesinligini degerlendirmek icin ii¢ farkli konsantrasyonda (PER i¢in 30.0, 60.0 ve 90.0
pug/mL ve IND i¢in 8.0, 12.0 ve 16.0 pg/mL) ve her derisim ve alt1 farkli numune i¢in elde
edilen sonuglara ANOVA testi uygulandi. Yontemin giin i¢i ve giinler aras1 hazirlanan

karisimlara uygulamasinda n; =5 ve np, =24 i¢in % 95 giiven araliginda F-tablo degeri 2.62
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olmasina karsilik PER icin hesaplanan F-test degeri 0.03 ve p-degeri 1.00, IND igin
hesaplanan F-test degeri 0.04 ve p-degeri 1.00 olarak bulunmustur. Sonuglar Cizelge 3.13.
de sunulmustur. ANOVA testinde F-hesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0.05 oldugu icin
% 95 giliven aralifinda giin i¢i ve giinler arsinda elde edilen sonuglar arasinda arasinda

anlaml bir fark olmadig1 gozlenmistir. Sonuclar Cizelge 3.15 de sunulmustur.

Cizelge 3.15. Giin i¢i ve giinler aras1 sonuclarin karsilastrilmasi icin ANOVA test

sonuclari

Bilesik DegISIPlln Karelerin Serbesth.k Karelerin Fhesaplanan  P-degeri  F-tablo

kaynagi toplami derecesi  ortalamasi

Gruplar 92.74 5 18.55 0.03 1.00 2.62
> arast
E Grup igi 17142.14 24 714.26

Toplam 17234.88 29

Gruplar 2.26 5 0.45 0.04 1.00 2.62
A arast
E Grup igi 301.85 24 12.58

Toplam 304.11 29

3.1.3.1.4. TS-PCR Yonteminde Kalibrasyon Parametrelerinin Degerlendirilmesi

3.1.3.1.4.1. Capraz Validasyon ve Kalibrasyonun Standart Hatasi

Karisimlardan PER ve IND etkin maddelerin miktar tayini i¢in TS-PCR kalibrasyonun
hesaplanmasinda c¢apraz validasyon isleminde ii¢ faktor kullaniminda tahmin edilen
hatalarin karelerinin toplaminin (Predicted Resudual Error Sum of Squares— PRESS)
minimal degerleri elde edilmistir. PER ve IND i¢in kurulan ii¢ faktorli TS-PCR
kalibrasyonunda PRESS degeri PER ve IND i¢in sirasiyla 8.8027 ve 0.5760 olarak
hesaplandi. Kalibrasyonun standart hatas1 (Standard error of calibration —SEC), gercek ve
tahmin edilen konsantrasyonlar arasindaki iliskiye dayali olarak hesaplandi. SEC degerleri,
PER ve IND icin sirasiyla 0.5934 ve 0.1518 olarak bulundu. Gergek ve tahmin edilen
konsantrasyon i¢in dogrusal regresyon analiz sonuglar1 PER icin sekil 3.13. de ve IND i¢in

sekil 3.14. de sunulmaktadir.
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Sekil 3.13. PER icin TS-PCR kalibrasyon basamaginda gercek ve tahmin edilen
konsantrasyonlarin dogrusal regresyon grafigi ve istatistiksel sonug¢lar
(C=Konsantrasyon), (R*=Korelasyon tanimlayicilik katsayist)

18.0- Y = 0.9981xC + 0.0366

R2=0.9993
15.0-
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607 TS-PCR kalibrasyonu (IND)

Tahmin edilen konsantrasyon (ug/mL)
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Gergek konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 3.14. IND i¢in TS-PCR kalibrasyon basamaginda gercek ve tahmin edilen
konsantrasyonlarin dogrusal regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
(C= Konsantrasyon), (R*=Korelasyon tamimlayicilik katsayis)
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3.1.3.1.4.2. TS-PCR Kalibrasyonu I¢in Tayinin Standart Hatasi

Analiz isleminde validasyon seti olarak hazirlanan perindopril ve indapamid iceren yapay
karigimlarda bu maddelerin konulan ve hesaplanan verilerinden TS-PCR kalibrasyonu icin
tayinin standart hatasi (Standard Error of Prediction—SEP), validasyon setinin gercek
konsantrasyonuna karsilik hesaplanan konsantrasyonlarin dogrusal regresyon analizi ile
korelasyon katsayisi (r) i¢in istatistiksel sonuclar ve SEP degerleri sirasiyla PER ve IND i¢in

sekil 3.15 ve sekil 3.16 da verildi.
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Sekil 3.15. PER icin TS-PCR tayin basamaginda gercek ve tahmin edilen
konsantrasyonlarin dogrusal regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
(C= Konsantrasyon), (R*= Korelasyon tanimlayicilik katsayist)
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18.01 Y =1.0214x C - 0.1542
15.01 R?=0.9986
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Sekil 3.16. IND icin TS-PCR tayin basamaginda gercek ve tahmin edilen
konsantrasyonlarin dogrusal regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
(C= Konsantrasyon), (R* = Korelasyon tanimlayicilik katsayist)

3.1.3.1.5. TS-PCR Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uygulamasi

Calismada kemometrik TS-PCR yonteminin PER ve IND iceren ticari preparatlara
uygulanmasinda 20 tablet dogru bir sekilde tartildi ve havanda iyice toz edildikten sonra bir
tablete karsilik gelen miktar 100 mL’lik balonjojede metanol ve 0.1 M NaOH (50:50, h/h)
icerisinde ¢oziildii. Balonjoje icerigi mekanik karistiric1 ile 30 dakika kanistirildi ve
membran filtre (Sartorius Minisart ¢= 0,45 pwm) yardimi ile siiziildi. Bu numune
¢ozeltilerinin 200-350 nm dalga boyu bolgesinde spektrumlart alindi ve 215-260 nm dalga
boyu araliginda AA= 0.1 nm araliklarla Olciilen absorbans degerlerine bolim 2.2.1.3. de
aciklanan PCR algoritmasi uyguland1 ve tablet icerigindeki PER ve IND hesaplandi. Bu
islem 10 kez tekrar edildi.

Yukarida aciklanan tablet analiz islemi COVERSYL PLUS® Tablet’e uygulandi.
COVERSYL PLUS® Tablet sonuglart Cizelge 3.16. da sunuldu.



Cizelge 3.16. TS-PCR yoOnteminin tablet numunelerine uygulanmasiyla elde
edilen analiz sonuglar1 (Ticari farmasotik preparat etiketindeki
miktarlar : 4.0 mg PER ve 1.25 mg IND /tablet)

mg/tablet
No. PER IND
1 4.09 1.31
2 4.08 1.31
3 4.02 1.28
4 4.08 1.30
5 4.11 1.26
6 3.98 1.28
7 4.26 1.32
8 4.29 1.28
9 4.16 1.27
10 4.08 1.30
X 4.11 1.29
SS 0.10 0.02
BSS 2.35 1.51
SH 0.03 0.01
GA (p=0.05) X£006=(4.01-421)  X+0.01=(1.27- 131)

X=Ortalama, SS=Standart Sapma BSS=Bagil Standart Sapma,

SH=Standart Hata, GA=Giiven Aralig1
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3.1.3.2. Tiirev Spektrumu-Kismi En Kiiciik Kareler Kalibrasyon Yontemi

Kemometrik TS-PLS yontemi, konsantrasyon seti ve Olgiilen birinci tiirev absorbans
degerlerinin matrisinin par¢alanmasiyla elde edilen say1 matrislerinin kullanimina dayal1 bir

yontemdir. Yontemin algoritmasi boliim 2.2.1.4. de ayrintili olarak verilmistir.

3.1.3.2.1. Tiirev Spektrumu-Kismi En Kiiciik Kareler Kalibrasyonu

(Derivative Spectra-Partial Least-Square Calibration )

Kemometrik TS-PLS kalibrasyonu, hazirlanan kalibrasyon setinin AA=6 nm araliklarla ve
skala faktorii=10 kosullarinda 215-260 nm dalga boyu araliginda AA=0.1 nm araliklarla 451
noktada absorbans degerleri okundu (Sekil 3.4B). Bolim 2.2.1.4.de aciklanan PLS
algoritmasina gore kalibrasyon setinin absorbans ve konsantrasyon degerlerinin varyans-
kovaryans matriksleri olusturuldu. Konsantrasyon seti ve Olciilen absorbans degerlerinin
451x25 veriler matrisinin par¢alanma islemine tabi tutulmasindan sonra, konsantrasyon ve
absorbans hesaplanan sayr matrisleri arasindaki matematiksel iliskiye dayali TS-PLS
kalibrasyonu kuruldu. PER ve IND igeren numunelerin 215-260 nm dalga boylarindaki
absorbans degerleri okunarak TS-PLS kalibrasyonunda PER ve IND etken maddelerinin

konsantrasyonlar1 hesaplandi.

3.1.3.2.2. TS-PLS Kalibrasyon Yonteminin Validasyonu

Kemometrik TS-PLS yonteminin validasyon isleminde 100 mL metanol ve 0.1 M NaOH
(50:50, h/h) ¢oziicii sistemi icerisinde PER i¢in 25.0-105.0 ug/mL ve IND icin 3.0-19.0
pg/mL calisma araligr icinde farkli konsantrasyonlarda 10 adet yapay karisimi iceren
cOzeltilerden olusan bir validasyon seti hazirlandi. Bu validasyon seti kullanilarak
yukaridaki basamakta hesaplanan TS-PLS kalibrasyonun kesinlik ve dogrulugu test edildi.
TS-PLS kalibrasyon yonteminin yapay karigimlara uygulanmasi ile elde edilen sonuglar

Cizelge 3.17 de gosterildi. Geri kazanim degerleri PER i¢in % 102.5, IND i¢in % 102.0
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olarak bulundu. Bagil standart sapma degerleri PER i¢in % 1.36 ve IND icin 0.99 olarak

bulundu.

Cizelge 3.17. TS-PLS yonteminin PER-IND ikili yapay
karigimlarina uygulanmasiyla elde edilen geri
kazanim sonuglari

Ikili karisimlar Bulunan Geri kazanim
(ug/mL) (ug/mL) (%)
PER IND PER IND PER IND
25.0 125 25.48 12.93 101.9 103.5
45.0 125 45.15 12.62 100.3 101.0
65.0 125 66.89 12.86 102.9 102.9
85.0 125 86.58 12.55 101.9 100.4
105.0 12.5 106.97 12.66 101.9 101.3
40.0 3.0 40.88 3.10 102.2 103.3
40.0 7.0 41.43 7.14 103.6 101.9
40.0 11.0 40.46 11.21 101.1 101.9
40.0 15.0 42.05 15.20 105.1 101.4
40.0 19.0 41.49 19.41 103.7 102.2
X 102.5 102.0
SS 1.39 1.01
BSS 1.36 0.99

X=Ortalama, SS=Standart Sapma, BSS=Bagil Standart Sapma

Calismada diger bir validasyon islemi olarak TS-PLS yoOnteminin dogruluk ve
kesinligini degerlendirmek icin giin ici ve giinler arasi1 kesinlik ve dogruluk caligmalari
yapildi. Bu islem i¢in kalibrasyon setinin icinde olacak sekilde ii¢ farkli konsantrasyonda

(PER i¢in 30.0, 60.0 ve 90.0 ug/mL ve IND i¢in 8.0, 12.0 ve 16.0 ug/mL ) her derisim icin 6
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farkli cozelti kullamlarak ayni giin i¢inde ve giinler arasinda hazirlanan c¢ozeltiler
kullanilarak yapilmistir. Giin i¢i ve giinler arasi elde edilen sonuclar Cizelge 3.18 de

sunulmaktadir.

Cizelge 3.18. TS-PLS yontemiyle PER ve IND analizinde kesinlik ve
dogruluk test sonuglari

Giin i¢i (n=6)

Konulan
PER IND
(ug/mL)
PER IND Bulunan BSS BH GK Bulunan BSS BH GK

wgml)  SS (%) (%) (%) | gml) SS (B (%) (%)
30 8 31.22 0.74 2.39 4.07 104.1 8.20 0.11 1.39 2.47 102.5
60 12 62.47 1.05 1.68 4.12 104.1 12.43 0.34 2.76 3.62 103.6
90 16 95.04 4.13 4.35 5.60 105.6 16.66 0.12 072 4.14 104.1

X 104.6 X 103.4
SS 087 SS 085
BSS  0.83 BSS  0.82
Giinler aras1 (n=6)
Konulan
PER IND
(ug/mL)
Bulunan BSS BH GK Bulunan BSS BH GK
PER D | wgm) 35 @) @ @ | qgml) SS  B  B)  ()

30 8 31.07 040 130 355 103.6 8.20 026 3.14 254 1025
60 12 62.57 0.00 0.00 428 1043 1252 0.11 0.88 4.31 104.3
90 16 93.13 1.14  1.23 348 103.5 16.14 024 148 090 100.9

X 103.8 X 102.6
SS 0.44 SS 1.71
BSS 043 BSS  1.66

BH= Bagil hata = Bulunan miktar - ilave edilen miktar x 100
flave edilen miktar

GK=Geri Kazamim, SS=Standart Sapma, BSS=Bag1l Standart Sapma, X=Ortalama

Onerilen TS-PLS kalibrasyon yontemini ticari tablet preparatina uygulamadan 6nce,
tablet yardimc1 maddelerinin PER ve IND igeren farmasotik preperatlarin analizine etkisi
olup olmadig1 hesaplanan kalibrasyon icin test edildi. Bunun i¢in standart ilavesi teknigi
kullanildi. Farmasotik preparattaki bir tablete karsilik gelen igerigin 100 mL. metanol ve 0.1
M NaOH (50:50, h/h) icinde c¢ozeltisi hazirlandi. Bu preparat c¢ozeltisinden gerekli

seyreltmeler yapilmasiyla preparatin iizerindeki etiket miktarlarina gore sirasiyla yaklasik



85

25.0 pg/mL PER ve 8.0 ug/mL IND ‘e karsilik gelen numune igeriginin iizerine 25.0, 40.0
ve 70.0 pg/mL PER ve 4.0, 8.0 ve 11.0 ug/mL. IND olacak sekilde stok c¢ozeltilerden
standart ilavesi yapildi. Bu islem COVERSYL PLUS® Tablet’e uygulandi. Analiz
sonucunda preparattan gelen PER ve IND miktarlar1 kalibrasyndan hesaplanip diisiilerek
ilave edilen standartlar i¢indeki PER ve IND i¢in geri kazanim ve diger istatistiksel
hesaplamalar yapildi. Bu denemeler ii¢ farkli konsantarsyon seviyesinde alt1 tekrar yapilarak
gerceklestrildi. Analiz isleminde TS-PLS yonteminin COVERSYL PLUS® Tablet'e
uygulamasinda % ortalama geri kazanim ve % bagil standart sapma degerleri PER icin %
101.3 ve % 1.83 ve IND i¢in % 99.8 ve % 2.12 olarak bulundu. Sonuglar Cizelge 3.19 da

sunulmaktadir.

Cizelge 3.19. TS-PLS yontemleriyle standart ekleme teknigi kullanilarak elde edilen
% geri kazanim sonuglari
Ug farkli konsantrasyon seviyesi icin n=6 dir.

Ilave edilen PER IND

PER IND Bulunan BSS BH GK | Bulunan BSS BH GK
(ug/mb) SS (%) (%) (%) |(ugml) SS (o) (%) (%)
25 4 25.60 023 0.89 241 102.4 4.02 0.13 335 049 100.5
40 8 40.96 1.23 3.01 241 1024 8.07 0.17 206 0.88 100.9
70 11 69.44 131 1.88 -0.80 99.2 11.13 0.07 0.67 1.18 101.2

X 101.3 X 99.8
SS 1.86 SS 2.12
BSS 1.83 BSS 2.12

BH= Bagil hata = Bulunan miktar - ilave edilen miktar x 10o
[lave edilen miktar

GK=Geri Kazamim, SS=Standart Sapma, BSS=Bagil Standart Sapma, X=Ortalama

3.1.3.2.3. ANOVA Testi

Kemometrik TS-PLS yontemiyle giin i¢i ve giinler arasi elde edilen sonuclarin dogruluk ve
kesinligini degerlendirmek icin ii¢ farkli konsantrasyonda (PER i¢in 30.0, 60.0 ve 90.0
ug/mL ve IND i¢in 8.0, 12.0 ve 16.0 pg/mL ) ve her derisim i¢in alti farkli numune i¢in elde
edilen sonuglara ANOVA testi uygulandi. Yontemin giin i¢i ve giinler aras1 hazirlanan

karisimlara uygulamasinda n; =5 ve np, =24 i¢in % 95 giiven araliginda F-tablo degeri 2.62
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olmasina karsilik PER icin hesaplanan F-test degeri 0.02 ve p-degeri 1.00, IND igin
hesaplanan F-test degeri 0.09 ve p-degeri 0.99 olarak bulunmustur. Sonuglar ¢izelge 3.20 de
sunulmustur. Bu uygulanan ANOVA testinde % 95 giiven aralifinda F-hesaplanan< F-tablo
ve p-degeri> p=0.05 oldugu i¢in giin i¢i ve giinler arasinda elde edilen sonuglar arasinda

anlaml bir fark olmadigi bulunmustur.

Cizelge 3.20. Giin i¢i ve giinler aras1 sonuclarin karsilagtirilmasi icin ANOVA test

sonuclari

Bilesik Deglslvmm Karelerin Serbesth.k Karelerin F-hesaplanan  P-degieri  F-tablo

kaynagi toplami1 derecesi  ortalamasi

Gruplar 57.88 5 11.58 0.02 1.00 2.62
> arasi
E Grup ici 17015.48 24 708.98

Toplam 17073.37 29

Gruplar 4.48 5 0.90 0.09 0.99 2.62
a arasi
E Grup ici 246.22 24 10.26

Toplam 250.70 29

3.1.3.2.4. TS- PLS Yonteminde Kalibrasyon Parametrelerinin Degerlendirilmesi

3.1.3.2.4.1. Capraz Validasyon ve Kalibrasyonun Standart Hatasi

Yontem gelistirme basamaginda, karisitmlardan PER ve IND etken maddelerin miktar
tayininde TS-PLS kalibrasyonun hesaplanmasi i¢in c¢apraz validasyon isleminde ii¢ faktor
kullaniminda en yiiksek geri kazanim sonuglar1 elde edebilmek icin tahmin edilen hatalarin
karelerinin toplaminin (Predicted Resudual Error Sum of Squares— PRESS) minimal
degerler verdigi gozlendi. PER ve IND i¢in kurulan ii¢ faktorlii TS-PLS kalibrasyonunda
PRESS degeri PER ve IND icin swrasiyla 10.3572 ve 0.4682 olarak hesaplandi.
Kalibrasyonun standart hatasi (Standard error of calibration —SEC), gercek ve tahmin
edilen konsantrasyonlar arasindaki iliskiye dayali olarak hesaplandi ve PER ve IND icin
sirastyla 0.6437 ve 0.1369 olarak bulundu. Gergek ve tahmin edilen konsantrasyon i¢in
dogrusal regresyon analiz sonuglart PER icin sekil 3.17. de ve IND icin sekil 3.18. de

sunulmaktadir.



Tahmin edilen konsantrasyon (ug/mL)

Tahmin edilen konsantrasyon (ug/mL)

100.0

80.0

60.0 1
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Y =0.9924 x C + 0.6937
R2=0.9996

TS-PLS kalibrasyonu (PER)

0.0
0.0

T T T T T
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Sekil 3.17. PER i¢in TS-PLS kalibrasyon basamaginda gercek ve tahmin edilen

18.07
15.01
12.0
9.01
6.0

3.0

konsantrasyonlarin bagimsiz regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
(C= Konsantrasyon), (R*= Korelasyon tanimlayicilik katsayisr)

Y =0.9989 x C + 0.0082
R2=0.9994

TS-PLS kalibrasyonu (IND)

0.0
0.0

Sekil 3.18. IND i¢in TS-PLS kalibrasyon basamaginda ger¢ek ve tahmin edilen

T T T T T T

3.0 6.0 9.0 12.0 15.0 18.0
Gergek konsantrasyon (ug/mL)

konsantrasyonlarin dogrusal regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
(C= Konsantrasyon), (R*= Korelasyon tanimlayicilik katsayist)

87
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3.1.3.2.4.2. Tayinin Standart Hatasi

Analiz isleminde validasyon seti olarak hazirlanan perindopril ve indapamid iceren yapay
karisimlarda, bu maddelerin konulan gercek ve hesaplanan tahmin edilen verilerinden TS-
PLS kalibrasyonu i¢in tayinin standart hatasi (Standard Error of Prediction—SEP),
validasyon setinin gercek konsantrasyonuna karsilik hesaplanan konsantrasyonlarin dogrusal
regresyon analizi ile korelasyon katsayisi (r) icin istatistiksel sonuglar ve SEP degerleri

sirastyla PER ve IND i¢in sekil 3.19 ve sekil 3.20 de verildi.

100.0+ Y=1.0154 x C + 0.4312

R2=0.9995
80.0

60.0
40.0

PER igin TS-PLS analizi ve SEP=1.40
20.0

Tahmin edilen konsantrasyon (ug/mL)

0.0 T T T T T
0.0 20.0 40.0 60.0 80.0 100.0

Gergek konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 3.19. PER icin TS-PLS tayin basamaginda gercek ve tahmin edilen
konsantrasyonlarin dogrusal regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
(C= Konsantrasyon), (R*= Korelasyon tanimlayicilik katsayist)
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Sekil 3.20. IND icin TS-PLS tayin basamaginda giincel ve tahmin edilen
konsantrasyonlarin dogrusal regresyon grafigi ve istatistiksel sonuglar
(C= Konsantrasyon), (R*= Korelasyon tanimlayicilik katsayist)

3.1.3.2.5. TS-PLS Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uygulamasi

Calismada kemometrik TS-PLS yoOnteminin farmasotik preparatlara uygulanmasinda 20
tablet dogru bir sekilde tartildi ve havanda iyice toz edildikten sonra bir tablete karsilik
gelen miktar 100 mL’lik balonjojede, metanol ve 0.1 M NaOH (50:50, h/h) ¢oziicii sistemi
icerisinde ¢oziildii. Balonjoje icerigi mekanik karistiric1 ile 30 dakika karistirildi ve
membran filtre (Sartorius Minisart ¢= 0,45 wm) yardimu ile siiziildii. Bu analiz ¢ozeltilerinin
215-260 nm dalga boyu bolgesinde Ah= 0.1 nm araliklarla Olgiilen absorbans degerleri
boliim 2.2.1.4 de agiklanan TS-PLS algoritmasiyla hesaplanan kalibrasyon esitliginde yerine
konularak tablet icerigindeki PER ve IND hesaplandi. Bu islem 10 kez tekrar edildi.



90

Yukarida aciklanan tablet analiz islemi COVERSYL PLUS® Tablet preparatina
uygulandi. COVERSYL PLUS® Tablet sonuglar1 Cizelge 3.21 de sunuldu.

Cizelge 3.21. TS-PLS yonteminin tablet numunelerine uygulanmasiyla elde
edilen analiz sonuclar1 (Ticari farmasotik preparat etiketindeki
miktarlar : 4.0 mg PER ve 1.25 mg IND /tablet)

mg/tablet
No. PER IND
! 3.90 1.25
2 3.93 1.26
3 412 1.29
4 4.07 1.30
> 4.05 1.27
6 4.08 1.26
7 4.05 1.28
8 4.02 1.30
? 3.99 1.30
10 4.07 1.28
X 4.03 1.28
sS 0.07 0.02
BSS 1.74 1.32
SH 0.02 0.01
GA (p=0.05) X +0.04 = (3.96- 4.10) X +0.01 = (1.26-130)

X=Ortalama, SS=Standart Sapma, BSS=Bagil Standart Sapma
SH=Standart Hata, GA=Giiven Aralig1
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3.2. Sinyal isleme Yontemleri

Farmasotik tablet formiilasyonundaki PER ve IND’in hicbir ayirma islemi kullanmaksizin
ayni anda kantitatif analizi icin iki farkli siirekli dalgacik doniisim (SDD) yontemleri
gelistirildi. Spektral analiz isleminde degisik dalgacik aileleri (wavelet families) test edildi
ve en yiiksek geri kazanim sonuglar1 saglayan yontemlerin, Haar siirekli dalgacik doniisiim
(HAAR-SDD) ve Biortogonall.5 siirekli dalgacik doniigiim (BIOR1.5-SDD) yontemleri
oldugu saptandi. Calismalarda analiz i¢in bu HAAR-SDD ve BIOR1.5-SDD yontemleri

sinyal isleme yontemi olarak kullanildi.

3.2.1. Haar Siirekli Dalgacik Doniisiim Yontemi

(Haar Continuous Wavelet Transform Method )

3.2.1.1. Standart Cozeltiler

a ) PER ve IND stok c¢ozeltileri, metanol ve 0.1 M NaOH (50:50, h/h) karisimindan olusan
¢oziicii icerisinde 100 mL’lik hacimde 50 mg PER ve 25 mg IND bilesikleri ¢oziilerek ayri
ayr1 hazirlandi.

b ) PER i¢in 25.0-105.0 pg/mL konsantrasyon araliginda kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlandi.

¢ ) IND i¢in 3.0-19.0 pg/mL konsantrasyon araliginda kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlandi.

d ) Kalibrasyon konsantrasyon araliklarinda PER ve IND bilesiklerini iceren yapay

karigimlart i¢in 10 degisik konsantrasyondan olusan bagimsiz validasyon seti hazirlandi.

3.2.1.2. Dogrusal Regresyon Analizi

HAAR-SDD yontemiyle PER ve IND bilesiklerini igeren karigimlarin analizinde
uygulanmasinda metanol ve 0.1 M NaOH (50:50:, h/h) ¢oziicii sistemi kullanilarak PER i¢in
25.0-105.0 pg/mL ve IND i¢in 3.0-11.0 pg/mL dogrusal caligma araliginda kalibrasyon
cozeltileri hazirlandi. Bu kalibrasyon ¢ozeltilerinin 200-350 nm dalga boyu aralifinda AA =
0.1 nm araliklarla orjinal absorbsiyon spektrumlar ¢izdirildi ve kodlanarak bilgisayarin

hafizasina kaydedildi. Sekil 3.21.A da bilesiklerin orjinal absorbsiyon spektrumlari
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sunulmaktadir. Bu spektrum alma islemi PER ve IND bilesiklerini i¢eren biitiin numunelere

uygulandi.

Abs,

Dalga boyu (nm)

(B)

o

291.0nm -

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310

Sekil 3.21.

Dalga boyu (nm)

PER (—) (25.0-105.0 pg/mL) ve IND(- - -) (3.0-19.0 ug/mL)
A) Absorpsiyon Spektrumlart ve B) HAAR-SDD Spektrumlari
(Metanol ve 0.1 M NaOH (50:50, h/h).
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Sinyalleri islemek i¢in bilesiklerin ve numunelerin spektrumlar1 herbir konsantrasyon degeri
icin bilgisayar hafizasinda c¢agrilarak absorbans verilerinin vektorleri olarak Microsoft
Excel’e transfer edildi ve 210.0-312.3 nm dalga boyu aralifinda 1024 noktadan olusan

absorbans veriler dizisi se¢ildi ve dalgacik alanina taginda.

Karisimdaki PER ve IND bilesiklerinin analizi i¢in SDD aileleri arasinda optimal sinyal
isleme yontemi olarak saptanan HAAR-SDD yontemi 210.0-312.3 nm dalga boyu
bolgesinde 210 degerine karsilik gelen 1024 noktadaki kalibrasyon spektrumlarina uygulandi
ve HAAR-SDD spektrumlari, dalgacik doniisiim katsayilar1 (C, ;) dalga boyuna kars1 grafige
gecirilerek elde edildi (Sekil 3.21B).

HAAR-SDD yontemiyle PER ve IND bilesiklerinin analizi icin kalibrasyon grafikleri,
kalibrasyon c¢ozeltileri kullanilarak PER i¢in 231.1 nm deki IND i¢in 291 nm’deki HAAR-
SDD genlikleri olciilerek hesaplandi. Bu iki dalga boyundaki dogrusal regresyon analizi ve

istatistiksel sonuglari, Cizelge 3.22.de goriilmektedir.
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Cizelge 3.22. HAAR-SDD yontemiyle PER ve IND
kalibrasyonu i¢in regresyon analiz sonuglar1

Kalibrasyon . PER IND
parametreleri
A (nm) 231.1 291.0
m 3.78x107 4.42x10™
n -8.97x10~ 3.28x107
r 0.9998 0.9999
SH(m) 4.15x10™ 2.78x10™
SH(n) 2.94x107 3.44x10”
SH(r) 2.62x107 3.52x10°
LOD (ug/mL) 4.67 0.63
LOQ(ug/mL) 15.57 2.10
m = Regresyon denkleminin e8imi,
n = Regresyon denkleminin kesim noktas,
r = Regresyon denkleminin korelasyon katsayisi,

SH(m) = Egimin standart hatasi,

SE(n) = kesim noktasinin standart hatasi,

SH(r) = Korelasyon katsayisinin standart hatasi,
LOD = Yakalama sinir,

LOQ = Tayin sinir1

Cizelge 3.22 deki lineer regresyon analizine gore hesaplanan kalibrasyon denklemleri

kullanilarak numunelerin i¢indeki PER ve IND miktarlar1 hesaplandi.

3.2.1.3. HAAR-SDD Yonteminin Validasyonu

Calismada HAAR-SDD yontemini validasyonu icin metanol ve 0.1 M NaOH (50:50, h/h)
¢ozeltisi icerisinde PER i¢in 25.0-105.0 pg/mL ve IND i¢in 3.0-19.0 ug/mL calisma aralig
icinde olacak sekilde farkli konsantrasyonlarda 10 adet yapay karisim ¢ozeltisinden ibaret

olan bir validasyon seti hazirlandi. Hazirlanan bu validasyon seti kullanilarak hesaplanan

HAAR-SDD yonteminin kesinlik ve dogrulugu test edildi. HAAR-SDD y&nteminin
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validasyon seti olarak hazirlanan yapay karisimlara uygulanmasi ile elde edilen sonuclar
Cizelge 3.23 de sunulmaktadir. Geri kazanim degerleri, PER icin % 101.0, IND i¢in % 101.4
olarak bulundu. Bagil standart sapma degerleri, PER icin % 1.87 ve IND ic¢in 0.89 olarak
hesaplandi.

Cizelge 3.23. HAAR-SDD yonteminin PER-IND ikili yapay
karigimlarina uygulanmasiyla elde edilen geri kazanim

sonuglari
Ikili karisimlar Bulunan Geri kazanim
(ug/mL) (ug/mL) (%)

PER IND PER IND PER IND
25.0 12.5 25.60 12.62 102.4 101.0
45.0 12.5 45.16 12.77 100.3 102.2
65.0 12.5 65.38 12.88 100.6 103.1
85.0 12.5 84.5 12.67 99.4 101.4
105.0 12.5 103.3 12.63 98.4 101.0
40.0 3.0 41.00 3.06 102.5 102.1
40.0 7.0 41.37 7.00 103.4 100.0
40.0 11.0 41.56 11.06 103.9 100.5
40.0 15.0 40.09 15.14 100.2 101.0
40.0 19.0 39.69 19.32 99.2 101.7
o 101.0 101.4

X

1.89 0.9

SS

1.87 0.89
BSS

X=Ortalama, SS = Standart Sapma, BSS = Bagil Standart Sapma
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Ayrica, HAAR-SDD yonteminin dogruluk ve kesinligini degerlendirmek i¢in giin i¢i
ve giinler arasi kesinlik ve dogruluk c¢alismalari, kalibrasyon konsantrasyon aralig icinde ii¢
farkli konsantrasyonda (PER i¢in 30.0, 60.0 ve 90.0 ug/mL ve IND i¢in (8.0, 12.0 ve 16.0
ug/mL) her derisim i¢in 6 farkli ¢ozelti kullanilarak ayni giin icinde ve giinler arasinda
hazirlanan ¢ozeltiler kullanilarak gergeklestirildi. Elde edilen sonuclar Cizelge 3.24 de

verilmektedir.

Cizelge 3.24. HAAR-SDD yontemiyle PER ve IND analizinde kesinlik ve
dogruluk test sonuclari

Giin i¢i (n=6)

Konulan
(ug/mL) PER IND
PER IND Bulunan BSS BH GK | Bulunan BSS BH GK

(ug/mL) SS (o) (o) (%) |(ugml) SS (%) (%) (%)

30 8 30.03 086 288 0.11 100.1 8.26 0.11 0.1 328 103.3
60 12 60.68 101 166 1.14 101.1| 1245 007 0.06 3.73 103.7
90 16 91.2 158 173 133 1013 | 1629 0.17 0.17 1.8  101.8

X 100.9 X 1029
SS 0.66 SS 1.01
BSS  0.65 BSS 0.98
Giinler aras1 (n=6)
Konulan PER IND
Bulunan BSS BH GK | Bulunan BSS BH GK

PERIND | omi)  8S (%) (%) (%) | (ue/ml) SS (%) (%) (%)

30 8 3036 0.86 288 120 101.2 8.28 0.11 0.1 3.50 1035
60 12 61.16 101 166 026 101.9| 1249 007 0.06 4.08 104.0

90 16 92.04 1.58 173 227 1023 | 1653 0.17 0.7 331 1033

X 101.8 X 103.6
SS 0.54 Ss  0.39
BSS  0.53 BSS 0.38

BH= Bagil hata = Bulunan miktar - ilave edilen miktar y 19g
flave edilen miktar

GK = Geri Kazanim, SS = Standart Sapma, BSS = Bagil Standart Sapma, X=Ortalama

Analiz isleminde HAAR-SDD yontemini gergek ticari farmasotik preparatlarin
analizine uygulamadan 6nce, PER ve IND iceren farmasotik preparattaki tablet yardimci
maddelerin analizi {izerine bir etkisi olup olmadig1 yontem icin test edildi. Bunun i¢in de

standart ilavesi teknigi kullanildi. Farmasotik preparatlardaki bir tablete karsilik gelen
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icerigin 100 mL metanol ve 0.1 M NaOH (50:50, h/h) icinde ¢ozeltisi hazirlandi. Bu
preparat c¢ozeltisinden gerekli seyreltmelerin yapilamsiyla preparatin iizerindeki etiket
miktarlarina gore sirasiyla yaklagik 25.0 pg/mL PER ve 8.0 ug/mL IND’e karsilik gelen
numune igeriginin iizerine 25.0, 40.0 ve 70.0 pg/mL PER ve 4.0, 8.0 ve 11.0 ug/mL. IND
olacak sekilde stok cozeltilerden standart ilavesi yapildi. Bu islem COVERSYL PLUS®
Tablet’e uygulandi. Analiz sonucunda preparattan gelen PER ve IND miktarlar diisiilerek
ilave edilen standartlar i¢cindeki PER ve IND i¢in geri kazanim ve diger hesaplamalar
yapildi. Bu denemeler ii¢ farkli konsantrasyon seviyesinde alti tekrar yapilarak
gerceklestrildi. HAAR-SDD yonteminin uygulamasinda % ortalama geri kazanim ve %
bagil standart sapma degerleri, PER icin % 101.7 ve % 0.65 ve IND i¢in % 102.9 ve % 0.98

olarak bulundu.

Cizelge 3.25. HAAR-SDD yontemleriyle standart ekleme teknigi kullanilarak elde edilen
% geri kazanim sonuglari

Ug farkh konsantrasyon seviyesi icin n=6 dir.
PER IND

Bulunan BSS BH GK Bulunan BSS BH GK
(ug/ml) SS () (%) (%) | (ug/ml) SS (%) (%) (%)
25 4 24.86 2.02 8.13 -056 99.44 4.00 0.10 245 0.08 100.1
40 8 40.51 2.07 5.10 127 101.3 8.13 0.04 050 1.65 101.7
70 11 71.95 1.59 221 278 102.8 11.45 0.03 027 4.07 104.1

Ilave edilen
(ng/mL)

PER IND

X 1017 X 1029
Ss 095 SS 1.01
BSS  0.65 BSS 0.98

BH= Bagil hata = Bulunan miktar - ilave edilen miktar y 19g
flave edilen miktar

GK = Geri Kazanim, SS = Standart Sapma, BSS = Bagil Standart Sapma, X=Ortalama

3.2.1.4. HAAR-SDD Yontemi icin ANOVA Testi

HAAR-SDD sinyal isleme yonteminin dogruluk ve kesinliginin validasyon islemi igin ii¢
farkli konsantarsyonda (PER i¢in 30.0, 60.0 ve 90.0 ug/mL ve IND i¢in 8.0, 12.0 ve 16.0

ug/mL ) ve her derisim i¢in alt1 farkli numune i¢in elde edilen sonuglara ANOVA testi
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uygulandi. Yontemin giin ici ve giinler arasi hazirlanan karigimlara uygulamasinda n; =5 ve
ny =24 i¢in % 95 giiven araliginda F-tablo degeri 2.62 olmasina karsilik PER icin hesaplanan
F-test degeri 0.01 ve p-degeri 0.99, IND icin hesaplanan F-test degeri 0.04 ve p-degeri 0.99
olarak bulunmustur. ANOVA testinde F-hesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0.05 oldugu
icin % 95 giiven araliginda giin ici ve giinler arasinda elde edilen sonuclar arasinda anlamli
bir fark olmadigr yapilan test song¢larindan gozlenmistir. Sonuclar Cizelge 3.26 da

sunulmustur.

Cizelge 3.26. Giin i¢i ve giinler aras1 sonuclarin karsilagtirilmasi icin ANOVA test

sonuglari

Bilesik Eeglslfllln Karelerin Serbesthk Karelerin Fhesaplanan  P-degeri  F-tablo

aynagi toplami derecesi  ortalamasi

Gruplar
> arasi 30.82 5 6.16 0.01 0.99 2.62
= | Grpici | 15702.62 24 654.28

Toplam | 1573344 29

Gruplar
A arasi 1.82 5 0.36 0.04 0.99 2.62
Z | Grupici 237.32 24 9.89

Toplam | 239.14 29

3.2.1.5. HAAR-SDD Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uygulamasi

Calismada HAAR-SDD yonteminin ticari preparata uygulanmasinda 20 tablet dogru bir
sekilde tartildi ve havanda iyice toz edildikten sonra bir tablete karsilik gelen miktar 100
mL’lik balonjojede metanol ve 0.1 M NaOH (50:50, h/h) ¢6ziicii sistemi icerisinde ¢oziildii.
Balon joje icerigi mekanik karistiricr ile 30 dakika karistirildi ve membran filtre (Sartorius
Minisart ¢= 0,45 wm) yardimu ile siiziildii. Bu analiz ¢ozeltilerinin 200-350 nm dalga boyu
bolgesinde AA= 0.1 nm araliklarla ¢izdirilen spektrumlarindan 210-312.3 nm dalga boyu
araligindaki absorbans vektorlerin HAAR transformasyonundan sonra PER icin 291.0 nm’de
Olciilen SDD genlikleri, PER ve IND kalibrasyon grafiklerinde yerine konularak tablet
icerigindeki PER ve IND hesaplandi. Bu islem 10 kez tekrar edildi.
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Yukarida aciklanan tablet analiz islemi COVERSYL PLUS® Tablet preparatina
uygulandi. COVERSYL PLUS® Tablet sonuglari Cizelge 3.27 de sunuldu.

Cizelge 3.27. HAAR-SDD yonteminin tablet numunelerine uygulanmasiyla
elde edilen analiz sonuglar1 (Ticari farmasotik preparat
etiketindeki miktarlar : 4.0 mg PER ve 1.25 mg IND /tablet)

mg/tablet
No. PER IND
1 3.84 1.30
2 4.05 1.26
3 3.98 1.23
4 3.91 1.21
5 3.97 1.21
6 3.97 1.25
7 4.11 1.26
8 4.06 1.23
9 4.10 1.21
10 4.09 1.21
X 4.01 1.24
SS 0.09 0.03
BSS 2.21 2.44
SH 0.03 0.01
GA (p=0.05) X +0.05 = (3.92- 4.10) X +0.02 = (1.21-1.27)

X=Ortalama, SS=Standart Sapma, BSS=Bagil Standart Sapma

SH=Standart Hata, GA=Giiven Aralig1
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3.2.2. Biortogonal Siirekli Dalgacik Doniisiim Yontemi

(Biortogonal Continuous Wavelet Transform Method )

3.2.2.1. Standart Cozeltilerde

a ) PER ve IND stok ¢ozeltileri, metanol ve 0.1 M NaOH (50:50, h/h) karisimindan olusan
coziicl icerisinde 100 mL’lik hacimde 50 mg PER ve 25 mg IND bilesikleri ¢oziilerek ayri
ayr1 hazirlandu.

b ) PER i¢in 25.0-105.0 ug/mL konsantrasyon araliginda kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlandi.

¢ ) IND i¢in 3.0-19.0 ug/mL konsantrasyon aralifinda kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlandi.

d ) Kalibrasyon konsantrasyon araliklarinda PER ve IND bilesiklerini iceren 10 degisik

konsantrasyondan olusan bagimsiz validasyon seti hazirlandi.

3.2.2.2. Dogrusal Regresyon Analizi

PER-IND karigimimin kantitatif analizi i¢in Biortogonall.5 siirekli dalgacik doniistimii
(BIOR1.5-SDD) yonteminin kullaniminda metanol ve 0.1 M NaOH (50:50:, h/h) ¢oziicii
sistemi kullanilarak PER i¢in 25.0-105.0 ug/mL ve IND i¢in 3.0-11.0 pg/mL dogrusal
calisma aralifinda kalibrasyon c¢ozeltileri hazirlanarak 200-350 nm dalga boyu aralifinda AL
= 0.1 nm araliklarla orjinal absorbsiyon spektrumlar ¢izdirildi ve kodlanarak bilgisayarin
hafizasina kaydedildi. Sekil 3.22.A da bilesiklerin orjinal absorbsiyon spektrumlari
sunulmaktadir. Bu spektrum alma islemi PER ve IND bilesiklerini iceren diger biitiin

numunelere uygulandi.
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A) Absorbans Spektrumlar: ve B) BIOR1.5-SDD Spektrumlar:
(Metanol ve 0.1 M NaOH (50:50, h/h).
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Sinyalleri islemek icin bilesiklerin ve numunelerin spektrumlari, herbir konsantrasyon degeri
icin bilgisayar hafizasindan c¢agrilarak absorbans verilerinin vektorleri olarak Microsoft
Excel’e transfer edildi ve 210.0-312.3 nm dalga boyu aralifinda 1024 noktadan olusan

absorbans veriler dizisi se¢ildi ve dalgacik alanina taginda.

Karisimdaki PER ve IND bilesiklerinin analizi i¢in SDD aileleri arasinda optimal sinyal
isleme yontemi olarak saptanan BIOR1.5-SDD sinyal isleme yontemi 210.0-312.3 nm dalga
boyu bdolgesinde 210 degerine karsilik gelen 1024 noktada kalibrasyon spektrumlarina
uygulandi. BIOR1.5-SDD spektrumlari, dalgacik doniisiim katsayilarinin (C,,) dalga
boyuna kars1 grafige gecirilmesiyle elde edildi (Sekil 3.22.B).

BIOR1.5-SDD yontemiyle PER ve IND bilesiklerinin analizi i¢in lineer regresyon
denklemleri, kalibrasyon c¢ozeltileri kullanilarak PER icin 228.5 nm deki IND i¢in 246.8
nm’deki BIOR1.5-SDD genlikleri ol¢iilerek hesaplandi. Bu iki dalga boyundaki lineer

regresyon analizi ve istatistiksel sonuglar1 Cizelge 3.28. de goriilmektedir.
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Cizelge 3.28. BIOR1.5-SDD yo6ntemiyle PER ve IND
kalibrasyonu i¢in regresyon analiz sonuclari

Kalibrasyon
parametreleri PER IND
A (nm) 228.5 246.8
m 6.11x10> 2.21x10"
n 1.95x10"" 5.52x10?
f 0.9997 0.9999
SH(m) 8.07x10™ 2.02x10°
SH(n) 5.72x10? 2.49x10?
SH(r) 5.10x107 2.55x107
LOD (ug/mL) 5.6126 0.6773
LOQ(ug/mL) 18.7086 27576
m = Regresyon denkleminin e8imi,
n = Regresyon denkleminin kesim noktas,
r = Regresyon denkleminin korelasyon katsayisi,

SH(m) = Egimin standart hatasi,

SE(n) = kesim noktasinin standart hatasi,

SH(r) = Korelasyon katsayisinin standart hatasi,
LOD = Yakalama sinir,

LOQ = Tayin sinir1

Cizelge 3.28. deki dogrusal regresyon analizine gore hesaplanan kalibrasyon denklemleri

kullanilarak numunelerin i¢indeki PER ve IND miktarlar1 hesaplandi.

3.2.2.3. BIOR1.5-SDD Yonteminin Validasyonu

Calismalarimizda BIOR1.5-SDD yonteminin validasyon islemi icin metanol ve 0.1 M
NaOH (50:50, h/h) ¢ozeltisi icerisinde PER i¢in 25.0-105.0 pg/mL ve IND i¢in 3.0-19.0
png/mL calisma araligi icinde farkli konsantrasyonlarda 10 adet yapay karisim ¢ozeltisinden
ibaret olan bir validasyon seti hazirlandi. Bu validasyon seti kullamlarak daha ©nce
hesaplanan BIOR1.5-SDD sinyal isleme yontemiyle elde edilen sonuglarin kesinlik ve

dogrulugu test edildi. BIOR1.5-SDD yonteminin yapay karigimlara uygulanmas ile elde
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edilen sonuglar Cizelge 3.29 da gosterildi. Geri kazamim degerleri, PER i¢in % 99.7, IND

icin % 98.7 olarak bulundu. Bagil standart sapma degerleri, PER i¢in % 2.86 ve IND icin

1.27 olarak hesaplandi.

Cizelge 3.29. BIOR1.5-SDD yonteminin PER-IND yapay karigimlarina

uygulanmasiyla elde edilen geri kazanim sonuglari

Ikili karisimlar Bulunan Geri kazanim
(ug/mL) (ug/mL) (%)

PER IND PER IND PER IND
25.0 12.5 25.23 12.56 100.9 100.5
45.0 12.5 44.58 12.31 99.1 98.5
65.0 12.5 63.76 12.52 98.1 100.1
85.0 12.5 82.85 12.27 97.5 98.1
105.0 12.5 101.91 12.40 97.1 99.2
40.0 3.0 41.04 2.91 102.6 97.0
40.0 7.0 41.84 6.76 104.6 96.6
40.0 11.0 41.20 10.84 103.0 98.6
40.0 15.0 38.54 14.81 96.4 98.8
40.0 19.0 39.29 18.95 98.2 99.7
o 99.7 98.7

X
2.85 1.26

SS
2.86 1.27

BSS

X=Ortalama, SS = Standart Sapma, BSS = Bagil Standart Sapma
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Diger bir validasyon islemi olarak BIOR1.5-SDD yonteminin dogruluk ve
kesinligini degerlendirmek icin giin i¢i ve giinler arasi kesinlik ve dogruluk caligmalarinda
dogrusal caligma araliginin i¢inde olacak sekilde ii¢ farkli konsantrasyonda (PER i¢in 30.0,
60.0 ve 90.0 pg/mL ve IND i¢in (8.0, 12.0 ve 16.0 ug/mL) her derisim i¢in 6 farkli ¢cozelti
olmak iizere ayn1 giin i¢inde ve giinler arasinda hazirlanan ¢ozeltiler kullanilarak yapilmistir.

Giin i¢i ve giinler aras1 elde edilen sonuglar Cizelge 3.30 da gosterilmistir.

Cizelge 3.30. BIOR1.5-SDD yontemiyle PER ve IND analizinde kesinlik ve dogruluk test

sonuclari
Giin i¢i (n=6)
Konulan
(ug/mL) PER IND
PER IND Bulunan BSS BH GK Bulunan BSS BH GK
(ugml) SS (%) (%) (%) | (ug/ml) SS (%) () (%)
30 8 29.33 0.18 0.61 -2.24 97.8 8.01 0.10 0.10 0.11 100.1

60 12 60.30 054 089 050 100.5 12.31 028 027 256 102.6
90 16 92.82 1.15 124 3.3 103.1 15.96 0.13 0.13 -0.26 99.7

X 99.8 X 100.8
SS 2.20 SS 1.53
BSS 2.20 BSS 1.52
Giinler aras1 (n=6)
Konulan
(ug/mlL) PER IND
PER IND Bulunan BSS BH GK Bulunan BSS BH GK
(ug/mL) SS (%) (%) (%) | (ugml) SS (%) (%) (%)
30 8 29.86 0.66 2.21 -0.43 99.5 8.23 025 024 2.87 102.9

60 12 61.95 061 098 325 103.2 12.22 022 0.21 1.84 101.8
90 16 91.11 1.33 146 1.23 101.2 16.26 050 049 1.63 102.6

X 101.3 X 102.8
SS 1.86 SS 0.58
BSS 1.84 BSS 0.56

BH= Bagil hata = Bulunan miktar - ilave edilen miktar y 100
[lave edilen miktar

GK = Geri Kazanim, SS = Standart Sapma, BSS = Bagil Standart Sapma, X=Ortalama
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Tez kapsaminda oOnerilen BIOR1.5-SDD sinyal isleme yontemi gercek ticari
farmasotik preparata uygulamadan once, PER ve IND bilesiklerinin BIOR1.5-SDD
yontemiyle tablet yardimci maddelerinin etkisi girisim etkilerinin olup olmadig test edildi.
Bunun i¢in de standart ilavesi teknigi kullanildi. Farmasotik preparatlardaki bir tablete
karsilik gelen icerigin 100 mL metanol ve 0.1 M NaOH (50:50, h/h) i¢inde c¢ozeltisi
hazirlandi. Bu preparat ¢ozeltisinden gerekli seyreltmeler yapilarak, preparatin iizerindeki
etiket miktarlarina gore sirasiyla yaklasik 25.0 ug/mL PER ve 8.0 ug/mL. IND’e karsilik
gelen numune igeriginin iizerine 25.0, 40.0 ve 70.0 ug/mL PER ve 4.0, 8.0 ve 11.0 pg/mL
IND olacak sekilde stok c¢ozeltilerden standart ilavesi yapildi. Bu islem COVERSYL
PLUS® Tablet’e uygulandi. Analiz sonucunda preparattan gelen PER ve IND miktarlar:
kalibrasyondan hesaplanip diisiilerek ilave edilen standartlar icindeki PER ve IND i¢in geri
kazanim degerleri bulundu ve diger istatistiksel hesaplamalar yapildi. Bu denemeler ii¢ farkli
konsantrasyon seviyesinde alt1 tekrar yapilarak gerceklestirildi. BIOR1.5-SDD y&nteminin
tablete uygulamasinda % ortalama geri kazanim ve % bagil standart sapma degerleri PER
icin % 97.8 ve % 0.65 ve IND icin % 99.3 ve % 0.65 olarak bulundu. Sonuclar Cizelge 3.31

de sunulmustur.

Cizelge 3.31. BIOR1.5-SDD yontemleriyle standart ekleme teknigi kullanilarak elde
edilen % geri kazanim sonuclar1

Ucg farkl1 konsantrasyon seviyesi icin n=6 dir.
Ilave edilen PER IND
PER IND Bulunan BSS BH GK Bulunan BSS BH GK
gml) SS (B () (%) | (ug/ml) SS (%) (%) (%)
25 4 24.41 0.50 2.04 -236 97.64 4.01 0.10 240 0.13 100.13
40 8 38.70 126 326 -325 96.75 7.85 0.15 191 -1.84 98.16
70 11 68.18 0.07 0.11 -2.60 97.40 10.95 0.13 1.16 -046 99.54

X 97.8 X 99.3
SS 1.30 SS 1.01
BSS  0.65 BSS  0.65

BH= Bagil hata = Bulunan miktar - ilave edilen miktar yx 10o
flave edilen miktar

GK = Geri Kazanim, SS = Standart Sapma, BSS = Bagil Standart Sapma, X=Ortalama
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3.2.2.4. BIOR1.5-SDD Yontemi icin ANOVA Testi

Sonuglart karsilagtirmak amaciyla, BIOR1.5-SDD sinyal isleme yOntemiyle giin ici ve
giinler aras1 elde edilen sonugalrin dogruluk ve kesinliginini degerlendirmek i¢in ii¢ farkl
konsantarsyonda (PER i¢in 30.0, 60.0 ve 90.0 pug/mL ve IND i¢in 8.0, 12.0 ve 16.0 pg/mL )
ve her derisim i¢in alt1 farkli numune i¢in elde edilen sonuclara ANOVA testi uygulandi.
Yontemin giin i¢i ve giinler aras1 hazirlanan karisimlara uygulamasinda n; =5 ve n; =24 icin
% 95 giliven araliginda F-tablo degeri 2.62 olmasina karsilik PER i¢in hesaplanan F-test
degeri 0.01 ve p-degeri 1.00, IND i¢in hesaplanan F-test degeri 0.06 ve p-degeri 0.99 olarak
bulunmustur. ANOVA testinde F-hesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0.05 oldugu icin %
95 giiven araliginda giin i¢i ve giinler arsinda elde edilen sonuglar arasinda arasinda anlamli

bir fark olmadig1 gozlenmistir. Test sonuclart Cizelge 3.32 de sunulmustur.

Cizelge 3.32. Giin i¢i ve giinler aras1 sonuclarin karsilastrilmasi icin ANOVA test

sonuclari
Bilesik Dliii?«;jln Iiglrj;:liln Sjer:):;;lsiik ;?3:1213;21 F-hesaplanan =~ P-degeri  F-tablo

Gruplar arast 44.44 5 8.89 0.01 1.00 2.62

% Grup ici 16387.41 24 682.80
Toplam 16431.86 29

Gruplar arast 3.06 5 0.61 0.06 0.99 2.62
2 | Gupic | 247.80 24 10.32
- Toplam 250.86 29
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3.2.2.5. BIOR1.5-SDD Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uygulamasi

Calismada BIOR1.5-SDD sinyal isleme yonteminin farmasotik preparatlara uygulanmasinda
20 tablet dogru bir sekilde tartildi ve havanda iyice toz edildikten sonra bir tablete karsilik
gelen miktar 100 mL’lik balon jojede metanol ve 0.1 M NaOH (50:50, h/h) ¢oziicii sistemi
icerisinde ¢oziildii. Balon jojedeki c¢ozelti mekanik bir karistiric1 ile yaklasik 30 dakika
karistirildi ve membran filtre (Sartorius Minisart ¢= 0,45 pm) yardimu ile siiziildii. Bu analiz
cozeltilerinin 200-350 nm dalga boyu bolgesinde AA=0.1 nm araliklarla c¢izdirilen
spektrumlardan 210.0-312.3 nm dalga boyu aralifinda Olgiilen absorbans degerlerine
BIOR1.5-SDD yontemi uygulandi. BIOR1.5-SDD spektrumlarindan PER icin 228.5 nm
deki ve IND i¢in 246.8 nm’deki SDD genlikleri olciilerek kalibrasyon grafiklerinde yerine
konularak tablet icerigindeki PER ve IND miktarlar1 hesaplandi. Bu islem 10 kez tekrar
edildi.

Yukanida aciklanan tablet analiz islemi COVERSYL PLUS® Tablet preparatina
uygulandi. COVERSYL PLUS® Tablet sonuglari cizelge 3.33 de sunuldu.
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Cizelge 3.33. BIOR1.5-SDD yo6nteminin tablet numunelerine uygulanmasiyla
elde edilen analiz sonuglar1 (Ticari farmasotik preparat
etiketindeki miktarlar : 4.0 mg PER ve 1.25 mg IND /tablet)

mg/tablet
No. PER IND
! 4.13 1.24
2 4.08 1.21
3 4.06 1.23
4 4.06 1.22
> 4.28 1.27
6 4.13 1.24
7 4.06 1.20
8 4.08 1.20
? 411 1.19
10 4.01 1.20
X 4.10 1.22
SS 0.07 0.03
BSS 1.78 2.08
SH 0.02 0.01
GA (p=0.05) X +0.05 = (4.03- 4.17) X #0.02 = (1.19- 1.25)

X=Ortalama, SS=Standart Sapma, BSS=Bag1l Standart Sapma
SH=Standart Hata, GA=Giiven Aralig1
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3.3. Karsilastirma Yontemleri

3.3.1. Tiirev Spektrofotometrisi (Karsilastirma Yontemi)

Tiirev spektrofotometrisi, karisim analizinde orijinal absorpsiyon egrilerinin tiirevlerinin
alinmasi ve bilesiklerden birisinin sifir kesim noktasina karsilik diger bilesigin tiirev
absorbans degerinin Olciimiiyle hesaplanan kalibrasyon denklemlerinin elde edilmesiyle
karigimlarin analizine dayanir. Spektrofotmetrik calismalarda birden dorde kadar tiirev

egrileri kantitatif ¢calismalarda kullanilmaktadir.

3.3.1.1. Standart Cozeltiler

a) Metanol ve 0.1 M NaOH (50:50, h/h) ¢ozeltisi i¢cinde PER ve IND’in sirasiyla 50 pg/mL
ve 25 ug/mL konsantrasyonlu stok ¢ozeltileri hazirlandi.

b) PER icin 25.0-105.0 pg/mL ve IND i¢in 3.0-19.0 pg/mL konsantrasyon araliginda
kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlandi.

¢) PER i¢in 25.0-105.0 pug/mL ve IND icin 3.0-19.0 pug/mL ¢alisma araliklar1 i¢inde bu iki
bilesigi iceren 10 degisik konsantrasyonlarda yapay karisimlardan olusan validasyon seti

hazirlandi.

3.3.1.2. Kalibrasyon Denklemlerinin Hesaplanmasi

Tiirev yontemininin uygulamasinda, PER i¢in 25.0-105.0 pg/mL ve IND ic¢in 3.0-19.0
pg/mL dogrusal calisma araliginda hazirlanan kalibrasyon c¢ozeltilerinin 200-320 nm dalga
boyu araliginda spektrumlar1 alind1 ve bilgisayarin hafizasina kaydedildi. Sekil 3.23.A da
orijinal absorpsiyon spektrumlari sunulmaktadir. Analiz edilen PER ve IND bilesiklerinin
absorpsiyon spektrumlarinin birden dorde kadar degisik AL araliklari, degisik skala
faktorleri ve degisik AM araliklarla diizlestirme fonksiyonlar1 kullanimiyla tiirev spektrumlari

hesaplandi. Ayn1 spektral islemler yapay ve farmasotik preparatlar icin de gerceklestirildi.
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Bu denemelerden sonra, her iki bilesigin absorpsiyon spektrumlarinin AA=16 nm araliklarla
ve skala faktorii=10 kosullarindaki birinci dereceden tiirevlerinin analiz icin uygun oldugu
elde edilen geri kazanim degerlerinin yiiksekligine bakilarak karar verildi. Bu birinci tiirev
spektrumlari, AA=5 nm araliklarla 24 noktada diizlestirildi. Sekil.3.23.B, PER i¢in 25.0-
105.0 pg/mL ve IND icin 3.0-19.0 pug/mL dogrusal caligma araliginda her iki bilesigin
birinci dereceden tiirev spektrumlarim gostermektedir. Kalibrasyon grafikleri, PER i¢in
221.6 nm’de ve IND i¢in 282.7 nm’de dA/dA degerlerinin Olciimiiyle elde edildi. Dogrusal

regresyon analizi icin istatistiksel sonuclar Cizelge 3.34. de gosterilmistir.
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Abs,

200 250 300 350

dASdi

300 320

_____________

200 220 240 260 280 300 320
Dalga boyu (nm)

Sekil 3.23. PER i¢in 25.0-105.0 pg/mL (—) ve IND i¢in 3.0-19.0 pug/mL (- - -) konsantrasyon araliginda;
A) absorpsiyon spektrumlari,
B) Birinci tiirev spektrumlari (AA= 16 nm araliklarla ve skala faktorii = 10)
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Cizelge 3.34. Tiirev yontemiyle PER ve IND kalibrasyonu i¢in
regresyon analiz sonuclari

Kalibrasyon . PER IND
parametreleri
A (nm) 221.6 282.7
m -3.31x107 -3.19x10°7
n 9.27x10° -7.75x107
r 0.9998 0.9999
SH(m) 3.39x10-> 2.70x107
SH(n) 3.27x10-° 3.74x10™
SH(r) 2.14x10° 3.42x10™
LOD (ug/mL) 5.94 0.83
LOQ(ug/mL) 19.80 2.76
m = Regresyon denkleminin egimi,
n = Regresyon denkleminin kesim noktasi,
r = Regresyon denkleminin korelasyon katsayisi,

SH(m) = Egimin standart hatasi,

SE(n) = kesim noktasinin standart hatasi,

SH(r) = Korelasyon katsayisinin standart hatasi,
LOD = Yakalama siniri,

LOQ = Tayin sinir1

3.3.1.3. Tiirev Yonteminin Validasyonu

Tiirev yonteminin validasyon islemi i¢in metanol ve 0.1 M NaOH (50:50, h/h) ¢ozeltisi
icerisinde PER i¢in 25.0-105.0 pg/mL ve IND i¢in 3.0-19.0 pg/mL dogrusal calisma aralig
icinde farkli konsantrasyonlarda 10 adet yapay karisim c¢ozeltisinden olusan bir validasyon
seti hazirlandi. Bu validasyon seti kullanilarak kurulan tiirev yontemi kalibrasyonunun
kesinlik ve dogrulugu test edildi. Tiirev yontemi kalibrasyon yonteminin yapay karisimlara

uygulanmasi ile elde edilen sonuglar Cizelge 3.35. de gosterildi. Geri kazanim degerleri PER



114

icin % 103.9, IND i¢in % 101.3 olarak bulundu. Bagil standart sapma degerleri PER i¢in %
2.15 ve IND i¢in % 0.82 olarak hesaplandi.

Cizelge 3.35. Tiirev yonteminin PER-IND ikili yapay

karisimlarina uygulanmasiyla elde edilen geri
kazanim sonuglari

Ikili karisimlar Bulunan Geri kazanim
o (ug/mL) ND (ng/mL) (%)
PER IND PER IND
25.0 12.5 26.75 12.61 107.0 100.9
45.0 12.5 46.13 12.72 102.5 101.8
65.0 12.5 66.99 12.85 103.1 102.8
85.0 12.5 85.98 12.67 101.2 101.3
105.0 12.5 105.73 12.62 100.7 100.9
40.0 3.0 41.58 3.06 103.9 102.0
40.0 7.0 42.27 6.99 105.7 99.9
40.0 11.0 42.92 11.05 107.3 100.4
40.0 15.0 41.53 15.14 103.8 100.9
40.0 19.0 41.52 19.30 103.8 101.6
X 103.9 101.3
SS 2.23 0.83
BSS 2.15 0.82

X=Ortalama, SS=Standart Sapma, BSS=Bag1l Standart Sapma

Diger bir validasyon islemi olarak tiirev yonteminin dogruluk ve kesinligini

degerlendirmek icin giin i¢i ve giinler arasi kesinlik ve dogruluk calismalarinda dogrusal

calisma araliginin i¢inde olacak sekilde ii¢ farkli konsantrasyonda (PER i¢in 30.0, 60.0 ve
90.0 pg/mL ve IND ic¢in (8.0, 12.0 ve 16.0 pg/mL) her derisim i¢in 6 farkli ¢6zelti olmak

izere aynm giin i¢inde ve giinler arasinda hazirlanan c¢ozeltiler kullanilarak yapilmistir. Giin

ici ve giinler aras1 elde edilen sonuglar Cizelge 3.36 da gosterilmistir.
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Cizelge 3.36. Tiirev yontemiyle PER ve IND analizinde kesinlik ve dogruluk test

sonuclari
Giin i¢ (n=6)
Konulan PER IND
(ng/mL)
PER IND Bulunan BSS BH GK Bulunan BSS BH GK

(ug/mb) SS (%) (%) (%) | (ug/mL) SS () (%) (%)

30 8 30.71 094 3.06 237 102.4 8.17 0.09 0.08 2,13 102.1
60 12 61.67 1.13 1.84 278 102.8 12.19 0.17 0.17 1.56 101.6
90 16 93.50 1.71 1.83 3.50 103.5 16.63 0.12  0.11 393 103.9

X 102.9 X 102.5
SS 0.57 SS 1.24
BSS  0.56 BSS 1.21
Giinler aras1 (n=6)
Konulan
PER IND
(ug/mL)
PER IND Bulunan BSS BH GK Bulunan BSS BH GK

(gml) SS (%) (%) (%) |(ug/ml) SS (%) (%) (%)

30 8 30.71 065 214 237 1024 8.14 0.15 0.14 1.71  101.7
60 12 61.67 045 073 278 102.8 12.38 0.08  0.08 3.13  103.1

90 16 93.50 079 087 3.89 1039 16.38 032 031 238 1024

X 101.7 X 1024
SS 0.61 SS 0.71
BSS  0.60 BSS  0.69

BH= Bagil hata = Bulunan miktar - ilave edilen miktar x 10g
[lave edilen miktar

GK = Geri Kazanim, SS = Standart Sapma, BSS = Bagil Standart Sapma, X=Ortalama

Kargilastirma yontemi olarak gelistirilen tiirev yOntemini ticari farmasotik
preparatlara uygulamadan 6nce PER ve IND iceren farmasétik preperatlarda, tablet yardimei
maddelerinin analiz iizerinde bir etkisinin olup olmadig: kurulan kalibrasyon i¢in test edildi.
Bunun i¢in de standart ilavesi teknigi kullanildi. Farmasotik preparatlardaki bir tablete
karsilik gelen icerigin 100 mL metanol ve 0.1 M NaOH (50:50, h/h) i¢inde c¢ozeltisi
hazirlandi. Bu preparat ¢ozeltisinden gerekli seyreltmeler yapilarak, preparatin iizerindeki
etiket miktarlarina gore sirasiyla yaklasik 25.0 pug/mL PER ve 8.0 pg/mL IND’e karsilik
gelen numune igeriginin iizerine 25.0, 40.0 ve 70.0 ug/mL PER ve 4.0, 8.0 ve 11.0 pg/mL
IND olacak sekilde stok cozeltilerden standart ilavesi yapildi. Bu islem COVERSYL
PLUS® Tablet’e uygulandi. Analiz sonucunda preparattan gelen PER ve IND miktarlari
kalibrasyondan hesaplanip diisiilerek ilave edilen standartlar icindeki PER ve IND i¢in geri
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kazanim ve diger istatistiksel hesaplamalar yapildi. Bu denemeler ii¢ farkli konsantrasyon
seviyesinde alt1 tekrar yapilarak gerceklestirildi. Tiirev yonteminin uygulamasinda %
ortalama geri kazanim ve % bagil standart sapma degerleri tiirev kalibrasyon yontemi
kullanildiginda PER i¢in % 103.5 ve % 0.65 ve IND i¢in % 100,4 ve % 0,65 olarak

hesaplandi. Sonuglar Cizelge 3.37 de sunulmustur.

Cizelge 3.37. Tiirev yontemleriyle standart ekleme teknigi kullanilarak elde edilen %
geri kazanim sonuglari

Ug farkli konsantrasyon seviyesi icin n=6 dir.
[lave edilen
(ug/mL) PER IND

PER IND Bulunan BSS BH GK | Bulunan BSS BH GK
(gmb) SS (o) (B) (%) | (ug/mb) SS (%) (%) (%)

25 4 25.33 0.82 323 131 1013 3.99 008 1.89 -025 99.75
40 8 41.84 0.19 046 4.60 104.6 8.12 0.02 030 146 101.5
70 11 73.17 259 353 453  104.5 10.95 022 2.05 -046  99.50
X 1035 X 1004

SS 1.88 SS 0.99

BSS 0.65 BSS 0.65

SS=Standart Sapma, BSS=Bagil Standart Sapma, BH=Bagil Hata, GK=Geri Kazanim, X=Ortalama

3.3.1.4. Tiirev Yontemi icin ANOVA Testi

Tiirev yonteminin dogruluk ve kesinliginin validasyon isleminde ii¢ farkli konsantrasyon
seviyesinde (PER icin 30.0, 60.0 ve 90.0 pg/mL ve IND icin 8.0, 12.0 ve 16.0 pg/mL ), her
derisim i¢in alti1 farkli numune i¢in elde edilen sonuglara ANOVA testi uygulandi. Yontemin
giin i¢i ve glinler aras1 hazirlanan karisimlara uygulamasinda n; =5 ve np =24 i¢in % 95
giiven araliginda F-tablo degeri 2.62 olmasina karsilik PER i¢in hesaplanan F-test degeri
0.13 ve p-degeri 0.98, IND icin hesaplanan F-test degeri 0.06 ve p-degeri 1.00 olarak
bulunmugtur. ANOVA testinde F-hesaplanan< F-tablo ve p-degeri > p=0.05 oldugu icin %
95 giiven aralifinda giin i¢i ve giinler arsinda elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark

olmadig1 gozlenmistir. Sonuclar Cizelge 3.38. de sunulmustur.
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Cizelge 3.38. Giin i¢i ve giinler aras1 sonuclarin karsilastrilmasi icin ANOVA test

sonuglari
Bilesik De gisimin Karelerin Serbesth'k Karelerin Fhesaplanan  P-degeri  F-tablo
kaynagi toplami derecesi ortalamasi
Gruplar 433.13 5 86.63 0.13 0.98 2.62
> arasi
E Grup ici 16174.57 24 673.94
Toplam 16607.69 29
Gruplar 3.94 5 0.79 0.06 1.00 2.62
a arasi
E Grup ici 329.28 24 13.72
Toplam 333.22 29

3.3.1.5. Tiirev Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uygulamasi

Karsilastirma tiirev yonteminin farmasotik preparatlara uygulanmasinda, 20 tablet dogru bir
sekilde tartildi ve havanda iyice toz edildikten sonra bir tablete karsilik gelen tablet miktari
100 mL’lik balonjojede metanol ve 0.1 M NaOH (50:50, h/h) cozeltisi icerisinde ¢oziildii.
Balonjoje igerigi mekanik karistirici ile 30 dakika karistirildi ve membran filtre (Sartorius
Minisart ¢= 0,45 wm) yardimu ile siiziildii. Bu analiz ¢ozeltilerinin 200-320 nm dalga boyu
araliginda absorpsiyon spektrumlar ¢izdirildi. Absorpsiyon spektrumlarinin birinci tiirev
spektrumunda 221.6 nm de PER ve 282.7 nm de IND bolim 3.3.1.2 de hesaplanan
kalibrasyon fonksiyonlar1 kullanilarak PER ve IND miktarlar1 hesaplandi. Bu islem 10 kez
tekrar edildi.

Yukarida agiklanan tablet analiz islemi COVERSYL PLUS® Tablet preparatina
uygulanmistir. COVERSYL PLUS® Tablet sonuclar1 Cizelge 3.39 da sunuldu.



Cizelge 3.39. Tiirev yonteminin tablet numunelerine uygulanmasiyla
elde edilen analiz sonuglar1 (Ticari farmasotik preparat
etiketindeki miktarlar : 4.0 mg PER ve 1.25 mg IND

/tablet)
mg/tablet
No. PER IND
! 4.05 1.24
2 421 1.22
3 3.99 1.20
4 4.19 1.20
> 4.01 1.25
6 4.15 1.24
! 4.14 1.22
8 4.01 1.30
? 4.08 1.20
10 3.96 1.25
X 4.08 1.23
SS 0.09 0.03
BSS 2.13 2.59
SH 0.03 0.01
GA (p=0.05) X +0.05 = (3.99- 4.17) X £0.02 = (1.20- 1.26)

X=Ortalama, SS=Standart Sapma, BSS=Bagil Standart Sapma
SH = Standart Hata, GA = Giiven Aralig1
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3.3.2. Yiiksek Basin¢ch Sivi Kromatografisi

Yiiksek basin¢gli sivi kromatografisi, bir karisim igerisindeki bilesenlerin biri sabit
(stasyoner) ve digeri hareketli (mobil) olan iki faz arasindaki dagilim dengelerinin farklilig
esasina dayanan bir ayirma yontemidir. Yiiksek basin¢li sivi kromatografisinde i¢ ceperi
sabit faz1 dolgu materyali bulunan kolon sisteminden degisik ¢Oziicii sistemleri, pompa
yardimiyla yiiksek bir basingla kolon sisteminden gecirilir. Enjeksiyon sistemiyle hareketli
faz icine enjekte edilen numunede bulunan maddeler kolon sisteminde sabit ve hareketli
fazlarla etkilesmeleri farkli oldugundan kolon icinde farkli hizlarda hareket ederler ve analiz
edilen maddelerin tutulma zamanlar1 fakli oldugu i¢in kolonu terk etme siralarina gore
dedektor sisteminde yakalanarak kromatogram olarak kaydedilir. Bu YBSK yontemi

yukarida verilen esasa gore maddelerin ayrimina dayanan bir yontemdir.

3.3.2.1. Standart Cozeltiler

a) Acetonitril, 0.1 M H3;PO4-NaH,PO, tampon sistemi ve saf suyun (45:45:10, h/h/h) 100
mL’lik ¢ozeltisi i¢cinde PER’in 50 pg/mL, IND’in 25 pg/mL ve bu deneyde internal
standart (IS) olarak kullandigimiz Spironalakton’un ise 25 pg/mL konsantrasyonlu stok
cozeltileri hazirlandi.

b) PER i¢in 25.0-105.0 pg/mL konsantrasyon araligindaki 5 adet ¢ozeltisinin her birine 25.0
ug/mL IS eklenerek kalibrasyon cozeltileri hazirlandi. IND i¢in 3.0-19.0 pg/mL
konsantrasyon araligindaki 5 adet cozeltisinin her biri {lizerine ayni sekilde 25.0 pg/mL
IS eklenerek kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlandi.

c) PER i¢in 25.0-105.0 pg/mL ve IND i¢in 3.0-19.0 pg/mL (yine her bir ¢ozelti iizerine 25

pg/mL IS eklenerek) calisma araliklari icinde bu iki bilesigi iceren 10 degisik

konsantrasyonlarda validasyon seti hazirlandi.
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3.3.2.2. YBSK Yonteminde Kromatografik Sartlar

a) Hareketli Faz : Analiz isleminde, PER, IND ve IS 1n kromatografik ayirimi
icin acetonitril, 0.1 M H3PO4-NaH,PO, tampon sistemi
(pH=2.12) ve saf sudan (45:45:10, h/h/h) olusan bir ¢ozelti

kullanildi.

b) Kolon Cinsi : Waters Symmetry® C-18 kolonu kullanildi.

¢) Kolon Sicakhgi : Kolon sisteminde maddelerin ayirimi oda sicakliginda (25°C)
gerceklerstirildi.

d) Basing : Kolondan ¢ozelti akisi sirasinda kolon basinci ortalama 170

atm civarindadir.

e) Akis Hiz : Deneyde akis hiz1 2.0 mL/dak. olacak sekilde ayarlandi.
f) Enjeksiyon Hacmi : Analiz siiresinde her bir vial’den 25 pL alinacak sekilde
enjeksiyon hacmi ayarlandi.

g) Dedeksiyon Dalga Boyu : PER ve IND analizi i¢in dalga boyu 220 nm olarak

secildi.

3.3.2.3. Kalibrasyon Denklemlerinin Hesaplanmasi

Karsilagtirma yontemi olarak YBSK yoOntemininin uygulamasinda, PER i¢in 25.0-105.0
png/mL dogrusal ¢calisma araliginda hazirlanan 5 adet kalibrasyon ¢ozeltisinin her biri {izerine
25.0 ug/mL sabit konsantrasyonda IS (Spironalakton) eklenerek ve IND i¢in 3.0-19.0 ug/mL
dogrusal c¢alisma araliginda hazirlanan kalibrasyon ¢ozeltilerinin iizerine aym sekilde 25.0
pg/mL  sabit konsantrasyonda IS eklenerek 220 nm’de DAD dedektorii kullanilarak
kromatogramlar elde edildi. Elde edilen bu kromatogramlarda PER , IND ve IS icin kolonda
tutulma siireleri sirasiyla ortalama 1.55, 3.39 ve 7.50 sn olarak gozlendi.(Sekil 3.24).
Kromatografik analizde PER ve IND bilesiklerinin kromatogramlarindan integrasyonla

bulunan alanlar IS’in kromatogram alanlarina oram1 (PER/IS ve IND/IS oranlar)

konsantrasyona kars1 grafige gecirilerek bir dogru denklemi elde edildi. PER/IS ve IND/IS
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oranlariyla konsantrasyon arasindaki dogrusal regresyon analizi ve istatistiksel sonuglar

Cizelge 3.40 da sunulmustur.

Karisimlardaki PER ve IND analizi i¢cin YBSK yonteminin gelistirilmesinde optimal
kromatografik sartlarin bulunmasi icin cesitli hareketli faz sistemleri, akis hizi, dalga boyu
secimi, enjeksiyon hacmi gibi parametreler test edildi. IS (Spiranalakton) varliginda PER ve
IND bilesiklerinin ayrimi ve tayini i¢in boliim 3.3.2.3 de verilen kromatografik kosullarin

uygun oldugu bulundu.

mAU a
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50T

40|

30T

20T

10}

L L L L L

0 2 4 6 8 10
Zaman (dakika)

Sekil 3.24. a) 85 pg/mL PER, b) 15 pg/mL IND ve c) 25 pg/mL IS kromatogramlari
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Cizelge 3.40. YBSK yontemiyle PER ve IND kalibrasyonu i¢in
regresyon analiz sonuclari

Kalibrasyon . PER IND
parametreleri
A (nm) 220 220
m 0.0369 0.2006
: -0.0017 -0.0790
' 0.9995 0.9990
SH(m) 0.0007 0.0100
SH(m) 0.0358 0.0099
SH(D) 0.0435 0.1270
LOD (ug/mL) 5.82 0.30
LOQ(ug/mL) 19.41 0.98
m = Regresyon denkleminin e8imi,
n = Regresyon denkleminin kesim noktas,
r = Regresyon denkleminin korelasyon katsayisi,

SH(m) = Egimin standart hatasi,

SE(n) = kesim noktasinin standart hatasi,

SH(r) = Korelasyon katsayisinin standart hatasi,
LOD = Yakalama sinir,

LOQ = Tayin sinir1

3.3.2.4. YBSK Yonteminin Validasyonu

Karsilastirma yontemi olarak YBSK yOnteminin validasyonu i¢in acetonitril, 0.1 M H3POs-
NaH,PO, tampon sistemi ve saf su (45:45:10, h/h/h) ¢ozeltisi icerisinde PER i¢in 25.0-105.0
pg/mL  ve IND i¢in 3.0-19.0 pg/mL  dogrusal calisma araligi i¢inde farkli
konsantrasyonlarda 10 adet yapay karisim c¢o6zeltisinden olusan bir validasyon seti
hazirlandi. Bu validasyon setinin hazirlanmasinda herbir karisim c¢ozeltisine 25.0 pg/mL
sabit konsantrasyonda IS (Spironalakton) stok cozeltisinden ilave edildi. Bu validasyon seti
kullanilarak YBSK yoOnteminin kesinlik ve dogrulugu test edildi. Geri kazanim degerleri

PER i¢in % 102.7, IND i¢in % 100.2 olarak bulundu. Bagil standart sapma degerleri PER
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icin % 2.16 ve IND icin % 1.95 olarak hesaplandi. Geri kazanim c¢aligmasinda YBSK

yonteminin yapay karisimlara uygulanmasi ile elde edilen sonuglar Cizelge 3.41 de

gosterildi.

Cizelge 3.41. YBSK yonteminin PER-IND ikili yapay karisimlarina
uygulanmasiyla elde edilen geri kazanim sonuclari

Ikili karigimlar Bulunan Geri kazanim
(ug/mL) (ug/mL) (%)

PER IND PER IND PER IND
25.0 12.5 25.52 12.55 102.1 100.4
45.0 12.5 31.15 12.84 98.1 102.8
65.0 12.5 65.22 12.40 100.3 99.2
85.0 12.5 90.13 12.84 102.5 102.8
105.0 12.5 110.08 12.70 104.8 101.6
40.0 3.0 46.57 2.93 103.9 97.7
40.0 7.0 45.04 6.81 102.6 97.3
40.0 11.0 42.29 10.99 105.7 99.9
40.0 15.0 41.33 14.80 103.3 98.6
40.0 19.0 44.59 19.25 104.0 101.3
X 102.7  100.2

SS 2.22 1.96

BSS 2.16 1.95

X=Ortalama, SS = Standart Sapma, BSS = Bagil Standart Sapma

Diger bir validasyon islemi olarak YBSK karsilagtirma yonteminin dogruluk ve

kesinligini degerlendirmek icin giin ici ve giinler aras1 kesinlik ve dogruluk ¢alismalarinda

dogrusal caligma araliginin i¢inde olacak sekilde ii¢ farkli konsantrasyonda (PER i¢in 30.0,
60.0 ve 90.0 pg/mL ve IND i¢in (8.0, 12.0 ve 16.0 ug/mL) her derisim i¢in 6 farkli ¢cozelti

olmak iizere ayn1 giin icinde ve giinler arasinda hazirlanan ¢ozeltiler kullanilarak yapilmistir.

Giin i¢i ve giinler aras1 elde edilen sonuglar Cizelge 3.42 de gosterilmistir.
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Cizelge 3.42. YBSK yontemiyle PER ve IND analizinde kesinlik ve dogruluk test sonuglari

Giin i¢i (n=6)

Konulan
(pg/mL) PER IND
PER  IND Bulunan BSS BH GK Bulunan BSS BH GK

(gml) SS (%) (%) (%) | wgml) SS (%) (%) (%)
30 8 30.98 075 242 3.26 103.3 7.90 0.11 139 -1.26 98.7
60 12 60.70 0.50 0.83 1.16 101.2 11.80 025 212 -1.64 98.4
90 16 91.18 1.75 191 1.32 101.3 15.90 040 254 -0.63 99.4

X 101.9 X 98.8
SS 1.17 SS 0.51
BSS 1.14 BSS 0.52
Giinler aras1 (n=6)
Konulan PER IND
Bulunan BSS BH GK Bulunan BSS BH GK

PER IND (]_,lg/IIlL) SS (%) (%) (%) (”g/mL) SS (%) (%) (%)

30 8 30.81 0.77 250 269 1027 7.86 0.13 1.61 -1.81 98.2
60 12 60.37 .30 2.15 0.61 100.6 12.05 0.13 1.07 043 100.4
90 16 91.77 1.64 179 197 102.0 16.16 0.15 0.93 1.02 101.0

X 101.8 X 99.9
SS 1.05 SS 1.49
BSS 1.03 BSS 1.49

BH= Bagil hata = Bulunan miktar - ilave edilen miktar y 1gg
flave edilen miktar

SS = Standart Sapma, BSS = Bagil Standart Sapma, X=Ortalama

YBSK yontemini ticari farmasotik preparat analizine uygulamadan 6nce PER ve
IND iceren farmasotik preperatta, tablet yardimci maddelerinin analiz {izerine girisiminin
olup olmadigim1 test etmek amaciyla standart ilavesi teknigi kullanildi. Farmasotik
preparattaki bir tablete karsilik gelen icerigin 100 mL acetonitril, 0.1 M H3;PO4-NaH,PO4
tampon sistemi ve saf su (45:45:10, h/h/h) iginde c¢ozeltisi hazirlandi. Bu preparat
cozeltisinden gerekli seyreltmeler yapilarak, preparatin iizerindeki etiket miktarlarina gore
sirastyla yaklasik 25.0 pg/mL PER ve 8.0 ug/mL IND’e karsilik gelen numune iceriginin
tizerine 25.0, 40.0 ve 70.0 ug/mL PER ve 4.0, 8.0 ve 11.0 pg/mL IND stok ¢ozeltilerinden
standart ilavesi yapildi ve ardindan herbir balonjoje icerigine 25.0 pg/mL IS stok
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coOzeltisinden ilavesi yapilarak 3 farkli konsantrasyon seviyesinde alti numune hazirlandi. Bu
islem COVERSYL PLUS® Tablet’e uygulandi. Analiz sonucunda preparattan gelen PER
ve IND miktarlarn kalibrasyonlardan hesaplanip diisiilerek ilave edilen standartlar icindeki
PER ve IND i¢in geri kazanim ve diger hesaplamalar yapildi. Bu denemeler ii¢ farkl
konsantarsyon seviyesinde alt1 tekrar yapilarak gerceklestirildi. YBSK yonteminin
uygulamasinda % ortalama geri kazanim ve % bagil standart sapma degerleri YBSK
yontemi kullanildiginda PER icin % 101.0 ve % 1.24 ve IND icin % 99.7 ve % 1.24 olarak

hesaplandi. Sonugclar Cizelge 3.43 de sunulmustur.

Cizelge 3.43. YBSK yontemiyle standart ekleme teknigi kullanilarak elde edilen %
geri kazanim sonuclari

Ug farkh konsantrasyon seviyesi icin n=6 dir.
Ilave edilen PER IND
PER IND Bulunan BSS BH GK | Bulunan BSS BH GK
(ugmb) SS (%) (%) (%) | (ug/ml) SS (%) (%) (%)
25 4 25.42 045 177 1.67 101.7 3.95 0.02 0.56 -1.25 98.7
40 8 40.68 0.64 156 171 101.7 7.87 0.16 2.05 -l1.64 98.4
70 11 69.66 140 2.01 -048 99.5 10.99 0.06 0.57 -0.07 99.9

X 101.0 X 99.7
SS 1.25 SS 1.23
BSS 1.24 BSS 1.24

BH= Bagil hata = Bulunan miktar - ilave edilen miktar x 100
[lave edilen miktar

SS = Standart Sapma, BSS = Bagil Standart Sapma, X=Ortalama

3.3.2.5. YBSK Yontemi icin ANOVA Testi

YBSK karsilastirma yonteminin dogruluk ve kesinliginin degerlendirilmesi icin ii¢ farkl
konsantrasyonda (PER icin 30.0, 60.0 ve 90.0 ug/mL ve her biri iizerine 25.0 pg/mL IS ve
IND i¢in 8.0, 12.0 ve 16.0 ug/mL ve her biri {izerine 25.0 ug/mL IS ) ve her derisim icin alt1
farkli numune i¢in elde edilen sonuglara ANOVA testi uygulandi. Yontemin giin i¢i ve
giinler aras1 hazirlanan karigimlara uygulamasinda n; =5 ve nmy =24 icin % 95 giiven

araliginda F-tablo degeri 2.62 olmasina karsilik PER i¢in hesaplanan F-test degeri 0.04 ve p-
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degeri 1.00, IND icin hesaplanan F-test degeri 0.09 ve p-degeri 0.99 olarak bulunmustur.
Sonuglar Cizelge 3.44 de sunulmustur. ANOVA testinde F-hesaplanan< F-tablo ve p-
degeri > p=0.05 oldugu icin % 95 giiven araliginda giin i¢i ve giinler arsinda elde edilen

sonuclar arasinda arasinda anlaml bir fark olmadig1 bulunmustur.

Cizelge 3.44. Giin ici ve giinler aras1 sonuclarin karsilastrilmasi icin ANOVA test

sonuglari

Bilesik Deglslrvnm Karelerin Serbesthk Karelerin Fhesaplanan  P-degieri  F-tablo

kaynagi toplami derecesi  ortalamasi

Gruplar
> arast 151.71 5 30.34 0.04 1.00 2.62
= | Grupici 16885.67 24 703.57

Toplam 17037.37 29

Gruplar 7.90 5 1.58 0.09 0.99 2.62
A arast
E Grup igi 417.98 24 17.42

Toplam 425.88 29

3.3.2.6. YBSK Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uygulamasi

Calismada YBSK yoOnteminin farmasotik preparatlara uygulanmasinda, 20 tablet dogru bir
sekilde tartildi ve havanda iyice toz edildikten sonra bir tablete karsilik gelen tablet miktari
100 mL’lik balonjojede 0.1 M H3;PO4-NaH,POgs-acetonitril-su (45:45:10, h/h/h) ¢ozelti
sistemi igerisinde ¢oziildii. Balonjoje igerigi mekanik karistirici ile 30 dakika karistirildi ve
membran filtre (Sartorius Minisart ¢= 0,45 pm) yardimu ile siiziildii. Hazirlanan tablet
cozeltileri 2 mL’lik “vial” lere konularak kalibrasyon basamagindaki kromatografik
sartlarda kromatogramlart ¢izdirildi. Kromatogramlardan PER/IS ve IND/IS oranlar
hesaplanarak bolim 3.3.2.3. de elde edilen kalibrasyon grafiklerinde yerine konarak

tabletlerin icerisindeki PER ve IND miktarlar1 hesaplandi.

Yukarida agiklanan kromatografik tablet analiz islemi COVERSYL PLUS® Tablet
preparatina uygulanmistir. COVERSYL PLUS® Tablet sonuglari Cizelge 3.45 de sunuldu.



Cizelge 3.45. YBSK yoOnteminin tablet numunelerine

uygulanmasiyla elde edilen analiz sonuclar1 (Ticari
farmasotik preparat etiketindeki miktarlar : 4.0 mg

PER ve 1.25 mg IND /tablet)

mg/tablet
No. PER IND
! 3.91 1.28
2 4.15 1.26
3 3.98 1.25
4 4.09 1.26
> 4.19 1.25
6 4.05 1.24
L 4.14 1.25
8 4.10 1.26
? 4.17 1.27
10 4.18 1.21
X 4.10 1.25
SS 0.09 0.02
BSS 2.29 1.48
SH 0.03 0.01
GA (p=0.05) X £0.06 = ( 4.01- 4.19) X £0.01= (1.23-1.27)

X=Ortalama, SS=Standart Sapma, BSS=Bag1l Standart Sapma

SH = Standart Hata, GA = Giiven Aralig1

127



128

3.3.3. istatistiksel Analiz

Tez calismasinda gelistirilen PCR, PLS, HAAR ve BIOR1.5 yontemlerinin ticari farmasotik
preparata uygulamasindan elde edilen sonuclar, tiirev spektrofotometri (TS) ve YBSK
yontemlerinin sonuglariyla istatiksel olarak karsilastirildi. Istatiksel karsilastirmada t-testi ve
F-testi uygulandi. Yontemlerin COVERSYL PLUS® ticari preparatina uygulamasinda n=10
deneme icin serbestlik derecesi = 9 i¢in % 95 giiven araliginda (p = 0.05) t-tablo degeri
(teorik) Ve F-tablo degeri (Fieorix) strasiyla 2.26 ve 3.13 olmasina karsilik hesaplanan t-test ve
F-test sonuglar1 Cizelge 3.46 ve Cizelge 3.47 de gosterildigi gibi bulunmustur. Gelistirilen
kemometrik ¢ok degiskenli kalibrasyon ve sinyal isleme yontemlerinin tek tek tiirev ve
kromatografik yontemlerle karsilastirilmasinda t-hesaplanan< teoix  ve F-hesaplanan< Fieorix
oldugu i¢in yukarida ifade edilen giiven aralifinda yontemler arasinda anlamli bir fark

olmadig1 gozlenmistir.

Cizelge 3.46. PER icin t-testi ve F-testi

PER

HAAR- BIOR-
OAS-PCR  OAS-PLS  TS-PCR  TS-PLS SDD SDD TS YBSK

4.00 4.05 4.09 3.90 3.84 4.13 4.05 391
4.18 4.24 4.08 3.93 4.05 4.08 421 4.15
4.13 4.11 4.02 4.12 3.98 4.06 399 398
4.20 4.27 4.08 4.07 3.91 4.06 4.19 4.09
4.10 4.17 4.11 4.05 3.97 4.28 401 4.19
4.10 4.16 3.98 4.08 3.97 4.13 4.15 4.05
4.18 4.24 4.26 4.05 4.11 4.06 4.14 4.14
4.13 4.19 4.29 4.02 4.06 4.08 4.01 4.10

4.20 4.27 4.16 3.99 4.1 4.11 4.08 4.17
4.10 4.17 4.08 4.07 4.09 4.01 396 4.18
X 4.13 4.19 4.12 4.03 4.01 4.10 4.08 4.10
oo =2.26 0.177 0.002  0.598 0.080  0.003 0913 0.679 -
0.062 0.002  0.430 0.230 0.119 0.592 - 0.679
1.000 2.057 1.557 0.829  1.638 0.988  0.890 -
Freorik=3.13

2.057 1.557  0.829 1.638  0.988 1.473 - 0.890
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Cizelge 3.47. IND icin t-testi ve F-testi

IND
OAS-PCR  OAS-PLS TS-PCR  TS-PLS HAAR-SDD  BIOR1.5-SDD TS YBSK

125 125 131 125 1.30 124 1.24 128

131 131 131 1.26 1.26 121 122 126

132 133 128 1.29 123 123 1.20 125

132 132 1.30 1.30 121 122 1.20 126

131 131 1.26 127 121 127 125 125

131 131 128 1.26 125 124 1.24 124

132 131 132 128 1.26 1.20 122 125

1.30 1.31 1.28 1.30 123 1.20 1.30 126

131 132 127 1.30 121 1.19 1.20 127

131 131 1.30 128 121 1.20 125 121

X 131 131 1.29 128 124 122 123 125

4 4 3 3 1 1 1.69x10°
3.93x 10 3.25x10 1.10x10 3.57x10 7.15x10 3.50x10 - |
t(corik:2-26 -
1 1 0 0 1 1 3.99x10
9.11x10 8.41x10 1.00x10 1.13x10 426x10 6.25x10 \ -
2.28x10° 211x10°  251x10°  2.83x10° 1.07x10° 1.56x10° - 2.50x10°

Fieorii=3.13 1.69x10°

6.76x10-04  484x107  138x10°  8.36x10° 1.69x10™" 1.20x107 ; -
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4. TARTISMA

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda bir antihipertansif kombine farmasotik preparattaki PER
ve IND’in ayn1 anda miktar tayinleri i¢cin ¢ok degiskenli kalibrasyon ve sinyal isleme
yontemleri gelistirildi. Bu ¢ok degiskenli kalibrasyon yontemleri tiirev spektrofotometresi ve

yiiksek basingli s1vi kromatografisi yontemleriyle karsilastirildi.

Cok degiskenli kalibrasyon yoOntemleriyle ikili karisimdaki PER ve IND
bilesiklerinin kantitatif analizi i¢in PCR ve PLS algoritmalari, orjinal ve tiirev absorbans
Olctimlerine uygulanmasiyla OAS-PCR, OAS-PLS, TS-PCR, TS-PLS kalibrasyonlari
hesaplandi.

Cok degiskenli kalibrasyon yontemlerinin uygulamasinda optimal deneysel ve
spektral kosullar belirlendi. Spektral ¢alismalarda metanol ve 0.1 M NaOH (50:50, v/v)
karistmi uygun ¢oziicii sistem olarak saptandi. Analiz isleminde PER ve IND bilesiklerinin
konsantrasyon seti ve numunelerin, 200-350 nm dalga boyu araliginda orijinal absorpsiyon
spektrumlart AA=0.1 nm araliklar ile kaydedildi. OAS-PCR ve OAS-PLS kalibrasyonlarinda
y-blok olarak hazirlanan kalibrasyon setinin ( Cizelge 3.1 ve Sekil 3.1) 215-260 nm dalga
boyu araliginda AA=0.1 nm araliklar ile orijinal absorpsiyon spektrumlarindan x-blok olarak
kullanilan 451x25 absorbans Ol¢iimlerinin matrisinin optimal spektral kosullar oldugu

belirlendi (Sekil 3.3A ve Sekil 3.3B).

TS-PCR ve TS-PLS kalibrasyonlar: icin konsantrasyon setinin (y-blok) 215-260 nm
dalga boyunda AA=6 nm ve skala faktorii=10 kosullarinda spektrumlari hesaplandr (Sekil
3.4A, 3.4B ve 3.4C) ve tiirev absorbans oOl¢iimlerinden olusan 451x25 matrisin (x-blok)
kalibrasyonu i¢in uygun spektral ol¢iim kosullar1 oldugu belirlendi. Orijinal ve tiirev
spektrumlar1 icin olusturulan sartlarda, PCR ve PLS algoritmalarinin x-blok ve y-blok
verilerine uygulanmasiyla OAS-PCR, OAS-PLS, TS-PCR ve TS-PLS kalibrasyonlari
hesaplandi.
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Sinyal isleme yontemleriyle farmasotik preparattaki PER ve IND bilesiklerinin ayni1
anda kantitatif analizlerinde yiiksek geri kazanim sonuglar1 saglayabilen optimal spektral
doniisiimleri saptayabilmek icin degisik dalgacik aileleri (wavelet families) test edildi ve
bunlardan HAAR-SDD ve BIOR1.5-SDD yontemlerinin optimal oldugu belirlendi. 25.0-
105.0 pg/mL dogrusal aralikta PER ve 3.0-19.0 pg/mL dogrusal aralikta IND bilesiklerinin
standart kalibrasyon serilerinin 200-350 nm dalga boyu araligindaki spektrumlarindan
(swrastyla Sekil 3. 21A ve Sekil 3.22A) 200.0-302.3 nm spaktral dalga boyu araliginda (Sekil
3.21B ve Sekil 3.22B) 2'°21024 absorbans verilerinin HAAR ve BIORL.5 doniisiimiiyle
HAAR-SDD ve BIORI1.5-SDD spektrumlar1 elde edildi. Aymi spektral doniisiimler iki
bilesigi iceren numunelerin spektrumlari i¢in de uygulandi. HAAR-SDD yonteminde PER
icin 231.1 nm’de ve IND i¢in 291.0 nm’de SDD-sinyalleri olgiilerek kalibrasyon grafikleri
elde edildi. BIOR1.5-SDD yo6ntemi kullanildiginda PER icin 228.5 nm’deki ve IND i¢in
246.8 nm’deki SDD-sinyallerinin ol¢iimiiyle iki bilesik i¢in dogrusal regresyon analiziyle

dogru denklemleri hesaplandi. (Cizelge 3.22 ve Cizelge 3.28).

Tez kapsaminda gelistirilen cok degiskenli kalibrasyonlar (OAS-PCR, OAS-PLS,
TS-PCR ve TS-PLS) ve sinyal isleme yontemleri (HAAR-SDD ve BIORI1.5-SDD)
yontemlerinin analitik validasyonu i¢in calisma araligi icerisinde olacak sekilde degisik
konsantrasyonlarda PER ve IND iceren yapay karisimlardan olusan validasyon seti i¢in, yine
tic farkli konsantrasyon seviyesinde alti farkli tekrarla hazirlanan yapay karigimlarin giin ici
ve giinler aras1 sonuglari i¢in geri kazanim calismasi yapildi (sirasiyla, Cizelge 3.3, 3.8, 3.13,
3.18, 3.24 ve 3.30). Ayrica tablet yardimci maddelerinin analiz iizerine etkisinin olup
olmadigin1 aragtirmak igin tablet preparatinin izerine 3 farkli konsantrasyon seviyesinde 6
tekrarli PER ve IND standart ilavesiyle geri kazanim ¢alismasi gerceklestirildi (Cizelge 3.4,
3.9,3.14, 3.19, 3.25 ve 3.31).

Gelistirilen yontemlerin validasyonu i¢in yapilan geri kazanim sonuclar1 ve
sonuclara uygulanan istatistiksel testler (Cizelge 3.5, 3.10, 3.15, 3.20, 3.26, 3.32).
Yontemlerin PER ve IND analizi icin yiiksek geri kazamim degerleriyle tatmin edici

dogruluk ve kesinlige sahip olduklarimi ve analiz iizerine tablet yardimci maddelerinin
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herhangi bir etkisinin olmadigini gostermistir. Cok degiskenli kalibrasyon ve sinyal isleme
yontemleri, tabletlerdeki PER ve IND bilesiklerinin ayni anda miktar tayinlerine hicbir

ayirma islemi kullanmaksizin basariyla uygulandi ve son derece tatmin edici sonuclar alindi.

Tez calismasinda gelistirilen c¢ok degiskenli kalibrasyon ve sinyal isleme
yontemlerini karsilastirmak amaciyla literatiirlerde verilen deneysel kosullarda farkli
bicimde birinci tiirev spektrofotometresi (TS) ve yiiksek basingli sivi kromatografisi
(YBSK) yontemleri gelistirildi ve karigimlardaki PER ve IND’in miktar tayinleri icin
kullanildi.

Gelistirilen ¢ok degiskenli kalibrasyon ve sinyal isleme yontemlerinin validasyonu
icin uygulanan validasyon islemleri, TS ve YBSK yontemleri i¢in de uygulandi. Sonuglar
(glin ici ve giinler arasi sonuclar i¢cin geri kazanim kesinlik ve dogruluk test sonuglari,
sirastyla Cizelge 3.36 ve 3.42), PER ve IND standart ilavesiyle geri kazanim sonuglari (
Cizelge 3.37 ve 3.43), geri kazanim sonuglar1 ve sonuglara uygulanan istatistiksel testler (

Cizelge 3.38 ve 3.44) de sunuldu.

Tez kapsaminda OAS-PCR, OAS-PLS, TS-PCR, TS-PLS, HAAR-SDD, BIORI1.5-
SDD, TS ve YBSK yontemlerin yapay karisimlara uygulamasinda elde edilen ortalama %
geri kazanim ve bagil standart sapma degerleri sirasiyla PER i¢in %103.9, %2.78 (OAS-
PCR); %103.6, %2.53 (OAS-PLS); %100.5, %2.53 (TS-PCR); %102.5, %1.36 (TS-PLS);
%101.0, %1.87 (HAAR-SDD); %99.7, %2.86 (BIOR1.5-SDD); %103.9, %2.15 (TD);
%102.7, %2.16 (HPLC) ve IND icin %100.5, %1.24 (OAS-PCR); %100.5, %1.25 (OAS-
PLS); %100.9, %1.66 (TS-PCR); %102.0, %0.99 (TS-PLS); %101.4, %0.89 (HAAR-SDD);
%98.7, %1.27 (BIOR1.5-SDD); %101.3, %0.82 (TD); %100.2, %1.95 (HPLC) olarak
bulundu. Standart ilavesi yonteminde PER i¢in % ortalama geri kazanim ve bagil standart
sapma degerleri %103.8, %0.71 (OAS-PCR); %104.9, %0.79 (OAS-PLS); %101.6, %2.11
(TS-PCR); %101.3, %1.83 (TS-PLS); %101.7, %0.65 (HAAR-SDD); %97.8, %0.65
(BIOR1.5-SDD); %103.5, %0.65 (TD); %101.0, 1.24 (HPLC) ve IND i¢in % ortalama geri
kazanim ve bagil standart sapma degerleri %102.3, %0.43 (OAS-PCR); %102.1, %5.52
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(OAS-PLS); % 102.0, %1.53 (TS-PCR); %99.8, %2.12 (TS-PLS); %102.9, %0.98 (HAAR-
SDD); %99.3, %0.65 (BIOR1.5-SDD); %100.4, %0.65 (TS); %99.7, 1.24 olarak elde edildi.
Yontemler i¢in giin i¢i ve giinler aras1 ortalama % geri kazanim ve bagil standart sapma
degerleri giin icinde PER i¢in %103.7, %1.63 (OAS-PCR); %104.2, %1.45 (OAS-PLS); %
102.3, %1.04 (TS-PCR); %104.6, %0.83 (TS-PLS); %100.9, %0.65 (HAAR-SDD); %99.8,
%?2.20 (BIORI1.5-SDD); %102.9, %0.56 (TS); %101.9, %1.14 (HPLC); ve IND igin
%106.5, %1.57 (OAS-PCR); %107.4, %1.13 (OAS-PLS); %102.9, %0.88 (TS-PCR);
%103.4, %0.82 (TS-PLS); %102.9, %0.98 (HAAR-SDD); %100.8, %1.52 (BIOR1.5-SDD);
%102.5, %1.21 (TS); %98.8, %0.52 (HPLC); giinler arasinda PER i¢in %103.4, %1.78
(OAS-PCR); %105.1, %1.29 (OAS-PLS); % 101.8, %1.90 (TS-PCR); %103.8, %0.43 (TS-
PLS); %101.8, %0.53 (HAAR-SDD); %101.3, %1.84 (BIOR1.5-SDD); %101.7, %0.60
(TS); %101.8, %1.03 (HPLC); ve IND icin %106.0, %2.08 (OAS-PCR); %107.2, %0.95
(OAS-PLS); %104.1, %0.85 (TS-PCR); %102.6, %1.66 (TS-PLS); %103.6, %0.38 (HAAR-
SDD); %102.8, 0.56 (BIOR1.5-SDD); %102.4, %0.69 (TS); %99.9, %1.49 (HPLC) olarak
hesaplandi.

Validasyon isleminden sonra yontemler ticari tabletlerin analizine uygulandi ve
tatmin edici sonuglar elde edildi (Cizelge 3.39 ve 3.45). Gelistirilen OAS-PCR, OAS-PLS,
TS-PCR, TS-PLS, HAAR-SDD ve BIOR1.5-SDD yontemleriyle ticari tabletlerdeki PER ve
IND bilesiklerinin kantitatif analizinde karsilastirma yontemlerinin (YBSK ve TS)
sonuclartyla karsilastirilabilir sonuglar elde edildi. Yontemler ile ticari tabletlerin analizi i¢in
karsilastirmak amaciyla t-test ve F-test istatistigi kullanildi ve yontemlerden elde edilen

sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadig gozlendi. (Cizelge 3. 46 ve 3.47).

Bu tez calismasinin sonuglar1 gostermistir ki gelistirilen ¢ok degiskenli ve sinyal
isleme yontemleri PER ve IND iceren ticari farmasotik preparatlarin rutin analizlerinde ve

kalite kontroliinde kullanilabilirler.
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5. SONUC VE ONERILER

Analiz islemlerinde birden fazla aktif bilesigi iceren karisimlarin hicbir ayirma islemi
kullanmaksizin ve ayni anda bilesiklerin miktar tayinleri Ozellikle ila¢ analizlerinde son
derece onemlidir. Bilindigi gibi pahali ve karmasik cihazlar gerektiren ayirma tekniklerinin
kullanildig1 kromatografi ve kapiler elektroforez gibi yontemler analiz islemlerinde deneysel
sartlarin optimizasyonundaki zorluklar ve uzun analiz siireleri nedeniyle biktirici olmalar1 ve
bazi durumlarda basarili sonuglar vermemeleri nedeniyle analitik kimyacilarin daha hizls,

daha kolay uygulanabilir ve daha ekonomik yontemler arayisina itmektedir.

Bu tez kapsaminda gelistirilen ¢ok degiskenli kalibrasyon ve sinyal isleme
yontemleri daha kolay uygulanabilirlikleri, hizli ve ekonomik olmalariyla birlikte tekrar
edilebilir, kesin, dogru ve giivenilir sonuglar1 vermeleri nedeniyle PER ve IND’in farmasotik

preparatlardan analizi i¢in bu tez ¢alismasini orijinal kilmaktadir.

Tez kapsaminda gelistirilen ve basarili bir sekilde PER ve IND iceren tabletlerin
analizine uygulanan ¢ok degiskenli kalibrasyon ve sinyal isleme kemometrik kalibrasyon
yontemleriyle son derece basarili sonuglar elde edilmistir. Gelistirilen bu kalibrasyon
yontemleri analiz islemlerinde son derece hizli, kolay uygulanabilir ve ekonomiktir.
Kemometrik yontemler, kromotografik yontemlerle karsilastirildiginda yukarida sayilan
avantajlar1 yaninda herhangi bir 6n ayirma islemi kullanmaksizin kombine preparatlarin

analizinde karsilastirilabilir sonuglar bulunmasi yoniinden de avantajlidir.

Tez kapsaminda PER ve IND miktar tayinleri i¢in gelistirilen bu kemometrik
yontemleri tiirev yontemi kullanilarak kontrol edilmistir ve tez konusu her iki bilesigin
kantitatif analizleri i¢in basariyla uygulanmistir. Bu tez ¢alismasinda deneysel kosullart ve
kemometrik parametreleri optimize edilen yontemler daha sonraki bilmsel arastirmalarda ve
sanayide PER ve IND analizi i¢cin kullanilabilmesi bakimindan tez c¢alismasini orijinal

kilmaktadir.
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OZET

Bir Farmasotik Preparattaki Perindopril ve Indapamid’in Sinyal isleme ve Cok

Degiskenli Kalibrasyon Yontemleriyle Kantitatif Analizi

Bu tezde, sinyal isleme ve ¢ok degiskenli kalibrasyon yontemleri ticari preparatlardaki PER

ve IND’in ayn1 anda miktar tayinine hicbir ayirma gerektirmeksizin uygulandi.

Cok degiskenli kalibrasyonlarin tabletlerdeki PER ve IND’in ayni anda miktar
tayinine uygulamasinda, Orijinal Absorpsiyon Spektrumu-Temel Bilesen Regresyonu
(OAS-PCR), Orijinal Absorpsiyon Spektrumu-Kismi En Kiigiik Kareler (OAS-PLS), Tiirev
Spektrumu-PCR (TS-PCR) ve Tiirev Spektrumu-PLS (TS-PLS) yontemlerini olusturmak
icin Temel Bilesen Regresyon (PCR) ve Kismi En Kiiciik Kareler yontemi orijinal

absorpsiyon spektrumlarina ve onlarin birinci tiirev spektrumlarina uygulandi.

OAS-PCR, OAS-PLS, DS-PCR ve DS-PLS kalibrasyon yontemlerinin validasyonu
% geri kazamim caligmalar1 ve standart ekleme teknigi kullanilarak gerceklestirildi. Bir
sonraki adimda, bu ¢ok degiskenli kemometrik kalibrasyonlar PER ve IND iceren tabletlerin

kantitatif analizine uygulandi.

Sinyal isleme yontemlerinde, PER ve IND’in analizinde en yiiksek geri kazanim
sonuclarini elde etmek icin ¢esitli dalgacik aileleri test edildi. Bu test siirecinde Haar ve
Biortogonall.5 siirekli dalgacik doniisiimlerinin (sirastyla HAAR-SDD ve BIOR1.5-SDD)
tabletlerdeki PER ve IND’in kantitatif analizi i¢in uygun oldugu bulundu. HAAR-SDD
yontemlerini kullanarak, PER ve IND icin kalibrasyon grafikleri PER i¢in 231.1 nm ve IND
icin 291.0 nm’de SDD sinyallerini dlcerek elde edildi.

BIOR1.5-SDD yo6nteminde, PER icin 221.6 nm ve IND icin 282.7 nm Ol¢iim
degerleri kullanilarak kalibrasyon grafikleri elde edildi. Bu yontemlerin, g¢esitli sentetik

karigimlarin analiziyle ve standart ekleme teknigi kullanilarak validasyonu gerceklestirildi.
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Hem HAAR-SDD ve hem de BIORI1.5-SDD yontemleri tabletlerdeki PER ve IND’in

kantitatif analizine bagariyla uygulanmstir.

OAS-PCR, OAS-PLS, TS-PCR, TS-PLS, HAAR-SDD ve BIORI1.5-SDD
yontemlerinin karsilastirilmasi ig¢in literatiir yontemlerinden farkli deneysel sartlara sahip
olan birinci tiirev yontemi (TS) ve Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC) yontemi

PER ve IND tabletlerinin kantitatif analizi i¢cin kullanildi.

Gelismis OAS-PCR, OAS-PLS, TS-PCR, TS-PLS, HAAR-SDD and BIOR1.5-SDD
yontemlerinden elde edilen deneysel sonuclar ile TS ve HPLC yontemlerinden elde edilen

sonuglar t- testi ve F-testi kullanilarak karsilastirildi.

Anahtar Kelimeler : Sinyal isleme yontemleri, Cok degiskenli kalibrasyon yontemleri,

Kantitatif analiz, Perindopril, 1ndapamid.
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SUMMARY

Signal processing and multivariate calibration methods for the quantitative analysis of

perindopril and indapamide in a pharmaceutical preparation

In this thesis, signal processing and multivariate calibration methods were applied to the
simultaneous determination of PER and IND in the commercial tablet formulation without

using any separation procedure.

In the application of the multivariate calibrations to the simultaneous determination
of PER and IND in tablets, the algorithms of principle component regression (PCR) and
partial least squares (PLS) were applied to the data set of the original absorption spectra and
their first derivative spectra to construct the original absorption spectrum-PCR and the
original absorption spectrum-PLS (OAS-PCR and OAS-PLS, respectively) and derivative
spectrum-PCR and derivative spectrum-PLS (DS-PCR and DS-PLS, respectively).

The validation of the OAS-PCR, OAS-PLS, DS-PCR and DS-PLS calibration
methods were performed by using recovery studies and standard addition technique. In the
following step, these multivariate chemometric calibrations were subjected to the

quantitative analysis of tablets containing PER and IND drugs.

In the signal processing methods, various wavelet families were tested to find the
highest recovery results for the analysis of PER and IND. In this work, Haar and
Biorthogonall.5 continous wavelet transforms (HAAR-CWT and BIORI1.5-CWT,
respectively) were found to be suitable for the determination of the related compounds in
samples. By using HAAR-CWT method, calibration graphs for PER and IND were obtained
by measuring the CWT-ampluteds at 231.1 nm for PER and 291.0 nm for IND. Similarly, by
Biorl.5-CWT method, the calibration graphs were obtained using the measurements at 221.6
nm for PER and 282.7 for IND. These methods were validated by analyzing various
synthetic mixtures and by using standard addition technique. Both HAAR-CWT and
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BIOR1.5-CWT methods were successfully applied to the quantitative analysis of PER and
IND in tablets.

In order to compare methods of OAS-PCR, OAS-PLS, DS-PCR, DS-PLS, HAAR-
CWT and BIOR1.5-CWT in this study, first derivative method and High performance liquid
chromatography (DS and HPLC, respectively), which have different experimental
conditions than literature methods, were developed and used for the quantitative resolution
of the tablets of PER and IND. The validity of both DS and HPLC methods was performed
by the validation parameters as well as the proposed multivariate and signal processing
methods. These DS and HPLC methods give succesfull results for the determination of PER
and IND in tablets.

The experimental results obtained from the developed OAS-PCR, OAS-PLS, DS-
PCR, DS-PLS, HAAR-CWT and BIORI.5-CWT methods were compared with those
obtained by DS and HPLC methods by using t-test and F-test. Statistical results obtained by

using t-test and F-test show no significiant difference between the mentioned methods.

Key Words: Signal processing methods, Multivariate calibration methods,

Quantitative analysis, Perindopril, Indapamide.
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