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ONSOz

Bu yuksek lisans tez ¢alismasinda moeksipril hidroklorir ve hidroklorotiazid
iceren farmasotik preparatin  kantitatif analizi higbir ayirma iglemi
uygulanmadan sinyal isleme ve ¢ok degiskenli kalibrasyon yontemleri
gelistirilerek gerceklestiriimistir. Bu ¢alisma kapsaminda geligtirilen numerik
hesaplamaya dayanan kemometrik kalibrasyon ve grafik islemlere dayanan
kemometrik sinyal isleme yontemlerinin sonuglari, tirev spektrofotometri ve
sivi  kromatografisi yontemleriyle karsilastirildi.  Gelistirilen  analitik
yontemlerin  moeksipril hidroklorar ve hidroklorotiazid bilegiklerini iceren
tabletlerin kalite kontrol ve rutin analizlerine uygulanabilecegini, yontemlerin
analitik validasyonu yapilarak analiz sonuglariyla ortaya konmustur. Bu tez
kapsaminda calisma amacina ulasiimistir. Ayrica bu yuksek lisans tezinin
sonuclari MOEX ve HCT analiziyle ilgili olarak AR-GE ve ilag endUstrisinde

de kullanilabilecektir.

Yuksek lisans tezimdeki konu segimi, c¢alismalarimin planlanmasi,
yurutilmesi ile sonuglandiriimasinda yakin ilgi ve destegini esirgemeyen,
bilgi ve deneyimlerini aktaran danisman Hocam Prof. Dr. Erdal DINC’e

tesekkur eder, sonsuz saygilarimi sunarim.

Yuksek lisans programi ders doneminde teorik bilgilerini ve deneyimlerini
esirgemeyen anabilim dalimiz hocalarina sonsuz tesekkur eder ve

saygilarimi sunarim.

Hayatim boyunca ve tezim sirasinda desteklerini Uzerimden eksik etmeyen
Aileme ve Sevgili Ebru Saygecitli'ye; tezim esnasindaki destekleri ve
yardimlari i¢in Sayin Muharrem Olger'e sonsuz minnet ve tesekkirlerimi

sunarim.
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1. GIRIS

Analitik kimya, analiz i¢in analitik teknik ve yontemlerin geligtiriimesini
kapsayan bir disiplindir. Gida, klinik galismalar, ¢evre, ziraat, adli tip igin,
eczacllik, kimya endustrisi ve endustrinin diger branglari uygulama
alanlaridir. Ozellikle insan saghgi icin ilag endistrisinde formilasyon
oncesinde ve formullasyon sonrasi ticari farmasotik drunlerdeki kimyasal
bilesenlerin rutin analizi ve kalite kontroll, her Ulkede oldugu gibi Ulkemizde
de Saglik Bakanligi ve ilgili kurumlarca yasa, yonetmelik ve yonergelerle
zorunluluk oldugundan dolayi analitik kimyanin analiz teknik ve yontemlerine
ihtiyag duyulmaktadir. Ticari ilag preparatlari yardimci maddelerden olusan
sabit matriks ile bir veya daha fazla aktif bilesen iceren sistemlerdir. Analitik
kimyanin ana hedeflerinden birisi ilag preparatlarinin tretiminde 6nce ham
madde analizi ve Uretimi esnasinda ise kalite kontrolu igin ucuz, hizli, kolay

uygulanabilir ve guvenilir sonuglar veren analiz yontemlerinin gelistiriimesidir.

Yukarida da agiklandigi gibi analitik kimyanin yontem ve teknikleri analiz
islemlerinde vazgecilmez hayati ©6neme sahiptir. Analiz islemlerinde
spektrofotometri, sivi kromatografisi, kapiler elektroforez, elektrokimyasal
yontemler yaninda daha birgok yontem kullaniimaktadir. Bu ydntemlerin
uygulamasinda analiz iglemlerinin temel problemleri, analiz yénteminin kolay
uygulanabilirligi, analiz maliyeti, analiz hizi, sonuglarin kesinligi ve

dogrulugudur.

Kompleks Analiz islemleri igin sivi kromatografi-diode array dedektor sistemi
(liquid chromatography-diode array dedector system—LC-DAD), sivi
kromatografisi—kutle spektrometri (liquid chromatography—mass
spectrometry— LC-MS), kapiler elektroforez—kutle spektorometri (capilary
elektrophoresis—mass spectrometry— CE-MS) ve gaz kromatografi—kutle

spektrometri (gas chromatography—mass spectrometry— GC-MS) gibi



yuksek teknoloji Urinu, pahali ve kompleks bilesenlere sahip analitik
cihazlar ya da analitik yontemler kullaniimaktadir. Bu karmasik analitik
yontemler, analiz iglemlerinde bazen turevlendirme ve ekstraksiyon gibi on

islemlerinin kullanimini gerektirmektedir.

ilag sanayinde, rutin kalite kontrol laboratuvarlarinda ve AR-GE
laboratuvarlarinda birden fazla aktif bilesigi iceren karisimlarin analizinde
yuksek basing¢li sivi kromatografisi (YBSK) veya yuksek teknolojiye sahip
ayirma tekniklerine dayali yontemler kullaniimaktadir. Bu yontemler
ekonomik olarak pahali ve karmasik bilesenlerden olugsmaktadir ve analiz
esnasinda deneysel kosullarin optimizasyonu usandirici ve zaman alici
olmaktadir. Deneylerin zaman alici olmasi kimyasallarin sarfiyatini da
artirmaktadir. Bazi durumlarda da beklenen kalitede sonuglar
alinamamaktadir. Karmasik komponentlere sahip ayirmaya dayali
kromatografik veya diger yontemlerin uygulamalarindaki olumsuzluklari
dikkate alindiginda iki veya daha fazla aktif bilesigi ve numune matriksini
iceren kompleks karigimlarin analizi igin ekonomik, hizl, kolay uygulanabilir
ve dogru sonuglar verebilen yeni analitik teknik ve yontemlere ihtiya¢ oldugu
aciktir. Ayrica analiz islemlerinde klasik ve yuksek teknoloji Grunt kombine
analitik yontemlerin dezavantajlarini azaltmak ya da ortadan kaldirmak igin
ve daha dogru ve daha kesin analitik sonuglara ulasmak igin, ginimuzin
modern yeni sinyal igleme ve c¢ok degiskenli matematiksel kalibrasyon
algoritmalar klasik analitik yaklasimlariyla kombine olarak kullaniimasi yeni
hibrid (melez) yontemleri dogurmaktadir. Son zamanlarda kemometrik ¢ok
degiskenli kalibrasyon ve sinyal igleme ydntemleri kemometrik yontemler
olarak spektral, kromatografik ve diger analitik cihazlardan elde edilen

verilere kompleks karigimlarin analizi igin uygulanmaktadir.

Kemometrik caligmalarda sinyal isleme ve c¢ok degiskenli kalibrasyonlar,
butin analitik cihazlardan elde edilen verilerin analizine uygulanabilmesine

ragmen, daha c¢ok  spektrofotometrik  ¢alismalarda  kullanildigi



g6zlenmektedir. Bunun nedeni spektrofotometrik cihazlardan kolay, hizli ve
tekrar edilebilir verilerin elde edilebilmesidir (Ding E ve ark., 2001a; Ding¢ ve
ark., 2001b; Din¢ E ve Baleanu D, 2002; Ding E ve ark., 2002a; Din¢ E 2002;
Ding E ve Ustiindag O, 2002; Ding E ve ark., 2002b; Ding E ve ark., 2002c;
Din¢ ve ark., 2002d; Ding¢ E ve Kanbur M 2002; Din¢ E ve ark., 2003a; Ding
E ve ark., 2003b; Ustindag O ve Ding E 2003a; Ding E ve Ustindag O
2003b; Ding E ve Ozdemir O 2004a; Din¢c E ve ark., 2004a; Din¢c E ve
Ozdemir D 2005a; Ding E ve ark 2004b; Ozdemir D ve Ding E 2004b; Ding
E ve Ustiindag O 2005; Ding E ve ark., 2005a; Ding E ve ark., 2005b; Ding
E ve ark., 2005c; Ozdemir D ve Ding E 2005b; Ding ve ark., 2006a; Ding E ve
ark., 2006b; Din¢ E ve ark., 2006c ).

Gunumuzde dalgacik donisum (wavelet transform—WT) surekli dalgacik
donusum (continuous wavekts transform — CWT) ve kesirli dalgacik donasim
(Fractional wavelet transform — FWT) gibi sinyal isleme yontemlerinin gelisimi
ve analitik uygulamalari, analiz iglemlerinde spektrofotometrik tekniklerin
potansiyel glcinli 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 ¢calismalarda surekli dalgacik donisim (continuous
wavelet transform—CWT) yontemleri verilerin  azaltilmasi, sinyalde
gurdltiinin eliminasyonu, sifir gizgisinin dizeltiimesi ve spektral bandlarinin
girisim yaptigi bilesiklerin kantitatif analizi i¢cin esnek ve ¢ok yonlu guglu
sinyal isleme teknikleridir. (E. Din¢, D. Baleanu, 2007; E. Ding, D. Baleanu,
2006; E. Ding, D. Baleanu, 2004a; E. Ding, D. Baleanu, 2004b; E. Ding, M.
Kanbur, D. Baleanu, 2005; E. Ding, D. Baleanu, O Ustiindag, 2003; E.
Ding, D. Baleanu, A. Tas, 2006).

Bu calismanin temel amaci, moeksipril hidroklorur ve hidroklorotiazid igeren
antihipertansif kombine preparatin analizi igin pahali analitik cihazlar

gerektiren, analiz suresi uzun ve analiz maliyeti pahali olan ayirma



yontemlerine alternatif olacak daha hizli, daha ekonomik ve daha guvenilir
kemometrik surekli dalgacik donusum ve  c¢ok degigkenli kalibrasyon

yontemlerin gelistiriimesi amaglanmistir.

Bu yuUksek lisans tezinin kapsaminda, moeksipril hidroklorir ve
hidroklorotiazid bilesiklerini  birlikte igceren farmasoétik kombinasyonda bu
etkin maddelerin higbir ayirma islemi gerektirmeksizin ve ayni anda miktar
tayinlerinin, Dubechies 5 surekli dalgacik dontisum (db5 - SSD) sinyal isleme
(surekli dalgacik donisum yontemleri) ve temel bilesen regresyon (principal
component regresyon—»PCR) ve kismi en klguk kareler (partial least
squares—PLS) c¢ok degiskenli kalibrasyon ydntemleri gelistirildi. Tez
calismasinda analiz igin gelistirilen nimerik hesaplamalara dayanan PCR ve
PLS kalibrasyon ve grafik iglemlerine dayanan db5-SSD yontemlerini
kargilastirmak amaciyla turev spektrofotometrisi ve yuksek basingli sivi
kromatografisi yontemleri gelistirildi. Tez kapsaminda gelistirilen kemometrik
sinyal isleme ve c¢ok degigskenli kalibrasyon yontemleri ve karsilastirma
yontemleri olarak kullanilan tirev ve kromatografik yontemleri valide edildi.
Karsilagtirma icin varyans analizi (ANOVA) istatistigi kullanildi. Ticari
tabletlerdeki MOEX ve HCT’nin analizi igin gelistirilen butin ydntemlerin

uygulamasindan basarili sonuglar elde edildi.



1.1. Moeksipril Hidroklorur

1.1.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri
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Sekil 1.1. Moeksiprilin agik formuli

Molekul Formulu: Cz7H34N207'HC|

Molekil Agirli§i : 535.04
CAS No: 82586-52-5
pKa 3.05 (25°); 5.40 (25°).

Ayrilma Katsayisi. Log P(pH 7.5), 0.25; (pH 1.0), 2.34.
Acik Formula: [3S-[2[R*(R™)], 3R*]]-2-[2-[[1-(etoksikarbonil)-3-
fenilpropillJamino]-1-oksopropil]-1,2,3,4-tetrahidro -6,7- dimetoksi-3-

izokinolinkarboksilik asit,monohidroklorar (Sekil 1.1)

Elementel Analizi: C %61.93 , H %8.75 , N %7.60 , O %21.71

Erime Noktasi: 141°Cila 161°C

Fiziksel Ozellikleri: Moeksipril hidrokloriir ince, beyaz veya kirli beyaz renkte
bir tozdur. Distle suda oda sicakhginda ¢6zunir (yaklasik %10

agirlik/hacim). Moeksipril hidroklorir 15-30°C arasindaki oda sicakliginda

sikica kapali kaplarda saklanmalidir. Nemden korunmalidir.



Metanol igerisinde ¢ozinmuis 10 ug/mL MOEX’in UV spektrumu Sekil 1.2 de

gOsterilmigtir.
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Sekil 1.2. Moeksipril hidroklortrin (10 pg/mL) UV spektrumu, (C6ztcu:metanol)

1.1.2. Farmakolojik 6zellikleri

Moeksipril hipertansiyon tedavisi igin oral yoldan kullanilan bir anjiyotensin
donustirict enzim (ACE) inhibitéradar. Moeksiprilat, moeksipril'in 6n ilacidir
(prodrug) ve ondan 1000 kat daha gugludur. Moeksipril'in uzun sureli
antihipertansif etkisi gunde bir kez verilerek kullanilmasina olanak verir.
Kaptopril'den farkli olarak, moeksipril, advers etki profili ile yakindan iligkili

oldugu dusunulen bir sulfhidril grubu icermez. Moeksipril FDA tarafindan



Nisan 1995'te onaylanmigtir. Moeksipril ile Dbirlikte hidroklorotiyazit adli

ditretigi kombine olarak iceren ilag preparatlari (Uniretic®) da vardir.

Moeksiprilin molekller yapisindaki aktif bolumd olusturan moeksiprilat,
anjiyotensin doénuasturicu enzim (ADE)'nin Uzerindeki baglanma yeri igin
anjiyotensin | ile yarigir. Bunun bir sonucu olarak anjiyotensin I'in anjiyotensin
[I'ye donusumunu bloke eder. Anjiyotensin Il guglu bir vazokonstriktor ve
renin aktivitesinin negatif geri bildirim (feedback) mediyatéridir. Bu nedenle,
moeksiprilat anjiyotensin II'nin plazma dizeylerini disurdigu zaman, kan
basinci dugerken plazma renin aktivitesi yukselir. Ayrica, kan basincindaki
dusmeye yanit olarak baroreseptor refleks mekanizma uyarilir. Moeksiprilat,
ADE ve kininaz Il enzimini inhibe etmesi bakimindan moeksiprilden 1000 kat
daha etkilidir. ADE'ye 6zdes olan kininaz Il enzimi gugcli bir vazodilatér olan
bradikinini inaktif peptidlere parcalar. ADE inhibitérlerinin hipotansif etkileri
bakimindan bradikininin kan basincini dusuricu etkisinin ikincil bir dnem
tasidigina inanilmaktadir (Sekil 1.3). Bununla birlikte, bradikinin, ADE
inhibitorlerinin neden oldugu anjiyondrotik 6dem ve Oksurige katkida
bulunabilir (Israili ZH, Hall WD. Cough and angioneurotic edema associated
with angiotensin-converting enzyme inhibitor therapy. Annintern Med
1992;117:234-42).

RENIN-ANJIiYOTENSIN-ALDOSTERON (RAS) SiSTEMI

Sempatik
| T ethkinlik \ #— Bir organdan

------ - salgilanma
"
; @

@ stimilatir

Bibrek |

sinyal
iz . P o @ inhibitir
Akcigerer " Tiibiiler NaCl K* == =" sinyal
.~ ====% reabsorbsiyonu ve K* -
Pulmoner ve renal - @ I v I Clapr» = Reaksiyon
5 : atilinm. Hp0 twiulumu [y
endodelyum: ACE H.0- 3 - Ak tif transpory
< Adrenal bez: A
9 korteks = = = Pasif transpory
®; ‘o .
it in I . ji .J;ns;n T i .@‘, * * Aldosteron
n o e g * salgist Su ve tuz retansiyonu.
: @ ', '. \ Etkin dolasim hacmi
Renal perfiiz- ® Renin v \ artar. Jukstaglomeriiler

o \
' aparatin perfiizyonu artar
yonda azalma .= & . @ Arteriyoler vazokons- P i v
(jukstaglome- ey " Temeaw + triksiyon: kan basin-
riiler aparat) ' L4 cnda artma .
® 3 " Arteriyol 5

' ' 0

\ Bobrek | -

'

'

'

' -

@ b

e :1;—- ADH salgilanmasi
'

Hipofiz bezi: '
posterior lob @i

Toplayicr kanal:
HzD absorbsiyonu

B s R T A o o 1 - i e st e i il

Sekil 1.3. Moeksiprilin hidrokloririin farmakolojik etkisi



ADE-inhibitért ilaclar lokal anjiyotensin II'nin yaptigi sempatik ve/veya
vazokonstriktor aktiviteyi azaltmalarina bagli vaskuler tonusu lokal olarak
dusurebilirler. ADE inhibitorleri presinaptik noradrenalin saliverilmesini ve
postsinaptik adrenerjik reseptor aktivitesini de inhibe edebilirler; bdylece
vazopresor etkinlige karsi vaskuler duyarligi azaltirlar. Ancak, moeksipril
aligilmis klinik dozlarda kullanildiginda bu etkileri belirgin degildir. Plazma
anjiyotensin |l duzeylerindeki disme aldosteron salgilanmasinda da
azalmaya neden olur ve bu nedenle vicuttaki sodyum ve su tutulumu azalir.
Antihipertansif ilaclar olarak, ADE inhibitorleri sol ventrikul hipertrofisini
azaltir, insulin rezistansi veya hiperlipideminin kotulesmesine yol agmazlar.

Bu ilaglar genellikle seksuel disfonksiyona da neden olmazlar.

Moeksiprilat arterlerde dilatasyon yaparak total periferik damar rezistansini
dusurur. Hipertansif hastalarin kan basincini kalp hizi, atim hacmi veya kalp
debisinde degisme yapmaksizin dusururler. Moeksipril hem ayakta hem de
yatar durumdaki hastalarda kan basincini dusltrar. Moeksipril tedavisi
altindaki hastalarda semptomatik hipotansiyon nadirdir. ilaca karsi
hipotansiyon yaniti daha ¢ok hipovolemik veya hiponatremik hastalarda
g6rulur. Diger ADE inhibitorleri ile oldugu gibi, moeksiprilin hipotansif etkisi

beyaz irka gore siyah irkta daha zayiftir.

Moeksipril oral yoldan verilir. Bu yoldan uygulandiginda tam olarak absorbe
olmaz. Moeksiprilat olarak biyoyararlanimi sadece %13'tir. Absorbsiyonu
besinlerden dnemli dlglide etkilenir; moeksiprilat'in Cmaks ve AUC degerleri
fazla yagl olmayan bir kahvaltidan sonra alindiginda, sirasiyla, yaklagik %70
ve %40 oraninda azalir; yagl bir diyetten sonra bu azalma % 80 ve % 50
oranlarinda gercgeklesir. Moeksiprilat plazma proteinlerine % 50 oraninda
baglanir. Moeksipril'in verilmesinin ardindan ilacin moeksiprilat'a donusmesi
oldukga hizli bir sekilde gergeklesir, fakat onilag moeksipril'in yari-omra 1

saatin Uzerindedir ve AUC degeri anlamhdir. Moeksipril ve moeksiprilat'in



yari-omur degerleri sirasiyla 1.3 ve 9.8 saattir. Moeksipril bu 6zelligi ile dnilag
Ozelligi tasiyan diger ACE inhibitora ilaglardan ayrilir. Moeksipril ve
moeksiprilat diketopiperazin ve tanimlanmamis diger metabolitlerine
metabolize edilir. Oral yoldan verildiginde, idararda sadece % 7 kadari
moeksiprilat olarak bulunur; %1'i moeksipril ve % 5'i de diger metabolitleri
halindedir. Fegeste oral yoldan verilen dozunun yaklasik % 52'si moeksiprilat

ve %1 kadari da moeksipril halinde bulunur.

Ozel popilasyonlar: Bébrek iglevlerinin azalmasi hem moeksipril hem de
moeksiprilat metabolitlerinin yari-omur ve AUC degerlerinin artmasina neden
olur. Kreatinin klirensi 10-40 mL/dk. olan hastalarda moeksipril'in yari-omru
3-4 kat uzar. Moeksipril ve moeksiprilat'in hemodiyalizle uzaklastirilip
uzaklastirlamayacagi  bilinmemektedir.  Hafif-orta  derecede  sirozlu
hastalarda, moeksiprilatin AUC degeri hemen hemen %300 artar ve
moeksiprilat serum konsantrasyonlari %50 oraninda azalir; buna karsin,
onilag moeksipril'in Cmaks ve AUC degerlerinde artma goérulir. Hepatik ve
renal fonksiyonu normal olan yash erkek hastalarda (65 yas Uzeri),
moeksiprilat'in AUC ve Caks degerleri geng deneklere nazaran %30 daha
yuksektir.
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1.2. Hidroklorotiazid

1.2.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikler

0 0
SO
H, NS0, ““5{:
NH
cl N)
H

hidrokloratiyazid

Sekil 1.4. Hidroklorotiazidin agik formult

Molekul Formuli: C7HgCIN304S;

Molekul agirhigr: 297.7

Elementel Analizi: C %52.53, H %4.41, Cl %9.69, N %11.49, O %13.12, S
%8.77

Erime Noktasi: 273°C ila 275°C.

pKa 7.0, 9.2.

Ayrilma Katsayisi. Log P(oktanol/su), -0.1.

Acik formula (Sekil 1.4):

1. 6-Kloro-3,4-dihidro-2H-1,2,4-benzotiyadiazin-7-sulfonamid
1,1-dioksit

2. 6-Klor-3,4-dihidro-2H-1,2,4-benzotiyadiazin-7-silfonamit-1,1-
dioksit (IUPAC)

3. 6-Kloro-3,4-dihidro-2H-1,2,4-benzotiyadiazin-7-sulfonamit
1,1-dioksit (WHO)

4. 6-Klor-1,1-diokso-3,4-dihidro-2H-1lambda6,2,4-

benzotiyadiazin-7-sulfonamit
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Fiziksel Ozellikleri:

Hidroklorotiyazid beyaz veya beyaza yakin renkte, kokusuz veya c¢ok az
kokulu kristalize bir tozdur. Suda hafif veya ¢ok hafif ¢ozunur; alkolde az
¢ozunur; asetonda ¢ozunur;dimetilformamid, n-butilamin ve alkali hidroksit
¢cozeltilerinde ¢ozinur; eter, kloroform ve seyreltik mineral asitlerde
¢6zinmez. Hidroklorotiyazid 15-30°C arasindaki oda sicakliginda ve sikica
kapali hava gecirmeyen kaplarda saklanmahdir. Isik ve rutubetten
korunmalidir. Metanol igerisinde ¢6zinmus 10 pg/mL MOEXin UV

spektrumu Sekil 1.5 de gosterilmigtir.
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Sekil 1.5. Hidroklorotiazidin (10 pg/mL) UV spektrum, C6zicu : metanol



12

1.2.2. Farmakolojik 6zellikleri

Farmakodinamik Ozellikleri

Hidroklorotiazid 6dem ve hipertansiyon tedavisinde kullanilan tiazit yapili bir
diuretiktir. Tiazit grubu diuretikler hipertansiyonun baslangi¢ tedavisinde tek
baglarina veya diger ilaclarla kombine kullanilirlar. Kivrim didretiklerinden
farkh olarak, bobrek yetmezlikli hastalarda etkinlikleri zayiflar. Hidroklorotiazid
diabetes insipidus ve  hiperkalsuri tedavisi icinde de kullanilir.
Hidroklorotiazid, FDA gebelikte ila¢c kullanimi risk siniflamasinda
B kategorisine dahildir (hayvan deneyleri ve gebelerde yapilan kontrollu
capraz galismalarda risk olasiligi dogrulanmamis ilaglar). Cogu uzman kalp
hastaligi veya esansiyel hipertansiyonu olan gebe hastalarin tedavisinde
diuretik ilaglar1 rezerv olarak saklama egilimindedir. Bunun nedeni ditretik
kullaniminin plasental perfuzyonda azalmaya yol acabilmesi ve eldeki
bulgularin gebelikte preeklampsi rahatsizliginda didretik kullaniminin pozitif
bir yarari oldugunun gdésterilememesidir (Report of the National High Blood
Pressure Education Program Working Group on High Blood Pressure in
Pregnancy. Am J Obstet Gynecol 2000;183:5S1-S22.). Tiazit grubu
ditretiklerin FDA gebelikte ilag kullanimi risk siniflamasindaki vyeri
uteroplasental perflizyonu azalmis gebe kadinlarda (6rn., preeklampsi veya
intrauterin buyume geriligi olan gebeler) D kategorisine yukselir (ACOG
Committee on Practice Bulletins. ACOG Practice Bulletin.Chronic
hypertension inpregnancy .Obstet Gynecol 2001;98:suppl 177-85.). Genelde,
bulgularin  ¢ogunlugu tiazit diuretiklerin birinci trimesterde teratojenik
olmadigini gostermesine ragmen, ¢ogu uzman diuretikleri ikinci ve uguncu
trimesterde kullanmay tercih eder. Hidroklorotiazid ABD'de FDA tarafindan

1959 yilinda onaylanmisgtir.
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Tiazit grubu diuretikler bobrek tubulus epitelyumundan sodyum iyon
transportunu inhibe ederek sodyum, klor ve suyun atilimini artirirlar.
Tiazitlerin bu etkiyi gostermelerinde farkli mekanizmalar rol oynayabilirse de,
yaptiklari ditrezden sorumlu esas mekanizma Henle kivriminin ¢ikan
kolunun kortikal bolumua (kortikal dilie edici segment) ile distal tubulusun
proksimal béliimiinde aktif kloriir reabsorbsiyonunu inhibe etmeleridir. ikincil
olarak sodyum reabsorbsiyonunu da azaltirlar. Klorur transportunu nasil
azalttiklari tam olarak bilinmemektedir. Tiazitler ayrica potasyum ve
bikarbonat atihmini artirir, kalsiyum ve Urik asit eliminasyonunu azaltirlar.
Hidroklorotiazidlerin potasyum atilimini artirmalari renal tubulUslerin distal
bolimunde sodyum yukunu artirmalarina (Na+ iyonundan zengin filtrat)
bagldir; boylece sodyum-potasyum degis-tokus mekanizmasini harekete
gecirerek potasyum salgilanmasini indirekt olarak artirmis olurlar. Neden
olduklari hipokloremi ve hipokalemi hafif metabolik alkaloza yol agabilir.
Hidroklorotiazidlerin  diuretik  etkileri hastanin asit-baz dengesinden
etkilenmez. Hidroklorotiazidler aldosteron antogonisti etki gostermezler ve

esas etkileri karbonik anhidraz enzim inhibisyonundan bagimsizdir.

Hidroklorotiazidlerin  antihipertansif etki mekanizmasi bilinmemektedir.
Genellikle normal kan basincini etkilemezler. Dilretikler baslangicta kalp
debisini dusurerek, plazma ve ekstraseluler sivi hacmini azaltarak
(hipovolemi) kan basincini dusururler. Ancak tedaviye birkag hafta devam
edildiginde, disen plazma hacmi yavas yavas normale donmesine ragmen
yaptiklari hipotansiyon devam eder. Bunun nedeni periferik vaskuler
rezistansta yaptiklari azalmadir ve olasilikla damar duz kas hucrelerinin
sempatik mediyator noradrenalin'e karsi duyarliklarinin azaltilmasindan
kaynaklanir. Tiazit grubu diuretikler bobreklerde glomeruler filtrasyon hizini
da azaltirlar; bu etkileri bobrek zafiyeti olan hastalarda efikasitelerinin diguk
olmasini aciklar.Plazma hacminde vyaptiklari azalma plazma renin

aktivitesinin yukselmesine ve aldosteron salgilanmasinin artmasina neden
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olur; bu tiazid grubu diuretiklerle tedavide gorulen potasyum kaybina katkida

bulunan bir faktordur.

Farmakokinetik Ozellikleri

Hidroklorotiazidin gastrointestinal kanaldan absorbsiyonu verildigi farmasotik
sekle ve verilen doza bagh olarak degdiskenlik gosterir. Sistemik
biyoyararlanimi yaklasik % 50-60'tir. Etkisi oral yolla verildikten 2 saat sonra
baglar ve doruk etki duzeyine 4 saatte ulagir. Toplam etki suresi 6-12
saattir. Hidroklorotiazid plasentayr agsmasina ragmen kan-beyin engelini
asamaz. Anne sutlne gegebilir. Hidroklorotiazid metabolize olmaz ve esas
olarak idrarla degismeden atilir; verilen dozun %61'i 24 saatte elimine olur.

Ozel popilasyonlar: HCTZ'nin renal fonksiyonun durumuna bagh
farmakokinetigini degerlendiren arastirmalardan elde edilen sonuglar,
eliminasyon yari dGmrunun renal yetmezlik derecesine gore degistigini ortaya
koymustur. Eliminasyon yari 6mri bobrek fonksiyonu normal kimselerde 6.4
saat olmasina karsin, hafif renal yetmezligi olanlarda (30-90 mL/dak) 11.5
saate ve kreatinin klirensi 30 mL/dak degerinin altinda olan hastalarda 20.7

saate kadar gikar.

Moeksipril Hidroklorur-Hidroklorotiazid’in kombine kullaniminda;

Moeksipril hidroklorir/Hidroklorotiazid'in  olagan gunluk dozu, 7.5 mg
moeksipril hidroklortir/12.5 mg hidroklorotiazid veya 15 mg moeksipril
hidroklorar/25 mg hidroklorotiazid'dir. 15mg moeksipril hidroklortr/25 mg
hidroklorotiazid Uzerindeki dozlar pek tavsiye edilmemektedir. Klinik bir
calismada, dozun ginde 30 mg moeksipril hidroklorir/50 mg
hidroklorotiazid'e c¢ikarilmasi halinde, antihipertansif etkin maddenin 15 mg
moeksipril hidroklorar/25 mg hidroklorotiazid uygulanmasinin ardindan

gérulen antihipertansif etkiyle kiyaslanabilir oldugunu gostermistir.Glinde 25
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mg hidroklorotiazid ile kan basinglari yeterince kontrol altina alinan ancak bu
rejim ile buyuk miktarda potasyum kaybi yasayan hastalar, Moeksipril
hidroklorar/Hidroklorotiazid'in 7.5 mg/12.5 mg kombinasyon tedavisini
uygulamaya basladiginda daha az elektrolit dizensizligi ile kan basinci
Uzerinde ayni kontrolsaglanabilir.Moeksipril hidroklorir/Hidroklorotiazid'in
dzel popiilasyonlarda kullanimiizole edilmis sistolik hipertansiyonlu hastalar,

ayrica incelenmemigtir.

Moeksipril monoterapisi -diger ADE inhibitorl tedavilerinde oldugu gibi- siyahi
bireylerde siyahi olmayanlara oranla daha az etkilidir. Yine de, Kklinik
deneylerde Moeksipril hidroklorur/Hidroklorotiazid ile tedavi edilen siyahi
hastalarin 6'sinda, antihipertansif etken maddesinin tim populasyona oranla
kiyaslanabilir oldugu anlagilmistir. Her iki ilag bir arada uygulandiginda,

moeksipril ve hidroklorotiazid'in farmakokinetik parametreleri degismemistir.
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1.3. Moeksipril Hidroklorur ve Hidroklorotiazid icin Glinimuze Kadar
Uygulanan Analiz Yontemleri

1.3.1. Moeksipril Hidrokloriir ve Hidroklorotizid Miktar Tayini igin
Uygulanan Yontemler

Spektrofotometri ve YBSK

Ertirk ve ark. (2002) yaptiklari bir ¢calismada Moeksipril hidroklorir ve
Hidroklorotiazid ikili karigsimi iceren farmasotik formulasyonlari igin iki yeni
basit ve segici tayin metotlari yayinlanmiglardir. ilk metot UV spektrometri ile
sifira 215 ve 234 nm’de moeksipril ve hidroklorotiazid i¢in élgim yapilarak,
2.dereceden turevlendirme ile olusturulmustur. Bu tayin moeksipril i¢cin 1.0 —
11.00 pg/mL konsantrasyonlarinin Ustinde ve hidroklorotiazid i¢in 0.5 — 9.0
Mg/mL konsantrasyonlarinin Gstiinde dogrusaldir. Teshis limiti moeksipril igin
0.2 ug/mL ve Hidroklorotiazid igin 0.1 ug/mL iken tayin limiti moeksipril ve
hidroklorotiazid igin 0.1 — 0.5 pg/mL’dir.ikinci metotta ise,isokritik ters faz
kromatografi baz alinarak % 50 ACN, % 50 20mM pH=4.0 Fosfat
tamponundan olusmus bir mobil faz kullanilmistir. Burada Lisinopril i¢
standart olarak kullaniimistir (IS) ve 212 nm’de tayin gergeklesmistir. Her iki
etkin madde igin de 0.5 — 12.0 pg/mL arasinda ¢aligilmigtir. Tayin ve Teshis
limiti moeksipril i¢in sirasiyla 0.1 uyg/mL ve 0.01 pyg/mL’dir; Hidroklorotiazid
icin sirasiyla 0.025 pg/mL ve 0.005 pg/mL olarak bulunmustur. Metodun
amaci ticari ve sentetik olarak yapilan bu iki etkin maddeyi iceren ilaglarin

yuksek yuzdeli, geri kazanilabilir, dogru ve kesin bir tayininin olmasidir.
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1.3.2. Hidroklorotiazid Miktar Tayini igin Uygulanan Yéntemler

Spektrofotometrik Yontemler

Ding ve Baleanu. (2002) yaptiklari bir ¢alismada,Bir tabletteki Cilazapril ve
Hidroklorotiazid'in es zamanh tayini igcin dort kemometrik metot
uygulamiglardir. Klasik en kuguk kareler, ters en kuguk kareler kalibrasyonu,
temel bilesen regrasyon ve kismi en kiiguk kareler metotlari iki etkin maddeli
karisimlarda herhangi bir Oncelikli grafiksel islem gerektirmez. Tum
kemometrik kalibrasyonlarda iki etkin maddeyi iceren karisim 0.1 M HCI ve
Metanolin 1:1’lik karigimi ile ¢ozulup hazirlanmistir. 210 — 290 nm’lik
spektrum bolgesinde AA= 4 nm araciligiyla 15 dalgaboyu noktasin i¢in 222
nm'den 276 nm'ye UV spektrumu 6lglilmistir.incelen metotlarin
kalibrasyonlari sadece absorbans ve konsantrasyon matrislerini
icerir.Geligtirilen kalibrasyonlar iki etkin maddeyi iceren sentetik karigimlar
icin test edilmigtir ve “Maple V” programi kemometrik hesaplamalarda
kullaniimistir.metotlarin her bir sonucu HPLC metotlari ile de karsilasitiimis

ve iyi bir kabul edilebilirlikle kargilasiimigtir.

Carlucci ve ark. (2000) gelistirdikleri metotda Losartan potasyum ve
hidroklorotiazidin es zamanli olarak tayini i¢in tanimlamislardir.Prosedurde
ters faz HPLC baz alinmistir; losartan potasyum igin dogrusal konsantrasyon
3.0 — 7.0 yg/mL ve Hidroklorotiazid igin ise 0.5 — 2.0 pg/mL’dir.Hizli ve kolay
dogruluk ve kesinlik sonuglari elde edilmistir. Teshis limiti Losartan igin 0.08

Mg/mL ve hidroklorotiazid i¢in 0.05 pg/mL ‘dir.

Panderi (1999) ikinci dereceden tiireviendirme spektrofotometrik metodu bir
farmasotik dozaj formundaki benazopril hidroklortr ve hidroklorotiazidin es
zamanli tayini icin tanimlanmigtir. Benazepril hidroklorir i¢in dogrusal
dinamik aralik 14.80 — 33.80 ug/mL ve hidroklorotiazid igin 18.50 — 42.40
pMg/mL’dir. Korelasyon katsayisi kalibrasyon grafiginde 0.9998'dan daha iyi
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olmalidir.5 6lgim igin kesinlik yizde bagil standart sapmasi % 1.43 ‘dir ve
dogruluk yeterli olmahdir.teshis limiti  benazepril hidroklorir ve
hidroklorotiazid igin 2.46 pug/mL ve 1.57 pg/mL bulunmustur. Bu metodun
ticari ilaglarin kalite kontrolinde hizli ve tekrar edilebilir kalitede oldugu

ispatlanmistir.

Ding ve ark. (2002) yaptiklari bir gcalismada, 4 kemometrik teknik,klasik en
kUguk kareler,ters en kuguk kareler kalibrasyonu, temel bilesen regrasyon ve
kismi en klguk kareler metotlari bir farmasotik preparattaki amiloride ve
hidroklorotiazidin absorpsiyon ve tlirev spektrofotometresine uygulanmistir.
Dort kemometrik kalibrasyon sifir ve birinci dereceden spektrum igin yapiimig
ve bunlarin dA/dA degerleri 205 — 395 nm araliginda 2 — 10 ug/mL amiloride
ve 4 - 28 ug/mL hidroklorotiazide karsilik gelecek 25 konsantrasyon
araliginda karisimlar  dizayn edilmis ve 34 noktada 4lgumu
yapilmistir. Kemometrik kalibrasyon kullanilan iki etkin maddeli karigimi
dogrular. Absorpsiyon spektrumu ve birinci dereceden turevlendirmeyle elde
edilen spektrum baz alinarak calisilan teknik,istatistiksel olarak birbiriyle

uyumlu oldugu sonuglar kanitlamigtir.

Ferraro ve ark.(2002) Ticari ve sentetik olarak hazirlanan bir tabletteki
Hidroklorotiazid ve Amilorid hidroklortGrin es zamanh analizi icin c¢ok
degiskenli spektrofotometrik kalibrasyon kullaniimistir.Kismi en kiguk kareler
analiziyle diger on hazirlik ve iglemlere gerek kalmadan karigimdaki analit
orani 10.1 v/v olacak sekilde spekrumda, hizh ve dogru bir ¢6zim
saglamigtirc Metot her iki etkin maddeyi igeren sentetik karigimla valide
edilmigtir; Burada kullanilan konsantrasyon araligi hidroklorotiazid igin 21.7
ila 30.4 pg/mL ve amilorid hidroklorlr igin 1.8 — 3.0 pg/mL’dir. Metotda,
stabilitesinin iyi olmasi i¢in analitler metanol su kariginda ¢éztUnmustur, ticari
tabletlerin dissoltsyon profilleri degerlendirildiginde sonuglar USP metodunda
gosterilenle uyumludur. Metot iki farkli etkin maddeyi iceren farmasoétik
formUlasyonda ise yaramisgtir, sonuglar HPLC’de de mukemmel bir kabul

edilebilirlik igerir.
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Kartal ve Erk (1999) , Hizli,kesin,eksiksiz ve spesifik oran spektrumlari turev
spektrofotometrik  ve yuksek performansli SIVI kromatografik
islemler;birlegtiriimis ilag dozaj sekilllerinde hidroklorotiazid ve amilorid
hidrokloriiriin es zamanli tayini i¢in tanimlanmistir.ilk metot igin,oran
spektrumlari turev spektrofotometresinde,oran spektrumunun ilk tlrevinde
karigimdaki sinyaller hidroklorotiazid i¢in 285.7 nm ve amilorid hidroklorur igin
302.5 nm’'de élcilmustir. ikinci metot HPLC metodudur, 1.2 mL/dk. Akis
oraninda 0.025 M ortofosforik asit (Trietilamin ile pH’si 3.0’a ayarlanmistir),
asetonitril hacmen 84:16 oraninda karistirilarak mobil faz hazirlanmistir,
LiChrosorb RP-C18 kolon (5 pm,200x4.6 mm) kullaniimig ve 278.0 nm’de
dedeksiyon gerceklesmistir. Ticari ve sentetik olarak hazirlanmis her iki

maddeyi iceren karisimlarin kantitatif tayinleri igin metotlar gelistirilmislerdir.

Erk (2001) Fosinopril ve Hidroklorotiazidin es zamanl olarak tayini i¢in Gg
yeni spektrofotometrik prosedur tanimlanmistir. 1.Metot Turev diferansiyel
spektrofotometrisi, sirasiyla 227.6 nm ve 276.4 nm’deki dalga boylarinda
metanol igindeki es molar 0.1 N Sodyum hidroksitte ¢ézinmus tabletin birinci
dereceden tiirevinin alinmasina baghdir. ikinci metot,spektrumlarin (st Uste
getiriimesine orantili olarak spektrum tirevlendirme spektrofotometrik metod
uygulamasina baghdir. Metanoldeki karisim orantili spektrum birinci
dereceden turevinde ikili karisimdaki Fosinopril i¢in analitik sinyaller 237.4 ve
24.8 nm’de ve hidroklorotiazid icin 262.4 , 269.3 ve 278.6 nm olarak
dlcilmustir. ikili karisimda kalibrasyon grafigi fosinopril icin 4.0 — 50.0 pug/mL
ve hidroklorotiazid igin 2.0 -14.0 ug/mL’dir. Uglincli metot,absorbans oran
metosu, bu karisimin sifirinci dereceden spektrumunda 210.0 , 219.5 ve
271.7 nm’de okunan absorbans degerleri kullanilarak fosinopril ve
hidroklorotiazid tayini yapilmistir. Gelistirilen metotlar absorbans oran
metoduyla kargilastiriimistir. Bu bilesiklerin sentetik akrigimlari ve farmasotik

preparatlarindaki tayinlerin basarih bir sekilde uygulandigi gosterilmistir.
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Yuksek Basing¢li Sivi Kromatografisi (YBSK)

Carlucci ve ark. (2000) gelistirdikleri metotda Losartan potasyum ve
hidroklorotiazidin es zamanli olarak tayini i¢in tanimlamiglardir. Prosedurde
ters faz HPLC baz alinmistir; losartan potasyum igin dogrusal konsantrasyon
3.0 — 7.0 pg/mL ve Hidroklorotiazid igin ise 0.5 — 2.0 yg/mL’dir. Hizh ve kolay
dogruluk ve kesinlik sonuglari elde edilmistir. Teshis limiti Losartan icin 0.08

Mg/mL ve hidroklorotiazid i¢in 0.05 pg/mL ‘dir.

Thusleem ve ark. (2008) Basit ve kesin bir HPLC metodu geligtiriimistir ve
bisoprolol fumarat ve hidroklorotiazid i¢ceren bir tablet formulasyonunda iki
metot gelistirilerek valide edimigtir. Kromatografi 25 °C ‘de 4 mm x 250 mm,5
Mm Siyano kolonla izokritik 1.0 mL/dk. Akista, mobil fazin 0.1 N M susuz
fosfat tamponu: Asetonitril: Tetrahidrofuran oldugu sistemde gerceklesmistir.
UV dedeksiyonu 225 nm’dir. Hidroklorotiazid ve bisoprolol fumarat 10
dakikadan daha az surede iyi bir rezolisyon, dusik kuyruklanma ve bagka
bir pikolmaksizin ayrisir. Metot “ICH Guidelines’a goére valide edilmistir ve
dogruluk, kesinlik, segcicilik, sistem uygunlugu ve dogrusalite igin kabul
edilebilir kriterler tasir.Metot bisoprolol fumarat icin 50 — 150 pg/mL ve
hidroklorotiazid icin 125 — 375 pug/mL araliginda dogrusaldir.

Ouyang ve ark. (1999) Dar capli likit kromatografide, hidroklorotiazid ve
kaptopril'in  tayini icin ve iki Dbilesenli tablet formulasyonlarinin
kemiluminesans teshisinde birlestiriimigtir. Cqs dar c¢aph ters faz
kolonu,sodyum oktan sulfonat iyon gifti reaktifine uygun olarak kullaniimigtir.
Tiopronin i¢ standart olarak kullaniimigtir. Hidroklorotiazid igin dogrusal
konsantrasyon 0.6 — 200 umol/L ve Kaptopril icin 8 — 300 ug/mL olarak
belirlenmistir. Teghis limiti her bir hidroklorotiazid enjeksiyonunda Spmol ve
kaptopril icin 67 pmol'dir.30 ug/mL hidroklorotiazid i¢cin RSD(bagil standart
sapma) % 1.8 ve 66 umol/L kaptopril icin % 4.0°dir.
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Vries ve ark. (1993), Dilretik etken madde olan hidroklorotiazid temel olarak
ihmh bir sekilde hipertansiyon tedavisinde kullanilir, ve genellikle diger
hammaddelerle etkinlegtirilir. Bir insan plazmasindaki ve idrardaki
hidroklorotiazidin HPLC ile miktar tayini geligtitiimistir. Numuneler ¢6zucu
ekstaksiyonu ile saflastiriimis ve ters faz kromatografi ile Ultraviolede analiz
edilmistir. Bu calismada hidroflumetiazid kullaniimistir. Plazma gradient
sistem kullanilarak ayristirilmig ve idrar izokritik olarak analiz edilmigtir.Metot
baasitce uygulanir, hassastir (Plazmadaki dedeksiyon limiti 0.01 pg/mL ‘dir
ve idrarda ise 0.02 ug/mL ‘dir. Bu metot iyi bir tekrarlanabilirlik sergilemistir
(%3 - % 8). Metot oldukga kullanighdir fakat hastalar tzerinde numune

yuksek hassasiyetle analiz edilerek kullaniimalidir.

Idress ve Momani. (1998), Farmasotik tabletlerdeki hidroklorotiazid ve
enalapri maleat tayini igin bir HPLC prosedirli yayinlanmistir. Tiyofillil'in i¢
standart olarak kullanildigi % 15’lik asetonitrilin ¢ozucu olarak kullanildigi,
supelcosil LC-8 150%4.6 mm,5 ym kolonla yapilan yontemle mobil faz 3mM
tetrabutilamonyum hidroksi sulfat tamponu;Asetonitril;Su karisimindan olusup
pH’s1 4.1'e glasiyel asetik asit ile ayarlanmistir.Dedeksiyon 220 nm’de
gerceklesir. Metodun dogrusalligi, guvenirligi, segiciligi ve tekrarlanabilirligi

test edilmistir

Satana ve ark. (2001), Birinci dereceden tlrev UV spektrofotometri ve
yuksek performansli sivi kromatografisiHPLC) , birlestiriimis ila¢ dozaj
sekillerinde hidroklorotiazid ve valsartanin es zamanli tayini i¢in kullaniimistir.
Turev igleminde, etkin madde konsatrasyonu vesirasiyla valsartan ve
hidroklorotiazid i¢in 270.6 nm ve 335 nm’de ilk turev buyuklUkleri arasindaki
dogrusal iliski esas alinmistir. Kalibrasyon grafikleri, hidroklorotiazid igin 4.0 —
12.1 yg/mL ve valsartan igin 12.0 — 36.1 pg/mL oraninda dogrusaldir. Buna
ilaveten, 225 nm’de dedekte edilen UV ile yuksek performansli sivi
kromatografi islemi kiyaslanan metot icin gelistiriimistir. HPLC islemi icin 0.02
M Fosfat tamponu (pH 3.2):Asetonitril hacmen 55:45 oraninda karistirilarak

mobil faz yapiimisg ve ters faz kolon, hidroklorotiazid ve valsartan igin
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ayrilmasinda kullaniimistir. Valsartan ve Hidroklorotiazid sirasiyla 0,06 — 1,8
Mg/mL ve 0.07 — 0.5 yg/mL’de cizgisel olarak bulunan konsantrasyonlarina
karsilik her bir etkin maddenin i¢ standardinin pik alani orani gdsterilmistir.
Bu metodun amaci ticari tabletler ve laboratuarda hazirlanan karisimlarda bu

etkin maddelerin tayininin bagirili olarak yapilabilmesidir.

Ferthing ve ark. (2005), insan idrarindaki hidroklorotiazidin tayini igin
kullanilabilir bir dar ¢apli kromatografi HPLC’de geligtirilmistir. Calismadaki
ayirma isleminde mobil faz oalrak % 0.1 susuz asetik asit ve asetonitril (93:7,
viv) karisimi pH 3.0’e ayarlanarak Cig analitik kolon ve UV dedektor
kullaniimigtir. Metot, 2 — 50 pg/mL araliginda dogrusaldir. 50 uL idrarda
teshis limiti 1 pg/mL’dir. Bu metot hidroklorotiazidin dinamik ve
farmakokinetik farkliliklari oldugunda calismalarina yararhlik getirmek igin

kullaniimistir.

Bu ylUksek lisans tez c¢alismasinda, moeksipril ve hidroklorotiazid iceren
farmasotik preparatin kantitatif analizi, hi¢ bir ayirma islemi uygulanmadan
sinyal isleme ve c¢ok degiskenli kalibrasyon yontemleri gelistiriimesi
amaglanmistir. Geligtirilen yontemlerinin sonuglari, tirev spektrofotometri ve

sivi kromatografisi yontemleriyle karsilastiriimistir.
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2.GEREG VE YONTEM

2.1. Spektrofotometri

Spektroskopik yontemler, atomik ve molekuler spektroskopi seklinde
siniflandirilan genis bir analitik yontemler grubudur. Spektroskopi, ¢esitli tipte
Isinlarin madde ile etkilesmesini inceleyen bilim dal igin kullanilan bir
terimdir. Spektroskopi, 6nceleri sadece elektromanyetik radyasyon (EMR) ile
madde arasindaki etkilesmeleri incelerken, gunimizde madde ve diger
enerji turleri arasindaki etkilesmeleri de icerecek sekilde genigletiimistir.
Spektroskopik yontemler, EMR (i1s1din) kullanildigi  spektrofotometrik
yontemler ve diger enerji tirlerinin kullanildigi spektrofotometrik yontemler
seklinde iki genel sinifa ayrilir. Spektrofotometri elektromanyetik radyasyon

tarafindan tasinan enerjinin madde tarafindan absorpsiyonuna dayanir.

Elektromanyetik radyasyon, uzayda sabit hizda dogrusal olarak yayilan ve
yayllma ekseni boyunca sinus salinimlari seklinde birbirine dik elektrik ve
manyetik alanlardan ibarettir. Elektromanyetik radyasyonun (1s1gin) davranigi
dalga ve tanecik 6zellikleriyle aciklanan bir enerji seklidir.
1) Dalga karakteri: Uzayda sinuzoidal (dalga hareketleriyle) yayilan elektrik
ve manyetik vektorlere sahiptir. Spektrofotometride elektrik vektortu kullanilir.
Elektromanyetik radyasyon, hiz (c=3.0x10'® cm/s), genlik, frekans (u) ve
dalga boyu (A) gibi ¢esitli parametreler ile karakterize edilir.
2) Tanecik karakteri: Bir elektromanyetik radyasyon demeti ¢ok sayida
tanecikten olusur ve enerjisi asagidaki matematiksel ifadeyle verilir:

E=h.v (1) veya E=h.c/r (2)
formdilleriyle ifade edilir (h=plank sabiti=6.62x10%"erg.s ve c=3x10"%cm/s).
Bu esitliklere gore 1s19in dalga boyu buyudukge enerjisinin azalmasina

karsilik dalga boyu kiguldikge enerjisi artar.
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Isik; atom ve molekdiller tarafindan absorbe edilebilir. UV ve gorinur alandaki

IS1gin absorbsiyonu molekulu olusturan atomlarin bag elektronlari ile ilgilidir.

Absorbe edilen enerji kuantlidir ve elektronlarin disuk enerijili orbitallerden
(temel hal) daha yuksek enerijili orbitallere (uyariimis hal) gegmesine neden
olur. Ama her enerji absorbe edilemez; ancak iki enerji seviyesi arasindaki

farka esit bir enerji absorbe edilebilir (Sekil 2.1.).

UV ve gorunur alandaki 1s19in absorbsiyonu ayni zamanda bir molekulun
vibrasyonel ve rotasyonel enerji seviyelerinde de degisiklige neden olur;
cunku bir molekulun toplam enerjisi:

Etoplam = Eelektronik + Etitregim + Edé’)nme + Eételenme
dur ve her bir elektronik enerji seviyesi ¢ok sayida vibrasyonel ve rotasyonel

enerji seviyesinden meydana gelmistir (Sekil 2.2).

Enerji A

Eo

AE=E>—-Ej=hvV

Ej

Sekil 2.1. Eneriji seviyeleri arasindaki fark

Elektronik enerji diger enerjilerden buyuktur. Bu nedenle elektronik uyariima
sirasinda vibrasyonel ve rotasyonel enerji seviyelerinde de degisme olur.
Vibrasyonel ve rotasyonel enerjiler molekuldeki atomlarin titresmesi ve
molekulin dénmesi ile ilgilidir. Translasyon enerjisi molekllin batininin

otelenme hareketi ile ilgilidir ve en dusuk enerjili harekettir.
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— rotasyonel
—— vibrasyonel

—» Elektronik ( Uyarilmisg)

p— —» rotasyonel
—_—  — vibrasyonel

Ej ——+ Elektronik (Temel)

Sekil 2.2. Molekuldeki enerji seviyeleri.

iki temel tip molekiiler enerji cesidi vardir:

i-Elektronik uyariima: 35-150 Kcal/mol, yani kimyasal baglar seviyesinde bir
enerji (200-800 nm’deki 1g1k) ile gergeklesebilir. Bu olay sonucunda
elektronlar daha yuksek enerjili orbitallere (antibag orbitalleri) ¢ikarlar. Bu
gegigler sirasinda UV ve gorunur alan spektrumu meydana gelir.

ii-Ntikleer vibrasyon: 1-15 Kcal/mol derecesinde bir enerji (2-25 mikrondaki
Isik) ile gercgeklesebilir ve bu olay sonucunda infrared (IR) spektrumu

meydana gelir.

Hangi spektrum bolgesinde olursa olsun belli bir dalga boyundaki 1s1gin
absorpsiyonu enerjiyi absorbe etme kapasitesine sahip bir yapinin varliginin
goOstergesidir. Bu en kolay, dalga boyunun dizenli olarak degistirilerek bir
maddenin Uzerine dusUrilmesinden sonra, 1s1din gegmeden Once ve
gectikten sonraki siddetinin Olgulmesi ile belirlenir. Absorpsiyonun oldugu
veya 1g1din gectigi dalga boylari kaydedilir. Absorpsiyon miktarinin dalga
boyunun bir fonksiyonu olarak kaydedilmesi sonucunda “absorpsiyon

spektrumu” elde edilir.

Atomlarin elektronik uyarilmalari sonucunda her bir yuksek enerjili atomik
orbitale gecise karsilik fotograf plaginda bir ¢izgi gozlenir. Bir atomda da

birden ¢ok fazla sayida atomik orbital oldugu igin bu tlr uyariima igin gok
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sayida c¢izgiden meydana gelen “gizgi spektrumu” goérilir (atomik

absorpsiyon spektrofotometresi).

Molekullerde ise birden fazla sayida atom igermeleri nedeni ile absorpsiyon
sonucunda atomlar igin gbzlenen ¢izgilerin bir araya gelmesi s6z konusudur

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

= —
elektronik enerji seviyeleri
— —r —— vibrasyonel eneriji seviyeleri
— —— rotasyonel enerji seviyeleri
E2 [ | elektronik gegcisler
A
E, M\
<
(2]
c
®©
2
(e}
[}
Q
< ‘ H
E, nll h“ ||HH H““'“IH .

A

Sekil 2.3. Surekli spektrum (molekuldeki elektronik gegisler ve UV-goriinir alan spektrum)

Isik absorbsiyonu spektrofotometrelerde olgulir. Bu dlgim atom, iyon veya
molekul Uzerine gonderilen 1s1din siddeti (lo) ile gecen 1s1gin giddeti (1)

arasindaki farkin élgimu seklindedir (Sekil 2.4.).
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A /
\ 4
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Sekil 2.4. Numune Uzerine génderilen (l,) ve ¢ikan (1) 1s1§1n siddeti

(/=151§1In numune i¢inde aldigi yol)

Isigin  absorbsiyonunun Uzerine dustigu atom, iyon veya molekulin
konsantrasyonu ile orantili olarak ilk kez Lambert ve Beer tarafindan ortaya

konulmustur.

Beer'e gore ayni derinlikte bir ¢cozeltiden gegen ve ¢ozelti tarafindan absorbe
edilen monokromatik bir 1sIn demetinin siddeti ¢bzeltinin konsantrasyonuyla
logaritmik, Ustel veya geometrik olarak azalir. Beer yaklagiminin

matematiksel ifadesi,

| =1,.10°C (3) seklinde verilir.
I, gelen i1sinin siddeti, | ¢ozeltiyi terkeden i1sinin siddeti, a ¢ozeltinin turline ve
monokromatik 1sinin dalga boyuna bagli bir sabit, C ise ¢o6zeltinin
konsantrasyonudur.
Lambert’e gore, bir gozeltiden gegen monokromatik bir isin demetinin siddeti,
¢cozelti iginde aldidi yolla logaritmik, Ustel veya geometrik olarak azalir. Bu

gercgek logaritmik olarak;

I=1,.10% (4) seklinde gosterilir.
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(I = ¢bzeltinin derinligi)
Yukarida agiklanan iki kanun birlestirilerek,

| =1,.10%C (5)
denklemi elde edilir.
Burada: | = Numuneyi terk eden 1g1gin siddeti,
lo = Numune Uzerine gonderilen 1s1gin siddeti,
¢ = Molar absorpsiyon katsayisi,
C = Absorpsiyon yapanin konsantrasyonu,
I = 1s131in numune i¢erisinde aldigi yol (cm)’dur.
Esitligin eksi logaritmasi alinirsa,
loglo/1=E.ILC (6) olur.
Log I, / | ye absorbans denir ve A ile gosterilir. E ise absorbtivite katsayisi

olup, bu katsayi secilen dalga boyuna gore degisir.
A=logl,/1=E.ILC (7)

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

seklinde verilir ve bu esitlikten konsantrasyon (C) hesaplanabilir.

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

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

ii) Kimyasal maddelerden kaynaklanan sapmalar: Olgiim yapilan ¢dzeltide

meydana gelen iyonlara ayrisma, birlesme, kompleks olugsumu, fosforesans
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ve fluoresans olaylari, ¢ozeltinin pH’s1 ve ortam 1sisi gibi olaylar nedeniyle
sapmalar gozlenir.

iif) Analizci hatasindan ileri gelen sapmalar: Analizcinin dikkatsizligi ve
bilgisizliginden ileri gelen uygun olmayan c¢oOzuculerle calismak, yuksek
absorblama konsantrasyonlarinda ¢alismak, ¢ozelti icinde kabarciklar ve asili
parcaciklarin bulunmasi, ¢ozeltinin olguldugu kabin kirli ve ¢izik olmasi gibi
sebeplerden 6tlirti sapmalar olabilir (Ding, 1996; Ustiindag ,2003; Kayapinar,
2007; Kaya 2007).

2.1.1. UV ve Goriinur Alan Spektrofotometrisi

Gorunur 1sik toplam elektromanyetik radyasyonun ¢ok dusuk bir bolumuaduar
(400-800 nm) ve insan gozu tarafindan renk olarak gorulir. 400 nm olan alt
ucunda mor renk vardir ve gokkusagdi renklerini takip ederek 800 nm olan ust
sinira geldiginde kirmizi renk gorultr. Goértndr 1s1gin altindaki bolgeye (100—
400 nm) “UV” bdlgesi, Ustlindeki bolgeye ise (800 nm-25p) “infrared” bélgesi
ad verilir (Sekil 2.5.).

X-1ginlart Yumusak Vakum  Yakin Gorunur Yakin  Temel Uzak
X-i1sinlar UV uv bdlge IR IR IR

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

Sekil 2.5. Elektromanyetik radyasyonun spektral alanlari.

Molekullerin elektromanyetik dalgalarla, 6zellikle ultraviyole, gérundr alan ve
enfraruj 1sinlari ile uyariimasi sonucu meydana gelen absorbsiyondan,

molekdl hakkinda kalitatif ve kantitatif bilgi edinmek mUimkdndar



30

(Absorbsiyon spektroskopisi). UV ve gorundr alandaki 1sik kullanildiginda
bilesiklerdeki atomlarin dis elektronlari, cinslerine ve konumlarina gore bu
1Is1gin belli dalga boylarini absorbe ederler ki bu o6zellik dig elektronlarin
uyariilmasina dayandigindan bu ydntem, gorundr ve ultraviyole alan
spektroskopisi veya elektron spektroskopisi adini alir. Bu yontemden
maddelerin yapi aydinlatmalarinda ve kantitatif tayinlerinde yararlanilir. UV
ve gorunur alan sogurma teknikleri, maddelerin yaklagik 190-900 nm dalga
boylari araliginda 1s1k sogurmasi Ol¢gimlerine dayanan analitik yontemleri

kapsar.

UV-Gorunur alan absorbsiyon spektroskopisi, kantitatif amaclarla en yaygin
kullanilan yéntemlerden biridir. Hem organik hem de inorganik maddelerin
tayininde kullanilabilmesi, son zamanlardaki gelismelerle 10°=10" M civarina
kadar duyarli olmasi bu yontemi cekici hale getirmektedir. Yine bu yontemle
iyi bir kesinlik ve dogruluk saglamak mumkunduar. Zira yontemin bagil
dogruluktan sapmasinin % 1-3 arasinda oldugu, bazi tedbirler alinarak bu
belirsizligin ¢cok daha asagi dusurulebildigi belirtilmistir. Bunlardan bagka
yontemin kolay veri elde etmede fark edilir bir UstunlGgundn oldugunu

belirtmek gerekir.

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

1- Isik kaynagi

2- Monokromator
a) Isik girig araligi
b) Prizma

c) Isik ¢ikis arahgi
3
4
5
6
7

Yansitici ayna ve bdlucu

Aynalar

Numune ve referans kaplari
Dedektor

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



32

2.2. Kemometri

Gunumuzde bilgisayar, yazilim, istatistik ve uygulamali matematik alanlarindaki
gelismeler, kimya alaninda, Ozellikle de analitik kimya’da kompleks sistemlerin
¢OzUmu igin kemometri adi verilen yeni bir disiplinin dogusuna neden olmustur.
Bu gelismeler, analitik kimya ve komsu branslardaki arastirmacilara, analitik
problemlerin ¢ézimuinde yeni olanaklar saglayan gok boyutlu ve ¢ok degiskenli
parametrelerin  kullanildigi kemometrik yontemlerle yeni c¢alisma alanlari
dogurmustur. Kemometri, istatistik ve matematik ile birlikte bilgisayar kullanarak
kimyasal verilerin islenmesini kapsayan bir kimya disiplindir. Kemometri,
kimyasal analizlerde, kimyasal verilerden gergek bilginin ektraksiyonunu veya
sakli bilgilerin agida ¢ikarilmasina olanak taniyan guglu bir aragtir. Kemometrinin

temel uygulama alanlarindan biri de analitik kimyadir.

Kemometri kelime olarak, 1970’li yillarda istatistik ve matematiksel yontemler ile
birlikte bilgisayar ve yazilimlarin kullanildigi kimyadaki uygulamalari i¢in s6zu
edilmeye baslanmistir. Kemometri kavrami, 1972 yilinda isvegli Svante Wold ve
Amerikall Bruce R. Kowalski tarafindan ileri surtldt ve 1974 yilinda uluslararasi
kemometri dernegi tarafindan bu disiplinin ilk resmi agiklamasi yapildi. izleyen
yillarda, diinyada, ulusal ve uluslararasi kemometri konferanslarinin da organize

edildigi gozlenmektedir.

Bugun analitik kimyada kemometri disiplininin tanimi, konulari ve ¢bézim getirdigi
problemler igin artan yogunlukta ve ¢ok sayida kitabinin yayinlandigi
gorulmektedir. Bu disiplinin ortaya atildigi ginden itibaren kemometrik yontemler
ve uygulamalari ile ilgili derleme makaleler ve 0&gdretici ders notlari
yayinlanmistir. ( 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;
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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)

Bu kemometrik yontemlere ragbet edilmesi, kimya ve de analitik kimyada
kompleks numunelerin analizinde hizli, dogru, kesin ve guvenilir sonuglara
ulasmak igin esnek ve ¢ok yonli ¢ézimler sunmasina baglanabilir. Yapilan
bilimsel ¢alismalarin sonucu yayinlanan makaleler gostermistir ki son 15 yil
icinde analitik problemlerin ¢ozumu icin gelismis analitik cihazlardan elde edilen
cok degiskenli ve c¢ok boyutlu Olcim verilerinin iglenmesi icin kemometrik

yontemlerin en buyuk kullanicisi analitik kimyacilardir.

Kemometri igerik olarak, tanimlayici ve agiklayici istatistik (descriptive and
inference statistics), sinyal isleme (signal processing), deneysel tasarim
(experimental design) , modelleme (modeling), kalibrasyon (calibration),
optimizasyon (optimization), yap! tanima (pattern recognition), siniflandirma
(classification), yapay akil yontemleri (Artificial intelligence methods), gorunti
isleme (image processing), bilgi ve sistem kurami (information and system

theory) gibi kavram ve uygulamalari kemometrinin konularini olugturmaktadir.

Analitik verilerin islenmesinde, istatistik ve uygulamali matematik kemometrinin
temel araglaridir. Sinyallerin islenmesi, duzlestirme (smoothing), filtreleme
(filtering), tlrev ve integrasyon igin kullanilan algoritmalar vasitasiyla
gerceklestirilir. Fourier ve dalgacik donusimu gibi yontemler sinyal islemek igin
kullanilan yontemlerdir. YUksek verimli deneysel ¢calismalar, deneysel tasarim ve
kantitatif degerlendirme yontemlerine dayanir. Deneysel tasarim ve kantitatif
degerlendirmeler matematiksel modeller veya tasarimlar vasitasiyla bagarilabilir.
Deneysel tasarim ve optimizasyon konusunda ¢ok sayida teknik bilgi notu ve
kitap istatistikciler tarafindan yazilmistir. Bu konuda ilk analitik uygulamali

kitaplardan biri Cornell tarafindan yaziimistir (Cornell, 1990). Dogrusal olmayan
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kompleks sistemlerde kalitatif ve kantitatif analizlerde yapay zeka yontemleri
olarak yapay sinir aglari yontemleri, kemometrik calismalarda yaygin olarak

kullaniimaktadir.

Kemometrik yontemlerin en buyuk kullanicisi analitik kimyacilar olmakla birlikte,
laboratuvar ve analiz c¢alismasi yapan komsu branglarda da kullanildigi
yayinlanan egitici notlardan ve yayinlanan bilimsel makalelerden
g6zlenmektedir. Kemometrinin farkli disiplinler ile iligkileri sekil 2.7. de

sunulmaktadir (Vandeginste ve ark., 1998;)

o

. O <
72 O \(\-\«\‘!a a8
N <w
©
Programlama . P . Uygulama
ve hesaplama KEMOMETRI Analitik Kimya Sanayi alanlar
G/O'e 5
X A e,
o e‘\d\%\\* /3/4‘/,04' g
W .

Sekil 2.7. Kemometrinin iligkili oldugu disiplinler

Sekil 2.7. de goruldigu gibi kemometrik ¢alismalarda, analitik kimyacilarin ve
diger ilgili disiplinlerin ihtiyaclari dlgisinde uygulamali matematik ve istatistik
bilgisine sahip olmalari gerektirdigi agiktir. Burada programlama ve hesaplama
¢ok oOnemlidir. Kemometrik uygulamalarin ¢odu kompleks hesaplamalar
icermektedir. Bu hesaplamalari elle veya basit hesap makinalariyla
gerceklestirmek mumkun olmadigi icin bilgisayar programlarina ihtiyag vardir.
Kemometrik hesaplamalarda genellikle EXCEL, MATLAB ve diger paket

programlar kullaniimaktadir.
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Kemometri, analitik kimya, adli tip, biyoloji, gida kimyasi, ¢cevre kimyasi, arkeoloji
gibi alanlarda kullaniimaktadir. Fizikokimyacilar ve malzeme bilimciler, sinyal
isleme ve c¢ok degiskenli verilerin analizinde kemometrik yontemleri
uyguladiklari gorilmektedir. Organik kimyacilar ve farmasétik kimyacilar,
reaksiyon kosullarinin optimizasyonunda deneysel tasarim ve ila¢ tasariminda

yapi etki iliskisi calismalarinda kemometrinin araglarini kullanmaktadirlar.

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

kemometrik yontemler olan PCR ve PLS algoritmalari asagida sunulmaktadir.

2.2.1. Cok Degiskenli Kalibrasyon Algoritmalari

(Multivariate Calibration Algorithms)

Temel Bilesen Regresyon Yontemi

(Principal component regression method)

Kemometrik kalibrasyon ydntemlerden birisi olan temel bilesen regresyon
yontemi, konsantrasyon seti igin dlglulen absorbans verilerinin dekomposizyonu
ile birbirine dik (ortogonal) dogrular elde edilmesi esasina dayanir. Bu elde

edilen dogrular kurulacak kalibrasyonun koordinat sistemidir.
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Burada aciklanan PCR algoritmasi Martens ve Naes (1984) tarafindan verilen
semaya gore acgiklanmaktadir. PCR kalibrasyonu kurulmasindaki basamaklar

asagidaki bicimdedir:

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

(eigen vector) kalibrasyonun dogrusal bilesenidir.

PCR algoritmasinda genel dogrusal regresyon denklemi asagidaki bicimde

yazilabilir:
C=a+b A (1)

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

bilesenlerin ve C—loading matriksinin (q) ¢carpimindan elde edilir:
b=Pq )

Burada P 6z vektorlerin matriksidir. Oz vektérler kolon matriksi en uygun 6z
degere (faktore) ya da 6z degerlere (faktorlere) karsilik gelmektedir. Burada q
vektori C-loadings olarak adlandiriir ve T (sayl matriksi) tzerinden C’nin
regresyonu ile tayin edilir:

q=D.T" .Yo (3)

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

asagidaki esitlilkten elde edilebilir :



37

th = AO.P1 (4)

Ortalanmis absorbans ve konsantrasyon, A, ve C, ile gosterilebilir. Burada a
sabiti genel dogrusal regresyon denklemi kullanilarak asagidaki egitlikten

hesaplanabilir :

a=Co—A'yb (5)

Herbir asamada elde edilen degerler 1 no’lu denklemde vyerine konarak
numunede bilinmeyen konsantrasyonu hesaplanabilir.

a) Yontemin avantajlari; i) dalga boyu secimi gerektirmez, genellikle batin
spektral alan ya da bu spektral alanin genig bir bolgesi kullanilabilir, i)  ¢ok
bilesen analiz icin kullanilabilir, jii) PCR data iglemleri igin ve kalibrasyondaki
katsayilarinin hesaplanmasinda ILS regresyon isleminin kullaniimasina olanak
tanir. iv) analiz edilecek bilesenlerin bilinmesi sartiyla gok kompleks karigimlar
icin kullanilabilir, v) bazen orijinal kalibrasyon karisimlarinda bulunan fakat
numunede bulunmayan bilesenli numunelerin miktar tayininde kullanilabilir, vi)
kalibrasyon igin dlgulen absorbanslarin dekomposizyon igleminden sonra uygun
0z vektorlere karsilik secilen 6z degerlerin deneysel ortamdan ve Olgim

aletlerinden gelen guraltandn eliminasyonuna olanak tanir.

b) Ybéntemin dezavantajlari; i) hesaplamalar klasik yontemlere goére daha
yavastir, i) ydntemin optimizasyonu temel kalibrasyon komponentlerinin
bazilarinin bilinmesini gerektirir (anlagiimasi ve yorumlanmasi ¢ok kompleks
modeller igin), iii) kalibrasyon icin temel alinan vektorler analiz edilecek
bilegsenlere karsilik gelmeyebilir, iv) genellikle cok sayida kalibrasyon
numunesinin kullaniimasi dogru bir kalibrasyon icin gereklidir, v) kalibrasyon
numunelerinin hazirlanmasi bilegenlerin konsantrasyonlari ile dogrusalliktan

uzaklagsmalari nedeniyle zordur.
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Kismi En Kiiciik Kareler Yontemi

(Partial Least Squares Regression Method)

Kemometrik kalibrasyonlardan en yagin ve populer olani PLS yontemidir. PLS
yonteminde kalibrasyonun kurulmasi icin 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 gikariimasindadir. PLS kalibrasyonunun
PLS1 ve PLS2 seklinde iki tipi s6z konusudur. PLS1 de bir bilesik model
icerisinde iken; PLS2 de butun bilesikler modele dahil edilmektedir.

PLS kalibrasyonu, sayi vektorleri vasitasiyla X- ve Y-bloklari arasindaki iligkiye
dayanir. PLS algoritmasina gore sifir etrafinda merkezilestirilmis X-degiskeninin
matrisi ve sifir etrafinda merkezilestiriimis Y-degiskeninin pargalanmasi

asagidaki bigimde verilir.

J A J J
_ — > >
Al P
/ X =17 + E
N A N N

Sekil 2.8. PLS2 kalibrasyonu

X=TP'+E
Y=UQ'+F (6)
Y=XB+F

B=W (P'W)'Q"
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Burada X= bagimli degisken (6rnegin absorbans verileri), Y = bagimsiz
degisken ( 0rnegin konsantrasyon), T = X i¢cin sayl matrisi, U= Y i¢in sayl matrisi,
P = X i¢in yuk matrisi Q=Y icin yuk 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 egitlikte

yerine yazilarak hesaplanir .

a) Yontemin avantajlari; i) PLS kalibrasyon iglemi CLS ve ILS hesap tekniklerini
kapsamaktadir, i) tek agsamali bir dekomposizyon ve regresyon iglemi gerektirir,
kalibrasyonda kullanilan 6z vektorler analiz edilen bilesenler ile en genis ortak
spektral degisimin oldugu bdlgede dogrudan iligkilidir, i) kalibrasyonlar
genellikle kalibrasyon setinin bilinmeyen numunelerden beklenen degisik
konsantrasyonlarini yansitmasi daha fazla glvenirlik saglayacaktir, iv) yalnizca
analiz edilecek bilesenlerin bilinmesi sartiyla kompleks karisimlar igin
kullanilabilir, v) bazi durumlarda orijinal kalibrasyon karigimlarinda bulunan fakat
numunede olmayan bilegenli numunelerin miktar tayininde kullanilabilir, vi) bu
tekniklerin hepsi spektral kantitatif analiz i¢in uygulanirken literatirdeki sebepler
genellikle PLS’nin tahmin guclinin ylksek oldugunu gdstermektedir. Birgok

durumda PLS metodlari PCR’den daha iyi sonuglar verir.

b) Yéntemin dezavantajlari; i) PLS hesaplamalari klasik metodlardan daha
yavastir, if) PLS modellerin anlasilmasi ve yorumlanmasi zor olup son derece
soyuttur, iii) genellikle ¢ok sayida numune igin dogru bir kalibrasyon gereklidir,
iv) kalibrasyon numunelerinin hazirlanmasi bilesenlerin konsantrasyonlari ile

dogrusalliktan uzaklagmalari nedeniyle zordur.
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2.2.2. Kalibrasyon (Konsantrasyon) Setinin Tasarimi

Kemometrik (PCR, PLS) Kkalibrasyonlar icin kalibrasyon seti ya rastgele
(randomly) vyada analizi yapilacak numunede yer alan maddelerin
konsantrasyonlarini icerecek sekilde kalibrasyon (konsantrasyon) setinin
tasarimi yapilir. Simetrik kalibrasyon setinin planlamasinda analiz edilecek
maddelerin  konsantrasyonlari, kalibrasyon setinin icinde ana kimenin
permutasyonlari seklinde alt kimeler olusturmalidir. Kemometrik ¢alismalarda
rastgele kalibrasyon setinin hazirlanmasindan ziyade, analiz edilecek
maddelerin  konsantrasyonlarina gore simetrik bir kalibrasyon setinin
hazirlanmasi, elde edilecek sonuglarin dogrulugu ve hatalarin minimize edilmesi
acisindan tercih edilecek bir durumdur. Calismalarda konsantrasyon (derigim)
seti hazirlamasinda, g¢esitli tasarim gsekilleri verilmekle birlikte rastgele

hazirlanan konsantrasyon setleride kullaniimaktadir.

2.2.3. Gapraz Validasyon islemi (Cross-validation Procedure)

Kemometrik  kalibrasyonlarin  validasyonu i¢in kalibrasyonu ve tayin
basamaklarinda kalibrasyonun standart hatasi (mean squares error of
validations — MSEC) ve tayinin (tahminin) standart hatasi (mean squares error
of cross validations — MSECV) gibi parametreler kullaniimaktadir. MSEC ve
MSECV degerlerinin  minumum vyapan faktor sayisi kalibrasyon kosullari

kullanilir.

PCR ve PLS kalibrasyonlarinin kurulmasinda faktor segimi igin capraz
validasyon iglemi (cross-validation procedure) kullanilir. Bunun igin hesaplanan

MSEC ve MSECYV degerleri faktér sayisina karsi grafige gegilir ve ilk minimum



41

MSEC ve MSECV degerlerine karsilik gelen faktor sayisi kalibrasyonlarda
dikkate alinir. (Ding E. 2007).

2.2.4. Surekli dalgacik donusiimii (SDD) (Wavelet Transform)

Dalgaciklar (wavelets), skala (genisleme) parametresi (D(x) — D(2x)) ve kayma
parametresi  (D(x)—>D(x+1) kullanilarak temel bir fonksiyondan Uretilen

matematiksel fonksiyonlardir.

SDDab (X)=—— ‘P[X'bJ, a,beR, az0 (7)

NET

Dalgacik temelli fonksiyonlar iginde bir sinyalin projeksiyonu, dalgacik
donusumu (wavelet transform) olarak adlandirilir. Strekli donisumde ise skala
(a) ve kaymaya (b) karsilik gelen dalgacik, ana dalgacik (mother wavelet) olarak
adlandinlir ve elde edilen dalgacik fonksiyonu ile sinyal fonksiyonunun i¢
carpimlari, sdrekli dalgacik déniigtim (continuous wavelet transform) yontemidir.
Bir f (x) fonksiyonunun siirekli dalgacik dénisimi (SDD) asagidaki esitlik ile

verilebilir:

SDD {f (X); a.bj= [~ F (X)W (X)
= (0. v,,) (8)

Vektorlerin donlsiminde, vektorlerin 2" sayida olgim verisini icermesi 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) donusum yontemleri asagidaki gibi 6zetlenebilir:
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Dalgaciklar

ailesi Dalgacik sekilleri ve kodlari
Haar ‘haar’

Mexican Hat

Function ‘mexh’

Daubechies ‘db1 ve ‘db2'...,’db10

Coiflets ‘coift’, ... ,’coifs’

Symlets ‘sym2’, ...,’'sym8’

Discrete Meyer

Biorthogonal

Reverse

Biorthogonal

Gauss
Meyer
Morlet

‘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’, ‘biord.4’, ‘biorb.5’,
‘bior6.8’

‘rbio1.1°, ‘rbio1.3’, ‘rbio1.5’, ‘rbio2.2’, ‘rbio2.4’, ‘rbio2.6’,
‘rbio2.8’, ‘rbio3.1,

‘rbio3.3’, rbio3.5’, ‘rbio3.7’, ‘rbio3.9’, ‘rbio4.4’, rbio5.5’,
rbio6.8’

‘gaus?’, ..., ‘gaus8’

‘meyr’

‘morl’
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2.2.6. Surekli dalgacik doniuglimi-sifir kesim yontemi

Tez kapsamindaki ilag karigimlarinin analizinde, girisim yapan orijinal
absorpsiyon spektrumlarina surekli dalgacik teknigi uygulandiktan sonra klasik
sifir teknigi yardimiyla hesaplanan dogru denklemleriyle karisimlardaki ilag
maddelerinin analizi gergeklestirilecektir. Bu yontem, surekli dalgacik donusum
(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).

Spektrofotometrik bir galismada, M ve N bilesiklerini iceren ikili bir karigim
dikkate alindiginda ve bu karisimin A; dalga boyunda absorbansi Olgulurse,
asagidaki esitlik yazilabilir:

Avar, 4 = amai Cm + PBn.ai Cn 9)
Bu esitlikte, Axar 4i A dalga boyunda karigimin absorbansi. ama  ve PBai
katsayilari M ve N bilegiklerinin absorbans katsayilaridir. Cy ve Cy bilegiklerin

derisimleridir.

Eger SDD sinyal isleme yodntemi, 1 nolu denkleme uygulanirsa, asagidaki

denklem yazilabilir :

SDD [Akar,xi]: SDD [aM,M]CM + SDD [BN,M]CM (1 0)

Yukaridaki 2 nolu esitlik SDD-katsayisi cinsinden ifade edilebilir:
Cap (Agari )=SDD [@a:]Cy + SDD [ By ]Cuy (11)
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Karigimdaki saf bilegiklerin orjinal spektrumlarinin maksimum ve minimum
absorbans verdigi noktalarda SDD-spektrumlari da sifir noktalalarindan
gececektir. Bu matematiksel  gerekliik g6z  Onune  alindiginda
eger SDD [ By ;|Cy = 0 ise asagdidaki sonug yazilabilir:

Cap (Akar,xi) =SDD | aM,M]CM (12)

12 nolu esitlige gore karisgimdaki M  bilesiginin  konsantrasyonu,

Cap (Aaryi) dederi ile orantiidir. Bu matematiksel iliski sirekli dalgacik

donusum-sifir kesim ydnteminin temelini olusturmaktadir.

Karigimdaki M bilesiginin miktar tayini icin artan derigsimlerde M bilegiginin

standart serisi hazirlanir ve Kkarsilik gelen Ca’b(A degerleri Olcllerek

M,M)
kalibrasyonu grafigi elde edilir. Ayni iglem karigim numuneleri igin uygulanarak

olgilen C,, (Akar,m) degerleri, yukarida M bilesigi icin hesaplanan kalibrasyon

dekleminde yerine konarak karigimdaki M bilegiginin konsantrasyonu
hesaplanir. Bu iglem karigimdaki N bilesigi icin de tekrar edilir. (E. Ding, D.
Baleanu, 2007; E. Ding, D. Baleanu, 2006; E. Ding, D. Baleanu, 2004a; E. Ding,
D. Baleanu, 2004b; E. Ding, M. Kanbur, D. Baleanu, 2005; E. Ding, D.
Baleanu, O Ustiindag, 2003; E. Ding, D. Baleanu, A. Tasg, 2006)
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2.3. Geregler

2.3.1. Kullanilan Cihaz ve Geregler

Shimadzu Auto Sampler SIL 20 A HPLC Sistem

HPLC sistemi bir DAD ( Diode Array Dedector) sistemi ile birlikte.
GL Science Inertsil® ODS 3V HPLC Kolonu.

Agilent Vial

Spektrofotometre (UV/ VIS): Shimadzu UV- 2550

Kuvartz kuvet

Hassas terazi: Schimadzu Libror AEG-220

Manyetik karigtirici: lkamak RH Jonke & Kunkel IKA (Labortechnik)
Magnet

Pipet (1-10 mL)

Sartorius Minisart tek kullanimhik membran filtre (Gézenek ¢api = 0,45 ym)
Balon joje (25-250 mL)

Beher

2.3.2. Kullanilan Bilgisayar Yazilimlar

Microsoft Excel

Matlab 7.10 Software

PLS Toolbox 3.5 Software
Shimadzu LC Solution Software
UV Probe 2.33



2.3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Metanol (Merck)
Potasyum Dihidrojen Fosfat(Ko;HPO4)

2.3.4. Analiz Edilen Bilesiklerin Ticari Preaparati
Fempress PLUS® (Tablet) Actavis Deutschland

Moeksipril hidroklorar: ......... 15.0 mg
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3. BULGULAR

Bir kombine farmasotik preparattaki MOEX ve HCT bilegiklerinin kantitatif
analizine ¢ok degiskenli kalibrasyona ve sinyal islemeye dayali kemometrik
yontemler gelistiriimesi amaglandi. Bu kapsamda, MOEX ve HCT karisiminin
¢cok degiskenli kalibrasyon yontemleriyle analizi igcin ¢ok degiskenli kalibrasyon
yontemi kalibrasyon yontemleri gelistirildi. Bu ydontemler PCR (Temel bilesen
regresyon yontemi) ve PLS (Kismi en kiguk kareler yontemi) olarak adlandirilir.
Ayrica MOEX - HCT karisiminin analizi i¢in sinyal igsleme yontemi (Doubechies
surekli dalgacik donisim — db5-SDD) gelistirildi. Bu yontemin gelistiriimesinde
optimal kosullarin bulunmasi en yuksek geri kazanim sonuglarina gore saptandi.
Geligtirilen kemometrik yontemler MOEX ve HCT igeren yapay karigimlarin ve

tabletlerin kantitatif analizine uygulandi.

Tez kapsaminda MOEX ve HCT bilesiklerinin ayni anda kantitatif analizi igin
gelistirilen c¢ok degiskenli kalibrasyon ve sinyal isleme ydntemlerini
karsilastirmak amaciyla tlrev spektrofotometri ve ylksek basingli sivi
kromatografisi gelistirilerek karsilastirma ydntemleri olarak karigimlardaki MOEX

ve HCT’nin analizine uygulandi.

3.1. Cok Degiskenli Kalibrasyon Yontemleri

Cok Degiskenli kalibrasyon yodntemleri olarak PCR, PLS kalibrasyonlarinin
uygulamasi igin spektral kosullarin optimizasyonu ve optimal kalibrasyon setinin
hazirlanmasi icin 6n c¢alismalar yapildi. Saptanan spektral kosullarda
kalibrasyon setinin ve numunelerin 200-305 nm dalga boyu araliginda AA=0.05

nm araliklar ile absorpsiyon spektrumlari gizdirildi ve bilgisayarin hafizasina
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kaydedildi. Kemometrik kalibrasyonlar, bilgisayarin hafizasina kaydedilen
konsantrasyon (kalibrasyon) setinin spektrumlari ¢cagrilarak 218-290 nm dalga
boyu bolgesinde 1441 x 36 boyutunda absorbans setinin matrisi kullanilarak
elde edildi. Bu iglem igin PCR ve PLS algoritmalari konsantrasyon setine (36 x
2) ve absorbans setine (1441 x 36), Bolim 2.2.1.1 ce 2.2.1.2 de acgiklandidi gibi
uygulanarak PCR ve PLS kalibrasyonlari hesaplandi. Bu ¢ok degiskenli PCR ve
PLS yontemleri yapay karisimlardaki ve tabletlerdeki MOEX ve HCT analizine
uygulandi.

3.1.1. Kalibrasyon Setinin Hazirlanmasi

Calismada PCR ve PLS kalibrasyonlari igin metanol igerisinde MOEX igin 1.0-
18.0 pg/mL ve HCT igin 1.0-18.0 ug/mL konsantrasyon araliginda her iki bilesigi
iceren 36 degisik kompozisyonda simetrik bir kalibrasyon seti hazirlandi. Bu

hazirlanan konsantrasyon seti Cizelge 3.1. de sunulmaktadir.



Cizelge 3.1. MOEX ve HCT analizi i¢in konsantrasyon seti

Konsantrasyon seti

Konsantrasyon Konsantrasyon
(Mg/mL) (Mg/mL)

No. MOEX HCT No. MOEX HCT
1 1 1 19 10 1
2 1 2 20 10 2
3 1 6 21 10 6
4 1 10 22 10 10
5 1 14 23 10 14
6 1 18 24 10 18
7 2 1 25 14 1
8 2 2 26 14 2
9 2 6 27 14 6
10 2 10 28 14 10
11 2 14 29 14 14
12 2 18 30 14 18
13 6 1 31 18 1
14 6 2 32 18 2
15 6 6 33 18 6
16 6 10 34 18 10
17 6 14 35 18 14
18 6 18 36 18 18
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PLS ve PCR kalibrasyonlari i¢cin Cizelge 3.1.'de gosterildigi gibi simetrik bir

konsantrasyon seti hazirlandi.Bu simetrik konsantrasyonun faydasi rastgele

olugabilecek hatalarin minimize edilmesidir.

Cizelge 3.1.deki

simetrik

kalibrasyon setinin iki boyutlu duzlemdeki projeksiyon grafigi Sekil 3.1.de

gOrulmektedir.
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Sekil 3.1. Kalibrasyon setinin iki boyutlu diizlemdeki grafigi

Analizi yapilacak bilegikleri iceren simetrik konsantrasyon seti 1.0-18.0 yg/mL
calisma araliginda olup, farmasétik preparatta yer alan MOEX ve HCT'’in

seyreltiimig konsantrasyonlarini kapsamaktadir.
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3.1.2. Cok Degiskenli Kalibrasyonlarin Absorpsiyon Spektrumlarina

Uygulamasinda Spektral Kosullarin Optimizasyonu

Analitik yontemlerin gelistiriimesinde optimal deneysel kosullarin saptanmasi
yasamsal oOneme sahiptir. Bu kapsamda PCR ve PLS yontemlerinin
uygulanmasinda, MOEX ve HCT spektrumlarin veya spektral verilerin elde
edilmesi i¢cin metanolin uygun ¢6zicl oldugu saptandi. Bu ¢dzlcu igerisinde
MOEX ve HCT bilegiklerin ve karigimlarinin 200-305 nm dalga boyu araliginda
spektrumlari gizdirildi (Sekil 3.2.). Sekil 3.2. den de goruldigu gibi MOEX-
HCT’in spektral bantlari ayni dalga boyu araliginda ¢akigmaktadir. Dolayisiyla
klasik spektroskopik yaklasimlarla MOEX ve HCT bilesiklerinin ayni anda miktar
tayinleri olanakli degildir. Bu nedenle PCR ve PLS kalibrasyon ydntemleri

tabletlerdeki MOEX ve HCT’nin analizine uygulandi.

Bu kapsamda kalibrasyon yontemleri icin Cizelge 3.1. deki kalibrasyon seti
hazirlandi ve bu kalibrasyon setinin 200-305 nm dalga boyu araligindaki
spektrumlari gizdirildi (Sekil 3.3). Ayni spektral islemler yapay ve gergek
numuneler icinde uygulandi. Kemometrik PCR ve PLS kalibrasyonlarinin
hesaplanmasinda hazirlanan konsantrasyon seti igin 200-305 nm dalga boyu
bolgesinde absorbans degerleri olguldu. Ancak Kalibrasyon igin 218-290 nm
dalga boyu arahigindaki AA=0.05 nm araliklar ile absorbans ol¢gumlerinden
olusan 1441x36 absorbans verilerinin matrisi kullanildi (Sekil 3.3). Bunun nedeni
Spektral dlgimlerde tablet yardimci maddelerinin etkisinin olmadigi ve spektral
duyarlihdin yiksek olacagi dusunulen 218-290 nm dalga boyu araligindaki
Olcllen absorbans verileri absorbans seti olarak secildi. Calismalarimizda 218-
290 nm dalga boyu araligi PCR ve PLS kalibrasyonlar igin optimal oldugu
yapilan test analizleriyle saptandi.
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Sekil 3.2. MOEX (6.0 yg/mL) ve HCT (10.0 pg/mL) ile iki bilesige karsilik gelen karigimin
(KAR) absorpsiyon spektrumlari (Metanol igerisinde).
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Sekil 3.3. MOEX ve HCT icin Cizelge 3.1. ve Sekil 3.1. de verilen kalibrasyon setinin

absorpsiyon spektrumlari (Metanol igerisinde).
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3.1.3. Temel Bilesen Regresyonu Yontemi

Bu bodlimde PCR yontemi; Bolum 3.1.1.de aciklandigi gibi hazirlanan
konsantrasyon setinin Bolum 3.1.2'de aciklandigi gibi Olgulen absorbans
matrisinin parcalanmasiyla elde edilen temel bilesenlerin regresyonuna dayal

bir ydontemdir. Yontemin algoritmasi Bolum 2.2.1.2. de ayrintili olarak verilmistir.

Temel Bilesen Regresyonu Kalibrasyonu

(Principial Component Regression Calibration)

Calismada, Kemometrik PCR kalibrasyon icin Cizelge 3.1 de hazirlanan
konsantrasyon setinin 218-290 nm dalga boyu araliginda AA= 0.05 nm
araliklarla 1441 noktada absorbans degerleri okundu (Sekil 3.3). Bélum 2.2.1.’de
aciklanan PCR algoritmasina gore kalibrasyon setinin absorbans ve
konsantrasyon degerlerinin  varyans-kovaryans matriksleri hesaplandi.
Konsantrasyon seti icin olgulen 1441x36 veriler matrisinin pargalanma islemine
tabi tutulmasindan sonra elde edilen temel bilesenlerin, konsantrasyon seti ile
arasindaki matematiksel iliskiye dayali PCR kalibrasyonu kuruldu. MOEX ve
HCT iceren numunelerin 218-290 nm dalga boyu araliginda absorbans degerleri
okunarak PCR kalibrasyonunda yerine konularak MOEX ve HCT'nin

konsantrasyonlari hesaplandi.
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PCR Kalibrasyon Yénteminin Validasyonu

Kemometrik PCR yonteminin validasyon islemi igin metanol ¢ozeltisi icerisinde
MOEX igin 1.0-18.0 ug/mL ve HCT igin 1.0-18.0 ug/mL c¢alisma aralidi iginde
farkli konsantrasyonlarda 20 adet yapay karisimini iceren ¢ozeltilerden olugsan
bir validasyon seti hazirlandi. Hazirlanan bu validasyon seti kullanilarak daha
once hesaplanan PCR kalibrasyonun kesinlik ve dogrulugu test edildi. PCR ile
geri kazanim degerleri MOEX i¢in % 101.2, HCT igin % 99.1 olarak bulundu.
Bagil standart sapma degerleri MOEX igin % 2.24 ve HCT igin %2.78 olarak
hesaplandi. PCR kalibrasyon ydnteminin yapay karisimlara uygulanmasi ile elde

edilen sonuglar Cizelge 3.2 de sunuldu.



Cizelge 3.2. PCR yonteminin MOEX-HCT ikili yapay karisimlarina

uygulanmasiyla elde edilen geri kazanim sonuglari

ikili Karisim Bulunan Geri Kazanim

No. MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT
1 1.0 10.0 0.96 9.95 95.8 99.5
2 20 10.0 1.90 9.79 94.8 97.9
3 4.0 10.0 4.06 9.73 101.5 97.3
4 6.0 10.0 6.20 9.73 103.3 97.3
5 8.0 10.0 8.16 9.82 102.0 98.2
6 10.0 10.0 10.22 9.85 102.2 98.5
7 12.0 10.0 12.26 9.78 102.1 97.8
8 14.0 10.0 1417 9.81 101.2 98.1
9 16.0 10.0 16.12 9.80 100.7 98.0
10 18.0 10.0 18.23 9.94 101.3 99.4
11 6.0 1.0 6.22 0.93 103.7 92.8
12 6.0 2.0 6.08 214 101.4 107.2
13 6.0 4.0 6.11 414 101.8 103.5
14 6.0 6.0 6.11 6.05 101.8 100.8
15 6.0 8.0 6.14 7.95 102.3 99.4
16 6.0 10.0 6.20 9.73 103.3 97.3
17 6.0 12.0 6.09 11.98 101.5 99.8
18 6.0 14.0 6.11 13.88 101.9 99.1
19 6.0 16.0 6.13 16.08 102.2 100.5
20 6.0 18.0 5.95 17.93 99.1 99.6
X 101.2 99.1

SS 2.24 2.78

BSS 2.22 2.81

X =Ortalama, SS=Standart Sapma, BSS=% Bagil Standart Sapma
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Diger bir validasyon islemi olarak PCR ydnteminin dogruluk ve kesinligini
degerlendirmek igin gun ici ve gunler arasi analiz ¢caligmalarinda kalibrasyon
setinin icinde olacak sekilde ug¢ farkh konsantrasyonda (MOEX igin 4.0, 8.0 ve
12.0 yg/mL ve HCT ig¢in 3.0, 10.0 ve 15.0 yg/mL ) ve her derisim igin beg farkli
¢ozelti kullanilarak ayni gun iginde ve gunler arasinda hazirlanan g¢ozeltiler
kullanilarak yapilmistir.  Gin ici ve gulnler arasi kesinlik ve dogruluk

¢alismalarindan elde edilen sonuglar Cizelge 3.3. de sunulmaktadir.

Cizelge 3.3. PCR yontemiyle MOEX ve HCT analizinde kesinlik ve dogruluk

test sonuglari

Gun igi (n=5)

ilave edilen Bulunan SS BSS (%) BH (%) Geri Kazanim
MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT

4.0 3.00 409 303 016 004 394 118 226 094 1023 100.9
8.0 10.00 817 996 041 009 497 092 207 -036 1021 99.6
120 15.00 1255 1503 042 003 338 018 454 023 1045 100.2

Gunler arasi (n=5)

ilave edilen Bulunan SS BSS (%) BH (%) Geri Kazanim
MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT

4.0 300 405 305 004 012 099 379 120 161 1012 101.6
8.0 10.00 8.34 10.03 0.38 0.09 4.61 094 424 026 104.2 1003
120 15.00 1240 1513 026 010 212 068 332 0.84 103.3 100.8

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

BH=% Bagil Hata, SS=Standart Sapma, BSS=% Bagil Standart Sapma,

Tez kapsaminda geligtirlen PCR kalibrasyon yontemini gercek tablet
numunelerine ticari farmasotik preparatlara uygulamadan Once tablet yardimci

maddelerinin MOEX ve HCT iceren farmasotik preperatlarin analizine etkisi olup
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olmadigini gézlemlemek igin hesaplanan kalibrasyon igin test edildi. Bunun igin
de standart ilavesi teknigi kullanildi. Farmasotik preparatlardaki bir tablete
karsilik gelen igerigin 100 mL metanol iginde ¢o6zeltisi hazirlandi. Bu preparat
¢cozeltisinden gerekli seyreltmelerin yapilmasiyla preparatin Uzerindeki etiket
miktarlarina gore sirasiyla yaklasik 1.20 ug/mL MOEX ve 2.00 ug/mL HCT’e
karsilik gelen numune ve bu igerigin tzerine 1.20, 4.80 ve 9.60 ug/mL MOEX ve
2.00, 8.00 ve 16.00 pg/mL HCT olacak sekilde stok c¢ozeltilerden standart
ilavesi yapildi. Bu islem Fempress PLUS® Tablete uygulandi. Analiz
sonucunda preparattan gelen MOEX ve HCT miktarlari kalibrasyondan
hesaplanip dusulerek ilave edilen standartlar icindeki MOEX ve HCT igin geri
kazanim ve diger istatistiksel hesaplamalar yapildi. Bu denemeler U¢ farkli
konsantrasyon seviyesinde U¢ tekrar yapilarak gergeklestirildi. PCR yénteminin
uygulanmasinda standart ilavesi teknigi ile elde edilen sonuglar cizelge 3.4’te

sunuldu.

Cizelge 3.4. PCR yontemleriyle standart ekleme teknigi kullanilarak elde edilen % geri

kazanim sonuglari

Standart ilavesi

ilave edilen Bulunan SS BSS (%) BH (%) Geri Kazanim
MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT

1.20 2.00 1.20 196 003 001 223 036 028 -1.78 1003 98.2
480 8.00 4.81 8.10 011 019 237 237 014 128 1001 101.3

9.60 16.00 10.08 16.30 015 025 150 151 501 185 1050 101.8

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

GK=Geri Kazanim, SS=Standart Sapma, BSS=% Bagil Standart Sapma
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PCR Yontemi igin Varyans Analizi

Kemometrik PCR yontemiyle gun i¢i guinler arasi elde edilen sonuglarin dogruluk
ve kesinligini degerlendirmek icin Ug¢ farkli konsantrasyonda (MOEX igin 4.0, 8.0
ve 12.0 uyg/mL ve HCT igin 3.0, 10.0 ve 15.0 ug/mL) ve her derisim ve bes farkl
numune igin elde edilen sonuglara varyans analizi testi uygulandi. Yontemin gun
ici ve gunler arasi hazirlanan karigimlara uygulamasinda serbestlik derecesi n4
=5 ve ny=24 igin % 95 olasilik dizeyinde F-tablo degeri 2.62 olmasina karsilik
MOEX i¢in hesaplanan F-test degeri 0.62 ve p-degeri 0.68, HCT i¢in hesaplanan
F-test degeri 0.77 ve p-degeri 0.58 olarak bulunmugtur. ANOVA testinde F-
hesaplanan< F-tablo ve p-degeri> p=0.05 oldugu i¢in % 95 olasilik dizeyinde
gln ici ve gunler arasinda elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark

olmadigi bulunmustur. ANOVA sonuglari Cizelge 3.5 de sunulmustur.

Cizelge 3.5. Glin ici ve gunler arasi sonuglarin karsilastiriimasi icin ANOVA test sonuglari

Bilesik Deglgmvnn Karelerin Serbestl|!< Karelerin F- P-degeri F-tablo
kaynag! toplami derecesi ortalamasi  hesaplanan
< Gruplar 43.27 5 8.65 0.62 068 2.6
o arasi
(o) Grup ici 333.30 24 13.89
=
Toplam 376.57 29
Gruplar 11.87 5 2.37 0.77 0.58 2.62
- arasl
% Grup ici 73.86 24 3.08
Toplam 85.74 29
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PCR Yonteminde Kalibrasyon Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Capraz Validasyon ve Faktor Sayisinin Segimi

Calismalarda PCR kalibrasyonunun kurulmasinda faktor segimi icin capraz
validasyon (cross—validation) islemi uygulandi. Bunun i¢in minimum RMSECV
(capraz validasyonda hatalarin karelerinin ortalamasinin karekoku) degerine
karsilik gelen faktor sayisi dikkate alindi. Ayrica, PCR kalibrasyonu igin optimal
faktor secimi icin RMSEC (kalibrasyonda hatalarin karelerinin ortalamasinin
karekokl) degerinin en kuguk degere sahip oldugu faktor sayisida islemlerde

g6z onunde bulunduruldu.

PCR kalibrasyonunda $ekil 3.4 de MOEX igin ve Sekil 3.5'de HCT igin temel
bilesen (faktdr) sayisi RMSECV ve RMSEC degerlerine karsilik grafige
gegcirildiginde elde edilen projeksiyondan kalibrasyon igin optimal kullaniimasi

gereken faktor temel bilesen sayisi gorulmektedir.

PCR yontemiyle MOEX ve HCT analizi igin ilk iki faktorin uygun oldugu ve
sirasiyla RMSECV ile RMSEC degerleri, MOEX igin 0.1305 ve 0.1592 ile HCT
icin 0.3618 ve 0.4019 oldugu bulundu.



PCR Kalibrasyon
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Sekil 3.4. MOEX icin temel bilesen sayisi RMSECV ve RMSEC degerlerine karsi
cgizdirildiginde elde edilen grafik
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PCR Kalibrasyon
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Sekil 3.5. HCT igin temel bilesen sayisi RMSECV ve RMSEC degerlerine karsi
cgizdirildiginde elde edilen grafik
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PCR Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uygulamasi

Calismada kemometrik PCR ydnteminin ticari preparata uygulanmasinda 20
tablet, sirasiyla tartildi ve havanda iyice toz edildikten sonra bir tablete karsilik
gelen miktar 100 mL’lik balonjojede metanol igerisinde ¢ozuldu. Balonjoje igerigi
mekanik karistirici ile 30 dakika karigtirildi ve membran filtre (Sartorius Minisart
¢= 0,45 um) yardimi ile suzuldd. Bu numune ¢ozeltilerinin 200-305 nm dalga
boyu bdlgesinde spektrumlari ¢izdirildi ve 218-290 nm dalga boyu araliginda
AA= 0.05 nm araliklarla o6lgulen absorbans degerlerine bolim 2.2.1.3. de
aciklanan PCR algoritmasina goére PCR kalibrasyonuna ait denklemde yerine
konularak tablet icerigindeki MOEX ve HCT miktarlari hesaplandi. Bu iglem 10

kez tekrar edildi.

Yukarida agiklanan tablet analiz islemi Fempress PLUS® Tablet'e uyguland.

Fempress PLUS® Tablet sonuglari Cizelge 3.6. da sunuldu.



Cizelge 3.6. PCR yonteminin tablet numunelerine uygulanmasiyla elde
edilen analiz sonuglari (Ticari farmasoétik preparat
etiketindeki miktarlar : 15.0 mg MOEX ve 25.0 mg HCT

/tablet)
mg/tablet
No. MOEX HCT
1 15.46 2531
2 15.17 25.32
3 15.07 25.02
4 14.52 25.03
5 15.00 2458
6 15.13 25.41
! 15.20 2528
8 15.62 25.78
9 15.71 25.34
10 15.53 25.09
X 15.24 25.21
SS 0.35 0.31
BSS 2.32 124
SH 0.11 0.10
GA 15.24 + 0.22 25.21+0.19

X = ortalama, SS = Standart Sapma, BSS = Bagil Standart Sapma
SH = Standart hata, GA = Gulven arali§i
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3.1.4. Kismi En Kugiik Kareler Kalibrasyon Yoéntemi
Partial Least-Squares (PLS) Calibration Method

Kemometrik PLS y6ntemi, konsantrasyon seti ve dlgllen absorbans matrisinin
parcalanmasiyla elde edilen bilesenlerin korelasyonuna dayanan bir yontemdir.

PLS algoritmasinin ayrintili kuramsal temeli Bolim 2.2.1. de verilmigtir.

Kismi En Kiicuk Kareler Kalibrasyonu

Kemometrik PLS kalibrasyon igin Cizelge 3.1 de hazirlanan konsantrasyon
setinin 218-290 nm dalga boyu araliginda AA= 0.05 nm araliklarla 1441 noktada
absorbans degerleri okundu (Sekil 3.3). Bolim 2.2.1.2. de acgiklanan PLS
algoritmasina gore kalibrasyon setinin absorbans ve konsantrasyon degerlerinin
varyans-kovaryans matriksleri hesaplandi. Konsantrasyon seti igin oOlglilen
1441x36 veriler matrisinin par¢alanma islemine tabi tutulmasindan sonra elde
edilen gercek degiskenler arasindaki matematiksel iligkiye dayali PLS
kalibrasyonu kuruldu. MOEX ve HCT igeren numunelerin 218-290 nm dalga
arahiginda AA= 0.05 nm araliklar ile absorbans degerleri okunarak PLS
kalibrasyonunda yerine konularak MOEX ve HCTnin konsantrasyonlari

hesaplandi.
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PLS Kalibrasyon Yonteminin Validasyonu

Kemometrik PLS yénteminin validasyon iglemi igin metanol ¢ozeltisi igerisinde
MOEX i¢in 1.0-18.0 ug/mL ve HCT igin 1.0-18.0 ug/mL calisma araldi iginde
farkli konsantrasyonlarda 20 adet yapay karisimini iceren ¢ozeltilerden olugan
bir validasyon seti hazirlandi. Hazirlanan bu validasyon seti kullanilarak daha
once hesaplanan PLS kalibrasyon ydnteminin kesinlik ve dogrulugu test edildi.
PLS ile geri kazanim degerleri MOEX icin % 101.1, HCT icin % 99.0 olarak
bulundu. Bagil standart sapma degerleri MOEX igin % 2.38 ve HCT igin %1.81
olarak hesaplandi. PLS kalibrasyon yonteminin yapay karigimlara uygulanmasi

ile elde edilen sonuglar Cizelge 3.7 de sunuldu.



Cizelge 3.7. PLS yonteminin MOEX-HCT ikili yapay karisimlarina
uygulanmasiyla elde edilen geri kazanim sonuglari

ikili Karisim Bulunan Geri Kazanim

No. MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT
1 1.0 10.0 0.95 9.95 95.3 99.5
2 2.0 10.0 1.89 9.79 94.3 97.9
3 4.0 10.0 4.06 9.73 101.5 97.3
4 6.0 10.0 6.20 9.73 103.3 97.3
5 8.0 10.0 8.16 9.82 102.0 98.2
6 10.0 10.0 10.22 9.85 102.2 98.5
7 12.0 10.0 12.26 9.78 102.1 97.8
8 14.0 10.0 1417 9.81 101.2 98.1
9 16.0 10.0 16.12 9.80 100.7 98.0
10 18.0 10.0 18.23 9.94 101.3 99.4
11 6.0 1.0 6.22 0.96 103.7 95.8
12 6.0 2.0 6.08 2.04 101.4 102.2
13 6.0 4.0 6.11 414 101.8 103.5
14 6.0 6.0 6.11 6.05 101.8 100.8
15 6.0 8.0 6.14 7.95 102.3 99.4
16 6.0 10.0 6.20 9.73 103.3 97.3
17 6.0 12.0 6.09 11.98 101.5 99.8
18 6.0 14.0 6.11 13.88 101.9 99.1
19 6.0 16.0 6.13 16.08 102.2 100.5
20 6.0 18.0 5.95 17.93 99.1 99.6
X 101.1 99.0

SS 2.38 1.81

BSS 2.36 1.82

X = ortalama, SS = Standart Sapma, BSS = % Bagil Standart Sapma
SH = Standart hata, GA = Giiven araligi
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Diger bir validasyon iglemi olarak PLS yonteminin dogruluk ve kesinligini
degerlendirmek igin gun ici ve gunler arasi kesinlik ve dogruluk calismalarinda
kalibrasyon setinin iginde olacak sekilde Ug¢ farkli konsantrasyonda (MOEX igin
4.0, 8.0 ve 12.0 yg/mL ve HCT igin 3.0, 10.0 ve 15.0 yg/mL ) ve her derigsim igin
bes farkli ¢ozelti kullanilarak ayni gin iginde ve glnler arasinda hazirlanan
¢ozeltiler kullanilarak gergeklestirildi. Gun ici ve guUnler arasi analiz

¢alismalarindan elde edilen sonuglar Cizelge 3.8. de sunulmaktadir.

Cizelge 3.8. PLS yo6ntemiyle MOEX ve HCT analizinde kesinlik ve dogruluk

test sonuglari

Gun igi (n=5)
ilave edilen Bulunan SS BSS (%) BH (%) Geri Kazanim
MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT
4.0 3.00 4.04 3.05 0.06 004 152 139 108 173 1011 1017
8.0 10.00 8.07 9.92 027 002 333 019 0838 -0.76 100.9 99.2
120 1500 1220 15.03 013 0.03 110 018 1.69 023 1017 100.2
Gunler arasi (n=5)
ilave edilen Bulunan SS BSS (%) BH (%) Geri Kazanim
MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT
4.0 3.00 4.14 3.11 0.12 0.08 289 258 348 365 1035 1037
8.0 10.00 8.28 1010 028 049 338 482 347 096 1035 101.0
120 15.00 1207 1513 002 0.10 0.15 068 058 084 1006 100.8

BH= % Bagdil hata = Bulunan miktar - ilave edilen miktar x 100

ilave edilen miktar

BH=% Bagil Hata, SS=Standart Sapma, BSS=% Bagil Standart Sapma

Tez calismasinda geligtirilen PLS kalibrasyon yontemini gercek ticari tabletlere

uygulamadan o6nce tablet yardimci maddelerinin MOEX ve HCT igeren
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farmasotik preperatlarin  analizi  Uzerine etkisi olup olmadigi hesaplanan
kalibrasyon icin test edildi. Bunun igin de standart ilavesi teknigi kullanildi.
Farmasotik preparatlardaki bir tablete karsilik gelen igerigin 100 mL metanol
icinde ¢ozeltisi hazirlandl. Bu preparat ¢ozeltisinden gerekli seyreltme yapilarak
preparatin Uzerindeki etiket miktarlarina goére sirasiyla yaklasik 1.20 pg/mL
MOEX ve 2.0 ug/mL HCT’e karsilik gelen numune ve bu igerigin tzerine 1.20,
4.80 ve 9.60 ng/mL MOEX ve 2.00, 8.00 ve 16.00 ug/mL HCT olacak sekilde
stok gozeltilerden standart ilavesi yapildi. Bu islem Fempress PLUS® Tablet'e
uygulandi. Analiz sonucunda preparattan gelen MOEX ve HCT miktarlari PLS
kalibrasyonu ile hesaplanip dusulerek ilave edilen standartlar icindeki MOEX ve
HCT icgin geri kazanim ve istatistiksel hesaplamalar yapildi. Bu denemeler Ug¢
farkli konsantrasyon seviyesinde U¢ tekrar yapilarak gerceklestirildi. Bu
uygulamayla standart ilavesi teknigi ile elde edilen sonuglar cizelge 3.9'da

sunuldu.

Cizelge 3.9. PLS ydntemleriyle standart ekleme teknigi kullanilarak elde edilen % geri
kazanim sonuglari

Standart ilavesi (n=3)

ilave edilen Bulunan SS BSS (%) BH (%) Geri Kazanim
MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT

120 200 120 195 003 002 228 090 0.00 -227 100.00 97.73
480 800 482 832 004 004 091 049 052 4.06 100.52 104.06
9.60 16.00 987 16.14 0.06 0.03 060 021 282 090 102.82 100.90

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

GK=Geri Kazanim, SS=Standart Sapma, BSS=% Bagil Standart Sapma
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PLS Yéntemi igin Varyans Analizi

Kemometrik PLS ydntemiyle glin i¢i glnler arasi elde edilen sonuglarin dogruluk
ve kesinligini degerlendirmek icin Ug farkli konsantrasyonda (MOEX i¢in 4.0, 8.0
ve 12.0 pg/mL ve HCT igin 3.0, 10.0 ve 15.0 ug/mL) ve herbir derigim igin bes
farkli numune igin elde edilen sonuglara varyans analizi (ANOVA) testi
uygulandi. Yontemin gun igi ve gunler arasi hazirlanan Kkarigimlara
uygulamasinda serbestlik derecesi n{ =5 ve n2=24 igin % 95 olasilik dizeyinde
F-tablo degeri 2.62 olmasina karsilik MOEX i¢in hesaplanan F-test degeri 1.41
ve p-degeri 0.26, HCT icin hesaplanan F-test degeri 2.02 ve p-degeri 0.11
olarak bulunmustur. ANOVA testinde F-hesaplanan< F-tablo ve p-degeri>
p=0.05 oldudu icin % 95 olasilik duzeyinde gun i¢i ve gunler arasinda elde
edilen sonuglar arasinda anlaml bir fark olmadidi bulunmustur. ANOVA test

sonuglari Cizelge 3.10 de sunulmustur.

Cizelge 3.10. Gun ici ve gunler arasi sonuglarin karsilastiriimasi igcin ANOVA test

sonuglari
Bilesik Deglgmjln Karelerin Serbesth!( Karelerin F- P-degeri F-tablo
kaynagi toplami derecesi ortalamasi  hesaplanan
5 Gruplar 42.26 5 8.45 1.41 0.26 2.62
o arasl
(@) Grup igi 144.22 24 6.01
=
Toplam 186.48 29
Gruplar 56.09 5 11.22 2.02 0.11 2.62
- arasil
%:’ Grup ici 144.22 24 6.01
Toplam 186.48 29
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PLS Yonteminde Kalibrasyon Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Capraz Validasyon ve Faktor Sayisinin Segimi

Bagimsiz (konsantrasyon) ve bagimli (absorbans) degdiskenlerin kovaryansina
dayanan PLS kalibrasyonunun kurulmasinda faktoér segimi igin c¢apraz
validasyon (cross—validation) islemi uygulandi. Bunun i¢in minimum RMSECV
(capraz validasyonda hatalarin karelerinin ortalamasinin karekoku) degerine
karsilik gelen faktor (6rtunmus degisken) sayisi dikkate alindi. Ayrica, PLS
kalibrasyonu icin optimal faktor secimi icin RMSEC (kalibrasyonda hatalarin
karelerinin ortalamasinin karekdkl) degerinin en kiglk degere sahip oldugu
degere karsilik gelen faktér sayisida PLS kalibrasyon algoritmasinda dikkate

alindi.

Sekil 3.6° da MOEX icin ve Sekil 3.77de HCT igin ortinmus degisken (faktor)
sayisi RMSECV ve RMSEC degerlerine karsilik grafige gecirildiginde elde
edilen projeksiyondan kalibrasyon igin optimal kullaniimasi gereken ortinmusg

degisken sayisi gortlmektedir.

PLS kalibrasyonunda karisimlardaki MOEX ve HCT analizi i¢in kurulacak PLS
kalibrasyonu igin ilk iki faktorin uygun oldugu ve sirasiyla RMSECV ve RMSEC
degerleri MOEX igin 0.1290 ve 0.1553; HCT igin 0.3598 ve 0.3919 olarak

hesaplandi.



PLS Kalibrasyon
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Sekil 3.6. MOEX igin ortinmis degisken (faktér) sayisi RMSECV ve RMSEC
degerlerine karsi gizdirildiginde elde edilen grafik
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PLS Kalibrasyon
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Sekil 3.7. HCT igin 6rtinmus degisken (faktor) sayist RMSECV ve RMSEC degerlerine

karsi cizdirildiginde elde edilen grafik
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PLS Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uygulamasi

Calismada kemometrik PLS yonteminin ticari preparata uygulanmasinda 20
tablet, sirasiyla tartildi ve havanda iyice toz edildikten sonra bir tablete karsilik
gelen miktar 100 mL’lik balonjojede metanol sistemi igerisinde ¢ozuldl.
Balonjoje icerigi mekanik karistirici ile 30 dakika karistirildi ve membran filtre
(Sartorius Minisart ¢= 0,45 um) yardimi ile suziuldi. Bu numune ¢ozeltilerinin
200-305 nm dalga boyu bolgesinde spektrumlari gizdirildi ve 218-290 nm dalga
boyu araliginda AA= 0.05 nm araliklarla oOl¢llen absorbans degerlerine bolum
2.2.1.2. de agiklanan PLS algoitmasina gore PLS kalibrasyonuna ait denklemde
yerine konularak tablet igerigindeki MOEX ve HCT miktarlari hesaplandi. Bu
islem 10 kez tekrar edildi.

Yukarida agiklanan tablet analiz islemi Fempress PLUS® Tablet'e uygulandi.

Fempress PLUS® Tablet sonuglari Cizelge 3.11. de sunuldu.



Cizelge 3.11. PLS ydnteminin tablet numunelerine uygulanmasiyla elde
edilen analiz sonuglari (Ticari farmasétik preparat etiketindeki
miktarlar : 15.0 mg MOEX ve 25.0 mg HCT /tablet)

PLS
mg/tablet
No. MOEX HCT
1 15.40 25.24
2 14.90 25.24
3 15.18 24.76
4 15.09 2497
5 14.95 24 .62
6 15.94 25.35
7 15.36 25.20
8 15.33 25.24
9 15.42 25.21
10 15.04 25.03
X 15.26 25.09
SS 0.30 0.24
BSS 1.98 0.95
SH 0.10 0.08
GA 15.26 + 0.19 25.09£0.15

X =Ortalama, SS = Standart Sapma, BSS = Bagil Standart Sapma
SH = Standart hata, GA = Glven araligi
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3.2. Doubechies Siirekli Dalgacik Donugim Yoéntemi

(Doubechies Continuous Wavelet Transform Method )

3.2.1. Standart Cozeltilerde

a ) MOEX ve HCT stok ¢ozeltileri, metanol igerisinde 100 mL’lik hacimde 25 mg
MOEX ve 25 mg HCT bilegikleri ¢ozulerek ayri ayri hazirlandi.

b ) MOEX i¢in 1.0-18.0 pyg/mL konsantrasyon araliginda kalibrasyon ¢ozeltileri
hazirlandi.

¢ ) HCT igin 1.0-18.0 pg/mL konsantrasyon araliinda kalibrasyon cozeltileri
hazirlandi.

d ) Kalibrasyon konsantrasyon araliklarinda MOEX ve HCT bilesiklerini iceren

20 degisik konsantrasyondan olusan bagimsiz validasyon seti hazirlandi.

3.2.2. Dogrusal Regresyon Analizi

Tez kapsaminda MOEX-HCT karisiminin kantitatif analizi icin db5 surekli
dalgacik donusimu (db5-SDD) yonteminin uygulanmasinda metanol igerisinde
MOEX icin 1.0-18.0 pyg/mL ve HCT igin 1.0-18.0 pg/mL dogrusal calisma
araliginda kalibrasyon g¢ozeltileri hazirlanarak 200-305 nm dalga boyu araliginda
AN = 0.05 nm araliklarla orjinal absorpsiyon spektrumlari ¢izdirildi ve HCT1,
HCT2, ..., HCT10 ile MOEX1, MOEX2, ..., MOEX10 seklinde kodlanarak
bilgisayarin hafizasina kaydedildi. Sekil 3.8 de bilesiklerin orjinal absorbsiyon
spektrumlari sunulmaktadir. Bu spektrum alma islemi MOEX ve HCT

bilesiklerini igceren diger butin numuneler igin de tekrar edildi.
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Sekil 3.8. MOEX (1.0-18.0 pg/mL) ve HCT (1.0-18.0 pg/mL) bilesiklerinin;  Absorbans
Spektrumlar (Cozlicu:Metanol).

Calismada MOEX ve HCT bilesiklerinin ultraviyole (UV) spektrumlarina ait
sinyalleri iglemek icin herbir konsantrasyon degeri icin bilgisayar hafizasindan
cagrilarak absorbans verilerinin vektorleri olarak Microsoft Excele transfer edildi
ve 200.0-305.0 nm dalga boyu araliginda 2048 noktadan olusan absorbans

veriler dizisi secildi ve dalgacik alanina tasindi.
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Sekil 3.9. MOEX (1.0-18.0 ng/mL) veHCT (1.0-18.0 ug/mL) bilesiklerinin;
db5-SDD Spektrumlari (Cézicu:Metanol).

Dalga Boyu (nm)

Karisimdaki MOEX ve HCT bilesiklerinin analizi icin SDD (continous wavelet

transform) aileleri arasinda optimal sinyal isleme yéntemi olarak saptanan db5-

SDD sinyal isleme ydntemi 200.00-302.35 nm dalga boyu bélgesinde 2"

degerine karsilik gelen 2048 noktada kalibrasyon spektrumlarina uygulandi.

db5-SDD spektrumlari, dalgacik dénisim katsayilarinin (C,,) dalga boyuna

karsi grafige gecirilmesiyle elde edildi (Sekil 3.9).
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Calismada db5-SDD yodntemiyle MOEX ve HCT bilegiklerinin analizi igin
dogrusal regresyon denklemleri, kalibrasyon c¢ozeltileri kullanilarak MOEX igin
243.60 nm deki HCT icin 259.95 nm’deki db5-SDD genlikleri olgulerek
hesaplandi. Bu iki dalga boyundaki dogrusal regresyon analizi ve istatistiksel

sonuglari Cizelge 3.12. de verilmektedir.

Cizelge 3.12. db5-SDD yo6ntemiyle MOEX ve HCT

kalibrasyonu igin regresyon analiz sonuglari

Kalibrasyon Parametreleri db5-SDD
MEOX HCT
A (nm) 243.60 259.95
Kon. Araligi (ug/mL) 1.0-18.0 1.0-18.0
m 0.2397 0.6740
n -0.0579 0.0961
r 1.0000 1.0000
SH(m) 7.24E-04 1.30x10°
SH(n) 7.73E-03 1.38E-02
SH(r) 1.28E-02 0.02
LOD (pg/mL) 0.31 0.19
LOQ (pg/mL) 1.02 0.65
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 siniri
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Cizelge 3.12 deki dogrusal regresyon analizine gére hesaplanan kalibrasyon
denklemleri kullanilarak numunelerin icindeki MOEX ve HCT miktarlari

hesaplandi.

3.2.3.Kemometrik db5-SDD Yonteminin Validasyonu

Calismalarimizda db5-SDD sinyal igleme yodnteminin validasyon islemi igin
metanol igerisinde MOEX ic¢in 1.0-18.0 pg/mL ve HCT igin 1.0-18.0 pg/mL
calisma arahg icinde farkh konsantrasyonlarda 10 adet yapay karisimi igeren
¢ozeltilerden ibaret olan bir validasyon seti hazirlandi. Bu validasyon seti
kullanilarak daha 6nce hesaplanan db5-SDD sinyal igsleme yonteminin kesinligi
ve dogrulugu test edildi. db5-SDD ydnteminin yapay karisimlara uygulanmasi ile
elde edilen sonuglar Cizelge 3.13 da sunulmaktadir. Geri kazanim degerleri,
MOEX i¢cin % 100.9 , HCT igin % 99.9 olarak bulundu. Bagil standart sapma
degerleri, MOEX i¢in % 1.72 ve HCT icin %1.86 olarak hesaplandi.



Cizelge 3.13. db5-SDD yoénteminin  MOEX-HCT vyapay karisimlarina

uygulanmasiyla elde edilen geri kazanim sonuglari

Karigim Bulunan Geri Kazanim

No. MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT
1 1.0 10.0 1.02 10.04 101.7 100.4
2 2.0 10.0 1.96 9.91 98.1 99.1
3 4.0 10.0 4.09 9.81 102.1 98.1
4 6.0 10.0 6.26 9.78 104.3 97.8
5 8.0 10.0 8.05 9.88 100.6 98.8
6 10.0 10.0 10.27 9.87 102.7 98.7
7 12.0 10.0 12.06 9.82 100.5 98.2
8 14.0 10.0 14.11 9.83 100.8 98.3
9 16.0 10.0 16.04 9.79 100.3 97.9
10 18.0 10.0 18.14 9.93 100.8 99.3
11 6.0 1.0 6.09 1.02 101.4 102.1
12 6.0 2.0 5.99 2.09 99.8 104.6
13 6.0 4.0 5.92 4.08 98.7 102.0
14 6.0 6.0 5.94 6.15 99.0 102.5
15 6.0 8.0 5.92 8.06 98.7 100.8
16 6.0 10.0 6.26 9.78 104.3 97.8
17 6.0 12.0 6.07 12.04 101.1 100.4
18 6.0 14.0 6.04 13.94 100.6 99.6
19 6.0 16.0 6.16 16.14 102.6 100.9
20 6.0 18.0 5.98 17.99 99.6 100.0
X 100.9 99.9

SS 1.73 1.86

BSS 1.72 1.86

X =ortalama, SS = Standart Sapma, BSS =% Bagil Standart Sapma
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Diger bir validasyon iglemi olarak db5-SDD ydnteminin dogruluk ve kesinligini
deg@erlendirmek icin gun i¢ci ve gunler arasi analiz ¢alismalarinda dogrusal
calisma araliginin icinde olacak sekilde Ug¢ farkh konsantrasyonda MOEX igin
(4.0, 8.0 ve 12.0 ug/mL) ve HCT igin (3.0, 10.0 ve 15.0 yg/mL) her derigim igin 5
farkli ¢ozelti olmak Uzere ayni glin icinde ve glnler arasinda hazirlanan
¢ozeltiler kullanilarak yapilmistir. Gln ici ve gunler arasi elde edilen sonuglar

Cizelge 3.14 de gosterilmistir.

Cizelge 3.14. db5-SDD yontemiyle MOEX ve HCT analizinde kesinlik ve dogruluk test
sonuglari

Gun igi (n=5)

ilave edilen Bulunan SS BSS (%) BH (%) Geri Kazanim
MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT

400 300 410 3.05 006 002 143 078 257 160 1026 1016
8.00 1000 819 995 014 007 169 070 237 -053 1024 995
12.00 15.00 1251 1496 0.05 006 040 040 428 -026 1043 99.7

Glnler arasi (n=5)

ilave edilen Bulunan SS BSS (%) BH (%) Geri Kazanim
MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT

400 3.00 417 3.05 009 004 208 124 433 160 1043 1016
8.00 10.00 833 1013 020 017 245 165 410 131 1041 1013
12.00 15.00 1266 1531 027 044 214 285 554 207 1055 1021

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

GK = Geri Kazanim, SS = Standart Sapma, BSS = % Bagil Standart Sapma



83

Tez kapsaminda oOnerilen db.5-SDD sinyal igleme ydntemi gercek ticari
farmasoétik tabletleme uygulamadan 6nce, MOEX ve HCT bilegsiklerinin db.5-
SDD yontemiyle analizi Uzerine tablet yardimci maddelerinin girisim etkisi olup
olmadigi test edildi. Bunun igin de standart ilavesi teknigi kullanildi. Farmasotik
preparatlardaki bir tablete karsilik gelen igerigin 100 mL metanol iginde ¢ozeltisi
hazirlandi. Bu preparat ¢ozeltisinden gerekli seyreltmeler yapilarak, preparatin
uzerindeki etiket miktarlarina gore sirasiyla yaklagik 1.20 ng/mL MOEX ve 2.00
ug/mL HCT’e karsilik gelen numune igeriginin Gzerine1.20, 4.80 ve 9.60 ug/mL
MOEX ve 2.00, 8.00 ve 16.00 pg/mL HCT olacak sekilde stok c¢ozeltilerden
standart ilavesi yapildi. Bu islem Fempress PLUS® Tablete uygulandi. Analiz
sonucunda preparattan gelen MOEX ve HCT miktarlari kalibrasyondan
hesaplanip dusulerek ilave edilen standartlar icindeki MOEX ve HCT igin geri
kazanim degerleri bulundu ve diger istatistiksel hesaplamalar yapildi. Bu
denemeler Ug farkli konsantrasyon seviyesinde herbiri icin U¢ tekrar yapilarak
gerceklestirildi. Standart ilavesi tekniginde db.5-SDD yodnteminin uygulamasinda
tablet icerisindeki MOEX icin x-eksenini kestigi nokta 1.15 pg/mL
konsantrasyonuna (Sekil 3.10); HCT igin x-ekseni kestigi nokta 2.08 pg/mL

konsantrasyonuna (Sekil 3.11) karsilik gelmektedir.
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MOEX

y=0.2391 X +0.2752
r=0.9993

Konsantrasyon {pg/mL)

Sekil 3.10. Standart ilavesi tekiniginde 1.20, 4.80 ve 9.60 ug/mL MOEX konsantrasyonlari igin
db5-SDD genliklerine karsi gizdirildiginde elde edilen dogrunun grafigidir.
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Sekil 3.11. Standart ilavesi tekiniginde 2.00, 8.00 ve 16.00 ug/mL HCT konsantrasyonlari igin
db5-SDD genliklerine karsi gizdirildiginde elde edilen dogrunun grafigidir.

Cizelge 3.15. db5-SDD ydntemleriyle standart ekleme teknidi kullanilarak elde edilen
% geri kazanim sonuglari

Standart ilavesi (db5-SDD)

ilave edilen Bulunan SS BSS (%) BH (%) Geri Kazanim
MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT

120 200 123 207 003 002 213 0.78 256 357 1026 103.6
480 800 503 787 007 025 149 323 482 -1.57 1048 984
960 16.00 958 1593 0.01 027 0.06 167 -0.23 -0.42 99.8 99.6

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

GK=Geri Kazanim, SS=Standart Sapma, BSS=% Bagil Standart Sapma
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3.2.4. Kemometrik db5-SDD igin Varyans Analizi

Sonuglari kargilastirmak amaciyla, db5-SDD sinyal isleme yontemiyle gin igi ve
glnler arasi elde edilen sonugalarin dogruluk ve kesinliginini degerlendirmek igin
ug farkli konsantarsyonda (MOEX igin 4.0, 8.0 ve 12.0 ug/mL ve HCT igin 3.0,
10.0 ve 15.0 pg/mL) ve her derigsim icin bes farkh numune icin elde edilen
sonuglara ANOVA testi uygulandi. Yontemin gun igi ve gunler arasi hazirlanan
karisimlara uygulamasinda serbestlik derecesi ny =5 ve ny =24 igcin % 95 olasilik
dizeyinde F-tablo degeri 2.62 olmasina kargilik MOEX icin hesaplanan F-test
degeri 1.98 ve p-degeri 0.12, HCT igin hesaplanan F-test degeri 2.49 ve p-
degeri 0.06 olarak bulunmustur. ANOVA testinde F-hesaplanan< F-tablo ve p-
degeri> p=0.05 oldugu icin % 95 olasilik duzeyinde gun ici ve gunler arsinda
elde edilen sonuglar arasinda arasinda anlamli bir fark olmadigi gézlenmigtir.

Test sonugclar Cizelge 3.16 de sunulmustur.

Cizelge 3.16. Gun ici ve gunler arasi sonuglarin karsilastiriimasi icin ANOVA test

sonuclari
Bilesik Degisimin | Karelerin Serbestlik  Karelerin F- P- F-
kaynagi toplami derecesi ortalamasi hesaplanan degeri  tablo
Gruplar
x aras| 35.69 5 7.14 1.98 012 2.62
g Grupici | 8653 24 3.61
Toplam | 122 22 29
Gruplar
N aras | 29.39 5 5.88 249 006 262
£ | Gupisi | 5658 24 2.36
Toplam | g5.97 29
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3.2.5. db5-SDD Yonteminin Farmasotik Tabletlere Uygulamasi

Caligmada db5-SDD sinyal igleme 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
icerisinde ¢ozuldl. Balon jojedeki ¢ozelti mekanik bir karigtirici ile yaklasik 30
dakika karistirildi ve membran filtre (Sartorius Minisart ¢= 0,45 um) yardimi ile
suzuldu. Bu analiz ¢ozeltilerinin 200-300 nm dalga boyu boélgesinde AA=0.05 nm
araliklarla gizdirilen spektrumlardan 210.0-305.0 nm dalga boyu araliginda
Olcilen absorbans degerlerine db5-SDD yontemi uygulandi. db5-SDD
spektrumlarindan MOEX icin 243.60 nm deki ve HCT icin 259.95 nm’deki SDD
genlikleri dlgulerek kalibrasyon grafiklerinde yerine konularak tablet i¢erigindeki
MOEX ve HCT miktarlari hesaplandi. Bu iglem 10 kez tekrar edildi.

Yukarida aciklanan tablet analiz islemi Fempress PLUS® Tablet preparatina

uygulandi. Fempress PLUS® Tablet sonuclari cizelge 3.17 de sunuldu.



Cizelge 3.17. Kemometrik d5-SDD y6nteminin tablet numunelerine
uygulanmasiyla elde edilen analiz sonuglari (Ticari farmasotik
preparat, etiketindeki miktarlar : 15.0 mg MOEX ve 25.0 mg HCT

[Tablet)
mg/tablet
No. MOEX HCT
1 14.92 25.26
2 15.16 25.24
3 14.96 25.43
4 15.23 24.97
5 14.93 25.14
6 15.13 25.29
7 14.82 25.16
8 14.97 25.30
9 14.95 25.08
10 15.05 24.96
X 15.01 2520
SS 0.13 0.15
BSS 0.85 0.58
SH 0.04 0.05
GA 15.01 + 0.08 25.20 +0.09

X =Ortalama, SS=Standart Sapma, BSS=% Bagil Standart Sapma
SH=Standart Hata, GA=Giiven Arali§i
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3.3. Karsilagtirma Yontemleri

3.3.1. Tiirev Spektrofotometrisi (Karsilagtirma Yontemi)

Turev spektrofotometrisi, karisim analizinde orijinal absorpsiyon egrilerinin
tirevlerinin alinmasi ve bilesiklerden birisinin sifir kesim noktasina karsilik diger
bilesigin tlrev absorbans degerinin dlgimuyle hesaplanan kalibrasyon
denklemlerinin elde edilmesiyle karigimlarin analizine dayanir. Spektrofotmetrik
calismalarda birden dorde kadar turev egrileri kantitatif c¢alismalarda
kullaniimaktadir.

Standart Cozeltiler

a) Metanol ¢ozeltisi icinde MOEX ve HCT’nin sirasiyla 250 ug/mL ve 250 ug/mL
konsantrasyonlu stok ¢ozeltileri hazirlandi.

b) MOEX igin 1.0-18.0 pg/mL ve HCT igin 1.0-18.0 ug/mL konsantrasyon
araliginda kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlandi.

c) MOEX igin 1.0-18.0 ug/mL ve HCT igin 1.0-18.0 ug/mL c¢alisma araliklari
icinde bu iki bilesigi iceren 20 degisik konsantrasyonlarda yapay

karisimlardan olusan validasyon seti hazirlandi.
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Kalibrasyon Denklemlerinin Hesaplanmasi

Tez kapsaminda tlrev yontemininin uygulamasinda, MOEX igin 1.0-18.0 ug/mL
ve HCT icin 1.0-18.0 ug/mL dogrusal ¢calisma araliginda hazirlanan kalibrasyon
¢ozeltilerinin 200.0-305.0 nm dalga boyu araliginda spektrumlari cizdirildi ve
bilgisayarin hafizasina kaydedildi. Sekil 3.12’de orijinal absorpsiyon spektrumlari
sunulmaktadir. Analiz edilen MOEX ve HCT bilesiklerinin absorpsiyon
spektrumlarinin birden dorde kadar degisik AA araliklari, degisik skala faktorleri
ve degigik AA araliklarla duzlestirme fonksiyonlari kullanimiyla tirev spektrumlari
hesaplandi. Ayni spektral iglemler yapay ve farmasotik preparatlar icin de
gerceklestirildi. Bu denemelerden sonra, skala faktéri 16 olan her iki bilesigin
absorpsiyon spektrumlarinin  AA=16 nm araliklari ile birinci dereceden
turevlerinin analiz i¢in uygun oldugu elde edilen % geri kazanim degerlerinden
saptandi. Bu birinci tlrev spektrumlari, AA=16 nm araliklarla 321 noktada
dizlestirildi. Sekil.3.13, MOEX igin 1.0-18.0 ug/mL ve HCT igin 1.0-18.0 pg/mL
dogrusal calisma araliginda her iki bilesigin birinci dereceden turev
spektrumlarini gostermektedir. Kalibrasyon grafikleri, MOEX i¢in 235.20 nm’de
ve HCT igin 247.50 nm’de dA/dA degderlerinin dlgimuyle elde edildi. Dogrusal

regresyon analizi i¢in istatistiksel sonuglar Cizelge 3.18. de gosterilmigtir.
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——HCTL
——HCT2
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——— MIDEXS
——— MOEX10

Sekil 3.12. MOEX igin 1.0-18.0 ug/mL (—) ve HCT igin 1.0-18.0 ug/mL (—) konsantrasyon

araliginda; absorpsiyon spektrumlari,
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Sekil 3.13. MOEX igin 1.0-18.0 pg/mL (—) ve HCT i¢in 1.0-18.0 ug/mL (—)konsantrasyon

arahginda; Birinci tirev spektrumlari (AA= 16 nm araliklarla ve skala faktori = 16)



Cizelge 3.18 Turev yontemiyle MOEX ve HCT kalibrasyonu igin
regresyon analiz sonugclari

MOEX HCT
A (nm) 235.20 247.50
Kon. Araligi (ug/mL) 1.0-18.0 1.0-18.0
m -0.0127 0.0419
n 0.0029 0.0051
r 0.9999 1.0000
SH(m) 4.60E-05 1.47E-04
SH(n) 4.91E-04 1.57E-03
SH(r) 8.14E-04 0.00
LOD 0.37 0.36
LOQ 1.22 1.18
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 siniri
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Turev Yonteminin Validasyonu

Tarev yonteminin validasyon islemi icin metanol ¢ozeltisi icerisinde MOEX igin
1.0-18.0 ug/mL ve HCT igin 1.0-18.0 ug/mL dogrusal ¢calisma araligi icinde farkl
konsantrasyonlarda 10 adet yapay karigim ¢ozeltisinden olugsan bir validasyon
seti hazirlandi. Bu validasyon seti kullanilarak kurulan tdarev yontemi
kalibrasyonunun kesinlik ve dogrulugu test edildi. Turev yontemi kalibrasyon
yonteminin yapay karisimlara uygulanmasi ile elde edilen sonuglar Cizelge 3.19.
de gosterildi. Geri kazanim degerleri MOEX i¢in % 104.5, HCT icin % 100.5
olarak bulundu. Bagil standart sapma degerleri MOEX igin % 2.22 ve HCT igin
% 1.76 olarak hesaplandi.



Cizelge 3.19. Turev ydnteminin MOEX-HCT ikili yapay karigimlarina
uygulanmasiyla elde edilen geri kazanim sonuglari

Karisimlar(ug/mL) Bulunan(pg/mL) Geri Kazanim (%)
No. MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT

1 1.0 10.0 1.03 10.04 102.9 100.4
2 2.0 10.0 2.08 9.88 103.9 98.8
3 4.0 10.0 4.31 9.84 107.7 98.4
4 6.0 10.0 6.44 9.88 107.4 98.8
5 8.0 10.0 8.47 9.97 105.8 99.7
6 10.0 10.0 10.46 10.01 104.6 100.1
7 12.0 10.0 12.37 9.95 103.1 99.5
8 14.0 10.0 14.23 10.03 101.7 100.3
9 16.0 10.0 16.05 10.03 100.3 100.3
10 18.0 10.0 18.20 10.19 101.1 101.9
11 6.0 1.0 6.44 0.99 107.3 98.7
12 6.0 20 6.34 2.06 105.7 103.1
13 6.0 4.0 6.30 4.23 105.1 105.7
14 6.0 6.0 6.36 6.14 106.0 102.3
15 6.0 8.0 6.37 8.05 106.2 100.7
16 6.0 10.0 6.44 0.88 107.4 98.8
17 6.0 12.0 6.37 12.10 106.2 100.8
18 6.0 14.0 6.27 13.99 104.6 99.9
19 6.0 16.0 6.18 16.22 103.0 101.4
20 6.0 18.0 6.06 18.06 100.9 100.4
X 104.5 100.5

SD 2.33 1.77

RSD 2.22 1.76

X =Ortalama, SS=Standart Sapma, BSS=% Bagil Standart Sapma
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Calismada diger bir validasyon iglemi olarak turev yodnteminin dogruluk ve
kesinligini degerlendirmek icin gun igi ve gunler arasi analiz ¢alismalarinda
dogrusal calisma araliginin iginde olacak sekilde U¢ farkli konsantrasyonda
(MOEX igin 4.0, 8.0 ve 12.0 pg/mL ve HCT igin 3.0, 10.0 ve 15.0 yg/mL) her
derigim icin 5 farkli ¢dzelti olmak Uzere ayni gin icinde ve gunler arasinda
hazirlanan ¢ozeltiler kullanilarak gergeklestirilmistir. Gun ici ve gunler arasi elde

edilen analiz sonuglari Cizelge 3.20 da gosterilmistir.

Cizelge 3.20. Turev yontemiyle MOEX ve HCT analizinde kesinlik ve dogruluk
sonuglari

Gin ici (n=5)

ilave edilen Bulunan SS BSS (%) BH (%) Geri Kazanim

MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT

4.0 300 405 307 006 004 148 137 114 217 1011 1022
8.0 10.00 8.06 10.10 0.07 0.10 083 1.03 0.74 099 100.7 101.0

120 1500 1209 1516 012 0.09 1.03 059 079 1.06 100.8 101.1

Glnler arasi (n=5)

ilave edilen Bulunan SS BSS (%) BH (%) Geri Kazanim

MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT

4.0 3.00 4.14 3.04 012 004 296 128 342 145 1034 1015
8.0 10.00 8.06 10.04 009 005 112 048 0.71 044 100.7 100.4

120 15.00 1214 1518 0.19 0.08 159 055 117 121 1012 101.2

BH= % Bagil hata = Bulunan miktar - ilave edilen miktar x 100
llave edilen miktar
GK = Geri Kazanim, SS = Standart Sapma, BSS =% Bagil Standart Sapma
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Bu tez calismasinda karsilastirma yontemi olarak gelistirilen tirev yontemini
ticari farmasotik preparatlara uygulamadan 6nce MOEX ve HCT igeren
tabletlerde, tablet yardimci maddelerinin analiz Uzerinde bir etkisinin olup
olmadig tlrev yontemi icin test edildi. Bunun icin de standart ilavesi teknigi
kullanildi. Farmasoétik preparatlardaki bir tablete karsilik gelen icerigin 100 mL
metanol iginde ¢Ozeltisi hazirlandi. Bu preparat ¢ozeltisinden gerekli
seyreltmeler yapilarak, preparatin Uzerindeki etiket miktarlarina gore sirasiyla
yaklasik 1.20 pg/mL MOEX ve 2.00 pg/mL HCT’e karsilik gelen numune
iceriginin Gzerine 1.20, 4.80 ve 9.60 ung/mL MOEX ve2.00, 8.00 ve 16.00 pg/mL
HCT olacak sekilde stok cozeltilerden standart ilavesi yapildi. Bu iglem
Fempress PLUS® Tablete uygulandi. Analiz sonucunda preparattan gelen
MOEX ve HCT miktarlar kalibrasyondan hesaplanip dugsulerek ilave edilen
standartlar igindeki MOEX ve HCT igin geri kazanim degerleri bulundu ve diger
istatistiksel hesaplamalar yapildi. Bu denemeler U¢ farkli konsantrasyon
seviyesinde (¢ tekrar yapilarak gergeklestirildi. tirev ydnteminin tablete
uygulamasinda MOEX igin ekseni kestigi nokta 1.26 ug/mL konsantrasyonuna;

HCT icin ekseni kestigi nokta 2.09 pg/mL konsantrasyonuna denk gelir
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Sekil 3.14. Standart ilavesi tekiniginde 1.20, 4.80 ve 9.60 ug/mL MOEX konsantrasyonlari igin

tlrev genliklerine kars! gizdirildiginde elde edilen dogrunun grafigidir.
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Sekil 3.15. Standart ilavesi tekiniginde 2.00, 8.00 ve 16.00 ug/mL HCT konsantrasyonlari igin

tlrev genliklerine kars! gizdirildiginde elde edilen dogrunun grafigidir.

Cizelge 3.21. Turev ydontemleriyle standart ekleme teknigi kullanilarak elde edilen % geri
kazanim sonuglari

Standart ilavesi (Tirev)

ilave edilen Bulunan SS BSS (%) BH (%) Geri Kazanim
MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT

1.20 2.00 0.97 1.91 0.03 003 268 132 -19.51 -437 805 95.6
480 800 503 810 0.08 0.18 168 217 485 122 1049 101.2
960 16.00 935 1594 011 003 121 0417 -258 -040 974 99.6

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

GK=Geri Kazanim, SS=Standart Sapma, BSS=% Bagil Standart Sapma
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Turev Yontemi i¢in Varyans Analizi

Tdrev yodnteminin dogruluk ve kesinliginin validasyon igleminde Ug farkli
konsantrasyon seviyesinde (MOEX igin 4.0, 8.0 ve 12.0 ug/mL ve HCT igin 3.0,
10.0 ve 15.0 pg/mL), her derisim icin bes farkli numune igin elde edilen
sonuglara varyans analiz (ANOVA) testi uygulandi. Yontemin gun i¢i ve gunler
aras! hazirlanan karisimlara uygulamasinda serbestlik derecesi ny =5 ve n; =24
icin % 95 olasilik diuzeyinde F-tablo degeri 2.62 olmasina karsilik MOEX igin
hesaplanan F-test degeri 1.90 ve p-degeri 0.13, HCT igin hesaplanan F-test
degeri 1.76 ve p-degeri 0.16 olarak bulunmustur. ANOVA testinde F-
hesaplanan< F-tablo ve p-degeri > p=0.05 oldugu igin % 95 olasilik diizeyinde
gln ici ve glnler arsinda elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadigi

g6zlenmistir. Sonuglar Cizelge 3.22. de sunulmustur.

Cizelge 3.22. Gun igi ve gunler arasi sonuglarin karsilastiriimasi icin ANOVA test

Sonugclari
.| Degisimin | Karelerin Serbestlik Karelerin F- P- F-
Bilesik < . .
kaynagi toplami  derecesi ortalamasi hesaplanan degeri tablo
Gruplar 27.27 5 5.45 1.90 013 262
ﬁ arasl
g Grup igi 68.95 24 2.87
Toplam 96.21 29
Gruplar 8.25 5 1,65 1.76 0.16 262
= arasi
L | Grupigi 22.46 24 0.94
Toplam 30.71 29
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Tiirev Yonteminin Farmasotik Tabletlere Uygulamasi

Karsilagtirma turev yonteminin farmasoétik 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 igerisinde ¢ozuldu. Balon
jojedeki c¢ozelti mekanik bir karistirici ile yaklasik 30 dakika karistirildi ve
membran filtre (Sartorius Minisart ¢= 0,45 um) yardimi ile stzuldi. Bu analiz
¢ozeltilerinin 200-300 nm dalga boyu bodlgesinde AA=16 nm araliklarla ¢izdirilen
spektrumlardan 210.0-312.3 nm dalga boyu araliginda Olgulen absorbans
degerlerine tlrev yontemi uygulandi. tirev spektrumlarindan MOEX igin 243.60
nm deki ve HCT icin 259.95 nm’deki turev genlikleri Olgllerek kalibrasyon
grafiklerinde yerine konularak tablet icerigindeki MOEX ve HCT miktarlari

hesaplandi. Bu islem 10 kez tekrar edildi.

Yukarida acgiklanan tablet analiz islemi Fempress PLUS® Tablet preparatina

uygulandi. Fempress PLUS® Tablet sonuclari cizelge 3.23 de sunuldu.
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Cizelge 3.23. Tirev yonteminin tablet numunelerine uygulanmasiyla
elde edilen analiz sonuglari (Ticari farmasétik preparat
etiketindeki miktarlar : 15.0 mg MOEX ve 25.0 mg HCT /Tablet)

mg/tablet
No. MOEX HCT
1 14.77 24.53
2 14.75 25.53
3 15.38 2442
4 15.00 25.63
S 15.03 25.49
6 14.95 2473
4 14.51 25.44
8 14.76 25.60
9 14.65 25.07
10 15.39 25.20
X 14.92 2517
SS 0.29 0.46
BSS 1.97 1.81
SH 0.09 0.14
GA 14.92+£0.18 2517 £0.28

‘X =Ortalama, SS=Standart Sapma, BSS=% Bagil Standart Sapma
SH=Standart Hata, GA=Guven AraliJi
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3.3.2. Yuksek Basingh Sivi Kromatografisi

Yuksek basingli sivi kromatografisi, bir karisim igerisindeki bilesenlerin biri sabit
(stasyoner) ve digeri hareketli (mobil) olan iki faz arasindaki dagilim
dengelerinin farklli§i esasina dayanan bir ayirma yoéntemidir. Ylksek basingli
sivi kromatografisinde i¢ ceperi sabit faz dolgu materyali bulunan kolon
sisteminden degisik ¢ozuclu sistemleri, pompa yardimiyla ylksek bir basingla
kolon sisteminden gegirilir. Enjeksiyon sistemiyle hareketli faz icine enjekte
edilen numunede bulunan maddeler kolon sisteminde sabit ve hareketli fazlarla
etkilesmeleri farkl oldugundan kolon icinde farkli hizlarda hareket ederler ve
analiz edilen maddelerin tutulma zamanlari fakli oldugu igin kolonu terk etme
siralarina gore dedektor sisteminde yakalanarak kromatogram olarak kaydedilir.
Bu YBSK ydntemi yukarida verilen esasa gére maddelerin ayrimina dayanan bir

yontemdir.

Standart Cozeltiler

a) Metanol icinde MOEX’in 250 ug/mL, HCT’nin 250 ug/mL ve bu deneyde i¢
standart (IS) olarak kullandigimiz Valsartan’'nin ise 250 pug/mL
konsantrasyonlu stok ¢ozeltileri hazirlandi.

b) MOEX icin 1.0-18.0 ug/mL konsantrasyon araligindaki 10 adet ¢ozeltisinin
her birine 5.0 ug/mL IS eklenerek kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlandi. HCT igin

1.0-18.0 ug/mL konsantrasyon araligindaki 10 adet c¢ozeltisinin her biri
uzerine ayni sekilde 5.0 upg/mL IS eklenerek kalibrasyon c¢ozeltileri

hazirlandi.
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c) MOEX i¢in 1.0-18.0 pug/mL ve HCT igin 1.0-18.0 ug/mL (yine her bir ¢ozelti

Uzerine 5 ug/mL IS eklenerek) calisma araliklari icinde bu iki bilegigi iceren 20

degdisik konsantrasyonlarda validasyon seti hazirlandi.

YBSK Yonteminde Kromatografik Sartlar

a)

Hareketli

Faz

Kolon Cinsi
Kolon
Sicakhgi

Basing
Akis Hizi
Enjeksiyon
Hacmi

Dalga Boyu

Coziicu

: Analiz isleminde, MOEX,HCT ve IS’in kromatografik

ayirimi igin asetonitril ve 0.5 M KH,PO4 tampon
sistemi (pH=4.50) (50:50 h/h) olusan bir ¢ozelti
kullanildr.

- Inertsil® ODS 3V kolonu kullanildi.

Kolon sisteminde maddelerin ayirimi oda

. sicakliginda (25°C) gercgeklestirildi.

. Kolondan ¢ozelti akisi sirasinda kolon basinci

ortalama 100 bar civarindadir.

Deneyde akis hizi 1.0 mL/dak. olacak sekilde

: ayarland..

Analiz slresinde her bir vial’den 20 yL alinacak

. sekilde enjeksiyon hacmi ayarlandi.

MOEX ve HCT analizi igin dalga boyu 235 nm olarak

. secildi.

: Metanol
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Kalibrasyon Denklemlerinin Hesaplanmasi

Bu tez calismasinda Kkarsilastirma yontemi olarak YBSK yontemininin
geligtiriimesinde, MOEX i¢in 1.0-18.0 pg/mL dogrusal c¢alisma araliginda
hazirlanan 5 adet kalibrasyon ¢ozeltisinin her biri Uzerine 5.0 ug/mL sabit
konsantrasyonda IS (Valsartan) eklenerek ve HCT icin 1.0-18.0 ug/mL dogrusal
c¢alisma araliginda hazirlanan kalibrasyon ¢ozeltilerinin Uzerine ayni sekilde 5.0
pg/mL  sabit konsantrasyonda IS eklenerek 235 nm’de DAD dedektori
kullanilarak kromatogramlar gizdirildi. Elde edilen bu kromatogramlarda MOEX,
HCT ve IS igin kolonda tutulma sureleri sirasiyla ortalama 2.98, 2.14 ve 4.03 dk.
olarak gozlendi (Sekil 3.16). Kromatografik analizde MOEX ve HCT bilegiklerinin
kromatogramlarindan integrasyonla bulunan alanlar 1S’iIn  kromatogram
alanlarina orani (MOEX/IS ve HCT/IS oranlari) konsantrasyona karsi grafige
gecirilerek bir dogru denklemi elde edildi. MOEX/IS ve HCT/IS oranlariyla
kontrasyon arasindaki dogrusal regresyon analizi ve istatistiksel sonuglar

Cizelge 3.24° de sunulmustur.
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Cizelge 24. YBSK yontemiyle MOEX ve HCT
kalibrasyonu igin regresyon analiz sonuglari

MEOX HCT
A (nm) 235.0 235.0
Kon. Arahgi (ug/mL) 2.0-20.0 1.0-18.0
m 0.0657 0.1239
n 0.0242 0.0706
r 0.9998 0.9996
SH(m) 4 46E-04 0.0011733
SH(n) 4.50E-03 4.13E-03
SH(r) 8.10E-03 2.08E-02
LOD (pg/mL) 0.65 0.32
LOQ (pg/mL) 2.17 1.05

Karisimlardaki MOEX ve HCT analizi icin YBSK yonteminin gelistiriimesinde
optimal kromatografik sartlarin bulunmasi igin gesitli hareketli faz sistemleri, akis
hizi, dalga boyu secimi, enjeksiyon hacmi gibi parametreler test edildi. IS
(Valsartan) varhginda MOEX ve HCT bilesiklerinin ayrimi ve tayini igin bolim

3.3.2.2 de verilen kromatografik kosullarin uygun oldugu bulundu.
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YBSK Yoénteminin Validasyonu

Bu tez calismasinda kargilastirma yontemi olarak YBSK yonteminin validasyonu
icin metanol igerisinde MOEX igin 1.0-18.0 ug/mL ve HCT igin 1.0-18.0 pg/mL
dogrusal ¢aligma aralgi iginde farkli konsantrasyonlarda 20 adet yapay karigim
¢cOzeltisinden olugan bir validasyon seti hazirlandl. Bu validasyon setinin
hazirlanmasinda herbir karigsim ¢ozeltisine 5.0 ug/mL sabit konsantrasyonda IS
(Valsartan) stok ¢ozeltisinden ilave edildi. Bu validasyon seti kullanilarak YBSK
yonteminin kesinlik ve dogrulugu test edildi. Geri kazanim degerleri MOEX igin
% 98.5, HCT icin % 100.0 olarak bulundu. Bagil standart sapma degerleri
MOEX icin % 2.50 ve HCT igin % 1.66 olarak hesaplandi. Geri kazanim
calismasinda YBSK yonteminin yapay karigsimlara uygulanmasi ile elde edilen

sonuglar Cizelge 3.25 de gdsterildi.



Cizelge 3.25. YBSK yonteminin MOEX-HCT ikili yapay karigimlarina

uygulanmasiyla elde edilen geri kazanim sonuglari

ikili Karigim Bulunan Geri Kazanim

No. MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT
1 2.0 10.0 1.98 10.07 99.1 100.7
2 4.0 10.0 3.82 10.05 95.5 100.5
3 6.0 10.0 5.90 10.11 98.3 101.1
4 8.0 10.0 7.80 9.86 97.5 98.6
5 10.0 10.0 9.49 9.60 94.9 96.0
6 12.0 10.0 12.16 10.17 101.3 101.7
7 14.0 10.0 13.42 9.82 95.8 98.2
8 16.0 10.0 16.16 10.01 101.0 100.1
9 18.0 10.0 18.25 10.05 101.4 100.5
10 20.0 10.0 20.35 9.96 101.8 99.6
11 6.0 1.0 6.17 1.00 102.8 100.3
12 6.0 2.0 6.08 1.93 101.4 96.5
13 6.0 4.0 5.88 3.98 98.0 99.5
14 6.0 6.0 5.92 6.01 98.6 100.1
15 6.0 8.0 5.73 8.04 95.4 100.5
16 6.0 10.0 5.78 10.13 96.3 101.3
17 6.0 12.0 5.82 12.36 97.0 103.0
18 6.0 14.0 5.95 14.19 99.1 101.4
19 6.0 16.0 5.75 15.92 95.8 99.5
20 6.0 18.0 5.90 18.15 98.3 100.9

X 98.5 100.0

SS 2.46 1.66

BSS 2.50 1.66

X =Ortalama, SS = Standart Sapma, BSS = % Bagil Standart Sapma
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Bu yuksek lisans tez calismasinda diger bir analitik validasyon islemi olarak
YBSK karsilagtirma yonteminin dogruluk ve kesinligini degerlendirmek igin gun
ici ve gunler arasi analiz ¢alismalarinda dogrusal c¢alisma arahdinin iginde
olacak sekilde g farkli konsantrasyonda MOEX igin 2.0, 6.0 ve 12.0 pg/mL ve
HCT icin 3.0, 10.0 ve 15.0 ug/mL her derigsim icin 5 farkh ¢dzelti olmak Uzere
ayni gun icinde ve gunler arasinda hazirlanan ¢ozeltiler kullanilarak yapiimigtir.
GUn ici ve gunler arasi elde edilen analiz sonuglari Cizelge 3.26’ da

sunulmaktadir.

Cizelge 3.26. YBSK yontemiyle glin ici, glinler arasi MOEX ve HCT analizinde kesinlik

ve dogruluk test sonuglari

Gun igi (n=5)
ilave edilen Bulunan ss BSS BH Geri Kazanim
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%) (%)
MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT
2.0 3.0 2.0 3.0 0.02 0.06 0.8 1.9 -0.9 -04 99.1 99.6
6.0 10.0 5.9 101 0.07 0.14 1.2 14 -2.4 1.0 97.6 101.0
12.0 15.0 11.9 15.1 0.02 0.16 0.2 1.0 -1.1 0.7 98.9 100.7
Gunler arasi (n=5)
ilave edilen Bulunan ss BSS BH Geri Kazanim
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%) (%)
MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT
2.0 3.0 2.0 3.0 0.0 0.1 1.1 1.9 0.6 -0.8 100.6 99.2
6.0 10.0 5.9 10.2 0.2 0.1 3.3 1.1 -1.5 1.5 985 1015
12.0 15.0 12.0 15.1 0.2 0.2 14 1.1 0.3 09 100.3 100.9

BH= %Bagil hata = Bulunan miktar - ilave edilen miktar 100
ilave edilen miktar

SS = Standart Sapma, BSS =% Bagil Standart Sapma
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Karsilagtirma yontemi olarak gelistirilen YBSK yontemini ticari farmasotik
preparat analizine uygulamadan o6nce MOEX ve HCT iceren farmasotik
preperatlarda, tablet yardimci maddelerinin analiz Gzerinde bir etkisinin olup
olmadigi arastirildi. Bunun igin de standart ilavesi teknigi kullanildi. Farmasotik
preparatlardaki bir tablete karsilik gelen igerigin 100 mL metanol iginde ¢ozeltisi
hazirlandi. Bu preparat ¢ozeltisinden gerekli seyreltmeler yapilarak, preparatin
uzerindeki etiket miktarlarina gore sirasiyla yaklagik 1.50 ung/mL MOEX ve 2.50
ug/mL  HCT’e karsilik gelen numune igeriginin Gzerine 1.50, 6.00 ve 12.00
ug/mL MOEX ve 2.50, 10.00 ve 20.50 ug/mL HCT olacak sekilde stok
¢ozeltilerden standart ilavesi yapildi. Bu islem Fempress PLUS® Tablete
uygulandi. Analiz sonucunda preparattan gelen MOEX ve HCT miktarlar
kalibrasyondan hesaplanip diusulerek ilave edilen standartlar igindeki MOEX ve
HCT igin geri kazanim degerleri bulundu ve diger istatistiksel hesaplamalar
yapildi. Bu denemeler Ug farkli konsantrasyon seviyesinde U¢ tekrar yapilarak
gerceklestirildi. YBSK yonteminin tablete uygulamasinda MOEX igin ekseni
kestigi nokta 1.54 pyg/mL konsantrasyonuna; HCT icin ekseni kestigi nokta 2.59

pMg/mL konsantrasyonuna denk gelir
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Sekil 3.18. Standart ilavesi tekiniginde 1.50, 6.00 ve 12.00 yg/mL MOEX ilave

konsantrasyonlari igin YBSK metodu genliklerine karsi gizdirildiginde elde edilen

dogrunun grafigidir.
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Sekil 3.19. Standart ilavesi tekiniginde 2.50, 10.00 ve 20.00 ug/mL ilave HCT
konsantrasyonlari igin tirev genliklerine karsi gizdirildiginde elde edilen dodrunun
grafigidir.

Cizelge 3.27. YBSK yontemleriyle standart ekleme teknigi kullanilarak elde edilen
% geri  kazanim sonuglari

Standart Ilavesi (YBSK)

ilave edilen Bulunan SS BSS (%) BH (%) Geri Kazanim
MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT

1.50 250 147 247 001 003 09% 140 -1.89 133 981 98.7
6.00 10.00 5.87 1028 0.03 0.11 053 110 -218 281 978 1028
12.00 20.00 1197 20.74 0.07 032 062 152 -027 370 99.7 103.7

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

GK=Geri Kazanim, SS=Standart Sapma, BSS=% Bagil Standart Sapma
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YBSK Yontemi igin Varyans Analizi

YBSK karsilastirma yonteminin dogruluk ve kesinliginin degerlendirilmesi icin Ug
farkli konsantrasyonda (MOEX i¢in 2.0, 6.0 ve 12.0 pg/mL ve HCT i¢in 3.0, 10.0
ve 15.0 ug/mL ve her biri Gzerine 5.0 pg/mL IS ) ve her derigim igin bes farkl
numune icin elde edilen sonuglara ANOVA testi uygulandi. Yéntemin gin ici ve
glnler arasi hazirlanan karisimlara uygulamasinda serbestlik derecesi ny =5 ve
n2 =24 icin % 95 olasilik dizeyinde F-tablo degeri 2.62 olmasina karsilik MOEX
icin hesaplanan F-test degeri 2.42 ve p-degeri 0.07, HCT i¢in hesaplanan F-test
degeri 1.81 ve p-degeri 0.15 olarak bulunmustur. Sonuclar Cizelge 3.28 de
sunulmustur. ANOVA testinde F-hesaplanan< F-tablo ve p-degeri > p=0.05
oldugu icin % 95 glven araliginda gun i¢i ve gunler arsinda elde edilen sonuglar

arasinda arasinda anlamh bir fark olmadigi bulunmustur.

Cizelge 3.28. Gun ici ve gunler arasi sonuglarin karsilastiriimasi icin ANOVA test

sonuglari
Bilesik Degisimin | Karelerin Serbestlik  Karelerin F- P- F-
¥ Kaynagi toplami derecesi ortalamasi hesaplanan degeri tablo
Gruplar 31.08 5.00 6.22 2.42 007 262
x arasi
L
o Grup igi 61.78 24.00 2.57
=
Toplam 92.86 29.00
Gruplar 19.15 5.00 3.83 1.81 015 262
- arasi
€ | Grupici 50.85 24.00 2.12
Toplam 70.00 29.00
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YBSK Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uygulamasi

Tez calismasinda YBSK yodnteminin farmasoétik 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 igcerisinde
¢ozuldu. Balonjoje icerigi mekanik karistirict ile 30 dakika karistirildi ve
membran filtre (Sartorius Minisart ¢= 0,45 um) yardimi ile suzildu. Gerekli
seyreltme islemi ile 5ug/mL IS ilavesi yapilarak hazirlanan tablet ¢ozeltileri 2
mL’lik “vial” lere konularak kalibrasyon basamagindaki kromatografik sartlarda
kromatogramlari gizdirildi. Kromatogramlardan MOEX/IS ve HCT/IS oranlari
hesaplanarak Bolim 3.3.2.3. de elde edilen kalibrasyon grafiklerinde yerine
konarak tabletlerin igcerisindeki MOEX ve HCT miktarlari hesaplandi. Bir tablet

analiz numunesi igin gizdirilen kromatogram $ekil 3.17 de sunulmaktadir.

Yukarida aciklanan kromatografik tablet analiz islemi Fempress PLUS® Tablet
preparatina uygulanmistir. Fempress PLUS® Tablet sonuclari Cizelge 3.29 da

sunuldu.



Cizelge 3.29. YBSK yonteminin tablet numunelerine

uygulanmasiyla elde edilen analiz sonuglari (Ticari

farmasoétik preparat etiketindeki miktarlar : 15.0 mg

MOEX ve 25.0 mg HCT /tablet)

mg/tablet
No. MOEX HCT
1 15.03 25.57
2 15.12 24.68
3 15.02 24.71
4 15.05 24.70
S 15.98 24.98
6 15.32 24.73
7 15.00 24.65
8 14.89 2511
9 15.08 25.07
10 14.71 25.38
X 15.12 24.96
SS 0.34 0.32
BSS 2.25 1.29
SH 0.11 0.10
GA (p=0.05) 15.12 £ 0.21 24.96 £ 0.20

X =Ortalama, SS=Standart Sapma, BSS=% Bagl Standart Sapma

SH = Standart Hata, GA = Giiven Araligi
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3.3.3. Sonuglarin istatistiksel Karsilastiriimasi

Yuksek lisans tez ¢alismasi kapsaminda gelistirilen PCR, PLS ve db5-SDD ile
karsilastirma yontemleri olarak gelistirilen tlrev spektrofotometrisi ve YBSK
yontemlerinin farmasoétik tabletlerin  analizine uygulamasindan elde edilen
Cizelge 3.30° daki deneysel sonuglar, varyans analiz (ANOVA) testi yapilarak
karsilastirildi. istatiksel karsilagtirmada ydntemlerin FEMPRESS PLUS® ticari
preparatina uygulamasinda n=10 deneme i¢in serbestlik derecesi n1=4 ve n,=45
olmak Uzere % 95 olasilik duzeyinde (p = 0.05) t-tablo ve ANOVA F-tablo
degeri (Fiworik) Sirasiyla 2.58 olmasina karsilik hesaplanan ANOVA F-test
sonuglari Cizelge 3.31' de gosterildigi gibi bulunmustur. Gelistirilen yontemlerinin
karsilastiriimasinda F-hesaplanan< Fioik ve MOEX icin p=0.06>0.05 ve HCT
icin icin p=0.34>0.05 oldugu icgin yukarida ifade edilen olasilik dizeyinde

yontemler arasinda anlamli bir fark olmadigi1 gézlenmigtir.

Cizelge 3.30. Gelistirilen analitik ydntemlerin tablet analizine uygulamasiyla elde edilen
sonuclar

mg/tablet
PCR PLS db5-SDD Tlrev yontemi HPLC
MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT MOEX HCT

ORT 15.24 2521 1526 25.09 15.01 2520 14.92 2517 1512 24.96
SS 035 0.31 030 024 013 015 029 046 034 0.32
BSS 232 124 198 095 085 058 197 181 225 1.29
SH 0.11 0.10 010 008 0.04 005 009 014 011 0.10
GA 022 019 019 015 008 0.09 018 0.28 021 0.20

SS=Standart Sapma, BSS=Bagil Standart Sapma

SH = Standart Hata, GA = Giiven Araligi
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Cizelge 3.31. Tez kapsaminda gelistirilen yontemlerin tablet analizine uygulanmasiyla
elde edilen sonuglarin varyans analiz (ANOVA) testi ile karsilastiriimasi

Bilesik Degisimin  Karelerin  Serbestlik Karelerin F- P- F-tablo
s Kaynagi toplami  derecesi Ortalamasi hesaplanan degeri
y Gruplar 0.86 4 0.22 2.48 0.06 258
N arasl
g Grup igi 3.91 45 0.09
Toplam 4.78 49
Gruplar 0.45 4 0.11 1.16 034 258
- arasl
g Grup igi 4.39 45

Toplam 4.85 49
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4. TARTISMA

Bu ylksek lisans tezi kapsaminda bir antihipertansif kombine farmasadtik
preparat icerisindeki MOEX ve HCT’in miktar tayinleri icin kemometrik PCR ve
PLS kalibrasyon yontemleri ve db5-SDD yontemi gelistirildi. Bu ¢ok degiskenli
PCR, PLS kalibrasyon ve db5-SDD yontemlerinin sonuglari, turev
spektrofotometresi ve yuksek basingh sivi  kromatografisi ydntemleriyle

karsilastirildi.

Calismalarimiz kapsaminda gelistiriimesi amacglanan kemometrik PCR ve PLS
kalibrasyon yontemleri, kalibrasyon (konsantrasyon) seti (bagimsiz degisken) ile
bu set icin “full” spektrum dAlgimi ile elde edilen absorbans matrisi ( bagimli
degisken) arasindaki matematiksel iliski PCR ve PLS algoritmalari

uygulamasiyla degerlendirilerek PCR ve PLS kalibrasyon yontemleri gelistirildi.

Calismada cok degiskenli kalibrasyon algoritmalarinin uygulamasinda optimal
deneysel ve spektral kosullar belirlendi. Spektral ¢alismalarda metanol ¢ozicu
sistem olarak saptandi. Analiz isleminde MOEX ve HCT bilegiklerinin
konsantrasyon seti ve numunelerin, 200-305 nm dalga boyu araliginda orijinal
absorpsiyon spektrumlari AA=0.05 nm araliklar ile kaydedildi. PCR ve PLS
kalibrasyonlarinda y-blok olarak hazirlanan simetrik kalibrasyon setinin ( Cizelge
3.1) ve 218-290 nm dalga boyu araliginda AA=0.05 nm araliklar ile dlgulen
absorbans degerleri x-blok olarak kullanilan 1441x36 absorbans matrisi PCR ve

PLS icin optimal spektral kosullar oldugu belirlendi (Sekil 3.3).
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Tez kapsaminda dalgacik donusim sinyal isleme ydntemi ile ticari farmasotik
preparat icerisinde bulunan MOEX ve HCT bilesiklerinin miktar tayinlerinde en
yuksek geri kazanim sonuglart veren optimal spektral donusumleri
saptayabilmek igin degisik dalgacik aileleri (wavelets families) uygulandi. Bu test
islemlerinden sonra db5-SDD yoénteminin optimal oldugu bulundu. Optimal
surekli dalgacik donisim (db5-SDD) saptanmasinin ardindan 1.00-18.00 ug/mL
dogrusal g¢alisma araliginda MOEX ve HCT icin standart kalibrasyon serileri
hazirlandi ve bilesiklerin bu standart serilerinin 200.0 - 300.0 nm dalga boyu
araliginda ultraviyole (UV) spektrumlar cizdirildi (Sekil 3.8). Ayni spektral
kosullarda validasyon ve numune ¢oOzeltilerinin spektrumlari da gizdirildi. Sinyal
analiz yonteminin uygulanmasinda MOEX ve HCT bilegiklerinin standart
kalibrasyon serilerinin, validasyon ve numuneleri 200.00 — 302.35 nm dalga
boyu araliginda 2' = 2048 elemanh absorbans verilerinden olusan spektral
vektorler db5-SDD yontemi ile islendikten sonra Sekil 3.9 daki db5-SDD
spektrumlari elde edildi. db5-SDD spektrumlari kullanilarak MOEX icin 243.60
nm de ve HCT igin 259.95 nm de SDD-sinyalleri dlgulerek her iki bilesik igin

regresyon analiziyle dogru denklemleri hesaplandi (Cizelge 3.12).

Tez iceriginde geligtirilen ¢cok degdiskenli kalibrasyonlar (PCR, PLS) ve sinyal
isleme (db5-SDD) yontemlerinin analitik validasyonu igin ¢alisma araligi
icerisinde olacak sekilde degisik konsantrasyonlarda MOEX ve HCT igeren
yapay karigimlardan olusan validasyon seti, yine Ug¢ farkh konsantrasyon
seviyesinde bes farkli tekrarla hazirlanan yapay karisimlarin gun ici ve gunler
arasl analizi icin geri kazanim galismasi yapildi (sirasiyla, Cizelge 3.3, 3.8,
3.14). Ayrica tablet yardimci maddelerinin analiz Uzerine etkisinin olup
olmadigini gozlemek igin tablet preparatinin Uzerine 3 farkli konsantrasyon
seviyesinde 3 tekrarll MOEX ve HCT standart ilavesiyle geri kazanim calismasi
gerceklestirildi (Cizelge 3.4, 3.9, 3.15). db5-SDD ydnteminde standart ilavesi ile
konsantrasyon db5-SDD genliklerine kargi grafige gegcirildiginde kalibrasyon
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egimi ve numune igeriginden gelen MOEX ve HCT analizi Gzerine tablet

yardimci maddelerinin etkisinin olmadidi bulundu (Sekil 3.10 ve Sekil 3.11).

Geligtirilen yodntemlerin validasyonu igin yapilan geri kazanim sonuglari ve
sonuglara uygulanan istatistiksel testler (Cizelge 3.5, 3.10, 3.16). yontemlerin
MOEX ve HCT analizi igin yuksek geri kazanim degerleriyle tatmin edici
dogruluk ve kesinlige sahip olduklarini ve analiz Uzerine tablet yardimci
maddelerinin herhangi bir etkisinin olmadigini gostermistir. Kemometrik g¢ok
degiskenli  kalibrasyon ve sinyal isleme yontemleri, ticari tabet
formulasyonlarindaki MOEX ve HCT bilegiklerinin ayni anda miktar tayinlerine
hicbir ayirma iglemi kullanmaksizin basariyla uygulandi ve son derece tatmin

edici sonuglar alindi. (Cizelge 3.6, Cizelge 3.11 ve Cizelge 3.17).

Bu tez calismasinda gelistirilen kemometrik ¢gok degiskenli kalibrasyon ve sinyal
isleme yontemlerini karsilastirmak amaciyla birinci tirev spektrofotometresi ve
yuksek basingh sivi  kromatografisi (YBSK) yontemleri gelistirildi  ve
karisimlardaki MOEX ve HCT'in kantitatif analizi igin kullanildi.

Geligtirilen PCR ve PLS kalibrasyonlari ile db5-SDD sinyal isleme yonteminin
validasyonu igin uygulanan validasyon iglemleri, tirev ve YBSK ydntemleri icin
de gergeklestirildi. Sonuglar gun igi ve gunler arasi analizi i¢in geri kazanim
kesinlik ve dogruluk test sonugclari (sirasiyla Cizelge 3.20, 3.26), MOEX ve HCT
standart ilavesiyle geri kazanim sonuglari (Cizelge 3.21 ve 3.27), geri kazanim
sonugclari ve sonuglara uygulanan istatistiksel testler (Cizelge 3.22, 3.28) de

sunuldu.
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Tez kapsaminda PCR, PLS, db5-SDD, turev ve YBSK ydntemlerin yapay
karisimlara uygulamasinda elde edilen ortalama % geri kazanim ve karsilik
gelen bagil standart sapma degerleri sirasiyla MOEX i¢cin % 101.2, % 2.22
(PCR); % 101.1, % 2.36 (PLS); % 100.9, % 1.72 (db5-SDD); % 104,5, % 2.22
(TD); % 98.5, % 2,50 (HPLC) ve HCT igin % 99.1, % 2.81 (PCR); % 99.0, %
1.82 (PLS); % 99.9, % 1.86 (db5-SDD); % 100.5, % 1.76 (TD); % 100.0, % 1.66
(HPLC) olarak bulundu. Standart ilavesi yonteminde MOEX igin % ortalama geri
kazanim ve bagil standart sapma degerleri %101.8, %2.03 (PCR); % 101.1, %
1.26(PLS); %102.4, %1.23 (db5-SDD); % 94.27, %1.86 (TD); % 98.53, % 0.70
(HPLC) ve HCT igin % ortalama geri kazanim ve bagil standart sapma degerleri
% 100.4, % 1.41 (PCR); % 100.9, % 0.53 (PLS); % 100.53, % 1.89 (db5-SDD);
% 98.80, % 1.22 (TS); % 101.73, %1.34 (HPLC) olarak elde edildi. Yontemler
icin guin ici ve glnler arasi ortalama % geri kazanim ve bagil standart sapma
degerleri gun iginde MOEX igin % 102.1-% 104.5, % 3.38-% 4.97 (PCR); %
100.9-% 101.7, % 1.10-% 3.53(PLS); % 102.4-% 104.3, % 0.02-% 0.07(db5-
SDD); % 100.7-%101.1, % 0.83-%1.48 (TS); % 97.6-% 99.1, % 0.8-% 1.2
(HPLC); ve HCT igin % 99.6-% 100.9, % 0.18-% 1.18 (PCR); %99.2-%101.7, %
0.18-% 1.39 (PLS); % 99.5-%101.6, % 2.37-4.28 (db5-SDD); % 101.0-% 102.2,
% 0.99-% 2.17 (TS); % 99.6-% 101.0, % 1.0-% 1.9 (HPLC); glnler arasinda
MOEX igin % 101.2-% 104.2, % 0.99-% 4.61 (PCR); % 100.6-% 103.5, % 0.15-
% 2.89 (PLS); % 104.1-% 105.5, % 2.08-% 2.45 (db5-SDD); % 100.7-% 103.4,
% 1.12-% 2.96 (TS); % 98.53-% 100.6, % 1.1-% 3.3 (HPLC); ve HCT igin %
100.3-% 101.6, % 0.68-% 3.79 (PCR); % 100.8-% 103.7, % 0.68-% 4.82; %
101.3-% 102.1, % 1.24-% 2.85 (db5-SDD); % 100.4-% 101.5, % 0.48-% 1.28
(TS); % 99.2-% 101.5, % 1.1-% 1.9 (HPLC) olarak hesaplandi.

Analitik validasyon igleminden sonra yoOntemler ticari tabletlerin analizine
uygulandi ve tatmin edici sonuglar elde edildi (Cizelge 3.23 ve 3.29). Gelistirilen
PCR, PLS, ve db5-SDD yoOntemleriyle ticari tabletlerdeki MOEX ve HCT
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bilesiklerinin kantitatif analizinde karsilastirma yontemlerinin (YBSK ve tlrev)
sonuglariyla karsilastirilabilir sonuglar elde edildi. Yontemler ile ticari tabletlerin
analizi icin  karsilastirmak amaciyla t-test ve F-test istatistigi kullanildi ve
yontemlerden elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadigi gozlendi.
(Cizelge 3.30 ve Cizelge 3.31).

Bu tez calismasi kapsaminda elde edilen sonuglar yeni geligtirilen kemometrik
cok degiskenli kalibrasyon ve sinyal igleme yontemlerinin MOEX ve HCT igeren
ticari farmasotik preparatlarin  rutin  analizlerinde ve kalite kontrolinde

kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.
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5. SONUG VE ONERILER

Bilindigi gibi ilaglarin formulasyon 6ncesi ve formulasyondan sonra kalite kontrol
ve rutin analizleri son derece énemlidir. Ulkemiz ve diger Ulkeler ilaglarin bu rutin
analiz ve kalite kontrol iglemlerini belli yasa ve yonelgelerle zorunlu kilmaktadir.
Bununla birlikte gunumuiuzde daha etkin tedavi ve az yan etkisi dolayisiyla iki
veya daha fazla aktif bilesigi iceren preparatlar Uretilmektedir. Dolayisiyla klasik
olarak kombine preparatlarin analizi kromatografi gibi ayirma teknikleri
gerektirmektedir. Bu kromatografik yontemler ile analizi pahali ve zaman alicidir.
Bu kapsamda hizl, ucuz, kolay ve guvenilir sonuglar veren yontemlerin

gelistiriimesi kobine preparatlarin analizi i¢cin son derece hayatidir.

Yukarida aciklandigi gibi MOEX ve HCT bilesiklerini iceren bir ticari farmasotik
preparatin kantitatif analizi icin yeni, hizli, kolay, uygulanabilir ve guvenli
sonuglar veren yontemler gelistiriimesi amacglanmis olup, bu ama¢g MOEX-HCT
karisimin analizi igcin kemometrik PCR, PLS ve db5-SDD ydntemleri gelistirilerek
gerceklestiriimistir. Ayrica tez kapsaminda PCR, PLS ve db5-SDD ydntemleriyle
elde edilen sonuglari dogrulamak amaciyla turev ve YBSK yodntemleri
geligtirildi.Butan geligtirilen yontemlerin sonuglari varyans analiz (ANOVA) testi
kullanilarak karsilastinldi. ANOVA test sonuglari, dnerilen ydntemler ile elde

edilen deneysel sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadigini géstermistir.

Tez kapsaminda gelistirilen ve basarili bir sekilde MOEX ve HCT igeren
tabletlerin analizine uygulanan kemometrik ¢cok degiskenli kalibrasyon ve sinyal
isleme kemometrik kalibrasyon yontemleriyle son derece basarili sonuglar elde
edilmistir. Bu tez kapsaminda geligtirilen yontemler analiz islemlerinde son
derece hizli, kolay uygulanabilir ve ekonomiktir. Kemometrik PCR, PLS ve db5-
SDD yoéntemler, kromotografik yontemlerle karsilastirildiginda yukarida sayilan

avantajlari yaninda herhangi bir 6n ayirma islemi kullanmaksizin kombine
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preparatlarin analizinde karsilastirlabilir sonuglar bulunmasi yoninden de

avantajlidir.

Tez kapsaminda MOEX ve HCT miktar tayinleri igin gelistirilen bu kemometrik
yontemleri turev yontemi kullanilarak kontrol edilmistir ve tez konusu her iki
bilesigin kantitatif analizleri igin basariyla uygulanmistir. Bu tez galismasinda
deneysel kosullari ve kemometrik parametreleri optimize edilen yontemler daha
sonraki bilmsel aragtirmalarda ve sanayide MOEX ve HCT analizi igin

kullanilabilmesi bakimindan tez ¢galismasini orijinal kilmaktadir.
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OzZET

Moeksipril Hidrokloriir/Hidroklortiazid iceren Ticari Farmasotik Preparatin

Kemometrik Yontemlerle Kantitatif Analizi

Bu tezin ilk amaci MOEX ve HCT igeren yapay karigsimlarin ve ticari farmasotik
tablet numunelerinin ayni anda kantitatif analizi igin yeni kemometrik surekli

dalgacik dontisumi ve gok degiskenli kalibrasyon yontemleri gelistirmektir.

Calismanin ikinci amaci tez kapsaminda yeni geligtirilen sinyal igsleme ve ¢ok
degiskenli kalibrasyon yontemleriyle; tlrev spektrofotometrisi ve YBSK ile elde

edilen sonuglarin karsilastiriimasidir.

Bu baglamda, birkag ayri dalgacik tiarine MOEX ve HCT’den en iyi geri kazanim
tayinini elde etmek amaciyla optimal surekli dalgacik transfer yaklasim testi
uygulanmistir. Bunun sonucu olarak; doubechies5 surekli dalgacik turu skala

faktort a=512 analiz metodu ile belirlenen sinyaller olarak bulunmustur.

Kalibrasyon grafikleri db5-SDD genlikleri ve konsantrasyon (MOEX ve HCT igin
1.0 — 18.0 pg/mL konsantrasyon araliginda) arasindaki matematiksel iliskiye

dogrusal regresyon analizi uygulanarak elde edildi.

Kemometrik c¢cok degiskenli kalibrasyonun uygulanmasinda, Temel bilesen
regresyon ve En kuguk kareler metotlari absorbans data matrisi (1441 x 36) ve

kalibrasyon seti (36 x 2) kullanilarak olusturulmustur.
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Geligtirilen db5-SDD, Temel Bilesen Regresyon(PCR) ve En kluguk Kareler
metotlarin(PLS) dogrulugu asagidaki parametreler kullanilarak gosterilmistir.
Bunlar, geri kazanim c¢alismasi, gunigi ve gunler arasi ¢alismasi ve standart

ilavesi calismasidir.

Ornegin, yizde olarak geri kazanim ve bagil standart sapma db5-SDD, PCR ve
PLS metotlarinin uygulanmasiyla MOEX icin % 100.1 ile % 0.15, HCT i¢cin %
101.2 ile % 2.51 olarak elde edilmistir; PCR metodunda MOEX i¢in geri kazanim
% 101.2, standart sapmasi % 2.22 ve HCT igin geri kazanim % 99.1 ve standart
sapmasl! %2.81 olarak bulunmus; PLS metodunda MOEX ic¢in geri kazanim %
100.1, standart sapmasi % 2.36 ve HCT igin geri kazanim % 99.0 ve standart

sapmasli % 1.82 olarak bulunmustur.

Buna ilave olarak MOEX — HCT karigimlari igin gun igi, gunler arasi analizleri ve
standart ilavesi teknigini iceren uygulamalardan memnun edici sonuglar

alinmistir.

Kemometrik ¢cok degiskenli kalibrasyon ve SDD sinyal isleme metotlarindan elde
edilen deneysel sonuglarin kargilagtiriimasi ig¢in iki yeni metot olan birinci
dereceden tlirev spektrofotometrik ve YBSK metotlarinin araliklari 1.0 ila 18.0
pg/mL olacak sekilde gelistirilmistir. Yukarida bahsedilen PCR, PLS ve db5-SDD
metolarinin uygulamalari kullanilarak her iki Turev spektrofotometrik ve YBSK

metotlari dogrulanmistir.
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Gelistirilen SDD, PCR ve PLS, Tldrev ve YBSK metotlarinin tima, MOEX ve
HCT’nin ticari tabletlerde es zamanli olarak tayinleri igin basariyla uygulanmigtir

ve tum metotlardan elde edilen sonuglarda, iyi bir kabul edilebilirlik mevcuttur.

Anahtar Kelimeler : Cok degiskenli kalibrasyon ve surekli dalgacik dontsim
yontemleri, Hidroklorotiazid, Ikili karigim, Kemometri,
Moeksipril Hidroklortr, Tablet.
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SUMMARY

Quantitative Analysis of Moexipril Hydrochloride/Hydrocloridetiazide
Contaning Commercial Pharmaceutical Preparation by Chemometric
Methods

First main aim of this thesis is to develop new chemometric continuous wavelets
transform and multivariate calibration methods for the simultaneous quantitative
analysis of synthetic samples and commercial pharmaceutical tablet samples
containing MOEX and HCT compounds. Second aim is to compare the results
provided from the developed chemometric signal processing and multivariate
calibration methods with those obtained by newly developed derivative

spectrophotometric and HPLC methods.

In this context, several wavelet families were tested to find the optimal
continuous wavelet transfer approach giving the best recovery determination
results for both MOEX and HCT. As a results; doubechies5 continuous wavelet
family the scaling factor a=512 was found to be appropriate for the quantitative

resolution of two-component mixtures.

Calibration graphs were obtained by applying the linear regression analysis to
the relationship between db5-CWT amplitudes and concentration for MOEX

and HCT the linear concentration range of 1.0 — 18.0 pg/mL.

In the application of the chemometric multivariate calibration, Principal
component regression and partial least-square were constructed by using the

calibration set (36 x 2) dimensional and absorbance data matrix (1441 x 36).
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The validity of the developed db5-CWT, principal component regression and
partial least-square methods were performed by using the following sequences,
recovery studies, intra-day and inter-day analyses and standard addition

technique.

For example, percent mean recoveries with relative standard deviations
obtained by applications of db5-CWT, PCR and PLS methods were found as
100.1% with 0.15% for MOEX and 101.2% with 2.51% for HCT; for PCR
methods were found as 101.2% with 2.22% for MOEX and 99.1% with 2.81% for
HCT; for PLS methods were found as 100.1% with 2.36% for MOEX and 99.0%
with 1.82% for HCT.

In addition to that the applications of intra-day and inter-day analysis and
Standard addition technique indicate that the above methods gave us the
satisfactory results for the MOEX — HCT mixtures.

In order to compare the experimental results obtained from chemometric
multivariate calibration and CWT signal processing methods, two new analytical
methods first derivative spectrophotometric and HPLC in the concentration
ranges 1.0 and 18.0 yg/mL were improved respectively. Both derivative and
HPLC methods were validated by using the above mentioned procedures similar
to PCR, PLS and db5-CWT applications.
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All of the developed CWT, PCR and PLS, derivation and HPLC methods were
successfully applied to the simultaneous determination of MOEX and HCT in
commercial tablets and a good agreement was observed for the results obtained
by all the proposed methods.

Key Words: Binary Mixture, Chemometrics, Hydrochlorothiazide, Moexipril
Hydrochloride, Multivariate calibration and continuous wavelet
transform methods, Tablet
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