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flag endiistrisi iiriinlerinin cesitliligi gerek doz gerckse de kullanilacak olan ilag igeriklerinin
farmasoétik ve tibbi arastirma siiregleri sonrasinda ortaya ¢ikarilan tedavilerin siire ve maliyeti, giinlimiiz
sartlarinda ¢ok 6nemlidir. Ozellikle tedavisi gii¢ ve zaman alan hastaliklara kars: iiretilen ve kullanilan
kombine ilag igeriklerinin miktar tayinlerinde, analitik yontemler 6nemli araglardir ve bu yontemlere
ihtiyag giderek artmaktadir. Kombine ilaglar hedefe yonelik terapinin en 6nemli araglarindandir ve her
gecen giin daha fazla sayida hastanin yasamina katkida bulunmaya devam etmektedir. Bu ve benzeri tip
miistahsarlarin icerik ve miktar tayinine doniik kantitatif tayinlerde, en ¢ok kullanilan kemometrik
yontemlerden ikisi ana bilesen regresyonu (PCR) ve kismi en kiigiik kareler (PLS) dir. Bu yontemler
matematiksel olarak ele alindiginda her bir miistahzarin miktar tiyinine doniik aletli analiz
yontemlerinden elde edilen datalarin analizinde, dogru, giivenilir ve hizli sonuglar elde etmeye imkan
saglar.

Bu tez ¢alismasinda kombine bir ticari tablet formiilasyonu olan Zaldiar’in igerigini teskil eden,
tramadol hidrokloriir (TRA) ve parasetamoliin (PAR) eszamanli tayini, miktar tayini, ekstraksiyon veya
on ayirma gibi iglemler kullanilmadan karisimdan elde edilen UV-spektrofotometrik verilerine ana
bilesen regresyonu ve kismi en kiigiik kareler yontemleri uygulanarak gergeklestirildi. Analitlerin
spektrofotometrik tayini i¢in, PAR i¢in 6-36 pg/mL ve TRA igin 4-10 pg/mL dogrusal konsantrasyon
araliklarinda; PAR ve TRA igeren 16 farkli kariggmdan olusan bir kalibrasyon seti, sirastyla 24 tam
fraksiyonel tasarim modeli kullanilarak hazirlandi. Orneklerin absorbanslar1 215-280 nm (AA=0.1 nm)
arasinda Ol¢iildii. Kalibrasyon seti i¢in absorbans veri seti 215-280 nm (AA=0.1 nm) arasindaki
absorbsiyon spektrumlarindan gelen datalar kullanilarak elde edildi, devaminda konsantrasyon ve
absorbans setleri kullanilarak PCR ve PLS kalibrasyonu yapildi.

Deney sonuglarinin  kemometrik yontemlerle karsilastirilmasi amaciyla, PAR/TRA ikili
kombinasyonlarin1 igeren karigimlarin kantitatif ¢Ozliniirliigi i¢in oran spektrumlari-birinci tiirev
spektrofotometrisi gelistirilmistir. Onerilen kemometrik yéntemler PCR ve PLS ve oran spektrumlari-
birinci tiirev yaklagimlar1 validasyon oOrnekleri incelenerek dogrulandi ve ticari tablet orneklerinin
analizine uygulandi. Analiz sonuglar1, 6nerilen yontemlerin TRA ve PAR’n ikili karisimlarini igeren
ticari tablet formiilasyonlarinin Kkalite kontrol ve rutin analizlerinde kantitatif analiz igin ¢ok uygun
oldugunu gdstermistir.



Anahtar Kelimeler: Parasetamol; Kismi en kiigiik kareler; Ana bilesen regresyonu; Oran spektrumlari-
birinci tiirev spektrofotometrisi; es zamanli belirleme; tramadol hidrokloriir

Amag: Bu yiiksek lisans tez kapsaminda parasetamol (PAR) ve tramadol hidrokloriir (TRA) nin
da bulundugu ikili kombine farmasétik preparatlarin kantitatif analizi igin, yeni bir UV-spektrofotometrik
yonteminin gelistirilip valide edilmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metot: Parasetamol ve Tramadol hidrokloriir etken madde karigimlarini igeren
kombine farmasotik preparatlarin miktar tayini icin diigiik maliyetli ve kisa analiz zamanli, UV
absorbsiyon 6l¢iimlerine dayali PLS ve PCR kemometrik analiz yontemleri kullanilmigtir. Kemometrik
analiz sonuglarini dogrulamak i¢in ise oran spektrumlari-birinci tiirev yontemi kullanilmustir.

Bulgular: PLS ve PCR kalibrasyonu i¢in PAR 6-36 pg/mL ve TRA 4-22 pg/mL lineer
konsantrasyon araligindaki 16 farkli Kkalibrasyon seti kullanilmistir. Oran spektrumu-birinci tiirev
yonteminin uygulanmasi igin sirasiyla 6-36 pg/mL ve TRA 4-22 pg/mL konsantrasyon araliginda PAR ve
TRA standartlarinin kalibrasyon ¢ozeltileri ayr1 ayr1 hazirlanmistir. Yontemleri dogrulamak igin sentetik
karigimin bagimsiz bir dogrulama seti kullanilmistir. ANOVA test sonuglari, Onerilen kemometrik
yontemlerin ve oran spektrumlari-ilk tiirev araciin, ticari tabletlerin kantitatif analizi acisindan
karsilagtirilabilir sonuglar verdigini gostermistir.

Sonu¢: Bu tez c¢aligmasinda yeni 6nerilen PCR ve PLS kalibrasyonlar1 ve oran spektrumlari-
birinci tiirev yontemleri, ticari tabletlerde PAR ve TRA' nin kalite kontrolii ve rutin analizi igin yararl
kemometrik yontemler oldugu sonucuna varilmistir.
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The diversity of the products of the pharmaceutical industry, both the dose and the drug
ingredients to be used, the duration and cost of the treatments revealed after the pharmaceutical and
medical research processes are very important in today's conditions. Analytical methods are important
tools for the determination of the ingredients of combined drugs produced and used especially against
diseases that are difficult to treat and ineffective, and the need for these methods is increasing. Combined
drugs are one of the most important tools of targeted therapy and continue to contribute to the lives of
more and more patients. The most commonly used chemometric methods for quantification are principal
component regression (PCR) and partial least squares (PLS). These methods, when considered
mathematically, allow to calculate how much each preparation is absorbed and to obtain fast results.

In this thesis, which is combined with a commercial tablet formulation Zaldiar the contents of
Tramadol Hydrochloride (TRA) and paracetamol (PAR) simultaneous determination assay, extraction or
pre-separation processes such as obtained from the mixture without the use of UV-spectrophotometric
methods was performed by applying principal component and partial least squares regression to the data.
For the spectrophotometric determination of analytes, a calibration set consisting of 16 different mixtures
containing PAR and TRA in linear concentration ranges of 6-36 pug/mL for PAR and 4-10 pg/mL for
TRA was prepared as 24 complete fractional designs, respectively. The absorbances of the samples were
measured between 215-280 nm (AA=0.1 nm). The absorbance data set for the calibration set was obtained
between 215-280 nm (AA=0.1 nm). PCR and PLS calibration were performed using concentration and
absorbance sets.

To compare the experimental results with chemometric methods, ratio spectra-first derivative
spectrophotometry was developed for the quantitative resolution of binary mixtures containing PAR-TRA
combinations. The proposed chemometric methods (PCR and PLS) and ratio spectra-first derivative
approaches were validated by examining validation samples and applied to the analysis of commercial
tablet samples. The analysis results showed that the proposed methods are very suitable tools for the
routine analysis and quantification of TRA and PAR in commercial tablets.
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Keywords: Paracetamol; partial least squares; principal component regression; ratio spectra-first
derivative spectrophotometry; simultaneous determination; tramadol hydrochloride.

Aim: In this master thesis, it is aimed to develop and validate a new spectrophotometer method
for the quantitative analysis of dual combined pharmaceutical preparations including paracetamol (PAR)
and tramadol hydrochloride (TRA).

Materials and Methods: Two chemometric tools (PLS and PCR) based on UV complete
absorption measurements with low cost and short analysis time were used for the numerical solution of
combined pharmaceutical preparations containing paracetamol and Tramadol hydrochloride active
ingredient mixtures. Ratio spectra-first derivative method was used to validate the chemometric analysis
results.

Results: For PLS and PCR calibration, 16 different calibration set solutions were prepared in a
linear concentration range using PAR (6-36 ug/mL) and TRA (4-22 pg/mL) standards. For the
application of the ratio spectrum-first derivative method, calibration solutions of PAR and TRA standards
in the concentration range of 6-36 ug/mL and TRA 4-22 pg/mL, respectively, were prepared separately.
An independent validation set of the synthetic mixture was used to validate the methods. ANOVA test
results showed that the proposed chemometric methods and ratio spectra-first derivation tool gave
comparable results in terms of quantitative analysis of commercial tablets.

Conclusion: The newly proposed PCR and PLS calibrations and ratio spectra-first derivative in
this thesis study methods, PAR and TRA' in commercial tablets

vii



ONSOZ

Bu yiiksek lisans tez calismasinda tramadol hidrokloriir ve parasetamol igeren farmasdtik
preparatin kantitatif analizi hi¢bir ayirma islemi uygulanmadan sinyal isleme ve cok degiskenli
kalibrasyon yontemleri gelistirilerek gergeklestirilmistir. Gelistirilen analitik yontemlerin tramadol
hidrokloriir ve parasetamol bilesiklerini igeren tabletlerin kalite kontrol ve rutin analizlerine
uygulanabilecegini, yontemlerin analitik validasyonu yapilarak analiz sonuglariyla ortaya konmustur. Bu
tez kapsaminda ¢aligma amacina ulasilmustir.

Yiiksek lisans tezimdeki konu se¢imi, ¢aligmalarimin planlanmasi, yiiriitilmesi ile
sonu¢landirilmasinda yakm ilgi ve destegini esirgemeyen, bilgi ve deneyimlerini aktaran danisman

Hocam Dr. Ogr. Uyesi Faysal Selimoglu’ na tesekkiir eder, sonsuz saygilarimi sunarim.

Nermin PINARCIK
KONYA-2022
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1. GIRIS

Artan diinya niifusu ile asir1 sanayilesme ve tiiketimin sonucu olarak olusan
cevre kirliligindeki artis, stres ortami tedavisi giic olan hastalik tiirlerinin ortaya ¢ikip
yayginlasmasina yol agmustir. Hastaligin tedavisinin giiclesip, uzamasi hizli ve daha
etkili tedavi yontemlerine doniik ihtiyaci ortaya cikarmaktadir. Gerek c¢esidi bol
hastaliklarin tedavisinde kullanilan tek bir etken madde ile iiretilen preparatlara
insanlarin bagisiklik kazanmasi gereksede hastaliklarin tedavi gesitliligi gerektirmesi
yada ilaglarin farmakolojik tesirinin ile diinyada ve Tirkiye ila¢ piyasasinda, iki ya da
daha fazla etkin madde igeren kombine preparatlarin {iretimi beraberinde getirmistir.
Kombine ilaglar hedefe yonelik terapinin en dnemli araglarindandir ve her gecen giin
daha fazla sayida hastanin yasamina katkida bulunmaktadir. Ozellikle hedefe yonelik
uygulanan birden ¢ok etken madde igeren kombine akilli ilaglar kanser tedavisinde ve
diger bir¢ok hastalikta yan etkileri azaltmak i¢inde kullanilmaktadir (Bello ve ark.,
2001).

Canlilar ve ekosistem igin; fizik, kimya, biyoloji, gibi temel bilim ve alt dallari,
tip, veterinerlik, farmakoloji gibi medikal bilimleride igine alan multidisipliner sahada
yapilan tiim arastirmalar neticesinde toplanan bilgileri isleyip birlestirmeye doniik
teknolojik araglarida kullanarak, matematik ve istatistigin entegrasyonu esliginde
giiniimiiziin multidisipliner bir bilim dali olan biyoteknolojinin popiilerligini ve tesir
alani giderek artmaktadir (Bagbiilbiil, 2020). Biyoteknoloji kelime anlami olarak insan,
hayvan ve bitki hiicrelerinin fonksiyonlarin1i anlamak ve amaca uygun sekilde
degistirmek amaciyla uygulanan cesitli yontem, islem ve biyosiireg temelli iiretimi
tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir. Diger tanimi da biyolojik arag, sistem ve
stireclerin iiretim ve hizmet endiistrilerine uygulanmasidir. Cesitli yararli maddelerin
tiretilmesi i¢in biyolojik ozellikleri kullanan bir teknoloji olmasi ve biyolojik araglar
tarafindan tretilen materyallerin daha iyi Uriin ve hizmet vermek tizere bilim ve
miihendislik ilkelerinin uygulanmasi da biyoteknolojiyi diger bilimlerden ayr kilar.

Yukarida da bahsedildigi iizere biyoteknolojinin uygulama alanlari, enzim, atik,
cevre, yenilenebilen kaynaklar, ziraat-hayvancilik, gida, saglik, terapdtikler, tani kitleri
alanindaki teknolojileridir (Faassen ve Hitzmann, 2015). Saglik alanindaki uygulamalar:
Yeni ilaclarin olusturulmasi, ilaglarin sadece hastalikli bolgeye ulasmasinin saglanmasi,
hastalik tanilarinin gelistirilmesi, asilarin gelistirilmesi, insan genomunun anlasilmasi ve
gen tedavisidir. Terapotikler alaninda yapilan uygulamalar: Hastaliklarin kontroliinde ve

tedavisinde kullanilan farmasoétik iirtinlerin iiretimi, antibiyotik liretimi, as1 tiretimi, gen



tedavisi ile ilgili tirtinlerin tiretimi gibi alanlardir. Biyoteknoloji sanayisinin en biiytik alt
dilimi olan kirmiz1 biyoteknoloji olarak da adlandirilan saglik biyoteknolojisinin, hedefi

tibbin 6nleyici, tan1 koyucu, tedavi edici ve yenileyici islevlerine hizmet etmektir.
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Sekil 1.1. Biyoteknoljinin iliskili oldugu disiplinler

Terapotik tip alanmna yonelik elde edien biyoteknolojik materyallerin
formiilasyonunda en 6ne ¢ikan bilimdali analitik kKimyadir. Tamda bu yonii itibariylede
interdisipliner sahada elde edilen verilerin dogru, Kesin sonuca doniik tesirini artriran
analitik kimyanmn detayli veri analizinde bagvurdugu kemometrinin Onemi
biyoteknolojik sahanin ilag analiz kismi i¢inde biiyiik 6nem arz etmektedir (Ertokus ve
ark., 2019).

Ilag analizindeki analitik yaklasim, belirli bir maddenin kimyasal bilesenlerinin
ya da bilesenlerden bir boliimiiniin niteliginin ve niceliginin belirlenmesini inceleyen
kimyasal analiz koludur. Analitik kimya ilag igeriginin kantitatif tayinininin yapildigi
bilim dalidir. Tam bir kimyasal analiz i¢cin hem kalitatif hem de kantitatif analiz
gereklidir (Selimoglu ve ark. 2021) Analitik kimyada kimyasal analiz kalitatif ve
kantitatif olmak {izere iki sekilde uygulanir. Analitik kimya ve ilgili alanlarda, icerigi

cok cesitli karigimlar diisilk maliyetli ve 6n ayirma adimi kullanmadan ¢6zmek i¢in



yeni yontem veya tekniklerin gelistirilmesi gereklidir. Ozellikle insan saglig: igin ilag
endistrisinde ilacin formiilasyon Oncesinde ve sonrasinda ticari farmasotik
tirinlerindeki kimyasallarin analizi ve kalite kontrolii, saglik bakanligi ve ilgili
kurumlarca yasa, yonetmelik ve yonergelerle zorunlu oldugundan dolay1 analitik
kimyanin analiz ve yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir (Fares ve ark., 2022-Shaik ve
ark.,2022). Bu nedenle ilag ve tedaviye doniik biyoteknolojik endiistirinin hedeflerinden
biriside elde edilen preparatlarinin iiretiminde ham madde analizi ve iiretimi esnasinda
kalite kontrol igin hizli, ucuz ve kolay, uygulanabilir sonuglar veren analiz
yontemlerinin gelistirilmesidir. Ila¢ piyasasinda kombine preparatlarin artisina paralel
olarak bu farmasotik ticari triinlerin kalite kontrol ve rutin analizleri de giderek
zorlagmaktadir. Kombine preparatlardaki miktar tayininin igerikteki cesitlilikten otiirii
kantitatif analizi geleneksel yontemlerle imkansiz kilan zorluklari beraberinde
barmndirmaktadir. Maddenin bilesimini aydinlatmak amaciyla uygulanan metotlarin
teorik ve pratik yonlerini inceleyen bilim dalina analitik kimya denir. ila¢ icerik ve
miktar tayini i¢in analitik kimyaya ihtiyag vardir.

Giliniimiizde ilag¢ endiistrisi ve klinik arastirmalarda, kombine ilaglarin analizi
icin pek ¢ok enstriimental analiz yontemleri kullanilmaktadir. Bunlardan analizlerde en
poptiler teknik yiiksek performansli sivi kromatografisi HPLC “High performance
liquid chromatograpy” kullanilmaktadir. Kombine preparatlardaki etken maddelerin
yakin kimyasal ve fiziksel 6zellige sahip olmalari ile birlikte yardimer maddelerin
girisimleri ile istenen kromatografik ayrimlar1 ya yapilamamakta ya da gereginden fazla
analiz siiresi harcanmakta ve maliyetli olmaktadir. Ilag endiistri sanayiinde, kalite
kontrol laboratuvar1 ve ARGE caligsmalarinda birden fazla aktif bilesigi iceren
karisimlarin analizinde yiiksek teknolojiye sahip ayirma tekniklerine dayali yontemler
kullanilmaktadir. Bu yontemlerle calismak hem zaman alici, hem de ekonomik yonden
pahali ve karmagik bilesenlerden olusmaktadir. Deney kosullarinin optimizasyonunun
usandirict olmasi ve beklenen kalitede sonuglarin alinamamasi, ekonomik, hizli, kolay
uygulanabilir ve dogru sonuglar verebilen analitik kemometrik yontemlere yonelime
neden olmustur. Analiz islemlerinde daha dogru ve daha kesin analitik sonuglara
ulagmak i¢in, giinlimiiziin modern yeni sinyal isleme ve ¢ok degiskenli matematiksel
kalibrasyon algoritmalar1 klasik analitik yaklasimlariyla kombine olarak kullanilmasi
yeni yontemleri dogurmustur. Son zamanlarda kemometrik ¢cok degiskenli kalibrasyon
ve sinyal isleme yontemleri, kemometrik olarak spektral, kromatografik ve diger

analitik cihazlarda kompleks karigimlarin analizi i¢cin uygulanmaktadir. Cok degiskenli



kemometrik yontemlerden gelistirilen kalibrasyon ve sinyal isleme yontemleri
simdilerde, spektral, kromatografik ve diger analitik cihazlarda kompleks karigimlarin
analizi i¢in kemometrik metotlar esliginde uygulanmaktadir.

Analitik kimyanin yontem ve teknikleri analiz islemlerinde vazgecilemez 6neme

sahiptir. Analiz islemlerinde kapiller elektroforez, spektrofotometrik, Atomik
Absorbsiyon Spektrometresi “AAS”, Fourier Transform Infrared Spektrometresi
(FTIR), Gaz Kromatografi ve Gaz Kromatografi Kiitle Spektrometresi “GC/GC-MS”,
HPLC, UHPLC “Ultra performance high pressure liquid chromatograpy” ve bir¢ok
elektrokimyasal yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlerin uygulanmasindaki analiz
islemlerinin temel avantajlari, analiz yontemlerinin kolay uygulanabilirligi, analiz
maliyeti, analiz hizi, sonug¢larin dogrulugu ve kesinligidir.
Kemometrik ¢aligmalarda sinyal isleme ve ¢ok degiskenli kalibrasyonlar, biitlin analitik
cihazlarda uygulanabilmesine ragmen en g¢ok spektrofotometrik ¢aligmalarda
kullanildig1 bilinmektedir. Nedeni ise spektrofotometrik cihazlarda kolay, hizli ve tekrar
edilebilir sonuglarin elde edilmesidir. (Baleanu ve ark 2001, Ding ve ark 2003, Ding ve
ark 2005).

Tiirkiye ilag piyasasinda parasetamol ve diger aktif bilesikleri iceren ¢ok sayida
ticari preparat bulunmaktadir. Bu ticari preparatlar tablet, efervesan tablet, kapsiil,
flakon, ampul ve surup seklinde formlar1 hastalarin tedavisi icin piyasaya siiriilmiistiir.
Kombine preparatlarin kalite kontrol ve rutin analizleri ila¢ endiistrisi ve klinik
arastirmalar1 agisindan onemlidir.

Bu calismanin temel amaci, parasetamol ve tramadol hidrokloriir igeren
analjezik ve antiinflamatuvar 6zellikte kombine preparatlarin analizi i¢in pahali analitik
cihazlar gerektiren, analiz siliresi uzun ve analiz maliyeti pahali olan ayirma
yontemlerine alternatif daha hizli, ekonomik ve daha giivenilir kemometrik c¢ok
degiskenli kalibrasyon yontemlerinin gelistirilmesidir. Yiiksek lisans tez kapsaminda,
farmasotik  ilag  kombinasyonunda etkin maddelerin, higbir ayirma islemi
gerektirmeksizin ve ayni anda miktar tayinlerinde, temel bilesen regresyon PCR
“Principal component regresyon” ve kismi en kiigiik kareler PLS “Partial least squares”
cok degiskenli kalibrasyon yontemleri ile oran spektrumlari-birinci tiirev
spektrofotometrisi “First derivative absorption spectrophotometry” gelistirildi. Analiz
sonuclary, kullanilan yontemlerin rutin analizde ¢ok uygun araglar oldugunu

gdstermistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Parasetamol (Asetaminofen)
2.1.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

A

HN ¢

OH
Sekil 2.1.1.1. Parasetamoliin agik formiilii

Molekiil Formiilii: CsHgNO>

Molekiil Agirhgr: 151,17 g/mol

CAS numarasi: 103-90-2

IUPAC name: N-(4-Hydroxyphenyl)acetamide.
Erime Noktasi: 169 °C

Kaynama Noktasi: 500 °C

Yogunlugu: 1.263 gr/cm?

pKa: 9,38

2.1.2. Farmakolojik Ozellikleri

Parasetamol (asetaminofen), agr1 kesici ve ates diisiiriicii etkiye sahip bir ilag
etken maddesidir. Agri1 yonetimi i¢in tek basina veya opioidlerle kombinasyon halinde
ve antipiretik bir ajan olarak kullanilan analjezik bir ilagtir. Paracetamol iiretimine
Nitrobenzen’den baglar ve katalitik hidrojenasyon yontemiyle hidrojeni kullanarak
Paraaminophenol’u yani ana hammaddeyi {lretir sonra asetilasyon reaksiyonu ile
paraaminophenolii acetica acid anhydrid ile muamele ederek parasetamolii elde eder.
Ayni kimyasal bilesigin kimyasal adindan tiiretilen iki resmi adi parasetamol
(Avrupa'da kullanilan uluslararasi isim) ve asetaminofen (ABD’de kullanilan
uluslararasi isim: N-asetil-para aminofenoldiir (Lee ve Simmons, 2018). Parasetamol,
fenasetin ve asetanilidin ana metabolitidir. PAR ila¢ formiilasyonlarinda tek basina veya
diger aktif bilesiklerle kombinasyon halinde siklikla kullanilan aktif bir farmasotik
bilesiktir. PAR, beyne giden agr1 sinyallerinin yogunlugunu azaltarak ve beyinde viicut

1s1s11 diizenleyerek viicutta analjezik ve antipiretik etkilere sahiptir (Issa ve ark, 2011).



PAR agizdan alindiginda gastrointestinal sistemde hizla emilir (Bynum, 2008). ilag oral
uygulamadan sonra 0,5-2 saat i¢inde en yiiksek plazma konsantrasyonuna ulasir. Hizli
bir sekilde tiim dokulara esit olarak dagilir (Garrido-Suarez ve ark, 2021). Hafif ve orta
siddette agr1 ve ates i¢in yaygin olarak kullanilan regetesiz analjezik ve antipiretik bir
ilactir. Diislik dozlarda zararsiz olan PAR, asir1 dozda alindiginda dogrudan hepatoksik
potansiyele sahiptir, akut karaciger hasarina ve ilerleyen zamanlarda akut karaciger
yetmezliginden Oliime neden olabilir. PAR biitiin dokulara hizla dagilir. Oral
uygulamay1 takiben gastrointestinal sistemden PAR emilim hizi, mide bosalma hizinin
bir fonksiyonudur ve genellikle hizlidir ve uygulamay1 takiben 1/2 ila 2 saat icinde
serbest ilacin doruk plazma konsantrasyonlarina ulagilmasiyla tamamlanir.

Analjezik etkisi yeni nesil analjeziklere gore hafif kalmis olsa da gastrointestinal
sistemde yan etkisinin hemen hemen olmamasi, giivenilirligi ve de gebelerde
kullanilabilmesi PAR’1n her zaman 6n planda kalmasin1 ve klasik bir analjezik olmasini
saglar. PAR, diinya capinda en sik alinan analjeziktir, yaygin olarak Tylenol olarak da
bilinen PAR Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan agr1 durumlarinda birinci basamak
tedavi olarak oOnerilmektedir (Ennis, 2016). Ilk olarak 1951 yilinda ABD FDA
tarafindan onaylanmistir ve surup formu, normal tabletler, efervesan tabletler,
enjeksiyon, fitil ve diger formlar dahil olmak tizere ¢esitli formlarda mevcuttur.

Bas agnisi, dis agrisi, soguk alginligi, migren, adet sancilar1 ve gribal
enfeksiyonlara bagli agri, nevralji, nevrit, siyatik, lumbago, kas ve eklem agrilari, orta
kulak agrilari, siniizit, soguk alginlig1 ve grip semptomlarinin giderilmesi, burkulma ve
cerrahi operasyonlara veya yaralanmalara bagl agrilarda, hafif veya orta dereceli agriy1
hafifletmek icin kullanilan yaygin bir ilagtir (Bertolini ve ark, 2006; Ogemdi, 2019).
Bunun yaninda yiiksek ates durumunda ates diisiiriicli olarak kullanilir. Ayrica, birden
fazla semptomu tedavi etmek icin birden fazla aktif bilesene sahip kombinasyon
ilaglarinda da kullanilir. Hayvan ve klinik ¢alismalar, PAR’ 1n asetilsalisilik asidinkine
esit antipiretik ve analjezik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Asetilsalisilik asite
duyarlilig1 olan hastalarda alternatif ilag¢ olarak da kullanilir. PAR, kodein, oksikodon ve
hidrokodon gibi agr1 kesicilerle kombinasyon halinde yaygin olarak regete edilen bir¢cok
ilagta kullanilir. Ocak 2011'de FDA, PAR igeren recgeteli ilaglarin asir1 dozlarinin,
ABD'deki tiim PAR ile iliskili karaciger hasar1 vakalarinin yaklasik yarisindan sorumlu
oldugunu bildirmistir (FDA,USA&Drug). PAR doz asimi, Amerika Birlesik
Devletleri'nde ve diger birgok iilkede hepatotoksisite ve akut karaciger yetmezliginin en

stk nedenidir (Jaeschke, 2010). Kronik karaciger hastaligi olmayan ve giinde ii¢ veya



daha fazla alkollii icecek igmeyen kisiler icin, onerilen oral PAR dozu, giinde 3 grami

geememek iizere, her dort ila alt1 saatte bir 660 ila 1.000 mg'dir (Christina, 2018).

2.1.3.Farmakokinetik Ozellikleri

PAR proksimal ince bagirsaktan iyi emilir ve karacigerde onemli ilk gegis
metabolizmasina maruz kalmaz (Ward ve Alexander-Williams, 1999). Gidalarin birlikte
uygulanmasinin PAR’1in emilim hizin1 yavaglattigi gosterilmistir, kafein ise emilimini
hizlandirir (Stillings ve ark., 2000). PAR metabolizmasi oncelikle karacigerde meydana
gelirken, eliminasyon neredeyse tamamen bdbrek yoluyla gergeklesir (sekil 2.1.3.1).
Terapotik dozlarin emilimini takiben, yaklasik % 904, idrarla atilan toksik olmayan
metabolitler olusturmak icin glukuronidasyon ve siilfatlama ile metabolize edilir.
Mevcut maksimum oOnerilen yetiskin PAR dozu giinde 4.000 miligramdir (Brandt,
2000).

PAR, iirlinlerde tek aktif bilesen olarak bulunur ve ayrica soguk alginligi, grip,
alerji, agr1 ve uykusuzlugu tedavi etmek i¢in kullanilan {iriinlerde diger ilaclarla
birlestirilir. PAR ciddi cilt reaksiyonlarina neden olabilir, ancak bunlar ¢ok nadirdir.
Semptomlar arasinda cildin kizariklig1, kurdesen, kabarciklar ve cildin iist tabakasinin
ve alt tabakalarinin ayrilmasi bulunur (U.S.FOOD&DRUG). PAR kullaniminda saglik
uzmaniniza bagvurulmas: ongoriilen yan etkiler deri dokiintiisii, kagint1 veya kurdesen,
yiiziin, dudaklarin veya dilin sismesi gibi alerjik reaksiyonlar, solunum problemleri,
ag1z i¢i de dahil olmak iizere cildin kizarikligi, kabarmasi, soyulmasi veya gevsemesi,
ates, bas agrisi, dokiintii, bulant1 veya kusma ile bogaz agrisi, idrarin gegirilmesinde
sorun veya idrar miktarinda degisiklik, olagandis1 kanama veya morarma, alisilmadik
derecede zayif veya yorgun, gozlerin veya cildin sararmasidir (Acetaminophen
effervescent tablets, Cleveand Clinic). PAR’in viicuttaki metabolizmasi sekil 2.1.3.1
deki gibidir.

Idrar ve safra atimm Glukuronidasyon ve Siilfatlama

\ , (%90)

[ PARASETAMOL ]

P-aminofenol / \ N-asetil-p-benzokinonimin
Azalmms glutatyon/ (NAPQI)
parasetamol asun doz/ \

N-arakidonoilfenolamin Hiicresel toksisite Toksik olmayan konjugatlar

Sekil 2.1.3.1. Parasetamol metabolizmasi
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2.2. Tramadol Hidrokloriir
2.2.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

o —O0

a) (1R, 2R)-Tramadol b) (1S, 2S)- Tramadol
Sekil 2.2.1.1. Tramadol hidrokloriiriin a¢ik formiilii

Molekiil Formiilii: C16H26CINO>

Molekiil Agirhigr: 299.8 g/mol

CAS numarasi: 36282-47-0

IUPAC name: ( 1R,2R )-2- (dimetilamino)metil]-1-(3-metoksifenil)sikloheksan-1-
ol;hidrokloriir

Erime Noktasi: 180 -181 °C (356 - 358 °F)

pKa:9,41

2.2.2.Farmakolojik Ozellikleri

Tramadol hidroklortir, akut ve kronik agrinin tedavisinde kullanilan bir opioid
ajandir (Pujia ve ark., 2012). Tramadol, ¢esitli agrili durumlarda iyi analjezik 6zelliklere
ve iyi tolere edilebilirlik profiline sahip olan, oral yoldan uygulanan steroidal olmayan
bir antienflamatuar ilactir (Gutstein HG, 2001). TRA, iki enantiyomerden olusan bir
rasemik karigima sahiptir ve piyasada bulunan {irlin, Sekil:2.2.1.1'de gosterildigi gibi
(IR,2R) ve (18S,2S) enantiyomerlerinin rasemik (1:1) karisimini igerir (Scott ve Perry,
2000). TRA’nin monoaminerjik etkisi, antidepresan ilaglara benzer. Tramadol
hidrokloriirin  kimyasal adi () cis- 2-[(dimetilamino)metil]-1-(3-metoksifenil
sikloheksanol hidrokloriirdiir (Bavaskar ve ark, 2010).

Tramadol hidrokloriir, ilk olarak 1977 de Bati Almanya'da pazarlanan bir opioid
analjeziktir. 2016'da tramadol, tek basina veya PAR ile kombinasyon halinde, oral ve

enjeksiyon yoluyla kullanima yonelik iriinlerde mevcuttu (Wiffen ve ark,2017).
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Tramadol, yapisal olarak (kodein) ve (morfin) ile iligskili merkezi etkili bir sentetik
opioid analjeziktir. Opioidler, morfin benzeri etkiler iiretmek icin opioid reseptorleri
tizerinde hareket eden maddelerdir. Opioid, viicutta morfin gibi etki gosteren kimyasal
maddelerdir. Ana kullanim amaglar1 analjezidir. Bu ajanlar merkezi sinir sistemindeki
ve gastrointestinal sistemdeki opioid reseptorlerine baglanarak etki gdosterirler. Bu
baglanma sonucu hem istenen hem de istenmeyen etkiler olusur (Feng ve ark., 2012).
TRA, bir dizi farkli agr1 durumunu tedavi etmek igin kullanilir. TRA, gelencksel
opioidlerden yalnizca bir p-opioid agonisti olarak degil, ayn1 zamanda serotonin geri
alim inhibisyonu ve noradrenalin geri alim inhibisyonu da dahil olmak iizere analjezik
etkisine katkida bulunabilecek bir dizi bagka ozellige sahip olmasi bakimindan
digerlerinden farklhidir.

Tibbi olarak, anestezi de dahil olmak iizere, Oncelikle agriyr gidermek icin
kullanilirlar. Iyi tolere edilebilirlik profili ve multimodal etki mekanizmas1 nedeniyle,
TRA genellikle orta ila siddetli agrinin tedavisi i¢in daha disiik riskli bir opioid
segenegi olarak kabul edilir. Diinya Saghk Orgiitii'niin agri merdiveninde 2. Adim
secenegi olarak kabul edilir (Derry ve ark, 2017) ve morfinin potensinin yaklasik 1/10'u
kadardir (Kress ve ark., 2016). TRA, (+) ve (-)enantiyomerlerin rasemik bir karigimi
olarak mevcuttur. (+)enantiyomeri, p-opioid reseptorlerine karst yalnizca zayif bir
afiniteye sahiptir ve serotonin geri alimimi engellerken (-)enantiyomer, omurilikte
noradrenalin geri alimin1 engeller (Bozkurt 2005; Scott 2000). Bir baska deyisle (+)
TRA enantiyomeri en giigli serotonin geri alim inhibitoriidiir, oysa (-) TRA
enantiyomeri en gii¢lii norepinefrin ve serotonin geri alim inhibitoriidiir (Raffa ve ark,
1993). Noradrenerjik ve serotonerjik aktiviteyi bagimsiz olarak gelistirerek, merkezi
sinir sisteminde (CNS) analjezi etkilerini liretmek icin birlikte ¢alisirlar.

TRA, diger geleneksel opioid ilaglarindan farklidir, ¢ilinkii sadece bir p-opioid
agonisti olarak hareket etmekle kalmaz, ayn1 zamanda agri modiilasyonunda yer alan
norotransmitterlerin etkilerini modiile ederek monoaminleri etkiler. TRA, travma, renal
veya biliyer kolik ve dogumdan kaynaklanan agriy1 azaltmak i¢in ve ayrica malign veya
malign olmayan kaynakli kronik agrinin, 6zellikle ndropatik agrinin tedavisi i¢in etkili
ve 1yi tolere edilen bir ajandir. (Grond ve Sablotzki, 2004). Noropatik agr1 genellikle
agr1 kesici dedigimiz hasarli dokudan kaynaklanan agri i¢in kullanilanlardan farkli
ilaglar ile tedavi edilir. TRA 2008’de Duehmke’nin ¢aligmasinda ndropatik agri
tedavisinde de kullanildigr anlagilmistir. Elde edilen kanitlarda, 100 ila 400 mg

tramadoliin periferik noropatik agri1 icin etkili bir semptomatik tedavi oldugunu
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gostermistir (Martindale, 2016). PAR ile kombine edildiginde, giinliik dozaj tipik olarak
her biri 37:5 mg tramadol ve 325 mg parasetamol iceren maksimum sekiz tablettir. TRA
ile tedavi, kabizlik, mide bulantisi, sedasyon ve agiz kurulugu gibi yan etkilere neden
olabilir ve bunlarin tiimii tedavi kesildikten sonra diizelir. TRA, bulanti, bas donmesi ve
agiz kurulugu gibi tipik opioid yan etkileri ile iligkilidir, ancak kusma ve kabizlik
geleneksel opioidlere gore daha az sorun teskil etmektedir. TRA’nin eszamanl
serotonerjik tedavi ile kullanimi serotonin sendromu riski tasir (Beakley, 2015).
Giliniimilizde yapilan ¢alismalarda opioid tedavisinin viicutta morfin gibi etki
gosteren birgok ciddi yan etkisi oldugunu gdstermektedir. Uzun siireli opioid kullanimi
endokrin, immiin, kardiyovaskiiler, solunum, gastrointestinal ve sinir sistemleri iizerinde
onemli etkilere sahip olabilir. Calismalar, uzun siireli opioid tedavisinin kirik,
enfeksiyon, kardiyovaskiiler komplikasyon, uyku bozuklugu solunum, bagirsak
disfonksiyonu, asirt doz ve mortalite riskini artirdigin1 gostermektedir. (Kotlinska-
Lemieszek ve Zylicz, 2022) Tramadol hidrokloriir, farmasotik formiilasyonda tek basina
veya diger aktif bilesiklerle yaygin olarak kullanilmaktadir. Tramadol ve parasetamol
kombinasyonu, orta ila siddetli agrimin semptomatik tedavisi ig¢in kullanilir
(Dhillon,2010-Osipova ve ark, 2006). Parasetamol ve tramadol kombinasyonu, merkezi
sinir sistemi lizerinde etkili olan bir agri kesici preparattir (Szalek, 2014). TRA’nin

kimyasal formiilii sekil 2.2.2.1 deki gibidir.

OCH,

HCI

CHj

/

CH,

N

CHj

Sekil 2.2.2.1. Tramadol hidrokloriiriin Kimyasal yapist

2.2.3.Farmakokinetik Ozellikleri

TRA analjezik bir ilagtir ve p-opioid reseptorlerini aktive ederek ve serotonin ve
noradrenalin geri alimini inhibe ederek agriy1 hafifletir. (Zhang, 2017). Bilimsel olarak
herhangi bir sorunun oldugu bolgede, arasidonik asidin yikim {iriinii olarak ortaya
“prostaglandin” ler ¢ikar. Ortaya ¢ikan prostaglandinler ise sinir uglarini uyararak agriyi

tetikler. Kullandigimiz agr kesiciler siklooksijenaz (COX2) enzimini inhibe ederek
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prostaglandin sentezini engeller. Boylece agri duyusu ortadan kalkar, yani agrt kesilir
(Sekil 2.2.3.1).

Fizyolojik uyaran Enfeksiyon ve Tramva
Aragidonik asit
Koruyucu prostoglandinler Enflematuar prostoglandinler
Mide mukozasi Trombosit yapiskanligi Agri Ates Enflemasyon

Sekil 2.2.3.1. Agri kesicilerin etki mekanizmasi

TRA, merkezi analjezik etkiye sahip sentetik bir 4-fenil-piperidin kodein
analogudur. Hem TRA hem de O-desmetil metaboliti, se¢ici, zayif OP3-reseptor (p)
agonistleridir. Eylem tarzi yeterince anlagilmamistir (Minami,2015). TRA, karacigerde
sitokrom P450 izoenzimleri CYP3A4 ve CYP2D6 araciligiyla N ve O demetilasyon ve
glukuronidasyon veya siilfatlama ile metabolize edilir. Tramadoliin analjezik etkisinin
yaklasik %40", tramadoliin sitokrom P450 enzimi CYP2D6 araciligiyla karacigerde
hizli metabolizmasiyla olusturulan O-desmetil tramadol (M1) tarafindan saglanir
(Bozkurt, 2005- Grond, 2004). Tramadol ayrica karacigerde sitokrom P450 izoenzim
CYP3A4 araciligiyla N-demetilasyon ve glukuronidasyon veya siilfatlama ile
metabolize edilir (Grond 2004). TRA, CYP450 enzimleri 3A4 ve 2D6 tarafindan ikisi
aktif olan ii¢ ana metabolite doniistiiriiliir. (+)-Tramadol ve (+)-M1 metabolitlerinin her
ikisi de opioid analjezik etkilerinin ¢ogunu liretmek i¢in p-opioid reseptdriine baglanir
(Zanger ve Schwab,2013). Bununla birlikte, (+)-M1 yiiksek afiniteli bir liganddir ve
diistik afiniteli bir opioid agonisti olan ana bilesikten daha giiclii analjezik etkiler iiretir.

CYP450 (sitokrom450) aracili faz-1 metabolik reaksiyonlar faz-11 konjugasyon
reaksiyonlarindan daha yavas oldugundan, CYP substrat ilaclarinin genel metabolik
diizeninde hiz sinirlayict hale gelirler. Sekil 2.2.2.3’de gosterilen tramadoliin faz I
metabolizmasi, CYP2D6 ve CYP3A4 tarafindan katalize edilir ve aktif M1 metabolitine
O-demetilasyon reaksiyonu CYP2D6 tarafindan katalize edilir. Tramadoliin yaklasik%

80'1, karaciger CYP igeriginin sadece %1 ila %5'ini temsil eden, kolayca doymus, diisiik
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kapasiteli, yiiksek afiniteli bir enzim olan CYP2D6 tarafindan sekil 2.2.3.2 de verildigi
gibi metabolize edilir (Miotto ve ark,2017).

L

TRAMADOL

O-demethylation MN-demethylation
(CYP2ZDA) (CYP3A4)

ZLE

Conjugatz 1M1 metzbolite (ODT) / W2 metabolit=
(mu receptor ligand)

MMe,

Conjugate Chbe

Sekil 2.2.3.2. Tramadoliin anahtar faz I metabolitleri.

Karacigerde metabolize olmasina ragmen, degismemis TRA ve metabolitleri
esas olarak idrarla atilir (King ve ark., 2011). Kronik agr1, kanser, bel agrisi, kas-iskelet
sistemi degisikligi veya noropati gibi cesitli altta yatan hastaliklardan veya
sendromlardan kaynaklanabilir. Opioid agonistler normalde bu durumu tedavi etmek
icin kullanilir (Nuckols, 2014). TRA, orta-siddetli agriy1 tedavi etmek icin kullanilan
opioid simifinin merkezi etkili sentetik bir analjeziktir. TRA ve aktif metaboliti, agirlikl
olarak mu-opioid reseptorlerine baglanma mekanizmasi yoluyla anti-nosiseptif iretir.
Uygun dozlama rejimi ve uyum, tedavinin basarisi i¢in kritik Oneme sahiptir.
(Nossaman, 2010).

Giliniimlizde ise Huang ve arkadaslarmin yaptigi bir calismada tramadoliin
epitelyal-mezenkimal gecisi diizenleyebilecegi ve meme kanseri hiicrelerinde sitotoksik
etkilere sahip olabilecegi sonucuna varilmistir. TRA, meme kanseri hiicrelerinin
ilerlemesini engeller ve 6zellikle iiclii negatif meme kanseri i¢in kombinasyon tedavisi
icin bir aday olabilece8i ve meme kanseri i¢in umut verici bir tedavi stratejisi oldugu

goriilmiistiir (Huangve ark., 2022).



15

2.3.Zaldiar

Etken madde olarak her bir film tablet 37.5mg Tramadol Hydrochloride /325 mg
Paracetamol iceren kombine ilag, sinir sistemi agr1 kesici, ates diisiiriicii, uyusturucu
etkiye sahip ilag¢ tiiridiir. Zaldiar ilaci orta veyahut siddetli agrilarin semptomatik
tedavisinde kullanilmaktadir. Zaldiar tabletin etken maddesinden birisi olan tramadol,
etkili bir sentetik opioid analjeziktir.

Zaldiar akut (kisa siirede) yliksek dozda alindiginda ciddi karaciger toksisitesine
(zehirlenmesine) neden olur. Eriskinlerde kronik (uzun siireli) dozlarda alindiginda
karaciger hasarina neden olabilir. Yogun deri dokiintiileri, kurdesen, tiim viicutta derinin
kizarmasi, siddetli kasinma, kabarciklar, deri soyulmas: ve sismesi, mukoz
membranlarda iltihaplanma nadir goriilen yan etkilerdendir. TRA -merkezi etkili opiat-
ve PAR -opiat olmayan, salisilat olmayan analjezik- oral olarak uygulanan sabit
kombinasyon tableti, orta ila siddetli akut agris1 olan hastalarda ve aralikli
alevlenmelerle karakterize kronik agrili durumlar1 olan hastalarda etkili analjezi saglar.
TRA/PAR (37.5/325 mg tablet), tek basina tramadolden daha hizl1 bir etki baslangici ve
monoterapi olarak her iki ajandan daha uzun bir etki siiresi saglar. (McClellan ve Scott,
2003).

Farkl1 etki mekanizmalarina sahip analjezik ajanlarin rasyonel kombinasyonlari,
her bir ilacin esanaljezik dozlarina kiyasla daha iyi etkinlik ve/veya tolere edilebilirlik
ve glivenlik saglayabilir. Farkli ajanlar1 birlestirmek, birden ¢ok nedeni i¢ceren karmagsik
agrt durumlarinda da etkinligi artirir. PAR, zayif bir opioid ajanin kombinasyonlari
yaygin olarak kullanilmaktadir. Boyle bir kombinasyon, parasetamol arti tramadol, bu
iki ilacin kokli tamamlayict farmakokinetiginden ve etki mekanizmalarindan
yararlanilir. Bu kombinasyon, hayvan c¢aligmalarinda gergek bir sinerji gostermistir ve
ayrica parasetamol ve tramadol birlesimi uzun siireli analjezik etki gosterir. Cok sayida
calisma, hem akut hem de kronik agrida parasetamol arti tramadoliin etkinligini ve
tolere edilebilirligini dogrulamistir (Schug, 2006). Cesitli hastaliklarla iligkili kronik
agrimin  tedavi prensipleri ve yontemleri ¢ok ortak noktaya sahiptir. Agrinin
tyilestirilmesi, Oncelikle ortaya ¢ikmasina neden olan altta yatan hastalig1 belirlemeyi
amaclar. Cogu durumda amag, agrinin yogunlugunu ve siiresini azaltmak, hastanin
fonksiyonel yeteneklerini gelistirmek ve hastay: giinliik yasama uyarlamaktir. Ornegin
osteoartritinin tedavisi i¢in en bilineni Avrupa Birligi'nin 2000 yilinda romatizmaya
kars1 tavsiyeleriydi. Bu baglamda Rusya’ da yapilan bir aragtirmada osteoartrit

tedavisinde recete edilen Non-steroidal antiinflamatuar ilaglar NSAID'ler ve
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parasetamole kars1 Zaldiar tanitilmig ve kullanilmistir. Uygulamada 37.5 mg tramadol
ve 325 mg PAR iceren efervesan tablet, PAR veya NSAID'ler tarafindan
saglanabilenden daha fazla etkinlige ihtiya¢ duyan hastalar i¢in ikinci basamak bir ajan
olarak tanimlanabildigi ortaya konmustur (Anan'eva ve ark, 2007). Zaldiar farkli
formlarda da  diretilebilir.  Ispanyadaki  bir calismada  yine  tramadol
hidrokloriir/parasetamol (37.5 mg/325 mg) oraninda iiretilen Paxiflas adinda mentol
aromali ve suya ihtiyag duymadan agizda dagilan tabletler formunda {iretilmis ve
Zaldiar ile arasinda emilim hizi ve biyiikligi agisindan biyoesdegerliligi gosterdigi
anlasilmistir (Tornero-Tornero ve ark., 2017). Diger yapilan bir ¢alismada Diyabetik
polindropatinin neden oldugu ndérolojik agrili diabetes mellitus tip II'li 30 hastanin
tedavisinde kullanilmig ve agrilarin %30- 50 oraninda azaldig1 goriilmiistiir (Danilov ve
Zharkova 2007). Parasetamol ve tramadol HCI diinyanin pekgok yerinde farkli
isimlerde iiretilmektedir. Tiirkiye ve Avustralya’da Zaldiar, Fransa da Ixprim, Ispanya

da Paxiflas isimleri ile uretilmektedir.



17

3. KAYNAK ARASTIRMASI
3.1. Parasetamol Miktar Tayini icin Uygulanan Analiz Yéntemleri
3.1.1.UV-Vis Spektrofotometri

Hoang ve arkadaslari (2014) yaptigi ¢alismada birinci dereceden tiirev ve
dalgacik dontisiimlerinin UV spektrumlarmma ve oran spektrumlarma uygulanmasi,
kombine tabletlerinde ibuprofen ve parasetamoliin eszamanli olarak belirlenmesi i¢in
Onerilmisti. Birinci dereceden tiirev ve dalgacik doniistimlerinin spektrumlara kombine
kullanimi {izerine yeni bir hibrit yaklasim da tartisildi. Bu uygulamada, DWT, CWT ve
FWT, en yiiksek spektral geri kazanimlari saglamak icin optimize edilmistir.
Dondstiiriilmiis  sinyallerin - genliklerinin  Slgiilmesiyle ibuprofen 12-32 mg/L ve
parasetamol 20-40 mg/L dogrusal konsantrasyon araliklarindaki kalibrasyon grafikleri
elde edildi. Onerdigimiz spektrofotometrik yontemler, hassasiyet ve dogruluk agisindan

HPLC ile istatistiksel olarak karsilagtirilmistir.

Shah ve Jasani (2017) yaptiklar1 ¢alismada ii¢ basit termometrik destekli UV-
Gortiniir Spektrofotometrik yontem, Klasik En Kiigiik Kare (CLS), Kismi En Kii¢iik
Kare (PLS) ve Temel Bilesen Regresyonu (PCR), herhangi bir kimyasal ayirma ve
herhangi bir grafik olmaksizin farmasétik dozaj formunda PAR ve TOL'nin eszamanl
tahmini i¢in gelistirilmistir. 220-280 nm araliginda calisilan ilaglarin UV absorpsiyon
spektrumlari, Parasetamol i¢in 5-25 pg/ml ve Tolperisone Hidrokloriir i¢in 1.5 -7.5
png/ml konsantrasyon araliginda her iki ilag i¢cin de Beer yasasina uyuldu. Kemometrik
kalibrasyon i¢in egitim seti olarak yirmi bes (25) karisik soliisyon ve validasyon seti
olarak 16 karisik soliisyon hazirlanmistir. Emicilik veri matrisi, 3 nm araliklarla 220 ila

280 nm arasinda yirmi bir dalga boyu noktasinda emicilik dl¢iilerek elde edildi.

Pekcan Ertokus ve arkadaglart (2019) yaptiklari calismalarinda tablet ilag
numunesinde bulunan parasetamol, asetilsalisilik asit ve kafein etken maddelerinin
ultraviyole spektrofotometrisi yontemi ile elde edilen sonuglarimin kemometrik
metotlarla birlikte degerlendirilmesi ile tayini gergeklestirmis. Deneysel ¢alismada
maddelerin tek tek saf haldeki spektrumlari elde edildikten sonra her bir ilag¢ etken
maddesinden alinarak sentetik karisim hazirlanmistir. Bir sonraki asamada tablet
numunesi analizi yapilmistir. Kemometrik yontemlerden, temel bilesen regresyonu
yontemi (PCR) ve kismi en kiiclik kareler yontemi (PLS), sentetik karisim ve tablet
numunesindeki miktar tayininde basari ile uygulanmistir. Elde edilen veriler, istatistik

olarak incelendiklerinde hem hesaplanan geri kazanim degerleri yiliksek hem de standart
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sapmalar yeterince kiiciiktlir. Ayrica yontemin uygunlugu acisindan F-testi uygulanmis
ve sonuglar uyumlu bulunmustur. Uygulanan kemometrik yontemler yardimiyla elde

edilen sonuclar son derece hizli, basit ve giivenilir sonuglardir.

Dogan ve arkadaslari (2020) yaptiklar1 bir c¢alismada, PAR’imm UV-VIS
spektrofotometre ile tayininden Once sentetik lire ve farmasotik numunelerde
ekstraksiyonu i¢in yeni, basit ve ucuz bir ¢alkalayici destekli derin 6tektik solvent mikro
ekstraksiyon (SA-DES-ME) prosediirii gelistirmistir. SA-DES-ME prosediirii, kolin
kloriir (ChCI)/betain (Bet) ve farkli hidrojen bagi donérleri (HBD) ile hazirlanan derin
otektik c¢oziiciiler (DES) olan parasetamoliin segici ekstraksiyonuna dayanir. DES'ler,
parasetamol iceren kompleksin numune ¢dzeltisinden ayrilmast igin ekstraksiyon
¢oOziiclisii olarak kullanilmig. Deneysel yontemde optimum kosullar altinda, iyi
dogrusallik 50-800 pg L, kantitatif geri kazanimlar %94.2-107.1, diisiik tespit limiti
14,9 png LT ve yiiksek hassasiyet gelistirme faktdrii 135 gibi analitik sonuglar elde
edilmis; tekrarlanabilirlik ve tekrar lretilebilirlik analizi i¢in nispi standart sapmalar
(%RSD) %3.3'ten az olarak tespit edilmis. Onerilen prosediir, standart ekleme
kullanilarak farmas6tik numunelerde ve sentetik iirede parasetamoliin ekstraksiyonu ve

belirlenmesine basariyla uygulanmaistir.

Chefirat ve arkadaslar1 (2020) yaptiklar1 calismada, sinirli kaynaklara sahip
laboratuvarlarda kullanilabilecek toksikolojik acil durumlar i¢in gegerli olan UV/Visble
spektrofotometri ile bir plazma parasetamol tahlil yonteminin dogrulanmasini
onermektedir. Spektrofotometri ile plazma tlizerindeki parasetamol tayini i¢in Glynn ve
Kendal ydntemine dayali analitik optimizasyonlar yapilmistir. Avrupa Ilag Ajansi'nin
(EMA) kilavuzu, yontemin analitik dogrulamasi i¢in ana referans olarak alinmistir. 40
ila 400 pg/mL arasindaki tahlil araliinda r=0.9941 korelasyon katsayis1 ile iyi
dogrusallik elde edilmis ve elde edilen dogruluk ve uygunluk, dogrulama protokoliiniin
gerekliliklerini yerine getirmistir. Algilama ve niceleme sinirlart sirasiyla 10 pg/mL ve
40 pg/mL'dir. Valide edilmis yontemle yapilan analiz, tiiketilen kimyasallar ve reaktifler
acisindan enzim immiinoassay yonteminden 20 kat daha ucuzdur. Sonu¢ EMA' nin
gereksinimlerine gore dogrulanmis ve geleneksel yontemlere gore diisiik maliyetli rutin

ve alternatif bir yontem oldugu sonucuna varilmistr.

Farid ve arkadaslar1 (2022) yaptiklar1 UV-spektrofometri calismasinda ¢ok

degiskenli yaklasimlar1 kullanan spektrofotometrik veri analizi uygulamasin
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kullanmiglardir. Bu uygulamalardan biri, safsizliklarin varhiginda aktif bilesenlerin
analizidir. Dort kemometrik destekli spektrofotometrik yontem, yani temel bilesen
regresyonu (PCR), kismi en kiigiik kareler (PLS), yapay sinir aglari (ANN) ve cok
degiskenli egri ¢oziiniirliigii degisen en kiigiik karcler (MCR-ALS) onerildi ve
dogrulanmistir. Gelistirilen kemometrik yontemler, P-Aminofenol (PAP), P-Nitrofenol
(PNP), Asetanilid (ACT) ve P-PAR safsizliklart ile birlikte PAR, Kloroasetanilid
(CAC). ve Fenilefrin HCI (PHE)'nin ciddi sekilde ortiisen spektrumunu ¢oézmek ig¢in
karsilastirildi. Dort ¢ok degiskenli kalibrasyon yontemi, PAR safsizliklarinin daha fazla
nicelenmesiyle PAR ve PHEmin aym1 anda belirlenmesinde basarili oldu. Boylece
Onerilen yontemler, herhangi bir ayirma asamasina gerek kalmadan kullanilabilir ve
farmasétik formiilasyon analizi i¢in basariyla uygulanabilir oldugu goriildii. Ayrica,
Onerilen kemometrik yontemlerle elde edilen sonuglar ile resmi olanlar arasindaki

istatistiksel karsilagtirma, dnemli farkliliklar gostermedi.

3.1.2.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Vertzoni ve arkadaslar1 (2003) yaptiklar1 ¢alismada, toksik bir dozdan sonra
tavsan plazmasinda ve idrarinda asetaminofen (parasetamol) ve baglica metabolitleri
glukuronid (AG) ve siilfat (AS) konjugatlarinin belirlenmesi igin 242 nm' de tespit
edilen ters fazli yiiksek performansli bir sivi kromatografik yontem (HPLC) optimize
edilerek gelistirilmis ve dogrulanmis. m-Aminofenol dahili standart (IS) olarak
kullanilmis, 5 mm partikiil boyutuna sahip bir Hypersil BDS RP-C18 kolonu (250x4.6
mm), %1 CH3COOH (pH 6.5) ve metanol (95:5,v) igeren KH2P04 0.05 M sulu tampon
¢ozeltisinden olusan bir mobil faz ile dengelenmis. Akis hiz1 1.5 ml/dk idi. Parasetamol,
AG ve AS' nin kalibrasyon egrileri plazmada 0,5-250, 1-200, 0,5-100 mg/ml ve idrar
matrisinde 1-200, 0,5-150, 0,5-100 pg/ml konsantrasyon araliklarinda lineer olarak
bulunmus. Tiim vakalarda tespit ve miktar tayini sinirlar1 hesaplandi ve ayrica kapsamli
kurtarma ¢alismalari yapilmis. Plazmada A, AG ve AS i¢in giin i¢i bagil standart sapma
(R.S.D.) sirasiyla %5, %4,2'den az ve idrarda %4, 7,4'ten az iken, karsilik gelen giinler
aras1 degerler sirasiyla %7, %6, %4 ve %5, %8, %6 olarak tespit edilmis.

Walash ve arkadaslar1 (2017) yaptiklart ¢alismada hammadde ve farmasotik
formiilasyonlarinda famotidin, parasetamol ve diklofenakin {glii bir karigiminin
eszamanli tahmini i¢in basit, hassas ve hizli bir HPLC yontemi gelistirmistir. Analiz C
tizerinde yapildi, mobil fazli kolon (250 mmx4.6 mm, 5-pum partikiil boyutu) metanol ve
goriiniir pH 3.5 ile 0.01 M sodyum dihidrojen fosfattan 80:20, v/v olusmustu. UV
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dedektorii 280 nm'de ¢alistirildi ve atik sular i¢ standart olarak felodipin kullanilarak 1,0
mL/dak akis hiziyla pompalanmis. Optimum kromatografik kosullar altinda ¢alisma
siiresi 6 dakikadan azdir. Famotidin, parasetamol ve diklofenak i¢in sirasiyla 5-100
ug/mL, 10-300 pg/mL ve 5-100 ug/mL konsantrasyon araliginda dogrusallik, dogruluk
ve hassasiyetin kabul edilebilir oldugu bulunmustur. Yontemin duyarliligi, famotidin,
parasetamol ve diklofenak icin sirasiyla 3,22 pg/mL, 8,93 pug/mL ve 4,16 pg/mL
niceleme smir1 olan ¢alisilan ilaglarin belirlenmesine izin verir. Onerilen ydntemin
yuksek duyarliligi ve basitligi, calisilan ilaglarin kombine tabletlerinde basarili bir
sekilde belirlenmesinin yan1 sira, dozaj formlarinda ve ibuprofen ile kombine
tabletlerinde famotidinin belirlenmesini saglar. Ayrica, Onerilen yontem ICH

kilavuzlarina gére tamamen dogrulanmistir.

Abbasi ve arkadaslar1 (2019) yaptiklari ¢aligmada parasetamoliin insan idrar
orneklerinden ekstraksiyonu i¢in biyo-dispersif sivi-sivi mikroekstrasyonu (Bio-
DLLME) ile kombine edilen molekiiler baski kati faz ekstraksiyonu (MI-SPE) olan
analitik bir yontem olusturmustur. Bu arastirmada, parasetamol ilk olarak idrar
orneginden, ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak rhamnolipid biyosiirfaktanlarindan olusan
biyoagregalara ekstrakte edilmis. Ekstraktin kati1 faz ekstraksiyonu ile temizlenmesi,
dogrudan kartusa ekstrakt ¢ozeltisi eklenerek gerceklestirilmis. Cozeltinin pH'1 50 mM
fosfat tamponu kullanilarak 8'e ayarlanmis. Son olarak kolonda kalan analit 1.0 mL
metanol ile yikandi ve kantitatif analiz i¢in sivi kromatografi sistemine enjekte edilmis.
Bu protokol, parasetamoliin geri kazanimlarim1 ve zenginlesmesini O6nemli Olgiide
artirdl. Optimize kosullar altinda, dnerilen yontem (1-200 pg LY, diisiik algilama
limitleri (0,33 ug L) ve niceleme araliginda iyi bir dogrusallik saglamis. Parasetamol
icin ekstraksiyon geri kazanimimin ylizdesi %96-103.8, estraksiyon isleminin

zenginlestirme faktorli degeri 368 olarak bulunmustur.

Patel ve arkadaslar1 (2020) yaptiklart ¢alismada iki basit, spesifik, hassas, kiy1
etkili, zaman acisindan verimli ve kombine tablet dozaj formunda Parasetamol ve
Diklofenak'n ayni1 anda belirlenmesi i¢in dogru yontemler aciklanmaktadir. Birinci
yontem, es zamanli soru yontemi olup UV Goriinlir Spektrofotometrik yontemle
absorpsiyona dayanmaktadir. Ilaglarin absorpsiyon maksimum degerleri Parasetamol
i¢in 247 nm ve Diklofenak Sodyum igin 276 nm olarak bulundu. Ikinci y&ntem,
Parasetamol ve Diklofenak'in RP-18 (4,6 mm X 2,5 c¢cm) kolonu ve asagidakilerden

olusan bir mobil faz kullanilarak simiilasyon tayini i¢in basit, spesifik, dogru, kiy1 etkili
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ve zaman verimli ters fazli yiiksek performansli sivi kromatografik yontem
gelistirilmistir. Asetonitril Metanol (90:10 v/v) akis hizi 1ml/dak. Parasetamol ve
Diklofenak Sodyum'un rasyonel siiresi sirasiyla 2,8 dakika ve 3,9 dakika olarak
bulundu. Her iki ilacin tahmininde eszamanli denklem yontemi ve Q-analiz yontemi
kullanilmistir. Her iki yontem de istatistiksel olarak dogrulanmis iyi bir dogruluk ve
kesinlik gostermektedir. Bu yontemler 6n ayirma gerektirmez ve bu nedenle kalite
kontrol laboratuvarlarinda her iki ilacin rutin analizi i¢in kullanilabilir. Ikinci yontem,
RP-18 (4,6 mmx2,5 cm) kolonu ve 1 ml/dk akis hizinda Asetonitril: Metanol (90:10
v/v)'den olusan bir mobil faz kullanilarak Parasetamol ve Diklofenak'in es zamanli
tayini igin gelistirilmistir. Parasetamol ve Diklofenak'in alikonma siiresi, Parasetamol ve
Diklofenak tahmininde kullanilan diger yontemden ¢ok daha kisa olan sirasiyla 2,8
dakika ve 3,9 dakika olarak bulundu. Parasetamol ve Diklofenak igin lineerlik sirasiyla
20- 200 pg/ml ve 300- 500 pg/ml araliginda kurulmustur. Parasetamol ve Diklofenak'in
yiizde geri kazanimlar1 sirasiyla %99.56 ve %103.05 araliginda bulunmus. Onerilen
yontem, QC seviyesi i¢in Parasetamol ve Diklofenak'in ayni anda belirlenmesi igin

kesin, dogru, secici ve hizlhdir.

3.1.3.Ters Faz Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (RP-HPLC)

Meyer ve Karst (2001) idrarda parasetamoliin (asetaminofen; N-acetyl-4-
aminofenol) belirlenmesi i¢in yeni bir yontem calismiglardir. Ters fazli HPLC
ayrimindan sonra parasetamol, H202 tarafindan yaban turpu peroksidaz katalizi ile
oksitlenmis. Tespit, 329 nm'lik bir uyarma dalga boyunda ve 435 nm'lik bir emisyon
dalga boyunda florimetrik olarak gerceklestirilmis. Idrar &rneklerine parasetamol
eklenmis, seyreltilmis ve baska bir 6n isleme tabi tutulmadan dogrudan enjekte edilmis.
Bu kosullar altinda, saptama smir1 2x10 mol.L ™! idi ve niceleme smir1 7x10 mol.L ™!

bulunmus. Yontem, UV-Visble ile HPLC'ye dayal1 farkli yaklasimlar ile dogrulanmas.

Devi ve arkadaslarinin (2013) yaptiklari ¢aligmada ise parasetamol i¢in, Ters Faz
Yiiksek Performanshi Sivi Kromatografisi (RP-HPLC) ile basit ve tekrarlanabilir bir
yontem gelistirilmistir. Parasetamol, C18 siitununda [4.6x250mm, partikiil boyutu
S5um], 207nm'lik UV tespitinde pH degeri 3,5 olan orto fosforik asit tamponu
kullanilarak ayrilmis. Asetonitril (ACN) ve suyun izokratik eliisyonu, ¢esitli oranlarda
ve akis hizlarinda mobil bir faz olarak kullanilmis, sonunda 25:75 v/v ACN ve su 1
mlL/dak akis hiz1 ile ayarlanmis. Dogrusallik, dogruluk, hassasiyet, gilinler aras1 ve giin

ici degisim gibi istatistiksel dogrulama parametreleri kontrol edilmis, ayrica parasetamol
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konsantrasyonlarinin tespit sinir1 ve niceleme sinir1 120 ng/mL ve 360 ng/mL olarak
bulunmustur. Parasetamoliin geri kazanim ve tahlil c¢alismalart %99 ila %102
arasindaydi ve Onerilen yontemin parasetamoliin kalite kontrol analizi ig¢in

benimsenebilecegini kanisina varilmis.

Kanthale ve arkadaslar1 (2020) de yaptiklar1 calismada; Izokratik HPLC
yontemlerinin  gelistirilmesi ve optimize edilmesi, c¢esitli faktorlerin ayni1 anda
belirlenmesini gerektiren zor bir islemdir. Parasetamol (PAR) ve Ibuprofenin (IBU)
toplu halde ve farmasoétik formiilasyonda eszamanli tahmini i¢in basit, dogru, hizli ve
kesin bir kemometrik destekli RP-HPLC yontemi gelistirmislerdir. Yontem, bagimli
degiskenler (akis hizi, metanol ve pH) hakkinda endise duyarak mobil fazin
optimizasyonu i¢in deney (DOE) yaklagiminin tasarimini igerir ve bunlarin sonuglari,
ilaglarin tutma siiresi (Rt) ve ¢oziintirliigii boyunca algilanmis. Deneme calistirmalarina
dayanarak, yazilim tarafindan olusturulan optimize edilmis kosul, PAR’1n ayrilmasi i¢in
kullanildi ve Thermo C18 Kolonunda IBU (150 mmx4,6 mm id., 5 pm).
Kromatografik ayirma, metanol ve sodyum dihidrojen fosfat tamponundan (88.3: %
11.7 v/v) olusan optimize edilmis mobil faz kullanilarak, pH 2.5'¢ ayarlanmis, 1.2
mL/dak akis hizinda teslim edilmis ve tespit 222 nm'de gerceklestirilmistir. Saklama
stiresi (Rt) PAR i¢in 2,241 dakika ve IBU i¢in 3,535 dakika olarak bulundu. Gelistirilen
yontem ICH yonergelerine gore dogrulandi. PAR ve 1bu'nun kalibrasyon egrilerinin
sirastyla 6.5-39 pg/mL ve 8-48 pg/mL aralifinda dogrusal oldugu bulundu. Iki bilesigin
geri kazanimlar ¢esitli seviyelerde %100'e yakindi. Bu yontem, bu ilaglarin toplu ve
farmasotik formiilasyonlarda rutin kalite kontrol analizi i¢in basariyla uygulanabilir

oldugu sonucuna varildi.

Palur ve Koganti (2020) yaptiklari ¢alismada tablet dozaj formunda Parasetamol,
Difenhidramin Hidrokloriir, Kafein ve Fenilefrin Hidrokloriir'iin es zamanlh tayini i¢in
kemometrik destekli UV spektrofotometrik ve RP-HPLC yontemleri gelistirilmis ve
karsilastirmistir. UV-Spektrofotometrik analiz, Temel bilesen regresyon yontemi (PCR)
ve kismi en kiiglik kareler regresyon yontemi (PLSR) olmak iizere iki kemometrik
model uygulanarak gerceklestirilmistir. Kromatografik yontem, tepki yiizey
metodolojisi - Merkezi Kompozit Tasarim (CCD) uygulanarak gelistirilmis ve optimize
edilmis. Bu yontemler, secilen formiilasyonda bulunan ilaglarin miktar tayini i¢in ilk
olarak diisiiniilmiis. PCR ve PLSR modelleri, 1 nm veri aralig: ile 240-320 nm dalga

boyu araliginda karmasik UV spektrumlarini ¢6zmek igin basariyla dogrulanmis ve
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uygulanmigtir. RP-HPLC yonteminde, tanimlanan kritik faktorler metanol igerigi %45-
55 h/h ve akis hiz1 0,75-0,85 mL/dak idi ve segilen yanitlar dordiincii elute edilmis
bilesenin alikonma siiresi (Rt4) ve ¢oziniirliik birinci ve ikinci ayristirilmis bilesenler
arasinda (RS1,2) idi. Metanol-potasyum dihidrojen ortofosfat tamponundan (pH 3; 10
mM) (50:50, v/v) olusan mobil fazdan ve 0.81 mL akis hizindan olusan kromatografik
yontem kosullarinin optimizasyonu i¢in Derringer'in arzu edilirlik islevi kullanildi. 220
nm'lik bir algilama dalga boyu ile dak/%95 giiven araligindaki tek yonli ANOVA,

gelistirilen yontemler arasinda anlamli bir farklilik olmadigini ortaya koymustur.

3.1.4.Gaz Kromatografisi -Tandem Kiitle spektrometrisi (GC-MS)

Albero ve arkadaslarinin (2014) yaptig1 calismada biyosolidlerde farmasdotik
ilaglarin belirlenmesi i¢in analitik bir yontem gelistirilmistir. Numuneler asidik bir su ve
aseton karisimi (1:2, v/v) ile ekstrakte edildi ve etil asetat: metanol (90:10, v/v) ile
saliman ekstraktlarin temizlenmesi i¢in desteklenen sivi ekstraksiyonu kullanilmas.
Bilesikler, t-biitildimetilsilil tiirevlerini olusturmak icin sililasyondan sonra matris
eslesme kalibrasyonu kullanilarak gaz kromatografisi-tandem kiitle spektrometresi ile
belirlenmis. Bu yontem, karmasik matrislerin analizi i¢in oldukga basit bir iglem, ucuz
cam egyalarin kullanimi ve diisiik ¢6ziicii hacimleri gibi c¢esitli avantajlar sunar.
Gelistirilen yontemle %70 ile %120 arasinda degisen nispi standart sapmalar (RSD)
<%]13 ve tespit sinirlar1 0,5 ile 3,6 ng g arasinda degisen tatmin edici ortalama geri
kazanimlar elde edilmis. Yontem daha sonra Madrid ve Katalonya' da (Ispanya)
toplanan biyosolid érneklerine basartyla uygulanmis. Calisilan drneklerde, 1.1 pg g Ve
(salisilik asit) kadar olan seviyelerde on alti hedef bilesikten on biri tespit edilmis ve

analiz edilen tiim 6rneklerde ibuprofen, kafein, parasetamol ve fenofibrat saptanmistir.

Alnuwaiser (2021) yaptig1 ¢alismada dort numune ile birlikte kafein standart
numunesi; azdol, citymol, amidol ve panadol UV Vis ve GC MS spektrometrelerinde
incelenmek iizere hazirlanmistir. UV-Vis i¢in numuneler sivi halde hazirlanirken GC-
MS i¢in numuneler gaz halinde hazirlandi. UV-Vis analizi, parasetamliin varligin1 ve
kafeinin kayboldugunu gésterir. GC-MS i¢in hem PAR hem de kafein mevcuttur. Bu
sonug, UV-Vis analizindeki sivi halin, kafein spektrumunun sivi ile 6rtiismesine neden
olan giiclii molekiiller arasi etkilesime neden oldugu gergegiyle ilgili olabilir. Bu tiir bir
ortlisme, numunelerin gaz halindeyken incelendigi GC-MS i¢in mevcut degildir. Bu,

kafeinin tiim numunelerde bulundugu anlamina gelir.
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3.1.5.Tandem Kiitle Spektrometrisi (UPLC-MS/MYS)

Mohamed ve arkadaslar1 (2019) yaptiklar1 ¢alismada birlikte formiile edilen
ilaglarin kantitatif tahmini i¢in tandem kiitle spektrometrisi (UPLC-MS/MS) y6ntemine
bagli yeni bir ultra performansl sivi kromatografisi olusturmaya odaklanmistir. Misirh
goniilliilerde insan plazmasinda parasetamol (PAR), psddoefedrin hidrokloriir (PSD) ve
bromfeniramin maleat (BRP) calisilmistir. Calismada hedef ilaglarin farkli etnik
popiilasyonlara birlikte uygulanmasinin farmakokinetiklerini etkileyip etkilemedigini
tanimay1 amaglanmustir. Ila¢ ekstraksiyonu, etil asetat yardimiyla sivi-sivi ekstraksiyon
teknigini igeriyordu. Ters faz UPLC separasyonu, Agilent Zorbax SB C18 (50 mmx2.1
mm, 1.8 um) kolonunda asetonitril: % 0.1 formik asit (70:30 v/v) kullanilarak mobil faz
olarak gerceklestirilmis. Pozitif elektrosprey iyonizasyonu ve g¢oklu reaksiyon izleme
kullanilmis. Kisa analiz siiresi (1 dak) giinde bir¢ok insan plazma 6rneginin analizine
izin verdigi i¢in umut vericiydi. Gelistirilen yontem, PAR i¢in 0.05-20.0 ug/mL, PSD
icin 1.0-500.0 ng/mL ve BRP i¢in 0.1-50.0 ng/mL dogrusal araliklar gosterdi.
Gelistirilen yontemin ayrintili bir dogrulamasi, tiim dogrulama parametreleri
sonuglariin tatmin edici oldugu FDA kilavuzlarina uygun olarak gergeklestirilmistir.
UPLC-MS/MS yontemi, kombine dozaj formlarinin Misirh saglikli goniilliilere oral
yoldan uygulanmasindan sonra ¢ ilacin farmakokinetigini incelemek igin
kullanmilmistir.  Farmakokinetik ¢alisma etik  kurulun mutabakatindan sonra
gerceklestirilmistir. Yeni gelistirilen yontemle elde edilen farmakokinetik sonuglar;
Cwmax (ng/mL) 8001.77, 127.76, 1.92, tmax (h) PAR, PSD ve BRP i¢in sirasiyla 0.75, 1.5,
4.0 ve t (h) 3.3, 4.65, 16.26, bu sonuglar diger irklar {izerinde yapilan diger bildirilen
klinik ¢alismalardan elde edilenlerle karsilastirilmistir PAR ve PSD'nin farmakokinetik
parametrelerinin, farkli etnik popiilasyonlardan goniillillere ayni doz verildiginde
etkilenmedigi agikti. Ek olarak, PSD ve BRP'nin PAR ile birlikte uygulanmasi, PAR'mm
farmakokinetigini degistirmemistir. PSD'nin PAR ve BRP ile birlikte uygulandiginda
farmakokinetigi, benorilat ve klorfeniramin ile birlikte uygulandiginda neredeyse
benzerdi, ancak Cumax PSD, Kkafein, Kklorfeniramin ve klerestin ile birlikte

uygulandiginda biiyiik dlciide etkilendi.

3.1.6.Voltametrik
Svorc ve arkadaslar1 (2012) degistirilmemis bor katkili elmas elektrot iizerinde
parasetamol ve penisilin V'nin ayn1 anda belirlenmesi i¢in basit, hassas ve secici bir

kare dalga voltametri yoOntemi gelistirmistir. Karisimda bulunan her iki ilacin


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/pseudoephedrine-hydrochloride
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/pharmacokinetics
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/acetonitrile
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/formic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/electrospray-ionization
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oksidasyon tepe potansiyelleri arasinda yaklasik 0.35 V'luk iyi potansiyel ayrimi
bulundu. Dongiisel voltametri ile parasetamoliin yari tersinir dalga verdigi ve penisilinin
V'nin tersinmez oksidasyon zirvesi sagladigi bulundu. Optimum deney kosullarini
se¢mek icin destekleyici elektrolit, pH ve tarama hizinin her iki ilacin voltametrik yaniti
tizerindeki etkisi incelenmistir. Kantitatif eszamanli belirleme i¢in optimal kosullar, pH
5.0'da asetat tampon ¢ozeltisinde elde edildi. Parasetamol ve penisilin V'nin oksidasyon
zirvesi, konsantrasyonlariin artmasiyla tepe akimlarinda sistematik bir artis gosterdi.
Parasetamol ve penisilin V'in ayni1 anda belirlenmesi ic¢in kalibrasyon egrileri, her iki
ilag i¢cin 0,4 ila 100 uM konsantrasyon araliginda iyi dogrusal tepkiler sergiledi.
Algilama limiti, parasetamol ve penisilin V igin sirastyla 0.21 ve 0.32 pM olarak
belirlendi. Yontem, insan idrarinda yaygin olarak bulunan enterferanslarin etkisi ihmal
edilebilir oldugunda, iyi hassasiyet, tekrarlanabilirlik (10 uM PAR ve PEN karisim
¢ozeltisi igin %1.5 ve %2.1'lik RSD) ve seciciligi kanitlamustir. Onerilen yontemin
pratik analitik faydasi, insan idrar Orneklerinde parasetamol ve penisilin V'nin es
zamanl tayini ile gosterildi ve bagimsiz bir yontem olarak yiiksek performansl sivi
kromatografi yontemi kullanilarak elde edilenlere benzer sonuglar elde edildi.

Uzak (2019) yaptigi calismada karbon nanotiip, samaryum ve tungsten
nopargaciklardan olusan yeni bir voltametrik platform hazirlamistir. Onerilen
voltametrik platform, ilag iiriinlerdeki dopamine ve parasetamol saptanmasi igin
kullanilmistir. Birgok elektrotla karsilastirildiginda bu elektrot sistemi (Sm203-NPs/W-
NPs/CNTs/GCE), DA ve PAR igin yiiksek katalitik etki gostermis ve elektrokimyasal
davramglarmi  gelistirmistir. Onerilen elektrot, DA i¢in 0.180 V civarinda iyi
tanimlanmis bir yiikseltgenme piki verirken 0.178 V civarinda yine bir indirgenme piki
vermekte ve pik potansiyelleri arasindaki fark 2 mV olarak hesaplanmistir. Onerilen
platform PAR icin de 0,390 V civarinda iyi tanimlanmig yiikseltgenme piki verirken
0,388 V civarinda yine bir indirgenme piki elde edilmistir. PAR icin de pik
potansiyelleri arasindaki fark 2 mV olarak hesaplanmistir. DA ve PAR&apos; nin
saptanmalari, kare dalga voltametrisi kullanilarak gerceklestirilmistir. Onerilen elektrot
yiizeyinde, DA ve PAR&apos; nin 4.0x10° M ile 2.5x107 M konsantrasyon araliginda
dogrusal oldugu gozlenmistir. Kompozit malzeme DA ve PAR igin sirasiyla 7.0 x107°
M ve 1.0x10® M bir saptama smirlarina olanak vermistir. Ayrica, Sm2O3-NPs/W-
NPs/CNTs/GCE, yiizeyinde DA ve PAR i¢in miikemmel tekrarlanabilirlik, yiiksek
kesinlik ve ytiksek dogruluk elde edilmistir. Kompozit tabaka temelli platform, ilaglarda
DA ve PAR&apos nin saptanmasina basarili bir sekilde uygulanmustir.
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3.1.7.Elektrokimya

Bharathi ve arkadaslari (2018) yaptiklar1 c¢alismada parasetamol (N-asetil-p-
aminofenol, asetaminofen; PAR) icin dogru bir niceleme yontemi gelistirmislerdir.
Parasetamol tayini i¢in ¢esitli analitik prosediirler mevcuttur, bunlar arasinda titrimetri,
florimetri, kolorimetri, spektrofotometri, kromatografi, enzimatik yontemler ve
elektrokatalitik yontemler bulunur. Elektrokimyasal yontem, basit prosediirii, diisiik
maliyeti, hizli tepkisi, yliksek seciciligi ve daha iyi hassasiyeti nedeniyle parasetamol
tayini i¢in en iyi yontemlerden biridir. Yapilan ¢alismada, GCE'nin elektrokimyasal
polimerizasyon yontemi ile modifikasyonu i¢in krom (III) Schiff baz kompleksi
kullanilmis. Modifiye GCE, 0.4 V' ta anodik bir potansiyel sergileyen ve anodik akim
15,2 pA' dir. Ciplak GCE, oksidasyon potansiyelini 0,5 V'ta gosterir ve akim 14,5
pA'dir. Modifiye GCE, PAR tayini i¢in daha 1iyi elektrokatalitik aktivite gdsterir. Sonug
olarak, krom (III) Schiff baz komplekslerinin parasetamol tespiti i¢in daha iyi bir

elektrokatalitik sensor olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Arancibia ve arkadaglarinin (2019) ilk kez yeni bir karbon macun (CP), tek
duvarli karbon nanotiipler (SWCNT'ler) ve Nd203 (NdOX) kompozitini ¢aligmig. Bu
cok yonli kompozit (NdOX-SWCNT/CPE), parasetamoliin (PCM) oksidasyonuna
uygulanmig. Yeni olusturulan yiizey, taramali elektron mikroskobu (SEM),
elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) ve dongiisel voltametri (CV) ile
karakterize edildi. Sonug olarak, kompozit i¢in tek basina karbon macununa gore daha
fazla iletkenlik ve daha yiiksek bir yiizey alam gdstermis. Ote yandan, anodik tepe
potansiyelleri 0,67'den 0,57 V'ye kaymistir. Tespit limitleri NdOXSWCNT/CPE ile
0,05 mmol/L ve SWCNT/CPE ile 0,50 mmol/L idi. Goreceli standart sapmalar
(RSD'ler) %1,5'tir (n=7). Yontemlerin dogrulugu ve etkilesimi, bilinen miktarlarda
PCM, iirik asit, dopamin, askorbik asit, kafein, asetilsalisilik asit, tartrazin, glin batim1
sarist, cazibe kirmizisi, rutin, morin ve metal iyonlar1 eklenmis bir idrar kimyasi
kontrolii ile degerlendirilmis. Son olarak, ¢ocuklar igin tabletler, tozlar ve suruplar gibi
farmasotik dozaj formlarinda PCM'yi 6lgmek i¢in kompozitin yeniligi ve kullanighlig

degerlendirilmistir.

3.1.8.Kapiller Elektroforez (CE)
Zhao ve arkadaslar1 (2006) yaptiklar1 ¢alismada parasetamoliin dolayli tespiti,
bir luminol-potasyum heksasiyanoferrat (111) Ks[Fe(CN)g]-CL reaksiyonu tizerindeki

inhibitor etkisine dayanan bir kilcal elektroforez—kemiliiminesans (CE-CL) tespit



27

sistemi kullanilarak gerceklestirilmis. Parasetamol, ayirma kilcal damarina go¢ etmis ve
burada ¢alisan tamponda bulunan luminol ile karistirilmis. Ayirma kilcal ¢ikisi, tespit
penceresine ulagsmak ic¢in reaksiyon kilcalina yerlestirilmis. Dort yonlii bir pleksiglas
derzi ayirma kilcalin1 ve reaksiyon kilcalini yerinde tutmus, Kz[Fe(CN)s] ¢ozeltisi bir
tisort icine sifonlanmis ve algilama penceresine akmis. Ayirma kilcal ¢ikisinin ucunda
CL gozlenmis. Yiiksek ve sabit arka plani saglamak i¢in K3[Fe(CN)s] oksitlenmis
luminoliin CL reaksiyonu kullanildi. Parasetamol CL reaksiyonunu inhibe ettiginden,
ters cevrilmis bir parasetamol zirvesi tespit edilebilir ve CL baskilama derecesi
parasetamol konsantrasyonu ile orantilidir. Maksimum CL sinyali, 0.5 mm luminol
iceren 30 mM sodyum borat (pH 9.4) elektroforetik tamponu ve 100 mM NaOH
¢ozeltisinde 0.8 mm Ks[Fe(CN)s] oksitleyici ¢ozeltisi ile gdzlenmis. En uygun kosullar
altinda, parasetamol i¢in 6.6 x 1070 ila 6,6 x 108 M (r=0.9999) arasinda dogrusal bir
aralik ve 5.6x10°%% M (sinyal-giiriiltii oran1=3) tespit sir1 elde edilmis. 5.0 x 10° M
parasetamol (n=11) igin tepe alaninin nispi standart sapmasi (RSD) % 2.9 idi. Yontemin

farmasoétik ve biyolojik drneklerin analizi i¢in uygulanabilirligi incelenmistir.

Cunha ve arkadaslar1 (2017) yaptiklart ¢alismada Parasetamol, farmasotik
formiilasyonlarda asagidaki bilesiklerden biriyle kombinasyon halinde yaygin olarak
bulunan aktif bir bilesendir: kodein, orfenadrin, prometazin, skopolamin ve tramadol.
Bu calismada, farmasotik numunelerdeki bu aktif bilesenlerin belirlenmesi i¢in
benzersiz bir analitik yontem Oneriyoruz. Yontem, kapasitif olarak eslesmis temassiz
iletkenlik tespiti ile kilcal elektroforeze dayanmaktadir. Ayirma, 20 mmol/L B-alanin, 4
mmol/L sodyum klortir, 4 pumol/L sodyum hidroksit (pH 9.6) igeren optimize edilmis bir
arka plan elektroliti kullanilarak kaynasmis, bir silika kilcal damar (50 cm toplam
uzunluk, 40 cm etkili uzunluk ve 50 um id) tizerinde gergeklestirildi. Her numune tek
bir ¢alismada (< 2 dakika) analiz edilebilir ve tespit sinirlari skopolamin, tramadol,
orfenadrin, prometazin, kodein ve parasetamol i¢in sirasiyla 2.5, 0.62, 0.63, 2.5, 15 ve

1.6 umol/L idi. Civili 6rnekler i¢in geri kazanim degerleri % 94 ile % 104 arasindaydi.

3.1.9.Fourier Doniisiimii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR Spektroskopi)

Rohani ve Hojjati (2006) yaptiklari ¢alismada ATR-FTIR cihazi ve kemometri
kullanilarak farkli soliisyonlardaki parasetamol konsantrasyonunun 6lgiilmesi igin bir
girisimde bulunmustur. Parasetamol konsantrasyonu, su kiitlesi yiizdesi ve sicaklik i¢in
iki kalibrasyon modeli olusturmak i¢in kismi en kiiciik kareler (PLS) algoritmasi

uygulamis. Modeller ve hatalar dogrulama veri setleri ve teshis araglar1 kullanilarak
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analiz edilmis. Modeller daha sonra 5-40 °C sicaklik aralifinda saf izopropanol, saf su
ve izopropanol-su karisimlarinda parasetamoliin (PAR) ¢oziiniirliigiinii degerlendirmek
icin kullanilmis. Izopropanol-su karisimlarinda parasetamoliin  ¢oziiniirliigii su
kiitlesinin yaklasik %?20'sinde maksimumu gosterir. Bazi se¢ilmis veri noktalar1 i¢in,
FTIR tarafindan ol¢iilen ¢oziiniirliik, gravimetrik yontem kullanilarak olgiilen karsilik
gelen ¢oziintirliik ile iyi bir uyum ic¢indedir ve saf izopropanol ve sudaki ¢oziiniirlik,

literatiirde bildirilen verilerle makul bir uyum i¢inde oldugu goriilmiistiir.

Carvalho Rocha ve arkadaslar1 (2011) yaptiklart calismada farmasotik
formiilasyonlarda parasetamol ve yardimci maddelerin gelistirilmesi ve analizi i¢in
goriintiileme spektroskopisi ve kemometrik araglar kullanmistir. Caligmada ilacin tablet
ylizeyindeki dagilimin1 incelemek icin konsantrasyon haritalart olusturulmus.
Parasetamol ve yardimci madde konsantrasyonlarini tahmin etmek i¢in gelistirdikleri
PLS regresyonuna dayali ¢cok degiskenli modeller gelistirilmis. Modellerin yapiminda
%30.0-90.0 (w/w) konsantrasyon araliginda aktif prensibi i¢eren tablet formunda 31
numune kullanilmig ve validasyon numuneleri i¢in %35'in altinda hatalar tespit edilmis.
Son olarak, ilagtaki dagilimin incelenmesi, aktif madde ve yardimci maddelerin
konsantrasyonunun dagilim haritalar1 araciligiyla gerceklestirilmis. Haritalarin analizi,
tabletlerdeki aktif ilke ve yardimci maddeler arasindaki biitiinligii gostermistir. Bir
bilesenin yiiksek konsantrasyonuna sahip bolge, ozellikle digerinin yokluguna veya
diisiik konsantrasyonuna sahip olmalidir. Béylece parasetamol ilag¢ kalitesinin izlenmesi

i¢in alternatif bir yontem sunulmustur.

3.2. Tramadol hidrokloriir Miktar Tayini Icin Uygulanan Analiz Yéntemleri
3.2.1.UV-spektrofotometri

Kadioglu ve Kiigiik (2005) yaptig1 caligmada ampul dozaj formlarinda tramadol
hidrokloriir tayini i¢in yeni gelistirilen iki basit ve hassas yontem tarif edilmis ve
dogrulanmistir. Spektrofotometrik yontem icin 6l¢iimler 200-400 nm araliginda UV-Vis
Spektrofotometre kullanilarak yapilmis. Standart ve numunelerin ¢dzeltileri metanol ve
su ortaminda hazirlanmis, tramadoliin UV absorpsiyon spektrumlari, her iki ortam i¢in
sirastyla 275 ve 271 nm' de maksimum absorpsiyonlarla izlenmis. Tramadoliin standart
kalibrasyon egrileri, 10-100 pg ml™lik son seyreltme ile konsantrasyon araliginda
absorbans ve konsantrasyonun c¢izilmesiyle olusturulmus. HPLC yontemi igin ters faz
kromatografisi, %75 0.01 M fosfat tamponunda, %25 asetonitrilden olusan izokratik bir

mobil faza sahip bir Phenomenex Bondclone C18 kolonu kullanilarak yapildi (pH 3).
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Atik su 218 nm'de bir DAD detektorii lizerinde izlendi. Metanol ve su i¢in 0.5-40 pg
ml? araliginda dogrusal yanit (1>0.99) gozlenmis ve alt1 farkli durumda calistirilms.
Yontemler, farmasotik ampul formlarina tam olarak uygulandi, ayn1 zamanda iki farkli
¢Oziicii ortamdaki karsilastirma i¢in de uygulanarak dogrulanmis ve saglam oldugu

kanitlanmistir.

Hosny ve Ismaiel (2012) yaptiklari bir ¢alismada insan idrarinda tramadol
analizi i¢in basit, hassas ve hizl1 bir yontem gelistirmis ve dogrulamistir. Analit, tek bir
sivi-s1v1 ekstraksiyonu kullanilarak bazlastirilmis idrardan izole edilmis ve daha sonra
spektrofotometri ile analiz edilmis. Kalibrasyon egrileri 10-50 pg/mL araliginda
dogrusaldi, kantitatiflik sinir1 ve tespit sinir1 hesaplanmis. Yontem, seyreltmeden sonra
tramadolii daha yiiksek konsantrasyonlarda (250 pg/mL) belirlemek icin de gegerliydi.
Elde edilen yontem, giin i¢ci ve gilinler arasi hassasiyeti sirasiyla %6,3 ve %09,5,

dogrulugu ise sirastyla +%9,9 ve £%3,8 olarak bulunmus.

Sheibani & Haghpazir (2014) yaptiklar1 ¢calisgmada tramadol tayini igin basit ve
hizli iyon hareketlilik spektrometresi (IMS) yontemi tanimlamistir. Fluence IMS'lerde
olabilecek ¢alisma enstriimantal parametreleri arastirilmis ve optimize edilmistir
(sicaklik; enjeksiyon: 220 ve IMS hiicresi: 190 C, akis hizi; tasiyic1:300 ve
siriiklenme:600 mL/dakika, voltaj; korona: 2300 ve siiriiklenme: 7000 V, darbe
genigligi: 100 ms). Optimum kosullar altinda, insan plazmasi, tiikiiriik, serum ve idrar
orneklerinde tramadol tayini icin kalibrasyon egrileri R2 0.998 ile iki biiytikliik sirasina
gore dogrusal olarak bulunmus. Algilama sinirlar1 ve quan titasyon sinirlari sirasiyla 0.1
ile 0.3 ve 0.3 ile 1 ng/mL arasindaydi. Goreceli standart sapmalar %7,5 ile 8.8
arasindaydi. Geri kazanim sonuglari (%90°e 103.9), 6nerilen yontemin farkli biyolojik

numunelerde tramadol analizi i¢in uygulanabilecegini gostermektedir.

Kumar ve arkadaslar1 (2020) yaptiklar1 calismada Tramadol HCL'nin ilag dozaj
formunda giivence altina alinmasi i¢in multilineer regresyon teknigi ile hassas ve kesin
bir UV spektroskopik teknigi gelistirmistir. Bu teknik, segilen 5 dalga boyunda
absorbans ve konsantrasyon arasindaki ara baglantiyr kullanarak dogrusal regresyon
denklemlerine dayanir. Teknik 20-120 pg/ mL araliginda hassas, dogrusal ve dogrudur.
Cok dogrusal regresyon yontemi ile sayisal analiz kullanilmistir. Tramadol HCI'nin
dokme ila¢ dozaj formunda degerlendirilmesi i¢in elde edilen bilgiler, ¢cok degiskenli

analitik teknikten sonra iist diizey dogruluk ve hassasiyeti kanitlamigtir. Daha sonra, bu
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teknik karmasik olmayan matematiksel iceriklerle son derece degerlidir ve diger
spektroskopik tekniklerden daha giivenilirdir, rutin analiz i¢in kalibrasyon modellerinde
bir uygulama Onermektedir. Gelistirilen ve onaylanmis yontem, Tramadol HCL'nin
dokme ve farmasotik formiilasyonda nicellestirilmesi i¢in yararlidir. Dogrulama

parametreleri ICH Kilavuzlarina goreydi.

Amani ve arkadaglart (2021) yaptiklart ¢alismada Covid-19 dncesi ve sirasinda
Kisangani'de tramadol kalitesini degerlendirmek i¢in basit ve pahali olmayan bir UV-
Vis spektroskopik yontemi kullanmislardir. Analitik kantitatif yontem icin, segilen
faktorlerin, yani ¢oziinme ortamimnin pH'l, kiivet tipi ve dalga boyunun optimal
seviyelerini ayarlamak icin deneysel bir tasarim uygulanmistir. 80-1207 ug-mL igindeki
kapsiil farmasotik formiilasyonunu dikkate alarak™ konsantrasyon araliginda, alt1
Kisangani belediyesinin eczanelerinden ve hastanelerinden 89 tramadol 6rnegini analiz
edilmistir. pH absorbans iizerinde anlamli bir etki gosterirken, kuvars kiivet ve dalga
boyu gostermedi. Tipik bir 100 pg-mL™? tramadol ¢ozeltisi 272 nm'de 0.64'liik bir
absorbans verdi. Dogrulama, %6'lik bir onyargi ile gozlemlenen bir matris etkisini
vurguladi. 0,9372' lik bir diizeltme faktorii, dogruluk profilini iyilestirmeye izin verdi ve
daha sonra tamamen %10 kabul sinirlarina dahil edilmis. Kalite kontrol, 89 numuneden
25'inin tretim lisansi, DRC'deki kayit durumu ve igerik acgisindan uyumlu olmadiginm
ortaya koydu. Bu calisma, Kisangani'de analitik stratejinin giiglendirilmesinin bir

thtiya¢ oldugunu gdstermistir.

3.2.2.Floresan Spektroskopi

Alves ve Poppi (2013) yaptiklart c¢alismada, asetilsalisilik asit (ASA),
parasetamol (asetaminofen) ve kafein karigimina dayanan bir farmasotik preparatta
farkli eksipiyanlar kullamildiginda, katilarin 6n yiiz floresan spektroskopisinde matris
diizeltmesi i¢in pargali dogrudan standardizasyonun (PDS) uygulanmasini rapor
etmislerdir. Daha 6nceki ¢aligmalarda belirtildigi gibi, farkli eksipiyanlarin kullanimi ve
oranlar1 bir yer degistirmeye, floresan yogunlugunda veya bant profilinde bir degisiklige
neden olabilir. Bu 6nemli dezavantajin iistesinden gelmek i¢in, tiim uyarma emisyonu
floresan spektrumlarini model gelistirme icin kullanilanlara doniistiirmek icin bir
standardizasyon stratejisi benimsenmis. Sirasiyla 265 ila 405 nm ve 300 ila 480 nm
arasinda degisen uyarma ve emisyon dalga boylarinin kullanildig1 bir uyarma—emisyon
matrisi (EEM) kullanilmistir. ASA, parasetamol ve kafein igin sirasiyla 8.2 mg/g, 10.9
mg/g ve 2.7 mg/g RMSEP degerleri ile katlanmamis kismi en kiigiik kareler (U-PLS)
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kullanilarak ve {ii¢ analit i¢in %5'ten az nispi hatalarla miikemmel sonuglar elde

edilmisti.

3.2.3.S1iv1 Kromatografi-Tandem Kiitle Spektrometrisi (LC-MS/MYS)

Shrivastav ve arkadaslar1 (2009) yaptiklar1 calismada Insan plazmasindaki
tramadol ve aktif metaboliti O desmetiltramadoliin es zamanl tayini i¢in hizli, hassas ve
dogru bir sivi kromatografi-tandem kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) tahlili, i¢
standart olarak propranolol (IS) kullanilarak gelistirmisler. Analitler ve IS, asetonitril
kullanilarak protein ¢okeltisi yoluyla 200 L alikot insan plazmasindan ekstrakte edildi.
Kromatografik ayirma, izokratik kosullar altinda bir Aquasil C18 (100 mmx*2.1 mm, 5
m) kolonunda 2.0 dakikalik bir ¢alisma siiresinde saglandi. Analitlerin tespiti tandem
kiitle spektrometresi, pozitif iyon ve ¢oklu reaksiyon izleme (MRM) kazanim modunda
calisma ile yapildi. Yontem segiciligi, hassasiyeti, dogrusalligi, hassasiyeti ve
dogrulugu, geri kazanimi, matris etkisi, iyon sup basinct/arttirimi, stabilitesi ve
seyreltme biitiinliigii agisindan tam olarak dogrulanmistir. Tramadol i¢in 1.0 ila 600.0
ng/mL ve O-desmetiltramadol ig¢in 0.5-300.0 ng/mL arasinda dogrusal bir dinamik
aralik olusturulmus. Yontem, orug kosulu altindaki 27 saglikli Hintli erkek denekte 200
mg tramadol tablet formiilasyonunun biyoesdegerlik calismasina tam olarak

uygulanmistir.

Abdel-Megied ve Badr El-din (2019) yaptiklar1 caligmada, alprazolam,
diazepam, klorfeniramin maleat, difenilhidramin ve parasetamol gibi bazi siipheli yanlis
etiketlenmis ilaglarin varliginda tramadol hidrokloriiriin eszamanl tayini i¢in oldukca
hassas bir LC-MS/MS yo6ntemi gelistirilmistir. Hazirlanan 6rnekler bir API 4000 kiitle
spektrometresi iizerinde bir Eclipse C kullanilarak analiz edilmistir, siitun (3,5 pm,
4,6x100 mm). % 0.01 formik asit, asetonitril ve metanoliin (60:20:20 v/v/v) olusan
mobil faz, 0.7 mL/dak akis hizinda izokratik bir eliisyon ile pompalandi. Algilama,
coklu reaksiyon izleme modunda iiclii-dortlii tandem kiitle spektrometresinde
gerceklestirildi. Onerilen yéntem, Uluslararast Uyumlastirma Konferans1 (ICH)
kilavuzlarina gore dogruluk, hassasiyet, dogrusallik, tespit sinir1 ve nicelik sinir1
acisindan basartyla dogrulanmistir. Tramadol hidrokloriir, alprazolam, diazepam,
klorfeniramin maleat, difenilhidramin ve parasetamol i¢in kalibrasyon lineer araligi 5-
500 ng mL?* idi. Sonuglar, uygulanan yéntemin, ger¢ek tramadol tabletlerinin énceden

ayrilmadan sahte olanlardan ayirt edilmesi i¢in umut verici oldugunu ortaya koymustur.
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3.2.4. Gaz kromatografi-kiitle spektrometrisi (GC-MS)

Leis ve arkadaslart (2004) yaptiklart ¢aligmada insan plazmasinda tramadol
tayini i¢in bir gaz kromatografisi—kiitle spektrometresi (GC-MS) sunmuslardir. Ilacin
bir N-etil analogunun sentezi ve insan plazmasindaki tramadoliin kantitatif 6l¢timii i¢in
dahili bir standart olarak kullanimi tarif edilmistir. Yontem, plazma pH'inda
ekstraksiyonu ve yetersiz doygunlastirilmis ilacin, sirasiyla tramadol ve i¢ standardin
tespiti icin m/z 58 ve 73 kullanilarak gaz kromatografisi—elektron iyonizasyon Kkiitle
spektrometresi ile analizini igerir. Kalibrasyon egrisi 5-640 ng/ml plazma araliginda
dogrusaldir (r =0.9999). Yontem yukarida belirtilen kalibrasyon araliginda dogrulanmus.
Plazma 6rneklerinde ¢ozelti stabilitesi, tramadoliin uzun ve kisa siireli stabilitesi, donma
¢coziilme stabilitesi ile giin i¢i ve giin i¢i hassasiyet ve dogruluga iliskin veriler
degerlendirilerek sunulmustur. Yontemin ilacin farmakokinetik profiline uygulanmasi

gosterilmistir.

Xu ve Liu (2017) insan idrarindan metamfetamin (MA), pethidin (PD), ketamin
(KT) ve tramadol (TD) ekstraksiyonu ve analizi i¢in gaz kromatografisi-iyon tuzagi
kiitle spektrometresi (GC-MS) ile birlikte basit ve hizli bir dispersif sivi-sivi
mikroekstraksiyon (DLLME) teknigi gelistirmistir. Bu ¢alismada, ekstraksiyon
¢ozliciislinilin tipi ve hacmi, dagitict ¢oziiciiniin tipi ve hacmi, ekstraksiyon siiresi ve pH
degeri ve tuz etkisi gibi ekstraksiyon islemini etkileyen farkli parametreler incelenmis
ve optimize edilmistir. Optimize edilmis kosullar altinda, zenginlestirme faktorii 185 ila
226 arasinda degismekte ve ortalama geri kazanim %480.45 ila %95.55 arasinda
degismektedir. Dogrusal aralik 10,0-1000,0 pg/L, algilama ve kantitasyon siniri
sirastyla 0,43-1,96 pg/L ve 1.44-6.53 ng/L araligindaydi. Bagil standart sapmalar
%1.98%3.90 araligindayd: (n=7). Elde edilen sonuglar, DLLME'nin GC-MS ile
kombine edilmesinin, insan idrarinda MA, PD, KT ve TD tayini i¢in hizli ve basit bir

yontem oldugunu gdstermektedir.

3.2.5. Elektrokemiliiminesans ile Kapiler Elektroforez (CE-CL)

Li ve Ju (2006) yaptiklari ¢alismada son kolon modu ile elektrokimiliiminesans
tespiti ile CE-CL standardina dayali insan idrarinda es zamanli izlenmesi i¢in basit ve
hassas bir yontem gelistirdi. Optimize edilmis kosullar altinda, Onerilen yontem
etamsilat, tramadol ve lidokain igin sirasiyla 5.0x10% ile 5.0x107°, 1.0x107 ile 1.0x10™
ve 1.0x107ile 1.0x10* M LODs 8.0x10° M (36 amol), 1.6x10® (72 amol) ve 1.0x10®

M (45 amol) (S/N=3) lineer araliklar vermistir. Pratik uygulama i¢in, numunenin iyonik
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giicliniin etkisini ortadan kaldirmak icin pH 11'de etil asetat ile bir ekstraksiyon adimi
gerceklestirilmistir. Insan idrarinda farkli seviyelerde etamsilat, tramadol ve lidokainin
geri kazanimlart %87 ile %95 arasindaydi. Bu yontem, iki ilach hastadan alinan klinik
idrar 6rneklerinde etamsilat, tramadol ve lidokainin eszamanli tespiti i¢in kullanildi. Bu
ilaglarin ¢esitli amaglarla izlenmesi i¢in bu yoOntem, klinik ve biyokimyasal

laboratuvarlarda degerliydi.

3.2.6.Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrometresi (FT-IR) ve Fourier Doniisiimii
Raman Spektroskopisi (FT-Raman)

Arjunan ve arkadaslar1 (2014) yaptiklari ¢calismada, O-desmetiltramadol, klinikte
yaygin olarak kullanilan tramadoliin ana metabolitlerinden biridir ve analjezik
aktiviteye sahiptir. O-desmetil tramadol hidrokloriirin  FTIR ve FT-Raman
spektrumlari, sirastyla 4000-400 cm™? ve 4000-100 cm™? bolgelerinde kati fazda
kaydedilmis. Gozlenen temeller, farkli normal titresim modlarina atanir. Teorik
caligmalar, hidrokloriir tuzu olarak yapilmistir. Bilesigin yapis1 6-31G ve cc-pVDZ baz
setleri kullanilarak B3LYP yoOntemi ile optimize edilmistir. Optimize edilmis bag
uzunlugu ve bag agilari, X-151n1 verileriyle iliskilendirilir. Deneysel dalga sayilari, DFT
yontemleriyle belirlenen dlgeklenmis titresim frekanslari ile karsilastirildi. IR ve Raman
yogunluklari, cc pVDZ ve 6-31G(d,p) temel setleri kullanilarak B3LYP yontemi ile
belirlenir. Elektrostatik potansiyel (elektron+gekirdek) dagilimmi gostermek igin
molekiiliin toplam elektron yogunlugu ve molekiiler elektrostatik potansiyel yiizeyleri
B3LYP/cc-pVDZ yontemi kullanilarak olusturulmustur. HOMO ve LUMO enerjilerinin
elektronik o6zellikleri 6l¢iildii. Molekiil i¢i yiik transferinin varligini gostermek icin O-
desmetiltramadol hidrokloriiriin dogal bag orbital analizi yapilmistir. Molekiiliin H ve C

NMR kimyasal kaymalar: analiz edilmistir.

Taghizade ve arkadaslari (2021) yaptiklari ¢alismada, plazma, hastane atiklar1 ve
nehirde siprofloksasin (CIP), tramadol (TRA) ve famotidinin (FA) es zamanh
spektrofotometrik tayini i¢in manyetik kat1 faz ekstraksiyonuna dayali hassas, basit ve
ucuz bir yontem gelistirmistirr. Bu amagla Fe304/GO-COOH nanokompozit
sentezlenmis ve Fourier transform kizilotesi spektroskopisi (FT-IR) ve taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile karakterize edilmistir. pH, sorbent miktari, ekstraksiyon siiresi,
eliisyon solventi ve hacmi ve desorpsiyon siiresi gibi parametrelerin ekstraksiyon
verimliligi izerindeki etkileri degerlendirildi ve optimize edilmistir. Optimum

ekstraksiyon kosullart altinda:50 mg Fe304/GO-COOH nanokompozit, pH 5,
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ekstraksiyon siiresi 20 dak, 20 mL numune hacmi ve 2 mL metanol ile ayrigtirma: 4
dakikada amonyum (0,2 M), CIP igin iyi dogrusallik (0.03-1.5 mg), TRA (0.05-3 mg)
ve FA (0.05-3 mg) kabul edilebilir bir belirleme katsayis1 (R>>0.99) ile elde edildi. Bu
ilaglarin absorpsiyon UV spektrumlart pek Ortlismez; bu nedenle, es zamanlh
spektrofotometrik tayinleri icin uygun kalibrasyon ydntemlerinin kullanilmasi yararl
bulunmustur. On-konsantrasyondan sonra, UV spektrumunu 240-320 nm analiz etmek
ve ilaglarin optimum kosullar altinda es zamanli tespiti i¢in ¢ok degiskenli bir
kalibrasyon teknigi olarak kismi en kii¢iik kareler regresyonu (PLS) kullanilmistir.
Onerilen yéntemin sonuglar;, CIP, TRA ve FA ile iliskili karigimlari tahmin setinin
diisiik ortalama kare farki (RMSD) ve yiiksek korelasyon katsayisim (R?) gosterdi.
Gelistirilen yontem ayn1 zamanda plazma, hastane atig1 ve nehir suyundan olusan ¢ivili
numunelerde {i¢ ilacin es zamanli tayini i¢in de uygulandi. PLS ile elde edilen geri

kazanimlar %85-101 araliginda bulunmustur.

3.2.7.Voltametri

Fakhari ve arkadaslar1 (2015) bu calismada, idrar 6rneklerinden model analit
olarak tramadoliin elektroanalizi i¢in elektrokimyasal saptama ile birlikte
elektromembran destekli kat1 faz mikro ekstraksiyonuna (EM-SPME) dayanan yeni bir
analitik strateji sunmay1 amaglamaktadir. Bu amagla, indirgenmis grafen oksit (r-GO)
spin kapli kursun kalem, elektrokimyasal analizde sadece SPME ve giiclendirilmis
elektromembran ekstraksiyon katodu (EME) i¢in kati bir sorbent olarak degil, aym
zamanda calisma elektrodu (kalem modifiye elektrot) olarak da kullanilmastir.
Ekstraksiyon verimliligini etkileyen farkli degiskenlerin optimizasyonu i¢in Box-
Behnken tasarimi ve yamit yiizeyi metodolojisi kullanilmistir. Optimize edilmis
durumda, tramadoliin tespit limiti 0.0030 pg mL? olarak elde edildi. Yéntemin dinamik
araliklar1 0.010 ila 0.50 ve 0.50 ila 50 ug mL™* araliginda elde edildi. Spme'yi EME ile
birlestirme islemi, idrar 6rneklerinde yontemin tespit sinirin1 azaltir. Ek olarak, EM-
SPME, asitlerin, karbonhidratlarin, anyonlarin ve ayrica 6l¢iim sirasinda diisiik log P'y1

baskilayan diger polar bilesiklerin miidahale edici etkisini ortadan kaldirabilir.

Yunusoglu ve arkadaglar1 (2020) yaptiklari ¢alismada, modifikasyonsuz bir bor
katkilt elmas (BDD) elektrodu kullanilarak asetaminofen (PAR) ve tramadol
hidrokloriiriin (TRA) bireysel, secici ve eszamanli nicellestirilmesini agiklamaktadir.
Dongiisel voltammetrik olgtimler, PAR ve TRA ikili karisimlarinin profilinin, Britton-

Robinson (BR) tampon pH 3.0'da yaklasik +1.04V (PAR igin) ve +1.61V (TRA igin)
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olmak iizere iki geri doniislimsiiz oksidasyon zirvesi ile kendini gdsterdigini ortaya
koymustur. TRA oksidasyon zirvesi, anyonik yiizey aktif madde, sodyum dodesil siilfat
(SDS) varliginda 6nemli 6lgiide iyilesirken, ACP sinyali degismedi. 8x107* mol L™
igeren BR- Britton-Robinson- tamponu pH 3.0'da kare dalga siyirma modu kullanilarak
SDS, agik devre voltaji altinda 30 s birikmesinden sonra, BDD elektrodu, PAR ve
TRA'nin ayn1 anda 1.0-70 pg mL araliklarinda 6lgiilmesi i¢in kullamilabilir. (6.6x107°—
4.6x10*molL™) ve 1,070 pg mL3.3x10°-2.3x10% molL™?), 0,11 pg/mL?
algilama sinirlart ile (7.3x107" mol L) ve 0,13 pg mL (4.3x107" mol LY). Onerilen
yaklasimin pratik uygulanabilirligi, farmasétik dozaj formlarinda PAR ve/veya TRA'nin

bireysel ve eszamanli nicellestirilmesi i¢in test edilmistir.

3.3. Tramadol Ve Parasetamol Kombinasyonlarinin Es Zamanh Kantitatif Tayini
I¢in Uygulanan Analiz Yontemleri
3.3.1. Ters Fazh Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (RP-HPLC)
Karunakaran ve arkadaslar1 (2012) yaptiklar1 ¢alismada yiiksek doz parasetamol
(PAR) ve diisik doz domperidon (DM) ve tramadol HCL (TRA) igeren bir
kombinasyon ilag iirlinii i¢cin RP-HPLC yontemini gosteren bir stabilite gelistirdi.
Analitler, 1.0 mL/dk akis hizinda 70:25:5 (v/v) oraninda %0.1v/v trifloroasetik asit:
asetonitril: metanolden olusan bir ters faz kolonu ve izokratik bir mobil faz ile iyi bir
sekilde ayristirildi. Atik su 272 nm'de izlendi. Ilag iiriinleri asit, baz, peroksit, termal ve
fotolitik bozunmanin gerilme kosullarina tabi tutuldu ve foto diyot dizi detektorii
kullanilarak PAR, TRA ve DM'in tepe homojenligi elde edildi. Bozunma {iriinleri
PAR, TRA ve DM tepe noktalarindan iyi bir sekilde ¢oziildii, bdylece yOntemin
stabilitesini gosteren dogasi gosterildi. Deney, PAR i¢in 165-495 pg/mL, TRA igin
18,75-56,25 ug/mL ve DM i¢in 5-15 pg/ mL arasinda dogrusaldi. Tablet yiiksek ve
diisiik dozda ila¢ icermesine ragmen, giin i¢i ve giin i¢i varyasyonlar <%2.0 idi.
Onerilen ydntem ICH yonergelerine gére dogrulanmis ve stabilite ve homojenlik
testlerinin yan sira farmasotik preparatlardaki kombine ilaglarin kalite kontrolii igin

uygun oldugu kanitlanmistir.

Kamble ve Singh (2012) yaptiklar1 caligsmada ticari tibbi tabletlerde parasetamol
ve tramadoliin kantitatif tayini i¢in basit, izokratik, hizli ve dogru ters fazli yiiksek
performansli sivi  kromatografi yontemi gelistirmistir. Kromatografik ayirma,
ortofosforik asitli su pH 3.4 kullanilarak bir Inertsil C18 (250mmx4.6 mm, 5um) kolon

tizerinde saglandi: mobil faz olarak metanol (60:40, v/v) ve 228 nm'de UV tespiti
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yapildi. Parasetamol ve tramadol arasindaki kromatografik ¢oziiniirlilkler besten fazla
bulundu. Parasetamol ve tramadol i¢in dogrusal aralik sunlardi. Her analit i¢in >0.999
korelasyon katsayilar1 ile 20.8-39.0 pg/ml ve 2.4-4.5 ng/ml elde edildi. Tramadol ve
parasetamol i¢in retansiyon siiresi sirasiyla 2.1 ve 3.9 dk olarak bulundu. Parasetamol
ve tramadol stres kosullarina (hidroliz asit-baz oksidasyonu, fotoliz ve termal bozunma)
tabi tutuldu ve gerilmis numuneler yontem kullanilarak analiz edildi. En biiylik bozulma
asitte, baz, termal, oksidasyon ve fotolizde minér olarak goézlendi. Zorla bozunma

caligmalari, yontemin giiciinii gosteren kararlilig1 kanitlamaktadir.

Pereira ve arkadaslar1 (2021) yaptiklar1 ¢alismada; Parasetamol (PAR), kafein
(CAF) ve tramadol hidrokloriir (TRA) bir¢ok klinik amag i¢in yaygin olarak kullanilan
onemli ilaclardir. Igeriklerinin belirlenmesi en biiyiik ilgi alamdir. Bu dogrultuda
farmasétik formiilasyonlarda CAF ve TRA tayini icin fotodiyot dizisi tespiti ile hizl,
basit ve hassas izokratik RP-HPLC yontemi gelistirilmistir. Bir floresan dedektor
sistemi kullanilarak tramadol i¢in gelistirilmis bir hassas prosediir de gelistirilmistir.
ACig kolon ve metanol/fosfattan olusan hareketli bir faz kullanildi. LOD'lar, fotodiyot
dizisi tespiti kullanilarak parasetamol, kafein ve tramadol hidrokloriir i¢in sirasiyla 0.2
pg/mL, 0.1 pg/mL ve 0.3 pg/mL olarak bulundu. Alternatif olarak, tramadol i¢in LOD,
floresan dedektorii ile 0.1 pg/mL'ye diisiiriildii. Diger dikkate deger analitik rakamlar,
aym siralt analitler (floresan dedektorii dahil) i¢in 0.8-270 pg/mL, 0.4-250 pg/mL ve
1.0-300 (0.2-40) pg/mL dogrusal konsantrasyon araliklarini icerir. Onerilen ydntem,

tablet dozaj formlarinda {i¢ ilacin kantitatif tayini i¢in basariyla uygulanmustir.

3.3.2. Ultra Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (UHPLC)

Liu ve arkadaglar1 (2004) calismalarinda Tramadol tabletlerinde tramadol
hidrokloriir ve parasetamoliin es zamanli tayini icin HPLC yontemini olusturulmasini
ama¢ edinmislerdir. Yontemde kromatografik kolon Diamasil C18 ve mobil faz
asetonitril-0.005 mol/L* NH4H2PO4 (0.01 mol/ L? iceren) idi. Trietilamin, pH 3.2,
V:V=1:4.3), algilama dalga boyu 215 nm, kolon sicakligi 35 °C, akis hiz1: 1.0 mL/dak™
ve enjeksiyon 10 uL idi. Sonug olarak sirastyla 9,92-49,60 mg L™ ve 85.34-426.70 mgL-
! kiitle konsantrasyonlarinda tramadol hidrokloriir ve parasetamol iyi bir dogrusal
korelasyon gosterdi ve korelasyon katsayilari ‘r’ sirastyla 0.9999 ve 0.9998 idi. Yontem
hassasiyeti rsd'leri ortalama geri kazanimlar % 0.7 ve %0.1 (n=6), ortalama geri

kazanimlar %100.1 ve %100.0 ve yontem rsd'leri sirasiyla % 0.1 ve %0.1 (n=9) idi.
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Sonu¢ Tramadol hidrokloriir ve para-asetamido ayni anda belirlenebilir Fenol igerigi

birden fazla numune grubunun kalite kontroliinde kullanilabilir.

3.3.3. UV spektrofotometri

Toral ve arkadaslar1 (2008) yaptiklar1 ¢alismada ikinci tiirev spektrofotometrik
ile asetaminofen (A) ve tramadol (T) 'nin es zamanli tayini i¢in hizli bir yontem
gelistirilmistir. Calismalarinda A ve T'nin spektral davraniglarindan ¢oziicli olarak
etanol secilmistir. >A degeri 210 nm i¢in 8.000 yumusatma faktorii ve 1.000.000 6l¢ek
faktorii secilmistir ¢linkii bu kosullarda hatadan kaginmak i¢in sinyal/giiriiltii orani
tercih edilmistir. Bu kosullar altinda, farmasotik formiilasyonlarda bulunan 17/1'lik bir
molar iligkide A/T'nin eszamanli olarak belirlenmesi de miimkiindiir. 285.7 nm'de ikinci
tiirev degeri, A'min sifir gecis noktasina karsilik gelen konsantrasyona bagimlidir. Ote
yandan, T 296.0 ila 400.0 nm arasinda absorbe etmez, bu nedenle grafik yontemiyle bir
belirleme icin 308.0 nm segildi. A ve T igin tespit araliklar1 sirastyla 8.1x107-51x107°
mol/L ve 3.4x107-5.0x10° mol/L idi ve daha &nce ayrilmadan iyi hassasiyet ve
dogrulukla belirlenebilir. Yardimc1 maddeler Zafin® tableti kullanilarak interferentlerle
ilgili bir calisma yapildi. Geri kazanimlar sirasiyla A ve T i¢in %97.4+2.0 ve %100.6 +
1.7 idi. Her iki ilaci da igeren bu tablet, iyi bir dogruluk ve hassasiyet gosteren

gelistirilen yontemler kullanilarak analiz edildi.

Abdel-Latif ve El-Zinati (2015) Karigimlarda Parasetamol ve Tramadol
hidrokloriiriin ¢oziinilirliigli i¢in birinci tiirev sifir mertebeden gegis spektrumlarinin
kullanimina iligkin karsilastirmali bir ¢alisma, birinci tiirev yonteminin her iki bilesigin
¢oziilmesinde ve nicellestirilmesinde basarisini gosteren elde edilmistir. Ikinci tiirev
yerine birinci tiirevin kullanilmasi sinyal-giiriiltii oraninin artmasina neden olur.
Hazirlanan karisimlarin absorpsiyon spektrumlarit 200-500 nm araliginda tarandi. Lineer
konsantrasyon araliklari sirasiyla parasetamol ve Tramadol hidrokloriir i¢in 25-112 ve
6-48 nug mL™? idi. Yontem, iyi segicilige, yiiksek hassasiyete ve asir1 diisiik bagil hataya
sahip karisimlardaki her iki bilesigin konsantrasyonlarini tahmin etmek i¢in basariyla
kullamlmustir. Istatistiksel karsilastirma %95 giiven diizeyinde t-testi kullanilarak
yapildi. Birinci tiirev yontemi ile elde edilen sonuglar ile her iki bilesik i¢in kabul edilen
degerler arasinda anlaml istatistiksel fark yoktu. Ayrica, yiizde hatalar ¢ok diisiiktii, bu
da caligmamizin hem hassasiyet hem de dogruluk acisindan avantajlarina katkida

bulunuyor.
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3.3.4. Ultra-Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (UHPLC)

Gouda ve arkadaglar1 (2011) yaptiklart ¢alismada steroidal olmayan anti-
enflamatuar ilaglar (NSAID'ler), insan ve veteriner hekimlikte en sik kullanilan gruptur,
clinkii ates ve hafif agr tedavisi i¢in regetesiz temin edilebilirler. Bu ilaglarin klinik ve
farmasétik analizleri, kalite kontrol ve farmakodinamik ve farmakokinetik c¢alismalar
icin etkili analitik prosediirler gerektirir. Cesitli analitik ve farmasétik kimya ile ilgili
jour mekanik yayinlanan literatiiriin kapsamli bir arastirma yapt1 ve gelistirdi ve-steroid
anti-enflamatuar, coxibs, arylalkanoic asitleri, 2-arylpropi herhangi bir cinsel asitleri
(profens) bazi sivil belirlenmesi igin kullanilan analitik yontemleri ve N-toplu
uyusturucu (fenamic asitler) arylanthranilic asitler, formiilasyonlar ve biyolojik sivilar
gozden gecirilmistir. Bu gbzden gegirme, 1985'ten 2010'a kadar olan siireyi kapsar. UV
ve tiirev olmak iizere 145 spektrofotometrik yontem; metal komplekslesmesi, redoks
reaksiyonlart, iyon ¢ifti olusumu, yiik transfer komplekslesmesi ve cesitli; akis
enjeksiyonu spektrofotometrisi ve spektroflorometrik yoOntemlerin eslestirilmesine

dayanan goriiniir yontemlerdi.

3.3.5. Normal Fazh Sivi Kromatografi-Tandem Kiitle Spektrometrisi (LC—
MS/MS)

Abdel-Megied ve El-din (2019) yaptiklari c¢alismada, alprazolam, diazepam,
klorfeniramin maleat, difenilhidramin ve parasetamol gibi yanlis etiketlenmis bazi
ilaglarin varliginda tramadol hidrokloriiriin es zamanl olarak belirlenmesi i¢in oldukca
hassas bir LC-MS / MS yontemi gelistirilmistir. Onceden hazirlanmis numuneler, bir
Eclipse C18 siitunu (3.5 pm, 4.6x100 mm) kullanilarak bir API 4000 kiitle
spektrometresi lizerinde analiz edildi. %0.01 formik asit, asetonitril ve metanolden
(60:20:20 v/v/v) olusan mobil faz, 0.7 mL/dk ! akis hizinda izokratik bir eliisyon ile
pompalandi. Tespit, ¢coklu reaksiyon izleme modunda iiglii dortlii ple tandem kiitle
spektrometresinde saglandi. Onerilen yontem, dogruluk, kesinlik, dogrusallik, tespit
sinir1 ve kantitatif sinir ile ilgili Uluslararas1 Har Monizasyon Konferansi yonergelerine
gore basartyla dogrulanmistir. Tramadol hidrokloriir, alprazolam, diazepam,
klorfeniramin maleat, difenilhidramin ve parasetamol i¢in kalibrasyon dogrusal aralig:
5-500 ng mL! idi. Sonug olarak; uygulanan yontemin, orijinal tramadol tabletlerinin
onceden ayrilmadan sahte olanlardan farklilastirilmasi i¢in umut verici oldugunu ortaya

koydu.
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Zhu ve arkadaslar1 (2007) yaptiklart ¢aligmada bu ¢alisma, yiliksek performansl
bir sivi kromatografisi-elektrosprey iyonizasyonu—kiitle sunar i¢ standart olarak
fenasetin kullanilarak insan plazmasinda tramadol ve asetaminofenin es zamanli tayini
icin spektrometrik (LC-ESI-MS) yo6ntem. Doymus sodyum bikarbonat ile
alkalizasyondan sonra, her iki bilesik de insan plazmasindan etil asetat ve HPLC ile
Hanbon likrosfer CN kolonu {izerinde%0.5 formik asit—metanol (40:60, v/v) igeren
mobil fazli 10 mM amonyum asetat tamponu ile 1 mL dk akis hizinda ayrildi) 1
Analitler, tek dort kutuplu kiitle spektrometresinde elektrosprey iyonizasyonu
kullanilarak belirlendi.LC-ESI-MS, tramadol i¢in [M+H]+ m/z 264.3, [M+H]+ m/z'de
hedef iyonlar kullanilarak pozitif se¢ilmis iyon izleme (SIM) modunda gergeklestirildi
asetaminofen i¢in 152,2 ve fenasetin igin [M+H]+ m/z 180,2. Kalibrasyon egrileri
tramadol i¢in 5-600 ng mL) 1 ve asetamino fen i¢in 0.03—16 Ig mL) 1 araliginda
dogrusaldi. Caligmalar arast nispi standart sapmalar tramadol icin %14.4 ve
asetaminofen i¢in %12.3'ten azdi. Calisma i¢i goreceli standart sapmalar tramadol igin
%9.3 ve asetaminofen igin %7.9'dan azdi. Tramadol ve asetaminofen i¢in ortalama
plazma ekstraksiyon geri kazanimi %82.7-85.9 ve % 83.6-85.3 araligindaydi. Yontem,
saglikli Cinli goniillilerde yeni bir tramadol/asetaminofen tablet formiilasyonunun

farmakokinetigini incelemek i¢in uygulandi.

3.3.6. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrometresi (FTIR)

Foroughi ve arkadaslar1 (2019) yaptiklar1 ¢alismada CUO nanoleaves (La®" -
CuO fern benzeri nanoleaves) gibi lantan katkili egrelti otunu sentezlemek icin yenilikgi
ve usta tek asamali bir yaklasim olusturmustur. Egreltiotu benzeri La® * -CuO
nanoleavlarinin morfolojisi ve yapisi FT-IR, EDX, SEM, XPS ve TEM teknikleri
kullanilarak karakterize edilir. La**-CuO/MWCNTSs nanokompozitleri modifiye camsi
karbon (GC) elektrodunu imal etmek icin MWCNTSs/GC tizerindeki damla dokiim
egrelti benzeri La®*-CuO nano yaprak siispansiyonu kullanilmis. Tramadoliin
elektrokimyasal davranigsal degerlendirmesi i¢in diferansiyel puls voliim tammetrik
analizi (DPV) ve siklik voltametri (CV) uygulanmis ve MWCNTS/GC, La®* -
CuO/MWCNTs/GC ve ¢iplak GC iizerindeki oksidasyon performans: karsilastirildi.
Elde edilen sonuglar, egreltiotu benzeri La**-CuO nanoleavlarmin ve ¢ok duvarli karbon
nanotiiplerin amal gamasyonunun, sensOr hassasiyetinde Onemli bir 1yilesme
saglayacagini gostermistir. Kantitatif tramadol saptamasini elde etmek i¢in 0.5-900.0

uM dogrusal aralikta 0,014 pm'lik bir sinir saptamasi belirlenmistir. Dahasi, bu
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sensoOriin ayni anda tramadol ve asetaminofeni belirlemek i¢in elverigli oldugu
kanitlanmistir. Ek olarak, tramadol ve asetaminofen klinik tahlili i¢in faydali olacak

fabrika sensorii tarafindan biiylik hassasiyet ve stabilite gosterilmistir.

3.3.7. UV spektrofotometrisi ve UHPLC

Glavanovi¢ ve arkadaslar1 (2016) tramadol ve parasetamol karigimi tabletlerde
kemometrik yontemleri ¢alismiglardir. Parasetamol-tramadol tabletlerinde parasetamol
ve tramadoliin es zamanli kantitatif tayini i¢in UV spektrofotometrik yontemler
gelistirilmistir. Elde edilen spektrofotometrik veriler, tabletlerdeki aktif madde igerigini
belirlemek i¢in kismi en kiigiik kareler (PLS) ve PLS (GA-PLS) yontemleriyle
birlestirilmis genetik algoritma vasitasiyla islenmisti. Spektroskopik verilerin
kemometrik iglenmesiyle elde edilen sonuglar, valide edilmis ultra yliksek performansl
stvi  kromatografik (UHPLC) yontemiyle elde edilenlerle istatistiksel olarak
karsilastirilmis. Gelistirilen kemometrik modeller tarafindan elde edilen verilerin
dogrulugu ve kesinligi, ilaglarin sentetik karistminin analiz edilmesiyle ve geri
kazanimin yani sira bagil standart hatanin (RSE) hesaplanmasiyla dogrulandi. PLS ve
GA-PLS algoritmalar1 kullanilarak belirlenen parasetamol miktarlari ile UHPLC analizi
ile elde edilenler arasinda istatistiksel olarak iyi bir uyum bulunurken, tramadol i¢in
GA-PLS sonuglarinin PLS'ye kiyasla daha giivenilir oldugu kanitlanmistir. En basit ve
en dogru ve kesin modeller, parasetamol i¢in PLS yontemi (ortalama geri kazanim
%99,5, RSE 9%0,89) ve tramadol i¢cin GA-PLS yontemi (ortalama geri kazanim %99,4,
RSE %1,69) kullanilarak olusturulmustur.

Srinivasan ve arkadaslart (2007) yaptiklar1 bir ¢alismada kombine tablet
hazirhiginda aseklofenak ve tramadol kombinasyonunun parasetamol ile eszamanl
olarak belirlenmesi icin tiirev spektrofotometrik bir prosediir gelistirmistir. Ilaglarin
tablet 6zleri damitilmig suda hazirlanmistir. Sifir gecis noktasi teknigi ve kompanzasyon
teknigi, kombine formiilasyonlardaki her ilacin miktarini tahmin etmek ic¢in kullanilmis
ve karsilastirilmistir. Kalibrasyon grafikleri, parasetamol ile kombinasyon halinde her
ilacin 24 mg/ml'ye kadar sifir kesisimi ile dogrusaldir (r=0.9999). p=0.05 anlamlilik
diizeyindeki saptama limitleri sirasiyla 0.5 mg/ml aseklofenak, tramadol ve parasetamol
olarak hesaplandi.

Belal ve arkadaglar1 (2009) UV algilamali (HPLC-UV) yiiksek performansli sivi
kromatografisi ve kiitle spektrometresi (GC-MS) teknikleriyle gaz kromatografisi
kullanilarak ikili bir karisimda parasetamol (PAR) ve tramadol hidrokloriiriin (TRA)
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eszamanli tayini i¢in iki basit, hizli ve segici analitik prosediir gelistirmistir. HPLC,
fosfat tamponu pH 6.3 ve asetonitrilden 90:10, v/v olusan bir mobil faz kullanarak iki
bilesigi bir Hypurity Advance kolonunda ¢6zdii. PAR ve TRA, 220 nm'de UV
emilimleri  ile tespit edildi. GC-MS, sicaklik programlamasi ile %2100
dimetilpolissiloksan (Rtx-1) siitunu kullanilarak iki bilesigin ayrilmasini igeriyordu.
PAR'in kiitle spektrumu 151'de [M] ve m/z 109'da bir baz tepe noktasi ile karakterize
edilirken, TRA kiitle spektrumu 263'te [M] ve m/z 58'de bir baz tepe noktasi ile
karakterize edildi. Her iki yontemde de analitlerin nicellestirilmesi, tepe alanlarimin
Olciilmesine dayaniyordu. Dogrusallik, araliklar, hassasiyet, dogruluk, algilama ve
niceleme limitleri dahil olmak iizere Onerilen yontemlerin giivenilirli§i ve analitik
performansi istatistiksel olarak dogrulanmustir. Kalibrasyon egrileri, HPLC yontemi
kullanilarak hem PAR hem de TRA i¢in 10-400 pg/mL araliginda ve GC-MS ydntemi
kullanilarak PAR ve TRA igin sirastyla 75-500 ve 25-350 pg/mL araliklarinda lineerdi.
Onerilen yontemler, laboratuvarda hazirlanan karisimlarda ve ticari olarak temin
edilebilen tablet formiilasyonunda iki bilesigin belirlenmesi i¢in basariyla
uygulanmistir. Yaygin farmasétik adjuvanlardan girisim pikleri gozlenmedi. Sonuglar,

tiirev spektrofotometrik yontemle elde edilenlerle olumlu bir sekilde karsilastiriimas.

3.3.8. Ters Fazh Sivi Kromatografik Yontem (HPLC)

Chandra ve arkadaslar1 (2012) yaptiklar1 ¢aligmada farmasétik dozaj formunda
aseklofenak (ACF), parasetamol (PAR) ve tramadol hidrokloriiriin (TRA) eszamanl
tahmini ic¢in basit, hassas ve dogru bir ters fazli sivi kromatografik yontem
gelistirilmistir. Kromatografik ayirma, ortam sicakliginda bir HiQ-Sil™ HS C18
stitununda (250%4,6 mm 1.d.,5 pm partikiil boyutu), kromatek analitik kolonunda elde
edildi. Mobil faz 40: 60 (v/v); fosfat tamponu (pH 6.0): metanol. Akis hiz1 1.0 M1t min
olarak ayarlandi ve UV tespiti 270 nm'de gerceklestirildi. ACF, PAR ve TRA i¢in tutma
stiresi (tR) sirastyla 0.02+£14.567, 0.01£3.133 ve 0.02 dakika+7.858 olarak bulunmustur.
Onerilen yontemin dogrulanmasi dogrusallik, hassasiyet, saglamlik, algilama smiri,
nicelik sinur1, 6zgiilliik, dogruluk ve sistem uygunlugu icin gerceklestirilmistir. Dogrusal
dinamik araliklar ACF icin 40-160 ug mL™!, PAR i¢in 130-520 pg mL™' ve TRA igin
15-60 pg/mL~" idi. Gelistirilen ydntem, farmasotik dozaj formundaki adlandirilmis

ilaglarin rutin kalite kontrol analizleri i¢in kullanilabilir.
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3.3.9. Elektrokimya

Kozak ve arkadaslar1 (2021) yaptiklar1 ¢alismada kombine ilaglarda parasetamol
(PAR), diklofenak (DF) ve tramadoliin (TRA) es zamanli tayini i¢in sodyum dodesil
siilfat (aSPCE/SDS) ile modifiye edilmis elektrokimyasal olarak aktiflestirilmis ekran
baskili bir karbon elektrot onermistir. H2O> ve SDS yilizey modifikasyonu ile
elektrokimyasal aktivasyondan sonra elektrotun yiizey morfolojisi ve elektrokimyasal
davranisindaki degisiklikler, taramali elektron mikroskobu (SEM), dongiisel voltametri
(CV) ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) ile incelenmistir. pH ve
tampon konsantrasyonu, SDS konsantrasyonu ve teknik parametreler gibi
aSPCE/SDS'in tepkileri tizerindeki c¢esitli parametrelerin etkisi aragtirildi. Optimize
edilmis kosullar (-0.4 V'luk Eacc., 120 s'lik tacc., 150 mV'luk AEA, 250 mV'luk s™'lik v
ve 10 ms'lik tm) kullanilarak, aSPCE/SDS, konsantrasyon araliklarinda iyi bir dogrusal
tepki gosterdi. PAR icin 5,0x1078-2,0 x 107>, DF igin 1,0x107°-2,0x1077 ve 1,0x10 %~
2,0x1077 ve 2,0x107—2,0xTRA ic¢in 10°® mol L™!. PAR, DF ve TRA 'nin es zamanl
tespiti sirasinda elde edilen saptama limitleri sirasiyla 1.49 x1078 mol L?, 2.10x1071°
mol L? ve 1.71x107° mol L™*dir. aSPCE/SDS'in segiciligi, gevresel ve biyolojik
numunelerde yaygin olarak bulunan bazi inorganik ve organik maddelerin PA, DF ve
TRA yanitlar1 {izerindeki etkisinin incelenmesiyle degerlendirildi. Son olarak,
aSPCE/SDS kullanan diferansiyel puls adsorptif siyirma voltametrik (DPAdSV)
prosediirii, farmasotiklerin yani sira nehir suyu ve serum numunelerinde PAR, DF ve

TRA' nin belirlenmesi i¢in basariyla uygulandi.
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4. MATERYAL VE YONTEM
4.1. Spektrofotometri

Spektroskopi 151k veya radyasyonun maddeler tarafindan emilmesi ve yayilmasi
seklindeki 1s1k-madde etkilesimlerinin Slgiilmesi ve incelenerek yorumlanmasidir. En
genis tanimiyla spektroskopi, yiikli ve yiiksiiz taneciklerle maddenin etkilesmesi
sonucu meydana gelen olaylarin tiimiidiir (Merey, 2015). Elektromanyetik radyasyon ve
madde arasindaki etkilesimden kaynaklanan elektromanyetik spektrumlari, radyasyonun
dalga boyunun veya frekansinin bir fonksiyonu olarak dl¢en ve yorumlayan genel
calisma alanidir. Spektrofotometri, bir malzemenin dalga boyunun bir fonksiyonu
olarak yansima veya iletim oOzelliklerinin nicel ol¢iimii ile ilgili elektromanyetik
spektroskopinin bir dalidir (Allen, 2009). Spektro spektrumdan, foto ise isiktan
gelmektedir. Spektrofotometri, farkli dalga boylarindaki bir 151k demetinin yogunlugunu
Olcebilen spektrofotometreler olarak bilinen fotometreleri kullanir. Analiz edilen 6rnek
tizerine 151n demetini filtreler kullanarak ayiran ve gonderen aletler fotometre olarak
adlandirilirken, yariklar ya da prizmalar araciligi ile bu segiciligi yapan aletler ise
spektrofotometre olarak adlandirilir. Kimyasal reaksiyon denge noktasinda ilgili
reaktanlarin ve {iriin konsantrasyonlarint belirlemek ig¢in, ¢ozeltinin 151k gecirgenligi

spektrofotometri kullanilarak test edilebilir.

Atom, molekiil veya iyonlarin, bir enerji diizeyinden digerine gecisleri sirasinda
absorplanan, sagilan veya yayilan elektromanyetik 1stmanin  Olgiilmesini  ve
yorumlanmasini inceleyen bilim dalina spektrofotometri denir. Bir maddenin yapisini
belirleme ve maddeyi karakterize etme amaci ile elektromanyetik dalganin madde ile
etkilesimini absorpsiyon, emisyon, sacilma gibi olaylar1 inceleyen bilim dali
spektroskopidir (Yavas, 2019). Dalga boyu, frekans veya enerjinin bir fonksiyonu
olarak  elektromanyetik  1stmanin  siddeti  spektrum  olarak  adlandirilir.
Spektrofotometreler i¢inde bulundurduklar: 151k kaynagi ile numuneye bir 151k génderir
ve yanstyan 1518a ait 380-740 nm arasinda rengin yansima enerji grafigini olcer. Frekans
degerleri farkli olan 1simmimlar, bu degerler dikkate alinarak siralandiginda
elektromanyetik spektrum elde edilir (sekil 4.1.1). Absorbsiyon spektrumuna Ornek

sekil 4.1.2 deki gibidir.
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Sekil 4.1.1. Elektromanyetik spektrum

Amax fnmy)
Sekil 4.1.2 Absorbsiyon spektrumu

(Cozelti i¢indeki madde miktarin1 ¢ozeltiden gecen veya ¢dzeltinin tuttugu 1s1n
miktarindan faydalanarak dlgme islemine fotometri denir. UV-Goriintir bolgedeki her
gecise karsi farkli bir dalga boyu absorplanir. Absorplanan 1s1gin miktar1 absorbans
olarak Ol¢iiliir. Absorbans molekiiliin yapisina, 15181n dalga boyuna, 15181n ¢ozelti i¢inde
aldig1 yolun uzunluguna ve ¢ozelti derisimine baglhdir. Bilinen artan derisimlerdeki
cozeltilerin absorbanslar1 olciiliip, derisim absorbans grafigi ¢izerek bir kalibrasyon
dogrusu elde edilir. Bilinmeyen derisimdeki maddenin ayni sartlarda absorbansi
okunarak kalibrasyon dogrusu yardimiyla derisimi bulunabilir (Temel, 2019). Dalga
boyu, metre, cm, mm, mikron (u), nanometre (nm), angstrom (A°) gibi birimlerle ifade
edilir. Bunlarin arasindaki iliski; 1 cm = 104 p = 107 nm =108 A° (1p = 1000 mu), (1
nm = 1 mp = 10 A° seklindedir. Degisik 1sinim tipleri frekanslarina gore enerji

diizeylerine ait spektral bolge ve dalga boyu uzunluklar1 Tablo 4.1.1 de verildigi gibidir.



Tablo 4.1.1. Elektromanyetik spektral bolgeleri

Spektral Bolge Dalga Boyu Uyarilma Sonucu

Gama 1s1nlar1 0.0001-0.01 nm Cekirdek reaksiyonlar1

X 1s1nlart 0.01-10 nm I¢ elektronlarin transisyonu

Uzak UV 10-200 nm Atom veya molekiillerin iyonizasyonu
Yakin UV 200-380 nm D1s yoriinge elektronlarin transiyonu
Visibl 380-780 nm Dis yoriinge elektronlarin transiyonu
Yakin IR 0.78-1.5n Molekiiler vibrasyon ve rotasyon

IR 15-25p Molekiiler vibrasyon ve rotasyon
Uzak IR 25 p-1 mm Molekiiler rotasyon

Mikro dalgalar 0.1-100 cm Molekiiler rotasyon

Radyo dalgalar 100 cm-10-15km Niikleer manyetik rezonans
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4.2.Lambert-Beer Esitligi

Isik ile madde arasindaki etkilesmeden yaralanilarak gerceklestirilen analiz
yontemleri, az analiz materyali gerektirmesi, seciligi ve dogruluk derecesinin yiiksek
olusu nedeniyle analitik amaglar i¢in sik¢a kullanilmaktadir. Bu yontemlerden biri olan
spektrofotometri 151k enerjisinin absorbsiyonuna dayali bir yontemdir. Isik ise
elektromanyetik bir radrasyondur, frekansi (v) ve dalga boyu(}) ile karakterize edilir.
Enerji ise; E=h.v veya E=h.c/A (h=plank sabiti:6,62x10%" erg.sn ve c=3x10'° cm/sn)
formiilleriyle ifade edilir. Bu esitliklere gore 15181n dalga boyu biiyiidiik¢e enerjisinin
azalmasma karsilik dalga boyu kiiciildiikce enerjisi artar (Ding ve Ustiindag, 2009). Bir
¢ozeltiden monokromatik 1s1n gecirildiginde ¢ozeltinin absorbansi, ¢ozelti icindeki

sogurucu maddenin konsantrasyonuna ve optik yoldaki ¢o6zelti kalinligina baglidir
(Erek, 2020).

Maddenin 15181 sogurma (absorblama) derecesini 6l¢cmek ve bundan yararlanarak
derisimi saptamak i¢in, sogurma ile derisim arasindaki iligki bilinmelidir. Saydam bir
¢ozeltiye gonderilen 151mn demetinin siddetinin azalmasi, gonderilen 1s1n demetinin
siddeti kadar, icinden gectigi ¢ozeltideki molekiillerin konsantrasyonu ve gonderilen
151n demetinin  gegtigi yolun uzaklhigi ile de ilgili ve dogru orantilidir. Isigin
absorbsiyonunun iizerine diistiigli atom, iyon veya molekiiliin konsantrasyonu ile
orantili olarak ilk teori Lambert ve Beer tarafindan ortaya konulmustur (Swinehart,
1962). Beer’ e gore ayni derinlikte bir ¢ozeltiden gegen ve ¢ozelti tarafindan absorbe
edilen monokromatik bir 151n demetinin siddeti ¢ozeltinin konsantrasyonuyla logaritmik,
iistel veya geometrik olarak azalir. Lambert’e gore, bir ¢ozeltiden gegen monokromatik

bir 151n demetinin siddeti, ¢ozelti icinde aldig1 yolla logaritmik, {istel veya geometrik
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olarak azalir. Lambert-Beer yasasi, 1518in bir madde i¢indeki transmisyonu olan T ile
sogrulma katsayist a ve 1s18in madde iginde gittigi uzaklik € 'min ¢arpimi arasinda
logaritmik bir iliski oldugunu ifade eder. (Ustiindag, 2003). Monokromatik 1s181n madde
tarafindan absorbansini 6lger. Monokromatik (tek dalga boylu 1s1ma) ve lo siddetindeki
bir 151k demeti, kalinlig1 € (cm) olan bir tiipte bulunan ¢ozeltideki herhangi bir molekiil
tarafindan absorblandiginda siddeti azalir ve tiipii | siddetinde terk eder (Aktas ve
Yavas, 2019).

Yukarida soylenenlere gore iki kanunu birlestirirsek soyle ifade edilebilir: %

Gecirgenlik T=I/Io ve 1=10.10 -*¢ denklemleri elde edilir.

Absorbans, gelen 1sinin siddetindeki azalmadir ve Lambert Beer teoremi ile hesaplanir.

AL =-logio(I/1o)= log(lo/l) denklemi ile elde edilir. Absorbans ile konsantrasyon

arasindaki iliskiyi ise A= €.£.C ifade eder ve bu denklemden konsantrasyon hesaplanir.

Burada;

lo= Gelen 15181n siddeti

I=Ornekten ¢ikan 151810 siddeti

€ =Is1g1n 6rnek icinden gectigi yolun uzunlugu(cm)

c= Konsantrasyon (g/L)

&= Konsantrasyon mol/litre ise absorbsiyon katsayis1 epsilon ile gdsterilir ve molar
absorptivite olarak adlandirilir.

A=Absorbans ‘tir (Méntele ve Deniz,2017).

k—¢ —

Sekil 4.2.1. Numune iizerine gonderilen (Io) ve ¢ikan (I) 15181n siddeti (£=15181n numune i¢inde aldig1 yol)
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4.3. UV ve Goriiniir Alan (Visble) Spektrofotometrisi

Bir ornekteki atom, molekiil veya iyonlarin bir enerji diizeyinden digerine
gecisleri sirasinda absorplanan veya yayilan elektromanyetik 1simanin 6l¢iilmesi ve
yorumlanmasina “spektroskopi” denir. Atom, molekiil veya iyonun elektromanyetik
isima ile etkilesimi sonucu donme, titresim ve elektronik enerji seviyelerinde
degisiklikler spektroskopinin temelini olusturur (Hernandez ve ark., 2018). Pratikte
biitlin bu dalga boylarinda 1s1mim verecek ve bunlarin arasindan da hangilerinin
absorblandigini saptayacak tek bir cihaz yapmak miimkiin olmadigindan, belirli dalga
boylar1 arasinda calisan cihazlar gelistirilmistir. Dalga boylar1 binlerce metreye varan
radyo dalgalariyla analizlerin yiiriitiildiigli aletler ‘Manyetik Rezonans’, dalga boyu
200-750 nm arasindaki 1sinlarla ¢alisan aletlere ‘UV (ultraviyole) -Goriiniir Alan’ ve
2500-25000 nm dalga boylarindaki 1sinlarla  calisan  aletlere  ‘Infrared
Spektrofotometresi” adi verilir. Bu aletlerden yararlanilarak yiiriitilen analiz
yontemlerine de sirastyla, NMR, UV-Goriiniir Alan ve IR-Spektroskopileri denir
(Agikders, Ankara).

UV-GB Spektroskopisi 390-760 nm dalga boyu araligindaki 1sigim madde
tarafindan absorbsiyonunu veya gecirimini 6l¢gmeye dayanmaktadir (Luypaert ve ark.,
2007). Goriiniir bolgedeki 1sinlar, UV ve IR bdlgelerinde bulunan isinlar, X 1sinlari, y
isinlar;, mikro dalgalar ve radyo dalgalar1 elektromanyetik radyasyona Ornek
gosterilebilecek 1smim tipleridir (Sekil 4.3.1). Bunlar1 birbirinden farklilastiran
ozellikleri ise, frekanslarmin birim zamandaki titresim sayisidir. Insan gozii A: 400-750
nm frekans degerleri arasindaki i1simimlar algilayabilir (Sekil 4.3.2) ve bu bolgedeki
1simimlar goézlimiize mor, mavi, yesil, sari, turuncu ve kirmizi renklerde goriintirler.
Gorilinlir 15181 altindaki bolgeye (100-400nm) ‘UV  Goriiniir bolgesi’, Ustlindeki
bolgeye (800nm-25p) ‘Infrared bolgesi’ adi verilmistir (Ustiindag, 2003).

ARV R

Radyasventipi  Radyo dalgalant Mikrodalgalar  Kizigtesi sjinlar Gomum 151k Adorétesisinlar X asinlan Gama 1sinlan

Dalsa toyu {m) 10 10t o7 107 1077 10°° 101! 10713
Frakans =) 107 10% ight 108 10¥° 107 10 102
Enzrji ve Erskans Artar P

= Dalga Boyu Artar

Sekil 4.3.1. Elektromanyetik dalga boyu spektral olarak gosterimi
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Sekil 4.3.2. UV-Goriiniir Bolge spektrofotometresi dalga boylari

Bir ¢ozeltiye gonderilen 15181n siddeti ve katettigi yol sabit tutulursa sonug
dogrudan ¢ozeltideki atom ve molekiillerin konsantrasyonu ile iliskili hale gelir ve
boylece UV spektrofotometresinde kantitatif analiz 6l¢iimleri i¢in en yaygin kullanilan
yontemlerden biridir (Skoog, 1999). Hem organik hem de inorganik maddelerin
tayininde kullanilabilmesi son zamanlardaki gelismelerle 105-107 M civarina kadar
duyarli olmas1 yontemi ¢ekici hale getirmistir. UV-GB spektrofotometre cihazi baglica

kisimlari;

a. Isik kaynagi,
b. Monokromatdr (dalga boyu segicisi),
c. Ornek kab1 (numune haznesi),

d. Dedektor (algilayicilar),

—A

DALGA BOYU SECICi

e. Kaydedicidir.

l

MUMUNE lr

KAYDEDICi

Sekil 4.3.3. UV-GB Spektrofotometrenin sematik gosterimi
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Spektrofotometre’nin ¢alisma prensibi, incelenecek Ornek spektrometre ile
fotometre arasina ve kiivet olarak adlandirilan, genellikle sert plastikten ya da kuartzdan
yapilan Ozel tiip i¢ine yerlestirilir. Maddenin absorbsiyon araligi bulunduktan sonra
spektrometre ile bu aralikta 6rnege monokromatik bir 1s1n gonderilir. Gonderilen 151k,
kiivetteki ornekten gectikten sonra fotometreye ulasir. Spektrometreden gonderilen 151k
ile fotometreye ulasan 151k arasindaki fark bize absorblama miktarini verir. Absorplanan
15181n miktar1 absorbans olarak ifade edilir. Absorbans maddenin cinsine, 15181n dalga
boyuna, 1518in ¢oOzelti i¢inde aldigi yolun uzunluguna ve ¢oOzelti derisimi ile

hesaplanabilir (Temel, 2019).

4.4. Kemometri

Kimyasal sistemlerden matematiksel ve istatiksel yontemlerin uygulanmasiyla
bilgi ¢ikarma bilimine kemometri denir. Kemometri, kimyasal verilerin analizi
(verilerden bilgi c¢ikarma) ve deney verilerinin maksimum bilgi igermesini saglama
(deneylerin tasarimi) ile ilgili kimya dalidir. Kimya, biyokimya, tip, biyoloji ve kimya
mithendisligindeki sorunlart ele almak icin ¢ok degiskenli istatistik, uygulamali
matematik ve bilgisayar bilimi gibi temel veri analitik disiplinlerini de siklikla kullanan
disiplinler aras1 bilimdir. Kimyadaki en eski analitik deneylerin bile bir tiir kemometri
icerdigi iddia edilebilirse de, bu alanin 1970'lerde bilgisayarlarin bilimsel aragtirma i¢in
giderek daha fazla kullanilmasiyla ortaya ciktigir kabul edilmektedir. "Kemometri"
terimi, 1971 yilinda Svante Wold tarafindan icat edildi (Wold, 1995) ve kisa bir siire
sonra bu alanda 6ncii olan Svante Wold ve Bruce R. Kowalski tarafindan 1974 yilinda
Uluslararas1 Kemometri Toplulugu tarafindan bu disiplinin ilk resmi agiklamasi yapildi.
Wold, Isve¢ Umed Universitesi'nde organik kimya profesdrii ve Kowalski, Seattle

Washington Universitesi'nde analitik kimya profesoriiydii.

Kemometri, en genel anlamda, yararhi bilgileri ¢ikarmak icin cesitli sayisal
tekniklerle veri isleme sanatidir. Kantitatif Analiz i¢in kemometrik teknikler, g¢esitli
yontemleri izleyerek bir laboratuvar veya iiretim ortaminda kantitatif analitik
kalibrasyonlarin nasil iiretilecegini ve kullanilacagini, analitik kalibrasyonlarin
gelistirilmesi i¢in gereken zaman ve kaynaklarin nasil tahmin edilecegini ve ¢ok ¢esitli
sistemlerle saglanan nicel yazilimin nasil kullanilacagini gosterir (Kramer, 1998).
Cesitli yontemlerle elde edilen kimyasal verilere matematiksel tekniklerin uygulanmasi

ile bu verilerden daha fazla yararli bilgilerin 6ziimlenmesi olarak tanimlanmaktadir.
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Kemometri, optimal 6l¢iim prosediirleri ve deneyleri tasarlamak veya se¢gmek
icin matematik, istatistik ve mantig1 birlestiren bir disiplindir. Kimyasal verileri analiz
ederek maksimum ilgili kimyasal bilginin ¢ikarilmasini saglar ve kimyasal sistemleri
anlamada yardimci olur (Kumar, 2017). 1980'lerde bu alanda ii¢ 6zel dergi ¢ikti:
Journal of Chemometrics, Chemometrics and Intelligent Laboratory Systems
(Kemometri ve Akilli Laboratuvar Sistemleri) ve Journal of Chemical Information and
Modeling (Kimyasal Bilgi ve Modelleme Dergisi). Chemometrics ve Intelligent
Laboratory Systems dergisinde verilen tanim: ‘Kemometri, en uygun Olglim
prosediirlerini ve deneylerini tasarlamak, se¢cmek ve kimyasal verileri analiz ederek
maksimum kimyasal bilgi saglamak icin, resmi mantig1 kullanan matematiksel,
istatistiksel, kimyasal bir disiplindir (Héberger, 2008). Bu dergiler, kemometride hem
temel hem de metodolojik arastirmalari kapsamaya devam etmektedir. Su anda, mevcut
kemometrik yontemlerin rutin uygulamalarinin ¢ogu genellikle uygulamaya yonelik
dergilerde yayimnlanmaktadir (6r. Uygulamali Spektroskopi, Analitik Kimya, Anal.
Chim. Agcta., Talanta). Kemometri {izerine birka¢ énemli kitap/monografi de ilk olarak
1980'lerde basildi, Malinowski'nin ilk baskis1 da dahil. Kimyada Faktor Analizi, Sharaf,
Illman ve Kowalski’s Kemometri, Massart vd. Kemometri: bir ders kitabi ve Martens ve

Naes tarafindan hazirlanan Cok Degiskenli Kalibrasyon’ dur.

Gilinimiizde kemometrik yontemlerin gelismesiyle birden fazla etken madde
iceren farmasotik iriinlerin kantitatif analizi 6n ayirma islemi ve grafik islemi
gerektirmeksizin hizli, dogru ve hassas olarak gergeklestirilmektedir. Kemometrik hesap
yontemlerini spektrofotometrik, elektrokimyasal ve kromatografik 6l¢iim cihazlarindan
elde edilen verilere uygulamak miimkiindiir (Baleanu ve ark.,2001). Kemometri igerik
olarak, tanimlayic1 ve agiklayici istatistik, sinyal isleme, deneysel tasarim, modelleme,
kalibrasyon, optimizasyon, yapi tanima, siniflandirma, yapay akil yontemleri, resim
isleme, bilgi ve sistem kurami, gibi kavram ve uygulamalari kemometrinin konularin
barindirir. Analitik verilerin islenmesinde, uygulamali matematik ve istatistik temel
araclardir.  Sinyallerin islenmesi, diizlestirme, filtreleme, tiirev ve integrasyon ig¢in
kullanilan algoritmalar vasitasiyla gergeklestirilir. Fourier ve dalgacik doniistimi gibi

yontemler sinyal islemek icin kullanilan yontemlerdir (Brereton ve ark.,1992).

Yiiksek verimli deneysel c¢alismalar, deneysel tasarim ve kantitatif
degerlendirme yontemlerine dayanir. Deneysel tasarim ve kantitatif degerlendirmeler

matematiksel modeller veya tasarimlar vasitasiyla basarilabilir. Deneysel tasarim ve
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optimizasyon konusunda ¢ok sayida teknik bilgi notu ve kitap analitik¢iler tarafindan
yazilmistir. Bu konuda ilk analitik uygulamali kitaplardan biri Cornell tarafindan
yazilmistir (Cornell,1990). Kemometrik yontemlerin kullanicisi analitik kimyacilar olsa
da laboratuvar ve analiz calismas1 yapan diger branslarla siki iliski icindedir. Ozellikle
son yillarda Biyoteknolojide ARGE c¢alismalarinda kemometrik yontemler birgok
alanda uygulanmaktadir. Asagidaki semada da (sekil 4.4.1) goriildiigii gibi kemometrik
caligmalarda diger ilgili disiplinlerin ihtiyaglar1 Ol¢iisiinde uygulamali matematik ve

istatistik bilgisine sahip olmalar1 gerektirdigi agiktir.

Matematik

%

Istatistik Organik Kimya
% f Bivoleji ve Tip

Pragramlamac:ﬂ KEMOMETRI : Analitik Kimya = Sanavi = Uvgulama Alanlarn

ve Hezsaplama \
& ]I N

Miihendislik Fizikekimya Bivotelmoloji
Gimya _

Sekil 4.4.1 Kemometrinin iliskili oldugu disiplinler

Farmasotik triinlerin ¢ogunda genelde birden fazla etken madde bulunabilir ve
bu etken maddelerin ayn1 bolgede absorbans vermeleri sonucunda spektral girigimleri
nedeniyle dogrudan kantitatif analizleri mimkiin olmadig1 i¢in bir ayirma islemi
ardindan ancak analizleri yapilabilir. Bu sorun UV-goriiniir alan spektrofotometre
kullanimim kisitlayict  faktor olmus, pahali ve kompleks cihazlar olan HPLC
kullantmim1 ~ gerektirmistir. Giiniimiizde karisim analizlerinde UV-goriiniir alan
spektrofotometrisi, kemometrik yontemlerin kullanimiyla tekrar giincellik kazanmustir.

Iki veya daha fazla aktif bilesigi iceren karisgimlarda, aktif bilesiklerin higbir
ayirma islemi kullanmadan analizi bir¢ok bransin temel problemlerinden birisidir.
Karigim halindeki numunelerin analizi i¢in ¢esitli kromatografik ve spektrofotometrik
yontemlerin yaygin olarak kullanildigi ¢alismalarda goriilmektedir. Diisiik miktarlarda
numunelerin analizi i¢in gelismis analitik cihazlar gelistirilmesine ragmen klasik
analitik cihazlardan elde edilen verilerin c¢esitli matematiksel algoritmalara tabi
tutularak yontemlerin hassasiyeti ve sonuglarin dogrulugu artirilmaya calisilmaktadir.

Ornegin yiiksek basingli sivi kromatografi (HPLC) ydntemi, cihazin pahali olmasi ve
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kromatografik sartlarin optimizasyonun uzun zaman almasi gibi dezavantajlara sahiptir.
Diger taraftan tiirev spektrofotometrisi gibi klasik grafik islemlere dayanan yontemler
ikili karisimlarin analizi i¢in kullanilabilmelerine ragmen ikiden daha fazla aktif bilesigi
iceren numunelerin analizinde yetersiz kalmaktadir (Ding ve Ustiindag, 2006).
Kompleks karigimlarin kantitatif analizinde kemometrik yoOntemler, spektrumlardan
Ol¢iilen absorbans degerleri ile konsantrasyonlar arasindaki kalibrasyon algoritmalarina
gore kalibrasyonlar hazirlanir ve bu kalibrasyonlarda c¢ok sayida dalga boyunun
Olctimlerde kullanilmasit sonucunda ortalama nedeniyle giiriiltii piklerinin etkisi ya
tamamen ortadan kaldirilir ya da azaltilir (Adams,1995).

Son zamanlarda kompleks karisimlarin analizi i¢in temel bilesen regresyonu
(PCR) ve kismi en kiigiik kareler(PLS) yontemleri bilgisayar programlari yardimiyla
kullanilmaktadir. Bu kemometrik kalibrasyonlarin hesaplanmasi matriks matematigi
iceren bilgisayar programlari ile yapilmaktadir. Kimyasal analizde islenecek verilere
temel olusturan sinyaller, 6l¢iim cihazindan ¢iktig1 sekli ile analog ve sayisal sinyal
olarak ikiye ayrilabilir. Sayisal sinyallerin daha az giiriiltli bileseni icermesi, elektriksel
girisimlere daha az ugramasi ve bilgisayarli sistemlere uyumlu olusu gibi istiinliikleri
vardir. Kemometri disiplininde rastgele veriler, sirasiyla istatistigin tanimlayici ve
aciklayic1 yontemleriyle test ve karakterize edilir. Analitik verilerin islenmesinde,
istatistik ve uygulamali matematik kemometrinin temel araglaridir. Sinyallerin
islenmesi, diizlestirme, filtreleme, tiirev ve integrasyon i¢in kullanilan algoritmalar
vasitastyla gerceklestirilir. Fourier ve dalgacik doniisiimii sinyal islemek i¢in kullanilan
yontemlerdir. Kemometrik uygulamalarin geneli kompleks hesaplamalar igerir. Bu
hesaplamalar1 elle ya da basit hesap makineleriyle gerceklestirmek miimkiin
olmadigindan dolay1 bilgisayar programlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Kemometrik
hesaplamalarda genellikle EXCEL, MATLAB, MINITAB ve diger paket programlar
kullanilmaktadir (Saridag, 2017). Kemometri; analitik kimya, gida kimyasi, cevre
kimyasi, adli tip, biyoloji, biyoteknoloji ve arkeoloji gibi alanlarda sikca
kullanilmaktadir. Organik kimyacilar ve farmasotik (ilag) kimyacilari, reaksiyon
kosullarinin optimizasyonunda, deneysel tasarim veya ilag tasariminda, yapi-etki iliskisi

caligmalarinda kemometriyi kullanmaktadirlar (Ding, 2009).
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4.4.1. Cok Degiskenli Kalibrasyon Algoritmalar1 (Multivariate calibration
algorithms)

iki veya daha fazla aktif bilesigi iceren karisimlarda bu aktif bilesiklerin ayirma
islemine tabi tutulmaksizin analizi bir¢ok disiplinin temel problemlerinden birisidir.
Karigim halindeki numuneler icin c¢esitli spektrofotometrik ve kromatografik
yontemlerin yaygin olarak kullanildigi c¢alismalar goriilmektedir. Bazi durumlarda
bahsedilen ydntemlerin iyi sonuglar vermedigi de goriilmiistir (Ding ve Ustiindag,
2005). Bu nedenlerden dolay1 daha diisiik miktarlarda numunelerin analizi i¢in analitik
cihazlar gelistirilmesine ragmen klasik analitik cihazlardan elde edilen verilerin g¢esitli
matematiksel algoritmalara tabi tutularak yontemlerin hassasiyeti ve sonuglarin
dogrulugu artirilmaya g¢alisilmaya devam etmektedir (Kitis, 2011). Modern otomatik
analiz yontemleri ¢ok sayida veriyi kolayca elde etmemize olanak saglanmaktadir. Cok
degiskenli veri analizi teknikleri sekil 4.4.1.1 de verilmistir. Klinik biyokimya ve kimya
ozellikle ARGE ¢aligmalarinda numunelerin her biri i¢in birgok analiti saptamada rutin
olarak kullanilmaktadir. Her bir 6rnek i¢in bir¢cok degiskenin 6l¢iildiigii durumlarda, ¢cok
degiskenli veri liretilmektedir (Miller, 2008). Tez calismasinda kullanilan PCR ve PLS
kemometrik teknikleri, karmasik karisimlarin analizinde ve analitik kimyanin gesitli
alanlardaki bir¢ok uygulamada kullanilan iki giiglii tekniktir. Bu teknikler, analitlerin

eszamanli tahmini i¢in tiim spektrumdan veri ¢ikarir ve hassasiyetle hizli analiz saglar.

" PCR, PLS,
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Sekil 4.4.1.1.Cok degiskenli veri analizi teknikleri
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4.4.1.1.Lineer Regresyon Analizi

Bir X bilesiginin secilen Ai dalga boyunda spektrofotometrik bir tayin i¢in iki degisken
(konsantrasyon ve absorbans) arasindaki bir lineer regresyon denklemi agagida verilen

esitlik ile tarif edilebilir:
AXi =le. X CX + aXl.

Burada A, sec¢ilen Ai dalga boyunda X bilesiginin absorbansini, Cx X bilesiginin
konsantrasyonunu (pg/mL), bxi lineer regresyon denkleminin egimini, axi modellenen
lineer regresyonun kesimini ifade etmektedir. Bu kesim degeri gercek ve deneysel lineer

regresyon dogrular1 arasindaki farki gostermektedir (Kaiser, 1972).

4.4.2. PCR (Temel Bilesen Regresyon) Yontemi
Kemometrik yontemlerden biri olan PCR yo6ntemi konsantrasyon seti igin
Ol¢iilen absorbans verilerinin dekompozisyonu ile birbirine dik (ortogonal) dogrular
elde edilmesi esasina dayanir. Elde edilen dogrular kurulacak kalibrasyonun koordinat
sistemidir. Burada agiklanan PCR algoritmasi Martens ve Naes (1984) tarafindan
verilen sisteme gore agiklanmaktadir. PCR kalibrasyonu kurulmasindaki basamaklar su
sekildedir:
e Analiz edilecek maddenin derisim ve absorbans verilerinin varyans-kovaryansi
bulunur.
e Varyans-kovaryans sacilma matriksinin 6z vektorleri ve 6z degerleri hesaplanir.
e Secilen 6z degere karsilik gelen 6z vektor kalibrasyonun lineer bilesenidir.

PCR algoritmasinda genel lineer regresyon denklemi: C =a+ b.A

C: analiz edilecek maddenin derisimidir.

a: sabit say1

b: temel bilesenlerin ve C-loading matriksinin (q) ¢arpimindan elde edilir.

b = Pxq

Burada P 6z vektorlerin matriksidir, 6z vektorler kolon matriksi en uygun 6z degere

(faktore) ya da 6z degerlere (faktorlere) karsilik gelmektedir. q vektorii C- loadings

olarak adlandirilir ve T (say1 matriksi) iizerinden C’nin regresyonu ile tayin edilir.

q=DxT"x Yo
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Burada D diagonal matriks olup her bir 6z degerin tersine esittir. t1 say1 matriksi

asagidaki esitlikten elde edilebilir:
t1=Ao X P1

Ortalanmis absorbans (Ao) ve ortalanmis derisim (Co) ile gosterilebilir. Burada a sabiti

genel lineer regresyon denklemi kullanilarak asagidaki esitlikten hesaplanabilir:
a=Cort— Aort." X b

Her bir asamada elde edilen degerler C = a + b.A denkleminde yerine koyarak

numunenin bilinmeyen derisimi hesaplanir (Martens, 1989).
PCR Yonteminin Avantaji

e Dalga boyu se¢imi gerektirmez, genellikle biitiin spektral alan ya da bu spektral
alanin genis bir bolgesi kullanilabilir

e (Coklu bilesen analiz i¢in kullanilabilir

e Analiz edilecek bilesenlerin bilinmesi sartiyla ¢ok kompleks karigimlar i¢in
kullanilabilir

e Bazen orijinal kalibrasyon karigimlarda bulunan fakat numunede bulunmayan
bilesenli numunelerin miktar tayininde kullanilabilir

e Kalibrasyon i¢in 6lciilen absorbanslarin dekomposizyon isleminden sonra uygun
0z vektorlere karsilik secilen 06z degerlerin deneysel ortamdan ve Ol¢lim

aletlerinden gelen giiriiltiiniin eliminasyonuna olanak saglar (Ding, 2007).

4.4.3. PLS (Kismi En Kiiciik Kareler) Yontemi

Tez calismamizda kullandigimiz diger kemometrik yontem PLS yontemidir.
Kemometrik kalibrasyonlardan en yaygin ve popiiler olanidir. PLS yonteminde
kalibrasyonun kurulmasi i¢in kullanilan PLS algoritmalarina gore, ortogonalize edilmis
PLS algoritmast (orthogonalized PLS algorithm) ve ortogonalize olmayan PLS
olgoritmasi1 (non-orthogonalized PLS algorithm) gibi sekilleri vardir. Ortogonalize PLS
ve ortogonalize olmayan PLS algoritmasi arasindaki temel fark X’den faktorlerin
¢ikarilmasindadir. PLS kalibrasyonunun PLS: ve PLS; seklinde iki tipi s6z konusudur.
PLS: de bir bilesik model igerisinde iken; PLS, de biitiin bilesikler modele dahil
edilmektedir. PLS kalibrasyonu, say1 vektorleri vasitasiyla X ve Y bloklar1 arasindaki

iliskiye dayanir. PLS algoritmasina gore sifir etrafinda merkezilestirilmis X-
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degiskeninin matrisi ve sifir etrafinda merkezilestirilmis Y-degiskeninin pargalanmasi
asagidaki sekildeki gibidir. PLS yonteminin PCR den farki, PCR de temel bilesenler
yalnizca X degiskenlerinin veri degerleriyle belirlenirken, PLS de hem X hem Y

degiskenlerinin veri degerleri, bilesenlerin olusturulmasini etkilemektedir.

J A J J
. . .
.Al P
f x =/ T + E
N A N N

\ J At Q l
/ Y =1 ¥} + F

Sekil 4.4.3.1.PLS; kalibrasyon semas1 (Ding, 2007)

PLS algoritmas1 bagimli ve bagimsiz degiskenlerin dekompozisyonuna dayanir.
Spektrofotometrik bir ¢alismada, absorbans (A) ve konsantrasyon (C), Ao ve Co vektor

matrikslerini verecek sekilde ortalama islemine tabi tutulur.

Ortagonal PLS algoritmasi i¢in verilen denklemler su sekildedir:

e X=TPT+E

e Y=UQ+F

e Y=XB+F

e B=WEFPTW)LQT
Burada:

X: bagimli degisken

Y: bagimsiz degisken (6rnegin derisimi)
T: X i¢in say1 matrisi

U: Y i¢in say1 matrisi

P: X i¢in yiik matrisi

Q: Y i¢in yiik matrisi

E: X-kalint1 matrisi

F: Y-kalint1 matrisi

W: max korvanyans
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PCR algoritmasinda oldugu gibi bu katsayilar (B) lineer regresyon denkleminde
yerine konursa analiz edilecek numunenin absorbans degerleri bu esitlikte yerine

yazilarak hesaplanabilir (Martens, 2000).
PLS Yonteminin Avantaji

e Tek asamal1 bir dekompozisyon ve regresyon iglemi gerektirir

e Kalibrasyonda kullanilan 6z vektorler analiz edilen bilesenler ile en genis ortak
spektral degisimin oldugu bolge ile dogrudan iligkilidir.

o Kalibrasyonlar genellikle kalibrasyon setinin bilinmeyen numunelerden
beklenen degisik derisimler yansitmasi daha fazla giivenilirlik saglayacaktir.

e Yalnizca analiz edilecek bilesenlerin bilinmesi durumunda kompleks karigimlar
i¢in kullanilabilir.

e Bazi durumlarda orijinal kalibrasyon karisimlarinda bulunan fakat numunede
olmayan bilesenli numunelerin miktar tayininde de kullanilabilir.

e Bu tekniklerin hepsi spektral kantitatif analiz i¢cin uygulanirken literatiirdeki
sebepler genellikle PLS’nin tahmin giiciiniin yiiksek oldugunu gostermektedir.

Bir¢ok durumda PLS metotlar1 PCR’ den daha iyi sonuglar verir.

4.4.4. Konsantrasyon Setinin Tasarimi

Kemometrik (PCR, PLS) kalibrasyonlar igin konsantrasyon Seti ya rastgele yada
analizi yapilacak numunede yer alan maddelerin konsantrasyonlarini icerecek sekilde
kalibrasyon (konsantrasyon) setinin tasarimi yapilir. Simetrik kalibrasyon setinin
planlamasinda analiz edilecek maddelerin konsantrasyonlari, kalibrasyon setinin i¢inde
ana kiimenin permiitasyonlar1 seklinde alt kiimeler olusturulur. Kemometrik
caligmalarda rastgele kalibrasyon setinin hazirlanmasindan ziyade, analiz edilecek
maddelerin konsantrasyonlarina gore simetrik bir kalibrasyon setinin hazirlanmasi, elde
edilecek sonuglarin dogrulugu ve hatalarin minimize edilmesi i¢in tercih edilen bir
durumdur. Calismalarda konsantrasyon (derisim) seti hazirlamasinda, cesitli tasarim
sekilleri  verilmekle birlikte rastgele hazirlanan konsantrasyon setleri de

kullanilabilmektedir.
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4.4.5.Capraz Validasyon Islemi (Cross-Validation Procedure)

Kemometrik kalibrasyonlarin  validasyonu igin kalibrasyonu ve tayin
basamaklarinda kalibrasyonun standart hatasi (standard error of calibration — SEC) ve
tayinin (tahminin) standart hatasi (standard error of prediction —SEP) gibi parametreler
kullanilmaktadir. SEC ve SEP degerlerinin minumum yapan kalibrasyon kosullar1 ve F-

istatistigi kullanilir.

Kalibrasyon performanslarint degerlendirmek i¢in, kemometrik kalibrasyonlarin
SEC ve SEP degerleri yaninda, bilinen ve tahmin edilen konsantrasyon degerlerinin
lineer regresyon analizi yapilarak, korelasyon katsayisi (r), dogrunun egim (m) ve kesim
(n) degerleri kullanilir. PCR ve PLS kalibrasyonlarinin kurulmasinda faktor se¢imi igin
capraz validasyon prosediirii (cross-validation procedure) kullanilir. Bunun igin
karelerin tahmin (tayin) hatalarinin toplami (prediction error sum of squares — PRESS)
hesaplanir. Optimal faktor sayisini bulmak igin Onerilen kriterler minumun PRESS

degeri ve F-istatistigidir (Patrono ve ark., 2001).

4.4.6.Birinci Tiirev Spektrofotometrisi

UV-Goriiniir  bolge absorbsiyon spektrofotometrisi  yapisal ve analitik
problemlerin bir boliimiiniin ¢éziimiinde ¢ok faydali olan analiz tekniklerden biridir.
Bazi durumlarda bir ¢ozeltide bilesenlerin UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometresi ile
kantitatif tayini, spektral benzerlikler ve bir bilesenin zayif absorbsiyon bandinin diger
bilesenlerin gii¢lii absorbsiyon bandlari ile ortiilmesi sebebiyle zorlasir. Bu durumda
tirev spektrumlart ¢ok faydali olmustur. Tiirev uygulamalart bu sorunlarin tiimiine
birden belli oranda ¢6ziim getirebilmekte, karakteristik pikleri az olan spektrumlarin
ayirim giiciinii biiyiik oranda artirmaktadir. Tiirev spektrofotometrisi zaman i¢inde UV-
Goriintir Bolge Absorbsiyon Spektrofotometrisi, IR ve Raman Spektrofotometrisi,
NMR  spektrometrisi, Alev Emisyon ve Absorbsiyon spektrometrisi, Gaz
kramatografisi, elektroanalitik yontemler ve reaksiyon Kinetiklerinin incelenmesi gibi

cesitli metotlarda kullanilmistir (Talsky ve ark., 1978).

Bir fonksiyonu gosteren egrinin herhangi bir noktasindaki tegetinin egimi
matematikte ‘tlirev’ olarak adlandirilir. Tiirev spektrofotometrisinin prensibi; dalga
boylarina karsilik absorbans degerlerinin tiirevlendirilmesi esasina dayanir. Bu
yontemde analizi yapilacak maddenin dalga boylarina karsilik gelen absorbans

degerlerinin 1. veya daha yiliksek dereceli tiirevleri dalga boyuna karsi alinarak
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spektrum elde edilir (Ergiin, 2003). Bir spektrum absorbans (A) ve dalga boyu (L)
degerlerine bagli olup matematiksel olarak A= f(A) fonksiyonu olarak tanimlanir. x

bagimsiz, y bagimli degisken olmak iizere, A= f(A) fonksiyonun her bir noktasindaki
dx . .
tegetinin egimi yani tiirev ifadesl ﬁ dir (Ozen, 2009).

Tirev spektrofotometride absorbans degerleri yani absorpsiyon spektrumlari s6z konusu

oldugunda ifade Z—i seklinde olacaktir. Eger spektrumun her bir noktasindaki teget

egimleri yani tiirev degerleri hesaplanip, dalga boyunun fonksiyonu olarak grafige

2

gecirilecek olursa “l.tlirev absorpsiyon spektrumu” elde edilir. Tiirev absorpsiyon

spektrumlart 1., 2., 3., ...n. derecelerde olabilir ve bu spektrumlar sirasiyla,

dA d%A d"A

( I DI ) olarak ifade edilir (Onur ve Yiicesoy,1988).

Tirev absorbsiyon spektrofotometri; tiirev spektrumlarmina ait verilerin
matematiksel bir tiirev fonksiyonu seklinde tanimlanarak kullanilmasi esasina dayali bir
analiz yontemidir. Tirev egrilerinin hazirlanmasi matematiksel islemler gerektirir.
Orjinal spektrum her bir noktasindaki tiirevinin hesaplanmasi ve bulunan sonuglarin
grafige gegirilerek tiirev egrilerinin hazirlanmasi oldukga zordur. Bilgisayar yardimi ile
hesaplamalar yapilabilir. Giinlimiizde 1’den 4’e kadar tiirev egrisi ¢izen cihazlar
bulunmaktadir. Yalniz 3. tiirevden sonra tiirev spektrumu alinmasi pek istenmemektedir.

Ciinkii ana maddenin yapis1 her tiirev alindiginda bozulur (Alkan ve Yilmaz, 2012).

Absorbans

derece tirev egris -
. defrece threw efria -

. derece tirev efris -

I.I.I.II.Il.I.I.lI.I.I.lIl.l.

N oo e

. defece tirev edyisi -

S

T

o w0 40 600 800

Dalga boyu (nim)

Sekil 4.4.6.1.Absorbans ve tiirev egrisi spektrumlari
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Yontemin avantajlari

e Tiirev spektrofotometrisi, tegetlerin egimi olduguna goére yontem analitiksel
bantlarin egimleri hakkinda bilgi verir ve doniim noktalarinin tespit edilebilir
hale gelmesini saglar.

e @Genellikle orijinal spektrumlar iist iiste binen, ¢akisan bantlardan olusmustur. Bu
spektrumlarin tiirevi alinarak bantlarin belli oranda birbirlerinden ayrilmasi
saglanir.

e Bu yontemle herhangi bir ayirma islemi yapilmaksizin karisim i¢inde bulunan
etkin maddelerin ayn1 anda miktar tayinleri yapilabilir.

e FEtkin maddelerin miktar tayini preparat icerisinde bulunan diger matris
bilesenlerin varliginda da yapilabilir.

e Bilindigi gibi spektrofotometride bulanik ¢6zeltilerin normal spektrumlar: biiyiik
oranda hataya sebep olur, fakat bulanikligin olusturdugu bu olumsuz etki tiirev
spektrumlari alinarak tamamen ortadan kaldirilabilir.

4.5. Kullanilan Cihazlar Ve Kimyasallar
4.5.1. Cihazlar

Bu tez ¢alismasinda spektral kayitlar bir UV-Visble spektrofotometresi (UV-2550,
Shimadzu) ile gerceklestirilmistir. Kaydedilen absorbsiyon verileri Microsoft Excel
programina aktarilmis ve daha sonra MATLAB (Mathworks Inc., ABD) programinda
PCR ve PLS algoritmalari ile iglenmistir. Tiim rakamlar MATLAB yazilimi kullanilarak
cizildi. MATLAB' da yazilmis 6zel m-file programi kullanilarak PCR ve PLS
algoritmalarinin uygulamalar1 ve oran spektrumlarinin tlirev hesaplamalar1 yapilmistir.
Analitlerin analizi sirasinda ¢ozeltiler, 0.45 um gozenek boyutlu nylon siringa filtresi ile
stiziilmiistiir.

4.5.2. Kimyasallar

Calismada kullanilan tiim kimyasallar analitik kalitededir ve metanol Riedel-de Haén
(Almanya) tarafindan saglanmistir. Analizde kullanilan kimyasallar: Parasetamol ve
Tramadol hidrokloriir (Abdi Ibrahim Ila¢ Sanayi ve Ticaret A.S. %98, Istanbul-
Tiirkiye), metanol (%99,7- Almanya) firmasindan temin edilmistir.

Calismada kullamlan kombine ila¢ Zaldiar® tablet basina 325 mg Parasetamol ve 37.5
mg Tramadol hidrokloriir igeren ticari tabletler Abdi Ibrahim Ila¢ Sanayi ve Ticaret A.S.
tarafindan kargilanmastir.
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5.ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
5.1. Standart Solusyonlarin Hazirlanmasi

PAR (20 mg/100 mL) ve TRA (10 mg/100 mL) stok ¢ozeltileri metanol iginde
hazirlandi. Kalibrasyon ve validasyon setlerinin ¢ozeltileri stok ¢ozeltiler ile hazirlanmig
ve ¢ozeltiler metanol ile igaretle 10 mL’e kadar tamamlanmistir. Regresyon analizi i¢in,
PAR (6-36 ng/mL) ve TRA (4-22 ng/mL) i¢in Sekil 5.1.1 de gosterildigi gibi lineer bir
konsantrasyon araliginda 16 farkli kalibrasyon seti soliisyonu hazirlandi. Devaminda, bu
kalibrasyon setini olusturan Karisim, uygulanacak yontemlerin validasyonunu kontrol
etmek icin kullanildi. Oran spektrumu-birinci tiirev yonteminin uygulanmasi igin
sirastyla 6-36 pg/mL ve TRA 4-22 pg/mL konsantrasyon araliginda PAR ve TRA
standartlarin  kalibrasyon ¢ozeltileri ayr1 ayr1 hazirlanmistir. Yontemleri dogrulamak
icin sentetik karistmin bagimsiz bir dogrulama seti kullanmildi. 6-36 pg/mL ve 4-22
ng/mL konsantrasyon araliginda PAR ve TRA igeren kalibrasyon numune setinin

bilesimi Tablo 5.1.1'de sunulmustur.

22

le

10

Concentration of TRA 4-22pg/mL

4
6 16 26 36
Concentration of PAR 6-36pg/mL

Sekil 5.1.1. PCR ve PLS kalibrasyonunun hazirlanmasi i¢in kalibrasyon numune seti tasarimi
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Tablo 5.1.1. 2* Faktoriyel tasarim kullanilarak hazirlanan PAR ve TRA iceren konsantrasyon seti

Concentration (pg/pL)

No PAR TRA
C1 6.00 4.00

Cc2 6.00 10.00
C3 6.00 16.00
C4 6.00 22.00
C5 16.00 4.00

C6 16.00 10.00
C7 16.00 16.00
C8 16.00 22.00
C9 26.00 4.00

C10 26.00 10.00
Cl1 26.00 16.00
C12 26.00 22.00
C13 36.00 4.00

Cl4 36.00 10.00
C15 36.00 16.00
C16 36.00 22.00

5.2. Ornek Cézeltinin Hazirlanmasi

Ornek ¢ozeltiyi hazirlamak igin 10 adet tablet hassas bir sekilde tartild1 ve bir
havanda toz haline getirildi. 1/8 tablet i¢erigine esdeger PAR ve TRA igeren numune,
100 mL metanol i¢inde ¢oziilmesi saglandi. Nihai tablet ¢ozeltisi, 1 saat boyunca
manyetik bir karistiric1 lizerinde karistirildi ve 0.45 pm' lik bir siringa filtresinden
sliziildii. Daha sonra nihai ¢ozeltiler, metanol ile ¢alisma konsantrasyon araligina
seyreltildi. Bu metotla elde edilen numunenin en son halinin spektrumu 215-280 nm
(AA=0.2 nm) arasinda kaydedildi. Bu islem 10 kez tekrarlandi.

5.3. PCR Yonteminin Calisiimasi

Kemometrik kalibrasyon yontemlerinden biri olan temel bilesen regresyonu
(PCR), olgiilen absorbans veri setinin ayristirilmasiyla ortogonal ¢izgiler elde
edilmesine dayanir. PCR modelinin matematiksel ifadesi, tekil ilacin tepe alaninin orani

(R) ve ila¢ konsantrasyonu seti (C) olarak verilebilir.

Sirasiyla ortalama merkezleme ile Ro ve C, olarak yeniden islendiler. Matematiksel
denklemde, b = P x q olarak tanimlanan b katsayis1 belirlendi ve P 6zvektorlerin matrisi

qise, =D x TT x Ry ile verilen C-loading yiikleridir. T', puan matrisinin transpoze
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edilmesidir. T ve D, bilesenlere secilen dzdegerlerin tersi olan diyagonal bir matristir.

Numunelerdeki ilacin igerigi, C tahmini = b x Rnumune ile tahmin edildi.

5.4. PLS Yonteminin Cahsilmasi
Kismi En Kiigilik Kareler (PLS) kalibrasyon yontemi, hem konsantrasyon hem de
absorbans matrisinin gizli degiskenler olarak birlestirilmesiyle elde edildi, yani A =

TxP'™+ E ve C = UQ+ F formiillerinde yerine konarak hesaplandi.

Lineer regresyon uygulanarak C = a+ b.A, burada b vektorii b= W(PTW)Q ile sunulan
sabit, @ = Cmean -ATmean.b Olarak elde edildi. Bu denklem, numunelerdeki bilinmeyen
aktif bilesik konsantrasyonunun hesaplanmasini sagladi. Bu ¢alismada veri analizi i¢in

MATLAB 7.0 yazilimindaki PLS toolbox 3.0 kullanilmigtir.

5.5. PCR ve PLS metotlarinin spektral grafik gosterimi

PAR ve TRA spektrumlari, sekil 5.5.1.a° da gosterildigi gibi 200-300 nm dalga
boyu araliginda cakisti. Bu durumda, film tabletlerde PAR ve TRA' nin eszamanl
kantitatif analizi, dogrudan absorbans 6l¢iim yontemiyle miimkiin degildi. Her iki ilacin
da numunelerinde miktar tayini i¢gin UV absorbans dl¢limlerine PCR ve PLS algoritmasi
kullanilarak bu sorunun ¢dziilecegi sonucuna varildi. On deneylerden, dogrusal ¢alisma
konsantrasyonu araligi, Sekil 5.5.1.b'de gosterildigi gibi belirlendi. PAR ve TRA' nin
calisma konsantrasyon araliklarinin sirasiyla 6-36 pg ve 4-22 g arasinda lineer oldugu
bulundu (sekil 5.5.1.b). Kemometrik kalibrasyonlar PCR ve PLS' yi olusturmak igin, 2*
faktoriyel tasarima gore 16 farkli karisim iceren kalibrasyon numuneleri seti hazirlandi
(sekil 5.1.1). Kalibrasyon setinin UV spektrumlari, Sekil 5.5.1.c'de gosterildigi gibi 200-
330 nm spektral araliginda kaydedildi.
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3.5 T T T T T T
35.5 pugfml PAR
3.0 (a) 4.1 pgimL TRA 7]
a5 Tablet sample
201 -
W
_
< 15} .
1.0 —
0.5 \\M_ —
o 1 1 1 1 1 1
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YWavelength (nm)
3.5 T T T
5.0 pgfrml PAR
3.0 16.0 pugimL PAR ]
55 26.0 podml PAR |
36.0 pgfml PAR
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Sekil 5.5.1. a) 35.5 ug/mL PAR (—), 4.1 pg/mL TAR (—) i¢in drnek tabletteki absorbsiyon spektrumlari,
b) 6-36 pg/mL PAR and 4-22 pg/mL TRA konsantrasyon araligi, c¢) 6-36 pg/mL ve 4-22 pg/mL
araliginda farkli PAR ve TRA konsantrasyonlar1 i¢eren kalibrasyon seti spektrumlari

5.6.0ran Spektrumlari Birinci Tiirev Spektrofotometrisi

Standart PAR ve TRA ¢ozeltilerinin 6-36 pg/ml ve 4-22 ng/ml TRA calisma
araliginda absorpsiyon spektrumlart AA =0.1 nm araliklarla 200-330 nm arasinda
kaydedildi (bkz. Sekil 5.5.1. b). Validasyon ve ticari tablet 6rnekleri i¢in benzer spektral
kayit kosullar1 kullanilmistir. Saf PAR ve ikili karisgtminin absorbsiyon spektrumlari, 10
wmL TRA standart spektrumuna béliindii ve ardindan oran spektrumlar1 ve daha sonra

PAR ve ikili karigiminin oran spektrumlari, sekil 5.6.1 a'da gosterildigi gibi elde edildi.

PAR oran spektrumlarinin birinci tiirevi ve ikili karigimi, Sekil 5.6.1 b'de
gosterildigi gibi 200-280 nm araliginda A\=4 nm ile hesaplanmistir. Orneklerdeki PAR,
oran spektrumlarmin oran spektrumlarmin ilk tlirev sinyalinin, maksimum

Numunelerdeki PAR, PAR analizi ve bir kalibrasyon egrisi elde etmek i¢in dalga
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boyunun maksimumuna karsilik gelen 235,5 nm'de oran spektrumlarinin birinci tiirev
sinyalinin Ol¢iilmesiyle belirlendi. Standardin kalibrasyon grafigi olan PAR i¢in

istatistiksel sonuclar Tablo 5.6.1°de verilmistir.

Ayni sekilde, saf TRA ve ikili karisiminin absorbsiyon spektrumlarindan, standart
spektrum 16 pw/mL PAR' in Sekil 5.6.1 a'da gosterildigi gibi bdliinmesiyle oran
spektrumlar1 elde edildi. TRA' nin oran spektrumunun birinci tiirevi ve karsilik gelen
ikili karistm AA=4 nm ile elde edildi. TRA konsantrasyonunun, minimum dalga boyu
noktasina karsilik gelen 280 nm'de oran spektrumunun birinci tiireviyle orantili oldugu
gozlendi. 280 nm dalga boyunda bir kalibrasyon egrisi elde edilmis ve ardindan
sonuglar Tablo 5.6.1'de sunulmustur. Bu kalibrasyon egrisi, analiz edilen numunelerde

TRA tespiti i¢in kullanilmistir.

400 T T T T T T T
6.0 pg/mL PAR
L (a 1
360 (@) 16.0 pgimL PAR
0l 26.0 pg/mL PAR |
36.0 pg/mL PAR
<20l 40 ug/mLTRA |
j_c 10.0 g/mL TRA
< 0 16.0 pg/mL TRA -
¥ 22.0 paimL TRA
. 150 Binary mixture 7
100 | 1
50 |
0 ¥ T

200 210 220 230 240 250 260 270 280
Wavelength (nm)
200 T T

(b)

6.0 pg/mL PAR
16.0 pg/mL PAR
2610 pg/ml PAR
36.0 pgiml PAR
40 pg/mLTRA 7
10.0 zg/ml TRA

150

100

First derivative of AmeATRA

50 b 16.0 po/mL TRA |
220 pg/mL TRA
Binary mixture
0 L
-RD b

100 -
200 210 220 230 240 250 260 270 280
Wavelength (nm)

Sekil 5.6.1: a) PAR (kirmizi ¢izgi), TRA (siyah ¢izgi) ve bunlarin ikili karisiminin (mavi ¢izgi) (bdlen
olarak 10 pg/mL TRA kullanildiginda) oran spektrumlari b) PAR' in Oran spektrumlarinin birinci tiirevi
(kirmiz1 ¢izgi), TRA (siyah ¢izgi) ve bunlarin ikili karigimi (mavi ¢izgi).



66

Tablo 5.6.1. Kalibrasyon egrilerinin istatistiksel sonuglart

Wavelength 235.5nm 280.0 nm

m 0.0168 5.4349

n 0.0098 -2.0971

r 0.9996 1.0000
SE(m) 0.0003 0.0215
SE(n) 0.0051 0.5112
SE(r) 0.0047 0.4805
LOD (pg/mL) 0.9104 0.2822
LOQ (ug/mL) 3.0347 0.9406

LOD: Limit of detection
LOQ: Limit of quantitation

5.7. Onerilen Yontemlerin Dogrulanmasi

Kemometrik kalibrasyonlarin (PCR ve PLS teknikleri) ve oran spektrumu-
birinci tlirev yonteminin validasyonu, validasyon parametreleri kullanilarak ve test
numuneleri ve standart ilave numuneleri analiz edilerek gerceklestirilmistir. Bu amagla,
farkli konsantrasyon seviyelerinde PAR ve TRA igeren dokuz sentetik karigim, Tablo
5.7.1°de gosterildigi gibi bagimsiz bir dogrulama seti olarak hazirlandi.
PCR ve PLS kalibrasyonlar1 ve oran spectra-birinci tiirev yontemi uygulamalarinda
ortalama geri kazanimlar ve bagil standart sapmalar hesaplanmig ve Tablo 5.7.1°de
sunulmustur. Geri kazanim g¢alismalarinda PCR ve PLS'nin validasyonu igin yeterli
sayisal degerler elde edilmistir. Laboratuvarimizda hazirlanan sentetik karisimlarda her
iki bilesigin analizi i¢in bu yontemler uygulanarak kesin ve dogru sonuglar rapor

edilmistir.

Tablo 5.7.1: PCR ve PLS yontemleri ile ikili karigimda PAR ve TRA' nin geri kazanim sonuglari.

Recovery (%)

Added (ng/ mL) PCR PLS RS-FDS
PAR TRA PAR TRA PAR TRA  PAR TRA
6.0 4.0 100.0 99.5 100.8 101.4 101.7 101.0
16.0 4.0 99.8 102.9 100.2 99.6  99.7 100.5
26.0 4.0 97.6 102.8 98.4 1041 97.1 100.2
36.0 4.0 101.0 104.4 100.7 100.5 1015 985
35.0 4.0 100.8 101.0 101.4 99.2 101.3 1011
35.0 10.0 98.5 100.2 99.0 98.7 99.3 985
35.0 16.0 98.9 98.7 99.3 99.3 99.8 96.8
35.0 22.0 98.0 100.9 98.5 99.7 988 99.1
355 4.1 99.3 101.3 99.7 98.8 99.7 101.1
Mean 99.3 101.3 99.8 100.1 99.9 99.6
SD 1.19 1.80 1.07 171 146 153
RSD 1.19 1.78 1.07 1.71 146 1.53

SD: standard deviation
RSD: Relative standard deviation
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Yontemlerin segiciligini test etmek icin ticari tablet ¢ozeltisine uygun miktarda
PAR ve TRA standartlar1 eklenmistir. Standart ekleme ¢ozeltileri, PAR i¢in 6-36 ng/mL
ve TRA i¢in 4-22 png/mL aralifinda ii¢ farkli analit bilesiminde hazirlandi. Bu islemler,
her konsantrasyon seviyesi i¢in ii¢ kez tekrarlandi. Geri kazanim sonuglar1 ve bunlarin
standart sapmalar1 elde edildi bu Ol¢ime ait sonuglar Tablo 5.7.2’de gosterilmistir.
Sonuglar, tabletlerin analizi sirasinda eksipiyanlarin higbir etkilesimi olmadigini
gosterdi. Bu nedenle, 6nerilen PCR ve PLS teknikleri ve oran spektrumu-birinci tiirev
spektrofotometrisinin, oral tabletlerde PAR ve TRA bilesiklerini belirlemek i¢in ¢ok

uygun oldugu bulundu.

Tablo 5.7.2. Onerilen analitik tekniklerle standart ekleme yénteminden elde edilen geri kazanim sonuglar1

Added Found (ng/mL)
(ug/mL) PCR PLS RS-FDS
PAR TRA PAR TRA PAR TRA PAR TRA
Formulation 2.0 35 2.02 3.58 2.05 3.55 2.07 3.48
Formulation 12.0 8.5 12.16 8.73 12.16 8.69 12.23 8.20
Formulation 22.0 18.5 22.46 19.05 22.53 19.10 22.88 18.04
Recovery (%)
PCR PLS RS-FDS
PAR TRA PAR TRA PAR TRA
101.1 102.4 102.5 101.3 103.3 99.4
101.3 102.7 101.4 102.3 101.9 96.5
102.1 103.0 102.4 103.2 104.0 97.5
RSD (%)
PCR PLS
PAR TRA PAR TRA PAR TRA
3.25 1.89 1.38 3.19 0.91 3.42
2.59 1.01 2.63 0.94 2.16 0.64
0.71 0.57 0.75 1.19 0.44 1.46

*Sonuglar, her konsantrasyon seviyesi i¢in ortalama ii¢ kez elde edilmistir.

5.8. Kemometrik Kalibrasyonlar I¢cin Yapilan Hesaplamalar

Kemometrik kalibrasyon modellerinin verimliligi birka¢ yolla agiklanmaktadir.

En yaygin tanim, standart tahmin hatasi (SEP) ve (SEC) ile gosterilen standart

kalibrasyon hata hesaplamalaridir.
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i( C Added __ (~ Found )2
SEP/SEC =4|-2 - N

Found jlacin

Ci"%%d flacin eklenen konsantrasyonunun nerede oldugunu gosterir; Ci
tahmini konsantrasyonu ve n, sentetik karigimlarin toplam sayisidir. Kalibrasyon

adiminin tahmin hatasi kareler toplami1 (PRESS) su sekilde hesaplandi:
n 2
PRESS — Z(CiAdded o CiFound ) (2)
i=1

Ug faktorlii PCR ve PLS kemometrik kalibrasyonlarmin uygulanmasinda SEP, SEC ve
PRESS degerleri Tablo 5.8.1°de listelenmistir.

Tablo 5.8.1.PCR ve PLS yontemleri igin istatistiksel parametreler

Parameters PCR PLS
PAR TRA PAR TRA
SEC 0.7030 0.1473 0.3730 0.5160
SEP 0.3013 0.1429 0.2173 0.1783
PRESS 0.4125 0.9391 0.3480 0.7949

PAR ve TRA i¢in kalibrasyon egrilerinin parametreleri Tablo 5.6.1'de
sunulmustur. Tablodan da goriilebilecegi gibi, PAR i¢in 6-36 ug/mL ve TRA igin 4-22
png/mL ¢alisma konsantrasyonu araligr i¢in daha yiiksek korelasyon katsayilari rapor
edilmistir. LOD ve LOQ degerlerinin sayisal sonuglart Tablo 5.6.1'de verilmistir.
Sonuglar, onerilen prosediirlerin numunelerin analizine uygulanabilirligi agisindan

yontemlerin gegerliliginin kabul edilebilir sinirlar i¢inde bulundugunu géstermistir.

5.9.Ticari Tabletlerin Analizi

Kemometrik yontemlerin gercek orneklere uygulanmasinda, ticari tabletlerde
PAR ve TRA'nin kantitatif analizi i¢in PCR ve PLS teknikleri ve oran spectra-birinci
tiirev spektrofotometrik ara¢ kullanilmistir. Ticari tabletlere ait analiz bulgular1 Tablo
5.9.1'de belirtilmistir. Ticari ilag formiilasyonunda PAR ve TRA'nin es zamanli

kantitatif analizi icin hem PCR hem de PLS kalibrasyonlar1 ile oran spektrumu-birinci
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tiirev yonteminin tatmin edici sonuclar verdigi sonucuna varilmustir. Onerilen

yontemlerin tahlil sonuglari ile tablet formiilasyonunun talep edilen etiketi ac¢isindan iyi

bir anlagsma elde edildi.

Tablo 5.9.1. PCR ve PLS ile tabletlerde PAR ve TRA belirleme sonuglar

mg/tablet

PCR PLS RS-FDS
Exp No. PAR TRA PAR TRA PAR TRA
1 320.6 38.9 321.1 37.2 329.0 375
2 329.4 36.8 328.9 37.7 325.3 374
3 327.3 31.7 327.5 375 326.6 38.3
4 323.7 38.1 324.8 37.1 320.4 37.8
5 331.8 38.9 329.3 36.8 328.5 37.5
6 328.3 37.9 328.6 36.4 325.3 36.6
7 329.0 38.6 329.5 38.4 325.3 36.0
8 330.0 36.9 328.8 37.4 327.1 374
9 329.2 36.6 329.1 35.6 326.3 38.6
10 328.2 37.1 327.4 38.1 329.1 39.2
Mean 327.7 37.8 3275 37.2 326.3 37.6
SD 3.27 0.87 2.65 0.82 2.55 0.92
RSD 1.00 2.30 0.81 2.20 0.78 2.46

PCR ve PLS yontemlerinin ticari tabletlere uygulanmasiyla elde edilen deneysel

geri kazanim sonuglari, yeni Onerilen oran spektrumu-birinci tlirev yoOntemiyle

saglananlarla karsilastirildi.

Kemometrik ve

oransal

spektrum  birinci

tirev

yontemleriyle elde edilen ticari tabletlerin analiz sonuglarii karsilastirmak igin %95

giiven s ile tek yonli ANOVA testi uygulandi. Istatistiksel sonuglar, dnerilen

yontemlerle elde edilen tahlil sonuglar1 arasinda 6nemli bir fark olmadigini gosterdi

(bkz. Tablo 5.9.2).

Tablo 5.9.2. Ticari tabletlere PCR ve PLS yontemleri kullanilarak elde edilen geri kazanim sonuglari

Source of Variation  SS df MS F P-value F crit
Between Groups 134 2 6.68 0.92 0.41 3.32
o Within Groups 2178 30 7.26
I Total 2312 32
Between Groups 1.9 2 0.93 1.36 0.27 3.32
< Within Groups 205 30 0.68
T Total 224 32

SS: Sum of Squares (kareler toplami)
Df: Degree of Freedom (serbestlik orant)
MS: Mean Square (karelerin egimi)
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6. SONUCLAR VE ONERILER
6.1. Sonuclar

Analitik kimya ve ilgili alanlarda, karmasik karigimlar1 diisitk maliyetli ve 6n
ayirma adimi kullanmadan ¢6zmek i¢in yeni yOntem veya tekniklerin gelistirilmesi
gerekli olabilir. Ozellikle UV spektrofotometrik yontem, farmasotik dozaj formlaridaki
ilaglar1 analiz etmek ig¢in ¢ok basit ve kolaydir. Bununla birlikte, dogrudan UV
spektrofotometrik Ol¢iimler, ayni dalga boyu araligindaki ilaglarin Ortiisen sinyalleri
nedeniyle beklenen analiz sonucunu vermeyebilir. Boyle bir durumda, ¢ok degiskenli
spektral verilerin kullanimina dayali kemometrik yontemler, karmasik numunelerin
analizi icin bir secenektir. Ek olarak, spektral verilerin tiirev ve oran spektra-tiirev
tekniklerinin kullanilmasi, genellikle iki bilesenli karisimin veya ¢ bilesenli
karigimlarin ¢oziimii i¢in basarili sonuglar verir. Bu ¢alismada, analiz edilen ilaglarin
ikili karigimlarint ¢ézmek igin geleneksel analitik yontemlere basit ve alternatif
yontemler saglamak i¢in matematiksel araglar olarak kemometrik PCR ve PLS
kullanilmistir. Kemometrik yontemlerin analiz sonuglarini karsilastirmak igin ilgili

ilaglarin ticari tabletlerinin analizine oran spektrumu birinci tiirev yontemi uygulandi.

6.2.0neriler

Bu makalede, analiz edilen ilaglarin (PAR ve TRA) iki bilesenli karisiminin ve
ticari tabletlerinin kantitatif ¢oziiniirliigii i¢in, diisiik maliyetli ve kisa analiz siiresi ile ve
on ayirma adimi kullanmadan gibi alternatif yontemler ile ilk kez tam UV absorbans
Olctimlerine dayali iki kemometrik ara¢ (PCR ve PLS) Onerilmistir. Kemometrik analiz
sonuglarin1 dogrulamak icin, bu g¢alismanin ayni problemi i¢in yeni Onerilen oran
spektrumu-birinci tiirev yontemi kullanilmigtir. ANOVA test sonuglari, Onerilen
kemometrik yontemlerin ve oran spektrumu-birinci tiirev yonteminin, ticari tabletlerin
kantitatif analizi agisindan karsilastirilabilir sonuglar verdigini gostermistir. Glavanovic¢
ve arkadaglarinin (2016) UV ve UHPLC ile yaptiklar1 ¢alismada PAR-TRA karigiminin
analizine PLS kalibrasyonu uygulanmistir. Ancak ek prosediirle ¢aligma dalga boyu
secimine dayanan bu PLS yontemi, uygulanan deneysel kosullar acisindan PLS
uygulamamizdan ¢ok farkhidir. Bir diger calismada Srinivasan ve arkadaglar1 (2007),
aym karisimdaki ilgili ilaglarin kantitatif tahminine ikinci tiirev spektrofotometrinin
uygulanmas1 ile ilgilidir. Yeni Onerilen oran spektra-birinci tiirevin, basitligi ve

uygulanabilirligi  nedeniyle ayni problemin ¢oziimii igin  ikinci tiirev
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spektrofotometrisine alternatif bir yontem oldugu sonucuna vardik. Sonug¢ olarak, yeni
onerilen PCR ve PLS kalibrasyonlart ve oran spektrumu-birinci tiirev yontemlerinin,
ticari tabletlerde PAR ve TRA'min kalite kontrolii ve rutin analizi i¢in faydal

kemometrik yontemler oldugu gdsterilmistir.
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