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OZET

Anahtar kelimeler: Asetaminofen, asetil salisilik asit, kafein, oran-tirev spektrofotometri,
CLS, PCR, PLS

Uglii ilag karistmlarimin tablet analizleri i¢in yeni bir metot gelistirildi. Bu metot uygulamas:
icin segilen tlag karigimi aspirin, parasetamol ve kafein icermektedir. Bu metot oran-tiirev ve
sifir kesim noktas1 icermektedir. Bu metotla bulunan sonuglar PLS PCR ve CLS gibi
kemometrik metotlarla bulunanlarla kargilagtirildi. Tiim bu metotlarda elde edilen kalibrasyon
grafikleri r degerleri 0.9970 ve 1.0000 arasinda degigmekte ve 40 pg/l kadar lineer dzellik
gostermektedir. Her iki metot i¢in yapilan olctimler 210 ila 300 nm arasinda yapiumustir.
Oran-tiirev metodu i¢in yapilan hesaplamalarda 265 nm, 217 nm ve 222 nm noktalarnda sifir
kesim noktalari elde edildi ve bu metot igin kalibrasyon grafikleri bu noktalar kullanilarak
olusturuldu. Tayin simrlary, LOD ve kantitatif stnurlar, LOQ sinrlanmn da dahil oldugu tiim
istatistiksel parametreler hesapland: ve LOD i¢in 0.0550 ve 0.8066, LOQ i¢in bulunan 0.1834
ve 4.0254 arasinda bu degerler hesapland:. Tiim numune ¢ozeltileri kararlilik testlerine tabi
tutuldu ve ¢ozeltiler deneylerden hemen 6nce hazirlanarak kullamldi. Tiretilen oran-tirev
spekirofotometrisi ve kemometrik metotlar sentetik kansunlara uygulanarak her bir metot
gore ilaglar igin RSD degerleri bulundu ve bulunan degerler oran-tiirev spektrofotometrisi icin
0.39 ve 3.40 arasinda, kemometrik metotlar icin 2.00 ve 5.60 arasmda bulundu. Geri
kazammlar ise oran-tiirev metodu i¢in % 99.1 ve % 100.6 arasinda, kemometrik metotlar i¢in
% 99.0 ve % 101.0 arasinda bulundu. Gelistirilen metot basit kolay ve her hangi bir 6n
ayirmay: gerektirmemektedir.

Xii



CHEMOMET.RiC and GRAPH_iCAL METHOD DEVELOPMENT FOR
THE QUANTITATIF ANALYSIS OF MULTI COMPONENT DRUGS

SUMMARY

Keywords: acetaminophen (paracetamol), acetylsalicylic acid, caffeine, ratio-spectra
derivative spectrophotometry, CLS, PCR, PLS

A new method was developed for the determination of the ternary mixtures in the
pharmaceutical tablet preparations. The selected drug combination fort he application of this
new method is aspirin, acetaminophen and caffeine. Developed method contains ratio
derivative and zero-crossing. The calculated results were compared with the results that
obtained using chemometric methods namely PLS, PCR and CLS. In all the procedures, the
calibration plots are liner up to 40 ug/ml for each drug, with r ranging from 0.9970 to 1.0000.
In the ratio-spectra and chemometric methods, the measurements were taken between 210 and
300 nm. For ratio-derivative method zero crossings were obtained at 265 nm, 217 nm and 222
nm. And related calibration curves were prepared by using these points. All the statistical
parameters were calculated including limit of detection (LOD), limit of quantitation (LOQ).
LOD and LOQ were found, respectively, from 0.0550 to 0.8066, and from 0.1834 to 4.0254
ug/ml. All the samples were tested for stability in solution and in the course of actual analysis
and solutions were prepared just before the measurement. The developed ratio-derivative
spectrophotometric method and chemometric methods were applied to synthetic mixtures and
the RSD values ranged between 0.39 and 3.40 % for ratio-derivative and 2.00 and 5.60 % for
chemometric methods. The recoveries were obtained between 99.1 and 100.6 % (ratio-
spectra) and between 99.0 ve 101.0 % (chemometric methods). The procedure is simple,
rapid, and did not require any preliminary separation or treatment of the samples.
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BOLUM 1. GIRIS

llaclar, giinliik yasamrmzda énemli bir yer teskil etmektedir. Bunlarm Uretiminden
kullanmmina hatta viicuttan atilimina kadar olan tiitn noktalarda miktar analizleri
onemlidir. Ilaclarm tablet liretiminde tablet igine konulan miktarlar saghfimiz igin
cok onemlidir. Alinan dozlarn fazla olmasi durumunda &nemli saglik problemlerine
neden olurken az olmasinda her hangi bir ‘faydam olmayabilir. Bu ilaglann viicuda
alindiginda ise kana gegme miktarlan daha sonra ne kadarmn bosaltim yoluyla ne

kadarmm karacigerde kullanildifinin bilinmesi ¢ok Snemlidir.

S5z konusu olan ilag analizlerinin yapilabilmesi i¢in, dnemli olan 6ncelikle analiz
icin kullanilacak aletler ve elde edilecek verilerin anlagilabilir hale getirilebilecegi
matematiksel metotlardir. Giiniimiizde analiz i¢in kullanilan sivi kromotografisi kiitle
spektrometresi gibi son derece hassas gelismis fakat pahali aletler varken ucuz ve
hassas olup ama karmagik sonuglar veren UV Visible spektrofotometreler gibi her
laboratuarda bulunan aletlerde. vardir. UV Visible aletlerinin kullanmilmas: tek etken
madde iceren ilaglarm analizinde her hangi bir sorun olusturmazken birbiri ile
ortiisen spektrum veren ilag karisimlar analizinde sorunlar olusturabilir ve bu

durumda degisik matematiksel islemlerin kullanilmas: gerekebilir.

Birden fazla etken madde igeren ilag kanigimlarinin spektrofotometrik analizlerinde
degisik metotlar kullanilabilir. Bunlardan ilki, grafik metotlar ikincisi ise kemometrik
metotlardir. Bunlara ilaveten yeni hibrit metotlar geligtirilmigtir ki bunlar bu iki
metodun  degisik tlirlerinin  kombinasyonlarindan olusmaktadir. Kangmmlann
analizinde siklikla kullanilan metot tiirev metodu olmustur. Siklikla kullamimasimin
nedeni, kolay olmas1 ve karmagik matematiksel hesaplamalan ihtiya¢ olmamasidir.
Bunun yaninda eger ikili kanigimlar sadece tiirev metodu ile aynlamyorsa 6nce oran
daba sonra tiirev uygulanarak madde spektrumlarinin birbirinden ayriimas: saglanr.

Daha karmasik durumlarda ise Gglii kanigimlar gibi tiirev ya da oran metotlan pek



uygulanan bir durum degildir. kili ve daha fazla kangimlann analizinde aym
zamanda kemometrik metotlar da kullamlmakiadir. Ozellikle bilesen sayisi dort ve
daha fazla oldufunda bu metotlar Snem kazanmaktadir. Bu metotlar matematiksel
olarak daha fazla bilgi ve karmasik algoritmalar igermesi dolayisiyla herkes

tarafindan kolayca anlasilabilen ve uygulanabilen metotlar degildir.

Bu ¢alismada grafik metotlar olarak bilinen ve tglii kangimlara uygulanabilen bir
oran titrev metodu gelistirildi. Metodun temelinde tiirev uygulamasindan sonra elde
edilen degerlere gore sifir kesim noktasinda olusturulan kalibrasyon denklemleri
bulenmaktadir. Elde edilen absorpsiyon spekfurmlarina dnce oran uygulanmaktadir.
Bunun icin iki maddenin absorpsiyon spektrumlar: toplamimna tiim spektrumlar
boliiniir ve daha sonraki basamakta dalga boyuna gore tirev almir ve toplanan iki
maddenin sifir oldugu noktada difer maddenin artan miktarma bagh kalibrasyon
olusturulur ve elde edilen kalibrasyonda bilinmeyen madde miktarlan tespitinde
kullamlir. Gelistirilen metoda kullanilan model karigim ii¢ etken madde igeren bir
ilag. Bu ilaca ait diger metotlar geligtirilmis fakat burada geligtirilen yeni metot i¢in

en uygun model oldugu icin segiimistir.



BOLUM 2. ETKEN MADDELERIN YAPILARI VE GENEL
OZELLIKLERI

2.1. Asetaminofenin (Parasetamol) Yapisi ve Genel Ozellikleri

Sekil 2.1. Asetaminofen {parasetamol} ; CsHNO,

Asetaminofen, beyaz, kokusuz kristalize bir tozdur. Suda smurl: ictide ¢6ziniir. Eter
ve metilen kloriirdeki ¢oziintirligii ¢ok azdir. Diger bir adi; N-asetil-p-aminofenol
diir. Kimyasal formiilii CsHoNO, dir. Molekiil agurlifs 151.17 g/mol, erime noktas
169 °C yopunlugu 1.263 glom’ diir. Asetaminofen, 30 °C nin altndaki oda

sicaklifinda ve hava almayan kaplarda saklanmalidir, 1siktan korunmalidir.

Asetaminofen, paraaminofenol tiirevi analjezik ve antipiretik bir ilagtir. Agn esifini
yiikselterek analjezik, hipotalamustaki termoregiilatér merkezi iizerine etkisi nedeni
ile de antipiretik etki gdsterir. Parasetamol, agirlikli olarak merkezi sinir sisteminde
prostaglandin sentezini durdurarak ve daha az oranda periferde agn yamtmi bloke

ederek etki eder.

Asetaminofen, oral ve rektal yolla uygulanr. Oral yolla uygulandiktan sonra
parasetamoliin tamamina yakin bir béliimii ince bagirsaktan lzla emilir ve yaklagik

0.5 ile 2 saat i¢inde en yiiksek plazma konsantrasyonuna ulagir. Hizla ve esit olarak



dokulara dagilir. %65 ve %89 arasindaki mutlak yarilanma oranlar ilk gegis etkisin
gosterir. Parasetamol, karacigerde, tamami 24 saat iginde idrarla atilan, inaktif
glukronik (yaklagik %60) ve siilfirik asit (yaklagik %35) bilesiklerine doniigiir.
Alinan dozun %5 den azi depismeden atilir. Terap6tik dozlarda plazma yanlanma
siiresi 1.5 — 3 saat arasindadir. Cocuklarda yanlanma siiresi uzar ve siilfat
konsantrasyonu ile metabolize olur. Rektal yolla uygulandifinda, karacifere
ugramadan sistemik dolagima girecegi igin karacigerin yikicr etkisinden kurtulur,

etkisi ¢abuk baglar ve gii¢lii olur.



2.2. Asetil Salisilik Asidin (Aspirin) Yapisi ve Genel Ozellikleri

Sekil 2.2, Asetil salisilik asit (aspirin) ; CoHzO4

Aspirin, ilag endiistrisinde ¢ok dnemli bir karboksilik asit tiirevidir. Aspirin o-asetil
salisilik asidin ticari adidir. Aspirin tamamen sentetik bir bilesiktir. Once fenolden
salisilik asit elde edilir. Salisilik asidin bazik ortamda asetik anhidrit ile reaksiyonu

asetil salisilik asidi (aspirin) verir.

ASA, agn kesici ve ates diigiiriici olarak kullamlan aspirinin etken maddesidir.
Kaynag: ise diinyanin her yerinde yetigen sogiit afacidir. 1897 yilinda Bayer
kimyacist olan Felix Hoffmann salisilik asit tizerine yaptign ¢ahismalarla saf olarak
asetil salisilik asidi elde etmeyi ve bilesigin acik kimyasal yapisini ortaya ¢ikarmayi
basarmugtir. Yapilan caligmalar saf asetil salisilik asidin salisilattan daha iyi tolere

edildigini ortaya ¢ikarinca 1899 yilinda ilag olarak piyasaya stiriilmiigtiir.

Kimyasal formiili CoHgOs , CeHso(OCOCHZ)COOH  du. Aspirinin  diger
adlandinlislar;, 2-asetiloksibenzoik asit, 2-asetoksibenzoik asit, asetilsalisilat,
asetilsalisilik asit, o-asetilsalisilik asit seklindedir. Molekiiler agirhigr 180.16 g/mol,
yogunlugu 1.40 g/cm3, erime noktasi 136°C, kaynama noktasi 140°C’dir. Aspirin,
beyaz, kokusuz, hafif eksi, ac1 bir tozdur. Sodyum karbonat i¢inde erir. Suda kolay
erimez. Bapirsaklarda ya da alkali bir ortamda pargalanursa salisilik asit ve asetik

aside ayrigir. Tortu birakmadan yanar. Ince ignecikler halinde billurlagir.



Aspirin, agr, ates ve soguk alginhg: haricinde kan sulandiric: etkisinden 6tiirti kalp
krizi, felg ve bazi kanser tiirlerinde de fayda sagladipy bilinmektedir. Aspirir; asidik
ortamda noniyonize formda oldugundan, en iyl midede absorbe edilir. llacm oral
yoldan alinmasini takiben 15 - 20 dakika gibi kisa siirede kan diizeyi minimum etkin
dozu asar ve etkisi baglar. Aspirin ince barsagmn proksimalinden de absorbe edilir.
Tamponlu aspirin tabletleri kalsiyum, magnezum, aliminyum veya bikarbonat
antiasitlerini icermekte olup mide ve barfusakta tabletin disintegrasyonu sonucu
olusan partikiillerin gevresinde pH’s1 daha yiiksek bir diffizyon tabakas: olugtururlar.
Boylece hem dissoliisyon luzlanir hem de global mide pH’si degismediginden
absorbsiyvon azalmaz. Aspirin karaciger ve kanda salisilata hidrolize edilir. Salisilat
aspirine gore daba fazla oranda plazma proteinlerine baglamr. Aspirin ve ondan
viicutta olusan sodyum salisilat doza bagunl kinetik ile elimine edilir. Verilen doz az
ise karaciferde bityiik cogunlugu glisin ile konjuge edilmek stiretiyle salisiink asit
olarak bobreklerden itrah edilir. Cok az bir kasou glukronat konjugati ve gentizik asit
seklinde veya serbest salisilat olarak itrah edilir. Verilen doz yiiksek ise eliminasyon

sifir derece kinetifine uyar ve biiyiik bir kisom serbest salisilat olarak itrah edilir.



2.3. Kafeinin Yapis: ve Genel Ozellikleri
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Sekil 2.3. Kafein; CEH10N402

Trimetilksantin ailesinin bir {iyesi olan kafein aci tadh beyaz bir tozdur. Kimyasal
formiilii CsHioN<O2 ve sistematik adi 1,3,7-trimetilksantin’dir. Molekiil aguhg
194.19 g/mol olan kafeinin kaynama noktas: 238°C, erime noktast 178°C, yogunlugu
1.2 g/em®, pH s1 6.9, sudaki ¢oziiniirtigii % 2.17 dir.

Kafein, tein, trimetilksantin, matein, guarinin, metilteobromin gibi isimlerle de amlan
ve bashca kahve, cay, kolal: igecekler ve az miktarda da kakaoda bulunan alkali bir
kimyasal maddedir. Ayrica agn kesici ilaglar ve karbonathi igecekler de kafein
icerirler. Tip alaninda kalbi uyarmak igin kullanilir. Az miktarda idrar sokiicit etkist
de bulunur. Halk arasmnda ise enerji verici etkisi ile tammr. Kigiye uyamklk hali
verir. Kafeinin, viicutta yag yakimim hizlandirdify, trigliserit miktarim azalttifs, kan
sekerini yiikselttigi goriilmiistiir. Kafein, mutluluk hormonu olan dopamin ad1 verilen
bir maddenin salimmun: da amfetaminler, kokain ve eroin gibi arttirarak benzer
mekanizmalar ile beyni wuyarir. Kafeinin bagimhiik yapma nedeni buna
baglanmaktadir. Yemeklerden hemen sonra alinan kafein demirin bagirsaklardaki
emilimini %40 oraninda azaltir. Kafein dogada birgok bitkide bulunur. Bunlardan en
snemlileri kahve, cay yaprag: ve kakao ¢ekirdegidir. Farmokolojik olarak merkezi
sinir sistemi tizerine etkisi mevcuttur, merkezi sinir sistemini uyanr, kalp hizlamr,
solunum yollarn genisler, midenin kan akimi azalir, cilt soluklagir ve sogur, kaslar
kasilarak hareketi hazirlamir ve ek enerji saflamak i¢in karaciger kan sekerini

yitkseltir. Viicutta kalma siiresi 6 saattir. Kafein karaciferde deisime ugrar.



BOLUM 3. SPEKTROSKOPIK YONTEMLERIN TEMEL
ILKELERI

Spektroskopi, bir drnekteki atom, molekiil veya iyonlarin, bir enerji diizeyinden
digerine gecisleri sirasinda absorplanan veya yayilan elektromanyetik 1sumamn
dlciilmesi ve yorumlanmasidir. Her atom, molekiil veya iyonun elektromanyetik
1s1ma ile kendine dzgii bir iliskisi vardir ve bunlarin dénme, titresim ve elektronik

enerjilerindeki degisiklikler spektroskopinin temelini olugturur.
3.1. Elektromanyetik Istmanm Ozellikleri

Elektromanyetik 1s1ma uzayda gok biiyiik bir hizla hareket eden bir enerji tiirlidar.
Elektromanyetik 1s1manin en gok kargilagilan tiirleri gézle algiladifimiz goriintir 151k
ve 151 seklinde algiladifimz infrared (kirmizi Stesi) 1sinlaridir; x-1510lan, ultraviyole
(mor &tesi), mikrodalga ve radyo isimalan ise elektromanyetik 1smmamn diger.
tiirleridir. Elektromanyetik isimamn interferans (girisim) ve difraksiyon (kirinmm)
gibi davramslanm tanumlamak icin dalga Ozelliginden yararlanulir. Bir metal
yiizeyinden 1s1ma ile elektron koparilmas: (fotoelektrik olay) ve 151ma enerjisinin bir
madde tarafindan absorpsiyonu (sogurulmasi) ve emisyonu (yayilmasi) olaylarim
agiklamak i¢in ise dalga modeli yetersiz kalir. Bu olaylar agiklamak igin 1gimanin
tanecik dzelliklerini gz Sniine almak, yani elektromanyetik 151may: enerji tastyan ve
foton adi verilen tanecikler olarak diiginmek gerekir. Isumanmin madde ile
etkilegmelerini agiklayabilmek igin bu iki model, dalga ve tanecik modelleri, bir
arada diisiiniitmelidir. Bu iki modelin birbiri ile ¢elismezligi ve birbirini tamamlad:gt

dalga mekanigi ile kanrtlanmagtir.



3.1.1. Tsumanin dalga dzelligi
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Sekil 3.1. Elektromanyetik 1gmmanmn dalga ozelligi

Elektromanyetik 1smmanin dalga 6zellikleri dalgamn ilerleme y6niine dik elektriksel
alan vektdrleri ile gosterilebilir (Sekil 3.1). Bu elektriksel vektorlere dik yinde
olusan manyetik alan vektdrleri de vardir. Isimamn dalga boyu, A ve frekansi, v

arasinda;
Av=c (3.1}
bagintist vardir.

A = Dalga boyu (m)

v = Frekans (s™)
¢ = Isik hizz ( 2,9979x10%m/s)
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3.1.2. Isymammn tanecik dzelligi
Dalga modeli ile agiklanamayan etkilesimler 1simanin foton veya kuant adi verilen

enerji paketleri seklinde davramgi ile aciklanabilir. Fotonun enerjisi 1simanin

frekansina baglidir:

E=hv (3.2)
E = Enetji (J)
h = Planck sabiti (6.6262x107*Js)

v = Frekans (s”l)

Esitlik dalga boyu cinsinden;

P %‘i (3.3)
seklinde yazilabilir.

3.2. Isymanin Absorpsiyonu

Kuantum kuramina gore atomlar ancak belirli potansiyel eneni diizeylerinde
bulunabilirler. Bir atomun potansiyel enerjisi, elektron konfigiirasyonuna ve dig
elektronlarinin belirli bir enerji diizeyleri arasindaki gegislerine baghdir. Bu gegisler
sirasinda absorplanan veya yayilan 1gumanu enerjisi, afomun potansiyel enerjisindeki
degisim ile orantilidir ve AFE =hv esitligi ile verilir. Atomik spektrum sadece
elektronlarin bir enerji diizeyinden digerine gecislerini icerir. En diigitk enerjl
diizeyindeki, yani temel diizeydeki bir atomun isik absorplayarak yiiksek enerjili
uyarilmis diizeylere ulasmasina ait gecigler, s6z konusu atomun absorpsiyon
spektrumunu olugturur. Bir atomun elektronlarmun yilksek enerjili diizeylere

uyariimasimda absorplanan veya uyarilmis bir atomun temel diizeye doniisli sirasinda
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yayilan 1gima enerjileri, elektromanyetik spektrumun ultraviyole veya goriiniir

bolgesi siirlan icindedir.

Molekiillerin elektronik spektrumlart, atomlarinki gibi, elektromanyetik spektrumun
ultraviyole veya gorimiir bolgelerinde gozlenir. Molekiiler spektrum, elektronik
diizeyler arasindaki gegislere ek olarak dénme ve titresim enerji diizeyleni arasindaki

gecisleri de igerir. Molekiiliin toplam enerjisi;
E T E eleldronik +E titregit +E donme (3 4)

esitligi ile belirlenir. Bir UV veya gdriiniir bdlge fotonunun absorplanmasi sonucu
molekiiliin elektronik enerjisi ile beraber dénme ve titresim eneriileri de degigebilir.
Bu nedenle molekiillerin absorpsiyon spektrumlan, atomik absorpsiyon hatlar: gibi

keskin olmayip spekiruma genis bantlar hakimdir [1]



i2

3.3. Beer Yasasi

S

Io I

A
v

Sekil 3. 2. I, baglengi¢ giiciindeki bir isimm glictiniin, litrede ¢ mol absorplayic madde iceren b cm
1$in yoluna sahip bir ¢tizelti tarafindan azaltilmasi, 1<l,

Molekiiler absorpsiyon spektroskopi b cm 1gm yoluna sahip 11k gegirgen bir kapta
bulunan bir ¢6zeltinin gegirgenliginin (T) veya absorbansinmin (A) dl¢limiine dayanir.
Normal olarak absorbans, absorpsiyon yapan analitin derisimi ile asagidaki esithikte

belirtildigi gibi degisir;

Az—logTwlog}{:abc (3.5)

¢

A = Absorbans

T = Cozeltinin gecirgenligi

Iy= Numune tizerine génderilen 151g1m siddeti
I = Numuneyi terk eden 151810 siddeti

¢ = Molar absorptivite

b= Isin yolu

¢ = Derigim
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3.3.1. Beer yasasimn karisunlara uygulanmasy

Beer yasast birden ¢ok absorplayici madde iceren kangsmmlar icin de gegerlidir.

Tiirlerin birbirini etkilememesi kogulu ile ¢ok bilegenli bir sistemin toplam

absorbansi;
‘Aroplam = Al + ‘A2 +oeeet An (3'6)
=g,be, +8,bc, +---+¢&,be, (3.7

olarak verilir. Alt indisler, 1,2,....,n, absorpsiyon yapan bilegenleri gosterir [2]

3.3.2. Beer yasasindan sapmalar

Lambert-Beer esitlifinin gecerli olabilmesi i¢in uygulanan igigin monokromatik
olmasi, absorpsiyon olaymm &rmegin her yerinde esit miktarda olmasi, yani drnegin
homojen olmasi, birden fazla bilegenin 15181 absorplamasi halinde her bir bilesenin

digerlerinin absorpsiyonunu etkilememesi gerekir.

Lambert-Beer vasasindan sapmaya neden olacak faktorlerin basinda, &mege
gonderilen 151f1n tam monokromatik olmamast veya 6rnege 151k kaynagindan gelen
15132 ek olarak disandan kagak 1sik gelmesidir. Incelenen Omekte disosyasyon,
asosyasyon, polimerlesme, kompleks olusumu gibi dengelerin olugmast ile de
Lambert-Beer yasasindan sapmalar ortaya cikar. Incelenen maddenin floresans
ozellige sahip olmasi, aym kacak 1gm gibi etki yapar. Olgiim sirasmda 1181
absorplayan tiiriin fotokimyasal bir tepkimeye girerek bozunmas1 da istenmeyen bir
durumdur. Maddenin incelendigi ¢6ziiciiniin degistirilmesi ile hem absorbans hem de

Amax degeri degisir. Sicaklik degismeleri de dl¢limlerde hatalara neden olabilir [1]



BOLUM 4. UV VE GORUNUR BOLGE ABSORPSIYON
SPEKTROFOTOMETRISI

Elektromagnetik dalgayla (enerjiyle), maddenin etkilesmesini incéieyen bilim dalina
spektroskopi denir. S6z konusu madde g¢ekirdek, atom veya molekill olabilir.
Bir madde, fizerine diisiiriilen ¢esitli dalga boylanndan (Ultraviyole iginlarmdan
radyo dalgalanina kadar) ancak bazilarim absorplar. Maddenin bu 6zelliginden
yararlanilarak yapisi, konsantrasyonu v.s. tayin edilebilir. Bunun i¢in madde lizerine
dalga boyu 110 nm den 3000 nm ye kadar degisen 1sinlar diisiiriiliir. Biitin bu dalga
boylarini verecek ve hangi dalga boylarmin absorplandigim tespit edecek tek bir
cihaz yapmak miimkiin olmadiidan, belirli dalga boylan arasinda ¢alisan cihazlar
gelistirilmigtir. 110-1000 nm dalga boylarindaki i1smnlarla c¢alisan cihazlara
Ultraviyole ve goriiniir alan, 2500-25000 nm dalga boylarinda ¢alisan cihazlara
infrared ve dalga boylan yiizlerce metreye kadar degisen radyo dalgalarniyla ¢ahsan

cihazlara da niikleer magnetik rezonons cihazlan denir.

Mor 6tesi(UV) 1sumast, dalga boyu 10-400 (nm) olan 1s1madir ve elektromagnetik
spektrumda x-1sinlar1 ve goriiniir bélge arasmda bulunur.

10-200 nm bolgesinde uzak mor dtesi,

200-400 nm bdlgesinde fndr Stesi (yakun mor Gtesi),

400-800 nm bolgesi goriiniir bolgedir.

Mor étesi ve goriiniir blge spektroskopisi, elektronik spektroskopi olarak

adlandirilir,

Uzak mor 6tesi bolgesinde hava da sogurma yaptigindan (igindeki su, oksijen, azot
ve karbondioksitten dolayr) uzak mor Gtesi isumasmin kullanildifn spektroskopik
analizleri vakumda yapmak gerekir, bunun i¢in uzak mor 6tesi bdlgesine Vakum
Bolgesi denir. Diger taraftan 300 nm’nin altinda cam da sogurucu oldugundan
spektroskopik analiz icin kuvars hiicreler kullamlir ve 200-300 nm bdlgesine Kuvars

Bélgesi denir.
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Biitiin organik bilesikler mor &tesi iginmasim sogururlar, bununla beraber bir kismi1
cok kisa dalga boylarinda 151ma yaptiklarindan sadece 200 nm den yukarida sogurma
yapan organik bilegiklerin mor &tesi analizinin pratik degerleri vardir. Mor Stesi
spektrometreleri, kirmizi Stesi, NMR ve kiitle spektrometrelerinden 6nce geligtirilip
kullamloustir, fakat giiniimiizde daha ¢ok bu yeni tekniklerin kullamlmasindan
dolay1 mor &tesi analizlerinden yap1 aydinlatilmasinda yararlanalmas: oldukga

kisithidsr.

Isik b Dalgaboyu ; Ornek _p| Dedektor | Sinyal
kaynag: secicl kabi kaydedici

Sekil 4.1. Bir spekirofotometrenin temel bilesenleri

Bu ana bilegenlere ek olarak spektrofotometrelerde 151§1 toplamak, yansitmak, iki
demete bdimek ve dmek iizerine belli bir siddette gondermek amaciyla mercekler,
aynalar, 151k boliiciileri ve giris ¢ikig araliklart vardir. Ornek ise, kullamilan dalga

boyu bolgesinde 15151 gegiren maddeden yapilmis Srnek kaplanna konularak isik
yoluna yerlestirilir [1].
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4.1. Cihazm Bilegenleri

4.1.1. Isik kaynaklari

Molekiiler absorpsiyon él¢iimleri igin, oldukca genis bir dalga boyu aral:@inda giicii
ani olarak degismeyen bir stirekli 151k kaynagt tercib edilir. UV ve goriiniir bolgede
D», W, Hy ve Xe gibi siirekli 151k kaynaklari kullambr.

4.1.2. Monokromatorler (Dalga boyu seciciler)

Absorbansin 6l¢iilmesi sirasinda, 151k kaynagindan gelen polikromatik isiktan tek bir
dalga boyunda 151k secilerek drnege gonderilir. Polikromatik igiktan monokromatik
sk elde edilmesini gergeklestiren diizenege monokromatér adi  verilir.

Monokromatdr olarak prizmalar veya optik ag adim alan parcalar kullanilir [I]

4.1.3. Ornek kaplar

Numune kab veya hiicreleri galisan spektrum bolgesinde 151m1 geciren maddelerden
yapibmahidir, ultraviyole bolgede (350 nm’nin altinda) kuvars veya erimig silis

kullambir [2]

4.1.4. Dedektor

Maddenin 15181 absorplayip absorplamadifim anlamak i¢in, 151k kaynagmndan gelen

151510 siddetinin 6l¢iilmesi amaciyla spektrofotometrelerde kullamlan bilesendir [1]
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4.2. Kalianlan Coziiciiler

Bir ¢oziiciiyll segerken, onun sadece gegirgenlifi degil, aym zamanda absorplayic
sistem tizerindeki olasi etkileri de gdz Sniine almalidir. Oldukga sik olarak, su,
alkoller, esterfer ve ketonlar gibi polar ¢oziiciiler titregim etkilerinden ileri gelen
spekiral ince yapiy1 bozma egilimindedirler; gaz fazindakine benzeyen spektrumlarnn
hidrokarbon gibi apolar ¢oziiciilerde goriilme olasilifs daha fazladir. Bunu ilaveten
absorpsiyon maksimumlanmn pozisyonlarl, ¢oziiclinlin Ozelliginden etkilenir.
Kalitatif amacla absorpsiyon spektrumlan kiyaslanmirken her defasinda aym

¢Oziiciniin kullanilmas: gerekir.

- Gar
. fawx

Heptan
cOziiclisgi

! I }

Absorbarns
B

Su
[~ edmiictisii
LES e Alkol
[ c&riiclsii
1.2 L { i I

260 280 300 320
Palga bBoyu, nm

Sekil 4.2. Asetaldehitin absorpsiyon spektrumu itzerine ¢ozlict etkisi
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Tabloda 4.1°de ultraviyole ve gortiniir bélge i¢in ¢oziiciiler verilmistir [2]

Tablo 4.1. UV ve goriiniir bdlge i¢in ¢dziiciiler

Coziicii Yaklasik Gegirgenlik(nm)
Karbondistilfiir 375
Aseton 330
Pridin 305
Benzen 280
Karbontetrakloriir 260
Kloroform 245
Diklorometan 235
1,4-Dioksan 220
Metanol 215
Siklohekzan 215
Etanol 210
Eter 205
Hekzan 200
Su 200
4.3, Cihaz Tipleri

4.3.1. Tek 151k yollu spektrofotometreler

En basit bir spektrofotometrede kaynaktan ¢ikan isik, bir mercek ile toplanarak
monokromattre gonderilir ve dalga boyu seciminden sonra bir araliktan gecirilerek
ornek tizerine dugtritliir. Omegin 15181 absorplama miktari uygun bir dedektorle
Slgiiliir, bu sinyal elekironik olarak cogaltdir ve bir galvanometrede okunur. Bu
bilegenlerin tiimiiniin aym 151k voluna yerlestirildigi boyle bir spektrofotometreye,

tek 11k yollu spektrofotometre adi verilir. %7T ayart ile numunenin %T degerinin
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dlciimiinii stiresince 15 siddetinin de@igmesini ve bu nedenle olusacak hatalan

onlemek i¢in cihazda kararls bir potansiyel kaynag: olmalidir [1,2].

4.3.2. Cift 11k yolu spektrofotometreler

Spektrofotometrelerde, monokromatSrden ¢ikan 1:ifin esit giddette ki demete
bélinerek, birinin drnege digerinin ise sadece ¢dziiclinin bulundugu kaba
gonderilmesi ile “sifir” ve “yiiz” ayan islemine gerek kalmaz. Bdylece Gmekteki
gecirgenlik degeri siirekli olarak ¢oziiciiniinki ile kargilagtinimis olur. Ikiye ayrilan
151k, iki ayn dedektorle algilanur ve dedektdrde olugan sinyallerin oram dlgiiliir. Bu
tir aletlere ¢ift 15k yollu spektrofotometreler denir ($ekil 4.2.). Burada iki
dedektdriin tam uyumlu olmasi, yani esit siddetteks 151k ile aym sinyall olusturmas:

gerekir [1].

Isik ,| Monokromator Ornek Dedektor | | Kaydedici
kaynag

A 4

Y

Coziicii

Sekil 4.3. Cift 151k yollu spekirofotometrelerde tek dedektor kullaniimasi durumunda alinan sinyaller

Cift 15l cibazlarin ¢ok kisa siireli degigimler harig 15m siddetindeki sapmalarin ve
transduser ve yiikselticideki salimunlarn sonuglara etkisini énleme avantajlar: vardar.
Aynca, dalga boyu ve isin giddetindeki biiyitk degigimlerin etkisini de onler. Cift
1ginli tasarim, gegirgenlik ve absorbans spektrumlarmin stirekli kayit edilmesine de
uygundur. Bu nedenle UV ve goriniir bolge spektrofotometrelerinin ¢ogu cift
igmhidar [2].
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4.4. Analitik Uygulamalar:

Cesitli kromoforlarin absorpsiyon bantlarinin birbiri ile Srtiigmesi ve absorpsiyon
bantlarmin genellikle oldukca genis olmasi nedeni ile UV ve goriinir bolge
spektroskopisi ile nitel analiz pek yapilmaz. Fakat bu yontem nicel analiz igin
oldukca uygundur. Bir maddenin nicel analizinin yapilacafy dalga boyu ve
kullamlacak ¢oziiciliyit kararlagtirmak icin rnegin absorpsiyon spektrumunu bilmek
gerekir. Spektrum incelenerek Lambert-Beer esitligine uyan ve maksimum absorbans
veren bir dalga boyu segilir. Cozeltide analizi yapilacak tiirden bagka tiirler de
bulunuyorsa, bunlarin 15151 absorplamadig: dalga boylarmun segilmesine dikkat edilir.
Secilen dalgaboyu ile derigimleri bilinen bir dizi standart ¢6zelti ile bu dalga
boyunda A degerleri olgiiliir. A degerleri standart gozeltilerin bilinen derisimlerine
kars1 grafige gegirilir. Kalibrasyon dogrusu ve standart ekleme yoOntemleri ile

bilinmeyen derigim saptanr {1].



BOLUM 5. TOREV VE CIiFT DALGA BOYLU
SPEKTROFOTOMETRI

5.1. Tiirev Spektrofotometrisi

Klasik analitik problemlerin biri, aym 6rnekteki iki ya da daha fazla bilesenin &n
kimyasal ayrnigtirma olmadan, es zamanlh olarak hesaplanmasidir. Bu yontemde,
bilgisayar kontrollii alet altinda, tiirev teknikleri ve ikili veya coklu kalibrasyon
metodu  UV-VIS molekiiler absorpsiyon spektrofotometrisiyle kangimlarin
analizinde 6nemli rol oynar. Her iki yaklasim, kantitatif analizde cakigik bantlarin
¢oziimlenmesinde faydahdwr. Tirev teknikleri, ikili ve t¢li kansmlann

¢Oziimlenmesinde oldukga yarar saglar [3] .

Titrev teknigi, cesitli kansimlan iceren ilacglarin kalitatif ve kantitatif analizinde
duyarlilign ve belirginligi arttirmak i¢in kullamlan bir tekniktir. Bu metot, atomik
absorpsiyon ve alev yayan spektrofotometri, florimetri, infrared ve ultraviyole-
goriiniir bdlge spektrofotometriden herhangi biri ile uyguniuk ve uyumiuluk gosterir.
Iyi yapilanmig 6zellikteki bir tiirev teknigi ile cakigan bantlarin diizenlenmesi ile
keskin ve siddetli bantlar ve daha biiytik duyarlilik verir. Tiirev spektrofotometrinin
kromotografi ve spektrofotometri iizerinde avantajlan meveuttur. lag
preperatlanindaki maddenin hesaplanmasinda, bu formiilasyonlar genellikle kansik
¢6zeltiler igin verildiginden katilanlar: elimine etmek igin yorucu ve zaman alict
oldugundan exstraksiyon iglemine gerek yoktur. Tiirev spektrofotometrinin kullanimi
ozel durumlar i¢in smurli degildir ama normal spektranin kantitatif ¢aligmasimn
zorlugu her zaman bir avantaj olmayabilir. Bunun dezavantajy giiriiltii-sinyal oram

igin farkm azaltilmasidir [4].

Bir¢ok ¢alisma, tiirev spekirofotometrinin, normal (sifir derece) spekirofotometriden

daha vyiiksek secicilik avantaji oldugunu bildirmistir. Kemometrik metotlarin
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kullanimi, ¢oklu element analizi i¢in spektrofotometrik metotlarin uygulanabilirligini

yaygmlagtirmigtir [5]

Tiirev teknigi, spektrofotometrik metotlarla birlesmede ozellikle  segicilifin
geligtirilmesi  gereken durumlarda oldukga yaygin kullamli. Veri doniisiim
islemlerinde doniisim swrasinda bazi diigiik sinyaller meydana gelmesi gibi
dezavantajlar vardir. Birlestirilmis fiirev teknigi ve kemometrik tekniklerin, baz:

durumlarda secilecek en uygun teknik oldugu kamtlanmigtir [6]

Tirev spektrofotometri, basit ikili kanigimlarin ya da karisik 6rneklerin iki st liste
gegmis spektralanmn ¢ozlimlenmesi icin faydahdir, sifir kesim noktast metodu
kullamlarak iki bilesenin analizinde matriks girisimleri elimine edilir [7,8].
Absorpsiyon incelemelerinde, tiirev semalarn orijinal absorpsiyon egrilerinden daha
fazla bilgi verir. Birinci tiirev gemasi orijinal egriye benzemez, ama maksimum
absorpsiyonun dalga boyunun, Ama, dofru sekilde uygunlugu igin kullamlabilir.
Ikinci tiirev, orijinal banttan daha keskin ama aym yiikseklikte merkez pike sahiptir.
Ikinci tiirev spektrofotometri kullanilarak, {ist fiste gegmis spektral bantlara sahip iki
maddeden olusan kanigimlar herhangi bir kimyasal ayristirma olmadan analiz

edilebilir [9].

Tiirev spektrofotometri, iyl tammlanms analitik problemlerin hesaplanmasi igin
uygun ¢ozeltileri tercih eder, drnegin goklu bilesen sisteminin ¢éziimlenmesi, matriks
ve bulamuk Orneklerin arka planindan girigimin elimine edilmesi, spektral detayin
arttirilmasy  gibi. Salinas, bilesenlerin spektralant cakigtiginda, ikili kansimlarin
¢oziimlenmesi i¢in oran spektramin  birinci tirevinin kullanimina dayanan
spektrofotometrik metodu gelistirdi. Bu metot, sifir kesim noktasi metodu ile

kartsimdaki figii kangmmlarn ¢oziimlenmesi i¢in genigletilmistir [10].
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5.1.1. Tiirev tekniginin geligimi

Tiirev alma ile iyi yapih elekirik sinyallerinin aynlmas: metodu yaklagik 70 yildir
vardir. 1920 lerin baginda Lord Rutherford, gaz uyarma potansiyellerinin kiitle
spektrometrik caligmalarindaki diizensizlikleri ortaya c¢ikarmak ig¢in birinci tiirev

teknigini ileri stirdil.

Singleton ve Collier, elektronik biliminin gelisiminden yararlamip en eski tiirev
teknigini yaptiginda bu metot 1953 e kadar unutulma igindeydi. Ikinci tiirev
spektrumunu  olugturmak i¢in kiyaslama aleti ile IR spektrofotometrelerde
degistirtirdiler ve konuda patent aldilar. Aym zamanda, Hammond ve Price
dalgaboyu modiilasyon prensiplerini sundular, Giese ve French fotosentetik

sistemlerin goriiniir spektralarm birinei tiirevi caligmas: icin uyguladi.

1953 te Morrison diferansiyel egrilerle Ai(V)/ AV, birinci ve ikinci tirevi (d' ve d°)

hesapladi. Bunlar kiiciik araliklardan ¢ikarma ile elde edildi ve gercek térevlerin en
iyi yaklagimlariydi. Enstrumentasyonun kangikligi ve elektronik aygitlarin yetersiz
sinyal-giiriiltii (SNR) oramni bunlara neden olur ama birka¢ bilim adami bu metodu
reddetti. 1966 yilinda Meister ikinci tiirev igin (d%) pratik direng-siga (RC devresi)
devresini geligtirdi ki bitki kimyasmdaki problemleri arashirmada diger
fotokimyacilar kadar bagariliyds.

1953 te Singleton ve Collier, ikinci tiirevden daha yliksek tiirevlerin daha dar bant
genislifi vermesi gerektifini ¢oktan Onermiglerdi, bunu deneysel kamitla sunmada
yetersiz kaldilar ¢iink{i 0 zaman icin onlanmn kullandiklan alet bu ig i¢in yeterince
gelismis degildi. Martin, hesaplanan Lorentzian bantlan igin teorik temelleri
dogruladi ve 1968 de Morrey, dijital bilgisayar ile student T3 veLorentzian dagilim
fonksiyonlarinin birden dérde Gaussian tiirevlerini olusturdu. Mosrey ayni zamanda,
sentetik karigimlarn tist iste gegmis bantlar icin dordiineii tiirevin ikinei tlirevden
daha mitkemmel ¢éziinme verdigini gosterdi. Savitzky ve Golay, diizensiz verilerin
tirevi ve diizenlenmesi i¢in en kiiciik kareler metodunu kullandidar. Butler ve

Hopkins, fotosentetik maddelerle ¢alismak amaciyla, ikinci tiirev spektrasindan
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dordiincii tiirev spektrasm rutin sekilde olugturmak i¢in bilgisayar destekli yaklagimi

geniglettiler.

Daha yiiksek seviyedeki tirev spektrasi (n >2), sistematik ve kuvvetli gekilde
laboratuarda incelendi. Yiiksek kalitede UV-VIS tiirev spektras: tiretmek i¢in online
Slgiim yapild: ve diizleme modild, diigiik gegirgenli filtreler ve RC devreli diigiik
giirtiltiilii tirev birimi olan cihaz yardmmyla yeniden gelistirildi. Butler, altinc1 ve
sekizinci dereceli spektralan dijital metotlarla hesapladi. Sasaki, oniigiincti dereceye
kadar boyalarm, birbiri Gizerine gegmis tiirev spektralan g¢ahgmast igin dijital

metotlan kullandi.

Mevcut ticari tirev aletlerinin kalitesi villar gectikge gelisti. Su anda, yeni
spektrofotometrilerinin hepsi pratik olarak en az ikinci derecede tirev sistemlerine
uyumludur, ama birgogu dordiincii dereceye kadar ¢ikarilabilir, hatta bazilan altiner
ya da dokuzuncu dereceye kadar ¢ikabilir. Bu, sadece laboratuar aragtirmalan igin
degil aym zamanda rutin islemler icin de yiiksek dereceli tiirev spektras: tekniginin
uygulanmasin miimkiin kilar [1 l].

5.1.2. Tiirev tekniginin teorik dnemi

Eger iki bilesigin absorpsiyon bantlar1 @st iiste gelirse (biri genis digeri dar) ¢oziimi
icin tiirev spektroskopisi kullamihir. Bununla birlikte, eser miktarda kantitatif analiz
yapilabilir. Tiirev spektroskopisi, ayn1 zamanda endiistriyel atik sular ya da biyolojik
smekler gibi bulanik ¢ozeltilerin incelenmesi i¢in kullanilir. Bu metot omuz seklinde
spektralarin ve iist iiste gegmis absorpsiyon bantlarmin analizi i¢in uygundur.
Genellikle, birinci ve ikinci tiirevler kullanilir. Yiksek tiirevlerde giirtiltii problemi
olusur, giiriilti her tiirevle bir miktar artar. Yiiksek tiirevlerin, 6zel uygulamalar igin

uygun oldugu ifade edilir [12].
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Tirev spektrumu, ¢ift dalga boylu spekirofotometrelerden elde edilir. Tirev
spektrofotometride, absorbans ya da gegirgenligin dalga boyuna gore birinci veya
daha yitksek dereceden tiirevi, dalga boyuna karg: kaydedilerek spektrum ¢izilir.
Cogu kez bu egriler, normal bir spektrumda goriilmeyen spektral aynntilan ortaya
cikarirlar. Bazen bozucu maddeler varlhifinda bir analitin derisiminin l¢timii daha
kolay ya da daha dogru olarak yapilabilir. Tiirev spektrumunun iistiinliikler, tiirev
eldesine eslik eden sinyal/giiriiltli oraninin diisiiriilmesi ile kismen ortadan kalkar,
Ancak ultraviyole ve goriiniir bolgenin ¢ogunda kisminda sinyal/giiriltii oram ciddi

bir sturlandirier faktdr degildir; tirev spektrumlarmdan burada en fazla yararlanilir

l2].

Tiirev spektroskopisi, floresans ve floresans uyarma spektrasina uygulanabilir. Aym
zamanda pik maksimumunu arastirmada, kromotografide ve interferans spekirasinda
min ve max hesaplamak i¢in interferomatik Sl¢timlerde kullamlir, Sekil 5.1 de sudaki

fenoliin absorpsiyon spektrumu ve tiirev spektrumu géritlmektedir [12].
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Sekil 5.1. Sudaki fenoliin absorpsiyon spektrumu (), birinci {----) ve ikinci (.....) tiirev spektrumu
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5.1.3. Iyi ¢oziinen spektralar

Sarmal spekitralann iyi ¢oziinmeleri i¢in birgok metot vardir. En 6nemli teknikler

kisaca bu bdliimde islenmigtir:

5.1.3.1. Optik metotlar

Monokromator sliti 151k kaynaginin bant genisligini sinurlar. Bu ylizden slit araligimn
daraltilmas: lineer spekiral ¢oziiniirliigii arttir, ama 11k enerjisi tistel ikinci derece ile
azalir. Optik kenann uzamasi aym zamanda lineer ¢bziiniirliigt arttmr. Tersine
enerji, cogaltict ve 1gik kaynag: arasmdaki uzakhgin karesiyle azalir. mm bagina ne
kadar ¢ok ¢izgi varsa ¢oziiniitlik o kadar daba yiiksek olacaktir, pratik olarak mm
bagina yaklagik 2000-2400 ¢izgi smurma ulagilacaktir.

Birkag y1l 6nce, ¢ok dar bant genigligine sahip lazerler gelistirildi. Sikga, 151k kaynagi
merkezli bagl yiksek enerji, aydmlatilan maddelerin bozulmasina sebep olur ve
bundan 6te lazerden yayilan 15131 dalga boyu, elektromanyetik spektrumun sadece
kiigiik bir bolgesinde degistirilebilir. (yaklagik 50-100 nm)

5.1.3.2. Hesaplama metotlar:

5.1.3.2.1. Egriye uydurma metodu

Gorsel pik kabuliiniin en yakin yaklagimini veren bu metoda egriye uydurma metodu
denir. Ama bu bilinen profil fonksiyonunu gerektirir.

Ik olarak en viiksek pik aranir. Daha sonra ana bilegenin teorik olarak &nemi profil
fonksiyonu yardimi ile hesaplamir. Sonra, belirli limitleri karsilamak i¢in kullamlan
en kiigiik kareler metodunun basarisiz oldugu noktalar eklenen pikler ortaya ¢ikarr,

en kiigiik kareler toplamut yeterince kiigiikse hesaplamaya devam edilir.
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Biiytik belirsizlikleri ortadan kaldumak igin profil ve pik sayis1 kesin olmahdur.
Birbiri ile ortiigen sinyaller hesaplanan piklerin sayisini, seklini, yiiksekligini ve her

bir pikin genigligini degistirebilir.

5.1.3.2.2. Sayisal ¢oklu bilesen analizi

Her biri birbiri iizerine gegmis li¢ analitik pik diigiiniildtiginde; saf maddelerin her
birinin standart absorpsiyon spektrumu biliniyorsa, herhangi bir dalga boyundaki A
absorbans: Lambert-Beer yasasma gore, bu dalga boyundaki bilesenlerin bireysel
absorbanslarnmin toplami olacaktir. (Sekil 5.2)Matematiksel ifade ile;

A

Sekil 5.2. Ust iiste geomis Uic analitik pik
a~} Tekli pikler A (-}, B( RS CRTT h
b-} Ust tiste gecmis pikler toplami
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A!;{1 ::CAELA +Cpep +Ccs,=c (5.1)

Ca, Cp ve Cc parametreleri istenilen degerlerdir. Bu yiizden problemi ¢6zmek i¢in en

az {i¢ denklem gereklidir;

4; = Ca8y 4 +Cp8 5 +Cr8, ¢ (5.2}

4, = Cygyy+Cpeyp +CrEse (5.3)

Coklu bilesen analizi igin pratikte iki yol yaygin olarak kullamlir.
a-) Olgiilen dalga boyu say1s1 ve kullanilan denklem sayis1 madde sayisina esittir.

b-) Olgiilen dalga boyu sayisi ve kullamlan denklem sayis: maddelerin sayisim geger.

Her iki durumda eger en uygun dl¢iim noktalar: segilirse, bilinmeyen maddeler yoksa
veya tanmlanamayan arka plan girigimi mevcut degilse ¢ok kesin sonuglar elde
edilebilir. Karisik spektrumlari daha kesin gekilde ¢ozmenin bir yolu tiirev
hesaplamalarini kullanmaktir. Her bir standart spektrum, birinci, ikinci ve daha
yiiksek derecedeki tlireve doniistiriilir. Boylece, lineer kombinasyonlar

hesaplanabilir.

5.1.3. Tiirev alma ve tiirev spektrumu

Egrinin ya da onun matematiksel fonksiyonlarinn tlirevi biitin bolge iizerinde
egimin hesaplamasinin basit bir geklidir. Aym vyolla, spektrumunun tlirevinin
alinmast miimkindir (Sekil 5.4).
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Sekil 5.3. Belirlenen noktalardaki efrinin tanjantlan

Spektroskopide Slgiilen deger, dmegi terk eden 151k siddetinin (I) Srnefe giren 1gik
siddetine (Ip) oramidir. Bu oran gegirgenlik T dir.

Zo=T (5.7)

Homojen saydam bir rnekten gegen 1518 siddetindeki azalma lineer degildir.
(Sekil 5.5)
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e TH =

¥

Sekil 5.4. Ornekten gegen 1518 siddetindeki azalma (LTH: tabaka kalmhgy, I giddet, Iy: orijinal 1s18m
siddeti

I ile ¢ozlinmiis saydam sivi O6rnegin ya da katin konsantrasyonu arasmdaki iiski

Bougueur-Lambert-Beer kanunu ile verilmistir:

I.l ~cle A
——=g " =T
I, 3 (5.8)

C . absorpsiyon yapan tiirlin konsantrasyonu (mol/L)
I : yol uzunlugu (cm)

£, : molar absorpsiyon (A dalga boyunda absorpsiyon yapan tiiriin katsayis1)

T4 . A dalga boyundaki gegirgenlik

Genellikle Iy siddeti, w1k kaynaginin siddetinin otomatik kontrolii ya da otomatik
elektronik genigletme ayan ve otomatik olarak kontrol edilen araliklarla girilen dalga

boyu araligs iizerinde sabit tutulur.
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Esitlik 5.8 in dogal logaritmas: alinarak;

Inl, -1, ,=-ce, (5.9
bu ifadenin tiirevi alinirsa ;
d(nl) __ de (5.10)
dA dA
eger Iy sabitse;
dinl) _o | (5.11)
dA
ve
dinr) 1 (5.12)
dA I
esitlik 5.8 in birinci titrevi agagidaki gibi elde edilir;
L g% (5.13)
da dA

Birinei tiirev, her bir dalga boyundaki konsantrasyonla direkt orantilidir. Olgtimiin

hassasiyeti, biikiilme noktas1 yakimnda yitksektir ki, burada d€ / d A degeri en ugtur.

2 2 2
%ﬁ; —czﬁ[dg} —adE (5.14)

) ) e
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Eger € (d€ /d)) nin birinci tirevi sifira esitse ikinci tiirev konsantrasyonla direkt
orantili olacaktir. Aksi taktirde hicbir lineer ilisgki bulunmaz ve 6zel kalibrasyon

gerekli olacaktir. Ek olarak, (d* /d\%) nin u¢ deperleri igin &lgiimiin hassasiyeti
yiiksektir.

Benzer gekilde tiglincii tiirev de elde edilir.

3 3 3
a1 4z i c3d3[gf—) (5.15)

L =ed 3307
dr T di ar di

Bu durumda, iigiincii tiirev konsantrasyonla dogru orantihh oldugu igin d& /dA sifir

olmalidir. Belirli yiiksek Olglimlerin hassasiyeti, omuzdaki omuzdaki biikiilme
noktasindaki yatay tanjantlar ve kavislenmenin kiiciik yaricap: ile elde edilir. Eger,

de /dA sifir degilse lineer olmayan kalibrasyon egrisi hazirlanmahidir.

Dérdiincii tiirev agagidaki gibidir;

1l _ 4 acda? % d’s L2 3% d’e 2m6 d’ gi(dg] +c!
dit T dat dA dA? ar dA* \ dA

(%)
di
(5.16)

Lineer oran sadece de/dA ve d’s/dA’ degerleri sifir farz edildiginde verilir. Bu
nedenle, gegirgenlik spektrofotometride direkt dlgiilebilen fiziksel bir nicelik oldugu
halde gecirgenligin tirevi nadiren kuilamilir. Biitiin difer nicelikler, &megin
absorbanst A, log A ya da konsantrasyon c, tiirevli niceliklerdir. Bunlar, temel

nicelik T°den hesaplanur.

Daha yiksek tiirevler icin denklemler benzer yolla bulunabilir. Yukanda gegen
absorbans A, asagidaki gibi tanamlanar.
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1 .
A=log,, %0 =log, = cle (5.17)

&', absorpsiyin yapan ¢izeltinin molar sénme katsayisi olarak adlandirilir. Asagidaki

gibidir;
g =¢&/2303 (5.18)

Eger [y sabit tutulursa birinci tiirev i¢in,
buslolPs Sl (5.19)

ikinci tirev igin;

2 2.
dd f =cl “‘; ; (5.20)

n. dereceden tiirev i¢in;

4,4 (5.21)
ar o ar

Her durumda A’mmn biitiin tiirevleri, konsantrasyon ¢ ile dogru orantilidir. Bu, tirev
spektralaninin yorumu ve hesaplanmasi igin, bityiik avantajdir, boylece pratikte T"nin

tiirevleri nadir iken A’nin tiirevleri yaygin olarak tiretilir.

Bazen A’nin tiirevinin alinmasi, konsantrasyonda tiirevlerin lineer olmayan
bagimlihig: ile sonuglanabilir. Bu durum her zaman Beer kanununa uymayabilir,
ornegin, maddenin molekiilleri arasinda ya da madde ve ¢oziicii arasinda etkilesim

meydana geldiyse veya daha yiiksek derecede tiirev alma hesaplamalaridir.
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5.1.4. Analitik bantlarmm tiirevlieri

Analitik bant olarak adlandinian absorpsiyon bantlan yaklagim formiilleri ile daha
dogru tarmlanir. Gaussian fonksiyonlars, UV-VIS bantlanin tanumlarmas: i¢in daha
uygundur. A dalgaboyundaki bantin absorbanst A asafidaki gibidir;

2

Ay =4 e (5.22)

max

Amax = h max daki absorbans
c = gabit

X = —Amax)
Bu ifadenin x’e gore tirevi alindifinda

d4,

A= =(DC.-A 5.23
dﬁ, ( ) x A ( )

d’4,
dA?

=d*> =2CQC,)- 4, (5.24)

....................................................
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et T B Coes

Sekil 5.5. FWHM ve ¢’ nun sematik ¢izimi
a-) Maksimum yiikseklifin yarisinda bant genisligi, FWHM genligi
b-) 6, bitkiim noktalan arasmdaki bant genigligi

Orjin kanatlarinmin solunda ve sagmda simetrik olarak mevkilenmis analitik bantlar

i¢in bitkiim noktasindaki durumun sonugclar
d' =d =0 (5.25)

oldugunda

1
x, = \/EE (5.26)

eer 4, =0,5-4, ise FWHM noktas: i¢in

Xewene = el (5.27)

C sabiti igin xpp,, =0,5- FWHM ve x, = 0,50 olmak lizere
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4In2
Crmmng =~ 5.28
PR (FWHM) (5:28)
C, = 3«; (5.29)
o
FWHM daima ¢’dan biliyiiktiir.
FWHM _ 3102 =1177 (5.30)

o

Analitik bantlarnin absorbansint hesaplamak igin en iyi yol egrinin altindaki alamn
kullamimasidir ve mekanik katilimla sayisal olarak hesaplanr ( Sekil 5.7). Diger bir
hesaplama kagit lizerindeki pikin kesip ¢ikarildiktan sonra tartilmas: veya kagidin
iizerindeki pikin kare seklinde cercevelendirilmesidir. Amax’da A pik yiiksekliginin ve
¢ yart genisliinin {iretilmesi, eer bantlar simetrik ise alanmn iyi bir yaklagimidir.
Bununla birlikte, pratik spektrofotometride, Ama’in maddenin konsantrasyonu ile

orantili olmasi yeterlidir.
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Sekil 5.6. Analitik bantlarn tiirevi

Anatitik bantlarninin tiirevinin sonuglar Sekil 5.8.’de grafiksel olarak verilmistir.

Bu sonuglardan goriliiyor ki;

1. Tek dereceli tiirevlerde temel egrinin maksimumu sifirdan gegmeye uygundur,
daha yiiksek dereceli tiirevierde, difer min ve max’un extremum degerlerine uyar.
Diger bir ifade ile temel max daima 4., 8. ve 4n. tiirevlerde pozitif extremum, 2. , 6.
ve {4n-2). tiirevlerde negatif extremum meydana gelir.

2. Temel egri izerindeki biikiimler tek dereceli uca ve yliksek dereceli tilrevlerde
sifirdan gegise yol gosterir.

3. Tirevin derecesinin artmasi ile her biikiim tirev alma ile ekienen extremum
verecedi icin temel egride extremum sayis: asiriya kagar.

4. Tiirev derecesinin artis1 ile bant keskinliginin artigt FWHM kadar ¢’da kiictiime
meydana getirir [1 1].
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5.2. Cift Dalga Boylu Spektrofotometri

Chopper

Reference —~d

Secondary sample compartinent

Primary ssmple compartment

Sekil 5.7. Cift dalga boylu spektofotometri

Cift dalga boylu spektrofotometri metodu 1951°de Chance tarafindan sunulmusgtur.
Giese ve French ise ¢ift dalga boylu spektrofotometriyt yaprmstir [1 1]. Cift dalga
boylu spektrofotometri, dzellikle 1s1fin sacilmas: ile bir absorpsiyon spektrumunun
aynntilarinin karmagik hale geldigi durumlarda, bulamik c¢ozeltilerdeki analitlerin

UV-VIS absorpsiyon spektrumlarinin eldesinde belirgin yarar saglar [2]

Bu metot hiicrenin durumundaki farklibiktan dogan problemlerden kagmma
avantajina sahiptir. Hiicredeki farkliiklar, bulanmklik, sagilma etkileri, hiicrenin
disinda .veya icindeki kirlilikler sahte bir absorpsiyona neden olur. ki teknik
kullamlir; bunlardan biri olan “es absorpsiyon metodu”nda aym absorpsiyona sahip
bilesenlerden biri igin iki dalga boyu segilir. Ikinci bilesen ise, iki dalga boyundan
sadece birinde absorpsiyon yapmalidir. Bu durum, sekil 5.9°daki sodyum nitratin
bulundugu bir drnekteki sodyum nitritin hesaplanmas: gibidir.
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Ags 38100
Ap=300nm.
0.1%NaNg,

W0
NaNOy %o e

Sekil 5. 8. Sodyum nifrat ve sodyum nitritin hesaplanmasi
(A) %1 NaNO; ve (b) %0, 1NaNO, spektras
(B) Kalibrasyon egrisi

Sinyal genisletme metodu ise genel bir uygulamadir. Ya sadece bir bilesen
absorpsiyon yaptiginda bir bdlge olugsmuyorsa ya da girigim yapan bilesen max
absorpsiyona sahip degilse bu metot kullanilir. Bu ekipman cesidi ile absorpsiyon
elde edilen, diger dalga boyunda da aym degeri veren bir dalga boyundaki faktorle
dogrulanir. Eger 6lciilen iki dalga boyundaki absorbans katsayilar bilinirse iki dalga
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boyundaki absorbans farklarindan istenilen bilesenin absorbans: hesaplanabilir. Bu
metot, tipta ve biyolojik &rneklerin incelenmesinde kullamlmis ve son dénemlerde

nemi artmgtir [12].

Cift dalga boylu spekirofotometri ayn: zamanda spektral bir girisim varligmda bir
analitin tayin edilmesinde de yararini kanitlamugtir. Burada, cibaz tarayici olmayan
modda ¢alistinlarak, girigim yapan tiiriin aym molar absorptivite degerlerini
gosterdigi iki dalga boyunda absorbans 6l¢timii yapilir. Bunun tersine, analit bu dalga
boylarindan birinde, digerindekine nazaran daha kuvvetli absorpsiyon yapmahdir. Bu

durumda fark absorbans, analit derigimi ile dogru orantilidir [2].

5.3. Oran Spektrofotometri

Tiirev spekirofotometri, sifir kesim noktas1 Slglimlerinin temelinde, ikili karigimh
bilesiklerin gakigtk spektralaninin  ¢dziimlenmesi i¢in yaygin olarak kullamlr.
Bununla birlikte, siddetli c¢akisik spektralarda bazen tirev tekmifi girigim
seviyelerinin iistesinden gelemez. Oran spektrumunun birinci titrevinin kullanma,

normal tiirev teknigi ile ¢ozillemeyen ikili karigimlann ¢oziimlenmesi ig¢in yapiimstir

[13].

Oran spektra tiirevi metodu ilk kez Blanco tarafindan geligtirildi ve Salinas
tarafindan degistirildi. Bu metot, oran spektranin birinci tiirevinin kullammina
dayanir ve spektroskopik verilere basart ile uygulanmr. Kangimlarin absorpsiyon
spektrumu elde edilir ve bir bilesenin standart ¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumu ile
boliniir boylece oran spekirumun birinci tirevi elde edilir. Daha sonra diger

bilesenlerin konsantrasyonlar kalibrasyon grafiginden hesaplanir [1 4].
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5.3.1 Oran spektranm birinci tiirevi

Oran spektramin tiirevi metodunun asil avantaji analitik sinyalleri yiiksek degerli
dalga boylannin kullanimina izin veren uygun piklerde yapilan kolay &l¢timlerin
degistirlebilmesidir.

M ve N gibi iki bilesikli karigim diigiinelim. Eger Beer kanunu esitligi, bilesenlerden

birinin standart ¢dzeltisinin uygun esitligi ile boliiniir (M’ nin konsantrasyonu ")

ve sonuglarin birinci tiirevi elde edilir, asagidaki esithk yazilabilir:

A Ay | G2 | Zes (5.31)
dile,, | C'wdile,,

Amal, M dalga boyundaki karigimin absorbansi, €p31ve €m,11, A1 dalga boyundaki

M ve P nin molar absorptiviteleri, Cy ve Cp surastyla M ve P nin molar
konsantrasyonlaridir. Esitlik gosterir ki, ikili karigimlarn oran spekfrumunun tiirevi

Cp ve Cy degerlerine bagli, Cy degerinden bagimsizdir 3].



BOLUM 6. KULLANILAN KEMOMETRIK TEKNiKLER

Kemometrik spektrofotometri, analitik kimya ile kemometrinin ¢ok iyi bilesimidir ve
sinyal-giiriiltii oranumu (S/N) arttirabilir, hesaplamanin segiciligini geligtirebilir,
deneysel kogullar optimize edebilir, analitik operasyonun etkinligini arttirabilir ve
birgok bilimsel bilgi saglar. Analistlerin dikkatini cabuk ¢eken bu durum son yillarda

¢oklu bilegenin e zamanl: hesaplanmasi igin kullaniid: [15].

Tiim bu metotlar, iki ayristirma basamagin: kapsar. Itk basamakta, kalibrasyon
adlandmilir, deneysel model insa edilir, sirast ile ilgili bilesenlerin konsantrasyonlar:
ve referans 6rnek setinden iiretilen veriler arasindaki iligki gosterilir. Takip eden
ikinci basamaga onceden haber veren basamak denir, ki kalibrasyon modeli
bilinmeyenlerin spekiral datalarindan bilesenlerin konsantrasyonlarin: hesaplamak

icin kullanthr [16].

Zaman titketen islemlerden kagmmak igin, aletsel yaklagunlarin kullanumi ile ¢akisik
spektralann ¢oziilmesi i¢in denemeler ya da gesitli kemometrik metotlar yapilmgtir.
Tiirev ve ¢oklu degiskenli istatistiksel analiz metotlariin her ikisi de absorbans ve
bilesen konsantrasyonu arasinda dogrusal iligki oldugunu farz eder. Kalibrasyon
basama@ina sahip her bir metot, bilesen konsantrasyonlan ve spektralar arasindaki
iligkiyi referans 6rnek setinden izah eder. Bu basamag: tahmin basamag takip eder ki
kalibrasyonun  sonuglar1  6rmek  spektrumun  bilinmeyenlerinden  bilesen

konsantrasyonlarim hesaplamak igin kullanilir [’7]

Coklu bilesen analizlerine uygulanan cesith kemometrik yaklasimlar arasinda
bulunan, klasik en kii¢iik kareler metodu (CLS), temel bilegen regresyonu (PCR) ve
kismi en kiigitk kareler metodu (PLS), bir ¢ok ilag formiilasyonlarinn kantitatif

analizinde bagar: ile uygulanmstir [1 5].
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Cok degiskenli metotlar Srnegin klasik en kicik kareler (CLS) ve temel bilesen
regresyonu (PCR), secilemeyen verilerden segici bilgileri elde etmek igin kantitatif
spektral analizde kullamlir. Coklu veri kalibrasyomu kullamlan g¢oklu bilesen
apalizinin en biiylik avantaji kangundaki bilesenler i¢in hesaplama hizidir ve on

ayristirma gereksinimi olmamasidir [10].

6.1. Klasik En Kiiciik Kareler Metodu

CLS, doprudan Beer kanununa dayanan, c¢oklu degiskenli en kiiglik kareler
islemlerine baglamak i¢in en basit metotlardan biridir ki model, spekiral dlgiimlerde
hata hesaplar. Birgok dezavantaja sahiptir, bunlarin arasinda tretilen defismez
modelde, matriks ile bilesenler arasinda etkilegim nedeni ile wygulanamaz. Her
birinin konsantrasyonlarn ve kanigmn bilesenlerinin hepsinin tam olarak bilinmesi

gerekir [16].

CLS metodu en basit ¢oklu degisken metodudur ve coklu lineer regresyon ile
kalibrasyona dayanir. Bunun asil dezavantaji, esnek olmayan bir model olmasidir ve
karisimdaki bilesenlerin  hepsinin ve bunlarin konsantrasyonlarmmn  bilinmesini
gerektirir, Burada kanmsimdaki bilesenler arasinda fiziksel veya kimyasal bir
etkilesim olmamaldir [1 O].

CLS metodu spektral siddetlerin ¢ogu ya da hepsi analizde hesaba katilirken sinyalin
ortalama etkisi i¢in kiigitk sayidaki dalga boylar: igin sinurlandinlmis olup, metotlarin

kesinligi izerinde 6nemli gelismeler saglayabilir [17].

Klasik en kiigiik kareler metodu{CLS), genellikle K-matris kalibrasyonu olarak
bilinir. Bu sekilde adlandinlmasmmn nedeni, Lambert-Beer kanununmun klasik

ifadesine ¢oklu lineer regresyonun uygulanmasim igermesidir.
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A=K-C (6.1)

A = Absorbans
C = Konsantrasyon

K = Segilen dalga boyunun katsayilan

6.1.1. Kalibrasyon hesaplamasi

CLS, kullanarak kalibrasyon iiretmek iizere, bilinen drneklerin kalibrasyonlan igin
matrisin absorbanst A ve matrisin konsantrasyonu C’yi olugturmakla baglamr.
Boylece K matrisi ¢oziiliir. Saf bilesenlerin alinan ber bir spektrumu X kolonunu

olusturur.

Hesaplanan K, bilinmeyen &rneklerin &lgiilen spektrumlarinda konsantrasyonlarin:
tahmin etmek icin kullanlir. K, kalibrasyon matris ya da regresyon matris olarak
adlandiribr. Katsayilari, spektrumdan bilinmeyenlerin katsayilarim tahmin etmek igin
kullanilir. Her sira, bir spektral dalga boyu igin bir katsayiya sahip olacaktr.
Boylece, bilinmeyen spektrum ve kalibrasyon matrisinin basit matris carpim ile

bilinmeyen konsantrasyon tahmin edilebilir.

CLS, bilesenler kadar dalga boyuna ve Smege sahip olmayr gerektirir. Ornekte
bulunan bilesenlerin  konsantrasyon terimleri ig¢in her bir dalga boyundaki

absorbanslarin konsanfrasyon terimlerini hesaplamak igin;

A =KnCr +KpCr+....... + KiCe (6.2)
Az = Kg1Co + KppCo ..., + Ko Co
Az =K31C3 + K32Cp +...... + K3.Ce

...........................................



45

Ay =KuiCo + KonC +.... L. + KweCokullamlir. Esitlik 6.2°de her bir dalga boyundak:
absorbansin, A, yeniden yapilandigim gosterir. CLS kullanarak ornekieki bilegenlerin

hepsi i¢in konsantrasyon degerleri tam olarak bulunur.

6.1.2 Saf bilesenlerin spektralarmin tahmin edilmesi

K1 - Component 1 K2 - Component 1

1 1

0.5 0.5

\] \]

0 28 40 8o B 0 [+] 20 40 &0 80 {60
K1 - Component 2 K2 - Componenl 2

1 1
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Sekil 6.1. Saf bilegenlerin spekiralarimin CLS hesaplamalart
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Sekil 6.1 saf bilesenlerin gergek spektralan ile CLS ile hesaplanan saf bilegenlerin
spektralari gostermektedir. Diiz efgriler gergek spektralardur, giirtiltiilii egriler CLS
tahminlendir.

Ko =(K; + K, +Ky)— (4, + 4, +4; ) (6.3)

K, Ko, Ka=1.,2. ve 3. bilegenler i¢in tahmin edilen saf bilesen spektralar
Ay, Az, Az =1., 2. ve 3. bilegenlerin gergek spektralar

Sekil 6.1°de CLS, 1. ve 2. bilesenin diigik siddetteki piklerinin tahmini i¢in
kullamlir, Bu pikler 4. bilesenin girisim yapmadig spektrum bolgesine uzanir.
Béylece, bu spektrum bélgesinde 4. bilesenden hesaplanami ayirmak icin agirl

absorbans dagilimi olmaz.

6.1.3 Alistirma gruplarma aygunlak

Uretilen kalibrasyon ile drme@in konsantrasyonlanmn tahmini igin CLS kalibrasyon
matrisi, Koo kullamlir. Tahmin edilen ve gergek konsantrasyon arasmdaki farklar
incelenir.
Cunk = K

A (6.4)

ool unk
Kica ve A; esitlik 6.4°te yerine konularak tahmin edilen konsantrayonlar ile sonug
matrisi Kiaman tayin edilir. Aym islemler Kyca ve A igin de yapilarak Koara tayin

edilir.
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Sekil 6.2. Beklenen ve tahmin edilen konsantrasyonlar igin A; ve A, alistirma gruplarma uygunluk

Beklenen konsantrasyon ile tahmin edilen konsantrasyonlarmn A; ve A aligtrma
gruplarma uygunlogu, lineer regresyon ile kalibrasyon verilerinin uygunlufunun

nasil iyi yapilabileceginin bir gostergesidir.

6.2. Temel Bilesen Regresyonu Metodu

Deneysel verilerin aynigtiriimasi islemlerini igerir. Veri matrisinin faktorii ve
¢alisilan analitin konsantrasyonlan arasinda kalibrasyon modeli insa etmeye ¢alisan
bir meodeldir. PCR, analitin konsantrasyonu bilgisi kullanilmadan teme] bilesendeki
veri matrisinin aynistmlmasim yapar. {lk basamak, ikili kanigimlar icin kalibrasyon
matrisi kurmayi icerir. Bu basamakta, dedektdr giiriiitiisii ve bilesen pikinin seklinin
degismesi, bilesenler arasinda kimyasal hicbir etkilesimin olmamas: gibi, sistematik
sinyal depisiminin diger kaynaklari ve bagimsiz kimyasal degisikliklerin sayisma
bagh uygun sayida faktor secilir. PCR’de faktor sayisimn segimi, konsantrasyon

verilerinde uygunluk olmayan sistemin modeli i¢in sunulmugtur [1 9].

6.2.1 Kalibrasyonun hesaplanmasi

Elde bulunan temel vekidrlerle tammlanmig kordinat sisternindeki absorbans
deperleri ile yeni koordinat sisteminin her bir ekseninindeki spektrum koordinatlarim
iceren veri matrisi i¢in kalibrasyon olugturulur. Yeni koordinatlar, temel vektordeki

yeni koordinatlar1 igeren matrisin spektralarindan daha fazla degildir.
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Ay =Ver - A4 (6.6)
A, = Matriks igeren yeni koordinatlar

VCT = Matriks iceren §z vektorler

A = Orijinal aligtirma gruplar: absorbans matriksi

Bilinmeyen konsantrasyon C’yi hesaplamak igin;

C=F-A4,, (6.7)
C = Konsantrasyon
F = Kalibrasyon katsayisi

Aproj = Matriks igeren yeni koordinatlar

6.2.2 Bilinmeyenlerin tahmini

Hesaplanan F, bilinmeyen Orneklerin 6lgiilen spektrumlarindan konsantrasyonu

tahmin etmek i¢in kullamhir. Esitlik 6.7°de Ay yerine esitlik 6.6 konulursa;

Co =V

gy (6.8)

unk unk

F-V,F yerine Fe kullanilarak 6&lgillen spektrumdan bilinmeyen Omekteki

konsantrasyon tahmin edilir.

Co = F.

unk cal

A (6.9)

unk
Yeni absorbans matrisindeki spektrumiar Ayn’da yerine konularak, esitlik 6.9dan,
yeni konsantrasyon matrisi tretmek i¢in bilinmeyen Omeklerin tahmin edilen

konsantrasyon degerlerini igeren, Cynx bulunur [1 8].
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6.3. Kismi En Kiigiik Kareler Metodu

PLS genellikle, ¢oklu degiskenti veriler igin temel regresyon teknigi olarak sunulur.
Metodun en Snemli 8zelligi, hesaplanan konsantrasyonlar ve spektralarn her ikisinde
de hatalarm hesaplanmasidir. Bu metot PCR gibi besaplanan konsantrasyonlari
hatasiz kabul eder. Birgok geleneksel istatistik, hatalarn timiiniin degiskenlerden
(spekira) geldigi farzma dayanir. Ornek preparatinda tartim ve seyreltmenin tam
dogrulugundan kaynaklanan hatalar 6nemli hatalardir, bu ylizden bafimsiz
degiskenler dnemli hatalardir [20].

PLS, PCR metodu gibi, kimyasal verilerin matrisleri arasinda iligki kwran faktor
analizi metodudur. Ancak, PCR metodunda spektral ayristurma analit kosantrasyonu

ile ilgili degilken PLS’de analit konsantrasyonu Onem tagir [15].

PCR. ve PLS metotlar1 arasindaki ana fark deneysel verilerin aynistirma iglemindedir.
PCR, analit konsantrasyonu bilgisini kullanmadan temel bilesendeki veri matrisinin
aynstirdmasin: yaparken; PLS, analit konsantrasyonu ve veri matrisinin ikisini de
kullanarak aynstirma yapar. Bu iki metotta kalibrasyon isleminde birinci basamak
uygun sayida faktor segmek icindir ki bu dedektor giiriiltiisii, bilesen pikinin seklinin
degisikligi ve kimyasal bilegenler arasmda herhangi bir etkilesim gibi sistematik

kaynak degisiminin kaynaklan ve baimsiz kimyasal degisenlerin sayisina baghidir

[19].

PLS metodu, konsantrasyon matrisi (X olarak gosterilir) ve absorbans matrisi (Y
olarak gosterilir) arasindaki iligkiyi hesaplamak icin kullanlir. Bu metot, orijinal gok
degiskenli veri matrisinin daha kii¢iik matrisler lzerinden gosterimine dayamur.
Tammlayict matris X’de sistematik degisiklik igin cevap mairis Y deki bilgileri

ileten ortogonal kolonlar ile gosterilir.
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X=X +P +E (6.10)
Y=Y +UC +F (6.11)
U =H + T (ig iligki) (6.12)

X " ve Y~ =temel deger matrisi
P’ = her bir bilesende X’in etki gosterdigi yiikleme matrisi
E, F ve H = artan matris

C? =X ve Y arasmndaki korelasyonu ifade eden agirhklarin matrisi [3]

PCR, basit olarak bir ILS uygulamasidir fakat burada elde edilen spektrumlara basit
ve optimize edilmis bir koordinat sistemi uygulamr ki en uygun kalibrasyon
olusturulmaya calisilir. PLS, ise bu anlayis1 bir basamak ileri gotiiriir ki bu PCR’de
kullamlan koordinat sisteminden farkli bir sistem igerir. Bu strateji ise faktorlerin
bulunmasinda her iki deger hem konsantrasyon hem de absorpsiyon degerlerinin
kullamimasim icerir. Bunun bu sekilde yapimasinda ise iki sebep vardir. Bunlardan
birincisi birincil komponent analizi (PCA) olarak bilinen metodun konsantrasyon
verilerinden giiriiltii uzaklastirma yeteneginin kullamimasidir. Ikincisinde ise giirtiltii
nedeni ile aygen vekitrlerdeki sapmay igerir. Spektral verilerdeki giiriiltiiler genel
olarak teorik olarak olusturulan giiriiltiisiiz verilerin aygen degerlerinin sapmasina
neden olur. Konsantrasyon verilerindeki giirtiltii spektral verilerdeki giiriiltiiden
bagimsiz oldugu icin, konsantrasyon verilerindeki giiriiltii nedeniyle olusan hata
genel olarak her bir konsantrasyon aygen vektorlerin ilgili spektral aygen
vektdrlerden farkls olarak her bir ydne gelisi giizel sapmasina neden olur. Bu yiizden
her bir spektral vekior ilgili olan konsantrasyon vektérii ile kargilagtirilirsa aralarinda
bir agimn oldupu goriliir. Bu agisal fark her bir veri alanlam arasinda gliriiltit
farkliliklarindan oldupu igin, vektdrler birbirine dofru gevrilerek bunlar aym
dogrultuya getirilebilir. Bu ¢evirme genel olarak giiriiltityli daha iyi uzaklagtarmalidir
ve boylece vektdrleri giiriiltiisiiz spektral ve konsantrasyon verileri igeren ideal

diizlemde birbirine yaklagtirabilir.

Coklu lineer regresyon metotlaninda oldugu gibi, PLS’deki ana amag lineer bir model

olugturmaktadir,
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Y=XB+E

Burada Y matriks formundaki spektral deperi ifade ederken X ise konsantrasyon
verilerini ifade eder. B regresyon katsayist matriksidir ve E ise Y ile aym boyutlarda
olan giiriiltii terimini ifade eder.

Her iki PCR ve PLS konsantrasyon ve absorbans degerlerinin lineer birlesimi olarak
katsayr degerleri tretirler, bu yiizden konsantrasyon modelinde kullamlan katsayi
matriks degerleri arasinda higbir korelasyon yoktur. Omegin, konsantrasyon
verilerini ifade eden bir X matriksine karsilik, aletten elde edilecek bir Y absorbans
kullanilan aletten elde edilen ve matriks matriks formunda olan Y olarak adlandirilan
spektral verileri ifade etsin. Bu iki matriks arasmda bir korelasyon vardir ve bir
regresyon hesaplamasi yapilarak uygun bir agirhik matriksi (W) igin katsayr deger
matriksi T= XW hesaplanabilir. Ayn: zamanda lineer regresyon modeli Y=TQ + E
hesaplanabilir ve burada Q, T igin regresyon matriks katsayilan ve E ise giiriiltii ya
da hata terimini ifade eder. Q degeri hesaplandiktan sonra yukandaki regresyon
modeli Y= XB + E degerine esit olacaktir. Burada B=WQ olarak verilir [2 1,22] .

6.4. Kulilamilan Tekniklerde Hata Hesaplanmasi

“Tahmin edilen artan hatalarin kareleri toplani™ ya da PRESS ile sonuglan sayisal
olarak incelemek en iyi yollardan biridir. PRESS hesaplamasinda, tim drnekler igin,
beklenen ve tahmin edilen degerler arasindaki hatalar hesaplanur, kareleri alimr ve

toplamyr.

PRESS = z (th min edifen Cbeklerzen )2 (65 )

Genellikle, PRESS her bir tahmin edilen bilegsen i¢in hesapla ayriimalidir ve her
bilesen igin kalibrasyon bireysel olarak optimize edilmelidir. Ttim bilesenler i¢in
hesaplanan toplam PRESS, her bir grubu igin tek PRESS deferlerini verecektir. Bu
veri gruplarimm hicbiri aymi sayidaki omege sahip olmadifindan swalt veri

gruplarindaki 6mek sayist ile her bir PRESS degeri boliinecektir, bu nedenle daha



52

kesin karsilastirma yapilabilir. Ay zamanda tahmin edilen bilegenlerin sayisi ile her

bir deger béliinecektir.

Higbir veri grubu aym sayida mek igermediginde PRESS degerlerini diizenlemek
dogru bir yol degildir. Eger farkli sayida ornek igeren veri gruplan igin PRESS
degerleri dogru sekilde karsilagtinlmak isteniyorsa, alistrma gruplan i¢in bunlar
Kalibrasyonun Standart Hatasi, SEC, validasyon gruplan igin Tayinin Standart
Hatasi, SEP’e dontigtiirmek gerekir.

Aym zamanda, her bir Ky igin 1, korelasyon katsayist hesaplanir. Eger veri gruplan
icin tahmin edilen konsantrasyon beklenen konsantrasyona tam olarak uyuyorsa r,
e esittir. Eger beklenen ve tahmin edilen konsantrasyonlar arasmda higbir iligki

yoksar, 0’a esittir.

Her bir kalibrasyon islemi icin gergek regresyon katsayisi da bulunmalidir. Tahmin
edilen her bir bilesen igin kalibrasyon matrisinde bir sira alinir. Her sira, her dalga
boyu i¢in bir katsay: icerir. Boylece efer bir spektrum ¢izmek istenirse Kea'un her

bir sirast ile uygun sekil gizilebilir [18].
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GIRIS

Parasetamol (asetaminofen), agri kesici ve ates diigiiriicti etkiye sahip bir ilag etken
maddesidir. Parasetamo] agizdan alindiginda gastrointestinal sistemde hizla emilir.
Jlag almdiktan 30-60 dakika sonra maksimum plazma konsantrasyonlarina ulagir.
Parasetamol biitiin dokulara hizla dagilir. Plazma proteinlerine baglanmas: zayiftir.
Plazma yari omrii 1-4 saattir. Idrarla, parasetamol’iin %1-3’t degismemis olarak
atilir. %80°1 ise biyolojik olarak glukuronid veya siilfat bilesikleri olarak atilir.
Analjezik etkisi yeni nesil analjeziklere gére hafif kalomg olsa da gastrointestinal
sistemde yan etkisinin hemen hemen olmamasi, giivenilirlii ve de gebelerde
kullamlabilmesi parasetamolun her zaman On planda kalmasmi ve klasik bir

analjezik olmasin saglar.

Aspirin ya da asetilsalisilik asit (ASA), genellikle ufak agn ve siziar i¢in kullanlan
aprikesici ve ates diistiriici bir ilagtr. Ayrica kan seyreltici etkisi vardir ve kalp
krizine kars1 koruma saglamasi amaciyla uzun dénem az dozaj kullanilir. Asirr dozda
kullanmm yiiziinden her yil yiizlerce kigi 6liimcill etkilere maruz kalsa da, genel

olarak aspirinin faydal: bir ilag oldugu kabul edilir.

Kafein kahve, c¢ay, kola, ¢ikolata gibi yiyeceklerin iginde bulunan ve viicufta
bagimlilik yaratan bir maddedir. Kimyasal ismi trimetilksantin’dir. Bagmlilik
yaratma mekanizmas: kokain ve eroin gibi amfetaminlerle aym olmakla birlikte onlar
kadar etkili degildir. Bagmlilik yaratmasimin yam sira uyku agic1 ve enerji verici iki

etkisi daha vardir. Viicutta kafein miktarinm yariya inme siiresi 6 saattir.

Bu galismada kullanilan iig ilag etken maddeleri hem tek olarak [34,35,36] hem de

ligiiniin beraber oldugu [3 1] karisimlarda spektrofotometrik ve kromotografik olarak
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calisilmustir. Bu galismalarda etken maddeler hem plazmada hem de tablet igeriginde
analiz edilmisler ve buna gére metotlar gelistirilmgtir [1 3]. Burada aym maddelerin
tekrar kullanmamizin sebebi bu iigli karisimin ¢aligmamizda model olarak

kullaniimasidr.

Kemometrik metotlar son willarda ilag etken maddelerinin kanigimlarda kantitatif
belirlenmesinde sikhikla kullamilan metotlardandir [32]. Cok uygun olmalarmna

ragmen matematiksel olarak karmagik algoritmalar igcermektedirler bu ylizden de
uygulamalar1 problemler olusturabilmektedir. Kalibrasyon olugturulmast iginse
kemometrik metotlarda yine deneysel asamalarda fazla olgiimlerin alinmas
gerekecektir. Tirev spektrofotometresi kemometrik metotlara gére daha hassa.s.
sonuglar vermese de uygulama olarak kemometrik metotlardan daha kolaydir. Son
yillarda tiirev spektrofotomeiresinin degisik uygulamalann ortaya c¢ikmustir.

Bunlardan biri olan oran-tiirev spektrofotometrisidir [33]. Bu metoda &nce

spektrumlanin oranlannin elde edilip sonra tiirevlerinin almasi ile hesaplamalar
yapilir.  Ikincisi, difer metotlarin ozelikle kemometrik metotlarn  tlirev
spektrofotometrisi ile birlestirilmesi esasina dayanan metotlar [15] ve son olarak
sadece tirev spektrofotometrisinin uygulandifi hesaplamalar [4] Oran-tiirev
spekirofotometresi ikili kangumlara ¢oklukla uygulanan bir metottur fakat Uclii
karisimlara uygulamas: oldukga simrlidir. Literatiirde tighit karisimlara uygulanan tek
gahgmada [37] ilk yapilan islem ikili bolme metodu ve daha sonra ise tiirev igleminin

uygulanmasidir. Fakat bu ¢alismada tiirev igleminden sonra uygulanan yontem bizim

burada uyguladigimiz yontemden farklidur.

Bu caligmada oran-tirev spektrofotometresi yanmnda kemometrik metotlar da
referans olarak kullanilmistir. Ozellikle PLS yontemi test uygulamalarinda referans
olarak segilmistir ve bunun yaninda PCR ve CLS metotlan da elde edilen deneysel
verilere uygulanmustir. Temel olarak bu yeni metot tablet analizlerinde glii

kangimlann analizlerine uygulanabilecektir.
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7.1. Enstrumentasyon

Absorpsiyon &lgiimleri igin Shimadzu UVPC yazilimu ytklenmis bir Shimadzu UV-
240 ¢ift 1l UV-VIS spektrofotometrisi kullamildi. Olgiimlerde 1 nm slit araligs
kullamld: ve spektrumlar 0,1 nm arahklarla elde edildi. Verilerin diizenlenmeleri,

regresyonlar ve istatistiksel analiz i¢gin UVPC ve EXCEL yazilumlar: kullanild:.

7.2. Ticari Tablet Formiilasyonu

Metot gelistirme igin 15 mg ACE, 15 mg ASP ve 3.9 mg CAF igeren bir ticari tablet
fomiilasyonu (Bristol-Myers tarafindan iiretilmis Excedrin®, 50844 Rev: 0303A)
kullamld:. Biitiin 6énerilen metotlar bu tablet lizerine uyguland:. ACE, ASP ve CAF

Tiirk ilag firmalan tarafindan saglandi.

7.3. Standart Cozeltiler

50 mg/100 mL ACE, 50 mg/100 mL ASP ve 30 mg/100 mL CAF ig;erén stok
cozeltiler pH’s1 2’ye ayarlanan asitle hazirlandi. Olugacak bozunmalardan dolay
meydana gelecek hatalan onlemek amact ile deneyin her seti igin taze ¢ozeltiler
hazirlandi. ACE igin 10-30 ug/mL, ASP i¢in 10-30 pg/mL ve CAF igin 4-20 pg/mlL
igeren ¢ozeltilerin standart bir serisi stok ¢ozeltiler kullanilarak hazirlandi. Ug metot
icin aym konsantrasyon araligindaki cozeltiler kullamldi. Bitin kalibrasyon
denklemleri ii¢ farkl: 8lgiim kullanularak elde elde edildi ve final sonuglan bunlarm
ortalamast almarak elde edildi. 10-30 ug/mL ACE, 10-30 pg/mLASP ve 4-20 pg/mL
CAF iceren stok ¢ozeltiden 8 tane sentetik karigim validasyon set i¢in hazirland:.
PLS, CLS ve PCR kalibrasyonu igin ACE, ASP ve KAF iceren tablet iceriinden 21

farkls sentetik karigim hazirlandi.
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7.4. Tablet Analizi

Tablet ¢ozeltilerinin hazirlanmasmda, 10 tablet tartildi ve bir havanda toz haline
getirildi. Bu 10 tabletin ortalamalarmdan bir tablet miktar: kadar tartilarak 100 mL
kalibreli bir volumetrik sisede 100 mi. HCI i¢inde ¢6zildii. Hazirlanan ¢ozeltiler
0.45 pm tek kullammbk membran filtreden siiziildi. Final g¢Ozeltisi deneysel

cahsmalar igin cahgilacak konsantrasyon aralifina seyreltildi.



BOLUM 8. SONUCLAR VE TARTISMA

Sekil 8.1, ACE, ASP ve CAF’in pH 2’deki sulu ¢ozeltileri igin 210 — 320 nm
arahpindaki absorpsiyon spektralanim gosterir. Burada spektralar arasmda giiclii bir
girigim goriilmektedir ve bu ii¢ maddenin klasik metotlarla aynlma iglemini
zorlastirir. Bu galismada, iiglii karigimm olugturan bilesenlerin kantitatif tayini i¢in

CLS, PCR ve PLS matematiksel modellerinden ve tiirev metodundan yararlanlda.

a = ACE {( a)
2 b | - ASP(b) A
- L N | e KAF (c)
\ a ¢

oy
in

L7 o
s

£33

1.

Absorbance

Dalga Boyu (nm)

Sekil 8.1. Sifir derece ASP, ACE VE KAF spektrumu
a; —as; 10 pg/mL’den 30 pg/mL’ye ACE konsantrasyonlanim gosterir.
by - bs, 10 pg/mL’den 30 pg/ml.’ye ASP konsantrasyonlarim gosterir.
¢ —Cs; 4 pg/mL'den 20 pg/mL’ye KAF konsantrasyonlarim gosterir.
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Dogrudan UV-VIS spektrofotometrik metotlar, ilaglarm es zamanli hesaplanmasim
imkansiz kilan, ortak formiile edilmis ilaglarin ¢akigpik spektral bantlarinda birgok
problem verir. UV spektrofotometride tiirev teknifinden, spektral cakisikhiga sebep
olan girisim problemlerinin tistesinden gelmek icin bagarryla faydalaniimigtir. Bunun
yanmnda, bu teknik, herbangi bir ayirma gerektirmeyen hizli ve duyarh bir metottur.
Bu metot, difer benzer ilag formiilasyonlarmin analizinde dzellikle ikili kansimlara

basariyla uygulanmastir [26].

Birinci tiirev metodu, bir kansim igindeki etken maddelerin g¢bziimlenmesini
saglayan sifir kesim noktas: kullanmay1 gerektiren bir [14,22,23,24,25] metottur. Bir
biri ile ¢akismus spekturumlarin tiirev teknigi ile ¢oziimlenmesinde hassashikia
absorpsiyon piki yiiksekligindeki azalmadan dolay1 azalma olugmaktadir. Elde edilen
sifir kesim noktas: her zaman absorpsiyoun maksimum oldugu noktada elde
edilmeyebilir. Bu durumda absorpsiyonlann okunmasinda giiriiltii oranlarindaki
artmadan dolay: hatalarin olugmasina neden olmaktadir. Bu yiizden okuma yapilan

absorpsiyon degerinin gok iyi belirlenesi gerckmektedir [27] .

Tirev teknigi safsizhik igeren madde spekturumlarinin analizinde ve birden fazla
aktif madde igeren karnigimlarin analizinde kullanisli bir metottar. Fakat dortli besli
karigtmlarin analizinde tiirev metodu yeterli bir analiz metodu degildir. Bu tir
karisimlarin  analizinde ¢oklu degisken analizleri on plana ¢ikmaktadir. Tim
bilesenlerin analizleri eg zamanli olarak hizli bir sekilde yapilabilmekiedir. Bu
metotlardaki dez avantaj ise algoritmalarindaki karmagiklik nedeni ile herkes
tarafindan kolayca uygulanmasi zordur. Coklu degisken analizlerinde elde edilen
sonuglar daha giivenilirdir. Bunun ana sebeplerinden biri, tiirev metodunda tek dalga
boyuna gore kalibrasyonlar olusturulurken ¢oklu degisken metotlannda absorpsiyon
dlctimlerinde kullanulan tiim dalga boylarinmn hesaplamalarda kullaniimamasidir. Bu
da bu metotlarm giivenilirligini arttirmaktadir. Fakat belirtildigi gibi bu metotlann
uygulamadaki zorluklarindan dolay: daha basit hizli uygulanabilir metotlarda ihtiyag
vardir. Burada uygulanan kemometrik metotlar PLS, PCR ve CLS olarak uygulanms
ve elde edilen sonuclar bu ¢alismada gelistirilen oran-tiirev metodu ile elde edilen

degerlerle karsilagtinilmagtir.
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8.1 Birinci Tiirev Spektrofotometri Metodu

Sekil 8.1, ACE, ASP ve CAF i¢in sifinnci derece spektrumlann: gosterir. Olgiilen
maksimum absorbanstaki dalga boylan, ACE igin 243 nm, ASP icin 228 nm ve CAF
igin 270 nm dir. Ug maddenin spekiral bantlanimin cakigik olmasmdan 6tiiril figlii
kangimm her bir bileseninin hesaplanmast igin sifirnci derece spektrumlarin
kullanslmast miimkiin  olmaz. Tiirev spektrofotometri, kansgundaki cakisik
spekturumlu maddelerin es zamanli hesaplanmast igin yaygin kullamilan bir yontem
olmasina ragmen, son yillarda ikili karisimlann ¢ziimlenmesi i¢in analitik sinyallere
sadece tiirev uygulanmast yeterli olmamakta iyi bir ayrimayr saglamak igin bu

sinyallere 6nce oran daha sonra tiirev uygulanarak hesaplamalar yapilmaktadir.

8.1.1 Oran spektrofotometri metodu

Cakigik spekirali kangimlarn ¢Bziimlenmesi igin tirev spektrofotometride sifir
kesim noktas: tekniginin kullamm: dogruluk ve hassasiyette kayba neden olur. Bu
problem, dlgiimlerin ok kritik dalga boylarnda olmasindan ve noktanin tayininin
bazen zor olmasmdan kaynaklanir ve noktay: belirlemedeki en kiiciik degisiklik bazi
hatalar1 meydana getirir. Oran spekirofotometri, maksimum ya da minimumdaki

uygun dalga boyunda karigimdaki bilesenlerin hesaplanmasim saglar [27] .

Tiirev spektrofotometri, normal spekirofotometriden daha iyi segicilik sunar glinkii

spektral gakigiklig1 azaltir ve daha iyi ¢oziinme saglar [25].

Tiirev spektrumunun sekline etki eden ana parametreler, dalga boyu tarama iz,
tirev dalga boyu farki (A)) ve diizlestirmedir. Bu parametreler genis piklerde iyi
sonu¢ vermesi, hesaplamalarda daha biiyiik segicilik ve hassasiyet vermesi i¢in
optimize edilmelidir. Genellikle A)’daki artig ile girtilti seviyesinde azalma
meydana gelir, béylece tiirev spektrumundaki dalgalanma azahr. Eger, A} degeri ¢ok
biiyitk ise spektral ¢oziinme gok zayiftir. Boylece AA’mn uygun defer, gliriiltii

seviyesi ve spektrumun ¢oziinmesi hesaba katilarak hesaplanmalidir [30]. Yapilan
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caligmada en iyi kalibrasyon denklemi igin bazi Al deferleri dependi ve

hesaplamalar i¢in en uygun Ak degeri 5 olarak bulundu, AA =5 nm.

8.1.2 Sifir kesim noktast metodu

Sifir kesim noktas: metodu O’Haver tarafindan ilk kez, kalibrasyon grafiklerinin
yapilandinlmasinda titrev yaklagmi i¢in sunuldu. Metodun bagansi, tiirevden sonra
elde edilen bantlarm siddetine ve ilgili ¢akigik spektralarm derecesine baglhdir.
Metodun avantajlar1 kadar dezavantajlart da vardir. Elde edilen tiirevlerdeki giirtilti
seviyesi Ozellikle uzun dalga boyu bolgelerinde yiiksektir. Klasik diizlestirme
islemleri kullanilarak giriiltii uzaklagtnlabilir ancak bu uzun dalga boyu
bolgelerinde daha zayif, kisa dalga boyu bolgelerinde daha giiclii olan tiirev efrisinin

deformasyonunu iceren bazi problemleri getirir [28].

Sifir kesim noktast metodu, bilesenlerin bireysel tiirev spektralarimn sifir kesim
noktas: dalga boylan igin uygun degerli absorbans degerlerinin Slctimlerini igerir
[2 ] Analitik kalibrasyonun hazirlanmas: i¢in oldukca yaygin kullamlan bir

yontemdir.

8.2 Kullanilan Etken Maddeler I¢in Metot Gelistirme

Sekil 8.2, ACE spektrumunun ASP ve CAF toplamma boliinmesinden elde edilen
spektrumu gostermektedir. Figiirde goriildiigi gibi ACE absorpsiyon pikinde bir
artma varken diger ikisindeki azalma agik¢a goriinmektedir. Ttim maddeler i¢in aym
islemler yapildi. Once iki maddeye ait ve orta noktayr temsil eden absorpsiyon
spekturumlar topland: ve tiim spekturumlar bu toplam spekturuma boliindt. Elde

edilen boliim sonuglarimmn tiirevleri alinarak sifir kesim noktalar elde edildi.
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Her bir madde i¢in birden fazla sifir kesim noktast elde edildi ve her bir nokta i¢in
ayrt ayrt kalibrasyon grafikleri olugturuldu ve en iyi sonucu veren nokta tespit

edilerek hesaplamalar yapildi.
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Sekil 8.2. ACE spekturumunun ASP ve CAF toplamina baliinmesinden elde edilen spektrum.

Sekil 8.3 ACE spektrumunun ASP ve CAF toplanuna boliinmesi ile elde edilen
spektrumun tiirevini gostermektedir. Yapilan ¢alismada, ACE’nin konsantrasyonu
icin, 10-30 mg/ml araligmdaki ACE’nin absorpsiyon spektrasi, 10-30 mg/mL
araligindaki ASP ve 4-20 mg/mL araligindaki CAF’nin orta noktaya gelen tablet
icerigine kargilik gelen spekturumlarinin toplanuna bsliindi. Elde edilen absorpsiyon
spektrasinin dalga boyuna gore tiirevi alinds (Sekil 8.3). ACE’nin hesaplanmast igin
sifir kesim noktalart 213 nm, 235 nm ve 265 nm olarak elde edildi. Bu dalga
boylarinda kalibrasyon grafikleri hazirlandi ve en uygun sonucu veren dalga boyu
secilerek hesaplamalar yapildi ve ACE igin bu dalga boyu 265.1 nm olarak elde
bulundu.
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Sekil 8.3. ACE spektrumunun ASP ve CAF toplamma boliinmesiyle elde edilen spektrumun titrevi

Sekil 8.4, ASP spektrumunun KAF ve ACE toplamina bolinmesiyle elde edilen
spektrumu gostermektedir.
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Sekil 8.4. ASP spektrumunun KAF ve ACE toplamuna bolinmesiyle elde edilen spektrum

Sekil 8.5 ASP spektrumunun KAF ve ACE toplamina béliinmesiyle elde edilen
tirevin spektrumunu gdstermektedir. Yapilan caligmada ASP’nin konsantrasyonu
icin, 10-30 pg/mL arahgindaki ASP’nin absorpsiyon spektrasi, 4-20 ug/ml KAF ve
10-30 pg/mL arahgindaki ACE’nin orta noktaya gelen spekturumiarn toplamina
boliindii. Elde edilen absorpsiyon spektrasimn dalga boyuna gore tiirevi alindi, Sekil
8.5. ASP’nin hesaplammasi igin sifir kesim noktalart 217 nm, 248 nm ve 280 nm
olarak elde edildi. Bu dalga boylarmin her biri igin kalibrasyon grafikleri olusturuldu
ve en iyi sonucu veren dalga boyu 217 nm olarak tespit edilerek konsantrasyon

hesaplamalari ona gore yapildi.
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Sekil 8.5. ASP spektrumunun KAF ve ACE toplamina boliinmesiyle elde edilen spekerumun tirevi

spektrumu gostermektedir.

Sekil 8.6, KAF spektrumunun ASP ve ACE toplamima béliinmesiyle elde edilen
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K3=([KAF}/([ASP]+[ACE]))
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Sekil 8.6. KAF spekrumunun ASP ve ACE toplamina boliinmesiyle elde edilen spektrum

Sekil 8.7, KAF spektrumunun ASP ve ACE toplamma bolinmesiyle elde edilen
tiirevin spektrumunu gostermektedir. Yapilan galigmada KAF nin konsantrasyonu
icin, 4-20 mg/mL KAF’nin absorpsivon spektrasi, 10-30 mg/mL aralifindaki
ASP’nin ve 10-30 mg/ml aralifmndaki ACE’nin orta noktaya gelen toplam
spektrumuna boliindii. Flde edilen absorpsiyon spekirast dalga boyuna gore tiirevi
alindi, Sekil 8.7. KAF nin hesaplanmas1 i¢in sifir kesim noktalari 222 nm, 258 nm,
287 nm ve 298 nm olarak elde edildi. Bu dalga boylarinda kalibrasyon grafikleri

hazsrlandiginda 222 nm de en iyi sonuglar elde edildi.
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Sekil 8.7. KAF spekrumunun ASP ve ACE toplamma boliinmesiyle elde edilen spektrumun tiirevi

8.2.1 Kemometrik metotlar

Tek bir dalga boyu yerine birgok spektral dalga boyunu eg zamanli olarak
kullanilmasi, ¢ok degigkenli kalibrasyonlarda siklikla kullamiir. Bu metotlar
kantitatif analizlerde bant gakigikhifinin getirdigi hatalara en aza indirgemede

oldukga yarar saglarlar.



68

Tablo 8.1. ACE, ASP ve KAF igeren kalibrasyon karigumlar

ACE ASP KAF

1 10 10 4
2 15 15 8
3 20 20 12
4 25 25 16
5 30 30 20
6 10 20 4
7 15 20 4
8 20 20 4
9 25 20 4
10 30 15 4
1" 20 10 4
12 20 15 4
13 20 20 4
14 20 25 4
15 20 30 4
16 0 0 4
17 0 20 0
18 20 0 0
19 0 20 4
20 20 0 4
0

21 20 20

Bu ¢ahigmada, ACE, ASP ve KAF nin tighi kangiminn hesaplanmast igin CLS, PCR
ve PLS kemometrik metotlar: uygulandi. Yapilan ¢aligmada kalibrasyon igin farkla
konsantrasyonlarda ACE, ASP ve KAF iceren 21 adet kalibrasyon ¢ozeltist stok
cozeltiler kullanlarak 25 mL’lik balonjojelere hazirlands ( Tablo 8.1) pH’s1 2°ye
ayarlanmus HCI cozeltisi ile balonjojeler tamamlanarak karnigimlann absorbanslan
200 — 300 nm arasinda, 0.1 nm araliginda elde edildi. Elde edilen veriler kullanilarak
cok depiskenli kalibrasyon modelleri (CLS, PLS ve PCR) hazirlandi. Tim
kemometrik islemler Matlab 7.14 ve PLS toolbox 4.1 yardimu ile yapilds.

Kemometrik kalibrasyonlar icin elde edilen degerlere ait kalint: analizleri yapilmstir
Sekil 8.8, Sekil 8.9 ve Sekil 8.10 PLS, PCR ve CLS igin kalibrasyon sonuglarim
gostermektedir. Bu sekillerde tahmin edilen konsantrasyonlar ile gercek

konsantrasyonlar arasindaki iliski incelenmis ve ¢ok &Onemli fark olmadif
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gdritlmiistiir. Bu da elde edilen kalibrasyon degerlerinin dogruluk ve kesinligini ifade

etmektedir.
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Sekil 8.8. PLS kalibrasyon kullamlarak ACE, ASP ve KAF’ nin tahmin edilen sonuglar igin
konsantrasyon sonuglar
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Sekil 8.9. PCR kalibrasyon kullamlarak ACE, ASP ve KAF' nin tahmin edilen sonuglan igin
konsantrasyon sonuglar
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Sekil 8.10. CLS kalibrasyon kullanilarak ACE, ASP ve KAF’ nin tahmin edilen sonuglan igin
konsantrasyon sonuclar
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8.3 Metot Validasyonu

Caligmada kullanilan ti¢ madde i¢in, ACE igin 10-30 pg/mL, ASP igin 10-30 pg/mL
ve KAF igin 4-20 pg/mL konsantrasyon araliklan fizerinden bes noktali kalibrasyon
eprileri olusturuldu. Bu konsantrasyon arahg spektrofotometrik metot geligtirmek
i¢in kullamlan ve absorpsiyon ¢aligmalar1 i¢in beklenilen ilag konsantrasyonu temel
almarak secildi. Oran spektranmn birinci tiirevi alinarak sifir kesim noktalari elde
edildi ve bu noktalara gore kalibrasyon grafikleri olugturuldu. Kalibrasyon
grafiklerinden regresyon denklemleri efimin standart sapmasi (Sp) ve kesimin
standart sapmasi (Sa) hesaplandi. Kalibrasyon grafiklerinin dogrusalliklar: ve
absorpsiyon olglimlerinin  Beer kanunlarma wuyumu regresyon denklemlerinin
korelasyon katsayilarmn (r) yitksek degerleri sayesinde kamtlandi. Tablo 8.2°de elde

edilen kalibrasyon denklemleri ve hata degerleri gosterilmisgtir.

Tablo 8.2. Tiirev metodundan elde edilen kalibrasyon grafipinin istatistiksel sonuclan

Metot | liag A Regresyon denklemi r SE(m} SE(n) S{r)

ACE 265.1
D = -9.08E-03Cscet737E04 0.999503 1L17E-04  2.48E-03 1.85E-03

ASP 2170 A= -1.40E-03C 5 5p -7.68E05 0.998305  3.32BE-05 7.04B-04  5.25B-04
KAF 2221 A=-3.83E-03Ccar-1.62E-02 0.999561 463805  6.15E-04  5.86E-04

D = Birinci tirev

C = Konsanirasyon (ug/mL)

A = ACE, ASP ve KAF i¢in segilen dalga boylarinda genlikler

r = Regresyon katsayisimn karesi

SE() = Dogrusal regresyonun standart batast
SE(m) = Egimin standart hatas:
SE(n) = Kesimin standart hatasi
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Saf haldeki ACE, ASP ve KAF ve iiglii sentetik karisimlar ve tablet icerigi icin geri
kazamim yolu ile uygulanan metotlarm kesinligi ve seciciligi kanitlandi. Sentetik
karigmmlar: bazirlamak ve kalibrasyon igin kullamlan stok cozeltiler seyreltildi

Metotlarin yiizde geri kazamimlar: 100 £ 5% civarinda bulundu. (Tablo 8.3)
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PLS modelin kalibrasyonu icin Tablo 8.1 de verilen 21 adet fi¢lii kanigim kullaniidi.
Kalibrasyon hesaplamalarninda cross-validasyon igleminde kullamimastyla en uygun
faktor secimi yapildi. Cross-validasyon iglemine gore farkl: faktor sayilar test edildi
ve en uygun faktdr 6 olarak tespit edildi. Bu caligmada en kiigiik PRESS degerine
sahip ilk alti deger uygun bulundu. Iik alt: faktorti kullanan kalibrasyonda PRESS,
SEC, SEP, korelasyon katsayisi, kesim noktasi, egim hesaplandi ve Tablo 8.6’de
gosterildi. ACE, ASP ve KAF’in, kalibrasyonun standart hatasi, SEC, degerleri her
iic ilacin kalibrasyon basamagmda tahmin edilen ve ekienen konsantrasyonlar
arasindaki farktan elde edilen verilerle hesaplandi. SEP, tahmin edilenlerin standart
hatasi, degerleri sentetik kamgumlarda tahmin edilen ve eklenen konsantrasyon

arasindaki farka gére hesaplandi.

Yapilan calismada, ACE, ASP ve KAF gl kangmmlarmun konsantrasyon
hesaplamalari igin PLS modelinin yam sira PCR modeli de kullanslarak yapildi. PCR
model i¢in de uygun faktor segimi iglemi cross-validasyon yardmmu ile yapild: ve elde

edilen istatistiksel sonuglar Tablo 8.6° da gosterildi.

CLS modelin kalibrasyonu icin ayn: sekilde Tablo 8.1°de verilen 21 adet gli
karistm kullamildi. CLS modelin yapilanmasinda, bilgisayar destekli olarak, ahstirma
gruplar! i¢in konsantrasyon matrisi ve absorbans olusturularak K matrisi hesaplandi.
Hesaplanan K, Tablo 8.1°de verilen kangimlarin Olgiilen spektrumlarinda
konsantrasyonlant tahmin etmek i¢in kullanildi. Elde edilen sonuglarin istatistiki
degerleri Tablo 8.6°da verildi.

Tablo 8.4. Onerilen kalibrasyon teknikleri tarafindan ticari tablete uygulanan standart ekleme
metodunun sonuglar

PLS PCR CLS TUREV

PAR ASP CAF| PAR ASP CAF | PAR ASP CAF | PAR ASP CAF

ORT: | 2534 - 2535 656 2543 2510 659 2507 2840 642 2460 2481 653
SD 683 765 044 823 972 024 825 402 110 947 687 0093
RSD 270 302 087 324 387 037 329 152 172 3856 281 143
SE 242 270 015 291 343 009 292 142 039 335 246 033

(0.05){ 474 530 030 570 673 017 571 279 076 656 483 065
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Metodun hassasiyetini belirleyen tayin limitleri (LOD) ve kantitatif limitler (LOQ)
kalibrasyon verilerinden hesaplanarak Tablo 8.5°de gosterildi. LOD, analitin
belirlenen en kiigik konsantrasyonu, LOQ ise Olgiilebilen minimum
konsantrasyondur. LOD degerleri ACE, ASP ve KAF en kiigik 0.0550 en biiyiik
0.8066 iken, LOQ degerleri en kiigik 0.1834 en biyik 4.0254’diir. Metodun
secicilipi farmakolojik preperatin test edilmesi ile belirleneceginden elde edilen
sonuglar her iki tayin ve kantitatif limitlerin kabul edilebilir arahkta oldufunu
gosterdi. Tablo 8.5, ACE, ASP ve KAF “nin dort metot i¢in LOD ve LOQ degerleri
hakkinda detayli bilgi verir.
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Ticari tablet analizlerine gelistirilen metotlar uygulandi. Sekiz esdefer numune
hazirlanarak tayini yapildi. Her ¢ ilacin geri kazammlan igin uygun sonuglar elde
edildi (Tablo 8.5) ve tablet igerikleri ile iyi uyusma i¢inde oldugu gozlendi. Tiirev
spektrofotometrik metodunun validasyonu igin kemometrik metotlardan de edilen
sonuclarla karsilagtinldi. Kemometrik ve tiirev metotlar: ile elde edilen deferler
varyans analizi (ANOVA) ile incelendi ve sonuglar arasinda istatistiksel olarak
onemli bir fark olmadif goriildii. Test sonuglar: Tablo 8.5 gsterildi. Hesaplanan F
degerleri metotlar arasinda gok fazla farklilik olmadiin: kamtlayacak sekilde kritik
F degerlerinden daha diisitk bulundu.

Table 8.6. Kemometrik metotlardan elde edilen istatistiksel sonuglar

PLS PCR CLS

PAR ASP CAF PAR ASP CAF PAR ASP CAF
PRESS | 0.00212 0.00169 0.00034 | 041713  0.21539 0.03307 | 0.56164 042514 0.118313
SEC | 0.04602 0.04114 001847 | 0.64586 0.4641 0.18184 | 0.74943  0.65203 0.343967

SEP 02145 02028 0.1359 | 0.8037 0.6813 04264 | 0.8657 0.8075 0.5865

T 1.0000 10000 1.0000 | 09973 09985 0.9993 | 09970 0.9983 0.9983

n 00001 0.0090 00001 | 02668 00393  0.0565 | 03000 0.0602 0.6602

m 1.0000 09996 10000 | 09923 09970 09928 | 0.9954 0.9954 1.0199

Yapilan tez ¢ahgmasinda, ACE, ASP ve KAF igeren ilag formiilasyonunun analizi

icin oran-tiirev spektrofotometri ve kemometrik metotlar denendi. Elde edilen tiirev
spektrumlarinda istenilen etkin maddenin analizini yaparken, digerlerinin sifir oldugu
noktayr bulmak i¢in oran-titev metodu uygulandi ve sifir kesim noktalarindan
hareketle kalibrasyon grafikleri ¢izilerek bilinmeyen madde miktarlan tayin edildi,

sonuglar kemometrik metotlarla bulunan sonuglarla kargilagtinlda.

Ilag analizinde kemometrik metotlarin kullanilmasi, kimyasal bir aynistirmaya gerek
olamadan kolay, ucuz ve tekrar edilebilir bir yéntem olmast agisindan avantajlidir.
Calismada uygulanan CLS, PLS ve PCR kemometrik teknikleriyle bulunan sonuglar
icin % geri kazamm, SEP, SEC, korelasyon katsayis: degerlerine bakildifinda
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kullanilan tekniklerin uygulanabilir oldugu ve ilag formiiliindeki bulunmas: gereken

degerlerle karsilagtmldiginda sonuglarin birbiri ile uyumlu oldugu gorillmektedir.

Bu cahismada sunulan biitiin metotlar ACE, ASP ve KAF kangimlanmumn laboratuar
orekleri ile iyi bir kesinlik ve dogrulukla Sliilmesini miimkiin kilar. Kullanilan
kemometrik metotlarn yaninda gelistirilen yeni oran-tiirev metodu hizli, kolay ve
herkes tarafindan uygulanabilecek bir metottur. Elde edilen tiim istatistiki sonuglann
kargilastirimasindan da bu metodun difer G¢lit karngimiara uygulanabilecegini

gostermektedir.
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8.4 Sonuclar

llag analizleri insan saglig ile ilgili bir durum olmasi nedeni ile gerek uretim
sirasinda ve sonrasinda, gerekse ilacin canli {izerindeki etkilerini incelemek amact ile
rutin kontrofleri yapilmak zorundadir. Bu nedenle, ilag analizlerinde etken
maddelerin  analizi Ovemlidir. Analizin daha lizlh ve dogru bir sekilde
yapilabilmesini saglamak amaci ile en kisa siirede, en ucuz islemler ve en basit
teknikler esas alinarak metot gelistirilmelidir. Ilag analizlerinde en ¢ok kullanilan
yontemler kromotografik ve spektroskopik yontemlerdir. Gliniimiizde, herhangt bir
kimyasal aynistirma gerektirmeden etken maddelerin es zamanh kantitatif tayininde
kemometrik metotlarin da kullammi kisa zaman ve az maliyeti nedeni ile yerini

almugtir.

Bu galigmanin amaci, iiglii ilag karigmalar: igin oran ve tiirev metodu ile sifir kesim
noktas: elde etme ve bu noktalara gore olugturulan kalibrasyon grafikleri yardmmi ile
bilinmeyen madde miktariu tayin etmek ve elde edilen sonuglan kemometrik
metotlarla elde edilen sonuglarla karsilastirmakiir; elde elden sonuclar bu gelistirilen

yeni metodun yeterliligini kanmitlamaktadir.
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