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Oz

Bu ¢aligmada, Parkinson hastaliginin tedavisinde kullanilan ilag numunesindeki levodopa ve benserazid
maddelerinin spektrofotometrik olarak kemometrik metotlarla tayini gerg¢eklestirilmistir. Deneysel ¢aligmada
maddelerin spektrofotometrik o6zellikleri belirlendikten sonra her bir maddenin uygun oranlariyla
karistirilmasiyla yapay karisimlarin spektrum verileri incelenmistir. En son asamada tablet numunesi analizi
yapilmistir. Kemometrik yontemlerden, temel bilesen regresyonu yontemi (PCR) ve kismi en kiiciik kareler
yontemi (PLS), sentetik karisim ve tablet numunesindeki miktar tayininde basart ile uygulanmustir.
Hesaplanan veriler, istatistik olarak incelendiklerinde hem hesaplanan geri kazanim degerleri yiiksek hem de
standart sapmalar yeterince kiigiiktiir. Uygulanan kemometrik yontemler yardimiyla elde edilen sonuglar son
derece hizly, basit ve giivenilir sonuglardir.

Anahtar Kelimeler: Levodopa, Benserazid, PLS, PCR.

Chemometric Determination of Levodopa and Benserazide Agents Used in the Treatment of
Parkinson’s Disease

Abstract

In this study, spectrophotometric determination of levodopa and benserazide substances in the drug sample
used in the treatment of Parkinson's disease was performed by chemometric methods. After determining the
spectrophotometric properties of the substances in the experimental study, in this study, the determination of
levodopa and benserazide substances in the drug sample used in the treatment of Parkinson's disease was
performed by spectrophotometric chemometric methods. After determining the spectrophotometric properties
of the substances in the experimental study, the spectrum data of the artificial mixtures were examined by
mixing each item with the appropriate ratios. At the last stage, tablet sample analysis was done. Among the
chemometric methods, the principal component regression method (PCR) and the partial least squares method
(PLS) have been successfully applied in the quantification of the synthetic mixture and tablet sample. When
the calculated data are analyzed statistically, both the calculated recovery values are high and the standard
deviations are small enough. The results obtained with the help of the applied chemometric methods are
extremely fast, simple and reliable results.
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1. Giris

Parkinson hastalig1, norolojik bir rahatsizlik
olup, dopamin beyin  beyin
hiicrelerinin zamanla kaybiyla ortaya ¢ikan
bir rahatsizliktir (Sima vd., 2013; Aslan ve
Karahalil, 2019). Parkinson hastaligi, erken
evrede dopamin agonistleri ile tedavi edilir.
Tedavi yonteminde levodopa ve yaninda
benserazid, karbidopa gibi etken maddeler
kullanilir. Levodopa, (L -3,4-dihidroksi-
fenilalanin) dopamine doniisen aromatik bir
amindir (Din¢ vd., 2007). Levodopa etken
maddesi, beyin disinda kalan dokularda hizla
dopamine doniistiigiinden; benserazid,
karbidopa gibi amino asit dekarbosilaz
inhibitorii ile kombine edilir (Nagaraja vd.,

ureten

2001; Kaur wvd., 2009). Bu c¢aligmada
levodopa ve benserazid kombinasyonu
kemometrik yontemle incelenmistir. Cok

bilesenli sistemlerde aktif bilesenin hizli ve
kolay ayni zamanda giivenilir tayininde 6n
ayima islemi bazen sikintili olmaktadir.
Kemometri ile herhangi bir 6n ayirma islemi
yapilmadan, giivenilir, hizl1 bir sekilde nicel

tayin yapilmistir (Yongnian ve Gong, 1997).

Ultra viyole spektrofotomerisinden elde
edilen veilerdeki, absorbans ve derisim
arasindaki iligkiden faydalanilarak

kemometrik model uygulanmistir (Aktas ve
Saridag, 2017). Bu calismada kullanilan
levodopa ve benserazid maddeleri i¢in
literatiirdeki ~ ¢aligmalar  incelendiginde,
spektrofotometrik metotlarla ( Madrakian ve
Mohammadnejad, 2007; Culzoni vd., 2008;
Uslu ve Ozkan, 2002) elektrokimyasal
metotlarla (Zapata-Urzua vd., 2010; Shonhi
vd., 2018; Rabinca vd., 2017; Demircigil vd.,
2011; Savan ve Erdogdu, 2017) ve
kromatografik metotlarla (Muzzi vd., 2008;
Ahmad vd., 2012; Wollmer ve Klein, 2017)
incelendikleri goriilmiistiir.

Bu c¢alismada literatire kazandirilmak
istenilen, daha Once yapilan c¢alismalar
incelediginde klasik yontemlerin yaninda
istatistigin kullanildigt kemometrik
yontemlerdir (Kismi en kiiciik kareler-PLS

ve Temel bilesen regresyonu-PCR) (Ding ,

2009). Boylelikle daha giivenilir ve daha
hassas metotlar elde edilmesi
amaglanmaktadir.

2. Materyal ve Metot
Calismada  kullanilan  biitiin ~ kimyasal

malzemeler analitik safliktadir. Her bir ilag
etken maddesinin 100 ppm olacak sekilde 0,1
M HCl in ¢oziicii olarak kullanildigi ortamda
cozeltileri hazirlanmistir. Deneyin  diger
asamalarinda yer alan hem tekli ¢ozeltiler
hem de sententik karisimlar, her bir
maddenin ayr1 ayr1 hazirlanmig 100 ppm’lik
cozeltilerinden  hazirlanir.  Calismamizda
kemometrik kalibrasyon yonteminde UV
Spektrofotometrik ~ absorbans  degerleri
kullanilmistir. Uv Spektrofotometri
Olctimleri i¢cin UV 1700 Pharmaspec cihazi
(Shimadzu, Kyoto, Japan) kullanilmistir.

Cihazdan okunan absorbans degerlerini
kemometrik olarak degerlendirmek icin
elimizde lisanst bulunan Minitab 17

(Minitab, 2019) kullanilmistir. Ticari ilag
olarak Madopar (Deva®) kullanilmistir. ilag
etken maddelerinin once tek tek sonra 4.0-
20.00 pg/mL derisim araliginda sentetik
karisim ¢ozeltileri (Tablol.) hazirlanarak
spektrumlart (Sekil 1.) alinmistir. Sentetik
karisimlarda, maddelerin  birbiri
derisim  degisimleri
numunesinin analizi i¢in paketteki tim
tabletler agat havanda ezilerek
karigtirllmistir. Bu homojen karisimdan bir
tablet agirliginda tartilmis ve c¢oziicii ile
¢Ozeltisi hazirlanarak absorbans okumalari
yapilmustir.

yaninda
incelenmistir.  Ilag
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Bulgular

Tablo 1. Tlag maddeleri i¢in kalibrasyon seti

pg mL* pg mL?
No.
° Levodopa Benserazid No. Levodopa Benserazid
1 4 1 8 8 4
2 4 2 9 8 5
3 4 3 10 12 3
4 4 4 11 12 4
5 4 5 12 12 5
6 8 2 13 16 4
7 8 3 14 16 5
15 20 5
1,6
1,4
1,2
w 1
2
3
< 0,8
(]
[72)]
(]
< 0,6
0,4
0,2
0 —
200 250 300 350 400
DALGA B
— KARISIM1 A GAﬂH’(’AR@IMZ
—— KARISIM3 KARISIM4
—— KARISIM5 —— KARISIM6
e KARISIM7 KARISIMS
KARISIM9 KARISIM10
—— KARISIM11 KARISIM12
KARISIM13 KARISIM14
KARISIM15
Sekil 1. Levodopa- benserazid karigim

cozeltilerinin absorpsiyon spektrumu

Her bir kemometrik yontem i¢in hesaplanan
geri kazanim ve bagil standart sapma (BSS)
degerleri tablo 2. ve tablo 3. de gdsterilmistir.

Kesinlik ve dogruluk degerleri kontrol
edilmistir. ilave edilen derisimlere kars
bulunan derisimler hesaplanirken,
validasyon islemi uygulanmistir. Boylelikle
ilag numunesinde hatanin 6niine gegilmistir

(Porfire vd., 2015 ve Tarhan ve Kara, 2017).

Cross-

Yontemin gecgerliligini  test etmek igin,
yontemi kullanilarak tahminsel kalintisal hata
(karelerin tahmin (tayin) hatalarmin toplami
:PRESS) ve kalibrasyonun standart hatasi:
SEC (Denklem 2.) ve tahminin Kkareler
ortalamasimin karekokii: RMSEC degerleri
(Tablo 4.) hesaplanmistir. Bu degerin sifira
yakin olmasi kullanilan modelin tahmin
giclinlin  1yi  oldugunu  goéstermektedir
(Uyanik, 2012). Gozlenebilme sinir1 (LOD)
ve tayin sinir1 (LOQ) parametreleri birbiriyle
iliskilidir ancak farkli tanimlara sahiptir
(Shrivastava ve Gupta, 2015). Bu degerler de
validasyon parametreleri olarak
hesaplanmistir ve tablo 4. belirtilmistir.
Hesaplanan LOD degerleri icin
degerlendirme yapilirtken LOQ>LOD ve
LOQ=LOD dikkate alinmistir (Armbruster
ve Pty, 2008). Her maddenin absorbans-
derisim  arasindaki iligki  incelenmistir
(Benserazid:208 nm, Levodopa: 280 nm).
Benserazid ve levodopa igin, absorbans-
derisim arasindaki dogrusal iligki ( Sharma,
2017) regresyon katsayisinin (Miao vd.,
2018) bire yakin olmasi ile dogrulanmistir
(Tablo 4.)

Kemometrik hesaplamalar i¢in 200-350 nm
arasindaki dalga boyu araligindaki absorbans
degerleri kullanilmistir.
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Tablo 2. Kismi en kiigiik kareler metodu-PLS ile hesaplanan sonuglar

Levodopa Benserazid
ilave Hesaplanan Geri Kazamm ilave Hesaplanan Geri Kazamim
No Edilen (Ppm) % Edilen (Ppm) %
(ppm) (ppm)

1 4 3.89 97.25 1 1.01 101

2 4 3.87 96.75 2 1.9 99.5

3 4 3.56 89.00 3 2.97 99.00
4 4 3.94 98.50 4 3.59 89.75
5 4 3.65 91.25 5 4.67 93.40
6 8 7.89 99.75 2 1.94 97.00
7 8 8.00 100.00 3 3.06 102.00
8 8 8.05 100.63 4 3.97 99.25
9 8 7.89 98.63 5 4.88 97.60
10 12 11.97 99.75 3 2.97 99.00
11 12 11.85 98.75 4 3.96 99.00
12 12 12.04 100.33 5 4.97 99.40
13 16 15.96 99.75 4 3.94 98.50
14 16 15.97 99.81 5 4.96 99.20
15 20 19.98 99.90 5 5.01 100.20

Ortalama=98.00 Ortalama =99.25
BSS=3.41 BSS =3.04

Tablo 3. Temel bilesen regresyonu-PCR ile hesaplanan sonuglar

Levodopa Benserazid

ilave Hesaplanan Geri Kazamim ilave Hesaplanan Geri
No Edilen (ppm) % Edilen (ppm) Kazanim

(ppm) (ppm) %
1 4 3.69 92.25 1 0.98 98.00
2 4 3.98 99.50 2 2.07 103.50
3 4 4.05 101.30 3 2.86 95.33
4 4 3.82 95.50 4 3.97 99.25
5 4 3.96 99.00 5 4.96 99.20
6 8 7.89 98.63 2 2.10 105.00
7 8 8.06 100.80 3 3.00 100.00
8 8 7.94 99.25 4 3.97 99.25
9 8 7.82 97.75 5 4.88 96.40
10 12 11.87 98.92 3 2.87 95.67
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11 12 11.96 99.67 4 3.56 89.00
12 12 12.03 100.30 5 4.65 93.00
13 16 15.92 99.50 4 3.87 96.75
14 16 15.97 99.81 5 5.05 101.00
15 20 20.01 100.00 5 4.96 99.20
Ortalama=98.80 Ortalama
BSS=2.25 =98.03
BSS =3.97
Tablo 4. Validasyon Parametreleri
PARAMETRE METOT Levodopa Benserazid
Korelasyon Katsayisi PLS 0.991 0.990
R? PCR 0.999 0.987
PLS 0.035 0.028
SEC
PCR 0.030 0.039
PLS 0.026 0.021
PRESS
PCR 0.014 0.028
PLS 0.042 0.037
RMSEC
PCR 0.031 0.043
PLS 0.220 0.341
LOD
PCR 0.066 0.396
PLS 0.666 1.033
LOQ
PCR 0.543 1.201
Tablo 5. flag numunesindeki sonuglar
Levodopa (gram) Benserazid (gram)
NO PLS PCR PLS PCR
1 0.101 0.092 0.024 0.023
2 0.098 0.096 0.023 0.024
3 0.097 0.097 0.024 0.025
4 0.089 0.095 0.026 0.027
5 0.092 0.098 0.023 0.025
Ortalama 0.0954 0.0956 0.024 0.0248
Standart Sapma 0.0048 0.0023 0.0012 0.0015

Madopar ila¢ numunesinde her bir tablette,
bulunmaktadir.

100 mg levodopa, 25 mg benserazid
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Sonu¢

Levodopa ve Dbenserazid ilag etken
maddelerinin UV spektrumlar1 alinarak,
analiz  caligmalar1  gergeklestirilmistir.
Levodopa ve benserazid igin, kemometrik
yontem kullanilarak, yontem istatistiksel
desteklenmistir. Kemometrik
yontemlerden, kismi en kiigiik kareler
yontemi (PLS) ve temel bilesen regresyonu
yontemi (PCR) uygulanmaigtir.
Tabletlerden hazirlanan ilag numunesine
gegmeden Once yapilan deneysel tasarim
esnasinda hazirlanan sentetik modelde de

olarak

sonuclar kiyaslanmistir. Yontemimizde
levodopa ve benserazid igin % geri
kazanim degerleri ortalama olarak sentetik
karisim i¢in bulunmustur. Geri kazanim
degerleri kabul edilebilir boyutta biiytik,
standart sapmalar da calismaya uygun
olarak hesaplanmustir. Gelistirilen
yontemler, tekrarlanabilir, yiiksek
duyarlilik ve dogrulukta, hizli sonug veren
yontemler olup levodopa ve benserazid
iceren farkli ilag numunelerinin analizinde
onerilebilir.
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